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SEZNAM ZKRATEK

BBB hematoencefalicka bariéra (Blood brain barrier)
CBF mozkovy krevni pritok

CD 68 receptor fagocytujicich bunék

CRP C reaktivni protein

C-tau Stépené s mikrotubuly asociované proteiny
CT computer tomography

DAl difuzni axonalni poranéni

DAB di-amino-benzidine

EGF epidermalni rastovy faktor

GCS Glasgow coma scale

GFAP glial fibrillary acidic protein

GIluR receptor neurotransmiteru Glutamatu

HIF hypoxii indukovatelny faktor

ICP intrakranialni (nitrolebni) tlak

IL-6 interleukin 6

ISS injury severity score

MBP myelinovy bazicky protein

MMP matrixové metaloproteinazy

NF-H neurofilamenta o velké molekulové hmotnosti
NOS oxid dusnaty z L-argininu produkujici syntaza
NSE neuron specificka enolaza

RZS rychla zachranna sluzba

S-100B kalcium vazajici protein S-100B

TBI traumatické mozkové poranéni

TCA cyklus trikarboxylovych Kyselin

TNF-« faktor nekrotizujici tumory « (alfa)

VEGF cévni a endotelialni rdstovy faktor



1. PREHLED SOUCASNEHO STAVU ZNALOSTI

1.1.PATOFYZIOLOGIE = PRIMARNIHO A  SEKUNDARNiHO
PORANENI MOzKU

1.1.1. OvoD
RozliSuje se primarni a sekundarni poranéni mozku, dale Ize poranéni

rozdélit na fokalni a difuzni. Primarni poranéni mozku vznika jako vysledek
plsobeni mechanickych sil vedoucich k deformaci mozkové tkané
v okamziku Urazu. Mezi primarni poranéni fokalni patfi napriklad mozkova
kontuze a akutni intracerebralni hematom. Mezi difuzni patri otfes mozku
a difuzni axonalni poranéni. Na sekundarnim mozkovém poskozeni se
podileji zejména systémové vlivy jako hypotenze a hypoxie, dale
intoxikace alkoholem a mozkovy edém, zmény nitrolebec¢niho a perfuzniho
tlaku a aktivace molekuldrnich a biochemickych mechanizmi rozvijejicich
se po traumatu mozku. Je znamo, Ze traumatem postizeny mozek je
citlivéjsi k hypoxii a hypotenzi. Hypoxie vznika Casto pri aspiraci do
dychacich cest, zejména v souvislosti s intoxikaci alkoholem a pfi poranéni
hrudniku. Hypotenze byva definovana jako systolicky tlak nizsi nez 90
kPa, jeji vyskyt pri tézkych uUrazech hlavy zdvojnasobuje mortalitu
pacientd. K hypotenzi dochazi sekundarné na zakladé Sokového stavu,
zejména pri krvaceni do dutiny hrudni nebo brisni. Hypotenze se spole¢né
s dalSimi patofyziologickymi mechanizmy jako jsou poruchy autoregulace
nebo vazospasmy vyraznym zplUsobem podili na vysledném sekundarnim
ischemickém poskozeni mozku. Tato hemodynamicky podminéna ischemie
se nejvice projevi v distalni casti arteridlnich teritorii. Z dalSich
systémovych inzultl se na sekundarnim porané&ni mozku negativné
uplatfiuje i hyperkapnie tim, Ze umoznuje vazodilataci a zhorsuje tak
mozkovy edém. Velmi zavaznym systémovym inzultem je hypertermie,
zvlasté pokud dosahuje hodnot vyssSich nez 39 °C, protoze pri téchto
teplotdch dochazi ke zvySenému vyplavovani excitatornich amind

a k naruseni funkce proteinkinazy C. Hyperglykemie a hypoglykemie jsou



dalSi stavy zhorsSujici sekundarni mozkové poskozeni. Spolecné
patofyziologické projevy poruseného metabolizmu vedouciho ke smrti
bufiky jsou nastartovany pri sekundarnim poskozeni mozku kupfikladu
mechanickym poranénim axonl, ischemii a hypoxii mozkové tkané,
vazogennim edémem nebo zvySenym nitrolebec¢nim tlakem. U ischemie
dochazi
ke snizeni oxidativni fosforylace a v dalSim kroku dochazi k excesivnimu
nahromadé&nim laktatu. Laktatova acidéza mdze vést az ke smrti buriky.
Laktat se tvori v nadbytku i pfi poruSeni iontové homeostazy
excitatornimi aminy, které hraji zasadni roli v patofyziologii poranéni
mozku. K vyplaveni excitatornich amini dochdazi na zakladé mechanického
poskozeni mozku. Mezi nejdlleZit&j&i excitatorni neurotransmitery pat¥i
glutamat a aspartat. Byly identifikovany typy receptorl pro tyto aminy:
receptor AMPA - iontovy kanal pri jehoz aktivaci dochazi k masivnimi
priniku sodiku a vody a Uniku drasliku z bufiky, nastadvd tzv. zdufeni
buniky; dale receptor NMDA; jehoz integralni casti je iontovy kanal
pro vapnik, ktery pri excesivnim influxu kalcia do buriky aktivuje Fadu
nezadoucich kaskadd. Daldim typem glutamatovych receptord je

metabotropicky receptor, ktery aktivuje fosfolipazu C.

1.1.2. FOKALNI A DIFUZNI PORANENI MOzKU

1.1.2.1.FOKALNI PORANENI MOzZKU.

Mozkova kontuze vznika nejcastéji kontaktnim mechanizmem. Nejcastéji
se objevuje na bazi frontalniho a temporadlniho laloku, je lokalizovana
povrchové v kortikani a subkortikdlni oblasti. Ma jak slozku kontuzni, tak
i hemoragickou. Na mnozstvi krve a na homogenité léze na CT vysSetreni
zalezi zda se léze oznadi jako kontuze nebo intracerebralni hematom. Pro
grafické zobrazeni kontuzi jsou charakteristické zmény v case. Pri CT
vySetfeni se lozisko objevuje s odstupem 6-12 hodin. S vétSim odstupem
(fddové dny) obraz loziska mizi a vétSinou nezanechava pseudocystu.

Intracerebralni hematom vznika, je-li narusena tepna vétSiho kalibru



v lozisku kontuze. Tézké zhmozdéni mozkové tkané se oznacuje jako
lacerace. Zhmozdé&na tkan ma rlzny stupef prokrvaceni, k prokrvaceni
dochazi hlavné mechanizmem hemoragické nekrézy tkané. Urcité mnozstvi
erytrocytd ovliviiuje umisténi kontuze a prisvit poranénych cév. Kontuze je
témér vzdy provazena Urazovym subarachnoiddlnim krvacenim (Ragaisis,
2002).

Na dal$i vyvoj kontuzniho loZiska maji vliv i zmény pritoku loZiskem
mechanismem cévnich spazml, ktery je obdobny jako u nelrazového
subarachnoidalniho krvaceni, avSak spazmy malokdy dominuji v klinickém
obraze. Ischemicky deficit pfi téchto cévnich spazmech potencuje
nepriznivy vyvoj kontuzniho poranéni. Expanzivni chovani kontuze nebo
druhotné prokrvaceni Ci sekundarni expanze intracerebralniho hematomu
mohou, podobné jako mnozstvi a velikost primarnich kontuzi, zdsadné
ovlivnit stav a progndzu pacienta.

Tok draselnych iontd do extraceluldrniho prostoru vede k cytotoxickému
otoku astrocytl v dlsledku jejich pufraénich funkci pFi regulaci iontové
homeostazy. Tento patofyziologicky proces se povazuje za pfriCinu
potraumatického zvyseni nitrolebniho tlaku (intrakranialni tlak, ICP)
(Ragaisis, 2002). Pritomnost primarni nebo sekundarné vzniklé ischemie
u loziskového poranéni je dale spojena s vysokou koncentraci glutamatu
v mikrodialyzatu extracelularni tekutiny.

Sekundarni poskozeni mozku po kratkodobé ischemii v experimentu
davaji néktefi autori do pri¢inné souvislosti s aktivaci biochemickych kaskad
vedoucich k bunécné dysfunkci. U pokusnych zvifat byl magnetickou
rezonanci a imunohistochemicky vysetfren edém mozku po kratkodobé
ischemii. V intervalu do 21 hodin po ischemickém inzultu bylo pozorovano
zdureni astroglie (se silnou GFAP imunoreaktivitou), zatimco neurony

podléhaly apoptoze (Rumpel et al., 1997).



1.1.2.2.Di1FuzNi PORANENI MOZKU.

Difuzni axonalni poranéni podle biomechanickych studii zavisi na mire
akceleracnich a deceleraénich mechanizmQ. Setrvaéné sily pfi narazu
pogkozuji jak axony, tak i drobné cévy. U t&Zkych typd axonalniho poranéni
dochdzi k disrupci axonl a k pretrzeni cév v mozkovém kmeni a v corpus
calosum. V nasledujicich Sesti hodinach se retrahuje axolema, mezi 12 az
24 hodinami dochdzi ke zdufeni axonQ, ke vzniku Kajalovych retraké&nich
méchyikl. Po nékolika dnech dochazi k invazi mikroglie a po tydnech ke
vzniku glidzy. V prib&hu mésicd podléhaji prerudenad vldkna Wallerové
degeneraci. Jesté pred strukturnim porusenim axolemy vznikne
dezintegrace cytoskeletu. Pfi napnuti axolemy se zvysi jeji propustnost pro
kalcium. Influx kalcia aktivuje proteazy, které dezintegruji strukturu
neurofilament. Primarni postiZzeni cytoskeletu je zplsobeno i poruchou
fosforylace neurofilament (Fitzpatrick et al., 1996, Fitzpatrick et al., 1998).
V experimentalnim modelu dynamické deformace mozkové kury trvajici 25
milisekund bylo u 12 pokusnych zvifat pozorovdno poskozeni axond.
Pogkozeni bylo prokazadno pozitivitou protildtek proti neurofilamentim
v podkorové bilé hmoté v misté kontuze. V protiléhlé hemisféfe nebo ve
vzddlenych oblastech nebyly pozorovdny zndmky pogkozeni axonl
(Shreiber et al., 1999).

Mezi Castou priCinu DAI patfi dopravni nehody. Nékteri autofi pozorovali,

ze DAI se velmi ¢asto kombinuje s kontuzemi mozku (Jing et al., 2001).

1.1.2.3.PATOFYZIOLOGIE DIFUZNIHO AXONALNIHO PORANENI.

pfipadl k okamzitému mechanickému prerudeni axond (primarni axotomie).
U lehkych a stfedné téZkych Urazl mozku existuje tzv. sekundarni
axotomie; Axolema je fragmentovana, roztrzené axony vylucuji axoplazmu
ve formé retrakcnich kulicek. Prfi loziskové poruse axoplazmatického

proudéni vznika fokalni zdufeni v dlsledku abnormalniho nahromadéni



axoplazmatickych organel (mezi 6 - 12 hodinami po Uraze). Rektrakcni
kulicky se tvori nejCastéji mezi 24 - 72 hodinami. Pfi nekontrolovatelném
priniku vapniku do poranénych nervovych vldken dochazi k aktivaci
kalcium dependentnich enzym(, zejména kalpaind, které &té&pi mikrotubuly
a neurofilamenta. V nervovych vlaknech dochazi ke zdureni mitochondrii,
nadbytek kalcia aktivuje i membranové fosfolipazy. Gennarely et al. popsal
Etyfi stupné podkozeni v zavislosti na natazeni axond. V prvnim stupni pfi
deformaci axond do 5 % jeho délky vznikd prechodnd depolarizace
membrany. Disledkem je selhdni tvorby a S&ifeni akénich potenciald.
V druhém stupni je reverzibilni poSkozeni cytoskeletu, axon se deformuje az
do 10 % jeho délky, iontové poruchy jsou provazeny vstupem tekutiny do
bunky, axon zdufi, dochdzi k varikozitam, pritomny jsou i puchyrky na
membranach v Ranvierovych zarezech. Ve tretim stupni pfi deformaci
axond do 20 % dochdzi k proteolyze a shlukovani neurofilament
a mikrotubull, tvofi se axonalni retrakéni kulicky v mist& preru$eného
axonalniho transportu. Ve Ctvrtém stupni jiz dochazi k pretrzeni (axotomii)
nervového vldkna. Ve studii u pacientl, ktefi zemfteli v disledku DAI, bylo
vySetfeno corpus callosum (McCracken et al., 1999). Western blot prokazal
vyznamnou redukci v hladinach tripletu neurofilament, nebyly vSak zjistény
zadné zmény beta-tubulinu nebo zmény MAP (s mikrotubuly asociované

proteiny).

1.1.2.3.1 CYTOSKELET A JEHO VYZNAM PRI PATOFYZIOLOGICKYCH DEJICH
U DIFUZNIHO A LOZISKOVEHO PORANENI MOzKuU.

Vyznamna oblast bunky je submembranova oblast, kde se odehravaji
zakladni pochody vzniku a prenosu signall. Nachazi se zde i fada proteind,
které interaguji s cytoskeletem. Intracelularni proteiny (ezrin, radixin,
moezin) vazi pres C-terminalni doménu mikrofilamenta a na opacné
doméné vazi transmembranové glykoproteiny. Specializovana mista adheze
(fokalni kontakty) obsahuji integriny, které interaguji s proteiny asociované
s mikrofilamenty (talin, vinkulin, aktinin a filamin). Déale obsahuji kindzy

a daldi molekuly. Navazanim ligandl na integriny dochazi k jejich
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shlukovani a k pfipojeni mikrofilament ve formé svazkl stresovych vidken.
V mezibunécnych spojich jsou transmembranové receptory - kadheriny,
které se vazi na aktinova filamenta pres zakotvovaci proteiny a pres
proteiny asociované s mikrofilamenty. Aktivace cyklin-dependentni kinazy
(CDC 42) vede k odliné aktivaci proteind regulujicich polymeraci aktinu
a tvorbu svazkd mikrofilament. Mikrotubuly, jako dal$i sou¢ast cytoskeletu,
umozfuji prenos signall vznikajicich na receptorech do nitra buriky.
Mikrotubuly prostupuji cytoplazmu od jadra k plazmatické membrané a jsou
spojeny s organizaénim centrem mikrotubuld (MTOC). V burikach je
dynamickd nestabilita mikrotubuld regulovdna proteiny asociovanymi
s mikrotubuly. Motorem mikrotubull je dynein; dynaktin je komplex
proteinl vazicich se na mikrotubuldrni motor dynein. Podél stabilnich
mikrotubul jsou lokalizovana vimentinova filamenta. Tubulinové komplexy
jsou klicové proteiny pro nukleaci mikrotubull (Geddes et al., 1999). Mezi
dalSi zakladni stavebni proteiny cytoskeletu patfi stfedni filamenta
tj. keratiny, desmin, vimentin, GFAP, neurofilamenta o nizké molekulové
hmotnosti - 62 kDa, stfedni - 102 kDa a vysoké hmotnosti - 130 kDa. GFAP
je protein gliovych bunék. Vimentin je obsazen v mezenchymalnich bunkach
a je rovnéz exprimovan v astroglii. Neurofilamenta tvori v myelinizovanych

axonech tzv. triplet.

1.2.EXPANZNI PROCESY - EXPANZNI KONTUZE A MALIGNI
ZVYSENI NITROLEBNIHO TLAKU PRI EDEMU MOZKU

1.2.1. POTRAUMATICKY MOZKOVY EDEM U EXPANZNICH PROCESU

Mechanické trauma mozku a cévniho endotelu narusi integritu
hematoencefalické bariéry. Pritom dochazi k extravazaci tekutiny
a plazmatickych proteint do extraceluldrniho prostoru zejména v bilé hmoté&
mozku a tento proces se oznacuje jako vazogenni edém. PriCina poruseni
hematoencefalické bariéry neni pouze mechanicka, ale na zvyseni cévni

propustnosti se podileji téz latky uvolnéné z poskozené mozkové tkané
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(kyselina arachidonova, histamin, bradykinin a volné radikaly). Na tvorbé
edému se rovnéz podileji membranové kanaly tzv. malé homotetramerni
aquaporiny. Vazogenni edém dosahuje maxima 48 - 72 hodin po Uraze,
muUze zplsobit vyrazné zvyseni nitrolebeéniho tlaku, a na CT se jevi jako
hypodenzni oblast. Na tomto typu edému se podili také kolagenaza
mechanizmem Stépeni bazalni membrany kapildr. Pfi zhorSeném mozkovém
krevnim pritoku, zejména pti ischemii se v §edé hmoté& mozkové projevi
edém cytotoxicky. Pri tomto typu edému pronikd do intracelularniho
hodin po Uraze. Tok draselnych iontd do extracelularniho prostoru vede
k cytotoxickému otoku astrocytl v disledku jejich pufraéni funkce pfi
regulaci iontové homeostazy. Tento proces se obvykle uvadi jako pricina
potraumatického narlstu ICP (Ragaisis, 2002).

Pri poranéni hypotalamu a mozkového kmene v misté vazoregulacnich
center dochazi k vazoparalyze s naslednym zvysenim mozkového krevniho
pritoku, coz se projevi zvy$enim nitrolebeéniho tlaku a oznaluje se jako
mozkova hyperemie. Nakonec dojde pri dekompenzaci ke snizeni
mozkového perflzniho tlaku a k mozkové ischemii. ZvySeny nitrolebecni
tlak v ddsledku edému hraje vyznamnou roli v sekunddrnim poskozeni
mozku. Hodnoty nitrolebedniho tlaku vy$si neZz 20 torrl se vSeobecné
povazuji za patologické.

Otevreni BBB se uskutecnuje ve dvou vinach (bifazické), je spojené
s vytvarenim vazogenniho edému. Primarni otevreni souvisi s reaktivni
hyperemii. Sekundarni druhotné otevieni BBB je zplsobené mechanizmem
ischemického poskozeni bariéry (Klatzo, 1987). Mozkovy edém (Unterberg
et al., 2004), ktery zplsobi expanzi objemu mozku, je zasadni Cinitel, ktery
ma vliv na morbiditu a mortalitu u pacientd s poran&nim hlavy v ddsledku
zvysSeného nitrolebniho tlaku (ICP). Ve studiich (Aarabi et al., 2006) bylo
prokazano, ze dekompresivni kraniektomie ma pozitivni vliv na preziti;
pomoci kraniektomie se podarilo snizit ICP na méné nez 20 mm Hg u 85 %

pacientd.
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1.2.2. PATOFYZIOLOGIE ISCHEMICKEHO EDEMU
Histochemické studie a fyzikalni méreni detegovaly vzestup tkanové

vody jiz za 5 minut po arteridlni okluzi. Maximum tohoto vzestupu bylo
prokazano za 3 az 4 dny, kdy je akumulace vody intracelularni, vznika
vakuolizace, zdufeni astroglie a zblednuti myelinu. Neurony zduruji hlavné
v terminalnich presynaptickych castech. V bilé hmoté je patrné zvétSeni
objemu v axoplazmé. Priliv tekutiny do vnitfniho prostredi neuropylu
vyvoldva zmény v iontové rovnovaze. Je naru$end i funkce astrocytt, které

ztraceji izola€ni schopnost v okoli synapsi.

1.2.3. POSTISCHEMICKA PERIFOKALNI HYPEREMIE
Na zménu acidobazické rovnovahy v mozkovém parenchymu pri ischemii

reaguji drobné arterioly uvolnénim svalového tonu. Obnovi se krevni
pratok. Impulzem k neregulované vazodilataci mtZe byt kromé& ischemie
také mechanické poskozeni Urazem (komoce, kontuze) nebo poskozeni
toxické. Vztahy mezi mozkovym krevnim objemem a rychlosti pritoku Ize
dobre pozorovat u generalizovanych mozkovych vazodilataci, které jsou
znamy prevazné z traumatické etiologie. V makroskopickém obraze se stav
krevni hypervolemie oznacuje jako turgescence. PFi generalizovanych
vazodilatacich nékteri autori sledovali vztah mezi arteriovendéznim
cirkulacnim ¢asem a procentem preziti mozkovych traumat. Pfi hodnotach
arteriovendzniho cirkula¢niho ¢asu vice nez 8,0 sekund vSichni postizeni
umirali. Slo o stavy celkové vaskularni mozkové paralyzy, které na CT

obraze imponovaly jako mozkova turgescence.

1.2.4. EXPANZNI LOZISKOVA PORANENI MOzZKU
U skupiny 740 pacientd byly analyzovdny zavazné kontuze mozku

a expanzni chovani kontuznich loZisek. U 31,8 % pacientl byly kontuze
umisténé pfi pélu a na spodiné frontalnich nebo temporalnich lalokd. Pouze
u 2,5 % pacientd byly kontuze na konvexit&é hemisfér spojené s kontuzemi
v subkortikalni bilé hmoté (Bykovnikov, 1985).
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V jiném experimentu byl analyzovan model rizené deformace mozkové
kdry u zvifat, kde byla provedena kraniektomie pred deformaci, za Uc¢elem
ovéfit hypotézu, kdy ma byt pouzita dekompresivni kraniektomie u pacientt
s narGstajicim nitromozkovym tlakem (Zweckberger et al., 2003).
U kontrolni skupiny zvirat autorfi uzavreli otvor po kraniotomii
bezprostiedné po Fizeném poranéni mozkové kiry a u druhé skupiny byla
kraniotomie ponechana. U kontrolni skupiny se hodnoty ICP zvySily 6 hodin
po operaci na 23,7 mmHg (p<0,001), zatimco u kraniotomii nebyl
pozorovan zadny vzestup ICP. 24 hodin po traumatu byly zjistény nejvétsi
objemy expanznich lozisek. U kraniotomovanych zvifat byl objem
kontuznich lozisek o 40 % mensi v porovnani s kontrolni skupinou
(18,3+2,0 vs. 30,2+3,5 mmHg, p<0,04). Tato pozorovani potvrzuji, ze
kraniotomie ovlivni vyznamné pourazové zvyseni ICP, redukuje sekundarni
poskozeni mozku a zlepsuje funkéni uzdraveni po experimentalnim poranéni
mozku.

Autori (Plesnila et al., 2003), ktefi analyzovali data ziskanda mérenim
regionalniho mozkového pritoku (rCBF) u zvifat po poranéni mozku, zjistili,
ze v prvnich 24 hodinach po poranéni se objem kontuzniho loziska zvétsil
na 140 % oproti inicidlnimu objemu. Vyraznad hypoperfuze poranéného
loziska (az na 30 % bazalni perfuze mozku) byla pozorovana jiz do 1 hodiny
po poranéni. Ve tkani v okoli kontuze se mozkovy pritok pomalu
normalizoval na 80 % bazalnich hodnot. Hypoperfuze v prvnich hodinach po
poranéni se mize vyznamnym zpuUsobem podilet na expanznim narlstu
objemu kontuzniho loziska. V novych experimentalnich studiich bylo
prokdzdno, e snizeni centrdlniho mozkového pritoku neni pficinou
sekundarni expanze kontuzniho loziska. Zatimco objem kontuze se zvétsil
z 24,9 na 35,5 mm?® (p < 0,01) do 24 hodin po Urazu, tak oblast ischemie
s CBF< 10% se zvétsila pouze minimaln& z 22,3 na 25,1 mm? (Engel et al.,
2008).
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1.2.5. KLINICKE DUSLEDKY ZVYSENEHO NITROLEBNIHO TLAKU
Pfi narlstu nitrolebniho tlaku dochazi k posunu a herniacim mozkové

tkané, vytvareji se otlakové konusy. Temporalni konus vznika pri zvySeném
tlaku v supratentoridlnim prostoru tzv. tentorialni herniace. Trva-li tlak déle
nebo je-li expanze v zadni jamé lebni, rozviji se okcipitalni konus.
Pri tentoridlni herniaci je mozek tlacen do tentoridlniho otvoru laterdlné
nebo centrdlné. Lateralni herniace, oznaCovana jako unkalni nebo
temporalni konus (otlakovy kuzel) vznika stlatenim uncus gyri hippocampi
pod tentorium cerebelli mezi okraj tentoria a mozkovy kmen. Dochazi ke
kompresi a dislokaci mozkového kmene.

Pfi centralni herniaci dochazi k posunu diencefala a mezencefala do
tentoridlniho otvoru. Pritom dochazi jednak k prfimému mechanickému
poskozeni mozkové tkané, kompresi mozkového kmene, jednak dochazi
k natazeni a natrzeni malych perforujicich cév. Vznikaji drobné vicecetné
hemoragie oznaCované jako posunova krvaceni, nebo infarkty v mozkovém

kmeni.

1.3.PATOFYZIOLOGICKE REAKCE PRI HYPOXII MOZKU U
TRAUMAT

1.3.1. FYZIOLOGIE MOZKOVEHO KREVNIHO ZASOBENi A VYZNAM
POURAZOVE HYPOXIE PRI SEKUNDARNIM POSKOZENI MOZKOVE
TKANE.

Mozek ma znacné naroky na oxidacni a metabolickou dodavku zivin;

u dospélého ¢&lovéka je krevni pritok mozkem 50-60 ml/ 100 g tkané/

minutu, coz pro mozek jako celek ¢ini asi 750 ml za minutu. Za klidovych

podminek mozek konzumuje 65 % celkové télesné spotreby glukdzy.

Na mozkovém pritoku se podili tzv. autoregulace, dale je zde chemicko-

metabolickd kontrola mozkového pritoku a neurogenni kontrola

mozkového pratoku. Vyznamny vliv na krevni pritok mozkem maiji
vychylky acidobazické rovnovahy mozkového intersticia. Hematocefalicka
bariéra chrani tkan proti akutni zatézi kyselinami i zdsadami. Mozkové

cévni recisté je znaCné senzitivni ke zménam parcidlniho tlaku oxidu

15



uhli¢itého (CO2), protoze hematoencefalicka bariéra je pro CO2 volné
prostupnd. Akutni zmény pH krve ovliviiuji mozkovy prdtok jen velmi
malo. Arteridlni tenze kysliku mozkovy krevni pritok relativné
neovliviiuje, ¢etni autori pfi poklesu parcidlniho tlaku kysliku nepozorovali
zadny efekt na mozkovou cirkulaci a to pri poklesu tlaku kysliku az na
hodnoty 6,6 kPa; teprve pod témito hodnotami nastava pokles
cerebrovaskuldrni rezistence a zvysuje se regiondlni pritok. Mozkova tkan
je relativné dobre chranéna pri snizovani arteridlniho tlaku kysliku jeho
zvySenou extrakci z krve, avSak pri hodnotach parcialniho tlaku kysliku
pod 3 kPa jiz dochazi k porude funkce neurond. Vétsina autord se ptiklani
k nazoru, ze samotna hladina kysliku sama o sobé ovliviuje mozkovy
pritok jen velmi malo, avsak metabolické dilsledky hypoxemie jsou
zodpovédné za zmény mozkového pratoku. U pacientd s TBI byly
prokazany mnohocetné epizody mozkové hypoxie v perifokalni tkani
v okoli kontuze v prvnich 5 dnech po poranéni. Stredni tlak kysliku (PtiO2)
v perikontuzni tkani byl nizsi nez v okolni zdravé tkani (19,7+/-2,1 mmHg
v.s. 25,5+/-1,5 mmHg, p < 0,05) (Longhi et al., 2007).

Pri tkanové hypoxii stoupa koncentrace kyselého vodikového iontu
v perivaskuldrnim prostoru a v bunce hladkého svalu cévni stény je
zvySené produkovan laktat. Tyto zmény vyvolavaji vazodilataci, ktera
miZe pFispivat v vazogennimu edému a daléimu zhordeni difuzniho
kvocientu kysliku ve tkani.

RovnéZ byla studovana regiondlni ischemie u pfipadd traumatického
poskozeni mozku (Coles, 2004). Hypoxie a hypotenze jsou rizikové faktory
rozvoje sekundarniho poskozeni mozku po traumatu (Chi et al., 2006,
Geeraerts et al., 2007).Nové pristupy umoznily ziskavat klinické udaje
o stavu regionalniho zasobeni mozku kyslikem, o tkanovych metabolitech
metodou mikrodialyzy, o mozkovém pritoku (CBF) a extrakéni frakci

kysliku.
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1.3.2. VLIV ISCHEMIE NA ENERGETICKY METABOLIZMUS
Hypoxicko-ischemické poskozeni vede k selhani energetického

metabolizmu, které zplsobi porugeni iontové homeostazy a nahromadéni
neurotransmitert v extraceluldrnim prostoru. Pfi poklesu parcidlniho tlaku
kysliku se inaktivuje 02 - senzitivni draslikovy kanal, vzristéd produkce
laktatu a klesa pH tkané. Pri poklesu ATP selhavaji ATP dependentni
procesy. Nejdrive selhava Na-K-ATPaza, kterd udrzuje intracelularni
koncentraci draselnych iontd 155 mmol/l a sodnych iontd 12 mmol/I.
Depolarizace membrany vede k otevfeni napétové zavislych iontovych
kanald a dochazi ke zvyseni intraceluldrni koncentrace sodnych iontl

a vapniku.

1.3.3. VLIV ISCHEMIE NA METABOLISMUS VAPNIKU A INICIACE
APOPTOZY.

Energeticky naro¢ny kompenzacni mechanizmus distribuce kalcia
v bufice je poruden v prfipadé mozkové ischemie. Patologicky narust
intracelularni koncentrace vapniku je povazovan za klicovy mechanizmus
vedouci ke smrti bunky. Za fyziologickych okolnosti je nadbytek kalcia
v burice kompenzovan navazanim na intracelularni proteiny, zvysenym
transportem ven z bufky a prerozdélenim do bunécnych organel.
Za priciny pourazové poruchy kalciové homeostazy jsou povazovany
kromé& ischemie i dal&i mechanizmy jako vliv excitatornich amind, zvyseni
membranové permeability neuronl na zdkladé mechanického poskozeni
a porucha hematoencefalické bariéry mechanickym poskozenim endotelu.

Excitotoxicita pfi ischemii zvy$uje intraceluldrni koncentraci iontd kalcia
a zinku, které aktivuji cytotoxické biochemické kaskady. Kalcium aktivuje
kalcium-dependentni cysteinové proteazy tzv. kalpainy, které stépi slozky
cytoskeletu; proteolyza aktivovana kalciem vede k dezintegraci
cytoskeletu, zejména mikrotubulld. Endonukledza mdZe byt aktivni pfi
praniku velkého mnoZstvi iontl kalcia intraceluldrné a dochdzi tak ke

Stépeni DNA. Kalcium vazané na kalmodulin aktivuje kalmodulin-kinazu,
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NO-syntazu, kalcium-dependentni proteinkinazu C, ktera modifikuje funkci
iontovych kanald NMDA a AMPA. Aktivace kalcium dependentni fosfolipdzy
A2 se podili na poskozeni bunky kyslikovymi radikaly. Intercelularni
kalcium ovliviuje i interakci astrocyt-endotelie = mechanizmem
interceluldrni difuze kalcia skrze gap junction a timto zplsobem aktivuje
inositoltrifosfat jakozto druhého posla (Paemeleire, 2002).

Kalcium rovnéz aktivuje lipolyzu, kterd zplsobi poruchu membranovych
funkci za vzniku diacylglicerold, fosfolipidd, aktivuje vznik volnych
mastnych kyselin a destickového aktivacniho faktoru. Kalcium v dalSim
kroku aktivuje né&které enzymatické systémy za vzniku volnych radikald.
Nadbytek hydroxylovych radikald potom zad&ind oxidovat membrany
v procesu lipidové peroxidace. Proteinova fosforylace je rovnéz narusena
a vede k aktivaci apoptdzy. Soubézné s excitotoxicitou se iniciuji pochody
vedouci k apoptdoze. Mezi faktory spoustéjici apoptozu pri ischemii jsou
fazeny cytokiny, zejména interleukin-1 a TNF-alfa. PoSkozeni mitochondrii
vede k aktivaci vnitfni kaskady apoptdézy uvolnénim pro-apoptotickych
faktord. Volné kyslikové radikaly a aktivace membranové sfingomyelinazy
vedou ke Stépeni a uvolnéni ceramidu, ktery atakuje mitochondridlni
membranu.

Axon a jeho synapse patfi mezi dalsi mista, kde se iniciuji procesy
apoptozy. Synapse obsahuji ¢etné organely a proteiny uplatiujici se pfi
apoptoze, zejména proteiny BCL-2 rodiny, protein p53 a kaspazy. Alterace
axonalniho transportu rovné&z mize spoustét apoptdzu v okamzZiku, kdy
lehky retézec dyneinu (DLC) vaze protein BIM, ktery inaktivuje anti-
apoptopicky protein BCL-2, ktery je umistény na membrané mitochondrii.

Aktivace glutamatovych receptord a prinik kalcia do burky vede
k apoptdéze otevienim mitochondridlnich pérd (MTP), dochazi k otevieni
napétové zavislého aniontového kandlu (VDAC) a nasledné uvolnéni
cytochromu C, ktery se stane soucasti apoptozomu. Proteiny oznacované
jako PSD (proteiny lokalizované v postsynatickych densnich oblastech)
ovliviiuji produkci oxidu dusnatého (molekuly NO). Produkce oxidu

dusnatého (NO) v mozkové tkani je regulovana kalcium/kalmodulin-
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dependentni NO syntetdazou (nNOS), kterou reguluji proteiny
v v postsynatickach denznich oblastech; zejména byly studovany proteiny
PSD-93 a PSD-95 (Brenman et al., 1996).

U pacientd straumatem mozku byly v synaptickych zakoné&enich
pozorovany rozéifené synaptické vacky, deplece vackl, velké mnoZstvi
axoplazmatickych granularnich substanci a zdurfeni pre- a post-
synaptickych struktur. V synaptickych zakoncenich byly rovnéz zjisténé
lipidové inkluze, glykogenové partikule a misty bylo pozorovano vymizeni

postsynaptickych denznich oblasti (Castejon et al., 1995).

1.3.4. VLIV ISCHEMIE NA STRUKTURNI ZMENY NEURONU A GLIE
Mozek kryje své energetické potreby prakticky pouze oxidacni

glykolyzou. SniZzeni b&?ného mozkového pritoku pod 50 % se obvykle
neprojevuje zadnym deficitem funkce. Teprve pri poklesu mozkového
pratoku k hodnotdm 20 ml/ 100 g tkan&/ minutu klesd funké&ni aktivita
neuronl a oplostuje se EEG kfivka. Tato situace je patofyziologickym
podkladem nepozornosti, zavrati a mdlob. Pri hodnotdch mozkového
pratoku pod 20 ml/ 100 g tkdn&/ minutu po delsi dobu jiz dochazi
k dlouhodobé depolarizaci bunéfné membrany se ztratou funkce.
Depolarizovana bunéénd membrana tak ztratila informacni funkci
a nachazi se ve stavu tzv. ischemického polostinu (ischemic penumbra).
Pfi ztraté membranového potencidlu v prvnich minutach ischemie se
snizuje pocet synaptickych vezikul, které soucasné zdufi. ZvétSeni objemu
dendritickych zakonceni pfispiva k preruseni neurotransmise. Pri poklesu
mozkového pritoku pod hodnoty 10 ml/ 100 g tkdn&/ minutu dochazi po
nékolika minutach ke strukturdlnim zménam mozkovych bunék.
NejcitlivéjSi je neuron, po jeho poskozeni nastava rozvrat v burce
oligodendroglie, poté v mikroglii a posléze i v burice cévniho endotelu.
V pasmu pritoku mezi 20 az 10 ml/ 100 g tkdn&/ minutu jiz stoupa
hladina intersticidlniho laktdtu, klesd hladina kreatin fosfatu, avéak muize
byt jesté zachovana hladina ATP i funkce iontové pumpy. Pri poklesu

pratoku pod 10 ml/ 100 g tkan&/ minutu dochazi k selhani ATP pumpy,
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které je doprovazeno Unikem draselnych iontl do intersticia a pohybem

sodnych iontd do bunék.

1.3.5. STRUKTURALNI ZMENY NEURONU A GLIE V POSKOZENEM
LOZISKU
Prvotni strukturalni zménou v ischemickém lozisku je zdureni

mitochondrii, rozpadd se mitochondridlni matrix spolecné s tvorbou
mikrovakuol. Inhibice proteosyntézy znamend rozvrat integrity neurond.
Dochdazi ke shlukovani ribozomG. B&hem prvni hodiny zdufi Golgiho
komplex a endoplazmatické retikulum s pykndzou a inkrustacemi podél
bunééného povrchu. Po vice hodinach dochazi ke zdufeni lysozomu
a k ruptufe buné&né membrany. Pseudopodie astrocytl nasavaji vodu
a jejich objem se zvétsi az na trojnasobek. Nastava hydrolyza jejich
bilkovinnych filament. Extraceluldrni prostor ziskava expanzivni charakter
pri zvétSeni tél astroglie. Astrocyty reaguji na poranéni produkci nékterych
komponent cytoskeletu (Baldwin and Scheff, 1996). V experimentalnim
modelu na krysach byla u 344 zvirat pozorovana exprese GFAP
a vimentinu v astrocytech do 2 dnd po kontrolovaném narazu se vznikem
kontuze  mozku. Kromé imunohistochemickych zmén  dochazi
k ultrastrukturalnim zménam gliovych a gangliovych bunék jako reakce na
trauma mozku (Castejon, 1998). Pri vydetfeni 9 pacientd
s kraniocerebralnim poranénim komplikovanym subdurdlnim nebo
epidurdlnim krevnim vyronem byly pfi analyzdch elektronogramd
pozorovany znamky mozkového edému, zvysSeny vakuolarni a vezikularni
transport v cytoplazmé endotelii a zdureni astroglidlnich perivaskularnich
vyb&Zkld. V gangliovych pyramidovych a nepyramidovych neuronech byla
pozorovana dilatace endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu.
V oligodendrocytech byly zjistény znamky myelinolyzy a byly nachazeny
fagocytujici astroglialni bunky (Wollmann et al., 1981). Po poranéni
mozku byly pozorovany fragmentace a nebo dilatace cis- a trans-
nakupenych cisteren Golgiho aparatu (Castejon, 1999b).

V experimentalnim modelu reperfuzniho poskozeni u zvirat bylo zjisténo,
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7e dodlo ke zméndm kapilar, zvysil se pocet mikroklk(, doglo ke zdufeni
endotelii a zdufeni astroglidlnich vyb&rkd (Okumura et al., 1994).
V souboru 22 pacientd s poran&nim mozku byly analyzovany rovnéz
subtypy astrocytd, reagujici na poranéni zmé&nou glykogenovych partikuli,
zménami denzity a objemu cytoplazmy (Castejon, 1999a). Poranéni
postihovalo rovnéz morfologii mitochondrii (Castejon and de Castejon,
2004).

1.4.HEMATO-ENCEFALICKA BARIERA MOZKU

1.4.1. STRUKTURA A FUNKCE HEMATO-ENCEFALICKE BARIERY

Hematoencefalicka bariéra se sklada z bazalni membrany kapilar,
astroglidlnich perivaskularnich pochev, které se spolutcastni na selektivité
celebrovaskularnihno  transportu a dalSi anatomickou  slozkou
hematoencefalické bariéry je cévni endotel. Transport latek v mozkové
tkani pres endotelovou membranu je jednak mechanicky - jako transport
transcelularni, tj. pinocytdézou nebo filtraci a difuzi a druhou variantou je
transport paracelularni, pres spojeni sousedicich ploSek endotelii, které se
nazyvaji zonule okludens. Transport enzymaticky - na principu
enzymatické bariéry je zalozen na vybavé endotelii. Stény mozkovych cév
maji vysokou aktivitu v degradaci monoamind. Kyselina gama-
aminomaselna neprochdzi hematoencefalickou bariérou pro vysokou
aktivitu GABA transaminazy. Na izolovanych endoteliich byla pozorovana
vysoka aktivita enzymu gama-glutamyltranspeptidazy a alkalické
fosfatdzy. Mayer a spolupracovnici pozorovali, Ze aktivita t&chto enzym{
(gama-glutamyltranspeptidazy a alkalické fosfatazy) se snizila
v okamziku, kdy vzrostl index proliferace izolovanych endotelialnich
bunék, avSak aktivita ACE (angiotenzin konvertujiciho enzymu) byla

zachovana (Meyer et al., 1990).
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1.4.2. POSKOZENI HEMATO-ENCEFALICKE BARIERY
Mikrovaskularni poskozeni pri hypoxii se rozviji v nékolika stupnich.

Dochdzi k disrupci bariéry a poskozeni endotelii, které vede
k vazospazmUm a nastartovani adheze desticek a leukocytd
prostfednictvim exprese adheznich molekul, zejména ICAM-1. Zanétlivé
faktory produkované burfikami BBB ovliviuji permeabilitu bariéry a
ovliviiuji expresi adheznich molekul. Migrace leukocytl bariérou je
vyznamné ovlivnéna produkci cytokint (Persidsky, 1999). Aktivace MMP-2
a MMP-9 vede ke stépeni kolagenu typu IV v bazalni membrané
hematoencefalické bariéry. Edém muiZe v kone¢ném dlsledku vést aZ
k sekundarni ischemii.

V experimentu byly pozorovany zmény molekularni struktury arteriol
mozkové klry. PFi ischemii byly postizeny vSechny slozky arteriol;
endotelovy glykokalyx, junkéni molekuly okludin, PECAM-1 a vinculin.
NaruSeny byly i molekuly bazalni laminy jako kolagen typu IV, laminin
a glykan heparansulfat (Mazzetti et al., 2004). Mikrovaskularni poskozeni
bylo zdokumentovano v experimentu s traumatickym subarachnoidalnim
krvacenim u krys, kde bylo poskozeni bazalni laminy prokazano degradaci
kolagenu IV a extravazaci albuminu do tkané (Scholler et al., 2007).
Otevreni BBB v misté krvaceni zacalo 6 hodin po poranéni a maximum
zmeén bylo pozorovano po 48 hodinach. Poskozeni bazalni laminy vyznamé
korelovalo s dysfunkci BBB (r=-0,63; p=0,0001).

V nékolika studiich byl prokazan vztah mezi endoteliemi, pericyty
a astroglialnimi vybézky jako slozkami hematoencefalické bariéry. Hypoxie
v monovrstvé endotelovych bunék vedla k disrupci BBB, oproti tomu dvoji
vrstva endotelii a pericytl si i za hypoxickych podminek udrzela tésné
spojeni za minimalni dysfunkce BBB (Hayashi et al., 2004). Anatomickou
celistvost a fyziologickou funkci bariéry narusuji nejen fyzikalni, ale
i chemické vlivy. Poskozeni bariéry nastava zvysenim pinocytotického
transportu pres endotelovou bunku a otevrenim interendotelovych junkci.
Na strzeni bariéry pri mozkové ischemii se uplatiuji tfi patofyziologické

mechanizmy. Dochézi k extravazaci sérovych proteind, k abnormalni
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pasazi farmakologicky aktivnich substanci, které méni reaktivitu bunék
cévni svaloviny (biogenni aminy). Je naruSena extrakce tkanovych
metabolitd a toxickych produktl zpét do cévniho fedisté. V soutasnosti se
predpoklada, ze vymizeni bilkoviny po strzeni BBB zajistuji hlavné pericyty
digesci (Kalvach and Gregova, 2005).

S narusenim transportu kyseliny mlé¢né ze tkané do cévniho recisté
vzrlstd acidéza a osmolalita intersticia. V ¢asném stadiu se jiz po prvni
hodiné pozoruje Unik mikromolekularnich substanci, za 5-15 hodin unikaji
proteiny a vrchol abnormalni pasaze noradrenalinu, serotoninu
a dopaminu byl pozorovdn za 72 hodin. Casovy sled strzeni
hematoencefalické bariéry se uplathuje dvéma hlavnimi mechanizmy.
Nejprve vnikne zvyseny intraluminalni tlak do paralyzovanych cév (efekt
hemodynamicky), pozdéji zménéné fyzikalni a chemické vztahy vedou k
nové viné extravazace. Vyznamnou roli pfi strzeni (shutt down) bariéry
hraje aktivace fosfolipazy, vzestup intracelularniho kalcia, ucinek volnych
radikald a metabolitd kyseliny  arachidonové (prostaglandiny
a leukotrieny).

Otevreni BBB bylo pozorovano ve dvou vinach (bifazické) a bylo
spojené s vytvarenim vasogenniho edému. Primarni otevfeni se dava do
vztahu s reaktivni hyperemii. Sekundarni otevfeni BBB je zplsobené
mechanizmem ischemického sekundarniho poskozeni (Klatzo, 1987).

Podkozeni astrocytd v experimentu zplsobilo propousténi BBB pro
proteiny po 24 hodinach, petechialni hemorhagie byly pozorované po 48-
72 hodinach. Reparace bariéry a obnoveni funkce bariéry byla pozorovana
po 6 dnech (Willis et al., 2004). Vaz a spolupracovnici, ktefri studovali
vzorky mozkové tkdné& u operovanych pacientl z ddivodu kontuze mozku
(n=11), prokazali v endoteliich intraceluldarni edém. Tésna spojeni mezi
endotelidInimi bufikami zUstala intaktni. Na abluminalni strané byla vysoka
pinocytoticka aktivita a astroglialni vybézky byly zdurelé (Vaz et al.,
1997).

Endotelidlni dysfunkce postizenim endotelu vede ke zvyseni

propustnosti cévni stény a posunuti rovnovahy mezi vazoaktivnimi
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mechanizmy i hemokoagulaénimi plsobky. Dllezitym momentem pro
uvolnéni cytokinl a rlstovych faktorl je aktivace endotelii, zejména jejich
membrany. Aktivovany endotel uvolfiuje latky umoZniujici prostup
leukocytd do subendotelidlnich vrstev a ulpivani trombocytl na cévni
sténé. Prvnim krokem aktivace endotelu je uvolnéni selektinu-P, L, E.
Selektiny na povrchu endotelie podporuji ulpivani a nabalovani leukocytt
a trombocytd. Tento proces je kontrolovan interleukinem-1 a TNF alpha.
V dalSim kroku endotelie produkuji chemoatraktanty, které aktivuji cestou
G-proteinu integriny na povrchu leukocytu. Integriny se vazi s bilkovinou
VCAM a bilkovinou ICAM na membrané endotelie a umozni prinik
leukocytu do subendotelidlnich vrstev. Rovnéz syntéza a umisténi
integrind na endotelidlni membrané je pod kontrolou cytokind.

Mikrovaskularni poskozeni pri systémovém zanétu (SIRS) se casto
rozviji u polytraumatizovanych, $okovanych pacientd. Syndrom systémové
zanétlivé odpovédi je provazen aktivaci makrofagd a neutrofild,
systémovym uvolnénim medidtord a jejich interakci s endotelem. Je
narusena hemodynamika, dochazi k vazodilataci, kardiodepresi, nastavaji
mikrocirkulacni poruchy (poskozeni endotelu, mikroembolizace, edémy
tkdni a maldistribuce prdtoku). Z té&chto ddvodl dochazi ke zhor$enému
vyuziti kysliku. Tento retéz zmén vede k bunécné hypoxii a nasledné k
organové dysfunkci. Selhani mikrocirkulace je kliCovym momentem
rozvoje  SIRS. Ucpavani  (plugging) kapilar  je  zapficinéno
mikrotrombotizaci a sekvestraci krevnich elementl. V experimentu bylo
potvrzeno, Ze zvirata s genetickym defektem genu pro P-selektin méli
vyznamné mensi objem loziska infarktu (p<0,05) mozkové tkané pfi
experimentalni ischemii a reperfuzi. U zvifat s expresi P-selektinu na
endoteliich byl vy&si influx neutrofilnich leukocytd, ucpavani kapilar a nizsi
mozkovy prutok (rCBF); pritok byl méfen Dopplerem (Connolly et al.,
1997).

Na zhor$eném pritoku se podili i edém endotelidlnich bunék.
Mikrovaskularni selhani zpisobuje hypoxické pogkozeni jednotlivych tkani,

to je zaroveh jednim z momentd, které udrzuji systémovy zanét v chodu.
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1.5.PATOFYZIOLOGICKE REAKCE ASTROGLIE PRI PORANENI
MOZKU

1.5.1. ULOHA GLIE V ENERGETICKEM METABOLIZMU PRI ISCHEMII.
Gliové bufiky jsou rGznorodé elementy; patii sem astrocyty,

oligodendrocyty a mikroglie. Existuji dva typy astrocytl, typ I.,
oznacovany jako fibrilarni astrocyt nachazejici se v bilé hmoté, a typ II.,
protoplazmaticky astrocyt v Sedé hmoté mozku. Oba typy se specificky
zna¢i pomoci GFAP a nespecificky vimentinem. Gliové bunky maji
vyznamnou podptrnou Ulohu, vytvafeji glialni sité slozené z jemnych
vyb&zkd, zajidtuji iontovou a objemovou homeostdzu a plni funkce
hematoencefalické bariéry.

Metabolické potfeby mozku jsou zajistovany oxidaci glukdzy, ktera
difunduje pres hematoencefalickou bariéru. Specificky glukdzovy
transportni mechanizmus se zvysSuje pfi stoupajicich metabolickych
narocich. Vybaveni glie transportnimi proteiny pro glukézu

a monokarboxylové kyseliny (GLUT, MCT) na membranach je dilezité
pro energeticky metabolizmus; MCT transportéry zajistuji pfenos laktatu
a ketolatek (acetoacetatu, hydroxybutyratu).

Na poranéni reaguji astrocyty rozdilné, jak bylo popsano ve studii u
pacientd (n=22) s loZiskovym poranénim mozku. Castejon prezentuje
rozdilné reakce astrocytl na poranéni; ultrastrukturalné popsal zmény
v obsahu glykogenovych partikuli v astrocytech, zmény denzity typu -
svétlé a tmavé astrocyty, zménény byl i obsah lipofuscinu v astrocytech
a byly pozorovany i objemné, hypertrofické astrocyty (Castejon, 1999a).
Byla formulovdana tzv. Hamprechtova-Dringenova hypotéza o podilu
astroglie v glukoneogenezi v centrdlnim nervovém systému (Wiesinger et
al., 1997). Astrocyt mdze velmi rychle zménit fenotyp na konzumpci nebo
produkci laktatu. Ultrastrukturalni pozorovani tuto hypotézu podporuji;
rizné typy astrocytl s depleci nebo akumulaci glykogenovych partikuli
byly popsany u pacientd s loZiskovym porané&nim mozku (Dringen and
Hamprecht, 1993, Dringen et al., 1993).
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1.5.2. INTERAKCE MEZI NEURONY A ASTROGLII.
Astrocyty mohou metabolizovat glukdézu a pyruvat, ale také mastné

kyseliny a glutamat. Aktivni transport spotfebovava nejvice energie pro
znovuobnoveni iontovych gradientl. Enzym natrium - kalium - ATPaza
(Na/K-ATPaza) je pritomen i v gliovych bunkach. Transportni mechanizmy
energeticky zavislé na ATP jsou v gliovych bunkach vyuzivany
k prederpani draselnych iontl z gliovych bunék do neuront. DlleZitou roli
pro pokryti metabolickych narokl hraje i glykogen.

Metabolizmus glykogenu je odliSny v gliich a neuronech. Pfi nizké
hladiné glykémie zajistuje astroglie svou glykogenolyzou tvorbu glukoza-
6-fosfatu a tvorbu laktatu, ktery je transportovdan mezi astroglii
a neuronem (astrocytarni - neuronovy - laktatovy ¢lunek). Udaje ziskané
in vitro potvrzuji, ze laktat z astroglie je inkorporovan do
neurotransmitert glutamatu a GABA v kultufe neurond.

V neuronech unikaji metabolity z TCA cyklu, které slouzi k syntéze
glutamatu, GABA a acetyl-koenzymu A, ktery je prekurzorem
acetylcholinu. Astrocyty hraji vyznamnou roli v dopliiovani intermedialnich
metabolitd. Karboxylace pyruvatu na oxalacetdt ma zdsadni vyznam pro
syntézu intermedidlnich produktd Krebsova cyklu a jeho derivatd
glutamatu a kyseliny GABA. Oxalacetat je transportovan do cytoplazmy
neuronl, kde je pfemé&né&n na maldt enzymem malat dehydrogendazou.
Malat je transportovan do mitochondrii, malat-ketoglutaratovym nosi¢em
¢innosti tzv. malat-aspartatového c¢lunku a dopliiuje tak metabolity v TCA
cyklu. Mitochondrie v astrogliich obsahuji vysoce aktivnhi enzym
ketoglutardtdehydrogendzu. Metabolizmus astrocytd je zapojen do
metabolizmu neurotransmiterd na synapsich. Glutamat uvolfiovany do
synaptické stérbiny je vychytavan astrocyty (glutamatovymi transportéry)
a konvertovan na glutamin pomoci enzymu glutaminsyntetazy. GABA je
vychytavana do TCA cyklu a ketoglutarat je glutamat dehydrogenazou
nebo aspartat aminotransferazou premeénén na glutamat. Glutamin je
postupné transportovan do neuronl. Tyto reakce se oznacuji jako GABA-

glutamat-glutaminovy cyklus.
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1.5.3. VYZNAM MEMBRANOVYCH KANALU A RECEPTORU GLIOVYCH
BUNEK PRI TRAUMATU.

Gliové burniky maji napétové nezavislé draselné kanaly a fadu napétové
zavislych kanalG. Gliové burfiky maji negativni klidovy membranovy
potencial =90 mV (milivoltd). Funkce iontovych kanald gliovych bunék
spo¢ivd v kontrole extraceluldrni koncentrace draselnych iontd pomoci
prostorového pufracniho mechanizmu. Pufracni mechanismus je zalozen
na napétové zavislych draslikovych kanalech rozmisténych podél astroglie.
Za membranovou vodivost astrocytd jsou zodpovédné predevsim
draslikové kanaly. Vapnikové proudy jsou Fizeny napétové zavislymi
kalciovymi kandly u astrocytld. Vstup kalcia do buriky vede ke zvyseni
koncentrace intracelularniho kalcia, které ovliviiuje druhé posly. Na*-K*-
2Cl—kotransportér, ktery se uplatfiuje v regulaci bunééného objemu pfri
laktatové acidoze je aktivovany kalciovymi ionty. V experimentu dochazelo
k otoku bunék v pritomnosti extracelularniho kalcia, avSak nedochazelo
k otoku v mediu bez volného kalcia (Ringel et al., 2006).

Astrocyty maji receptory aktivované ligandem, nejcastéji glutamatové
receptory, které ovliviiuji propustnost pro sodné a draselné ionty.
Aktivované kanaly pomoci GABA ovliviuji u astrocytl propustnost
chloridd. V experimentu bylo prokazano, Ze pfi TBI dovchdzi ke snizené
expresy glutamatovych receptord na membrénach astrocytl. Pocet GFAP-
pozitivnich astrocytl se zvyduje, avdak redukuje se vyznamé pocet
astrocytld pozitivnich na EAAT1 or EAAT2 receptory; v této souvislosti
autori  vysvétluji skutecnost, ze pokles vychytavani glutamatu vlivem
EAAT je zodpovédny za zvyseni extraceluldrniho glutamatu (van
Landeghem et al., 2006).

1.5.4. NEUROIMUNOLOGICKE VZTAHY ASTROGLIE.
MozZnosti reakce na poranéni ma v centrdalnim nervovém systému

nejenom mikroglie, ale v omezeném mnozstvi i astroglie. Dochazi

k proliferaci astroglie, ke zvySené produkci intermedialnich filament
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a formovani gliové jizvy. Iniciace glidzy se mUZe odehravat i pfi zanétlivé
reakci, ktera je spusténa pritomnosti interleukinu-1, ktery je bézné
produkovan makrofagy. Mikroglii produkovany interleukin-1 vede také k
proliferaci astrocytd. Naopak fada stimulaénich faktord vede k proliferaci
mikroglie a tyto stimulujici faktory jsou produkovany astrocyty.
Plsobenim interleukinu-1, interferonu nebo TNF alfa se spoudti v
astrocytech produkce molekuly NO. Interleukin-1 dale navozuje produkci

interleukinu-6 v astrocytech.

1.5.5. ULOHA ASTROGLIE V IONTOVE HOMEOSTAZE.
Ulohou astroglie je prostorovy pufraéni mechanismus draselnych iontG

zajistujici homeostdzu draselnych iontl v extraceluldrni tekutin& pomoci
Na/K ATP pumpy. Presun KCl je zalozeny na chloridovych kanalech, které
se oteviraji pfi depolarizaci astroglie. Transport iontd je provazen i
presunem vody, coz vede ke zvétSeni objemu gliovych bunék. Ukazuje se,
ze gliové bunky velmi efektivné pufruji alkalické zmény v extracelularnim
prostoru. V neuronech prevldadad tok vodikovych iontd dovniti buriky,
zatimco u gliovych bunék vodikové ionty proudi ven z bunky.
Na pufracnich mechanizmech astroglie se uplatfiuje i enzym

karbonatanhydraza.

1.5.6. REAKCE ASTROGLIE PRI PORANENI MOZKU
Strukturalni zmény v kontuznim lozisku postihuji zejména pseudopodie

astrocytl, které nasdavaji vodu a jejich objem se zvét$i aZ na trojndsobek.
Nastava hydrolyza jejich bilkovinnych filament (GFAP). V experimentalnim
zvirecim modelu s kontuzemi mozku pri kontrolovaném narazu byla u 344
pokusnych zvirat pozorovana exprese GFAP a vimentinu v astrocytech do
2 dnl po poranéni (Baldwin and Scheff, 1996). V experimentalnim modelu
dynamické deformace mozkové kdry trvajici 25 milisekund u 12 zvifat
byla pozorovana GFAP imunopozititivita astroglie v okoli kontuze.
Podkozeni axonl bylo prokdzadno pozitivitou protildtek  proti

neurofilamentim v podkorové bilé hmoté& v mist& kontuze. V protiléhlé
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hemisfére nebo ve vzdalenych oblastech nebyly pozorovany znamky

pogkozeni axonl (Shreiber et al., 1999).

1.6.MONITOROVANI = PATOBIOCHEMICKYCH  ZMEN PRI
PORANENI MOZKU

Poranéni hlavy je prokazatelné nejenom klinickymi a zobrazovacimi
metodami, ale i laboratornim monitorovanim kraniospecifickych ukazateld.
Z poranéné tkané se uvolnuji nékteré specifické proteiny do cirkulace
(napr. neuron specificka enoldaza (NSE) a protein S-100B), které jsou
vyuzivany i ke sledovani klinického stavu a stanoveni progndzy vyvoje
poranéni (outcome) u t&chto pacientl. Monitorovani poskozenych gliovych
a gangliovych bunék pfi primarnim poranéni mozku je mozné stanovenim
sérovych hladin NSE a proteinu S-100B.

1.6.1. KRANIOSPECIFICTI UKAZATELE

1.6.1.1. NEURON SPECIFICKA ENOLAZA

Neuron specifickd enoldza (NSE) byla poprvé popsana Moorem
a McGregorem v roce 1965. Hlavni vlastnosti NSE oproti jinym enolazam
je jeji vysoky stupen stability. NSE je glykolyticky enzym (2-fosfo-D-
glycerol hydrolaza, molekulovd hmotnost 80 kDa, referencni rozmezi
fyziologickych hodnot v séru se udava do 15,2 pg/l, biologicky polocas je
vice nez 20 hodin). Je popsdno 5 izoenzymd NSE. Izoenzym
s podjednotkami yy (gama) je lokalizovany primarné v cytoplazmé
neurond, izoenzym ay je obsaZen v erytrocytech a muiZe interferovat
s hodnotami izoenzymu yy prfi hemolyze odebraného krevniho vzorku.
Heterodimer ay dimer je pozorovan v neuroendokrinnich burkach
(oviskovy malobunécény karcinom plic, neuroblastomu). Gen kodujici
protein NSE je lokalizovan na 12 chromozomu (12p.13). NSE je zapojena
do neurondlni aktivity pfi vysoké koncentraci intracelularnich chloridd.

Klinické a experimentalni studie: NSE je povazovan za senzitivni

ukazatel pro odhad progndzy pacientl s porané&nim hlavy. U pacientd,
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kteri zemreli nasledkem poranéni hlavy, byly publikovany hladiny NSE
vy&8i nez u pacientl preZivajicich. Niz& hodnoty NSE byly zjisté&ny
u pacientld s dobrym klinickym prib&hem (s ptiznivym vyvojem GCS) po
mozkovém poranéni. Woertgen a spolupracovnici pozorovali vyssi hodnoty
NSE (Woertgen et al., 1997) u pacientd s hor&im klinickym vyvojem
a horSim GOS (ukazatel Glasgow outcome scale patfi mezi ukazatele
uzdraveni pacienta). Stfedni hodnoty NSE byly u pacientd s hor$im GOS
38,0 pg/l vs. 26,9 pg/l (p < 0,05) u pacientd s pfiznivym uzdravenim.
Stejné vysledky byly pozorovany i pro protein S-100B (4,9 ug/l vs 1,7
ug/l, p<0,05). V jiné studii (Yamazaki et al., 1995). byly u 25 pacientt
s poranénim mozku shromazdény vzorky krve v intervalu 1,5-8,0 hodin.
Ve skupiné pacientd, ktefi zemreli, byly ve shodé& s prededlou studiii
Woertgena a spol., zjitény vys&i hodnoty NSE neZ u pacientd, ktefi prezili
(51,3 £ 27,3 pg/lvs. 17,6 £ 11,4 ug/l, p<0,005).

Pri experimentalnim poranéni mozku byly pozorovany hladiny NSE
v séru v zavislosti na Case. Nejvyssi hladiny NSE byly prokazané 6 hodin
po Uraze. Hermann a spolupracovnici publikovali studii, kde sledovali
hodnoty proteinu S-100B a NSE u pacientd s rGznym nalezem v zobrazeni
CT (Herrmann et al., 2000) podle Marshallovy klasifikace a s rizné
zavaznym poranénim (lehké, stfedni a t&Zké poranéni). U obou ukazatel(
byl zjistén vyznamny pokles koncentraci ve ctyrdennim pozorovaném
intervalu. S-100B hodnoty u pacientd s lehkym porané&nim pribézné klesly
na fyziologické hodnoty; koncentrace u pacientl se stfednim aZ té&zkym
porané&nim mozku zlstaly nezmé&néné. Vyznamné rozdily mezi skupinami
byly dosazeny 73-96 hodin po poranéni hlavy. U NSE byl zjiStén odliSny
casovy vyvoj hodnot. Nejvyznamnéjsi rozdily hladin NSE mezi skupinami
byly zjistény jiz béhem prvnich 24 hodin po nehodé. Pacienti se zavaznym
poranénim (na misté Urazu skdore GCS<12) méli vyrazné vyssi hodnoty
a deldi uvolfiovani obou ukazateld. Hodnoty S-100B a NSE korelovaly
s GCS skodre na misté nehody. Nepotvrdili se rozdily mezi koncentracemi
proteinu S-100B a NSE mezi pacienty s difuznim poranénim I a II. Pacienti

s difuznim poranénim IV a pacienti s loZiskovou lezi méli vyznamné vyssi
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hodnoty S-100B a NSE v porovnani s pacienty s difuznim poranénim
I nebo II. U pacientl se zndmkami difuzniho porané&ni axonl byly zjist&ny
vrcholy koncentraci obou proteini tfeti den po poranéni, nasledované
poklesem ve ¢&vrtém dni. U pacientl s pohmozdénim klry byl zjisté&n
vrchol koncentraci NSE v prvnich hodinach, zatimco S-100B vrcholi 25-48
hodin po poranéni. Obé hodnoty S-100B a NSE byly ve vyznamném
vztahu s objemem loziska pohmozdéni. Pacienti se znamkami zvySeného
ICP méli oba ukazatele v séru zvysSené; nejvyssSich hladin bylo dosazeno
49-72 hodin po poranéni a koncentrace NSE poklesla k hladinam
nalezenym v prvnich hodinach po poranéni, zatimco S-100B hodnoty
zlstaly zvy$ené. U pacientl s kontuzemi bez indikace k chirurgické
intervenci pozoroval Guan et al. hodnoty NSE 24,03 = 2,85 ug/l,
u pacientl operovanych 55,2 + 6,35 pg/l a nejvy$si hodnoty byly
pozorované ve skupiné pacientl s generalizovanym otokem mozku 83,85
+ 15,82 ug/l (Guan et al., 2003). Vyznamna korelace hodnot NSE a GCS
skore (p<0,01) byla v této studii potvrzena. Woertgen v experimentu
(Woertgen et al., 2002) prokazal vztah mezi ukazatelem poskozeni
neurond (NSE) a intenzitou pohmoZdéni mozkové kiry, které bylo
provedeno fizenym ndrazem s deformaci 2 mm. Nebyl zjistén vztah mezi
intenzitou narazu a hodnotami GFAP a S-100B, avSak u NSE byl zjistén
vyznamny vztah mezi intenzitou narazu a hladinami vyplavovaného
markeru (p<0,05).

Ogata v imunohistochemické studii u 19 pacient( s difuznim porané&nim
hlavy (Ogata and Tsuganezawa, 1999) s kratkou periodou preziti
vySetfoval corpus calosum s pouzitim protilatek proti prekurzoru beta
amyloidu (bAPP) a proti NSE. Po 1,5 hodiné preziti jiz bylo pozorované
hromadéni proteinG (bAPP, NSE) v poran&nych axonech. Kontuze byly

soucasné pritomné u 14 pacientd.
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1.6.1.2.KALCIUM VAZAJici PROTEIN S-100B

Protein S-100B je vapnik vazajici protein lokalizovany v astroglii
(molekulovd hmotnost 21 kDa, referencni rozmezi fyziologickych hodnot
v séru do 0,105 ug/l). Nazev S-100 proteinu je odvozen od jeho solubility
v nasyceném roztoku siranu amonného pri neutralnim pH. Protein byl
popsan v roce 1965 Moorem. O mechanizmu vyplavovani, uvoliovani
a nitrobuné&né funkci S-100 neni mnoho informaci. Pfesto jsou dikazy, ze
S100 reguluje bunécné procesy =zavislé na vapniku prostrednictvim
rlznych koncentraci: nanomoldrni koncentrace S-100 kontroluji
diferenciaci a rdst, zatimco mikromoldrni koncentrace mohou navodit
apoptoézu (Fano et al., 1993, Fano et al., 1995). Mezi cilové molekuly
S-100B proteinu patri anexin, protein p53, GFAP, vimentin a protein
GAP-43. Hlavni funkci S100 proteinu je inhibice proteinové fosforylace,
regulace energetického metabolizmu, vazba guanylatcyklazy, modifikace
cystoskeletu inhibici tubulinu a ovlivnéni GFAP, zvysSeni transkripce BCL-2
a interleukinu-6, touto regulaci inhibuje apoptézu burfiky a dale pdsobi
protektivné proti G&inkdm glutamatu (Ray et al., 2002). Interakce
proteinu S100B jsou ovliviiovany a spoustény vapnikem, zinkem a ionty
meédi (Heizmann, 2004). Astroglidini protein S-100B se rovnéz uplatnuje
pri modulaci synaptické plasticity. Prepoklada se, Zze protein S-100B je
jednim z proteind, ktery zprostfedkovava neuron-glidini interakce. S-100B
protein uplatfiuje své plsobeni i extraceluldrné (Nishiyama et al., 2002).

S100 je smés proteinl slozenych ze dvou imunologicky rozliditelnych
jednotek, které se kombinuji jako dimer aa, aB a BB dimer. Izoformy aB
a BB jsou pritomny v astrogliich. Biologicky polocas S100 proteinu je
priblizné 1 hodina. Jednotky dimeru jsou propojeny disulfidickym
muUstkem. Zvy$ené koncentrace S100 v periferni krvi jsou povazovany za
znamku dysfunkce hematoencefalické bariéry a uvolfiovani proteinu S100
do periferni krve mQze diagnostikovat mozkovou dysfunkci i u pacientd
bez podstatné a viditelné patologie v zobrazeni CT.

Klinické a experimentalni studie potvrdily, Ze u pacientd s té&zkym

a stredné tézkym poranénim (GCS méné nez 12) byly koncentrace
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proteinu S-100B a NSE vy3&i neZ u pacientl s leh&im traumatem (GCS
vice nez 12). Pokud byl sledovan casovy vyvoj hodnot NSE a proteinu
S-100B po dobu vice hodin az dni, bylo zjiSténo, ze po 24-72 hodinach
klesaji hodnoty obou ukazateld az k hodnotdm v rozmezi referenéniho
intervalu. Hodnoty NSE a S-100B nejsou ovlivnéné kupf. hladinou
alkoholu v dobé poranéni. Hodnoty NSE a S-100B byly vyznamné vyssi u
pacientd, kde na misté Grazu bylo skére GCS<12 (Herrmann et al., 2000).

Pfi vySetfeni pacientd (n=85) se vstupnim GCS skére <8 bylo
prokazano, ze sérové hodnoty GFAP, S-100B a NSE vyznamné koreluji se
skorem zavaznosti poranéni (ISS) a nalezy na CT; avSak nebyl prokazan
vyznamny vztah mezi pohlavim a vé&kem. V souboru bylo 16% pacient(
s hypotenzi pFi pfijmu a 25% pacientd s hypoxii jako rizikovymi faktory
podilejicimi se na rozvoji sekundarniho poskozeni mozku. U téchto
pacientd byly vyznamé vy$si hodnoty NSE a S-100B proteinu v séru (Vos
et al., 2004).

Nékteré nedavné prace ukazuji na spojitost mezi klinickym vysledkem
|é¢by (outcome pacientd) a koncentracemi S-100B a NSE v krvi u pacientl
se zavaznym poranénim mozku (Skogseid et al., 1992, Ross et al., 1996,
Berger, 2006, Berger et al., 2007). Pleines poukazal na spojitost mezi
hodnotami S-100B a vysledkem 1é¢by a uzdravenim (outcome) pacientl
(Pleines et al., 2001). Pozornost byla rovnéz vénovana neuropsychickym
obtizim pacientd pretrvavajicim i po 6 mésicich od poranéni. Ve skupiné
69 pacientl s porané&nim mozku nebyla po 6 mésicich od poranéni vétsina
pacientd vyznamné& omezena v obvyklych dennich aktivitach. Avak u 2/3
pacientd byly neurologickym vySetfenim zjist&ny neuropsychologické
problémy s paméti a s kognitivnimi funkcemi. Hodnoty NSE a S-100B
dobre korelovaly s hodnotami GOS skoére (Herrmann et al., 2001).

Nékteri autofi sledovali, zda imunitni déje mohou v mozkové tkani
prispivat k sekundarnimu poskozeni po Uraze a ovliviiovat uzdraveni
pacient(. Pleines et al. analyzoval vztah mezi mediatory zanétu ICAM-1
a IL-6 a hladinami markerd S-100B a NSE u 13 pacientl. V mozkomi3nim

moku byly pozorovany vysoké hladiny S-100B a NSE u pacientl v prvnich
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3 dnech po poranéni. Paralelné s narlstem téchto hodnot byl pozorovan
vzestup markerl zanétu ICAM-1 a IL-6. V séru byly zjistény vyznamné
korelace mezi hodnotami NSE a IL-6 (Pleines et al., 2001). U 22 pacientl
byl pozorovan vztah mezi vysSsSimi hodnotami NSE (p<0,004), proteinu
S-100B (p<0,001) a $patného neurologického uzdraveni pacientl. Autofi
McKeating a spolupracovnici, ktefi porovnavali hodnoty v krvi arterialni
a krvi vendzni zjugularniho bulbu u proteinu S-100B zjistili, ze
maximalnich hodnot bylo dosazeno 24 hodin po poranéni; hodnoty mezi
venodzni a arteridlni krvi se liSily jen velmi malo, avSak rozdil byl statisticky
vyznamny (McKeating et al., 1998). Do studie byli zarazeni pacienti
s primé&rnou hodnotou GCS v celém souboru 6 bod{, pfevazovali muzi,
pomér mezi poranénim difuznim/loziskovym/obémi typy poranéni byl
7/10/4 .

Protein S-100B je povazovan za vhodny ukazatel ke sledovani
klinického stavu i u pacientl s méné zdvaZnym traumatem hlavy
(GCS>12) (Ingebrigtsen and Romner, 2003, Ingebrigtsen et al., 2005).

Raabe a spolupracovnici publikovali vyznamny vztah mezi ¢asnymi
hodnotami S-100B a objemem pohmoZdéni mozkové klry u pacientd se
zadvaznym poranénim, ale neprokdazali vztah mezi koncentraci NSE
a objemem pohmozdéni (Raabe et al., 1999). V kontrastu s témito
poznatky Skogseid zjistil zavislost mezi nejvyssi koncentraci NSE
a objemem pohmozdéni (Skogseid et al., 1992). Woertgen pozoroval, ze
NSE ani S100 protein nekorelovali se zavaznosti nitrolebni patologie
(Marshall et al.) u pacientl se zdvaznym poran&nim mozku (Woertgen et
al., 1997).

Nékteré studie se zaméFily na predpovéd mozkové herniace u pacientd
s nardstem ICP. V souboru pacientd s polytraumatem, kteFi byli indikovani
k transplantaci orgadnd, byl pozorovan vzestup hodnot proteinu S-100B
bezprostredné pred vznikem mozkové herniace (Unden et al., 2004).

Nedavno byly publikovany nékteré studie, které analyzovaly hladiny
proteinu S-100B u pacientd bez poranéni mozku. Zvysené hodnoty

S-100B byly pozorovany kupf. u zlomenin Ilemuru nebo po
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kardiovaskularnich operacich. V experimentu na 10 zvirfatech v celkové
anestezii byly méreny koncentrace proteinu S-100B po bilateralni
zlomeniné femuru. Bylo zjiSténo, Ze S-100B dosahovaly nejvyssich hladin
30-120 minut po frakture femuru (p<0,001) (Pelinka et al., 2003). Autofri
Jonsson s kolektivem pozorovali zvysSeni hladin S-100B po implantaci
kardiopulmonalniho bypassu (Jonsson et al., 2004).

Je rovnéz znamo, ze koncentrace S-100B se meéni s vékem. Sérové
koncentrace proteinu S-100B jsou rdzné v séru zdravych osob v zavislosti
na véku, nebyla vSak pozorovana zavislost na pohlavi (Portela et al.,
2002). Nebyl prokazan vliv kupf. onemocnénim diabetes mellitus na
vyplavovani markerl do krve. N&ktefi autofi analyzovali vztah mezi
hodnotami markerd NSE a S-100B a pfipadnym ovlivnénim t&chto hladin
u diabetickych pacientd. Hodnoty NSE a S-100B byly niz&i neZ u kontrolni
skupiny zdravych osob. Nebyly zjit&ny zmény v hladindch markerl mezi
jednotlivymi typy diabetu 1.typu a 2.typu (Hovsepyan et al., 2004). Autori
analyzovali i hodnoty S-100B a NSE u pacientl s lehkym poran&nim (mild
trauma, GCS>12) a vliv akutniho ovlivnéni alkoholem v okamziku Urazu
na zmény ve vyplavovani sledovanych markerd. 139 pacientl
s anamnézou Urazu pod vlivem alkoholu bylo neurologicky vySetreno
a byly provedeny CT snimky. U skupiny s pozitivhim CT nalezem byly
hodnoty S-100B v séru vyznamné vysSsSi nez u skupiny bez CT nalezu
(p<0,001). Nebyly zjistény rozdily mezi jednotlivymi skupinami
v hodnotach NSE a krevni glukézy a hladinou alkoholu v krvi (Mussack et
al., 2002).

1.6.2. PROTEINY CYTOSKELETU

1.6.2.1. GLIALNI FIBRILARNI KYSELY PROTEIN

GFAP (glialni fibrilarni kysely protein) byl poprvé izolovan Engem v roce
1971. GFAP je hlavni souldsti cytoskeletu astrocytl a patii mezi
intermedialni filamenta cytoskeletu. Je to monomerickd molekula

s molekulovou hmotnosti 40 az 53 kDa. GFAP je produkovan pri glioze
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jako obecna reakce nervové tkané na poskozeni (traumatické, zanétlivé,
ischemické a toxické).

Klinické a experimentalni studie potvrdily vztah mezi jednotlivymi
markery poskozeni glie (GFAP, S-100B) a neurontd (NSE) v krvi.
Pohmozdé&ni mozkové kiry bylo provedeno fizenym narazem s deformaci
2 mm. Nejvyssi hodnoty NSE v séru byly pozorovany 6 hodin po poranéni
(31,5 pg/l), nejvyssi hodnoty GFAP byly za 1 hodinu po poranéni (0,079
Hug/l). Nebyl zjistén vztah mezi intenzitou ndrazu a hodnotami GFAP a
S-100B. U NSE byl zjistén vztah mezi intenzitou narazu a hladinami
vyplavovaného markeru (p<0,05) (Woertgen et al., 2002). \Vos
a spolupracovnici analyzovali soubor 85 pacientd se vstupnim GCS skére
<8 (Vos et al., 2004). Bylo prokazano, ze hodnoty GFAP, S100B a NSE
vyznamneé koreluji se skorem zavaznosti poranéni (ISS) a nalezy na CT;
avSak nebyl prokazan vyznamny vztah mezi pohlavim a vékem. Autofi
pozorovali, Ze pacienti kteri zemreli nebo po 6 mésicich méli Spatné
hodnoty skdrovaciho ukazatele uzdraveni (GOS), méli vyznamné vyssi
hodnoty GFAP, S-100B a NSE oproti pacientim pfezivajicim. Hodnoty
proteinu S-100B vysSsi nez 1,13 ug/l predikovaly 100% umrtnost v daném
souboru pacientld. U zdravych osob jako kontrolni skupiny byla hladina
proteinu GFAP 0,49 pg/l. U pacient, ktefi zemteli, byly vstupni hodnoty
GFAP pfi pfijmu 7,8 pg/l, u pacientd se &patnym uzdravenim po
6 meésicich byly hodnoty GFAP 6,6 ug/l a s priznivym ukazatelem
uzdraveni po 6 mésicich byly hodnoty GFAP 0,95 ug/l. V novych studiich
bylo zjiSténo, ze pretrvavajici zvyseni GFAP v séru po 2 dnech od poranéni
je prediktivhim faktorem zvy$ené mortality pacientd (Lumpkins et al.,
2008) 2 den po Uraze byly stfedni hodnoty GFAP u pacientl bez TBI 0,02
pg/ml ve srovnani s hodnotami 2,17 pg/ml u pacientd s TBI (p = 0,003).

Imunohistochemické studie: U kontuzniho porané&ni mozku fada autord
pozorovala rozdilnou imunoreaktivitu astroglie s protilatkami proti GFAP
a proti proteinu S100. Autori Li a kol. (Li et al., 1998) pozorovali, Ze
astroglie exprimovala protein S100 ve vybézcich, zatimco znaceni proteinu

GFAP bylo negativni v prvnich 4 hodindach po Uraze a imunopozitivita
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s protiladtkou proti NSE byla prokazana v perikaryu neuronl. U 38 pfipadd
poranéni mozku bylo imunohistochemickym vysSetfenim zjiSténo, ze
pozitivita GFAP byla pritomna jiz po 12 hodinach po zranéni a nejvétsi
imunopozitivita bunék byla 4 den po poranéni a tato pozitivita bunék

pretrvavala az do 7 dne (Tao et al., 2000).

1.6.2.2. NEUROFILAMENTA

Neurofilamenta patfi mezi zakladni stavebni proteiny cytoskeletu spolu
s daldimi proteiny stfednich filament tj. keratind, desminu, vimentinu,
GFAP. RozliSuji se neurofilamenta o nizké molekulové hmotnosti - 62 kDa,
stredni - 102 kDa a vysoké molekulové hmotnosti - 130 kDa.
Neurofilamenta obsahuji tandemové repetice slozené ze tri aminokyselin
lysinu-serinu-prolinu  (KSP). Tato sekvence KSP je velmi casta
a v neurofilamentech dochazi k fosforylaci aminokyseliny serinu. Nékteré
studie potvrdily, ze v disledku fosforylace aminokyseliny serinu jsou NF-H
rezistentni k pldsobeni kalpaind a dalSich proteindz (Greenwood et al.,
1993, Strong et al., 2001, Shaw et al., 2005).

Klinické a experimentdlni studie: Neurofilamenta se fadi mezi nové
markery poranéni mozku (Pineda et al., 2004) spolec¢né s enzymy jako je
kaspaza a kalpainy, jejichz substratem je spektrin. Hladiny
hyperfosforylovanych neurofilament v séru mohou byt dobry ukazatel
poskozeni axonU (Shaw et al., 2005). Hodnoty NF-H byly analyzovany
v likvoru a v krvi u skupiny pacientd se zané&tlivymi a nezanétlivymi
afekcemi centralniho nervového systému. Koncentrace NF-H dosahovaly u
pacientd se zané&tlivymi onemocnénimi hodnot 0,22 ng/I (meningitis), 0,16
ng/l (neuritis) a 1,43 ng/l (encefalomyelitis). U pacientd se
subarachnoidalnim krvacenim byly hodnoty NF-H 3,92 ng/l (Petzold and
Shaw, 2007).
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1.6.3. UKAZATELE ZANETLIVE ODPOVEDI

1.6.3.1. CYTOKINY

Cytokiny jsou mediatory nespecifické imunity, polypeptidy
o molekulové hmotnosti 8-30 kDa, které ucinkuji v malych koncentracich,
jsou esencialni pro fungovani zanétu jakozto obranného a reparacniho

déje. Ucinék cytokinl je jak lokalni, tak systémovy.

Interleukin-1 je v neaktivni formé peptid o molekulové hmotnosti 33
kDa, aktivni forma ma 17 kDa. Je produkovan bunkami fagocytarniho
systému, lymfocyty, endotelem. Zvysuje aktivitu polymorfonukleard,
stimuluje syntézu reaktantl akutni faze v jatrech a zvySuje expresi
tkanového faktoru a adheznich molekul (ICAM) endotelu, zvysSuje
permeabilitu kapildar. Ma antiproliferativni Ucinek, podporuje produkci
kolagenu a aktivuje kolagenazy. Interleukin 1 ma tedy angiogenni

potencial.

Klinické a experimentalni studie: Likvor a sérum byly vysSetrfeny u 23
pacientl s GCS<8. Nejvyssi koncentrace S-100B byly pozorovany 6 hodin
po poranéni. Nejvyssi hodnoty IL-6 a IL-8 byly zjisténé do 6 hodin po
poranéni a u ostatnich ukazatell (IL-1beta, TNF-alpha a IL-10) byly
hodnoty zvySené 24 hodin po poranéni. Vyssi hodnoty byly prokazané u
pacientd s vysokymi hodnotami ICP (p < 0,05) ve srovndni s ostatnimi
(Hayakata et al., 2004). Akutni trauma mozku zvySuje expresi zanétlivych
cytokind, kupf. IL-1. Na buné&&né kultufe izolovanych neurond byl
prokazan efekt interleukinu-ibeta, ktery vedl ke zvySené expresi
metaloproteindzy MMP-9 (Vecil et al., 2000).

Interleukin-6 se tvori na podnét TNF a interleukinu-1. Indukuje syntézu
proteinl akutni faze, podporuje mitézu B-lymfocytl. Interleukin 6
vykazuje i antiproliferativni Gcinky, inhibuje proliferaci endotelovych

bunék.

Klinické a experimentalni studie: Podle nékterych autorl je podkozeni
BBB z&asti zpUsobené aktivaci prozadnétlivych faktord. Soudasné

s rozvojem prozanétlivé kaskady poskozujici bariéru se rozviji i protektivni
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mechanizmy, mezi které patfi uvolnéni interleukinu 6 plsobenim NO. IL-6
hraje vyznamnou roli pFi produkci inhibitord metaloproteindz, kupf.
a;-makroglobulinu, ktery je uvolfiovan z perivaskuldrnich astrocytl pfi
poskozeni BBB. Pri iatrogenni disrupci BBB hyperosmotickym roztokem
manitolu prfi chemoterapii vyznamné vzrostly hladiny a,-makroglobulinu
po 4 hodinach (Cucullo et al., 2003). IL-6 plsobi jako protektivnii faktor
pri poskozeni BBB.

Autofi Singhal a kol. pozorovali, Ze u pacientd s poran&nim hlavy byly
koncentrace IL-1 a IL-6 v likvoru vyssi nez v krvi (Singhal et al., 2002).
Prdmé&rné hodnoty IL-6 v likvoru a v krvi byly 650 vs. 253 ng/l
(p < 0.001). Vysoké hladiny IL-6 byly spojené s lepSim uzdravenim
(outcome). U 14 pacientl s poranénim mozku byla pouZita metoda
mozkové mikrodialyzy. Bylo zjiSténo, Ze pacienti, ktefri prezili a pacienti
s dobrym skére uzdraveni méli vyznamé vysSsSi hladiny IL-6
v mikrodialyzatu (Winter et al., 2004).

Imunitni déje mohou v mozkové tkani prispivat k sekundarnimu
poskozeni mozku a ovliviiovat uzdraveni pacientd. Ve studii, ve které byl
sledovan vztah mezi mediatory zané&tu ICAM-1 a IL-6 a hladinami markerd
S-100B a NSE bylo u 13 pacientd pozorovan vzestup hodnot S-100B a
NSE u pacientl v prvnich 3 dnech po poranéni a sou¢asné byl pozorovan
vzestup markerl zanétu ICAM-1 a IL-6 (Pleines et al., 2001).

1.6.3.2. FAKTOR NEKROTIZUJiCi TUMORY (TNF)

Faktor nekrotizujici tumory TNF-alfa je mediatorem zanétlivé reakce,
ma cytotoxické Gc&inky, indukuje tvorbu kyslikovych radikald, zvy$uje
télesnou teplotu a ma silné angiogenni Gcinky. Hlavnim zdrojem TNF jsou
makrofagy. TNF-beta ma analogické funkce, ma cytotoxické a cytolytické
ucinky. Maximalnich hladin dosahuje TNF asi do 1 hodiny po inzultu.
Aktivni molekula uvolnéna po odstépeni metaloproteinazou ma 17 kDa, v
cirkulaci se vyskytuje jako dimer (27-33 kDa), aktivni forma tvori trimer

51 kDa. Pri hypoxii je zvySena afinita endotelovych bunék k TNF. U 17
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pacientd nebyla pozorovana zavislost mezi hladinami TNF alfa a prognézou
a uzdravenim pacientl. Avdak hladiny TNF alfa byly vyznamné vy&si
u pacientl s poran&nim hlavy ve srovnani s kontrolami (Crespo et al.,
2007). U 47 pacientl se zavaznym poranénim hlavy bylo pozorovéno, Ze
hladiny TNF alfa byly jiz po 4 hodinach zvysené v porovnani s kontrolami
(Spielmann et al., 2001).

1.6.4. RUSTOVE FAKTORY

1.6.4.1.RUsTOVY FAKTOR VEGF

VEGF je 34-42 kDa dimericky glykoprotein, ktery plsobi jako hlavni
mediator angiogeneze a cévni permeability. V poslednich letech byl
zaznamenan velky zdajem o vyzkum angiogeneze nejenom v oblasti
hematologickych malignit (kuprf. u mnohocetného myelomu, myelodni
leukemie). Uc¢inky VEGF jsou podporovany zejména epidermalnim
rlstovym faktorem (EGF) a jeho pUsobeni je hlavné v ¢asné fazi
angiogeneze. V CNS stimuluje proliferaci endotelovych bunék, hraje roli pri
cévni permeabilité a vzniku edému mozku. VEGF indukuje migraci bunék a
plUsobi jako inhibitor apoptézy. Produkce VEGF je kontrolovéna labilnim
transkripénim faktorem HIF (hypoxii indukovatelny faktor) a jeho tvorba
vyznamneé stoupd pri hypoxii tkani. Hypoxie zvysSuje HIF a produkci VEGF;
uvadi se, ze tento patofyziologicky mechanizmus je zodpovédny za
zvySenou permeabilitu cév a formovani vazogenniho edému.
V experimentech na zviratech bylo pozorovano, Zze u mysi, které nebyly
schopné reagovat na hypoxii zvySenim tvorby VEGF se objevila degenerace

motorickych neurond v mozkovém kmeni (Fischer et al., 2000).

Klinické a experimentalni studie: U poranéni mozku byly zjistény
vyznamneé vyssi hodnoty VEGF (398 + 62 vs. 149 + 15 ng/l, p = 0,0002)
ve srovnani s kontrolami. Nejvyssi hodnoty VEGF (916 + 264 ng/l) byly
pozorovany 22 hodin po traumatu hlavy u déti a dospivajicich (Shore et al.,
2004). ZvysSena exprese VEGF byla prokazana v poranéné tkani

v endoteliich a astroglialnich burikach. Po poranéni mozku se zvysSuje
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exprese VEGF v endoteliich. VEGF pfrispiva k disrupci bariéry a zvysuje
permeabilitu kapilar prostfednictvim syntézy molekuly NO a aktivaci
guanylatcyklazy. Mayhan a spolupracovnici sledovali efekt antagonisty
NO-syntazy (L-NMDA) pri souCasném podani VEGF. V tomto experimentu
potvrdili, ze L-NMDA inhiboval propustnost pidlnich arteriol, ktera byla
zvysena po predchozim podani VEGF (Mayhan, 1999).

Imunohistochemické studie: Imunohistochemickda pozitivita VEGF
koresponduje s lokalizaci dysrupce BBB v oblastech, kde doslo
k mikronekréze mozkové kiry (Lafuente et al., 2002). Imunopozitivita
VEGF v poskozenych arteriolach byla v experimentu pozorovana po 36
hodinach, pozitivitu bylo mozné prokazat i v astrocytech. Postupny zacatek
proligerace a angiogeneze byl pozorovan po 3-5 dnech (Nag et al., 1997).
U 6 operovanych pacientl s loZiskovym poran&nim mozku byly vy$etfeny
excize tkané metodou imunohistochemie. V misté, kde se formoval
mozkovy edém byla na GFAP pozitivnich astrocytech zjisténa exprese VEGF
a aquaporin AQ-P1, AQP4. Vyznamna pozitivita byla zejména na

astroglidlnich perivaskularnich vybézcich (Suzuki et al., 2006).
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2. CILE PRACE

Podat prehled soucasného stavu Iliterarnich znalosti
o vyznamu biochemickych ukazateldl zavaznosti poranéni
mozku a zhodnotit jejich vyznam.

Ziskat soubor pacientl s loziskovym a difuznim (primarnim)
poranénim mozku. Rozdélit pacienty do skupiny s rozvojem
expanzni kontuze a skupiny pacientll se stacionarnimi
kontuzemi mozku, které neplisobi nitrolebni expanzi.

Zavést metodu méreni neurofilament o vysoké molekulové
hmotnosti (NF-H), glialniho kyselého proteinu (GFAP)
a markeru zanétu interleukin-6 u pacientltli s kontuzi mozku
a difuznim axonalnim poranénim.

Popsat vztah mezi jednotlivymi biochemickymi markery
a klinickym skorovacim systém (GCS), zhodnotit vyznam
rizikovych faktord (prokazanych ve zdravotni dokumentaci
pacientli) v patofyziologii sekundarniho poranéni mozku
a popsat kinetiku zmén hodnot biochemickych ukazatell
u loziskového a difuzniho poranéni mozku v pribéhu
hospitalizace pacienti.

Zdokumentovat ultrastrukturalni morfologické zmeény
hematoencefalické bariery u expanznich kontuzi mozku
a pozorovat a popsat imunohistochemické rozdily v expresi
proteini u pacientdl s difuznim a loziskovym poranénim

mozku.
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3. METODY

3.1. SOUBOR PACIENTU

Podrobné vyhodnoceni radiologickych a biochemickych udajd bylo
provedeno u 38 pacientl. U 10 pacientd dominovalo difuzni poranéni, u 28
pacient( bylo pfevazné loZiskové poranéni mozku. Vyvoj stavu vé&domi byl
méren standardnim skérovacim systémem Glasgow coma scale. Validni
Udaje GCS na mist& poranéni byly dostupné u 27 pacientd (viz Graf.1),
u ostatnich nebylo mozné validni hodnoty GCS na misté nehody urcit
z dlvodu analgosedace pacienta pfivolanou RLP.

V pribéhu Ié¢by byl hodnocen klinicky stav pacientd pomoci GCS skére,
které patfi mezi nejCastéji pouzivanou stupnici hodnoceni stavu védomi.
U 10 pacientd dodlo b&hem 10 dnd od pfijeti ke klinickému zlep$eni GCS
na hodnotu 13 -15 bodd, vstupni hodnoty GCS byly v priméru 8,6 = 0,5
bodd. U 17 pacientd bylo GCS mendi neZ 13 bodd po 10 dnech
hospitalizace. Vstupni hodnoty GCS byly prdmérné 4,4 £ 0,5 bodd.

15+ G(;S
skore .
10+ EEEENE
[TT]
[ ] | A
5+ AAAAA
Y Y
AAAAMAAA
C L) L)
GCS 13-15 GCS 3-12

Graf. 1 - Vstupni hodnoty GCS u skupiny, ve které jsme po 10 dnech pozorovali
zlepSeni klinického stavu a GCS 13-15 (lehké poranéni mozku), vstupni hodnoty GCS
u skupiny kde nedoslo po 10 dnech ke zlepSeni klinického stavu a pacienti méli
hodnoty GCS 12 a méné (poranéni stfedné tézké a tézké poranéni). Z grafu je patrné,

Ze u Zadného pacienta nebyla vstupni hodnota GCS 15 bod(.
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3.1.1. DEMOGRAFICKE UDAJE
V souboru pacientt byl primérny vék Zen vy$si nez muzli a v souboru

pirevaZovali muZi. Primérny vék muzl byl 47,3 + 3,0 let, Zzen 68,6 = 9,0

let. V souboru bylo celkem 35 muzl a 3 Zeny.

3.1.2. RIZIKOVE FAKTORY
V celém souboru 38 pacientl byl jeden nebo i vice rizikovych faktord

soutasné prokazany u 8 pacientl; u tfi pacientl zjisté€n jako rizikovy
faktor systolicky tlak nizSi nez 90 mm Hg pfri prijeti do zdravotnického
zafizeni; u 5 pacientd byla pFi pFijmu koncentrace laktatu vyssi nez 2,0
mmol/l. Mydridza byla pozorovdna u 5 pacientld. U 4 pacientl v celém
souboru byla na misté uUrazu lékarem RZS zjisténa aspirace zaludecniho
obsahu. Srdecni zastava byla na misté Urazu Uspésné resuscitovana
u jednoho pacienta, ktery zemrel po tfech dnech. Dale byl ve 3 pripadech

diagnostikovan pneumotorax.

3.1.3. LOZISKOVE A DIFUZNI PORANENI MOZKU, EXPANZNIi
KONTUZE
U 10 pacientd dominovalo difuzni poranéni mozku, u 28 pacientd bylo

prevazneé loziskové poranéni mozku.

Expanzni proces, pretlak stfedoCarovych struktur na CT, byl prokazan
u 16 pacientl, z téchto pacientd byla u 12 provedena neurochirurgicka
resekce kontuzniho loZiska, u 4 pacientl se jednalo o expanzni edém
hemisféry bez moznosti resekce a byla provedena dekompresivni
kraniektomie.

Stacionarni kontuze: 12 pacientl v celém souboru bylo bez znédmek
expanzniho loZiska na CT snimcich; u téchto pacientd dochazelo
k postupnému odbarvovani kontuzi v CT obraze.

V celém souboru bylo u 10 pacientl diagnostikovano difuzni axonaini
poranéni jako prevlddajici diagnéza podle klinického prib&hu a CT nélezu,

kde drobné kontuze nemohly vysvétlit delsi dobu (déle nez 1 tyden) trvajici
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bezvédomi. VySetfeni pomoci NMR po 2-3 tydnech diagnézu difuzniho

axonalniho poranéni potvrdilo.

3.1.4. NEURORADIOLOGICKE VYSETRENI
Série vysetfeni CT snimk( byly provedeny u 38 pacientl, prvni CT

snimek byl pofizen do 24 hodin po nehodé& u viech pacientl. 10 pacientd
vykazovalo nitromozkové patologické zmény svédcici pro diagnozu
difuzniho poranéni mozku. Po 2-3 tydnech bylo DAI potvrzeno vySetfenim
pomoci NMR.

U pacientd s DAI byla na CT snimcich prokdzdna kontuzni loZiska
mensiho rozsahu, kdy &elni laloky byly postizeny u 6 pacientl, spankové
u 4 pacientd, temenni u 2 pacientl; tylni laloky u pacientl postizeny
nebyly. 1 pacient mél znamky poskozeni pod tentoriem postihujici mozkovy
kmen, a mozeckové struktury nebyly postizeny. Znamky otoku mozku
bez loziskové |éze byly pritomné u 1 pacienta.

Dalsi pacienti (n=28) méli na CT snimcich znamky prevladajiciho
loZiskového poranéni mozku. Celni laloky byl postizeny u 16 pacientd,
spankové u 15 pacientd, temenni u 9 pacientl a tylni laloky byly postizeny
u 4 pacientd s loZiskovym poran&nim. 2 pacienti méli zndmky poskozeni
pod tentoriem postihujici mozkovy kmen, u 1 pacienta poranéni

postihovalo mozeckové struktury.

3.1.5. KINETIKA VYVOJE KONTUZE V CT OBRAZE
Sledovali jsme postupné dobarveni dalSich kontuznich lozisek mozku,

ktera nebyla prfitomna na prvnich snimcich; loziska pohmozdéni, ktera se
dobarvila do 48, 72 a po vice nez 96 hodinach (viz Tab.1), nebo progrese

loziska patrného na prvnich CT snimcich do 24 hodin od poranéni.
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Skupina 24 hod 48 72 =96
Pacient( hod hod hod
N-EXP (12) 10t 42 22 22
EXP (16) 1617103 6%/14 0/0 1%/14
DAI (10) 5t 32 12 0

Tab.1 Kontuzni loZiska pri vySetreni CT u pacientt s poranénim mozku a jejich vyvoj
v ¢ase. Dobarveni kontuznich loZisek po 24, 48, 72 a 96 hodinach. Legenda:
N-EXP - pacienti se stacionarnimi ne-expansnimi lozisky poranéni mozku.
EXP - pacienti s expansnimi loZisky poranéni mozku. DAI- pacienti s difuznim
axonalnim poranénim mozku; menSi loZiska kontuzi byla pritomna i u pacientt s DAI.
Index: * podet pacientti u kterych byla prokézéna hemorhagické loZiska (kontuze,
intracerebralni hematom) do 24 hodin od poranéni. ? pacienti s dobarvenim novych
loZisek do 48, 72 nebo i po vice nez 96 hodinach od poranéni; tato loziska nebyla na
CT snimcich do 24 hodin patrné. ° pacienti u kterych se expanzni proces na CT
snimcich manifestoval do 24 hodin. * pacienti u kterych se expanzni proces na CT

snimcich manifestoval po vice nez 24 hodinach.

3.1.6. BIOMECHANIKA PORANENI
Pfi studiu biomechaniky Urazového dé&je v souboru 38 pacientd bylo

zjiténo, Ze se mélo jednat o 11 Fidi¢d a 1 spolujezdce ve vozidle;
kraniocerebralni poranéni dale utrpélo 6 chodcl, v 9 pfipadech ke vzniku
poranéni doslo pfi padu z vySe, v 6 pripadech pfi padu na roving, v
1 pripadu se jednalo o Uder tupého predmétu do oblasti hlavy a ve
3 pripadech se jednalo o zranéni cyklisty. V 1 pripadé byl mechanismus

nejasny; jednalo se o neznamého muze (casus socialis).

3.1.7. NEUROCHIRURGICKA LECBA
Z celkového souboru 38 pacientl, bylo 12 pacientl operovdno pro

rozvijejici se pretlak stfedo&arovych struktur (na CT snimcich) a narlst
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ICP, u 4 pacientl byla provedena dekompresivni kraniektomie pti nardstu
ICP.

Byly analyzovany dvé& skupiny pacientd (u jedné skupiny doslo
v prib&hu 10 dnd ke zlep$eni GCS skére na hodnoty lehkého poranéni
(GCS 13-15) a ve druhé skupiné bylo po 10-ti dnech GCS skore nizsi nez
13 bod() a byla sledovdna ¢etnost operaéniho zdkroku. Ve skupiné se
zlepSenim GCS po 10 dnech byli operovani 3 pacienti (tj.pacienti
s expanznim kontuznim loziskem). Ve skupiné bez zlepSeni GCS po
10 dnech bylo 9 pacientl operovanych pro expanzni chovani kontuzniho
loziska (ICP vét&i neZ 20 torrl, pretlak stfedolarovych struktur o 5 mm
a vice, rozvoj mydridzy) a 4 pacienti s dekompresivni kraniektomii pfi

generalizovaném edému.

3.1.7.1.INFORMOVANY SOUHLAS A VYJADRENI ETICKE KOMISE

Studie a informovany souhlas pacienta byly schvaleny etickou komisi
nemocnice FN KV a grantovou agenturou IGA MZ. U pacientd
v dlouhodobém bezvédomi byl informovany souhlas podepsan osetrujicim
lékafem a v pfipadé odb&ru vzork( pro diagnostické ucely (rutinni
vySetfeni NSE a S-100B) nebylo nutné informovany souhlas vyzadat.
Informovany souhlas pacient podepsal pfi pfeloZeni na standartni IGZkové

oddéleni nebo pri prekladu do spadové nemocnice.

3.2. LABORATORNI VYSETROVACI METODY

3.2.1. BIOCHEMICKE VYSETRENI

3.2.1.1. NEUROBIOCHEMICKE VYSETRENI NSE A S-100B

Vzorky vendzni krve byly odebrany 1. az 3. den po prijeti, dale od 4. do
6. dne a od 7. do 10. dne. Srazeniny v krvi byly pripustné, centrifugace
byla provedena do 30 minut, sérum bylo uskladnéno pri -70 °C pro
pozdéjsi analyzu. Sérové proteiny byly analyzovany s pouzitim plné

automatizovanych systémU metodou ECLIA diagnostickymi soupravami
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Roche na pristroji Elecsys 2010 a Cobas e411. principem metody je
sendviCovy test, kdy biotinylovana protilatka proti NSE nebo S-100B
a monoklondlni protilatky proti ptisludnym epitopim znaéené rutheninovym
komplexem reaguji za tvorby sendvicového komplexu. Po pridani
mikrocastic, potazenych streptavidinem, se komplex vaze na pevnou fazi
prostrednictvim interakce mezi biotinem a streptavidinem. V méfici
komdrce jsou mirko¢astice zachyceny magnetickym polem na povrchu
elektrody. Privedené napéti na elektrodé vyvola chemiluminiscencni emisi

fotond, kterd je zméfena. Vysledky jsou vyhodnoceny z kalibraéni kfivky.

Horni hranice referenc¢niho rozmezi v séru pro NSE je 15,2 ug/l a pro
S-100B protein 0,105 ug/I.

Podrobny popis metodiky meéreni koncentrace NSE (isoenzym vyy)
a proteinu S-100B jsme publikovali Kukacka et.al., 2006, Vajtr et al. 2006,
Vajtr et al.2009 .

3.2.1.2.VYSETRENI ZANETLIVYCH A RUSTOVYCH MARKERU, NEUROFILAMENT
A GFAP

Zavedli jsme méreni zanétlivého markeru interleukinu-6 na analyzatoru
DPC Immulite soupravou Immulite IL-6 (DPC, USA). Souprava je urcena ke
stanoveni interleukinu-6 v séru imunochemicky s chemiluminiscenci.
Podrobny popis metodiky méreni koncentrace interleukinu 6 (IL-6) je
uveden v Pfiloze ¢&.6. Zavedli jsme méfeni markerl zanétu, TNF, EGF,
VEGF mikroc¢ipovou metodou ELISA na analyzatoru Evidence Investigator
(Randox, Irsko). Souprava je uré¢ena ke stanoveni marker( v séru. Zavedli
jsme méreni hyperfosforylovanych neurofilament metodou ELISA
(Biovendor, CR), komerénim setem, kde sekundarni protilatkou byla krali¢i
protilatka s HRP, po inkubaci 1 hodinu a po promyti byl pfidan roztok
substratu tetrametylbenzidinu. Souprava je urcena ke stanoveni NF-H
v séru. Koncentrace neurofilament byla stanovena na fotometru Tecan
Sunrise, ktery pracuje na principu vertikalni fotometrie a enzymové

imunoanalyzy. Jedna se o méreni absorbance nebo podilu proslého zareni
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jamkou mikrotitracni desti¢ky. Intenzita zareni nebo absorbance jsou pak
primo nebo nepfimo Umérné vysledné koncentraci stanovovaného analytu.
Zavedli jsme méreni gliového kyselého proteinu GFAP metodou ELISA (GE

Healthcare, USA). Souprava je urcena ke stanoveni GFAP v séru.

3.3. MIKROSKOPICKE METODY

3.3.1. ULTRASTRUKTURALNI VYSETRENI V ELEKTRONOVE
MIKROSKOPII

U operovanych pacientl (n=12) byla tkd® odebraného kontuzniho
loziska fixovana 3% glutaraldehydem (k pozdéjSimu zpracovani pro
elektronovou mikroskopii) v kakodylatovém pufru a dofixovany 2% oxidem
osmicelym. Po odvodnéni v fadé alkohold byly vzorky zalité do eponu podle
obvyklé procedury. Barvené ultratenké rezy byly prohlizeny na pristroji
Philips CM100 (FEI, Philips EO, Nizozemi) a vybrané oblasti byly digitalné
zobrazené kamerou MegaViewlIl slow-scan. Digitalni snimky byly upravené

softwarem Analysis 3.2 Pro software.

Podrobny popis metodiky jsme publikovali Kukacka et.al., 2006, Vajtr et
al. 2006, Vajtr et al.2009 .

3.3.2. IMUNOHISTOCHEMICKE VYSETRENI PROTEINU VE
SVETELNE MIKROSKOPII
U operovanych pacientl (n=12) byla tkd® odebraného kontuzniho

loziska fixovana formaldehydem. Histologické blo¢ky byly zalité do parafinu
k imunohistochemickému vySetifeni s monoklonalnimi protilatkami
(Chemicon, USA). Primarni protilatky byly proti antigendm cytoskletu
(GFAP, vimentinu, NF, tubulinu, vinkulinu), proti antigenim NSE a S100
proteinu, proti receptoru CD-68, proti P-selektinu, proliferacnimu antigenu
Ki-67 a rlstovému faktoru VEGF.
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Dale byly ziskany vzorky (n=5) mozkové tkané odebrané pfi
autoptickém vySetfeni u pacientl, ktefi zemfeli s diagnézou DAI
(histologické blo¢ky byly zapljéeny s laskavym svolenim
Prim.MUDr. P.Toupalika, PhD., Ustav soudniho lékafFstvi UK 2.LF a FN
Bulovka).

Podrobny popis metodiky jsme publikovali Kukacka et.al., 2006, Vajtr et
al. 2006, Vajtr et al.2009 .

3.4. STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

3.4.1. STATISTICKE ZPRACOVANI DAT
Hodnoty byly analyzovany programem StatView a GraphPad Prism 4.0

verze. U vdech pacientd byly koncentrace jednotlivych markerd vyjadieny
jako aritmeticky primér, rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly
porovhany metodou ANOVA v programu StatView. VSechna prezentovana
data jsou vyjadiena jako aritmeticky primér + standardni chyba méfeni

(SEM). Hodnoty p<0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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4. VYSLEDKY

Vysledky zahrnuji predevsim data ziskana biochemickou analyzou
vzorkl  pacientd s loZiskovym (pacienti s expanzni kontuzi mozku
a neexpanznim stacionarnim loziskovym poranénim mozku) a difuznim
(axonalnim) poranénim mozku.

Hlavni pozornost jsme vénovali neurobiochemickym ukazateldm ve
vztahu k nejcastéji pouzivanému klinickému skoérovacimu systému GCS
a na hodnoty neurobiochemickych ukazateld u pacientd s rizikovymi
faktory (Vajtr et al., 2006, Kukacka et al., 2006, Vajtr et al., 2007,
Kukacka et al., 2008, Vajtr et al., 2009).

Dale jsme analyzovali jsme hodnoty neurobiochemickych ukazatell
u loziskovych porané&ni (hodnoty neurobiochemickych ukazateld
u loziskovych expansnich a ne-expansnich kontuzi v kapitole 4.3.), kde
jsme soucasné sledovali, zda zmény hematoencefalické bariéry
(ultrastrukturdini analyza a imunohistochemicky prikaz exprese proteint)
jsou morfologickym korelatem expanzniho chovani kontuze.

U loziskovych poranéni jsme analyzovali rozdily v hodnotach
zanétlivych a rdstovych faktorl u expanznich a neexpanznich kontuzi
mozku, pozorovali a popsali jsme patomorfologické zmény exprese
P-selektinu, CD 68 a rustového faktoru VEGF u expanznich kontuzi mozku
ve srovndni s expresi téchto proteinl u difuznich poranéni mozku
(imunohistochemickymi metodami).

Hodnoty neurobiochemickych ukazateld byly rozdilné u difuzniho
poranéni mozku ve srovnani s loziskovym poranénim mozku.

Analyzovali jsme imunohistochemické zmény v expresi protein{
S-100 B a zakladnich proteind cytoskeletu (kupf. vinkulinu, vimentinu,
GFAP, tubulinu). Studovali jsme, zda imunohistochemické zmény
v expresi  proteind  tvoficich  hematoencefalickou bariéru jsou

morfologickym korelatem expanzniho chovani kontuze.
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4.1. NEUROBIOCHEMICKE =~ MARKERY A  KLINICKA
MONITORACE STAVU VEDOMi U PACIENTO
S LOZISKOVYM PORANENIM MOZKU

Analyzovali jsme hodnoty neurobiochemickych ukazateld v zavislosti
na objektivné vySetreném vyvoji klinického stavu védomi, mérenym
pomoci GCS skoére. Podle vyvoje GCS skére do 10 dne hospitalizace byli
pacienti rozdéleni do skupiny I (s klinickym zlepSenim a Upravou hodnot
GCS v pribé&hu 10 dnd od pfijeti na hodnoty 13-15 (tyto hodnoty jsou
povazované za lehké poranéni mozku) a skupiy II (bez zlepSeni skére
GCS).

4.1.1. HobpNOTY NSE, S-100B A vYvol GCS SKORE.
U pacientd s loziskovym poranénim hlavy byl zjité&n pokles

primérnych hodnot NSE a proteinu S-100B od 1. dne do 10. dne
(p< 0,05) hospitalizace. U pacientld s klinickym zlepgenim a Upravou
hodnot GCS (skupina I) v prdb&hu 10 dnd od pfijeti na hodnoty 13-15
(tyto hodnoty jsou povazované za lehké poranéni mozku) byly hodnoty
NSE (33,53 vs. 61,76 ug/l, p< 0,05, graf. 2) a proteinu S-100B (0,61 vs.
4,45 pg/l, p< 0,05) nizsi 1.-3. den po prijeti (graf. 3) ve srovnani
s hodnotami u pacientl bez zlep&eni skore GCS (skupina II). Od 4. do 10.

dne nebyly mezi obéma soubory statistické rozdily.

Ve skupiné I byli 3 pacienti s expanzni kontuzi mozku; ve skupiné II
bylo 9 pacientl operovano pro rozvijejici se expanzni proces a hodnota
GCS po 10 dnech byla niz&i neZ 13 bodd, tj. na hranici stfedné zavazného

poranéni.
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Graf. 2 - Skupina | (pacienti s klinickym zlepSenim a upravou hodnot GCS v
prabéhu 10 dnu od prijeti na hodnoty 13-15). Skupina Il (pacienti bez zlepSeni GCS
Skoére). Hodnota NSE 1. az 3. den po poranéni. NSE, koeficient p<0,03 (),
Welshova korekce p <0,002. Hodnoty GCS 13-15 bodu jsou povaZovany za ukazatel
lehkého poranéni mozku (mild trauma). Ve skupiné | nezemrel, po dobu
hospitalizace, Zadny pacient a vstupni hodnoty GCS po traumatu hlavy byly 8,6+0,5
bodu. U skupiny Il bylo vstupni GCS po traumatu hlavy pramérné 4,4 + 0,5 bodu

—

Skupina I Skupina II

Graf. 3 - Skupina | (pacienti s klinickym zlepSenim a uUpravou hodnot GCS v
prabéhu 10 dnu od prijeti na hodnoty 13-15). Skupina Il (pacienti bez zlepSeni GCS
skore). Hodnoty S-100B, koeficient p<0,0016 (*), Welshova korekce p <0.0001.



4.1.2. KAZUISTIKY U PACIENTU S PRizZNIVYM VYVOJEM GCS
SKORE.
Ze skupiny pacientd s pfiznivym vyvojem GCS byli 3 pacienti

s expanzni kontuzi mozku; zde uvadime 2 reprezentativni kazuistiky
z této skupiny. Pacienti, ktefi byli operovani ve skupiné I pro expanzni
kontuzi mozku vykazovali klinické zlepseni jiz v prvnich pooperacnich
dnech. Kazuistiky, které demonstruji pfiznivy klinicky prdb&h vyvoje

poranéni mozku jsou uvedeny nize.

Kazuistika ¢€.1 (skupina I): 28 lety pacient po kraniocerebralnim

poranéni pfi paddu ze schodl v ebrieté. Na vstupnim CT byla kontuze
frontdlné vpravo s plastovym akutnim subdurdlnim hematomem fronto-
tempordlné vpravo s pretlakem stredoarovych struktur 5 mm.
Na kontrolnim CT s odstupem 6 hodin progrese pretlaku. Indikovano
zavedeni &idla ICP, které ukazuje hodnoty kolem 30 torrd. Pacient byl
somnolentni, zornice izokorické, GCS 8. Nemocny byl urgentné operovan.
Provedena evakuace akutniho subduralniho hematomu a resekce kontuze
s plastikou tvrdé pleny. Hodnoty NSE po operaci prechodné stoupaji na
33,63 pug/l. Hladiny proteinu S-100B klesly z hodnot 0,344 ug/l az
k referenénim hodnotdm b&hem 3 dnd. Po odtlumeni pacienta 6. den
nastava postupné zlepsovani klinického stavu az do plného védomi s GCS
15.

Kazuistika ¢.2 (skupina I): 32 lety pacient s kraniocerebralnim

poranénim pri autonehodé. Na vstupnim CT nalez akutniho subduralniho
hematomu s kontuzi mozku pod impresivni zlomeninou parietalné vpravo
(obr. 1 a 2), kterd vznikla po narazu do prednim jedouciho vozidla. Pri
klinickém vysSetreni nemocny s flekéni reakci na algicky podnét
bilateralné, izokorické zornice, GCS 6, oteviena impresivni zlomenina
parietalné vpravo s vytokem likvoru, v rané patrna mozkova tkan.
Nemocny urgentné operovan. Provedena evakuace hematomu

z dekompresivni kraniektomie a resekce cCasti kontuznich hmot mozku



s plastikou tvrdé pleny. Hodnoty markerd kontinualné klesaji b&hem 4
dni k referenénimu rozmezi ze vstupnich hodnot NSE (49,27 ug/l)
a S100b (1,88 pg/l). 8. den po odtlumeni pacienta postupné zlepSovani
klinického stavu az do plného kontaktu (GCS 15). Po 3 mésicich pacient

plné sobéstacny, bez loziskového neurologického ndlezu na hlavovych

nervech a koncetinach. Provedena replantace kostni ploténky.

Obr. 1 a 2 - Pacient s upravou hodnot GCS do 10 dnu hospitalizace. Vstupni CT
prokazalo akutni subduralni hematom s kontuzi mozku pod impresivni zlomeninou
parietalné vpravo (obr.1). PFi operaci byla provedena evakuace hematomu
z dekompresivni kraniektomie (obr.2) a resekce casti kontuznich hmot mozku

S plastikou tvrdé pleny.

Morfologické vysSetieni okrajové zény kontuze prokazalo u pacientd

skupiny I  perivaskularni krvaceni a unik krevnich bilkovin
do perivaskularniho kompartmentu. V pericytech nachazime telolysozomy
(obr.14, na str.69), které odpovidaji imunohistochemické pozitivité
s protildtkou proti receptoru CD68 (obr. 27; detail na str.75).
V astroglidlnich vybézcich jsme nachazeli proteiny, v cytoplazmé byly

znamky edému, jadra a jadérka byla dobre barvitelna.
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4.1.3. KAZUISTIKY U PACIENTU S NEPRiZNIVYM VYVOJEM GCS
SKORE.
Ze skupiny pacientd s nepfiznivym vyvojem GCS byla u 9 pacientl

diagnostikovana expanzni kontuze mozku; zde uvadime 2 reprezentativni
kazuistiky z této skupiny. Uvadime kazuistiky dvou pFipadd Gmrti, které
demonstruji nepfiznivy klinicky a laboratorni pribé&h vyvoje poranéni
mozku, kde vstupni hodnoty GCS byly niz&i (primérnd hodnota GCS na
misté vzniku poranéni 4,4 bod() nez u pacient(, kde doSlo ke zlep&eni
GCS po 10 dnech hospitalizace (primérna hodnota GCS na mist& vzniku
poranéni u této skupiny byla 8,6 bodl). Ve skupiné II byla u 9 pacientd

provedena resekce kontuzniho loZiska pro rozvijejici se expanzni proces.

Kazuistika ¢.3 (skupina II):- 42lety pacient po kraniocerebralnim

poranéni, které utrp&l pfi paddu ze schodl v ebrieté. Na vstupnim CT
nachdzime kontuze frontdlné oboustranné s plastovym akutnim
subduralnim hematomem parietdlné vpravo. Planovany operacni vykon,
provedena evakuace akutniho subdurdlniho hematomu a resekce kontuze
s plastikou tvrdé pleny. Na kontrolnim CT s nepfiznivym pooperacnim
nalezem, dobarveni kontuznich lozisek frontadlné vpravo a temporalné
vlevo. Rozvoj bilaterdlni mydridzy, vyhasnuti kmenovych reflexd,
2.pooperacni den znamky smrti mozku pri malignim posttraumatickém
edému. Biochemické monitorovani prokazalo vzestupnou tendenci
koncentraci proteinu S-100B 1. den (1,40 ug/l), 2. den (4,15 pg/l) a
3. den (10,7 pg/l).

Kazuistika ¢.4 (skupina II):- 50lety pacient, casus socialis, nalezen
v hlubokém bezvédomi. Na vstupnim CT nalez akutniho subduralniho

hematomu fronto-temporalné vpravo, pretlak stredoCarovych struktur
doleva o 24 mm, kontuze temporo-parietalné vpravo. Nemocny urgentné
operovan. Provedena evakuace hematomu z dekompresivni kraniektomie
a resekce cCasti kontuznich hmot mozku. Na kontrolnim CT pretrvavajici
edém, pretlak stfedocarovych struktur o 20 mm. Biochemické

monitorovani prokazalo vzestupnou tendenci hladin proteinu S-100B
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l.den (1,38 ug/l), 2.den (1,44 png/l) a 3.den (4,80 pg/l). 6.den exitus

lethalis.

Morfologicky obraz okrajové zony kontuze u skupiny II s horsi
progndézou prokazuje vystupfiované ultrastrukturalni zmény. Nachazeli
jsme poskozeni kapildr, aktivaci povrchu endotelii s tvorbou vybé&Zzkd,
vystuprfiovanou pinocytotickou aktivitu (obr. 3 - 6) a formovani
multivesikalnich télisek v endoteliich. V bunkach byly vystupriované
znamky  cytotoxického edému, prakticky ~ vymizeni  proteiny

v astroglidlnich vybézcich, deformace mitochondrii a dystrofie organel.

Byla  dokumentovdna  neuroaxonalni  degenerace s autofagii
mitochondrii pfi ultrastrukturdlnim vysSetfeni (obr. 7). Malé mnozstvi
synaptickych vesikul v presynaptické ¢asti a obraz degenerace synapsi byl
pozorovan (obr. 8.-10). Leukocytarni adhesi a vycestovani leukocytd do

tkané jsme zjistili u obou skupin.

Obr. 3 a 4 - Proces pinocytosy a transcytosy v endoteliich riizné vyznaéeny u
pacientt s expanznimi kontuzemi mozku. Pinocytotické vakuoly v entotelii, lumen
kapilary (obr.3). Zdufeni astroglialnich perivaskularnich pochev u expanzni kontuze
dobfe koreluje s perivaskularni  imunonegativitou proteinu  S-100B  (viz
imuhohistochemické vyS$etreni). Vétsi vakuoly ve sténé kapilary (obr.4) mohou byt
patomorfologickym korelatem vakuolarni ¢i albuminoidni dystrofie pfi sekundarnim

(ischemicko-hypoxickém) poSkozeni mozkoveé tkané.
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Obr. 5 a 6 - Zonulae occludens (obr. 5) nejsou v tésném spojeni ve srovnani s
pozorovanim na obr. 6, kde jsou tésna spojeni (tight junction) neporusena. U
expanznich kontuzi byla rovnéZz patrna imunonegativita vinkulinu (protein
asociovany s mikrofilamenty komunikujici s integriny). Na obr. 6 je patrna tvorba
c¢asného ,early” endozomu v cytoplazmé endotelie. V této ¢asti jsou dobre patrna

neporusena tesna spojeni.

Obr. 7-8 - Ultrastrukturalni analyza expanzni kontuze mozkové kury u pacienta
bez zlepSeni hodnot GCS do 10 dnu hospitalizace. Na obr. 7 je vystupriovana
neuronaxonalni  dystrofie s autofagii  mitochondrii v axonu  (konzultovano

s Prof. MUDr.M.Ellederem, DrSc.). Na obr. 8 nachazime synapse asymetrického
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typu. Postsynapticky denzni material je dobre patrny na dalS§im snimku (obr.9).

V detailu - degenerace synapse s poSkozenymi mitochondriemi.

Obr. 9 a 10 - Ultrastrukturalni analyza u pacienta bez zlepseni hodnot GCS do
10 dnu hospitalizace. Synapse a presynapticka ¢ast s nékolika vesikulami. PSD-
postsynapticky denzni material. Nervové vilakno se synaptickymi vesikulami -
Presynapticka ¢ast s agranularnimi vesikly, postsynapticka densita (PSD) a aktivni

zo6na. Obr. 10 s patrnou mitochondii; Inkrustace mitochondrie v blizkosti synapse.

4.2. HODNOTY NEUROBIOC’HEMICK?CH UKAZATELO U
PACIENTU S RIZIKOVYMI FAKTORY

V celém souboru 38 pacientd byly u 8 pacientl zjist&ny tyto rizikové
faktory: u tfi pacientd (systolicky tlak niz&i nez 90 mm Hg pfi pfijeti); u 5
pacientl byl pfi pfijmu laktdt v koncentraci vy&si nez 2,0 mmol/l.
Mydridza byla pozorovéana u 5 pacientl. U 4 pacient( byla na misté Grazu
lékafem RZS zjisténa aspirace zaludecniho obsahu. Srdecni zastava byla
na misté Urazu Uspésné resuscitovana u jednoho pacienta, ktery vsak
zemrel po tfech dnech (obr. 11, 12). Dale byl ve 3 pripadech

diagnostikovan pneumotorax.
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4.2.1. HODNOTY NSE A S-100B uU PACIENTU S RIZIKOVYMI
FAKTORY
U pacienttd, kde na misté poranéni byly dokumentované Iékafem RZS

rizikové faktory (aspirace zaludecniho obsahu, hypotenze, nebo srdecni
zastava s Uspésnou resuscitaci) jsme nachazeli hodnoty NSE 76,95+22,1
Mg/l a S-100B 3,81+1,7 ug/l.

U pacientd, ktefi mé&li pfi hospitalizaci nardst intrakranialniho tlaku nad
10-20 torrQ, byly hodnoty NSE 64,19+20,4 ug/l a S-100B 3,74+1,2 ug/l
vyznamné vy3§i nez u pacientl bez zndmek nitrolebni hypertenze.

Rizikové faktory zhorsSuji globadlni nebo lokalni ischemii mozku po

poranéni.

Obr. 11 a 12 - CT snimky hlavy a hrudniku u pacienta bez zlepSeni hodnot
GCS do 10 dnu hospitalizace. Poranéni fidice osobniho automobilu pri dopravni
nehodé. Rizikové faktory: v anamnéze je lekafem RZS uvadéna srdecni zastava
s uspésnou resuscitaci, haemothorax a pneumothorax po narazu nepripoutaného
ridi¢e na volant v osobnim vozidle. Na CT snimku hlavy je patrna dekompresivni
kraniektomie, pooperacné edem hemisféry s kompresi predniho rohu postrani
komory. Exitus lethalis 3. pooperacni den. Na CT snimku hrudniku sériové

zlomeniny Zeber, haemothorax I.dx (stav po pfijeti).
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4.2.2. HODNOTY NSE A S-100B u PACIENTU S DIAGNOZOU
SMRTI MOZKU.
V pribé&hu studie do$lo kUmrti 5 pacientG ze skupiny II

(s nepriznivym vyvojem GCS po 10 dnech hospitalizace) pro pridruzené
komplikace zakladniho kraniocerebralniho poranéni (smrt mozku pfi

malignim edému mozku a pri pohmozdéni mozkového kmene).

Ve skupiné II zemfelo celkem 5 osob (45 %), jejichz primérné
koncentrace NSE se od 1.dne z 32,72 pg/l zvysily 2.-3. den na hodnoty
86,95 pg/l a u proteinu S-100B z 3,42 pg/l 2.-3. den se zvysSily na 5,8
ug/l. U dvou pacientd bylo na CT zji§téno pohmoZzdéni mozkového
kmene (skupina II). U smrti mozku pfi generalizovaném edému bylo pfi
autoptickém vysetreni prokazovano posunové krvaceni do mozkového
kmene (obr. 13) a otlakovy tylni konus. Ischemie vede k morfologickym
zménam (obr. 14 a obr.15). Mechanické poskozeni bunék a ischemie
vedou k aktivaci biochemickych kaskad kupr. aktivaci neuronalni NO-

syntazy (obr.16).

Ve skupiné I (se zlepSenim hodnot GCS po 10 dnech na hodnoty

odpovidajici lehkému poranéni 13-15 bod{) nezemfel zadny pacient.

Obr. 13 - Posunové krvaceni do centralnich ¢asti mozkového kmene po vice
dnech u pacienta s narustem ICP. Vstupni CT nepopisuje loZiska krvaceni do

mozkového kmene. P¥i lateralni herniaci pfi malignim nardstu ICP doSlo ke stlaceni

61



uncus gyri hippocampi pod tentorium cerebeli mezi okraj tentoria a mozkovy kmen.
Vznikla komprese a dislokace mozkového kmene a pfimé mechanické poskozeni
mozkoveé tkané, komprese mozkového kmene vede rovnéz k natrzeni malych

perforujicich pontinnich cév.

Obr. 14 a 15 - Pacient po kraniocerebralnim poranéni; na vstupnim CT

nachazime kontuze frontalné oboustranné s plastovym akutnim subduralnim
hematomem parietalné vpravo, na kontrolnim CT po operaci dobarveni kontuznich
loZisek frontalné vpravo a temporalné vievo. Rozvoj bilateralni mydriazy, vyhasnuti
kmenovych reflext, 2.pooperacni den znamky smrti mozku pfi malignim
posttraumatickem edému. Biochemické monitorovani prokazalo vzestupnou tendenci
koncentraci proteinu S-100B 1. den (1,40 ug/l), 2. den (4,15 ug/l) a 3. den (10,7
ug/l). Ultrastrukturalné nachazime ischemické zmény neuront v kontuznim loZisku,
dilatace (Sipka) Golgiho komplexu a endoplasmatického retikula, neuronalni
degenerace mitochondrii s patrnym zdufenim a rozpadem mitochondrialni matrix
spole¢né s tvorbou mikrovakuol, Na obr.15 pozorujeme hromadéni tukovych kapének

(hypoxicka steatoza- hvézdicka).
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Obr. 16 - Na obrazku je pozitivita nékterych neurond pri imunohistochemickém

barveni s protilatkou proti neuronalni NO- syntetaze (Sipky), znézornéni DAB.

Za pric¢iny pourazové poruchy kalciové homeostazy jsou povazovany kromé
ischemie (u pacientu s rizikovymi faktory) i dal§i mechanizmy, jako vliv excitatornich
aminti a zvySeni membranové permeability neuront na zakladé mechanického
poSkozeni (Obr. 14). ZvySena propustnost pro ionty vapniku vede k aktivaci kalcium
dependentnich enzym( kalpaint, kalmodulinu i NO-syntazy. Produkce oxidu
dusnatého (NO) v mozkové tkani je regulovana kalcium/kalmodulin-dependentni NO

syntetazou (nNOS), kterou reguluji proteiny v postsynatickych denznich oblastech.
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4.3. HODNOTY  NEUROBIOCHEMICKYCH  UKAZATELU
U LOZISKOVYCH PORANENI MOZKU (EXPANZNi
A NE-EXPANZNI KONTUZE)

4.3.1. HODNOTY NSE A S-100B U PACIENTU S EXPANZNIM
PORANENIM MOzZKU
VSichni pacienti s fokalnim poranénim hlavy méli vyssi hodnoty S-100B

a vyssi hodnoty NSE v porovnani s kontrolnimi hodnotami (pro S-100B
jsou 0,105 pg/l a pro NSE 15,5 pg/l, p<0,05). U v8ech pacientd byly
hodnoty S-100B a NSE pri prijeti do nemocnice nad referencnim

rozmezim.

V prvnich 6 dnech se vyznamné snizily hodnoty proteinu
S-100B  (p<0,05) u skupiny operovanych pacientd (skupina

I operovanych pacientQ).

U skupiny neoperovanych pacient( l1é¢enych konzervativné (skupina II
konzervativni 1é¢ba) s kontuzemi bez pretlaku stredoCarovych struktur na
CT snimcich byl pozorovan pouze mirny pokles hodnot S-100B v prvnich

10 dnech hospitalizace.

Pokud jsme porovnavali obé skupiny mezi sebou, prokazali jsme vyssi
hodnoty proteinu S-100B u skupiny I v prvnich 3 dnech hospitalizace ve
srovnani se skupinou II. Pfi analyzach NSE nebyl zjiStén mezi obémi
skupinami vyznamny rozdil v koncentracich NSE v pribé&hu 1. aZ 6. dne

hospitalizace (p>0,05).
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Ukazatel | 1-3 den 1-3 den 4-6 den 4-6 den 7-10 den 7-10 den
Skupina Skupina Skupina Skupina Skupina Skupina Il

Dny I I I I I

S100B 3,06 0,64 0,71 0,59 0,23 0,15

ng/l +1,06* [+ 0,2* +0,3 + 0,3 + 0,1 + 0,1

NSE 42,59 37,57 17,94 29,63 27,75 17,70

ng/l +7,6 + 6,9 + 2,9 +7,6 +0,1* +7,3*

IL-6 302,2 59.60 408,5 51,94 N.A. 24,46

ng/l +119,9* |+ 11,9* |+ 280,8* |+ 12,3~ +7,4

Tab. 2: Vyvoj hodnot (dynamika ¢asovych zmén markeri NSE, S-100B a IL-6)
u obou skupin | (operovanych) a skupiny Il (Ié¢enych konzervativné) pri 10 denni
hospitalizaci po kraniocerebralnim traumatu. Koncentrace NSE se snizily u skupiny
konzervativné léCenych (skupina Il) az k referencnim hodnotam po 4 az 6 dnech
hospitalizace; u skupiny operacné léCenych pretrvavaly zvysené hodnoty i 7 az 10
den. Koncentrace S-100B se statisticky vyznamné snizily u skupiny operovanych
i u skupiny lé¢enych konzervativné jiz od 4 do 6 dne po poranéni. Koncentrace
interleukinu (IL-6) se zvySily u skupiny operovanych pacientd od 4 do 6 dne.
Vyznamné statistické rozdily mezi skupinami ve stejném Casovéem intervalu jsou
oznaceny symbolem * (p<0,05). N.A. (hodnoty nebyly ziskany). Primérné hodnoty
(Mean £+ SEM).

4.3.2. SROVNANiI CASOVEHO VYVOJE HODNOT NSE, PROTEINU
S-100B s HODNOTAMI IL-6 U PACIENTU S EXPANSNiIM
PORANENIM MOzKU

Pfi srovnani hodnot IL-6 a hodnot NSE, proteinu S-100B u pacientl

s expanznim poranénim mozku v jednotlivych casovych intervalech

(tab.2) jsme pozorovali, Ze po operaci se hodnoty IL-6 zvySily (prdmérné
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hodnoty 1.-3. den byly 302,2 + 119,9 ng/l a 4.-6. den 408,5 + 280,8
ng/l), zatimco koncentrace NSE a S-100B po operaci expanzniho loziska

u operovanych pacientd se snizily (p<0,05).

Patomorfologické analyzy prokazaly vyznamnou infiltraci kontuzniho
loziska zanétlivymi elementy s prevazujicimi polymorfonukledrnimi
leukocyty. Popsali jsme neuronofagii poskozenych nervovych bunék a
pozorovali jsme aktivaci mikroglie, ktera exprimovala protein CD68 ve

fagozémech (obr.30, strana 75).

4.4. HODNOTY NEUROBI"OC’HEMICK?CH UKAZATELO U
DIFUZNICH PORANENI MOZKU

U pacientd s DAI (n=10) byly prokdzany drobné kontuze mozku, které
se dobarvily do 24 - 72 hodin (Tab.1, strana 49). Tyto kontuze nebyly
takového rozsahu, aby klinicky vysvétlily delSi dobu trvajici bezvédomi.

Drobné kontuze mozku se u pacientd s DAI nemanifestuji znamkami
expanzniho procesu (presun stredocarovych struktur, vzestup hodnot
ICP) vyzadujici operacni |éCbu. Patomorfologické znamky takovychto
kontuznich (stacionarnich) lozisek je mozné studovat v autoptickém

materialu.

4.4.1. HobNOTY GFAP Vv PRUBEHU HOSPITALIZACE U
DIFUZNIHO A LOZISKOVEHO PORANENI MOzKU

Prdmérné koncentrace GFAP v séru u pacientd s difuznim porané&nim
v prib&hu 10 denni hospitalizace byly vyznamné nizsi nez u pacientl
s loziskovym poranénim mozku (0,49 + 0,3 vs 4,21 £+ 1,1 pg/l, p<0,05).

Pfi sledovani dynamiky zmén koncentraci GFAP v prib&hu 10 denni
hospitalizace pacientd jsme zjistili, Ze koncentrace GFAP se u obou skupin

(DAI a loziskovych poranéni mozku) od 1. do 10. dne snizily (Tab. 3).
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Tab.3

Ukazatel DAI Loziskové kontuzni poranéni

Dny Primér |1-3 410 Primér |1-3 410

GFAP 0,49 0,93 0,1 4,21 8,34 1,12

ug/l +0,3 +0,7 +1,1 +1,9 +0,6
Tab.4

Ukazatel Expanzivni proces Neexpanzivni proces

Dny 1-3 4-10 1-3 4-10

GFAP 8,58+2,4 |10,73+0,4 1,85+ 0,6 0,10+ 0,1

ng/l

Tab. 3 a 4 — Pacienti s difuznim (DAI) a loZiskovym poranénim mozku. Casovy
vyvoj hodnot jednotlivych ukazatel(l. Pramér - vSechny hodnoty ve skupiné pacientt
s DAl a loZiskovym poranénim mozku. Hodnoty proteinu GFAP (Tab.4) u
expanznich a neexpanznich loziskovych poranéni mozku. Primérné hodnoty (Mean
+ SEM).

Byl pozorovan pokles koncentraci GFAP u DAI i u expanznich a
neexpanznich loziskovych |ézi mozku od 1.-3. dne po vzniku poranéni az
na nejnizsi hodnoty 4.-10. den (Tab.4). Pacienti s expanznim loziskovym
poranénim mozku méli nejvyssi koncentrace GFAP 8,58 + 2,4 ug/l 1.-3.
den ze v3ech pacientl. Pacienti s neexpanznimi kontuzemi méli 1.-3.den
koncentrace 1,85 =+ 0,6 pg/l. Rozdil mezi pacienty s expanznim
a neexpanznim loziskovym poranénim byl vyznamny (p<0,05).

Patomorfologické analyzy prokazaly vyznamné zmény mezi DAI
i loziskovymi poranénimi mozku. Imunohistochemickym vysetfenim byla

pozorovana zachovana exprese proteinu cytoskeletu (vimentin - obr. 17
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a obr.18) u drobnych kontuzi mozku pacientd s DAI. Slaba barvitelnost

aZ? vymizeni exprese proteini bylo zji§té&no u operovanych pacientl

s expanzni kontuzi mozku (obr.20 az obr.22).

Obr. 17, 18 a 19 Pacienti s diagnézou DAI a expanzni kontuzi -
Na obr.17 je fez corpus callosum. Imunohistochemické barveni s protilatkou proti-
vimentinu, znazornéni DAB. Obr. 18 ukazuje detail loZiska kontuze - Pacient
s diagnézou DAI. Imunohistochemické barveni s protilatkou proti vimentinu,
znazornéni DAB, vyrazna pozitivita cév v lozisku malé kontuze u pacienta s DAI.
Obr. 19 - Pacient s diagnézou expanzni kontuze mozku, planovana operace do 24
hodin po prijeti. Mozkova kura, imunohistochemické barveni s protilatkou proti
vimentinu, znazornéni DAB. Patrna je slaba imunopozitivita ve srovnani s obr. 17.-
18.

Obr. 20, 21 a 22 Pacienti s diagn6zou expanzni kontuze. - Obr. 20

predstavuje fez mozkovou ktrou. Imunohistochemické barveni s protilatkou proti-
GFAP proteinu, znazornéni DAB. Reaktivni astroglioza v okoli kontuze byla
zastizena u jendoho pacienta s operovanou expanzni kontuzi mozku, u kterého byla

planovana operace po vice nez 24-48 hodinach. Obr. 21 - Pacient s diagnézou
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expanzni kontuze. Mozkova kura, detail expansniho loZiska s patrnym otokem
bunék. Imunohistochemické barveni s protilatkou proti-vimentinu se znazornéni DAB
ukazuje slabou pozitivitu vimentinu ve vystelce kapilar (srovnani s vyraznou
pozitivitou proti vimentinu u pacientd s DAI; viz obr. 17, 18). Obr. 22 - Pacient
s diagnozou expanzni kontuze. Imunohistochemické barveni s protilatkou proti

vinkulinu, znazornéni DAB. Slaba pozitivita vystelky kapilar.

4.4.2. HODNOTY HYPERFOSFORYLOVANYCH NEUROFILAMENT
NF-H u DIFUZNIHO AXONALNIHO PORANENI A KONTUZI
MOZKU

Prdmérné hodnoty NF-H byly vy3& u pacientd s DAI (n=10) ve

srovnadni s hodnotami u pacientd (n=23) s loZziskovym poranénim
(0,625+0,14 vs. 0,139+0,02 ng/l, p<0,05) v pribéhu 10 denni
hospitalizace (Tab. 5). Casovy vyvoj hodnot koncentraci neurofilament
NF-H mél u obou skupin vzestupny trend. Bylo pozorovano zvyseni
koncentraci NF-H u pacientd s DAI z 0,263 ng/l od 1.-3.dne po porané&ni
az na nejvyssi hodnoty 1,325 ng/l 7.-10. den. Hodnoty u loziskovych
poranéni hlavy se zvysily z 0,103 ng/l od 1.-3. dne po poranéni az na
hodnoty 1,108 ng/l 7.-10. den. Pacienti s expanznim loziskovym
poranénim mozku méli hodnoty NF-H shodné jako pacienti
s neexpanznimi kontuzemi (Tab. 6); statisticky vyznamné rozdily nebyly

prokazany.

Patomorfologickd pozorovani prokdzala pogkozeni axonl u DAI
(imunohistochemickd detekce demaskovaného tripletu neurofilament
v podkozenych axonech na obr.23). Podkozeni axonl bylo pozorovano

v v . o V4 . . V. 4 7
rovnez u pacientu s expanznimi kontuzemi pri ultrastrukturalnim
vySetieni mozkové tkané& (obr.24). Imunohistochemicky byla u pacientl
s expanznim loziskovym poranénim mozku prokazana neurofilamenta
v perikariu nervovych bunék vysvétlitelné jako projev hromadéni pri

oblenéni axoplazmatického toku (obr. 25).
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Obr. 23, 24 a 25 Pacient s diagnézou DAI a pacient s expansni kontuzi

mozku - Obr. 23 zobrazuje fez v corpus callosum. Imunohistochemické barveni
s protilatkou proti neurofilamentum, znazornéni DAB. Varikésni zdufeni a zvinéni
pozitivnich axond pfi pouZiti protilatky proti NF-H. Obr. 24 - Pacient s expanzni
kontuzi mozku. Na elektronogramu dokumentujeme hromadéni organel ve varikozné
zdurelém axonu. Multivesikularni téliska jsou dobre patrna. LoZiskové axonalni
poranéni dokumentované v prvnich 24-48 hodinach u pacienta s prevazujicim
fokalnim nalezem neni v rozporu s nartistem NF-H v krvi (z prdmérnych hodnot
0,121 ng/l 1. az 3. den na hodnoty 0,506 ng/L 4. az 10. den). Obr. 25 - Pacient
S expanzni kontuzi mozku, na fezu zachycena mozkova kura. Imunohistochemické
barveni s protilatkou proti neurofilamentum (NF), znazornéni DAB. Pozitivita NF

v perikaryu neuront je dobrfe patrna, barveni DAB.

4.4.3. SROVNANI HODNOT PROTEINU S-100B, HODNOT
HYPERFOSFORYLOVANYCH NEUROFILAMENT A GFAP
U DIFUZNICH A LOZISKOVYCH PORANENI MOZKU
U pacientl byly srovnavany hodnoty S-100B proteinu, GFAP a NF-H

u pacientd s difuznim poran&nim (n=10) a loZiskovym poranénim (n=23).
Koncentrace S-100B byly vy&&i u pacientl s loZiskovym porané&nim mozku
(1,72 £ 0,4 ug/l vs. 0,37 £ 0,1 ug/l, p<0,05) ve srovnani s pacienty
s DAI v prib&hu 10 denni hospitalizace. Nejvy$si koncentrace proteinu
S-100B a GFAP byly zjistény u skupiny s expanznimi kontuzemi mozku
(S-100B 4,21 + 1,1 ug/l; GFAP 8,58 £+ 2,4 ug/l) 1.-3.den.
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Vysoké hodnoty proteinu S-100B u expanznich kontuzi koreluji s
porusenim astroglidlnich perivaskularnich pochev s vymizenim S-100
proteinu (obr. 27) a GFAP proteinu v astroglidlnich vybézcich prokazané
imunohistochemickym vysetfenim. Na druhou stranu u pacientd s DAI,
u kterych byly namérené nizké koncentrace proteinu S-100B nachazime
silnou imunopozitivitu proti S-100B proteinu (Obr. 26).

Nejvy$si hodnoty NF-H byly u pacientd s difuznim poranénim (0,60 +
0,18 ng/l) 7.-10. den a u pacientd s neexpanznimi kontuzemi mozku
(0,63 £ 0,2 ng/l) 7.-10. den. Imunohistochemické vysSetreni prokazalo
pozitivitu s protildtkou proti NF-H v axonech i pacientd s DAI, ale rovnéz

i u pacientd s expanznimi kontuzemi mozku (obr. 23 - obr. 25).

Tab.5
Ukazatel DAI Loziskové kontuzni poranéni
Dny Primér | 1-3 4-10 Primér |1-3 4-10

S-100B 0,37 0,84 0,13 1,72 2,43 0,35

ng/l +0,1 |04 +0,1 + 0,4 + 0,6 + 0,2
NF 0,62 0,26 0,60 0,13 0,10 0,41
ng/l +0,14 (£ 0,1 + 0,18 + 0,02 + 0,01 +0,1
Tabh.6

Ukazatel Expanzivni proces Neexpanzivni proces

Dny 1-3 4-10 1-3 4-10

S-100B 421+1,1 0,19+0,1 0,92+0,3 0,47 +0,3
ug/l

NF 0,12+0,1 0,50+0,2 0,06+ 0,1 0,63+0,2
ng/I

Tab. 5 a 6 Pacienti s difuznim (DAI) a loziskovym poranénim mozku - Casovy

vyvoj hodnot jednotlivych ukazateli (S-100B a NF-H) u lozZiskovych a difuznich
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poranéni (DAI) mozku (Tab.5). Primér - vSechny hodnoty ve skupiné pacient( s DAI
a loZiskovym poranénim mozku. Primérné hodnoty (Mean * SEM). Hodnoty
proteinu S-100B a NF-H (Tab.6) u expanznich a neexpanznich loZiskovych poranéni
mozku. Hodnoty NF-H se zvySily i obou skupin (DAl i u loZiskovych poranéni
mozku), témto vysledkim odpovidaji i ultrastrukturalni a iminohistochemicka
porzorovani zmén axonu, které byly variézné zdurelé jak u pacienttu s DAI (viz
obr.23), tak i u pacientt operovanych s expanzni kontuzi mozku (obr.24); axonalni

zZmény jsou u obou skupin.

Obr. 26 a 27 Pacienti s diagn6zou DAI a expanzni kontuzi mozku.

Imunohistochemické barveni s protilatkou proti S-100B proteinu -
Na obr. 26 je patrna pozitivita protilatky proti S-100B proteinu astroglialnich
perivaskularnich pochev u pacienta s diagnozou DAI, kde nebyly zjisténé klinicke
(mydriaza zornic) ani rentgenologické znamky expanzniho procesu (pfesun
stfedocarovych struktur). Obr. 27 - Pacient s expanzni kontuzi mozku.
Imunohistochemické barveni s protilatkou proti S-100B proteinu, znazornéni DAB.
Imunohistochemicka negativita astroglialnich perivaskularnich pochev v detailu
expanzniho loZiska; v okoli cév extravasace erytrocytd. Pfi srovnani obr. 26 a obr.27
je patrny rozdil v expresi proteinu S-100B, ktera byla prokazana vazbou protilatky
v mozkové tkani pacienta s DAl a slabou pozitivitou ve tkani u expanzni kontuze

mozku.
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4.5. HODNOTY ZANETLIVYCH A RUSTOVYCH FAKTORU
U LOZISKOVYCH PORANENI MOZKU

Sérové koncentrace interleukint, TNF-a a VEGF byly mé&Feny metodou
mirocCipové Elisa na analyzatoru Evidence Investigator (Randox) u 18
pacientl v nadem souboru. 18 pacientl s loZiskovym poran&nim mozku
bylo rozdéleno do skupiny I (n=7) s expanzni kontuzi mozku a skupinu II

(n=11) se stacionarnimi kontuzemi.

4.5.1. HODNOTY INTERLEUKINU U PACIENTU S EXPANSNIM
PORANENIM MOzKU
Biochemické vy$etfeni prokazalo vy3&i primérné koncentrace IL-6

(273,8 £ 57,32 ng/l vs. 116,4 + 35,87 ng/l, p< 0,03) u skupiny pacientd
s expanzni kontuzi mozku (skupina I) ve srovnani se skupinou II
ne-expanznich kontuzi 1. az 6. den po prijeti.

U hodnot IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-1A, IL-1B a MCP1 nebyly nalezeny
vyznamné rozdily mezi obé&mi skupinami (u véech ukazatel( p>0,2) 1.-6.
den hospitalizace. Vstupni hodnoty u sledovanych markerd v prvnim dni
po poranéni se mezi skupinami nelisSily.

Rovnéz u hodnot IFNG (13,13 + 3,4 ng/l vs. 7,94 = 2,1 ng/l, p>0,2)

nebyly rozdily mezi skupinami 1. az 6. den po prijeti.

4.5.1.1.IMUNOHISTOCHEMICKA ANALYZA BUNEK ZANETLIVE ODOVEDI

U pacientd s expanznimi kontuzemi jsme nachazeli leukostazu
a leukodiapedézu polymorfonukledrnich leukocytl do tka&né&. Aktivitu
polymorfonukledrnich leukocytl jsme pozorovali i ultrastrukturdiné pfi

procesu neuronofagie (obr. 28 - obr. 29).

73



Obr. 28-29 Pacienti s loziskovym poranénim mozku - Proces
neuronofagie. Myeloperoxidazova granula patrna v cytoplasmé
polymorfonuklearniho leukocytu a dobre patrné lalo¢naté jadro. Na obr.28 je v okoli
zanikajici buriky jak polymorfonuklearni leukocyt, tak i burika se syté se barvicim
kulatym jadrem, odopovidajici i velikosti lymfocytu (reakce lymfocytu vSak ma
Casoveé pozdéjsi nastup- vice hodin az dnu - nez reakce polymorfonuklearnich
leukocytli na proces odumirani buriky); priklanime se k nazoru, Ze jde spise o
oligodendroglii. Na obr. 29 je patrna poSkozena burika- neuron (oznaleny
hvézdickou) s rozpadem membran a uvolnénim organel do extracelularniho

prostoru; tento proces je kontrolovan polymorfonuklearni leukocytem.

Analyzovali jsme aktivaci mikroglie pomoci imunohistochemické
detekce proteinu exprimovaného ve fagozoémech, ktery je oznacovan jako
receptor CD68 (obr. 30; detail). Ve tkani expanzni kontuze byla jiz po 24
az 48 hodinach pozorovana slabda, hrudkovitd pozitivita protilatky proti
receptoru CD68 v perivaskularnim kompartmentu.

V dalSich analyzach jsme pozorovali imunopozitivitu protilatky proti
P-selektinu v burfikach pripominajici gliové elementy (obr. 31).
Imunopozitivita s protilatkou proti P-selektinu, zejména
v perivaskularnich prostorach, je patomorfologickym korelatem imunitni

reakce bunék mozkové tkané na poranéni.



Obr. 30-31 Pacienti s loziskovym poranénim mozku - Na obr. 30 by!

v burice (pericyt) zastizen telolysozém s cizorodym materialem (elektronogram) u
pacienta s expanzni kontuzi mozku. V lumen zastizen erytrocyt. Detail znazorriuje
imunohistochemické barveni s protilatkou proti proteinu CD68, znazornéni DAB.
Pozitivita cytoplasmy buriky v okoli kapilary. Na obr. 31 je excize expanzni kontuze
u pacienta sloziskovym poranénim mozku. Imunohistochemické barveni
S protilatkou proti P-selektinu, znazornéni DAB. V mozkové kufe jsou pozitivni

kefiCkovité struktury pripominajici gliové elementy (mikroglie).

4.5.2. HobpNnOoTY TNF, EGF A VEGF U PACIENTO
S EXPANZNIM PORANENIM MOZKU
U hodnot TNFa a EGF (p>0,2) jsme nezjistili vyznamné rozdily mezi

skupinami prvni den po poranéni. 2. az 5. den byly pozorovany rozdilné
hodnoty TNF-a u expansnich kontuzi (16,77 + 4,8 ng/l vs 5,76 = 0,7
ng/l, p<0,05) ve srovnani se stacionarnimi kontuzemi (graf. 5).
Biochemické vySetieni prokazalo niz&i hodnoty VEGF u skupiny pacientt
s expanzni kontuzi mozku (155,4 + 33,89 ng/l vs 384,8 + 82,29 ng/I,
p < 0,02) ve srovnani se skupinou stacionarnich kontuzi 1. az 6.den po

prijeti (graf. 6).
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2.-5. den

250 no/l % ‘

Skupina I Skupina II

Graf. 5 TNF-alfa u pacientdl s loziskovym poranénim mozku.
Vy$8i hodnoty TNF-a byly u skupiny | (operovanych pacientt s expanzni kontuzi ve
srovnani se skupinou Il (konzervativné léCenych stacionarnich kontuzi) 2. az 5. den
po prijeti (p<0,05).

1500+ ng/l

A

A
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Graf. 6 VEGF u pacientl s loziskovym poranénim mozku. Nizsi
hodnoty VEGF byly u skupiny | (operovanych pacientii s expanzni kontuzi;
(155,4 + 33,89 ng/l vs. 384,8 £+ 82,29 ng/l, p < 0,02) ve srovnani se skupinou Il
(konzervativné léCenych stacionarnich kontuzi) 1. az 6.den po prijeti. Exprese VEGF
v mozkové tkani pacientlu s expanzni kontuzi byla potvrzena imunohistochemicky
(viz obr. 32 a obr. 33).
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4.5.2.1. IMUNOHISTOCHEMICKA ANALYZA EXPRESE ENDOTELIALNIHO

RUSTOVEHO FAKTORU

U pacientd s expanznimi kontuzemi mozku jsme pozorovali
imunopozitivitu protilatky proti rlstovému faktoru VEGF (obr. 32 -
obr.33). Ve vzorcich expanzni kontuze byla jiz po 24 - 48 hodinach
pozorovana hrudkovitd pozitivita protilatky proti VEGF v perivaskularnim
kompartmentu a v burfikach pripominajici gliové elementy.

Syntéza VEGF je fizena produkci faktoru HIF produkovanym pfi

hypoxii; u expanznich kontuzich nase predeslé ultrastrukturdlni analyzy

svéddi pro poskozeni endotelii.

Obr. 32 a obr. 33 - VEGF u pacientil s loziskovym poranénim
mozku. - Na obrazcich je imunohistochemické barveni s protilatkou proti
endotelialnimu rdstovému faktoru VEGF, znazornéni DAB. Ve tkani expanzni
kontuze byla jiz po 24 az 48 hodinach pozorovana hrudkovita pozitivita protilatky
anti-VEGF v perivaskularnim kompartmentu (obr. 32) a v gliovych elementech

v cytoplasmé (obr.33).

4.5.2.2. PATOMORFOLOGICKA ANALYZA POSKOZENI ENDOTELII KAPILAR

U pacientl s expanznimi kontuzemi mozku (skupina I operovanych)
jsme v kapilarach neprokazali proliferacni aktivitu imunohistochemickou
detekci proliferacniho antigenu Ki-67. Pozitivita protilatky proti Ki-67 byla
pozorovana Vv cévach stredniho kalibru, avSak pozitivita nebyla

pozorovana v endoteliich kapilarach.
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Obr. 34 - Pacient s loziskovym poranénim mozku. Na obrazku je
imunohistochemické barveni s protilatkou proti proliferacnimu antigenu Ki-67,
znazornéni DAB. Imunopozitivita je patrna v endoteliich cévy stredniho kalibru.

Perivaskularné extravazaty erytrocytu.

Ultrastrukturdini analyza potvrdila endotelidlni zmény u pacientd
s expanzni kontuzi mozku. Byla pozorovana vakuolizace endotelii i proces

pinocytozy (viz obr.35 a obr.36).

Obr. 35 a 36 - Ultrastrukturalni analyza u pacienti s loZziskovym
poranénim mozku. Na obrazcich je vakuolizace i proces pinocytézy pozorovany
v endoteliich jiz po 24 — 48 hodinach. Vétsi vakuoly v cytoplasmé endotelii na obr.

35 vznikly patrné dystrofii (suspektni hydropicka vakuolizace) mitochondrii.
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5. DISKUZE

V nadich pozorovanich, v krvi pacientd (odebrané v rlznych
intervalech od pfrijeti po poranéni do nemocnice), jsme mérenim
ukazatell prokazali, e hodnoty neurobiochemickych ukazatell NSE, S-
100B, a GFAP jsou vyssi u loziskovych nez u difuznich poranénich (Vajtr
et al., 2006, Kukacka et al., 2006, Vajtr et al., 2007, Kukacka et al.,
2008, Vajtr et al., 2009). V textu dale diskutujeme pracovni predpoklad,
7e nejvyssi hodnoty neurobiochemickych markerl v krvi u pacientl
s expanznimi kontuzemi mozku mohou byt v pri¢cinné souvislosti
s morfologickymi  nalezy  poskozené hematoencefalické bariéry
u expanznich kontuzi mozkové tkané.

Pri morfologickych pozorovanich jsme ziskali data (zejména zmény
endotelii, u kterych byla zaznamenana zvySena pinocytoticka aktivita az
znamky poskozeni endotelii, charakterizované vytvarenim mensSich az
stfednich vakuol a vymizenim organel), ktera jsme interpretovali jako
patomorfologicky korelat poskozeni hematoencefalické bariéry, ktera se
timto mechanismem stava zvysené propustna pro vétsi molekuly, mezi
které radime i neurobiochemické markery uvoliované do krve pfi
poskozeni nervovych struktur. Imunohistochemické a ultrastrukturalni
Udaje o zménach dalsi ze slozek hematoencefalické bariéry, mezi které
patfi zejména astroglie, tyto predpoklady potvrdili. Pfi srovnavacich
imunohistochemickych  analyzdch exprese proteinl  cytoskeletu
(vinkulinu, vimentinu, GFAP) bufikami hematoencefalické bariéry
a proteinu astroglidlnich bunék S-100B jsme pozorovali, ze
u expanznich kontuzich mozku nebyly proteiny cytoskeletu v endoteliich
a a S-100B v astroglii imunopozitivni ve srovnani se zretelnou
imunopozitivitou protildtek proti témto proteindm ve tkdnich mozku
pacientl, ktefi zemfeli v pfi¢&inné souvislosti s utrp&nym difuznim

axonalnim poranénim.
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Ve shodé s nadim pracovnim predpokladem (marker poskozeni axon(
tj.NF-H bude vysSSi u DAI nez u kontuzi mozku) se statisticky prokazalo,
7e ukazatel pogkozeni axonl tzv. hyperfosforylovand neurofilamenta
jsou ve vysSich koncentracich u difuzniho axonalniho poranéni nez
u loziskového poranéni mozku. Zajimava byla pozorovani, ze
koncentrace NF-H maji vzestupny trend i u pacientd s loZiskovym
poranénim mozku. Tato pozorovani byla doplnéna morfologickou
analyzou expanznich kontuznich lozisek mozku, ve kterych byly zjiStény
dalsi skutecnosti o axonalnich zménach v okoli expanznich kontuzi,
zejména hromadéni multivesikalnich télisek ve varikosné zdurenych
axonech a prOkaz imunohistochemické pozitivity protildtek proti
neurofilamentdm v perikariu neurond i v axonech, které nize
diskutujeme.

Nepotvrdili jsme hypotézu, ze zanétlivi ukazatelé by méli byt ve
vys8ich koncentracich u pacientl s akutnim a Zivot ohroZzujicim
expanznim loziskovym procesem, pfi srovnani s pacienty se stacionarné
se vyvijejicimi kontuzemi nebo pacienty s prevazujicim difuznim
postizenim bilé hmoty. Nebyly zjisténé rozdily mezi jednotlivymi
skupinami pacientd v hodnotach interleukinG IL-1, 2, 4, 8, 10 v krvi,
pouze hodnoty interleukinu 6 byly vy$si u pacientd s expanznimi
kontuzemi ve srovnani s neexpanznimi kontuzemi.

U pacientd s niz&imi koncentracemi neurobiochemickych ukazateld
(NSE a S-100B) v krvi byl vysledny klinicky stav (monitorovany pomoci
GCS pri prijeti do nemocnice po poranéni a po 10 dnech Iécby)
priznivéjsi a pacienti byli po 10 dnech v kategorii tzv. lehkého poranéni
s hodnotami GCS 13 aZ 15 bodl{. Naopak, nejvy$si hodnoty NSE a
S-100B byly pozorovany u pacientl se smrti mozku, kde byl pozorovan i
dalsi fenomén, pri kterém dosSlo ke zvySeni koncentraci NSE a S-100B
2. az 3. den po poranéni. Tato pozorovana diskutuje s podobnymi
vysledky daldich autord (Vos et al., 2004, Herrmann et al., 2000,

Herrmann et al., 2001).
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Dale jsme podali prehled pouZivanych biochemickych markert
poranéni mozku; jejich vyznam pri uréeni zavaznosti poranéni uvadény
v literature je diskutovan v Priloze ¢.1 a 2.

Skupina pacientl s loziskovym a difuznim primarnim porané&nim
mozku byla podrobné popsana v Metodice a Prilohach ¢. 3, 4, 5, 6.
Pacienti byli rozdéleni do skupiny s rozvojem expanzni kontuze, z téchto
byla ¢ast pacientl FeSena neurochirurgickym vykonem; skupiny
pacientd se stacionarnimi kontuzemi mozku, které neplsobi nitrolebni
expanzi a pacienti s diagnézou DAI.

Vyznam rizikovych faktord v patofyziologii sekundarniho poranéni
mozku je popsan v klinickych studiich (Vos et al., 2004, Herrmann et
al., 2000, Herrmann et al., 2001). V nasich analyzach jsme pozorovali
u pacientl, ktefi zemteli, zvy&eni neurobiochemickych markerl NSE
a S-100B. U vdech t&chto pacientl byl prokazan jeden nebo vice
rizikovych faktord. Vyznam rizikovych faktorl u pacientl s diagnézou
smrti mozku byl diskutovan v ¢lanku uvedeného jako Priloha ¢.3. Rozvoj
sekundarniho poskozeni mozku po poranéni je pfisuzovan plsobeni
rizikovych faktorl, které se podileji na spousténi patofyziologickych
reakci. Sekundarni poranéni mozku tak prokazatelné zhorsuje vyslednou
kvalitu Zivota (outcome) pacientd. V podobné studii Vos a kol. prokazal,
7e sérové hodnoty S-100B a GFAP byly vy$si u skupiny pacientl
s hypoxii (3,2 vs. 1,8 ug/l pro S100B a 1,9 vs. 1,9 pg/l pro GFAP)
a u hypotenze (3,1 vs. 1,9 ug/l pro S100B a 2,5 vs. 1,9 ug/l pro GFAP)
ve srovnani s pacienty bez rizikovych faktord pti pfijeti do nemocnice
(Vos et al., 2004). U pacientl nadeho souboru, kde na mist& porané&ni
byly dokumentované Iékarem RZS rizikové faktory (aspirace zaludec¢niho
obsahu, hypotenze, nebo zjisténa srdecni zastava s Uspésnou
resuscitaci) jsme nachéazeli primé&rné hodnoty NSE 76,95 + 22,1 pg/I
a S-100B 3,81 + 1,7 pg/l. Herrmann a kol. (Herrmann et al., 2000,
Herrmann et al., 2001) popsal, e u pacientl se zvy$enym ICP jsou
nejvysSi hodnoty NSE a S-100B 49-72 hodin po poranéni. Po 72
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hodinach koncentrace NSE klesla k hladinam nalezenym v prvnich
hodindch po poranéni, zatimco hodnoty S 100B zUstaly zvysené.
V nadem souboru pacientl, ktefi méli pFfi hospitalizaci narUst
intrakranidlniho tlaku nad 10-20 torrQ, byly primérné hodnoty NSE
64,19 + 20,4 ug/l a proteinu S-100B 3,74 + 1,2 ug/l. Rizikové faktory
mohou vést k propustnosti (dysrupci) BBB vlivem hypoxie ve druhé viné
pri bifazickém otevreni BBB. Otevreni BBB je popisovano ve dvou vinach
(bifazické), je spojené s vytvarenim vazogenniho edému. Prvni otevreni
je v souvislosti s reaktivni hyperemii. Sekundarni otevieni BBB je
zplsobené mechanizmem ischemického sekundarniho poskozeni
(Klatzo, 1987). Ndalezy na hematoencefalické bariéfe u pacientd
s rozvojem expanzniho edému diskutujeme nize.

Vztah mezi biochemickymi markery a klinickym skorovacim
systémem Glasgow coma scale byl diskutovan v Priloze ¢.3 a 4. V radé
studii byly uvadény vysoké sérové hladiny S-100B a NSE neprimo
umérné ke GCS (ukazatel stavu védomi a zavaznosti poranéni)
a CT-nalezy (Vos et al., 2004); vstupni hodnoty maji podle Fady autorl
(Woertgen et al., 1997, Pleines et al., 2001) vyznam k odhadu
dlouhodobého vysledku |é¢by (outcome), protoze hodnoty zaznamenané
po pfijeti v prdb&hu nékolika dnl poklesnou k referenénimu intervalu
(Herrmann et al., 2001).

Ve skupiné pacientl, u které byly sledovédny zmény GCS skére v
prib&hu 10 dnd hospitalizace bylo zjiténo, Ze pacienti s expanzni
kontuzi mozku méli GCS skére po 10 dnech stale nizsi nez 13 bodd. Za
expanzni proces je mozné povazovat i generalizovany edém celé
hemisféry (celkem 4 pacienti), kde vSak neurochirurgické reseni nebylo
mozné. Ve skupiné pacientd s expanznim nitrolebnim procesem, kde
GCS skére bylo po 10 dnech hospitalizace stale niz&i nez 13 bodqQ,
zemrelo celkem 5 pacientd. Podobné vysledky publikoval Herrman a kol.
v souboru pacientl s téZkym a stfedné t&Zkym poran&nim (GCS skére

nizsi nez 13), u kterych byly pozorovany vyssi hodnoty NSE a proteinu
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S-100B ve srovnani s pacienty s leh¢im traumatem a s GCS skoére 13-15
bodl (Herrmann et al., 2001). V naSem souboru byli ve skupiné se
zlepdenim GCS skére na 13-15 bodd po 10 dnech hospitalizace 3
pacienti operovani pro expanzni kontuzi mozku. V této skupiné nedoslo
k umrti 24dného pacienta v pribé&hu hospitalizace.

Popsali jsme kinetiku zmén sérovych hladin biochemickych ukazatell
u loziskového a difuzniho poranéni mozku, ktera byla diskutovana
v Priloze ¢ 3, 4, 6. Herrmann a spolupracovnici publikovali studii
(Herrmann et al., 2000), ve které sledovali hodnoty proteinu S-100B
a NSE u pacientd s riznym ndlezem v zobrazeni CT a s rGzné zavaznym
poranénim (lehké, stfedni a té*ké poranéni). U obou ukazatelG byl
zjistén vyznamny pokles koncentraci ve ¢tyrdennim intervalu. Hodnoty
S-100B u pacientd s lehkym poran&nim (vstupni GCS nad 13 bod{)
prab&zné klesly na fyziologické hodnoty, na druhé strané koncentrace
S-100B u pacientl se stfednim az t&Zkym poranénim mozku zlstaly
nezménéné. Rozdily mezi skupinami byly pozorovany 73-96 hodin po
poranéni hlavy. Nejvyznamnéjsi rozdily hladin NSE mezi skupinami byly
zjist&ny b&hem prvnich 24 hodin po nehodé&. U pacientd se zavaznym
poranénim byly zaznamenany vyrazné vyssSi a delsi delSi dobu
pretrvavajici koncentrace obou ukazateld. Hodnoty S-100B a NSE
korelovaly s GCS skére zjisténym na misté nehody. Herrmann a spol.
také zjistil, ze pacienti se zavaznym difuznim poranénim a pacienti
s loziskovou lezi méli vyznamné vysSi hodnoty S-100B a NSE
v porovnani s pacienty s difuznim poranénim mirného stupné.
U pacientl se zndmkami difuzniho poranéni axonl byly zji&t&ny vrcholy
koncentrace obou proteind tfeti den po poranéni nasledované poklesem
4, den po poranéni. U pacientd s pohmoZdénim mozkové klry bylo
zjisténo maximum koncentraci NSE v prvnich hodinach po poranéni,
zatimco nejvyssi hodnoty kloncentrace proteinu S-100B bylo dosazeno
az 25-48 hodin po poranéni. Hodnoty koncentrace S-100B a NSE byly ve

vyznamném vztahu k objemu loZiska pohmoZdéni. U pacientl se
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znamkami zvySeného ICP bylo zjiSténo setrvalé zvySeni koncentraci
obou ukazateld s nejvy$si koncentraci 49-72 hodin po poranéni.
Koncentrace NSE klesla k hladinam nalezenym v prvnich hodinach po
poranéni, zatimco S-100B hodnoty zlstaly zvySené.

Z nasich analyz (uvedenych rovnéz v Priloze ¢.3) vyplyva, ze
koncentrace NSE a proteinu S-100B pri 10 denni hospitalizaci klesaji
v priméru od prvniho dne po Urazu aZ k referenénimu intervalu a to
u obou sledovanych ukazatelG. Pfi sledovani rychlosti poklesu NSE
a S-100B b&hem prvnich dnd po pfijeti Ize rozlidit pacienty, u kterych
oba sledované markery 1.-3. den klesaji z vysokych hodnot
k referencnimu rozmezi hodnot. V nasem souboru se jednalo o pacienty
preZivajici po dobu del&i nez 10 dnl. U malého procenta pacientl se
hodnoty sledovanych markerl zvysily od 1. do 3. dne. Toto zvy&eni
koncentraci bylo pozorovéno u pacientl, u kterych dodlo k malignimu
otoku mozku a ke smrti mozku a v anamnéze byly uvedeny nékteré
z rizikovych faktorld. Herrmann a kol. popsal kazuistiku pacienta, ktery
zemrel 76 hodin po prijeti. V této studii autori sledovali hodnoty
proteinu S-100B a NSE u pacientd s rdzné& zavaznym poran&nim mozku
(lehké, stredni a tézké poranéni). Koncentrace proteinu S-100B u tohoto
pacienta se zvySila z 1,5 pg/l (24 hodin) na 13,2 ug/l (48 hodin) a 10,5
Mg/l (72 hodin) a koncentrace NSE se zvysSila z 11,9 pg/l na 20,3 ug/I
a 29,8 pg/l. V nasi studii jsme pozorovali obdobny vzestup primérnych
hodnot NSE a S-100B (2.-3.den na hodnoty 86,95 pug/l u NSE
a u proteinu S-100B z 3,41 pg/l na 5,8 pg/l) u 5 pacientd bez zlepeni
GCS po 10 dnech (v Priloze ¢.3 byly pacienti zafazeni do skupiny II),
kteri zemreli. U jednoho pacienta, ktery zemrel bylo v autoptickém
obraze (viz obr.13 na str. 64; fotodokumentace krvaceni do mozkového
kmene) pozorovano posunové krvaceni do mozkového kmene. Toto
pozorovani lze vysvétlit tak, Zze nitromozkovy pretlak a tvorba
otlakovych konusl, které jsou pfi¢inou vysoké mortality pacientl po

kraniocerebradlnim poranéni, zplsobi vytvofenim tempordiniho konusu
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ischemii kmene, pfi které vznikaji drobna krvaceni do mozkového
kmene. Pri tentorialni herniaci vznikaji drobné viceCetné hemorhagie
(posunova krvaceni) nebo i infarkty v mozkovém kmeni.

Zavedli jsme stanoveni zanétlivého markeru interleukinu-6 na
analyzatoru DPC Immulite soupravou Immulite IL-6. Souprava je urcena
ke stanoveni interleukinu-6 v séru. Pfi zjistovani kinetiky zanétlivého
markeru béhem hospitalizace pro poranéni mozku jsme prokazali, Ze
skupina pacientl s expanznimi kontuzemi méla vy3si hodnoty IL-6 ve
srovnani s pacienty bez expanzniho procesu, kteri nebyli operovani.
Podle nékterych praci maji vysoké hodnoty IL-6 protektivni roli pfi
poskozeni BBB. Vcasné neurochirurgické odstranéni expanzni kontuze
tak mdZe zabrdnit rozvoji biochemické kaskady reakci, které spousti
sekundarni poranéni mozku. Holmin a kol. ve svych studiich dokazoval
hypotézu, e pogkozeni BBB je z&asti zplsobeno aktivaci prozanétlivych
faktord (Holmin et al., 1998, Holmin and Hojeberg, 2004). Aktivace
prozanétlivé kaskady mdze pfispivat ke tkafovému pogkozeni, které
v kone¢ném dlsledku vede i k poskozeni BBB po traumatu hlavy.
Vyraznd exprese prozanétlivych cytokind (IL-1-beta a IL-6) byla
pozorovana do 24 hodin po Uraze mozku (Holmin et al., 1998, Holmin
and Hojeberg, 2004). Pri pozorvani kinetiky zmén koncentraci
jednotlivych ukazateld mezi sebou (ukazatele poranéni NSE a S-100B
a ukazatel zanétu IL-6), jsme zjistili, Ze hodnoty IL-6 po operaci vzrostly
(prdmérné hodnoty 1.-3. den byly 302,2 + 119,9 ng/l a 4.-6. den byly
hodnoty 408,5 + 280,8 ng/l) zatimco hodnoty NSE a S-100B po operaci
expanzniho loZiska u pacientd se 4.-6. den snizily. NaSe data
monitorujici zvy$eni hladin IL-6 jsou ve shodé& se zavéry autorl, ktefi
prokazali expresi pro-zanétlivych cytokinl interleukinu (IL)-1-beta,
a IL-6 u pacientl, ktefi byli podrobeni operaénimu odstranéni
kontuznich lozisek do 24-48 hodin po traumatu (Holmin and Hojeberg,
2004). V nasi praci jsme dokumentovali rozvijejici se zanétlivou

odpovéd’ po poranéni hlavy, ktera byla patrna v mikroskopickém
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zobrazeni. Pozorovali jsme prichyceni a nabaleni polymorfonuklearnich
leukocytl na st&nu cév i prinik PMN do neuropilu. Neuronofagie byla
pozorovana i v ultrastrukturalnim obraze, kde bylo patrné naruseni
bunéc¢né membrany polymorfonukledrnim leukocytem v misté kde byl
neuron obklopen oligodendroglii (satelitni gliosa). Zanétliva odpovéd' je
Uzce spojena s reparativni procesy, které jsou aktivované v pribé&hu
prvnich dnd po poranéni s Gpravou funkce do 6 dnd (Hamm et al.,
2004) a mohou byt provdzené zménénou produkci markerd zanétu
(cytokinG). Reparativni procesy poskozené hematoencefalické bariéry u
expanznich procesi mohou byt v pfi¢inné souvislosti s imunitni reakci
retikuloendotelového systému a zménami hladin interleukind, TNFa
a VEGF. Vy3&i hodnoty IL-6 byly u pacientd s expanznim loZiskovym
procesem 1. az 6.den po pfijeti ve srovnani se skupinou pacientd se
stacionarnim vyvojem loziskového poranéni (273,8 + 57,32 ng/l vs
116,4 + 35,87 ng/l, p < 0,03).

V nasi studii jsme dale zjistili vysSi hodnoty S-100B a markeru GFAP
u loziskového poranéni mozku ve srovnani s difuznim axonalnim
poranénim. U 37 vydetfenych pacientd byly hodnoty S-100B a GFAP
vséru vys& u skupiny pacientd s loZiskovym poranénim mozku
(1,72 £ 0,4 vs. 0,37 £ 0,1 g/l pro S-100B, p< 0,05 a 4,21 £ 1,1 vs.
0,49 + 0,3 pg/l pro GFAP, p< 0,05) v porovnani se skupinou pacientl
s difuznim axonalnim poranénim mozku. Hodnoty S-100B a GFAP v séru
se zvysily v prvnich 3 dnech u pacientt s loZiskovym porané&nim mozku.
Od 4. do 10. dne byl u t&chto pacientd pozorovan vyznamny pokles
obou ukazateld.

Zavedli jsme imunohistochemickou metodu (ELISA) pro stanoveni
neurofilament, kterd patfi mezi nové markery difuzniho axonalniho
poranéni mozku. Porovnali jsme hladiny NSE, S-100B a NF-H v séru.
Prdmé&rné hodnoty neurofilament v séru (NF-H) byly vy3&i u pacientd
s DAI ne? u pacientl s loZiskovym porané&nim (0,625 + 0,14 vs.
0,139 + 0,02 ng/l, p< 0,05) pri 10. denni hospitalizaci. U obou skupin

86



(loziskové poranéni a DAI) jsme pozorovali zvyseni hodnot NF-H od 4.
do 10. dne hospitalizace po poranéni. Hodnoty se zvysily z koncentrace
0,263 ng/l az na koncentrace 1,325 ng/l u pacientd s DAI
a z koncentrace 0,103 ng/l na 1,108 ng/l u pacientl s loZiskovym
poranéni mozku.

Ultrastrukturalni morfologické zmény hematoencefalické bariery
u expanznich kontuzi a imunohistochemické rozdily v expresi protein{
u pacientd s difuznim a loZiskovym porané&nim mozku jsou diskutovany
v Priloze C. 6.

Pfi morfologickém vysetieni bioptického materidlu u nasich pacientd
byly v kontuznim lozisku nalezeny zdurelé denzni i svétlé mitochondrie
v gangliovych bufikdch. U pacientd s horsi prognézou (GCS skore po 10
dnech bylo niz&i neZ 13 bodl) byly mitochondrie v nékterych burikach
vyrazné deformované. Mitochondrie mohou byt vyznamnym iniciatorem
procesi apoptézy v mozku. Ultrastrukturdlni studie pogkozeni
mitochondrii po ischemii a anoxii ukdazaly, ze mitochondrie podléhaji
postupné zmeéné struktury a funkci a prispivaji k bunécné smrti
(Castejon and de Castejon, 2004). Vznik apoptozému uvoln&nim faktorQ
(Apaf-1) z mitochondrii, ktery aktivuje kaspazy v procesu apoptdzy je
v soucCasnosti intenzivné studovan (Lau et al., 2006, Ashraf et al.,
2007). Efekt cykosporinu A (inhibitor mitochondridlniho péru (PTP)),
ktery vaze cyklofilin D a brani otevieni membranového nosice
nukleotidu adeninu (Sullivan et al., 2005, Mbye et al., 2008) byl
pozorovan v experimentalnim modelu korového loziskového poranéni
mozku pfiznivy. V okoli cév jsme nalezli perivaskuldrni krvaceni
a prinik proteind do Virchowova-Robinova prostoru. Huang a kol.
prokdzal, Ze infuze erytrocytl do mozku zpUsobuje akutni mozkové
poskozeni (Huang et al., 2002). Intracerebralni krvaceni muZe vést
k oxidativnimu pogkozeni mozkové tkané a uvolnéné Zelezo z erytrocytd
muUze pfispét k utvafeni volnych kyslikovych radikali (Doyle et al.,

2008, Slemmer et al., 2008), které mohou poskozovat membrany
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bunék pfi nedostatku antioxidantl napf. metalothioneinu (diskuze v
Priloze ¢.4). Z naSich morfologickych analyz dale vyplyva, ze funkce
pericytd byla zachovdna spolu s pfitomnosti telolysozomd a pozitivitou
proti receptoru CD68. Schopnost fagocytézy v perivaskularnim
kompartmentu byla dokumentovdna pfitomnosti  telolysozom{
s natravenym materialem. Pri imunohistochemické detekci se protilatka
proti CD68 vaze na epitop PG M1 lokalizovany na membranach
makrofagl a v mozkové tkani na mikroglii (Oehmichen et al., 1999).
Pericyty podporuji funkci hematoencefalické bariéry pri poskozeni
astroglie. Hayashi a spol. prokazali v experimentu vztah mezi
endoteliemi, pericyty a astroglidinimi vybézky jako slozkami
hematoencefalické bariéry. Hypoxie v jedné vrstvé endotelovych bunék
vedla k disrupci BBB, oproti tomu dvoji vrstva endotelii a pericytt si i za
hypoxickych podminek udrzela tésné spojeni pri minimalni dysfunkci
BBB (Hayashi et al., 2004). \V astroglidlnich vybézcich byla u naSich
pacientd zjist&na pritomnost proteini, av8ak ve vyb&Zcich byly
pozorovany znamky cytotoxického edému. Jadra a jadérka gliovych
elementl nevykazovaly patologické znaky. V endoteliich byla v nadem
souboru nalezena jadra a invaginace membrany. Také jsme prokazali
prichyceni neutrofilnich leukocytl na endotelie a jejich vycestovani do
tkané&. PFi ultrastrukturalnim vy$etfeni endotelii pacientl s traumatickou
kontuzi mozku byly pozorované znamky intracelularniho edému, tésna
spojeni byla neposkozend; pinocyticka aktivita endotelii byla zvySena a
astrocytarni vybézky byly zdurené, v makrofazich byly pozorovany
objemné lysozomy (Vaz et al., 1997).

Podle predpokladu nékterych autord (Kapural et al., 2002) je protein
S-100B povazovan za specificky marker poruseni BBB. V nasSich studiich
(diskuze v Priloze €.6) jsme potvrdili, ze vysSsi hladiny proteinu S-100B
jsou ve shodé s vystupfiovanymi patologickymi ultrastrukturalnimi
zménami BBB (endotelidlnich bunék a astroglie) u expanznich kontuzi

mozku.

88



Pri imunohistochemickém vySetreni byly nalezeny rozdily v expresi
proteinl, které jsou soudasti BBB (vimentin, S-100B, vinkulin, GFAP,
NF-H) u pacientt s DAI (bez zndmek expanzniho procesu) a u pacientl
s expanznimi  kontuzemi mozku. Imunohistochemické vySetreni
prokazalo vyraznou pozitivitu protilatek proti GFAP, vimentinu, proteinu
S-100B a vinkulinu v perivaskularnim prostoru lokalizovanou do
astroglidlnich zakonéenich a endotelii pacientd s DAI a slabou
imunopozitivitu aZ vymizeni imunoreaktivity u pacientd s expanznimi
kontuzemi ve vzorcich kontuzni tkdné odebranych pfi operaci do 24-48
hodin po prijeti. Imunohistochemické vysSetreni s protilatkami proti
neurofilamentim prokazalo imunoreaktivitu v bilé hmoté& u obou skupin,
vyraznéj&i pozitivita byla nalezena u pacientl s DAL. Ultrastrukturdlinim
vySetienim byly prokdzany varikézni zmény axonl a hromadéni

multivesikalnich télisek i u pacientl s expanznimi kontuzemi.
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6. ZAVER

V nasi praci jsme podali prehled soucdasného stavu znalosti
0 vyznamu biochemickych ukazatelG zavaZnosti poranéni mozku
a zhodnotili jsme jejich vyznam pro klinickou praxi. V Uvodu jsme také
podali prehled patofyziologickych a patobiochemickych pochodd
probihajicich v poranéné mozkové tkani u kontuzi mozku a difuzniho
axonalniho poranéni.

Ziskali jsme soubor pacientd s loZziskovym a difuznim (primarnim)
poranénim mozku, které jsme rozclenili do skupiny s rozvojem expanzni
kontuze a skupiny pacientl se stacionarnimi kontuzemi mozku, které
neplsobi nitrolebni expanzi.

Zavedli jsme metodu pro stanoveni neurofilamemt o vysoké
molekulové hmotnosti a stanoveni fibrilarniho kyselého proteinu GFAP
enzymovou imunoanalyzou (ELISA) a markeru zanétu interleukinu-6
u pacientd s poranénim mozku chemiluminiscenéni imunochemickou
metodou.

Potvrdili jsme pozorovani daldich autor(, Ze rizikové faktory a nizka
vstupni hodnota GCS u pacientl koreluji s vy&$imi hodnotami markert
porané&ni mozku (NSE a S-100B). V nasem souboru pacientl, kde na
misté poranéni byly dokumentované |ékarem Rychlé Zachrané Sluzby
rizikové faktory (aspirace zaludec¢niho obsahu, hypotense, nebo zjisténa
srde¢ni zdstava s Usp&Snou resuscitaci) jsme nachazeli primérné
hodnoty NSE 76,95 + 22,1 ug/l a S-100B 3,81 + 1,70 pg/l. U pacient(
s klinickym zlep$enim a Upravou hodnot GCS v prib&hu 10 dnl od
prijeti na hodnoty 13-15 (tyto hodnoty jsou povazované za lehké
poranéni mozku) byly hodnoty NSE (33,53 vs. 61,76 upg/l, p< 0,05)
a proteinu S-100B (0,61 vs. 4,45 ug/l, p< 0,05) nizsi 1.-3. den po
pfijeti ve srovnani s hodnotami u pacientl bez zlep3eni skore GCS. Od
4. do 10. dne nebyly mezi obéma soubory statistické rozdily. U 5
pacientd s rizikovymi faktory jsme dale pozorovali skute¢nost, ze

hodnoty sledovanych markerl se zvysily od 1. do 3. dne po poranéni
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mozku, rozvinul se maligni otok mozku a doslo ke smrti mozku; u 5
pacientl, ktefi zemfeli bez zlepdeni GCS jsme pozorovali zvyseni
primérnych hodnot NSE 2.-3. den na hodnoty 86,95 pg/l; u proteinu
S-100B z 3,41 pg/l na 5,8 ug/l. Popsali jsme kinetiku zmén hodnot
biochemickych ukazateld u loZiskového a difuzniho poranéni mozku
v prib&hu hospitalizace pacientl. Pokud jsme porovndvali koncentrace
proteinu S-100B u loziskovych a difuznich poranéni mozku, zjistili jsme,
e prdmérnd hodnota proteinu S-100B byla vy3& u pacientt
s loziskovym TBI ve srovnani s DAI (1,72 + 0,4 ug/l vs. 0,37 £ 0,1 pg/|,
p< 0,05) v prGb&hu 10 denni hospitalizace. Nejvy3&i koncentrace
proteinu S-100B (4,21 + 1,1 ug/l) byly pozorovany u pacientd s
expanznich 1ézi mozku. Pfi sledovani kinetiky zanétlivych markert jsme
prokdzali, e skupina pacientl s expansnimi kontuzemi méla vys&
hodnoty IL-6 ve srovnani s pacienty bez expanzniho procesu, ktefi
nebyli operovani. Pokud jsme porovnavali kinetiku vyvoje jednotlivych
ukazateld mezi sebou (ukazatele poranéni NSE a S-100B a ukazatel
zanétu IL-6), zjistili jsme, zZe hodnoty IL-6 se po operaci zvysily
(primé&rné hodnoty 1.-3. den byly 302,2 + 119,9 ng/| a 4.-6. den byly
hodnoty 408,5 + 280,8 ng/l). Na druhou stranu koncentrace NSE
a proteinu S-100B po operaci expanzniho loZiska u pacientl 4.-6. den
snizily. Pfi méfeni koncentraci dalich markerl jsme zjistili, ze primérna
hodnota neurofilament NF-H byla vyssi u DAI ve srovnani s loziskovym
TBI (0,625 + 0,14 vs 0,139 £ 0,02 ng/l, p<0,05) v pribé&hu 10 denni
hospitalizace. Hladiny NF-H se zvysily 4. az 10. den a to jak u skupiny
pacient( s DAI, tak i u skupiny pacientd s loZiskovym poran&nim mozku.
Prdmé&rnd hodnota GFAP byla vy3&i u pacientd s loZiskovym TBI ve
srovnani s DAI (4,21 + 1,1 vs 0,49 % 0,3 ug/l, p< 0,002) v prib&hu 10
denni hospitalizace. Hladiny GFAP se snizily od 1.-3. dne do 4.-10. dne u
obou skupin (8,34 £ 1,9 na 1,12 £ 0,6 ug/l, p< 0,003).

Analyzovali jsme poskozeni BBB u loziskového a difuzniho poranéni

mozku metodami imunohistochemie a elektronové mikroskopie.
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V ¢asném stadiu (pacienti operovani do 24-48 hodin po pfijeti) bylo
prokazano ultrastrukturalnim vysSetfenim astroglidlnich bunék vymizeni
proteind v perivaskuldrnich glidlnich pochvach, edém astroglidlnich
bunék, ztrata fibrildrnich proteint byla potvrzena i imunohistochemicky,
byly pozorovany glykogenem preplnéné perivaskuldarni glidlni pochvy,
ale i ztrata glykogenu v téchto zakoncenich. PFi ultrastrukturalnim
vySetfeni endotelii pacientd s traumatickou kontuzi mozku byly
pozorované znamky intracelularnihno edému, tésna spojeni byla
neposkozena, pouze na nékterych mistech jsme pozorovali vymizeni
proteind v t&snych spojenich, pinocytotickd aktivita endotelii byla
zvySend, nachazeli jsme cCetné intracytoplasmatické vakuoly a vybézky
astroglie byly zdurené. V nasich morfologickych analyzach expanzich
lozisek mozku byly zjistény rozdily v imunohistochemické pozitivité
proteinl u loZiskového poranéni a u difuzniho poranéni mozku.
Imunohistochemické vySetfeni prokazalo vymizeni GFAP, vimentinu
v oblastech expanznich kontuzi u pacientl operovanych do 28-48 hodin
ve srovnani se silnou imunoreaktivitou protilatek proti GFAP a vimentinu
v astroglidlnich perivaskuldrnich zakonéenich u pacientd s DAL
Imunohistochemické vysetreni prokazalo silnou imunoreaktivitu dalsich
cytoskeletdlnich proteind vinculinu a tubulinu v cévdch a S-100
pozitivitu v astroglidlnich zakon&eni u pacientd s DAI ve srovnani se
slabym znacenim v expanznich  kontuzich. Imunohistochemické
vySetreni s protilatkami proti neurofilamentim prokazalo
imunoreaktivitu v bilé hmoté u obou skupin, vyraznéjsi pozitivita byla

zji$t&na u pacientl s DAL.
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7. SOUHRN

Uvod: Traumatické poranéni mozku (TBI) je jednou z hlavnich pficin
morbidity a mortality. Vylé&eni a uzdraveni pacientl je zavislé na typu,
zavaznosti a lokalizaci poranéni, ischemii a zanétlivé odpovédi po
traumatu mozku. Jednou z neast&jich pfic¢in smrti je narQst
nitromozkového tlaku, a postupny nekontrolovatelny otok mozku
u pacientl. TBI spousti fadu reakci jejichz vysledkem jsou zmény
astroglii a proteind cytoskeletu u loZiskového a difuzniho poranéni.
Kontuze mozku muZe byt dynamicka a expanzivni. Bylo prokazano, ze
expanzni kontuze mozku je zplsobena poskozenim mozkové tkang,
zejména hematoencefalické bariéry (BBB). PosSkozeni BBB je zcasti
zahrnuje uvolnéni IL-6 z glie. Proteiny uvoliované do krevniho obéhu
z poskozenych tkani v prib&hu primarniho nebo sekundarniho poranéni
mozku mohou byt vyuzity jako ukazatelé poskozeni gliovych
a gangliovych bunék (NSE, S-100B, GFAP a NF-H). S-100B astroglialni
protein je ukazatel TBI a ve studiich byl prokazan jeho vyznam jako
markeru poskozeni BBB po poranéni mozku. GFAP je strukturalni glialni
protein, NSE je protein neuronalni. Sérové NF-H mohou monitorovat
disrupci a narudeni axonl u pacientl s DAIL. Cil: Cilem této prace bylo
podat prehled o vyznamu biochemickych ukazatelG zavaznosti poranéni
mozku pro klinickou diagnostiku u pacientd, ziskat soubor pacientl
s poranénim mozku a rozdélit pacienty s loziskovym a difuznim
(primarnim) poranénim mozku. V nasi praci jsme se zamérili na vyznam
rizikovych faktorl, na kinetiku ukazateld v krvi odrazejici rlzné
patofyziologické zmény BBB u loziskovych a difuznich poranéni mozku.
Analyzovali jsme poruseni BBB u difuzniho a loziskového poranéni
mozku prokazatelné imunohistochemickym a ultrastrukturdlnim
vySetfenim. Metody: Skupina pacientd: VSichni pacienti v nasem

souboru (n=38) byli rozdéleni do skupiny s difuznim pogkozenim axonul
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(DAI, n=10) a loziskovym (n=28) poranénim mozku. Dale jsme rozdélili
pacienty s loziskovym poranénim mozku do podskupin podle
nasledujicich ndlezd na CT: (1) pacientd u nichZ prevaZuje expanzni
kontuzni lozisko (n=16); (2) pacienti (n=12) bez expanzniho procesu.
Biochemické vysetfeni: Vzorky krve byly shromazdény v prib&hu 10
denni hospotalizace po prijeti do nemocnice. Koncentrace NSE a S-100B
vséru byly méreny imunoanalyzatorem Roche Cobas e411
s electrochemiluminiscen¢ni imunoassays (Roche, Switzerland). GFAP
bylo méreno Biotrak activity assay system (GE Healthcare, USA)
a sérové hyperfosforylované neurofilamenta byly méreny ELISA
immunoassay (Biovendor). Elektronova mikroskopie: Ultrastrukturalni
vySetfeni v elektronové mikroskopii bylo provedeno u operovanych
pacientl (n=12). Barvené ultratenké Ffezy byly prohlizeny na pfistroji
Philips CM100 (FEI, Philips EO, the Netherlands) a vybrané oblasti byly
digitalné zobrazené kamerou MegaViewll slow-scan camera.
Imunohistochemické vysetreni: K imunohistochemickému vysSetreni
proteinl ve svételné mikroskopii byly pouzity monoklonalni protilatky
(Chemicon) proti antigenﬂm GFAP, vimentinu, NF-H, vinculinu, proti
receptoru CD-68, P-selektinu a S-100 proteinu. Statistické metody:
Rozdily v koncentracich jednotlivych markerli byly vyjadfeny jako
aritmeticky primér, rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly porovnany
metodou ANOVA v programu StatView. Hodnoty p<0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné. Vysledky: Biochemické vysledky:
pii pozorovani kinetik ukazatell NSE a S-100B jsme zjistili pokles
hodnot NSE a S-100B u pteZivajicich pacientl s loZiskovym porané&nim
b&hem 10 dnl hospotalizace, naopak jsme pozorovali zvy$eni NSE
(32,72 ug/l na 86,95 ug/l) a S-100B proteinu (3,41 ug/l na 5,80 pg/l)
od 2 do 3 dne u 5 pacientl, ktefi zemfteli. U pacientd s rizikovymi
faktory (aspirace, hypotense) byly primérné hodnoty NSE 76,95 + 22,1
hg/l a S-100B proteinu 3,81 = 1,70 ug/l. Méfili jsme NSE, S-100B a IL-6

. « o Vi s . . o
v krvi u pacientu operovanych pro expanzni kontuzi mozku a u pacientu
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bez expanzniho chovani kontuze. Od 1. do 3. dne po poranéni mozku
byl pozorovan narlst S-100B proteinu (3,064 + 1,064 vs. 0,649 =+
0,182 ng/l, p< 0,05) a IL-6 (302,2 £ 119,9 vs. 59,6 £ 11,9 ng/l, p<
0,02) u pacientl s expanzni lézi (skupina I) ve srovnani s pacienty bez
expanzni kontuze (skupina II). Nevyznamné zmény byly u ukazatele
NSE. VysSsi hladiny byly rovnéz zjistény u IL-6 u skupiny I (408,5 +
280,8 vs. 51,94 + 12,27 ng/l, p< 0,05) od 4. do 6. dne. Nevyznamné
rozdily byly zjisténé u NSE od 4.do 6. dne mezi obémi skupinami.
Prdmérna hodnota NF-H byla vy$3i u DAI ve srovnani s loZiskovym TBI
(0,625+0,14 vs 0,139+0,02 ng/l, p<0,05) v pribéhu 10 denni
hospitalizace. Hladiny NF-H vzrostly mezi 4. az 10. dnem u obou skupin.
Hodnoty se pohybovaly od 0,263 do 1,325 ng/l u DAI; a od 0,103 do
1,108 ng/l u loziskového poranéni. Pacienti s expanznimi lézemi méli
podobné hladiny NF-H jako pacienti bez expanzni léze. Primérna
hodnota S-100B byla vy$3i u pacientd s loziskovym TBI ve srovnani s
DAI (1,72+0.4 pg/l vs. 0,37 + 0,1 pg/l, p< 0,05) v prib&hu 10 denni
hospitalizace. Nejvyssi hodnoty S-100B (4,21 + 1,1 ug/l) byly nalezeny
u expanznich 1ézi. Primé&rnd hodnota GFAP byla vy$&i u pacientd
s loziskovym TBI ve srovnani s DAI (4,21 + 1,1 vs 0,49 + 0,3 pg/l,
p< 0,002) v prib&hu 10 denni hospitalizace. Hladiny GFAP poklesly od
1.-3. dne do 4.-10. dne u obou skupin (8,34 £ 1,9 na 1,12 £ 0,6 ug/l,
p< 0,003). Vy3&i hodnoty GFAP byly u pacientl s loziskovym TBI ve
srovnani s DAI a nejvyssi hodnoty GFAP byly nalezeny u expanznich
kontuzi. Morfologické vysledky: V ¢asném stadiu (pacienti operovani do
24-48 hodin po prijeti) bylo prokdzano ultrastrukturalnim vysSetfenim
astroglidlnich buné&k vymizeni proteini v perivaskuldrnich glidinich
pochvach. Formoval se edém astroglidlnich bunék, podobné jako zdureni
v perivaskuldrnich glidlnich pochvach, ztrata fibrildrnich proteind byla
potvrzena imunohistochemicky, byly pozorovany glykogenem preplnéné
perivaskularni glidlni pochvy ale i ztrata glykogenu v téchto

zakoncenich. Imunohistochemické vysledky: VysSetfeni prokazalo
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vymizeni GFAP, vimentinu v oblastech expanznich kontuzi u pacientt
operovanych do 28-48 hodin ve srovnani se silnou imunoreaktivitou
protilatek proti GFAP a vimentinu v astroglidlnich perivaskularnich
zakoné&enich u pacienttd s DAI. Imunohistochemické vy&etieni prokazalo
silnou imunoreaktivitu dalSich cytoskeletdlnich proteinG vinculinu a
tubulinu v cévach a S-100 pozitivitu v astroglidlnich zakonceni u
pacientd s DAI ve srovnani se slabym znaéenim v expanznich kontuzich.
Zavér: Potvrdili jsme vyznam méfeni ukazateld NSE, S-100B, GFAP
a NF-H v krvi pro diferencidlni diagnosu u pacientd. Vy3etfeni muize
napomoci klinickému monitorovdni a sledovani pacientd a pomoci
upfesnit prognozu uzdraveni. Kinetika v8ech marker( je zavisld na
rlznych patofyziologickych zménach BBB u loZiskového a difuzniho

poranéni.
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8. Summary

Introduction: TBI is one of the major causes of morbidity and
mortality. Outcome for brain-injured patients is determined by the type,
severity, location of the injury, ischemia and inflammatory response
following TBI. The most frequent causes of death are the intra cranial
pressure increasing, and subsequenly uncontrollable swelling in TBI
patients. Traumatic brain injury (TBI) triggers a series of reactions
result in astroglial and cytoskeletal-related changes in focal and diffuse
injuries. Focal cerebral contusion can be dynamic and expansive. It has
been proved that subsequent expansive contusion is caused by brain
parenchyma damage, especialy BBB damage. Blood-brain barrier (BBB)
failure is in part caused by activation of proinflammatory factors, and
the BBB protective cascade includes NO-mediated interleukin 6 releasing
by glia. 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, S-
100B protein, GFAP, and NF-H considered as specific for diffuse axonal
injury. S-100B, an astroglial protein, is marker of TBI, and several
studies established the relevance of S-100B in blood as a marker of
blood brain barrier damage after traumatic brain injury. Glial fibrillary
acidic protein (GFAP) is a structural glial protein and NSE is a neuroglial
protein. Serum hyperphosphorylated neurofilaments (NF-H) can monitor
axonal disruption in patients with DAI. Aim of the study: To
summarize the relevance of biochemical markers for clinical diagnostics
and managgement of patients, to collect the group of patients with TBI,
to separate the patients with focal and diffuse brain injury. We focused
on the relevance of a risk factor, kinetics of all markers in the blood
reflecting different types of pathophysiological changes of the BBB in
focal and diffuse injuries. We analyzed the BBB impairment in focal and

diffuse brain injuries by immunohistochemistry and electon microscopy.
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Methods: Group of patients: The patients (n=38) were divided into
group of diffuse axonal (DAI, n=10) and focal (n=28) brain injuries. We
divided the patients with focal TBI into two subgroups according to the
following CT-scan findings: (1) patients showing predominantly
expansive cortical contusions (n=16); (2) patients (n=12) without
expansive proces. Biochemical investigation: Blood samples were
collected during 10 days after admission to the hospital. Serum S-100B
protein and NSE concentrations were measured on immunoassay
analyzer Roche Cobas e411 by electrochemiluminescence
immunoassays (Roche, Switzerland). GFAP was measured by Biotrak
activity assay system (GE Healthcare, USA). Serum NF-H was measured
by ELISA immunoassay (Biovendor), and inflammatory markers
interleukinu-6 was measured on immunoassay analyzer DPC Immulite
by immunoassays Immulite IL-6. Electron microscopy: Cortical biopsies
were processed in patients with craniocerebral trauma submitted to
surgery due to expansive lesion. The tissue samples were fixed in 3%
glutaraldehyde. The samples were embedded into Epon resin according
to the classical procedure. The stained ultrathin sections were examined
in Philips CM100 electron microscope (FEI, formerly Philips EO, the
Netherlands) and selected areas were digitally recorded using
MegaViewll slow-scan camera. Immunohistochemistry: Formalin-fixed
cortical biopsies and also tissues obtained during autopsies of patients
who died and patients submitted to neurosurgery were cut coronally in
a way as to make paraffin-embedded sections, which were labeled with
anti-GFAP, anti-vimentin, anti-NF-H, anti-vinculin, anti-S100 antibodies
(Chemicon). The colour was developed using a chromogenic substrate
di-amino-benzidine (DAB). Statistical methods: Differences in
concentrations between groups were tested by the unpaired t-test,
ANOVA in StatView. Differences at p< 0.05 were considered as
statistically significant. Results: Biochemical results: With regard to the
kinetics of NSE and S-100B we found the decrease of value of NSE and
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S-100B protein in survived patients with focal brain injury during 10
days of hospitalisation, on the other hand the increase of NSE (32,72
Mg/l up to 86,95 ug/l) and S-100B protein (3,41 ug/l up to 5,80 ug/l) 2
up to 3 day was observed in 5 patrients who died. We found out in
patients with risk factors (aspiration, hypotension) average values of
NSE 76,95 + 22,1 pg/l and S-100B protein 3,81 = 1,70 pg/l. We
measured NSE, S-100B proteins, and IL-6 in the blood of patients
submitted to neurosurgery due to expansive lesion and in patients with
contusion without expansive behavior. Within 1 up to 3 days after
traumatic brain injury, an increased values of S-100B protein (3.064 %
1.064 vs. 0.649 + 0.182 pg/l, p< 0.05), and IL-6 (302.2 £ 119.9 vs.
59.6 £ 11.9 ng/l, p< 0.02) were proved in patient with expansive lesion
(group I) compared to patients without expansive contusion (group II).
No significantly changes were found in levels of NSE. Also higher values
of IL-6 have been found in group I (408.5 £ 280.8 vs. 51.94 + 12.27
ng/l, p< 0.05) during 4 up to 6 days. No significant difference has been
found in values of NSE during 4 up to 10 days between both groups.
The median serum NF-H was higher in DAI compared to focal TBI
(0,625+0,14 vs 0,139+0,02 ng/l, p<0,05) during all 10 days after
admission. Time-dependent profile of serum NF-H demonstrated the
increase of values within 4th up to 10th day in both groups. Values
ranged from 0,263 up to 1,325 ng/l in DAI, and from 0,103 up to 1,108
ng/l in focal injuries. Patients with expansive contusions had similar
levels of serum NF-H as patients without expansive lesions. The median
serum S-100B concentration was higher in patients with focal mass
lesions (1.72+0.4 pg/l vs. 0.37£0.1 ug/l, p< 0,05) compared to
patients with DAI during 10 days of hospitalisation. With respect to all
patients, the highest peak of serum S-100B values (4.21+ 1.1 pug/l)
were found in expansive lesions. The median serum GFAP was higher in
group with focal injury compared to group with diffuse injury (4.21 %
1.1 vs 0.49 £ 0.3 pg/l, p< 0.002) during 10 days of hospitalization. The
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kinetics of GFAP revealed the decrease of value from 1st-3rd day up to
4st-10st day (8.34 = 1.9 down to 1.12 £ 0.6 pg/l, p< 0.003). Higher
values of GFAP were found in focal TBI in contrast with lower values in
diffuse injury, and the highest values of GFAP were found in expansive
contusions. Morphological results: In the early stages (patients
submitted to neurosurgery up to 24-48 hours after admission) an
ultrastructural investigation of astroglial cells revealed the loss of
proteins in their end-feet surrounded the -capillary wall. Cytotoxic
oedema of astroglial cells was formed, as well as swolling astrocytic
end-feet, loss of fibrillary proteins confirmed by immunohistochemistry
and glycogen-rich and glycogen-depleted end-feet.
Immunohistochemical investigation: proved the loss of GFAP, vimentin
immunoreactivity in expansive cortical contusions of patiens submitted
to neurosurgery within 28-48 hour compared to the local strong
immunoreaction of anti-GFAP and anti-vimentin antibodies in astroglial
end-feet in DAI. Immunohistochemistry of other cytoskeletal proteins
shown strong staining of vinculin, and tubulin in vessels, and S-100
positivity of astroglial end feet in DAI compared to weak staining in
expansive leasions. Conclusions: We confirmed the importance of NSE,
S-100B, GFAP, NF-H measuring in the blood for differential diagnosis.
The investigation can assist during clinical monitoring of patients and
can help to precise the prognosis of outcome. The kinetics of all markers
may reflect different types of pathophysiological changes of the BBB in

focal and diffuse injuries.
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