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Souhrn

Cil studie: Cilem prace bylo zjistit vyznam dynamiky sérové hladiny vysokomolekularni formy neurofilamen-
tové podjednotky (pNF-H) u déti s poranénim mozku jako prediktoru mortality.

Typ studie: Prospektivni observacni studie.

Typ pracovisté: Anesteziologicko-resuscitacni klinika fakultni nemocnice.

Material a metoda: Do studie bylo zafazeno 50 déti ve véku 0-19 let (22 chlapcti a 28 divek), hospitalizova-
nych s poranénim mozku v obdobi od ¢ervna 2007 do zafFi 2009. Vzorky séra k diagnostice pNF-H byly ode-
birany pf¥i pfijeti, poté nasledné kazdy den po dobu 6 dni. Nasledné byly analyzovany metodou ELISA. Ke
statistickému hodnoceni byl pouzit Wilcoxonuv test (hladina vyznamnosti p < 0,05). K uréeni dynamiky hod-
not protein(i byla pouzita analyza rozptylu (ANOVA) a ke stanoveni diskriminaénich hodnot pNF-H byla pro-
vedena ROC analyza.

Vysledky: Ve sledované skupiné zemielo 8 déti. U téchto pacientli ve srovnani s preziv§imi byl pozorovan
vyrazny nardst sérovych hladin hodnot pNF-H v prvnich 3 dnech, nasledovan stagnaci: 1. den: 310 pg/ml
vs 97.7 (p = 0,17); 2. den 1307 pg/ml vs 153 (p = 0,004); 3. den: 2640 pg/ml vs 227 (p = 0,006); 4. den:
2100 pg/ml vs 199 (p = 0,001); 5. den: 847 pg/ml vs 467 (p = 0.03); 6. den: 1762 pg/ml vs 573 (p = 0,03).
Z vysledki ROC analyzy vyplyva, Ze k predikci mortality jsou vhodné hladiny pNF-H naméfené 2.-6. den
hospitalizace.

Zaveér: U déti po kraniocerebralnim poranéni byly nalezeny zvySené hladiny pNF-H v séru v signifikantnim
vztahu k mortalité.

Klicova slova: kraniotrauma — neurofilamenta — biomarker — dynamika — déti

Abstract

Dynamics of the neurofilament pNF-H as a predictor of mortality in children with brain injury

Objective: The aim of the study was to determine the importance of increased levels of a high-molecular
weight form of neuro-filament subunit (pNF-H) in the serum of children with brain injury, as a predictor of
mortality.

Design: Prospective observational study.

Setting: Department of Anaesthesiology and Intensive Care Medicine, University Hospital.
Materials and methods: Total 50 children aged 0-19 years hospitalized between June 2007 and September
2009 with severe brain injury were examined. Serum samples were collected on admission and each follo-
wing day for the first 6 days of hospitalization. Statistical analysis was performed using Wilcoxon test
(p < 0.05). The dynamics of the protein serum levels was determined by ANOVA model and discriminatory
values of pNF-H were determined by ROC analysis.

Results: Eight (8) children died in the observation group. In these patients, compared with the survivors, we
observed a significant increase in the serum values in the first 3 days, followed by a stagnation: Day 1: 310
pg/mL vs. 97.7 (p = 0.17); day 2:1307 pg/mL vs. 153 (p = 0.004); day 3: 2640 pg/mL vs. 227 (p = 0.006); day 4:
2100 pg/mL vs. 199 (p = 0.001); day 5: 847 pg/mL vs. 467 (p = 0.03); day 6: 1762 pg/mL vs. 573 (p= 0.03).The
results of ROC analysis suggest that the levels of pNF-H measured from the second to the sixth day of hos-
pitalization are a suitable predictor of mortality.

Conclusion: A significant relation of elevated serum levels of pNF-H and mortality was found in patients
after cranio-cerebral injury.
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i Spatnou progndzou lé€by a nezfidka s letélnim kon-
Uvod cem. | kdyz vysledky lécby jsou u déti statisticky vyraz-
né lepsi nez u dospeélych (nizsi mortalita, méné pretr-

Poranéni mozku jako nasledek urazu (Traumatic  vavajicich vegetativnich stavd, Gastéj$i restituce ad in-
Brain Injury, TBI) je zavazny celosvétovy zdravotni pro-  tegrum), pfesto jsou &asto pfi¢inou neurologickych de-
blem. Pfedstavuje riziko trvalé invalidizace s velice ficitd a mohou dité nepfiznivé poznamenat na cely Zi-
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vot. Nej¢astéjsi pfi€iny TBI jsou pady a dopravni neho-
dy, zejména u déti do 4 let véku [1]. V dnesni dobé
hodnotime zavaznost poranéni zejména na zakladé
klinického stavu pacienta: Glasgow Coma Scale
(GCS), amnézie, zvraceni, bolest hlavy a pomoci zob-
razovacich metod. V akutni fazi TBI vyuzivdme CT vy-
Setfeni, které poskytuje uspokojivou zakladni informa-
ci, nedokaze v8ak dobre zobrazit difuzni axonalni po-
8kozeni. Mnohem vySSi senzitivitu maji vySetfeni MRI,
SPECT a PET. Vyuziti této diagnostiky je ale limitova-
no jeji dostupnosti a zavaznosti stavu pacienta.

V poslednich letech se do popfedi zajmu dostava
studium biochemickych markerd traumatického pora-
néni mozku. Nejvice studované markery TBI jsou glial-
ni fibrilarni kysely protein (GFAP), bazicky myelinovy
protein (MBP), neuron specifickd enolaza (NSE)
a S-100 proteiny [2]. Jako vhodny marker poskozeni
nervoveé tkané se jevi také hyperfosforylovana axonal-
ni forma vysokomolekularni neurofilamentové podjed-
notky NF-H (pNF-H) [3]. Neurofilamenta (NF) pfedsta-
vuji hlavni sloZku cytoskeletu neuron(i. Jsou mnohem
¢etnéjsi v axonech, kde reguluji jejich prdmeér. Podileji
se zfejmé na odolnosti bunék viéi deformacim a na re-
gulacénich procesech [4]. U savcl se neurofilamenta
skladaji ze tfi proteinovych podjednotek — lehké (NF-L),
stfedné tézké (NF-M) a tézké (NF-H), a-internexinu
a nestinu [5]. NF-H podjednotka obsahuje neobvyklé
tandemové repetice aminokyselin lysin-serin-prolin
(KSP). Tyto repetice jsou velice ¢etné a v axonalnich
neurofilamentech jsou vSechny serinové zbytky fosfo-
rylovany (pNF-H) [6]. Hyperfosforylovany pNF-H pro-
tein je vice rezistentni k protedzam a dosahuje dosta-
te¢né vysokych hladin v séru po TBI, coz umoziuje
snadnou detekci imunologickymi metodami.

Cilem této studie bylo vyhodnoceni dynamiky sé-
rovych hladin pNF-H a jejich vztah k mortalité u déti
s TBI. Druhym cilem bylo stanoveni optimalniho cut-off
pro predikci mortality.

Soubor pacientil a metoda

Protokol studie a informovany souhlas byly schva-
leny Etickou komisi Fakultni nemocnice Brno.

Tato prospektivni observaéni studie zahrnuje 50 dé-
ti ve véku 0-19 rokll (22 chlapcu a 28 divek),
s prokazanym poranénim mozku, hospitalizovanych
od €ervna 2007 do zé&fi 2009 ve Fakultni nemocnici
Brno na Klinice détské anesteziologie a resuscitace.

Sledovali jsme zékladni demografickéd data soubo-
ru, GCS, Pediatric Trauma Score (PTS). Glasgow Co-
ma Scale [7] bylo zaznamenano na zakladé informa-
ce Zdravotnické zachranné sluzby, jesté pred farmako-
logickym ovlivnénim. Pediatric Trauma Score pfedsta-
vuje skoérovaci systém pfi hodnoceni zavaznosti Ura-
zU u pediatrickych pacient( [8]. PTS se sklada ze Ses-
ti parametra ovliviujich klinicky stav zranéného ditéte.
Béhem pocate¢niho posouzeni se vyhodnocuje kazdy
parametr zranénych déti, vychazejici ze tfi pfidruze-
nych proménnych: +2 (zadné zranéni nebo bez ohro-

zeni zivota); +1 (drobné poranéni nebo potencidlni
ohrozeni zivota); -1 (Zivot ohrozujici stav). Soucet pfi
vyhodnoceni se mize pohybovat od +12 do -6. P¥i
hodnoté < 8-9 by dité mélo byt hospitalizovano ve
specializovaném zdravotnickém zafizeni s komplexni
pediatrickou pédi.

Po diagnostickém vyhodnoceni a pfipadné neuro-
chirurgicke intervenci vSichni pacienti dostali standard-
ni neurointenzivni terapii, zahrnujici intubaci, mecha-
nickou ventilaci, hemodynamické monitorovani
a monitorovani intrakranialniho tlaku podle TBI tera-
peutického protokolu. Intrakranialni hypertenze byla
[é¢ena podle standardniho protokolu, ktery zahrnuje
sedaci, relaxaci, mirnou hyperventilaci (cilové PaCO,
32—-35 mm Hg), osmoterapii a pouziti barbituratd. Hod-
noty mozkového perfuzniho tlaku byly udrZzovany na
urovni 60 mm Hg (50 mm Hg u kojenct), a to regula-
ci intrakranialniho tlaku pod hodnotu 20 mm Hg
(15 mm Hg u kojenct) a stfedniho arterialniho tlaku
na 80 mm Hg (70 mm Hg u kojenctl). Vendzni vzorky
krve ke stanoveni hodnot NF-H byly odebrany vzdy pfi
pfijeti, nasledné kazdy den az do 6. dne hospitalizace;
potom byly centrifugovany a sérum pro analyzu bylo
zamrazeno pfi -70 °C. Hodnota NF-H byla stanovena
metodou ELISA na bézné komercné dostupném setu
(BioVendor, Laboratorni medicina, a. s., Ceska repub-
lika). S odstupem Sesti mésicl od Urazu bylo podle
protokolu provedeno neurologicke vySetfeni ke stano-
veni eventualniho neurologického deficitu. Osoby pro-
vadéjici diagnostiku a neurologické vySetfeni nemeély
pristup ke klinickym datim.

Statisticka metoda

Dynamika (kinetika) hodnot NF-H v priibéhu 6 dnu
byla modelovana pomoci analyzy rozptylu (ANOVA).
Vzajemna korelace hodnot v ramci pacientll byla
v modelu feSena pouzitim kovarianéni symetrické ma-
tice (typu ,compound symetry“). Analyza byla provede-
na na logaritmicky transformovanych datech, aby by-
lo dosazeno pfiblizné normalniho rozloZzeni hodnoce-
nych dat (pfedpoklad analyzy). Zvolena hladina vy-
znamnosti byla p < 0,05. Za u¢elem stanoveni diskri-
minacnich charakteristik hodnoty proteinu jsme pro-
vedli ROC analyzu. Uvadény jsou ROC kfivky spolu
s danymi diagnostickymi charakteristikami (senzitivi-
ta, specificita, pozitivni a negativni prediktivni hodno-
ta), dale AUC a optimalni cut-off hodnota pfi nejlepsi
diagnostické schopnosti proteinu. K statistickému
zpracovani byl vyuzit software Statistica 9 (StatSoft,
Inc.).

Vysledky

Jako kli€ovy bod pro v8echny prediktivni analyzy
byla uréena mortalita. Hladiny pNF-H v séru u nasich
pacientll byly v rozmezi od nedetekovatelnych (méné
nez 12,0 pg/ml) az do nejvysSi zachycené hodnoty
7845 pg/ml. Z 50 sledovanych déti 8 zemrelo (vSech-
ny smrt mozku), 3 zUstaly téZce postizeny a 39 déti
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Tabulka 1. Demograficka data souboru

Minimum Dolni kvartil Median Mean Horni kvartil Maximum
Vék [mésice] 2,00 41,75 99,50 103,50 155,20 220,00
Hmotnost [kg] 4,50 18,75 30,00 36,86 55,50 120,00
Hospitalizace [dny] 1,00 5,00 6,00 7,31 8,26 21,00
GCS 3,00 5,00 8,00 7,69 10,00 12,00
PTS -2,00 - 7,00 7,02 - 12,00

Zkratky: GCS — Glasgow Coma Scale, PTS — Pediatric Trauma Score

mélo po Urazu minimalni nebo zadné nasledky. De-
mograficka data sledovaného souboru jsou uvedena
v tabulce 1.

Dynamika pNF-H

Z grafu 1 je patrna rozdilnost stfedni hodnoty
a variability hodnot v jednotlivych dnech pro pacienty,
ktefi prezili (non-exitus) a pacienty, ktefi zemfeli (exi-
tus). U pacient(, ktefi nasledky poranéni mozku ne-
prezili, byly hladiny pNF-H v séru jiz od 1. dne vy$Si.
Zatimco u skupiny prezivSich pacientl hladiny v séru
mirné stoupaly od 2. az po 6. den hospitalizace,
u zemfelych byl vyrazny narudst patrny v prvnich 3
dnech, pak byla pozorovana stagnace na vy$Sich hod-
notach béhem celého obdobi sledovani, které trvalo
celkem 6 dna. Grafické vyjadfeni Ize podpofit

pg . ml1 vs 467 (p = 0,03); 6. den: 1762 pg . ml-! vs 573
(p = 0,03) (tab. 2).

ROC analyza (Receiver Operating Characteristic
analysis)

Je zjevné, ze hodnoty cut-off se od prvniho az po
Sesty den zvySuji, a to z hodnoty 36,1 (1. den) az na
787,6 pg . ml-1 (6. den). Jiz z tvarl ROC kfivek je zfej-
mé, Ze diagnosticka efektivita stoupa s pribéhem ¢a-
su. Tohle tvrzeni Ize podpofit i iselné, a to pomoci vy-
poctu plochy pod kfivkou (AUC, Area Under the Cur-
ve). K predikci mortality jsou nejlepsi sérové hladiny
pNF-H namérené 3. a 4. den hospitalizace, jelikoz ma-

Tabulka 2. Rozdil v dynamice pNF-H pfezivsi/zemfreli (Exact Wil-
coxon Mann-Whitney Rank Sum Test)

i neparametrickym statistickym testem (Wilcoxontv Prezivsi Zemieli P
Rank-Sum-Test/Mann(v-Whitneyuv test). S vyjimkou (median pg/ml) (median pg/ml)
prvniho dne, kdy byla sérova hladina mezi soubory 1.den 310 97,7 0,172
zemfeli/pfezivsi 310 pg . ml-1 vs 97.7 pg . ml-1 (p = 2.den 53 1307 0,004
0,17), tak byl rozdil ve stfedni hodnoté statisticky vy- 3.den 227 2640 0,006
znamny ve v§ech dnech — 2. den: 1307 pg . ml-! vs 53 4.den 199 2100 0,001
(p = 0,004); 3. den: 2640 pg . ml-! vs 227 (p = 0,006); 5.den 467 847 0,034
4.den: 2100 pg . ml-' vs 199 (p = 0,001); 5. den: 847 6.den 573 1762 0,031
~ - —
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Graf 1. Rozdilnost stfedni hodnoty a variability hodnot log (pNF-H) v jednotlivych dnech
Legenda: Kole¢ko zna¢i odhad stfedni hodnoty, nahoru a doll je pfidana hodnota vybérové smérodatné odchylky.
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ROC of log(pNF_H) for exitus
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Obr. 1. ROC kfivky pro hodnoty log pNF-H
V grafech jsou uvedeny intervaly spolehlivosti. Na ROC kfivkach jsou vyznaceny optimalni cut-off hodnoty (pIné vybarveny étverec), kte-
ré maximalizuji soucet senzitivity a specificity.
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Tabulka 3. Vysledky ROC analyzy pro pNF-H

AUC cut-off Se Sp posPV negPV p
1.den 0,640 36,1 0,625 0,667 0,263 0,903 0,213
2.den 0,768 59,4 0,750 0,805 0,429 0,943 0,017
3.den 0,802 137,4 0,857 0,775 0,400 0,969 0,011
4.den 0,836 363,5 0,857 0,892 0,600 0,971 0,005
5.den 0,768 642,0 0,833 0,879 0,556 0,967 0,039
6.den 0,773 787,6 0,833 0,875 0,556 0,966 0,035

Vysvétlivky: AUC (plocha pod ROC kfivkou), cut-off (optimalni hodnota pro predikci exitu,
pg/ml), Se (senzitivita), Sp (specificita), posPV (pozitivni prediktivni hodnota), negPV (negativni prediktivni hodnota), p-value (pravdé-

podobnost, ze AUC bude vétsi nez 0,5).

ji nejvy$si hodnoty AUC, senzitivitu a specificitu — ob-
razek 1, tabulka 3.

Diskuse

Glasgow Coma Scale a vySetfeni pomoci pocita-
Coveé tomografie patfi v soucasnosti mezi standardy
pro posuzovani zavaznosti a vizualizaci poskozeni
mozku po TBI [9]. Navzdory informacim z klinickych
a radiologickych vysetfeni, odhad prognézy pacientd
po TBI zlistava nejisty. Biochemicky marker(y) rozsa-
hu poskozeni mozku provéazejici uraz hlavy by pomo-
hl stratifikovat pacienty do prognostickych skupin, sle-
dovat rozsah sekundarniho poSkozeni a efekt terapie,
a pomoci tak pfi vyvoji U¢innéjsich protokold lécby. Bio-
kliniku, tak i pro vyzkum, protoze krev je mnohem
snadnéji dostupna nez mozkomi$ni mok. Pouzitelné
biomarkery by mély byt schopné predpovedét stupen
poranéni a vysledny funkéni deficit, mély by mit vyso-
kou senzitivitu a specificitu, po poranéni by mély byt
detekovatelné ¢asné a v jasné definovaném ¢asovém
odstupu. Mély by byt brany v ivahu také mozné véko-
vé a intersexualni rozdily v profilu daného biomarke-
ru. V idedlnim pfipadé by to mély byt biologické sub-
straty specifické pro CNS a mély by poskytovat infor-
maci 0 mechanismu zranéni, coz je ¢asto vyuzivané
kritérium k rozlieni biochemickych markerd od jinych
markerd zranéni, které obvykle tuto informaci nepo-
skytuji [10].

Cilem nasi studie bylo zjistit korelaci sérové hladi-
ny pNF-H s mortalitou v priibéhu ¢asu, najit optimal-
ni hodnotu cut-off pro kazdy den.

V nasi studii jsme prokazali, Ze pNF-H muze byt de-
tekovan v signifikantnim mnozstvi v krvi déti
s poranénim mozku. Je to dano tim, Ze neurofilamen-
tova podjednotka H je rezistentn&jsi vuci calpainu
(proteolyticky enzym) a ostatnim protedzam vice nez
podjednotky NF-M a NF-L [3]. Pfitomnost pNF-H v krvi
je tedy pfiznaéna pro poskozeni a/nebo smrt neurond.

Dat pro porovnani chovani pNF-H u pediatrické po-
pulace je velmi méalo. Hagqanni et al. prokazali zvyse-
né hodnoty pNF-H u déti s TBI s nepfiznivym outco-
me [11]. Lewis et al. ve své studii u dospélych pacien-
td s rupturou intrakranialniho aneurysmatu a nasled-
nym subarachnoidalnim krvacenim popsali pNF-H ja-
ko prediktor nepfiznivé progndézy. Jako hraniéni byla

uréena hladina pNF-H > 700 pg . ml!. Senzitivita
a prediktivni hodnota u takto zvolené cut-off byla
100% [12].

Jedind nam znama studie zabyvajici se dynamikou
pNF-H po poranéni mozku byla provedena
v experimentu na zvifatech a prokazala zvySeni hladin
pNF-H v séru v zavislosti na rozsahu poranéni mozku
[13]. Byl zjistén rychly narlist primérné sérové hladi-
ny pNF-H nékolik hodin po zranéni, nasledovan po-
klesem a pak méné vyraznym vzestupem 2 dny po
zranéni, zplsobeny pravdépodobné sekundarni axo-
nalni degeneraci. Hladiny pNF-H poté pozvolna kles-
ly nékolik nasledujicich dnl. V nasi studii byly
u détskych pacientl po TBI nalezeny zvy$ené hladiny
pNF-H v séru, které byly v signifikantnim vztahu
k mortalité, dvouvrcholova kfivka popsand u zvifat
v8ak zjisténa nebyla. Pro vysvétleni pfi¢in smrti
a rozdilu chovani dynamiky pNF-H u animélniho mo-
delu a u déti bude v budoucnu potfeba dalSich studii.
V sou€asné dobé pro tento nalez vysvétleni nemame.
Rozsah poskozeni, GCS ani GOS nebyly ve vztahu
k hladinam pNF-H hodnoceny. Vychazejice z dyna-
miky proteinu, navrhli jsme hodnoty pro hodnoceni ri-
zika umrti u déti po TBI pro kazdy den pozorovani (viz
tab. 3). Pro predikci Spatné prognézy jsou vhodné hod-
noty namérené 2.—6.den po urazu (AUC > 0,5; p-value
< 0,05).

Vzhledem k prokdzanym extrakranialnim zdrojim
u jinych biomarkert a netspéchu najit spolehlivy bio-
marker pouzitelny pro screening, byly testovany kom-
binace biomarker( ve snaze dosahnout lepSich vy-
sledkil pfi predikci progndzy. Lo et al. zkoumali u 28
déti s TBI prediktivni schopnost u vice biomarkert
z rGznych skupin mediatori ve snaze urcit, zda by
kombinace dvou sérovych biomarkert mohla dosah-
nout lepSiho vysledku pfi predikci progndzy nez jed-
notlivé biomarkery samostatné [14]. Hodnotili osm rliz-
nych neurospecifickych a zanétlivych biomarkerd
(S100B, NSE, IL-6, IL-8, IL-10, SICAM, L-selektin
a endotelin) 1. den po Urazu a srovnavali hodnoty
s vyslednym stavem 6 mésicd po Urazu. Dosli
k zavéru, Ze hodnoceni kombinace sérovych hladin
dvou biomarker(i (mediator zanétu a CNS specificky
protein) umoziuje pfesnéjsi predikci nepfiznivého vy-
sledku [é€by po traumatu mozku u déti ve srovnani
s jednotlivymi biomarkery samostatné. Volba kombi-
nace biomarkerd bude ale vyzadovat vybér podle kli-
nické souvislosti a bude pfitom nutnd znalost
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0 mozném extracerebralnim pavodu danych markerd
a vztah sérovych hladin k véku.

Jiz samotné pNF-H mé vysokou negativni prediktiv-
ni hodnotu, primérna hodnota za 6 dni byla 95,7 %.
Na zakladé pfedchozich studii pfedpokladame, ze
kombinace pNF-H s dal§im markerem by jednak jes-
té zvedla negativni prediktivni hodnotu a navic zvysi-
la senzitivitu a specificitu testu.

K pInému pochopeni vyuziti pNF-H jako biomarke-
ru, budou potfebné dalsi studie tohoto proteinu. Avsak,
jak jiz bylo zminéno vyse, pNF-H se nachazi vyhrad-
né v axonech a axonalni postizeni je hlavni problém
u mnoha typu neurologického poskozeni a chorob-
nych stavd, jako jsou TBI, roztrousena skleréza
a amyotroficka lateralni skleréza [15]. Vzhledem
k tomu, Ze pNF-H je protein specificky pro axony, mo-
hl by byt v budoucnu vyuzivan i k ¢asné diagnostice di-
fuzniho axonalniho poSkozeni (DAP). V soucasnosti
k diagnéze DAP vede zejména nesoulad mezi klinic-
kym stavem a nalezem na CT [16]. V posledni dobé se
prokazuje, ze k disrupci axond nedochazi ihned po
urazu, ale az po urcité dobé. Pravé proto by ¢asna dia-
gnostika hned po urazu davala moznost cileného te-
rapeutického zasahu pred definitivnim prerusenim
axonu [17].

Zaver

Hyperfosforylované neurofilamentum pNF-H splfiu-
je kritéria pro biochemicky marker poskozeni nervové
tkané u déti. Lze jej Casné detekovat v séru po TBI
a jevi se byt vhodnym prediktorem mortality.
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