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Hladiny neurdén-Specifickej enolazy pri loziskovej
ischémii mozgu
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SUHRN

Mozgova ischémia iniciuje sériu biochemickych reakcii, ktoré priamo alebo nepriamo indukuju procesy, ktoré poskodzuju
mnozstvo celularnych a subcelularnych Struktdr. Neurdn-Specificka enolaza (NSE) sa povazuje za spolahlivy marker
neuronalneho poskodenia. V tejto suvislosti sme hodnotili hladiny NSE v sére a cerebrospinalnom likvore (CSL)
u pacientov s loziskovou ischémiou mozgu a inymi neurologickymi ochoreniami za u¢elom kvantifikovat koncentracné
zmeny tohto proteinu pri rozmanitych typoch poSkodenia nervového systému.

Kontrolna skupina, ktora pozostavala zo 17 subjektov, mala hladiny NSE v CSL 3,22 + 1,34 ug/l a v sére 8,1 + 2,35 pug/l.
Zvysené likvorové (> 6 pg/l), resp. sérové (> 16 pg/l) koncentracie NSE boli zistené u pacientov po loZiskovej ischémii
mozgu (19/26 CSL a 19/26 sér), pri tumoroch CNS (14/16 CSL a 14/16 sér) atiez pri epilepsii (4/24 CSL a 2/24 sér),
migréne/cefalea (1/24 CSL a 0/24 sér) a lumboischialgickom syndréme (7/56 CSL a 9/56 sér). Prezentované vysledky
naznacuju, ze neurdn-Specificka enolaza je nesSpecificky parameter vhodny pre skrining rozmanitych patologickych
procesov prebiehajucich v centrdlnom nervovom systéme.
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SUMMARY

Ondrkalova M., Kalnovi¢ova T., Stofko J., Traubner P., Turéani P.: Levels of neuron-specific anolase in focal brain
ischaemia

Brain ischaemia initiates series of biochemical reactions that directly or indirectly can trigger processes leading to
damage of numerous cellular and subcellular structures. Neuron-specific enolase (NSE) is reported as a reliable
marker of neuronal tissue damage. In this study we evaluated NSE levels in cerebrospinal fluid (CSF) and serum from
the patients with focal cerebral ischemia and with different neurological disorders in order to study possible differences
in the protein concentrations.

In the control group (N = 17) the mean NSE value (+ SD) in CSF was 3.22 (+ 1.34) pg/l and in serum 8,1 (+ 2.35) pg/l.
Increased NSE values in CSF (> 6 pg/l) and in serum (> 12 pg/l) were found in the following neurological diseases: focal
cerebral ischemia (19/26 CSL and 19/26 serum), tumors of CNS (14/16 CSL and 14/16 serum), epilepsy (4/24 CSL and
2/24 serum), migraine/cephalea (1/24 CSL and 0/24 serum) and lumboischialgic syndrome (7/56 CSL and 9/56
serum). The presented results suggest that NSE assay can be regarded as an unspecific screening parameter for

organic CNS pathology.
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Uvod

Mozgova ischémia iniciuje sériu biochemickych re-
akcii, ktoré mézu priamo alebo nepriamo indukovat
a prolongovat procesy, ktoré poSkodzuju mnohé celu-
larne a subcelularne Struktury. Ischemické neuronaine
poskodenie vo vac¢sine pripadov prechadza do sekun-
darneho poskodenia. Z tohto dévodu je velmi délezite
poznat stuper poSkodenia mozgového tkaniva, zachy-
tit hlavne v€asnu periodu mozgovej ischémie a podat
adekvatnu terapiu.

V poslednom obdobi sa vyvinulo mnoho technik na
hodnotenie neurologického deficitu pacientov
s mozgovou ischémiou a tiez predikcie uzdravenia po
aplikacii terapie. Moderné neuroradiologické techniky,
ako je CT a NMR, su vhodné na identifikaciu lokality
a rozsahu ischemickej lézie, ale v relativne neskorsej
periode, ked su lézie uz takmer vytvorené. Vo v€asnej
peridde po nastupe ischemického inzultu je tazko kli-
nicky hodnotit a rozlisit zmeny reverzibilné od ireverzi-
bilnych. Na jasnu diferenciaciu tychto zmien je potreb-
né kontinualne klinické pozorovanie. K sledovaniu
priebehu a prognézy ochorenia, ale aj adekvatneho te-

rapeutického pristupu méze vyznamne prispiet stano-
venie niektorych likvorovych, resp. sérovych solubil-
nych markerov neuronalneho poskodenia, najma vo
vCasnej ischemickej peridde [18].

V mozgu sa nachadza mnozstvo mozgovo-Speci-
fickych proteinov, ktoré su charakteristické pre urcité
bunkové typy. S-100 a GFA proteiny su charakteristic-
ké pre astrocyty, MBP, MAG a PLP proteiny pre oli-
godendrogliu a neuron-Specificka enolaza (NSE) pre
neurény [1, 5, 16, 17, 18]. Ak je mozog poSkodeny,
tieto proteiny sa uvoltiuju do extracelularneho priestoru
a nasledne do cerebrospinalneho likvoru. Stanovenie
hladin mozgovo-Specifickych proteinov v likvore a sére
mébze pomdct identifikovat, ktoré bunkové Struktury su
poskodené. Ideélny marker poskodenia by mal spifat
urité poziadavky. Mal by byt lokalizovany intracelular-
ne, byt pritomny vo vysokej koncentracii v mozgovom
tkanive a mal by byt lahko detegovatelny. Takymto
markerom pre neuronalne tkanivové poskodenie je neu-
rén-Specificka enolaza.

V prezentovanej praci sme sa zamerali na analyzu
koncentraénych zmien neurdn-Specifickej enolazy
v sére a v cerebrospindlnom likvore u pacientov



s loziskovou ischémiou mozgu a s inymi neurologicky-
mi chorobami (migréna/cefalea, lumboischialgicky syn-
dréom, epilepsia, tumory CNS), s cielom posudit klinic-
ke vyuzitie tohto biochemického parametra.

Material a metédy

Analyzovany subor pozostaval zo 165 pacientov,
z ktorych kontrolnu skupinu tvorilo 17 pacientov
s vertebrogénnymi ochoreniami, ktori mali zakladné li-
kvorové parametre (celkové bielkoviny, albumin, glu-
kdza, chloridy, elementy, DL- index) v ramci fyziologic-
kej normy, bez zavaznych celkovych ochoreni.
Priemerny vek tejto skupiny bol 37,5 + 10 rokov. De-
mografické udaje analyzovaného suboru su uvedené
v tabulke 1. Vzorky séra a cerebrospinalneho likvoru
boli odobraté v tom istom ¢ase. U vSetkych pacientov
bol likvor odobraty lumbalnou punkciou.

Analyzovany subor pacientov bol hospitalizovany
na |. neurologickej klinike Fakultnej nemocnice
v Bratislave v rokoch 1993-2000.

Table 1. Characterization of patients

Vysledky su prezentované ako aritmeticky priemer
+ SD a su spracované Standardnymi Statistickymi po-
stupmi (Kolmogorovov-Smirnovov test, t-test).

Vysledky

V tabulke 2 su porovnavané hladiny neurdn-Speci-
fickej enolazy (NSE) v sére a cerebrospinalnom likvo-
re (CSL) kontrolnych subjektov od réznych autorov.
V porovnani s inymi autormi su hladiny NSE v CSL
v nasej kontrolnej skupine nizSie a su porovnatelné
s hodnotami publikovanymi Selakovicom et al. [28].

U pacientov s loziskovou ischémiou mozgu (LIM)
sme v porovnani s kontrolnym suborom zaznamenali sig-
nifikantne zvysené likvorové (p < 0,00001) aj sérové hla-
diny (p < 0,00001) neurdn-Specifickej enolazy (tab. 3).
Z 26 analyzovanych LIM pacientov malo 19 pacientov
likvorové koncentracie vyssie ako 6 pg/l, a v sére viac
ako 16 pg/l NSE.

Table 3. CSF and serum levels of neuron-specific enolase
(NSE) in controls and in patients with neurological diseases
(Q = CSL/serum)

Hladiny neurdn-Specifickej enolazy (NSE) v sére
a v CSL (tab. 2) sme stanovili pomocou enzymového
imunologického testu ENZYMUN-TEST NSE (Boehrin-
ger Mannheim). Tento test pri kvantitativnom uré¢eni NSE
in vitro vyuziva monoklonalne mysie anti-NSE protilat-
ky E 17 a E 21, ktoré su Specifické pre gamma — pod-
jednotku enolazy.

Table 2. Cerebrospinal fluid (CSF) and serum neuron-specific
enolase (NSE) concentrations in controls

NSE-CSF
(ng)

NSE - serum

(uall) Citation

Casmiro et al., 2005

8.7+ 3.9 (N =109)
4.48+0.89 (N = 16)
6.6 + 1.8 (N = 40)

17.3+4.6 (N = 109)
2.84 +0.5 (N = 16)

7.14 + 1.9 (N =189)
10.8 + 4.5 (N = 24)
45+12(N=18)
32+1.34 (N=17)

Selakovic et al., 2005
Schaf et al., 2005
Beelen et al., 1993

Jacobi and Reiber,1988
Mokuno et al. 1983

Ondrkalové et al.2006

. . Number of patients Age o o NSE-CSF NSE-s
Diagnosis (women, men) (years) Diagnosis (Mgl (Hg/l) Q NSE
Controls N=17,w=8,M=9 37.5+10 Controls (N=17)| 3.22+1.34 8.1 +2.35 0.41 £0.19
Focal cerebral _ _ _ LIM (N = 26) 7.65 + 3.0"*** | 19.2 + 3.8"*** | 0.40 = 0.11
ischemia (LIM) N=26,w=11,M=15 61.4 +12.5
Lumboischialai LIS (n = 57) 365+18 | 122+4.3* |0.34+0.22

umboischialgic _ _ _
syndrome (LIS)  |N=%7/ W=24M=34 | 445x102 CEPHA(N=24)| 297+11 | 87+236 |036+0.17
l(\g%rgmgcephalea N=24 w=9 M=15 40.4 + 13.4 TUCNS (N=17) | 14.6 £ 6.5™*** | 22.6 + 7.4"** | 0.42+0.13

EPI (N = 24) 41 +24 9.8 +2.4** 10.48+0.18"

(TT”"‘C‘:’,(‘SS‘)” CNS  IN217,w=9,M=8 52.7 £ 16.2 —

u Results compared to controls are significant (*P < 0.05, **P < 0.01,
Epilepsy (EPI) n=24,w=9, M=15 36.9 + 10.7 P < 0.001, ***P < 0.0001, ****P < 0.00001)

Pacienti s nadorovym ochorenim CNS (13 pa-
cientov s primarnym tumorom mozgu, 4 pacienti
s metastazujucim tumorom do CNS) mali v porov-
nani s kontrolnym suborom takmer 5-nasobne sig-
nifikantne vyssie likvorové koncentracie NSE (14,6
+ 6,5 pg/l, p < 0,00001) a asi 2,5-krat signifikantne
vySSie koncentracie NSE v sére (22,6 + 7,4 pgl/l,
p <0,0001). 87,5 % pacientov (14/16) malo koncen-
tracie v likvore vyS8Sie ako 6 pg/l a v sére viac ako
16 pg/l.

Pri metastazujucich tumoroch do CNS sa v CSF
vyskytovali nizSie koncentracie NSE (10,5 + 7,9;
n = 4 ) ako pri primarnych tumoroch mozgu (17,1
+6,0 pg/l; n =13).

Signifikantne zvySené sérové hladiny NSE sme
zaznamenali aj u pacientov s epilepsiou (4/24 < 12
pg/l NSE) a LIS (20/56 < 12 ug/l NSE), bez vyznam-
nych zmien v koncentraciach NSE v CSL (tab. 3).
U pacientov s epilepsiou sme zistili zvySené likvoro-
vé koncentracné hladiny NSE (> 6 pg/l) u 4 z 24 ana-
lyzovanych pacientov a v skupine LIS u 7 z 56 ana-
lyzovanych pacientov.
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Diskusia

Pri diagnostike ochoreni su naj¢astejSimi otazkami:
¢i ochorenie zahfia CNS, kde je lokalizované a ¢o je
jeho patologickou podstatou. Enzym neurdn-Specific-
ka enolaza (NSE) patri medzi markery neuronalneho
poskodenia, ktoré sa vyskytuje v patogenéze mnohych
neurologickych ochoreni. V tejto suvislosti nas zauiji-
malo, ako sa meni hladina tohto markera v likvore
a v sére pri loziskovej ischémii mozgu (LIM), pri ocho-
reni, ktoré je spojené s poSkodenim nervového tkani-
va, v porovnani s neurologickymi ochoreniami
s miernym, alebo takmer ziadnym poskodenim nervo-
vého tkaniva (epilepsia, migréna/cefalea, lumboischi-
algicky syndrém) a v situacii spojenej so zvysSenou tvor-
bou NSE (tumory CNS).

Enolaza (EC 4.2.1.11) je enzym glykolyzy, ktory
katalyzuje dehydratacnu reakciu 2-fosfoglyceratu. Je
Specificky pre fosfoglycerat a fosfoenolpyruvat. Exis-
tuje v izoformach alfa, beta a gama, priCom gama je
fylogeneticky najmladSou izoformou stavovcov [23].
NSE (gama/gama) je intracelularny protein, ktory sa
nachadza hlavne v cytoplazme neurénov a v inych
bunkach neuroektodermalneho pévodu (neuroendokrin-
né zlazy, APUD bunky). Relativne nizke koncentracie
NSE boli identifikované aj v erytrocytoch, krvnych do-
StiCkach, plazmatickych bunkéach, lymfocytoch a tiez
v stene kapilar a v myoepitelialnych bunkach [8, 14,
19, 27]. Existenciou tychto nie-neuronalnych zdrojov
NSE sa vysvetluje pritomnost NSE v krvi za fyziolo-
gickych podmienok. NSE sa po tkanivovom poSkodeni
pomerne lahko uvolfuje do CSF a krvi s biologickym
pol¢asom Zivota 48 hodin [11, 13, 20]. Tvori asi 1,5 %
celkovej hmotnosti proteinov v mozgu [24].

Uloha NSE v CNS nie je este Uplne jasna. Niektoré
experimentalne Studie poukazuju na jej neuroprotektiv-
nu ulohu. Po¢as vyvoja CNS sa zucastiuje tvorby
membranovych Struktur a je zahrnuta vo vSetkych na
energii zavislych bunkovych procesoch [9, 29]. NSE je
tiez potrebna na udrzanie excitability neuronalnej mem-
brany [13], je zahrnuta v stres-responzivnej regulacii
a v repara¢nych mozgovych procesoch [5, 10, 29].

Koncentracné hladiny NSE v sére a v CSF zistené
v kontrolnych suboroch ré6znymi autormi su uvedené
v tabulke 2.V porovnani s inymi autormi sme v naSom
kontrolnom subore namerali nizSie likvorové koncent-
racie NSE, ktoré su porovnatelné s kontrolnymi hodno-
tami Selakovica et al. [26]. Referenéné hodnoty pre NSE
v CSF publikované r6znymi autormi su znacne varia-
bilné a pohybuju sa v rozsahu od 2,0 + 0.4 az do 21,0
+ 7,0 ug/l [3]. Pravdepodobnym vysvetlenim tejto Siro-
kej variabilty su pouzité odliSné metodické postupy,
malé mnozstvo pacientov v kontrolnych suboroch
a fakt, Ze v mnohych pracach bola kontrolna skupina
zostavena z neurologickych pacientov s negativnym
likvorovym nalezom, u ktorych je neurologicka norma-
lita otazna.

Prvé analyzy NSE sa tykali nadorovych ochoreni
vzhladom na skuto¢nost, ze bunky tumoru mézu produ-
kovat NSE, ¢o sa prejavuje ich zvySenou koncentraciou
v plazme [2, 4, 21].V sulade s tym boli u nasich pacien-

tov s nadorovymi chorobami CNS sérové a likvorové
koncentracie NSE signifikantne vySSie v porovnani
s kontrolnou skupinou, ale aj v porovnani s ostatnymi
analyzovanymi diagnézami (vid tab. 3). Pacienti
s primarnymi tumormi mozgu (n = 13) mali v porovnani
s kontrolnym suborom viac ako 5-nasobne vyssie prie-
merné koncentracie NSE v CSL (17,1 = 6,0 pg/l,
p < 0,00001) a takmer 3-nasobne vysSie koncentracie
NSE v sére (24,6 + 6,0 ug/l, p < 0,0001). U pacientov
s metastazujucimi tumormi do CNS (n = 4) boli hladiny
NSE v CSL v porovnani's primarnymi tumormi CNS niz-
Sie (10,5 + 7,9 pg/l). V tejto suvislosti sa otvara priestor
pre dalSie Studium hladin NSE v CSL u nadorovych ocho-
reni r6zneho histologického typu (nadoroveé infiltracie
mening, paraneoplastické postihnutie CNS, hematogén-
ne malignity, primarne tumory CNS, metastazy do CNS
a pod.) v snahe zistit, ¢i neneuronalna produkcia NSE
je typicka pre vSetky malignity bez rozdielu, alebo sa
tyka len konkrétneho nadorového ochorenia.

Zvysené likvorove, resp. sérové hladiny NSE boli
pozorované aj pri akutnych neurologickych ochoreniach,
ako su cerebrovaskularne prihody [1, 5, 9, 16, 26] a trau-
matické poskodenie mozgu [24]. Pri mozgovom infarkte
sa hladiny NSE v likvore zvySuju do 4 dni [17], resp. do
7 dni [26] od vzniku ochorenia. V subore nasich pacien-
tov priemerne hodnoty NSE v sére pacientov s mozgovou
ischémiou (19,2 + 3,8 pg/l, p < 0,00001) boli v porovnani
s kontrolnym suborom (8,1 + 2,3 ug/l) a ostatnymi sle-
dovanymi diagnézami (lumboischialgicky syndrém, ce-
falea, epilepsia) signifikantne zvySené, ale nelisili sa
vyznamne od pacientov s tumormi CNS (22,6 = 7,4 ug/
). Z 26 analyzovanych pacientov s mozgovou ischémi-
ou 19 pacientov malo sérové koncentracie vyssie ako
16 pg/l NSE. Podobny charakter mali aj zmeny likvoro-
vych hladin NSE (vid tab. 3). Likvorové hladiny NSE
u pacientov s mozgovou ischémiou (7,65 = 3,0 pg/l,
p < 0,00001) boli signifikantne zvySené v porovnani
s kontrolnou skupinou (3,22 + 1,34 pg/l), ale vyznamne
nizSie ako u pacientov s tumormi CNS (22,6 + 7,4 ug/l).
Zistené vysledky poukazuju na neuronalne poskodenie
tkaniva CNS pacientov s mozgovou ischémiou, ¢o je
v sllade so suc¢asnymi predstavami o désledkoch lo-
ziskovej redukcie prietoku krvi pod Specifické kritické
hodnoty [14].

Mierne, ale signifikantne zvySenie sérovych hladin
NSE a QNSE sme zaznamenali aj u pacientov s epi-
lepsiou. V CSL sa zvySené hladiny NSE (> 6 pg/l) po-
zorovali len u 4 z 24 analyzovanych pacientov, ¢o na-
znaduije, ze pri tomto ochoreni dochadza k minimalnemu
alebo az takmer ziadnemu neuronalnemu poskodeniu.
Epilepsia je ochorenie, ktoré sa prejavuje spontannym
opakovanim sa epileptickych zachvatov. Pri rekurent-
nych epileptickych zachvatoch dochadza k vzostupu
mnozstva volnych kyslikovych radikalov a ku genero-
vaniu superoxidového radikalu v mozgu. Recidivujuce
zachvaty mézu zapricinit funkéné a Strukturalne po-
Skodenie elementov BBB. Jacobi a Reiber [11] zistili
v subore 10 epileptikov vyskyt zvySenia likvorovych
hladin NSE len u 3 pacientov. NSE povazuju za vhod-
ny marker na rozliSenie organického pévodu epilepsie
od psychogénneho.
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Finsterer et al. [7] preukazali, ze zvySené hodnoty
likvorovych hladin NSE sa vyskytuju aj u pacientov
s metabolickou myopatiou a polyneuropatiou, a to
aj v pripadoch bez preukdzanych abnormalit CNS.
V na$ej skupine pacientov s lumboischialgickym syn-
dromom (LIS) sme z celkového poctu 56 analyzova-
nych pacientov zistili zvySené hladiny NSE v 7 likvo-
roch (> 6 pg/l) a 20 sérach (>12 pg/l). Mechanizmy
poskodenia, ktoré sa uplatiiuju v patofyziolégii lumbo-
ischialgického syndrému, nie su celkom objasnené.
Okrem priameho mechanického uc€inku na nervovy
koren méze mat dblezitu ulohu aj biochemicky a/alebo
autoimunny efekt nucleus pulposus. Pretoze spinalne
nervove korene su obklopené cerebrospinalnym likvo-
rom, substancie z nervového tkaniva vznikajuce pri jeho
poskodeni mézu vnikat aj do likvoru.

Zaver

Prezentované vysledky potvrdzuju diagnosticku
validitu neuron-Specifickej enolazy ako neSpecifického
markera neuronalneho poskodenia CNS. Analyza NSE
v CSL a v sére spolu s inymi biochemickymi parame-
trami je vhodna pre skrining patologickych procesov
prebiehajucich v centralnom nervovom systéme, pre
sledovanie priebehu a prognézy ochoreni, ale aj opti-
malizacie terapeutickych pristupov.
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