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Streszczenie

W neurotraumatologii medyczno-sagdowej praktyczne znaczenie ma obiektywne ustalenie wieku - czasu powsta-
nia sttuczenia mézgu. Obecnie postep immunohistochemii umozliwia badania elementéw strukturalnych komoérek,
w tym takze bialek cytoszkieletu neuronu - neurofilamentow, ktére ze wzgledu na swoje wlasciwosci mogtyby zostaé
wykorzystane do okreslania wieku obrazen mézgu w medycynie sagdowe;.

Celem niniejszej pracy jest przeglad aktualnego pismiennictwa pod katem badan dotyczacych zmian zachodzacych
w neurofilamentach po urazie mdzgu, zar6wno w modelach zwierzecych, jak i w ludzkim materiale biologicznym.
Przeglad wykazal brak danych dotyczacych czasowych zmian struktury neurofilamentéw po urazie mézgu u ludzi,
ktore moglyby zostaé wykorzystane do okre$lania wieku obrazen w medycynie sadowe;j.

Stowa kluczowe: neurostruktura, neurofilamenty, urazowe uszkodzenie mézgu, medycyna sadowa,
immunohistochemia.

Abstract

Objective determination of the time of brain contusion is of key importance in medicolegal neurotraumatology. Cur-
rently, the progress of immunohistochemistry allows the study of structural elements of cells including neurofilaments,
i.e. neuronal cytoskeletal proteins possessing properties that could be used for determining the age of brain injury in
forensic medicine.

The purpose of this study was to review recently published literature with a focus on studies investigating changes
which occur in neurofilaments after brain trauma, both in animal models and in human biological material. The review
has shown a lack of data on temporal changes in neurofilament expression after human brain trauma which could be
used for determining the age of injuries in forensic medicine.

Key words: neurostructure, neurofilaments, traumatic brain injury, forensic medicine, immunohistochemistry.
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Urazowe uszkodzenie moézgu (traumatic bra-
in injury - TBI) wg danych Swiatowej Organizacji
Zdrowia jest jedng z gtéwnych przyczyn $mierci
oraz niepelnosprawnosci na s$wiecie, szczegélnie
wsrod dzieci i mlodziezy [1]. Do najczestszych przy-
czyn TBI naleza: wypadki komunikacyjne, upadki
i przemoc fizyczna.

W traumatologii sgdowo-lekarskiej wazne, prak-
tyczne znaczenie ma ustalenie wieku - czasu po-
wstania stwierdzonych uszkodzen ciala, poniewaz
umozliwia to obiektywne okreslenie czasu urazu,
ktéry je spowodowal, a tym samym i czasu ewen-
tualnego przestepstwa. Dotyczy to takze zmian ura-
zowych wewnatrzczaszkowych, w tym ogniska sttu-
czenia mozgu (brain contusion — BC).

Ustalanie wieku BC znajduje si¢ w sferze zainte-
resowan medykow sagdowych i neuropatologéw od
poczatku ubieglego stulecia. Jego podstawe stanowig
zmiany morfologiczne w obrebie sttuczenia mézgu,
bedace skutkiem proceséw resorpcji i organizacji.

W tym celu w praktyce analizuje si¢ pourazowe
zmiany w tkance nerwowej oraz towarzyszacy im
odczyn komodrkowy (w tym reakcje gleju) i zmiany
naczyniowe, stosujac oprocz klasycznych metod hi-
stologicznych, takze metody immunohistochemicz-
ne - obiektywizujace i umozliwiajace jednoznacz-
na identyfikacje zmian i komdrek pojawiajacych
sie w ognisku stluczenia w miare uplywu czasu od
urazu [2, 3].

Przyktadem immunohistochemicznego marke-
ra uogdlnionych zmian w tkance nerwowej jest od-
czyn z antygenem APP (amyloid-f3 precursor protein).
Umozliwia on rozpoznanie tzw. rozlanego uszkodze-
nia aksonow (diffuse axonal injury — DAL traumatic
axonal injury — TAI), obarczonego powaznym rokowa-
niem, urazowego, wieloogniskowego, makroskopowo
niewidocznego uszkodzenia mézgu, zanim pojawia sie
klasyczne zmiany neuropatologiczne, tj. retrakcyjne
kule aksonalne. Wzmozona ekspresja APP pojawia si¢
juz po 2-3 godzinach [2, 4]. Nalezy jednak pamietac,
Ze nie jest to zmiana specyficzna dla urazu.

W  pi$miennictwie specjalistycznym dostepne
s3 tabelaryczne zestawienia zaleznosci charakteru
stwierdzanych zmian morfologicznych od wieku
stluczenia mdzgu, tj. czasu, jaki uplynal od urazu
[4, 5]. Podsumowanie najwazniejszych zaleznosci
w barwieniu standardowym i immunohistoche-
micznym przedstawiono w tabeli I. Ich stosowanie
w posmiertnej diagnostyce sadowo-lekarskiej wy-
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According to World Health Organization data,
traumatic brain injury (TBI) is one of the main
causes of death and disability worldwide, particu-
larly among children and adolescents [1]. The most
common causes of TBI are traffic accidents, falls and
physical violence.

The determination of age (i.e. time of occurrence)
of bodily injuries plays an important practical role in
medicolegal neurotraumatology because it helps to
objectively determine when a victim sustained a trau-
ma resulting in the injuries, and hence ascertain the
time frame within which a crime, if any, was commit-
ted. This also applies to intracranial traumatic lesions,
including the focus of brain contusion (BC).

Determining the age of BC has been in the fo-
cus of interest of forensic medicine specialists and
neuropathologists since the beginning of the 20*
century. The procedure of BC age determination is
based on morphological changes within the brain
contusion which arise from resorption and organi-
zation processes.

To this aim, the forensic practice analyzes post-
traumatic lesions in the nervous tissue, and their
accompanying cellular reaction (including the glial
reaction) and vascular lesions, by applying con-
ventional histological methods and immunohisto-
chemical techniques - to objectivize and achieve an
unambiguous identification of lesions and cells de-
veloping in the contusion focus along with the pro-
gression of time from the trauma [2, 3].

One of the immunohistochemical markers of
generalized lesions in the nervous tissue is the APP
(amyloid-p precursor protein) antigen reaction. It
allows the identification of the so-called diffuse ax-
onal injury (DAI) (traumatic axonal injury — TAI)
- a traumatic multifocal and macroscopically unde-
tectable brain injury associated with a very severe
prognosis — prior to the emergence of classical neu-
ropathological lesions, i.e. axonal retraction balls.
Elevated APP expression is observed already after
two or three hours [2, 4]. However, it needs to be
noted that the change is not trauma-specific.

Specialist literature on the topic contains tabular
statements listing correlations between the nature of
identified morphological lesions and the age of brain
contusion, i.e. the time elapsed from the trauma [4,
5]. A summary of the most important correlations
in standard and immunohistochemical staining is
listed in Table I. Their application in post mortem
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Tabela I. Zmiany morfologiczne w zaleznosci od wieku sttuczenia mézgu [2, 4, 5, 28, 37, 38]

Table I. Morphological changes depending on the age of brain contusion [2, 4, 5, 28, 37, 38]

Najkrétszy czas Zmiany mikroskopowe Zmiany mikroskopowe Pismiennictwo
od urazu, po jakim w barwieniu standardowym w barwieniu Literature
stwierdzono zmiane hematoksylina i eozyna (H&E) immunohistochemicznym
Shortest time period Microscopic lesions determined by | Microscopic lesions determined by
from trauma to lesion standard hematoxylin and eosin immunohistochemical staining
identification (H&E) staining
natychmiast obecnos¢ erytrocytéw (2]
immediately presence of erythrocytes
natychmiast degeneracja neuronéw (2, 5]
immediately (obkurczenie, wakuolizacja)
degeneration of neurons
(shrinkage, vacuolization)
natychmiast obrzmienie komérek glejowych (2]
immediately glial cell swelling
> 10 min zmniejszenie ogdlnej barwliwosci (2]
oligodendro- i astrogleju
decrease in overall staining intensity
of oligodendroglial and astroglial
cells
10 min obecnos¢ granulocytéw (5]
CD15-pozytywnych (neutrofiléw)
presence of CD15-positive
granulocytes (neutrophils)
> 45 min apoptoza stwierdzona technika (5]
TUNEL
apoptosis detected by TUNEL assay
1h obecnos¢ inkrustacji w neuronach (2]
presence of neuronal incrustations
>1h ,Czerwone neurony” [37, 38]
(rezultat obkurczenia, silnej
eozynofilii i pyknozy jader)
“red neurons”
(effect of shrinkage, severe
eosinophilia and nuclear pyknosis)
2h rozlane uszkodzenie aksonalne (DAI) (5]
stwierdzone przeciwciatem anty-APP
diffuse axonal injury (DAI) detected
by anti-APP (amyloid precursor
protein) antibody
>3h obecnos¢ odczynu na (5]
apolipoproteine E w potkuli
ipsilateralnej
presence of apolipoprotein E reaction
in the ipsilateral hemisphere
3h obecnos¢ naczyn FVIII-pozytywnych (2]
presence of FVIII-positive vessels
3h spadek immunoreaktywnosci (5]
astrocytéw GFAP-pozytywnych
decrease in immunoreactivity of
GFAP (glial fibrillary acidic protein)-
positive astrocytes
QQNMMQ%
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Tabela 1. Cd.
Table I. Cont.
Najkrdtszy czas Zmiany mikroskopowe Zmiany mikroskopowe Pismiennictwo
od urazu, po jakim w barwieniu standardowym w barwieniu Literature
stwierdzono zmiane hematoksylina i eozyna (H&E) immunohistochemicznym
Shortest time period Microscopic lesions determined by | Microscopic lesions determined by
from trauma to lesion standard hematoxylin and eosin immunohistochemical staining
identification (H&E) staining
3,1h obecnos¢ gleju a1-ACT- (2]
-pozytywnego
presence of a1-ACT
(a1-antichympotrypsin)-positive
glial cells
8h obecnosc erytrofagéw (5]
presence of erythrophages
10 h obrzmienie aksonéw [2, 5]
axonal swelling
11h obecnos¢ makrofagéw (4, 5]
CD68-pozytywnych
presence of CD68-positive
macrophages
12h obrzmienie jader komérek glejowych (2]
swelling of glial cell nuclei
12 h obrzmienie komérek srédbtonka [38]
swelling of endothelial cells
12h neuronofagia (fagocytoza neuronéw) (2]
neuronophagia (phagocytosis of
neurons)
>12h proliferacja naczyn krwionosnych [2, 5]
vascular proliferation
17 h obecnos¢ lipidofagéw (makrofagéw (4]
obtadowanych lipidami)
presence of lipophages (lipid laden
macrophages)
18 h obecnos¢ limfocytéw (2]
presence of lymphocytes
22 h obecnos¢ gleju wimentyna- (2]
-pozytywnego
presence of vimentin-positive glial
cells
1 dzien obecnos¢ sferoidéw (na (2, 38]
1 day poprzecznym przekroju widocznych
jako kule retrakcyjne
presence of spheroids (seen on cross-
section as axonal retraction balls)
1 dzien wzrost immunoreaktywnosci (2]
1 day astrocytéw GFAP-pozytywnych
increase in immunoreactivity of
GFAP-positive astrocytes
> 1 dnia obecnos¢ astrocytéw (2]
> 1 day protoplazmatycznych
presence of protoplasmic astrocytes
QQH\CAMQ%
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Tabela 1. Cd.
Table I. Cont.
Najkrotszy czas Zmiany mikroskopowe Zmiany mikroskopowe Pismiennictwo
od urazu, po jakim w barwieniu standardowym w barwieniu Literature
stwierdzono zmiane hematoksylina i eozyna (H&E) immunohistochemicznym
Shortest time period Microscopic lesions determined by | Microscopic lesions determined by
from trauma to lesion standard hematoxylin and eosin immunohistochemical staining
identification (H&E) staining
1,1 dnia obecnosé komorek (2, 5]
1.1 day LCA-pozytywnych
presence of LCA-positive cells
1,6 dnia obecnos¢ naczyn tenascyna- [2]
1.6 day pozytywnych
presence of tenascin-positive vessels
> 2 dni obecnosc limfocytéw T (2, 5]
> 2 days CD3-pozytywnych
presence of CD3-positive T cells
> 2 dni obecnos¢ syderofagéw (makrofagéw [2]
> 2 days zawierajacych hemosyderyne)
presence of siderophages
(hemosiderin-containing
macrophages)
3 dni proliferacja gleju (glejoza reaktywna) [2]
3 days glial proliferation (reactive gliosis)
3,1 dnia obecnos¢ gleju MIB-1-pozytywnego (2]
3.1 days presence of MIB-1-positive glial cells
3,7 dnia obecnos¢ komoérek UCHL-1- (2]
3.7 days -pozytywnych
presence of UCHL-1-positive cells
4,2 dnia obecnos¢ ceroidu (lipopigmentu) (2, 5]
4.2 days presence of ceroid (lipopigment)
4,4 dnia obecnos¢ fibroblastéw [2]
4.4 days presence of fibroblasts
4 dni obecnos¢ widkien kolagenowych (2]
4 days presence of collagen fibres
> 5 dni obecnos¢ astrocytéw zawierajacych (2]
> 5 days hemosyderyne
presence of hemosiderin-containing
astrocytes
6 dni glejoza wiéknista (2, 4]
6 days fibrous gliosis
6 dni mineralizacja neuronéw in situ (4]
6 days ferrugination of neurons in situ
> 6 dni obecnos¢ hematoidyny (2, 5]
> 6 days (skrystalizowanej bilirubiny)
presence of hematoidin
(crystallized bilirubin)
6,8 dnia obecnos¢ naczyn trombomodulina- (2]
6.8 days -pozytywnych
presence of thrombomodulin-
positive vessels
QQNMMQ%
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Najkrétszy czas Zmiany mikroskopowe Zmiany mikroskopowe Pismiennictwo
od urazu, po jakim w barwieniu standardowym w barwieniu Literature
stwierdzono zmiane hematoksylina i eozyna (H&E) immunohistochemicznym
Shortest time period Microscopic lesions determined by | Microscopic lesions determined by
from trauma to lesion standard hematoxylin and eosin immunohistochemical staining
identification (H&E) staining
7 dni obecnos¢ naczyn (2]
7 days MIB-1-pozytywnych

presence of MIB-1-positive vessels
7 dni obecnos¢ gleju tenascyna- (2]
7 days -pozytywnego

presence of tenascin-positive glial

cells
10 dni obecnos¢ astrocytéw [28]
10 days gemistocytarnych
(tucznokomérkowych)
presence of gemistocytic astrocytes

FVIIl = czynnik VIII; o.1-ACT — a.1-antychymotrypsyna; GFAP — kwasne biatko wtdkienkowe; LCA — wspdliny antygen leukocytarny;
UCHL-1 - C-koricowa hydrolaza L1 ubikwityny; MIB-1 — ligaza ubikwityny E3

FVIIl - factor VIII; o.1-ACT — a.1-antichympotrypsin; GFAP — glial fibrillary acidic protein; LCA - leukocyte common antigen;
UCHIL-1 — ubiquitin C-terminal hydrolase 1; MIB-1 — mindbomb E3 ubiquitin protein ligase 1

kazalo, ze s3 one stosunkowo mato dokladne i obar-
czone ryzykiem popelnienia bledu diagnostycznego.
Ocena réznych elementéw morfologicznych w ogni-
sku stluczenia mézgu zwieksza doktadno$¢ analizy,
a tym samym zmniejsza zakres popelnianego bledu.
Obecnie postep immunohistochemii umozliwia ba-
danie elementéw strukturalnych komorek, w tym
takze bialek cytoszkieletu neuronu - neurofilamen-
tow, ktore ze wzgledu na swoje wlasciwosci (to struk-
tury anatomiczne stosunkowo oporne na dzialanie
endogennych proteaz i posmiertne procesy autolizy
w poréwnaniu z innymi biatkami, np. enzymami)
moglyby zosta¢ wykorzystane do okreslania wieku
obrazen mdzgu w medycynie sagdowe;j.

Celem niniejszej pracy jest przeglad aktualne-
go pismiennictwa pod katem badan dotyczacych
zmian zachodzacych w neurofilamentach po ura-
zie mozgu, zardwno w modelach zwierzecych, jak
i w ludzkim materiale biologicznym.

Neurofilamenty

Do najwazniejszych biatek strukturalnych cy-
toszkieletu komorki nerwowej (neuronu) zalicza
sie: filamenty aktynowe (mikrofilamenty tworzace
ztozony przestrzenny uklfad, tzw. kortykalng sie¢ ak-
tynowa), mikrotubule (neurotubule) oraz filamen-
ty posrednie (tzw. neurofilamenty - NF), pelniace
funkcje podporowa w strukturze komorki [6, 7].

medicolegal diagnostics has shown them to be rela-
tively inaccurate and prone to diagnostic errors. An
evaluation of various morphological elements in
the BC focus increases the accuracy of analysis and
hence reduces the error range. At present, advances
in immunohistochemistry have made it possible to
investigate structural elements of cells, including
neuronal cytoskeletal proteins - neurofilaments.
Due to their properties (they are anatomical struc-
tures exhibiting a relative resistance to the activity of
endogenous proteases and post-mortem processes
of autolysis compared to other proteins such as en-
zymes), they could be used for determining the age
of brain injuries in forensic medicine.

The purpose of this study was to review recently
published literature with a focus on studies investi-
gating changes which occur in neurofilaments after
brain trauma, both in animal models and in human
biological material.

Neurofilaments

The most important neuronal cytoskeletal struc-
tural proteins are: actin filaments (microfilaments
forming a complex spatial system — the so-called
cortical actin network), microtubules (neurotu-
bules) and intermediate filaments (neurofilaments
- NF), performing a supportive function in the cell
structure [6, 7].
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kortykalne filamenty aktynowe
cortical actin filaments

dyneina

perykarion i dend
perlkaryon and den rltes

Ryc. 1. Schemat cytoszkieletu neuronu
Fig. 1. Representation of neuronal cytoskeleton

Neurofilamenty sa obecne zaréwno w ciele ko-
morki nerwowej (gdzie sg syntetyzowane), jak i w jej
wypustkach - dendrytach i aksonie (ryc. 1.). Wcho-
dzace w ich sktad trzy rodzaje polipeptydéw powo-
duja ich zréznicowanie na podjednostki o r6znej ma-
sie molekularnej: lekkie o masie 68-70 kDa (NF-L),
$rednie o masie 145-160 kDa (NF-M) i ciezkie 0o ma-
sie 200-220 kDa (NF-H). Neurofilamenty: NF-L,
NF-M i NF-H, s3 rownomiernie rozmieszczone
w ciele komorki nerwowej i wypustkach w obrebie
o$rodkowego (OUN) i obwodowego uktadu ner-
wowego [8]. Urazy mdzgu powoduja mechaniczng
deformacje tkanki nerwowej, w tym cytoszkieletu
zfozonego z neurofilamentéw, co moze odgrywac
gléwna role m.in. w pourazowym przerwaniu trans-
portu aksonalnego [9].

Neurofilamenty moga by¢ badane na poziomie
tkankowym metodami immunohistochemicznymi,
z uzyciem specyficznych przeciwcial, a takze w ply-
nie moézgowo-rdzeniowym metoda immunoenzy-
matyczng (ELISA) lub immunochromatograficzng
(Western blot) [7, 8].

Badania na zwierzetach

Analiza dostepnego piSmiennictwa wskazuje, ze
dotychczasowe badania zmian czasowych zacho-
dzacych w miejscach urazowego uszkodzenia mo-
zgu w obrebie NF oparto wylacznie na zwierzecych
modelach doswiadczalnych (obiektami byly szczury,

dynein

neurofilamenty

neurofilaments
neurotubule
neurotubules

kinezyna
inesin

Neurofilaments are present both within the neu-
ron body (where they are synthesized) and in the
neurites: dendrites and axon (Fig. 1). They are com-
posed of three types of polypeptides which cause
their differentiation into subunits of different mo-
lecular mass: light with a mass of 68-70 kDa (NF-L),
medium with a mass of 145-160 kDa (NF-M) and
heavy with a mass within the 200-220 kDa range
(NF-H). Neurofilaments: NF-L, NF-M and NF-H,
are evenly distributed through the body of the neu-
ron and neurites within the central nervous system
(CNS) and the peripheral nervous system [8]. Brain
trauma causes a mechanical deformation of the
nerve tissue including the neurofilament cytoskel-
eton, which can play a major role e.g. in post-trau-
matic interruption of axonal transport [9].

Neurofilaments can be studied at the tissue level
by immunohistochemical methods using specific
antibodies, and in the cerebrospinal fluid by means
of immunoenzymatic (ELISA) or immunochroma-
tographic (Western blot) methods [7, 8].

Animal studies

A review of available literature indicates that re-
search conducted so far on the timing of lesions de-
veloping at the site of traumatic brain injury within
NF has been based exclusively on animal experi-
mental models, on objects including rats, mice, pigs
and cats. The majority of studies have investigated
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myszy, $winie, koty). W wiekszosci przypadkow ba-
dano podjednostki cigzkie (NF-H) i lekkie (NF-L).
Z badan tych wynika, iz NF w miejscu uszkodzenia
mozgu stopniowo zanikajg, a catkowity ich zanik
obserwowano po 1-2 tygodniach po urazie [10-13].

Badania doswiadczalne wykazaly, ze TBI skut-
kuje utratg bialek cytoszkieletu lub zwigzanych
z cytoszkieletem, takich jak: NF68, NF200, NF300,
spektryny czy MAP2. Rearanzacje cytoszkieletu
neuronu u szczur6w obserwowano juz 3 godziny po
urazie. W okresie pourazowym prawidlowa odbu-
dowa NF i warunkowanej przez nie cytoarchitek-
toniki ulatwia rekonwalescencje neuronu, podczas
gdy nieprawidiowe nasilenie zmian struktury NF
moze powodowa¢ $mier¢ neuronéw, w tym opoz-
niong, z dysfunkcja OUN. Zmiany w obrebie NF,
zaré6wno w podjednostkach lekkich, jak i ciezkich,
obserwowano w przypadkach ostrego niedokrwien-
nego oraz urazowego uszkodzenia mézgu w zwie-
rzecych modelach doswiadczalnych [14, 15].

U ludzi i zwierzat z TBI zmiany morfologiczne
w obrebie NF wystepowaly w przypadkach wspo-
mnianego juz powyzej rozlanego uszkodzenia ak-
sonéw, a u zwierzat takze w ogniskach stluczenia
mozgu, wspolistniejacych z wybidrcza martwica
neuronéw w korze mézgu, a zwlaszcza w hipokam-
pie, okolicy szczegdlnie wrazliwej zardwno na epi-
zody hipoksji, jak i szerokie spektrum czynnikéw
uszkadzajacych [10-13, 16-24].

Nalezy zauwazy¢, Ze istnieja rowniez takie pra-
ce, w ktorych obserwowano nie spadek, lecz wzrost
immunoreaktywnosci neurofilamentéw po urazie
[25, 26]. Lii wsp. stwierdzili stopniowy, statystycznie
istotny wzrost immunoreaktywnosci (Sredniej gesto-
$ci) neurofilamentéw lekkich — NF-L - wraz z uply-
wem czasu po urazie (do 72 godzin) w takich struktu-
rach moézgu szczura, jak: cialo modzelowate, torebka
wewnetrzna i zewnetrzna czy drogi piramidowe [26].

Badania na materiale ludzkim

Autorzy niniejszego przegladu nie znalezli w lite-
raturze wynikéw badan wplywu TBI na zmiany
w strukturze neurofilamentéw w funkcji czasu
u ludzi, a zwlaszcza wynikéw badan analizujacych
material pobrany post mortem. Na uwage zastugu-
ja niedawno opublikowane wyniki badan zespo-
tu czeskiego Vajtr i wsp., ktdrzy oznaczali bialtka:
S-100B, GFAP i hiperfosforylowane neurofilamenty,
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heavy (NF-H) and light (NF-L) subunits. From
these studies it follows that NF present at the site of
brain injury gradually decline, and disappear com-
pletely approx. 1-2 weeks after the trauma [10-13].

Experimental studies have demonstrated that
TBI results in the loss of cytoskeletal proteins or
cytoskeleton-associated proteins such as NF68,
NF200, NF300, spectrins or MAP2. Rearrange-
ments of the neuronal cytoskeleton in rats have
been observed as early as 3 hours after a trauma. In
the post-traumatic period, normal reconstruction
of NF and NF-dependent cytoarchitectonics facili-
tates neuronal recovery, whereas abnormal intensi-
fication of changes in the NF structure can lead to
neuronal death, also in a delayed manner, with CNS
dysfunction. Changes in NF, both in light and heavy
subunits, have been observed in cases of acute is-
chaemic and traumatic brain injuries in animal ex-
perimental models [14, 15].

In people and animals with TBI, morphologi-
cal changes within NF have been found to occur in
cases of the above-mentioned diffuse axonal injury,
an in animals also in brain contusion foci, coexist-
ing with selective neuronal necrosis in the brain cor-
tex and, particularly, in the hippocampus - a region
which is especially sensitive both to hypoxic epi-
sodes and to a wide spectrum of damaging factors
[10-13, 16-24].

It should be noted that there are also studies
which, instead of a decrease, have demonstrated
a post-traumatic increase in neurofilament immu-
noreactivity [25, 26]. Li et al. have found a gradual,
statistically significant increase in immunoreactiv-
ity (average density) of light neurofilaments (NF-L)
along with the lapse of time after the trauma (up to
72 h) in selected structures of rat brains including
the corpus callosum, internal and external capsules
or pyramidal tracts [26].

Studies of human material

The authors of the present review have not found
in literature any results of studies investigating
the effects of TBI on changes in the neurofilament
structure in the function of time in people, particu-
larly results of studies analyzing material collected
post mortem. Some important findings have recently
come from studies published by the Czech research
team Vajtr et al. who analyzed S-100B and GFAP
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metodami immunohistochemicznymi (w tkankach)
i biochemicznymi (w surowicy) w materiale biolo-
gicznym pobranym od pacjentéw, ktorzy doznali
rozlanych lub ograniczonych uszkodzen moézgu
- zywych, hospitalizowanych przez 10 dni, oraz
pacjentow, ktorzy zmarli [27]. Stezenie NF-H w su-
rowicy stopniowo sie zwigkszalo wraz z uptywem
kolejnych dni od urazu, co wskazuje na postepujaca
dezintegracje cytoszkieletu i uwalnianie NF-H do
krwi. Przez caly analizowany przez badaczy okres
(10 dni od urazu) stezenie NF-H w surowicy bylo
wigksze u osob z DAI w poréwnaniu z osobami
z ograniczonym urazem mozgu.

Czynniki warunkujace warto$¢ wyniku
badania neuroimmunochemicznego

Nalezy mie¢ $wiadomo$¢ obecnosci licznych
czynnikéw warunkujgcych wiarygodnos¢ i tym
samym przydatno$¢ wyniku badania neuroimmu-
nochemicznego. Powszechnie wiadomo, ze OUN
jest szczegdlnie wrazliwy na dzialanie réznego ro-
dzaju czynnikéw uszkadzajacych: mechanicznych,
ischemicznych czy toksycznych [28]. Z uszkodzo-
nej tkanki nerwowej uwalniane sg réznego rodza-
ju substancje wewnatrzkomodrkowe, w tym bialka,
co przy przerwaniu bariery krew-modzg prowadzi
w efekcie do zwigkszenia ich stezenia w ptynie mo-
zgowo-rdzeniowym oraz we krwi [29-31]. Pierwot-
nie ograniczony uraz moze wtérnie doprowadzi¢ do
uogdlnionych zmian w tkance nerwowej (np. DAI),
zatem przy krytycznej interpretacji wyniku ba-
dan neuroimmunochemicznych nalezy dokladnie
przeanalizowa¢ dostepne dane dotyczace charakte-
ru i lokalizacji urazu pierwotnego moézgu, a takze
obecnosci urazéow wtornych (obrzek, efekt masy,
podwyzszone ci$nienie wewnatrzczaszkowe, wglo-
bienia, respiratoroterapia), ktére moga dodatkowo
wplywa¢ na globalna ekspresje genéw i biatek [32].
Zasadne wydaje si¢ réwniez weryfikowanie (opty-
malnie immunohistochemicznie przeciwcialem
anty-APP, skierowanym przeciw bialku prekursora
B-amyloidu) obecnosci DAI w kazdym przypadku
podejrzenia urazu czaszkowo-mdzgowego, ponie-
waz jak juz wspomniano, DAI moze powodowa¢
zmiany w ekspresji biatek, w tym neurofilamentéw
[6, 17, 27]. Ekspresja neurofilamentéw i stopien
ich fosforylacji (defosforylacja zwieksza wrazli-
wos$¢ neurofilamentéw na degradacje enzymatyczng

proteins and hyperphosphorylated neurofilaments
using immunohistochemical methods (in tissues)
and biochemical techniques (in blood serum) in
biological material harvested from patients who had
suffered diffuse or focal brain injury - living, hospi-
talized for 10 days, and patients who had died [27].
The concentration of NF-H in the blood serum was
found to increase gradually with the lapse of days af-
ter the trauma, which suggests a progressive disinte-
gration of the cytoskeleton and the release of NF-H
into the blood. During the entire period analyzed by
the researchers (10 days after the trauma), the blood
serum concentration of NF-H was higher in patients
with DAI than in those with focal brain injury.

Factors determining the result of
neuroimmunochemical analysis

It is very important to realize that there are mul-
tiple factors influencing the reliability and hence
the usefulness of neuroimmunochemical analy-
sis results. It is commonly known that the CNS is
highly sensitive to the effects of various damaging
factors: mechanical, ischaemic and toxic [28]. Dam-
aged nervous tissue releases intracellular substances
of different types, including proteins. Their concen-
tration in the cerebrospinal fluid and in the blood
increases as a result of rupture of the blood-brain
barrier [29-31]. An originally focal injury can, in
a secondary process, lead to generalized lesions
within the nervous tissue (e.g. DAI). Consequently,
a critical interpretation of results of neuroimmuno-
chemical analyses must involve an in-depth exami-
nation of available data describing the nature and
location of the primary brain injury, and the pres-
ence of secondary injuries (oedema, mass effect, el-
evated intracranial pressure, herniation, respiratory
therapy) which can additionally influence the global
expression of genes and proteins. It also seems justi-
fied to verify — optimally by immunohistochemical
means, using anti-APP antibody against f-amyloid
precursor protein — the presence of DAI in every
case of suspected craniocerebral trauma because,
as mentioned above, DAI can cause changes in the
expression of proteins, including neurofilaments [6,
17, 27]. The expression of neurofilaments and their
degree of phosphorylation (dephosphorylation in-
creases the sensitivity of neurofilaments to enzy-
matic degradation involving calpains) can also be
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z udzialem kalpain) moze by¢ zmieniona w choro-
bach mézgu (zapalnych i neurodegeneracyjnych,
takich jak np. stwardnienie rozsiane czy choroba
Alzheimera), dlatego istotne jest szczegdtowe zapo-
znanie si¢ z dokumentacja medyczng zmarlego, jesli
takowa jest dostepna [5, 7, 23, 33].

Podczas oceny materialu sekcyjnego nalezy wzigé
pod uwage stopien zaawansowania zmian po$miertnych
(autoliza, gnicie) — im bardziej s3 nasilone, tym wieksze
jest ryzyko uszkodzenia (proteolizy) biatek i otrzyma-
nia zafalszowanego wyniku. Sposréd neurofilamentéw
za najbardziej odporne na degradacje uwazane s3 neu-
rofilamenty ciezkie - NF-H, co wynika z najwigkszego
stopnia fosforylacji i zdolnosci do wigzania kalmo-
duliny [19, 34]. Geddes i wsp. w modelu zwierzecym
stwierdzili posmiertng akumulacje neurofilamentéw
w perikarionie, dlatego zalecajg szczegdlnie ostrozng
interpretacje tego procesu w materiale posmiertnym
[23]. Warto pamieta¢, ze mikroskopowa identyfikacja
sttuczenia mézgu jest mozliwa nawet do 3,5 tygodnia
od daty zgonu, po ekshumacji zwlok [35].

Podsumowanie

W dostepnej literaturze specjalistycznej braku-
je danych dotyczacych czasowych zmian struktury
cytoszkieletu neuronu po urazie mézgu, ktére mo-
glyby zosta¢ wykorzystane praktycznie do okresla-
nia wieku obrazen w medycynie sadowej. Na fakt
ten zwrocil uwage réwniez Hausmann [2]. Dlatego
tez autorzy niniejszej pracy podjeli probe wykorzy-
stania i okreslenia mozliwosci praktycznego zasto-
sowania badania immunohistochemicznego zmian
pourazowych w obrebie struktur morfologicznych
komoérek nerwowych - u 0s6b zmarlych w réznym
czasie po doznanym urazie czaszkowo-mdzgowym
[36]. Oryginalne wyniki tych badan beda przedmio-
tem kolejnych publikacji.

Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.
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