Neurofilament light

— en markor for nervcellsskada

| ett VINNOVA-finansierat samarbetsprojekt mellan Géteborgs universitet, Sahlgrenska
akademin och UmanDiagnostics har forskare tagit fram en hogkanslig metod for att mata
proteinet neurofilament light (NFL) i blodprover. Henrik Zetterberg, professor i neuro-
kemi, Goteborgs universitet och University College London, samt klinisk kemist vid
Sahlgrenska Universitetssjukhuset, beskriver har bakgrunden till metoden.

Neurofilament ar strukturella intermediirfilament i
grovkalibriga nervcellsutskott. Dessa filament dr uppbyggda
av tre subenheter som brukar kallas light (NFL), medium
(NFM) och heavy (NFH), beroende pé hur de vandrar vid
polyakrylamidgelelektrofores. Nir grovkalibriga axoner gar
sonder, oberoende av genes, licker neurofilament ut 1 hjir-
nans interstitiella vitska och kommer ut i cerebrospinal-
vitskan (CSV) och 1 blodet. Vi har i manga dr haft vilbepro-
vade metoder f6r att mita NFL i CSV, ett metodarbete som
inleddes av doktor Jan-Erik Karlsson och Professor Lars Ro-
sengren vid Sahlgrenska Universitetssjukhuset pd slutet av
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1980-talet och utmynnade i en férsta enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) 1996." Den metod Rosengren och
Karlsson hade utvecklat byggde pa polyklonala antikroppar
mot NFL frin kyckling och kanin. Rosengren och medarbe-
tare lyckades med tiden gora den mycket kiinslig, sd att NFL-
koncentrationen 1 CSV dven frin friska minniskor kunde
uppmiitas. Niklas Norgren och Torgny Stigbrand i Umed
lyckades tillsammans med Rosengren och Karlsson seder-
mera ta fram monoklonala anti-NFL-antikroppar,” som till-
sammans gav en dnnu kinsligare metod med en nedre detek-
tionsgrins pd 50—60 ng/L och, kanske viktigast av allt, en




"Ndr grovkalibriga axoner
gdr sonder, oberoende av
genes, lacker neurofilament
ut 1 hjirnans interstitiella
vitska och kommer ut i
cerebrospinalvitskan (CSV)
och 1 blodet.”
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obegrinsad tillgdng pa antikropp.’ Med dessa metoder har
en rad viktiga studier genomforts. Pionjirarbetet leddes frin
Sverige, men huvudresultaten har verifierats av forskargrup-
per frin hela virlden.

CSV-NFL INDIKERAR NERVCELLSKADA

Resultaten visar att CSV-NFL-koncentrationen ir {6rhojd
vid en rad neurodegenerativa sjukdomar, sisom amyotrofisk
lateral skleros, frontallobsdemens, atypiska parkinsonsjukdo-
mar, subkortikal vaskulir demens och Alzheimers sjukdom.
Graden av 6kning korrelerar med sjukdomsintensitet, bade
miitt som klinisk progression och tid till d6d. CSV-NFL skar
vidare vid skov av multipel skleros och normaliseras vid
lyckosam behandling.” CSV-NFL 6kar édven vid en rad aku-
ta neurologiska tillstind, ssom stroke,” anoxisk hjirnskada,’
traumatisk hjirnskada® och hjirnskakning.” Aven hir kor-
relerar graden av 6kning med kliniskt utfall; hog CSV-NFL-
koncentration talar for allvarlig skada och 6kad risk for daligt
utfall. Vid akuta tillstind 6kar NFL under de nirmaste da-
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garna och ndr ett maximum ca 7-10 dagar efter skadan, for
att normaliseras under de kommande sex minaderna, om
inte ytterligare skador tillkommer eller den sjukliga proces-
sen kvarstir. Sammantaget talar ett stort antal studier for att
CSV-NFL ir en kinslig och anvindbar markér for att pa-
visa nerveellsskada, sirskilt 1 hjirnsubstans rik pd grovkalib-
riga nervcellsutskott, och att detta kan vara anvindbart i li-
kemedelsstudier som ett objektivt métt pd om likemedels-
kandidaten verkligen bromsar upp den nervcellsskadande
processen.

BLODMARKORER FOR HJARNSKADA?

Stora forskningsresurser har lagts ner pa forsok att utveckla
pélitliga blodmarkérer f6r CNS-skada, men med magert re-
sultat. Serum S-100B kan enligt vissa studier anvindas som
ett screeningtest hos patienter med misstiinkt hjidrnskakning
for att selektera de patienter som behéver gora en CT hjirna
infor eventuell neurokirurgisk konsultation, men testet ir inte
tillriickligt kinsligt eller specifikt for att pdvisa axonskada vid
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Monitorering

hjirnskakning (den skada som troligen ir viktigast for att
orsaka postkommotionella besviir, som ibland kan bli 1ing-
variga och handikappande, och som dven kan ge upphov till
kronisk traumatisk encefalopati vid upprepade hjirnskak-
ningar innan hjirnan likt firdigt). Vidare saknas kinsliga
tester for att pdvisa nerveellskada vid neurodegenerativa eller
neuroinflammatoriska tillstdnd.

EN NY MATMETOD

Vi har tillsammans med Niklas Norgren vid UmanDiag-
nostics nu tagit fram en metod att kvantifiera NFL i blod.
Metoden bygger pd samma antikroppar och standardprotein
som 1 CSV-testet som UmanDiagnostics tillverkar, men har
overforts till ett nytt instrument, framtaget av en forskar-
grupp 1 Boston, kring vilken ett bolag har bildats: Quante-
rix."” Quanterix tillverkar ett Single molecule array (Simoa)-
instrument, vars analysprincip bygger pa klassisk sandwich
ELISA-teknik, dir mdlmolekylen, som man vill mita, fing-
as 1 en sandwich mellan en “capture”- och en detektionsanti-
kropp, som ir mirkt pa ett kvantifierbart sitt. I Simoa-tek-
niken ir capture-antikroppen konjugerad till magnetiska
kulor (1000-tals antikroppar per kula). Antikroppskonjuge-
rade magnetiska kulor inkuberas med provet tillsammans
med B-galaktosidaslinkade detektionsantikroppar. Ospecifik
bindning tvittas bort, varefter kulorna dras ner i mikrobrun-
nar (tillverkade med CD-teknik av Sony) med hjilp av en
magnet. En mikrobrunn héller en volym p4 ca 50 femtoliter
och endast en kula per brunn far plats. Substratet for
[B-galaktosidas tillsitts, varefter mikrobrunnarna sluts med
hjilp av en oljefilm. Gridden (ser ut lite som ett kinesiskt
schackbride) av mikrobrunnar kan sedan fotograferas (fér
att sikerstilla att endast mikrobrunnar som har kulor i sig
riknas), varefter fluorescensen mits med en CCD-kamera.
Lysande brunnar innehdller antigen och, om man har spitt
ner 16sningen till en sddan antigenkoncentration att exempel-
vis I av 10 brunnar lyser, vet man att en sddan brunn inneh3l-
ler endast ett antigen. Kompartmentaliseringen av detek-
tionsreaktionen, s enkel och genial, mojliggor sdledes kvan-
tifiering pd en-molekylsniva!

VI KAN NU MATA NFL | BLOD

Overforingen av UmanDiagnostics CSV-NFL-metod till Si-
moa-instrumentet har resulterat i en metod med en analytisk
kinslighet under 1 ng/L. Vi kan uppmiita koncentrationen
av NFL i serum och plasma, dven p4 friska individer, och har
hittills kunnat visa att serum-NFL korrelerar med CSV-
NFL med en korrelationskoefficient pa 0,88," att serum-
NFL ir forhojt vid hivrelaterad encefalopati” och vid trau-
matisk hjidrnskada”, samt hos amerikansk fotbollsspelare ef-
ter en intensiv tivlingssisong.” Vi undersoker for nirvarande
hjirnskakning vid ishockey samt patienter med neuro-
degenerativa sjukdomar och multipel skleros. Férhoppning-
en ir att detta skall bli det forsta kliniskt anviindbara testet
for nerveellsskada vid neurodegenerativa och neuroinflam-
matoriska sjukdomar, samt hjirnskakning.
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