Monitorering

Under de senaste aren har stora framsteg gjorts avseende hogkansliga matmetoder for
proteinkvantifiering i kroppsvatskor. Tva nyckelmarkorer for nervcellsskada kan nu matas
i vanliga blodprover. Henrik Zetterberg, professor i neurokemi, Géteborgs universitet
och University College London, samt klinisk kemist vid Sahlgrenska Universitetssjukhuset,
berattar har om nya resultat som indikerar att vanlig generell anestesi kan leda till nerv-
cellspaverkan eller till och med nervcellsskada.

Neurofilament och tau &r struktu-
rella proteiner i nerveellsutskott. Det
finns tre olika former av neurofilament
som brukar kallas light (NFL), medium
(NFM) och heavy (NFH), beroende pd
hur de vandrar i polyakrylamidgeler.
Tau kodas av en gen, men alternativ
mRNA-splitsning ger 6 olika isoformer
och det finns dven en hel del fragment
och pd andra sitt modifierade former av

Blodmarkoérer for hjdrnskada

proteinet. Med hjilp av vanlig enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA)
har vi sedan minga dr kunnat mita
NFL och total tau (alla tau-isoformer) 1
ryggvitska. Hoga koncentrationer talar
for att nerveellsutskott faller sénder. Vid
akut nervcellskada fir man en snabb
okning av koncentrationerna (inom
ndgra dagar) 1 ryggvitska och sedan
normaliseras de dver veckor (tau) till
ndgra minader (neurofilament). Vid
neurodegenerativa tillstind dr marké-
rerna okade och indikerar sjukdomsin-
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tensitet. Hoga koncentrationer talar for
snabb progress, liga talar for ett mindre
aggressivt sjukdomsforlopp. Det finns
dven intressanta skillnader i hur dessa
proteiner uttrycks 1 hjirnvivnad. Grov-
kalibriga axoner forefaller sirskilt rika
p& NFL medan tunna, icke-myelinise-
rade axoner (de man typiskt ser i gr
substans) innehaller mycket tau.

“Vid neurodegenera-
tia tillstand dr mar-
korerna 6kade och
idikerar sjukdoms-
intensitet.”

MYCKET KANSLIG MATMETOD

De senaste 5 dren har vi arbetat intensivt
med en teknik som kallas Single mole-
cule array (Simoa) pa vdrt laboratorium.
Grundprincipen liknar ELISA; man
har en capture-antikropp som fingar in
analyten och en detektionsantikropp
som binder till en annan del av analyten
och dr mirkt med nigot som gér att
miita. I Simoa anvinds beta-galaktosi-

das som omvandlar ett substrat till en
fluorescerande produkt som kan mitas.
Tricket med Simoa ir att capture-anti-
kroppen ir konjugerad till smd magne-
tiska kulor. Efter inkubering av tre
komponenter (capture-antikroppskon-
jugerade kulor, sjilva provet och detek-
tionsantikropp med enzym) drar en
magnet ner kulorna i mikrobrunnar
(rastret av mikrobrunnar ser ut lite som
ett kinesiskt schackbride i miniatyr). En
mikrobrunn har en volym pa 50 femto-
liter vilket dr endast lite storre dn voly-



pavisar nervcellspaverkan
vid kirurgi och anestesi

men av en kula. Efter tillsats av substra-
tet for enzymet sluts mikrobrunnarna
med en oljefilm, varefter man filmar
hur individuella brunnar bérjar lysa om
antigen med detektionsantikropp och

enzym finns nirvarande. Analyten kan

miitas bdde digitalt (man riknar brunn-

nar med lysande kulor dividerat med
det totala antalet brunnar med kulor,
bide lysande och icke-lysande) men
dven analogt (hur mycket en individuell
brunn lyser). P4 sd vis kan man fi en
signal som kan oversittas till ett "avera-
ge enzyme per bead”-nummer. Upplig-

get med den i mikrobrunnar "kompart-
mentaliserade” detektionsreaktionen gor
alltsd att man kan rikna individuella
molekyler, vilket gor metoden mycket
kinslig.
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Vi har under de senaste dren fort dver
véra vanliga metoder for NFL och tau
(ELISA) till Simoa och pa si vis lyckats
4 metoderna 100-1000 gdnger kinsli-
gare." Detta har mojliggjort att vi nu
kan mita bdde NFL och tau 1 vanliga
blodprover. Vi har kunnat visa att hyp-
oxisk hjirnskada efter hjirtstopp leder
till en massiv 6kning av tau i blodbanan
under dygnen omedelbart efter hjirt-
stoppet; graden av tau-6kning korrele-
rar med klinisk outcome.”” Vid svir
traumatisk hjirnskada fir man en
NFL-stegring i1 blodet, som ndr sitt
maximum efter ndgra veckor och nor-
maliseras inom négra manader.' Aven
hir finns en korrelation till outcome.
Vid littare hjirnskada, sisom hjirn-
skakning, ser man ocksd overgdende
okningar av tau och NFL i blodbanan.’
I samtliga véra studier verkar tau vara
den snabba markéren som stiger inom
timmar och snabbt tas bort frin blodba-
nan (halveringstiden ir cirka 10 tim-
mar), medan NFL verkar vara ling-
sammare (dess koncentration stiger un-
der veckor och normaliseras inom maé-
nader). Vid Alzheimers sjukdom ir tau-
koncentrationen litt forhéjd 1 plasma,
men med ett ganska stort éverlapp gent-
emot kontroller.*” Vid Creutzfeldt-Ja-
kobs sjukdom fungerar dock tau i plas-
ma vil som biomarkér.™” For Alzhei-
mers sjukdom verkar NFL i blod vara
en lovande markér; vid den svira irft-
liga formen 6kar NFL-koncentrationen
1 blod flerfaldigt under en 10 drs-period
innan forvintat kliniskt insjuknande
och liknande férindringar (om in inte
lika tydliga) ses vid den vanliga, spora-
diska formen av sjukdomen." Vid 6vri-
ga neurodegenerativa sjukdomar, sdsom
pannlobsdemens och atypiska parkin-
sonliknande sjukdomar dr NFL-kon-
centrationen i blod f6rhjd och korrele-
rar med neurodegenerativa forindring-
ar vid magnetkameraundersékning.""
Vid multipel skleros ir NFL-koncen-
trationen 1 blod forhsjd vid skov och
normaliseras efter insittandet av effek-
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tiv behandling.
NERVCELLSSKADA | SAMBAND

MED ANESTESI

Att vi nu har tillférlitliga och dynamis-

ka blodtester for nerveellsskada har
oppnat upp f6r manga spinnande stu-
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“I samtliga vdra studier verkar tau vara den

snabba markoren som stiger inom timmar och
snabbt tas bort fran blodbanan (halveringstiden
ar cirka 10 timmar), medan NFL verkar vara

langsammare (dess koncentration stiger under

veckor och normaliseras inom mdnader).”

dier som forut inte har varit méjliga. Ett
filt av betydande klinisk relevans ir
hjirnpdverkan i samband med kirurgi
och anestesi. Delirium och/eller kogni-
tiv funktionsnedsittning efter kirurgi
ir ett vilkint problem, men exakt vad
det beror pa idr okint. Kan det vara s
att anestesin paverkar nervcellerna pa
ett ogynnsamt sitt? Detta har vi med
hjilp av markérerna ovan undersokt i
samarbete med ett australiensiskt fors-
Trettio patienter (60 &r och ild-
re) som skulle genomga kirurgi (ortope-
disk kirurgi 123 fall, hjirtkirurgi i 6 fall
och matstrupskirurgi i ett fall) inklude-
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karlag.

rades 1 en studie dir plasmaprover togs
innan anestesi inleddes (generell anes-
tesi med propofolinduktion och direfter
inhalationsanestesi eller fortsatt propo-
folinfusion, ibland kompletterat med
fentanyl) och direfter 30 minuter, 6 tim-
mar, 24 timmar och 48 timmar efter av-
slutad kirurgi. Bide tau och NFL 6kade
1 plasma efter kirurgin och 6kningarna
var inte ovisentliga: 67 procent (95%
konfidensintervall 45% till 89%) for
NFL och sd mycket som 257 procent
(95% konfidensintervall 154% till 361%)
for tau. Detta dr mycket mer dn vad
man ser efter hjirnskakning, men
mindre dn vad vi sdg efter hjirtstopp.
Studien var for liten for att undersoka
vilken klinisk betydelse detta hade och
det gick inte att avgora exakt vad som
orsakade 6kningarna (anestesin, vilket
kan tyckas mest sannolikt, eller ndgot
annat relaterat till kirurgin), men det ir
svirt att tolka fynden pd nigot annat
sitt dn att nervcellerna paverkades
ogynnsamt av proceduren.

Mer forskning behévs men under 2018
siktar vi pd att ha plasma-NFL-meto-
den uppsatt 1 klinisk laboratorierutin.
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