Blodmarkorer i blod pavisar
- astrocytpaverkan vid covid-19




nervecells- och

Under de senaste aren har stora framsteg gjorts avseende hdgkansliga

méatmetoder for biomarkorkvantifiering i kroppsvatskor. Tva nyckelmarkdrer for

nervcellsskada och en for astrocytaktivering kan nu matas i vanliga blod-
= prover. Henrik Zetterberg, professor i neurokemi, Géteborgs universitet
och University College London, samt klinisk kemist vid Sahlgrenska Univer-
sitetssjukhuset, berattar har om nya resultat som indikerar att covid-19 kan
leda till hjarnpaverkan och att detta kan detekteras och kvantifieras med
hjalp av dessa blodmarkdrer.

Neurofilament och tau ir struktu-
rella proteiner i nerveellsutskott, medan
gliafibrillirt surt protein (glial fibrillary
acidic protein, GFAp) idr hoguttryckt i
hjirnans stodjeceller, astrocyterna. 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
proteinet. Med hjilp av vanlig enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA)
har vi sedan minga ar kunnat mita
NfL, total tau (alla tau-isoformer) och
GFAp i ryggvitska. Hoga koncentratio-
ner av NfL och tau talar for att nerveells-
utskott faller sénder. Hga koncentratio-
ner av GFAp talar for astrocytaktivering
och kan idven ses vid akut astrocytskada
eller i efterforloppet till hjidrnskador vid
s& kallad astroglios.

SA FUNGERAR SINGLE

MOLECULE ARRAY

De senaste 10 dren har vi arbetat inten-
sivt med en teknik som kallas Single mo-
lecule array (Simoa) pd virt lab. Grund-
principen liknar ELISA; man har en
capture-antikropp som fingar in analy-
ten av intresse och en detektionsanti-
kropp som binder till en annan del av
analyten och dr mirkt med nigot som
gdr att mita. I Simoa anvinds beta-ga-
laktosidas som omvandlar ett substrat till
en fluorescerande produkt som kan mi-
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tas. Tricket med Simoa ir att capture-
antikroppen ir konjugerad till sma
magnetiska kulor. Efter inkubering av
capture-antikroppskonjugerade kulor,
prov och detektionsantikropp med en-
zym drar en magnet ner kulorna i mik-
robrunnar (rastret av mikrobrunnar ser
ut lite som ett kinesiskt schackbride i
miniatyr). En mikrobrunn har en volym
pa 50 femtoliter vilket ir endast lite stor-
re dn volymen av en kula. Efter tillsats
av substratet fér enzymet sluts mikro-
brunnarna med en oljefilm, varefter
man filmar hur individuella brunnar
borjar lysa om antigen med detektions-
antikropp och enzym finns nirvarande.
Analyten kan mitas bade digitalt (man
riknar brunnar med lysande kulor divi-
derat med det totala antalet brunnar
med kulor, bide lysande och icke-lysan-
de) men idven analogt (hur mycket
brunnarna lyser). P4 sd vis kan man f3
en signal som kan 6versittas till en "ave-
rage number of enzymes per bead-siff-
ra, vilket motsvarar antigenets koncen-
tration i provet. Uppligget med den i
mikrobrunnar "kompartmentaliserade”
detektionsreaktionen gor alltsd att man
kan rikna individuella molekyler, vilket
gor metoden mycket kiinslig.

BIOMARKORER FOR HJARNSKADA

| BLODPROVER

Vi har under de senaste dren fort 6ver
vira vanliga metoder for NfL och tau
(ELISA) till Simoa och pa si vis lyckats
4 metoderna 1001000 gdnger kinsli-
gare.' Plasma NfL kan nu bestillas som
en klinisk analys vid Laboratoriet for
klinisk neurokemi, Sahlgrenska Univer-
sitetssjukhuset/Molndal. Parallellt med
detta arbete har andra forskargrupper
utvecklat ett hogkinsligt Simoa-test for
GFAp.” Detta har méjliggjort att vi nu
kan mita NfL, tau och GFAp 1 vanliga
blodprover. Vi har kunnat visa att hyp-
oxisk hjirnskada efter hjirtstopp leder
till en massiv 6kning av tau, NfL och
GFAp i blodbanan under dygnen ome-
delbart efter hjirtstoppet; graden av k-
ning korrelerar med kliniskt utfall.**
Vid svér traumatisk hjirnskada fir man
en NfL-stegring i blodet, som ndr sitt
maximum efter ndgra veckor och nor-
maliseras inom nigra manader.” Aven
hir finns en korrelation till utfall. Vid
ldttare hjirnskada, sdsom hjirnskak-
ning, ser man ocksd évergdende dkning-
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ar av tau och NfL i blodbanan.® Liknan-
de resultat ses for GFAp.” I samtliga stu-
dier verkar tau och GFAp vara de snab-
ba markérerna som stiger inom timmar
och snabbt tas bort frin blodbanan
(halveringstiden ir cirka 10 timmar),
medan NfL verkar vara ldingsammare
(dess koncentration stiger under veckor
och normaliseras inom manader). Vid
Alzheimers sjukdom ir tau-koncentra-
tionen litt f6rhéjd i plasma, men med
ett ganska stort éverlapp gentemot kont-
roller." Ett betydligt bittre Alzheimer-
test 1 blod dr fosforylerat tau (P-tau), som
detekterar Alzheimerforindringar 1
hjirnan med en diagnostisk riktighet
som overstiger 90 procent.”” Foér neu-
rodegenerativa sjukdomar i allminhet
verkar NfL i blod vara en lovande mar-
kor; vid den svira drftliga formen okar
NfL-koncentrationen i blod flerfaldigt
under en 10-drsperiod innan forvintat
kliniskt insjuknande och liknande f6r-
indringar (om in inte lika tydliga) ses
vid den vanliga, sporadiska formen av
sjukdomen." Vid 6vriga neurodegenera-
tiva sjukdomar, sdsom pannlobsdemens
och atypiska parkinsonliknande sjukdo-
mar dr NfL- och GFAp-koncentratio-
nen i blod férhéjd och korrelerar med
neurodegenerativa foérindringar vid
magnetkameraundersékning.” Vid
multipel skleros dr NfL-koncentratio-
nen i blod ofta f6rh6jd vid skov och nor-
maliseras efter insittandet av effektiv
behandling.™"”

NEUROLOGISKA KOMPLIKATIONER

VID COVID-19

Att vi nu har tillforlitliga blodtester for
hjirnskada har éppnat upp for manga
spiannande studier som forut inte har va-
rit méjliga. Nir SARS-CoV-2 (severe
acute respiratory syndrome coronavi-
rus-2) borjade sprida sig éver virlden
och de kliniska bilderna av sjukdomen
covid-19 blev allt mer bekanta kom snart
rapporter om att en del patienter, trots
avancerad intensivvird, drabbades av
allvarliga neurologiska komplikationer.”
Det har nyligen visats att SARS-CoV-2
kan infektera hjidrnan, dven om det ir
ovanligt, och det ir kiint att viruset kan
utlésa en svirkontrollerad inflamma-
tions- och koagulationskaskad med ut-
bredd blodproppsbildning i vitala organ,
inkluderande hjirnan och det perifera
nervsystemet. Om det dirutéver finns

direkt nervskadande inflammatoriska
sjukdomskomponenter, som kan utgora
ytterligare mal for behandling, ir fort-
farande oklart.

I samarbete med Professor Magnus
Gissléns forskarlag pa infektionsklini-
ken vid Sahlgrenska Universitetssjukhu-
set har vi undersokt 47 patienter med
mild (n=20), méittlig (n=9) och svir
(n=18) covid-19.* Mild covid-19 definie-
rades som SARS-CoV-2-infektion utan
behov av slutenvdrd. Patienter med
mittlig covid-19 behovde sjukhusvard
men inte respirator. Patienter med svir
covid-19 behévde respiratorvird. Vi
samlade blodprover vid upprepade till-
fillen och mitte NfL, tau och GFAp
med Simoa-teknik. Resultaten jimfor-
des med 33 dldersmatchade kontroller
utan SARS-CoV-2-infektion. Vid svir
covid-19 var bide NfL- och GFAp-kon-
centrationerna forhdjda och NfL-kon-
centrationen okade dver tid, medan inga
tydliga okningar sigs for tau. Vid méitt-
lig covid-19 var GFAp-koncentrationen
forhojd tdigt 1 sjukdomsforloppet, vil-
ket talar for tidig astrocytpdverkan re-
dan vid denna grad av infektion. Mild
covid-19, den form som det stora flertalet
av alla infekterade fir, var inte associe-
rad med ndgra biomarkértecken pd
CNS-péverkan, vilket forstas ir ett upp-
muntrande och lugnande resultat. Vir
studie har flera brister. Exempelvis vore
det viktigt att ha en kontrollgrupp av in-
tensivvdrdade patienter utan SARS-
CoV-2 for att utesluta en primiir effekt
av svir sjukdom och intensivvird pd
hjirnskademarkérerna. Vi hade inte
heller data pé perifer nervcellspdverkan,
vilket kan paverka NfL-koncentratio-
nen 1 blod. Det kommer iven att vara
viktigt med langtidsuppféljning. Korre-
lerar biomarkérférindringar talande for
CNS-pédverkan med hur svir konvale-
scensen blir? Forutsiger biomarkorfor-
indringarna neurologiska komplikatio-
ner till covid-19? Blir patienter med
kraftiga 6kningar av NfLL och GFAp
under vardférloppet mer hjirntrétta in
andra? Kan férbittrade behandlings-
metoder foérebygga biomarkérékning-
arna?

Mer forskning behovs och det ir fan-
tastiskt att vi 1 Sverige s& snabbt etable-
rade covid-19-biobanker och kliniska
studier dir prover samlas in och nog-
grann patientkaraktirisering och upp-



foljning sker. Tack vare detta kommer
vi att lira oss mycket mer om SARS-
CoV-2-infektionens paverkan pd nerv-
systemet under de kommande ména-

derna.
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