Multipel skleros

Nya fynd kan leda till

mdlvndanpassad

behandling av M'S

Befintliga behandlingar av multipel skleros (MS) slar brett mot immunsystemet.
Nu har forskare vid Karolinska Institutet utvecklat en metod for att identifiera
vilka immunceller som dr inblandade hos olika patienter. Med hjalp av metoden
har man funnit fyra nya malmolekyler fér MS som kan fa betydelse for framtida
individanpassad behandling. Mattias Bronge, doktorand vid institutionen for
klinisk neurovetenskap vid Karolinska Institutet berdttar har om fynden som
nyligen har publicerats i Science Advances.

Multipel skleros ér en kronisk in-
flammatorisk sjukdom 1 det centrala
nervsystemet (CNS) som sannolikt ir

autoimmun. MS debuterar oftast 1 20—

40 4rs 3ldern och med cirka 20.000
drabbade 1 Sverige ir det en av de le-
dande orsakerna till neurologisk funk-
tionsnedsittning bland vuxna i arbets-
for dlder. Symtomatologin ir bred, d&
inflammationen kan uppstd i olika delar
av CNS, men innefattar ofta synrubb-
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ningar pa grund av inflammation i syn-
nerven, domningar och pareser i extre-
miteter, trotthet och kognitiv nedsitt-
ning. Den klassiska bilden ir distinkta
skov med neurologiska symtom med hel
eller delvis regress emellan med éver-
gang till en progressiv fas efter 10-20 ar.
Cirka 15 procent av patienterna debute-
rar dock med progressiv sjukdom.!
Nigon direkt orsak till MS har inte

kunnat identifieras utan sjukdomen

tros beror pd ett samspel mellan bide
genetik och miljofaktorer. Stora “geno-
me-wide association studies” har iden-
tifierat 6ver 200 riskgener som de flesta
paverkar det adaptiva immunférsvaret,
dir Human Leukocyte Antigen
(HLA)-DRB1#15:01 utgér den klart
starkaste risken. I miljon ir det framfor
allt Epstein-Barr-virusinfektion, rok-
ning och liga vitamin-D nivder som
okar risken.?



Patofysiologin karaktiriseras av en
infiltration av immunceller frin det
adaptiva immunfdrsvaret, framfor allt
T-celler, 6ver blod-hjdrnbarriiren och
efterféljande fokal inflammation och
bildandet av inflammatoriska plack
med demyelinisering och axonal skada
som f6ljd. D4 den rddande hypotesen
dr att MS ir en autoimmun sjukdom
som orsakas av ett missriktat adaptivt
immunf6rsvar mot specifika strukturer

1 hjdrnan, si kallade autoantigen, har

mycket tid lagts pd att identifiera exakt
vilka autoantigenen ir, nigot som ir
nodvindigt bide for att f6rstd sjukdo-
mens etiopatogenes och for att forbitt-
ra diagnostik och 6ppna upp for nya
behandlingsstrategier. Hittills har en
handfull autoantigen, framfor allt my-
elinproteiner, identifierats men den
kidnda repertoaren 1 MS ir sannolikt
langt ifrdn komplett.’ Det har generellt

varit svart att studera autoreaktiva T-
celler da de dr forhillandevis f4, minga
metoder inte tillrickligt kinsliga och
ett enda “nyckel”-antigen kanske inte
existerar.

I takt med att antigen-specifika im-
munterapier blir ett mer realistiskt be-
handlingsalternativ f6r autoimmunitet
har vikten av att identifiera relevanta
autoantigen blivit allt stérre d4 en mer
tullstindig repertoar utgor ett absolut
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Figur 1. Antalet aktiverade T-celler efter stimulering med CNS-specifika antigen. Overst: Resultat fran screening. Nedre vénster: Resultat fran forsta
validering med en stérre natalizumabbehandlad kohort. Nedre héger: Resultat fran andra valideringen med en obehandlad kohort. Bild utarbetad fran

Bronge M, et al. 2022.°

krav for effektiv behandling. Den hir
strategin har potentialen att vara bide
effektiv och siker, och i musmodeller
dir autoantigenen ir kinda har be-
handlingsstudier varit mycket lyckade.!
Antigenspecifik terapi har dock inte
varit lika framgdngsrik 1 minniska och
en forklaring dr att en effektiv behand-
ling kriver att fler autoantigen inklu-
deras, och girna pd ett skriddarsytt
sitt for patienternas individuella sjuk-
domsdrivande autoantigen.*” Syftet
med vir studie var att genom en bred
screening av T-cellsreaktivitet mot
CNS-proteiner identifiera tidigare
okinda autoantigen 1 MS.°

BRED SCREENING AV
AUTOREAKTIVITET

I ett samarbeta med Kungliga Teknis-
ka Hogskolan och Human Protein At-
las’” skapade vi en panel av antigen som
representerade 63 olika proteiner med
selektiv expression i CNS. Tidigare f6-
reslagna autoantigen ingick men den
stora majoriteten bestod av tidigare, i
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Resultaten talar for att den stora va-

riationen i sjukdomens kliniska pre-

sentation ocksa aterspeglas i de un-
derliggande immunologiska processerna.

denna kontext, ostuderade proteiner.
For att 6ka kinsligheten i efterfoljande
experiment anvindes en ny metod dir
antigenen kopplades till fagocyterbara
mikropartiklar vilka tas upp av anti-
genpresenterande celler som monocy-
ter, for intracelluliért processande av an-
tigen och presentation av till T-celler.
D3 autoreaktiva T-celler hos patien-
ter korsar blod-hjirnbarriiren och si-
ledes finns i hjdrnan, valde vi att stu-
dera patienter som behandlades med
natalizumab, en antikropp som block-
erar denna passage for att pd s3 sitt oka
chansen att just relevanta T-celler be-
finner sig 1 blodet vid provtagstillfillet.
Immunceller frin personer med MS
och matchade friska kontroller isolera-

des fram fran vendsa blodprov och sti-
mulerades med antigenpanelen i en
FluoroSpot-assay,® en metod som gor
det méjligt att identifiera enstaka akti-
verade T-celler genom detektion av cy-
tokinutséndring.

En 6kad mingd pro-inflammatoris-
ka T-celler hos personer med MS jim-
fort med friska kontroller reagerade
mot fyra tidigare okinda autoantigen:
Fatty Acid-binding Protein 7 (FABP7),
Prokineticin-2 (PROK?2), Reticulon-3
(RTN3) och Synaptosomal Associated
Protein 91 (SNAPYI). Resultaten pre-
senteras 1 Figur 1, 6versta grafen. De
nya identifierade autoantigenen har
spridd expression 1 CNS och framfor
allt i neuron och stddjeceller (glia), sna-



rare dn 1 de myelinproducerande oligo-
dendrocyterna vars protein studerats
mest 1 denna kontext tidigare.

VALIDERING | STORRE MATERIAL

For att validera resultaten frdn screen-
ingen upprepades forsoken i ytterligare
kohorter, forst i en stérre kohort av na-
talizumabbehandlade personer med
MS och matchade friska kontroller.
Detta foljdes sedan av repetition i en
kohort av obehandlade personer med
MS, friska kontroller och personer med
andra neurologiska sjukdomar, for att
forsikra att resultaten inte enbart be-
rodde pd natalizumabbehandlingen.

Aterigen sigs en 5kad miingd T-cel-
ler som framfor allt producerade det
proinflammatoriska cytokinet interfe-
ron-gamma som svar pd de fyra nya au-
toantigenen samt tre tidigare kinda
myelinautoantigen (Myelin Oligo-
dendrocyte Glycoprotein, Myelin Basic
Protein och Proteolipid Protein) hos
bade natalizumabbehandlade och obe-
handlade personer med MS [Figur 1,
nedre graferna]. De autoreaktiva T-cel-
lerna var primirt CD4* T-hjilparceller
och beroende av HLA-DR-presenta-
tion av sitt respektive autoantigen for
att kunna aktiveras.

Forekomst av autoantikroppar i plas-
ma undersoktes ocksd 1 ett stort mate-
rial av personer med MS och kontroller,
men ingen 6kad férekomst hos patien-
ter av autoantikroppar specifika mot
autoantigenen kunde detekteras.

INDIVIDUELLA
AUTOANTIGENPROFILER

I den obehandlade patientgruppen var
T-cellssvaren mycket heterogena bide

Patient 1, 2, 3...

De identifierade autoantigenen 6pp-

nar upp for nya diagnostiska meto-

der med matning av autoreaktivitet,
vilket kan vara anvandbart i fall dar diagnostik

av patienter ar svar.

avseende styrkan pd och monstret av T-
cellsautoreaktiviteten och varje individ
uppvisade en 1 princip unik autoanti-
genprofil [Figur 2]. Resultaten talar for
att den stora variationen i sjukdomens
kliniska presentation ocks8 dterspeglas
1 de underliggande immunologiska
processerna. Denna heterogenitet inne-
bar ocks4 att kiinsligheten och specifi-
citeten for enskilda autoantigenreakti-
viteter att sirskilja mellan MS och icke-
MS inte var sirskilt hog (Reciever Ope-
rating Characteristic, ROC, med ett
virde pd 0,67-0,77). For att utvirdera
om autoreaktivitet kunde ha virde som
diagnostiskt test gick vi vidare och ska-
pade en modell dir i stillet antalet oli-
ka autoreaktiviteter anvindes for att
sirskilja mellan MS och icke-MS. Det-
ta i sin tur genererade ett test med hog
sensitivitet och specificitet, med en
ROC-virde pa 0,88 [Figur 2].

Det fanns inga starka korrelationer
mellan autoreaktivitet och ilder, EDSS
(expanded disability status scale), sjuk-
domsduration eller behandlingslingd.
Dock var autoreaktiviteten generellt
hégre hos miin dn kvinnor, vilket pas-
sar in med observationen att min ofta
har en aggressivare sjukdom. Intressant
nog fanns ocksd hog autoreaktivitet hos
patienter trots mangarig framgangsrik
natalizumabbehandling, nigot som
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kan forklara den hoga risken for skov
efter avslut av behandling.

INFILTRERAR HJARNAN

For att underséka om T-celler specifika
mot just dessa autoantigener har poten-
tial att angripa CNS anvindes en mus-
modell dir méss immuniserades mot
antigenen. Hjirnan och ryggmirgen
underséktes sedan med mikroskopi. I
modellen kunde vi se att moss utveck-
lade ett immunsvar mot samtliga anti-
gener efter immunisering, vilket ocksd
ledde till att leukocyter migrerade till
CNS och passerade blod-hjirnbarrii-
ren, vilket inte syntes vid immunisering
med ett kontrollantigen [Figur 3]. Det-
ta talar for att autoreaktiva T-celler
specifika mot de nya autoantigenen fir
encefalitogena egenskaper och kan bi-
dra till patofysiologin vid MS.

IMPLIKATIONER

Sammanfattningsvis har viidenna stu-
die identifierat fyra nya MS-autoanti-
gen genom en bred screening av T-
cellsreaktivitet. Vira resultat pekar
ocksd mot att inget enskilt autoantigen
verkar vara nyckeln bakom MS utan
att det dr en immunologiskt heterogen
sjukdom dir snarare summan av fler-
talet olika autoreaktiviter bidrar till
sjukdomsutveckling. De identifierade
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Figur 2. Autoreaktiva profiler och diagnostisk potential. Vanster: Enskilda autoreaktivitetsprofiler hos obehandlade personer med MS. Varje kolumn
representerar en individ. Styrkan pa autoreaktivitet normaliserad till en O—1-skala. Hoger: ROC-kurva som visar sensitivitet och specificitet baserat pa
antalet autoreaktiviteter fran O—4. Bild utarbetad fran Bronge M, et al. 2022.°
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autoantigenen dppnar upp for nya dia-
gnostiska metoder med mitning av au-
toreaktivitet, vilket kan vara anvind-
bart i fall dir diagnostik av patienter dr
svdr. Samtidigt utgor de ocksd mal for
framtida férsok med bredare antigen-
specifika immunterapier med férhopp-
ningsvis bittre effekt dn vad man hit-
tills lyckats nd didr man bara, till stor
del pd grund av brist pd kunskap, en-
dast anvint sig av enstaka autoantigen.
Vidare kan en metod att identifiera in-
dividuella autoreaktiva profiler bidra
till att kunna “subgruppera” personer
med MS och hjilpa till att styra indivi-
duella behandlingsval. For detta krivs
det dock vidare studier med fokus pd
att se huruvida autoantigenprofiler kan
fungera som biomarkérer f6r prognos,
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ndgot vi hiller pd med for tillfillet. En
sista observation ir att autoreaktiva T-
celler finns kvar i blodet i minga &r
trots effektiv natalizumabbehandling,
dir T-cellerna inte méter sitt CNS-au-
toantigen och alltsd teoretiskt bor mins-
ka iantal. Detta antyder att de pd nigot
sitt underhdlls med stimulering av sitt
antigen dven utanfér CNS, vilket skul-
le kunna tyda pd att exempelvis virus
eller andra mikroorganismer utgér det
primiira mélet for det 1 MS missriktade
immunsvaret.

MATTIAS BRONGE
Doktorand, Institutionen
for klinisk neuroveten-
skap, Karolinska Institutet
mattias.bronge@ki.se

Figur 3. Autoreaktiva T-celler infilt-
rerar hjarnparenkymet. Overst: Re-
presentativa immunohistokemiska
bilder fran mushjarna efter immuni-
sering med kontrollantigen (vanster)
eller autoantigen (hoger). Bla farg
representerar cellkarnor (DAPI), gron
farg leukocyter (CD45) och rod farg
blodkarlsendotel (podocalyxin). Ned-
re: Total antal detekterade leukocyter
och andelen som passerat 6ver blod-
hjarnbarriaren efter immunisering
med olika antigen. Bild utarbetad
fran Bronge M, et al. 2022.°
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