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T-CELLSSVAR

vid diagnos av amyotrofisk
lateral skleros forutsdger
sjukdomsprogression

Liksom manga andra neurodegenerativa sjukdomar forknippas amyotrofisk lateral skleros
(ALS) med en rad inflammatoriska processer. Med tanke pa det breda spektrum immun-
celler som dr involverade och hur fa studier som gjorts pa manniskor ar den exakta rollen
av immunsystemet i patogenesen av ALS inte helt klarlagd. Nyligen visade ett forskarteam
vid Karolinska Institutet att andelen CD4"FOXP3- effektor-T-celler (Teff) ar associerad med
dalig dverlevnad, medan en hdg andel aktiverade regulatoriska T-celler (Treg) ar fordelaktig.
Utdver detta kan sammansattningen av T-cellers undergrupper férutsaga sjukdomsprogres-
sion. Slutligen pavisade single cell-RNA-sekvensering narvaro av klonalt expanderande CD4*
cytotoxiska lymfocyter hos ALS-patienter, men inte hos kontroller! Solmaz Yazdani, dokto-
rand vid Institutet for miljdmedicin pa Karolinska Institutet och férsteforfattare till studien,

beskriver fynden i denna artikel.

Immunsystemet styrs genom cn kiinslig balans mellan
proinflammatoriska komponenter (Teff) som utlser de in-
flammatoriska kaskaderna och antiinflammatoriska kompo-
nenter (sdsom Treg) som ansvarar for att dimpa den éver-
drivna inflammationen och dterstilla homeostasen i kroppen.
I var senaste studie fokuserade vi pd populationen av CD3*
T-lymfocyter. Det har tidigare visats att avligsnande av T-
celler i ALS-djurmodeller kan leda till snabbare progression
av sjukdomen.”” Vidare har visats att Treg-cellerna var as-
socierade med en lingsammare sjukdomsprogression och for-
lingd 6verlevnad i en musmodell av ALS.? Flera kliniska

provningar har visat lovande resultat f6r méjligheten att an-
vinda Treg-celler hos ALS-patienter.*

I analysen inkluderade vi en kohort av 89 patienter med
nydiagnostiserad ALS, mellan mars 2016 och mars 2020. Kli-
niska data hos studiedeltagarna erhélls genom det svenska
kvalitetsregistret f6r motorneuronsjukdomar.® Alla patienter
foljdes individuellt frin diagnosdatum fram till dédsfall, an-
vindning av invasiv ventilation eller fram till den 7 oktober
2020, vid ALS Clinical Research Center vid Karolinska Uni-
versitetssjukhuset 1 Stockholm. Firskt blod och cerebrospi-
nalvitska (CSF) samlades in frdn alla deltagare och med
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ALS

hjilp av flodescytometri kartlades den fenotypiska repertoa-

ren av vissa pro- och antiinflammatoriska immunceller.

Vad kan immuncellerna beradtta om sjukdomsférlop-
pet vid ALS?

ALS ir en sjukdom med stor variation av férvintad livs-
lingd. Dirfor idr det en fordel att ha tillging till prognostiska
faktorer som kan ge en bittre insikt om sjukdomsférloppet.
Av denna anledning studerade vi frst sambandet mellan im-
munbiomarkérerna och éverlevnad vid ALS. Vi fann att an-
delen CD4+ T-celler av totalt levande celler 1 blod visade ett
omvint samband med &verlevnaden f6r ALS-patienterna
(HR=1,49,95% CI [1,05-2,11]), dir den skadliga effekten pri-
mirt drevs av CD#4*-effektor-T-celler (HR=1,58, 95% CI
[1,10-2,27]). I motsats till tidigare studier observerade vi inte
ett starkt samband mellan totala andelen Treg-celler och risk
for dod. Vi fann dock att en hog kvot mellan aktiverad Treg
(aTreg) och vilande Treg (rTreg) var associerad med en ligre
risk f6r dédsfall (HR=0,63, 95% CI= [0,41-0,98]) vilket tyder
pd att den skyddande rollen hos Treg-celler som tidigare no-
terats, sannolikt kan hinforas till aktiveringsstatusen.

Vi studerade vidare sambandet mellan immunceller
och sjukdomsprogression med hjilp av ALS functio-
nal rating scale-revised (ALSFRS-R) som sjonk

kontinuerligt med tiden. Patienterna med hogre
niver av aTreg och aTreg/rTreg-kvot, eller lig-
re nivder av rIreg i blodet, hade en ldngsam-
mare minskning av ALSFRS-R, jimf6rt med
andra ALS-patienter. A andra sidan uppvi-
sade alla patienter med savil ligre nivder av
Teft-celler som de med hogre nivder av Treg-
celler i CSF en mindre uttalad minskning av
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ALSFRS-R jimfért med patienter med motsatta cellménster.
Denna dubbla roll hos T-cellerna vid ALS kan delvis for-
klara varfér kliniska prévningar med immunsuppressiva li-
kemedel mot ALS har misslyckats, eftersom dessa kan him-
ma bide de gynnsamma och skadliga effekterna hos T-celler.

Kan immunprofilen i blod spegla immunprofilen i
den intratekala miljon?

Tidigare studier om immunitet vid ALS har frimst fokuse-
rat pd sammansittningen av leukocytundergrupper i blod
med antagandet att det dterspeglar immuniteten i det cen-
trala nervsystemet. Dirfor testade vi om blod kunde fungera
som en bra ersittare till immunprofilen i cerebrospinalvitska.
Alla uppmiitta T-cellsundergrupper var positivt korrelerade
mellan blod och CSF med anvindning av Spearman-korre-
lation. Aven om det faktum att korrelationskoefficienten va-
rierade frdn 0,20 till 0,33 antyder att immunprofilen miitt i
blod endast delvis férutsiger immunprofilen i den intrate-
kala miljon. Dirfér bor framtida studier underséka bade
blod och CSC f6r att fi en mer omfattande forstielse av im-
munologiska processer vid ALS och andra hjirnsjukdomar.

Kan sammansiéttningen av T-celler i blod férutsaga
sjukdomsprogression?

Foérutom att studera T-cellsundergrupperna individuellt, for-
sokte vi undersoka om sammansittningen av immuncellsty-
per ocksd kan forutsiga sjukdomsforloppet. For detta dinda-
mil gjorde vi en faktoranalys baserad pa 5 faktorer. Dessa
faktorer motsvarade 1) cellproliferation, 2) rTreg, 3) total Treg
och aTreg, 4) effektor-T-celler och 5) FOXP3-expressionsni-
véer. Vir analys visade att 10 procents 6kning av poingen for
faktor 2) (rTreg) var associerad med 14 procents hogre risk for



Sammanfattningsvis visar

denna studie att T-cellers

sammansattning och funk-
tionella status i blod och CSF kan
forutsaga overlevnad och sjukdoms-
progressionens hastighet vid ALS.

dodsfall (HR=1,14,95% CI [1,02, 1,27]), medan faktorerna 1)
och 5) visade statistiskt signifikanta samband med progres-
sionen av ALSFRS-R efter diagnos. Vi bedémde vidare om
T-cellsundergrupperna kunde hjilpa till att stratifiera unika
patientgrupper med hjilp av en klusteranalys. Fyra kluster
av patienter identifierades i denna analys, dir tvd av klustren
skiljde sig frin de andra tvd med avseende pd faktor 2) och
sjukdomsprogressionshastighet. Foljaktligen kan den sam-
mansatta T-cellsprofilen i blod forutsiga sjukdomsutveck-
lingen vid ALS.

Hur svarar immunsystemet annorlunda hos ALS-pa-
tienter jamfort med kontroller?

Vi utférde single cell-RNA-sekvensering (scRNA-seq) pa
CSF-celler insamlade frin ytterligare fem ALS-patienter och
tyra kontroller (tvd patienter med normaltryckshydrocefalus
och tvd icke-inflammatoriska kontroller, varav en patient
med cervikal radikulopati och en frisk kontroll). Pafallande
nog uppvisade ALS-patienter T-cellreceptorexpansion i CD4*
cytotoxiska lymfocyter sdvil som 1 CD4* och CD8" T-celler
med en aktiverad fenotyp, jimfort med kontroller. T-cellsex-
pansion i CSF verkar vara en egenskap hos ALS, vilket stir-
ker uppfattningen att effektor-T-celler kan styra ett skadligt
immunsvar i ALS. Ytterligare undersokningar visade att ex-
panderade celltyper hade ett visentligt 6kat uttryck av speci-
ella transkriptionsfaktorer sisom Eomesodermin, jaimfort
med icke-expanderade T-celler. Bdde kliniska studier och
djurstudier tyder pa att ALS initialt kiinnetecknas av ett neu-
roprotektivt Th2-svar som s smaningom ersiitts av ett pro-
inflammatoriskt Th1/Th17-svar.” Detta fynd kan ge en me-
kanistisk insikt om hur skiftet frin Th2 tll Thl sker. Vi
foreslar att styrkan och naturen hos T-cellreceptorigenkin-
ningen under ALS underlittar differentieringen av antigen-
specifikt Eomesodermin som uttrycker CD4+ cytotoxiska
lymfocyter och Thl-celler.

AVSLUTANDE KOMMENTARER

I denna studie ingick en stor grupp patienter diagnostiserade
pd Karolinska Universitetssjukhuset frin vilka bide blod-
och CSF-prover tagits inom tre manader frin diagnosdatu-
met. Aven om vi inte kunde inkludera alla nydiagnostiserade
patienter, var de kliniska egenskaperna hos studiedeltagarna
jimforbara med den for hela ALS-populationen inom sam-
ma region och kalenderperiod.

Sammantaget stirker vira observationer frin de olika ana-
lyserna 6msesidigt uppfattningen att distinkta T-cellsfenoty-
per forutsiiger sjukdomsprogression efter ALS-diagnos. Det-
ta kan inte bara vara virdefullt for att bestimma hur patient-

vérd ska hanteras utan ocks3 for att forstd sjuk-
domens méngfald 1 kliniska studier.

Studien ligger en grund for framtida forsk-
ning inom omridet. Den flodescytometriska ana-

lysen kan utokas till att omfatta fler leukocytun-
dergrupper. Ytterligare studier behévs for att repli-
kera scRNA-seq-analysen i en stérre mingd prover, in-
klusive bide blod och CSF och en kontrollgrupp med mind-
re mdngfald. Att studera immunsvaret under hela sjukdo-
men skulle vara av stor vikt for att kartligga de tidsmissiga
forindringarna av immunsvarer under sjukdomsférloppet av
ALS. Aven om det, med tanke pd sjukdomens aggressiva
natur, borde finnas ett starkt urval f6r patienter med ling-
sammare sjukdomsprogression.

Sammanfattningsvis visar denna studie att T-cellers sam-
mansittning och funktionella status i blod och CSF kan for-
utsiiga dverlevnad och sjukdomsprogressionens hastighet vid
ALS. Observationen av T-cellers klonal expansion 1 det int-
ratekala utrymmet representerar ett av de starkaste argumen-
ten som hittills erhillits f6r en autoimmun sjukdomskompo-
nent 1 ALS. Sammantaget, dven om det dr svart att dra slut-
satsen en orsakande roll fér ndgon T-cellsundergrupp pa
ALS-prognosen i denna studie, pd grund av dess observatio-
nella natur, stirker dessa fynd uppfattningen att T-cells-
immunitet dr involverad 1 att modulera sjukdomsférloppet
vid ALS och kan dirfor utgora ett terapeutiskt mal. Funk-
tionsundersokningar dr dock fortfarande berittigade for att
bittre férstd mekanismerna.
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