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Korsreaktiva
EBNAl-auto-
antikroppar
riktar sig mot
CRYAB vid MS

Forskare vid Karolinska Institutet har funnit ytterligare be-
vis for hur Epstein-Barr-virus kan utlésa multipel skle-

ros eller driva pa sjukdomsutvecklingen. | sin studie visar
de att vissa individer har antikroppar mot viruset som av
misstag attackerar ett protein i hjarnan och ryggmargen.
Olivia Thomas, postdoktor vid institutionen for klinisk
neurovetenskap vid Karolinska Institutet, beskriver resul-
taten fran studien som publicerats i Science Advances.
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Figur 1. CRYAB- och EBNA1-antikroppar &r associerade med MS och &r korsreaktiva. A) Aminosyrasekvenshomologi mellan CRYAB och
EBNAT1. B) Antikroppssvar mot EBNA1- och CRYAB-peptider vid MS och hos kontroller. C) Associationer av antikroppssvar vid MS. D) Omsesidiga
blockeringsexperiment for CRYAB-antikroppssvar. Figur anpassad fran Thomas och Bronge et al. Sci Adv. 2023.

Multipel skleros (MS) dr en kro-
nisk inflammatorisk sjukdom i centra-
la nervsystemet (CNS) som frimst
drabbar unga vuxna och ir en av de
frimsta orsakerna till neurologiska
funktionshinder i Sverige. Ungefir tre
gdnger fler kvinnor dn min drabbas av
MS, vanligtvis med ett insjuknande 1
20—40 ars dldern. De varierande sym-
tomen speglar det omrdde av CNS dir
inflammationen uppstér och kan inne-
fatta synstérningar, kognitiv funktions-
nedsittning, muskelsvaghet och svérig-
heter med rérelse och balans. Cirka 85
procent av fallen har ett skovvis forls-
pande sjukdomsforlopp dir exacerba-
tioner foljs av perioder av klinisk re-
mission, men med tiden kan funktions-
hinder ackumuleras och permanent
forsimra fysisk och neurologisk funk-
tion. En mindre andel av fallen debu-
terar med en primirprogressiv sjuk-
dom utan perioder av remission.

Patogenesen vid MS kinnetecknas
av infiltration av immunceller i CNS
via blod-hjdrnbarriiren som sedan or-
sakar inflammatoriska plack. Denna
inflammation och skada pd lokala
strukturer leder till demyelinisering
och bildandet av kroniska plack som
over tid leder till axonal forlust. Tidig
CNS-inflammation tros utlgsas av au-
toreaktiva CD*+ T-celler som riktar sig
mot myelin-antigener, men de exakta
mekanismerna i den initiala sjukdoms-
fasen dr inte sirskilt kiinda.

Etiologin vid MS ir oerhort kom-
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plex med bide miljémissiga och gene-
tiska faktorer identifierade som bidra-
gande orsaker. Hittills har 6ver 200 ge-
ner associerats med MS och majoriteten
av dessa uttrycks i det adaptiva im-
munsystemet; den starkaste riskgenen
som hittills identifierats ir humant leu-
kocytantigen (HLA)-DRBI*15:01.! Ge-
netiken har ocksd visat sig interagera
med milj6- och livsstilsfaktorer for att
ytterligare 6ka MS-risken, och det
finns bevis for att Epstein-Barr-virus
(EBV) bade interagerar med dessa fak-
torer och dr nédvindigt f6r sjukdoms-
utvecklingen.”’

EBV ir ett nistan allestiides niirva-
rande herpesvirus som vanligtvis for-
virvas asymtomatiskt i barndomen,
men om infektionen forsenas till ton-
aren eller vuxen dlder kan det orsaka
infektiés mononukleos — dven kallad
kortelfeber. En koppling mellan EBV
och MS har féreslagits i ver 40 ar och
denna koppling bekriftades i en studie
frdn 2022 av Bjgrnevik et al, som pro-
spektivt analyserade 10 miljoner minn-
iskor och visade att individer som ut-
vecklar MS nistan alltid burit pd viru-
set fore sjukdomsutvecklingen.” Att
identifiera den exakta mekanismen ge-
nom vilken EBV bidrar till sjukdom
har varit svdrare och det finns f6r nir-
varande flera teorier. En teori ir att det
adaptiva immunsvaret mot EBV — som
normalt skulle kontrollera EBV-infek-
tion — istillet angriper komponenter 1
CNS som strukturellt liknar virusanti-

gener 1 en process som kallas molekylir
mimik. Eftersom det ir vill etablerat att
personer med MS har ett dkat antal
antikroppar mot virusproteinet Epstein-
Barr nukleirt antigen 1 (EBNAL), tror
man att immunsvaret mot just detta
antigen ir involverat i MS. Patogena
antikroppar ir dock inte tillrickligt for
att forklara alla kliniska egenskaper
hos MS, och det ir dirfor mojligt att
antikropparna ir biomarkérer for ett
skadligt T-cellssvar riktat mot detta an-
tigen, vilket har observerats vid andra
autoimmuna sjukdomar, sisom diabe-
tes mellitus.’

Tidigare studier har identifierat al-
pha-chrystallin B (CRYAB) som ett po-
tentiellt autoantigen 1 MS, dock har
bade pro- och antiinflammatoriska rol-
ler for CRYAB i CNS-autoimmunitet
karakteriserats.” P4 grund av protein-
sckvenslikheter mellan dessa tva anti-
gener som har kopplats till MS —
EBNAI aminosyra (aa) 399-408 och
CRYAB aa8-20 [Figur 1A] —
studie som syfte att analysera T-cells-

hade vir

och antikroppssvar och dven att under-
soka deras korsreaktiva potential.

KORSREAKTIVA ANTIKROPPAR

MOT EBNA1 OCH CRYAB

I samarbete med Scil.ife Lab vid Ka-
rolinska Institutet analyserade vi plas-
ma frdn 713 personer med MS och 722
populationsmatchade kontroller for
antikroppsreaktivitet mot EBNAI,
CRYAB och kontrollantigener. Som ti-



digare rapporterats identifierades 6kad
antikroppsreaktivitet hos personer med
MS for flera regioner av EBNAT inklu-
sive aa393-412-regionen som alltsd har
sckvenslikhet med CRYAB. Likasd
okade antikroppssvaren mot CRYAB
hos personer med MS jimfort med
kontroller specifikt i regionen med ho-
mologi med EBNAI, med CRYAB
aa2-16 som visade den hogsta frekven-
sen av svar med 27,6 procent hos perso-
ner med MS respektive 16,9 procent
hos kontroller [Figur 1B]. Ytterligare
analys visade ocks3 att antikroppssvar
mot homologa EBNAI- och CRYAB-
peptider var starkt korrelerade pa indi-
vidniva. Inte bara det, MS-risken 6ka-
de markant fér personer med anti-
kroppssvar mot bide EBNAI- och
CRYAB-fragment, med ett odds ratio
(OR) pa cirka 9 [Figur 1C].

Direfter anviinde vi blockeringsex-
periment for att underséka om EB-
NATl-specifika antikroppar var samma
antikroppar som band till CRYAB. Re-
sultaten visade att CRYAB-antikropps-
svaren avligsnades helt endast om EB-
NA1l-peptiden med en liknande sek-
vens som CRYAB tillsattes till analy-
sen, utan effekt f6r en icke-homolog
kontroll [Figur 1D]. Dessa resultat ty-
der starkt pd att samma antikroppar
binder till bida liknande sekvenserna
frin EBNAI- och CRYARB, vilket indi-
kerar korsreaktivitet.

T-CELLSSVAR MOT CRYAB OCH EBNA1
VID MS OCH | EN MUSMODELL

For att undersbka om EBNAI1 och
CRYAB ocks3 var méilet f6r T-cellsvar
hos personer med MS, anviinde vi tvd
metoder — FluoroSpot och flédescyto-
metri — som detekterar T-celler som
producerar inflammatoriska markorer
som svar pd stimuli. Autoreaktiva T-
cellssvar dr notoriskt svira att studera
vid MS av olika skiil, sisom etiska hin-
der for provtagning av CNS-vivnad
och pa grund av den generellt ligre avi-
diteten och frekvensen av autoreaktiva
T-celler i perifert blod vilket gor det
svirt att isolera dessa. Vi 6vervann dessa
utmaningar genom att anvinda en ny
partikelbunden antigenmetod for att
analysera T-cellssvar pad bdde CRYAB
och EBNAL i prover frdn personer med
MS som behandlades med natalizumab
— ett likemedel som blockerar lymfo-

cyttrafiken till CNS och tarm, vilket le-
der till att de ansamlas i perifert blod.
T-cellssvar jimférdes mellan kohorter
av obehandlade och natalizumab-be-
handlade personer med MS, individer
med annan neurologisk sjukdom och
friska kontroller. . En 6kad frekvens av
T-celler som svarar pd CRYAB och
EBNATI observerades i natalizumab-
behandlade personer med MS [Figur 2],
vilket tyder pd att hoga frekvenser av
EBNAI- och CRYAB-specifika T-cel-
ler finns hos personer med MS, och att
deras migration in i CNS blockeras un-

der natalizumabbehandling, vilket kan
bidra till dess terapeutiska effekt. I lik-
het med antikroppar var T-cellssvar
mot EBNAT och CRYAB ocks3 starkt
korrelerade hos individer, vilket indi-
rekt tyder pd korsreaktivitet i det cellu-
lira immunforsvaret [Figur 2].

For att undersdka om exponering
for EBNAl-antigen kunde leda till ett
immunsvar mot CRYAB anviindes en
musmodell dir djuren vaccinerades
och sedan testades for T-cellssvar mot
varje antigen. Resultaten visade att
méss som vaccinerades med EBNAT-
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antigener. Overst: T-
cellssvar i perifert blod
efter stimulering med
partikelbundna antige-
ner. Nederst: Korrela-
tion av T-cellssvar pa
olika stimuleringar hos

individer. Figur anpas-
sad fran Thomas och

Bronge et al. Sci Adv.

2023.
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protein genererade ett CD4* T-cellssvar
mot CRYAB och pid liknande sitt
CRYAB-immuniserade méss svarade
pd EBNAL, medan svar pd andra auto-
antigenkontroller inte detekterades [Fi-
gur 3]. Dessa resultat indikerar att vac-
cination med EBNATI eller CRYAB ger
ett T-cellssvar pd 6msesidigt antigen
och ir en indikation pd molekylir mi-
mik, ett fenomen som i teorin d ocksa
kan férekomma hos minniskor efter
EBV-infektion.
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IMPLIKATIONER

Sammanfattningsvis visade vér studie
att antikropps- och T-cellssvar som ur-
sprungligen genererades som svar pd
EBNAL efter infektion med EBV har
potential att ocksa rikta in sig pd lik-
nande sekvenser i CRYAB, och att
antikroppssvar mot EBNA1 och CRY-
AB var starkt associerade med MS.
Detta fynd bygger pa tidigare bevis {6r
korsreaktivitet mellan EBNAT och
CNS-antigener,”" och antyder att mo-

lekyldr mimik mellan EBV och CNS-
proteiner kan leda till att det adaptiva
immunsystemet skadar hjirnan och
ryggmirgen vid MS. Epidemiologiska
bevis har faststillt att EBV ir en san-
nolik forutsittning f6r MS och dnda,
dven om det finns osikerhet kring ex-
akt hur viruset bidrar till sjukdomsut-
veckling och progression, har man inte
kunnat utveckla effektiva EBV-inrik-
tade terapier som behandlar MS. Det
ir viktigt att notera att de korsreaktiva
CRYAB-antikropparna som identifie-
rades 1 vir studie endast fanns i en un-
dergrupp av personer med MS och dir-
for dr det troligt att det finns fler oupp-
tickta autoantigener. Detta belyser
ocksd den hdga grad av heterogenitet
mellan patienter och antyder att olika
autoantigener kan vara ansvariga for
sjukdom hos varje individ — en idé som
stéds av tidigare upptickt av individu-
ella autoreaktiva profiler 1 MS." Obser-
vationen att natalizumabbehandlade
personer med MS har héga frekvenser
av EBNAI- och CRYAB-specifika T-
celler 1 perifert blod tyder starkt pa att
dessa celler normalt skulle trafikera
CNS dir de skulle kunna orsaka in-
flammation och vivnadsskada, och att
denna process férhindras av natalizu-
mab. Sammanfattningsvis stoder var
studie rollen av CRYAB som ett auto-
antigen i MS och visar att CRYAB-au-



toimmuniteten ir korsreaktiv med
EBNALI p4 grund av molekyldr mimik.
Ytterligare kunskap om molekylir mi-
mik kan komma att leda till utveckling
av framtida terapier mot MS.

Publikation: "Cross-reactive EBNA1
immunity targets alpha-crystallin B and
is associated with multiple sclerosis”.
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