Antalet fall av TBE har okat under de senaste 20 aren, trots att vi har till-
gang till effektiva vacciner. Det tidiga immunfdérsvaret styr vilka omraden
i hjarnan men aven specifikt vilka celltyper som infekteras av TBE-virus.
Detta visar ny forskning fran Umea universitet, som beskrivs i denna
artikel av Emma Nilsson och Anna Overby Wernstedt.

drabbar olika
delar av hjarnan -
och olika celltyper
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Fistingburen encefalit cller TBE
(tick-borne encephalitis) orsakas av
TBE-virus frin familjen flavivirus.
Denna virusfamilj har ett flertal vilkin-
da medlemmar som orsakar miljontals
infektioner virlden 6ver, sisom den-
guevirus, gula febernvirus, zikavi-
rus och West Nile-virus. Det som
alla dessa virus har gemensamt ir
att de ir vektorburna, vilket be-
tyder att de sprids via bett frin
infekterade myggor eller fis-
tingar. TBE-virus dr den med-

lem i flavivirusfamiljen som £6-
rekommer 1 Sverige. Antalet

fall av TBE i Sverige har un-

der de senaste 20 iren okat
kraftigt frin cirka 50-100 fall

fore 4r 2000 till 6ver 600 fall
2023.! Detta trots att det finns

bra vacciner att tillgd med nist-
intill 100 procents skydd vid
fullfsljt vaccinationsprogram. I
ménga fall orsakar virusinfektio-
nen endast lindriga symtom, sisom
feber, men i en del fall tar sig viruset

till hjirnan dir det orsakar hjirnin-
flammation (encefalit) med svir hu-
vudvirk, férvirring samt férlamningar.
I s& mycket som en tredjedel av fallen av
svar TBE lider patienterna av bestiende
besviir, sisom trétthet och minnesstor-
ningar.” For att kunna uppticka, f6rhin-
dra och behandla TBE p4 biista siitt be-
héver vi mer kunskap om hur viruset
fungerar samt hur kroppens egna for-
svar jobbar for att bekimpa infektionen.
Som ett steg pad vigen behdver nya me-

toder utvecklas och anvindas vilket iir
ndgot som vi har dgnat de senaste iren
.

at.

DET MEDFODDA IMMUNFORSVARET

En av kroppens forsta forsvarslinjer vid
virusinfektion utgérs av produktion av
typ I interferon (IFN). Nir ett virus in-
fekterar en cell resulterar det i en pro-
duktion av virala signaturmolekyler, s3-
som dubbelstringat RNA, detta kinns
igen som ndgot frimmande av cellens
specifika receptorer. En signalkaskad
startas vilket leder till en produktion av
interferon som utséndras frin cellen
som en larmsignal for att varna intillig-
gande icke-infekterade celler s att de 1
sin tur kan skydda sig mot infektion.
IFN binder till interferonreceptorer pa
intilliggande celler med effekten att
denna cell bérjar producera hundratals
proteiner (interferon-stimulated genes)
med uppdraget att kiinna igen eller be-
kidmpa virusinfektionen. Vissa av dessa
proteiner har en direkt antiviral verkan.
Vi har under aren forsokt att 1 detal;
kartligga hur interferonsystemet och
hur det interferonstimulerade antivirala
proteinet viperin specifikt férsdker hin-

dra TBE-virus.*!

NYA AVBILDNINGSTEKNIKER

GER BATTRE INSYN

Under dessa grundliggande studier har
vi kunnat visa att den lokala interferon-
responsen 1 hjirnan hos infekterade
mdss till viss del kan begrinsa infektio-
nen.”® De tekniker som har anvints 1

dessa studier idr dock e tillriickligt kins-
liga for att kunna tillhandahalla en éver-
gripande bild av hur viruset sprider sig i
hjirnan och hur interferonsystemet pé-
verkar detta. Med hjilp av olika samar-
betspartners har vi nu utvecklat nya
verktyg samt nya kombinationer av
verktyg for att pd bista sitt kunna ta var
forskning till nista nivd. Det forsta ste-
get var att utveckla helhjirneavbildning
av virusinfektion, 1 mushjirna, genom
anvindning av NIR-OPT (near infrared
optical projection tomography). Detta
resulterade i att vi nu kan visualisera in-
fektionen i 3D.7 Aven om OPT ger oss
mojlighet att synliggéra infektionen s
har den sina begrinsningar nir det
kommer till den anatomiska informa-
tion som kan erhillas. For att 16sa detta
har vi dven utvecklat en MR-mall (mag-
netrontgen-mall) som kan kombineras
med den information som vi fir ut frin
OPT. Detta gor det méjligt for oss att
bade synliggora virusinfektionen och ge
en exakt anatomisk karta 6ver de infek-
terade omrédena [Figur 1].}

TYP | INTERFERONER STYR VILKA OM-
RADEN | HJARNAN SOM INFEKTERAS
Med hjilp av denna nya kombination av
visualiseringstekniker samt véra olika
musmodeller har vi kunnat kartligga
hur interferonresponsen begrinsar in-
fektionen 1 vissa delar av hjidrnan. I vild-
typsmoss ser vi framfor allt infektion 1
cerebrala cortex samt till viss del 1 olfak-
toriet, medan monstret ser helt annor-
lunda ut i mdss som saknar interferon-

7

Virus infektion

NROPT
Antikroppsinfargning MR -
av hjarna

/@D —>  Transkriptomnik —>

Isolering av cortex

L

Visualisering och anatomisk
mappning av infektion

Kartlaggning av identifierade
skillnader

Figur 1. lllustration av metoden for helhjarneavbildning i 3D av virusinfektion i mushjéarna (6vre panelen) samt efterféljande transkriptomik (nedre pa-
nelen) for kartldaggning och validering av uppmérksammade skillnader.
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Detta visar hur otroligt viktigt det dar att tinka igenom sitt val av

modellsystem sd att systemet 1 sd stor utstrickning som mojyligt

efterliknar situationen in vivo.

receptorn och inte kan svara pa interfe-
roner (IFNAR”méss). Dir ser vi istillet
infektion 1 hjdrnhinnorna, ventriklarna,
frimre delen av cerebrum samt olfakto-
riet. Genom att kombinera OPT och
MR kan vi nu visualisera och kartligga
virusinfektion i helhjirneformat samti-
digt som vi har méjlighet att specifikt
miita och jimféra infektionsnivierna 1
336 olika anatomiska regioner. Jimforel-
sen av virussignalen 1 dessa anatomiska
regioner mellan vildtypsméoss och
IFNAR" méss verifierade ytterligare de
distinkta skillnaderna i infektion som vi
visuellt uppmirksammat med hjilp av
OPT. Som ett komplement till dessa
metoder anvinder vi dven avbildnings-
tekniker, sdsom konfokal mikroskopi,
LSFM (light sheet fluorescent micro-
scopy) samt elektronmikroskopi. Dessa
gor det méjligt for oss att gd fran cm-
skala hela viigen ner till nm-upplésning.
Med hjilp av denna kombination av ny
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och befintlig teknik ser vi att interferon-
responsen inte bara paverkar vilka re-
gioner 1 hjirnan som infekteras utan
dven vilken specifik celltyp. I vildtyps-
moss ir det framfor allt nerveeller som
infekteras, medan 1 méss som saknar in-
terferonreceptorn sd dr majoriteten av de
infekterade cellerna mikroglia. Dessa
lite ovintade resultat visar dven att det
som ses 1 cellkultur (i2 vitro) inte néd-
vindigtvis stimmer 6verens med vad
som hiinder i djurmodellen (2 vivo). In
vitro ser vi hog infektion av astrocyter
frin IFNAR” méss, vilket inte ses in
vivo. Vi kan inte heller 6verfora det tro-
pismskifte som vi ser i mikroglia 1
IFNAR" méss in vivo till in vitro-situa-
tionen dir vi har vildigt 1dg infektion av
mikroglia. Detta visar hur otroligt vik-
tigt det ir att tinka igenom sitt val av
modellsystem sd att systemet i sd stor ut-
strickning som méjligt efterliknar situ-
ationen 7 vivo.

INFLAMMATION OCH REKRYTERING

AV IMMUNCELLER STYRS AV
INTERFERONSVARET

Den observerade skillnaden mellan in-
fektion av mikroglia in vivo kontra in vit-
ro kan antingen bero pd den specifika
miljon 1 hjirnan eller s& har vi en infiltra-
tion av mikroglia/makrofager frin peri-
ferin in till hjdrnan. For att kunna be-
svara denna fragestillning tog vi hjilp av
transkriptomik pd singelcell-niva (singel
nuclei RNA-sekvensering). Till skillnad
frdn vira tidigare transkriptomik-analy-
ser av astrocyter in vitro, dir vi sig ganska
stora skillnader i grunduttrycket mellan
celler frin vildtyps- och IFNAR” méss,
ser vi att de individuella cellerna hos de
olika djurmodellerna ir mycket lika.’ A
andra sidan ser vi stora skillnader i hur
specifika celltyper 1 hjirnan frin vildtyps-
och IFNAR™ méss reagerar pd infektio-
nen. (“)VCrlag ser vi att responsen i vild-

typsmoss dr mycket starkare dn 1
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Figur 2. Virusinfekterade vildtypsmdss uppvisar ett kraftigt inflammatoriskt svar med infiltration av makrofager samt CD8+ NK-celler vilket i sin tur
bidrar till aktivering av mikroglia (vanster panel). Total avsaknad av infiltration av celler och aktivering av mikroglia observeras i méss som saknar IFN-
svar (hoger panel) vilket har till foljd att mikroglia infekteras.

IFNAR" mgss, samt att den mest upp-
reglerade signaleringsvigen inte helt
ovintat dr IFN-signaleringen.

Genom att komplettera resultaten
frin RNA-sekvenseringen med tekni-
ker sisom flddescytometri och histologi
har vi byggt en modell baserat pa vira
resultat [Figur 2]. Det vi ser i vildtyps-
moss ir ett starkt svar pd infektionen
med en kraftig infiltration av makrofa-
ger (M) samt andra CD8+ NK-celler
som 1 sin tur uttrycker typ II IFN som
bidrar till en kraftig inflammatorisk
milj6 1 hjirnan. IFNAR” méssen sak-
nar helt denna inflammatoriska miljé
och infiltrering av andra immunceller.
Vi ser dven en tydlig skillnad vad giller
aktiveringen av mikroglia och ming-
den cell—cell-kommunikation ir kraf-
tigt reducerad vid avsaknad av IFN-
svar (IFNAR” mdss). Detta visar pd
vikten av en fungerande lokal inflam-
matorisk milj6 1 hjirnan samt de speci-
fika signalerna frdn andra celler som
stimulerar aktiveringen av mikroglia.
Béda dessa viktiga nyckelpunkter sak-
nas i IFNAR” méss vilket i slutindan
gor att mikrogliacellerna i dessa moss
blir mottagliga for infektion.

SLUTSATSER OCH FRAMTIDA
FORSKNING

Vi har nu utvecklat ett unike tillviiga-
gdngssitt dir vi kan avbilda hela mus-
hjirnan och visualisera virusdistribu-

tionen, denna information kombinerar
vi med den framtagna MR-kartan vil-
ket ger oss en méjlighet att pd ett ana-
tomiskt korrekt sitt kartligga infektio-
nen samt den efterféljande inflamma-
toriska processen. Vi kombinerar sedan
denna information med olika omics-
metoder for att pd sd sitt 6ka forstiel-
sen for de sjukliga effekterna och det
inflammatoriska svaret som viruset
framkallar i enskilda celler. Med hyilp
av denna unika kombination av tekni-
ker hoppas vi i framtiden kunna svara
pa frigor sdsom hur viruset tar sig in i
hjdrnan. Och kan vi i s fall stoppa det?
Vart langsiktiga mal ir att tillhanda-
hilla virdefull information som kan
ligga till grund f6r utveckling av fram-
tida likemedel och vaccin mot flavivi-

rusinfektioner.
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