linik och vetenskap

Jan Nilsson, professor (jan.nilsson@medforsk.mas.lu.se)

Gunilla Nordin Fredrikson, docent; bada vid institutionen fér medicin, kirurgi och ortopedi, Universitetssjukhuset MAS,

Malmad, Lunds universitet

Vaccin kan skydda mot ateroskleros

Oxiderat LDL spelar huvudrollen i immunsvaret

[Vér syn pa sjukdomsmekanismerna vid utveckling av ate-
roskleros har fordndrats mycket under senare ar. Fran att tidi-
gare ha ansetts som huvudsakligen framkallad av passiv fett-
inlagring och muskelcellsproliferation betraktas ateroskleros
idag som en degenerativ inflammatorisk sjukdom som invol-
verar manga olika delar av immunsystemet. Darfor har ett allt
storre intresse kommit att riktas mot immunsystemet som ett
mdjligt mal for prevention och behandling av hjért—kérlsjuk-
dom och stroke.

Man kan ténka sig tva olika sétt att pAverka immunsyste-
met vid ateroskleros: immunsuppressiva lakemedel och im-
munisering.

Immunsuppressiva lakemedel och ateroskleros

De immunsuppressiva lakemedel som idag finns tillgdngliga

ar

« antiinflammatoriska kortikosteroider,

* cytotoxiska lakemedel som azatioprin och cyklofosfamid,

* substanser isolerade fran svampar och bakterier som ham-
mar T-cellsaktivering, t ex ciklosporin och rapamycin.

Immunsuppressiva lakemedel anvénds i forsta hand for att for-
hindra akut avstétning av organ efter transplantation. Efter-
som den mycket aggressiva ateroskleros som utvecklas i det
transplanterade organets artarer ar huvudsaklig orsak till sen
avstotning, skulle det vara en fordel om dessa ldkemedel ock-
sa himmade utvecklingen av transplantationsateroskleros.

Det finns ocksa mycket som talar for att T-celler och and-
ra delar av immunsystemet spelar en central roll i utveckling-
en av transplantationsateroskleros. Djurstudier har visat att
ciklosporin och rapamycin kan ha en himmande effekt. Dock
tyder det mesta pa att den cytotoxiska effekten av immun-
suppressiva likemedel orsakar kérlskador, som snarare bi-
drar till utvecklingen av transplantationsateroskleros [1].

De flesta immunsuppressiva lakemedel har ocksa forsva-
gande effekter pa viktiga kardiovaskuléra riskfaktorer som
LDL(low density lipoproteins)-kolesterol, blodtryck och dia-
betes. Nya studier har visat att stentar som behandlas med ra-
pamycin kan minska risken for utveckling av restenos. Man
har ocksé i djurfoérsok funnit att kortikosteroider motverkar
utvecklingen av ateroskleros.

De biverkningar som &r forknippade med immunsuppres-
siva lakemedel gor dock att dessa medel generellt sett ar
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ammanfattat

| takt med att forstaelsen av den viktiga roll som in-
flammation och immunitet spelar vid utveckling av
ateroskleros har 6kat har immunsystemet blivit allt
mer intressant som mal for prevention och behand-
ling av ateroskleros.

Ansamling och oxidering av LDL-partiklar i karlvag-
gen ger upphov till inflammation, fibros och bildning
av aterosklerotiska plack. Samtidigt aktiveras auto-
immuna reaktioner mot oxiderat LDL, vilket tycks ha
skyddande effekt.

De strukturer som dessa skyddande immunreaktio-
ner riktas mot har nu borjat identifieras, vilket kan
gora det mojligt att utveckla ett aterosklerosvaccin.

Se aven medicinsk kommentar i detta nummer.

mindre ldmpade for en mer allmin anvandning i prevention
och behandling av ateroskleros [2].

Immunisering
Vacciner dr formodligen det viktigaste bidraget till 6kad folk-
hélsa under det senaste arhundradet och har pa ett dramatiskt
satt minskat dodligheten i infektionssjukdomar. Under sena-
re ar har dven forsok gjorts att behandla icke-infektiosa, kro-
niska sjukdomar med hjdlp avimmunisering. Langst har man
kommit inom canceromradet dir man studerat effekten av
vacciner som baseras pa tumorceller isolerade fran patienter.
Tumdorcellernas immunitet har sedan 6kats genom tillagg av
adjuvans, som forstérker det immunologiska svaret.

De mycket goda resultat som uppnatts vid passiv immuni-
sering (antikroppsbehandling) mot tumoérnekrosfaktor (TNF)
vid reumatoid artrit visar pa att immunisering ocksa kan vara
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en mycket effektiv behandling vid kro-
niskt inflammatoriska sjukdomar.

Det borjar nu dven komma studier
som talar for att immunisering skulle
kunna anvindas for att motverka ut-
veckling av ateroskleros. Det kan till
och med vara sa att ateroskleros lam-
par sig sdrskilt vél for att behandlas
med immunisering, eftersom sjukdo-
men involverar bdde immunsvar som
bidrar till plackutveckling, vilket skul-
le kunna himmas med hjilp av tole-
ransinduktion, och skyddande immun-
svar, som selektivt skulle kunna akti-
veras.

Antikroppar

Immunreaktioner vid ateroskleros

Ansamling, aggregering och oxidation
av LDL i artdrvdggen spelar en central
roll i utvecklingen av ateroskleros [3].
Oxidation av fosfolipider i LDL leder
till frisattning av mycket reaktiva ned-
brytningsprodukter som kan stimulera
uttryck av adhesionsmolekyler pa en-
dotelceller. Dessa adhesionsmolekyler
binder monocyter och T-celler som in-
filtrerar artdrviggens intima (Figur 1).
Monocyter omvandlas till makrofager
som uttrycker s k scavenger- eller ren-

av LDL

Oxiderat LDL rensas bort fran blodbanan

Blodbanan

Signaler som
AyFcR okar cellernas
aktivitet

Oxiderat LDL elimineras i kdrlvdggen

ILLUSTRATION: CHARLOTTE GUSTAFSSON, MIEDICINSK INFORMATIONSTEKNIK, UNIVERSITETSSJUKHUSET MAS

hallningsreceptorer, som &r en viktig
del av den ospecifika medfédda immu-
niteten och som kinner igen ett antal
sk pathogen-associated molecular
patterns (PAMP). PAMP finns pé oxi-
derade lipoproteiner, apoptotiska cel-
ler och vissa mikroorganismer [4].
Oxiderat LDL som binds till dessa
renhdllningsreceptorer tas upp i makro-
fager, vilka omvandlas till s k skumcel-
ler. De oxiderade LDL-partiklarna
bryts ned i makrofager, som sedan pre-
senterar antigener frén oxiderat LDL pa
cellytan tillsammans med MHC-klass
[I-molekyler. Dessa antigener kénns
igen av specifika CD4-positiva T-cel-

Figur 1. Méjliga mekanismer fér eliminering av oxiderat LDL (low density lipopro-
teins). Cirkulerande immunkomplex bestdende av oxiderat LDL och antikroppar ak-
tiverar komplement och dérmed en bindning av fragment fran komplementfaktor 3
(C3b) till komplexet. Detta kan resultera i eliminering avimmunkomplexen fran cir-
kulationen genom att de binds till komplementreceptor 1 (CR1) pa erytrocyter (E).
LDL-partiklar som tagit sig in i kdrlvdggens intima fastnar och oxideras till en hgre
grad. Ddrmed genereras proinflammatoriska lipider, som leder till uttryck av cellad-
hesionsmolekyler pa endotelcellerna och sekretion av kemokiner. Dessa faktorer
ger upphov till adhesion och infiltration av monocyter (MC), T-lymfocyter (T) och
eventuellt dven B-lymfocyter (B) i intiman. Monocyter differentierar till makrofager,
uppreglerar renhallnings(scavenger)-receptorer (ScR), internaliserar oxiderat LDL
och blir till skumceller. Detta leder till presentation av peptidfragment fran den oxi-
derade LDL-partikeln fér antigenspecifika T-lymfocyter och produktion av proin-
flammatoriska cytokiner, sasom IFN-y, TNF-a och IL-1. Dessa stimulerar i sin tur en-
dotelceller att uttrycka adhesionsmolekyler och glatta muskelceller (SMC) att vand-
ra in i intiman. Aktiverade T-lymfocyter kan ockséa stimulera B-lymfocyter att produ-
cera specifika antikroppar. Inmunkomplex innehallande dessa antikroppar och oxi-
derat LDL binder till antikroppsreceptorer (FcR) pd makrofagen och kan ddrmed eli-
mineras fran kérlvdggen.

ler, vilka delar sig och utsdndrar cytoki-

ner (Figur 1). Studier gjorda pa T-celler

som isolerats fran humana aterosklero-

tiska plack har visat att en mycket stor del av dessa celler 4r spe-
cifika just for strukturer i oxiderat LDL [5].

Det finns tva olika huvudtyper av CD4-positiva T-celler:
Tyt-celler som fristter INF-y och Ty2-celler som frisétter
IL-4,IL-5 ochIL-10. Ty1- och Ty2-celler har till stor del mot-
satta roller dir Ty1-celler bidrar till utveckling av inflamma-
tion, medan Ty2-celler har en mer antiinflammatorisk effekt
och stimulerar bildning av antikroppar. Ty1- och Ty2-celler
kan ocksd himma varandra. Studier av cytokinuttryck i ate-
rosklerotiska plack talar for att det dr T;1-cellerna som domi-
nerar, och forsdksdjur som saknar Ty1-specifika cytokiner,
t ex INF-y, far mindre ateroskleros.

Studier som utforts av Goran Hanssons forskargrupp pé
Karolinska institutet i Stockholm visar att mdss som helt sak-
nar funktionella T- och B-celler (apo E®/SCID-mdss [severe
combined immunodeficiency]) utvecklar betydligt mindre
ateroskleros. Detta talar for att den sammanlagda effekten av
adaptiv immunitet bidrar till aterosklerosutvecklingen.

Lite 6verraskande har andra studier fran samma grupp vi-
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sat att splenektomi, dvs borttagande av en stor del av de lag-
rade T- och B-cellerna, leder till mycket aggressiv ateroskle-
rosutveckling. Det adaptiva immunsvaret har saledes en myc-
ket komplex roll i utvecklingen av ateroskleros. Nar man i de
senare studierna aterforde mjiltens B-celler skyddades dju-
ren mot den 6kade aterosklerosutvecklingen. Dessa resultat
skulle kunna tala for att T;;2-celler och det humorala immun-
svaret skyddar mot aterosklerosutveckling, medan Ty1-celler
har motsatt effekt [6, 7].

Ytterligare ett sétt att studera betydelsen av det specifika
immunsvaret ar att immunisera forséksdjur med oxiderat
LDL. Detta har visat sig resultera i ett partiellt skydd mot ut-
veckling av ateroskleros, vilket pekar pa den intressanta moj-
ligheten att man skulle kunna framstélla ett vaccin mot atero-
skleros baserat pa strukturer i oxiderat LDL [8, 9]. For att
kunna arbeta vidare mot detta mal har det dock krévts att man
forst identifierar de strukturer i oxiderat LDL som ger upphov
till specifika immunsvar.

Denna kunskap borjar nu bli tillganglig, vilket gor det
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mojligt att fortsdtta arbetet mot utvecklingen av ett oxiderat
LDL-baserat vaccin.

Immunreaktioner mot peptidantigener och fosfolipider

Det ér vanligast att adaptiva immunsvar ar riktade mot pep-
tidantigener. Endogena peptidsekvenser kan kénnas igen av
immunsystemet om de ar tillrackligt forandrade, t ex genom
bindning av reaktiva aldehyder. LDL innehéller bara ett per-
manent bundet protein, apo B-100. Detta 4 500 aminosyror
langa protein ligger inbakat i LDL-partikelns fosfolipidmem-
bran och innehaller bl a bindningsstéillet for LDL-receptorn.
Da LDL oxideras bryts apo B-100 ned i sma peptidfragment.
Malondialdehyd (MDA) och andra aldehyder frisatta frén
oxiderade fosfolipider och kolesterolestrar binds till fria ami-
nogrupper i peptidfragmenten. Det ar troligt att dessa utgor en
mycket stor del av de epitoper i oxiderat LDL som kdnns igen
av immunsystemet.

For att karakterisera immunsvaret mot aldehydmodifiera-
de apo B-100-peptidfragment hos ménniska utvecklade vi ett
bibliotek av 20 aminosyror langa polypeptider som motsvara-
de hela aminosyrasekvensen i humant apo B-100. Dessa pep-
tider MDA-modifierades och féstes i botten pd mikrotiterplat-
tor for att ta fram ett motsvarande bibliotek av ELISA. Efter
inkubering med plasma som tagits fran friska individer re-
spektive fran patienter med manifesterad hjart—kérlsjukdom
identifierades bindning av antikroppar till varje MDA-modi-
fierad peptidsekvens med hjélp av antihumana kanin-IgG och
-IgM. Forekomst av antikroppar mot 6ver 100 olika MDA-
modifierade peptidsekvenser i apo B-100 kunde pé detta sitt
identifieras i human plasma [10]. Bindning av antikroppar till
respektive MDA-peptidsekvens kunde hammas genom till-
sats av oxiderat LDL men inte av nativt LDL, vilket talar for
att antigenerna var specifika for oxiderade LDL-partiklar. De
flesta antikroppar som band var av [gM-typ, medan [gG-anti-
kroppar mer sillan forekom.

Vi kunde sedan i kliniska studier visa att det fanns sam-
band mellan hdga nivaer av IgM mot MDA-apo B-100-pep-
tidsekvenser och 14ga nivaer av oxiderat LDL i plasma [10].
Detta talar for att antikropparna verkar genom att avldgsna
oxiderat LDL fran cirkulationen (Figur 1). Det fanns ocksé
signifikanta samband mellan nivéerna av dessa antikroppar
och graden av ateroskleros i karotisartidren, métt som inti-
ma-mediatjocklek med ultraljud. Detta skulle kunna tala for
ett samband mellan sjukdomens utbredningsgrad och hur
mycket antikroppar som produceras.

Viundersokte sedan om immunsvaret mot dessa MDA-mo-
difierade apo B-100-peptidfragment har samma skyddande ef-
fekt mot ateroskleros som det har mot intakt oxiderat LDL. Vi
immuniserade dérfor aterosklerosbenégna apo E-knock-
outmdss med nagra av de peptidfragment som ger upphov till
antikroppsbildning i ménniska. Immunisering med flera av
dessa peptidfragment medforde hdmning av aterosklerosut-
vecklingen med upp till 70 procent och ledde dven till stabili-
sering av kvarvarande plack [11]. Den hér effekten var kopp-
lad till en markant 6kning av specifika IgG-antikroppar men
hade bara en marginell effekt pa motsvarande IgM-nivéer.

Resultaten talar for att immunreaktionen mot aldehydmo-
difierade peptidfragment i apo B-100 spelar en viktig roll i
sjukdomsprocessen och att en selektiv aktivering av dessa
skulle kunna anvéndas for att skydda mot utveckling av ate-
roskleros. Det &r ocksé intressant att notera att det vanligast
forekommande immunsvaret mot dessa strukturer hos mén-
niska dr [gM-medierat, medan djurforsok visar pa att en akti-
vering av ett [gG-medierat immunsvar skulle vara mer skyd-
dande. Det kan vara sa att ett [gM-medierat immunsvar mot
oxiderat LDL &r mindre effektivt och att det skulle vara bétt-
re om det dven hos ménniska kunde styras mot IgG.

1704

Ett annat sitt att identifiera de antigener som finns i oxide-
rat LDL har anvénts av Palinski och medarbetare, som tagit
fram en panel med B-cellshybridom fran apo E-knock-
outmoss [12]. Vissa av dessa hybridomkloner frisatte antikrop-
par som kande igen strukturer i oxiderat LDL. Samtliga anti-
kroppar var av IgM-typ och riktade mot oxiderade fosfolipider
innehallande en fosforylkolingrupp. Antikropparna bands ock-
satill en identisk epitop pa ytan av apoptotiska celler och block-
erade bindning av oxiderat LDL till renhéllningsreceptorer
[13]. Senare studier har visat att de gener som kodar for dessa
antikroppars bindningsstillen ar identiska med de gener som
kodar for s k T 15-anti-fosforylkolinantikroppar. Dessa skyd-
dar mot flera vanliga infektioner, t ex med Streptococcus pneu-
moniae [14]. Upptickten gjorde det mojligt att studera den
funktionella betydelsen av immunreaktioner mot oxiderade
fosfolipider genom att immunisera LDL-receptor-knock-
outmdss med denna bakterie [15]. Behandlingen resulterade i
en kraftig 6kning av mingden oxiderat LDL-specifikt IgM i
plasma och en himning av aterosklerosutvecklingen. I motsats
till immunsvaret mot MDA-modifierade apo B-100-antigener
gav immunisering med fosfolipidantigener inte upphov till na-
gon 0kning av IgG, vilket talar for att ett adaptivt T-cellsbero-
ende immunsvar inte aktiverats.

Vad finns det for risker med immunisering?

Vacciner har generellt sett mycket fa biverkningar. Dock ar
erfarenheterna av att anvidnda vacciner i behandling av icke-
infektiosa sjukdomar dnnu mycket begransade. En fas 2-stu-
die av ett amyloid-beta-peptidbaserat vaccin mot Alzheimers
sjukdom fick for nagot ar sedan avbrytas sedan § procent av
de behandlade patienterna utvecklat tecken pa inflammato-
risk reaktion i CNS. Man tror att denna kan ha orsakats av det
Ty1-aktiverade adjuvans som anvéndes i studien.

Immunreaktioner mot strukturer i oxiderat LDL finns re-
dan hos de flesta manniskor och borde i sig inte orsaka kom-
plikationer. Det gar dock inte att utesluta att immunsvar som
initierats genom aktiv immunisering kan ha andra effekter.
En mdjlighet &r t ex bildning av immunkomplex. Férekomst
av antikroppar mot oxiderade fosfolipider (s k antifosfolipid-
antikroppssyndrom) &r kopplad till hog trombosbenédgenhet.
Huruvida immunisering mot epitoper i oxiderat LDL paver-
kar trombosrisken méste darfor ocksa studeras.

Det finns skl att hoppas pa att den dkade forstaelsen avim-
munsystemets betydelse for aterosklerosutveckling leder till
utveckling av nya behandlingsformer for hjart-karlsjukdom.
Pévisandet av forekomst av en skyddande autoimmunitet mot
strukturer i oxiderat LDL 6ppnar for méjligheten att selektivt
forstirka dessa genom immunisering med relevanta antigener.
Skulle det visa sig mojligt att pa detta satt utveckla ett atero-
sklerosvaccin dr det dock troligt att det bara skulle ge ett parti-
ellt skydd mot ateroskleros och fungera som ett komplement
till redan befintliga terapier, t ex behandling med statiner.

%
Potentiella bindningar eller jivsforhéllanden: Jan Nilsson har
forskningsanslag frén Bioinvent International AB.
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