ALS

HOpP OM nya
immunterapier

En gemensam faktor for alla typer av ALS ar att degenererande motoriska
nervceller har ansamlingar av ihopklumpat protein (proteinaggregat) i cyto-
plasman. Experimentella studier har visat att proteinaggregaten kan fungera
som "prioner”, som sprider sig mellan celler dar de fortplantar sig fér att bilda
nya sjukdomsframkallande aggregat enligt samma mall. Fenomenet verkar vara
en gemensam faktor fér hur ALS och andra neurodegenerativa sjukdomar som
Alzheimers- och Parkinsons sjukdom sprids mellan olika regioner i nervsyste-
met. ALS-forskare vid Umed Universitet har nu utvecklat specifika antikroppar
som kan binda, och minska spridning av sjukdomsassocierade SOD1-aggregat
i transgena musmodeller fér ALS. Forséken ger hopp om utveckling av nya
immunterapier som kan bromsa sjukdomen.
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| dag har man iden-

tifierat ett 40-tal olika
genetiska férandringar som kan
orsaka eller 6ka risken for ALS.
Sadana ALS-associerade genetiska
férandringar kan i dag pavisasi
omkring 15 procent av alla
patienter.

ALS — EN MULTIVARIABEL GRUPP AV SJUKDOMAR
Amyotrofisk lateral skleros, ALS, ir ett samlingsnamn pd en
grupp motorneurondegenerativa sjukdomar. Det finns
maénga olika typer av ALS och symtomen och sjukdomsfor-
loppet varierar. Gemensamt for alla varianter ir att moto-
riska nerveeller 1 hjirnan, hjirnstammen och/eller ryggmiir-
gen degenererar och slutar signalera till skelettmusklerna.
Musklerna som tappar nervimpulser blir allt svagare, och blir
s& sminingom férlamade. Vanligtvis borjar symtomen i en
enskild kroppsdel och sprider sig sedan stegvis till 6vriga ske-
lettmuskler 1 kroppen. Patienterna avlider ofta inom 3 ar ef-
ter diagnos, som ett resultat av koldioxidforgiftning eller
lunginflammation nir andningsmuskulaturen drabbas.
Aldrande ir den stérsta riskfaktorn och ALS drabbar fler
min dn kvinnor. Orsaken till 85 procent av fallen dr dock
fortfarande okind. I dag har man identifierat ett 40-tal olika
genetiska forindringar som kan orsaka eller 6ka risken for
ALS. Sddana ALS-associerade genetiska forindringar kan i
dag pavisas 1 omkring 15 procent av alla patienter. Det finns
ett likemedel som anviinds rutinmissigt vid ALS — Rilutek.
Det ir en tablett som skall tas dagligen och skall f6rskrivas
s& fort man stillt diagnosen. Exakt hur Rilutek fungerar ir

inte kint i dag, men man vet att behandlingen bromsar for-
loppet och kan ge patienten 6—18 méinader lingre éverlevnad.
Ju tidigare Rilutek siitts in desto bittre effekt. Det finns dnnu
ingen behandling som botar sjukdomen, men med kunska-
pen om de mdnga olika genetiska forindringar och cellulira
processer som kan bidra till sjukdomsutveckling, stir det
klart att det kommer att behévas olika typer av likemedel for
att framgangsrikt behandla olika varianter av ALS.

MUTATIONER | SOD1-GENEN KAN ORSAKA ALS

Mutationer i SODI-genen var den forsta orsakande faktor
som associerades med ALS och ir fortfarande, efter en ex-
pansion av en hexanukleotidsekvens i C9orf72-genen, den
niist vanligaste kinda orsaken till ALS. Cirka 20 procent av
alla patienter med irftlig ALS ir birare av SODI-mutatio-
ner, men de forekommer dven 1 sporadiska fall som “de
novo -mutationer och dterfinns, beroende pd population, i
2-5 procent av alla patienter. I dag har forskare identifierat
mer dn 200 olika SODI-mutationer 1 ALS-patienter. Olika
mutationer i genen kan dessutom associeras till olika sym-
tomutveckling och 6verlevnadstid. A4V-mutationen, som ir
vanligast i USA, leder till exempel oftast till en aggressiv
sjukdomsutveckling med en medeléverlevnadstid pd mindre
in 2 &r efter diagnos. D90A-mutationen, som ir den vanligast
forekommande SODI-mutationen i Sverige, associeras istil-
let till en exceptionellt lingsam forsimring och en Sverlev-
nadstid som ofta éverskrider 10 &r.

FELVECKLAT SOD1-PROTEIN ANSAMLAS

| ANGRIPNA MOTORISKA NERVCELLER

SODIl-genen kodar fér proteinet superoxiddismutas 1
(SODI) vars normala funktion ir att neutralisera syreradika-
ler (superoxider) som ir extremt skadliga for cellen. SOD1-
proteinet finns uttryckt i alla celler och utgor cirka 0,1 pro-
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ALS

Varfor just cellernaii

nervsystemets mo-
torcentra, men inte celler i andra
organ, degenererar pa grund
av muterat SOD1 ar fortfarande
okant.

cent av det totala 16sliga proteinet i det centrala nervsystemet.
Varfor just cellerna i nervsystemets motorcentra, men inte
celler i andra organ, degenererar pa grund av muterat SOD1
ir fortfarande okint. Mutationer i SODI1-genen bidrar till
ALS genom att proteinet fir en ny toxisk funktion, snarare
in att proteinet forlorar sin vanliga funktion. Bevisen bygger
bland annat pa att mutationer som inte férsimrar proteinets
enzymatiska aktivitet ocksd kan ge upphov till ALS. Klum-
par av felvecklat SODI i motoriska nerveeller och gliaceller
ir ett kiinnetecken for SODI1-ALS, men dterfinns iiven 1 viiv-
nad frdn sporadiska fall och patienter som ir birare av andra
ALS-associerade gener. Proteinhomeostasen verkar vara satt
ur spel i de angripna cellerna vid ALS, sd dven icke-mutera-
de ostrukturerade SODI-proteiner ansamlas och antar nya
molekylira strukturer som klumpar ihop sig och bildar skad-
liga aggregat i cellerna.

SOD1-ALS - EN "PRION-SJUKDOM”

For att kunna studera vilka mekanismer som péverkar fel-
veckling och aggregering av SOD1 och hur de hir proteinag-
gregaten pdverkar celler och sjukdomsutveckling anvinder
vioss bland annat av transgena moss som sjukdomsmodeller.
Transgent uttryck av en muterad SOD1-variant som orsakar
ALS i minniskor, men idven kraftigt éveruttryck av den nor-
mala SODI-genen, resulterar nimligen i en dodlig ALS-lik-
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nande férlamningssjukdom 1 méss. Var tidigare forskning
har dessutom identifierat tvd strukturellt olika typer av
SODI, typ A och typ B, som kan bildas 1 nervsystemet hos
transgena moss. For att studera om de hir aggregaten bidrar
till utveckling av ALS, har vi tagit preparationer av aggrege-
rat humant SODI frin ALS-sjuka méss och sprutat in i
ryggmirgen pd moss som bir pd sjukdomsgenen, men fort-
farande idr unga och friska. Forsoken visade att bade typ A-
och typ B-aggregerat inducerade en ALS-liknande sjukdom.
Symtomen bérjade med muskelférsvagning i det ben som far
sina nervsignaler frin omradet i ryggmiirgen som injicerades
med SODl-aggregat och spred sig senare 1 tur och ordning
till musens 6vriga ben pa ett sitt som liknar hur symtomen
sprider sig hos ALS-patienter. Samtidigt borjade det bildas
nya ansamlingar av felstrukturerade SODI-proteiner som
felvecklats enligt samma mall som den strukturella variant
som sprutats in. Felaktigt strukturerat SODI kan alltsd fung-
era som ett “prion” som sprider sig genom nervsystemet.
”SODI1-prionet” kan ocks3 ta sig in 1 nya celler dér det fung-
erar som en mall for att f§ andra SODI-proteiner att forma
sig enligt samma sjukdomsframkallande strukeur.

De tvd olika sjukdomsframkallande SOD1-prionerna som
kan bildas i ALS-sjuka méss ger bida upphov till ALS-lik-
nande sjukdom men med olikheter i symtomutveckling och
overlevnadstid. Eventuella skillnader mellan olika SOD1-
strukturer som bildas i olika patienter, méjligen som resultat
av olika SODI-mutationer, skulle kunna vara en bidragande
orsak till skillnader 1 symtom, sjukdomsutveckling och éver-
levnad. Tyvirr har vi har inte lyckats isolera tillrickliga ming-
der felvecklade SODI-aggregat frin patientvivnad for att kun-
na strukturbestimma dem innu, men injektion av aggregat-
preparationer av vivnad frin tvd obducerade patienter med
SODl-aggregat gav liknande resultat och spridning av felveck-
lade SODI1-proteiner med typ A-struktur i transgena mdss.
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Figur 1 illustrerar hur SOD1-proteinet kan bidra till utveckling av ALS. Nar normalt SOD1-protein translaterats, modifieras det och vecklas ihop till dess
specifika tredimensionella struktur som &r extremt stabil och essentiell fér dess normala enzymatiska funktion. De flesta sjukdomsassocierade muta-
tioner forhindrar korrekt proteinstruktur eller férsamrar stabiliteten i 3D-strukturen. Mangden SOD1-protein som vecklas upp och antar ett ostrukture-
rat tillstand okar. Nar proteinet vecklas upp, exponeras klibbiga ytor som normalt &r dolda i proteinets inre struktur och goér att proteinmolekyler klist-
rar ihop sig med varandra pa ett felaktigt satt och bildar de sjukdomsassocierade proteinstrukturer som tros ligga bakom SOD1-ALS. | optimalt fung-
erande celler rensas ostrukturerat protein och felaktiga proteinstrukturer snabbt bort, via proteasomdegradering eller nedbrytning via autofagosomer,
men i aldrade celler férsvagas proteinhomeostasens kontrollfunktioner. Da kan mutationer eller andra stressfaktorer som resulterar i manga felaktiga
proteiner gora att systemet dverbelastas och att felaktiga proteinstrukturer ansamlas i skadliga aggregat.

Bild 2. Bilden till vanster visar ett foto av immunofiuorescensfargad ryggmargsvavnad fran antikroppsbehandlade mdss. Férhoppningen ar att immun-
terapi med antikroppar som binder sjukdomsframkallande proteiner ska minska spridning i nervsystemet och forhindra att det tas upp av nya celler.
Antikroppar som bundit kan, férutom att fungera som ett steriskt hinder fér upptag, ocksa signalera till astrocyter och mikrogliaceller, hjarnans im-
munceller, som kan rensa bort rester av déda celler och skadade proteiner. Pa fotot syns mikroglia celler (rétt) som omringat en ansamling protein-
aggregat med felvecklat SOD1 (grént) med inbundna antikroppar (vitt).

Foto: Manuela Lehmann, Anna-Lena Bolender.

Bilden till héger ar en illustration som visualiserar hur fibrillstrukturer av SOD1-protein (grént) som ansamlas och aggregerar i cellerna kan se ut i
forstoring. Ostrukturerade proteinsekvenser som sticker ut ur fibrillens karna kan binda antikroppar (vitt). Antikropparna kan bromsa spridning och
amplifiering av skadliga proteinstrukturer i nya celler.

neurologi i sverige nr 2 - 21 47



ALS

Férhoppningen ar att

vi ska kunna utveckla
en optimerad antikropp och att
studierna kan bidra till utveckling
av fungerande immunterapi for
patienter med SOD1-ALS.

GENTERAPI FOR ATT BROMSA ELLER FORHINDRA SOD1-ALS
I dag pagér eller planeras studier av genterapibehandlingar
for ALS som orsakas av genetiska férindringar i SODI-,
FUS- och C90rf72-genen. En strategi for att forhindra ut-
veckling av SODI-ALS, eller bromsa spridning av symtom,
som redan ir i klinisk prévning, dr anti-sense oligos (ASOs),
smi stabiliserade RNA-molekyler som binder SODI-mRNA-
molekyler och begrinsar nybildning av SODI-protein. En
sddan behandling skulle kunna bromsa utvecklingen av
skadliga SODI1-strukturer men ocksa stoppa redan existe-
rande SODl-prioner frin att amplifieras och spridas. Ett
eventuellt problem med en sidan strategi dr att ASO-mole-
kylerna inte kan skilja pA muterat och normalt SODI-RNA.
Behandlingen férhindrar alltsd dven uttryck av normalt
SODI fran den friska genkopian. Studier 1 musmodeller dir
man slagit ut SODI-genen har visat att moss kan leva och
utvecklas normalt utan SODI-protein. Aldrade méss utan
SODI-funktion utvecklar visserligen en partiell férsvagning
av neuromuskulira kopplingar, men de utvecklar inte ALS-
liknande symtom. Minniskor verkar heller inte paverkas av
en halverad SODI-aktivitet men nya studier, dir vi for forsta
gingen identifierat fall med total avsaknad av funktionellt
SODI-protein, har visat att forlust eller méjligen en kraftig
nedsittning av SODI-aktivitet kan vara betydligt allvarliga-
re fér minniskor. Barn som f6ds utan SODI utvecklar, redan
som spidbarn, bland annat en kraftig muskelfértvining med
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tecken pd skador pd bdde hjirnans och ryggmirgens moto-
riska nerveeller. En ny studie har visat att dven hundar som
f6ds utan SODI-aktivitet fir liknande symtom. De nya fyn-
den viicker frigan om hur mycket man kan sidnka produk-
tionen av normalt SODI1 innan cellerna tar skada, och visar
pd att SODI-aktivitet och nivder av syreradikaler bor kontrol-
leras noga 1 férsokspersonerna. Fas 1/2 ASO-studien har in-
dikerat positiv effekt av den hégsta dosen och f6rsdksperso-
nerna erbjuds en f6rlingd behandling av aktiv substans 6ver
5 ar for att undersoka eventuella bieffekter av langtidsbe-
handling. Aven en fas 3 studie har pibérjats och Umed kom-
mer att vara svenskt studiecenter for en provning av SODI-
ASO mot presymtomatisk familjir ALS i férsckspersoner
som ir birare av en SODI-mutation men inte utvecklat sym-
tom vid studiestart.

ANTIKROPPAR MOT SJUKDOMSASSOCIERADE
PROTEINSTRUKTURER

En annan strategi for att bromsa SODI-ALS, som ir under
utveckling pd flera fronter, dr immunterapi mot sjukdoms-
framkallande SODI-proteinaggregat. Antikroppar som se-
lektivt binder till aggregatspecifika strukturer skulle kunna
forhindra prion-liknande spridning och fortplantning av tox-
iska SODl-aggregat. En sidan metod skulle inte paverka den
normala SODI-funktionen och dess viktiga nedbrytning av
skadliga syreradikaler. ALS-forskargruppen i Umed har ut-
nyttjat sin kunskap om SODIl-aggregatens ytstruktur for att
ta fram specifika monoklonala antikroppar. Antikropparna
binder till olika dominer som finns exponerade i bade
ostrukturerat SODI och de sjukdomsframkallande SOD1-
aggregaten, men inte i normalt SODI.

IMMUNTERAPI SOM BEHANDLING AV ALS

Antikropparna har testats i immunterapiférsok pa vara mus-
modeller, dir vi kan inducera ALS-likande sjukdom genom
att injicera SODI-prioner i ryggmiirgen. [ ett forsta forsok lit



vi antikroppar binda SODI-prionerna innan vi injicerade
dem 1 transgena méss som uttrycker human muterat SODI-
protein. Forsoken visade att antikropparna bromsade sprid-
ning av SODI-prioner i nervsystemet och ALS-liknande for-
lamningssymtom. I nista forsoksomgéing behandlade vi olika
grupper av de transgena méssen med veckovis injektioner av
tvd olika SODI-antikroppar. Forsoken visade att bida anti-
kropparna passerade blod-hjdrnbarriiren och uppnadde lik-
nande koncentrationer 1 cerebrospinalvitskan. Bida anti-
kropparna band till SODI-aggregaten i in vitro-studier, men
vdra analyser pd behandlade djur visade att bara den anti-
kropp som riktade sig mot en domiin i proteinets terminala
inde kunde binda in till aggregaten inne i nervsystemet.
Antikroppen som band till SODl-aggregaten i ryggmirgen
kunde bromsa prion-liknande spridning och sjukdomsut-
veckling 1 djurmodellerna. Den andra antikroppen, som bin-
der till en sekvens 1 mitten av proteinet, kunde diremot inte
pévisas binda till SODI-aggregat i ryggmirgen i de behand-
lade djuren. Den antikroppen visade sig ha rakt motsatt ef-
feke, och resulterade istillet till att sjukdomsutvecklingen ac-
celererades.

Vira studier visade ocksd att antikroppar inte tar sig in i
celler i ndgon storre utstrickning, si det dr frimst extracel-
luliira proteinaggregat, och spridningen frin cell till cell, som
kan nds med antikroppsbaserad immunterapi. Forsoken ir
s& hir 1ingt lovande men vigen till patienter ir ling. Vi har
lirt oss mycket under studiens gdng och nu vill vi testa fler
lovande kandidater och modifiera vara befintliga antikroppar
s& att de kan bli innu effektivare och kommunicera bittre
med nervsystemets immunceller. Férhoppningen ir att vi ska
kunna utveckla en optimerad antikropp och att studierna kan
bidra till utveckling av fungerande immunterapi f6r patienter
med SODI-ALS.

En forsta, fas 1/2 klinisk prévning av immunterapi med
en antikropp, som utvecklats av ett likemedelsbolag och rik-
tar sig mot en annan domin av ostrukturerat SODI, ir pla-
nerad att startas upp under 2021. Studien ska dven inkludera
svenska ALS-patienter, bdde med och utan SODI-mutation.
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ALS forskning Umed, Grupp Peter Andersen, Institutionen for klinisk
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