ALS

En internationell forskargrupp har nyligen avslgjat nya amyloidogena egenskaper hos
S100A6, ett signalprotein som reglerar flera cellprocesser och som finns i astrocyter kring
de motornervceller som degenererar i ALS. Teamet, som leds av den portugisiska biofysi-
kern Claudio Gomes, har upptackt att STOOA6 kan bilda amyloidfibriller och att STOOA6 har
férmagan att paskynda aggregering av superoxiddismutas-1, ett neuropatologiskt kanneteck-
en hos ALS. Denna studie antyder alltsd en ny mekanism genom vilken proteinet STOOA6
kan vara en viktig trigger av ALS i neuronal vavnad.

Nagra av de mest f6rodande neurod-
egenerativa sjukdomarna ir associerade
med avlagringen av proteinaggregat —
amyloid — i det centrala och perifera
nervsystemet. Det ir inte klart huruvida
aggregaten orsakar dessa sjukdomar el-
ler bara ir en biprodukt av dem, men de
uppstdr alltid i sjukdomar som Alzhei-
mers, Parkinson och ALS (amyotrofisk
lateralskleros). Intressant nog finns det
inga tydliga genetiska faktorer som for-
klarar uppkomsten av de flesta sjuk-
domsfallen. Nu har ett tvirvetenskapligt
forskarlag fran Portugal, Sverige och
Tyskland identifierat en kalciumbindan-
de signalomvandlare - proteinet SI00A6
—som ir overuttryckt i ALS-drabbade
vivnader. SI00A6 har formégan att ac-
celerera den karakteristiska amyloidag-
gregationsprocessen vid ALS'.

AMYLOID MARKERAR PLATSEN

Proteiner ir centrala f6r levande system.
De ir genetiskt kodade molekylira ma-
skiner som utfor viktiga funktioner,
fran katalys (exempelvis metabola enzy-
mer), mekaniskt arbete (exempelvis
muskelfibrer), transport (exempelvis he-
moglobin) till signalering (exempelvis
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cytokiner). Manga av dessa roller beror
péd smd forindringar i proteinernas tre-
dimensionella struktur, som de som syns
1 specifika signalomvandlare for kalci-
umbindning for att de ska erhélla for-
migan att sitta iging gentranskription
eller avfyra aktionspotentialer.

Men proteiner dr ocksd mottagliga
for mer drastiska — och ofta sjukliga —
strukturella férindringar. Detta ér fallet
med amyloider, proteinaggregat som ir
resistenta mot proteolytisk nedbrytning.
Teoretiskt kan alla proteiner genomga
amyloidutveckling, men bara ett fital
kan gora det under fysiologiska villkor.
Centrala och perifera nervsystemet hyser
en stor del av de humana proteinerna
som ir kinda for att bilda amyloider.

Detta har betydande neuropatologis-
ka konsekvenser: amyloider stor cellfy-
siologin, och de blir giftiga genom att
stora vivnadens arkitektur, genom att
inducera neuroinflammation och apo-
ptos och genom att ackumulera metall-
joner som frimjar uppkomsten av oxi-
dativ stress. Men av in storre vikt ir att
vivnader inte kan eliminera amyloider
pa ndgot enkelt siitt, vilket innebir att de
tenderar att ackumuleras.

Dessa toxiska mekanismer delas med
proteiner och peptider som ir férknip-
pade med flera neurodegenerativa till-
stdnd, som Alzheimers (amyloid-f3-
peptid), Parkinson (o-synuklein) och
ALS (Cu, Zn-superoxiddismutas,
SODI). Det ir inte klart om amyloid idr
orsaken till eller en f5ljd av dessa sjuk-
domar, men de ir alltid nirvarande i
drabbade vivnader i avancerade sjuk-
domsstadier och ir en av f3 pilitliga
sjukdomsmarkérer. Fér Alzheimers
sjukdom forkortades inkuberingsfasen
och 6kade amyloidaggregationen och
neurodegenerationen vid intracerebrala
injektioner av amyloida prekursorer till
moss’.

Detta innebir att férekomsten av
amyloida avsittningar kan stimuleras av
andra proteiner. Medverkan av flera
proteiner i aggregeringsprocessen kan
ligga bakom den komplexa och spora-
diska karaktiren av amyloida sjukdo-
mar. December 2012 rapporterade ett
arbetslag lett av Claudio Gomes frin In-
stituto de Tecnologia Quimica e Biol6-
gica, Universidade Nova de Lisboa i
Portugal, att de identifierat ett nytt pro-
tein, kallat SI00A6, som har férmagan
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Figur 1. Elektronmikroskopbild som visar S100Aé-amyloidfibriller som filament av olika

storlekar.

att sjilvstindigt bilda amyloider och
som dessutom kan underlitta och pi-
skynda amyloidaggregation av SODI,
ett kinnetecken for ALS (figur 1).
Dessa resultat har publicerats 1 Journal
of Biological Chemistry (JBC)'.

S100-PROTEINER

S100-proteiner ir en grupp kalciumsig-
nalerande proteiner, som reglerar celley-
keln, celltillvixt, differentiering och
motilitet. Médnniskor har 21 proteiner ur
denna grupp 1 olika vivnader och i olika
subcelluliira lokaliseringar dir de utévar
olika funktioner. Vanligtvis forekom-
mer hoga proteinnivder i hjdrnan. Den-
na proteinfamilj identifierades forst 1
hjirnhomogenat fran nétkreatur base-
rat pd proteinets 16slighet (S) 1 mittat
(100%) ammoniumsulfat, dirav beteck-
ningen S100.

Exempelvis svarar S100B for cirka
tvd procent av allt proteininnehall 1 hjir-
nan. S100B ir kind for sina koncentra-
tionsberoende cellulira effekter 1 det
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centrala nervsystemet, dir de dr neuro-
trofiska vid nanomolira koncentratio-
ner och inducerar apoptos och forvirrar
neurotoxiciteten av amyloid-f3 1 Alzhei-
mers vid mikromolira koncentrationer.
S100-proteiner ir vanliga kliniska mar-
korer baserat pd forindrade uttrycksni-
véer av vissa S100-proteiner i cancer och
neurodegenerativa, inflammatoriska
och autoimmuna sjukdomar (figur 2).

METALLJONER LIGGER BAKOM

Den biologiska aktiviteten hos S100-
proteiner moduleras av olika metalljo-
ner - kalcium, zink och koppar - som
indrar proteinstrukturen vid interak-
tion. En vanlig strukturell f6rindring 1
S100-proteiner sker vid kalciumbind-
ning som alstrar ett “aktivt” protein,
som i sin tur aktiverar andra signaleran-
de partner. Men vissa S100-proteiner
kan binda till varandra i grupper om 4
till 12 proteinsubenheter, som formar
oligomerer pd ett metalljonberoende
satt.

3D-STRUKTUR AV S100A6 OCH SOD1

Figur 2. 3D-strukturer av proteinerna
S100Aé6 (6verst) och SOD1 (botten). De
orangefargade sfarerna i S100Aé represen-
terar kalciumjoner, som aktiverar signale-
ringsegenskaperna hos detta protein.

Denna association ir fysiologisk och
forekommer till exempel vid proinflam-
matoriska svar (SI00A12) eller neuritut-
viixt (S100A4). Den roll S100-proteiner
har i patologin har omprovats efter
Ludmilla Morozova-Roches grupp i
Umed upptickt, som visade att de pro-
inflammatoriska SI00A8/A9-proteiner-
na bildar amyloidavsittningar (kallade
corpora amylacea) i prostatan hos can-
cerpatienter och att dessa amyloider kan
framkallas av kalcium eller zink®. Aven
om proteinavlagring ir relevant i andra
cancertyper, éppnade denna upptiickt
frigan om andra S100-proteiner in
S100A8/A9 ocksa ir involverade i amy-
loidsjukdomar.

ETT LYCKAT SAMARBETE

Kollegan Cldudio Gomes blev slumpar-
tat varse Ludmilla Morozova-Roches
upptickt vid ett informellt méte 1 maj
2009 i hennes laboratorium vid Umed
universitet. Forst dd insdg de bida att de
delade forskningsintressen 1 S100-prote-



iner. Cldudio Gomes ir biofysiker och
har forskat om metalljoners roll i struk-
turen och stabiliteten hos S100-proteiner
sedan 2005 i samarbete med Giinter
Fritz, en kristallograf som arbetar pa
avdelningen for neuropatologi vid Frei-
burgs universitet, Tyskland. Giinter
Fritz har experimentellt bestimt struk-
turen pd flera S100-proteiner och har
biofysiskt karaktiriserat metalljoners
bindning till flera S100-proteiner.

Gomes-Fritz-samarbetet har redan
tidigare kopplat SI00A2, kalcium och
zink till varandra i cancer, men ingen
hade 6vervigt att forska om S100-amy-
loider, trots att amyloidforskning var ett
bekant dmne for Gomeslaget’. Cldudio
Gomes hade ocksd varit intresserad av
ALS® och mekanismerna f6r SODI-
amyloidavsittning. Om man funderar
dver S100-proteinernas méjlighet att bil-
da amyloider dr SI00A6 ett sjilvklart
forskningsmadl, ett protein som reglerar
celltillvixt och tumérbildning.

S100A6 idr 6veruttryckt i Alzheimers
sjukdom’ och ALS®. T ALS-patienter ir
S100A6 mycket dveruttryckt i reaktiva
astrocyter i hjirnstammen och rygg-
miirgen, vilka omger degenererande
axoner till motorneuron. I sin tur inne-
héller dessa ALS-drabbade nervceller
cytoplasmiska SODl-aggregat, som ir
vanligt forekommande sjukdomsindi-
katorer. Med detta som utgdngspunkt
gick Gomes, Morozova-Roche och Fritz

AGGREGERING AV S100A6 OCH SOD1

samman for att med gemensamma an-
stringningar forska pi om S100A6 ock-
s& kan bilda amyloid och om detta amy-
loid kan ha en inverkan pd ALS.

" Det ar inte klart
om amyloid ar
orsaken till eller
en foljd av dessa
sjukdomar, men
de ar alltid nar-
varande i drab-
bade vavnader.”

S100A6 AMYLOIDER

Gomes involverade sin doktorand Hugo
M. Botelho i SI00A6-amyloidprojektet
och den férsta uppgiften var att bestim-
ma om S100A6 kunde bilda amyloid i
likhet med Ludmilla Morozova-Roches
S100A8/A9. Efter bekriftelse 1 dator-
modeller om att amyloidpotentialen
fanns, sattes experiment upp for att tes-
ta denna hypotes. Ren S100A6 inkube-
rades i sura forhdllanden och tioflavin-T
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Figur 3. Aggregering av S100A6 och SOD1. S100A6 kan spontant bilda giftigt amyloid
under olika férhallanden. Denna process hdmmas av kalcium vid sura betingelser via
bildningen av icke-amyloidaggregat. SOD1 kan ocksa bilda aggregat som finns hos ALS-
patienter. Sma mangder S100A6 kan paskynda aggregering av SOD1 (en process som
kallas amyloidkorsympning), vilket tyder pa en potentiell roll for att framja ALS-patologi.

(en fluorescerande indikator av amyloid)
anvindes tillsammans med andra biofy-
siska tekniker (ljusspridning och infra-
rott ljusabsorption) for att mita amy-
loidbildning.

S100A6 bildade amyloid mycket
snabbt, inom nigra timmar. Som en
jimforelse tog lysozym, som ir involve-
rad 1 systemisk amyloidos, fyra dagar
fram till att amyloid kunde detekteras.
S100A6-amyloid bildades dven vid fysio-
logiska férhallanden.

Vid denna tidpunkt hade ocks3 bil-
der av S100A6-amyloid skapats med
elektronmikroskopi av Isabel Cardoso,
en samarbetspartner vid Instituto de
Biolégia Molecular e Celular i Porto,
Portugal. An mer intressant var att Go-
mes och Botelho insdg att kalcium him-
made S100A6-amyloidbildning i sura
forhallanden. Botelho bestkte sedan
Morozova-Roches laboratorium for att
miita SI00A6 celltoxicitet med neuro-
blastomceller med hjilp av Umed uni-
versitets doktorand Kiran Yanamandra.
de att
S100A6-amyloid var giftigt, om inte

Tillsammans observerade

kalcium ingick.

NYA INSIKTER OM ALS?
Det internationella teamet hade nu visat
att SI00A6 var 1 stdnd att bilda giftigt
amyloid. Men kunde det ha nigon ef-
fekt pd ALS? Det patologiska kinne-
tecknet for ALS dr SODIl-amyloidav-
sidttningar i nervceller, inte SI00A6.
Emellertid kan de forhéjda nivderna av
S100A6 i nirheten av ALS-degenere-
rande neuroner indikera ndgon associe-
ring mellan de tvd proteinerna, kanske
genom en process som kallas amyloid-
korsympning, varvid en liten mingd 1
forvig bildat amyloid fungerar som en
mall f6r ytterligare avsittning. Kanske
de hoga nivierna av SI00A6 1 ALS-pa-
tienter utgor tillrickligt med amyloid
for att starta SOD1-aggregering.
SODl-aggregeringen studerades i
Gomes laboratorium av postdoc Sénia
Leal. Leal och Claudio kunde observera
att en liten mingd S100A6-amyloid pa-
skyndade SODl-aggregering (figur 3).
I niirvaro av S1I00A6 tog SODI1-amyloid
30 procent kortare tid pi sig att bildas.
Detta resulterade 1 att teamet foreslog
nya hypoteser om de mekanismer som
leder till ALS debut. Med tanke p att
de motoriska nerveeller som skadats i
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ALS (innehdllande SODI-aggregat) ir
omgivna av aktiverade astrocyter som
dverproducerar SI00A6 féreslog Gomes
och hans medarbetare att uppbyggna-
den av S100A6 kan frimja samspelet
mellan proteiner i den komplexa miljon
1 en synaps.

Efter hand kan SI00A6 ocksd kom-
ma att befrimja bildningen av SODI-
aggregat in vivo, vilka ir kinda for att
utbreda sig i neuroner pa ett prionlik-
nande sitt, dir det sprider och vidmakt-
héller sjukdom. Teamet fortsitter nu att
utreda S100-amyloider pa djupet och yt-
terligare spinnande upptickter forvin-
tas inom en snar framtid™".
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