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En ny mekanism for hur den neurodegenerativa sjukdomen ALS (amyotrofisk lateralskleros)
utvecklas har upptackts av ALS-gruppen vid Umea universitet. Proteinet SOD1 (Superoxid
dismutas-1) felveckas och bildar aggregat i det centrala nervsystemet (CNS). Dessa aggre-
gat sprider sig sedan i CNS via sa kallad templatstyrd spridning, det vill sdga det felveckade
proteinet provocerar andra nativa proteiner av.samma sort att anta samma felaktiga och
patologiska struktur. Aggregatbildningen kan direkt kopplas till sjukdomsutveckling i de
transgena forsdksdjur som anvants i studierna. Detta visas i en nyligen publicerad avhand-
ling' av Johan Bergh, leg. ldkare och doktor vid institutionen for medicinsk biovetenskap,
Umea universitet.

Denna process ar vildigt lik det som hiinder vid pri-
onsjukdomar som Creutzfeldt-Jakobs sjukdom och galna ko-

vis har prevalensen 6kat till ca 377.000 ar 2040.° Amyotrofisk
lateralskleros definierades redan 1 slutet av 1800-talet av den

sjukan. Nyligen har det dven pdvisats att andra neurodegene-
rativa sjukdomar som Alzheimers och Parkinsons sjukdom
har en prionliknande sjukdomsmekanism.” I och med de nya
forskningsresultaten kan dven ALS liggas till i denna grupp.

Upptickten kan 6ppna f6r framtida utveckling av likemedel.

MUTATIONER | SOD1 AR LANKAT TILL ALS

Varje &r drabbas ca 200-250 personer av ALS i Sverige och
1 hela virlden lever det ca 223.000 minniskor med sjukdo-
men. Antalet ALS-fall viixer for varje &r och uppskattnings-
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franske neurologen Jean-Marin Charcot som en sjukdom
som drabbar bide 6vre motorneuron i motorcortex och de
nedre motorneuronen i hjirnstammen och ryggmirgen.
Niista stora framsteg inom ALS-forskningen skulle dréja
inda till 1993, di mutationer 1 genen superoxid dismutas-1
(SODI) linkades till ALS.’ Sedan dess har 6ver 210 mutatio-
ner 1 SODI hittats hos ALS-patienter och 3—6 procent av det
totala antalet personer med ALS har en mutation 1 denna
gen. SODI-proteinet ir ett strukturellt stabilt, antioxidativt
enzym som uttrycks i alla celler. Mekanismen f6r hur muta-




tioner 1 SODI orsakar ALS ir inte helt klarlagd, men det dr
visat att mutationerna destabiliserar SOD1-proteinet. Detta
leder till att proteinet monomeriserar och felveckas. Mono-
mererna klumpar direfter ihop sig till stérre aggregat, vilka
inte kan brytas ned effektivt av cellernas proteindegrade-
ringssystem. Dessa aggregat av SODI-protein hittas hos bide
patienter med mutation i SODI, men idven hos ALS-sjuka
som saknar mutation i SODI-genen.® Dirav finns anledning
att misstinka att SODI-proteinet har en bredare betydelse i
uppkomsten av ALS.

AR SOD1-PROTEINET INBLANDAT | ALLA TYPER AV ALS?

Upptiickten att SOD1-aggregat bildas hos patienter med spo-
radisk ALS (SALS) manade oss att undersska om dven icke-
muterat SODI, s kallat vildtyps-protein (hRSODI"), ocksd
kan orsaka ALS. For att géra detta anviinde vi oss av forsoks-
djur. Den mest etablerade djurmodellen som anvinds inom
ALS-forskning idr den s& kallade SODI-musen. I denna mus
har den humana varianten av SOD1 (hSODI) klippts in 1
dess genom, en s kallad transgen mus. Ett flertal olika mo-
deller med mutationer i olika delar av SODI finns tillgiing-
liga i dag. Vi utvecklade en ny musmodell, som 6veruttryck-
te hSODI" i samma miingd som den mest etablerade SOD1-
modellen (hSOD1%**) inom ALS-forskning. Den nyutveck-
lade, homozygota, hSODI"-modellen utvecklade prematura

"Detta till trots finns fortfarande
relativt lite kiinnedom om vad som
orsakar aggregering av SODI-protein

in vivo, och hur dessa aggregat paverkar

sjukdomsforloppet vid ALS.”

roteinaggregat

ALS-liknande symtom och fick terminal sjukdom redan
efter ca 370 dagar (en frisk mus lever éver 800 dagar). I likhet
med ALS-patienter och andra musmodeller med mutation 1
SODI kunde uttalad motorneuronddd och cytoplasmiska
aggregat av hSOD]I-protein observeras 1 bide ryggmiirg och
hjdrna i hos méss med terminal sjukdom.” Med detta resultat
kunde vi dra slutsatsen att mutation i SODI inte ir nédvin-
dig for utveckling av ALS i musmodeller. Detta resultat ger
ytterligare stéd f6r hypotesen att SODI har en generell bety-
delse i ALS.

OLIKA STAMMAR AV SOD1-AGGREGAT

Aggregat av SODI-protein i motorneuron ir ett kinnetecken
for ALS, bade i minniska och 1 djurmodeller. Detta till trots
finns fortfarande relativt lite kiinnedom om vad som orsakar
aggregering av SODI-protein in vivo, och hur dessa aggregat
péverkar sjukdomsforloppet vid ALS. For att undersika det-
ta utvecklades en ny metod for att bestimma ytstrukturen pa
SODl-aggregat, d& denna struktur skiljer sig frin nativt
SODIL. Ett flertal peptidantikroppar riktade mot korta, kon-
sekutiva regioner (epitoper) 1 SODI1-proteinets aminosyra-
kedja tillverkades.® Samtliga antikroppar visade sig vara spe-
cifika for felveckat/oveckat SODI, det vill siiga ingen bind-

ning av det "friska” nativa SODI proteinet kunde registreras.

Detta forhallande utnyttjades vid analys av aggregatstruktu-

neurologi i sverige nr1-19 37



ALS

A‘ﬁj\\g

Antikroppar som k&nner
igen felveckade segment
i hSOD1-sekvensen.

Felveckat protein

Nativt protein

Aggregat med exponerade epitoper

Figur 1. Peptidantikroppar specifika for felveckat hNSOD1. (A) Antikropparna tillverkades mot korta konsekutiva segment i hSOD1-sek-
vensen. (B) Nar proteinet ar felveckat/oveckat &r epitoperna flexibla och tillgédngliga for peptidantikropparna. (C) Det nativa hSOD1-
proteinet &r en rigid struktur, vilket gor att antikropparna inte kan binda till proteinet. (D) hSOD1-aggregat ar delvis ordnat. Antikropp X
kan inte binda tillaggregatet, da dess epitop &r lokaliserad i aggregatkdrnan, medan antikropp Y:s epitop &r lattillgénglig i en flexibel

svans utanpa aggregatet. Anpassad fran Bergh J, et al 2015.%
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Figur 2. Strukturanalys av hSOD1-aggregat. Aggregat fran
transgena musmodeller med mutationerna D90A-, G93A-,

GB85R- eller viltyps-hSOD1 analyserades med binér mappning
av epitoper. Musmodeller med hSOD1D90a-mutation utveck-
lade en aggregatstruktur dér de polyklonala antikropparna mot
aminosyrasegmenten 80-96, 100-115 och 111-127 hade klart battre
affinitet. Anpassad fran Bergh J, et al 2015.2

ren, dd antikroppar mot olika SODI-segment binder olika
bra beroende pd aggregatets utformning. Antikropparna bin-
der starkt till flexibla fransar av aminosyror pd aggregatets
yta, men kommer inte it den rigida kirnan av aggregatet
[figur 1].

Aggregat av SODI renades fram ur ryggmiirg frin 4 olika
transgena musmodeller (hSOD19%*. hSODI1°** hSODI",
samt hSODI”*) som utvecklat terminal ALS. Aggregaten
fingades upp pa ett filter och firgades in med de respektive
SODI-specifika peptidantikropparna. Tva tydligt sirskilda
aggregatstrukturer (typ-A och typ-B) identifierades med den
nya metoden [figur 2], som vi kallar binidr mappning av epi-
toper (binary epitope mapping).” Dessa tvd aggregat var
strukturellt skilda frin de 4tta olika hSODI1-aggregat som vi
utvecklat in vitro. Detta tydliggor att de cellulira forhallan-
dena i CNS ir av betydelse vid utveckling av proteinaggregat.

Utover strukturskillnaderna, skiljde sig aggregaten dt med
avseende pd molekylira egenskaper och férméga att sprida sig
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ivivnad. Typ-B-aggregat hade en mer explosiv spridningsfor-
madga och var kinsligare fér exponering av denaturerande 15s-
ningar. Att proteinaggregat med aggressiv spridning ocksd dr
mer fragila ir en etablerad realitet inom prionfiltet.

Typ-B-aggregat, som enbart utvecklades 1 hRSODI*-mo-
dellen, var dven associerade med kortare 6verlevnad. Bide
typ-A- och typ-B-aggregat utvecklades i denna djurmodell,
och ju hégre andel av typ-B-aggregat som utvecklades, desto
kortare éverlevnad och aggressivare sjukdomsférlopp kunde
observeras.

Sammantaget ger detta stéd for att SODI1-aggregat i sig ir
centrala vid SODIl-associerad ALS, samt att dess struktur
péaverkar sjukdomsforloppet vid sjukdomen. Denna typ av
mekanism kan man iven se vid prionsjukdomar som Creutz-

feldt-Jakobs sjukdom.

PRIONLIKNANDE OVERFORING OCH SPRIDNING AV
SOD1-AGGREGAT

En prion ir ett infektidst, mycket stabilt, felveckat protein
som har férmdga att f andra proteiner av samma typ att anta
samma felveckade struktur som prionproteinet (templatstyrd
spridning). Vi misstinkte att typ-A- och typ-B-aggregaten
som vi upptiickt egentligen var prioner. For att undersioka
detta renades dessa tvd aggregat fram genom att homogeni-
sera ryggmirg frin terminalt sjuka SOD1-méss. Mindre be-
stdndsdelar som oligomerer och monomerer avligsnades fran
homogenatet. Direfter injicerades typ-A-, typ-B- eller kont-
rollhomogenat i ventralhornet i ryggmiirgen pd asymtoma-
tiska, 100 dagar gamla, hSODI***-méss (detta kallas “see-
ding” av prioner). hRSODI1°**-mgss éveruttrycker redan mu-
terat humant SODI, men utvecklar hSODI-aggregat sent
(vid 300 dagars alder), och lever linge (i genomsnitt till ca 400
dagars dlder, d4 de dor av terminal ALS). Dirfor dr model-
len bra for att undersoka tidiga seeding-effekter.

De méss som injicerats med hSODI-aggregat fick symtom
pd ALS cirka 70 dagar efter injektion, och utvecklade termi-
nal sjukdom efter ytterligare 30 dagar, 200 dagar tidigare dn
mdoss som injicerats med kontrollgsning.” De initiala symto-
men observerades alltid 1 det vinstra bakbenet, vilket moto-
riskt representerar det lumbala ventralhornet i ryggmirgen,
det vill siiga omradet dir injektionen av hSODl-aggregat ut-
fordes. Med andra ord kan ALS-symtomen associeras med
hSOD]1-aggregatens lokalisation.

Intracytoplasmiska SODI-inklusioner och motorneuron-
dod observerades histopatologiskt i ryggmirg. Dessutom



kunde vi bekrifta att aggregatspridningen var templatstyrd.
hSOD1°**modellen utvecklar normalt sett bara typ-A-agg-
regat,” men vid injektion av typ-B-aggregat s utvecklades
overraskande ocksa aggregat av typ-B i dess CNS.

Aggregaten skiljde sig 4t med avseende pd spridningsfor-
madga, och éverlevnadstiden hos musmodellen paverkades be-
roende pd vilken aggregattyp som injicerats. Effektiviteten
av seedingen var dessutom koncentrationsberoende, ju mer
aggregat som injicerats, desto tidigare utvecklades terminal
ALS 1 SODI-méssen.

Sammanfattningsvis talar resultaten ovan f6r att hSODI-
aggregat av typ-A och typ-B dr ALS-inducerande prioner.
Den samlade bilden tyder pd att SODI-associerad ALS ir en
sjukdom med prionliknande mekanism.

“Effektiviteten av seedingen var
dessutom koncentrationsberoen-
de, ju mer aggregat som injicerats,
desto tidigare utvecklades terminal

ALS 1 SODI-moéssen.”

AGGREGAT FRAN ALS-PATIENTER KAN OCKSA

INDUCERA SJUKDOM?

Hur relevant ir denna mekanism for minniskor med ALS?
For att ge svar pd detta producerades i niista studie “seeds” av
ryggmiirg frin en ALS-patient med trunkeringsmutationen
G127X. Koncentrationen av hSOD1-aggregat ir mycket lig-
re 1 den minskliga ryggmirgen dn hos hSODI1-méss, vilket
gor det svirt att direkt bestimma ytstrukturen pd aggrega-
ten. Diremot gdr det att indirekt f3 en uppfattning om vilken
aggregatstruktur som produceras iz vivo hos denna ALS-
patient, d& vi vet att aggregeringen dr templatstyrd.” Nir pre-
matur aggregatbildning initieras i ALS-musen, bor dessa
aggregat siledes anta samma form som de injicerade agg-
regaten.

Vi injicerade, likt tidigare, aggregat i ryggmirgen pd 100
dagar gamla hSODI1%**-méss. De humana hSODI%*"*-agg-
regaten provocerade fram sjukdom ca 100 dagar tidigare
jimfért med humant kontrollhomogenat, en signifikant
skillnad. Injektionen av hSOD19**-aggregat inducerade pro-
duktion av typ-A-aggregat, oavsett om mottagarmusen inji-
cerats med hSODI“"*-aggregat frin mus eller minniska.”
Humana seeds var, ovintat, 3 gdnger potentare i sin sjuk-
domsinducering dn seeds frin méss.

Denna studie visar att material frin en ALS-patient med
SODI-mutation kan inducera prionliknande spridning av
hSODI-aggregat, vilket i sin tur talar fér att denna meka-
nism ir av stor vikt dven i minniska.

Sammantaget presenterar avhandlingen en ny metod for
att karaktirisera strukturen pd hSODl-aggregat som bildas
vid ALS. Med information om hSODI1-aggregatens utform-
ning underlittas produktionen av specifika antikroppar mot
hSODI-aggregat. Antikropparna skulle i férlingningen kun-
na anvindas terapeutiskt for att bryta ner och minska sprid-

ning av dessa skadliga aggregat. Resultat frdn binir mapp-
ning av epitoper tyder pd att en prionliknande vixt och sprid-
ning av SODl-aggregat ir den primira sjukdomsmekanis-
men hos ALS-patienter med mutation 1 SODI. D3 aggregat
av SODI kan identifierats i bdde familjira och sporadiska
ALS-fall kan denna mekanism teoretiskt vara av betydelse
iven hos personer med ALS som saknar SODI-mutation.
Mer data behévs dock for att undersoka om s& dr fallet dven
i praktiken. De nya fynd som avhandlingen presenterar ir av
betydelse vid framtida likemedelsutveckling mot ALS.
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