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Amyotrofisk lateralskleros (ALS) ar en neurodegenerativ sklerotisk nervsjukdom som leder
till att motoriska nervceller i hjarna och ryggmarg gradvis fortvinar. | Sverige dar det drygt

200 personer som far diagnosen varje ar. Nya fynd indikerar att sjukdomen sprids fran cell
till cell, vilket beskrivs i denna artikel av professor Thomas Brannstrom, Institutionen for

medicinsk biovetenskap, Umea universitet.

Likt manga medicinska syndrom med irftligt inslag
har amyotrofisk lateralskleros kunnat knytas till mutationer
1allt fler gener under senare &r (tabell 1). Forst upptickta var
mutationer i genen for enzymet koppar-zink superoxiddis-
mutas (SODI1) dir kopplingen till ALS uppticktes 1993.
Minga av de i tabellen uppriiknade muterade generna paver-
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kar proteinnedbrytning eller RNA-hantering. SODI ir inte
bara det forst upptickta proteinet dir mutationer ger upphov
till ALS, utan upptar dven en sirstillning dd det finns nistan
200 kinda olika mutationer 1 genen som med olika styrka
kan kopplas till sjukdomen. Det ir osikert om det finns pro-
teinvarianter av SODI som ¢j kan kopplas till ALS. Dessa



mutationer 1 SOD1 kan ge sjukdomsférlopp med stor skillnad
i normalférlopp. En variant, mutationen D90A, ger i flertalet
patienter i Norden upphov till sjukdom med recessivt ned-
drvningsmonster och langsamt férlopp. Nistan alla andra
uppvisar ett dominant nedidrvningsménster och ofta snabba
sjukdomsforlopp, ett exempel pé detta dr den 1 Danmark {6-
rekommande G127X-mutationen. Bida dessa nimnda mu-
tationer dr upptickta vid Umed universitet av en forskar-
grupp med Peter Andersen (Nat Genet 1995;10:61-6). Sam-
mantaget inger dessa observationer anledning att anta att
sjukdomens utveckling vid SODI-mutationer beror pé pro-
teinets struktur. Férutom gener som ér kopplade till att sjuk-
domen utvecklas, har hittills fyra gener som minskar risken
att sjukdomen uppkommer identifierats vid undersékningar.

"SODI dr inte bara det forst upptickta
proteinet dir mutationer ger upphov till

ALS, utan upptar dven en sirstillning
dd det finns ndstan 200 kinda olika

mutationer 1 genen som med olika styr-

ka kan kopplas till sjukdomen.”

ETT PUSSEL AV GENFORANDRINGAR

Studier av flera av de i tabellen uppriknade proteinerna har
visat att de ir forindrade inte bara hos patienter med muta-
tioner 1 motsvarande gen, men dven hos minga andra patien-
ter utan kinda mutationer eller irftlighet. Sirskilt protei-
nerna SODI och TARDBP har av flera forskargrupper visats
forindrade hos en stor andel av ALS-patienterna. Inklusioner
av dessa proteiner ses vid mikroskopisk undersskning av mo-
toriska nerveeller 1 centrala nervsystemet (PLoS One
2010;5(7):e11552). Detta sammantaget med nyare forskning
dir metoder att soka mutationer i manga eller pd sistone alla
gener hos en patient har anvints och visat att det hos en och
samma individ forekommer fler muterade gener in vad som
kan forklaras av den generella frekvensen av mutationer i
dessa gener, talar for att flera genférindringar kan samverka
for att ge upphov till sjukdomen. Kartliggningen av genfor-
indringar vid ALS ger siledes ett pussel som nir det liggs
ger upphov till en kartbild 6ver sjukdomens patogenes.

HYPOTES OM FELVECKADE PROTEINER
Mutationer i flera av de gener som kan orsaka ALS kan dven
ge upphov till frontallobsdemens, exempelvis FUS, TARDBP
och C9orf72. Aven vid frontallobsdemens kan inklusioner av
motsvarande proteiner ses. Vid frontallobsdemens ses dock
inklusioner i andra grupper av nerveeller dn vid ALS.
Sedan andra halvan av 1800-talet dr det kiint att symtomen
vid ALS-sjukdomen i de flesta fall sprider sig p4 ett karak-
teristiskt sitt. Anledningen till denna spridning har varit
okind och minga hypoteser har lagts fram, bland annat har

ovanlig

Upptackt

FUS =

alfasynuklein, s& kallade lewy-kroppar, kan spridas till celler
i implantat av embryologisk vivnad frin patienternas egna
nerveeller (Nat Med 2008;14:501-3). Ett fynd som starkt talar
for spridning av proteiner som en sjukdomsmekanism vid
neurodegenerativa sjukdomar. Minga experimentella studier
vid bade Parkinsons sjukdom och Alzheimers sjukdom fran
de senaste dren stédjer denna hypotes. Den aggregering som
foregar sjukdomsspridningen beror pa att proteinerna antar
en onaturlig konformation och/eller att cellerna misslyckas
hantera felaktigt bildade proteiner (felveckning). En forskar-
grupp under Stefan Marklund vid Umed Universitet har visat
att dven mycket smd mingder felveckat SODI kan orsaka
sjukdomen (Brain. 2004;127:73-88). Hur dessa smd mingder
kan orsaka sa stor skada var linge ett svirforklarat fenomen.
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Bild 1. | bilden visas mé&tningar av 8 olika antikrop-
pars reaktioner med aggregat av SOD1 hos 4 olika
transgena musstammar (D90A-, G93A- och G85R-
mutationerna i SOD1samt dveruttryck i mdss av
den normala humana allelen - wthSOD?1). De olika
antikropparna &r framtagna genom immunisering
med polypeptider fran SOD1:s aminosyrasekvens
(angiven langs ned). Den dversta raden anger

ALS kan sprida sig i centrala nervsystemet. Ett viktigt fynd
gjordes 2011 niir en forskargrupp vid Universitet i Cambrid-
ge under ledning av Anne Bertolotti visade att aggregat av
proteinet SODI kunde spridas mellan nerveeller i cellkultu-
rer (Proc Natl Acad Sci U S A; 108:3548-53). Niista steg togs
2014 av en forskargrupp vid Floridauniversitet 1 Gainesville
under ledning av David Borchelt, som visade att injektioner
av homogeniserad hjirnvivnad frin méss som uttrycker mu-
terat humant SODI-protein kopplat till ett markérprotein,
hos nyfédda méss av samma typ gav upphov till ALS myck-
et tidigare dn vad som skulle férviintas (Acta Neuropathol
2014;128:791-803).

En avgorande svirighet vid humanstudier av neurodege-
nerativa sjukdomar ir att centrala nervsystemets finare mor-
fologi och biokemi nistan uteslutande kan studeras pd post-
mortal vivnad. Sjukdomens tidiga stadier kan inte nirmare
undersokas annat in pd djurmodeller. De tillgingliga djur-
modellerna f6r bide Alzheimers sjukdom och Parkinsons
sjukdom uppvisar enbart begrinsade likheter med den hu-
mana bilden.

Omgdende efter upptickten av D90A- och G127X-muta-
tionerna under 1990-talet pdbérjades ett arbete f6r att utveck-
la transgena djurmodeller (mdss) av dessa sjukdomar. Hir
har den humana genen satts in i mossen. Bdda dessa model-
ler har visat sig i detalj dterspegla mdnga delar av humana
sjukdomsfynd. De transgena DI0A-mdssen uppvisar pro-
blem med kontroll av urinbldsans funktion 1 likhet med
ALS-patienter med motsvarande mutation (J Neuropathol
Exp Neurol 2006;65:1126-36). Den mikroskopiska bilden av
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vilka aminosyresekvenspositioner som anvénts.
Varje stapelindikerar méatningar fran en individ (for
varje stam har tre djur anvéants). Matvardena har
normaliserats mot vardet for antikroppen mot ami-
nosyrorna 57-72. De gulfdrgade staplarnarepre-
senterar aggregat av typ B, medan dvriga staplar
representerar aggregatav typ A.

motoriska nerveeller vid G127X-mutationen ir férutom cell-
storleken identisk. En stor férdel med SODI-proteinet ir att
den humana formen inte interagerar med den murina for-
men hos méss.

Sammantaget tyder fynden pd en generell férekomst av
aggregerat SODI 1 nerveeller vid ALS och att dessa aggregat
kan spridas mellan celler, pd att de kan ha en central bety-
delse vid uppkomsten av sjukdomen. Fér att studera dessa
aggregat i detalj tog Stefan Marklund och hans forskargrupp
fram antikroppar riktade mot olika delar (epitoper) av SODI1-
proteinet. D& SODl-aggregat (i likhet med aggregat vid Alz-
heimers sjukdom och Parkinsons sjukdom) bildar tunna fib-
riller (Iinga tridar) gjorde han antagandet att vissa delar av
SODI-molekylen skulle bilda kirnan i dessa fibriller och an-
dra delar exponeras mot fibrillernas yta. Om aggregaten stu-
derades i nira normaltillstind skulle sdledes enbart vissa av
antikropparna kunna reagera med aggregaten (bild 1). P4
detta vis kan en epitop-profil for aggregatens struktur skapas.
Nir sedan aggregat fran de olika djurmodellerna underssk-
tes framkom att det forekom aggregat med en epitop-profil
kallad A, men hos D90A-méssen kunde dven aggregat med
en annan epitop-profil, kallad B, ses. Nir man sedan jim-
forde D90A-mossen med mycket typ A-aggregat fann man
att dessa levde lingre in D90A-méssen med mycket typ B-
aggregat. Sdledes tydde fynden pa att aggregatens typ styrde
symtomutvecklingen (Proc Natl Acad Sci U S A 2015;
112:4489-94). Den troligaste forklaringen for ett sidant resul-
tat var att de iakttagna aggregaten uppvisar en prion-liknan-
de spridningsmekanism.
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Bild 2. Bilden visar éverlevnaden hos
dels moss uttryckande den humana

G85R-mutationen i SOD1 (violett linje)
samt dverlevnaden hos G85R-mdss

som vid 100 dagars alder blivit injice-
rade med preparationer fran terminal
ryggmarg hos dessa G85R-md&ss (bla

INJEKTIONER AV AGGREGAT PASKYNDAR SJUKDOMEN

For att testa detta ytterligare har Thomas Brinnstroms fors-
kargrupp anvint preparationer med de olika typerna av ag-
gregat (A och B) och injicerat dem i ryggmirgen hos méss.
Hir anvindes en djurmodell som uttrycker den humana
G85R-mutationen i SODI1-genen. Den ir sirskilt limplig, for
hos denna upptrider aggregat av SOD-proteinet forst i sjuk-
domens slutstadium. Om hypotesen att sjukdomen sprids via
en prionliknande mekanism ir korrekt skulle injektionerna
inducera en ansamling av mycket storre mingder aggregat
in vad som injicerades. Denna ansamling skulle dven vara
aggregattypiskt; injektion av typ A skulle leda till ansamling
av typ A-aggregat och injektion av typ B-aggregat skulle leda
till ansamling av typ B-aggregat. G85R-modellen har aldrig
pévisats bilda typ B-aggregat. Dessutom férutsade hypotesen
att dessa aggregat skulle ha formdga att sprida sig i nervsys-
temet. Den injicerade mingden aggregat valdes si att den
motsvarar den mingd som dterfinns i ryggmirgen vid sjuk-
domens slutstadium 1 méssen.

Vid forsoken (bild 2) kunde det visas att injektionerna led-
de till en sjukdomsutveckling som kom niistan 200 dagar ti-
digare 4n normalt hos méss. Denna sjukdomsutveckling star-
tade alltid 1 bakbenen, trots att den normalt hos G85R-model-
len startar i frambenen hos omkring ca 40 procent av méssen.
Dessa fynd tyder sdledes pa att injektionerna orsakade symto-
men. En kontrollgrupp som injicerades med preparationer
gjorda pd méss utan human SODI-gen insatt, utvecklade ¢j
sjukdomssymtom, pekande pd att det kirurgiska traumat inte
hade ndgon effekt i sig (J Clin Invest. 2016;126:2249-53).

linjer, den streckade linjen anger nar
forsta sjukdomssymtom observerats).
Injektioner tidigarelédgger méssens
sjukdom med cirka 200 dagar. M&ss
som blivit injicerade med preparatio-
ner fran normala m&ss utan muterat
humant SOD1 (grén linje).

Nir sedan det centrala nervsystemet i méssen undersoktes
sdgs att aggregat ansamlades 1 allt hégre utstrickning allt
lingre ifrin injektionsplatsen ju lingre tid som forflutit efter
injektionerna. Den totala mingden aggregat i det centrala
nervsystemet var minghundrafalt stérre dn den injicerade
mingden och aggregaten var epitop-specifik gentemot den
injicerade typen. Allt detta visar att de smd injicerade ming-
derna orsakar en prionlikande spridning av aggregerat SOD1
och sjukdomens symtom.

Fyndet att en prionliknande aggregering driver sjukdoms-
utvecklingen vid ALS sitter fokus pd behandlingsstrategier
som kan hindra denna aggregering. Flera olika strategier ir
hir tinkbara. D4 fynden indikerar att sjukdomen sprids fran
cell dill cell dr en majlig strategi att med antikroppar finga
upp och destruera aggregat pd deras vig mellan cell tll cell.
Vilka epitoper som sddan terapi sannolikt bor riktas emot
kan forutsigas av de forsok som genomférts av Stefan Mark-
lunds forskargrupp. En annan strategi ir att redan tidigare i
utvecklingen soka paverka aggregering direkt med molekyler
som kan tillforas och verka intracellulirt och som forhindrar
SODI1-molekylerna att aggregera i forsta skedet. For att upp-
ticka denna typ, krivs enkla testmetoder som kan genom-
foras 1 stor skala och utveckling av sdidana metoder pagér.
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