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Sammandrag

Amyotrofisk lateralskleros (ALS) &r en dodlig neurodegenerativ sjukdom som drabbar 2-3
individer per 100,000 varje ar. Vad som ligger bakom sjukdomen &r fortfarande okant,
daremot vet man att ALS orsakar forlamning i kroppen genom att bryta ned motoriska
nervceller, bland annat i hjarnan. Hittills har man identifierat mutationer i generna SOD1,
TARDBP, FUS, OPTN, VCP och C90RF72, som kan vara associerad med ALS. Dessa
punktmutationer orsakar oftast inklusioner, aggregat och ackumulering av den motsvarande
proteinprodukten i celler, vilket kdnnetecknar ALS.

Tva hypoteser har formulerats de senaste 20 aren som kan forklara mekanismen bakom
sjukdomen. Det spekuleras att sjukdomen antingen orsakas av en ”’loss-" eller ’gain-of-
function” effekt efter mutationerna har skett i respektive gen. Majoriteten av dessa
genmutationer har ett dominant anlag och pavisar en toxisk gain-of-function” mekanism,
men man har &ven observerat en loss-of-function” mekanism efter mutationer i genen OPTN.
”Gain-of-function” mekanismen for A4V SOD1 genmutationer, dar aminosyran alanin ersatts
av valin, okar progressionen av sjukdomen i kroppen och &r den vanligaste SOD1 mutationen
hos befolkning i Nordamerika. A andra sidan &r den recessiva D90A SOD1 genmutationen
vanligare i Europa &n Nordamerika.

De flesta genmutationer resulterar i proteinprodukter som har stor bendgenhet att aggregera,
ackumuleras eller bilda inklusioner i cytoplasman dér de orsakar toxiska effekter. Hur dessa
toxiska aggregat bildas skiljer sig for de olika mutationerna. Mutationer i FUS-genen orsakar
att aggregat bildas i motoriska nervceller genom att blockera exporten av mRNA ut ur
cellkérnan, OPTN mutationer har 6kad retentionstid i cytoplasman och VCP genmutationer
paverkar TDP-43 metabolismen, vilket har visat sig ha toxiska effekter i kroppen. Hur
TARDBP-genen orsakar aggregat &r fortfarande oként, dock har man genomfort knockdown
experiment pa zebrafiskar och moss som bekréaftat att TARDBP-genen &r essentiell for
utvecklingen av friska motorneuroner.

Man har nyligen identifierat en expanderad GGGGCC hexanukleotid i C9ORF72-genen som
ségs finnas hos majoriteten av alla ALS-drabbade individer. Av den orsaken, har mycket
forskning riktats mot denna mutation med syftet att forstd mekanismen vid vilket denna
”repeat expansion” orsakar degradering av motoriska nervceller. Hittills, har man bekréftat att
denna GGGGCC hexanukleotid stor transkriptionen och paverkar RNA-metabolismen, dock
vet man inte hur mutationen orsakar ALS. Genom att applicera epigenetiska metoder pa
C90RF72-genen har man upptéckt potentiella behandlingar till ALS, d&r man utnyttjar DNA
metyleringar for att tysta den muterade C9ORF72-genen. Detta innebér att produktionen av
toxiskt RNA minskar i hjarnan, vilket ddrmed minskar sannolikheten att individen utvecklar
ALS. Av den orsaken betraktas dessa epigenetiska modifieringar som ett potentiellt
tillvagagangssatt for att bota ALS.
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Inledning

Amyotrofisk lateralskleros (ALS), aven kallad Lou Gehrigs sjukdom, &r en progressiv och
dodlig neurodegenerativ sjukdom (Hough et al. 2004) som drabbar vuxna individer vid 55-70
ars alder (Cudkowicz et al. 1997). Denna forlamningssjukdom bryter ned de nervceller i
hjarnan och ryggraden som &r ansvariga for motoriken. Individen drabbas vanligtvis av
andningssvikt inom 2-3 ar efter att de forsta symptomen observerats (Renton et al. 2011).

ALS kategoriseras i tva grupper: sporadisk ALS (SALS) och arftlig, autosomal dominant
ALS (familjar, FALS). Majoriteten av drabbade individer lider av SALS och bara ca 10 %
lider av FALS (Hough et al. 2004). Inga kliniska eller patologiska skillnader har observerats
mellan de tva grupperna, bada visar tecken pa neurodegenerativa processer dar, bland annat
axoner skadas (Cudkowicz et al. 1997). Man har dock observerat att FALS-drabbade
individer utvecklar symptom i genomsnitt vid 46 ars alder, det vill saga tio ar tidigare an
SALS patienter (Siddique et al. 1996). Dessa symptom inkluderar oftast férlamning i en hand
eller fot som sedan sprids till andra delar av kroppen, vilket orsakar muskelfortvining och
darmed andningssvikt (Fletcher 2004).

Man vet att ALS kéannetecknas av inklusioner (ol6sliga substanser i cytoplasman), aggregat
och ackumulering av proteiner i celler (Okamoto et al. 1991, Neumann et al. 2006), men i
dagslaget ar orsaken okénd och sjukdomen gar inte att bota (Mackenzie et al. 2007). Daremot
har man identifierat fem gener; SOD1 (Rosen et al. 1993), TARDBP (Sreedharan et al. 2008),
FUS (Vance et al. 2009), OPTN (Maruyama et al. 2010) och VCP (Johnson et al. 2010) som
ar associerade med ALS. Utdver dessa gener har nya studier visat att en expanderad
GGGGCC hexanukleotid “repeat expansion” i kromosom 9, open reading frame 72
(C90ORF72) &r associerad med ALS och frontotemporal demens (FTD) (DeJesus-Hernandez
et al. 2011, Renton et al. 2011). Normalt finns denna sekvens repeterad ca 25 ganger medan i
muterade individer kan den finnas dver hundra ganger (DeJesus-Hernandez et al. 2011).

Syftet med denna litteraturstudie &r att redogdra hur dessa genmutationer och den
expanderade GGGGCC hexanukleotid upprepningsexpansionen ar associerad med ALS (och
FTD). For att astadkomma detta kommer stora méangder data att sammanfattas. Detta kommer
darfor bli en sammanstélining av de olika genmutationerna och GGGGCC hexanukleotid
upprepningsexpansionen samt hur deras upptackt har formulerat olika teorier bakom
uppkomsten av denna sjukdom. Fokus kommer ligga pa genetiken bakom ALS.

ALS associerad SOD1 genmutationer

Det var forst ar 1869 da den franske neurobiologen Jean-Martin Charcot beskrev den
progressiva och dodliga sjukdom som vi idag kallar ALS, dock har man aldrig kunnat bevisa
mekanismen bakom uppkomsten av sjukdomen. Med hjalp av DNA-markorer kunde man ar
1991 visa att denna sjukdom har stor sannolikhet att harstamma fran en mutation i kromosom
21 (Siddique et al. 1991). Tva ar senare genomfordes ett experiment av Rosen et al. (1993)
dar en single-strand conformational polymorfism analys utfordes pa 12 familjer vars
medlemmar lider av FALS. Med denna analysmetod kunde forskargruppen upptacka
skillnader i nukleotidsekvensen pa den enskilda DNA-strangen. Forskargruppen kunde sedan
skilja DNA-fragmenten at med hjélp av gel elektrofores, dar de separerades pa grund av
skillnader i deras konformation. Utifran denna analys fick man reda pa att mutationen ligger
pa kromosom 21, i en gen som kodar for antioxidanten Cu/Zn superoxiddismutas 1 (SOD1).
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Sedan dess har man sammanlagt identifierat mer d&n 125 mutationer som utbreder sig over fem
olika exoner i SOD1-genen (Pasinelli & Brown 2006).

Funktionen av SOD1 proteinet
Proteinprodukten av den eukaryota SOD1-genen bestar av 153 aminosyror som tillsammans

bildar en homodimer (Stevens et al. 2010). En homodimer &r ett protein som ar uppbyggt av
tva identiska subenheter, i detta fall binder varje subenhet en koppar och en zink jon (Sea et
al. 2015). Denna antioxidant har som uppgift att forstora fria radikaler i kroppen genom att
omvandla toxisk superoxid, som bildas vid oxidativ fosforylering, till syre och vateperoxid
(Fig. 1) (Gurney et al. 1994). Eftersom SOD1-genen bestar av fem exoner ar alla dessa
mottagliga for manga olika typer av mutationer med samma slutresultat, ALS (Deng et al.
1993).

Superoxiddismutas
200 +2H — H:02+O2 (1)
Fel* +H:0;—» Fe*+ QH + OH- ()
Or +NO » ONOO- (3)
Figur 1. Olika reaktioner som katalyseras av superoxiddismutas. (1) Enzymet SOD1 omvandlar fria
syreradikaler till vateperoxid och syre. (2) Nedsatt aktivitet av SOD1 antioxidanten orsakar bildningen av

hydroxylradikaler, vilket &r en mer toxisk reaktiv syreradikal. (3) Nedsatt aktivitet av SOD1 antioxidanten
orsakar bildnina av peroxvnitrit.

Punktmutationer i SOD1-genen associerat med ALS
| nulaget har mer an 125 mutationer pa olika exoner av SOD1-genen identifierats. De flesta

mutationer dr punktmutationer i exon 1,2,4 samt 5 (Ince et al. 1998) och leder nastan alltid till
FALS (Rosen et al. 1993), vilket utgor ca 20-25% av alla FALS fall (Gurney et al. 1994).
Mutationer i exon 3 har observerats men annu inte bekréftats ha en koppling till ALS (Deng et
al. 1993). Denna mutation &r valdigt specifik for FALS och har endast observerats i ca 1 % av
alla SALS fallen (Andersen et al. 1997). FOr Rosen et al. (1993) var det oklart om dessa
mutationer orsakade en 6kning eller minskning i enzymaktiviteten. Hypotesen vid den tiden
forklarades som en “’loss-of-function” effekt, dar en minskning i enzymaktiviteten ledde till
en 6kning av fria radikaler som &r toxiska for celler. Detta antagande gick dock emot deras
hypotes som pastod att sjukdomen ar genetiskt dominant da de flesta "’loss-of-function”
mutationer &ar recessiva. Ifall mutationen orsakade en 6kning i SOD1 aktiviteten, skulle det
innebéra att den muterade proteinprodukten inhiberar funktionen av proteinprodukten fran en
normal SOD1-gen (Rosen et al. 1993). Drygt ett ar senare uppkom hypotesen om en ~’gain-of-
function” effekt av Gurney et al. (1994). Genom att introducera vildtyp och tva muterade
former av den humana SOD1 genen i transgena moss erh6ll de resultat som indikerade att
mutationer i SOD1-genen resulterar i en ”’gain-of-function” effekt for individer som lider av
FALS. Denna hypotes pastar att SOD1 proteinet far en ny toxisk funktion da peroxynitrit
(ONOOQ) bildas fran reaktioner mellan de fria radikalerna superoxid (O2") och kvéaveoxid
(NO) (Gurney et al. 1994).

Ar 1997 utforde Cudkowicz et al. DNA analyser pa blodprov taget frén 290 levande familjer
drabbade av ALS, varav 27 av dessa hade en mutation i SOD1-genen pa exon 1. Denna
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punktmutation orsakade en aminosyra substitution pa kodon 4 dar alanin ersattes av valin
(A4V-mutation), och var den vanligaste mutationen som forekom i FALS SOD1 gruppen i
experimentet. Genom att sekvensera alla fem exoner av SOD1-genen hos 2045 ALS-drabbade
individer kunde Andersen et al. (2003) bekréfta att deras resultat stamde 6verens med
Cudkowicz et al. (1997) samt dra slutsatsen att A4V substitutionen &r den vanligaste SOD1
mutationen bland befolkningen i Nordamerika da den observerades i flest individer. | Europa
har endast ett fatal familjer med A4V-mutationer dokumenterats (Andersen et al. 1997).
Ytterligare studier pavisar att haplotypen for A4V-mutationen skiljer sig mellan Européer och
Nordamerikaner, men inte for individer inom samma kontinent (Saeed et al. 2009). Ingen
skillnad mellan haplotyperna observerades nar Saeed et al. (2009) jamforde individer fran
Sverige och Italien. Detta bevisar att den genetiska variationen forloras nér nya populationer
bildas, vilket innebéar att A4V-mutationen har tva grundareffekter. Genetiskt innebar detta att
A4V mutationen har tva separata ursprung, en for Européer och en for Nordamerikaner
(Saeed et al. 2009). Daremot har andra studier visat att en annan typ av mutation, dér
asparaginsyra ersatts av alanin pa kodon 90 (D90A-mutation) i exon 4 pa grund av en A till C
substitution pd DNA-strangen (Sjéalander et al. 1995), &r vanligare i Skandinavien an i
Nordamerika (Luigetti et al. 2009). Denna D90A-mutation &r recessiv (Luigetti et al. 2009)
och orsakar ALS for individer fran Skandinavien som &r homozygota fér denna mutation
(Andersen et al. 1995).

A4V mutationen 6kar progressionen av ALS i manniskan

Det som sker pa proteinniva nar A4V-mutationen uppstar ar att DNA sekvensen andras fran
GCC till GTC (Deng et al. 1993). Detta orsakar en minskning i SOD1-genens stabilitet och
samtidigt en 6kning av proteinets hastighet att veckla ut sig och dess bendgenhet att aggregera
(Stathopulos et al. 2003). A4V-mutationen ar dven allvarlig i den aspekten att den paskyndar
sjukdomens progression i kroppen, vilket innebar att individen inte lever langre an tva ar efter
det att forsta symptomen upptéckts (Hough et al. 2004).

Potentiella mekanismen for SOD1 associerad ALS

Gurney et al. (1994) valde att analysera bade A4V- och G93A- (substitution av glycin till
alanin) mutationer for att fa battre forstaelse bakom mekanismen av nervcell-degradering.
Experimentet gick ut pa att introducera humana vildtyper och muterade SOD1-gener i
transgena moss. De transgena mdssen med muterade gener visade sig bli helt paralyserade i
bakbenen, vilket tydde pa att de utvecklade en ALS-associerad mutation med en progressiv
degradering av nervceller som ar ansvariga for motoriken i kroppen. Dessa symptom har
endast observerats i transgena mdss som uttrycker muterade humana SOD1-gener och inte hos
madss med en inaktiv SOD1-gen (Reaume et al. 1996). Mdssen i kontrollgruppen var friska
och visade inga tecken pa utvecklingen av progressiv motorneuron-degradering (Gurney et al.
1994). Diverse SOD1 genmutationer ger upphov till aggregationer av proteinprodukten i olika
vavnader i de transgena massen, vilket foreslar en alternativ toxisk “gain-of-function”
mekanism till uppkomsten av sjukdomen (Wang et al. 2003).

Man har nyligen formulerat nya hypoteser kring uppkomsten av ALS, dar man bland annat
forklarar att oxidativ stress orsakar nedbrytning av nervceller (Barber & Shaw 2010). Pa detta
satt har man hittat ytterligare en koppling mellan SOD1 och ALS (Bowling et al. 1993), da
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SOD1 har som funktion att skydda celler fran oxidativ stress som orsakas av reaktiva
syreradikaler (ROS) (Kato et al. 2004). Redan pa 1990-talet kunde Liu et al. (1999) bekréafta
att nervcellerna hos ALS-drabbade individer pavisar en 6kad oxidativ skada nar de
observerade hogre vateperoxidnivaer hos transgena méss med muterad SOD1-gen. Sedan dess
har man kunnat observera liknande resultat genom att analysera post-mortem vavnader fran
FALS och SALS patienter, dar man bland annat observerade skador pa proteiner, lipider och
DNA (Calingasan et al. 2005).

ALS associerad TARDBP genmutationer

Funktionen av TDP-43 proteinet

Utdver mutationer i SOD1-genen, har forskning pa senaste tiden visat att mutationer i
TARDBP-genen kan ligga till grund foér utvecklingen av ALS (Sreedharan et al. 2008). Denna
gen kodar for ett DNA-bindande protein (TDP-43) som uttrycks i cellkérnan i de flesta
vavnader (Ayala et al. 2005). TDP-43 reglerar transkriptionen av diverse gener, kontrollerar
MRNA splicing samt reglerar proteinproduktionen i nervsystemet och organutvecklingen
(Buratti et al. 2001). Hittills har man identifierat mer &n tio punktmutationer i C-terminalen av
TARDBP-genen (Vance et al. 2009).

TDP-43 inklusioner kénnetecknar ALS

Grundlaggande kannetecken for neuropatologin av ALS ar ackumuleringen av ubiquitinerade
neurala cytoplasmiska inklusioner (NCIs) i degraderande motoriska nervceller (Arai et al.
2006). Okamoto et al. (1991) var den forsta forskargruppen att identifiera och beskriva NCIs i
patienter som lider av ALS. Sedan dess har man kunnat bekréfta att fosforylerad och
ubiquitinerad TDP-43 (Cairns et al. 2007) ar en av huvudkomponenterna av NCls i SALS
(Neumann et al. 2006) och FALS (Mackenzie et al. 2007). | nuldget ar mekanismen bakom
fosforyleringen, ubiquitineringen och ackumuleringen av TDP-43 fortfarande oként (Cairns et
al. 2007), dock vet man att ackumuleringen av proteiner i nervceller ar en utmérkande
egenskap for neurodegenerativa sjukdomar (Mackenzie et al. 2007).

Punktmutationer i TARDBP-genen associerat ALS

| ett forsok att undersoka mekanismen bakom TDP-43 i ALS, analyserades mutationer i alla
sex exoner av TARDBP-genen hos 154 individer som lider av FALS. Man fann tva
punktmutationer i exon 6 men i olika kodon (Sreedharan et al. 2008). En punktmutation
identifierades i kodon 337 dar valin ersattes av metionin (M337V-mutation) som orsakades av
en A till G substitution pA DNA-strangen. Den andra mutationen observerades i kodon 331
dar lysin ersattes av glutamin (Q331K-mutation) pa grund av en C till A substitution pa DNA-
strangen (Sreedharan et al. 2008). In vivo experiment pa kycklingembryon med M337V- och
Q331K-mutationer visade en avvikande mognadsutveckling med misslyckad utveckling av
normala lemmar och svans (Sreedharan et al. 2008). Yokoseki et al. (2008) identifierade
samtidigt en tredje punktmutation i exon 6 men pa kodon 343, dér ett utbyte av A till G
orsakade en glutamin till arginin substitution (Q343R-mutation) och foreslar att mutationen
inhiberar mRNA splicing (Yokoseki et al. 2008).



Hitintills, har man inte bekréaftat mekanismen vid vilket TDP-43 ackumuleringar orsakar
ALS, daremot vet man att det handlar om ett ”’loss-" eller ’gain-of-function” process. Johnson
et al. (2008) uttryckte humant TDP-43 i modellorganismen Saccharomyces cerevisiae
(bagerijast) och observerade att TDP-43 aggregat var toxiskt aven for jast. Dessa in vivo
analyser stoder hypotesen som forklarar att proteinet har en toxisk “’gain-of-function” effekt
(Johnson BS et al. 2008). Daremot har knockout och knockdown metoder visat att TDP-43
proteinet kan agera via en ~loss-of-function” mekanism. Knockdown experiment pa
TARDBP-genen hos zebrafiskar har visat sig ha dodliga slutresultat, dar de flesta zebrafiskar
pavisar en avvikande motorneuron utveckling (Kabashi et al. 2010, Schmid et al.
2013).Utover detta har aven knockout experiment genomforts pa maoss, dar man framstallt
moss som saknar TDP-43 proteinet. Moss som var heterozygota for mutationen visade sig ha
en abnorm motorneuron utveckling och de homozygota mossen dog innan fodseln (Kraemer
et al. 2010).

ALS associerad FUS genmutationer

Likt TARDBP-genen, har FUS-genen visat sig medverka i regleringen av transkription,
MRNA splicing och transport. Ddrmed kan man, med viss sékerhet, anta att dessa gener har
en gemensam mekanism som ger upphov till ALS (Vance et al. 2009). An s& lange har man
identifierat ungefar 13 mutationer som utbreder sig 6ver 15 exoner i FUS-genen pa kromosom
16 (Kwiatkowski et al. 2009).

Punktmutation i FUS-genen kopplat till ALS

Tva vanliga mutationer som férekommer i FUS-genen upptacktes samtidigt av tva olika
forskargrupper ar 2009. Vance et al. (2009) sekvenserade sammanlagt 279 exoner fran 197
individer med FALS och hittade en punktmutation i exon 15 dar en baspars forandring fran C
till T skett. Denna forandring resulterade i en arginin till cystein substitution pa kodon 521
(R521C-mutation). Utdver detta fann de en annan mutation pa samma kodon som orsakade en
arginin till histidin substitution (R521H-mutation) pa grund av en G till A forandring.
Neuropatologiska studier pa individer med dessa tva mutationer visade en drastisk minskning
av motoriska nervceller i ryggraden och hjarnbalken (Vance et al. 2009). Hur dessa
mutationer orsakar denna minskning ar fortfarande okant (Blair et al. 2010). Samma
mutationer observerades av Kwiatkowski et al. (2009). Genom att sekvensera alla 15 exoner
fran 81 FALS individer och 293 SALS individer kunde de bekréfta iakttagelserna gjorda av
Vance et al. (2009) samt pasta att inga FUS mutationer finns i SALS-drabbade individer
(Kwiatkowski et al. 2009, Blair et al. 2010). Daremot fann Belzil et al. (2009) en R521C- och
en R521H-mutation i tva separata individer som lider av SALS (Belzil et al. 2009). Dessa
mutationer ar oftast associerade med C-terminalen (Drepper et al. 2011) och har visat sig
bilda aggregat i motoriska nervceller genom att blockera exporten av mMRNA ut ur cellkérnan
(Dormann et al. 2010). Man har dven observerat aggregat av mutant proteinet i cytoplasman
(Ticozzi et al. 2009). Detta kunde Kwiatkowski et al. (2009) testa genom att marka R521G-
mutationen med green fluorescent protein (GTP). Resultatet visade en langre retentionstid av
det muterade proteinet i cytoplasman samt en bendgenhet att bilda aggregat (Kwiatkowski et
al. 2009, Ticozzi et al. 2009). En liknande trend har observerats i C-terminalen av TDP-43
proteinet (Kabashi et al. 2008). Att FUS proteinet oftast aggregerar i cytoplasman har fatt



forskare att tro att den bidrar till neurodegeneration via en toxisk “’gain-of-function”
mekanism (Kwiatkowski et al. 2009, Vance et al. 2009).

Oxidativ stress rekryterar stressgranuler med FUS

Ar 2010 kunde Bosco et al. (2010) visa ett samband mellan oxidativ stress och FUS proteinet,
dar de observerade att muterat FUS protein oftast hittas i stressgranuler (SGs) nér celler
utsatts for oxidativ stress (Bosco et al. 2010). SGs &r tata protein- eller RNA aggregat som
hittas i cytoplasman vid stress. Liknande resultat observerades av Vance et al. (2013),
forskargruppen kunde dven dra slutsatsen att SGs med muterad FUS initierar
aggregatbildning, vilket stor transkriptionen av RNA och déarmed orsakar celldéd (Vance et
al. 2013). Utdver detta, observerade man att muterad FUS har tendensen att binda vildtyp
FUS och orsaka inklusioner och SGs i cytoplasman (Vance et al. 2013).

ALS liknande symptom hos modellorganismer med FUS mutationer

Genom tiden har man anvént sig av olika modellorganismer med syftet att klargéra
mekanismen vid vilket FUS orsakar ALS. Tyvérr har man inte kunnat faststélla en mekanism,
dock har man kunnat bekrafta att FUS &ven orsakar bildandet av ackumuleringar, aggregat
och inklusioner av SGs i S. cerevisiae (Ju S et al. 2011), Drosophila melanogaster (Lanson et
al. 2011) och Caenorhabditis elegans (Murakami et al. 2012). Man har &ven anvént sig av
rattor och mass for att studera olika FUS mutationer (Huang et al. 2011, Qiu et al. 2014).
Huang et al. (2011) inducerade R521C-mutationer samt Gveruttryckte vildtyp FUS i rattor och
observerade att de muterade rattorna utvecklade ALS liknande symptom, bland annat
foérlamning och axonopati av motorneuroner. Inga ovanliga symptom observerades hos
rattorna med vildtyp FUS (Huang et al. 2011). Qiu et al. (2014) genomférde ett liknande
experiment men pa transgena moss med R521C-mutationer och observerade en minskning av
motorneuroner. Ytterligare analyser visade att mutationen orsakade storningar pa RNA
transkriptionen, vilket i slutdndan ledde till déden (Qiu et al. 2014).

ALS associerad OPTN genmutationer

Funktionen av OPTN proteinet

Pa kromosom 10 hittar man OPTN-genen (Hortobagyi et al. 2011) som kodar for proteinet
optineurin (Ito H et al. 2011a). Denna gen bestar av totalt 16 exoner (Baird et al. 2004) och
dess proteinprodukt medverkar i vesikeltransport, transkriptionsinitiering, exocytos samt
paverkar nuclear factor kappa B (NF-kB) regleringen (Hortobagyi et al. 2011). NF-kB ar ett
protein som binder DNA och reglerar transkriptionen (Li et al. 2016). Inte forst ar 2010 kunde
man associera mutationer i OPTN-genen med neurodegenerativa sjukdomar, bland annat med
ALS (Maruyama et al. 2010). Senare forskning har &ven kunnat observera och bekréfta
resultatet som Maruyama et al. (2010) erhéll (Shen et al. 2015).

Hur &r OPTN-genen och ALS associerat?

Det var forst i Japan man hittade en ALS-associerad OPTN mutation hos individer som lider
av FALS och SALS. Man fann tre ALS relaterade mutationer i denna studie; en deletion i
exon 5 pa OPTN-genen och tva punktmutationer (Maruyama et al. 2010). Deletionen i exon 5
orsakade en forskjutning i DNA sekvensen, vilket ddrmed bildade ett stoppkodon. Den ena



punktmutationen identifierades i exon 12 dar ett C ersattes med ett T (Q398X-mutation) och
orsakade en avkortning av aminosyrasekvensen for OPTN proteinet. | slutdndan ledde
Q398X-mutationen till en inhibering av proteinets formaga att binda till ubiquitin pa grund av
ett for tidigt stopp i translationen (Maruyama et al. 2010). Den andra punktmutationen
identifierades i exon 14, dar ett A substituerades med ett G (E478G-mutation). Denna E478G
mutation visade sig orsaka toxiska inklusioner i cytoplasman hos nervceller och déarmed stéra
dess funktion (Maruyama et al. 2010).

Potentiella mekanismer for OPTN associerat ALS

Maruyama et al. (2010) pastar att mekanismen vid vilket de tva punktmutationerna &r
verksamma skiljer sig for de tva mutationerna. De foreslar att bade en Q398X-mutation och
en deletion i exon 5 har en ”loss-of-function” effekt samt orsakar en minskning av OPTN
proteinet. E478G-mutationer antas daremot 6ka mangden muterad OPTN protein i celler och
axoner, vilket skulle orsaka en 6kad mangd inklusioner (Maruyama et al. 2010). Hortobagyi
et al. (2011) analyserade vavnader fran 138 individer och erhdll resultat som bekraftade
narvaron av OPTN framkallade inklusioner i nervceller. Utifran resultaten kunde man aven
verifiera att muterade OPTN proteiner aggregerar i celler dar genen éveruttrycks (Ying et al.
2010, Hortobagyi et al. 2011).

An sé lange 4r mekanismen for hur OPTN orsakar ALS okand. | ett forsok att identifiera
mekanismen, genomfarde Ito et al. (2016) ett OPTN homozygot knockout experiment pa
transgena moss, dar bada alleler for OPTN-genen saknas. Inte forran tredje veckan kunde de
observera en drastisk minskning i antalet axoner och en onormal myelination av
motorneuronerna i ryggraden hos méssen (Ito et al. 2016).

Samlokalisering av OPTN och andra ALS associerade gener

Manga forskare har studerat OPTN proteinets bendgenhet att samlokaliseras med diverse ALS
associerade gener, sasom TDP-43, SOD1 och FUS (Ito H et al. 2011b, Korac et al. 2013).
Studier av Keller et al. (2012) och Maruyama et al. (2010) uppvisar en association mellan
OPTN och SOD1 genen, dock upptécktes inget samband mellan generna i studier genomférda
av Deng et al. (2011) och Hortobagyi et al. (2011). Detsamma géller associationen mellan
OPTN- och FUS-genen, dér Ito et al. (2011b) och Keller et al. (2012) fann ett samband men
inte Hortobagyi et al. (2011). Hitintills, &r det d&nnu inte bekraftat vilken hypotes som
stammer.

ALS associerad VCP genmutationer

Funktionen av VCP proteinet

Valosin-containing protein (VCP) &r ett enzym som tillhor AAA+-ATPas familjen och kodas
av VCP-genen. Detta protein reglerar manga cellulara processer, bland annat cellsignalering,
autofagi samt degradering av ubiquitin-markta proteiner (Ju J-S et al. 2009). Mutationer i
VCP -genen paverkar TDP-43 metabolismen, vilket har visat sig ha toxiska effekter i
kroppen, sasom TDP-43 ackumulering i cytoplasman (Ritson et al. 2010). For att visa
sambandet mellan VCP och TDP-43, utforde Ritson et al. (2010) ett in vivo experiment dér de
uttryckte muterad VCP med den ALS associerad TDP-43 mutationen M337V i D.
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melanogaster. Samtliga flugor dog, vilket bekréftade en TDP-43 ackumulering i cytoplasman
(Ritson et al. 2010).

Hur ar VCP-genen och ALS associerat?

Hur VCP-genen och ALS ar associerade har inte varit sa val utforskat, dock har Johnson et al.
(2010) identifierat mutationer i aminosyrasekvensen for VCP-genen. Med hjélp av
exomsekvensering kunde forskargruppen hitta en G till A substitution (R191Q-mutation) som
tidigare identifierats i patienter som lider av Inclusion Body Myopathy (IBM) och
Frontotemporal Dementia (FTD). Vad dessa sjukdomar har gemensamt &r ackumuleringen av
TDP-43 inklusioner (Watts et al. 2004), darfor foreslar Johnson et al. (2010) att VCP
mutationer och ALS ar forknippat pa nagot satt. Genom att sekvensera 210 ALS-sjuka
individer hittade de ytterligare mutationer, vilket forstarkte deras hypotes om ett oférklarat
samband mellan VCP och ALS. En basforandring fran G till A (D592N-mutation) upptacktes
i en av ALS individerna dar dess proteinstruktur visade sig ha en koppling till VCP-genen
(Johnson et al. 2010). Annu en G till A forandring identifierades (R155H-mutation) i VCP-
genen hos en individ som lider av ALS (Johnson et al. 2010), dar en arginin till histidin
substitution sker (Custer et al. 2010). Individen visade sig ha en minskning av motoriska
nervceller i ryggraden (Johnson et al. 2010). ALS patienter med VCP mutationer, som
tidigare negligerats (Kimonis et al. 2008), kan nu anvandas for att studera mekanismen
bakom VCP associerad ALS (Johnson et al. 2010).

Ett samband mellan VCP och degradering av motoriska nervceller har observerats i méss. En
punktmutation i en VCP homolog, vacuolar protein sorting 54 (Vps54), har visat sig skada
motorneuroner i moss (Schmitt-John et al. 2005). Mekanismen &r okand och kunde inte
forklaras med hjalp av det erhallna resultatet, dock kunde man formulera méjliga teorier.
Schmitt-John et al. (2005) foreslog att det muterade Vsp54 proteinet paverkade
axontransporten i motoriska nervceller och pa sa satt orsakade en underutvecklad ryggrad hos
mossen. Ar 2010 utférdes ett liknande experiment dar Custer et al. (2010) uttryckte humant
R155H muterad VCP cDNA i transgena mdss. Efter 20 veckor kunde man tydligt se drastisk
minskning i aktivitet, vid gransen av paralysi, pa grund av degradering av motoriska
nervceller (Custer et al. 2010).

Kromosom 9 kopplad VCP ALS

Abrahao et al. (2016) identifierade en ny punktmutation i VCP-genen i en familj med
individer som lider av ALS. P& kromosom 9, exon 3 hittade de en basférandring fran A till T
som orsakade en asparagin till tyrosin substitution (c.271A>T-mutation). Denna
basforandring kunde de ytterligare bekréfta med en Sanger sekvensering (Abrahao et al.
2016). Aven Abrahao et al. (2016) kunde hitta ett samband mellan VVCP associerad ALS och
TDP-43 inklusioner.
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ALS associerad GGGGCC hexanukleotid repeat expansion i
C90RF72-genen

Genome-wide association studier identifierar ett samband mellan ALS och kromosom 9
De senaste aren har stor framgang astadkommits i att identifiera ett samband mellan ALS och
kromosom 9 (van Es et al. 2009). Forskargruppen upptackte tva singel nukleotid
polymorfismer (SNP) i tva lokus pa kromosom 9, dar 103 gener har visat sig ha en koppling
till SALS. Med hjélp av genome-wide associations studier (GWAS) kunde de identifiera att
dessa SNPs befinner sig i ett linkage disequilibrium (LD) block som bland annat innehaller
C90RF72-genen (van Es et al. 2009). LD &r en term som beskriver association av alleler i
olika lokus i en given population (Slatkin 2008). Ytterligare ett GWAS utfordes av
Laaksovirta et al. (2010) i den finska befolkningen. Aven denna forskargrupp kunde
identifiera ett samband mellan kromosom 9 och ALS. Utdver detta hittade de dven en SNP
haplotyp i ett lokus av kromosom 9 som visat sig oka risken for ALS pa grund av ett LD
block (Laaksovirta et al. 2010). Denna haplotyp har dven identifierats i frontotemporal
demens (FTD) (Vance et al. 2006).

Expanderad GGGGCC hexanukleotid repeat expansion i icke-kodande regioner av
CI90RF72 kopplat till kromosom 9 och ALS
Ar 2010 visste man inte orsaken bakom ALS associerad kromosom 9. Drygt ett ar senare

identifierades en expanderad GGGGCC hexanukleotid ’repeat expansion” i C9ORF72-genen
som en sannolik grund till kromosom 9-kopplad ALS och FTD (DeJesus-Hernandez et al.
2011, Renton et al. 2011). Renton et al. (2011) fann denna GGGGCC hexanukleotid ’repeat
expansion” i exon 1 och intron 1 av C9ORF72-genen nar de analyserade sekvensdata fran
ALS-drabbade familjer fran Nederlanderna, Finland och UK. Mer &n hélften av individerna
som bar pa GGGGCC hexanukleotiden bar dven pa SNP haplotypen (Laaksovirta et al. 2010,
Renton et al. 2011). DeJesus-Hernandez et al. (2011) identifierade GGGGCC hexanukleotid
upprepningsexpansionen nar de analyserade tidigare resultat fran Boxer et al. (2011). Boxer et
al. (2011) upptackte en familj med en ny kromosom 9 associerad ALS-FTD och valde att
kalla denna familj for Vancouver, San Francisco och Mayo familj 20 (VSM-20). Med syftet
att undersdka orsaken till VSM-20 upptackte DeJesus-Hernandez et al. (2011) GGGGCC
hexanukleotiden i den icke-kodande regionen av C9ORF72-genen och fann att denna “repeat
expansion” segregerar med VSM-20 sjukdomen. Ytterligare analyser av 229 ALS-drabbade
individer visade att 4,1 % av alla SALS individer och 23,5 % av alla FALS individer bar pa
GGGGCC hexanukleotid upprepningsexpansionen (DeJesus-Hernandez et al. 2011).
Forskargruppen fann &ven att denna repeat expansion” &r det vanligaste genetiska skélet till
FALS och SALS nér de jamforde alla ALS associerade genmutationer, vanligare &n SOD1,
TARDBP, FUS, VCP och OPTN mutationer (DeJesus-Hernandez et al. 2011, Renton et al.
2011). For att undersoka ifall denna repeat expansion” finns i individer fran andra
kontinenter an Europa, valde Renton et al. (2011) att analysera ALS-drabbade individer fran
Nordamerika och fann att dven de bér pa denna GGGGCC hexanukleotid i COORF72-genen.
Chen et al. (2016) visade dven denna “repeat expansion” finns i ALS-drabbade individer fran
Asien.
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Hur orsakar GGGGCC hexanukleotid repeat expansion nedbrytning av motoriska
nervceller?
Denna ’repeat expansion” &r den forsta av sin sort att sammankopplas med ALS och har, med

hjélp av fluorescence in situ hybridisering (FISH) och Southern blot analyser, uppskattats ha
en storlek mellan 700-1500 bp i individer som lider av ALS (DeJesus-Hernandez et al. 2011,
Renton et al. 2011). Aven friska individer har en GGGGCC hexanukleotid “’repeat expansion”
men den ar betydligt kortare, ca 2-23 bp (DeJesus-Hernandez et al. 2011). Med tanke pa dess
stora storlek och position i COORF72-genen, finns det en stor sannolikhet att denna
GGGGCC hexanukleotid “repeat expansion” stor transkriptionen och darmed paverkar
uttrycket av proteinprodukten. For att validera denna hypotes, producerade DeJesus-
Hernandez et al. (2011) tre alternativa former av C9ORF72-genen och sdg att tva isoformer
(isoform a och isoform b) av proteinprodukten bildades, dar isoform a orsakade en minskning
i MRNA uttryck. Renton et al. (2011) pastar att lokaliseringen av GGGGCC hexanukleotiden
i C9ORF72-genen orsakar degradering av motoriska nervceller eftersom det ger upphov till
toxiskt RNA som stor transkriptionen av normalt protein och paverkar RNA-metabolismen.

Potentiella mekanismer for nervcell degradering orsakat av GGGGCC hexanukleotid repeat
expansion

DelJesus-Hernandez et al. (2011) foreslar tva mekanismer vid vilket GGGGCC hexanukleotid
”repeat expansion” kan orsaka nervcell degradering. Forskargruppen observerade en ”loss-of-
function” mekanism nar de paverkade transkriptionen av C9ORF72-genen, men dven en
”gain-of-function” mekanism nar de studerade ackumuleringen av RNA-fragment i ryggraden
(RNA foci). Dessa toxiska RNA-fragment kunde hittas i cellkarnan hos individer som bar pa
GGGGCC hexanukleotid upprepningsexpansionen med hjélp av probe-mérkning och ségs
vara associerat med ALS da de forekommer i individer som drabbats av kromosom 9-kopplad
ALS/FTD (DeJesus-Hernandez et al. 2011).

Ar 2013 formulerades ytterligare en hypotes kring uppkomsten av GGGGCC hexanukleotid
”repeat expansion” associerad ALS. Mori et al. (2013) visade att GGGGCC hexanukleotiden
kan koda for tre dipeptid “repeat” protein (DPR) utan ett startkodon. Experimentet visade
aven att DPR proteiner har tendensen att ackumulera och forma aggregat i lillhjarnan och
hippocampus hos patienter med en GGGGCC hexanukleotid repeat expansion” i C9ORF72-
genen. De vanligaste DPR protein som bildade aggregat var poly-(Gly-Ala), poly-(Gly-Pro)
och poly-(Gly-Arg). Saledes bekréaftar detta att ackumuleringen av DPR protein, som kodats
av C90RF72-genen, ar associerat med ALS (Ash et al. 2013, Mori et al. 2013).

| ett forsok att forklara mekanismen bakom produktionen av toxiska RNA foci och
ackumuleringen av DPR i ryggraden och hjérnan, har Niblock et al. (2016) formulerat en teori
dar de menar att bibehallandet av intron 1 i COORF72-genen &r orsaken. Ackumuleringen av
C90RF72 mRNA i cellkdrnan sker nar exporten av genen forhindras, vilket intraffar nar
genen har en inkorrekt klippning och intron 1 &r kvar. Vid vissa tillfallen, nar oklippt
C90RF72 mRNA exporteras till cytoplasman, kan det koda for DPR proteiner som bildar
aggregat (Niblock et al. 2016).
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DNA metylering av COORF72-genen: potentiell behandling for ALS-drabbade individer
Man har aven utfort epigenetiska studier for att hitta méjliga behandlingar till COORF72
associerad ALS, dar man bland annat har identifierat DNA metyleringar (CpG metylering) i
narheten av GGGGCC hexanukleotid upprepningsexpansionen (Xi et al. 2013). CpG
metyleringar ar ett satt att skydda kroppen fran instabilt DNA genom att tysta vissa
genuttryck. Liu et al. (2014) har observerat ett CpG hypermetyleringar pa GGGGCC
hexanukleotid upprepningsexpansionen tystar COORF72-genen, vilket ddrmed minskar
ackumuleringen av toxiskt RNA och DPR protein aggregat i manniskohjarnan. De visade
aven att en de-metylering av promotor regionen av C9ORF72-genen upphéver gentystandet
och orsakar oxidativ stress samt ackumuleringen av toxiskt RNA, vilket darmed bevisade att
CpG metyleringar skyddar kroppen. Liu et al. (2014) pastar aven att det erhallna resultatet
bekréftar att GGGGCC hexanukleotiden agerar via en toxisk “gain-of-function” mekanism,
dar en metylering bland annat inhiberar ackumulering av toxiskt RNA, minskar oxidativ
stress och mangden RNA foci. Detta innebdr att epigenetiska modifieringar kan anvandas som
behandling mot neurodegenerativa sjukdomar (Liu et al. 2014).

Tabell 1. visar en sammanfattning av de mutationer som denna 6versiktsartikel har behandlat.

Tabell 1. Sammanfattning av samtliga mutationer associerade med ALS som presenterats i denna

litteraturstudie.

Aminosyra

Sjukdom  Gen Mutation forandring Referens

ALS SOD1* A4V Ala->Val Cudkowicz et al. 1997
D90A Asp—>Ala Sjélander et al. 1995
G93A Gly->Ala Rosen et al. 1993

ALS TARDBP* M337V Val->Met Sreedharan et al. 2008
Q331K Lys—>Gln Sreedharan et al. 2008
Q343R GIn>Arg Yokoseki et al. 2008

ALS FUS* R521C Arg>Cys Vance et al. 2009
R521H Arg—>His Vance et al. 2009
R521G Arg—>Ala Kwiatkowski et al. 2009

ALS OPTN* Q398X GIn—>Stop Maruyama et al. 2010
E478G Glu>Gly Maruyama et al. 2010

ALS VCP R191Q Arg—>GlIn Johnson et al. 2010
D592N Asp>Asn Johnson et al. 2010
R155H Arg—>His Watts et al. 2004
C.271A>T Asn>Tyr Abrahao et al. 2016

ALS CI90RF72* GGGGCC hexanukleotid Delesus-Hernandez et al. 2011

repeat expansion

Renton et al. 2011

*Mutationer i genen har observerats bland bade FALS- och SALS- drabbade individer.
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Diskussion

Syftet med denna litteraturstudie var att forsoka forklara sambandet mellan olika
genmutationer och utvecklingen av ALS. For att gora detta har man bland annat studerat
DNA och vavnader fran levande och omkomna individer drabbade av SALS respektive
FALS, inducerat mutationer i transgena maéss (Hough et al. 2004) och D. melanogaster
(Ritson et al. 2010) samt utfért genome-wide associations studier (GWAS) (van Es et al.
2009, Laaksovirta et al. 2010)). Dessa experiment har endast kunnat identifiera nya
mutationer som kan ligga till grund for ALS, men ingen framgang har gjorts i forstaelsen
bakom nedbrytningsprocessen av motoriska nervceller. Stora resurser har dven investerats pa
att undersdka mojliga sétt att minska nedbrytnings-aktiviteten av motoriska nervceller med
hjalp av epigenetiska modifieringar.

ALS &r en progressiv neurodegenerativ sjukdom som bryter ned motoriska nervceller i
hjarnan och ryggmargen (Hough et al. 2004). Degraderingen orsakar muskelatrofi och
svaghet, som i slutdndan resulterar i forlamning i hela kroppen (Renton et al. 2011). ALS
delas upp i tva kategorier; sporadisk ALS (SALS) och nedarvd ALS (familjar, FALS), varav
90 % av alla ALS-drabbade individer lider av SALS (Hough et al. 2004). Individer drabbade
av ALS lever i ca 2-3 ar efter det att forsta symptomen observerats (Renton et al. 2011). |
dagslaget ar mekanismen okand och det finns inga behandlingsmetoder fér ALS-drabbade
patienter (Mackenzie et al. 2007).

Sedan 1993, da man identifierade forsta genmutationen associerat med ALS (Rosen et al.
1993), har forskare gjort stora framsteg for att forsta genetiken bakom ALS, med syftet att
forklara mekanismen bakom nedbrytningsprocessen av motoriska nervceller. | dagslaget har
man identifierat atta stycken genmutationer pa olika kromosom och en GGGGCC
hexanukleotid repeat expansion” i C9ORF72-genen (DeJesus-Hernandez et al. 2011, Renton
et al. 2011) som visat sig vara associerat med ALS. Fem av dessa mutationer sker i SOD1
(Rosen et al. 1993), TARDBP (Sreedharan et al. 2008), FUS (Vance et al. 2009), OPTN
(Maruyama et al. 2010) och VCP (Johnson et al. 2010) generna och &r oftast punktmutationer
som orsakar enskilda basférandringar.

Tjugo ar sedan identifierades den forsta punktmutation i SOD1-genen som nu sags ligga till
grund for 20 % av alla ALS-drabbade individer (Gurney et al. 1994). Punktmutationer i
SOD1-genen ger upphov till en av de vanligaste och mest aggressiva formerna av ALS, en sa
kallad A4V-mutation (Hough et al. 2004). Ungefar 125 SOD1 ALS mutationer i olika exon
har identifierats, varav majoriteten av dem ar dominanta (Ince et al. 1998). Proteinprodukten
av de muterade SOD1-generna har visat sig bilda aggregat i celler och darmed ha toxiska
effekter i kroppen (Rosen et al. 1993, Stathopulos et al. 2003). Ben&genheten att bilda toxiska
inklusioner i celler orsakas aven av proteinprodukten fran de muterade TARDBP-generna,
TDP-43 (Arai et al. 2006), och har visat sig vara ett viktigt kdnnetecken for ALS (Mackenzie
et al. 2007). Mutationer i TARDBP-genen &r dominanta (Rutherford et al. 2008) och utgor ca
4 % av alla FALS individer (Chio et al. 2012). Man kénner till att inklusion, aggregat och
ackumuleringar av protein kannetecknar ALS, darfor vet man att de flesta gener som ger
upphov till detta hos ALS patienter orsakas av en mutation (Okamoto et al. 1991, Neumann et
al. 2006). Darfor véljer man att inducera mutationer i homologa proteiner i forsoksdjur
(Schmitt-John et al. 2005) och observera resultatet. Hittills, har denna metod fungerat bra da
flera forskargrupper har kunnat bekrafta att vissa genmutationer verkligen ar associerat med
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ALS. Darfor anser jag att denna metod bor fortsatta anvandas dven om vissa djur maste offras
for allas basta.

Strax efter identifieringen av TARDBP associerad ALS via ackumulering av muterad TDP-43
i celler, fann man punktmutationer i FUS-genen (Kwiatkowski et al. 2009, Vance et al. 2009).
Dessa mutationer ar dominanta (Kwiatkowski et al. 2009, Vance et al. 2009) och orsakar
ALS genom att bilda aggregat i C-terminalen av proteinprodukten (Drepper et al. 2011) som
paverkar RNA-metabolismen i motoriska nervceller (Dormann et al. 2010). De flesta
mutationer hindrar transporten av FUS proteinet till cellkarnan, vilket innebér att toxiska
inklusioner bildas i cytoplasman (Kwiatkowski et al. 2009, Ticozzi et al. 2009). Ytterligare
punktmutationer identifierades i OPTN-genen hos bade SALS och FALS patienter. Man
hittade dominanta punktmutationer, recessiva deletioner och nonsensmutationer. Fastan
mutationer i denna gen sallan orsakar FALS, har man observerat OPTN inklusioner i FALS
och SALS-drabbade individer (Maruyama et al. 2010). Sist men inte minst, kunde man ar
2010 identifiera mutationer i VCP-genen hos 2 % av alla FALS patienter med hjélp av
exomsekvensering (Ritson et al. 2010). Denna typ av mutation visade sig orsaka férlamning
och motorneuron degradering hos méss (Schmitt-John et al. 2005).

Stor framgang har gjorts i att identifiera en koppling mellan kromosom 9 och ALS (van Es et
al. 2009), dar man bland annat har upptéckt en expanderad GGGGCC hexanukleotid ’repeat
expansion” i de icke-kodande regionerna av C9ORF72-genen (DeJesus-Hernandez et al.
2011, Renton et al. 2011). Denna GGGGCC hexanukleotid sekvens ar bland en av de storsta
orsakerna till ALS, dad man observerat forekomsten av upprepningsexpansionen i 40 % av alla
FALS patienter och i 4 % av alla individer som lider av SALS (Majounie et al. 2012). Man
har aven upptackt att denna “repeat expansion” stér RNA-metabolismen och pa sa satt, genom
en okand mekanism, orsakar neurodegenerativa sjukdomar (DeJesus-Hernandez et al. 2011).
Man har darfor anvant den kunskapen och epigenetiska metoder for att foérsdka inhibera
storningen av RNA-metabolismen hos moss. Resultatet visar att epigenetiken ar ett potentiellt
tillvagagangssatt for att inhibera nedbrytningen av nervceller och darmed bota ALS (Liu et al.
2014).

For varje experiment som genomforts med syftet att hitta mekanismen bakom ALS, har nya
hypoteser formulerats. Hittills foreslar man att sjukdomen antingen orsakas av en *’loss-of-
function” effekt, gain-of-function” effekt eller bada tillsammans. Manga forskargrupper &r
oense om just vilken mekanism som galler. Kontroversiella resultat har erhallits nar vissa
forskargrupper forsokt aterskapa experiment som bekréaftar en viss mekanism. Man har bland
annat erhallit motstridiga resultat nar man forsokt validera samlokaliseringen av OPTN
mutationer med andra ALS associerade gener, sisom SOD1 och FUS (Deng et al. 1993,
Maruyama et al. 2010, Hortobagyi et al. 2011, Keller et al. 2012).

Framtidsperspektiv

Trots att stora resurser har satsat pa studier av ALS, ar mekanismen fortfarande okéand och det
har den varit i 20 ar nu. Eftersom mekanismen verkar svar att utforska har manga
forskargrupper valt att fokusera pa andra aspekter av sjukdomen, till exempel att forsoka
inhibera nedbrytningen av nervceller. Nu ndr man bekraftat att DNA metylering av
C90RF72-genen kan minska nedbrytnings-aktiviteten i kroppen, sa tror jag att mycket fokus
kommer laggas pa vidare studier inom DNA metylering och ALS.
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Man kan med sékerhet dra slutsatsen att mutationer i vissa gener och ALS har ett starkt
samband. Av all data som finns tillgangligt kan man inte sékerstélla vilken mekanism som
orsakar ALS, dock kan man spekulera kring mojliga hypoteser om antingen en loss-" eller
gain-of-function” effekt. Ytterligare en slutsats som kan dras ar att inklusioner, aggregat och
ackumuleringar av proteinprodukter fran genmutationer har ett samband med ALS. Tidigare
forskning fokuserar mycket pa att hitta mekanismen av genmutationer i
nedbrytningsprocessen av nervceller istallet for att forhindra det. Det & mojligt att framtida
studier kan leda till upptackten av mekanismen, men hur lang tid det kommer ta ar osékert.
Déremot har forskning kring DNA metyleringar och ALS visat sig ha succé i att inhibera
nedbrytningen av motoriska nervceller. Framtida studier kan darmed inrikta sig mer pa denna
aspekt av sjukdomen, eftersom det & mer gynnande for manniskor som lider av ALS.
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Héstar, hons, grisar, kor, katter, hundar och mass, vad har alla dessa djur gemensamt?

I en karriar som forskare finns det en stor sannolikhet att man stéter pa djurforsok. Djur
anvands inte endast for medicinsk framgang men aven for utbildningens skull, vilket innebéar
att manga nya studenter begars skada djur for att bemastra tekniker som anvéands inom
biologiska syften, bland annat injiceringen av toxiska amnen. Vanligtvis, anvands djur i syftet
att forbattra ménniskors hélsa och tyvérr blir djurférsdk en konsekvens av den viljan.

Amyotrofisk lateralskleros (ALS) ar en férlamningssjukdom som kannetecknas av
nedbrytningen av motoriska nervceller i hjarnan och ryggmaérgen. | dagsléget, finns det inga
effektiva behandlingar eller kunskap om mekanismen vid vilket ALS agerar i kroppen.
Hursombhelst, har man vetskap om genmutationer i SOD1, TARDBP, FUS, OPTN, VCP och
C90RF72 som &r associerade med ALS. Man har darfor valt att studera hur dessa mutationer
orsakar ALS genom att inducera mutationer i homologa proteiner hos mass, rattor, flugor och
jast. Ar det etiskt ratt att framkalla mutationer i forsoksdjur for manniskans vélbefinnande?

Djurforsok betraktas oftast som ett gynnande andamal for méanniskans basta, daremot anvéands
djurforsok aven for djurens basta da djur ocksa behéver lakemedel och vacciner. Majoriteten
av all forskningsresultat som erhalls fran djurforsok, appliceras dven pa djuren for att forbattra
deras livskvalité. Daremot vet vi att det finns stora skillnader mellan djur och ménniskor och
att man inte alltid kan applicera resultaten fran djurférsok pa manniskor. Av den orsaken, har
man borjat strava efter djurfria metoder inom forskningen, speciellt inom
lakemedelsutveckling. Jag skulle helst vilja se djurfria metoder i dagens forskning, daremot &r
det inte alltid mojligt eftersom de flesta experimenten kraver ett levande system. Aven om
djurfria metoder inte kan astadkommas i de narmaste aren sa bor man atminstone tanka pa att
minimera antalet djur per experiment.

EU lagstiftningen ar baserad pa tre principer, vilket forskare uppmanas félja for att minska
antalet djurforsok. Dessa principer kallas for de tre R:en; refine, reduce och replace, och
innebar att man ska forsoker hitta alternativa metoder, sdsom in vitro, in chemo och in silico
metoder, fOr att minska antalet djur, smarta och lidande. Hursomhelst, ersatter inte detta all
djurforsok da de flesta djurfria metoderna inte alltid &r lika givande som forsok pa levande
djur. Daremot, finns det bevis som stoder att manga djurforsok bidragit med missvisande
resultat, darfor anser jag att djur inte alltid ar de perfekta modellerna for forskningsandamal.

En konsekvens med att ha en nastintill identisk genuppsattning som ménniskan har lett till att
mass blivit det vanligaste forsoksdjuret. Av den orsaken har man valt att inducera genetiska
forandringar i djuret for att skapa en perfekt djurmodell. Trots detta har genmodifierade
forsoksdjur visat sig bidra med vilseledande resultat och kan darfér inte anvéandas for att
ersatta manniskan inom medicinskt syfte.

Rent etiskt tycker jag inte att det ar ratt att inducera genférandringar i djur, da man aldrig kan
vara séker pa att modifieringen har det resultat man forvantar. Dock, anser jag att
anvandandet av djur inom forskning ar en nddvandighet for allas basta, djur som manniskor
da forskningsresultaten appliceras pa alla levande varelser och inte enbart pa manniskor.
Djuret som utsatts for experimentet kommer, i sjalva verket, inte gynnas pa nagot satt darfor
kan man tycka att det &r etiskt fel att offra ett liv for ett annat. Fran ett utilitaristiskt
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perspektiv, dar summan nytta driver en handling, kan man argumentera att offrandet av ett liv
for att radda flera &r en sjalvklarhet. Detta innebér inte att djuren har mindre varde eller
fortjanar att lida, det handlar mer om att utféra en handling som gynnar sa manga individer

som mojligt med minimalt lidande.
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