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Genetski dejavniki v povezavi zamiotroficno

lateralno sklerozo

Genetic factors associated with amyotrophic lateral sclerosis

Katarina Vrabec,' Metka Ravnik-Glavac'?

Izviecek

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je redka
nevrodegenerativna bolezen, za katero je znacil-
no propadanje motori¢nih nevronov v cerebral-
nem korteksu, mozganskem deblu in hrbtenjaci.
Vedinoma se pojavlja v odrasli dobi med 50. in
60. letom starosti z znadilnimi simptomi, kot so
misi¢na $ibkost, atrofija in kasneje misi¢na para-
liza, ki privede do smrti zaradi dihalne nezado-
stnosti v 2—5 letih po pojavu prvih simptomov.
Danes je $e neozdravljiva. Simptomi se tipi¢no
pri¢nejo pojavljati v spodnjih ali zgornjih udih
(spinalna oblika) ali pa bulbarno (bulbarna
oblika). Ve¢ina ALS primerov je sporadi¢nih, le
okrog 5 % je druzinskih. V nastanek bolezni so,
tako pri sporadi¢ni kot tudi pri druzinski obliki,
vklju¢eni genetski dejavniki. Mutacije so do sedaj
opisane v kar 126 razli¢nih genih, vendar z naj-
vecjo frekvenco v genih SOD1, TARDBP, FUS in
C9ORF72. Spremembe opisujemo v tem pregle-
du $e v 13 drugih genih, ki so pogosteje vpleteni
v razvoj bolezni. Za ALS obstaja tudi hipoteza o
oligogenskem dedovanju bolezni, ki predvideva
mutacije v dveh ali ve¢ genih hkrati. Poudarjamo
tudi genetske dejavnike pri navidezno sporadi¢-
ni obliki bolezni ter drugih nevrodegenerativnih
boleznih, ki si z ALS delijo genetske in klini¢ne
znadilnosti. Ker se pri druzinskih oblikah 2/3 pri-
merov pojasni z mutacijo, pri sporadi¢ni obliki
pa le okoli 11 %, so raziskave usmerjene v odkri-
vanje novih genov s pomocjo asociacijskih $tudij
po celotnem genomu, ali pa v epigenetske vzroke
nastanka bolezni. V Sloveniji smo nedavno za-
klju¢ili prvo reprezentativno genetsko analizo
bolnikov z ALS, v teku pa so tudi raziskave na
podro¢ju metilacije in mikro RNA.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a rare
neurodegenerative disease characterized by de-
generation of motor neurons in the cerebral
cortex, brainstem and spinal cord. The disease
mainly occurs in adults, typically between so
and 60 years of age and presents with symptoms,
such as muscular weakness, atrophy and later on
paralysis, which lead to death due to respiratory
insufficiency within 2-5 years from onset, and re-
mains incurable. The symptoms typically start in
the muscles of arms or legs (spinal onset) or bul-
bar muscles (bulbar onset). Most ALS cases are
sporadic although about 5 % are familial. Genetic
factors are involved in sporadic as well as in fa-
milial forms of the disease. Mutations have been
found in 126 genes, among these with highest fre-
quencies in SOD1, TARDBP, FUS and C9ORF72.
Besides mutations in those four genes we are also
describing genetic changes in 13 other genes in-
volved in the disease process. Oligogenic model
has been hypothesized for ALS that considers
mutations in two or more genes in one patient.
We emphasize the genetic factors in a seemingly
sporadic form of the disease, and in other neuro-
degenerative diseases that share genetic and clin-
ical characteristics with ALS. Because about 2/3
of familial cases and only about 11 % of sporadic
cases are explained by mutations, the research
has been aimed at discovering new candidate
genes using genome-wide association studies,
and at the epigenetic causes of the disease. We
have recently completed the first representative
genetic analysis of patients with ALS in Slovenia,
and research on methylation and microRNAs is
currently in progress.

617



PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

618

Uvod

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je
redka nevrodegenerativna bolezen"? s pov-
precno incidenco 2,8/100.000 prebivalcev v
Evropi in 1,8/100.000 v Severni Ameriki.’
Za ALS je znadilno propadanje motori¢nih
nevronov v cerebralnem korteksu, mozgan-
skem deblu in hrbtenja¢i.> Klini¢no in ge-
netsko gre za heterogeno bolezen,* ki danes
$e ni ozdravljiva in se ve¢inoma pojavlja v
odrasli dobi med s50. in 60. letom starosti z
znacilnimi simptomi, kot so misi¢na $ibkost,
atrofija, kasneje pa misi¢na paraliza, ki pri-
vede do smrti zaradi dihalne nezadostnosti
v 2-5 letih po pojavu prvih simptomov.® Pri
priblizno 10% bolnikov se bolezen zacne
pred 4s. letom in pri okoli 1% bolnikov Ze
pred 25.letom starosti.® Tipi¢no se simptomi
ALS pri¢nejo pojavljati na dolo¢enem delu
telesa, v zgornjih ali spodnjih udih (spinalna
oblika) ali pa bulbarno.

Ideja, da so v nastanek ALS vkljuceni
genetski dejavniki, je prvi¢ vzniknila v letih
1850, ko so porocali o $tevilnih druzinah, v
katerih je zbolelo ve¢ sorodnikov.”

Vendar pa je vecina primerov ALS spo-
radi¢nih, le okrog 5 % je dednih.® Ceprav ni
kon¢nega merila za druzinsko obliko bole-
zni, je sprejet splosni dogovor, da prisotnost
bolezni pri dveh sorodnikih prvega ali dru-
gega reda predstavlja druzinsko obliko bole-
zni.’ V $tudijah, ki so vkljucevale blizu dve-
sto parov dvojckov, od katerih je bil v paru
vsaj en bolnik z ALS, so ocenili prispevek
dednosti na okoli 76 %, kadar so upostevali
pare dvojc¢kov iz sporadi¢nih in druzinskih
primerov skupaj, in na okoli 61 %, kadar so
upostevali le sporadi¢ne primere. Ta najde-
nja nakazujejo, da tako pri druzinski obli-
ki (FALS) kakor tudi pri sporadi¢ni obliki
(SALS) na nastanek bolezni klju¢no vpliva
genetski dejavnik.'

Stevilne druZinske oblike ALS se deduje-
jo na klasicen nacin dedovanja po Mendlu,
vec¢inoma na avtosomno dominanten nacin
z visoko stopnjo penetrance, ¢eprav so opi-
sani tudi primeri recesivnega in na kromo-
som X vezanega dedovanja.'’ S pomodjo
metodologije genetske vezave je mogoce pri
druzinskih oblikah bolezni ugotoviti genet-
ske lokuse, ki se dedujejo v povezavi z bole-

znijo. Na ta nacin so leta 1989 odkrili prvi
genetski lokus na kromosomu 21 (ALS1), ki
je povezan z dominantno druzinsko obliko
ALS."? V tem lokusu so kasneje identifici-
rali gen SOD1 in $tevilne mutacije v njem v
povezavi z ALS." Sledili so $tevilni razli¢ni
genetski pristopi za identifikacijo novih ge-
nov in mutacij, povezanih z ALS. V splo$no
dostopni bazi ALSoD (http://alsod.iop.kcl.
ac.uk/) je do sedaj opisanih Ze 558 mutacij
v 126 genih, vendar je bila velika vecina teh
genov povezana z boleznijo v posameznih
primerih, zato jih zaenkrat lahko uvr§¢amo
le med kandidatne gene, za katere bo more-
bitno potrditev potrebno pokazati z doda-
tnimi $tudijami. S $tevilnimi raziskavami pa
so ze potrdili visoko stopnjo tveganja za na-
stanek ALS in mutacijami v manjSem $tevi-
lu genov, ki jih zato uvr§¢amo med vzro¢ne
gene za ALS.” Ti geni so mutirani tako pri
druzinski kakor tudi pri sporadi¢ni obliki
bolezni, ¢eprav pri druzinski obliki mnogo
pogosteje. Sporadi¢na in druzinska oblika
se klini¢no lo¢ita le po tem, da se druzinska
oblika bolezni pojavi v zgodnejsi starosti.'*
Do 10% bolnikov je dementnih, pri sko-
raj 50 % vseh bolnikov pa je oskodovanost
kognitivnih funkcij mogoce ugotoviti z ne-
vropsihologkim testiranjem.'®

Pri dednih oblikah se pri kar priblizno
dveh tretjinah bolnikov mutacija, ki je vzrok
za bolezen, odkrije, pri sporadi¢nih oblikah
pa le pri okoli 11 % bolnikov.'*"’

V tem preglednem clanku opisujemo 17
glavnih genov, vpletenih v razvoj ALS, med
katerimi pa so pri ALS najpogosteje mutira-
ni SOD1, TARDBP, FUS in C9ORF72, nasteti
po zaporedju njihovega odkrivanja. Pou-
darili bomo hipotezo o oligogenski osnovi
bolezni, povezavo med genotipom in feno-
tipom, genetske dejavnike pri navidezno
sporadi¢ni obliki ALS in drugih nevrodege-
nerativnih boleznih, ki si z ALS delijo dolo-
¢ene genetske in klini¢ne znacilnosti, pa tudi
epigenetske dejavnike, ki vplivajo na patofi-
ziologijo ALS.

Glavni udelezni geni

Geni, za katere menimo, da povzrocajo
tipi¢no obliko ALS, so SOD1,'* TARDBP'®"’
in FUS.*>*' Drugi, redkeje udelezeni geni,
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med katerimi so nekatere povezali tudi z
drugimi nevrodegenerativnimi boleznimi,
pa so $e geni OPTN,** VCB**** SQSTM1,*°
FIG4,>” ATXN2,*® DAO, ** SPG11,*° PFN1,*!
VAPB,** ALS2,>* SETX?** in ANG.** Hkrati
pa so lahko nekateri za ALS znadilni geni
odgovorni za kombinacijo ALS-FTD ali
samo za FTD.® Taks$na sta gena UBQLN"' in
C9ORF;72.>>*¢ Qdkritje vpletenosti slednje-
ga je leta 2011 predstavljajo novo prelomnico
v raziskovalnih odkritjih, saj spada glede na
dosedanja spoznanja med najpogostejse ge-
netske vzroke za razvoj te bolezni. Dodatno
je tudi utrdilo domneve, da patogeneza ALS
poteka po ve¢ razli¢nih genetskih in mole-
kulskih poteh.*”

Identificiranje gena SOD1 kot prvega z
ALS povezanega gena je pred dobrimi dvaj-
setimi leti sprozila vpogled v razumevanje
patogeneze ALS."* Odtlej so v tem genu na-
8li ve¢ kot 180 razli¢nih mutacij, vendar pa
dokazi o njihovi patogenosti obstajajo za le
nekaj od njih.>® Populacijske $tudije kazejo,
da so mutacije v tem genu vzrok za pribli-
zno 20 % dednih oblik in 3% sporadi¢nih
primerov ALS® in so prisotne v vseh 5 ek-
sonih gena.’® Protein SOD1 je konstitutivno
in ubikvitarno izrazen v vseh celicah.*® Gre
za moc¢no ohranjen citoplazemski protein, ki
kodira Cu/Zn superoksid dismutazo.>* Mu-
tacije v genu SOD1 lahko povzrocijo poskod-
be nevronov zaradi akumuliranja toksi¢nih
produktov, kar privede do hitre celi¢ne smr-
ti. * Fenotipska heterogenost je velika, muta-
cija D9oA je recesivna in bolniki, ki so ho-
mozigoti za to mutacijo, so manj prizadeti.
PreZivetje obi¢ajno preseze 10 let.* Na drugi
strani pa je mutacija A4V povezana z domi-
nantno, agresivno potekajoc¢o boleznijo, ki
se konca s smrtjo Ze v 1 letu.*? Kognitivna
prizadetost je redka, ¢eprav se lahko pojavi v
poznih stadijih bolezni.** Patologija bolezni
ALS, ki jo povzrocijo mutacije v genu SOD1,
je drugacna od vseh ostalih tipov bolezni v
tem, da ni prisotne patologije TDP-43 in/ali
FUS. *
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TARDBP kodira protein TDP-43, ki je
pretezno jedrni ribonukleoprotein, ki urav-
nava transkripcijo, alternativno izrezovanje
in stabilnost RNA." Pomembno vlogo igra
pri miRNA procesiranju in biogenezi.** Iz-
raza se v vseh celicah in se lahko veze na
DNA ali RNA."” Zmanj$anje koli¢ine pro-
teina TDP-43 spremeni raven ve¢ kot 600
mRNA, med njimi tudi drugih z ALS pove-
zanih genov, kot sta FUS in progranulin, ter
$tevilnih drugih genov, vkljucenih v prenos
signalov, vnetne procese in celi¢ni obrambni
sistem.*® Leta 2006 so ugotovili, da se pro-
tein TDP-43 pri bolnikih prenese iz jedra v
citoplazmo in je glavna komponenta povsod
prisotnih proteinskih agregatov, ki nastaja-
jo v citoplazmi propadajo¢ih motori¢nih
nevronov tako pri ALS kot tudi pri FTD."
Izguba normalne jedrne funkcije, ki je po-
vezana z metabolizmom RNA, ali pridobitev
toksi¢ne funkcije, ki je povezana z motnjami
stresnih zrnc, agregacijo in akumuliranjem
v citoplazmi, sta le dva od moznih mehaniz-
mov, ki lahko privedeta do bolezni.*® To so
bili hkrati tudi klju¢ni dokazi, da sta ti dve
sicer dokaj razli¢ni bolezni del kontinuira-
nega spektra bolezni, ne pa dve popolnoma
loceni stanji, kar je nadalje neposredno vo-
dilo tudi k odkritju mutacij v genu TARDBP
pri dednih oblikah ALS in tudi v druzinah s
FTD.">*’ Mutacije v genu TARDBP so odgo-
vorne za priblizno 4 % druzinske oblike ALS
in manjsi odstotek sporadi¢nih primerov.*
Vecina najdenih mutacij se nahaja v eksonu
6, ki kodira mo¢no ohranjeno C-terminal-
no regijo,”" vklju¢eno v vezavo ribonukle-
oproteinov in izrezovanje RNA.*® Bolniki z
mutacijami v genu TARDBP kazejo klasi¢en
fenotip bolezni ALS, vendar se bolezen rada
pojavi prej in pogosteje s simptomi v zgor-
njih udih, trajanje bolezni pa je daljse kot pri
sporadi¢ni obliki ALS.>

Pred nekaj leti so bile kot vzrok za de-
dno obliko ALS odkrite $e mutacije v genu
FUS.**?' Ceprav spremembe v omenjenem
genu predstavljajo vzrok le pri 4 % bolnikov,
pa je vloga tega proteina pomembna Ze zato,
ker ima strukturne in funkcionalne podob-
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nosti s proteinom TDP-43. FUS je povsod
izrazen pretezno jedrni protein, ki je vpleten
v popravljanje DNA, uravnavanje prepiso-
vanja, RNA izrezovanje in iznos v citoplaz-
mo. Vlogo igra tudi pri procesiranju RNA in
miRNA, pri prenosu mRNA in, podobno kot
TDP-43, pri dinamiki stresnih zrnc.>® Vecina
bolnikov z mutacijami v genu FUS kaze kla-
si¢ni potek bolezni brez kognitivne prizade-
tosti, vendar pa se bolezenski fenotipi celo
pri bolnikih z enako mutacijo lahko precej
razlikujejo.>*** Mutacije v genu FUS se prav
tako kot pri TARDBP vecinoma nahajajo
v C-terminalnem delu, ki kodira RNA-ve-
zavno domeno. Mutacije preprecijo vstop
proteina FUS v jedro ter spodbudijo tvorbo
netopnih agregatov v citoplazmi prizadetih
nevronov.”! Znacilna naj bi bila odsotnost
agregatov ubikvitina in TDP-43,>**' ven-
dar pa so novejse raziskave pokazale, da je
tudi FUS lahko kolokaliziran s TDP-43.7%°7
Agregacija proteinov v citoplazmi nevron-
skih celic in spremenjen RNA metabolizem
sta ocitno skupna patogena mehanizma,
vpletena pri ALS in morda tudi pri drugih
nevrodegenerativnih boleznih.>»***!

Pri razumevanju bolezni ALS in njenih
vzrokov je izrednega pomena odkritje vple-
tenosti gena C9ORF72 v letu 2011.>>%¢ V pr-
vem intronu gena imajo zdravi posamezniki
prisotnih nekaj heksanukleotidnih ponovi-
tev GGGGCC, medtem ko imajo bolniki z
ALS lahko prisotnih ve¢ sto taksnih pono-
vitev.?>*® Omenjena ekspanzija je vzrok za
bolezen pri priblizno 5-6 % bolnikov s spo-
radi¢no obliko bolezni in pri kar 40 % bol-
nikov z dedno obliko, kar pomeni, da je ta
mutacija najpogostejsi vzrok za bolezen tako
pri druzinskih kot tudi pri sporadi¢nih pri-
merih.>>%®

Vecina bolnikov z ALS, ki imajo mutacijo
v C9ORF72, se klini¢no razlikuje od ostalih
oblik. Pogostejsi je bulbarni zacetek bolezni
(40 %) kot pri ostalih (25 %), kognitivne te-
Zave, predvsem frontotemporalna demen-
ca (FTD), ki se pojavijo pri skoraj polovici
bolnikov (pri ostalih oblikah le v 10 %),**
lahko pa izrazajo tudi parkinsonizem ali

psihiatri¢ne simptome, kot so psihoze in na-
gnjenost k samomoru.>*°

Mehanizem razvoja bolezni ni popol-
noma pojasnjen. Nevrodegeneracija naj bi
bila posledica nastanka toksi¢nega produkta
ali pa protein zaradi mutacije izgubi svojo
funkcijo. Delna haploinsuficienca bi lahko
bila vzrok, saj naj bi intronske ekspanzije
povzrocile izgubo enega ali vseh alterna-
tivno izrezanih transkriptov C9ORF;2.>>3°
Nastajanje RNA vkljuckov znotraj celi¢nega
jedra pa nakazuje, da zaradi te mutacije pri-
haja do napake pri izrezovanju RNA.®' Naj-
verjetneje je v patogenezo C9ORF72 vplete-
nih ve¢ mehanizmov.

Ostali geni, ki so pogosteje
mutirani v povezaviz ALS

Mutacije v genu SETX so povezali z avto-
somalno-dominantno zgodnjo obliko ALS.
Pojavi se ze v otro$tvu ali puberteti, napre-
duje pocasi, zanjo pa je znacilna sibkost udov
zaradi obseZnega propadanja misic. Dihalno
Gen SETX kodira DNA/RNA helikazo, ki je
vkljucena v repliciranje DNA. Mutirani se-
nataksin inducira okvarjene nevrotoksi¢ne
strukture DNA in hibride DNA-RNA.*?

Mutacije v genu UBQLN2 so najprej od-
krili v povezavi z dominantno dedno, na
X-vezano obliko ALS in ALS-FTD' in so
vzrok za bolezen pri priblizno 2% bolni-
kov s FALS. Bolezen se lahko pojavi zgodaj,
v pozni najstniski dobi, ali $ele pri 7o0. letu
starosti. Gen je zanimiv predvsem zara-
di svoje vpletenosti v ubikvitinsko pot, saj
je spremenjeni proces ubikvitinacije dokaj
znacilen za patoloske proteinske vkljucke
pri ALS."! Ubikvitinske vklju¢ke so dokazali
v hrbtenjaci bolnikov z ALS in ALS/FTD, pri
katerih so nasli mutacije v genu UBQLNz2.
Ti vkljucki pogosto vsebujejo tudi proteina
TDP-43 in/ali FUS. Poleg tega pa so neobi-
¢ajno patologijo UBQLN2 opazili tudi pri
bolnikih s sporadi¢no obliko ALS in tistih, ki
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imajo mutacijo v genu FUS.'>** Ti podatki
nakakazujejo, da je UBQLN2 pogosto tudi
posredno vpleten v patogenezo ALS.

Mutacije v genu VAPB povzrocajo neka-
tere oblike ALS, kot je na primer ALS v kom-
binaciji s tremorjem, ali pa ALS s hitrim po-
tekom bolezni.** V povezavi z boleznijo so
znane tri mutacije, od katerih je najpogostej-
$a mutacija p.Pros6Ser. Protein VAPB se po-
vezuje z znotrajceli¢cnimi membranami, kot
je membrana endoplazemskega retikuluma,
uravnava pa tudi prenos in sekrecijo med
endoplazmatskim retikulumom in Golgije-
vim aparatom.’? Mutirani VAPB povzroci
nastanek citozolnih agregatov in s tem po-
veca moznost nastanka ER stresa,** vkljucen
pa je tudi v glutamatno nevrotoksi¢nost pre-
ko epinefrinske receptorske poti.®®

Ekspanzije ponovitev CAG v genu
ATXN2, ki kodira poliglutaminski trakt ata-
ksina-2,so povezane s pove¢anim tveganjem
za nastanek bolezni ALS. Normalno $tevilo
ponovitev je 22 ali 23. Ve¢ kot 34 ponovitev
CAG povzroci spinocerebelarno ataksijo
tipa 2 (SCA2); s priblizno 5 % FALS in SALS
skupaj pa so povezane ekspanzije v obmo-
¢ju med 27 in 33 ponovitev?®. Nedavno so
dokazali, da je Stevilo ponovitev 29-32 Se
posebej statisti¢no znacilno povezano z bo-
leznijo ALS.®° Patoloske analize so pokazale,
da je ataksin-2 del citoplazemskih agregatov
v nevronih hrbtenjace pri bolnikih z ALS.*®
Povecano izrazanje ataksina-2 povlece muti-
rana TDP-43 in FUS v citoplazemske stresne
granule, poveca fragmentacijo Golgijevega
aparata in sprozi mitohondrijsko inducira-
no apoptozo.*’

Leta 2010 so v genu OPTN nasli 3 muta-
cije, povezane z avtosomno recesivno obliko
ALS na Japonskem.*” Kasneje so pri evrop-
ski in japonski populaciji odkrili Se nekaj
mutacij. Kot vzrok za bolezen pa ostajajo
spremembe v tem genu dokaj redke, pred-
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vsem v evropski populaciji. Z OPTN pove-
zana oblika bolezni se obic¢ajno pokaze s
prizadetostjo spodnjih udov in odsotnostjo
FTD pri starosti 25-70 let.>**® Optinevrin
je vklju¢en v $tevilne celi¢ne procese, kot
so uravnavanje prehodov skozi membrano,
sekrecija proteinov, delitev celice, obram-
ba celice pred patogeni.®® Mutacije v genu
OPTN so odkrili tudi v povezavi z drugimi
bolezenskimi fenotipi, kot so glavkomi’®”*
in Pagetova bolezen kosti.”> Optinevrinske
vkljucke so dolo¢ili v patoloskih strukturah,
povezanih z ALS, kakor tudi v povezavi z
drugimi nevrodegenerativnimi boleznimi,
kot so Parkinsonova, Alzheimerjeva in Cre-
utzfeldt-Jakobova bolezen.?*”!

S sekvenciranjem eksoma so odkrili mu-
tacije v genu VCP pri avtosomno-dominan-
tni obliki ALS. Mutacije v VCP povzrocajo
1-2 % dednih oblik in manj kot 1% spora-
di¢nih oblik ALS.*>”® Ta gen je bil Ze prej
poznan v povezavi s FTD, miopatijo in Pa-
getovo boleznijo kosti.”* Bolniki z mutacijo
v tem genu izrazajo razlicne fenotipe, razli-
kujejo se celo tisti z enakimi mutacijami.”
VCP je ATPaza, vklju¢ena v uravnavanje ve¢
razli¢nih celi¢nih procesov, kot so: sistem
ubikvitin-proteasom, avtofagija, endosomno
sortiranje, uravnavanje degradacije protei-
nov na zunanji mitohondrijski membrani in
s kromatinom povezani procesi.”® V priza-
detih nevronih bolnikov z mutacijo v genu
VCP so nasli za TDP-43 pozitivne ubikviti-
nirane citoplazemske vkljucke.*?

Leta 2012 so pri bolnikih z avtosomno-
-dominantno dedno obliko ALS nasli muta-
cijo v genu PFN1, ki je segregirala z boleznijo
v ve¢ druzinah z ALS.*' V omenjenem genu
so znane §tiri mutacije,>* vendar pa se red-
ko pojavljajo kot vzrok za bolezen ALS, saj
so nedavne $tudije na $tevilnih populacijah
ALS in FTD bolnikov pokazale, da mutacije
v tem genu verjetno niso vzrok za nevro-
degeneracijo.”” Kljub temu pa odkritje tega
gena v povezavi z boleznijo kaze na mor-
da nov mehanizem pri patogenezi ALS, ki
vklju¢uje spremembe v dinamiki aktinske
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poti in zato motnjo citoskeletne arhitekture
Nevronov.

Mutacije v genu ALS2 so povezane z re-
cesivno mladostnisko obliko ALS, primarno
lateralno sklerozo (PLS) in dedno spasti¢no
paraplegijo.*>”® Izguba funkcionalnega pro-
teina ALS2 je najverjetneje povezana z ne-
vrotoksi¢nostjo. Protein ALS2 medsebojno
deluje z mutiranim proteinom SOD1 in tako
poveca toksi¢nost zaradi reaktivnih kisiko-
vih zvrsti.”® Utianje gena ALS2 privede do
znizanja hitrosti rasti motori¢nih nevronov
in skraj$anja njihove Zivljenjske dobe.*

Klini¢no prekrivanje med ALS in dedno
spasti¢no paraplegijo je vodilo do odkritja
mutacij v genu SPGi1 pri redki obliki av-
tosomno-recesivne zgodnje oblike ALS.*
Zanjo je znacilno pocasno napredovanje
bolezni in dolgo prezivetje. Ve¢ina bolnikov
ima bulbarne simptome bolezni brez kogni-
tivnih pomankljivosti.*® Fizioloska funkcija
spataksina Se ni pojasnjena.

Mutacije v genu ANG se pojavljajo pri
priblizno 0,5 % bolnikov z ALS in v enakem
odstotku pri bolnikih s Parkinsonovo bole-
znijo.*' Bolezen se pri 60 % bolnikov ALS
z mutacijo v tem genu pri¢ne bulbarno.*
Protein ANG spada v druzino pankreati¢ne

Tabela 1: Geni, ki so udeleZeni pri nastanku bolezni ALS (prirejeno po Su in sod. 2014; ®)

ALS2 celi¢ni transport® j-ALS, PLS, HSP

ANG metabolizem RNA ALS, PD

ATXN2 metabolizem RNA* ALS, SCA2

C90RF72 metabolizemRNA* ALS, FTD

DAO glutamatergicno signaliziranje ALS

FIG4 metabolizem proteinov* ALS, PLS, CMT

FUS metabolizem DNA/RNA ALS, j-ALS, FTD

OPTN metabolizem proteinov ALS

PFN1 rast aksonov ALS

SETX metabolizem DNA/RNA j-ALS

S0D1 preprecevanje poSkodb zaradi ALS, FTD, PMA
Kisikovih zvrsti

SPGI1 funkcija pri zorenju nevronov* j-ALS, HSP

SQSTM1 metabolizem proteinov ALS, FTD, IBMPFD

TARDBP metabolizem DNA/RNA ALS, FTD

UBQLN2 metabolizem proteinov ALS, FTD

VAPB celi¢ni transport ALS, PMA

VCP metabolizem proteinov ALS, FTD, IBMPFD

<1% FALS 33
<1% ALS 35
ni podatkov 28

40 % FALS, 5-6 % SALS 36
<1% FALS 29
2% ALS 83
5% FALS, <1 % SALS 21

<1% FALS 22
<1% FALS 31
<1% FALS 34

20 % FALS, 3% SALS 13

ni podatkov 30
<2% ALS 82
3% FALS, 2% SALS 19
<2% FALS 11
<1% FALS 32
1-2% FALS 23

Legenda: ALS — amiotrofi¢na lateralna skleroza; FALS — dedna oblika ALS; FTD — frontotemporalna demenca, j — mladostniSka oblika
ALS; HSP —dedna spasti¢na paraplegija; PD — Parkinsonova bolezen; PLS — primarna lateralna skleroza;, PMA — progresivna miSi¢na
atrofija; SALS — sporadi¢na oblika ALS; IBMPFD — miopatija z inkluzijskimi telesci, Pagetova bolezen in frontotemporalna demenca;

SCA2 - spinocerebralna ataksija; CMT — Charcot-Marie-Tooth
*predvidena funkcija
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ribonukleaze A (RNAza A). Pri bolnikih z
ALS, ki imajo mutacijo v tem genu, so opa-
zili izgubo RNAzne aktivnosti. Mutiran gen
naj bi torej povzrocal bolezen zaradi izgube
funkcije endogenega angiogenina.

Glavni patogeni protein, ki se nalaga pri
nevrodegeneraciji, je p62, ki ga kodira gen
SQSTM1. Znano je, da mutacije v tem genu
povzrocijo Pagetovo bolezen kosti,*” muti-
rani SQSTM1 pa so kasneje dolocili tudi v
priblizno 1% bolnikov z ALS.?® P62 uravna-
va vezavo ubikvitina in aktiviranje signalizi-
ranja jedrnega dejavnika kappa-B.*.

Mutacija v genu FIG4 je vzrok za bolezen
Charcot-Marie-Tooth tipa 4]. Gre za avto-
somalno recesivho motori¢no in senzorno
nevropatijo.** Kasneje pa so mutacije v tem
genu povezali tudi z avtosomno-dominan-
tno dedno obliko ALS in sporadi¢no obliko
ALS. Mutacije so nasli pri 2 % evropske po-
pulacije z ALS in primarno lateralno sklero-
zo (PLS).”

Nekaj mutacij so odkrili v genu DAO.
Mutacija Ri99gW povzroca avtosomno-do-
minantno dedno obliko ALS. Ko se mutacija
izraza v nevronskih celi¢nih linijah, pride do
zmanj$ane viabilnosti celic, hkrati pa spod-
buja tvorbo ubikvitiniranih agregatov.*

Tabela 1 povezuje pri bolezni ALS najpo-
gosteje mutirane gene z njihovo fiziolosko
tunkcijo, fenotipom bolezni in epidemiolo-

gijo.

Asociacijske Studije po
celotnem genomu - GWAS
(angl. Genome-Wide
Association Studies)

Pri pristopu GWAS se pregleda celotni
genom, da bi identificirali skupne alele, ki
imajo nizko penetranco. Primerjajo se fre-

kvence alelov $tevilnih skupnih polimorfiz-
mov posameznega nukleotida - SNP (angl.
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Single Nucleotide Polymorphism) med ve-
liko skupino bolnikov in zdravo populacijo.
Rezultat tak$nih $tudij je nabor kandidatnih
genov, ki jih lahko potrdimo npr. s sekven-
ciranjem. Studije GWAS so pomembno
orodje v genetiki, saj omogocajo vpogled v
arhitekturo alelov pri kompleksnih boleznih.
Na primeru bolezni ALS je bilo narejenih ze
kar nekaj tak$nih $tudij. Nekateri od kan-
didatnih genov pa so FLJ1098675, ITPRz2,
DPP6, ELP3 in UNCi3. ° Vendar pa zaenkrat
pri bolnikih $e niso uspeli dokazati nobe-
nih pomembnih sprememb v teh genih.**
Pri heterogenih boleznih, kot je ALS, to ni
presenetljivo, saj se verjetno skupni SNP ne
pojavljajo dovolj pogosto, da bi lahko potr-
dili povezavo z boleznijo.” Vendar pa je bilo
s pomocjo GWAS potrjeno z ALS povezano
podro¢je na kromosomu 9p21, kar je vodi-
lo do odkritja ekspanzije heksanukleotidne
ponovitve v genu C9ORF72, najpogostejse
doslej poznane genetske okvare, povezane
z ALS.>***° Pred kratkim pa so z obsezno
GWAS metaanalizo dolo¢ili $e en nov z ALS
povezani lokus na kromosomu 17q11.*®

Oligogenska hipoteza
dedovanja pri ALS

Po oligogenskem modelu so za nastanek
bolezni potrebne mutacije v dveh ali ve¢ ge-
nih hkrati. V zadnjem ¢asu so v ve¢ $tudijah
porocali o odkritju mutacij v ve¢ kot enem z
ALS povezanim genom pri bolnikih z ALS.
Ponavadi gre za ekspanzijo ponovitev v genu
C9ORF72 in $e eno mutacijo v enem od na-
slednjih genov: GRN, ANG, DAO, MAPT,
TARDBP, OPTN, UBQLN2, VAPB, SOD1
ali FUS. Poleg mutacije v genu ANG pa so
odkrili tudi mutacijo v genu SOD1, FUS ali
TARDBP. Ti izsledki nakazujejo na morebi-
tni oligogenski model razvoja bolezni ALS.

Vendar obstaja tudi ve¢ drugih moznih
predpostavk, namre¢ da ena od mutacij ni
patogena, ali da je ena od mutacij primarna,
druga mutacija pa le vpliva na zacetek poja-
va bolezni, njene simptome in napredovanje
ali pa celo, da med mutacijami ni nobene
medsebojne genetske interakcije.” Za po-
trditev oligogenskega modela v povezavi z
ALS bo potrebno narediti obsirne $tudije po
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celotnem genomu na velikem S$tevilu bolni-
kov."”

Genetsko in fenotipsko
prekrivanje FALS, SALS
indrugih bolezni

Odkritje, da so konstitutivne spremembe
v genu C9ORF72 odgovorne za sorazmerno
velik delez sporadi¢nih primerov ALS, je
vodilo do spoznanja, da je genetska kompo-
nenta klju¢na za nastanek vseh oblik bolezni
ALS, druzinskih in sporadi¢nih, in da vplivi
okolja verjetno le dodajo svoj prispevek k
posameznikom, genetsko dovzetnim za bo-
lezen."”

Cim ve¢ odkrijemo o genetiki ALS, s tem
bolj kompleksnimi fenotipi jo lahko povezu-
jemo. Klini¢na opazanja, da se bolezni ALS
in FTD prekrivata v nekaterih simptomih,
so se potrdila tudi na genetski ravni z na-
pakami v skupnih genih, kot so C9ORF72,
FUS, SOD1, TARDBP (Tabela 1). Poleg tega
pa se ALS vsaj v nekaterih primerih, kadar
so prisotne napake v genih VCP in SQSTM1,
izraza ne samo v centralnem Ziv¢nem siste-
mu, ampak so prizadeta tudi tkiva misic in
kosti. Po drugi strani pa so geni, ki so vklju-
¢eni v druge bolezni motori¢nih nevronov,
kot sta bolezni Charcot-Marie-Tooth in de-
dna spasti¢na paraplegija, povezani tudi z
ALS (Tabela 1). Razsiritev poliglutaminskih
ponovitev v kodirajocem podroc¢ju gena
ATXN2 povzroc¢i eno od oblik spinocere-
bralne ataksije (SCA2), ki si z ALS deli do-
lo¢ene klini¢ne pa tudi genetske znacilnosti,
saj razSirjene poliglutaminske ponovitve v
genu ATXN2 povecajo dovzetnost za nasta-
nek ALS.*® Gen ANG pa je vkljucen tako v
patogenezo ALS kakor tudi Parkinsonove
bolezni®' (Tabela 1).

Epigenetski dejavniki
zvplivomna ALS

Na ALS patofiziologijo lahko vplivajo
tudi epigenetski dejavniki. Epigenetski de-
javniki so dejavniki, ki vplivajo na izrazanje
genov neodvisno od zaporedja DNA. Naj-
bolj znan epigenetski mehanizem je metila-
cija DNA, ki vpliva (zavira) na transkripcijo

in tako zmanjs$a ali celo prepreci izrazanje
gena.*® Na bolnikih z ALS je bilo narejenih
nekaj raziskav, ki kazejo na spremenjene
vzorce metilacije DNA. Pride do povecane-
ga izrazanja DNA-metil tranferaz (Dnmt),
ki so sicer nujne za normalen razvoj Zivc-
nega sistema in tako do povecane metilacije
DNA, kar lahko vodi v apoptozo motori¢nih
nevronov.*’” Spremenjene vzorce metilacije
v genih, ki uravnavajo ravni kalcija, eksito-
toksi¢nost, oksidativni stres, vnetje Zivcev,
razvoj mozganov, zZivljenjsko dobo celic in
apoptozo pa so dokazali tudi v mozganih
bolnikov ALS po smrti.*** Xi in sodelavci
v nedavni raziskavi porocajo o hipermetila-
ciji otoka CpG pred ponovitvami GGGGCC
v prvem intronu gena C9ORF72. Pokazali
so, da je hipermetilacija te regije povezana s
pojavom ekspanzije heksanukleotidnih po-
novitev. Vi$ja stopnja metilacije pomeni tudi
krajse prezivetje bolnikov od zacetka simp-
tomov bolezni ALS.”

Izrazanje genov pa preko epigenetskih
mehanizmov uravnavajo tudi mikroRNA
(miRNA). Buratti in sod. so uti$ali gen TDP-
43 in opazovali, kak$ne so spremembe v po-
pulaciji miRNA v celicah. Prislo je do pove-
¢anega izraZanja miR-663 in zmanj$anega
izrazanja let-7b. Obe miRNA se neposredno
vezeta na TDP-43. Jedrni kompleks Drosha
je eden glavnih encimov, ki so udelezeni pri
biogenezi miRNA. Vplivi TDP-43 na miR-
NA populacijo so zanimivi tudi zaradi prej-
$njih ugotovitev, da je TDP-43 komponenta
kompleksa Drosha in tudi zaradi vedno ve-
¢je vloge miRNA izrazanja pri mnogih ne-
vrodegenerativnih boleznih.”* Pred kratkim
pa je bila objavljena $tudija, v kateri so pre-
ucevali profile miRNA v serumu bolnikov z
druzinsko obliko bolezni ALS. Ugotovili so,
da je profil miRNA homogen ne glede na to,
v katerem genu ima bolnik prisotno mutaci-
jo. Zaznali so kar 24 miRNA z zmanj$anim
izrazanjem celo pri osebah, ki imajo muta-
cijo, vendar $e ne kazejo simptomov blezni.
Izsledki te $tudije nakazujejo, da obstajajo
povezave med razli¢nimi geni, ki so mutira-
ni v povezavi z ALS, in da so ti skupni ime-
novalci tudi molekule miRNA.**
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Zakljucek

Od odkritja prvega gena, povezanega z
ALS pred 20 leti, se je znanje moc¢no poglo-
bilo in podroc¢je genomike bo verjetno tudi
v prihodnosti najpomembnejse pri odkriva-
nju neznanega v povezavi z ALS. Sekvenci-
ranje genoma bolnikov bo dalo $e podrob-
nejsi vpogled v genetsko arhitekturo ALS,
ko bodo odkrite redke variante in bo mozno
raziskovati vpliv nekodirajocih in medgen-

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

skih regij na degeneracijo motori¢nih ne-
vronov. Veliko obetajo tudi raziskave epige-
netskih procesov. V kombinaciji z genetskim
zdravljenjem je upati, da bodo v prihodnjih
20 letih zdajs$nja teoreti¢na znanja o bolezni
postala uc¢inkovita terapijska dejstva.

V Sloveniji smo nedavno zakljucili prvo
genetsko analizo bolnikov z ALS,” v teku pa
so tudi epigenetske raziskave, predvsem me-
tilacije in mikroRNA.
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