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Fria radikaler och sjuka proteiner
— bovarna bakom Parkinsons sjukdom?

Il Parkinsons sjukdom &r en progressiv neurodegenerativ
sjukdom som karakteriseras av vilotremor, bradykinesi och
rigiditet.

Det huvudsakliga neuropatologiska fyndet dr en uttalad
forlust av dopamininnehallande neuron i substantia nigra [1-
3]. Denna cellforlust leder till en >9o-procentig minskning av
dopaminnivaerna i striatum, dit neuronen i substantia nigra
projicerar.

Modern parkinsonterapi gar ut pa att understddja eller er-
sdtta den sviktande dopaminerga neurotransmissionen pé far-
makologisk vig, t ex genom administration av dopaminpre-
kursorn 1-dopa. Trots att sjukdomen ocksa angriper andra
hjérnregioner tyder den goda symtomlindrande effekten av
behandling med 1-dopa pa att forlusten av dopaminneuron i
substantia nigra troligen &r av sirskilt stor betydelse for ut-
vecklingen av symtom.

Patienter med Parkinsons sjukdom kan indelas i tre kate-
gorier efter insjuknandedlder: juvenil sjukdom med debut
fore 21 ars alder; tidig sjukdom med debut mellan 21 och 40
ars alder och klassisk sjukdom med sen debut (>40 ars alder)
(4. 5]

Jamfort med dldre patienter tenderar patienter med juvenil
och tidig sjukdom att ha en langsammare motorisk sjukdoms-
progress, mer séllan drabbas av kognitiva stérningar men of-
tare uppvisa mer uttalade biverkningar av 1-dopa i form av in-
ducerade ofrivilliga rorelser [4-6].

En serie utlosande faktorer — via en enda mekanism
Sjukdomens heterogenicitet gor det sannolikt att den har mer
dn en bakomliggande orsak. I ett litet antal fall har en genmu-
tation identifierats, andra fall misstanks vara orsakade av mil-
jogifter, mitokondriedysfunktion m m, men i de flesta fall
finns idag ingen kénd orsak [7, 8].

Alltsé kan en serie olika faktorer vara utlosande vid Par-
kinsons sjukdom. Dessa faktorer leder troligen till olika skad-
liga intracelluldra processer. Det utesluter dock inte att dop-
amincellerna degenererar till foljd av en mekanism som ar ge-
mensam for de olika utlosande faktorerna. En gemensam me-
kanism kan forklara varfor just dopaminerga nervceller ar
kénsliga for sjukdomsprocessen.

Finns det d4 ndgra gemensamma drag bland de kénda fak-
torer som orsakar Parkinsons sjukdom? Skulle dessa kunna ge
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Parkinsons sjukdom ar den vanligaste rorelsesjukdo-
men (cirka 1 procent av befolkningen ar drabbade vid
65 ars alder) och det nést vanligaste neurodegenerati-
va tillstandet.

De senaste fem aren har mutationer i tre gener upp-
tackts hos familjer med arftlig Parkinsons sjukdom.

En av de muterade generna (a-synuklein) leder troli-
gen till en férsamrad funktion i synaptiska vesikler och
till att dopaminnivaerna okar i cytoplasman.

Dopamin i cytoplasma kan bilda fria radikaler.

Substantia nigra uppvisar skador som kan bero pa fria
radikaler.

Sannolikt finns flera olika utldsande faktorer, men bil-
dandet av fria radikaler fran dopamin kan vara den
slutliga skademekanismen vid flera former av Parkin-
sons sjukdom.

ledtradar till varfor sjukdom uppstar dven hos patienter utan
uppenbar bakomliggande orsak?

Familjar sjukdom associeras med mutationer i fem gener
Arftlig Parkinsons sjukdom &r relativt ovanlig hos patienter
med sen debut. Hos patienter med juvenil och tidig debut har
man pa senare ar noterat att sjukdomen ofta ar familjar. Par-
kinsons sjukdom har associerats med flera hittills okidnda ge-
ner samt med mutationer i fem identifierade gener (PARK1,
PARK2, PARK5, PARK7 och NURR1) [8-10].

Genen PARK1 kodar for o-synuklein. Detta protein finns
i hoga koncentrationer i synapser. Det har foreslagits spela en
roll vid synaptisk plasticitet och, som diskuteras mer detalje-
rat nedan, vid bildning och omsittning av synaptiska vesik-
ler. Tvé olika mutationer upptécktes i PARK1 i slutet av 1990-
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Figur 1. Ubiquitin-proteasomsystemet fér nedbrytning av
uttjénta eller felaktiga proteiner: Proteiner forekommer normalt
i bade oveckade och veckade former. Mellan dessa rader jam-
vikt. Fria radikaler och vissa mutationer kan ge upphov till pro-
tofibrill-/fibrillbildning eller till att proteinet skadas och ddrmed
bryts ned. Enzymet parkin féster flera ubiquitinmolekyler vid
protein som ska brytas ned och mérker dem pa sa vis fér ned-
brytning. | proteasomen, som éar ett multienzymkomplex, spjél-
kas proteinet till peptider. Enzymet UCH-L1 &tervinner ubiquitin
sa det kan utnyttjas fér ny inmérkning av skadade proteiner.

talet hos tre obeslidktade europeiska familjer med dominant
arftlig sjukdom och sen debut. Dessa punktmutationer ger
upphov till ett byte av en aminosyra i proteinet och ddrmed ett
forandrat protein med modifierade egenskaper [1].

PARK?2 kodar for parkin — ett enzym som é&r inblandat i
nedbrytningen av vissa proteiner i cellen (se Figur 1 for for-
klaring av proteinnedbrytningssystemet). I detta protein ar
flera mutationer kinda, de flesta orsakar en recessiv juvenil
Parkinsons sjukdom med ett medelinsjuknande vid 28 &rs al-
der. Bland patienter med tidig och juvenil debut tros mutatio-
ner i genen orsaka cirka 50 procent av de fall som har en tyd-
lig familjér bild i anamnesen och ungefar 18 procent av de fall
som inte uppvisar ndgon tydlig arftlighet [11].

Genen PARKS5 kodar for ubiquitin-C-hydroxylas-
L1(UCH-L1), ett enzym som dven det ar inblandat i protein-
nedbrytningsprocessen (Figur 1). An sa ldnge finns det bara
tva kdnda patienter med denna mutation.

Under 2003 har tva nya Parkinsonrelaterade gener publi-
cerats. PARK7 kodar for proteinet DJ1, som tycks vara invol-
verat i det celluldra svaret pa fria radikaler. Denna mutation
orsakar autosomalt recessiv Parkinsons sjukdom med tidig
debut [10].

Slutligen har tva mutationer i NURR1-genen associerats
med familjar Parkinsons sjukdom med sen debut [9]. Nurr1 dr
en transkriptionsfaktor som bidrar till differentieringen av
dopaminerga nervceller.

Fria radikaler kan ha nyckelfunktion i patogenesen

Béde vid sporadisk och vid genetiskt orsakad Parkinsons
sjukdom tycks dopaminneuron i substantia nigra vara utsatta
for paverkan av fria radikaler [12]. Detta aterspeglas av oka-
de méngder oxiderade cellkomponenter. I dopaminneuron
bildas fria radikaler genom autooxidation av dopamin till
dopaminkinoner, superoxidradikaler och viteperoxid.
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Figur 2. Dopamininducerad oxidativ stress: | normalfallet lagras
dopamin (DA) i vesikler och frisdtts genom exocytos. Om dop-
amin i stéllet lacker ut i cytoplasma kan det dér oxideras till fria
radikaler, vilka ger upphov till skador i cellen. Dopaminkinoner,
som ocksa bildas, kan interagera med o.-synuklein som da latta-
re bildar protofibriller. Dessa kan i sin tur bilda porer i dopamin-
innehéllande vesikler och orsaka att det ldcker ut mer dopamin i
cytoplasman.

Aven vid enzymatisk nedbrytning av dopamin med hjilp
av monoaminoxidas bildas viteperoxid, som i ndrvaro av jarn
bryts ned till hydroxylradikaler [7] (Figur 2). For att undvika
dessa reaktioner transporteras dopamin normalt snabbt in i
vesikler inuti nervcellen, dér en lag pH-halt och franvaro av
monoaminoxidas utgér en stabil miljé for dopamin [13].Var
hypotes ar att en otillrdcklig formaga att lagra dopamin i ve-
sikler ger 6kade koncentrationer av fritt dopamin i cytoplas-
man, vilket i sin tur leder till den oxidativa stress som ses i
substantia nigra vid Parkinsons sjukdom.

Lewykroppar, ett av de patologiska kdnnemarkena for Par-
kinsons sjukdom, &r rundade eosinofila inklusionskroppar
som ses inne i celler i vissa hjarnregioner, bland annat sub-
stantia nigra [3]. Lewykroppar bestdr av ansamlingar av fi-
brillbildande protein. En av de huvudsakliga bestdndsdelarna
ar o-synuklein [1, 14].

Trots forekomst av manga intressanta teorier dr funktionen
av a-synuklein fortfarande inte helt klarlagd. I kontakt med
membran antar proteinet en o-helix-konformation, och en
funktion associerad till synaptiska vesikelmembran har f6-
reslagits. Vid hogre koncentrationer kan proteinet dessutom
bilda oligomerer av B-veckade proteiner, sa kallade protofi-
briller. Dessa kan sedan byggas pa och i sin tur bilda de fi-
briller som aterfinns i Lewykroppar (Figur 1).

Liknande anhopningar av protein forekommer vid ménga
andra neurodegenerativa sjukdomar: exempelvis 3-amyloid-
inklusioner vid Alzheimers sjukdom, Huntingtinaggregat vid
Huntingtons sjukdom, a-synukleininlagringar i gliaceller vid
multipel systematrofi och i Lewykroppar vid exempelvis de-
mens med Lewykroppar [1].

Senare ars forskning har gett ledtradar till hur och varfor
proteinaggregat kan bildas i nervceller vid Parkinsons sjuk-
dom. Bédda mutationerna i PARK1 har visats ge en 6kad spon-
tan protofibrillbildning av o-synukleinmolekyler [15]. I
andra forsok har protofibriller av andra, icke-sjukdomsorsa-
kande, proteiner ocksé visat sig vara cytotoxiska for cellkul-

1325




FATK -l al i

Ykl appar

£ i e

I r' WEckindme 1
i "_: SRkl e 1

P ohkesnulu

I ] . 8 | §
| Eria ra Lo Ackumuiating |, /
E Flal.dka;rE av dofokt | /
f -symukiain |
— i |/
s | /
‘ Al I I t ;
. i
_ Stord
| wasixalfunkiion

Mercallsforiust .

- —

i Okade dogaminnivasri :

[ cyioplazma
|

dafinkd & peales

A el B

S al Figur 3. Schematisk bild som
Ok molaliseess i .

= I | summerar de mekanismer

. I|.. Herade som kan initiera och uppratt-

= e i hélla en ond cirkel d§ fria ra-
dikaler bildas och proteiner
skadas. For detaljerade for-
klaringar till de olika stegen,
se artikeltexten (huvudsakli-
gen under mellanrubriken
»Genmutationer far igang
ond cirkel«) samt [12].

turer [16]. Detta har foranlett en teori om att det kanske ar pro-
tofibrillerna och inte, som man liange trott tidigare, fibrillerna
i Lewykropparna som orsakar nervcellsforlusten i substantia
nigra. Lewykroppar har till och med foreslagits ha en skyd-
dande effekt, eftersom de kan oskadliggora toxiska protofi-
briller [17].

Aggregation av alfa-synuklein i aldrade nervceller

Finns det anledning att tro att just dopaminerga nervceller
skulle vara sdrskilt kinsliga for muterat o-synuklein eller om-
vant, att cellerna skulle ha en bendgenhet att skada och for-
dndra funktionen hos normala a-synukleinmolekyler? Proto-
fibrillerna har nyligen visats kunna punktera vesikler genom
att forma porliknande strukturer [18]. Porerna binder in till
dopamininnehallande vesikler och sldapper ut innehallet med
en 6kning av dopaminnivan i cytoplasma som f6ljd [19]. Har-
vid kan mer dopamin oxideras och bilda dopaminkinoner.

I andra studier har i sin tur dopaminkinoner visats inter-
agera med a-synuklein. Denna interaktion forhindrar bildan-
det av o-synukleinfibriller frén protofibriller och okar dar-
med protofibrillkoncentrationen [20]. Séldedes kan en, av
okind anledning, mattligt 6kad méngd fria radikaler leda till
att vesiklernas formaga att lagra dopamin forsdmras och att
mer fria radikaler bildas genom att ytterligare dopamin oxi-
deras i cytoplasman. Intressant nog kodar PARK7 for protei-
net DJ1, som &r involverat i cellens svar pa oxidativ stress.

Mojligen kan aldrande bidra till sjukdomens patogenes.
Nar nervceller aldras minskar normalt deras volym négot
(cellatrofi). Detta kan leda till en viss 6kning av koncentra-
tionen av olika proteiner i cellerna [21]. Aven detta skulle
kunna stora t ex vesikelfunktion i hjdrnan, eftersom denna
koncentrationsdkning skulle kunna bidra till en 6kad aggre-
gationstendens av o-synukleinmolekyler i dldrande nervcel-
ler i substantia nigra. Tendensen till 6kad, patologisk aggre-
gation av o-synuklein i aldrade celler kan forklara varfor ris-
ken att utveckla Parkinsons sjukdom ar starkt aldersrelaterad.

Defekt proteinnedbrytning stressar dopaminerga neuron

Var kommer da PARK2 och PARK35 in i bilden? Bada gener-
na kodar for proteiner som ingar i proteinnedbrytningssyste-
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met i cellerna (Figur 1). Proteinnedbrytningssystemet — som
avslutas med ett proteolytiskt multienzymkomplex kallat pro-
teosomen — hanterar normalt proteiner som dr muterade, har
skadats pa grund av en patologisk process eller »slitits ut« i
samband med normal cellfunktion [22].

Bortfall av funktion hos antingen parkin eller UCH-L1 le-
der till ackumulering av de proteiner som skulle brutits ned av
proteosomen. Det har visat sig att en form av glykosylerat o.-
synuklein och ett protein vid namn synfilin bryts ned av par-
kin[23]. Om ackumulering av glykosylerat a-synuklein leder
till stérd funktion hos det icke-glykosylerade proteinet eller
om det i sig sjélvt dr toxiskt dr inte ként. Synfilinets roll 4r inte
heller klar, men man vet att proteinet kan interagera med o.-
synuklein och mdjligen paverka vesikelfunktion via denna
mekanism.

UCH-L1 ser till att ubiquitinmolekyler som deltar i ned-
brytningsprocessen av proteiner kan ateranvandas (Figur 1).
En minskad funktion hos detta protein skulle kunna leda till
en mindre effektiv nedbrytning av defekta proteiner och dar-
med en relativ 6kning av méngden av t ex icke-fungerande o-
synuklein [24].

Aven i fall av sporadisk Parkinsons sjukdom har minskad
funktion i proteinnedbrytningssystemet pavisats [24]. En
minskad proteinnedbrytning skulle 6ver lang tid kunna 6ka
nivéerna av dysfunktionella o-synukleinmolekyler och dar-
med ge 0kad risk for bildning av protofibriller och 6kad oxi-
dativ stress i dopaminerga neuron.

Muterat alfa-synuklein stor nervceller, fria radikaler hildas
Djurstudier dir man forsokt skapa modeller av Parkinsons
sjukdom genom genetisk manipulation, dvs genom Overut-
tryck av en muterad eller normal human o-synukleingen i
mdss, har én sé ldnge inte visat riktigt det man hoppats pa[12].
Resultaten har varierat mellan olika transgena mdss, kanske
beroende pa skillnader i de promotorsekvenser som anvénts
och pa exakt vilken o-synukleingen som dveruttryckts. Méark-
ligt nog har man dock sett liten, eller ingen, effekt pa dop-
aminerga nervceller i de flesta transgena musmodeller.

I'en musmodell har man dock funnit att dveruttryck av nor-
malt o-synuklein kan leda till celldod och proteinutfallning i
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cellerna [25]. Det dr oklart varfor det inte sker en celldod i de
flesta musmodellerna i analogi med Parkinsons sjukdom.
Man kan inte utesluta att effekten av det muterade proteinet
ar direkt artberoende. Mdjligen dr det en friga om att mossen
inte lever tillrackligt linge for att eventuella skador i cellerna
skall hinna leda till att cellerna dor. Kanske kommer mer de-
taljerade studier av de dopamininnehallande cellerna i dessa
moss att visa att cellerna inte fungerar helt normalt trots att de
fortfarande lever.

Det finns beldgg for att muterat o-synuklein kan skada od-
lade nervceller. I humana nervcellinjer som bildar dopamin
och uttrycker ett muterat o-synuklein har man sett en dkad
apoptos. Denna cellddd var specifik for dopaminproduceran-
de celler och sags inte i kortikala neuron. Celldéden kunde
forhindras genom att dopaminnivaerna i cellerna sanktes med
en hammare av det enzym som tillverkar dopamin, tyrosin-
hydroxylas [26]. Detta talar for att forhojda halter av dopamin
i cytoplasman kan vara direkt skadliga.

Tillforsel av antioxidanter minskade graden av celldod,
vilket stodjer idén att det dr bildningen av fria radikaler fran
dopamin som ir den dédande mekanismen. Tidigare cellod-
lingsstudier dar man héjt nivderna av cytoplasmatiskt dop-
amin med hjilp av amfetamin och sett 6kad bildning av fria
radikaler och 6kad celldod stodjer dessa tankar [27].

I en ny studie har vi visat att i humana dopaminneuron
transducerade (dvs en frimmande gen introduceras med hjilp
av virus) med muterat oi-synuklein minskar utsondringen av
dopamin genom exocytos, medan frisittningen av dopamin
efter amfetaminstimulering 4r ofordndrad [28]. Den minska-
de utsondringen genom exocytos talar for en forsdmrad for-
maga hos existerande vesikler att lagra dopamin eller for ett
minskat antal vesikler. Amfetamin frisdtter i normalfallet
dopamin via en mekanism som ar oberoende av normalt fun-
gerande synaptiska vesikler (Figur 2).

Att frisdttningen efter amfetaminstimulering dr normal i
studien tyder pa en hdjd niva av dopamin i cytoplasma. Den-
nateori far stod av att samma celler ocksa uppvisar hogre dop-
aminnivaer i cytoplasma mitt med immunfluorescens och
hogre nivaer av superoxidradikaler [28].

Sammanfattningsvis verkar muterat o-synuklein kunna
stora den vesikuldra lagringen av dopamin i humana nervcel-
ler fran substantia nigra, med f6ljd att dopamin lacker ut i cy-
toplasman och bildar fria radikaler.

Genmutationer far igang ond cirkel

Det dr mojligt att en méngd olika faktorer ligger bakom upp-
komsten av felveckade och dysfunktionella proteiner (Figur
1 och 3).

Vi har specifikt diskuterat en trolig roll for a-synuklein i
vesikelfunktionen och hur denna molekyl kan fallera. En méj-
lighet 4r att antalet vesikler eller deras omséttning minskar om
proteinet dr onormalt. Likasa &r det ténkbart att det finns hit-
tills okdnda mutationer i andra proteiner som &r visentliga for
vesikelfunktion (Figur 3).

I bada fallen kan stord vesikelfunktion leda till 6kade dop-
aminhalter i cytoplasman. Alternativt kan bildning av proto-
fibriller bestaende av felvikt a-synuklein ocksa leda till porer
i vesikler, vilket ger 6kade nivéer av dopamin i cytoplasma.
Detta leder i sin tur till 6kad bildning av fria radikaler (Figur
2 och 3). De fria radikalerna reagerar med DNA, proteiner, li-
pider m m och modifierar forstas dven o-synukleinmoleky-
ler, vilket ger fler protofibriller, 6kat utsldpp av dopamin —
och sa har en ond cirkel tagit sin bérjan.

Idag ar mutationer i t ex generna PARK1, PARK2, PARKS
och PARK7 kinda. Ytterligare tinkbara mekanismer for ini-
tiering av ovan beskrivna cirkel &r andra defekter i protein-
nedbrytningssystemet, defekter i lagringen och nedbrytning-
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en av dopamin samt inverkan av exogena toxiner som bildar
fria radikaler.

Fynden éppnar for framtida behandling

Troligen doljer de idiopatiska fallen av Parkinsons sjukdom
en uppsjo av olika bakomliggande mekanismer. Kdnnedom
om dessa Oppnar forstas for mojligheter till en méngd skilda
terapier med angreppspunkt tidigare i sjukdomsforloppet.

De nya ronen talar for att en forh6jd dopaminhalt i cyto-
plasman &r ett avgorande steg i patogenesen. Dock dr det idag
oklart om man kan sinka dopaminnivéerna utan att paverka
cellens funktion negativt. Mojligen skulle man genom att for-
bittra vesiklernas stabilitet kunna hindra o-synukleins effekt
pa dopaminnivaerna i cytoplasman. Eventuellt kan detta ske
genom att paverka andra proteiners funktion, exempelvis ge-
nom aktivering/inaktivering av proteiner genom fosforyle-
ring.

Okad kinnedom om patogenesen ger utsikt for framtida
behandling av bakomliggande mekanismer. Nyligen publice-
rades en artikel som visade att behandling med koenzym Q10
(som bland annat 4r en antioxidant) i hog dos kan forlang-
samma sjukdomsforloppet hos nydiagnostiserade Parkinson-
patienter [29].

Foérhoppningsvis kommer vi att med tidig behandling av
orsakerna till den degenerativa processen kunna férhindra el-
ler i alla fall bromsa sjukdomsutvecklingen.

%
Potentiella bindningar eller javsforhéllanden: Inga uppgivna.
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SUMMARY

Free radicals and ailing proteins
—the culprits behind Parkinson's disease?

Ruben Smith, Julie Lotharius, Patrik Brundin
Lakartidningen 2003;100:1324-30

Parkinson’s disease is one of the most common
neurodegenerative diseases, and affects approxi-
mately 1% of the population over 65 years of age.
Many different insults appear to be involved in the
etiology of the disease, among them environmen-
tal toxins and mitochondrial dysfunction. During
the past five years, mutations in five different genes
have been linked to rare, familial forms of Parkin-
son’s disease. One of the mutated proteins, o-
synuclein is normally implicated in synaptic plast-
icity and vesicle function. Dysfunction of this pro-
tein might lead to increased cytoplasmic dopamine
levels. Since cytoplasmic dopamine is readily
prone to autooxidation and enzymatic degradation
— processes which generate reactive oxygen spe-
cies — failure to properly store dopamine into vesi-
cles might lead to oxidative stress. Indeed, nigral
tissue from idiopathic Parkinson’s disease patients
shows signs of oxidative damage. In this article we
propose that dopamine-induced oxidative stress
might be a common final pathway in the patho-
genesis of the disease.
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N'-.-a vetenskapliga ran har lagt grunden till en
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