Nar arets Nobelpristagare Stanley Prusiner gjorde sin specialistutbildning i neurologi vid University of California i San Fransisco
1972-74 avled en av hans patienter i Creutzfeldts—Jakobs sjukdom. Han tog djupt intryck av detta och bestdmde sig for att isolera
smittdmnet.

HAN FICK NOBELPRIS
FOR UPPTACKT AV PRIONER

Stanley B Prusiner, neurolog och biokemist vid University of California,
far ensam ta emot 1997 ars Nobelpris i medicin eller fysiologi.

Krister Kristensson, professor i neuropatologi, Karolinska institutet,
Stockholm, och Bengt Winblad, professor i geriatrik, Huddinge sjuk-
hus; bdda medlemmar i Nobelférsamlingen vid Karolinska institutet,
presenterar den forskning som gav honom priset.
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Stanley Prusiner lyckades 1982 isolera det smitt-
amne som bland annat orsakar scrapie och Creutz-
feldt—Jacobs g ukdom. Han hédvdade att det var ett
protein och gav det namnet prion. Tvaar senare
hade han isolerat genen. Det visade sig att prionpro-
teinet finnsnaturligt hos manniskor och djur. En
upptackt som forbrylladetills Prusiner visade att det
finnsen normal form av prionproteinet, doktor Je-
kyll, och en farlig, Mr Hyde.

Stanley Prusiner utbildadesigtill &
kare och gjorde sin specialistutbildning
i neurologi vid University of California,
San Francisco, 1972—74. Under denna
tjénstgoringsperiod tog han djupt in-
tryck nér en av hans patienter avled i
den svéra demenssjukdomen Creutz-
feldt—Jakobs sjukdom (CJD). Man hade
tidigare funnit att Creutzfeldt—Jakobs
g ukdom sjukdom, kuru och motsvaran-
de sukdom hos fér, scrapie, kunde
overforas med extrakt fran sjuka hjar-
nor. Det fanns manga tankar om smitt-
amnets natur, bland annat att det sakna-
de arvsmassa, nukleinsyra— vilket dock
av de flesta betraktades som en exotisk
fantes.

Prusiner, med sin vetenskapliga
skolning inom proteinkemi, satte sig
fore att isolera smittdmnet. Alla experi-
ment pekade mot att det endast bestod
av ett protein, vilket Prusiner i sin orgi-
nalartikel fran 1982 gav namnet
»prion» harlett ur »protei naceousinfec-
tious particles» [1]. Nu boérjade den ve-
tenskapliga motvinden att blasa, men
Prusiner fortsatte malinriktat sitt sokan-
deefter det ok&ndasmittédmnet och kun-
de 1984 visa att det sannolikt utgick
fran ett kroppseget proteini hjarnan[2].
Sedan dess har ett tjugotal mutationer i
detta protein visats ge upphov till &rftli-
ga varianter av prionsjukdomar. Prion-
siukdomar har nu kommit i fokus ge-
nom den framfér allt i England stora
epidemin av gana kosjukan, bovin
spongiform encefal opati (BSE), hoskor
och dess mgjliga smitta till manniskai
formav enny variant av Creutzfel dt—Ja-
kobs sjukdom (nvCJD) [3].

Scrapie kand

sedan 1700-talet

Prototypen for spongiforma encefa-
lopatier, scrapie hos fér, finns utbredd
vérlden 6ver och & kand sedan 1700-ta-
let. Namnet kommer av att de §uka f&
ren skrapar (scrape) mot fasta foremal,
sannolikt pa grund av hudirritation. De
utvecklar koordinationsstorningar, ma-
grar och samtliga dér. Scrapie upp-
marksammades sarskilt pa Idand dar
man hade stora epidemier under detta
arhundrades forra halft. | ett mycket
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uppmérksammat foredrag i London i
bérjan av 1950-talet myntade Bjorn Si-
gurdsson frén Reykjavik begreppet
»dlow virus infections», som forutom
scrapie inbegrep sukdomarna visna
och maedi hosfar [4]. De senare har till
skillnad frén scrapie visats bero paret-
rovirus.

Diskussionen var redan dalivlig om
scrapie var en genetiskt eller infektiost
betingad sukdom. Franska forskare
hade pa 1930-talet visat att scrapie kun-
de overforas fran far till far genom in-
tracerebral ympning av hjarnvavnad,
medan man férst under 1960-tal et lyck-
ades dverfora scrapie till mus. Inkuba:
tionstiderna var dock mycket Ianga, ett
eller fleradr.

En helt avgdrande roll for smittam-
nets isolering spelade Prusiners arbete
med att Gverforadettatill hamster, som
utvecklade sukdom efter en vasentligt
forkortad inkubationstid. Liksom vid
Creutzfeldt—Jakobs sjukdom sjukdom
visar hjarnor fran scrapiesmittade far
spongiform vakuolisering, glios och
iblandinlagring av amyloidfibriller. F&-
rekomsten av amyloid varierar mellan
olikamusstammar och prionstabilat.

Nésta steg i utvecklingen kom néar
Gajdusek och medarbetare kunde 6ver-
fora sukdomen kuru till chimpanser
[5]. Dennasjukdom férekom endemi skt
hos Forebefolkningen pa Nya Guinea
och karaktériserades framst av cerebel-
l&rasymtom, tremor och koordinations-
problem. Den spreds mellan individer
genom rituell kannibalism. Baserat pa
dessa fynd kunde man snart ocksd visa
att Creutzfeldt—Jakobs gukdom suk-
dom kunde 6verforastill apor.

Intressant var att inte enbart spontant
upptradande Creutzfeldt—Jakobs guk-
dom gukdom kunde 6verforas utan &ven
familjéra former av gukdomen. Detta
gdlde ocksd Gerstmann-Strausder-
Scheinkers syndrom (GSS). Denna do-
minant arftligasukdom forl per relativt
Iangsamt och karaktariseras av huvusak-
ligen cerebellérasymtom, och hjérnorna
uppvisar kraftig inlagring av amyloid.

Diskussionerna om smittémnets na-
tur var livliga; ett tjugotal hypoteser lan-
serades — de flesta med utgangspunkt i

nagon form av langsam, atypisk virus-
infektion. N&gra framsteg gjordes dock
inte forrén Prusiner systematiskt borja-
de rena smittdmnet ur extrakt av ham-
sterhjarnai sin etablerade djurmodell.

Protein som finns

naturligt hos alla djur

Det infektidsa @mnets molekyléra
natur var outforskat under flera decen-
nier tills Prusiner rapporterade analyser
av anrikat scrapieinfekterat materia
fran hamsterhjarna. Den biol ogiska ak-
tiviteten hos detta material forsvann ef-
ter behandling med vissa proteinaser
och andra &mnen som bryter ned eller
inaktiverar proteiner, men den paverka-
des inte av nukleaser eller UV-bestral-
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ning, som forstdr nukleinsyror. Detta
reaktionsmonster &r typiskt for ett pro-
tein och Prusiner préglade darvid prion-
begreppet [1]. Ett andraavgdrandefynd
komtvaar senarenar Prusiner och med-
arbetare[2] lyckades skapaen gensond,
isolera genen och visa att den fanns na-
turligt hos ala djur man testade, inklu-
sive manniskor.

Detta gav dock nytt bryderi. Kunde
verkligen prioner ha med svar hjarn-
sukdom att gbra nér genen fanns nor-
malt hos alla daggdjur? Prusiner maste
ha tagit miste! Prusiner lanserade da
den mycket provocerande tanken att
genprodukten, som kallades prionpro-
teinet (PrP), kundeférekommai tvahelt
olika skepnader —en som gav 5ukdom,
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scrapie, PrP= PrP*, och en normal,
PrP= PrPC. PrP* kunde starta en kedje-
reaktion s att de normala proteinmole-
kylerna PrP* kastade om sin form och
forandradestill de mycket stabilaPrP,
som bland annat t&8l starka nedbrytande
enzymer, |6sningsmedel och hdg tem-
peratur (Figur 1). Efter en visstid (of-
tast ménader till méngaér) kan PrP* na
skadliga nivaer och forstéra hjarnvay-
nad. Normalt PrPkan jamférasmed den
vanligedoktor Jekyll och PrP* med den
farlige Mr Hyde! —sammafigur i olika
skepnader.

Om hypotesen att PrP° kan konverte-
ratill PrP* vore riktig skulle ett avgo-
rande forsok varaatt se vad som hander
vid en prioninfektion om det normala

Stanley Prusiner forelaser om sin
forskning. Prusiners upptéckt har inte
bara gett begreppet smittsamhet en ny
innebord. Hans forskning kan ocksa
komma att innebéra att man hittar en ny
princip for icke Mendelsk nedéarvning.

PrPC saknasi organismen. | samarbete,
och senare delvisi konkurrens, med C
Weizmann, Zurich, infekterades gen-
mani pul erade moss med scrapie [6, 7].
| dessa s kallade »knock-out»-moss
hade genen for PrP° dagits ut.

Om hypotesen att PrP* kunde om-
vandla PrP¢ till det farliga proteinet
skulle méss utan PrP° inte kunna in-
sjukna. D&inkubationstiden for scrapie
hos mus kan varamycket 1ang foljde en
spand vantan pa vad som skulle ske un-
der de narmaste 2-3 aren efter infektio-
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Figur 1. Hypotetisk bild av prioninfektion i
en nervcell. Det normala prionproteinet,
PrP°€, bildas i nervcellskroppen,
transporteras till cellytan, till exempel
axonterminalen, dar det binds i ett s&
kallat glykolipidankare. Om PrP¢ méter ett
sjukligt PrPse, forvandlas det till ett sddant
varigenom en kedjereaktion pabdrjas.
Prioner kan spridas utefter axon fran
periferin till det centrala nervsystemet.

nen. Det visade sig att normala moss
samtligaingukande och dog, medan de
som saknade PrP° 6verlevde. Nar genen
for PrP° ater infordes i mossens arvs-
massa blev de &er kandiga for infek-
tion. Allts3d klarade prionhypotesen
dennaavgorande test.

Olika mutationer orsakar

arftliga prionsjukdomar

Andra genetiska observationer un-
derstryker ocksa prionproteinets avgo-
rande betydelse for uppkomst av sjuk-
dom [8]. Nér genen vél Kkartlagts kunde
man snart pdvisa en rad mutationer i
denna férknippade med é&rftliga prion-
gukdomar hos méanniska. Cirka 10-15
procent av alla fall av Creutzfeldt—Ja-
kobs sukdom &r familjéra och nedarv-
ningsmonstret & autosomalt dominant
och har oftast hog penetrans. Genen
som kodar for prionprotein hos manni-
skadr bel &gen pakromosom 20 och mer
an 60 procent av de familjaraformerna
av Creutzfeldt—Jakobs sukdom har
mutationer i kodon 200. Sérskilt intres-
sant visade sig en mutation i kodon 178
vara, som bl a studerats hos en finsk fa-
milj med Creutzfel dt—Jakobs sjukdom.

Hos en italiensk familj bekrevs for
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forstagéngen en sjukdom, fatal familjar
insomnia (FFI), karaktériserad av
sdmnrubbningar och autonoma stér-
ningar ledandetill total sdmnldshet och
dod inom négot ar [9]. Sedan dess har
nio familjer med Fatal familjér insom-
niaidentifierats och &ven dennaarftliga
gukdom &r dverforbar till apa. | hjarnan
& framst talamus drabbad. N& man
gentypade dessa familjer aterfanns
mérkligt nog samma punktmutation i
kodon 178 som hos individer med fa
miljér Creutzfeldt—Jakobs gukdom.
Detta var forbryllande eftersom suk-
domsprocessens utbredning i hjérnan
och de kliniska symtomen skiljde sig
dramatiskt mellan formerna. Man un-
dersokte d& kodon 129, som uppvisar
pleomorfism, eftersom man tidigare vi-
sat att homozygoti i dennamedfor 6kad
risk for Creutzfeldt—Jakobs sjukdom.
Familjér Creutzfeldt—Jakobs sjukdom
visade sig ha homozygoti for valin,
medan fatal familjér insomniahade det-
ta for metionin i stéllet [10]. En liten
modifikation i ett icke muterat kodon

kunde sdlunda orsaka omfattande for-
andringar i de sjukliga processernas ut-
bredning i hjarnan!

Nu har ett tjugotal punktmutationer i
genen for prionprotein associerats till
familjér Creutzfeldt—Jakobs sjukdom,
Gerstmann-Stréussler—Scheinkers
syndrom och fatal familjar insomnia.
(Tabell 1). Drygt 50 familjer med Gerst-
mann-Straussler—Scheinkers syndrom
ar kanda och hos dessa har mutationer i
kodon 102, 105, 117, 145, 198 och 217
pavisats. Enintressant koppling kan go-
ras till Alzheimers sjukdom da Gerst-
mann—Straussl er—Scheinkers syndrom-
patienter med punktmutationer i kodon
198 och 217 utvecklar en Alzheimer-
liknande sjukdomsbild, men dér de
amyloida placken i hjarnan bestdr av
prionproteini stéllet fér f-amyloid som
vid Alzheimer.

Prusiner har gjort motsvarande
punktmutationer i genen for prionpro-
tein pakromosom 2 hos mus och dérvid
erhdllit ett helt spektrum av prionsjuk-
domar med varierande utbredning i

Tabell I. Arftliga prionsjukdomar hos manniska med mutationer i genen for PrP i kromosom 20.

Arftlig prionsjukdom

Plats for mutation i PrP-genomet

Familjar Creutzfeldt—Jakobs sjukdom

Gerstmann-Straussler—Scheinkers syndrom

Gerstmann-Straussler—Scheinkers syndrom
med Alzheimer-liknande patologi

Fatal familjar insomnia

kodon 178 (homozygoti for valin i kodon
129), 180, 200, 210, 232

kodon 102, 105, 117, 145

kodon 198, 217

kodon 178 (homozygoti fér metionin i
kodon 129)
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hjarnan. Nagon av dessa har &ven visats
varadverforbar till andramoss[8].

En ytterligare illustration till prion-
proteins betydel se for §jukdomsutveck-
ling & den skiftande mottagligheten for
prioner vid Overforingsforsok mellan
olika arter. Prusiner och medarbetare
kundei forstk pamaossvisaatt dessavar
mottagliga for musadapterade men ¢
for hamsteradapterade prioner. Om ge-
nomet for prionprotein fran hamster
sattesin hos moss blev dessa dock mot-
tagliga for hamsterprioner [11]. Denna
typ av férsok har stor betydelse for den
aktuella diskussionen om huruvida
manniska kan smittas fran kor infekte-
rade med BSE.

Noggranna undersokningar har €
gett belagg for att scrapie fran far kan
overforas till manniska. Farprioner och
humana prioner skiljer sigi mer &n 30
av de cirka 250 aminosyrorna, medan
farprioner och koprioner baraskiljer sig
i 6 eller 7 aminosyror. Denna ringa
skillnad mellan férprioner och koprio-
ner kan ha underléttat transmissionen
mellan dessa tva djurarter. Dock inne-
bér detta inte att man kan forutsaga att
risken for 6verforing fran ko till mén-
niskaar liten, och fér riskbeddmning ut-
fors nu forsok pd moss med insatt hu-
man gen for prionprotein.

Yiterligare en

molekyl inblandad?

Ett mycket omdiskuterat omréde
inom prionforskningen & hur variatio-
ner mellan olika prionstabilat kan dver-
foras utan en genetisk kod i nukleinsy-
ror. Dettaproblem & énnu ol6st. Enin-
dikation att de biol ogiska egenskaperna
hosett prion kan varainneboendei gjél-
va prionstrukturen kommer frén Prusi-
ners och medarbetares undersdkningar
av Overforbar smitta med hjérnextrakt
fran patienter med fatal familjéar insom-
nia och familjar Creutzfeldt—Jakobs
siukdom. Stabilat av dessa prioner skil-
jer sig fran varandra med hansyn till
storleken paderas nedbrytningsproduk-
ter vid proteinasbehandling.

Dessa olika prioner behdll sina ur-
sprungliga egenskaper efter passage
hos modss med insatt human priongen,
vilket tyder pa att de infekterande prio-
nerna verkligen bildar monster for de
nybildade prionerna [12]. En del fors-
kare anser att det stora antalet kadnda
prionstabilat, kanske fler &n 20, kan
tydapdatt ndgon mer molekyl an prion-
proteinet kan varaviktig for att upprétt-
halla deras stabilitet [3].

Ett mycket stort intresse knyts nu till
att kartléagga prionproteinets struktur.
PrP= skiljer sig intei sin kemiska sam-
mansittning fran PrPC. Dock finns det
en rad andra skillnader. Den férst pavi-
sade var att medan PrP° bryts ned av
proteinassaar PrP* mer resistent. Mild
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Tabell Il. Humana prionsjukdomar.

Sjukdom Symtom Patologi Forekomst Uppkomst  Forlopp
Creutzfeldt—Jakobs Myoklonier, Cortex: 1: 1 miljon Spontant Cirka 1 ar
sjukdom (CJD) demens spongios personar
Familjar Creutzfeldt—  Myoklonier, Cortex: 10-15 procent Dominant  Cirka 1 ar
Jakobs sjukdom (CJD) demens spongios av alla CJD arftlig
Gerstmann—
Straussler—Scheinkers Cerebellar  Cerebellum: 50 familjer Dominant  2-6 ar
syndrom (GSS) ataxi, spongios arftlig

demens amyloid
Fatal familjar Soémnloéshet, Talamus: 9 familjer Dominant 1 ar
insomnia (FFI) vegetativa  spongios arftlig

storningar
Kuru Ataxi, Cerebellum: Forebefolk-  Kannibalism 3 man-1 ar

demens spongios ningen, Nya

amyloid Guinea
latrogen Creutzfeldt—  Myoklonier, Cortex, ba- Cirka 60 Tillvaxthor-  Cirka 1 ar
Jakobs sjukdom demens salganglier: mon
(CJD) spongios Cirka 20 Duraim-
plantat
Enstaka Kornea-
transplantat

Den nya varianten Psykiatriska Basalgang- Fler &n 20 Misstankt 1-3ar
av Creutzfeldt— symtom, lier, talamus: unga indi- BSE-betingat
Jakobs sjukdom depression, spongios vider
(nvCJD) dysestesi, riklig

ataxi amyloid

proteinasbehandling klyver endast bort
ett mindrefragment av PrP och lamnar
storre delen av molekylen kvar. Vidare
har man visat att PrP° bestdr av a-he-
lixstrukturer till cirka 40 procent och
mycket fa B-strukturer, medan PrP*be
star av cirka50 procent 3-strukturer och
bara 20 procent a-helixstrukturer [8].
Flera forskargrupper arbetar nu inten-
sivt med att i detalj kartlaggastrukturer-
na, deras betydel se fér konversionen av
PrPe till PrP och hur de kan ange moj-
ligheter att forhindra prionbildning
[13]. Vidare pagar cellbiologiska studi-
er for att pavisavar i cellen konversio-
nen av PrPe till PrP> sker samt beting-
elserna for detta Framtida behand-
lingsstrategier kommer déarfér sannolikt
att riktas mot att férhindraprionkonver-
sion antingen pa basen av den biofysis-
kastrukturen eller deintracellulérapro-
cesserna

Diagnostiska svarigheter

Samtliga priongjukdomar hos man-
niskaleder till doéden, men det finns sto-
ra variationer i sdva klinisk bild och
sukdomsférlopp somi de neuropatolo-
giskafdrandringarna (Tabell 11).

Diagnostiken baseras huvudsakli-
gen paden kliniska bilden, men defini-
tiv diagnos kan erhallasforst vid neuro-
patologisk undersokning antingen pa
biopsimaterial eller vid obduktion.
Annu finns inga enskilda diagnostiska
test. Man forsoker utvecklaantikroppar
som kan sérskilja olika varianter av
prionproteinet, men dessafinns annu g
tillgéngliga for diagnostik. Vid Creutz-
feldt—Jakobs sukdom utgdr EEG ett

viktigt hjalpmedel daflertalet fall visar
ett karaktéristiskt, om ¢ helt patogno-
mont, véagménster. Under senare ar har
olika likvorproteiner undersobkts hos
patienter med Creutzfel dt—Jakobs sjuk-
dom och ett protein (14-3-3) som &r en
markor pa neuronskada har visats vara
en relativt god indikator pé klassisk
Creutzfel dt—Jakobs sjukdom. Fran dif-
ferentialdiagnostisk  synpunkt  utgor
snabbt forlopande Alzheimers sjukdom
den stdrsta utmaningen

»Galna kosjukan»

i England

Gana kosjukan (BSE) & den nu
mest omtalade prionsjukdomen. Sjuk-
domen Overfordes till mjdlkkor i Eng-
land med foder som férstérkts med
slaktavfall fran far med scrapie. Epide-
min startade 1985 men eftersom inku-
bationstiden & 1ang nadde sjukdomen
sitt maximum med cirka 40 000 nyin-
siuknade djur forst under 1993. Tack
vara resolut insatta atgarder klingar nu
epidemin kraftigt av och forvantas upp-
hora kring sekelskiftet [14].

Sjukdomen har dock fétt en fornyad
uppmérksamhet genom rapporter under
senaste aret om en ny variant av Creutz-
feldt—Jakobs sukdom hos maéanniska
som foretradesvis drabbat yngreindivi-
der i England. Denkliniskahbilden avvi-
ker starkt fran Creutzfel dt—Jakobs sjuk-
dom och domineras av psykiatriska
symtom, perifer nervpdverkan och
ataxi. | hjarnan sesrikligt med amyloid.
Samtliga fall har varit homozgota for
metionin i kodon 129 [15].

Aven om scrapie hos far g Gverfors
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till méanniska har fragan vackts om hu-
ruvidapassagen genom ko selekterat ett
nytt prionstabilat som kan spridas ge-
nom fédaoch attackeraménniska. Kun-
skaper om prionproteinernas egenska-
per kommer nu att f& en avgorande be-
tydelse for vardering och prevention av
den hotande epidemin av den nya vari-
anten av Creutzfeldt—Jakobs sjukdom
hos manniska. Mycket tyder idag pa att
ett samband med BSE kan foreligga da
den nyavarianten av §jukdomen néastan
enbart upptéckts i England och monst-
ret for prionernas glykoprotein och de
histopatol ogiskaforandringarnai expe-
rimentellt 6verférd sukdom &veren-
stdmmer mellan BSE och den nya vari-
anten av Creutzfeldt—Jakobs sjukdom
[16, 17]. Fragor som stéllsnu & om den
nya varianten har specifka riskfaktorer
forutom homozytgotin for metionin el-
ler om den potentiella 6verforingen en-
bart styrs av slumpens lagar. Varfor p&
tréffasingafall av den nyavarianten av
Creutzfel dt—Jakobs sjukdom hos dldre
individer? Hur manga nya fall av den
nya varianten av Creutzfeldt—Jakobs
sukdom kan forvantas upptréda under
de kommande 20-30 &ren?

Den pagdende prionforskningen
kommer ocksd att ge insikt i om mot-
svarande  konfigurationsforandringar
kan skei andraproteiner och darigenom
spelaenroll for andra neurodegenerati-
va jukdomar sdsom Alzheimer, Par-
kinson och amyotrofisk lateralskleros.
Aven vid dessa sjukdomar dominerar
de spontant insjuknande fallen, men det
finnsflerafamiljéraformer ochvid des-
sa har man funnit en rad punktmutatio-
ner i definierade protein. Dessa har gett
upphov till abnorma amyloidinlagring-
ar i hjarnan samt neuronbortfal, sy-
napsdegeneration och glios.

Sammanfattningsvis har Prusiners
upptéckt givit ett fullkomligt nytt inne-
hall & begreppet smittsamhet. Prionhy-
potesen kan ocksdinnebara att man fin-
ner en ny biologisk princip for icke
Mendelsk nedarvning, vilket aktuell
forskning pa jastceller tyder pa [18].
Den nuvarande intensifierade forsk-
ningen inom prionomrédet kommer
forhoppningsvisatt kunnage svar pade
nu mycket aktuella frégor som stalts i
samband med den potentiella 6verfo-
ringen av BSE till ménniska.
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