TEMAFORSKNING

Kan moss hja

I Lund arbetar ett 30-tal forskare och
doktorander under ledning av Rikard
Holmdahl {or att forsoka forstd varfor
minniskor drabbas av reumatoid
artrit. De har valt att anvinda djur-
modeller for detta arbete eftersom det
ofta kan vara den enda vigen om man
ska kunna studera riktigt komplexa
sjukdomar, och reumatoid artrit dr en
sddan komplex sjukdom (se faktaruta
1).

Dagens mediciner har huvudsakli-
gen tagits fram med gissningar och

Reumatoid artrit (RA) (= ledgangs-
reumatism) dr en av vara stora
folksjukdomar, uppskattningsvis dr
1% av befolkningen drabbad av
sjukdomen. Den férekommer 6ver
hela jordklotet och dr foljaktligen en

kan drabba en nir som helst i livet,
men debuterar oftast i medeldldern.
Forloppet ir varierande men oftast
blir den kronisk och leder till
invaliditet.

Trots att sjukdomen 4r s& vanlig,
trots att den forekommer 6ver hela
jordklotet, trots att den dr svdr och
invalidiserande, trots att vi kint till
den och diagnosticerat den sé linge
sd vet vi dnnu inte vad som orsakar
den och det finns ingen behandling
som pa ett effektivt sitt kan forhin-
dra eller stoppa sjukdomen. Visst
har det forskats. Huvuddelen av
forskningen har dock varit klinisk
och deskriptiv och inte inriktad pa
att klarldgga sjukdomens orsaker.
Visst har detta lett till att behand-
lingen har forbittrats och att lidan-
det minskat, men nigra avgorande
framsteg vad det giller att stoppa
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av de riktigt stora sjukdomarna. Den

slumpens hjilp och det har varit svirt
att fa fram sddana som verkligen

bromsar sjukdomens forlopp. Ndr man

vil fatt fram sddana, har det ofta visat
sig att de har biverkningar som kan
vara svira att kontrollera. Det faller
sjilvfallet tillbaka pd att forskarna
fortfarande inte vet varfor sjukdomen
bryter ut hos vissa minniskor, och
varfor den ibland fir ect s destruktive
forlopp.

Det har inte saknats anstring-
ningar — det har publicerats mer dn

FAKTARUTA 1

Reumatoid artrit ar en komplex sjuk-
dom som vi inte vet orsaken till

sjukdomsprocessen har inte upp-
natts.

Samtidigt har forvintningarna pa
snabba och konkreta forskningsresul-
tat fran patienter, anhoriga och
allminhet varit stora och man kan
ibland f2 intrycket att man nu lost
“gdtan” och att nya effektiva behand-
lingar star for dorren. Sa dr dock inte
fallet och vi vet fortfarande inte vilka
de grundliggande orsakerna ir. Det
har funnits ménga svérigheter i
arbetet att uppné en djupare kun-
skap om sjukdomens orsaker.

1) RA 4r en diagnos som sitts pa
grundval av en rad kliniska kriterier.
Kliniska kriterier dr subjektiva
kriterier, som kan variera mellan
olika likare och mellan olika linder.
Detta innebir sannolikt att RA
egentligen ir ett flertal olika sjukdo-
mar som alla manifesterar sig med
samma symptombild.

2) RA ar delvis arftlig men det finns
ingen enkel arftlighetsgang.
Minga gener ir av betydelse, och
sannolikt dven olika uppsittningar

lpa ménniskor?

70.000 vetenskapliga artiklar om
reumatoid artrit de senaste 35 dren —
och bakom varije artikel ligger nog-
grant genomforda undersokningar.
Problemet ir att man ofta blivit
tvungen att begrinsa sig till att
beskriva ett forlopp, utan att kunna i
detalj forstd sjukdomsmekanismer.
Den grundliggande forskningen
har dock 6ppnat nya mojligheter. Dels
har man med genetiska landvinningar
gjort det mojligt att bestimma olika
arvsanlag (gener) och framforallt vilka
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av gener i olika individer. Detta
innebir att det inte finns ndgon
enstaka “defekt” gen som skulle
kunna orsaka sjukdomen pd ett
liknande sdtt som vissa andra
sjukdomar till exempel cystisk
fibros. Istillet 4r det en sjukdom dir
maénga olika gener samverkar med
varandra och med miljéfaktorer pd
ett komplext sitt.

3) RA paverkas av miljofaktorer.

Att miljofakeorer dr viktiga hirror
frdn studier av endggstvillingar ddr
sjukdomsrisken ir lingt frin 100%.
Hittills har ingen miljofakeor
kunnat pdvisas, sannolikt for att
miljopdverkan dr variabel och svér
att kontrollera.

4) RA ar en kronisk sjukdom som gar
i skov.

Egna kurer upplevs ofta som verk-
ningsfulla eftersom de paborjas ndr
skovet dr som virst. Detta ger
svirigheter for testning av rationellt
baserade behandlingar.
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RA ir en komplex sjukdom och for
att forstd dess basala orsaker sd maste
vil definierade djurmodeller anvin-
das. Forsoksdjur har manga fordelar.
Deras miljo kan kontrolleras. De kan
goras inavlade och ddrmed kan dven
genernas inflytande pd komplexa
sjukdomar analyseras. Man kan ocksa
gora kontrollerade experiment pa
dem, vilket sjdlvklart inte bor goras
pd minniskor.

De forsoksdjur som anvinds dr
framforallt speciella stammar av
moss och réttor. Ur genetisk syn-
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FAKTARUTA 2

Djurmodeller behovs

punket star de tillrickligt ndra minnis-
kan for att de basala biologiska
sjukdomsmekanismerna ska kunna
studeras - 6ver 90% av den genetiska
koden dr identisk och arvsanlagen
ligger samlade i samma ordning som
hos minniskan.

En forutsittning for studierna ér
dock att RA forekommer i forsoks-
djuren. Efter mdnga decenniers arbete
har ett antal mer eller mindre bra
modeller f6r RA hos moss och rattor
beskrivits. De modeller som idag dr de
mest anvinda dr modeller i vilka vissa

mus- och rattstammar utvecklar
artrit efter att de blivit
immuniserade med protein frin
ledbrosk. Vanligen anvinder man dé
kollagen typ II som #r det domine-
rande proteinet i ledbrosk. En
immunreaktion mot kollagen
uppkommer i djuret vilket i sin tur
leder till att ledbrosket attackeras.
En sjukdom som ir mycket lik den
hos minniska uppkommer. Denna
sjukdom kallas for kollagen
inducerad artrit (collagen induced
arthritis; CIA).

varianter olika individer bir pd. Dels
har man utvecklat allt bittre djur-
modeller for sjukdomen (se faktaruta
2).

Detta har gjort att det idag finns
helt andra mojligheter dn tidigare att
studera sjukdomens orsaker och
mekanismer vilket redan borjat bira
frukt i form av nya likemedel. Exem-
pelvis utvecklades de s.k. TNF-alfa
blockerarna forst i djurmodeller, och
det amerikanska likemedelsverket ger
nu for forsta gdngen i praktiken
bindande restriktioner for likemedels-
bolagen att nya likemedel och
likemedelsidéer maste testas i rele-
vanta djurmodeller. Gruppen i Lund
har varit en av de ledande for att
etablera de djurmodeller som rekom-
menderas och dr nu utvald av EU till
att vara “training site” for blivande
forskare i Europa for att lira dem
djurmodeller f6r reumatoid artrit.

Vad kan man d& gora med forsoks-
djur som man inte kan gora direkt pd
sjukdomen hos minniskor? For att
riktigt forstd hur en komplex sjukdom
kan utvecklas médste man bade kunna
reproducera den och testa olika
behandlingar i grupper som far olika
behandlingar. Man vet ofta inte i

forvig resultatet. Sddana risk-
tagningar vill vi naturligtvis inte
gora pd minniskor.

Med forsoksdjur 6ppnar sig
dessutom ytterligare mojligheter,
som vi kanske inte vanligtvis tdnker
pd. De kan goras inavlade, vilket
betyder att individer av en stam kan
vara genetiskt identiska, och kanske
anda viktigare, vi kan kontrollera
deras miljo. Det innebir att kontrol-
lerade studier kan goras didr man kan
fd svar pd en friga i taget. I takt med
att vi vet allt mer om gener och om
miljofakeorer sd okar ocksd respekten
for hur komplicerat allt samverkar
for att var kropp ska fungera pa ett
optimalt sdtt. Det har naturen ldrt
oss under miljoner dr — en trdning
som bdde moss och minniskor har
face g igenom. I verkligheten dr vi —
biologiskt sett — mycket nirstdende
arter — och de flesta biologiska
mekanismer forefaller fungera pa ett
mycket likartat sictt.

Det riktigt nya i dagens forskning
ar dock att vi for forsta gdngen borjar
kunna studera den genetiska kodens
betydelse for uppkomst av sjukdom.
Minniskans genetiska kod dr nyligen
kartlagd och det 6ppnar helt nya

mojligheter. Fortfarande kommer det
att vara enorma svarigheter att forstd
komplicerade folksjukdomar som RA
men kombinationen med djurmodeller
kan leda till nya genombrott. Forsoks-
moss har i stort sett samma gener som
minniskan, dven om de bir pé olika
varianter och att det i mdossen finns
betydligt storre mojligheter att kunna
identifiera enskilda gener som ir av
betydelse for sjukdom (se faktaruta
3).

Gruppen i Lund arbetar hirt med
dessa genetiska metoder och man har
ndtt flera genombrott publicerade i
ansedda vetenskapliga tidskrifter som
“Nature Genetics” ddr man kunnat
identifiera inom vilka omrdden pa
kromosomer sddana gener finns och
ocksd i vilka faser av sjukdomen de har
betydelse.

Ett problem inom forskningen dr
dock ofta att exakt lokalisera
sjukdomsgenerna och direfter direkt
kunna undersoka deras roll i
sjukdomsprocessen. Visserligen kan
man nistan dagligen lisa om upptick-
ten av olika gener som orsaker sjukdo-
mar. Detta har dock gillt medfodda
sjukdomar och ej sjukdomar som kan
tyckas drabba minniskor av en slump
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FAKTARUTA 3

Sjukdomsgener kan
definieras hos moss

Forsoksdjur kan vara mycket an-
vindbara for att identifiera gener
som styr komplexa sjukdomar. Det
dr bara vissa, men inte andra,
inavlade mus- och rittstammar som
ar kinsliga for utveckling av CIA,
aven om de utsitts for likartad miljo
och induceras pd samma sitt. Vilka
gener har dd de kinsliga stammarna
som de resistenta inte har? Detta har
hittills inte varit sd ldtt att ta reda
pa. Musen, liksom minniskan, har
mer in 60.000 gener och den
genetiska koden har hittills inte
bestimts i nigon enda individ av
varken mus eller minniska.

Det gors stora insatser for att
sekvensbestimma hela DNA-koden
och en forsta preliminir sekvens av
hela det minskliga genomet har
sannolikt publicerats nir du ldser
detta. Det kommer dock att ta tid
att forstd dess budskap och for att
underlitta har man nu ocksé pabor-
jat arbetet med att sekvensa musens
genom. Det beriknas bli klart dr
2003. Man madste kunna bestimma
hur generna fungerar och hur de
samverkar for att forstd hur de kan
tillita immunsystemet att gora ett sd
6desdigert misstag som att tilldta en
attack mot de egna lederna. Tekni-
ker har dock utvecklats de senaste
aren och ddrmed har nya méjligheter
for sddana studier 6ppnats.

For att enstaka gener ska kunna
identifieras sd maste de forst blandas.

Fotter fran tva moss
som endast skiljer
sig med avseende
pa Ab-genen. Den
hogra (med
transgen Ab gen av
g-typ) har utvecklat
CIA.

Detta gors genom att inavlade mus-
stammar korsas. I en inavlad stam har
alla individer samma gener. Det
innebir att den kromosom som #rvs
frin honan 4r lika den kromosom som
kommer frin hanen. Om tv4 inavlade
stammar korsas med varandra s
kommer kromosomerna att bli olika
eftersom honan och hanen i
fordldragenerationen (P) ir olika.
Kromosomerna finns i par och alla
individer har en dubbel uppsittning.
Resultatet blir att alla individer i
denna forsta generation (F1) kommer
att bli genetiskt lika. Med dessa blir
det svirt att se hur individuella gener
beter sig. Det kommer vi att kunna
gora om vi korsar mossen med varan-
dra. Avkomman (F2) kommer d3 att
ha generna frdn “mamman” och
“pappan” blandade.

Detta har man vetat sedan Mendel
beskrev irftlighetslagarna. Vad man
inte kunde d&, och som man lyckats
med forst under de senaste dren, ir att
kunna identifiera var olika gener fran
“mamma” respektive “pappa” hamnat
hos “barnbarnen”. Den mest effektiva
identifikationsmetoden har visat sig
vara att identifiera repeterande sekven-
ser av baser i DNA-koden. Sddana
repeterande sekvenser kallas for
“mikrosatelliter” och de har olika
lingd i olika individer och forekom-
mer pé flera hundra tusen stillen i
genomet - bdde i mus och i minniska.

Nu finns det alltsd tekniker att

identifiera varje individuell F2-mus;
vilka avsnitt av genomet den har
irvt frdn vilken av far- eller morfor-
dldrar. Dirmed kan vi analysera
vilka genavsnitt som bist korrelerar
till sjukdom. Med en sddan metod
var gruppen i Lund forst i virlden
med att kunna identifiera gen-
regioner hos mus som styr en modell
for multiple skleros. MS ir en
sjukdom vars grundliggande
mekanismer sannolikt liknar de hos
RA, men immunsystemet angriper
det centrala nervsystemet istillet for
lederna. Med hjilp av denna infor-
mation kunde vi tillsammans med
en finsk forskargrupp identifiera
samma genregion hos manniska.
Samma tekniker har de anvint pd
modeller f6r RA och kunnat identi-
fiera de viktigaste genregioner i flera
av de viktigaste modellerna.

Att man hittar ett stélle dir en
av sjukdomsgenerna finns innebir
inte att genen har identifierats. Till
detta dr ett stort steg. Det ndrmaste
man kan komma i de ovan beskrivna
experimenten ir att lokalisera
regioner vilka innehdller drygt tusen
gener. Vilken av dessa dr den visent-
liga? Detta har visat sig vara svart
och det finns mycket i exempel dir
man kunnat identifiera gener i sd
komplexa sjukdomar som RA och
MS, ens i forsoksdjur.
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FAKTARUTA 4

For flera dr sedan lyckades vi,
tillsammans med andra forskar-
grupper, identifiera en genregion
som dr en av de mer visentliga for
att musen ska utveckla CIA. Denna
genregion, som bland annat rymmer
gener for olika si kallade
transplantationsmolekyler, det vill
siga molekyler som finns pd ytan av
celler och som deltar i immun-
specifika reaktioner, har man ocksd
linge misstidnkt vara av betydelse
dven i RA. Den innehaller dock
tusentals olika gener som kan vara
av betydelse.

For att kunna identifiera en sddan
gen sd strukturbestimde vi ndgra
misstinkta gener i denna region och
visade att de skiljde mellan en
resistent stam och en kinslig. Det
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senare i livet sdsom t ex reumatoid
artrit gor.

Studier i forsoksdjur visar dock att
det dr mojligt. Och det dr dven
mdojligt att genetiskt forindra forsoks-
djuren sd att genernas betydelse kan
studeras. Inte nog med det, man har
ocksd kunnat anvinda de motsvarande
minskliga generna — och de har visat
samma sjukdomsframkallande funk-
tion! (se faktaruta 4).

Aven sidana studier har gjorts av

gruppen i Lund, och dven det har varit

ett genombrott dir svensk
reumatologisk forskning har upp-
mirksammats internationellt.

Professor Rikard Holmdahl, Lunds universitet

Gener kan forandras hos moss

visade sig att en sddan kandidatgen,
som var en MHC klass IT gen av A-
typ, endast skiljde sig med 4
aminosyror mellan den kinsliga
varianten (g-typ) och den resistenta
varianten (av p-typ). For att bevisa om
det var just denna gen sd isolerades p-
varianten av genen som ett DNA-

fragment och muterades in vitro, sd att

den var identisk med q varianten vad
giller kodningen av de 4 aminosyro-
rna. Den muterade genen sprutades in
i befruktade dgg fran en resistent p-
mus och dessa dgg gav sedan upphov
till nya transgena moss. Dessa trans-
gena moss skiljde sig dirmed med
avseende pd en enda gen.

Nir sedan sjukdomskinsligheten
studerades sd visade det sig att de
transgena mossen uppvisade lika hog

kinslighet for CIA som moss med
g-varianten. Slutsatsen kunde
ddrmed dras att denna gen ir
visentlig for utveckling av CIA och
det dr sannolikt att motsvarande
gen hos minniskans ocksa ir viktig
for RA. De har sedan gitt vidare pd
den linjen tillsammans med en
dansk grupp och inducerat sjukdom
hos mdss som gjorts transgena med
minniskans variant av samma gen
(DR4) och p& motsvarande sitt med
en gen som man tror vara associerad
med MS (7, 8). Det visade sig da att
dven dessa gener gjorde mossen
kinsliga for RA respektive MS-
liknande sjukdom. Detta 6ppnar nu
helt nya mojligheter att forstd hur
dessa gener opererar och varfor RA
utvecklas.
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