Epilepsi

Fynd i levande human
hjarnvavnad kan leda till
nya behandlingar av
epilepsi




Att hitta nya behandlingsstrategier fér neurologiska sjukdomar som i dag inte har
nagon bot dr en av neurologins stora utmaningar. En av svarigheterna ar att manga nya
behandlingsalternativ tar sig anda fram till kostsamma, kliniska prévningar och misslyckas.
Knappt en av tio kommer ut som godkand behandling av de som gar till klinisk prévning.
Ett nedslaende resultat som gjort att manga lakemedelsforetag inte valjer att satsa pa
utveckling av lakemedel eller behandlingar for neurologiska sjukdomar och CNS-sjukdomar
i synnerhet. Nya angreppssatt behdvs for att 6ka underlaget infor valet av relevant
behandlingsstrategi att g& vidare med, med forhoppning om att denna ska vara lika effektiv
i manniska som i djur. | denna artikel beskriver My Andersson, med dr, och Mérab Kokaia,
professor, Epilepsicentrum, Lunds universitet, sin studie vars resultat pa sikt kan fa
betydelse for personer med lakemedelsresistent epilepsi.

Vid fokal lakemedelsrefraktir cpilepsi, och d& speciellt
temporallobsepilepsi (TLE), kan patienten som ett sista be-
handlingsalternativ fi den anfallsgenererande regionen bort-
opererad. Denna vivnad kan sedan hallas vid liv som akut-
snittade skivor. Detta ger en unik méjlighet att testa nya be-
handlingsstrategier direkt i anfallsgenererande patientviv-
nad.

Ett exempel pd en lovande behandlingsstrategi utarbetad
1 djurmodeller dr genterapi. Gener kan levereras med hjilp
av bland annat modifierade virusvektorer, som till exempel
adeno-associerade virusvektorer (AAV), och styras till uttryck
i olika cellpopulationer. Fér TLE har AAV-medierat éverut-
tryck av de endogena neuropeptiderna galanin och neuro-
peptid Y (NPY) visat sig vara mycket effektiva i att dimpa
anfall 1 djurmodeller av sjukdomen."” TLE ir en svdr form
av epilepsi dir s& manga som en dryg tredjedel av patien-
terna ir likemedelsrefraktira’ och behovet att utveckla nya
behandlingsalternativ ir stort.

NPY OCH GALANIN | DJURMODELLER

NPY uttrycks hos bide minniska och gnagare i specifika
populationer av himmande GABAerga interneuron éver
hela hjirnan och dven di temporalloberna och hippocampus.
Galanin har en mer utspridd distribution, men hittas i nerv-
celler och nervtrddar i flera hjirnregioner hos minniskor och
gnagare, hippocampus inkluderat.

Bada neuropeptiderna har visats sig verka himmande pa
retbarheten hos nerver, bade vid fysiologisk nervaktivitet hos
gnagare och vid olika former av akuta och kroniska djurmo-
deller av TLE. Det ir diremot inte kint om ndgon av dessa
peptider har en effekt i human epileptisk vivnad. Vi har un-
dersokt detta i akuta hjirnskivor frin hippocampusresektat
fran likemedelsrefraktira TLE-patienter och har kunnat

"Gener kan levereras med hyalp av
bland annat modifierade virusvekto-
rer, som till exempel adeno-associerade
virusvektorer (AAV), och styras till ut-
tryck 1 olika cellpopulationer.”
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EXCITATORISK SYNAPTISK TRANSMISSION | GYRUS DENTATUS FRAN HUMAN EPILEPTISK VAVNAD HAMMAS AV

NPY-APPLIKATION MEN INTE AV GALANIN.
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Figur 1. A) Exempelsvep fran en hel-cells patch-clamp-inspelning av en korncelli hippocampusskiva, gyrus dentatus fran en TLE-pa-
tient. Cellen uppvisar snabba repetitiva aktionspotentialer nér cellen depolariseras med en 300 pA stromapplikation. Kalibrering: 20
mV och 200 ms. B) Spontana postsynaptiska strommar inspelade i en korncell vid -70 mV. Det markerade omrade &r forstorat bred-

vid. Kalibrering: 10 pA, 200 och 20 ms. C) Exempel av en cell identifierat efter inspelning av en korncell med hjalp avimmunohistokemi
(Alexa 488-conjugerad streptavidin mérker in intracellulér biocytin). Kalibrering: 50_m. D) Galanin paverkar inte amplituden av excita-
toriska postsynaptiska strommar (EPS). Inset, representativa svep av EPS utan (svart) och med galaninapplikation (rétt). Kalibrering: 50
pA och 20 ms. E) Férhallandet mellan forsta och andra EPS:en (paired-pulse ratio, PPR) &r oféréndrad vid galaninapplikation. F) NPY-
applikation minskar amplituden av ESP. Inset, representativa svep av EPS utan (svart) och vid NPY-applikation (blatt). Kalibrering: 50 pA
och 20 ms. G) NPY-applikation &kar PPR vilket tyder pa att NPY minskar frisdttningssannolikheten av glutamat. H, 1) NPY-applikation ham-
mar amplituden hos EPS:er genom hela stimuleringstaget (40 Hz). J) Exempelsvep av tag av EPS:er, utan (svart), med galanin- (rétt) res-
pektive NPY-applikation (blatt). Kalibrering: 25 ms, 100 pA; *p<0.05, **p<0.01.

konstatera att NPY, men inte galanin, minskar excitatorisk

I . .
synaptisk aktivitet pd principalceller i epileptisk hippocampus. Vi har undersokt detta 1 Clklxttd /2]617'7’1—

skivor frdan hippocampusresektat frin
STUDIENS GENOMFORANDE

Studien inkluderade vivnad frin 13 patienter med en medi- Zd’kemcdelsreﬂal(tc’z’m TLE—patz'enter
cinsk historia av frekventa dterkommande anfall, vilka inte

' och har kunnat konstatera att NPY,
hade anfallskontroll trots behandling med tv4 eller fler anti- ]{ k
epileptiska likemedel. Av dessa uppvisade 11 uttalad skleros men inte galanin, minskar excitatorisk

hi s vid patologisk undersskni dvnaden. . . o . . .
av hippocampus vid patologisk undersékning av vivnaden synaptzd{ dkllﬂllel i p?"l?’lCZpdle”é’Vl

For att bedéma viabiliteten av skivorna borjade vi véira forsok
med att mita elektrofysiologiska egenskaper hos enskilda gpi[gp[i;k hlprCdWlP%S. ”
principala celler i hel-cells patch-clamp. Alla registrerade cel-
ler uppvisade snabba aktionspotentialer vid depolarisering
(Figur 1A). Dessa och andra elektrofysiologiska membran-
egenskaper som input-resistans samt postsynaptiska strém-
mar (Figur 1B) skiljde sig inte &t mellan patienter. Vi kunde
bekrifta cellens identitet morfologiskt post hoc genom att
fylla cellen med biocytin via patch-pipetten och efter para-
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FLODESSCHEMA FOR GENTERAPI MOT EPILEPSI.

g no efiect

g "- g. " R:@ Jm A STOP

| js"clnl; affect

[elinical trials

Figur 2. Schematisk ritning for attillustrera vikten av att validera
resultat fran djurstudier i human epileptisk véavnad. Vi behéver ta
hénsyn till tre viktiga aspekter da vi 6vervager nya behandlings-
malfor lakemedelsresistent epilepsi. Potentiella antiepileptika
maste testas i epileptiska djur med aterkommande anfall da ef-
fekten av dessa preparat eller strategier kan skilja sig markant
fran effekten pa anfallinaiva djur (1). Verkningseffekt maste va-
lideras i humanvavnad da denna kan skilja sig fran gnagare (2).
Beslutet att fortsatta till kliniska prévningar maste baseras pare-
sultat fran bade djur och humanvévnad f6r att minimera risken for
negativ utgang av den kliniska prévningen (3).

formaldehydfixering l3ta biocytin reagera med streptavidin
bundet till fluorofor (Alexa 488, Figur 1C). I virt forsta forsok
undersékte vi om galanin eller NPY kunde himma stimule-
ringsutlost synaptisk transmission i synapsen mellan mediala
perforantbanan (medial perforant path, MPP) och korncells-
synapsen. Nir vi mitte medelamplituden av excitatoriska
postsynaptiska strommar (EPSCs) var den opdverkad av ga-
laninapplikation (Figur 1D), medan NPY hade en markant
effekt (Figur 1F). NPY hade ocksa en tydlig effekt pa kvoten
mellan tvd efter varandra pafoljande utlosta EPSCs (Figur
1G), vilket tyder pd att NPY himmar frisittningen av gluta-
mat i synapsen. Galanin hade inte heller nigon effekt vid
hogfrekvent stimulering (Figur 1H och 1J) medan NPY hade
en tydlig himmande effekt genom hela stimuleringstiget (Fi-
gur 1l och 1J).

For att bekrifta vara resultat upprepade vi forsoket 1 ext-
racellulira filtregistreringar, dir vi kan mita svaret i stora
populationer av synapser frin minga celler pi samma ging.
Konsistent med hel-cellsmitningarna sig vi en dramatisk ef-
fekt av NPY-applikation p filtsvaret med en tredjedel. For
att undersoka om skillnaden i effekt mellan galanin och NPY
var begrinsad till gyrus dentatus, upprepade vi filtregistre-
ringarna 1 CAl. Galanin hade fortfarande ingen effekt pd
synaptisk transmission, medan NPY reducerade filtsvaret till
hiilften.

Fran studier 1 gnagare vet vi att NPY utévar sin him-
mande effekt pd hippocampal excitatorisk transmission via
presynaptiska Y2-receptorer.” For att ta reda pd om sd ocksa
dr fallet i human epileptisk vivnad, upprepade vi forsoken i
nirvaro av en specifik Y2-receptorantagonist (BITE0246). Un-
der dessa forhillanden hade NPY ingen effekt pd filtsvaren
1 CAl eller gyrus dentatus, vilket ir en tydlig indikation pd
att det dr via Y2-receptorn som NPY himmar presynaptisk
glutamatfrisittning ocksd i human epileptisk hippocampus.

DISKUSSION OCH SLUTSATS

Men vad var d4 anledningen till att galanin inte hade nigon
effekt? Vi funderade om avsaknaden av effekt vid galaninapp-
likation berodde p3 att signalering via galaninreceptorer sak-
nades. Inbindning av radioaktivt galanin visade att receptorn
fanns uttryckt. Genom ett funktionellt bindningstest kunde
vi se att dven om receptorn fanns dir, utlgstes ingen signal
nedstréms om receptorn vid applikation av galanin. Samma
test f6r NPY visade att Y2-receptorn for NPY var bade ut-
tryckt och fungerande i human epileptisk hippocampus.

Sammantaget kan vi dra slutsatsen att NPY ir en 6verty-
gande kandidat for utvecklandet av framtida behandlings-
strategier for TLE, medan funktionen av galaninreceptorn
ir nedreglerad 1 human epileptisk hippocampus.

I vér studie kunde vi dven visa att hippocampal vivnad
frdn TLE-patienter kan ge oss en unik méjlighet att validera
nya behandlingsstrategier, utvecklade i djurmodeller, direkt
1 relevant patientvivnad. D3 kliniska prévningar dr vildigt
kostsamma, skulle en utvirdering av go/no-go baserat pa stu-
dier i human vivnad signifikant 6ka chanserna for ett fordel-
aktigt utfall (exempel pd flddesschema, Figur 2).
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