Axon-seq — en ny metod {or
sjukdomsmekanismer i ALS

| ALS &r det de motoriska nervcellerna, motorneuronen, vilka styr vara muskler, som
progressivt forloras, vilket orsakar en slutligen fatal férlamning. Det forsta synliga tecknet
pa att motorneuron drabbats av patologi i denna obotliga sjukdom ar att dess kontakt med
muskeln brutits da dess langa utskott, axonet, fortvinar. For att battre forsta detta tidiga

stadium av sjukdomsutveckling i ALS har forskare vid Karolinska Institutet tagit fram en ny
metod som radikalt forbattrar mojligheterna att underséka axoner. Eva Hedlund, docent
och forskningsledare, ger har en bakgrund till metoden.
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Motorneuron &ar specialiserade nerv-
celler vilka styr all skelettmuskulatur i
kroppen och dirmed de basala rorelse-
monster som vi tar for givna, till exem-
pel att vi kan réra pd armar och ben,
svilja, tugga, kontrollera vira ansiktsut-
tryck samt andas. Motorneuron har sin
cellkropp — med cellkirna och arvsmas-
sa — och ett stort antal korta utskott, sa
kallade dendriter, i det centrala nervsys-
temet (hjirnan, hjirnstammen och rygg-
miirgen). De har ocksd ett mycket 1dngt
utskott — axonet — som vixer ut till peri-
ferin for att kontakta och styra muskler
som ibland finns pd avstdnd lingre dn en
meter bort [Figur 1]."' Motorneuron har
en forhallandevis stor cellkropp 1 det
centrala nervsystemet men di axonet
kan vara sd lingt utgdr detta upp till 98
procent av volymen av cellen. Det stora
avstindet mellan motorneuronets cell-
kropp och dess kontakt (synapsen) med
muskel innebir att axonet méste inne-
hélla en mikromiljé som sjilvstindigt
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Figur 1. Motorneuron med axon.

frdn cellkroppen ut i axonet i en hastig-
het av cirka 0,1-10 mm per dag’ och sé-
ledes inte ensamt kan uppritthilla axo-
nets och synapsens dynamik.

att studera tidiga

“Motorneuron har en férhallandevis stor
cellkropp i det centrala nervsystemet men
da axonet kan vara sa langt utgor detta upp
till 98 procent av volymen av cellen.”

kan reagera pd signaler frdn sin omgiv-
ning till exempel frin muskelceller. Det-
ta speciellt da vesiklar som transporterar
proteiner och ribonukleinsyra (RNA,
den budbirarmolekyl som bir genetisk
information frin DNA) firdas lingsamt

MOTORNEURON DOR I ALS

I den dédliga sjukdomen amyotrofisk
lateral skleros (ALS) ir det just motor-
neuronen som forloras, vilket leder till
muskelfortvining, svaghet och férlam-
ning hos patienterna. Det finns inga ef-

fektiva terapier for ALS. Majoriteten
(ungefir 90 procent) av alla ALS-fall
forefaller sporadiskt uppkomna, och
man kan sdledes inte 1 forvig forutsiga
vem som kommer att drabbas. I cirka 10
procent av fallen dr ALS tydligt nedirvt
och d& pd grund av mutationer i olika
gener med distinkta funktioner sdsom
till exempel superoxid dismutas 1
(SODI), de DNA- och RNA-bindande
proteinerna TDP-43 och FUS samt i
CI9ORF72.? Varfér mutationer i dessa
gener, vilka i de flesta fall dr aktiva i alla
celler 1 kroppen, leder till forlust av just
motorneuron dr ngot som fortfarande
inte 4r tydligt trots intensiv forskning.
Péatagligt dr att mdnga processer i cellen
péverkas vid ALS, allt ifrdn vilka gener
1 DNA som aktiveras och bildar RNA,
hur proteiner och RNA processas,
transporteras och bryts ned, hur energi-
produktionen i cellen regleras och
hur DNA repareras vid skada etc.*

KONTAKTEN MELLAN MUSKEL OCH

MOTORAXONET FORSTORS FORST

Nir motorneuron progressivt dor (dege-
nererar) i ALS s sker detta pa ett myck-
et specifikt sitt; kontakten (synapsen)
mellan motorneuron och muskel ir den
som synligt forstors forst, lingt innan
cellkroppen 1 nervsystemet forsvinner
(eller visar tydliga tecken pa paverkan).
Axonet slipper sdledes taget om mus-
keln och degenerar utifrin och in. Ex-
akt hur det gér till niir dessa livsviktiga
synapser forstors vet man innu inte,
men vi och andra har visat att denna pa-
tologiska process styrs frn sjilva motor-
neuronet (och inte frin muskeln).” Nir
muskeln inte lingre har nigon kontakt
med nerveellen fértvinar denna.' Pro-
cessen ser likadan ut i familjirt nedirvd
ALS och i sporadiskt uppkommen sjuk-
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Figur 2. Schematisk beskrivning av Axon-seq.

"Detta gor att vi forskare hyser férhoppning
om att man genom studier av familjar ALS och
mutationer som férorsakar denna kan fa en
forstaelse for alla fall av ALS, dven dar vi inte
kanner till orsaken till sjukdomens uppkomst.”

dom. Detta gor att vi forskare hyser for-
hoppning om att man genom studier av
familjir ALS och mutationer som for-
orsakar denna kan f3 en forstdelse for
alla fall av ALS, dven dir vi inte kiinner
till orsaken till sjukdomens uppkomst.
Fragan ir da fortfarande varfor just mo-
torneuron dor 1 ALS? Frdn studier pd
bide mus och minniska har det visats
att flera celltyper 1 nervsystemet blir ak-
tiverade och aggressiva1 ALS och ir in-
blandade i sjukdomsférloppet, bland an-
nat sd kallade astrocyter, mikrogliaceller
och oligodendrocyter. De ir alla stodje-
celler i nervsystemet som ir mycket vik-
tiga for att bland annat tillgodose nerv-
cellers energibehov, modulerande av de-
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ras kontakter och signaler med andra
nerveeller Dock ir det tydligt frin ge-
netiska studier pd moss att tidiga for-
indringar inne 1 just sjilva motorneu-
ronen styr intitiering av sjukdomen.

RNA SPEGLAR EN CELLS FUNKTION
OCH ALLMANTILLSTAND

Vad ir det d4 som hiinder inne i motor-
neuronen som gor att sjukdomsproces-
sen paborjas didr? For att kunna forstd
detta kan man studera forekomsten av
RNA. RNA speglar vilka gener som ir
aktiva och dirmed en cells funktion och
allmintillstdnd. Nya tekniker som
RNA-sckvensering pd enskilda celler
héller p4 att revolutionera identifiering-

en av olika celltyper i kroppen (https://
www.humancellatlas.org/) och kan ge
oss en stor forstielse for vilka celltyper
som finns, vad som gér dem unika och
hur olika organ byggs upp. Dock har
sddana studier ett stort fokus pa sjil-
va cellkroppen dir arvsmassan finns
och utskott hos nervceller sisom
axoner och dendriter inkluderas inte
i analysen. Detta kan var helt fullgott
for manga celltyper, men inte f6r mo-
torneuron dir sjilva axonet utgdr
den absoluta huvuddelen av cellens
volym och dir hindelser i det distala
axonet inte alltid avspeglas i cell-
kroppen. Man vet nu att det finns en
buffert av RNA ute i1 axonet och sy-
napsen och att detta lokalt kan bilda
proteiner och utféra funktioner.” Det
har dock varit relativt okint vilka
RNA som finns ute i axonet, d§ ming-
den RNA dir ir relativt liten och dir-
med varit mycket svér att studera.

AXON-SEQ, EN HOGTEKNOLOGISK ME-

TOD SOM IDENTIFIERAR RNA | AXONER
For att £ en djupare insikt i tidiga sjuk-
domsmekanismer som drabbar motor-
neuron 1 ALS bestimde vi oss for att
undersdka vilka RNA som finns i ett
normalt motoraxon samt vid introduk-
tion av en ALS-orsakande genmuta-
tion.” For att kunna studera detta i detalj
odlade vi motorneuron deriverade fran
stamceller 1 speciella mikrofluidikkam-
mare’ dir man kan separera axoner frin
deras cellkroppar. Hir processade vi se-
dan proverna pa ett unikt sitt sd att vi
kunde studera alla RNA i axoner ge-
nom si kallad RNA-sekvensering.
Metoden vi utvecklat, Axon-seq, dr
relativt billig, enkel och mycket kiins-
lig och vi har beskrivit den i detalj i
var studie sd att den ska kunna an-
vindas av andra intresserade forska-
re [Figur 2].* Tidigare metoder som
har forsokt att analysera axonala RNA
har haft problem med kontaminering,
“nedsmutsning”, av axonalt material
med cellkroppens RNA. Det ricker
med att en enda cellkropp kommer med
i undersokningsmaterialet for att det ska
bli kraftigt kontaminerat. I vir metodik
inkluderade vi en effektiv bioinforma-
tisk analys, dir vi tittade pa antalet ge-
ner som detekteras i materialet. P4 detta
sitt kan vi enkelt exkludera axonala
prover som har ett alldeles for stort antal



“Pa detta satt kan vi enkelt exkludera axonala
prover som har ett alldeles for stort antal gener
och darmed ar uppenbart kontaminerade av
cellkroppens RNA.”

gener och dirmed idr uppenbart konta-
minerade av cellkroppens RNA. Denna
process ir mycket enkel och effektiv att
applicera och ger ett tydligt svar.

ALS PAVERKAR RNA-INNEHALLET

| AXONER

Vér analys av framrenade axonprover
visade att transkriptomet, alltsi RNA-
profilen, i axonet skiljer sig markant
frin cellkroppens, vilket dr ett nytt
fynd. Vi fann att motoraxonet har en
stor pool av RNA dedikerade till lokal
energiproduktion samt for att bygga ri-
bosomer, vilka ir cellens proteinfab-
riker. Vi fann ocks3 att axoner har en
unik uppsittning av RNA som kodar
for sd kallade transkriptionsfaktorer,
vilka vi tror kan ha viktiga funktioner i
kommunikation mellan cellkroppen
och axonet.®* Nir vi undersékte mo-
toraxon som innehdll muterat SODI,
vilket orsakar ALS, sig vi att RNA-
profilen skilde sig &t frin den som &ter-
fanns i utskott frin friska celler. Vi sig
hiir att flera gener som ir dysreglerade i
ALS ir viktiga for att axonet ska fung-
era normalt och ha kontakt med mus-
keln, till exempel Neuropilin 1, Debrin

1 och den ALS-orsakande genen Nekl.
Négra av dessa gener skulle kunna vara
moéjliga mil for framtida behandlingar
for att forsoka stirka synapsen mellan
motorneuron och muskel samt bibehil-
la motoraxonet intakt. I framtida funk-
tionella studier kommer vi att underso-
ka hur modulering av dessa faktorer pa-
verkar just motoraxonets kontakt med
muskel.

Forskningen ir finansierad av Veten-
skapsrddet, EU Joint Programme in
Neurodegenerative Diseases (JPND),
det strategiska forskningsomridet
neurovetenskap vid Karolinska Insti-
tutet (StratNeuro), Birgit Backmarks
donation till ALS-forskning vid Karo-
linska Institutet till minne av Nils och
Hans Backmark, Ahlén-stiftelsen, Ul-
la-Carin Lindquists stiftelse for ALS-
forskning, Magnus Bergvalls stiftelse,
Svenska Sillskapet for Medicinsk

Forskning samt Hjirnfonden.

Figur 2 dr en modifiering av den grafiska
abstrakt som ingick i referens 8 vilken har
ritats av Mattias Karlen och Jik Nijssen.
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