Spinal muskelatrofi

Varfdr just motorneuronen ar sa kansliga
for en forlust av SMN1 &r &nnu inte kant
och inte heller varfér vissa motorneurongrupper

ar motstandskraftiga.

Forskare vid Karolinska Institutet har analyserat sjukdomsmekanismer i spinal muskelatrofi
for att undersdka om och hur sarbara ménskliga motorneuron kan réaddas fran degeneration.
Eva Hedlund, docent och forskningsledare, ger har en bakgrund till denna studie och

- diskuterar resultaten.
Kan man

.. I sjukdomen spinal muskelatrofi

* (SMA), som framfor allt drabbar sm3
barn under tv4 rs dlder, dér (degenere-
rar) motorneuronen, de nervceller som
kontrollerar alla vira viljestyrda musk-
ler. Det finns dock grupper av motor-
neuron som ir relativt okinsliga mot
sjukdomen, speciellt de okulira motor-
neuronen 1 hjirnstammen vilka styr
vira 6gonmuskler och dirmed att vi
kan titta uppdt, neddt och &t sidorna.
SMA orsakas av en forlust av “survival
motor neuron protein 17 (SMN1).
SMN1-proteinet dr nédvindigt for
bland annat metabolism av ribonukle-
insyra (RNA), budbirarmolekylerna av
var arvsmassa, och finns i alla celler 1
kroppen. Varfér just motorneuronen ir
sd kinsliga for en forlust av SMNI ir
dnnu inte kint och inte heller varfor vis-
sa motorneurongrupper ir motstands-

kraftiga.
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radda motorneuron

SPINAL MUSKELATROFI — GENETISK
ORSAK OCH GENTERAPI

SMA ir en monogenetisk sjukdom som
orsakas av en forlust av SMN1-proteinet
pé grund av mutationer i SMN1-genen.
Denna gen ir aktiv 1 alla celler i krop-
pen men det dr tydligt att vissa celler dr
speciellt kinsliga for forlust av detta pro-
tein, sisom motorneuron vilka styr all
vér skelettmuskulatur och vilka dér i
SMA.

Minniskor har tvd SMN-gener,
SMN1 och SMN2. SMNI-genen ger ett
fullingdsprotein som ir funktionellt
och har viktiga funktioner i cellen.
Framf6rallt ir SMNT1 involverat i meta-
bolism av ribonukleinsyra (RNA), bud-
birarmolekylerna av vir arvsmassa,
men SMNI1 verkar ocksd kunna mot-
verka programmerad celldod (s kallad
apoptos) och férhindra att DNA-skada
uppstir i cellen. SMN2-genen produce-

rar cirka 15-20 procent av funktionellt
SMNI-protein (identiskt till det som re-
sulterar frin SMN1-genen) men genen
resulterar mestadels (cirka 80—85 pro-
cent) i en ofullstindig RNA-molekyl
som oversitts till ett trunkerat protein
som dr instabilt och inte funktionellt.
Det finns fyra typer av SMA, Typ 1-4,
med olika allvarlighetsgrad, dir Typ 1
SMA ir allvarligast och tidigare alltid
ledde till paralys och déd innan tva &rs
alder.

Svérighetsgraden av sjukdomen reg-
leras av hur manga kopior individen har
av SMN2-genen. Ju fler SMN2-genko-
pior, desto mildare sjukdom, d& man
frdn varje genkopia bildar 15-20 pro-
cent av det SMN1-protein man behéver.

Fram till f6r bara ndgra fa ir sedan
var Typ 1 SMA alltid dédlig, men s& ut-
vecklades idntligen terapier fokuserade
pd att 6ka mingden SMNI-protein.



fran degeneration?

Fram till fér bara nagra fa ar sedan
var Typ 1 SMA alltid dédlig, men sa

utvecklades antligen terapier fokuserade pa
att 6ka mangden SMN1 protein.

Spinraza eller Nusinersen, bestar av be-
handling (injektioner i ryggmirgsvit-
skan) av en liten DNA-bit (oligo) som
férhindrar att SMN2-genen bildar en
ofullstindig RNA-molekyl och dirmed
ett ofullstindigt protein och istillet bil-
dar en stor mingd funktionellt SMN1-
protein.” Samtidigt utvecklades dven en
genterapistrategi for SMA, Zolgensma,
dir en frisk SMN1-genkopia ges till pa-
tienter via en engdngsdos av virus bi-
randes p& den minskliga genen.! De hir

terapierna har inneburit att dodligheten
1 SMA minskat drastiskt och att patien-
terna nu kan botas. Dock kan de gynn-
samma effekterna av terapierna variera
ndgot beroende pa vid vilken tidpunkt
under sjukdomsférloppet som behand-
lingen sitts in och sjukdomens svirig-
hetsgrad och Zolgensma kan ibland or-
saka akut leverskada. Det finns dirfér
ett behov av kompletterande behand-
lingar som forsoker bevara eller oka
motorfunktion.

MOTORNEURONS OLIKA KANSLIGHET
FOR DEGENERATION

SMA karaktiriseras av en forlust av
motorneuron, de nervceller som kont-
rollerar vira viljestyrda muskler. Vi for-
stdr dnnu inte varfor just motorneuron
ir sa kinsliga for en forlust av SMN1-
proteinet som ju finns i alla celler 1
kroppen. Vi forstdr inte heller varfor
vissa grupper av motorneuron, sisom de
okulira motorneuron (motorneuron i
kranialnerver 3, 4 och 6) som styr var
d6gonmuskulatur, ir motstandskraftiga
1 SMA. Vi vet dock att en av huvudupp-
gifterna féor SMNI ir att reglera meta-
bolism av budbirar- (messenger) ribo-
nukleinsyror (mRNA) i cellen, budbi-
rarmolekylerna av vir arvsmassa som
visar vilka gener som ir aktiva i cellen.
mRNA-innehéllet 1 en cell definierar
cellernas unika identiteter och funktio-
ner och paverkar dven deras mottaglig-
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Manskliga motorneuron genererade fran inducerade pluripotenta stamceller visualierade genom
fargning med antikroppar riktade mot nervcellsmarkdren beta3-tubulin (gult) och motorneuron-

markéren Islet-1 (rosa). Foto: Dr Jik Nijssen.

Motstandskraftiga celler daremot pavisa-
de generellt mycket tidiga svar pa sjukdo-

men och verkar snabbt reglera mekanismer for
att klara av férlusten av SMN1.

het for sjukdomar. Det finns flera stu-
dier som visar att det ir faktorer inom
sjilva motorneuronen som ir avgorande
for deras kinslighet i SMA,” men det idr
innu okint vad dessa dr. Vi antog dir-
med att cellers inneboende egenskaper
ocksd styr deras motstindskraft mot
sjukdomen.

Vi bestimde oss sdledes for att géra
en djupanalys av alla mRNA-molekyler
inom celler som antingen pdvisar stor
motstdndskraft eller kinslighet i SMA
for att se hur deras mRNA-innehill
indras med forlust av. SMN1 under
sjukdomens ging och utvirdera om
motstdndskraftiga celler har ett RNA-
svar/-innehdll som kan forklara varfor
de kan hantera sjukdomen.*
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Vi anvinde oss av en musmodell av
Typ 1 SMA,” den mest allvarliga sjuk-
domsformen och analyserade celler vid
tre olika tidpunkter under sjukdomsfér-
loppet (presymtomatiskt, tidigt symto-
matiskt och sent symtomatiskt). Vi stu-
derade flera motstdndskraftiga motor-
neuron, inklusive okulira motorneuron
och hypoglossala motorneuron (vilka
styr tungans muskler och vilken inte dr
pdverkad i1 denna musmodell dven om
de ibland ir paverkade hos patienter). Vi
studerade ocksa andra typer av nervcel-
ler som ir motstdndskraftiga i SMA
bland annat autonoma motorneuron 1
vagusnerven (kranialnerv 10), som inte
ir viljestyrda, och nervceller 1 roda kir-
nan som ir involverade i motorkoordi-

nation men som inte dr motorneuron.
Tanken bakom att studera olika typer
av motstdndskraftiga nervceller var for
att undersoka om alla motstdndskrafti-
ga nervceller reagerar likadant pd en
forlust av SMNI och om det alltsa finns
ett universellt svar som forklarar varfor
celler klarar sig bittre i denna sjukdom.

Vi analyserade idven tvd olika grup-
per av kinsliga motorneuron, faciala
motorneuron (kranialnerv 7) som styr
ansiktsmuskulaturen och motorneuron
i nedre ryggmirgen som styr muskula-
tur i bakbenen hos musen.

Nerveellerna isolerades frin vivnad
med hjilp av ett avancerat lasermikro-
skop genom s kallad laser capture mic-
rodissection”, LCM, och analyserades
med RNA-sekvensering didr miljontals
mRNA-molekyler studeras vid varje tid-
punkt och for varje cellgrupp. Detta ir
en metod som vi tidigare vidareutvecklat
och som har hég kinslighet f6r att detek-
tera dven mycket ldga nivier av RNA pd
en-cells-niva.* P4 detta sitt ville vi fa en
uppfattning om den dynamik som upp-
stdr i celler niir de svarar pd en forlust av
ett viktigt protein (SMN1) som vissa av
cellerna verkar adaptera sig till medan
andra slutar att fungera och dér. Vér hy-
potes var att motstindskraftiga motor-
neuron visar ett svar pA SMNI-forlust
som forklarar varfor de 6verlever och vil-
ket skulle kunna appliceras pa kinsliga
celler for att stirka ocksd deras mot-
stdndskraft mot sjukdomen.

Var djupanalys visade att alla celler
svarar pd helt individuella sitt pd forlus-
ten av SMNI1. Kinsliga motorneuron
var ldngsamma att svara pd sjukdomen
och nir de vil visade respons s var det
fokuserat pa att svara pd signaler om
celldéd och DNA-skada. Motstidnds-
kraftiga celler diremot pdvisade gene-
rellt mycket tidiga svar pd sjukdomen
och verkar snabbt reglera mekanismer
for att klara av forlusten av SMNI1.
Dock reagerade ingen av celltyperna pd
samma sitt, s vi hittade inte en generell
6verlevnadsmekanism, utan mRNS-
svaret verkar vara anpassat efter varje
individuell celltyps behov.

Okulira motorneuron pédvisade unika
anpassningsmekanismer under sjukdo-
men och uppreglerade ett stort antal nerv-
skyddande molekyler vilka verkar forkla-
ra deras motstdndskraft 1 SMA. Bland an-
nat 6kade cellerna markant méngden av:



1) 6verlevnadsfaktorerna sisom CHLI
(cell adhesion molecule like-1), GDF15
(growth differentiation factor 15) och
LIF (leukemia inhibitory factor);

cellerna. Detta betyder att vi kan iden-
tifiera faktorer som skyddar kinsliga
nerveeller frin degeneration genom att
studera motstdndskraftiga nervceller

Detta betyder att vi kan identifiera
faktorer som skyddar kansliga nerv-

celler fran degeneration genom att studera
motstandskraftiga nervceller och hur de

svarar pa sjukdom.

2) faktorer som blockerar oxidativ
stress, sisom ALDH4A1l (Aldehyde
Dehydrogenase 4 Family Member Al);

3) gener som blockerar programmerad
celldod, PAK4 (Serine/threonine-prote-
in kinase 4)

4) faktorer som reglerar utvixt av mo-
torneurons utskott (axoner) samt deras
kontakt med muskel (synaps) sdsom
SYT1 (synaptotagmin 1), CPLX2
(complexin 2), CALDHI (caldesmon)
och GAP43 (growth associated protein
43).

Vir studie visade ocksd att de okulira
nervcellerna hade ett unikt svar vid var-
je sjukdomsstadium och dirmed konst-
ant verkar adaptera till den forsvirade
situationen.® VAr studie visar tydligt att
for att forstd sjukdomen behéver man
studera alla relevanta celler och dven
analysera dessa longitudinellt for att
forstd olika cellers anpassning. Om man
enbart tittar pd en celltyp forstdr man
inte vad som hinder 1 dess grannar och
inte heller vid ett annat stadium av
sjukdomen. Det betyder ocksa att det
kan vara nédvindigt att behandla olika
sjukdomsstadier pa olika sitt terapeu-
tiskt.

Slutligen testade vi om en faktor,
GDF-15, som vi identifierat i mot-
stindskraftiga okulidra motorneuron,
kunde ridda kinsliga ryggmirgsmo-
torneuron frin degeneration. Vi derive-
rade motorneuron frin minskliga in-
ducerade pluripotenta stamceller och
odlade dem under férhéllanden dir cel-
lerna lingsamt bérjar att dé. Vi kunde
hir visa att tillsats av GDF15 riddade

och hur de svarar pa sjukdom. Vi hop-
pas nu att de faktorer vi identifierat 1
okulira motorneuron, inklusive
GDF15, som verkar fungera som ett
férsvar mot sjukdomen, i1 framtiden
kan anvindas som kompletterande be-
handlingar for SMA-patienter for att
bevara kinsliga motorneuron.

Studien har finansierats av Veten-
skapsridet, European Union Joint Pro-
gramme for Neurodegenerative Disease
(JPND), Swiss National Science Foun-

dation och Karolinska Institutet.
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