


Grundforskning

Hjarnan ar ett livsviktigt organ som kontrol-
lerar kroppsfunktioner sasom sinnen och
rorelser. Har finns ett mycket komplext
natverk av elektriska signaler i en perfekt
balans mellan stimulans och hdmning (exci-
tation och inhibition). For att denna balans
ska fungera krdvs sma modulerande nerv-
celler, sa kallade interneuron. Om dessa
celler inte fungerar, eller om de forloras
helt, blir balansen rubbad — vilket kan leda
till neurologiska sjukdomar sasom till exem-
pel schizofreni, epilepsi eller autismspekt-
rumstérningar — sjukdomar som i dag utgor
globala halsoproblem. Det finns foér narva-
rande inget botemedel mot sadana hjarn-
sjukdomar — och behandlingen kraver ofta
en kombination olika typer av terapier.

Men tank om man skulle kunde ersatta

de forlorade eller skadade interneuroner
direkt i patientens hjarna och ddrigenom
aterstalla hjarnans balans?

I var forskargrupp underséker vi frigan nirmare med
hjilp av direkt omprogrammering, en teknik dir en cell, tll
exempel en stédjecell eller hudcell kan omvandlas till en
nerveell genom dveruttryck av specifika nerveellsgener (ge-
nom transkriptionsfaktorer). Omvandlingen sker utan att
passera stamcellsstadiet och dr dirfor en relativt snabb pro-
cess och minskar ocksa risken fér tumérbildning eftersom
den undviker den omogna cellens okontrollerade delning. Av
dessa skil dr det mojligt att direkt omprogrammera celler
inne i den levande hjirnan och pa sd sitt skapa patientspeci-
fika nerveeller direkt pd plats.

Vart team har med direkt omprogrammering lyckats om-
vandla stédjeceller, s& kallade gliaceller, till interneuron ge-
nom att injicera nervcellsgener i modifierade virus till mus-
hjirnan.' Direkt 1 den levande mushjidrnan genererades da
interneuron av en viss typ, sd kallade parvalbuminuttryck-
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Omuvand(ingen

sker utan att
passera stamcellsstadiet och
dar darfor en relativt snabb

process och minskar ocksd

risken for tumérbildning
eftersom den undviker den
omogna cellens okontrolle-
rade delning.

Bild 1: Med hjélp av patch-clamp-elektrofysiologi fangas nerv-
cellerna med elektroder for att mata nervcellsfunktionen.




Kan omprogrammerade
interneuron hjalpa
neurologiska sjukdomar
1 framtiden?
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Figur 2. Omprogrammering av humana gliaceller till interneuron. Humana embryonala stamceller differentierades forst till humana gliacel-

ler. Dessa behandlas/transfekteras sedan med nervcellsgener och gener som ar involverade i GABA-erga nervcellers utveckling i modifierade virus-
partiklar och omprogrammeras till GABA-erga interneuron. De inducerade cellerna hade efter 26 dagars omprogrammeringsprotokoll bérjat uttrycka
nervcellsgener som tau och dven GABA i 90 procent av nervcellerna med ADLSF-genkombinationen (liknande genererades med annan genkombina-
tion). En del av de inducerade nervcellerna (tau+) uttryckte parvalbumin. Nervcellerna visade en mycket komplex nervcellsmorfologi efter bara 26
dagar men antalet celler var fortfarande lagt (5 procent av tau+ nervcellerna).

Elektrofysiologiska méatningar av de fluorescerande nervcellerna visade nervcellsspecifik funktion, som aktionspotentialer vid 4 och 8 veckor efter
omprogrammeringen. Inducerade nervceller visade synaptiska kontakter i sma nedatgaende strommar 6ver cellmembranet i vanlig buffert (artificiell
cerebrospinalvatska). Nar vi tillsatte GABA-antagonist till bufferten blockerades strémmarna vilket tyder pa att den synaptiska signaleringen var

GABA-erg.

ande interneuron. Dessa utgdr en stor grupp av interneuron
som tros spela sirskilt viktig roll i hjdrnans plasticitet och har
visat sig vara involverade i till exempel psykiska sjukdomar
vilket gor dem extra intressanta att forska vidare pa. Parval-
bumin-interneuron ir dessutom vanligtvis mycket svira att
framstilla i labbet, till exempel fran stamceller.

Men i var studie verkade parvalbumincellerna bildas obe-
roende av vilka nerveellsgener vi injicerade i musen vilket
kan tyda pa att gliacellerna dir har en siirskild fallenhet att
omvandlas till dessa interneuron.' Bide gliaceller och inter-
neuron utvecklas intressant nog frin samma tidiga hjirn-
struktur i fosterutvecklingen.

KAN NYA NERVCELLER FUNGERA | HIARNAN?

Vi har valt att gd vidare med projektet for att ta reda pd hur
vil de nyskapade interneuronerna elektriskt fungerar, kopp-
lar och integreras 1 hjirnans nitverk med hjilp av patch-
clamp-elektrofysiologi [Bild 1]. Hir anvinds smé elektroder
som fingar eller “patchar” nervcellerna och miter den en-
skilda nerveellens funktion och kopplingar. Fér att kunna
identifiera de nya omprogrammerade nerveellerna bland alla
andra nerveller i till exempel musvivnaden, anvinds en flu-
orescerande markor som bérjar uttryckas i nerveellsomvand-
lingen.” Om en omprogrammerad cell fungerar som en nerv-
cell har man inte bara pévisat en lyckad omprogrammering;
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man har ocksd fatt information som kan sirskilja de olika
nerveellstyperna, sdsom deras specifika fyrningsmonster som
nerveeller elektriskt signalerar med.?

S& 1 korthet fingar vi gront fluorescerande interneuron 1
mushjirnan som omvandlats frin gliaceller och miter den
elektriska funktionen pd dem. Det hela ir lite "science fic-
tion” kan vi medge, men visar indd méjligheten for tekniken
att fungera i den levande hjirnan.

Att mita hur de nya nerveellerna integreras och synaptiskt
kontaktar celler i sin omgivning idr aspekter som dr mycket
viktiga om man vill dterstilla hjirnans nitverk vid en neuro-
logisk sjukdom. Dirfor har vi valt att nischa oss p4 detta, dven
om tekniken tar flera dr att lira sig och involverar avancerad
och dyr utrustning. Just nu kombinerar vi tekniken med sek-
venseringsmetoder och tredimensionella mitningar vilket
kommer att ge oss viktig information om de omprogramme-
rade nervcellerna, dven ner pé encellsnivd. D3 kan vi verkli-
gen jimféra dem med de endogena/naturliga nerveellerna
och se hur mycket och vad som skiljer dem 4t.

EN FRAMTIDA BEHANDLING MED INTERNEURON?

Hjirnans gliaceller limpar sig sirskilt bra f6r omprogram-
mering bland annat eftersom de har en egen regenerativ ka-
pacitet, vilket innebir att iven om en del av dem omvandlas
till interneuroner kommer de aterstdende cellerna att ersiitta
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de omvandlade gliacellerna. Gliaceller idr ocksd jimnt ut-
spridda 1 hjdrnans olika strukturer vilket gor det méjligt att
omprogrammera nervceller 1 olika strukturer av hjidrnan som
kan vara intressanta for olika sjukdomar. Frigan ir om dven
minskliga gliaceller kan omprogrammeras till interneuron?

For att undersoka detta behévs tillgdng till miinskliga glia-
celler, men dessa utvecklas sent i fosterutvecklingen vilket gor
tillgdngen till sdidant humant material mycket begrinsad. For
att l6sa problemet har vi i vrt team tagit nytta av minskliga
embryonala stamceller som utvecklats till gliaceller enligt sir-
skilt protokoll.**

I en ny studie har vi testat de humana gliacellerna f6r om-
programmering till interneuron genom att éveruttrycka
nerveellsgener och gener som ir involverade 1 GABA-erga
nerveellers utveckling 1 en sirskild gen-cocktail [ADLSF i
Figur 2| Véra resultat visade att de minskliga gliacellerna
(som ursprungligen hirstammade frin stamceller) kunde
omprogrammeras till GABA-erga nerveeller och uttrycka
typiska nerveellsmarkorer som tau tillsammans med GABA
(himmande signalsubstans som uttrycks av GABA-erga
nerveeller). Vi provade olika genkombinationer och sag att
en viss genkombination var bittre dn den andra (ADLSF).
Hela 90 procent av de omprogrammerade cellerna uttryckte
GABA, vilket visade en hég produktion av GABA-erga nerv-
celler [Figur 2]. En del av nerveellerna uttryckte dven parval-
bumin, men dven andra subtypspecifika proteiner som cal-
bindin vilket tyder pd att olika subtyper av interneuron bil-
dades.’ Intressant nog, visade nervcellerna en ovintad komp-
lex nerveellsmorfologi redan en méanad efter omprogramme-
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ring, ndgot som annars tar betydligt lingre tid for till exem-
pel stamcellsderiverade nerveeller [Figur 2].

Elektrofysiologiska mitningar av de fluorescerande nerv-
cellerna 1 cellkulturerna visade att cellerna kunde skapa ak-
tionspotentialer, vilket tyder pd en lyckad nerveellsomvand-
ling. Diremot verkade de inte vara kapabla att skapa fler och
titare aktionspotentialer med tiden, som en parvalbumin-
nerveell karakteristiskt gor. Troligen behover dessa nerveeller
mogna i en mer naturlig iz vivo-miljo for att utveckla sina
synaptiska kontakter och nédvindiga jonkanaler som krivs
for att mogna fullt ut. Nerveellerna kunde i alla fall motta
synaptiska inhibitoriska signaler (i form av smai elektriska
strommar éver membranet) frin de omgivande cellerna i kul-
turen, signaler som totalt uteblev nir GABA-antagonist till-
sattes [Se rosa linje 1 Figur 2].

SLUTSATS

Vira resultat visar att minskliga gliaceller framtagna frin en
unik stamcellsmodell framgdngsrikt kan omprogrammeras
till GABA-erga interneuron, uttrycka subtypspecifika inter-
neuronmarkérer sdsom parvalbumin och utveckla en kom-
plex nerveellsmorfologi. Detta visar pd méjligheten att skapa
nya GABA-erga interneuron frin ett férnybart in vitro-sys-
tem och kan utgéra en bas for vidareutveckling av cellterapier
for interneuronpatologier.

Om dessa minskliga interneuronen kan fungera likt hjir-
nans egna interneuron och dterstilla en felaktig signalering
vid sjukdomstillstind, dterstdr att se. Men visst skulle det ut-
gora en spinnande framtida cellterapi fér neurologiska sjuk-
domar, en terapi som till och med kan skapas pa plats 1 pa-
tientens hjidrna.
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