Parkinson

Kontroll av transkriptionell
stabilitet ar avgorande

for identitet och
funktion |

nervceller

Vid Parkinsons sjukdom minskar halterna av signal-
substansen dopamin pa grund av att en specifik
nervcellstyp i mitthjarnan som producerar dopamin
degenererar och dor. Bristen pa dopamin i malomra-
det far till foljd att patienten drabbas av progressiv
forsamring av motoriska funktioner. Trots intensiva
forskningsinsatser sa ar den underliggande orsaken

till de dopaminerga nervcellernas dod inte klarlagd.
Dessutom ar den absoluta majoriteten av fallen av
Parkinsons sjukdom sporadiska, det vill saga det finns
ingen tydlig enskild mutation/orsak som driver sjukdo-
men, varfor det ar viktigt att forsta om storningar i gen-
regleringen kan vara en bidragande faktor. Las mer i denna
artikel av Johan Holmberg, professor vid Institutionen for
molekylarbiologi, Umea universitet.
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Nir vi fods har vara nervceller re-
dan bildats och specialiserat sig till de
olika typer av nervceller som finns i den
miinskliga hjirnan. Intensiv forskning
har givit en timligen god insikt i hur det
gdr till nir cellerna gir frdn stamcel-

ler till specialiserade och mogna

nervceller som inte lingre har kvar
formégan till celldelning eller till att
ge upphov till andra celltyper. Den hir
processen kallas for differentiering och
ar till stor del styrd av olika genprogram
som slds pd eller av vid ritt tidpunkt.
Trots att man kinner till en hel del om
dessa genprogram sd ir kunskapen om
vad som bibehéller nervcellens identitet
over tidsperioder som striicker sig 6ver
hela vira liv rudimentir. Férutom att
vissa genprogram méste vara pdslagna si
madste dven gener som reglerar andra
— celltyper vara permanent tystade for att
' cellens identitet skall vara intakt. Var

elitype

- forskning har inriktat sig pd just t}_fs,tan—;"‘f' — =
det av genprogram (genrepression)som — ; :

Var forskning
har inriktat
sig pa just
tystandet av genpro-
gram (genrepression)
som styr andra cellty-
per eller egenskaper
hos stamceller.
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Figur 1. Reducerade nivaer av tyrosin hydroxylas (TH) i dopamineriga nervceller i mitthjarnan hos 16 manader gamla méss dar PRC2-komplexet ar
inaktiverat.

En mekanism for att bibehdlla re-
dan etablerade ménster av genuttryck
som byggde pa genrepression upptick-
tes pd sjuttiotalet 1 bananfluga (Dro-

sosphila melanogaster). Mekanismen

ir beroende av ett proteinkom-

_—. plex som i diggdjur kallas

' for Polycomb repres-

Y sor complex 2

(PRC2). Ett av de

I proteiner som

ir nédvindiga

for att prote-
inkomplexet

skall fungera

forkortas med

EED och kodas av

genen med samma namn, Eed. For att

understka om permanent tystande av

gener 1 differentierade dopaminceller

ir beroende av just PRC2 och ifall det-
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ta tystande dr av avgorande betydelse
for cellernas dopaminerga identitet sd
skapade vi en musmutant vari genen

Eed ir bortklippt just 1 dessa celler.

TYSTADE GENER MINSKADE

MANGDEN DOPAMIN

Tystandet av gener via PRC2 ir kopplat
till dess kapacitet att etablera kemiska
modifieringar, kallade H3K27me3,
lings med DNA-kedjan. Héga nivder
av H3K27me3 vid bérjan av gen mins-
kar sannolikheten att genen skall ut-
tryckas. Nir vi genom att tagit bort
Eed lyckats inaktivera PRC2-komplex-
ets formdga att bibehélla nivderna av
H3K27me3 i dopamincellerna sd hin-
de till att borja med inte mycket. Efter
fyra mdnader fanns ungefir en tredje-
del av H3K27me3-modifieringen kvar
och endast ett litet antal tidigare tysta-

de gener hade slagits pd men varken
cellernas identitet eller funktion var pa-
verkade. Nir vi analyserade dopamin-
cellerna efter dtta ménader var effekten
tydligare. Dels kunde vi se att all H3K-
27me3 foérsvunnit, dels var nu flera
hundra gener reaktiverade men vi kun-
de ocksd se att ett betydande antal ge-
ner hade nedreglerats visentligt. Just
detta var nigot forvinande d& vi tar
bort en slags broms frin ett antal tysta
gener som da blir reaktiverade och ut-
trycks i hégre nivier men samtidigt
bromsas uttrycket av ett antal andra ge-
ner ned. Nir vi tittade ndrmare pa vil-
ka gener det var som nedreglerats i
dopamincellerna hos Eed-mutanterna
s& sdg vi att manga av dessa gener ir
viktiga for dopamincellers identitet och
funktion. Som exempel kan nimnas
transkriptionsfaktorn Engrailed 1 samt



Vid fyra manader skiljde sig inte
mutanter fran vildtypsmoss, men vid

atta manader sa var det en markbar
minskning av hur mycket mossen rorde pa sig.

Th som kodar for tyrosin hydroxylas
(TH), ett enzym som ér avgorande for
produktionen av dopamin. Nir vi se-
dan firgade med antikroppar for TH
bade i mitthjirnan dir dopaminceller-
nas cellkroppar befinner sig och deras
mélomrdde i striatum sd var det tydligt
att proteinnivderna sjunkit avsevirt [Fi-
gur 1]. Vi fsljde upp detta med att mita
nivderna av dopamin i bdda dessa om-
rdden, vilket tydligt visade kraftigt re-
ducerade nivder av dopamin och asso-
cierade metaboliter i musmutanter som
saknade EED. Vi analyserade idven
dopamincellerna med avseende pd
elektrofysiologiska parametrar och det
var tydligt att dopamincellerna hos
mutanterna skiljde sig frin dopamin-
celler hos méss vari Eed-genen var in-
takt (s& kallade vildtypsmoss).

EFFEKTER PA MOTORISKA FUNKTIO-
NER OCH BELONINGSSYSTEMET
Med tanke pd dessa resultat ville vi un-
dersoka om mossens beteende forind-
rades vid forlust av Eed i dopamincel-
lerna. Det var ingenting i médssens ge-
nerella hilsostatus som skvallrade om
att ndgot var pa tok. Men nir vi ge-
nomférde ett antal beteendetester ut-
formade for att uppticka skillnader i
motorisk funktion s3 fick vi tydliga re-
sultat. Vid fyra ménader skiljde sig inte
mutanter frin vildtypsmdss, men vid
itta ménader sd var det en mirkbar
minskning av hur mycket méssen ror-
de pd sig. Dessutom hade de problem
med att stilla sig pd bakbenen samt att
initiera nya rorelsesekvenser som kri-
ver mer avancerad koordination. Vid
sexton méinaders dlder var skillnaderna
dnnu tydligare.
Dopaminsystemet styr
inte bara motoriska funk-
tioner utan dven belo-
ningssystemet. De eu-
foriska effek-
terna av ko-
kain och

amfetamin beror till stor del pa aktive-
ring av just dopaminsystemet. For att
utréna om idven beloningssystemet var
paverkat hos musmutanterna s gav vi
dem kokain och testade om de var be-
niigna att vilja att dterkomma till just
det stille som de fatt kokain vid, ndgot
som moss brukar gora. Till vir forva-
ning sig vi att mutanterna beteddes sig
som sina vildtypssyskon, det vill séiga
de atervinde gladeligen till det utrym-
me dir de lirt sig att de kunde 3 ko-
kain. Siledes verkar det som att den
del av dopaminsystemet som styr bels-
ning och eufori var intakt hos de mu-
tanta mossen.

Skillnaden i effekt p& dessa olika as-
pekter av dopaminsystemet fick oss att
titta nirmare pd de olika grupper av
dopaminceller som finns i mitthjirnan.
Man kan grovt dela in dem i de celler
som ligger nirmast hjirnans mittlinje
i ett omrdde som heter ventral tegmen-
tal area, och de som ligger lingre ut
hjirnan, i substantia nigra. De celler
som utgdr populationen i substantia
nigra styr framfor allt motoriska funk-
tioner och det ir just dessa som dege-
nererar vid Parkinsons sjukdom. Dop-
amincellerna i ventral tegmental area
anses ha mer inflytande 6ver bels-
ningssystemet. Nir vi med encells-sek-
vensering analyserade genuttrycket i
mutanterna s kunde vi se en tydlig
skillnad mellan dessa tva populationer.
Dopamincellerna 1 substantia nigra
uppvisade betydligt stérre skillnader
bade i uppreglerade och nedreglerade
gener jimfort med dopaminceller 1
ventral tegmental area. Vi tror att dessa

skillnader kan for-

klara att mossens
motorik dr pd-
verkad men
att deras be-
l6ningssys-
tem verkar
vara tim-

ligen

intakt. Vad som ir en storre gdta ir
varfor det dr en sidan skillnad 1 hur
dopaminceller i substantia nigra och
ventral tegmental area reagerar pa for-
lust av Eed och H3K27me3. Varfor ir
samma celler som selektivt degenerar
och dér vid Parkinsons sjukdom ocksd
kinsligare for forlust av genrepression?
Vikan dnnu inte svara pd denna friga
men vi vill giirna underséka den 1 vir
fortsatta forskning.

For att férstd om en annan nerveells-
typ var lika beroende av PRC2-driven
genrepression sd skapade vi dven moss
som var mutanta for Eed 1 differentie-
rade serotonerga nervceller. Aven i
dessa nervceller sd iakttog vi en pro-
gressiv forindring av genuttrycket lik-
nande den vi sett i dopamincellerna. I
de serotonerga cellerna var det samma
typ av tidigare tystade gener som akti-
verades. Intressant var att de gener som
nedreglerades motsvarade vad vi sett i
de dopaminerga nervcellerna, det vill
siiga gener som dr nodvindiga for sero-
tonerga nervceellers identitet och funk-
tion. Nir vi sedan foljde upp med stu-
dier av beteenden som ir avhingiga
intakt serotonerg funktion sd sig vi
tydliga stoérningar hos musmutanterna.
Sammanfattningsvis ir effekten av att
stora ut formégan att hdlla gener ned-
stingda likartad 1 serotonerga och dop-
aminerga nerveeller. Bdda celltyper for-
lorar sin identitet och delar av sin funk-
tion vilket far till f6ljd att méssen upp-
visar avvikelser i beteenden som ir
snarlika vissa symtom som syns vid
olika patologiska tillstdnd, till exempel
vid Parkinsons sjukdom.

FORTSATT FORSKNING BEHOVS

Vir studie utgick frin en grundveten-
skaplig frigestillning men ledde oss
ocksa till en del insikter som kan vara
av betydelse for att bittre forstd hur
regleringen av genuttryck styr sjuk-
domstillstdnd som ir associerade med
det dopaminerga eller serotonerga sys-
temet, sdsom Parkinsons sjukdom eller
sjukdomar som ir associerade med hu-
moret, si kallade mood disorders.

Vid forlust av Eed 1 dopaminerga
celler sker det en lingsam forlust av
H3K27me3 {6ljd av en progressiv ef-
fekt pd genuttrycket som 4ven ir asso-
cierad med forlust av motorisk férmiga
vilket blir dnnu tydligare vid sexton
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ménaders 8lder. Med tanke pd de vil-
digt laga nivier som finns kvar av dop-
amin i det striatala m&lomradet s bor-
de dock djuren vara betydligt mer pa-
verkade in vad vi ser.

En potentiell orsak

till djurens gan-
ska modesta fe-
notyp ir att den
smygande och
utdragna effekten
av Eed ger mossens
hjirna tid att kom-
pensera for bortfallet
av dopamin. Just sidana
kompensatoriska mekanis-
mer tros spela en stor roll dven
vid Parkinsons sjukdom dir sym-
tom ofta uppstdr ldngt efter att majo-
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riteten av dopaminerga celler i substan-
tia nigra har degenererat. Vad dessa
kompensatoriska mekanismer bestdr i
ir inte klarlagt. Vi dmnar nu anvinda
var musmodell for att med analys av
genuttryck pd enskild nerveellsnivd vid
olika tidpunkter i milomridena i dor-
sala striatum och nucleus accum-
bens belysa hur nerveeller i dessa
milomriden anpassar sig till
de 18ga nivderna av dopamin.
Studier har visat att
dven serotonerga nerveel-
ler dr paverkade hos pa-
tienter med Parkinsons
sjukdom. Bland annat
finns det studier som visar
att serotoninnivierna sjunker
innan utvecklandet av motor-

symtom hos patienter med en irftlig
form av Parkinsons sjukdom. Dess-
utom bidrar forindringar i serotonin-
systemet till icke-motoriska symtom
som drabbar personen med Parkinsons
sjukdom, till exempel sémnstérningar,

depression och hallucinationer. Vi hop-
pas genom att kombinera vira tvd mus-
mutanter kunna undersoka i vilken
mén det serotonerga systemet ir in-
blandat 1 att kompensera for laga dop-
aminnivder vid olika tidpunkter.
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