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Abstrakt

Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine fortschreitende neuromuskulare Erkrankung, die durch den Verlust des Gens
fiir das Uberleben des Motoneurons 1 (SMIN1) verursacht wird, was zu einem Verlust an spinalen Motoneuronen (MN)
und damit zu Muskelschwache und Muskelschwund fiihrt. Die Pathogenese des MN-Verlusts bei SMA und die selektive
Anfalligkeit verschiedener Zellpopulationen sind noch nicht vollstandig geklart. Um die Rolle der spinalen Astrozyten in der
Pathogenese der spaten SMA zu untersuchen, haben wir neben in vitro-Ansatzen auch ein Mausmodell verwendet. Es
wurden Immunfarbungen, Western-Blot-Analysen, siRNA-Transfektionen (small interfering ribonucleic acid), funktionelle
Assays, ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), Verhaltenstests und elektrophysiologische Messungen
durchgefiihrt. Eine frihe Aktivierung der spinalen Astrozyten und eine Verringerung des exzitatorischen
Aminosauretransporters 1 (EAAT1) am postnatalen Tag (P) 20 gingen dem Verlust der spinalen MNs bei SMA-Mausen
voraus, der am P42 eintrat. Die EAAT1-Reduktion flhrte zu erhéhten Glutamatwerten im Riickenmark von SMA-M&usen
bei P20 und P42. SMA-dhnliche Astrozyten, die mittels siRNA erzeugt wurden, und ein Ex-vivo-Modell der Glutamat-
Exzitotoxizitdt mit organotypischen Riickenmarksschnittkulturen zeigten die kritische Rolle der Glutamat-Homoéostase bei
der Degeneration der MNs. Die prédventive Verabreichung von Arundsdure (AA), einem Inhibitor der
Astrozytenaktivierung, an SMA-Mause vor dem Verlust der Motoneuronen (P28) fiihrte zu erhohten EAAT1-
Proteinspiegeln im Vergleich zu SMA-Mausen, die mit dem Vehikel behandelt wurden, und verhinderte den Anstieg von
Glutamat im Rickenmark und den Verlust der MNs. Dariber hinaus bewahrte AA die motorischen Funktionen bei
Verhaltensexperimenten, die elektrophysiologischen Eigenschaften und die Muskelverdnderungen von SMA-Mausen. In
einem translationalen Ansatz transfizierten wir gesunde menschliche Fibroblasten mit SMN1 siRNA, was zu einer
verminderten EAAT1-Expression und einer reduzierten Aufnahme, aber einer erhdhten Glutamatfreisetzung fihrte. Diese
Ergebnisse wurden durch den Nachweis erhdhter Glutamatspiegel und verringerter EAAT1-Spiegel im Liquor von
unbehandelten SMA-Patienten des Typs 2 und 3 bestatigt. Darlber hinaus war Glutamat in Serumproben erhéht,
wahrend EAAT1 nicht nachweisbar war. Unsere Daten belegen die entscheidende Rolle der spinalen Astrozyten bei der
Pathogenese der spat einsetzenden SMA, die eine potenzielle treibende Kraft fir den MN-Verlust durch Glutamat-
Exzitotoxizitdt aufgrund der EAAT1-Reduktion als friihes pathophysiologisches Ereignis darstellt. Darlber hinaus stellt
unsere Studie EAAT1 als potenzielles therapeutisches Ziel fiir zusatzliche SMN-unabhdngige Therapiestrategien als
Ergdanzung zu SMN-verstarkenden Medikamenten vor.

Schliisselworter EAAT1 - Exzitotoxizitat - Glutamat - Motoneuronenkrankheit - Arundinsaure - Neuroprotektion

Einfiihrung

Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine fortschreitende Neuro-
Muskelerkrankung, die zu Muskelschwund und -schwéche fuhrt
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SMIA—ist _eine Erkrankung, die durch die
Degeneration von Motoneuronen (MN) im
ventralen Horn des Riickenmarks verursacht wird.
Der SMA-Phinotyp wird anhand des Alters des
Ausbruchs und des Schweregrads klassifiziert. Alle
SMA-Subtypen werden durch homozygote
Deletion oder kom- pund heterozygote
Mutationen im Gen fir das Uberleben der
motorischen Neuronen (SMN) 1 verursacht, was zu
einem Mangel an SMN-Protein fiihrt [40, 42, 43,
69]. Neben SMN1 wird das SMN-Protein durch das
SMN2-Gen kodiert. SMN2 unterscheidet sich von
SMN1 durch ein Cytosin zu
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Thymin-Ubergang im Exon 7, was zu etwa 80-90 %
verkiirzter mRNA und in der Folge zu einem nicht
funktionsfahigen Protein fiihrt. Die SMN2-Kopienzahl (die
den  SMN-Spiegel bestimmt) gilt als wichtiger
Krankheitsmodifikator, da sie negativn mit dem
Schweregrad der Erkrankung korreliert [12, 39, 40].

Neben dem SMN1-Defekt sind weitere Mechanismen,
die zur Pathologie der SMA beitragen, noch nicht
vollstandig geklart. Die derzeitigen therapeutischen
Strategien mit Nusinersen, Risdiplam oder Onasemnogene
abeparvovec konzentrieren sich auf die Erhdhung des SMIN-
Proteinspiegels in MNs der Wirbelsdule. Diese
Medikamente sind hochwirksam, wenn die Behandlung
friihzeitig beginnt. Dennoch variiert die therapeutische
Wirksamkeit bei symptomatischer Behandlung in
Abhdngigkeit vom Phanotyp und dem Alter bei
Behandlungsbeginn [14, 19, 24, 46, 49-52]. Insbesondere
Personen, die an spat einsetzender SMA leiden, werden
erst nach langjahrigem MN-Verlust behandelt; in solchen
Fallen kann die Wiederherstellung der SMN allein das
Fortschreiten der Erkrankung nur aufhalten oder die
motorische Funktion in geringem MalRe wiederherstellen. Da
der Verlust der MNs in der Wirbelsdule irreversibel ist,
missen andere Ziele identifiziert werden, um neue
therapeutische Strategien zu entwickeln, die die derzeitigen
SMN-verstdarkenden Medikamente ergdnzen.

Neben den MNs wird das SMN-Protein auch von
anderen Zelltypen im gesamten ZNS exprimiert, z. B. von
den spinalen Astrozyten. Astrozyten sind der haufigste
neurogliale Zelltyp im ZNS und elementar fir die
physiologischen Funktionen von Neuronen, wie z. B. den
spinalen Motoneuronen, so dass sie wahrscheinlich zur
Pathologie der SMA beitragen. Die Bedeutung von

Astrozyten in der Pathogenese der SMA wurde in
Mausmodellen  fir schwere Formen der SMA
nachgewiesen [1, 47]. Wahrend die alleinige

Wiederherstellung von SMN in MNs den Phanotyp der
SMA-Mause nicht rettet, hat sich gezeigt, dass die
Wiederherstellung in Astrozyten oder beiden Zelltypen den
Phanotyp deutlich verbessert [58, 67].
Eine der wichtigsten Funktionen der Astrozyten ist die
Regulierung und Aufrechterhaltung der extrazellularen
Glutamathomoostase durch die Aufnahme von Glutamat
aus dem synaptischen Spalt und den Schutz der Neuronen
vor dem durch Exzitotoxizitdt verursachten Tod [2, 4, 18,
35, 66]. Hierfir ist die ordnungsgemaRe Funktion der
beiden Glutamat-Transportproteine, Excitatory Amino Acid
Transporter (SLC1A3, EAAT) 1 und 2, in Astrozyten
entscheidend. Wir haben vor kurzem den Nachweis erbracht,
dass das EAAT1-Protein im Rickenmark von Madusen mit
spat einsetzender SMA und in kultivierten SMA-dhnlichen
Astrozyten, die mit Hilfe von siRNA-Transfers (small
interfering ribonucleic acid) erzeugt wurden,
herunterreguliert ist [41], was eine Rolle fur die Glutamat-

Exzitotoxizitat als potenziellen Mechanismus fiir den MN-
Verlust bei der milden Form der SMA nahelegt.
Zahlreiche Studien haben sich auf die schwereren Formen
der SMA konzentriert, die eine andere und schneller
fortschreitende Pathologie aufweisen als die mildere
Spatform. Dennoch ist die Untersuchung der potenziellen
Pathologie, die zur spat einsetzenden SMA beitragt,
notwendig, um die SMA-Pathogenese im Allgemeinen besser
zu verstehen und die Unterschiede zwischen den
subtypabhdngigen Mechanismen zu erkennen, damit neue
potenzielle therapeutische Ziele identifiziert werden kdnnen,
die die derzeitigen Behandlungsstrategien ergdnzen.
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Die Folgen der EAAT1-Downregulation oder anderer
astrozytarer Modulationen, insbesondere fir die
Degeneration der spinalen MNs, sind jedoch noch nicht
geklart. Ein besseres Verstandnis der Interaktion zwischen
Astrozyten und MN und ihrer Rolle in der SMA-
Pathologie kann ein Schlissel zur Identifizierung
weiterer therapeutischer Ziele sein, die die derzeitigen
SMN-verstdarkenden Medikamente unterstiitzen.

Hier untersuchten wir die Rolle von EAAT1 in der
Pathogenese der spit einsetzenden SMA in einem
translationalen Ansatz unter Verwendung eines
Mausmodells, Zellkulturen von Maus- oder induzierten
menschlichen  Astrozyten und Liquor-  oder
Serumproben von SMA-Patienten.

Materialien und Methoden
Tiere

SMN-defiziente Mause (FVB.CeSMNitmlHungTg(GAIN2)2HuU
ng/J; SMA-Mé&use) wurden vom Jackson Laboratory
(#005058, Bar Habor, ME, Vereinigte Staaten)
erworben. Diese Mause waren homozygot fir das
murine  SMN1-Knockout und das Insert von
menschlichem SMNZ2 (vier Kopien) und spiegeln den
spat auftretenden SMA-Typ wider, der dem
menschlichen SMA-Typ 2 und 3 &hnelt, jedoch mit
milderen motorischen Symptomen.

Die Mause wurden im Tierforschungslabor der
Universitdatsmedizin Essen gehalten und geziichtet und
fir die Entnahme von Rickenmarksgewebe oder fir in
vivo Experimente zu verschiedenen Zeitpunkten
verwendet. Altersgleiche Wildtyp (wt) FVB/N-Mé&use
dienten als Kontrolle. Es wurden beide Geschlechter
verwendet (es wurde kein Unterschied zwischen den
Geschlechtern festgestellt). Fir jedes Experiment
wurden Tiere aus verschiedenen Wirfen verwendet, die
nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt wurden. Die Tiere
wurden in einem 12/12-stindigen Hell-Dunkel-Zyklus
gehalten, wobei Wasser und Standardfutterpellets ad
libitum zur Verfligung standen. Die Tiere wurden
wochentlich beobachtet, um Koérperzustand, Gewicht
und allgemeinen Gesundheitszustand zu untersuchen.
Wenn die Tiere an In-vivo-Experimenten teilnahmen,
wurden sie taglich liberwacht.

Alle Versuche wurden nach den Tierschutzrichtlinien
der Universitdt Duisburg-Essen durchgefiihrt. Darliber
hinaus wurden das verwendete SMA-Mausmodell und
die In-vivo-Versuche vom Landesamt fir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz (LANUV) in Nordrhein-
Westfalen  genehmigt  (Aktenzeichen  81-02.04-
2020.A335; 81-02.03.2021.A078). Die Anzahl der Tiere,
die fir die Versuche verwendet wurden, entsprach dem
3R-Konzept.
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Vorbereitung von Riickenmarks- und Muskelschnitten

Das Riickenmarksgewebe von altersgleichen SMA- und wt-
Mausen wurde durch hydraulische Extrusion entfernt. Der
lumbale Teil wurde abgetrennt, sofort in flissigem
Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei - 80 °C
gelagert.

Anschliefend wurden 20-um-Kryoschnitte angefertigt,
und jeder flinfte Schnitt jedes Riickenmarks wurde auf
eine
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unabhéngige Mikroskopie-Objekttrager. ~AnschlieBend Erzeugung induzierter menschlicher Astrozyten aus
wurden die Objekttriger fir die Immunfiarbung Hautfibroblasten

verwendet.
Der Musculus tibialis anterior wurde aus SMA- und wt-  Induzierte Astrozyten wurden wie an anderer Stelle
Mé&usen entnommen, um Muskelabschnitte herzustellen. beschrieben erzeugt [16]. Kurz gesagt, menschliche

Die Muskeln wurden in eine TissueTek-Gewebeform  Fibroblasten von gesunden Spendern wurden
gelegt, in einer Mischung aus Isopropanol und Trockeneis

eingefroren und bis zur Verwendung bei - 80 °C gelagert.

Fir die Immunfarbung wurden 20-um-Kryo-Langsschnitte

und fiir die Farbung mit Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-

Wasserstoff (NADH) 12-um-Querschnitte hergestellt.

Kulturen von spinalen Astrozyten

Spinale Astrozyten wurden aus wt-Mausen isoliert, wie an
anderer Stelle beschrieben [41]. Kurz gesagt wurden die
Tiere mit Isofluran tief betdubt und die Wirbelsdule wurde
seziert. Das gesamte Rickenmark wurde durch
hydraulische Extrusion entfernt und von den Hirnhduten
befreit, um eine Kontamination der Fibroblasten zu
vermeiden. Der lumbale Teil wurde abgetrennt, mit einer
Rasierklinge zerkleinert und fiir 30 Minuten bei 37 °C in
eine 0,25 %ige Trypsin/EDTA-LGsung (#25200056, Thermo
Fisher Scientific, Deutschland) gegeben. Der enzymatische
Verdau wurde durch Zugabe von DMEM/F12
(#210410202, Thermo Fisher Scientific, Deutschland) mit
10% fotalem Rinderserum (FBS, #16140071, Thermo
Fisher Scientific, Deutschland) gestoppt. Danach wurde
das Rickenmarksgewebe mechanisch in  eine
Einzelzellsuspension dissoziiert. Diese Suspension wurde
mit einem Zellkulturmedium, das DMEM/F12 mit 10 % FBS
und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S, #15140122, Thermo
Fisher Scientific, Deutschland) enthielt, auf 10 ml
aufgefullt, in eine 75-cm? Zellkulturflasche gegeben und
bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Das Medium wurde am
nachsten Tag und dann jeden zweiten Tag durch ein
frisches Medium ersetzt. Wenn die Zellen 65 % Konfluenz
erreicht hatten (10-14 Tage), wurden die Kolben auf
einem Orbitalschittler (250 U/min bei 37 °C, 5 % CO, )
geschittelt, um Mikroglia Uber Nacht zu entfernen.
Danach wurde das Medium ersetzt. Astrozyten wurden
vom Kolbenboden abgeschabt, gezahlt und auf mit Poly-d-
Lysin (PDL, Sigma-Aldrich, Deutschland) behandelten
Glasdeckglasern in einer 24-Well-Platte platziert (3500
Zellen pro Deckglas). Nach 7 Tagen in vitro (DIV) nach der
Replikation wurden siRNA-Experimente durchgefihrt.

Biopsieproben der menschlichen Haut
Von allen Patienten wurde eine Einverstandniserklarung
eingeholt. Die Ethikkommission der Universitdt Duisburg-

Essen hat die Studie genehmigt (Genehmigungsnummer
19-9011-BO).
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direkt in induzierte neuronale Vorlauferzellen (iNPCs)
umgewandelt, wobei retrovirale Vektoren (Oct4; Sox2;
KIf4; c-Myc #RF101, ALSTEM United States) in
Kombination mit neu- ralisierendem Medium verwendet
wurden. Nach der Transfektion wurden die Zellen in
Konversionsmedium (DMEM/-F12, 1% GlutaMAX, 1% N-
2-Supplement, 1% B27-Supplement, 1% P/S, 20 ng/mL
humaner Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)-basic
(#100-18B PrepoTech, Deutschland), 20 ng/mL humaner
epidermaler  Wachstumsfaktor (EGF; #AF-100-15
PreproTech, Deutschland), 5 pg/mL Heparin) gehalten
und nach 5 Tagen im Verhéltnis 1:2 vermehrt. Nach 2-3
Tagen wurden die Zellen erneut 1:2 auf Glasdeckglaser
mit PDL repliziert und in iNPC-Medium (DMEM/F12, 1%
GlutaMAX, 1% N-2-Supplement, 1% B27-Supplement,
1% P/S und 40 ng/ml humaner FGF-basic) plattiert. Die
erzeugten iNPCs wurden mit Hilfe von Accutase
abgetrennt und dann auf 24-Well-Platten mit PDL-
beschichteten Glasdeckglasern ausplattiert. Die iNPCs
wurden dann mit Hilfe eines  Astrozyten-
Konversionsmediums (DMEM mit hohem
Glukosegehalt, 10 % FBS, 1 % P/S und 0,2 % N2-
Supplement) in Astrozyten differenziert und bis zum
Erreichen einer Konfluenz von 80 % kultiviert.

Transfektion von kultivierten spinalen
Astrozyten oder induzierten
menschlichen Astrozyten

Die Transfektion von kultivierten Astrozyten zur
Induktion von SMN-Defizienz wurde bei 7 DIV wie an
anderer Stelle beschrieben durchgefiihrt [41]. Zwei
Stunden vor der Applikation der siRNA (Maus-SMN1,
#SR408287, humanes SMN1, #SR304480 OriGene, USA)
auf die Zellen wurde das Kulturmedium durch FBS-freies
Medium ersetzt. Danach wurden 10 nM SMN1 siRNA
mit 200 pM Silence Mag (#SM11000, OZ Bio- sciences,
Frankreich) gemischt und fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieBend wurden
die kultivierten Astrozyten mit dem Komplex fir 2
Stunden auf einer Magnetplatte bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Schlieflich wurde die Magnetplatte entfernt,
und die Zellen wurden bis zum nachsten Tag bebritet,
als das siRNA-Medium durch frisches Kulturmedium
ersetzt wurde. Die Astrozyten wurden in der Kultur
aufbewahrt, bis sie fir die Experimente bei 10 DIV
verwendet wurden.

Zerebrospinalfliissigkeits- und Serumproben von
SMA-Patienten

Liquor- und Serumproben von sieben Patienten (Alter
23-66 Jahre) mit 59-SMA (Typ 2 oder 3) wurden
analysiert. Die Proben wurden vor (Ausgangswert) und
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nach _einer b-monatigen Benandiung mit _dem SMN-
verstirkenden Medikament Nusinersen entnommen.
Liquor- und Serumproben wurden fir den Glutamat-Assay
oder den Enzymimmunoassay (ELISA) verwendet. Alle
Patienten gaben eine schriftliche Einverstandniserklarung
ab. Liquor und Serum von Nicht-SMA-Patienten dienten als
Kontrolle (diagnostisches Verfahren zum Ausschluss einer
ZNS-Erkrankung). Die Zustimmung zur Studie wurde erteilt
von
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der Ethikkommission der Universitit Duisburg-Essen Dianova, Deutschland) in einer Blockierlosung fiir 1,5 h bei
(Genehmigungsnummer 18-8285-BO). RT inkubiert. Die Postsynapse wurde zusatzlich mit a-

Bungarotoxin Alexa Fluor gefarbt.
Immunfarbung

Lumbale Riickenmarkschnitte, spinale Astrozyten- oder
induzierte humane Astrozytenkulturen wurden in 4%
Paraformaldehyd (PFA; in PBS, 15 min) fixiert, gewaschen,
permeabilisiert (PBS, 0,1 v/w Triton X-100, 15 min) und
blockiert (PBS, 5% BSA, 1 h). Fir Riickenmarkschnitte und
Astrozytenkulturen wurden primare Antikorper fir SMN
(Anti-Kaninchen, 1:200, #NBP2-763839, Novus Biologicals,
Deutschland), schweres Neurofilament-Polypeptid (SMI-
32, Anti-Maus, 1:500, #801701, Biolegend, USA), glial
fibrillary acid protein (GFAP) (Anti-Maus, 1:500, #63893,
Sigma-Aldrich, Deutschland) oder EAAT1

(Anti-Kaninchen, 1:500, #250113, Synaptic System:s,
Deutschland) wurden in Blocking-Losung verdiinnt und
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die
Schnitte gewaschen und mit sekundadren Antikorpern
(Ziegen-Anti-Maus Cy3 1:300 oder Ziegen-Anti-Kaninchen
Alexa Fluor 488, Dianova, Deutschland) und Dapi zur
Gegenfarbung der Kern-DNA in Blockierlésung fur 1,5 h
bei RT inkubiert. Die Bilder wurden mit einem Zeiss Axio
Observer.Z1 Apotome Fluoreszenzmikroskop und der Zeiss
Zen Software aufgenommen. Alle Mikroskopeinstellungen,
wie Laserintensitat, Belichtungszeit oder Kontrast, wurden
fiir jedes zu analysierende Protein konstant gehalten.

Die Software Image J (NIH) wurde zur Messung der
Immunreaktivitat verwendet. Daher wurden
immunreaktivitats-positive Zellen mit dem
Freihandwerkzeug ausgewahlt. Die Fluoreszenzintensitat
jedes Proteins wurde gemessen und gegen den
Hintergrundbereich in jedem Bild normalisiert. Dariiber
hinaus wurden die Werte der Fluoreszenzintensitdat im
SMA-Mausgewebe auf das Kontrollgewebe mit normalem
Korpergewicht normiert.

Die Anzahl der motorischen Neuronen in den lumbalen
ventralen Hornern der Rickenmarkschnitte von SMA-
Mausen wurde durch Zahlen der SMI-32-positiven Zellen
berechnet und mit der Anzahl in Kontrollmdusen
verglichen. Es wurden nur SMI-32-positive MNs mit
sichtbaren Zellkernen gezahlt. Es wurden drei Schnitte pro
Tier analysiert.

Farbung der neuromuskuldren Verbindungsstelle
(NMJ)

Die Schnitte des M. tibialis anterior wurden mit dem
primaren Antikérper fir pradsynaptisches Synaptophysin
(Anti-Kaninchen, 1:500, #101,203, Synaptic Systems,
Deutschland) wie oben beschrieben inkubiert. Danach
wurden die Schnitte gewaschen und mit einem
sekundaren Antikorper (Ziege-Anti-Kaninchen-Cy3, 1:300,
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488 (a-BTX, 1:500, #B13422, Thermo Fisher Scientific,
Deutschland).

Die NMJ wurden mit der Software Image J analysiert.
Die NMJ-GroBe wurde mit der Image J-Software
ausgewertet. Die Immunreaktivitat von
prasynaptischem Synaptophysin wurde wie oben
beschrieben gemessen. Die Ko-Lokalisierung von
prasynaptischem Synapto- physin und
postsynaptischem a-BTX wurde mit dem Ko-
Lokalisierungstool analysiert.

NADH-Farbung von M. tibialis anterior

Querschnitte des M. tibialis anterior wurden in NADH-
Tetrazolium-Losung (NADH, #N8129, Sigma Aldrich,
Deutschland; Nitroblau-Tetrazolium, #N6876, Sigma
Aldrich, Deutschland) fur 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die ungebundene Losung wurde durch
aufeinanderfolgendes Waschen mit 30% Aceton, 60%
Aceton, 90% Aceton, 60% Aceton und 30% Aceton
entfernt und mit Immumount aufgezogen. Die Bilder
wurden mit einem Zeiss Axio Observer.Z1 Apotome
Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Die Intensitat der
NADH-Farbung und die Querschnittsfliche wurden in
der Software Image J analysiert, indem jede Muskelfaser
ausgewdhlt und die integrierte Intensitdt und Flache
aufgezeichnet wurde. Darliber hinaus wurde die Anzahl
von Typ 1 (dunkel) und 2 (hell) gezahlt.

Western-Blot-Analyse

Wir fahrten eine Western-Blot-Analyse durch, um den
ermittelten Proteingehalt durch Immunfarbung zu
bestatigen. Dazu wurde das Rickenmarksgewebe von
SMA- oder wt-Mausen oder Zellkulturen in RIPA-Puffer
mit einem Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche,
Deutschland) homogenisiert. Die Proteinmenge in
diesen Lysaten wurde mit einem Bicinchoninsaure
(BCA)-Protein-Assay bestimmt.

Zehn Mikrogramm Protein wurden auf 4-15%ige TGX
Stain-Free-Gele (Biorad, Deutschland) aufgetragen, und
die Proteine wurden mit einem Semi-Dry-Blotting-
Verfahren auf 0,2 pum Nitrocellulose-Membranen
Gibertragen. Fir die Auswertung der Gesamtproteine
wurden  Bilder der Membranen  angefertigt.
Anschliefend wurden die Membranen in Fast-Blocking-
Lésung (Biorad, Deutschland) unter leichtem Schitteln fir
10 Minuten bei RT inkubiert. Anschliefend wurden die
Membranen mit primaren Antikorpern (in
Blockierlosung) gegen SMN (Anti-Kaninchen, 1:10.000,
#NBP2-763839, Novus Biologicals, Deutschland), GFAP
(Anti-Maus, 1:5000, #63893, Sigma-Aldrich,
Deutschland) oder EAAT1 (Anti-Kaninchen, 1:5000,
#250113, Synaptic Systems, Deutschland) liber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Ein primdrer Antikérper gegen B-
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ACTIN wurde als zusatzliche Ladekontrolle verwendet.
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Nach dem Waschen wurden die Membranen mit an
Meerrettichperoxidase gekoppelten Anti-Kaninchen- oder
Anti-Maus-Antikorpern fir 1,5 Stunden bei RT inkubiert.
Die Immunreaktivitdit wurde mit einem verstarkten
Chemilumineszenzsubstrat und einem Western-Blot-
Imaging-System (Biorad, Deutschland) nachgewiesen.

Die Analyse der Western-Blot-Signale wurde mit der
Biorad Imaging Software durchgefiihrt. Zundchst wurde
das Signal der einzelnen Protein- und Aktinspuren
gemessen. Dann wurde das Proteinsignal jeder Spur auf
den Gesamtproteinwert normiert. Schlieflich wurde der
berechnete Proteingehalt von SMN-Mdusen weiter auf
den Wert normiert, der in altersgleichen wt-Mé&usen
ermittelt wurde.

Zum Nachweis verschiedener Proteine auf derselben
Membran wurden diese, wie oben beschrieben, abgestreift,
blockiert und mit Antikorpern inkubiert.

Alle Western Blots und Gesamtproteinfarbungen, die fir
die Mittelwertberechnungen verwendet wurden, sind im
erganzenden Material enthalten (ergdnzendes Material:
Abb. 1-6, Online-Ressource).

Isolierung von Ribonukleinsaure (RNA) und Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Die Gesamt-RNA wurde mit Qiazol (Qiagen #79306) aus
Ruckenmarksproben oder Zellkulturen extrahiert. Ein
Mikrogramm jeder RNA-Probe wurde fir die Erststrang-
Synthese von komplementdrer Desoxyribonukleinsaure
(cDNA) in einer  20-pl-Reaktion mit einem
hochleistungsfahigen cDNA-RT-Kit (Applied Biosystems
#4368814) verwendet. Die Expressionswerte von EAAT1
(vorwarts GCG ATTGGTCGCGGTGATAATG, ruckwarts
CGACAATGACTG

TCACGGTGTAC; #MP215637, OriGene, Vereinigte Staaten)
wurden durch eine Echtzeit-qPCR-Analyse unter
Verwendung des Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(#4,367,659, Applied Biosystems, Vereinigte Staaten)
quantifiziert. Die Daten wurden auf das Hauskeeping-Gen
B-Actin normalisiert (vorwarts CATTGCTGACAG
GATGCAGAAGG, riickwarts TGCTGGAAGGTGGACAGT
GAGG; # MP200232, OriGene, Vereinigte Staaten).

Ex-vivo-Modell der Glutamat-Exzitotoxizitat

Organotypische  Rickenmarkschnittkulturen  (OTSCs)
wurden von wt-Mausen prapariert. Die
Rickenmarkscheiben wurden mit einem Vibratom (Leica,
Deutschland) in 350 um groRe Stlicke geschnitten und auf
Membraneinsdtze (0,4 um  PorengroBe, Sarstedt,
Deutschland) in 6-Well-Platten mit 1 ml Kulturmedium
(Neurobasal A, 1% P/S, 1:50 B27) gelegt. Nach einer
Kultivierungszeit von 48 Stunden wurden die Scheiben 1
Stunde lang bei 37 °C und 5 % CO, mit Glutamat (50 oder

500 uM) oder 0,9 %iger Kochsalzlésung (Kontrolle)
behandelt. Danach wurde das Medium durch ein
glutamatfreies Medium ersetzt und die Schnitte wurden
weitere 48 Stunden bebriitet. Alternativ wurden die
Rickenmarksschnitte 48 Stunden lang mit PDC (100 oder
200 pM) oder 0,9%iger Kochsalzlosung (Kontrolle)
behandelt.
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SchliefRlich wurden die OTSCs fixiert und fir SMI-32
als Marker fiir spinale MNs angefarbt. Die Anzahl der
MNs im ventralen Horn wurde gezahlt und zwischen den
beiden Bedingungen wie oben beschrieben verglichen.
Dariiber hinaus wurden Schnitte und Uberstinde fiir den
Glutamat-Assay verwendet.

Glutamat-Assay

Der Glutamatspiegel im Rickenmarksgewebe von wt-
und SMA-Mausen wurde durch Herstellung eines
Gewebelysats zu verschiedenen Zeitpunkten der SMA-
Pathologie gemessen. Das Gewebe von altersgleichen
wt-Mausen diente als Kontrolle.

Zur Messung der Glutamataufnahme in kultivierten
SMN-defizienten spinalen Astrozyten oder induzierten
humanen Astrozyten, wt-Astrozyten oder wt-Astrozyten,
die mit dem EAAT-Inhibitor L-trans-Pyrrolidin-2,4-
dicarbonsaure (PDC, Tocris, UK) inkubiert wurden,
wurde den kultivierten Zellen bei 10 DIV 200 pM
Glutamat zugefiihrt. Nach 4 Stunden Glutamat-
Exposition wurde das astrozytenkonditionierte Medium
gesammelt.

Gemall dem  Herstellerprotokoll wurde der
Glutamatgehalt des gesammelten
astrozytenkonditionierten Mediums, des
KulturGberstands, des Rickenmarksgewebelysats oder
des menschlichen Liquors sowie der Serumproben mit
einem Glutamat-Assay-Kit (#MAKO004, Sigma Aldrich,
USA) bestimmt. Die Gesamtproteinmenge in jeder
Probe wurde mit einem BCA-Protein-Assay bestimmt.
Anschliefend wurde die gemessene Glutamatmenge auf
die Gesamtproteinmenge der entsprechenden Probe
normiert. Die berechneten Werte fiir die SMN-Proben
wurden auf die entsprechenden Kontrollen normiert.

ELISA

Um den EAAT1-Spiegel in Liquor- oder Serumproben
von SMA-Patienten und gesunden Kontrollpersonen
zu bestimmen, wurde ein ELISA-Test gemafl dem
Herstellerprotokoll durchgefuhrt (#MBS070849,
MyBioSource, USA).

In-vivo-Behandlung von SMA- und wt-Mausen

Arundsaure (AA; 4 mg/kg KG; Caymanchem, USA)
wurde in PBS + 0,5 % Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma
Aldrich, Deutschland) verdinnt und taglich als
intraperitoneale (i.p.) Injektion verabreicht. Die Mause
wurden von P25 bis P44 entweder mit AA oder dem
Vehikel (PBS + 0,5% DMSO) behandelt. Das motorische
Verhalten der Mause wurde bei P33 und P44 getestet.
SchlieBlich  wurden die Tiere bei P44 zur
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Gewebeentnahme geoprtert. Die EXperimentatoren waren

fir die Behandlung, die Verhaltenstests,
Immunfarbung und die Analyse verblindet.
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Motorische Verhaltenstests
Griffstarke

Zur Messung der Greifkraft der HintergliedmaRen wurde ein
Greifkraftmesser (Ugo Basil, ltalien) verwendet. Kurz
gesagt, das Tier wurde auf ein abgewinkeltes Netz gestellt,
das vom Messgerit abgewandt war. Der Schwanz wurde
parallel zum Netz in Richtung des Messgerats gezogen,
bis die Hinterbeine losgelassen  wurden.  Drei
Kraftmessungen wurden nacheinander (innerhalb von 2
Minuten) durchgefiihrt. Schlieflich wurde der Mittelwert
aller Versuche berechnet.

Rotarod

Um die motorische Koordination und das Gleichgewicht zu
beurteilen, wurde die Rotarod-Laufzeit aufgezeichnet. Die
Méuse wurden auf einen Rotarod mit einer
Startgeschwindigkeit von vier Umdrehungen pro Minute
(U/min) und einer Beschleunigungsrate von 40 U/min
gesetzt, mit einer maximalen Abschaltzeit von 300 s. Drei
Laufe pro Tier wurden aufgezeichnet, und der Mittelwert
wurde berechnet.

Nervenleitfihigkeitsstudien (NCS)

Aufzeichnungen des zusammengesetzten
Muskelaktionspotenzials (CMAP) wurden verwendet,
um Veranderungen in der motorischen Nervenleitung
festzustellen. Die Tiere wurden durch Inhalation von
Isofluran/O, betdubt (zur Einleitung der Narkose 5%,
zur Aufrechterhaltung 2% Isofluran in 100% Sauerstoff).
Nach dem Verlust der messbaren Schmerzreflexe wurde der
Ischiasnerv  zundchst an  der Ischiaskerbe  mit
Mikronadelelektroden stimuliert, bevor er am Knéchel
stimuliert wurde. SchlieRlich wurde die Referenzelektrode
im Nacken platziert. Es wurde jeweils ein einzelner Impuls
mit 5 Hz fiir 0,1 ms abgegeben. Die subtrahierte Latenzzeit
der beiden Messungen sowie die Amplitude wurden
aufgezeichnet.

Statistische Analyse

Die Versuchsergebnisse wurden mit der Software Graph
Pad Prism 9.4.1 statistisch ausgewertet. Zunachst wurden
ale Daten mit dem  Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepriift. AnschlieRend wurden die
Daten je nach Experiment mit dem Student's t-Test
(Welch's t-Test; zwei Gruppen; normal verteilt), dem
Mann-Whitney U-Test (zwei Gruppen; nicht normal
verteilt), der gewohnlichen einseitigen ANOVA mit Holm-
Sidak-Mehrfachvergleichstest  (drei  Gruppen; normal
verteilt) oder dem Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-

Mehrfachvergleichstest
verteilt) analysiert.

(drei

Gruppen;

nicht normal
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Abb. 1 SMA-Mause im Spatstadium zeigen phanotypische
Veranderungen, verminderte » Kérpergewichte und SMN-
Proteinspiegel. a SMA-Mause zeigten eine verminderte Greifkraft
bei P33 (p < 0,05) und P44 (p < 0,05). b Das Korpergewicht
von SMA-Mausen war bei P20 und P42 im Vergleich zu
Mausen mit normaler Kérpergrée reduziert (p < 0,001). ¢
Fotos von Mausen mit normaler Kérpergréfe und SMA-
Mé&usen bei P42 zeigen nekrotisches Schwanzgewebe unter
SMA-Bedingungen bei P42. Bei P15 wurde kein Unterschied
festgestellt (p > 0,05). d Immunfarbung von SMN (griin) im
ventralen Horn von lumbalen Rickenmarkscheiben von wt-
oder SMN-Mausen bei P15, P20 und P42. Nukledre DNA
wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Der relative SMN-Spiegel im
ventralen Horn von SMA-M&usen war zu allen Zeitpunkten im
Vergleich zu wt-Mausen reduziert (p < 0,001). e West- ern-
Blot-Analyse des SMN-Proteinspiegels im
Ruckenmarksgewebe von wt- oder SMA-Mausen bei P15, P20
und P42. Beta-Actin wurde als Ladekontrolle verwendet. Die
Analyse ergab, dass die SMN-Proteinkonzentrationen in SMA-
Méausen zu allen Zeitpunkten im Vergleich zu wt-
Kontrollmausen reduziert waren (p < 0,01 bis p < 0,001).

n = 6 Tiere pro Bedingung fiir die Immunfarbung. Es wurden drei
Schnitte pro Lumbalband des Rlckenmarks untersucht. Jeder
Datenpunkt entspricht dem Mittelwert ~ von drei
Riickenmarkscheiben pro Tier. n = 3 Tiere pro Bedingung fir die
Western-Blot-Analyse. n = 12 Tiere pro Bedingung firr die
Kérpergewichtsanalyse. Mafstabsbalken: 20 pm.
Abkurzungen: P, postnataler Tag; SMA, spinale
Muskelatrophie; SMN, Uberleben von Motoneuronen; wt,
Wildtyp. P-Werte: *p < 0,05, **p < 0,01, oder ***p < 0,001

SMA-Gewebe oder SMA-dhnliche Zellen wurden
immer zu bestimmten Zeitpunkten mit altersgleichem
Gewebe oder Kontrollzellen verglichen. Der fiir jedes
Experiment verwendete Test ist im Zusatzmaterial zu
finden (Zusatzmaterial, Tabelle 1, Online-Ressourcen).

Die Signifikanzniveaus wurden anhand des p-
Wertes definiert (*p < 0,05, **p < 0,01 oder ***p <
0,001). Alle Werte wurden als Mittelwert =
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben.

Ergebnisse

Mausmodell fiir spat einsetzende SMA spiegelt
langsames Fortschreiten der Krankheit bei leicht
betroffenen SMA-Patienten wider

SMA-Mause mit spatem Auftreten zeigten im Vergleich
zu Mausen mit normaler KérpergrolRe eine verminderte
Griftkraft als Zeichen einer leichten Parese der
HintergliedmaRen bei P33 (p = 0,031) und P44 (p =
0,028) (Abb. 1a).

Dariiber hinaus wiesen SMA-Miuse bei P20 (p =
0,0007) und P42 (p = 0,032) ein geringeres
Korpergewicht auf (Abb. 1b). Bei SMA-Miusen im
Spatstadium  wurden  wédhrend  ihrer  Entwicklung
phanotypische Veranderungen beobachtet. Die Tiere
zeigten Anzeichen von Schwanznekrosen, die zu
Gewebeverlust und kirzeren  Schwanzen fihrten,
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verglichen mit gleichaltrigen wt-Mausen (Abb. 1c).

Bei der Immunfirbung und Western-Blot-Analyse von
lumbalem  Riickenmarksgewebe wurde zu allen
untersuchten Zeitpunkten (P15, P20, P42: p < 0,0001; Abb.
1d) ein niedrigerer SMN-Proteinspiegel festgestellt (P15: p
=0,078; P20: p = 0,063; P42: p = 0,0001;

Abb. 1e) (Erganzende Abb. 1, Online-Ressource).
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Abb. 2: Die Aktivierung der spinalen Astrozyten geht dem Verlust der
spinalen MN voraus. a Immunfarbung der spinalen MN (SMI-32,
griin) im Venenhorn der lumbalen Riickenmarkscheiben von Mausen
mit und ohne SMA bei
P15, P20, und P42. Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Die
Anzahl der spinalen MNs in SMA-Mausen war bei P42 reduziert (p <
0,001). b Immunfarbung von GFAP (magenta) als Marker der
Astrozytenreaktivitit im  ventralen Horn von lumbalen
Rickenmarkscheiben von wt- oder SMA-Mausen bei P15, P20 und
P42. Nukledare DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. SMA-Mause
zeigten einen erhohten relativen GFAP-Proteinspiegel bei P20, vor
dem MN-Verlust, und P42 im Vergleich zu wt-Méausen (p <
0,001). ¢ Western-Blot-Analyse des GFAP-Proteinspiegels im
Rlckenmarksgewebe von wt- oder SMA-Mausen bei P15, P20 und
P42. Beta-Actin wurde als Ladekontrolle verwendet. SMA-Mause
zeigten bei P20 und P42 einen erhéhten GFAP-Proteinspiegel im
Vergleich zu wt-Mdausen (p < 0,001). n = 6 Tiere pro Bedingung flr
Immunfarbung. Drei Schnitte pro lumbales Rickenmark wurden
untersucht. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von
drei Riickenmarkscheiben pro Tier. n = 3 Tiere pro Bedingung fiir die
Western-Blot-Analyse. Malistabsbalken: 20 um. Abkiirzungen: GFAP,
glial fibrillary acid protein; MN, motor neuron; P, postnataler Tag;
SMA, spinale Muskelatrophie; wt, Wildtyp; #, Anzahl. P-Werte: *p <
0.05,

**p < 0,01, oder ***p < 0,001

Erhohte Reaktivitdt von Astrozyten geht dem
Verlust von MNs im Riickenmark voraus

Die Immunfarbung fir den MN-Marker SMI-32 zeigte den
ersten Verlust von spinalen MNs bei SMA-Mé&usen bei P42
(p < 0,001), wahrend bei P15 oder P20 keine Veranderung
beobachtet wurde (P15: p = 0,522; P20: p = 0,233) (Abb.
2a. Erganzende Abb. 7, Online-Ressource). Immunfarbung
und Western-Blot-Analyse fiir GFAP zeigten eine
astrozytdre Reaktivitat durch erh6hte GFAP-Proteinspiegel
als Marker fiir die Aktivierung von spinalen Astrozyten in
SMA-Madusen bei P20 (p < 0,0001) vor dem Verlust der
spinalen MNs und

bei P42 (Abb. 2b, c. Ergdnzende Abb. 2, Online-Ressource).

Verminderung von EAAT1 und erhé6hter
Glutamatspiegel als treibende Kraft fiir MN-Verlust

Die EAAT1-Proteinspiegel waren bei SMA-Mausen ab P20
reduziert (P20: p = 0,0009; P42: p < 0,0001, Abb. 3a;
P20: p = 0,003;

P42: p = 0,0005, Abb. 3b) (Erganzende Abb. 3, Online-
Ressource). Im Gegensatz dazu waren die EAAT1-mRNA-
Spiegel in SMA-Mausen nicht verdndert (p > 0,05) (Abb.
3c). Die Glutamatspiegel waren bei P20 (p < 0,001) und
P42 (p < 0,001) erhoht (Abb. 3d), was eine Korrelation
zwischen der Verringerung des EAAT1-Proteins und den
erhdhten Glutamatspiegeln zeigt.

Um einen SMN-Mangel zu induzieren und SMA-
dhnliche Zellen zu erzeugen, wurden kultivierte spinale
Astrozyten oder kultivierte induzierte humane Astrozyten
mit scrambled (Kontrolle) oder SMNI siRNA mittels
magnetischer Transfektion transfiziert. In den mit SMN
siRNA transfizierten kultivierten wt spinalen Astrozyten
(SMA-3hnliche Astrozyten) wurde durch Immunfarbung
eine Verringerung des SMN-Proteinspiegels festgestellt
(p = 0,002) (Abb. 4a). Immunfarbung und Western-Blot-
Analyse zeigten eine Verringerung des EAATI1-
Proteinspiegels (p < 0,002, Abb. 4c; p < 0,0022, Abb. 4d)
(Zusatzabbildung 6, Online-Ressource) in SMA-dhnlichen
Astrozyten. Es wurde keine Verdnderung des EAAT1
mRNA-Spiegels (p > 0,999) festgestellt (Abb. 4e). Wie in
den Slice-Kulturen waren die GFAP-Spiegel in SMN-
defizienten Astrozyten erhoht (p = 0,002) (Abb. 4b).

Zur Messung der Glutamataufnahme wurden SMA-
dhnliche Astrozyten oder mit scrambled siRNA
transfizierte Kontrollzellen, Astrozyten 4 Stunden lang 200
UM Glutamat ausgesetzt und der Glutamatspiegel im
Uberstand wurde gemessen. In SMA-dhnlichen Astrozyten
war die Glutamataufnahme reduziert (p < 0,001).

Die Modulation der Glutamataufnahme in kultivierten
wt-Astrozyten der Wirbelsdule mit PDC als EAAT1-
Inhibitor reduzierte die Glutamataufnahme aus dem

Medium (p < 0,0001), was auf die Bedeutung von EAAT1

fur die Glutamathoméostase hinweist (Abb. 4f). Auch ohne
Glutamat-Exposition waren die Glutamatspiegel im
Uberstand von SMA-ahnlichen Astrozyten im
Vergleich zu mit Scrambled siRNA transfizierten
Kontrollzellen erh6ht, was die Freisetzung dieses
Transmitters astrozytaren Ursprungs belegt.

(p <0,0001) (Abb. 4g).
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Abb. 3 SMA-Mause mit spatem Beginn zeigen friih eine verminderte

EAAT1-Expression und erhOhte Glutamatspiegel. a
Immunfarbung von EAAT1 (grlin) im ventralen Horn von lumbalen
RUckenmarkscheiben von wt- oder SMA-Mausen bei P15, P20 und
P42. Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Der relative

EAAT1-Proteinspiegel im ventralen Horn von SMA-Mausen war bei
P20, vor dem Verlust der Motoneuronen, und bei P42 (p < 0,001) im

Vergleich zu wt-Mdusen reduziert. b Western-Blot-Analyse des
EAAT1-Proteinspiegels im RUckenmarksgewebe von wt- oder SMA-

Mé&usen bei P15, P20 und P42. Beta-Actin wurde als Ladekontrolle

133

verwendet. SMA-Mause zeigten bei P20 (p < 0,01) und P42 (p <

0,001) im Vergleich zu wt-Mausen einen reduzierten EAAT1-

Proteinspiegel. ¢ Zu keinem Zeitpunkt wurde eine Verdnderung der

EAAT1-mRNA-Expression beobachtet (p > 0,05). d Messung der
Glutamat
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Spiegel im Riickenmark von wt- oder SMA-Mausen bei P15, P20
und P42 mit einem Glutamat-Assay-Kit. Der Glutamatspiegel im
Ruckenmark von SMA-Mausen war bei P20 (p < 0,001) und P42 (p <
0,001) im Vergleich zu wt-Mausen erhoht. n = 6 Tiere pro
Bedingung fir Immunfarbung. Drei Schnitte pro lumbales
Rlckenmark wurden untersucht. Jeder Datenpunkt spiegelt den
Mittelwert von drei Rickenmarkscheiben pro Tier wider. n = 3
Tiere pro Bedingung flir Western-Blot-Analyse, gPCR-Analyse und
Glutamatmessungen. MaRstabsbalken: 20 um. Abklrzungen:
EAAT1, exzitatorischer Aminosduretransporter 1; mRNA, Boten-
Ribonukleinsdure; P, postnataler Tag; gqPCR, Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion; SMA, Spinale Muskelatrophie; wt, Wildtyp. P-
Werte: *p < 0.05,

**p < 0,01, oder ***p < 0,001
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Absterben spinaler MNs in einem Ex-
vivo-Modell der Glutamat-Exzitotoxizitat

Der Einfluss von Glutamat auf das Uberleben der spinalen
MNs wurde mit Rickenmarksschnittkulturen von wt-
Mausen bestimmt. Achtundvierzig Stunden nach einer
Glutamat-Exposition von entweder 50 oder 500 uM fur 30
Minuten war die Anzahl der spinalen MNs in den
Rickenmarkschnitten reduziert (p < 0,0001) (Abb. 5a). Die
Exposition der Rickenmarksschnittkulturen gegeniiber
PDC (100 oder 200 uM) fur 48 h reduzierte die Anzahl der
spinalen MNs (p < 0,0001) (Abb. 5b). Die Aufnahme von
Glutamat in PDC-behandelten Kulturen war reduziert, was
zu erhdhten Glutamatspiegeln im Gewebe fiihrte (100 pM
PDC: p = 0,006; 200 uM PDC: p = 0,007)

und Uberstand (p < 0,0001), was auf eine gestorte

Kraft flr die
Degeneration der spinalen MNs hindeutet (Abb. 5c, d).

Glutamataufnahme als treibende

Hochregulierung von EAAT1 in SMA-Mausen
verhindert den Verlust von Motoneuronen

Um die Bedeutung der EAAT1-Dysfunktion fur die

Pathogenese der spat einsetzenden SMA zu untersuchen,

wurden SMA- und wt-Mause mit AA behandelt, einem

Lipid, von dem bekannt ist, dass es die Aktivierung von
Astrozyten hemmt und die Expression des EAAT1-Proteins

erhoht [36]. SMA-Mausen wurde wiederholt AA oder ein

Vehikel durch i.p.-Injektionen verabreicht.
Die Verabreichung von AA bei P28, als EAAT1
reduziert war, aber vor dem Verlust von MN, verhinderte die

astrozytare Aktivierung (gemessen durch GFAP) bei SMA-
Mausen bei P44 (p < 0,0001, Abb. 6a; SMA veh vs. wt
veh: p = 0,006; SMA veh vs. SMA AA: p = 0,003, Abb.
6b) (Ergénzende Abb. 4, Online-Ressource).

Bei SMA-Mausen, die mit AA behandelt wurden,
waren die EAAT1-Protein- und mRNA-Spiegel im Vergleich

zu SMA-Mausen, die mit dem Vehikel behandelt wurden,
hochreguliert (p < 0,0001, Abb. 6c; p < 0,001, Abb. 6d; p =
0,023,

Abb. 6e) (ergdnzende Abb. 5, Online-Ressource) mit
einer Verringerung der Glutamatspiegel (p < 0,0001) (Abb.

6f), wahrend der Verlust von MNs in SMA-Mausen
verhindert wurde (p = 0,001) (Abb. 6g. Erganzende

Abb. 8, Online-Ressource).
Eine direkte Auswirkung von AA auf den SMN-Spiegel

wurde im Vergleich zu SMA-Mausen, die mit einem
Vehikel behandelt wurden, nicht festgestellt (p > 0,999),
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was darauf hindeutet, dass diese Effekte SMN-unabhéangig

waren (Abb. 7a und b. Ergdnzende Abb. 4, Online-
Ressource).
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Motorische Funktionen und elektrophysiologische
Eigenschaften von SMA-Mausen wurden durch AA
erhalten

Die Behandlung von SMA-Mausen mit AA erhbhte die
Laufdauer auf dem Rotarod im Vergleich zu mit dem

Fahrzeug behandelten SMA-M&usen bei P33 (p = 0,012) und
P44 (p < 0,0001). Mit dem Vehikel behandelte SMA-Mause
zeigten bei P33 (p = 0,005) und P44 (p < 0,0001) eine
verkUrzte Laufdauer auf dem Rotarod im Vergleich zu
Mausen ohne K&rpergewicht (Abb. 7c). Die Greifkraft war
bei AA-behandelten SMA-Mausen im Vergleich zu Vehikel-
behandelten SMA-Mausen bei P33 (p = 0,007) und P44 (p
= 0,012) erh6ht. Im Gegensatz dazu hatten mit dem
Vehikel behandelte SMA-M&use im Vergleich zu Mausen

mit normaler KOrpergrél3e eine geringere Griffkraft (P33:
p = 0,012; P44: p = 0,024) (Abb. 7d).

Die Amplitude des motorischen Potenzials (MPA) war
bei AA-behandelten SMA-M&usen im Vergleich zu
Vehikel-behandelten SMA-M&ausen bei P44 erhoht (p =
0,015), wahrend Vehikel-behandelte SMA-Mause im
Vergleich zu wt-Mausen eine reduzierte MPA aufwiesen
(p = 0,01). Bei P33 wurde kein Unterschied zwischen AA-

behandelten SMA-Mausen und Vehikel-behandelten wt-
Mausen beobachtet (p > 0,335) (Abb. 7e).

Bei P33 wurde keine Veranderung der motorischen
(MCV)
verglichenen Gruppen gemessen (p > 0,55), wahrend die
MCV bei den mit Fahrzeug behandelten SMA-M&usen bei
P44 leicht reduziert war (p = 0,002) (Abb. 7f).

AA hatte keinen Einfluss auf das KOrpergewicht oder

Leitungsgeschwindigkeit zwischen den

das Fortschreiten der Schwanznekrose (Abb. 7g, h).

Die Anzahl der Muskelfasern und die
Strukturen der NMJ in SMA-Mausen blieben
durch AA

Zur Analyse der Muskelfaseranzahl nach AA-Behandlung
wurde eine NADH-Farbung von M. tibialis anterior
Scheiben bei P44 durchgefihrt. Wenn SMA-Mause mit
AA behandelt wurden, war die Intensitat der Farbung im
die mit dem Vehikel

Vergleich zu SMA-Mausen,

behandelt wurden, erhdéht (p = 0,005; p = 0,003). Es

wurde kein Unterschied zu wt-Mausen beobachtet (p =

0,681) (Abb. 8a). Wahrend bei SMA-Mausen, die mit dem

Vehikel behandelt wurden, die Anzahl der Muskelfasern
reduziert war (p = 0,006), waren die Muskelfasern bei AA-

behandelten SMA-M&usen nicht betroffen (p = 0,272)
(Abb. 8b). Bei SMA-Mausen, die mit Vehikel behandelt

wurden, war die Anzahl der lichtgefarbten Typ-2-Fasern
reduziert (p = 0,042). Im Vergleich dazu war die Verteilung

der Fasertypen bei AA-behandelten SMA-Mausen ahnlich
wie bei Mausen ohne Kbrpergewicht (p = 0,968) (Abb. 8c).
Die potenzielle schitzende Wirkung von AA auf die

NMJ wurde durch Immunfarbung von Synaptophysin als
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Abb. 4 SMA-ahnliche Astrozyten, die mit siRNA erzeugt wurden,
zeigen ahnliche Pro- teinveranderungen und Stdrungen bei der
Glutamataufnahme wie das SMA-Mausmodell im Spéatstadium. a
Immunfarbung von SMN (griin) in kultivierten wt-Astrozyten der
Wirbelsaule, die mit scrambled oder SMN1 siRNA bei DIV 10
transfiziert wurden. Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau)
gefarbt. Astrozyten, die mit SMN siRNA transfiziert wurden,
wiesen reduzierte SMN-Proteinspiegel auf (p < 0,01). b
Immunfarbung von GFAP (magenta) in kultivierten wt-Astrozyten
der Wirbelsaule, die mit scrambled oder SMN siRNA transfiziert
wurden, bei DIV
10. Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Astrozyten,
die mit SMN siRNA transfiziert wurden, zeigten erhdhte GFAP-
Proteinspiegel im Vergleich zu Astrozyten, die mit scrambled
siRNA transfiziert wurden (p < 0,01). ¢ Immunfarbung von EAAT1
(magenta) in kultivierten wt-Rickenmarksastrozyten, die mit
scrambled oder SMN siRNA bei DIV 10 transfiziert wurden.
Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Astrozyten, die mit
SMN siRNA ftransfiziert wurden, zeigten reduzierte EAAT1-
Proteinspiegel im Vergleich zu scrambled siRNA-transfizierten
Zellen (p < 0,01). d In der Western-Blot-Analyse war der EAAT1-
Proteinspiegel in SMA-ahnlichen Astrozyten reduziert (p < 0.05). e
In der gPCR-Analyse wurde keine Veranderung der EAAT
mRNA-Expression festgestellt (p > 0,05). f Wenn mit Scrambled
oder SMN siRNA transfizierte Astrozyten 4 Stunden lang 200 yM
Glutamat ausgesetzt wurden, zeigten SMN-defiziente Astrozyten
eine reduzierte Glutamataufnahme (p < 0,001). Ein &hnlicher Effekt
wurde beobachtet, wenn mit scrambled siRNA transfizierte
Astrozyten dem EAAT1-Inhibitor PDC ausgesetzt wurden. Die
Glutamataufnahme war im Vergleich zu Zellen, die nicht mit PDC
exponiert wurden, reduziert (p < 0,001). g Astrozyten, die mit SMN
siRNA transfiziert, aber nicht mit Glutamat exponiert wurden,
zeigten eine erhohte Freisetzung von Glutamat im Vergleich zu
Astrozyten, die mit scrambled siRNA transfiziert wurden (p <
0,001). n = 6 unabhangige Experimente fur die Immunfarbung.
Fir jedes Experiment wurden > 50 Zellen pro Bedingung
analysiert. N = 3 unabhéngige Experimente fir funktionelle Assays,
gPCR und Western-Blot-Analyse. Malstabsleiste: 50 um.
Abkurzungen: DIV, Tage in vitro; EAAT1, exzitatorischer
Aminosauretransporter 1; GFAP, gliales fibrilldres Saureprotein;
mRNA, Boten-Ribonukleinsdure; PDC, L-trans-Pyrrolidin-2,4-
Dicarbonsaure; gPCR, Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion;
siRNA, kleine Interfer- ner-Ribonukleinsaure; SMN, Uberleben des
Motoneurons; wt, Wildtyp. P-Werte: *p < 0,05, **p < 0,01, oder
***p < 0,001

prasynaptisch und a-BTX als postsynaptischer Marker bei
P44 (Abb. 8d). Bei AA-behandelten SMA-Mausen war
die Kolokalisierung von pré- und postsynaptischen
Markern im Vergleich zu Vehikel-behandelten SMA-
Mausen erhdht (p = 0,005), aber im Vergleich zu wt-
Mausen leicht reduziert (p = 0,032) (Abb. 8e). Die
Synaptophysin-Immunreaktivitdt und die postsynaptische
Flache waren bei mit Vehikel behandelten SMA-Mausen
reduziert (p < 0,0001, Abb. 8f; p < 0,0001, Abb. 8e).
Wurden SMA-Mause mit AA behandelt, waren
Synapto- aptophysin und die postsynaptische Flache
immer noch leicht reduziert (p = 0,006, Abb. 8f; p =
0,032, Abb. 8e), aber im Vergleich zu den mit Vehikel
behandelten SMA-Mausen erhoht (p < 0,0001) (Abb.
8f, g).

Beeintrachtigte Glutamat-Homoostase bei Patienten
mit spat einsetzender SMA

Um translationale Beweise fur die Rolle der EAAT1-
gesteuerten Glutamat-Toxizitdt bei SMA zu erbringen,
untersuchten wir induzierte menschliche Astrozyten von
gesunden Personen, Liquor und Serumproben von
SMA-Patienten im Spéatstadium. In Astrozyten, die aus
menschlichen  Fibroblasten, die mit SMNI siRNA
transfiziert wurden, umgewandelt wurden, waren die
SMN- und EAAT1-Spiegel reduziert (p = 0,0001)
(Abb. 9a, b). Dariber hinaus war die Glutamat-
Messung im Uberstand von SMN-defizienten induzierten
humanen Astrozyten erhéht (p < 0,0001) (Abb. 9c).
Nach 4-stindiger Exposition mit 200 yM Glutamat
zeigten SMA-ahnliche induzierte menschliche Astrozyten
eine verringerte Aufnahme von Glutamat (p = 0,0056)
(Abb. 9d).
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Acta Neuropathologica

«Abb. 5 Ex-vivo-Modell des Glutamat-vermittelten MN-Todes. a
Immuférbung von spinalen MNs (SMI-32, griin) in OTSCs von
wt-Mausen 48 h nach Exposition (p.e.) mit einem 30-minutigen
Puls von 50 oder 500 uyM Glu- tamat. Nukleare DNA wurde mit
Dapi (blau) gefarbt. Achtundvierzig Stunden nach dem Glutamat-
Puls war die Anzahl der spinalen MNs reduziert (p < 0,001). b
Immunfarbung spinaler MNs (SMI-32, griin) in OTSC von wt-
Mausen nach 48-stiindiger Exposition mit dem EAAT 1-Inhibitor
PDC. Die Hemmung von EAAT1 reduzierte die spinalen MNs
nach 48 Stunden (p < 0,001). ¢ Die PDC-Behandlung erhéhte
den Glutamatspiegel in OTSC (p > 0,01). d Die PDC-Behandlung
erhdhte den Glutamatspiegel im Uberstand von OTSCs (p > 0,001).
n = 10 Scheiben pro Bedingung. MaRstabsbalken: 20 pm.
Abkurzungen: EAAT1, exzitatorischer Aminosauretransporter
1; MN, Motoneuron; OTSC, organotypische
Rickenmarksschnittkulturen; PDC, L-trans-Pyrrolidin-2,4-
dicarbonsaure; SMI-23, schweres Neurofilamentpolypeptid; wt,
Wildtyp; #, Anzahl pro Schnitt. P-Werte:

*p < 0,05, **p < 0,01, oder ***p < 0,001

Die Glutamatkonzentrationen in menschlichen Liquor-
und Serumproben von Patienten mit SMA Typ 2 und 3 im
Spatstadium waren im Vergleich zu gesunden Personen
erhéht (p = 0,01, Abb. 9¢; p = 0,001, Abb. 9f).
AuRerdem waren die EAAT1-Spiegel in Liquorproben
von SMA-Typ-2- und -3-Patienten reduziert (p <
0,0001). Bei den mit Nusinersen behandelten Patienten
war keine Veranderung der EAAT1-Konzentration im Liquor
im Vergleich zu den SMA-Basisbedingungen feststellbar (p
= 0,996), was darauf hindeutet, dass EAAT1 ein SMN-
unabhangiges Ziel ist (Abb. 9g). EAAT1-Protein war in
Serumproben von SMA-Patienten oder gesunden
Personen nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Unsere Studie konzentrierte sich auf die Rolle der
Astrozyten des Riickenmarks in der Pathogenese der spat
einsetzenden SMA. Wir haben Beweise fir die
entscheidende Beteiligung des Glutamat-
Aufnahmeproteins EAAT1 erbracht, indem wir die
Glutamatspiegel im Rickenmark mit einem translationalen
Ansatz erhéht haben. Darliber hinaus bieten wir eine
neuroprotektive Strategie an, die die Expression von EAAT1
erhoht.

durch  die Verabreichung des  Astrozyten-
modulierenden Lipids AA in vivo, was EAAT1 als
potenzielles therapeutisches Ziel fir die SMN-
unabhangige Behandlung von SMA qualifiziert.

Das SMA-Mausmodell spiegelt einen weniger schweren
Krankheitsverlauf der SMA wider [41]. Diese Mause
zeigen eine reduzierte Expression des SMN-Proteins
im Ruckenmarksgewebe, eine normale
Lebenserwartung und Anzeichen einer leichten
Parese der HintergliedmafRen aufgrund von MN-
Verlust, Verlust von Typ-2-Muskelfasern und
denervierter NMJ sowie ein reduziertes Korpergewicht,
wie in anderen SMA-Modellen [30, 57]. In schweren
SMA-Mausmodellen kénnen Stoffwechselprobleme und
Veranderungen des Korpergewichts durch
verschiedene Diaten rickgangig gemacht werden;
entweder eine fettarme oder fettreiche Diat kann zu
einer Erhdéhung des Korpergewichts und der
Uberlebensdauer fiilhren [10, 15] und ist Gegenstand
aktueller Diskussionen. Im Gegensatz zu den schweren
SMA-Modellen  kommt es im  Spatmodell im
Krankheitsverlauf ~ zu nekrotischem Ohr-  und
Schwanzgewebe, verursacht durch Gewebeischamie oder
Skelettmuskeldenervierung, verbunden mit  einer
verlangerten Lebensspanne dieses Modells [32, 54, 58, 67].
Diese nekrotischen Prozesse gehéren nicht zum Ublichen
Phanotyp der menschlichen SMA.

Jungste Studien haben gezeigt, dass SMA aufgrund der
weiten Verbreitung des SMN-Proteins im ZNS nicht
mehr ausschliellich eine Erkrankung der Motoneuronen
ist, was darauf hindeutet, dass es sich bei SMA um
eine  Multisystemerkrankung handelt [71]. Der
entscheidende Beitrag von Astrozyten zu Erkrankungen
des ZNS wurde fiir Krankheiten wie die Alzheimer-
Krankheit oder Epilepsie nachgewiesen [6, 31, 53, 56]. Es
wird angenommen, dass Astrozyten auch bei der
Pathogenese der SMA eine entscheidende Rolle spielen.
Die meisten dieser Studien zeigten eine friilhe verstarkte
Expression von GFAP als Zeichen einer erhohten
Reaktivitat der spinalen Astrozyten, bevor der Verlust
der spinalen MN in schweren Mausmodellen auftrat, oder
haben kirzlich hohere Werte im Liquor von SMA-
Patienten nachgewiesen [22, 33, 45, 59].

Keine dieser Studien hat jedoch den Beitrag der
Astrozyten zum MN-Verlust in einem funktionell-
mecha- nistischen und translationalen Ansatz bestatigt,
der zur Identifizierung astrozytarer Proteine als
potenzielle neue therapeutische Ziele flihrt.

Eine wichtige Funktion der Astrozyten ist die
Regulierung des extrazellularen Glutamatspiegels, indem
sie Uber EAAT-Proteine erregende Neurotransmitter
aus dem synaptischen Spalt aufnehmen und so
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Abb. 6 Die In-vivo-Verabreichung von AA hemmt die
Astrozytenaktivierung, erhéht die EAAT1-Expression und verhindert
den Verlust von MN. a Immunfarbung von GFAP (magenta) in den
ventralen Hornern des Riickenmarks von wt oder SMA
Mause, die mit Vehikel oder AA bei P44 behandelt wurden. Nukledre
DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. SMA-Ma&use, die mit Vehikel
behandelt wurden, wiesen im Vergleich zu Mausen mit normaler
KorpergroRe erhohte GFAP-Proteinspiegel auf (p < 0,001). Bei SMA-
Mausen, die mit AA behandelt wurden, war der GFAP-Proteinspiegel
im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten SMA-Tieren reduziert
(p < 0,001). b Western-Blot-Analyse des GFAP-Proteinspiegels in der
Wirbelsdule von wt- oder SMA-M3&usen, die mit Vehikel oder AA bei
P44 behandelt wurden. Es wurden &hnliche Effekte wie bei der
Immunfarbung beobachtet (p < 0,01). ¢ Immunfarbung von EAAT1
(griin) in den ventralen Hornern des Rickenmarks von wt- oder
SMA-Madusen, die mit Vehikel oder AA bei P44 behandelt wurden.
Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. SMA-Mause, die mit
Vehikel behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu wt-Mausen
reduzierte EAAT1-Proteinspiegel (p < 0,001). Bei SMA-Mausen, die
mit AA behandelt wurden, war der EAAT1-Proteinspiegel im
Vergleich zu den mit Vehikel behandelten SMA-Tieren erhoht (p <
0,001). d Western-Blot-Analyse des EAAT1-
Proteinspiegels im Riickenmarksgewebe von wt- oder SMA-Mdausen,
die mit Vehikel oder AA bei P44 behandelt wurden. Es wurden
dhnliche Effekte wie bei der Immunfarbung beobachtet (p < 0,01 bis
p < 0,001). e Der EAAT1-mRNA-Spiegel war bei AA-behandelten
SMA-Mausen erhoht (p < 0,05). Im Gegensatz dazu war die mRNA-
Konzentration bei SMA-Mausen, die mit dem Vehikel behandelt
wurden, nicht beeintrachtigt (p > 0,05). f Messung des
Glutamatspiegels im Rlckenmarksgewebe von wt- oder SMA-
Maéusen, die mit dem Vehikel oder AA behandelt wurden, unter
Verwendung eines Glutamat-Assay-Kits. Der Glutamatspiegel im
Riickenmarksgewebe von mit Vehikel behandelten SMA-Mausen
war im Vergleich zu wt-Mdusen erhoht (p < 0,001). Bei SMA-
Madusen, die mit AA behandelt wurden, war der Glutamatspiegel in
ihrem Rickenmarksgewebe auf das Kontrollniveau reduziert (p <
0,001). g Immunfarbung von spinalen MN (SMI-32, griin) in den
ventralen Hornern des Riickenmarks von wt- oder SMA-Mausen, die
mit Vehikel oder AA bei P44 behandelt wurden. Nukledre DNA
wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Mit Fahrzeug behandelte SMA-Ma&use
wiesen im Vergleich zu wt-Mdusen bei P44 eine geringere Anzahl
von MNs auf (p < 0,01). Wenn SMA-Mause mit AA behandelt
wurden, blieb die Anzahl der MNs auf dem Niveau von wt-Mdusen
(p < 0,01 zu Vehikel-SMA; p > 0,05 zu wt). n = 6 Tiere pro Bedingung
fir Immunfarbung. Es wurden drei Schnitte pro Ilumbales
Ruckenmark untersucht. Jeder Datenpunkt spiegelt den Mittelwert
von drei Rickenmarkschnitten pro Tier wider. N = 3 Tiere pro
Bedingung  flir  Western-Blot-Analyse,  gPCR-Analyse  und
Glutamatmessungen. MalRstabsbalken: 20 um. Abklrzungen: AA,
Arundsdure; EAAT1, exzitatorischer Aminosduretransporter 1; GFAP,
gliales fibrillares Saureprotein; MN, Motoneuron; mRNA, Boten-
Ribonukleinsdure; P, postnataler Tag; qPCR, Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion; SMA, spinale Muskelatrophie; SMI-23, schweres
Neurofilament-Polypeptid; wt, Wildtyp; #, Anzahl pro Scheibe. P-
Werte: *p < 0,05, **p < 0,01, oder
**%p < 0.001

Schutz der Neuronen vor Exzitotoxizitdt [29, 60, 61].
Funktionsstérungen des Astrozyten-vermittelten
Glutamattransports wurden bei ZNS-Erkrankungen wie
Epilepsie, Morbus Alzheimer und  Amyotropher
Lateralsklerose (ALS) festgestellt [21, 29, 64, 65]. Hier

liefern wir Beweise fur die EAAT1-vermittelte Glutamat-
Toxizitat als eine wichtige treibende Kraft fir die MN-
Degeneration bei spat einsetzender SMA.
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Die frih beobachtete EAAT1-Reduktion deutete auf
einen Glutamat-vermittelten MN-Verlust hin, was wir
durch erhohte Glutamatspiegel im Rickenmark und ein
ahnliches Muster in  SMA-dhnlichen  Astrozyten
bestatigten. Dieser Effekt trat jedoch nur auf der
Proteinebene, nicht aber auf der mRNA-Ebene auf, was
auf eine posttranskriptionelle Modulation der EAATI1-
MRNA durch Prozesse wie Methylierung oder Beteiligung
von Mikro-(mi)-RNA schlieRen lasst [5, 37]. Aufgrund
unserer Zellkulturexperimente an Maus- und
menschlichen  Astrozyten kénnen wir von einer
autonomen Reduktion von EAAT1 in spinalen Astrozyten
als Folge des SMN-Proteinmangels ausgehen und nicht von
einer Reaktion auf den exogenen Einfluss anderer Zelltypen,
wie Mikroglia oder verschiedener Immunzellen. Dariiber
hinaus wurde der direkte Zusammenhang zwischen der
EAAT1-Dysfunktion und der gestorten Glutamataufnahme
mit Hilfe von PDC in unserem Ex-vivo-Modell bestétigt.

Die erhéhten Glutamatwerte in Uberstianden von SMN-
defizienten Madusen oder induzierten menschlichen
Astrozyten in vitro-Modellen deuten darauf hin, dass die
verdnderte astrozytdre Glutamatfreisetzung neben der
neuronalen Freisetzung eine zusatzliche Quelle fir die
Glutamaterhéhung im Rickenmarksgewebe sein konnte.
Diese Ergebnisse werden durch erhohte Glutamatspiegel
in Liquor- und Serumproben von SMA-Typ-2- und -3-
Patienten ergdnzt. Darliber hinaus war der EAAT1-Spiegel
in Liquorproben von SMN-Patienten zu Beginn der Studie
reduziert, was seine klinische Relevanz beweist. Als SMA-
Patienten mit Nusinersen behandelt wurden, verdnderte
sich der EAAT1-Spiegel im Liquor im Vergleich zum
Ausgangszustand nicht, was darauf hindeutet, dass EAAT1
ein SMN-unabhangiges potenzielles therapeutisches Ziel
ist.

Exzitotoxizitdit durch Glutamat als Ursache der
neuronalen Degeneration ist bei anderen Erkrankungen
wie ALS weithin anerkannt [17, 34]. Glutamat ist ein
entscheidender Botenstoff fiir die korrekte physiologische
Funktion von Nervenzellen und Astrozyten und deren
Interaktionen [20, 44, 63]. Erh6éhte Glutamatspiegel sind
flir MNs und die sie umgebenden Zellen toxisch [17, 48].
Eine unzureichende oder gestorte Glutamataufnahme aus
Astrozyten kann die Ubererregung von N-Methyl-D-

Aspartat- und o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionsaure (AMPA)-Rezeptoren erhohen.
Motoneuronen scheinen besonders empfindlich auf

AMPA-vermittelte Glutamat-Toxizitdt zu reagieren, die
aufgrund von  kalziumpermeablen = AMPA-Rezeptor-
Untereinheiten den intrazelluldren Kalziumspiegel erhdht
und den Tod von MN fordert [11, 38, 68]. Hier zeigen wir
anhand von in vitro- und in vivo-Experimenten, dass eine
EAAT1-Dysfunktion an diesem Prozess beteiligt ist. Der
Beitrag von AMPA- oder anderen Glutamatrezeptoren zur
Pathogenese der SMA muss in weiteren Studien

133

untersucht werden.

Arundsaure ist ein Lipid, das nachweislich die
astrozytdre Aktivitdt hemmt, die Expression von EAAT1 im
Gehirn verstarkt und
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Abb. 7 Arundsdure erhdlt die motorischen Funktionen und

elektrophysiologischen Eigenschaften von Madausen mit spat
einsetzender SMA auf eine SMN-unabhdngige Weise. a
Immunfarbung von SMN (grin) in den Venenhornern des
Riuckenmarks von Mausen mit wt oder SMA, die mit Vehikel oder AA
bei P44 behandelt wurden.
Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Die relative SMN-
Protein-Konzentration in den ventralen Hoérnern von SMA-
Mausen, die mit Vehikel oder AA behandelt wurden, war im
Vergleich zu wt-Vehikel-Mausen reduziert (p < 0,001), was
bestatigt, dass die Auswirkungen von AA SMN-unabhangig
waren. b Western-Blot-Analyse der SMN-Protein-Konzentration im
Rlckenmarksgewebe von wt-Vehikel-behandelten oder Vehikel-
oder AA-behandelten SMA-Mausen bei P44. Beta-Actin wurde als
Ladekontrolle verwendet. SMA-Mause zeigten reduzierte SMN-
Proteinspiegel (p < 0,01) im Vergleich zu wt-Mausen. ¢ Rotarod-
Bewertung von wt- oder SMA-Mdusen, die mit Vehikel oder AA
bei P33 und P44 behandelt wurden. Mit Vehikel behandelte
SMA-Maduse zeigten im Vergleich zu wt-Mausen bei P33 (p < 0,01)
und P44 (p < 0,001) eine reduzierte Laufdauer auf dem Rotarod.
Wenn SMA-Mause mit AA behandelt wurden, war die Laufdauer
im Vergleich zu den mit dem Vehikel behandelten SMA-Mausen
bei P33 (p < 0,05) und P44 (p < 0,001) verlangert. d Messungen
der Griffkraft von Mausen mit wt oder SMA, die mit dem Vehikel
oder AA bei P33 und P44 behandelt wurden. Mit dem Vehikel
behandelte SMA-Mause zeigten bei P33 (p < 0,05) und P44 (p < 0,05)
eine verringerte Griffkraft im Vergleich zu Mausen ohne
Kérpergewicht. Die Greifkraft der mit AA behandelten SMA-Mause
war bei P33 (p < 0,01) und P44 (p < 0,05) im Vergleich zu den mit
dem Fahrzeug behandelten SMA-Mdausen verbessert. e MPA-
Messungen von Mdusen ohne Kérpergewicht und SMA-Md&usen,
die mit Fahrzeug oder AA bei P33 und P44 behandelt wurden. Bei
P44 war die MPA bei mit Fahrzeug behandelten SMA-M&usen im
Vergleich zu mit AA behandelten SMA-Mausen (p < 0,05) und mit
Fahrzeug behandelten Mausen ohne Korpergewicht (p < 0,01)
reduziert. f Bei P44 war die motorische Leitungsgeschwindigkeit
bei mit Fahrzeug behandelten SMA-Ma&usen im Vergleich zu
Méausen ohne Koérpergewicht leicht reduziert (p < 0,01). g Das
Korpergewicht von SMA-Mausen wurde durch AA nicht
verandert. h Der Phdnotyp von SMA-Mdausen wurde durch die
Behandlung mit AA nicht beeinflusst. N = 6 Tiere pro Bedingung
fur die Immunfarbung. Drei Schnitte pro lumbales Riuckenmark
wurden untersucht. Jeder Datenpunkt spiegelt den Mittelwert von
drei Riickenmarkschnitten pro Tier wider. N = 3 Tiere pro Bedingung
fur die Western-Blot-Analyse und Glu- tamat-Messungen. N = 6 Tiere
pro Bedingung fur motorisches Verhalten und elektrophysiologische
Experimente. Malstabsbalken: 20 um. AA Arundsdure, MPA
Motorische Potentialamplitude, P Postnataler Tag, SMA Spinale
Muskelatrophie, SMN, Uberleben von Motoneuronen, wt, Wildtyp.
P-Werte: *p < 0,05, **p < 0,01, oder ***p < 0,001
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die Aufnahme von Glutamat in den Astrozyten zu erhéhen
[36, 70]. In einer Studie Uber intrazerebrale Blutungen,
einem schweren Schlaganfall-Subtyp, verbesserte die
direkte Verabreichung von AA in das linke Striatum von
Mausen die Griffkraft und das Ergebnis des Gehversuchs
[13]. In unserer Studie verhinderte die Verabreichung von
AA an SMA-Mause, wenn die EAAT1-Expression reduziert
war, aber vor dem Beginn des MN-Verlustes, diesen
Verlust, indem sie die EAAT1-Expression steigerte und den
Glutamatspiegel in SMA-Mausen reduzierte. Die
verstarkte Expression von EAAT1 mRNA deutet auf einen
direkten Transkriptionseffekt von AA auf EAAT1 hin. AA
induziert die nukleare Translokation von NF-kB und dessen
Bindung an den EAAT1-Promotor. Dariiber hinaus wird die
Aktivierung der AKT- und ERK-Signalwege durch AA als ein
EAAT1-verstarkender Mechanismus diskutiert [36]. Diese
Ergebnisse bestatigten die Hypothese der EAATI1-
vermittelten  Glutamat-Toxizitdt als entscheidenden
Mechanismus in der frihen Pathogenese der spat
einsetzenden SMA. Neben den zelluldren Verdanderungen
fihrte die Verabreichung von AA auch zu einer
Verbesserung der phanotypischen
Krankheitsmanifestationen in unserem SMA-Mausmodell.
AA verhinderte den Verlust von Typ-2-Muskelfasern bei
SMA-Mé&usen im Spatstadium, was auf eine direkte
Wirkung von AA auf das Muskelgewebe schlieRen lasst.

Interessanterweise verlangsamte AA den
Denervierungsprozess der neuromuskuldren
Verbindungen erheblich, schitzte sie aber nicht
vollstdndig. Ein solcher Schutzeffekt konnte durch den
verhinderten Verlust von spinalen MN nach der Steigerung
der EAAT 1-Proteinexpression oder durch eine zusatzliche
positive Wirkung von AA auf Schwann-Zellen erklart
werden. Diese Zellen sind entscheidend fir die
Strukturierung der NMJ wahrend ihrer Entwicklung oder
Regeneration, indem sie motorische Axone leiten [3].
Daher sollte ein friherer Verabreichungszeitpunkt
vorgeschlagen werden, um die neuromuskuldren
Verbindungsstellen durch AA vollstandig zu schiitzen. Die
direkte Wirkung von AA auf Schwann-Zellen muss jedoch
in zuklinftigen Studien untersucht werden.
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Abb. 8 Arundinsaure erhalt die NMJ und den Verlust von Typ-2-
Muskelfasern im M. tibialis anterior. a NADH-Farbung des M.
tibialis anterior von Mausen mit spat einsetzender SMA, die mit
AA oder Vehikel behandelt wurden, im Vergleich zu wt-Mausen
bei P44. Typ-1-Muskelfasern sind dunkel gefarbt, wahrend Typ-2-
Fasern hell gefarbt sind. Die Intensitdt der NADH-Farbung war bei
mit Vehikel behandelten SMA-Mausen reduziert (dunkler werdend)
im Vergleich zu wt (p < 0,01) und AA-behandelten SMA-Mausen
(p < 0,01). b Die Gesamtzahl der Muskelfasern war bei mit
Vehikel behandelten SMA-Mausen reduziert (p < 0.01), aber
nicht bei AA-behandelten SMA-Mausen (p > 0,05 oder p < 0,05).
c Die Anzahl der lichtgefarbten Typ-2-Fasern war bei mit
Fahrzeug behandelten SMA-Mausen reduziert (p < 0.05),
wahrend SMA-Mause, die mit AA behandelt wurden, nicht
betroffen waren (p > 0,05). d Immunfidrbung von
prasynaptischem Synaptophysin (magenta) und
postsynaptischem a-BTX (griin) an der NMJ von SMA-Mausen mit
spatem Auftreten, die mit AA oder Vehikel behandelt wurden, im
Vergleich zu Mausen mit normaler Kérpergrofie bei P44. e Bei
SMA-Mausen, die mit Vehikel behandelt wurden, war die Ko-
Lokalisation von synaptischen Proteinen reduziert (p < 0,001). Bei
AA-behandelten SMA-Mausen war die Ko-Lokalisation im
Vergleich zu Vehikel-behandelten SMA-M&usen verstarkt (p < 0,01),
aber im Vergleich zu wt-Mausen reduziert (p < 0,05). f Die
Synaptophysin-Immunreaktivitit war bei Vehikel-behandelten
SMA-Mausen reduziert (p < 0,001), aber bei mit AA behandelten
SMA-Mausen im Vergleich zu Vehikel-behandelten SMA-Mausen
verstarkt (» < 0,001). Die Synaptophysin-Immunreaktivitat war im
Vergleich zu wt-Mausen immer noch reduziert (p < 0,01). g Die
prasynaptische GroRe der NMJ war bei mit Fahrzeug
behandelten SMA-Mausen reduziert (» < 0,001), aber bei mit AA
behandelten SMA-Mausen erhéht (» < 0,001). Die
prasynaptische GroRe in AA-behandelten SMA-Mausen war
leicht reduziert im Vergleich zu Mausen mit normaler Kérpergréfie
(» < 0,05). n = 6 Tiere pro Bedingung fir die NADH-Farbung. Es
wurden drei Schnitte pro Tier untersucht. N = 30 neuromuskulare
Endplatten wurden insgesamt pro Bedingung analysiert. Fnf
Endplatten pro Tier, 6 Tiere pro Bedingung. MaRstabsbalken: 50 um.
AA Arundsaure, o-BTX a-Bungarotoxin, NADH Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Wasserstoff, NMJ neuromuskuldre Verbindung,
SMA spinale Muskelatrophie, wt, Wildtyp. P-Werte: *» < 0,05,
**p < 0,01, oder
**4p < 0.001
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Die wiederholte in vivo-Verabreichung von AA an
SMA-Mause hatte keinen Einfluss auf den SMN-
Proteinspiegel, was darauf hindeutet, dass seine
therapeutischen  Wirkungen SMN-unabhangig sind.
Dariiber hinaus wurden in verschiedenen Studien weitere
SMN-unabhangige Zielmolekiile, wie die Rho-Kinase
(ROCK), die extrazellular regulierte Kinase (ERK) und die
c-Jun N-ter- minal Kinase (JNK) identifiziert [7-9, 23, 25-
28, 55, 62].

Die derzeitigen SMN-verstirkenden Medikamente haben
einen beeindruckenden Nutzen bei SMA-Patienten.
Dennoch konnen nicht alle motorischen Funktionen bei
Patienten mit diesen Medikamenten gesteigert werden [24,
52]. Dariber hinaus wirkt sich eine verzégerte
Verabreichung, insbesondere bei SMA-Patienten im
Spatstadium, negativ auf die Wirksamkeit des
Medikaments aus, da es zu einem irreversiblen Verlust
der spinalen MN kommt. Daher konnten erganzende
Strategien, wie die Steigerung der EAAT1-Expression in
spinalen Astrozyten, ein synergistisches therapeutisches
Potenzial haben.

Unsere Studie zeigt die kritische Beteiligung der spinalen
Astrozyten an der Pathogenese der spit einsetzenden SMA
in einem funktionellen und translationalen Ansatz. Zum
ersten Mal wurde die durch die Herunterregulierung von
EAAT1 vermittelte Glutamat-Toxizitat als eine bedeutende
treibende Kraft fur den frihen MN-Verlust bei spat
einsetzender SMA identifiziert und qualifiziert EAAT1 als
potenzielles therapeutisches Ziel fir SMN-unabhingige
Behandlungsstrategien zur Erganzung von SMN-
verstirkenden Medikamenten in der Therapie der spat
einsetzenden SMA.
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Abb. 9 Beeintrachtigte Glutamathomoostase in induzierten induzierte menschliche Astrozyten zeigten eine verringerte
menschlichen  Astrozyten und menschlichen Liquor- und Aufnahme von Glutamat (p < 0,01). e Liquorproben von SMA-Typ 2-

Serumproben. a Immunfarbung von SMN (griin) in induzierten
menschlichen Astrozyten, die mit scrambled oder SMN siRNA bei
DIV 10 transfiziert wurden. Nukledre DNA wurde mit Dapi (blau)
gefarbt. Astrozyten, die mit SMN siRNA transfiziert wurden, wiesen
reduzierte SMN-Proteinspiegel auf (p < 0,001). b Immunfarbung von
EAAT1 (griin) in induzierten menschlichen Astrozyten, die mit
scrambled oder SMN siRNA transfiziert wurden, bei DIV 10. Nukleare
DNA wurde mit Dapi (blau) gefarbt. Astrozyten, die mit SMN siRNA
transfiziert wurden, zeigten reduzierte EAAT1-Proteinspiegel im
Vergleich zu mit Scrambled siRNA transfizierten Zellen (p < 0,001). ¢
Induzierte humane Astrozyten, die mit SMN siRNA transfiziert, aber
nicht mit Glutamat exponiert wurden, zeigten eine erhohte
Freisetzung von Glutamat im Vergleich zu Astrozyten, die mit
verschlisselter siRNA transfiziert wurden (p < 0,001). d Wenn
verschllsselte oder mit SMN siRNA transfizierte induzierte humane
Astrozyten 4 Stunden lang mit 200 UM Glutamat exponiert wurden,
zeigten SMN-defiziente
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und 3-Patienten zeigten erhohte Glutamatspiegel im Vergleich zu
Kontrollen (p < 0,01). f Serumproben von SMA-Typ 2- und 3-
Patienten zeigten erhdhte Glutamatspiegel im Vergleich zu
Kontrollen (p < 0,001). g In Liquorproben von SMA-Typ 2- und Typ 3-
Patienten war der EAAT1-Spiegel vor der Behandlung reduziert. Die
Behandlung mit Nusinersen hatte keinen Einfluss auf den EAAT1-
Spiegel. n = 6 unabhdngige Experimente zur Immunfarbung. Fur
jedes Experiment wurden > 50 Zellen pro Bedingung analysiert. n = 3
unabhédngige Experimente flr funktionelle Assays. n = 7 Patienten
fiir Glutamat-Assay von Liquor- oder Serumproben. MaRstabsleiste:
50 um. DIV Tage in vitro; EAAT1, exzitatorischer
Aminosauretransporter 1, siRNA small interfering ribonucleic acid,
SMA spinale Muskelatrophie, SMN Uberleben von Motoneuronen.
P-Werte: *<0,05, **»<0,01, oder ***» < 0,001
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