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Astrocyter i hippocampus reglerar nybildning

av hjarnceller i hippocampus, bland annat via
sin kommunikation med neurala stamceller.
Nyligen har forskare vid Géteborgs universi-

tet i samarbete med forskare i Finland, Kanada
och Slovenien identifierat nanofilament-proteinet
nestin som en ny viktig faktor fér regleringen

av denna kommunikation." Integreringen av nya
neuroner i hippocampus nervbanor kan paverka
stabiliteten av etablerade minnesbilder men
samtidigt ocksa underldtta etablerandet av nya
minnesbilder. Doktor Ulrika Wilhelmsson och
professor Milos Pekny beskriver hdr hur minne
och inlarning relaterar till mangden nytillkomna
neuroner, och hur det paverkas av proteinet
nestin i astrocyter.

Nybildning av neuroner ar starkt begrinsad i den vuxna
hjdrnan, men 1 nigra neurogena omraden, framfor allt hippocam-
pus, bildas nya neuroner kontinuerligt livet ut frin neurala stam-
celler i vivnaden.” I hippocampus finns stamcellerna i subgranu-
ldra zonen av gyrus dentatus dir de delar pa sig och bildar proge-
nitorceller som vidare genererar dotterceller som mognar ut till
neuroner. Processen frin celldelning till en mogen neuron som ir
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Grundforskning

integrerad med fullt utviixta dendriter och axoner tar ungefir
en mdnad hos mdss, men 1 primater kan det ta 6 minader
eller lingre. De nybildade, innu ¢j helt mogna neuronerna
har fullt utvuxna dendriter och axon med synapser, men in-
nan de mognar ut helt har de en annorlunda signalering jim-
fort med de befintliga neuronerna i gyrus dentatus. De
omogna neuronerna har nimligen en ligre troskel for att
aktiveras av elektriska impulser och signalerar starkare till
andra neuroner. Ridande konsensus inom forskningsfiltet ir
att de omogna neuronerna i hippocampus ir viktiga for min-
ne och inlidrning genom att bidra till en bittre separering av
spatialt eller temporalt snarlika minnesbilder. Detta sker via
en feedback-inhibering, det vill siga deras signalering leder
till att firre mogna neuroner i gyrus dentatus aktiveras av en
specifik minnesbild och att de ej aktiveras av en annan lik-
nande minnesbild.’ Dock kan en hég neurogenes med manga
omogna neuroner ocksd leda till att tidigare minnesbilder
trings bort till forman for etablerandet av nya minnesbilder,
ndgot som 1 forskningsfiltet kallas f6r kognitiv flexibilitet*’
Sammantaget kan mingden nybildade dnnu ¢j mogna neu-
roner 1 hippocampus paverka hur vil vi kan skilja pa snarlika
minnesbilder, men ocksd hur tidigare minnen triings bort till
formén for etablerandet av nya.

NESTIN OCH NYBILDNING AV NEURONER
Nanofilamentproteinet nestin uttrycks i minga typer av odif-
ferentierade celler, det vill siga stamceller och pluripotenta
celler under tidiga utvecklingsstadier. Dérfor har nestin linge
anvinds som en markér {or att identifiera odifferentierade
celler 1 vivnadssnitt och i cellodlingar. For att kunna studera
funktionen av nestin vid embryonal utveckling, skapade pro-
fessor Nagys forskargrupp i Toronto transgena méss som
saknar nestin. Deras studier visade att avsaknad av nestin
inte hade nigon betydelse for utvecklingen av musembryon
till vuxna méss.” I den vuxna friska hjirnan uttrycks nestin
framfbrallt 1 neurala stamceller som finns i de neurogena om-
rddena i hippocampus och vid de laterala ventriklarna, men
nestin uttrycks ocksd av en del astrocyter 1 hippocampus. Ast-
rocyter finns i alla delar av CNS och ir i antal den domine-
rande celltypen i minniskans hjdrna. Deras primira funk-
tioner ir att férse neuronerna med en optimal miljé och att
forma neuronernas nitverk genom att styra nybildningen av
synapser och reglera styrkan hos befintliga synapser. Vir fors-
kargrupp vid Géteborgs universitet fokuserar pa astrocyters
funktion vid regeneration och plasticitet i den vuxna hjirnan
och vi har anviint de transgena méssen som saknar nestin for
att ta reda pd om nestin har nigon funktion vid neurogenes
1 den vuxna hjirnan.

For att utvirdera hur neurogenesen paverkades av avsak-
naden av nestin {6ljde vi nybildningen av neuroner frin neu-
rala stamceller. Vi spdrade nybildade celler genom att inji-
cera vuxna moss med en tymidinanalog (BrdU) som inkor-
poreras i DNA-striingen vid celldelning, for att sedan detek-
tera dessa celler och deras dotterceller pd vivnadsnitt med
hjilp av immunohistokemisk infirgning. Sex veckor efter
injektioner med BrdU jimférde vi antalet celler som innehsll
BrdU och uttryckte proteinmarkérer f6r neuroner (NeuN
och calbindin) i hippocampus pé vivnadsnitt frin kontroll-
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méss och frin méss utan nestin [Bild 1]. Det visade sig att
moss utan nestin hade 60 procent fler nybildade neuroner i
hippocampus jimfért med kontrollméssen.

OKAD NEUROGENES OCH STORRE KOGNITIV FLEXIBILITET
HOS MOSS UTAN NESTIN

For att undersbka om denna ékade neurogenes paverkade
mossens formdaga till inlirning och minnesférméga utsatte vi
grupper av moss for olika beteendetester. Forst undersokte vi
om mdssen hade nigra generella avvikande beteenden 1 ett
s& kallat "open field test”. Den undersékningen visade att det
inte var nigon skillnad 1 beteende mellan méss med eller
utan nestin gillande nervositet, aktivitet och nyfikenhet, vik-
tiga parametrar som kan pdverka utfallet av de olika minnes-
och inlirningstester som vi vill géra pa dem.

Direfter provade vi méssens minne 1 “object recognition
test” ddr man utnyttjar méssens naturliga nyfikenhet att un-
derstka ett nytt objekt mer idn ett redan bekant féremal.
Forst fir musen under en kvart bekanta sig med tva iden-
tiska foremdl. Senare fir musen komma tillbaka till samma
miljo dir ett av féremélen har bytts ut mot ett nytt annor-
lunda féremal och tiden musen underséker respektive fore-
mal registreras. Moss med och utan nestin visade lika myck-
et intresse for det nya foremélet efter tre timmar, men mdoss-
sen utan nestin dgnade mindre tid it att undersoka ett nytt
foremal 24 timmar senare. Allts hade méssen utan nestin en
simre minnesférmaga av det gamla foremélet jimf6rt med
kontrollméssen. Detta betyder att hos méss utan nestin, med
6kad neurogenes, har den tidigare minnesbilden tringts un-
dan, medan den finns kvar hos kontrollméssen. Detta foljer
tankegdngen om en 6kad kognitiv flexibilitet vid fler omog-
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Bild 1. M&ss som saknar nestin bildar fler nya neuroner i hippo-
campus. Genom att spara de celler i hippocampus som 5 veckor
tidigare genomgatt celldelning och da inkorporerat BrdU i sitt
DNA, visade vi att m&ss utan nestin (Nes-/-) har fler nya celler
med BrdU jamfért med kontrollm&ss (WT), och fler BrdU-celler
som differentierat till neuroner och dérmed uttrycker NeuN och
calbindin (Calb). Modifierad fran Wilhelmsson U, et al 2019.



BrdU pre-labeled neural stem cells in co-culture with WT and Nes-/- astrocytes
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Bild 2. Okad neuronal differentiering av neurala stamceller nar de &r i kontakt med astrocyter som saknar nestin. Vi odlade neurala
stamceller inmérkta med BrdU tillsammans med normala astrocyter (WT) eller med astrocyter som saknar nestin (Nes-/-) och lat stam-
cellerna differentiera under sex dagar. Totala antalet celler genererade fran stamcellerna var jamférbara mellan grupperna (A), men
stamcellerna som odlats i kontakt med astrocyter utan nestin genererade fler neuroner positiva fér beta3-tubulin (B) jamfért med de
som odlats med normala astrocyter. Médngden oligodendrocyter positiva for MBP (C) och astrocyter positiva for GFAP (D) genererade
fran stamcellerna var jdmférbara mellan grupperna. E-G visar exempel pa celler differentierade fran de neurala stamcellerna som ut-
trycker celltypsspecifika proteiner fér neuroner (E), oligodendrocyter (F) och astrocyter (G).

na neuroner 1 hippocampus. Andra minnes- och inlidrnings-
tester vi nyligen gjort (opublicerade data) visar ocksa pa okad
kognitiv flexibilitet hos méss som saknar nestin.

NESTIN | ASTROCYTER MEN INTE | NEURALA STAMCELLER
PAVERKAR NEUROGENESEN

Eftersom nestin framfér allt finns i de neurala stamcellerna,
undersokte vi sedan om en 6kad celldelning av dessa celler
kunde vara orsaken till ett hégre antal nybildade neuroner i
hippocampus hos méss utan nestin. Overraskande nog sig vi
ingen skillnad i celldellningen av neurala stamceller eller pro-
genitorceller mellan méss med eller utan nestin, ¢j heller 1
antalet neuroblaster — neuroner 1 sitt allra tidigaste utveck-
lingsstadium. Detta betyder att det 6kade antalet nybildade
neuroner beror snarare pi en bittre 6verlevnad av nybildade
neuroner, ndgot som regleras av till exempel tillvixtfaktorer
och signalsubstanser i cellernas omgivning.

Aven i cellodlingar med neurala stamceller diir de tilldts
dela pd sig och sedan differentiera till neuroner, sig vi att
frdnvaro av nestin i de neurala stamcellerna inte pverkar
deras celldelning eller differentiering till neuroner. Eftersom
astrocyter 1 de neurogena omrddena kommunicerar pa
mdnga olika sitt med neurala stamceller och dirmed péver-

kar stamcellernas celldelning och neuroblasternas éverlevnad
och differentiering, undrade vi om dessa astrocyter, som ock-
s& uttrycker nestin, hade ett finger med i spelet.

Dirfor borjade vi studera nybildning av neuroner i cellod-
lingar dir neurala stamceller odlas tillsammans med anting-
en normala astrocyter eller astrocyter utan nestin. Vira for-
sok visade att differentieringen av neuroner frin normala
neurala stamceller var hégre nir de odlades nira astrocyter
som saknade nestin jimfort med nir de odlades bredvid nor-
mala astrocyter med nestin [Bild 2]. Vira f6rsok visade ock-
s& att detta skedde endast nir stamcellerna och astrocyterna
var 1 direktkontakt med varandra.

FORANDRAD SIGNALERING VIA NOTCH

Vi har tidigare sett att andra nanofilamentproteiner i astro-
cyter (vimentin och GFAP) kan pdverka astrocyternas signa-
lering till neurala stamceller som differentierar till neu-

roner,*"

och di kunde vi konstatera att detta skedde genom
en minskad aktivering av Notch, en signalvig som finns i
ménga typer av celler och ir viktig for att styra celldelning
och differentiering av till exempel stamceller och cancerceller.

Vi undersokte om aktiveringen av signalviigen Notch var

forindrad 1 neurala stamceller niir de var 1 kontakt med ast-

neurologi i sverige nr4-19 37



Grundforskning
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Nestin i astrocyter i hippocampus hammar nybildningen av neuroner via Notchsignalering till neurala stamceller

Méngden nya neuroner integrerade i hippocampus kan paverka minne och inldrning
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Bild 3. Nestin i astrocyter paverkar antalet nybildade neuroner genom signalering till neurala stamceller via signalvdgen Notch.
Astrocyterinara kontakt med neurala stamceller i hippocampus reglerar via Notch stamcellernas nybildning av neuroner. En minskad
Notch-signalering i mdss utan nestin ger en 6kad neurogenes med fler nya omogna neuroner som leder till stérre kognitiv flexibilitet

och béattre separation, men sémre stabilitet av nya minnesbilder.

Astrocyter paverkar differentieringen av neurala stamceller
via signalvdagen Notch

Notchligand

=

Notchreceptor

Neural stamcell
(mottagarcell)

Astrocyt
(sandarcell)

Endocytos och recycling
av Notchligander

Aktivering av /
»_transkribering

rocyter som saknar nestin jimfort med normala astrocyter,
och kunde konstatera att s3 var fallet [Bild 3].

Vi utférde ytterligare experiment for att ta reda pa vad
som dr forindrat i signaleringen frin astrocyter som aktiverar
Notch i neurala stamceller, och studerade de Notch-ligander
pé astrocyternas yta som binder in till Notch-receptorn pa de
neurala stamcellerna [Bild 4]. Vi fann att dessa Notch-ligan-
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Bild 4 . Schematisk beskrivning av Notch-signalering mellan ast-
rocyter och neurala stamceller. Notch-ligander (t ex Jagged1)
pa astrocytens yta binder in till Notch-receptorn pa den neurala
stamcellen (1). Vid inbindning frildggs klyvningsstalle pa Notch-
receptorn (t ex Notch1) dér gamma-sekretas klipper av Notch-
receptorn (2). Deninre delen av Notch-receptorn (NICD) kan

nu transporteras in till cellkdrnan och aktivera transkribering av
gener som vidhaller stamcellens odifferentierade karaktér (3).
Komplexet Notch-ligand och yttre del av klyvd Notch-receptor
endocyteras av astrocyten, dven ejinbundna Notch-ligander kan
endocyteras (4). Nar astrocyter utan nestin signalerar till neurala
stamceller via Notch ser vi att farre neurala stamceller har NICD i
sin cellkdrna. Astrocyter utan nestin har farre intracelluléra vesik-
larinnehallande Notch-ligand Jagged1 och vesiklarna &r annor-
lunda férdelade i cellen jamfoért med hos normala astrocyter.!

der och de vesiklar som de transporteras 1 inuti cellen, ter-
vinns och sorteras pa ett annorlunda sitt i astrocyter som
saknar nestin jimfért med i normala astrocyter. Detta belyser
nanofilamentproteinernas betydelse for transport och dter-
vinning av intracellulira vesiklar, ndgot som vi och andra
tidigare visat i astrocyter och i andra typer av celler.



"Aven om direkta bevis for
funktionen av de nybildade
neuronerna i mdnniskans
hippocampus saknas, sd visar
studier pd daggdjur att neuro-
genes 1 hippocampus dr viktig
for mdnga aspekter av ldrande

. »
och minne.

Véra resultat visar pd hur signalering mellan astrocyter
och neurala stamceller styr nybildningen av neuroner 1 hip-
pocampus [ Bild 3]. Aven om direkta bevis fér funktionen av
de nybildade neuronerna i minniskans hippocampus saknas,
s& visar studier pd diggdjur att neurogenes i hippocampus ir
viktig fér manga aspekter av lirande och minne. Nyligen
publicerade resultat visar att nybildning av neuroner i min-
niskans hippocampus sker dven i den dldrade hjirnan och ir
betydligt ligre hos patienter med Alzheimers sjukdom?; né-
got som kan vara en av bakomliggande orsaker till férsim-
rade minnes- och inlirningsfunktioner hos patienter med
Alzheimers sjukdom.
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NANOFILAMENTPROTEINER | ASTROCYTER -
INTRESSANTA MALMOLEKYLER FOR BEHAND-
LING AV SJUKDOMAR | CNS

Nanofilamentproteiner, eller intermediara filamentpro-
teiner som de ocksa kallas, finns i alla kroppens celler
och nanofilament benamns tillsammans med aktin och
mikrotubuli traditionellt som cellens skelett. Intressant
nog verkar nanofilamentproteiner géra mycket mer an
att ge ett mekaniskt stéd at celler och vavnader. Na-
nofilamentproteiner koordinerar signalvdgar vid stress
och verkar som en samlingshub for signalproteiner i
cellen. Var forskargrupp som leds av professor Milos
Pekny undersdker hur nanofilamentproteiner i astro-
cyter reglerar astrocyternas svar och aktivering vid

till exempel stroke och neurodegenerativa sjukdomar.
Vi har visat att nanofilamentproteinerna GFAP och
vimentin ar viktiga nar celler utsétts for stress, exem-
pelvis pafrestningar pa grund av suboptimala forhal-
landen i cellens omgivning. | astrocyter kan detta ske
till exempel vid en stroke da syresattningen i vavna-
den runt infarkten ar lag. Astrocyters stresshantering
och &verlevnad under sadana pafrestningar ar viktig
dven for omgivande neuroners chanser till dverlevnad i
vavnaden. Vi har tidigare visat att astrocyternas nano-
filament paverkar hur astrocyterna kontrollerar plasti-
citeten i hjarnan, till exempel nybildning av synapser
och utvaxt av axoner. Darfor &r astrocyternas nanofila-
mentproteiner potentiella malmolekyler for utvecklan-
det av nya behandlingsstrategier for sjukdomar i CNS.
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