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I alzheimerhjarnan sprids
giftigt oligomert beta-amyloid
med hjdlp av exosomer

Hjarnans sjukdomar ar svarférstaddda och Alzheimers sjukdom har forbryllat forskare i

over ett sekel. Saval de kliniska symtomen, sjukdomens utbredning i hjarnan vid obduktion
som nya data fran imaging-studier talar samstammigt for att sjukdomen tidigt drabbar
hjarnans limbiska system (entorhinal cortex och hippocampus) och sedan gradvis sprider
sig for att drabba fler och fler delar av hjarnan. Varfoér sjukdomen bd&rjar dar den gor vet vi
inte i dag men spridningen gor att den drabbade gradvis forlorar viktiga manskliga férmagor
som minne, sprak, abstraktion och resonemang samt dor i fortid. Exosomer tycks vara
involverade i spridningen av sjukdomen visar ny svensk forskning. | denna artikel beskriver
Anna Ansell-Schultz och Martin Hallbeck, bada Linkdpings universitet, dessa
intressanta fynd.
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Ur ett neuropatologiskt perspektiv iir Alzheimers
sjukdom en proteinopati och definieras av tvd patologiska
fynd 1 hjirnan, extracellulira inlagringar av beta-amyloid, sa
kallade plack, och intracellulira ansamlingar av hyperfosfo-
rylerat tau, s kallade neurofibrillira nystan.' Ursprungligen
ansdgs de extracellulira placken vara orsaken till Alzheimers
sjukdom men forskning tyder pd att s inte ir fallet. Snarare
ir det intracellulira ansamlingar av mindre aggregat av beta-
amyloid som till stor del tycks vara drivkraften och orsaken
till de neurotoxiska effekterna vid Alzheimers sjukdom,’
medan placken istillet verkar vara en effekt av sjukdomen.
Detta skifte av fokus; frin de extracellulira olosliga placken
till de intracellulira 16sliga oligomera formerna av beta-amy-
loid (0A), har revolutionerat vért sitt att forstd hur celler i
hjirnan skadas vid Alzheimers sjukdom och hur sjukdomen
kan spridas i hjirnan. Sannolikt dr det alltsd oligomert beta-
amyloid som ligger bakom denna spridning.

S& hur sprids oligomert beta-amyloid mellan nerveeller 1
hjirnan? Den huvudsakliga teorin hirstammar frin den
siillsamma biologin hos prionsjukdomar, dir felveckade pro-
teiner sprids mellan nerveeller och inducerar en kedjereak-
tion som resulterar i endogen aggregering med pédféljande
skador pa nerveellen. Vi har tidigare visat att oligomert beta-
amyloid kan ansamlas intracellulirt och sedan spridas till

andra nerveeller och dirigenom orsaka nerveellsskador och
dod.* Nyligen har andra forskare visat att sidan spridning
fungerar som en utlésare for ytterligare patologisk aggrege-
ring av beta-amyloid i mottagarcellen pd samma sitt som for
prioner.” Likvil dr det, trots manga &rs forskning, fortfaran-
de ett mysterium hur denna spridning gér till. Vi har nu kun-
nat gora ett viktigt genombrott i forstdelsen av de specifika
cellulira mekanismerna som ligger bakom denna patologis-
ka spridning av oligomert beta-amyloid mellan nerveeller.”

EXOSOMER — CELLENS BUDBILAR OCH SOPPASAR

Vi har vid tidigare studier visat att det endosomala systemet
i cellen idr involverat i upptag av extracellulirt oligomert beta-
amyloid, vilket tyder pa att detta system kan ha en nyckelroll
1 hanteringen och spridningen av oligomert beta-amyloid.*
Det endosomala systemet sorterar material som cellen tagit
upp genom endocytos, f6ljt av transport till antingen lysoso-
men f6r nedbrytning eller tillbaka till cellytan for utséndring
genom exocytos. Kontrollen av denna transport har visats
vara nedsatt vid bdde Alzheimers och Parkinsons sjukdom.
Denna kontroll skéts av retromeren, ett multiproteinkomplex
som ir involverat i intracellulir sortering och dtervinning. Vi
har nyligen visat att en forsimrad funktion av retromeren
leder till 6kad ansamling av oligomert beta-amyloid inuti cel-
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“Exosomer kan produceras och
friséittas av praktiskt taget alla
celler 1 kroppen och finns 1 stort
antal 1 de flesta kroppsvitskor
sasom blod, urin, saliv och

cerebrospinalvdtska.”

len. Nyvunnen kunskap visar att exocytos, via membran-
bundna vesiklar, fsrmodligen dr den vanligaste formen for
celler 1 hela kroppen att kommunicera och dela material. En
viktig del av exocytosen sker genom membranbundna int-
raluminala vesiklar som bildas i sd kallade multivesikulira
kroppar (MVB). Nir dessa multivesikulira kroppar sam-
mansmiilter med plasmamembranet frisitts vesiklarna till
den extracellulira miljon, dessa vesiklar kallas exosomer.

Exosomer kan produceras och frisiittas av praktiskt taget
alla celler i kroppen och finns i stort antal i de flesta kropps-
vitskor sdsom blod, urin, saliv och cerebrospinalvitska. Aven
om exosomer redan beskrevs pa 1980-talet s& idr det forst pa
senare &r som man forstdtt att de inte bara fungerar som en
alternativ bortskaffningsvig for cellens restprodukter. Aktu-
ell forskning har istéllet visat att exosomer ir ytterst viktiga
for cellulir kommunikation genom att leverera proteiner,
RNA och lipider mellan celler. Eftersom nerveellernas for-
mdga att ta hand om och bryta ned skrip ir nedsatt i Alz-
heimers sjukdom var var hypotes att intracellulira felveckade
proteiner, sisom oligomert beta-amyloid, d4 istillet hamnar
1 exosomer som dirigenom kan sprida sjukdomen vidare till
nya nervceller.
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EXOSOMER FRAN ALZHEIMERHJARNOR AR BERIKADE

MED OLIGOMERT BETA-AMYLOID

D4 exosomer har visats sig innehélla proteiner som alfa-sy-
nuklein, tau och monomert beta-amyloid undersékte vi om
neuronala exosomer ocksd innehéller oligomert beta-amyloid
samt om exosomer frin patienter med Alzheimers sjukdom
innehéller forhéjda halter av oligomert beta-amyloid. For
detta anvindes donerad hjirnvivnad frin temporala neocor-
tex frin avlidna patienter med avancerad sjukdom (Braak
stadium V-VI). Vi undersokte dven hjirnvivnad frin indivi-
der som inte visat nigra tecken pd demens eller ndgon annan
neurodegenerativ sjukdom innan de avled. Vi borjade med
att rena fram exosomer fran hjirnvivnaden och mitte ming-
den oligomert beta-amyloid med ELISA genom att anvinda
tvd olika selektiva antikroppar mot oligomert beta-amyloid,
mAbI58° och den kommersiellt tillgingliga 82E1. Antikrop-
pen mAbI58 ir utvecklad av professor Lars Lannfelts fors-
kargrupp 1 Uppsala och humaniserad av BioArtic AB 1
Stockholm och kallas dd BAN2401. m Ab158 minskar oligo-
mert beta-amyloid i hjirna vid behandling av transgena alz-
heimermdss. BAN2401 har genomgétt en stor klinisk fas 2b-
studie med positiva resultat pd amyloid-PET, biomarkérer 1
ryggvitska och pd kognition. Resultaten frin ELISA-miit-
ningarna med antingen mADbI58 eller 82E1 visade att exoso-
mer frin alzheimerhjirnor innehdll signifikant hégre kon-
centration av oligomert beta-amyloid dn exosomer 1 hjirnviv-
nad frén friska individer. Detta resultat dr viktigt d& det dven
indikerar méjligheten att anvinda exosomer for diagnostik
av Alzheimers sjukdom genom att mita mingden exosomalt
oligomert beta-amyloid i &tkomliga kroppsvitskor sisom ce-
rebrospinalvitska.

OLIGOMERT BETA-AMYLOID SPRIDS GENOM

ATT LIFTA MED EXOSOMER

Vi ville direfter underséka om exosomerna fran patienthjir-
nor kunde tas upp av nervcellslika celler 1 odling och om de
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“Exosomer frdn alzheimerhjirnor
inneholl signifikant hogre kon-
centration av oligomert beta-

amyloid”

kunde spridas frin cell till cell. For att studera detta anvinde
viett av oss utvecklat samodlingssystem med differentierade
SH-SY5Y-celler (dASH-SY5Y) eller humana inducerade plu-
ripotenta stamceller (hiPSC) differentierade till fenotypiska
nerveeller. Bide dSH-SY5Y och hiPSC tog effektivt upp exo-
somer isolerade fran sdvil sjuk som frisk hjirnvivnad. Vi
anvinde dessa celler som givarceller for samodling och kun-
de visa att dessa exosomer kan spridas vidare till nya motta-
garceller. Resultaten visar att upptaget och spridningen av
exosomer 1 sig inte ir beroende av forekomsten av oligomert
beta-amyloid utan tyder snarare pj att oligomert beta-amy-
loid kan utnyttja exosomer for att lifta mellan celler, poten-
tiellt till bide nira och fjirran destinationer i hjirnan. Over-
raskande kunde vi ocks se att en andel av 6verfort oligomert
beta-amyloid 1 mottagarcellen fortfarande var samlokaliserat
med de ursprungliga exosomerna vilket visar att delar av de

exosomer som tas upp av cellerna kan frisittas igen, fortfa-

rande intakta och med kvarvarande innehdll av oligomert
beta-amyloid.

EXOSOMERNAS SPRIDNING AV OLIGOMERT BETA-AMYLOID
LEDER TILL MINSKAD CELLULAR VIABILITET

Vad hiinder dd med mottagarcellen niir exosomerna har ut-
sondrat sitt innehdll? For att undersoka detta anvinde vi oss
igen av vdrt samodlingssystem 1 vilken framrenade exosomer
fran bide alzheimerdrabbad och frisk hjirnvivnad applice-
rades. Mottagarcellerna undersoktes direfter for bide viabi-
litet samt neuropatologiska forindringar. Dessa experiment
visade att exosomer frin alzheimerhjirnan inducerar signi-
fikant mer cellulir toxicitet hos mottagarcellen. Mottagarcel-
len uppvisade ocksd neuropatologiska férindringar typiska
for neurodegeneration, sisom dystrofiska neuriter med for-
indringar 1 organisationen av cytoskelettet samt forlust av och
minskad komplexitet hos nervutskotten. Exosomer isolerade
fran frisk hjirnvivnad orsakade inte motsvarande cellulira
toxicitet eller neuropatologiska forindringar.

SPRIDNINGEN AV OLIGOMERT BETA-AMYLOID OCH DESS
TOXISKA EFFEKTER KAN STOPPAS

Eftersom exosomer frin alzheimerpatienter ér berikade med
oligomert beta-amyloid och kan spridas frin en nerveell till
en annan, borde det di inte vara méjligt att stoppa denna
spridning och de skador spridningen orsakar genom att him-
ma bildningen av exosomer? Vi undersokte denna hypotes
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genom att modulera exosombiogenesen i odlade celler. Ge-
nom att utnyttja silencing RNA-metoden (siRNA) kunde vi
nedreglera bildningen av tvd proteiner som krivs for att exo-
somer ska kunna bildas och frisittas. Direfter undersokte vi
om det foreldg skillnader i 6verféring av exosomer och sprid-
ningen av oligomert beta-amyloid, vi undersékte det dels nir
fysiska kontakter mellan nervtrddar finns och dels nir givar-
och mottagarceller var dtskilda av ett membran s8 att fysiska
kontakter inte kunde bildas. Intressant nog kunde vi konsta-
tera att spridningen av oligomert beta-amyloid nistan helt
blev stoppad om cellerna saknade fysisk kontakt och enbart
hade kontakt genom den extracellulira miljon. Men dven nir
cellerna hade fysisk kontakt si kunde nistan hilften av sprid-
ningen av oligomert beta-amyloid stoppas genom att block-
era exosomerna. Dessa resultat dr mycket spinnande efter-
som de indikerar att exosomer i stor utstrickning dr ansva-
riga f6r spridningen av oligomert beta-amyloid mellan nerv-
celler. Vi ville ocksd ta reda pd hur exosomerna tas upp i
mottagarcellerna. D3 nerveeller kan anvinda olika typer av
endocytos undersdkte vi dven vilken typ av endocytos som ir
viktigast fér upptag av exosomer. Genom att anvinda oss av
flera olika kemiska inhibitorer for olika typer av endocytos
kunde vi visa att upptag av exosomer av nervceller ir en ak-
tiv dynaminberoende process. Intressant nog visade det sig
att upptaget av exosomer innchdllande oligomert beta-amy-
loid var annorlunda frin upptaget av fritt extracelluliirt oli-
gomert beta-amyloid, som alltsd inte ir lika beroende av dy-
namin for att endocyteras. Experimenten visade en signifi-
kant minskning av éverféring av exosomalt oligomert beta-
amyloid nir dynaminberoende endocytos blockerades. Det
ledde i sin tur till minskad cellulir toxicitet. Dynaminbero-
ende endocytos forefaller alltsd vara en viktig cellulir meka-
nism for spridningen av exosomer innchdllande oligomert
beta-amyloid frdn en nerveell till en annan.

SAMMANFATTNING

Den gradvisa férsimringen vid Alzheimers sjukdom gor att
patienter med initiala milda minnesproblem gradvis forlorar
allt mer av sina kognitiva formdgor, blir beroende av andra
och dér i fortid. Denna gradvisa symtomutveckling beror pa
att allt storre delar av hjirnan drabbas av sjukdomen. Genom
att anvinda exosomer isolerade frin sdvil alzheimerpatien-
ters hjiarnor som nervceeller i odling har vi visat att exosomer
1 stor omfattning dr ansvariga for att oligomert beta-amyloid
kan spridas mellan celler fran ett hjirnomrade till nista och
dirmed orsaka den karaktiristiska progressiva patologin. S3-
ledes visade vi att exosomer frin alzheimerhjirnor innehéller
signifikant mer oligomert beta-amyloid in exosomer fran
friska individer. Detta resultat éppnar upp for nya diagnos-
tiska mojligheter dir exosomer fran cerebrospinalvitska skul-
le kunna anvindas som biomarkérer. Dessa oligomert beta-
amyloidberikade exosomer ledde till toxicitet och skador pd
mottagarcellerna. Vira resultat visar samtidigt att det dr méj-
ligt att stoppa spridningen av oligomert beta-amyloid, och de
atfoljande cellskadorna, genom att forhindra bildandet, fri-
sittningen eller upptaget av exosomer. Sammantaget kunde
vi visa att exosomer har en stor roll vid spridningen av det
cytotoxiska oligomert beta-amyloid och indikerar att denna
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mekanism ir viktig f6r den progressiva sjukdomsprocessen 1
hjirnan hos alzheimerpatienter. Vir forhoppning ir foljake-
ligen att nya likemedel som riktas mot exosomer skulle kun-
na vara en mdjlig framtida behandling mot Alzheimers sjuk-
dom.
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