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Alla celler i kroppen har férmagan att frisitta extracellulira
vesiklar, som fungerar som budbérare i kroppen. I grova drag
finns tre subgrupper av vesiklar — exosomer, mikrovesiklar
och apoptotiska kroppar — som varierar i storlek mellan ca 30
nm och >1000 nm. De minsta av dessa vesiklar, exosomerna,
som kan produceras av praktiskt taget alla celler i kroppen
och som finns i alla kroppsvitskor, har fatt stor uppmérksam-
het under de senaste aren. Detta pa grund av att de kan for-
medla en mingd olika biologiska signaler och fungera som
budbérare mellan olika celler.

Den exosomala signaleringen sker pa tva sétt: antingen ge-
nom en last av funktionella proteiner och/eller 6verféring av
funktionella RNA-molekyler fran en cell till en annan direkt
till malcellens cytoplasma eller genom ligand-receptorinter-
aktioner mellan molekyler pa exosommembranet och pa
cellmembranet av mélcellen. Séledes férmedlar exosomerna
en komplex intercellulir kommunikation, som fundamentalt
skiljer sig fran de traditionellt kinda kommunikationssitten i
kroppen.

Betydelsen av exosomer vid bade hilsa och sjukdom bérjar
nu successivt klargoras, och kliniska applikationer i diagno-
stik och terapi dr i utvecklingsfas. Férsok diar cancerspecifika
peptider laddats pa kroppsegna exosomer for cancerterapi
hos ménniska pagar [1]. Exosomers protein- och RNA-inne-
hall kommer ocksa snart att kunna anvindas som biomarko-
rer vid flera sjukdomar, tex olika former av cancer. Eftersom
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Figur 1. Exosomerna bildas i multivesikuldra kroppari cellens endo-
somala organeller. Schematisk presentation av exosombiogenesen.
Notera att bade cellmembranbundna proteiner och proteiner direkt
fran Golgiapparaten skickas till sena endosomer for att processas
och utséndras i/pa exosomer. Membranbundna proteiner har sam-
ma struktur och orientering i cellmembranet och exosommembranet.
MVB =multivesikuldr kropp. Kélla: Mincheva-Nilsson L [21].

exosomer ir naturliga vektorer for 6verforing av RNA fran en
celltill en annan, kan de anvindas som bérare avnya RNA-ba-
serade likemedel eller som vesiklar i vilka genterapivektorer
kan introduceras.

Exosomerna bildas i cellens endosomala maskineri
Endocytos dr den mekanism genom vilken cellmembranmo-
lekyler som lipider och proteiner jimte material fran det ex-
tracelluldra rummet internaliseras och omdirigeras till olika
subcelluldra destinationer. Exosombiogenesen presenteras
schematiskt i Figur 1. Proteiner som processas och utséndras
via exosomer kan skickas till cellens endosomala organeller
pa tva sitt: antingen fran cellmembranet genom internalise-
ring/recirkulering av membranbundna proteiner via speciali-
serade lipidrika omraden i cellmembranet (lipidflottar [lipid
rafts]) eller direkt efter nyproduktion i Golgiapparaten.
Cellmembranet bestar av ett dubbellager av fosfolipidmoleky-
ler, vilket bildar ett kontinuum dar olika membranproteiner
dr bundna.

Detfinns en funktionell heterogenitet i cellmembranet som
utgors av lipidflottarna, som dr specifikt berikade med sfingo-
myelin och kolesterol och som dirmed ger dem dess sarart.
Dessa membranella lokus attraherar selektivt olika proteiner
involverade i intercellulir kommunikation och signaléverfo-
ring [2].

Initialt invagineras en lipidflotte i cellmembranet till en in-
tracellulér blasabendmnd »tidig endosome«. Intraluminala ve-
siklar bildas intracellulirt i »sena endosomer« genom att en-
dosomens membran invagineras pa flera stéllen och bildar en
sk multivesikulidr kropp (MVB [multivesicular body]). Vid den
forsta invaginationen kommer utsidan av cellmembranet att
viandas inat i endosomen. Foljande invaginationer som leder
till bildning av multiveskulidra kroppar gor dock att de mindre
intraluminala vesiklarna (dvs dnnu inte frisatta exosomer) i
MVB har en normal membrantopologi, dar de dubbla invagi-
nationerna gor att membranet far den ursprungliga sidan ut.

Detta specifika sétt att generera mikrovesiklar ar karakte-
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ristiskt for exosomer och innebir att proteiner som processas
och utséndras via exosomer behéller sin orientering och tre-
dimensionella struktur och dirmed sina biologiska egenska-
per och funktioner.

Sedermera sammansmélter MVB-membranet med cell-
membranet och frisitter de intraluminala vesiklarna till det
extracelluldra rummet, varefter de benimns exosomer. Exo-
somer har en sfiarisk form med karakteristiskt utseende (Fi-
gur 2), de innehaller ett membran anrikat med sfingomyelin,
kolesterol och tetraspaniner och dr 30-100 nm stora [3].

De selekterade proteiner som finns i den ursprungliga flott-
delen fran cellmembranet kommer ocksa att finnas i exoso-
mens membran. En del av dessa proteiner ar ligander, och
dessa har affinitet till andra receptorer pa andra celler. Detta
kan sédledes forklara varfér manga exosomer ir malsokande,
dvs att de fastnar pa celler med limpliga ytreceptorer, precis
som vita blodkroppar kan fista till en viss receptor pa endote-
let. Det har visat sig att exosomer har ett specifikt innehall av
proteiner liksom av RNA av olika sorter. Nyligen visades att de
kan innehélla &ven DNA-fragment. Exosomerna avspeglar
modercellen som har producerat dem, och deras innehall f6r-
indras beroende pa modercellens aktuella tillstand, t ex akti-
veringsgrad eller niva av cellulir stress.

Exosomers interaktionsformaga med andra celler
Exosomer har ytterst varierande biologiska funktioneri olika
cellsystem. Man har hittills pavisat allt fran immunstimule-
rande och immunhdmmande processer till reglering av koa-
gulationskaskaden, metastasreglerande och kardiella funk-
tioner.

Begreppet exosomer myntades 1987 [4]. Men 10 ar tidigare
beskrevs nyuppticktavesiklariprostatasekret (prostasomer)
[5], som kan binda till spermier, sannolikt via specifika adhe-
sionsmolekyler [6]. Dessa vesiklar tillhor exosomfamiljen.
Spermien som fraimmande cell ges ett skydd i kvinnans geni-
taltrakt via ett prostasomalt ytprotein (CD59, som desarme-
rar komplementsystemet). Maligna celler far dirmed dock ett
ofértjant skydd, eftersom CD59 kan 6verforas dven till can-
cerceller.

Tarmepitelet kan frisitta exosomer som 6kar immunolo-
gisk tolerans och férhindrar allergisk sensibilisering mot f6-
doimnen. Denna form av exosom benamns tolerosom [7].
Detta system bidrar troligen till fenomenet »oral tolerans,
dvs att vi vanligen inte blir allergiska mot det vi far i oss via
mag-tarmkanalen.

Moderkakan har en riklig exosomproduktion i syncytietro-
foblastskiktet under normalgraviditet [8]. Placentaexosomer-
na ir immunsuppressiva och bér flera viktiga proteiner som
specifikt nedreglerar cytotoxiska funktioner i moderns im-
munsystem. Den kontinuerliga exosomutséndringen under
graviditeten bildar en fosternédra exosomgradient i mammans
blod, vilken l4gger sig som en skold kring fostret och placentan
och bidrar till att skydda fran angrepp frin mammans im-
munforsvar (>immune escape mechanism«) - och som &r vik-
tig for graviditetens fullbordande [9].

Nyligen beskrevs att exosomer innehaller funktionellt
mRNA och mikro-RNA, som kan skickas fran en cell till en an-
nan. Dessutom #r exosomernas RNA-innehall tydligt skilt
fran cellens eget RNA, vilket talar for specifik laddning av
RNA iexosomer [10]. Samma grupp kunde ocksé visa att exoso-
mers RNA-innehdll fordndras i samband med cellulir stress,
vilket ocksé forandrar exosomernas biologiska funktion.

Ungefir samtidigt beskrevs att exosomer fran human brost-
mjolk har férmagan att inducera sk T-regulatoriska celler (ut-
tryckande transkriptionsfaktorn Foxp3) [11], vilket kan ha
betydelse for induktion av tolerans hos ammande barn. Grup-
pen visade ocksa att brostmjolksexosomer innehéller RNA,
vilket &tminstone delvis kan férklara brostmjélksexosomer-
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Figur 2. Isolerade exosomer frén placentaexplantat. Ovre bilden:
Typisk exosommorfologi och -storlek visualiserat med negativ
kontrastfargning och elektronmikroskopi. Nedre bilden: Uttryck av
CD63 pa exosommembranet visualiserat med immunhistokemisk
guldfdrgning och immunelektronmikroskopi. Tetraspaninmolekylen
CD63 artypisk for exosomvesiklar; tillsammans med andra tetra-
spaniner forstarker CD63 det robusta, lipidrika exosommembranet.
Foto: Vladimir Baranov

Figur 3. Konfokal mikroskopibild av fibroblaster som inkuberats
med exosomer (kardiosomer) som DNA-fargats med akridinorange.
Pilen visar exosomalt/kardiosomalt DNA som inkorporerats i mal-
cellens karna. Kalla: Waldenstrom et al [13].
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nas funktion [12]. Bronkoalveolirt lavage innehaller exoso-
mer som dr proinflammatoriska hos patienter med sarkoidos
och astma.

Nyligen har man visat att kardiomyocyter kan frisitta exo-
somer/mikrovesiklar med innehall av DNA som har forméagan
att féra 6ver funktionellt DNA till mottagarceller (Figur 3),
som i dessa forsok var fibroblaster [13]. Modercellens milj6 pa-
verkar dessutom de frisatta exosomernas kvalitet och det sétt
pavilket de paverkar transfekterade mottagarceller [14].

Exosomforskningens framtid dr ljus och spannande
Cellbiologi och immunologi. Eftersom exosomer och andra
extracelluldra vesiklar har omfattande biologiska funktioner,
ir det viktigt att de fortsétter att studeras utifran ett basal-
forskningsperspektiv. Vi vet tex inte exakt hur exosomer
packas med sitt biologiska innehall, hur de frisétts, hur de nar
malcellen eller hur de levererar sitt innehall, tex RNA. Dess-
utom har olika extracellulira vesiklar olika innehall, vilket
ytterligare 6kar komplexiteten i hur celler kommunicerar.

Biomarkérer vid sjukdom. Vissa exosomer uttrycker olika
specifika ytmarkorer, vilket ofta kan relateras till den exo-
somproducerande cellen. Man har visat att exosomer fran tex
prostata, melanocyter, kardiomyocyter och syncytiotrofo-
blaster alla uttrycker cellspecifika ytmarkorer. Maligna celler
verkar frisétta storre méngder exosomer &n friska celler, vil-
ket 6kar koncentrationen av tumérrelaterade exosomer i blod
och andra kroppsvétskor. Exosomer kan delta i sjukdomspro-
cesser, och man har visat att exosomer fran malignt melanom
kan forbereda lymfkortlar for metastasering [15]. Aven exoso-
mers RNA-innehall paverkas tydligt vid tumorsjukdom, vil-
ket 6kar mojligheten att anvinda dessa som biomarkérer.

Langsiktigt kan exosomer anvindas som specifika och
kénsliga markorer, t existéllet for PSA vad giller prostatacan-
cer [16]. For nirvarande bedrivs omfattande forskning for att
utnyttja exosomer i cirkulationen som biomarkérer for pros-
tatacancer, ovarialcancer, malignt melanom och hjarntumo-
rer. Sannolikt foljs dessa snart avandra tumorformer. Dessut-
om kan man tdnka sig att anvinda exosomer som biomarkorer
for autoimmuna eller andra inflammatoriska sjukdomar och
vissa hjartsjukdomar. Férhoppningsvis skulle exosomer kun-
naanvindas bade fér mer riktad diagnostik (t ex for att identi-
fiera specifika onkogenmutationer vid tumoérsjukdom) och
for att folja den kliniska effekten av behandling.
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Terapi. I en framtid kan man foérutse att exosomen inte bara
far diagnostisk betydelse utan &ven blir ett redskap i terapin.
Det finns redan tekniker for att fylla liposomer med innehall
av molekyldrbiologisk karaktir, och kliniska terapiférsok pa-
gar vid tex familjir amyloidos. Ytterligare ett kliniskt exem-
pel pa terapi dr behandling av paroxysmal nokturn hemoglo-
binuri (PNH).

Man kan forutsitta att exosomer d&ven kommer att kunna
fyllas med 6nskade signalsubstanser, DNA-sekvenser, inhibe-
rande/»silencing« RNA etc for genmodulering av arftliga
sjukdomar eller tumorsjukdomar [17, 18]. Med ritt ytmoleky-
ler blir de malsdkande till det sjuka organet, dir deras inne-
hall frisitts. Redanidagvet man att exosomer kan transfekte-
ra andra celler och att deras innehall fors 6ver till malcellen
och att dess innehall av RNA och DNA transporteras till mél-
cellen med fordndrad cellfunktion som resultat. Nyligen visa-
de en grupp vid Harvard Medical School och Umed universitet
att introduktion av genterapivektorer med adenovirus i exo-
somer dr en lovande vig att savil malsoka pa ett mer precist
siatt som effektivisera intracelluldra vektorleveransen och
komma ifran o6nskade biverkningseffekter vid genterapi [19].

Ett annat alternativ for terapi ér att avldgsna eller motverka
produktionen av cancercellsexosomer, som alltsa stinger av
kroppens eget cancerforsvar.

Sokning pa PubMed med sbéktermerna »exosomes« och
»function« avslsjar i dag 6ver 1200 publikationer. Ar 2011 var
antalet publikationer 202, ar 2006 65 och ar 2001 var antalet
12. Filtet viixer saledes fér nirvarande explosionsartat. Trots
detta dr okunskapen fortfarande stor, men forskare inom om-
radet dr 6vertygade om den cellbiologiska och kliniska rele-
vansen av detta signalsystem. En 6versiktsartikel om exoso-
mers biogenes och funktionsmekanismer inom det kardio-
vaskuléra filtet publiceras i borjan av 2014 [20]. En interna-
tionell férening for studium av extracelluldra vesiklar har
bildats (International Society for Extracellular Vesicles
[ISEV]), och féreningen utger en specialtidskrift med namnet
Journal of Extracellular Vesicles.

B Potentiella bindningar eller jdvsforhallanden: Jan Létvall har ett
vdntande patent inom omrddet.

|
LAS MER Fullstindig referenslista och engelsk sammanfattning
Lakartidningen.se

between cells. Nat Cell Biol. 16. Tavoosidana G, Ronquist G, Dar-
2007;9(6):654-9. manis S, et al. Multiple recognition

11. Admyre C, Johansson SM, Qazi assay reveals prostasomes as pro-
KR, et al. Exosomes with immune mising plasma biomarkers for
modulary features are present in prostate cancer. Proc Natl Acad Sci
human breast milk. J Immunol. USA.2011;108(21):8809-14.
2007;179(3):1969-78. 17. lvarez-Erviti L, Seow Y, Yin H, et

12. Lasser C, Alikhani VS, Ekstrom K, al. Delivery of siRNA to the mouse
etal. Human saliva, plasmaand brain by systemic injection of tar-
breast milk exosomes contain geted exosomes. Nat Biotechnol.
RNA: uptake by macrophages. J 2011;29(4):341-5.

Transl Med. 2011;9:9. 18. El-Andaloussi S, Lee Y, Lakhal-

13. Waldenstrom A, Gennebick N, Littleton S, et al. Exosome-media-
Hellman U, et al. Cardiomyocyte ted delivery of siRNA in vitro and
microvesicles contain DNA/RNA invivo. Nat Protoc.
and convey biological messages to 2012;7(12):2112-26.
target cells. PLoS One. 19. Maguire CA, Balaj L, Sivaraman S,
2012;7(4):e34653. etal. Microvesicle-associated AAV

14. Genneback N, Hellman U, Malm L, vector as anovel gene delivery sys-
etal. Growth factor stimulation of tem. Mol Ther. 2012;20:960-71.
cardiomyocytes induces changes 20. Waldenstrom A, Ronquist R. The
in the transcriptional contents of role of exosomes in myocardial
secreted exosomes. J Extracell remodeling. Circ Res. Under publ.
Vesicles. Epub 17 maj 2013. 21. Mincheva-Nilsson L. Placental

15. Hood JL, SanRoman S, Wickline exosome-mediated immune pro-
SA.Exosomes released by melano- tection of the fetus: feeling groovy
ma cells prepare sentinel lymph in a cloud of exosomes. Expert Rev
nodes for tumor metastasis. Can- Obstet Gynecol. 2011;5:619-43.
cer Res. 2011;71:3792-801.

—



Lékartidningen

KLINIK & VETENSKAP OVERSIKT

ESUMMARY

Small vesicles were first described in prostatic and seminal fluids
more than 30 years ago [5]. They were called prostasomes and are
members of the same family now called exosomes. All cells in the
body can release extracellular vesicles that function as intercellu-
lar messengers. The smallest of these, exosomes, are produced

by almost all types of cells in the body and exist in all body fluids.
Exosomal signalling takes place in two different ways: either with

a cargo of functional proteins and/or by transfection of functional
RNA molecules from one cell to the cytoplasm of another, or by
ligand-receptor mediated interactions between molecules of the
exosome membrane and the cellular membrane of the target cell.
The importance of exosomes both in health and disease is rapidly
acknowledged and clinical applications in diagnosticts and therapy
are under development. The content of proteins and nucleic acids
of exosomes will soon be used as bio markers for different diseases
such as cancer and cardiac disease. Clinical tests are ongoing where
exosomes are used as natural vectors for cancer specific peptides in
the treatment of cancer. Exosomes will most probably soon be used

in therapy by using them as natural vectors for new RNA based thera-

pies and also for follow up of therapy.



