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En upptackt fran forskare vid Lunds universitet utmanar en tidigare obestridd konsensus om
beta-amyloid i Alzheimers sjukdom. Experimenten genomférdes i samarbete med synkotron-

ljusanlaggningen Max IV i Lund.

Alzheimers sjukdom édr den vanligaste orsaken till
demens. I tidiga stadier drabbas nirminnet, men allt eftersom
sjukdomen fortskrider blir den drabbade helt beroende
av vird och hjilp, dven vid de mest simpla vardagssyss-
lor. Sjukdomen beskrevs forsta gdngen i bérjan av
1900-talet av den tyska neuropsykiatrikern Alois Alzhei-
mer, efter att han undersdkt en patient med mycket svir
forvirring och minnesférlust. Nir hans patient slutligen
avled ldt han undersoka hjirnan och beskrev sina fynd
vid en konferens 1906. D4 beskrevs for forsta gingen de
specifika skador pd hjirnan som kallas plack. Dessa be-
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stod av en dd dnnu okind substans. Nu vet man att
dessa amyloida plack till stor del bestir av peptiden be-
ta-amyloid. Beta-amyloid bildas genom sekventiell klyv-
ning av proteinet beta-amyloid prekursor protein, eller
APP som det forkortas. Ansamling och aggregering av
beta-amyloid tros vara en drivande orsak till sjukdoms-
framskridandet i Alzheimers sjukdom, en teori som be-
nimnts den amyloida kaskadhypotesen."” Terapier som
minskar produktionen av beta-amyloid har dirfor testats
i hopp om att bromsa, eller till och med stoppa sjuk-
domsprocessen. Likemedelsforsok har genomforts i



lEers

syfte att himma beta-amyloidproducerande enzymer.
Aven vaccinering mot beta-amyloid har testats, i syfte
att immunforsvaret ska rensa bort peptiderna innan de
blir skadliga. Flera av dessa terapier har misslyckats 1 kli-
niken. Inte bara pd grund av bristande effekt; en del av
dem har varit direkt skadliga for patienterna.’

“Trots 6ver hundra drs forskning
dr mycket annu okint kring de
tidigaste stadierna av Alzheimers

sjukdom.”

TYDLIGA FORANDRINGAR SKER INNAN PLACK UPPSTAR

Trots 6ver hundra drs forskning dr mycket dnnu okint
kring de tidigaste stadierna av Alzheimers sjukdom. Hur
plack uppstir dnnu inte kartlagt. Dirfor ville vi studera
de tidiga forindringar i1 hjirnan som sker innan plack
uppstdr. For detta anvindes transgena mdss som mani-
pulerats genetiskt for att utveckla Alzheimers sjukdom.
De hir mossen utvecklar bidde plack och minnespro-
blem." Icke-transgena méss anvindes som kontroller.

For att undersoka dessa tidiga stadier av sjukdomen
samarbetade vi med Max IV-laboratoriet 1 Lund, diir en
metod som kallas mikro-Fourier-transform-infrarod-
spektroskopi (mikroFTIR) anvindes. Metoden syftar till
att studera absorption av infraréd strdlning, vilket ger
information om proteiners seckundirstruktur.” Sekun-
ddrstruktur uppstdr med hjilp av inter- och intramole-
kylira vitebindningar mellan peptidkedjorna i protei-
ner. Vid studier av amyloid idr di betaflaksignaler intres-
santa eftersom det visats att amyloid 4r organiserat i
betaflak. Méssen studerades vid en, tvd och tre mina-
ders alder. Vid en manads dlder hade de transgena méss-
sen samma sckundirstruktur som de icke-transgena
mossen. Vid tvd manaders dlder visade mikroF TIR-sig-
nalen att proteinernas sckundirstruktur hade dndrats
och att de nu hade bildat betaflak vilket inte férekom
hos de icke-transgena mossen. Vid tre mdnaders dlder
hade méssen en mycket stark betaflaksignal [se Figur
la]. For att underséka om denna signal kom frin amy-
loida plack, firgades de intilliggande histologiska snit-
ten in med olika antikroppar samt kemikalien tioflavin-S
[se Figur 1Ib och lc|. Vad som uppticktes var éverras-
kande; vid tvd manaders dlder visade infirgning med
antikroppar att mingden beta-amyloid 6kat, men inte
mingden fibriller. Vi noterade idven att infirgnings-
monstret inte var forenligt med plack. Vid tre mdnaders
alder var placken dock fullt synliga, bdde med antikroppar
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1a) Visar representativa betaflaksignaler fran histologiska snitt. Notera hur betaflaksignalerna uppkommer vid tva manaders alderi

transgena moss, men att vildtypsmossen inte alls far dessa.

1b) Visar intilligande histologiska snitt infargade med thioflavinS (ThS) som binder in tillamyloida strukturer. Har ser vi att ThS forst ger
signalitre manader gamla transgena moss. En och tvd ménader gamla m&ss &r helt utan signal.

1c) Visar samma histologiska snitt infargade med en konformationsspecifik antikropp (OC) riktad mot amyloida strukturer. Aven har ses
enbartinfargning i tre mdnader gamla transgena moss (métstickan motsvarar 50 mikrometer).

och tioflavin-S. Detta dr mycket spinnande, eftersom det
innebir att tidigare stadier 1 aggregationsprocessen av beta-
amyloid nu kan observeras med mikroFTIR jimfért med
infirgning med antikroppar och tioflavin-S. Dessa tidiga
processer har inte heller varit mojliga att observera med hyilp
av andra metoder, sdsom PET och in vivo-multifotonspek-
troskopi. Dir har det tidigare rapporterats om plack som ver-
kar dyka upp inom ett dygn for att sedan viixa till full storlek
pé endast ett par dagar.®

AR BETA-AMYLOIDS NORMALA KONFORMATION

EN TETRAMER?

Nista steg var att ta reda pd vilken typ av férindringar
som sker 1 hjirnan pd dessa méss, innan placken bildas.
Dock innebir manga vedertagna metoder att proteinets
naturliga struktur férindras i experimentprocessen. [
detta avseende dr mikroFTIR en bra metod d& den inte
péverkar strukturen av beta-amyloid. Dessutom anvin-
des bl nativ polyakrylamid gel-elektrofores (BN-PAGE),
ddr proteiner separeras baserat pa storlek, liksom vid
annan elektrofores. I BN-PAGE behélls dock vissa fysiska
interaktioner mellan proteiner. Genom att studera mus-

hjirnor med BN-PAGE upptiicktes forst att fler aggregat
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av beta-amyloid med hég molekylirvike dék upp vid tva
och tre manads dlder dn vid en manads &lder. Vi blev
dock vildigt férvinade nir vi med denna metod upp-
tickte att beta-amyloid inte verkade existera som en
monomer utan som en tetramer i sin naturliga form.

“Vi blev dock vildigt forvinade
ndr vi med denna metod upptickte
att beta-amyloid inte verkade exis-
tera som en monomer utan som

en tetramer 1 sin naturliga form.”

Dessutom verkade denna tetramer férsvinna nir de
transgena mdossen blev tvd och tre minader gamla, det
vill siga vid den tidpunkten di betaflaksignalerna for-
indras och beta-amyloid aggregerar, s som vi tidigare de-
monstrerade med mikroF TIR.




"Genom anvindning av metoder
som minimalt pdverkar proteiners
struktur och konformation har vi
visat att beta-amyloid aggrege-
rar och formar betaflakstrukturer
mnan plack uppstdr.”

SYNAPSER FORSTORS VID ANSAMLINGEN

AV BETA-AMYLOID

For att ta reda pd var denna ansamling av beta-amyloid sker,
firgades beta-amyloid in 1 hjirnsnitt frin de en, tva och tre
ménader gamla transgena mossen, tillsammans med anti-
kroppar mot det postsynaptiska proteinet drebrin och det
presynaptiska proteinet synaptophysin. Dessa experiment vi-
sade att beta-amyloid verkar ansamlas forst postsynaptiskt,
men med stigande 8lder dven presynaptiskt. Vid tre mna-
ders dlder var det tydligt att synapserna var svullna och de
verkade ha tagit skada av beta-amyloidansamlingen.

KAN MAN UTVECKLA NYA BEHANDLINGAR

MED DEN HAR KUNSKAPEN?

Vid en annan amyloid sjukdom, familjir amyloid polyneu-
ropati (FAP), ansamlas och aggregerar proteinet transtyretin
i perifera delar av nervsystemet. Forskning har visat att tran-
styretin normalt sett bildar en tetramer, men att strukturen
stors vid FAP. Detta leder till att proteinet ansamlas och for-
lorar sin naturliga funktion och aggregerar. Vad som ir vil-
digt intressant ir att ett likemedel som stabiliserar den nor-
mala konfigurationen av transtyretin har utvecklats.” Detta
likemedel har fungerat vill 1 kliniska prévningar och ir i dag
den enda behandling som lyckats bromsa en amyloid sjuk-
dom. Vir forhoppning ir att genom grundlig kartliggning
av de naturligt férekommande beta-amyloida tillstdndet(en)
kunna utveckla en liknande strategi som skulle kunna an-
vindas for att behandla Alzheimers sjukdom.

SAMMANFATTNING

Genom anvindning av metoder som minimalt pdverkar pro-
teiners struktur och konformation har vi visat att beta-amy-
loid aggregerar och formar betaflakstrukturer innan plack
uppstér. Vi visade dven att en typ av beta-amyloid med ldg
molekylvikt férsvinner vid denna tidpunkt. Var metod visar
att denna typ av beta-amyloid till form, storlek och egenska-
per, verkar vara en tetramer. Det dr tinkbart att man med
denna vetskap samt efter vidare kartliggning av beta-amy-
loid, kan skapa nya likemedel som stabiliserar tetramerstruk-
turen av beta-amyloid och pd sd vis i slutindan skydda hjir-
nan mot de skadliga beta-amyloidformerna.
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