Alzheimers

Molekylara kameleonter satter

Upptackter av forskare vid Linkdping universitet visar att Alzheimerspatologi ar mer
komplex an man tidigare forstatt och dppnar upp for utvecklingen av en mer avancerad
molekyldr diagnostik av Alzheimers sjukdom. Experimenten som genomférdes i samarbete
med ett antal internationella forskargrupper, beskrivs i denna artikel av Peter Nilsson,
professor i organisk kemi, och Per Hammarstrom, professor i proteinkemi, bada vid

Linkdpings universitet.

Ansamlingar och aggregat av felveckade proteiner,
s& kallade plack, trassel och inklusionskroppar, kan observe-
ras 1 hjidrnan hos patienter med en mingd olika neurodege-
nerativa sjukdomar, sisom Alzheimers och Parkinsons sjuk-
dom. Dessa proteinaggregat uppkommer ménga ar innan de
kliniska symtomen kan upptickas och tros vara en underlig-
gande orsak till sjukdomsframskridandet i dessa sjukdomar.
Markérer, sd kallade ligander, som kan identifiera protein-
aggregat har utvecklats med syftet att diagnostisera sjukdo-
marna si tidigt som méjligt. I dag anvinds exempelvis Pitts-
burgh compound B (PIB) for att detektera proteinaggregat
bestdende av amyloid-beta med hjilp av positronemissionsto-
mografl (PET) som ett komplement for att diagnostisera Alz-
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heimers sjukdom och 18F-AV-1451 samt 18F-THK5351 for
neurofibrillirt trassel av tau."” Frin ett forskningsperspektiv,
ir dessa ligander dven essentiella for att studera och forstd de
grundliggande molekylira och cellulira mekanismerna som
ligger till grund for dessa sjukdomar. Under ménga dr har
likemedelsforetag arbetat med behandlingsstrategier att ren-
sa ut amyloida plack som behandling av Alzheimers sjuk-
dom. Under 2017 var 105 behandlingar i klinisk prévning.’
Av dessa var 70 procent sjukdomsférindrande varav majori-
teten var riktade mot minskning av amyloid-beta. Tyvirr har
dessa strategier inte nitt de kliniska méilen i de prévningar
som gjorts.



Alzheimers sjukdom i nytt ljus

"Nar oligotiofenen binder till ett
proteinaggregat sander den ut en
unik faérg, vilket innebar att aggre-
gatet kan visualiseras med hjalp
av fargen fran liganden.”

OLIKA VARIANTER AV PROTEINAGGREGAT

Trots minga rs forskning sd kvarstdr det minga frigor an-
giende hur proteinaggregat bildas samt hur de ser ut, det vill
siga vilken struktur de har. De senaste dren har manga forsk-
ningsstudier visat att ett enskilt protein kan bilda olika struk-
turvarianter av proteinaggregat.' Denna s kallade aggregat-
polymorfism har tidigare observerats f6r prionproteinet, som
orsakar bland annat Creutzfeldt-Jakobs sjukdom och Kuru.
I prionsjukdomar har man visat att olika prionaggregat kan
ge upphov till olika typer av stammar av prioner som angri-
per olika delar av hjirnan samt ger upphov till varierande
sjukdomsbilder. Ursprungligen ansdgs variationen av sjuk-
domsbilder och den uppenbara skillnaden av dessa stammar

vara ett starkt argument {or att prionsjukdomar orsakades av
virus. S3 ir inte fallet utan det ir strukturen hos prionpro-
teinaggregaten som ir kopplade till denna variation. Nyligen
visade man att patienter med olika klinisk bild av Alzheimers
sjukdom sannolikt hade olika dominerande typer av amyloid-
beta-aggregat.’ Denna slutsats framkom efter biofysikaliska
studier av amplifierade amyloid-beta-aggregat i provrér ym-
pade fran fibriller frin patientmaterial.

KAMELEONTLIGANDER SOM SARSKILJER AMYLOID-BETA-
AGGREGAT

Finns det dd en variation av amyloid-beta-aggregat i hjirnan
hos patienter med Alzheimers sjukdom? For att studera det-
ta anvindes en typ av "kameleontligander” som vi utvecklat
vid Link6pings universitet. Dessa ligander, som kallas oligo-
tiofener, kan finga upp ljus och direfter skicka ut ljus, sd
kallad fluorescens, med olika firger. Nir oligotiofenen binder
till ett proteinaggregat sinder den ut en unik firg, vilket
innebir att aggregatet kan visualiseras med hjilp av firgen
fran liganden. Till skillnad frin traditionella ligander som i
princip endast pdvisar forekomsten av proteinaggregat, kan
oligotiofenerna sirskilja olika typer av proteinaggregat.® Ef-
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FIGUR 1A) MOLEKYLSTRUKTURER AV OLIGOTIOFENERNA LIGAND 1 (QFTAA) OCH LIGAND 2 (HFTAA).

Schematisk bild av fordelningen av fluorescensintensitet fran ligand 1 och ligand 2 fran k&rnan i amyloid-beta-plack i patienter med Alz-
heimers sjukdom. Olika patientgrupper uppvisar varierande férdelning av ligandernas infargning. Grupperna av sporadisk Alzheimers
sjukdom (sporadisk AD) och familjara fall av Alzheimers sjukdom med PSEN1-mutationer och ABPP-mutationer &r markerade i olika farg-

falt. Bilden ar forenklad fran originaldata.®

FIGUR 1B) MOLEKYLSTRUKTURER AV OLIGOTIOFENERNA QFTAA-CN OCH BTVBT2.
Fluorescensmikroskopibild av ett histologiskt preparat frdn en patient med Alzheimers sjukdom. Bilden &r framtagen med hyper-
spektralmikroskopi som sérskiljer amyloid-beta-aggregat infargad med gFTAA-CN (ljusbld) och tau-aggregat infargad med bTVBT2

(orange).

tersom ligandens fiirg varierar beroende pd strukturen den
binder till, kan den liknas vid en kameleont, dirav begreppet
“kameleontligander”. Forskaren Sofie Nystrom som arbetar
1 vdrt laboratorium, fann att en kombination av tvi oligotio-
fener (QFTAA och hFTAA) [Figur la] pavisade tidigare
okinda forindringar hos amyloid-beta-aggregat i musmodel-
ler dir konformationsférindringar inom plackets kiirna gt
rum flera ménader efter att aggregaten bildats.” Denna me-
tod okade ytterligare kontrasten mellan olika former av amy-
loid-beta-aggregat. Tillsammans med forskargrupper frin
Tyskland, Sverige (Géteborg), Colombia, England och USA,
testades denna metod med kombinerade oligotiofener pa
hjirnvivnad frin patienter diagnostiserade med Alzheimers
sjukdom.® Kohorten inkluderade vivnad frin patienter med
familjira mutationer i presenelin 1 (PSENT1)- och ABPP-
generna eller sporadiska former av Alzheimers sjukdom. De
histologiska snitten avbildades med fluorescensmikroskopi
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och olika firger kunde observeras frin kirnan av amyloid-
beta-placken. Vid en djupgdende analys kunde man se olika
infirgningsménster mellan amyloid-beta-aggregat frin spo-
radisk respektive familjir Alzheimers sjukdom [Figur 1a].
Mbonstren uppvisade en mycket stor variation som sirskilde
enskilda patienter och patientgrupper som bildade kluster.
Liganderna visade idven tydlig infirgning av amyloid-beta-
ansamlingar 1 hjirnvivnad frin en patient som tidigare visat
sig negativ fér PIB. Denna patients aggregat uppvisade an-
norlunda oligotiofeninfirgning i jimférelse med sporadisk
Alzheimers sjukdom vilket stirker hypotesen att det ir agg-
regatpolymorfism som orsakar g PIB-bindning.

VAD AR SKILLNADEN MELLAN AMYLOID-BETA-
AGGREGATEN?

Nista steg var att ta reda pd om de olika typerna av infirg-
ningsmonster kunde korreleras till nigra andra faktorer som



man tror har att géra med amyloid-beta-ansamlingar 1 hjir-
nan. Det fanns ingen korrelation mot apolipoprotein E
(ApoE) genotyp, dlder vid dédsfallet, postmortem intervall.
Inte heller korrelerade ménstret tydligt mot total amyloid-
beta-ansamling eller ratiot mellan AB40/42 i aggregaten trots
att familjira mutationer ofta skiftar denna amyloid-beta-pro-
duktion. Det verkar sdledes vara just strukturvariationen som
ir avgorande for hur fallen grupperas. Ett experiment for att
stirka denna hypotes gjordes dirfor genom att hiirma prion-
filtets forskning. Aggregat frin olika patientgrupper ympa-
des in 1 unga genetiskt identiska transgena méss som over-
producerar minskligt amyloid-beta. Mdssens aggregat som
bildades vid denna ympning liknande monstret som obser-
verades 1 originalpatienten. Hirvid har alltsd ympen verkat
som en mall fér nybildning av amyloid-beta-aggregat dir
strukturen replikeras i virddjuret likt hur prionstammar ut-
vecklas.

LIGANDER MOT OLIKA TYPER AV PROTEINAGGREGAT

I Alzheimers sjukdom kan man férutom amyloid-beta-
aggregat dven se annan typ av proteinaggregat, si kallat neu-
rofibrillirt trassel, som bestdr av proteinet tau. Samspelet
mellan dessa patologiska proteinaggregat ir inte helt klarlagt,
men ansamlingar av tau kan ocks4 hittas vid en grupp mind-
re vanliga tillstind sdsom progressiv supranukleir pares, kor-
tikobasal degeneration, samt vissa former av frontotemporal
demens och chronic traumatic encephalopathy som kan upp-

std hos individer som fatt vild mot huvudet vid upprepade
tillfillen. Vid tidigare studier har vi identifierat en ligand,
q-FTAA-CN, framtagen av forskaren Marcus Bick i vért
laboratorium [Figur 1b]. Denna ligand binder selektivt till
amyloid-beta-aggregat och for att identifiera en ligand som
istéillet binder till neurofibrilliirt trassel av tau, modifierade
kemisten Hamid Shirani denna ligand genom att introdu-
cera nya kemiska byggblock, bTVBT?2 [Figur 1b].” For att
undersdka om dessa nya ligander, bT VBT, selektivt detek-
terade tau-ansamlingar, firgades hjirnsnitt frin patienter
med Alzheimers sjukdom. Dessa experiment visade selektiv
infirgning av tau-aggregat och i kombination med den amy-
loid-beta-aggregat-selektiva liganden, kunde man tydliga sir-
skilja de tva olika aggregattyperna i hjiarnvivnaden [Figur
1b]. Selektiviteten har dven bekriftats med antikroppar mot
tau respektive amyloid-beta. Sammantaget visade vdra stu-
dier att det ir fullt méjligt att kemiskt skriddarsy smamole-
kylira ligander som binder till proteinaggregat som bestdr av
olika typer av proteiner.

KAN MAN UTVECKLA NY DIAGNOSTIK ELLER BEHANDLING
MED DENNA KUNSKAP?

Vira uppticker har flertalet konsekvenser f6r diagnostik och
eventuell behandling av Alzheimers sjukdom. Den individu-
ella variationen i aggregattyper ir antagligen en komplice-
rande faktor nir man ska bestimma distributionen och gra-
den av amyloid-beta- och tau-ansamlingar med PET-avbild-
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ning hos patienter med Alzheimers sjukdom. Dirmed kom-
mer det sannolikt att behdvas ett antal olika ligander for att
erhélla en sd korrekt diagnostik som mojligt. Ett utékat bib-
liotek av ligander for PET-avbildning skulle dven leda till att
nya potentiella behandlingsformer skulle kunna f6ljas upp pa
ett mer detaljerat sitt. Variationen i aggregattyper mellan
olika patienter med Alzheimers sjukdom kommer sannolikt
ocksd innebira att ett flertal olika behandlingsstrategier kom-
mer att behdvas for att neutralisera aggregaten och spridning-
en av dessa. Exempelvis kan en monoklonal antikropp riktad
mot amyloid-beta kinna igen ett fital olika aggregat som
bara finns hos en specifik grupp av patienter, vilket skulle
innebira att det skulle vara en fordel att anviinda en kombi-
nation av olika antikroppar for att sld mot s manga former
av amyloid-beta-aggregat som méjligt. I framtiden kommer
vi dven att undersika den terapeutiska potentialen hos sma-
molekylira ligander eftersom liknande ligander har visat en
terapeutisk effekt mot prionsjukdomar.”Fran ett diagnostiskt
perspektiv, kommer vi dven underséka om ligander kan an-
viindas for att kartligga forekomsten av olika proteinaggregat
1 cerebrospinalvitska eller blod. Vir férhoppning ir att ge-
nom grundlig kartliggning och kemisk optimering av en
mingd olika ligander kunna utveckla en arsenal av verktyg
som skulle kunna anviindas for att diagnostisera och behand-
la Alzheimers sjukdom och liknande neurodegenerativa sjuk-
domar.

“Ett utdkat bibliotek av
ligander f&r PET-avbildning
skulle aven leda till att nya
potentiella behandlingsformer
skulle kunna f6ljas upp pa ett
mer detaljerat satt.”

SAMMANFATTNING
Genom anvindning av ligander som binder till olika former
av aggregerade protein har vi visat att det finns en variation
av olika typer av amyloid-beta-aggregat hos patienter med
sporadisk eller familjir Alzheimers sjukdom. Vi visade dven
att det gir att skriddarsy ligander som selektivt binder till
olika proteinaggregat, sisom amyloid-beta eller tau. Det ir
fullt majligt att man med denna vetskap kan skapa nya diag-
nostiska verktyg samt nya likemedel som riktas mot en viss
typ av proteinaggregat och dirmed f3 en bredare arsenal av
diagnostiska och terapeutiska alternativ for att forstd och be-
handla Alzheimers sjukdom.

42 neurologi i sverige nr2-18

REFERENSER
1. Klunk WE, et al. Imaging brain amyloid in Alzheimer’s disease
with Pittsburgh Compound-B. Ann Neurol. 2004; 55(3):306-19.

2.HaradaR, et al. Characteristics of Tau and Its Ligands in PET Ima-
ging. Biomolecules. 2016; 6(1):7.

3. Cummings J, et al. Alzheimer’s disease drug development pi-
peline: 2017. Alzheimers Dement (N Y) 2017; 3(3): 367-384.

4.Fandrich M, et al. Amyloid fibril polymorphism: a challenge for
molecularimaging and therapy. J Intern Med. 2018; 283(3):218-237.

5. Qiang W, et al. Structural variation in amyloid-B fibrils from
Alzheimer’s disease clinical subtypes. Nature 2017; 541(7636):217-
221.

6. Klingstedt T and Nilsson KPR, Luminescent conjugated poly-
and oligo-thiophenes: optical ligands for spectral assignment
of a plethora of protein aggregates. Biochem Soc Trans. 2012;
40(4):704-10.

7.Nystrom S, et al. Evidence for age-dependent in vivo confor-
mational rearrangement within Ap amyloid deposits. ACS Chem
Biol. 2013; 8(6):1128-33.

8.Rasmussen J, et al. Amyloid polymorphisms constitute dis-
tinct clouds of conformational variants in different etiological
subtypes of Alzheimer’s disease. Proc Natl Acad Sci U S A. 2017;
114(49):13018-13023.

9. Shirani H, et al. Synthesis of Thiophene-Based Optical Ligands
That Selectively Detect Tau Pathology in Alzheimer’s Disease.

Chemistry. 2017; 23(67):17127-17135.

10. Herrmann US, et al. Structure-based drug design identifies

polythiophenes as antiprion compounds. Sci Transl Med. 2015;
7(299):299ra123.

PETER NILSSON
Professor i organisk kemi, Link6pings universitet
peter.r.nilsson @liu.se

PER HAMMARSTROM
Professor i proteinkemi, Linkopings universitet
per.hammarstrom@liu.se





