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Har kemisk reaktions- |
kinetik nagon relevans
for Alzheimers sjukdom?



Aggregering av amyloid B-protein har kopplats till upp-
komst och progression av Alzheimers sjukdom. Hittills

har kunskaperna om de molekyldra mekanismerna bakom
aggregeringsprocessen varit begransade. En ny metod har
anvants for att identifiera de mikroskopiska delstegen i
forloppet och kan ligga till grund vid utveckling av nya
specifika bromsmediciner. | denna artikel beskrivs metoden
av Sara Snogerup Linse, professor i fysikalisk kemi

och molekyldr proteinvetenskap, Lunds universitet.

Alzheimers sjukdom drabbar allt
fler individer. Det forsta fallet beskrevs
1 litteraturen 1906 av Alois Alzhemier.'
Forskare har sedan dess under manga
artionden sokt svar pa frigor som ”Vad
ir det som fir sjukdomen att starta?”,
"Hur skall diagnostiska tester vara kon-
struerade for att uppticka sjukdomen
innan det ir for sent att bota den?” och
“Kan vi hitta botemedel mot denna svi-
ra sjukdom?”. Forskning pdgir pi
ménga olika plan och man bérjar nir-
ma sig svaren pd de tre frigorna. For-
hoppningsvis kommer nigon inom den-
na mycket aktiva och diversifierade
forskning snart fram till ett genombrott.
Varfor valde di vi, som ett litet fysikal-
kemiskt laboratorium, att ge oss in 1 det-
ta redan sd heta filt i bérjan av 2010-ta-
let? Det var ju inte l6nt att gora det som
andra redan gor och gor mycket bittre
dn vi ndgonsin skulle kunna géra. Nu 1
efterhand kan det verka som att vi still-
de frigorna ”Vad gors inte idag?” och
"Ar det nigot av detta som vi skulle
kunna gora?”. Ett svar pd dessa frigor
var en detaljerad utredning av reak-

tionskinetiken for en av de underliggan-
de molekylira processerna. Och det blev
den vinkeln vi gav oss pd. Men egentli-
gen halkade vi in pd ett bananskal.

VARFOR VALDE VI ATT STUDERA
AMYLOID B-PEPTIDENS AGGREGER-
INGSPROCESS?

Aven om ingen vet exakt vilka moleky-
lira processer som fir Alzheimers sjuk-
dom att dra igdng och fortsitta, finns en
rad huvudmisstinkta processer och pro-
teiner. Ett av proteinerna dr amyloid
B-proteinet eller amyloid B-peptiden
(AB) och ett annat ir protein tau. Bland
de misstinkta proteinerna finns ocksa
en rad proteaser, som bidrar till att pro-
ducera AP fran ett membranbundet for-
stadium, samt kinaser som fosforylerar
tau bland annat si att dess laddning
indras. Enligt amyloidkaskadhypote-
sen, som introducerades av Hardy och
Higgins pd 1990-talet,” borjar sjuk-
domsférloppet med att AP aggregerar
utanfor nerveeller och det leder i sin tur
till aggregering av tau inne i cellerna
och celldéd. Dessutom pekar den kun-
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Bild 1. Aggregering av amyloid B-peptiden (AB) foljer en cyklisk mekanism som ger processen en autokatalytisk natur. Det enda steg
som kan ske vid tiden nollom man bérjar fran rena monomerer &r primér nukleering. Bade elongering och sekundér nukleering sker
med hogre hastighet sa fort en mycket liten méngd aggregat har bildats. Dérmed 6vergar processen i ett sjalvforstarkande cykliskt

beteende.

“Inom reaktionskinetik studerar man hur
fort olika reaktioner sker och vilka para-
metrar som styr hastigheten.”

skap man har idag p4 att det varken ir
monomerer av Af} eller de stora aggre-
gaten som dédar nerveeller, utan sm3
aggregat som ocksd kallas oligomerer.*
Vi skulle egentligen studera hur APs
aggregeringsprocess stors av nanopartik-
lar och det var da vi upptickte att ingen
studerat hur den ostérda processen gick
till. Vi fann massor med beskrivningar
av processen 1 litteraturen, men det vi-
sade sig vara postulerade hypoteser och 1
inget fall kunde vi hitta att den postule-
rade mekanismen utretts. Det var d& vi
halkade in pd det beromda bananskalet.

REAKTIONSKINETIK OCH REAKTIONS-
MEKANISM

Inom reaktionskinetik studerar man
hur fort olika reaktioner sker och vilka
parametrar som styr hastigheten. Nir
man letar efter en reaktionsmekanism
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ir mélet att dissekera en reaktion i de
delsteg som sker. Typiskt ir att reak-
tionshastigheten f6r varje delsteg fas av
produkten av en hastighetskonstant och
koncentrationerna av alla imnen som
reagerar i det steget. I en hypotesfri
("unbiased”) ansats att finna en reak-
tionsmekanism och underliggande has-
tighetskonstanter siitter man upp ett
mycket stort antal vilkontrollerade ex-
periment didr man vet exakt starttill-
stdnd och f6ljer sedan med limplig miit-
metod hur ndgon molekylir form som
ingdr i processen dndras som funktion
av tiden. Tricket dr att kéra om experi-
mentet minga gdnger med smé variatio-
ner 1 starttillstdndet. Sedan forsoker
man passa olika kinetiska modeller till
data. Den enklaste modell som kan pas-
sa alla data viljs ut och anviinds for att
forutsiga utfallet av nya typer av expe-

riment in dem man redan kort. Nir se-
dan dessa nya experiment kérts ser man
om den féreslagna mekanismen héller.
Vivalde 1 virt arbete att applicera denna
klassiska metod, for att utreda mekanis-
men for APs aggregeringsprocess. Vi
samarbetar med en grupp pid Cambrid-
ge University 1 England. De bygger de
kinetiska modellerna, medan vi i Lund
jobbar med att fi experimenten att
fungera i laboratoriet, men det ir ett
mycket nira samarbete dir vi hyjilper
varandra med utvecklingsidéer.

ABS AGGREGERINGSPROCESS

Vi har funnit en mekanism som passar
med alla vira data och som ocksa stimt
med alla vidare prediktioner och nya ex-
periment hittills. Denna mekanism ir
cyklisk snarare dn linjir (Bild 1) och be-
stdr av tre delsteg (mikroskopiska steg):
1) primir nukleering, ii) elongering och
i) sekundir nukleering.* Dessa mikro-
skopiska steg (Box 1-3) sker inte i en
ordnad f6ljd utan parallellt. Det ir van-
ligt att man delar in den makroskopiskt
observerbara processen i olika faser, som
till exempel kan kallas lagfas, tillvixtfas
och slutplatd (Bild 2). Ingen av dessa
makroskopiska faser kan tillskrivas ett
sirskilt mikroskopiskt steg, utan alla tre
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Box 1. Primar nukleering
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Tva eller fler monomerer slar sig samman
icke-kovalent och bildar en karna, nukleus.
Denna process kan ske i losning eller pa en
fraimmande yta, sdsom t ex en karlvagg eller
ett biologiskt membran. Den hoga
energibarridren innebir ett lagt varde pa
hastighetskonstanten. En kirna (nukleus) &r

det minsta aggregat vars tillvixthastighet &r
hogre an dess sonderfallshastighet.
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Box 2. Elongering
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Aggregat vaxer till genom addition av
monomerer. Denna process kan ske vid
andarna av amyloid-fibriller. Den mycket
laga energibarridren innebdr ett hogt varde
pa hastighetskonstanten. Processen kan ha
flera delsteg: association av monomerer pa
andan av fibrillen, foljt av konformations-
omvandling. Beroende pa férhallandena kan
associationen eller konformationsdndringen
vara hastighetsbestimmande.

Box 3. Sekundar nukleering
G
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Twva eller fler monomerer slar sig samman
icke-kovalent och bildar en nukleus. Denna
process sker pa ytan av ett redan bildat
aggregat av samma slags monomerer. Ytan
fungerar som en katalysator som sédnker
energibarridren och hastighetskonstanten
far ett hégt varde. Processen kan ha flera
delsteg: association av monomerer pa
fibrillen, nukleering pa dess yta och slutligen
frisldppning av de nya aggregat som bildats.

steg sker under alla tre faserna, fast i oli-
ka proportion.’

Om du gér lings en gata med restau-
ranger idr det mycket storre sannolikhet
att du viljer en restaurang dir det redan
ir folk, dn att du gér in 1 en tom restaur-
ang for att starta en ny folksamling. Det
finns ett stérre motstdnd att starta en ny
ansamling dn att bygga pa en som redan
finns. P4 kemiskt sprik siiger man att
energibarriiren fér nukleering (Box 1)
ir hogre in for elongering (Box 2). Vid
tiden noll finns bara en process som kan
ske 1 ett prov som bara innehéller mo-
nomer: monomerer kan associera med
varandra i 16sningen eller pd nigon yta,
sdsom provrorets viggar eller luft-vat-
ten-grinsytan. Detta kan leda till det vi
kallar primir nukleering, kirnbildning
(Box 1). En kiirna, nukleus, definieras
som det minsta aggregat vars tillvixt-
hastighet dr hogre dn dess sonderfalls-
hastighet.” Sannolikheten ir alltsd storre
att kirnan vixer vidare genom att fler
monomerer adderas till den, in att kiir-
nan faller sénder i monomerer. P4 ke-
miskt sprik ir energibarriiren for att
bilda kirnan hég och hastighetskon-
stanten dr 13g. Det delsteg som innebir
att aggregat viixer till kallas inom amy-
loidfiltet for elongering (Box 2). Nam-
net antyder att aggregaten vixer 1 hu-
vudsak pd lingden och blir vildigt
linga nélliknande aggregat som kallas
fibrer eller fibriller.

Man har linge kint till dessa bada
delsteg, primir nukleering och elonge-
ring, samt att om man tillsitter sm3

mingder av redan bildade aggregat till
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en monomerlosning si sker reaktionen
fortare.” Det nya vi funnit idr att mono-
merer av AP kan associera till ytan av
fibriller och nukleera dir. Detta kallas
seckundirnukleering (Box 3). S& fort det
finns fa aggregat 1 16sningen kommer
denna process att helt dominera 6ver
primirnukleeringen. Detta giller under
hela aggregeringsprocessen, férutom
under de allra férsta procenten av lagfa-
sen. Det giller troligen ocksd under
sjukdomstiden d& monomert och aggre-
gerat A} samexisterar. Sekundirnukle-
ering i sig dr inget nytt utan har tidigare
pévisats 1 processer som kristallisation
och vid polymerisering av hemoglobin i
sickle-cell-anemi.” Det nya ir att den f6-
rekommer i AB-peptidens aggreger-
ingsprocess och att det dr den domine-
rande nukleeringsvigen for AP-
peptiden, samt att det dr den vig som
ger upphov till den allra storsta ming-
den toxiska former for AB-peptiden.’

SKER AGGREGERINGEN PA SAMMA SATT
| KROPPSVATSKA ELLER INNE | EN
CELL?

Det kan man forstds inte vara siker pd,
men det ir hdgst sannolikt att de mik-
roskopiska steg vi funnit i rena system
ocksa forekommer i mer komplexa bio-
logiska system. Man kan siga att forso-
ken med rena prover visar vilka proces-
ser som kan férekomma. Det hade varit
oerhort svirt att finna den kunskapen i
ett komplext prov. Diremot pdverkas
hastighetskonstanterna av 16sningens
sammansittning och varje steg sker
dirfér med annan hastighet i ett mer
komplext system. Den relativa hastighe-
ten for olika delsteg kommer ocksa att
variera och vara annorlunda i det mer
komplexa systemet. Sedan kan det for-
stds forekomma fler delsteg bade i buf-
fert och i kroppsvitskor, till exempel la-
teral association av fibriller. I ett biolo-
giskt sammanhang finns minga olika

“Det nya vi funnit &r att monomerer av A
kan associera till ytan av fibriller och nuk-

leera dar.”
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Bild 2. Den makroskopiskt observerbara aggregeringskurvan (rétt), samt koncentratio-

nenav monomerer (groént) visas som funktion av tiden. Kurvans olika faser kallas ofta lag-

fas, tillvéxtfas och slutlig plata.

varianter av AP, samt minga andra agg-
regeringsbeniigna proteiner, s samagg-
regerings- och korskatalytiska processer
behover ocksa utredas.

KAN AGGREGERINGSKINETIK ANVAN-
DAS FOR ATT VASKA FRAM BATTRE IN-
HIBITORER?

Kan man utnyttja kunskapen om agg-
regeringsprocessen for att forstd Alzhei-
mers sjukdom eller utveckla botemedel?
Det ir en friga som soker sitt svar. Det
vi kan gora for ullfillet dr att utnyttja
vir kunskap om processen till att ta
fram selektiva inhibitorer. Den makro-
skopiskt observerbara kurvan (Bild 2)
indras pa olika sitt om en inhibitor se-
lektivt sldr ut vart och ett av de tre mik-
roskopiska stegen (Bild 3A-C), beroende
pé vilket steg som slds ut kan ocksd ge-
nereringen av de farliga oligomera for-
merna fordréjas eller minskas. Om pri-
mirnukleeringen himmas forlings lag-

Inhibering av priméar nukleering
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Bild 3. Selektiv inhibering av olika mikroskopiska processer leder till helt olika féréndringar av den makroskopiska aggregeringskurvan
(A-C) och paverkar genereringen av toxiska oligomerer pa olika satt (D-F). | panel A-C visas den makroskopiskt observerbara aggre-
geringskurvan fér 3 uyM AB42 i svart, och kurvornai allt ljusare blatt visar vad som h&dnder om en mikroskopisk hastighetskonstant i taget
gradvis minskas for A - primarnukleering, B - sekundéarnukleering och C - elongering. Bildandet av toxiska oligomerer &r proportionell
mot den totala nukleeringshastigheten som visas i panel D-F for 3 uyM AB42 i svart, ochii allt ljusare blatt dar en mikroskopisk hastighets-
konstant i taget gradvis minskas for D - prim&rnukleering, E - sekundé&rnukleering och F - elongering.
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“Det vi kan gora for tillfallet ar att utnyttja
var kunskap om processen till att ta fram

selektiva inhibitorer.”

fasen, men tillvixtfasen har samma lut-
ning (Bild 3A). Bildningen av oligomera
former forskjuts senare i tiden dven om
den totala mingden blir den samma
(Bild 3D). Det beror pi att den storsta
miingden oligomerer bildas genom se-
kundirnukleering. Om sekundirnukle-
eringen himmas forlings lagfasen yt-
terst lite, men tillvixtfasen fir en flack-
are lutning (Bild 3B). Den totala ming-
den oligomera former blir kraftig redu-
cerad (Bild 3E). Det beror pa att bara
den mingd oligomerer som bildas ge-
nom primirnukleering kvarstar. Slutli-
gen, om elongeringen himmas forlings
lagfasen samtidigt som tillviixtfasen far
en flackare lutning (Bild 3C). Bildning-
en av oligomera former forskjuts senare
i tiden men den totala mingden blir
kraftig 6kad (Bild 3F). Det beror p4 att
nir tillviixten av aggregat blockeras bil-
das i stillet ett storre antal aggregat och
dessa idr smd (oligomerer) innan de blir
stora.

Denna kunskap om hur processen
péverkas har redan testats i en serie pi-
lotstudier. I en av dessa fann vi att en
kroppsegen proteindomiin, Brichos, se-
lektivt inhiberar sekundirnukleeringen,
kraftigt minskar mingden oligomerer
som genereras och begrinsar Afs toxi-
citet i cellférsok och elektrofysiologi.” I
en annan studie fann vi att chaperon-
proteinet DNAJB6 1 huvudsak inhibe-
rar primirnukleeringen, men med viss
effekt ocksd pd sekundirnukleering.” I
det senast publicerade arbetet har vi un-
dersokt smidmolekyler som redan ir
godkinda av FDA for behandling av
andra sjukdomar. Vi har funnit nigra,
exempelvis bexarotene, som verkar ha
mer eller mindre selektiv effekt och som
ocksd begrinsar toxiciteten hos AP i
cellforsok och i C elegans.” Om ndgon av
dessa inhibitorer kommer att fa ge prak-
tisk nytta dterstdr att se. Men metoden
finns nu pa plats och kanske blir det helt
andra proteiner eller smdmolekyler frin
framtida studier som kommer att kun-
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na ge bot eller lindring. Mer troligt dr
att det blir ndgot helt annat frin en an-
nan angreppsvinkel. Mangfald dr nyck-
eln tll framgdng i detta svira filt.

SARA SNOGERUP LINSE

Professor i fysikalisk kemi och molekylir
proteinvetenskap, Lunds universitet
sara.linse@biochemistry.lu.se
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