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Sammanfattning

Det finns manga allvarliga sjukdomar, sasom Alzheimersdemens och Parkinsons sjukdom,
som &r kopplade till att felveckade proteiner bildar aggregat, sa kallade amyloida fibriller. De
amyloida fibrillerna kan ansamlas i vavnader och forstora organ i kroppen. Alla amyloida
fibriller har en likartad B-flakstruktur som &r oberoende av aminosyrasekvensen hos det
specifika protein de bildas ifran. | detta projekt utférdes in vitro studier pa amyloida fibriller
samt karaktarisering av tva klassiska fibrillbindande fargamnen, Thioflavin-T (ThT) och 1-
anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS), och atta nya potentiella fibrillbindande fargamnen
med hjélp av spektroskopiska metoder. Studierna utfordes pa de tva modellproteinerna bovint
insulin och lysozym fran hénsaggvita (HEWL).

Inledningsvis karaktdriserades modellproteinerna i monomer och fibrillar form med avseende
pa sekundarstruktur med hjalp av cirkular dikroism (CD) och sma skillnader mellan
modellfibrillerna observerades. Dessa skillnader var dock inte tillrackligt stora for att nagra
slutsatser skulle kunna dras angaende modellfibrillernas strukturella olikheter. Med hjalp av
fluorescensspektroskopi  framstélldes bindningskurvor som bekréaftade de strukturella
skillnaderna mellan modellfibrillerna. Resultaten fran bindningskurvorna tillsammans med
resultaten fran linjar dikroism (LD) visar att ThT binder lika starkt till insulin- och
lysozymfibriller, men att ThT har fler bindningssaten pa lysozymfibriller. Motsvarande
studier med ANS visade att ANS binder starkare till lysozymfibriller &n till insulinfibriller,
men att ANS har fler bindningssaten pa insulinfibriller.

| nasta steg undersoktes atta nya fargdmnen med avseende pa amyloidbindning och potential
for framtida karaktérisering av amyloida fibriller. Studier med LD visar att sju fargdmnen
(oCN-DIR, DIR, OTB-SO3, MGT-1, MGT-2, MGT-3 och MG-BisT-Alkyne) av de atta
studerade binder till amyloida fibriller och att denna bindning sker mer parallellt &n vinkelratt
till insulinfibrillernas langaxel. Fyra av dessa, OTB-SOz oCN-DIR, DIR och MGT-3,
undersoktes ocksa for bindning till lysozymfibriller. Resultaten visar att samtliga binder mer
parallellt an vinkelratt till lysozymfibrillens langaxel. LD utvérderades dven som ett high-
throughput screening-verktyg dar vi drar slutsatsen att LD, med vissa begransningar, fungerar
relativt bra for detta &ndamal.



Abstract

Several serious diseases, such as Alzheimer’s and Parkinson’s disease, are associated with
aggregation of misfolded proteins. These aggregates are called amyloid fibrils and their
deposition in tissue and around organs may lead to fatal damage. Regardless of the native
structure of the protein, all amyloid fibrils share a common B-sheet structure. Spectroscopic
methods are applied in this project in order to study amyloid fibrils in vitro and to characterize
two amyloid specific dyes, Thioflavin-T (ThT) and 1-anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS),
and eight potentially new fibril binding dyes. Bovine insulin and hen egg white lysozyme
(HEWL) are used as model proteins in these studies.

Circular dichroism (CD) was used to characterize the secondary structure of the model
proteins in monomeric and fibrillar form and small differences between the model fibrils were
detected. However, these differences were not significant enough in order for us to draw any
conclusions about the structural differences of the model fibrils. Fluorescence spectroscopy
was used to produce binding curves which confirmed the dissimilarities between the model
fibrils. The results from the binding curves and the studies with linear dichroism (LD) show
that ThT binds as strong to insulin fibrils as to lysozyme fibrils, but that ThT has more
binding sites on lysozyme fibrils. Corresponding studies with ANS showed that ANS binds
more strongly to lysozyme fibrils than to insulin fibrils, but that ANS has more binding sites
on insulin fibrils.

Eight new potential fibril binding dyes were examined and, using LD, seven of these were
identified for binding to insulin fibrils. These seven dyes are aCN-DIR, DIR, OTB-SOs,
MGT-1, MGT-2, MGT-3 and MG-BisT-Alkyne and they all bind in an orientation more
parallel than perpendicular to insulin fibrils. Four of these, OTB-SO3;, aCN-DIR, DIR and
MGT-3, were examined with lysozyme fibrils using LD. The results show that they all bind in
an orientation more parallel than perpendicular to lysozyme fibrils. LD was also evaluated as
a high throughput screening tool and we draw the conclusion that LD, with some limitations,
is rather good for this task.

This report is written in Swedish.
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1 Inledning

| dagens samhaélle finns det manga allvarliga sjukdomar som orsakas av felveckade proteiner
som kan aggregera och darigenom bli patogena. Proteinaggregat, eller sa kallade amyloida
fibriller, har en ordnad B-flakstruktur som ar likartad for alla amyloida fibriller oberoende av
vilket protein de bildats fran. De amyloida fibrillerna kan ansamlas i vavnader och forstora
organ i kroppen (Dobson, 2003). Alzheimersdemens och Parkinsons sjukdom &r exempel pa
neurodegenerativa sjudomar som orsakas av amyloid fibrillbildning (Chiti, 2006). For att
komma ett steg narmare att kunna bota dessa amyloidrelaterade sjukdomar &r det viktigt att fa
okad forstaelse om amyloid fibrillbildning. De flesta proteiner kan bilda amyloida fibriller in
vitro om de utsatts for destabiliserande betingelser, vilket mojliggor kontrollerade studier av
modellfibriller. Detta kan exempelvis ge information om hur och under vilka betingelser
proteiner bildar amyloida fibriller samt 6ka forstaelsen fér hur de interagerar med andra
molekyler, till exempel fargdmnen.

Fargamnen anvands for att detektera och karaktérisera amyloida fibriller och for att félja deras
bildningsforlopp i biofysikaliska studier, men aven for att farga amyloida fibriller i biologiska
vavnader (Hawe, 2008). Darfor ar det viktigt att forsta i detalj hur fargamnena fungerar och
vad exakt de rapporterar om. Det finns &ven ett stort behov av nya amyloidspecifika
reportermolekyler for positronemissionstomografiskanning (PET) av hjérnan for att kunna
diagnosticera neurodegenerativa sjukdomar (Mathis, 2002). Tva vanligt anvanda fargamnen i
amyloidstudier, Thioflavin-T (ThT) och 1-anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS), jamfors
alltmer med nya fargdmnen i forhoppning att hitta alternativ med 6kad kéanslighet respektive
selektivitet vid bindning till amyloida fibriller (Volkova, 2007). Insulin- och lysozymfibriller
kan anvandas som modellfibriller for att studera bindning av fargdmnen till amyloida fibriller
(Buell, 2011). Spektroskopiska metoder (Nilsson, 2004) sasom absorbans, fluorescens,
cirkular- och linjar dikroism kan anvéndas for att studera dessa bindningar.

1.1 Projektets syfte

Det Overgripande syftet med projektet &r att studera hur olika fa&rgdmnen interagerar med
amyloida fibriller. Proteinerna bovint insulin samt lysozym fran honsaggvita (HEWL fran
engelskans Hen Egg White Lysozyme) anvénds som modellfibriller i dessa studier.

Ett av syftena &r att utvdrdera de amyloida fibrillernas bildande vid olika experimentella
betingelser for att undersoka om det ar mojligt att erhalla amyloida fibriller som &r strukturellt
olika och darmed kan antas interagera med fargamnen pa olika sétt. Anledningen till detta &r
att man da skulle kunna undersoka om fargamnena ar fibrillspecifika (binder till alla amyloida
fibriller) eller om de enbart binder till en viss typ av amyloida strukturer. For att minska
paverkan av olika aminosyrasekvenser vid bindning av molekyler ar det fordelaktigt om de
tva strukturellt olika fibrillerna kan skapas fran samma protein, men det ar dven mojligt att
jamfora amyloida fibriller fran olika proteiner.

De olika modellfibrillerna ska anvandas for att studera hur tva vanligt anvanda fargamnen,
ThT och ANS, binder till amyloida fibriller. Interaktionerna studeras genom att undersoka hur
fargamnena binder till fibriller, parallellt med eller vinkelratt mot fibrillernas langaxel, samt
om de tva dmnena, helt eller delvis, binder till samma bindningsséaten.

| syfte att dven hitta nya molekyler som interagerar med amyloida fibriller utvarderas atta nya
fargamnen. Dessa har tagits fram for att binda till globuldara (veckade) proteiner samt har
molekylstrukturer som indikerar att de aven skulle kunna binda till amyloida fibriller. Malet
ar att avgora om fargamnena binder till amyloida fibriller och i sa fall studera pa vilket sétt de
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binder. Dessa fargamnen kommer &ven anvandas for att utvardera om linjar dikroism skulle
kunna anvandas som ett high-throughput screening-verktyg, det vill sdga om linjar dikroism
kan utnyttjas for att snabbt urskilja de molekyler i en komplex blandning som binder till
amyloida fibriller.

1.2 Avgransningar inom projektet

Under laborationsdelen kommer endast undersokning av amyloida fibriller in vitro att
genomforas eftersom de spektroskopiska metoder som kommer att anvandas inte fungerar for
in vivo studier.

Tidsaspekten &r den fradmsta anledningen till att endast amyloida fibriller av proteinerna
bovint insulin och HEWL studeras. Protokoll for bildande av amyloida fibriller som tar mer
an 20 dygn kommer inte beaktas.

2 Teori —amyloida fibriller, fargamnen och metoder inom projektets ramar
| detta kapitel introduceras begreppet amyloida fibriller. Aven en sammanfattning ges
angaende vad som dr kant om amyloida fibrillers interaktioner med olika fargamnen. Darefter
beskrivs de spektroskopiska metoder som anvénds i projektet.

2.1 Amyloida fibriller: historiskt perspektiv och molekylara egenskaper

Amyloida fibriller har studerats sedan 1800-talet och ar fortfarande aktuella pa grund av deras
starka koppling till ett antal svara sjukdomar som i dagslaget ar obotliga. Under 1800-talet
observerades manga likartade makroskopiska abnormaliteter fran olika vavnadsprover. De
fick ar 1854 namnet amyloid (cellulosaliknande) eftersom de likt cellulosa kunde infargas
med jod (Virchow, 1854). Ar 1859 visade Friedreich och Kekule att det inte alls var cellulosa
utan proteiner som orsakade abnormaliteterna 1 vavnaderna, vilket beskrivs i en
oversiktsartikel av Sipe et al. (Sipe, 2000). Forskningen pa amyloider har sedan ar 1854
fortskridit och med teknikens utveckling lett till att amyloida fibriller har kunnat studeras pa
en allt mer avancerad niva. | en studie med elektronmikroskopi pa bade amyloider framstallda
in vitro och amyloider utvunna fran vavnadsprover visade det sig att dessa hade fibrillar
morfologi (Cohen, 1959), darav namnet amyloida fibriller. Flera efterféljande studier har med
bland annat rontgendiffraktion och NMR visat att alla amyloida fibriller har en évergripande
B-flakstruktur (se till exempel dversiktsartikeln av Sunde et al., 1997).

Idag ar det valkant att amyloida fibriller &r aggregat av felveckade proteiner som ansamlas i
vavnader och forstor organ i kroppen (Chiti, 2006). De flesta proteiner kan bilda amyloida
fibriller under destabiliserande forhallanden, exempelvis lagt pH (Kelly, 1998) och hdg
temperatur (Arnaudov, 2005). Varje sjukdom som orsakas av felveckade proteiner &r dock
associerad med ett, eller ett fatal, specifika protein. Till exempel ar peptiden amyloid-B och
proteinet a-synuclein inblandade i Alzheimerdemens respektive Parkinsons sjukdom (Chiti,
2006).

Alla amyloida fibriller har stora strukturella likheter i form av en évergripande p-flakstruktur,
aven om de proteiner som bildar de amyloida fibrillerna har olika aminosyrasekvenser (Chiti,
2006). Amyloida fibriller ar cirka 10 nm i diameter och bestar av sa kallade protofilament,
oftast 2-6 stycken, som vardera ar 2-5 nm i diameter och som tvinnas samman ldngsmed
fibrillens langaxel (Serpell, 2000). Protofilamenten bestér i sin tur av polypeptidkedjor med B-
flakkonformation och dessa flak &r orienterade vinkelratt mot fibrillens langaxel. Sekvenserna
mellan B-flaken har vanligen en oregelbunden struktur (bestaende av loopar och random coils)
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och kallas hadanefter peptidsvansar (figur 1B). B-flaken halls samman av véatebindningar
mellan peptidbindningarna i proteinets ryggrad (Sunde, 1997). Proteinets sidokedjor sticker ut
vinkelrétt fran p-flaken och ordnas i “rader” ldngs fibrillaxeln pa bada sidorna av p-flaken.
Mellan sidokedjorna bildas ”faror” (Krebs, 2004) som ligger parallellt med fibrillens langaxel
och exponeras mot losningsmedlet (Biancalana, 2010) (figur 1A). Figur 2C visar en
elektronmikroskopibild av proteinet amyloid-f i fibrillar form.

Amyloida fibriller bildas genom en polymeriseringsreaktion dar proteinmonomerer adderas
till anden av den vaxande fibrillen (Cohen, 2011). Typiskt kréavs destabiliserande forhallanden
for att bryta proteinets normala tertidrstruktur (Arnaudov, 2005). Figur 1C illustrerar
schematiskt en tillvaxtkurva for amyloida fibriller. Under lagfasen bildas sa kallade karnor
bestdende av sma proteinaggregat med en sadan struktur att de fungerar som startstrukturer
for bildande av de amyloida fibrillerna. Da tillrackligt manga kérnor bildats sker en 6kning av
de amyloida fibrillernas tillvaxt da fler och fler proteinmonomerer binder till de vaxande
fibrillerna (Nilsson, 2004). De amyloida fibrillernas slutliga struktur kan paverkas av
omgivningens pH och temperatur vid deras bildning (Kelly, 1998 och Arnaudov, 2005).
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Figur 1. (A) Hlustration av B-flakstrukturen hos amyloida fibriller, dar R representerar en aminosyras sidokedja.
”Farorna” mellan sidokedjorna ligger parallellt med de amyloida fibrillernas lingaxel och det finns flera faror per
fibrill (anpassad fran Krebs, 2005). (B) Overgripande struktur for p-flakkonformationen. Pilarna representerar p-
flaken som ar sammanlankade med de delar av peptidkedjan som inte #r med i B-flakkonformationen, hadanefter
kallade peptidsvansar (Chiti, 2006). (C) Schematisk representation av en typisk tillvaxtkurva for amyloida fibriller
med mangden amyloid avsatt mot reaktionstiden (anpassad fran Nilsson, 2004). Lagfasen representerar den tid det
tar fér amyloidbildningsreaktionen att bilda kdrnor (Nilsson, 2004). Den amyloida fibrillen bildas sedan genom en
polymeriseringsreaktion dar proteinmonomerer adderas till den véaxande amyloida fibrillen under tillvéxtfasen och
reaktionen avstannar ndr méangden monomert protein i I6sningen minskar (Cohen, 2011).

Tid

Bovint insulin och lysozym fran honsaggvita (HEWL) ar exempel pa tva modellproteiner som
anvands for att studera amyloida fibriller in vitro. Insulin har anvants i manga studier (se till
exempel Wigenius, 2011 och Buell, 2011) for att underséka amyloida fibriller eftersom det &r
latt att framstalla och hantera fibriller fran detta protein. Figur 2A och 2B illustrerar insulin
och lysozym i sin naturliga form. Lysozym dr ett annat protein som ofta anvands som modell
for att studera amyloid fibrillbildning (Arnaudov, 2005 och Carlsson, 2012). Lysozym ar ett
intressant alternativ till insulin, da det kan vara fordelaktigt med en annan fibrillstruktur an
den insulin har. Att lysozym har en amyloid fibrillstuktur skild frdn motsvarande for insulin
grundar sig i att dessa proteiner har olika aminosyrasekvens och att proteinerna &r olika stora
(Jaimohan, under tryckning och Phillips, 1967).

Det finns flera satt att studera proteiner i fibrillar form, exempelvis rontgendiffraktion, NMR
(Sunde, 1997), transmissionelektronmikroskopi (TEM), fourier transform infrardd
spektroskopi (FTIR) och cirkuldr dikroism (Nilsson, 2004). Ett annat vanligt forekommande
sétt att studera amyloida fibriller &r att anvénda fargamnen som binder till fibriller och ger
upphov till fibrillspecifika signaler. Fargamnenas signaler kan sedan detekteras med



spektroskopiska metoder som exempelvis fluorescensspektroskopi och linjar dikroism (Buell,
2011).
A

Figur 2. (A) Modell éver monomert bovint insulins ryggradsstruktur konstruerad med programmet SwissPDB
Viewer. Fargerna gront och rott representerar de tva peptidkedjorna i proteinet som bestir av bade a-helixar och f-
flak i sin naturliga form. (B) Modell dver monomert lysozyms (HEWL) ryggradsstruktur konstruerad med
programmet SwissPDB Viewer. Fargerna gront och rott representerar a-helixar respektive p-flak. (C) Avbildning av
proteinet amyloid-B i fibrillformation tagen med transmissionelektronmikroskopi (TEM), dar tradarna ar fibriller
(Esbjorner, opublicerade resultat).

2.2 Fargamnen for att studera amyloida fibriller

Det har utforts manga studier pa amyloida fibrillers interaktioner med fargamnen (se
exempelvis féljande Oversiktsartiklar; Groenning, 2007 och Biancalana, 2010) i syfte att
erhalla okad forstaelse om till exempel amyloida fibrillers struktur och for att forbattra
metoder for att detektera amyloida fibriller i kroppen. Standarden inom fibrillbindande
fargamnen ar Thioflavin-T (ThT), som har anvants sedan ar 1959 (Vassar, 1959). Nar ThT
binder till de amyloida fibrillernas p-flakstruktur ger detta upphov till en 6kad
fluorescenssignal (Biancalana, 2010), som kan métas med fluorescensspektroskopi. ThT &r en
linjar molekyl (figur 4A) som binder till de amyloida fibrillerna genom att placera sig i
farorna mellan B-flakens sidokedjor parallellt med fibrillernas langaxel (Krebs, 2004) (figur
3).

Ytterligare information om amyloida fibrillers egenskaper kan
erhallas genom att anvanda fargamnen som kompletterar ThT.
Exempel pd sadana fargdmnen ar 1-anilinonaphthalene-8-
sulfonate (ANS) (figur 4B) och kongorott (CR, efter engelskans
congo red). ANS okar i fluorescensintensitet da det interagerar
, med hydrofoba ytor pé proteiner (Hawe, 2008). Det har bland
Figur 3. Pilen illustrerar var ~ @nnat visat sig att ANS binder sdrskilt starkt till de
ThT binder till de amyloida  proteinaggregat som ar forstadier till fullt utvecklade amyloida
fibrillernas  -flakstruktur. R fipriller (Bolognesi, 2010). Proteinbindande fargamnen skulle
representerar en sidokedja pa N . . .
en aminosyra (anpassad fran  KUnna vara tankbara kandidater som ytterligare komplement till
Krebs, 2005). ThT. Atta sidana fargamnen studeras i projektet och visas i
figur 4C-4J.

2.3 Spektroskopiska metoder

Fyra spektroskopiska metoder har anvénts i projektet och teorin bakom dessa presenteras i
kommande avsnitt. Metoderna &r absorbans, fluorescens, cirkuldr dikroism och linjar
dikroism.

2.3.1 Absorbans inom UV-VIS-omradet

Kemiska bindningar kan absorbera ljus genom att elektroner exciteras till hogre energinivaer.
Detta fenomen utnyttjas vid absorbansmatningar da skillnaden i intensitet mellan inskickat
och utsant ljus méts. Absorbansen definieras som den logaritmiska kvoten mellan dessa
varden, vilket beskrivs i Burrows, 2009. Utifran absorbansen kan koncentrationen av ett &mne



berdknas med hjalp av Lambert Beers lag, A = € - ¢ - [, dar A &r absorbansen, ¢ dr den moléra
absorptionskoefficienten, ¢ ar provets koncentration och | ar kyvettens langd (se till exempel
Workman, 1998). Olika molekyler absorberar ljus vid olika vaglangder och utifran detta véljs
vaglangdsregionen av det infallande ljuset. Proteiner absorberar huvudsakligen ljus under 300
nm och proteiners absorptionsspektrum visar ett tydligt maximum vid 280 nm pa grund av att
aminosyrorna tyrosin och tryptofan absorberar ljus vid denna vaglangd (Lakowicz, 2006).
Absorbansen beror enbart av proteinets aminosyrasekvens och paverkas inte namnvart av
proteinets tertiarstuktur (Gill, 1989).
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Figur 4. Strukturformler for de fargdmnen som ingar i projektet. (A) ThT. (B) ANS. (C) OTB-SOs. (D) DIR. (E) aCN-
DIR. (F) aCN-TO. (G) MGT-1. (H) MGT-2. (I) MGT-3. (J) MG-BisT-Alkyne.

2.3.2 Fluorescens
De senaste 30 aren har fluorescens anvants i naturvetenskaplig forskning inom bland annat
biokemi, medicinsk diagnostik och bioteknik (Lakowicz, 2006). Det som skiljer fluorescens-



och absorbansmatningar at ar att absorbansen ger ett matt pa det ljus som passerar ett prov
utan att excitera molekyler (Burrows, 2009), medan fluorescens istéllet detekterar det ljus som
emitteras till foljd av excitation (Conchello, 2005). For att definieras som fluorescens krévs
det att emissionen endast sker direkt efter att excitationen skett (Radley, 1935). Vaglangden
av det emitterade ljuset ar generellt sett langre &n motsvarande vaglangd for det exciterande
ljuset, vilket beror pa energiforluster i det exciterade tillstandet (Lakowicz, 2006).

Fluorescensspektroskopi ar en kanslig metod som kan anvéndas for att bland annat studera
proteiner (Hawe, 2008). Detta & mojligt eftersom de aromatiska aminosyrorna fenylalanin,
tyrosin och tryptofan ar fluorescenta (Lakowicz, 2006). Ett annat alternativ for att studera
proteiner med fluorescensspektroskopi &r att anvanda proteinbindande fluorescenta molekyler,
sa kallade fargamnen. Da fluorescensen mits fran dem kan information om proteinernas
egenskaper erhallas och fargdmnena kan anvandas for att karaktarisera till exempel
ythydrofobicitet, veckningsintermediérer och fibrillstruktur (Hawe, 2008). Forandringar i ett
fargamnes fluorescensintensitet kan ocksa anvandas for att till exempel verifiera
amyloidbildning fran monomert protein, for att folja amyloidbildningskinetik, samt for att
utvérdera interaktioner mellan proteiner och fluorescenta fargamnen (Groenning, 2007).

2.3.3 Cirkular dikroism

Cirkular dikroism (CD) &r en metod som baseras pa polariserat ljus och som har anvants
sedan 1960-talet for att studera molekyléra strukturer, daribland proteiners sekundéarstrukturer
(Whitmore, 2007). Definitionen av CD ar skillnaden i absorbans mellan véanster- och
hogercirkularpolariserat ljus, CD = A, — Az (Greenfield, 2007). Cirkuldrpolariserat ljus ar
ljus vars elektromagnetiska falt har en konstant amplitud och som breder ut sig i form av en
helix i ljusets riktning. CD kan endast méatas pa kirala molekyler (molekyler med avsaknad av
ett spegelplan), eftersom endast dessa interagerar olika med vénster- och
hogercirkularpolariserat ljus (Rodger, 1997). Detta ar ocksa grunden till att CD kan anvéandas
for att studera proteiners sekundarstrukturer i och med att peptidbindningarna i proteinerna ar
kirala. Elektrondvergangarna i proteinernas amidbindningar paverkas av deras geometri. Detta
gor i sin tur att olika sekundéarstrukturer ger upphov till olika CD-spektra, vilket gor att de kan
séarskiljas (Whitmore, 2007).

CD ger endast information om proteiners dvergripande struktur, till skillnad fran exempelvis
NMR som dven kan ge information om de enskilda sidokedjornas orientering samt om hur
proteinets olika delar interagerar med varandra och bildar en tredimensionell struktur (Kelly,
2005). Strukturelement som kan identifieras i CD &r bland annat a-helix, B-flak samt random
coil (figur 5). Spektrumet fran ett protein som innehaller olika sekundarstrukturer visar ett
medelvarde av dessa karaktaristiska signaler dar storst bidrag ges fran den vanligast
forekommande strukturen (Greenfield, 1969). De spektra som visas i figur 5 kan anvandas
som referens for att dra slutsatser kring den okanda strukturen hos proteinerna i ett CD-prov.

a-helix
60t —— p-flak
—— random coil

Figur 5. Karaktaristiska CD-spektra for olika
sekundarstrukturer hos proteiner. Utifran skillnaderna
mellan dessa spektra kan proteiners sekundarstrukturer
identifieras (Greenfield, 1969). De karaktaristiska dragen
for de olika strukturernas spektrum ar deras form samt

0
vaglangderna vid deras respektive toppar. Matvérden
1 ' hamtade fran Greenfield, 1969.

-40

404

20 ¢

CD (mdeg)

+ + + + {
190 200 210 220 230 240
Vaglangd (nm)



2.3.4 Linjar dikroism

Linjar dikroism (LD) och CD ér likartade metoder men i LD anvands linjarpolariserat ljus.
LD definieras som differensen i absorption av ljus parallellt och vinkelratt mot en
orienteringsaxel i provet, LD = A, — A, (Rodger, 1997). Ursprungligen anvandes LD i
huvudsak for att studera langa organiska molekyler (Nordén, 1972), men metoden har darefter
applicerats pa saval DNA-molekyler (Nordén, 1992) som proteiner (Esbjorner, 2007). Pa
senare tid har aven amyloida fibriller och deras interaktioner med sma molekyler, daribland
fargdmnen, studerats (Childers, 2009 och Wigenius, 2011).

For att mata LD &r det nodvandigt att molekylerna &r orienterade, vilket kan utféras med hjélp
av elektriskt falt, magnetiskt falt, strackt polymerfilm eller viskost fléde (Bulheller, 2009).
Den vanligaste flodescellen for orientering med viskost flode ar en cylindrisk Couette-cell dar
I6sningen, innehallande molekylen, placeras mellan en inre och en yttre cylinder dar den ena
roterar. Det linjarpolariserade ljuset sprids vinkelratt mot flodesriktningen och fotonernas
elektriska félt oscillerar i samma plan. En LD-matning ger information om den orienterade
molekylens struktur. Sma molekyler, exempelvis fargdmnen, kan inte sjalva orientera i det
viskosa flodet och ger ddrmed endast upphov till LD-signaler om de interagerar med den
orienterade makromolekylen, i vart fall den amyloida fibrillen. Molekyler som inte binder till
den orienterade makromolekylen detekteras inte i matningen (Rodger, 1997).

3 Utférande — processen for det laborativa arbetet
Detta kapitel beskriver de metoder som har anvants i projektet samt hur dessa har tillampats
for att uppna projektets syfte.

3.1 Grundlaggande laborationsmoment

| foljande avsnitt listas de kemikalier som anvandes under projektet. En beskrivning av de
metoder som anvéndes for att bilda amyloida fibriller och verifiera dessa presenteras &ven.
Slutligen beskrivs hur absorbans tillampades vid koncentrationsbestdmningar.

3.1.1 Kemikalier

De buffertar som anvandes under projektet var 0,1 M alternativt 0,05 M glycin-hydroklorid
(GI-HCI) med pH 2,2 eller 2,0 samt 0,1 M natriumacetat (NaAc) med pH 4,0. Ovriga
kemikalier som anvandes var metanol, etanol, DMSO och tio olika fargdmnen: ThT och ANS
samt de nya fargdmnena aCN-TO, aCN-DIR, DIR, OTB-SO3, MGT-1, MGT-2, MGT-3 och
MG-BisT-Alkyne (se figur 4 for respektive struktur). MGT-1, MGT-2, MGT-3 och MG-
BisT-Alkyne samlas under det gemensamma namnet MGT-molekyler och &r alla l6sta i
DMSO/metanol (10/90 v/v). DIR, aCN-DIR och aCN-TO ar losta i metanol och OTB-SO3 ér
I6st i destillerat vatten. De atta nya fargamnena var en gava fran professor Bruce Armitage
(Carnegie Mellon University, Pittsburgh, USA). Proteinerna som anvandes var bovint insulin
och lysozym. Alla kemikalier forutom de atta nya fargamnena ér kopta fran Sigma-Aldrich.

3.1.2 Protokoll fér bildande av fibriller

Insulinfibriller bildades genom att varma en l6sning av insulinmonomerer (5 mg/ml) i GlI-
HClI-buffert (pH 2,2) vid 57°C i ett vdrmeblock 6ver natt. Den resulterande lI6sningen hade
synliga gelklumpar, innehallande oldsliga amyloida fibriller, som centrifugerades ned med
hjalp av en bordscentrifug under cirka en minut. Supernatanten inneholl I6sliga amyloida
fibriller och anvandes for fortsatta studier. Betingelserna baserades pa ett protokoll fran
Wigenius, 2011, med en mindre modifiering av temperatur och proteinkoncentration.



Lysozymfibriller tillverkades genom att I6sa upp monomert lysozym i buffert till en
proteinkoncentration av 10 mg/ml. Tidiga forsok i projektet visade att detta gav en rimlig
fibrillkoncentration for fortsatta matningar. | ett forsok att framstélla strukturellt olika
amyloida fibriller fran lysozym anvédndes tvd olika destabiliserande betingelser. Dessa
betingelser valdes baserat pa ett protokoll fran Arnaudov, 2005. Vid den forsta av dessa var
temperaturen 57°C och lysozym lostes i GI-HCI-buffert med pH 2,0, vilket enligt protokollet
skulle resultera i fibrillbildning efter fyra dygn. Vid den andra betingelsen hojdes
temperaturen till 85°C och proteinet l6stes i NaAc-buffert med pH 4,0. Amyloida fibriller
skulle enligt detta protokoll bildas efter 11 dygn. Proverna inkuberades i varmeblock under
dessa tidsperioder. Det visade sig att lysozymfibrillerna behdvde separeras fran kvarvarande
monomerer. Detta utférdes genom att proverna centrifugerades i 20 minuter vid 13000 rpm,
da tidigare studier visat att detta separerar lysozymfibriller fran proteinstrukturer med lagre
molekylvikt (MaliSauskas, 2003). | ett ytterligare forsok att ta fram tva strukturellt olika
amyloida fibriller, undersoktes det om skakning vid bildandet skulle paverka
lysozymfibrillernas slutgiltiga struktur, eftersom detta indikerats i litteraturen (Nielsen, 2000).

3.1.3 Verifiering av fibrillbildning

Tva metoder anvandes for att kontrollera om amyloida fibriller hade bildats: ThT-test och LD-
métningar. ThT-test utférdes i en Cary Eclipse fluorescensspektrofotometer (Agilent
Technologies) och vi utnyttjade det faktum att fluorescensintensiteten 6kar da ThT binder till
amyloida fibriller (Biancalana, 2010). Med anledning av detta gjordes tva matningar, en med
enbart ThT och buffert och en efter tillsats av proteinprov. Om fluorescensintensiteten tkade
mellan dessa tva matningar kunde slutsatsen dras att det fanns amyloida fibriller i provet.
ThT-test har typiskt utforts genom att tillsatta 20 pl proteinlosning samt 100 pl ThT (1,2 mM)
till 1080 ul av den buffert som proteinet ar 16st i, vilket gav en slutkoncentration av ThT pa
100 pM. Slutkoncentrationen av protein vid ThT-testen varierade med proteinldsningens
koncentration.

Verifiering av fibriller med LD-matning utfordes pa proteinprovet i en LD-spektrofotometer
(JASCO J-720). Ett LD-spektrum maéttes och da ett utslag gavs vid proteiners Amax, 280 nm,
pavisades amyloida fibriller i provet. Spektrumet baslinjekorrigerades genom att ett spektrum
som mattes utan rotation subtraherades fran det med rotation. Proteinmonomerer ger inte
utslag i LD:n eftersom endast langa molekyler orienteras i ett viskost flode (Buell, 2011).

3.1.4 Koncentrationsbestamning med hjalp av absorbans

Koncentrationen av bade fibriller och fargamnen beraknades utifran Lambert-Beers lag,
A=¢-c-1. Den molara absorptionskoefficienten och omradet dar absorbansen avlastes
(Amax) ar specifika for molekylen i fraga (Workman, 1998). Kyvettens langd har genomgaende
under projektets gang varit 1 cm. Den molara absorptionskoefficienten samt Amax for de
molekyler som anvéndes i projektet presenteras i tabell 1 nedan.

Tabell 1. L., 0ch absorptionskoefficient for proteiner samt fargamnen ingdende i projektet.

Molekyl Amax € Molekyl Mmax €
(hm) (M*ecm™) (nm) (M*em™)

Insulin® 280 5480 aCN-DIR® 534 81600
Lysozym? 280 37910 DIR® 602 134000
ThT® 412 35000 MGT-1° 639 72000
ANS* 350 5000 MGT-2° 648 71900
OTB-SO5° 400 92400 MGT-3° 649 88900
aCN-TO? 491 32500 MG-BisT-Alkyne’ 654 68600

Fotnoterna motsvarar féljande k&llor: 1. Wigenius, 2011. 2. Arnaudov, 2005. 3. Groenning, 2007. 4. Yu, 1996. 5. Armitage,
opublicerad data.



3.2 Kinetikstudier

Kinetikstudier med insulin respektive lysozym utfordes i narvaro av ThT i avseende att
erhalla information om hur lang tid det tar for dessa proteiner att bilda amyloida fibriller.
Syftet var att, utifran kinetikstudierna, optimera protokollet for fibrillbildning for att erhalla
maximalt utbyte av amyloida fibriller inom, for projektet, rimliga tidsramar.

Kinetikstudierna utférdes 1 en fluorescensspektrofotometer (Cary Eclipse, Agilent
Technologies) och datapunkter mattes med tiominutersintervall for insulin  och
femminutersintervall for lysozym. Matningarna utfordes till dess att fluorescenssignalen blivit
konstant, vilket innebar att bildningen av amyloida fibriller hade avstannat. Forsdken
genomfordes vid ett flertal olika koncentrationer baserat pa tidigare studier (Buell, 2011 och
Arnaudov, 2005). Forhallandet mellan fargamne och insulinprotein baserades pa Groenning,
2007 dar bindningsstokiometrin mellan ThT och insulinfibriller bestamdes till 1:10. For att
med sékerhet undvika att ThT blev den begransande faktorn valdes istallet forhallandet 1:1 i
dessa forsok. Motsvarande forhallande for lysozym valdes till 1:10 baserat pa grundlaggande
forsok tidigt i projektet som visade att lysozym inte bildar amyloida fibriller lika effektivt som
insulin. For mycket ThT i kinetikexperiment bor dock undvikas eftersom det skulle kunna
paverka kinetiken for amyloidbildningen.

ThT exciterades vid 440 nm under insulinstudierna och vid 450 nm under lysozymstudierna.
Emissionen mattes vid 480 nm for bade insulin och lysozym. Forsoksupplagget for
kinetikstudierna visas i tabell 2.

Tabell 2. Forsoksupplagg for kinetikstudier for bildandet av amyloida fibriller fran insulin respektive lysozym vid
fyra olika koncentrationer.

Protein  Proteinkonc. pH Temp. Fargdmne  Fargamneskonc.
(mg/ml) ) (LM)

Insulin  0,25;0,5; 1; 2 2,2 57 ThT 4,0

Lysozym 2;5; 10; 15 2,0 57 ThT 61,5

3.3 Bestdmning av proteiners sekundarstruktur med hjalp av CD

Proteiners sekundarstrukturer studerades med CD i en JASCO J-810 spektropolarimeter.
Matningarna gjordes mellan 190 nm och 300 nm i en 0,1 mm kyvett och baslinjekorrigerades
mot den buffert de amyloida fibrillerna bildades i. For att fa starka CD-signaler, och for att
kunna jamfora signaler mellan olika prov, anvéandes en proteinkoncentration pa 200 pM.
Eftersom signalerna fran CD-maétningar ar svaga och darmed brusiga mattes minst 15 spektra
i foljd pa varje prov. CD-spektrumet presenteras som ett medelvérde av dessa matningar.

3.4 Bindning av fargamnen till amyloida fibriller

I kommande avsnitt beskrivs de LD-matningar som utfordes for att identifiera bindning
mellan fargdmne och amyloida fibriller, de titreringsserier som utfordes for kvantifiering av
antalet  bindningssaten pa modellfibrillerna samt utvarderingen av  fargamnens
fibrillspecificitet med fluorescensspektroskopi.

3.4.1 Bestamning av bindning av fargamnen till amyloida fibriller med LD

For att utvardera huruvida ett fargdmne binder till amyloida fibriller mattes LD med en
JASCO J-720 pa ett prov innehallande fargamne och fibriller. Provmangden som kravs for
den Couette-cell som anvandes ar 2 ml. For att uppna denna volym spaddes fargamnet och de
amyloida fibrillerna med den buffert som fibrillerna bildades i. En fibrillkoncentration pa



minst 10 uM och en fargdmneskoncentration pa 1-15 uM efterstravades och fargamne
titrerades gradvis till provet till dess att en tydlig LD-signal uppnaddes.

De amyloida fibrillerna, samt fargdmnen som eventuellt har bundit till dessa fibriller,
orienteras av skjuvflode genom rotation av Couette-cellen. Rotationshastigheterna 50 rpm och
1000 rpm tillampades i projektet for lysozym- respektive insulinfibriller. LD-spektrumet visar
maximum eller minimum vid respektive molekyls Amax. Detta innebér att det utéver LD-
signalen for de amyloida fibrillerna (tydligast synlig genom topp vid 280 nm dar aromatiska
aminosyror absorberar), dven syns en LD-signal vid Amax for den bundna formen av fargdmnet.
Om LD-signalen for fargdmnet ar positiv har fargdmnet bundit till amyloida fibriller mer
parallellt &n vinkelratt mot fibrillens 1&ngaxel. Ar LD-signalen daremot negativ har fargdmnet
bundit mer vinkelrétt &n parallellt (Wigenius, 2011).

3.4.2 Kvantitativ bindning av fargamnen till amyloida fibriller med fluorescens

For att fa en uppskattning av hur mycket fargamne som binder till amyloida fibriller kan en sa
kallad bindningskurva matas upp. | projektet utnyttjades att fluorescensintensiteten fran
fargdmnet kan antas vara proportionerlig mot méngden bundet fargdmne. Bindningskurvorna
genererades genom att utfora titreringsserier pa amyloida fibriller med oOkande
fargamneskoncentration. Fluorescensintensiteten vid varje matpunkt i titreringsserierna mattes
med en Cary Eclipse fluorescensspektrofotometer (Agilent Technologies) i en 1 cm kyvett.
Da mer fargamne successivt tillsattes ckade fluorescenssignalen, eftersom mer fargamne band
till de amyloida fibrillerna. N&ar fluorescenssignalen planade ut och blev konstant fanns det
inte langre nagra tillgangliga bindningssdten pa de amyloida fibrillerna kvar for
fargdmnesmolekylerna att binda till och matningen avslutades.

Titreringsserierna utfordes pa insulin- och lysozymfibriller med ThT respektive ANS separat.
Utifran tidiga studier i projektet valdes en ungefarlig fibrillkoncentration pa 10 pM samt en
startkoncentration av fargamne pa 1 pM. Vaglangdsintervall och bandbredd for emissions-
och excitationsljuset anpassades till aktuella fargdmneskoncentrationer samt modellfibrill for
att erhalla optimal signal. Fluorescensintensiteten méttes mellan 460 nm och 700 nm for ThT
och motsvarande intervall for ANS var 365 nm till 700 nm. Tillsatsen av fargdmne var inte
konstant under hela titreringen, utan dkade successivt under titreringsseriernas gang efter att
tidigare titreringspunkter analyserats.

En titreringsserie utfordes dven pa insulinfibriller med bade ThT och ANS nérvarande. Ett
Overskott av ThT valdes for att insulinfibrillernas bindningssaten skulle vara upptagna.
Darefter titrerades ANS till provet och fluorescenssignalen mattes vid bada fargamnenas
emissionsmaxima (450 nm for ThT och 350 nm for ANS). Denna titreringsserie utfordes for
att erhalla information om var och hur starkt ANS binder till de amyloida fibrillerna jamfort
med ThT.

3.4.3 Bestamning av fargamnens fibrillspecificitet med hjalp av fluorescens

For att undersoka huruvida fargamnena ar fibrillspecifika mattes fluorescensintensiteten pa
prov innehallande fargamnen och monomert respektive fibrillart insulin. Koncentrationen av
monomert protein och fibrillart protein var samma i de bada proverna. Aven samma
koncentration av  fargdmne efterstrdvades i proverna. Som referens mattes
fluorescensintensitet pa fargamne i buffert. ThT och ANS undersoktes dven med lysozym.
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4 Resultat

| det har kapitlet presenteras resultaten fran projektet. Vi har optimerat protokoll for
fibrillbildning med insulin och lysozym, karaktariserat fibrillernas sekundarstruktur med CD
och undersokt hur fibrillerna interagerar med ThT och ANS samt de atta nya fargamnena.

4.1 Undersokning av amyloida fibrillers bildning med kinetikstudier

For att faststalla den optimala tiden for fibrillbildning utférdes kinetikstudier (figur 6). Vid
studierna mattes fluorescensintensiteten for ThT som en funktion av tiden.
Fluorescensintensiteten O0kar da ThT binder till de amyloida fibrillerna. Eftersom fler
bindningssaten skapas da mer amyloida fibriller bildas o6kar fluorescenssignalen fran ThT
under fibrillbildningen.

Resultaten visar att insulin bildar amyloida fibriller pa mellan 50 och 180 minuter beroende
pa startkoncentration, vilket kan avlasas da kurvorna planar ut i figur 6A1. Motsvarande tid
for bildningen av lysozymfibriller ar cirka 3,5 dygn oberoende av startkoncentration (figur
6B). Amyloidbildningsreaktionerna har en kort lagfas innan fibrillbildningen startar. Denna
lagfas ar ungefar 10 minuter lang for insulin oberoende av startkoncentrationen (figur 6A2)
och mellan 20 och 60 minuter lang for lysozym (figur 6B). For lysozym ar lagfasens langd
koncentrationsberoende. Lagfasen féljs av en tillvéxtfas, vilken sker snabbare for insulin &n
for lysozym. Detta resulterar i att insulin bildar amyloida fibriller pa en kortare tid &n
lysozym.
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Figur 6. Amyloidbildningskinetik. (Al) Bildande av insulinfibriller som funktion av tid vid fyra olika
startkoncentrationer av monomert insulin i 0,1 M GI-HCI-buffert (pH 2,2) vid 57°C. Koncentrationen ThT var 4,0
UM. Tillvaxtfasen pagar fram till dess att fluorescensintensiteten blivit konstant vilket visar att det inte langre bildas
nagra amyloida fibriller. (A2) Forstoring av lagfaserna fran Al. (B) Bildande av lysozymfibriller vid fyra olika
startkoncentrationer av monomert lysozym i 0,1 M GI-HCI-buffert (pH 2,0) vid 57°C. Koncentrationen ThT var 61,5
UM. Tillvaxtfasen pagar fram till dess att fluorescensintensiteten blivit konstant. Forstoringen visar lagfasen och tiden
for bildandet av den amyloida fibrillkarnan.

4.2 Bestamning av sekundarstruktur med CD

CD anvandes i tva syften under projektet; dels for att studera skillnader i strukturen hos
insulin- respektive lysozymprotein i monomer och fibrillar form och dels for att karaktarisera
strukturella skillnader mellan dessa amyloida fibriller.

4.2.1 Isolering av amyloida fibriller och jamforelser av monomera och fibrillara
proteinprover

Efter att l&mplig inkubationstid for optimal amyloidbildning hade faststallts med
kinetikstudier var nasta steg att undersoka hur effektivt de bada proteinerna bildat amyloida
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fibriller. CD-spektra fran prover med amyloida fibriller jamfordes med motsvarande spektra
for monomert protein. Jamforelserna visade att merparten av insulinet hade bildat amyloida
fibriller (figur 7A, spektra ar normerade och ska darfor endast jamforas med avseende pa
form). Denna slutsats baseras pa att CD-spektrumet fran insulinprovet har en negativ topp vid
217 nm, vilket ar karaktaristiskt for proteiner med B-flakstruktur (figur 5) sasom amyloida
fibriller. Slutsatsen baseras aven pa att CD-spektrumet for insulinprovet tydligt skiljer sig fran
CD-spektrumet for insulinmonomerer som har tva negativa toppar vid 208 nm respektive 222
nm, vilket ar karaktaristiskt for proteiner med a-helixstruktur (figur 5).

CD-spektrumet for lysozym (figur 7B, spektra & normerade) indikerar att fibrillbildningen
inte ar lika effektiv for lysozym som for insulin. Denna analys baseras pa att lysozymprovets
CD-spektrum fortfarande har en dévergripande a-helixstruktur och ar likt (men inte identiskt
med) CD-spektrumet for monomert lysozym, vilket antyder att en majoritet av lysozymet
fortfarande foreligger i monomer form. | och med att CD-spektrumet fran ett prov ar en
sammanvagning av alla forekommande sekundarstrukturer i provet och att en viss skillnad
mellan CD-spektrana kan utldsas ar det rimligt att anta att det finns laga halter
lysozymfibriller i lysozymproverna. Detta antagande stods &ven av att proverna ger upphov
till fluorescens vid tillsats av ThT. For att separera lysozymfibrillerna fran kvarvarande
monomert lysozym centrifugerades proverna och pelleten I6stes upp och analyserades med
CD. De isolerade lysozymfibrillerna har en tydlig p-flaksignal i och med den negativa toppen
vid 217 nm (figur 7B). Aven insulinfibrillerna centrifugerades, men eftersom det inte
resulterade inte i nagon namnvard skillnad mot ocentrifugerat prov fastslog vi att mangden
monomerer i insulinproverna ar férsumbar. Med anledning av detta centrifugerades inte
insulinfibrillerna i fortsatta experiment.
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Figur 7. CD-spektra fér monomert och fibrillart insulin respektive lysozym. (A) Insulinfibriller fére och efter
centrifugering i jamférelse med monomert insulin. Bade det centrifugerade och det ocentrifugerade provet visar pa p-
flaksignaler, vilket indikerar att insulinfibriller &r sa pass rena att de inte behéver centrifugeras. (B) Lysozymfibriller
fore och efter centrifugering i jamforelse med monomert lysozym. CD-spektrumet visar att proverna innan
centrifugering har en CD-signal som liknar den for monomert lysozym, men att de efter centrifugering far en
karaktiristisk p-flaksignal. Lysozymfibriller maste darfor isoleras fran monomert protein. Alla CD-spektra ar
normerade for att forenkla jamforelser av deras form och normeringsfaktorn anges i figuren.

4.2.2 Jamforelser av amyloida fibriller bildade under olika experimentella betingelser

| avsikt att ta fram tva olika referensfibriller fran lysozym bildades amyloida fibriller vid olika
experimentella betingelser. Darefter isolerades dessa enligt de metoder som beskrivits i
avsnitt 4.2.1 och studerades sedan med CD. De experimentella betingelser som jamfordes var
effekten av pH och temperatur samt skakning under fibrillbildning.

Resultaten visar att CD-spektra fran lysozymfibriller bildade med respektive utan skakning
har samma form (figur 8A, spektra ar normerade). CD-spektrumet fran lysozymfibriller
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bildade under skakning ger dock upphov till en starkare (jamfor normeringsfaktorerna) och
mindre brusig CD-signal, men dessa prover var synligt grumliga och darfor uteslots skakning
i fortsatta experiment. Grumliga prover sprider ljus och kan darfor orsaka svarigheter i
framforallt absorbansmatningar eftersom spritt ljus gor att signalen inte langre ar
proportionerlig mot koncentrationen.

Da effekten av temperatur och pH studerades gav prover fran dessa betingelser upphov till
CD-spektra med stora skillnader (figur 8B, spektra ar normerade). Skillnaden mellan de tva
CD-spektrumen skulle dock kunna bero pa att merparten av proteinet vid pH 4,0 och 85°C
bildat amorfa (ostrukturerade) aggregat eftersom en tydlig random coil-struktur kunde
observeras. Detta baseras pa likheten (en negativ topp vid 200 nm) med referensspektrumet
for random coil i figur 5. En svag negativ signal kan dock ses i regionen kring 217 nm, vilken
antyder att atminstone en del av proteinet foreligger i B-flakstruktur (figur 5) och darmed
troligtvis bildat amyloida fibriller. Detta prov gav dven upphov till fluorescens vid tillsats av
ThT vilket stodjer slutsatsen.

CD-spektrumet for lysozymfibriller jamfordes &ven med motsvarande for insulinfibriller
(figur 8C, spektra &r normerade). Eftersom lysozym och insulin har olika aminosyrasekvenser
kommer deras sekundarstrukturer i fibrillar form vara olika. Den negativa toppen i CD-
spektrumet for insulinfibriller ar bredare dn den negativa toppen for lysozymfibriller. Dessa
tva toppar har dock bada sina minimum kring vaglangden 217 nm, vilket ar karaktaristiskt for
proteiner med p-flakstruktur. Skillnaderna i CD-spektrum é&r inte tillrdckligt stora for att
tydligt kunna avgora hur amyloidstrukturerna skiljer sig at, men eftersom insulin och lysozym
har olika aminosyrasekvens ar de anda lampliga som referensfibriller for fortsatta experiment.

A - o | — Lysozymfibriller (utan skakning)
| _—— Lysozymfibriller*0.2 (skakning)

B | — Lysozymfibriller (pH 2, 57°C, 5 dygn)
4 -V\/\/, —— Lysozymfibriller0.9 (pH 4, 85°C, 11 dygn)

CD (mdeg)
CD (mdeg)

— | : ' '
200 220 240 260 200 220 240 260
Véglangd (nm) Vaalanad (nm)

Figur 8. CD-spektra for amyloida fibriller bildade under

olika experimentella betingelser. (A) Jamforelse mellan

| — Lysozymfibriller amyloida fibriller fran lysozym som bildats med
-| ——Insulinfibriller06 | respektive utan skakning. Ingen évergripande skillnad i
: : CD-signalerna med avseende pa deras form kan
detekteras. (B) Jamforelse mellan amyloida fibriller fran
lysozym som bildats vid 57°C och pH 2,0 med fibriller
som bildats vid 85°C och pH 4,0. Skillnaden mellan CD-
signalerna beror troligtvis pa att provet vid pH 4,0 har
bildat amorfa aggregat med random coil-struktur, vilket
baseras pa referensspektra i figur 5. (C) Jamforelse
mellan lysozym- och insulinfibriller. CD-signalerna
uppvisar nagot olika form men dessa skillnader ar inte
tillrackliga for att med hjalp av CD kunna detektera tva
: olika fibrillstrukturer. Alla CD-spektra ar normerade
200 220 20 0 TOr att forenkla jamforelser av deras form och

normeringsfaktorn anges i figuren.

CD (mdeg)

Vaglangd (nm)
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4.3 Bindning av ThT och ANS till amyloida fibriller
| detta avsnitt presenteras resultaten fran fluorescensspektroskopi- och LD-métningar med
amyloida fibriller och deras interaktioner med ThT och ANS.

4.3.1 Titreringsserier med fluorescensspektroskopi

Genom att successivt tillsatta fargdmne till en 16sning med amyloida fibriller och félja hur
dess fluorescensintensitet forandras kan information erhallas om ett fargamnes interaktion
med amyloida fibriller. Bindning resulterade i en 6kning i fluorescensintensitet, vilket
utnyttjades for att konstruera bindningskurvor som kan ge information om fargdmnets
egenskaper vid bindning till amyloida fibriller. Bindningskurvorna (figur 9) som erhélls pa
detta satt visar kvalitativt hur starkt ThT (figur 9A) respektive ANS (figur 9B) binder till
amyloida fibriller och jamforelser kan goras mellan insulin- och lysozymfibriller. Da
kurvorna planar ut finns det inte mojlighet for fler fargdmnesmolekyler att binda till de
amyloida fibrillerna.

Det ar intressant att det inte finns ndgon markbar skillnad mellan insulin- och lysozymfibriller
med ThT medan en skillnad kan observeras for ANS. Detta tyder pa att ThT binder pa samma
satt till de olika fibrillerna och att det finns ungefér lika manga bindningssaten for ThT pa de
bada modellfibrillerna. Kurvan fér lysozymfibriller med ANS (figur 9B) har en brantare
lutning an den for insulinfibriller, vilket indikerar att ANS binder starkare till
lysozymfibriller. Detta kan forstds om man beaktar att bindningskonstanten K i

jamviktsekvationen, K = [/[1?-?1]9] , som beskriver relationen mellan koncentrationerna av

amnena A och B fritt i 16sningen samt koncentrationen av A och B i bundet tillstand till
varandra. Om det finns mer AB relativt A och B separat i l6sningen &r bindningskonstanten
hogre, vilket ger upphov till en brantare lutning pa bindningskurvan. Om mycket ANS (A)
kan binda till lysozymfibrillen (B), det vill sdga foreligger i AB, innebér det att bindningen
mellan dem ar stark.
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Figur 9. Bindningskurvor baserade pa titreringsserier med bade insulin- och lysozymfibriller samt ThT och ANS. Y-
axeln visar summan av fluorescensintensiteten dividerat med koncentrationen av amyloida fibriller och X-axeln visar
fargamneskoncentrationen. Vardena korrigerades for utspadning. Kurvorna normerades utifrdn de tre sista
punkternas medelvarde. Da kurvorna blivit konstanta binder inte langre mer fargamne till fibrillerna. (A)
Bindningskurva for ThT. Koncentrationen av insulinfibriller var 12,6 uM och koncentrationen av lysozymfibriller
var 10,0 uM. ThT exciterades vid 450 nm. (B) Bindningskurva for ANS. Koncentrationen av insulinfibriller var 11,6
UM och koncentrationen av lysozymfibriller var 10,0 uM. ANS exciterades vid 350 nm.

Utifran substansméngden amyloida fibriller respektive tillsatt fargamne vid mattnad kunde
antalet bundna fargamnesmolekyler per fibrillenhet uppskattas. Uppskattningen gjordes
genom att dividera substansmangden fargdmne vid mattnad med substansmangden amyloida
fibriller dar den faktor som erhélls kallades bindningsfaktor. Bindningsfaktorn for ThT blev
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1,0 for insulinfibriller och 1,6 for lysozymfibriller. Bindningsfaktorn fér ANS blev 4,6 for
insulinfibriller och 2,4 for lysozymfibriller. Bindningsfaktorerna skiljer sig nastan femfaldigt
mellan ThT och ANS for insulinfibriller, men knappt tvafaldigt for lysozymfibriller. Att det
for insulinfibriller &r sadan stor skillnad i antalet bundna ThT- och ANS-molekyler tyder pa
att ANS kan ha tillgang till betydligt fler bindningsséten och kanske kan binda till andra ytor
pé insulinfibrillerna dn just B-flakstrukturen dar ThT binder. Det &r dven intressant att jamfora
bindningsfaktorerna for ANS med insulin- och lysozymfibriller, dér skillnaden indikerar att
insulinfibrillerna har fler hydrofoba ytor &n lysozymfibrillerna.

Fran de fluorescensspektra som uppmattes under titreringarna (460-700 nm for ThT och 365-
700 nm for ANS) kunde vissa skift i Amax KOnstateras. FOr att undersoka om dessa skift skedde
systematiskt avsattes Amax fOr ThT respektive ANS mot koncentrationen tillsatt fargamne.
Systematiska skift kunde endast detekteras for ANS bundet till lysozymfibriller (figur 10A).
Dir syntes en trend i 6kande Amax Mmed Okande koncentration ANS, vilket skulle kunna betyda
att ANS har flera olika typer av bindningssaten pa lysozymfibrillen och att dessa har olika
hydrofobicitet. Nagon sadan trend kunde inte observeras for lysozymfibriller med ThT, vilket
stammer val 6verens med att ThT endast har en typ av bindningssate pa amyloida fibriller (se
avsnitt 2.2).

For att undersdéka om det finns en interaktion mellan ThT respektive ANS och monomert
insulin respektive lysozym tillsattes fargamnena &ven till 16sningar av dessa monomerer.
Ingen fluorescenssignal fran ThT detekterades vid 480 nm, varken med monomerer av insulin
eller av lysozym, vilket ar rimligt da ThT ar ett fibrillspecifikt fargamne. ANS fluorescerade
inte i ndrvaro av monomert lysozym. Daremot noterades en dkning i fluorescensintensitet med
monomert insulin och ANS, dock inte med lika hog 6kning i fluorescensintensitet som med
insulinfibriller och ANS (figur 10B). Det ar dven intressant att notera att det sker ett skift i
Amax at langre vaglangder da ANS binder till monomert jamfort med fibrillart insulin. Detta
tyder pa att det finns olika slags hydrofoba ytor pa insulinet i de tva olika formerna, och att
ANS binder pa olika sétt i de tva fallen.
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Figur 10. (A) Férandring av vaglangden for fluorescensmaximum (hyay) som funktion av koncentrationen ANS i ett
prov med lysozymfibriller. Den rdda linjen &r en linjar regression till punkterna. A, 6kar nagot med ékande ANS-
koncentration. (B) Fluorescensspektra for ANS i narvaro av insulinfibriller (bla kurva) och insulinmonomerer (réd
kurva). Excitationsvaglangden var 350 nm. Koncentrationen av insulinfibriller var 15 uM och koncentrationen av
insulinmonomerer var 12 pM. Koncentrationen av ANS med insulinfibriller var 28 uM och med insulinmonomerer 31
MM. Kurvorna har korrigerats for utspadning.

For att undersoka om ThT och ANS kan binda till samma stélle pd insulinfibriller utférdes en
titreringsserie dar ANS successivt tillsattes till ett prov med en konstant mangd ThT och
insulinfibriller. Fran tidigare studier (Vassar, 1959 och Krebs, 2004) ar det kant att ThT
binder till de amyloida fibrillernas p-flakstruktur och darfor valdes ThT som fargdmnet med
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konstant koncentration. Om ANS kan konkurrera ut ThT skulle det betyda att de helt eller
delvis har samma bindningssaten. Om sa &r fallet betyder det ocksd att den del av P-
flakstrukturen som ThT interagerar med har hydrofoba ytor. | varje titreringspunkt exciterades
provet vid absorptionsmaxima for bade ThT (450 nm) och ANS (350 nm) och emissionen
méttes i intervallet 460-700 nm respektive 365-700 nm. Det observerades att ThT-
fluorescensen minskade och att ANS-fluorescensen 6kade (figur 11). Det var inte mojligt att
helt eliminera ThT-fluorescensen, 60 % av ursprungssignalen fanns kvar dven da de amyloida
fibrillerna mattats med ANS. Detta tyder pa att ANS framst, men inte uteslutande, har andra
bindningssaten an ThT pa insulinfibriller.

104 Figur 11. Titreringskurva med konstanta koncentrationer av ThT
(4 uM) och insulinfibriller (6 M) samt med 6ékande mangd ANS
matt vid 450 nm (excitationsvaglangd for ThT) respektive 350 nm
(excitationsvaglangd for ANS) i en fluorescensspektrofotometer.
Vardena korrigerades for utspadd ThT- och fibrillkoncentration.
Summan av integralen for varje titreringspunkt relativt den

‘ O0kande koncentrationen ANS visas i figuren. Vardena ar

normerade mot det hogsta vardet for  respektive

excitationsvaglangd. D& ThT-fluorescensen inte gar ner till noll
innebar det att ThT fortfarande kan binda till insulinfibrillerna
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4.3.2 Studier av bindning till amyloida fibriller av ThT respektive ANS med LD
LD-matningar anvandes for att undersoka om ThT och ANS binder pa ett orienterat satt till
insulin- respektive lysozymfibriller. Samtliga absorptionsspektra for modellfibrillerna
baslinjekorrigerades mot den buffert de framstéllts i och LD-spektra baslinjekorrigerades
genom att subtrahera signalen matt pa provet utan rotation. | figur 12 visas ett
baslinjekorrigerat prov med enbart insulinfibriller och de positiva LD-signalerna vid 280 nm
och cirka 200 nm indikerar att det finns amyloida fibriller i provet. Amyloida fibriller har
karaktéristiska signaler som beror pa orienteringen av PB-flakstrukturen (~200 nm) och
orienteringen av de aromatiska sidokedjorna (220-300 nm). Vaglangden for den sistnamnda
LD-signalen ar nagot olika for insulin- och lysozymfibriller. Dessa signaler syns i alla spektra
oavsett om fargamne tillsats eller inte (figur 13-20).

a0l S i [ ——nsulin]
; ; HUURUURRRR ; Insulin Figur 12. LD-spektrum av ett prov

innehallande enbart insulinfibriller
och buffert. Topparna vid 200 nm
och 280 nm verifierar narvaron av
amyloida fibriller i provet.
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Matningar med ThT och ANS utfordes separat med insulin- respektive lysozymfibriller. |
figur 13 och 14 visas LD- och absorptionsspektra for ThT och ANS i nérvaro av amyloida
fibriller. Spektra méttes vid en eller flera olika fargamneskoncentrationer. Figur 13 visar att
ThT binder till bade insulin- och lysozymfibriller pa ett orienterat sétt, eftersom en LD-signal
upptrader i narheten av fargdmnets Amax i LD-spektrana. LD-signalen for ThT ar positiv, vilket
innebar att fargamnet binder mer parallellt an vinkelratt relativt fibrillens langaxel. ANS
binder ocksa orienterat till lysozymfibriller (figur 14B) och ger upphov till en positiv LD-
signal. Daremot ses ingen LD-signal for ANS i ndrvaro av insulinfibriller (figur 14A).
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Bindningskurvan i figur 9B visar dock att ANS faktiskt binder till insulinfibriller och fran
LD-matningen kan det alltsd konstateras att bindningen till insulinfibriller inte sker med en
specifik orientering relativt fibrillaxeln.
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Figur 13. (A) LD- och absorptionsspektrum for ThT vid tva olika koncentrationer samt en koncentration av
insulinfibriller pa 20 uM. ThT binder till insulinfibriller eftersom det finns ett LD-maximum fér fargamnet vid 445
nm (se forstoring). Absorbansmaximum férekommer vid 412 nm, vilket &r ett skift jamfort med LD-maximum. (B)
LD- och absorptionsspektrum for lysozymfibriller med koncentrationen 9 uM och tre olika koncentrationer av ThT.
Absorbansmaximum for ThT foreligger vid 412 nm och en motsvarande topp kan utlésas i LD-spektrumet vid 438
nm (se forstoring) som visar pa att ThT binder till lysozymfibriller.
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Figur 14. (A) LD- och absorptionsspektrum for ANS i narvaro av insulinfibriller med koncentrationen 29 puM och
ANS vid tre olika koncentrationer. Absorbansmaximum for ANS ar vid 350 nm, men nagon topp aterfinns inte i detta
omrade i LD-spektrumet (se forstoring). Detta indikerar att ANS inte binder pa ett orienterat satt till insulinfibriller.
(B) LD- och absorptionsspektrum for lysozymfibriller med koncentrationen 15 uM och tva olika koncentrationer av
ANS. ANS binder orienterat till lysozymfibriller, vilket stdds av toppen i LD-spektrumet vid 348 nm (se forstoring).
Motsvarande topp i absorptionsspektrumet &r vid 366 nm.

4.4 Karaktarisering av nya fargamnens bindning till amyloida fibriller
Nedan presenteras resultat angaende de nya fargamnenas bindning till amyloida fibriller av
insulin och lysozym.

4.4.1 De nya fargamnenas bindning till amyloida fibriller med LD

Efter att de valkanda fargamnena ThT och ANS hade undersokts paborjades studier av de nya
fargdmnena. Forst valdes fyra fargimnen med skilda Amax Ut: DIR, aCN-DIR, OTB-SO3 och
aCN-TO (figur 4C-F). Darefter utfordes en high-throughput-matning med LD genom att
tillsatta dessa fyra fargamnen samtidigt till insulinfibriller (figur 15). Toppar i narheten av tre
av fargdmnenas absorbansmaxima (tabell 3) kan utldsas men for aCN-TO syns ingen LD-
signal, vilket indikerar att tre av de fyra fargdmnena binder till insulinfibriller. LD-signalerna
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for dessa fargdmnen &r positiva, vilket innebér att de binder mer parallellt &n vinkelratt till
fibrillerna.

Insulin
Insulin, DIR 3uM, aCN-DIR 3 pM, Figur 15. LD- och absorptionsspektrum for high-

OTB-SO, 3 uM, aCN-TO M throughput-méitning med firgimnena DIR, aCN-
: DIR, OTB-SO; och aCN-TO tillsammans med
insulinfibriller med koncentrationen 22 uM. | LD-
spektrumet observeras toppar vid 407, 574 och 631
nm (se forstoring). Dessa motsvarar fargdmnena
OTB-SO;, aCN-DIR och DIR:s absorbansmaxima
400, 530 och 600 nm, vilket antyder att dessa
fargamnen binder till insulinfibriller. Inget
maximum #r synbart for aCN-TO i LD-spektrumet
och detta fargamne binder darfor inte pa ett
orienterat satt till insulinfibriller.
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i T T T
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Fargdmnena som ingick i high-throughput-métningen, samt de fyra resterande fargdmnena,
studerades sedan med LD, var och ett for sig, tillsammans med insulinfibriller. LD-signalerna
visar att alla fargamnen forutom aCN-TO binder orienterat till insulinfibriller, eftersom en
positiv signal erhalls i narheten av respektive fargamnes Amax. Detta innebar att de, i likhet
med ThT, binder mer parallellt &n vinkelratt relativt insulinfibrillernas langaxel. Spektra for
aCN-TO (figur 16) och fyra av de fa&rgdmnen som binder, DIR, aCN-DIR, OTB-SO3; och
MGT-3, visas i figur 17A-20A. Dessa fyra ansags mest intressanta av olika anledningar;
OTB-S0s har liknande Amax Som ThT, MGT-3 ger upphov till bade en positiv och en negativ
LD-signal och DIR samt aCN-DIR har langa Amax Och ger tydliga LD-signaler. Dessa
fargamnen undersoktes aven med lysozymfibriller och samtliga binder till lysozymfibriller
mer parallellt &n vinkelratt (figur 17B-20B).

| tabell 3 sammanstalls information om absorbans- respektive LD-maxima for de nya
fargamnena. Ett skift observeras mellan absorbans- och LD-maximum dér den bundna formen
av samtliga fargdmnen, det vill sdga den form som mats i LD, har absorbans som &r skiftad
mot langre vaglangder.
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insulinfibriller.
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Figur 17. (A) LD- och absorptionsspektrum for insulinfibriller med koncentrationen 21 uM och DIR vid tva olika
koncentrationer. Fran LD-spektrumet noteras att DIR binder till insulinfibriller eftersom det ar en topp for DIR vid
626 nm (se forstoring). Detta kan jamforas med dess topp i absorptionsspektrum vid 602 nm. (B) LD- och
absorptionsspektrum for lysozymfibriller med koncentrationen 10 uM och DIR vid tva olika koncentrationer. DIR
binder till lysozymfibriller i och med att LD-maximum for DIR avléses vid 623 nm (se forstoring), med motsvarande
absorbansmaximum vid 605 nm.
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Figur 18. (A) LD- och absorptionsspektrum for insulinfibriller med koncentrationen 11 pM och aCN-DIR vid tre
olika koncentrationer. Absorbansmaximum for aCN-DIR &r vid 526 nm och motsvarande topp i LD-spektrumet ar
vid 554 nm (se forstoring). Denna topp indikerar att aCN-DIR binder till insulinfibriller. (B) LD- och
absorptionsspektrum for lysozymfibriller vid koncentrationen 17 pM och aCN-DIR. Fargamnestoppen vid 550 nm i
LD-spektrumet (se forstoring) med motsvarande topp vid 540 nm i absorptionsspektrum medfor att aCN-DIR binder
till lysozymfibriller.
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Figur 19. (A) LD- och absorptionsspektrum for insulinfibriller med koncentrationen 39 puM vid tva olika
koncentrationer av OTB-SO;. Maximumet i LD-spektrumet vid 408 nm (se férstoring) indikerar att OTB-SO; binder
till insulinfibriller. Absorbansmaximum for OTB-SO; ar vid 400 nm. (B) LD- och absorptionsspektrum for métningar
med lysozymfibriller med koncentrationen 43 uM och OTB-SO; OTB-SO; binder till lysozymfibriller, vilket
motiveras av toppen i LD-spektrumet vid 406 nm (se forstoring) som motsvarar toppen vid 400 nm i
absorptionsspektrum.
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Figur 20. (A) LD- och absorptionsspektrum for insulinfibriller med koncentrationen 23 pM med tva olika
koncentrationer av MGT-3. Absorbansmaximum fér MGT-3 &r vid 598 nm och ett LD-minimum detekteras vid 571
nm (se forstoring). Notera aven maximum vid 691 nm i LD-spektrumet. Darmed binder MGT-3 till insulinfibriller.
(B) LD- och absorptionsspektrum for lysozymfibriller vid koncentrationen 18 uM och MGT-3. Observera att
rotationshastigheten for matningen var 500 rpm. MGT-3 binder till lysozymfibriller, vilket motiveras av toppen i LD-
spektrumet vid 668 nm (se forstoring). Notera att det finns ett svagt LD-minimum vid 555 nm. Absorbansmaximum
for MGT-3 foreligger vid 609 nm.

Tabell 3. Absorbans- och LD-maxima for de nya fargdmnena med insulin- och lysozymfibriller. For aCN-TO har
avsaknad av A, for LD symboliserats med ett streck (-). Om ett fargdmne inte &r undersokt med en viss typ av
amyloida fibriller representeras det av ett kryss (x). For de fargamnen som har bade en positiv och negativ LD-signal
indikerar plus (+) respektive minus (-) inom parentes vilket A, som hor till respektive LD-signal.

Insulinfibriller Lysozymfibriller
Molekyl ADbS. Anax LD Amax (NM) |A| ADbS. Amax LD Amax |A]
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm)

OTB-SO; 400 408 8 400 406 6
aCN-TO 485 - - X X X
aCN-DIR 526 554 28 540 550 10
DIR 602 626 24 605 623 18
MGT-1 625 654 29 X X X
MGT-2 635 528(+);675(-)  107;40 | x X X
MGT-3 598 571(-);691(+)  27;93 | 609 555(-);668(+)  54;59
MG-BisT-Alkyne | 644 682 38 X X X

4.4.2 De nya fargamnenas fluorescens med amyloida fibriller

Fluorescensintensiteten mattes for fargdmnena tillsammans med amyloida fibriller eftersom
det ar av intresse att kunna detektera amyloida fibriller med fluorescensspektroskopi och
fluorescensmikroskopi. Till skillnad fran ThT fluorescerar «CN-DIR och DIR &ven i narvaro
av monomert insulin. aCN-DIR och DIR ger liknande 6kning i fluorescensintensitet da de
binder till insulinfibriller relativt insulinmonomerer (figur 21 for oCN-DIR).
Fluorescensintensiteten ar cirka fyra ganger hogre for fargamnet med amyloida fibriller
jamfort med monomerer, vid likartade koncentrationer. aCN-DIR och DIR studerades &ven
med lysozymfibriller med resultatet att de fluorescerar aven vid bindning till dessa amyloida
fibriller. Ovriga fargamnen har inte undersokts med varken lysozymfibriller eller lysozym-
och insulinmonomerer. Samtliga fargdmnen har dock testats med insulinfibriller och MGT-
molekylerna fluorescerar inte da de binder till dessa. aCN-TO fluorescerar inte heller i
I6sning med insulinfibriller eller monomert insulin, vilket var véntat eftersom bindning till
insulinfibriller inte detekterades med LD (figur 16). OTB-SO; fluorescerar daremot med saval
insulinfibriller som insulinmonomerer.
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5 Diskussion
| kapitlet nedan diskuteras projektets resultat och slutsatserna satts i ett sammanhang.

5.1 Bildning av insulin- och lysozymfibriller

Det tar olika lang tid for insulin och lysozym att bilda amyloida fibriller. Kinetikstudien
visade att insulin bildar fibriller inom loppet av 50 till 180 minuter beroende pa
startkoncentrationen av monomert protein (figur 6A1). Ju lagre startkoncentrationen av
insulin ar, desto kortare tid tar det for proteinet att bilda amyloida fibriller. Figur 6A2 antyder
att lagfasens langd, omkring 10 minuter, & ungefar densamma for alla startkoncentrationer av
insulin som studerades. Mé&tningar utfordes dock endast var tionde minut, vilket medfor att
endast en méatpunkt utgor lagfasen.

| figur 6A1 ser man att formen pa kinetikkurvan for den hogsta koncentrationen av insulin (2
mg/ml) avviker fran de 6vriga kurvorna. Skillnaden &r sarskilt tydlig i borjan av tillvaxtfasen,
mellan 5 och 25 minuter, dar lutningen for koncentrationen 2 mg/ml & mindre &n for
resterande koncentrationer, vilket forskjuter kurvan. Trenden visar déremot att hogre
koncentration ger brantare lutning, det vill séga en snabbare tillvéxthastighet av amyloida
fibriller, under samma tidsintervall. Avvikelsen skulle kunna bero pa att insulin kan bilda
dimerer och hexamerer vid hogre koncentration av monomerer. Bindningarna ar svarare att
bryta i dessa komplex (Sluzky, 1991) och det tar darmed langre tid for fibrillerna att bildas.

Kinetikstudien for lysozym visade att det tar ungeféar 3,5 dygn for lysozymfibriller att bildas.
Bildningstiden verkar vara oberoende av startkoncentrationen i det koncentrationsintervall vi
studerade (figur 6B), men eftersom tillvaxthastigheten ar lag i slutet av tillvaxtfasen &r det
svart att avgora den exakta tidpunkten da fibrillbildningen natt jamvikt. Lagfasen vid
bildandet av lysozymfibriller & mellan 20 och 60 minuter lang. Ett samband kan ses mellan
hog startkoncentration av protein och kort lagfas. Detta var forvantat da bildandet av de
amyloida fibrillernas k&rna gynnas av hdg proteinkoncentration.

En avvikelse kunde ses i Kkinetikstudien for lysozym (figur 6B), dar kurvorna for
koncentrationerna 5 och 10 mg/ml korsar varandra under tillvaxtfasen. Denna avvikelse skulle
kunna bero pa de stora gelklumpar och aggregat som detekterades i samtliga kyvetter.

Kinetikstudien visar att bildningstiden for insulinfibriller &r kortare dn den for bildandet av

lysozymfibriller. En orsak till detta &r sékerligen att lysozymprotein ar mer stabilt i monomer
form &n vad insulinprotein &r. Skillnaden i stabilitet kan utldsas av att lysozyms

21



denatureringstemperatur ar 76°C (Haezebrouck, 1991) till skillnad fran insulin déar
denaturering har observerats redan vid 50°C (Elshemei, 2010). Lysozymmonomerernas
stabilitet &ar troligtvis ocksa anledningen till att lysozym bildar amyloida fibriller mindre
effektivt an insulin och att lysozymfibriller darfor maste isoleras fran monomert protein (figur
7).

5.2 Amyloida fibrillers sekundarstruktur

For att kunna utfora noggranna och kvantitativa studier pa fibrillprover kravs det att sa lite
monomert protein som majligt forekommer i provet. En indikation pa rena fibrillprover &r att
dessa prover ger upphov till en karaktaristisk B-flaksignal vid CD-maétningar, samtidigt som
inga andra tydliga sekundarstrukturer syns i CD-spektrumet (figur 5). Inledande studier med
CD visade att insulin mycket effektivt bildar amyloida fibriller (figur 7A) och darfor kréavdes
ingen extra isolering av dessa fibriller. Daremot foreldg en stor andel av proteinerna i
lysozymprovet fortfarande i monomer form dven efter flera dagars fibrillering (figur 7B),
vilket medforde att dessa fibriller behtvde isoleras. Nar lysozymproverna centrifugerades
erholls en ren B-flaksignal fran pelleten, vilket visade att lysozymmonomerer effektivt hade
avskiljts. Dock medforde centrifugeringen att oldsliga aggregat bildades, vilket kan ha
paverkat resultaten i efterfoljande studier genom att orsaka spridningseffekter vid absorbans-
och CD-matningar.

Fran figur 8A kan det utlasas att lysozymfibriller bildade under skakning ger upphov till en
mindre brusig CD-signal. Detta var forvanande eftersom proverna var grumligare an dvriga
och antogs darmed kunna ge upphov till spridningseffekter vid CD-matningar. En anledning
till den jamnare CD-signalen kan vara att lysozym skulle kunna bilda kortare amyloida
fibriller under skakning. En annan majlig orsak till det jamnare spektrumet skulle kunna vara
att lysozym bildar amyloida fibriller effektivare under skakning, vilket i sa fall skulle forklara
det faktum att signalen ar fem ganger starkare for lysozymfibriller bildade under skakning (se
normeringsfaktorn i figur 8A). Eftersom CD-signalerna normeras dédmpas bruset, vilket
medfér en jamnare CD-signal. Lysozymfibriller bildade utan skakning valdes dock for vidare
studier baserat pa att dessa prover var mindre grumliga, vilket ger upphov till tydligare
spektra vid absorbansmétningar.

Figur 8B visar att toppen i CD-spektrumet for lysozymfibriller bildade vid 85°C och pH 4,0
ar forskjuten mot kortare vaglangder jamfort med lysozymfibriller bildade vid 57°C och pH
2,0. Det ar troligt att denna forskjutning beror pa att lysozym vid 85°C och pH 4,0 inte bildar
amyloida fibriller utan istallet bildar amorfa proteinaggregat med random coil-struktur (figur
5). Dock kan en antydan till B-flaksignal observeras vid 220 nm, vilket indikerar att en liten
andel av provet bestar av lysozymfibriller. Dessa lysozymfibriller skulle potentiellt kunna
vara strukturellt skilda frin de som bildats vid 57°C och pH 2,0. Pa grund av den begransade
projekttiden valde vi att inte vidare karaktarisera dessa skillnader.

Endast sma skillnader kunde ses mellan insulin- och lysozymfibriller (figur 8C) trots att dessa
har olika aminosyrasekvenser och dérmed borde ha olika fibrillstrukturer. Skillnader i
fibrillstrukturer forekommer genom att langden samt strukturen pa peptidsvansarna mellan
den gemensamma PB-flakstrukturen (figur 1B) varierar mellan de tva olika modellfibrillerna.
Problemet med att detektera skillnader mellan olika fibriller i CD har sin grund i att CD-
signalen &r en sammanvégning av de olika strukturer som férekommer i provet (Greenfield,
1969). Eftersom fibriller i huvudsak utgors av B-flak ger olika fibrillprover upphov till CD-
spektra med likartad form, trots forekomst av strukturella skillnader mellan peptidsvansarna
for respektive modellfibrill.
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Ett ytterligare problem med att jamfora fibrillstrukturer med CD é&r att signaler fran B-flak
generellt ar svagare an dem fran a-helix och random coil (figur 5). De amyloida fibrillernas
struktur orsakar dessutom ljusspridning, vilket forsvagar P-flaksignalen fran fibrillerna
ytterligare (Greenfield, 2007). Dessa tva faktorer medfor att signalen fran de amyloida
fibrillernas B-flak latt kan 6verskuggas av signalerna fran ovriga strukturer i provet, sdsom
kvarvarande monomert protein. Ljusspridningen leder ocksa till att CD-signalen inte langre ar
proportionerlig mot koncentrationen av B-flak i proven, vilket medforde att vi inte drog nagra
slutsatser om andelen B-flak i de olika modellfibrillerna.

5.3 Karaktarisering av amyloida fibriller med hjalp av ThT och ANS

Aven om det finns strukturella skillnader mellan insulin- och lysozymfibriller, sdsom att
lysozym har fler aminosyror &n insulin (lysozym och insulin har 129 respektive 51
aminosyror) (Phillips, 1967 och Jaimohan, under tryckning), kan endast sma skillnader
detekteras med CD. Mer information om skillnaderna mellan fibrillerna kunde d&remot
erhallas fran de bindningskurvor som visar hur ANS och ThT interagerar med
modellfibrillerna (figur 9). | figur 9A kan ingen tydlig skillnad mellan insulin- och
lysozymfibriller ses nér de titreras med ThT. Detta tyder pa att de bada modellfibrillerna har
en likartad p-flakstruktur och stammer vél 6verens med de likheter vi sag i CD. Da kurvornas
lutning ar likartad innebar det att ThT binder lika starkt och pa samma sétt till de bada
modellfibrillerna. Att ThT binder pa samma sétt till de bada modellfibrillerna kan &ven ses i
LD-maétningarna med insulin- respektive lysozymfibriller (figur 13). Fran bada matningarna
fas en positiv LD-signal for ThT som visar att ThT binder mer parallellt an vinkelratt mot
modellfibrillernas langaxel. Vi har darmed styrkt teorin fran Krebs, 2004 som foreslar att ThT
binder i farorna som bildas mellan aminosyrornas sidokedjor i B-flakstrukturen (figur 3).

For ThT skiljer sig de beraknade bindningsfaktorerna (ett matt pa antalet bundna
fargamnesmolekyler da fibrillerna & mattade) mellan insulinfibriller (1,0) och
lysozymfibriller (1,6). Detta tyder pa att ThT har fler bindningssaten pa lysozymfibriller &n
insulinfibriller. Det &r intressant att observera att styrkan i bindning av ThT till insulin- och
lysozymfibriller ar densamma men att antal bindningsséten for ThT skiljer sig at, vilket tyder
pa att det finns en viss skillnad mellan de tva olika modellfibrillerna. Da det har bekraftats att
ThT binder till farorna i pB-flakstrukturen &r det mojligt att det finns mer B-flak i
lysozymfibriller &n i insulinfibriller. Detta resonemang stods dven av att lysozym &r ett storre
protein &n insulin.

N&r ANS titrerades till insulin- och lysozymfibriller observerades en markant skillnad mellan
de tva kurvorna (figur 9B). Den brantare lutningen pa kurvan med lysozymfibriller indikerar
att ANS binder starkare till lysozymfibriller an insulinfibriller. Da det ar kant att ANS
interagerar med hydrofoba ytor (Hawe, 2008), tyder resultaten pa att de bada modellfibrillerna
har olika typer av hydrofoba ytor och att ANS har hogre affinitet for de ytor som finns pa
lysozymfibriller. Det &r dven en skillnad i bindningsfaktor mellan ANS med insulinfibriller
(4,6) och lysozymfibriller (2,4). Insulinfibriller har darmed fler bindningssaten for ANS
jamfort med lysozymfibriller, trots att ANS binder starkare till lysozymfibriller.

Aven i LD-métningarna for insulin- och lysozymfibriller med ANS kan en tydlig skillnad ses
mellan de tva modellfibrillerna (figur 14). Fér lysozym observeras en positiv LD-signal,
vilket indikerar att ANS, liksom ThT, binder mer parallellt &n vinkelratt mot
lysozymfibrillernas langaxel (figur 14B). Vid motsvarande forsok med insulinfibriller erhalls
ingen LD-signal alls for ANS (figur 14A). Avsaknaden av en LD-signal for ANS med
insulinfibriller tillsammans med resultaten fran bindningskurvorna betyder att ANS binder
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ickeorienterat till insulinfibriller, exempelvis till de peptidsvansar som inte ingar i fibrillens -
flakstruktur (figur 1B). En majlig, men hogst osannolik, orsak till att ingen LD-signal erhalls
skulle kunna vara att bindningsvinkeln mellan samtliga bundna ANS-molekyler och
fibrillaxeln &r valdigt néra 54,7°, vilket &r den orienteringsvinkel som ger strikt LD = 0 (kan
harledas matematiskt fran ekvationen for LD) (Rodger, 1997).

5.4 Skillnader mellan ThT och ANS

Det &r sedan tidigare kant att ThT binder mer parallellt &n vinkelrétt till de amyloida
fibrillernas langaxel (Krebs, 2004), vilket bekraftades i vara studier dar ThT hade en positiv
LD-signal vid bindning till bade insulin- och lysozymfibriller (figur 13). Det ar daremot inte
kant hur ANS binder till amyloida fibriller och i vilken utstrdckning ThT och ANS kan binda
till samma bindningsséaten. Vi visade att ¢kande tillsats av ANS till ett prov som innehéll
insulinfibriller och ThT resulterade i1 en successiv minskning av ThT:s fluorescensintensitet,
men det var inte mojligt att helt eliminera ThT:s fluorescenssignal dven da de amyloida
fibrillerna var mattade med ANS (figur 11). Detta tyder pa att ThT och ANS i viss man
paverkar varandras bindning, men det ar inte sannolikt att de enbart binder till samma
bindningssaten pa insulinfibriller. Fran LD-maétningen for ANS med insulinfibriller (figur
14A) erholls ingen signal, vilket utesluter att ANS binder pa samma satt som ThT till
insulinfibriller, det vill sdga pa ett orienterat satt i B-flakstrukturens faror. Aven om ANS inte
binder till farorna skulle fargdmnet 4nda kunna binda till B-flakstrukturens sidokedjor. Denna
typ av bindning skulle kunna medféra att ANS delvis kan konkurrera ut ThT trots att de inte
binder till samma bindningssaten. Enligt Biancalana, 2010 kan bindningen av ThT till
amyloida fibriller inhiberas av vissa molekyler. Vara data tyder darmed pa att ANS har en
viss sadan inhiberande effekt (figur 11).

For bindningskurvorna, som mattes for bade insulin- och lysozymfibriller med ThT och med
ANS (figur 9), berdknades bindningsfaktorer. Det &r intressant att bindningsfaktorerna mellan
ThT och ANS skiljs 4t med nastan en faktor fem for insulinfibriller (1,0 for ThT och 4,6 for
ANS), medan det inte finns ndgon namnvard skillnad for lysozymfibriller (1,6 for ThT och
2,4 for ANS). Denna skillnad i bindningsfaktor for insulinfibriller visar att ANS binder till
andra ytor pa insulinfibrillerna dn den PB-flakstruktur som ThT binder till. Skillnaden i
bindningsfaktor tyder ocksa pa att det finns farre bindningssaten for ThT, som enbart binder i
farorna, jamfort med ANS som dven kan binda till andra ytor pa insulinfibrillerna an de ThT
binder till.

| vara studier med monomert insulin och lysozym har vi verifierat att ThT &r ett
fibrillspecifikt fargamne eftersom ThT inte alls fluorescerar i narvaro av monomert insulin
eller lysozym. Liknande forsok med ANS visade att detta fargamne fluorescerar bade vid
interaktion med monomert insulin och med insulinfibriller, dock med en avsevard hogre
fluorescensintensitet med insulinfibriller. Det ar naturligt att ANS kan fluorescera dven med
monomert protein, dd ANS ar en markor for hydrofoba ytor. Monomert och fibrillart insulin
har dock olika hydrofoba ytor, vilket verifieras fran resultatet i figur 10B dar ett skift och en
fluorescensokning observeras mellan monomert och fibrillart insulin med ANS. Med tanke pa
att det var en lag fluorescensintensitet for monomert insulin jamfort med insulinfibriller och
att CD-maétningarna visade att det inte fanns ndmnvérda mangder av monomert insulin i
fibrillproverna, bortsdgs bidrag fran monomert insulin i vara fluorescensstudier. ANS
fluorescerar inte alls med lysozymfibriller, vilket tyder pa att det inte finns nagra hydrofoba
ytor pa monomert lysozym for ANS att binda till. Daremot visar vara matningar att det bildas
hydrofoba ytor nar lysozym bildar amyloida fibriller.
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5.5 Nya fargamnen som binder till amyloida fibriller

Sju av de atta nya fargamnen som ingick i den har studien binder till insulinfibriller. Samtliga
uppvisar positiv LD-signal i nagon eller alla toppar i LD-spektrumet, vilket innebar att de
binder foretradelsevis med sin langaxel parallellt med insulinfibrillens langaxel. Dessa
fargamnen binder darfor troligtvis pa liknande satt som ThT, det vill sdga de binder i farorna
mellan B-flakens sidokedjor (figur 3). Det enda av de studerade fargdmnena som inte binder
till insulinfibriller & oCN-TO (figur 4F). Bruce Armitage, som tillhandah6ll de nya
fargdmnena, informerade oss om att aCN-TO inte heller binder till DNA eftersom aCN-TO
har en icke-plan konformation. Det gar darfor att anta att en plan konformation kréavs for
bindning till insulinfibriller, vilket i sin tur antyder att bindningssatet ar trangt. Utrymmet dér
ThT binder till insulinfibriller, i farorna mellan B-flakens sidokedjor, ar forhallandevis smalt
(ett par Angstrém). De sju fargamnen som binder kan antas f& plats dar, medan o CN-TO
saledes inte binder pa grund av sin icke-plana konformation.

Med tanke pa att MGT-1, MGT-2, MGT-3 samt MG-BisT-Alkyne &r stora molekyler jamfort
med 6vriga fargdmnen som studerades i detta projekt (figur 4) ar det férvanande att samtliga
av MGT-molekylerna binder till insulinfibriller. Det ar dessutom intressant att MGT-3 (figur
41) ger upphov till bade en negativ och en positiv LD-signal da den binder till insulin- och
lysozymfibriller (figur 20). Aven MGT-2 visar liknande LD-signaler medan MGT-1 och MG-
BisT-Alkyne enbart uppvisar positiv LD-signal. Bruce Armitages kollega, bitrddande
professor David Yaron (Carnegie Mellon University, Pittsburgh, USA), har tagit fram
information om elektrondvergangarnas riktning i MGT-molekylerna. Det finns en évergang
som ar gemensam for dessa MGT-molekyler och denna dvergang ar orienterad approximativt
mellan de tva kvéaveatomerna (vagrat pil i figur 22) i den del av MGT-fargamnet som &r
gemensam for alla MGT-molekyler (de tva aromatringarna i vagrat riktning i figur 4G-J). Vi
antar darfor att denna 6vergang ger upphov till den positiva LD-signalen, eftersom denna
signal uppkommer for samtliga MGT-molekyler. Detta betyder
att MGT-molekylerna troligtvis binder till amyloida fibriller
genom att den gemensamma strukturen for MGT-molekylerna
(med overgang orienterad mellan de tva kvéaveatomerna)
interagerar med farorna langs fibrillaxeln. Den negativa LD-
signalen for MGT-2 och MGT-3 uppkommer darmed fran en
ytterligare elektronisk Overgang, vinkelrat mot den forra, som
sker mellan tiofenringarna (lodrat pil i figur 22). Dessa
tiofenringar orienterar sig darmed annorlunda till fibrillens
langaxel jamfort med den gemensamma delen av MGT-
molekylerna, eftersom elektronévergangarna over de olika
delarna ger upphov till LD-signaler med motsatta tecken. Det ar
Figur 22. Molekylstruktur for ocksa intressant att notera att LD-signalen fran MGT-3:s
MGT-3 —~ dar — pilama tiofenringar ar olika, sett till bade Amax OCh styrka, for
approximativt illustrerar hur . e e . - .
elektronsvergangar i mcT- Insulinfibriller —och  lysozymfibriller  (figur 20) och att
molekylerna ar orienterade. tiofenringarna darmed d&r orienterade olika vid bindning till de
olika fibrillerna.

Forutom MGT-3 valdes &ven DIR, aCN-DIR och OTB-SO; ut for studier med lysozym och
slutsatsen drogs att samtiga binder mer parallellt &n vinkelratt till lysozymfibriller (figur 17B-
20B). For DIR, aCN-DIR och OTB-SO; observeras en skillnad pa 4 nm eller mindre i Amay i
LD-matningar for fargdmnet bundet till insulin- respektive lysozymfibriller (tabell 3). Dessa
marginella skillnader i Amax antyder att fargamnena binder pa samma satt till de bada
modellfibrillerna.
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| vara matningar har ett skift observerats for en del av de fibrillbindande fargamnenas Amax
mellan absorbans och LD. DIR har ett skift pa 24 nm med insulinfibriller och 18 nm med
lysozymfibriller och oCN-DIR har motsvarande skift pa 28 nm respektive 10 nm (tabell 3).
En tankbar anledning till att absorptionsspektrumet skiftar fran LD-spektrumet &r att en stor
andel av fargamnena inte binder till de amyloida fibrillerna. | LD:n erhalls endast signal fran
de fargamnesmolekyler som bundit till de amyloida fibrillerna medan absorbansen mater bade
bundna och obundna fargamnesmolekyler. Fargdmne i 16sning har fri rotation kring sin axel
och har darmed hogre energi, vilket motsvarar kortare vaglangd. Amax i absorbansen blir darfor
forskjuten mot kortare vaglangd, jamfort med LD:S Ama, Pa grund av de obundna
fargamnesmolekylerna, vilket &r i enlighet med resultaten (tabell 3). Att fargdmne bundet till
amyloida fibriller ger upphov till langre vaglangd an obundet fargamne kan forstas utifran att
elektroner ar delokaliserade Over fargdmnesmolekylerna i sa kallade m-system. Dessa -
system ger upphov till langre Amax fOr fargdmnet ju planare n-systemet ar. Om molekylen inte
ar plan bryts konjugeringen och delokaliseringen. Bindning av fargamne till farorna i
fibrillstrukturen (figur 3) resulterar i en planare molekylstruktur for farggmnet och darmed
erhalls langre Amax vid LD-matning jamfért med absorbansmatning.

LD utvérderades som ett high-throughput screening-verktyg i ett forsok dar fyra fargamnen,
DIR, aCN-DIR, OTB-SO3 och aCN-TO, testades samtidigt med insulinfibriller. Vi visar i
figur 15 att samtliga &amnen som binder till insulinfibriller kan identifieras i LD-spektrumet pa
basis av deras respektive Amax. Resultatet visar att LD kan anvandas for att identifiera flera
amyloidbindande molekyler samtidigt, forutsatt att deras absorbanstoppar inte 6verlappar. For
att direkt identifiera samtliga fargdmnen i en enda LD-métning anser vi att Aynax 1 absorbans
for dessa amnen bor skilja sig fran varandra med ungefar 70 nm. Detta kriterium satts upp i
syfte att undvika att topparna fran de olika &mnena 6verlappar. Avstandet 70 nm baseras pa
att det i studierna har férekommit ett skift pa upp till 30 nm mellan absorbans och LD.

Vid LD-métning med en véldigt stor mangd &mnen kan flera av dessa ha nérliggande Amax.
Om endast ett av amnena i detta vaglangdsomrade ger upphov till en LD-signal gar det fran
den matningen inte att identifiera vilket av &mnena som binder till amyloida fibriller. Detta
beror pa att alla @amnen inom samma vaglangdsomrade skulle gett upphov till en topp inom ett
intervall av nagra fa nanometer vid bindning till amyloida fibriller. For att identifiera vilket av
amnena som binder till amyloida fibriller kan ytterligare LD-métningar goras endast for
amnena inom vaglangdsomradet i fraga. Ovriga &mnen fran den forsta matningen kan darmed
sallas bort, eftersom de inte binder orienterat till amyloida fibriller och darfor ar de inte
lampliga for att detektera amyloida fibriller. En stor méangd @mnen skulle alltsa snabbt kunna
forkastas om ingen LD-signal erhalls i en high-throughput-métning, eftersom detta innebér att
inget av dmnena binder till amyloida fibriller.

Vi bedémer att LD skulle kunna fungera relativt bra som ett high-throughput screening-
verktyg, eftersom vi har visat att det i samma matning faktiskt gar att detektera minst tre
fargdmnen som binder till amyloida fibriller. Dessutom &r det mojligt att snabbt avgora vilka
amnen som inte binder till amyloida fibriller. I de fall da LD-signal erhalls kravs dock vidare
LD-maétningar for att avgora vilket av @mnena inom detta vaglangdsomrade som binder till
amyloida fibriller. I vart fall band nastan alla av de undersokta molekylerna till fibriller, men i
en storre och mer forutsattningslos screen hade troligen betydligt farre LD-signaler for
fargamnen erhallits. Detta medfor att fortsatta studier for att identifiera de fibrillbindande
fargamnena inte blir sa omfattande.
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| ett avslutande forsok att utvardera de nya fargdmnena testades huruvida de fluorescerar vid
bindning till amyloida fibriller, vilket ar viktigt for framtida anvandning in vitro eftersom
fluorescensspektroskopi ar overlagset absorbans i fraga om kanslighet. Fluorescensdetektion
ar dessutom nodvandigt for avbildning med mikroskopi. Vid bindning till insulinfibriller
fluorescerade inte de fyra MGT-molekylerna, vilket minskar deras anvéndbarhet som
potentiella fargdmnen for att detektera amyloida fibriller i de exempel som ndmnts ovan. De
skulle dock fortfarande kunna vara aktuella for exempelvis PET-scanning.

Fluorescensintensiteten for DIR och aCN-DIR (figur 21) okar fyrfaldigt da &mnena binder till
insulinfibriller jamfért med monomert insulin. Denna faktor kan jamfoéras med motsvarande
faktor atta for ANS bundet till insulin och ungefarlig faktor 80 for ThT. Trots att faktorn for
DIR och aCN-DIR &r lagre an den for ANS, ér DIR och aCN-DIR anda intressanta for vidare
studier eftersom LD-maétningarna visade att de binder orienterat till amyloida fibriller och
faktorn fyra antyder att de ar relativt fibrillspecifika. DIR och aCN-DIR absorberar vid langre
vaglangd an ThT, vilket ar en intressant egenskap fér bland annat mikroskopi av biologiska
material. Detta grundar sig i att ThT:s emission Overlappar med absorbansen for fargdmnen
som exciteras med den vanligaste laserlinjen (488 nm), vilket kan resultera i forvrangda
fluorescenssignaler fran bada molekylerna. DIR och aCN-DIR har &ven nérliggande Amax dar
den ena kan excitera den andra om avstandet mellan molekylerna ar mindre &n 10 nm genom
en process som kallas energidverforing (Kinoshita, 2003).

6 Slutsatser och rekommendationer

Ett protokoll for bildande av lysozymfibriller som genererar rena fibrillprover togs fram under
projektet. Detta protokoll kan anvéndas i fortsatta studier for att underlatta méatningar pa
lysozymfibriller. Projektet visade &ven att undersokningar med insulinfibriller & mindre
komplicerade dn undersokningar med lysozymfibriller eftersom fibrilleringen for insulin &ar
mer effektiv. Lysozymfibriller ar anda ett bra komplement till insulinfibriller i studier da det
kravs olika typer av amyloida fibriller for att kunna gora jdmforelser. Inga stora skillnader
kunde utldsas mellan insulin- och lysozymfibriller med CD, men vi visade tydligt att det finns
strukturella skillnader mellan dem med avseende pa bindningen av ANS och darmed alltsa
med avseende pa deras ythydrofobicitet. For att vidare studera de strukturella skillnaderna
skulle FTIR kunna anvandas (Zandomeneghi, 2004). Denna metod fanns tyvarr inte att tillga
under detta projekt.

Vi visade att det finns skillnader mellan hur ThT och ANS binder till de olika
modellfibrillerna och fann att ANS har andra bindningssiten utdver den B-flakstruktur som
ThT binder till pa de amyloida fibrillerna. I studierna visade vi, med hjalp av ANS, att de tva
modellfibrillerna &r strukturellt olika i det avseende att de har olika typer av hydrofoba ytor.
Vi kunde dessutom visa att ANS binder orienterat till lysozymfibriller men inte till
insulinfibriller. Detta ar intressant eftersom det tyder pa att lysozymfibriller har hydrofoba
faror i fibrillens B-flakstruktur men att sa inte ar fallet for insulin. Studierna med ThT visade
att ThT binder lika starkt till insulin- och lysozymfibriller men att ThT daremot har fler
bindningssaten pa lysozymfibriller. | framtida studier skulle det vara intressant att jamfora
ThT och ANS med andra typer av amyloida fibriller for att erhalla mer information om bade
fargamnenas och fibrillernas egenskaper.

Vi fann att de sju nya fargdmnena oCN-DIR, DIR, OTB-SO3, MGT-1, MGT-2, MGT-3 och
MG-BisT-Alkyne binder till amyloida fibriller pa ett likartat satt som ThT och de nya
fargdmnena har darfor potential som prober for amyloiddetektion. Av dessa anser vi att aCN-
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DIR, DIR, MGT-2 och MGT-3 ar mest intressanta for vidare studier. «CN-DIR och DIR ar
lovande som nya fargamnen for studier av amyloida fibriller baserat pa att de har ett langre
Amax dn ThT samt att vara fluorescensstudier visar att de har en fibrillspecificitet som har
potential i framtida studier. MGT-2 och MGT-3 &r intressanta eftersom de har bade en positiv
och en negativ LD-signal samt att deras molekylstrukturer &r avsevért storre och mer
komplexa relativt ThT. Detta skulle kanske kunna utnyttjas for att erhalla mer detaljerad
information om fibrillens struktur. Dessutom skiljer sig LD-spektrana at for MGT-3 med
insulin- respektive lysozymfibriller (figur 20), dar en tankbar forklaring &r att den del av
MGT-3 som ger upphov till den negativa LD-signalen orienterar sig olika med insulin-
respektive lysozymfibriller.

Nésta steg i utvarderingen av dessa fyra fargdmnen skulle vara att ytterligare karaktarisera
dem samt understka deras interaktion med flera typer av amyloidbildande proteiner, till
exempel amyloid-f3 som orsakar Alzheimersdemens. Det faktum att en ovéntat stor andel av
de testade proteinbindande fargdmnena dven binder till amyloida fibriller medfor att denna
typ av fargdmnen bor utvarderas for interaktion till amyloida fibriller. For att utféra
storskaliga studier pa flera sadana fargamnens eventuella bindning till amyloida fibriller vore
ett high-throughput screening-verktyg onskvart. Vara studier har visat att LD, med vissa
begransningar, fungerar relativt bra for detta andamal.

7 Kallforteckning

Bruce Armitage, professor, Carnegie Mellon University, Pittsburgh, USA. Opublicerat
material.

Arnaudov, L.N. och de Vries, R. (2005) Thermally Induced Fibrillar Aggregation of Hen Egg
White Lysozyme. Biophysical Journal, vol. 88, nr 1, ss. 515-526.

Biancalana, M. och Koide, S. (2010) Molecular mechanism of Thioflavin-T binding to
amyloid fibrils. Biochimica et Biophysica Acta, vol. 1804, nr 7, ss. 1405-1412.

Bolognesi, B. et al. (2010) ANS Binding Reveals Common Features of Cytotoxic Amyloid
Species. ACS Chemical Biology, vol. 5, nr 8, ss. 735-740.

Buell, A.K. et al. (2011) Probing small molecule binding to amyloid fibrils. Phys. Chem.
Chem. Phys, vol. 13, nr 45, ss. 244-252.

Bulheller. B. et al. (2009). Flow linear dichroism of some prototypical proteins, Journal of the
American chemical society, vol. 131, nr 37, ss. 13305-13314.

Burrows, A. (2009) Chemistry®: Introducing inorganic, organic and physical chemistry.
Oxford: Oxford University Press.

Carlsson. N., Kitts. C., Akerman. B. (2012) Spectroscopic characterization of Coomassie blue
and its binding to amyloid fibrils. Analytical Biochemistry, vol. 420, nr 1, ss. 33-40.

Childers, S. et al. (2009). Templating Molecular Arrays in Amyloid’s Cross-f§ Grooves,
Journal of American Chemical Society, vol. 131, nr 29, ss. 10165-10172.

Chiti, F. och Dobson, C.M. (2006) Protein Misfolding, Functional Amyloid, and Human
Disease. The Annual Review of Biochemistry, vol. 75, ss. 333-66.

Cohen, A.S., och Calkins, E. (1959) Electron microscopic observation on a fibrous
component in amyloid of diverse origins, Nature, vol. 183, nr 4669, ss. 1202-1203.

Cohen, S. et al. (2011) Nucleated polymerization with secondary pathways. 1. Time evolution
of the principal moments, The Journal of chemical physics, vol. 135, nr 6, ss. 065105-1-
065105-16.

Conchello, J.A. och Lichtman, J.W. Fluorescence microscopy, Nature Methods, vol. 2, nr 12,
ss. 910-919.

28



Elshemei, W. M., Mohammad, I. A. och Elsayed, A.A. (2010) Wide-angle x-ray scattering as
a probe for insulin denaturation. International Journal of Biological Macromolecules, vol. 46,
nrb,ss. 471-477.

Esbjorner. E.K. et al. (2007). Tryptophan orientation in model lipid membranes, Biochem.
Biophys. Res. Commun, vol. 361, nr 3, ss. 645-650.

Esbjorner, E.K., forskarassistent, Chalmers Tekniska Hogskola, Goéteborg, Sverige.
Opublicerat material.

Gill, S.C. och von Hippel, P.H. (1989) Calculation of protein extinction coefficients from
amino acid sequence data. Analytical Biochemistry, vol. 182, nr 2, ss. 319-326.

Greenfield, N. (2007) Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary
structure. Nature protocols, vol. 1, nr 6, ss. 2876-2890.

Greenfield, N. och Fasman, G.D. (1969) Computed circular dichroism spectra for the
evaluation of protein conformation. Biochemistry, vol. 8, nr 10, ss. 4108-4116.

Groenning, M. et al. (2007) Study on the binding of Thioflavin T to B-sheet-rich and non-f-
sheet cavities. Journal of Structural Biology, vol. 158, nr 3, ss. 358-369.

Groenning, M. et al. (2007) Binding mode of Thioflavin T in insulin amyloid fibrils. Journal
of Structural Biology, vol. 159, nr 3, ss. 483-497.

Hawe, A., Sutter, M. och Jiskoot, W. (2008) Extrinsic Fluorescent Dyes as Tool for Protein
Characterization. Pharmaceutical Research, vol. 25, nr 7, ss. 1487-1499.

Haezebrouck, P, Morozova, L. och Van Cauwelaert, F. (1991) The thermal stability of equine
and pigeon lysozymes. Journal of Inorganic Biochemistry, vol. 43, nr 2, ss. 395.

Jaimohan, S.M., Naresh, M.D. och Mandal, A.B. (under tryckning) Crystal structure of
Bovine Insulin (Hexameric form). Protein Database.
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2ZP6#. (2012-05-11)

Kelly, J. W. (1998) The Environmental Dependency of Protein Folding Best Explains Prion
and Amyloid diseases. Proceedings of National Academy of Sciences of the United States of
America, vol. 95, nr 3, ss. 930-932.

Kelly, S.M., Jess, T.J. och Price, N.C. (2005) How to study proteins by circular dichroism,
Biochimica et biophysica acta, vol. 1751, nr 2, ss. 119-139.

Kinoshita, A. et al. (2003) Demonstration by FRET of BACE interaction with the amyloid
precursor protein at the cell surface and in early endosomes, Journal of Cell Science, vol. 116,
nr 16, ss. 3339-3346.

Krebs, M.R.H., Bromley, E.H.C. och Donald, A.M., (2004) The binding of Thioflavin-T to
amyloid fibrils: localization and implications, Journal of Structural Biology, vol. 149, nr 1, ss.
30-37.

Lakowicz, J.R. (2006) Principles of fluorescence spectroscopy. Springer.

Malisauskas, M. et al. (2003) Amyloid Protofilaments from the Calcium-binding Protein
Equine Lysozyme: Formation of Ring and Linear Structures Depends on pH and Metal lon
Concentration, Journal of Molecular Biology, vol 330, nr 4, ss. 879-890.

Mathis, C.A., et al. (2002) A Lipophilic Thioflavin-T Derivative for Positron Emission
Tomography (PET) Imaging of Amyloid in Brain, Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, vol. 12, nr 3, ss. 295-298.

Nielsen, L. et al. (2000) Studies of the Structure of Insulin Fibrils by Fourier Transform
Infrared (FTIR) Spectroscopy and Electron Microscopy. Journal of Pharmaceutical Sciences,
vol. 90, nr 1, ss. 29-37.

Nilsson, M.R. (2004) Techniques to study amyloid fibril formation in vitro. Methods, vol. 34,
nr1,ss. 151-160.

Nordén. B, Kubista. M och Kurucsev. T. (1992) Linear dichroism spectroscopy of nucleic
acids, Quarterly Reviews of Biophysics, vol. 25, nr 1, ss. 51-170.

29



Phillips, D.C. (1967) The Hen Egg-White Lysozyme Molecule. National Academy of Science,
vol. 57, nr 3, ss. 483-495.

Radley, J.A. och Grant, J. (1935) Fluorescence analysis in ultra-violet light. D. VVan Nostrand
Company, Inc.

Rodger, A. och Nordén, B. (1997) Circular Dichroism and Linear Dichroism. Oxford:
University Press.

Serpell, L. C. et al. (2000) Protofilament substructure of amyloid fibrils, Journal of Molecular
Biology, vol. 300, nr 5, ss. 1033-1039.

Sipe, J. D. och Cohen, A. S. (2000) Review: History of the Amyloid Fibril. Journal of
Structural Biology, vol. 130, nr 2-3, ss. 88-98.

Sluzky, V. et al. (1991) Kinetics of insulin aggregation in aqueous solutions upon agitation in
the presence of hydrophobic surfaces. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol.
88, nr 21, ss. 9377-9381.

Sunde, M. och Blake, C. (1997) The Structure of amyloid fibrils by electron microscopy and
X-ray diffraction. Advances in Protein Chemistry, vol. 50, ss. 123-158.

Vassar, P.S. och Culling C.F.A. (1959) Fluorescent stains with special reference to amyloid
and connective tissues, Archives of pathology & laboratory medicine, vol. 68, ss. 487-494.
Virchow, R. (1854) Zur celluslose-frage. Vzrchows Archive, vol. 6, ss. 415-426.

Wigenius, J. et al. (2011) Interactions between a luminescent conjugated polyelectrolyte and
amyloid fibrils investigated with flow linear dichroism spectroscopy. Biochemical and
Biophysical Research Communications, vol. 408, nr 1, ss.115-119.

Whitmore, L. och Wallace, B.A. (2007) Protein secondary structure analyses from circular
dichroism spectroscopy: methods and reference databases. Biopolymers, vol. 89, nr 5, ss. 392-
400.

Workman, J. och Springsteen, A. (1998) Applied Spectroscopy. Academic Press.

Yaron, D., bitradande professor, Carnegie Mellon University, Pittsburgh, USA. Opublicerat
material.

Yu, X. C. och Strobel, H. W. (1996) Interactions of 8-anilino-1-napthatalene-sulfonic acid
(ANS) and cytochrome P450 2B1: Role of ANS as an effector as well as a reporter group.
Molecular and Cellular Biochemistry, vol. 162, nr 2, ss. 89-95.

Zandomeneghi, G. et al. (2004) FTIR reveals structural differences between native 3-sheet
proteins and amyloid fibrils. Protein Science, vol. 13, nr 12, ss. 3314-3321.

30



