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Abstract

Parkinson’s disease is a common neurodegenerative age-related disease, that causes
both motor and cognitive problems. The disease is characterized by abnormal accu-
mulation of protein aggregates called Lewy bodies that contains amyloid fibers. These
fibers consist of the protein a-synuclein, which under normal conditions is primarily
found in the presynaptic nerve terminals where it interacts with phospholipids and
other molecules.

The aim of this project is to study how three variants of a-synuclein, the wild
type and two pathogenic mutations A30P and A53T, aggregate and interact with
liposomes. The liposomes consist of DOPC, DOPS, DOPE and cholesterol to mimic
synaptic vesicles in the brain. The protein structure and the aggregation kinetics
in presence of liposomes, were determined by circular dichroism and fluorescence
spectroscopy.

The study shows that all a-synuclein variants interact with liposomes. The wild type
and the A53T mutant exhibit a similar increase of a-helix structure in the presence of
liposomes, while the A30P mutant exhibits a lower degree of structural change. The
aggregation kinetcis for all protein variants were inhibited by the liposomes, which
is monitored by the Thioflavin T fluorescence. Samples with protein only, aggregate
faster than when liposomes are present.

In conclusion, all variants of a-synuclein interact with the model membrane, and
this interaction induces a change in secondary structure. Aggregation for all the
protein variants are inhibited by the presence of the model membranes.



Sammanfattning

Parkinsons sjukdom &r en vanlig aldersrelaterad neurodegenerativ sjukdom, som
leder till bade motoriska och kognitiva problem. Sjukdomen karaktériseras av ab-
normal ansamling av proteinaggregat, kallade Lewykroppar, innehallande amyloida
fibrer. Dessa fibrer bestar till stor del av proteinet a-synuklein, som framst aterfinns i
de presynaptiska nervterminalerna, dar det interagerar med bland annat fosfolipider
och andra molekyler.

Syftet med projektet &r att studera hur tre varianter av a-synuklein, vildtyp
samt tva sjukdomsalstrande mutationer, A30P och A53T, aggregerar samt interage-
rar med liposomer. Liposomerna bestar av DOPC, DOPS, DOPE och kolesterol for
att efterlikna synaptiska vesiklar i hjarnan. Proteinstruktur samt aggregationskinetik
i nérvaro av liposomer undersoktes m.h.a. cirkular dikroism och fluorescenspektro-
skopi.

Studien visar att samtliga a-synukleinvarianter interagerar med liposomerna.
Vildtypen och A53T-mutanten uppvisar en likartad strukturell férandring, i form
av en Okning av a-helixstruktur, i nédrvaro av liposomer, medan A30P-mutanten
uppvisade ldgre grad av strukturfordndring. Aggregationskinetiken for samtliga
proteinvarianter inhiberas av de syntetiska liposomerna, vilket observeras m.h.a.
tioflavin T fluorescens. Prov innehallande enbart protein aggregerar snabbare &n i
nérvaro av liposomer.

Slutsatsen ar att samtliga varianter av a-synuklein interagerar med membran-
modellen, som inducerar en fordndring av deras sekundéarstruktur. Aggregationen
for samtliga proteinvarianter inhiberas i ndrvaro av membranmodellen.
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1 Inledning

Parkinsons sjukdom (PD?) #r den niist vanligaste neurodegenerativa sjukdomen efter
Alzheimers sjukdom, och saknar i dagsldget botemedel. Sjukdomen drabbar framst
dldre individer, och ca 1 % av befolkningen i Sverige 6ver 60 ar ar diagnostiserade
med PD [1]. De framsta kinnetecknen pa PD &r motoriska symptom som skakningar
och stelhet. Dessa symptom orsakas av degeneration av dopaminproducerande
nerveeller i hjarnan. Aven andra symptom, déribland kognitiva, férekommer [2].

Patologiskt karaktériseras PD av intracelluldra proteinaggregat i hjarnan, s.k.
Lewykroppar, vilka frimst bestar av proteinet a-synuklein (aS) [3]. Det finns ett
flertal punktmutationer i proteinet som ger upphov till en tidig eller en mer aggressiv
form av PD [4]. Funktionen av oS dr &nnu inte kind men det finns indikationer pa
att proteinet interagerar med synaptiska vesiklar [5]. Sammansdttningen av dessa
vesiklar forandras med aldern, vilket skulle kunna paverka interaktion med och
aggregation av aS [6]. Det dr darfor av intresse att undersoka proteinet i nirvaro av
en modell for biologiska membran, hér i form av liposomer.

I denna rapport behandlas proteinet aS och dess interaktion med en mem-
branmodell i form av liposomer i syfte att efterlikna synaptiska vesiklar. Fokus
ligger pa att underscka proteinets aggregationskinetik vid interaktion med denna
membranmodell.

1.1 Syfte

Syftet med projektet &r att genom laborativt arbete studera aggregationskinetik
samt strukturskillnader till foljd av de sjukdomsframkallande mutationerna A30P
och A53T, i jaimforelse med vildtyp (WT?) av aS.

Vidare studeras dven struktur och aggregation i nérvaro av liposomer bestaende
av. DOPS?® (1,2-Di-(9Z-oktadecenoyl)-sn-glycero-3-fosfo-L-serin), DOPE* (1,2
Dioleoyl-sn-glycero-fosfoetanolamin), DOPC? (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-fosfokolin)
och kolesterol. Liposomerna anvinds som en modell for att efterlikna synaptiska
vesiklar in wvivo. Syftet med projektet ar att ge Okad forstaelse for interaktioner

IPD #r forkortat fran engelskans Parkinson’s disease

2WT ar forkortat fran engelskans wild type

SDOPS ir forkortat fran engelskans 1,2-Di-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phospho-L-serine)
4DOPE i#r forkortat fran engelskans 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-phosphoethanolamine

SDOPC ér forkortat fran engelskans 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine



mellan sjukdomsframkallande mutationer och WT av «aS och lipidvesiklar, samt
undersoka om dessa interaktioner paverkar proteinets aggregationsformaga.

Malsédttningen &r att resultaten fran det laborativa arbetet ska leda till nya
vetenskapliga slutsatser, som kan bidra till okad forstaelse for de molekylédra
mekanismerna i PD.

1.2 Fragestillningar

SWT 6

e Hur interagerar o och valda mutanter med liposomer?

e Hur skiljer sig aggregationskinetiken for aSW7 fran aS4%3T och aS430F?

1.3 Avgrénsningar

De varianter av aS som behandlas i denna studie begrénsas till WT samt tva kdnda
sjukdomsalstrande mutationer, A30P och A53T.

Projektet fokuserar pa hur oS aggregerar i nirvaro av liposomer, avsedda att efter-
likna kompositionen av synaptiska vesiklar i hjarnan. Moléra lipid:proteinférhallande
40:1 samt 60:1 studerades vid undersokning av aggregationskinetik for de olika oS-
varianterna. Studien utfors in vitro med renade proteiner och syntetiska liposomer,
for att kunna studera aggregation och interaktioner i isolation och under paverkan
av ett begrinsat antal faktorer. Denna avgransning dr nodvéndig for att kunna dra
slutsatser pa molekylér niva.

I detta projekt anvinds liposommodeller innehallande lipiderna DOPC, DOPS och
DOPE samt kolesterol med férhallandet 30:20:25:25.

a8 viltyp forkortas ST, P4 samma siitt kommer forkortningen géras for de tva mutanterna.



2 Teori

I detta avsnitt ges en bakgrund till PD med fokus pa aS. Tidigare forskning kring hur
aS"™7T och de tva sjukdomsalstrande mutanterna aS*%*” och aS43°F interagerar med
membran sammanfattas, och teori for de biofysikaliska analysmetoder som anvénts
i projektet presenteras.

2.1 Parkinsons sjukdom och «-synuklein

PD &r en neurodegenerativ sjukdom som karaktériseras av intracelluldra protei-
naggregat, s.k. Lewykroppar i den del av hjirnan som kallas substantia nigra [3].
Substantia nigra dr en del av mitthjarnan och &r delaktig i den icke viljestyrda
regleringen av skelettmusklernas aktivitet [7]. Nervcellerna i substantia niagra
syntetiserar dopamin, och hos personer med PD aterfinns defekt utsondring av
dopamin [8].

Proteinet oS &ar framsta bestandsdelen i Lewykroppar. Det &r ett 140 ami-
nosyror langt protein med en molekylmassa pa 14 kDa [9; 10]. aS uttrycks bl.a.
i nervceller och &r lokaliserat i presynaptiska nervterminaler dér det finns bade
l6sligt samt membranbundet. aS kan interagera med bade proteiner och lipider [9].
I 16sning har o ingen véldefinierad sekundér- eller tertidrstruktur [11]. I ndrvaro av
negativt laddade lipider, sasom fosfolipider i membran, sker en interaktion mellan
lipiderna och den positivt laddade N-terminalen av «aS. Interaktionen resulterar i
att proteinet antar en sekundérstruktur innehallande a-helixar [11; 12].

aS egenskaper kan beskrivas av en primérstruktur uppdelad i tre regioner, se
figur 1. De forsta tva regionerna (kallade N-terminalen och icke-amyloid-8 kompo-
nent (NACT”)) utgér den membranbindande domiinen av proteinet. C-terminalen
tros vara ansvarig for bl.a. interaktion med andra proteiner [9]. aS:s fysiologiska
funktion &r okdnd, men studier har foreslagit flera mojliga roller; exempelvis
transport av synaptiska vesiklar, bindande av fettsyror samt reglering av vissa
enzymer. Bevis for att oS har betydelse for neuronal dysfunktion har hittats vid
studier pa moss, dar de gener som kodar for alla kdnda typer av synukleiner (o, 3,
och ) inaktiverats. Studien indikerar att proteinet kan ha en viktig funktion for att
langsiktigt upprétthalla normal aktivitet i nervsystemet [5].

"NAC ar forkortat fran engelskans non-amyloid- component
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Figur 1: Schematisk representation av olika regioner i aS. De tva punktmutationerna som studeras kan lokaliseras
till N-terminalen av proteinet som &r ansvarig for interaktionen med liposomer. Den centrala delen av proteinet utgors
av en NAC-region som ansvarar for bildandet av S-flak. C-terminalen ansvarar bl.a. fér interaktion med protein.

aS kan aggregera och bilda s.k. amyloida fibriller, dvs. proteinaggregat rika pa [-flak
(Figur 2) och som utgér grundstrukturen i Lewykroppar i hjarnan. Det &r framst
den centrala och mycket hydrofoba delen av proteinet, s.k. NAC som &r ansvarig for
den strukturella forédndringen till S-flak. Aggregationsprocessen for aS kan paverkas
av olika faktorer, sasom punktmutationer eller interaktioner med andra molekyler
[9]. Ett flertal posttranslationella modifieringar som paverkar aggregationsprocessen
har identifieras, daribland fosforyleringar [13]. Vid bildandet av fibriller férekommer
dven intermedidra aggregat i form av 16sliga oligomerer [12]. Dessa oligomerer kan
vara av varierande form; bade definierade strukturer innehallande a-helixar (Figur
3) eller p-flak, samt mer ostrukturerade oligomerer har observerats. Det &r &nnu inte
kidnt om det &r aS-oligomerer eller de storre fibrilldra aggregaten som framst bidrar
till neurotoxicitet i PD [9].

Figur 2: Exempel pa sekundirstrukturen B-flak hos Figur 3: Exempel pa sekundérstrukturen a-helix hos
2NAO (sjukdomsrelaterad AS(1-42) amyloidfibrill) ri- 5K18 (NatBacetyltransferas komplex bundet till bi-
tad i PV, ett WebGL baserat 3D-program hos RCSB subsratinhibitor) ritad i PV, ett WebGL baserat 3D-
Protein Data Bank. program hos RCSB Protein Data Bank.



Ett flertal olika mutationer i proteinet oS &r associerade med tidiga eller aggressiva
former av PD, bl.a. A30P samt A53T [14]. A53T innebér utbyte av alanin (A) vid po-
sition 53 mot treonin (T). Fér mutation A30P ér istéllet alanin vid position 30 utbytt
mot prolin (P). Bada mutationerna #r lokaliserade i den membraninteragerande N-
terminalen av aS. Lazaro m.fl. har m.h.a. bimolekylar fluorescens-komplementering
konstaterat att bada dessa mutationer resulterar i 6kad ackumulering av oligomerer
in vivo, sirskilt for aS4%37 [15]. Aven aggregation och bildandet av Lewykroppar
paverkas av dessa punktmutationer. Mutation A30P resulterade i en minskning av
antalet celler med Lewykroppar jamfort med WT i samma studie gjord pa cellinjer
av gliomaceller [15]. Skillnaden mellan aS"7 och aS43%F skulle kunna férklaras ge-
nom att punktmutationen i N-terminalen leder till 6kad interaktion mellan N- och
C-terminalen i proteinet. Interaktionen skulle i sin tur kunna resultera i skdrmning
av NAC-doménen och dérmed inhibera proteinets aggregationsférmaga. En mojlig
forklaring till den sjukdomsalstraltande egenskapen hos aS4%%” &r att en minskad
aggregation resulterar i 6kad mingd skadliga oligomerer. For aS4%T har en tydlig
forandring av aggregationen inte konstateras [15]. Bade aS#%°F och aS4%T har precis
som aS"7T en ostrukturerad form i 16sning [16].

2.2 «-synukleins interaktioner med lipidvesiklar

Biologiska membran med olika lipid- och proteinsammansattning existerar i alla
levande celler. Membranegenskaperna avgors till stor del av lipidsammanséattning-
en, kompositionen av de polidra huvuddelarna samt lingden och méttnadsgraden pa
kolvitekedjorna. For schematisk bild av lipidvesikel, se figur 4. Som tidigare namnts,
fordndras membransammanséattningen i hjarnan med aldern. Exempelvis kan acku-
mulering av kolesterol och andra, ibland skadliga, produkter fran oxidativ metabolism
forekomma. Denna ackumulation gér membranen stelare och membranprocesser gar
ddrmed langsammare. En forandrad membransammanséattning kan ocksa bidra till
forandring i inbindningen av andra biomolekyler till membran [17; 18]. Det &r dérfor
viktigt att studera hur olika lipidsammanséattningar paverkar inbindningen av oS till
membran och eventuellt initiera skadliga processer, sasom bildandet av oligomerer
eller proteinaggregat [19].



Polir huvudgrupp
—

Hydrofoba kolvitekedjor

Figur 4: Till vinster ses en schematisk bild av en liposom. De opolédra kolvitekolvitekedjorna dr vinda inat och de
polidra huvudgrupperna dr vinda utat. Till hoger ses en enskild lipid med kolvitekedjor och huvdgrupp markerade.

Nér aS binder till negativt laddade vesiklar in vitro har sekundérstrukturforand-
ringar i proteinet observerats, fran ostrukturerad form till en mer ordnad form med
okat a-helixinnehall. Interaktion mellan oS och membran i hjdrnan &r en central
del i teorin kring varfor aggregatbildning av proteinet uppstar, da det har iakttagits
att forhallandet mellan membranmodeller och aS paverkar aggregationskinetiken
for proteinet. Initiering av aggregatbildning har observeras till f6ljd av lipidinterak-
tioner, men det &r &nnu oklart vad som som avgor aggregationskinetiken [19].

aS har rapporterats att sdrskilt binda till synaptiska vesiklar [20]. Dessa ve-
siklar &dr centrala for nervcellernas kommunikation och kan variera i storlek och
sammanséttning, men har vanligtvis en diameter pa ca 40 nm [19; 21]. DOPS,
DOPE och DOPC som anvénds i den hér studien motsvarar sammanséttning i
synaptiska vesiklar [19]. For fosfolipidernas kemiska struktur, se figur 5. Takamori
m.fl. har undersokt sammanséittningen av synaptiska vesiklar och funnit att ca 36
% av fosfolipiderna i synaptiska membranet bestar av fosfatidylkolin (PC®), 23 %
av fosfatidyletanolamin (PEY) samt 12 % av fosfatidylserin (PS') [22]. Férutom
fosfolipider bestar de synaptiska vesiklarna till ca 30 % av kolesterol [23]. PE é&r
zwitterjonisk, dvs. har en huvudgrupp med bade negativ och positiv laddning.
Formen pa PE é&r inverskonisk vilket betyder att den hydrofoba svansen upptar en
storre volym &n huvudgruppen. PE-lipider patréiffas déarfor oftast pa lipiddubbellag-

8PC #r forkortat fran engelskans phosphatidylcholine
9PE #r forkortat fran engelskans phosphatidylethanolamine
10PS &r forkortat fran engelskans phosphatidylserine



rets insida i hjarnans plasmamembran, dar formen passar med membranets kurvatur
och inte stér packningen av membranet [24]. Aven PS aterfinns vanligtvis i det
inre plasmamembranlagret. PS &r negativt laddad vid pH 6,5 och har en bulkigare
huvudgrupp an t.ex. PE, vilket gor den cylindrisk till formen [25]. PC finns i riklig
méngd i kroppen och star for 6ver en tredjedel av sammanséattningen av kroppens
membran. PC befinner sig huvudsakligen pa den yttre sidan av lipiddubbellagret i
plasmamembran och kontrollerar struktur samt fluiditet av dessa membran. Lipiden
ar cylindrisk och zwitterjonisk [24]. Munishkina m.fl. har studera hur bindningen av
aS till liposomer paverkas av den kemiska strukturen hos lipidernas huvudgrupp.
aS binder enligt studien starkast till negativt laddade lipider, sasom PS. Aven
interaktion med liposomer av zwitterjoniska lipider kunde observeras, med en
starkare bindning till PE &n PC [26].

Hydrofoba kolvitekedjor Poldr huvudgrupp

Figur 5: Strukturformler av fosfolipiderna (a) DOPC, (b) DOPE och (c¢) DOPS ritade i ChemDraw.

Kolesterol &r ocksa en vanligt forekommande komponent i synaptiska membran [19].
Ungefir 20-25 % av kroppens kolesterol finns i hjarnan, dir det stabiliserar synaptiska
plasmamembran genom att minska permeabiliteten [27]. Kolesterol har visats vara
viktig for utvecklingen av hjéarnan. Stord reglering av kolesterol i &ldre personers

7



hjarnor har associerats med neurologiska sjukdomar som t.ex. Alzheimers sjukdom
[24]. I figur 6 illustreras strukturen av kolesterol.

Figur 6: Strukturformel av kolesterol ritad i ChemDraw.

Enligt Kiskis m.fl. &r det lipiders huvudgrupp som paverkar aS:s interaktion med
vesiklar, samt bildandet av amyloida fibrer [28]. Kiskis m.fl. studerade hur liposomer
bestaende av DOPS eller DOPG!! (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-fosfo-(1-rac-glycerol)),
paverkade oS formaga att bilda a-helixstrukturer fran en inledningsvis oregelbunden
struktur i 16sning. Med hjilp av cirkuldr dikroism (CD) och a-helixstrukturens
karaktéaristiska minima vid 208 respektive 222 nm, observerades en néstintill linjar
okning av a-helixstrukturer vid okande tillsats av liposomer [28]. Okningen av
a-helixstrukturer pagick tills koncentrationen av liposomer var sa hog att allt aS
bundit till liposomerna. Resultatet kunde anpassas till en enstegsbindningsmodell,
dvs. aS binder till liposomerna i ett steg och bildar a-helixar [28]. Det teoretiska
vardet for minsta mojliga lipid:protein for méttnad &r 60:1. Déaremot paverkas detta
virde beroende pa lipidsammanséattning. For negativt laddade lipider, sasom PS, ar
detta virde generellt sett ldgre &n for zwitterjonsika lipider, som PC och PE [26].

Kiskis m.fl. analyserade &ven aggregationskinetiken fér oS m.h.a. fluorescens
av tioflavin T (ThT'?). Koncentrationen av oS hélls konstant, med en kande
lipidkoncentration. Pa sa satt skapades forutséittningar att analysera aggregation-
skinetiken av oS bade fritt i 16sning samt bundet till lipidvesiklar. Resultaten
visade att enbart aS i losning (70 M, inkuberat vid 37°C under 100 tim) in-
te gav nagon okning i ThT-fluorescens, vilket indikerar att det inte existerade
nagra amyloida fibriller som ThT bundit till. Resultatet bekréiftades med atom-

HDOPG ir forkortat fran engelskans (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho- (1-rac-glycerol)
12ThT &r forkortat fran engelskans Thioflavin T



kraftsmikroskopi (AFM'), dér inga fibriller detekterades. Tillsats av DOPG vid
lipid:proteinforhallandena 2:1, 4:2 samt 11:2 resulterade i bildning av amyloida
fibriller. Vid hogre lipid:proteinférhallanden (>22:4) dar allt oS var bundet till
lipidvesiklar (méttad 1osning), kunde ingen 6kning i ThT-fluorescens observeras.
Tillsats av DOPS 6kade ocksa formationen av amyloida fibriller, men da istéllet vid
lipid:proteinforhallande 10:5. Hogre DOPS:aS-férhallanden ¢kade inte aggregationen
av oS [28].

Bade A30P och Ab53T &r mutationer i N-terminalen av «S. N-terminalen inte-
ragerar med lipidmembran dér membranbindning framst involverar sidokedjorna
26-97 [29]. Flagmeier m.fl. har konstaterat att for savil aS"7 som for aS4%T och
aSA3OP erhélls en struktur innehallande a-helixar vid interaktion med lipidvesiklar.
Det har foreslagits att lipid-medierad aggregation av aS sker genom att tillvaxt-
kompetenta "kdrnor” (jamfor engelskans nuclei) bildas pa membranets yta, och att
fibrilltillvéixt dérefter sker fran dessa membranbundna kérnor. Flagmeier m.fl. har
konstaterat att hastigheten for denna lipidinducerade aggregation, ar forhojd med
tva storleksordningar for aS4%3” medan endast en liten ckning kunde konstateras for
aS430F jamfort med aS"7. Dessa experiment genomférdes i nirvaro av liposomer
bestaende av negativt laddade lipider DMPS (2,3-dimercapto-1-propansulfonsyra).
Vid visualisering med AFM kunde liknande fibrillstrukturer konstateras for WT och
de tva mutanterna [29].

Galvagnion m.fl. foreslar att aggregation av «S till fibriller triggas i nérvaro
av membran bestaende av lipider med korta méttade kolvitekedjor. Membranmo-
dellens laddningsdensitet paverkar dven aggregationen av aS i nérvaro av lipider.
Galvagnion m.fl. analyserade en lipidmodell bestaende av DOPE, DOPS och DOPC
med forhallande 50:30:20 for att efterlikna membrankompositionen i synaptiska
vesiklar. Ingen amyloid formation av aS kunde observeras under dessa forhallanden.
Samma lipidmodell undersoktes &ven med en 6kande andel av kolesterol (10-40
%). Resultatet visade ingen formation av amyloida fibriller, vilket indikerar att
kolesterol i sig inte bidrar till aggregation av aS [19].

Jo m.fl. undersokte hur sekundirstrukturen hos aS4%*7 och aSW7 forsindrades med
okande lipidkoncentration. Membranmodellerna bestod av varierande forhallande
av POPC!" (1-Palmitoyl-2-oleoyl fosfatidylkolin) och POPS' (1-palmitoyl-2-oleoyl

BAFM ar forkortat fran engelskans Atomic-force microscopy
M4POPC #r forkortat fran engelskan I1-Palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholine
5POPS ir forkortat fran engelskans 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylserine



fosfatidylserin). Resultaten visade en tydlig 6vergang till a-helixstruktur vid ckande
lipidkoncentration, men ingen signifikant skillnad kunde konstanteras mellan W'T
och A53T i nagot utav forhallandena [30].

Aven inbindningen av aS"7T och aSA%7 till plana lipida dubbellager, med
kompositionen POPC:POPS (1:1), studerades av Jo m.fl. [30]. En skillnad i in-
bindningshastighet mellan a«S"7” och aS4%*” kunde konstateras, vilket indikerar att
aS4%T kan vara mindre effektiv med avseende pa inbindning till membran, jaimfort
med aS"7. Enligt Jo m.fl. kan en forklaring till detta vara att alanin, pa plats 53
i aS, verkar som en stark a-helixbildare i proteinet. Da alanin pa plats 53 i aS
byts ut mot ett treonin kan denna egenskap forsvagas. Eftersom aS4**” inte binder
lika effektivt till membran kan det innebéra en relativt hog koncentration protein i
cytosolen. Jo m.fl. diskuterar mojligheten att den hoga cytosolkoncentrationen kan
vara en bidragande faktor till aggregation av proteinet [30].

2.3 Analysmetoder

I detta avsnitt presenteras teorin for de biofysikaliska analysmetoder som anvénts for
att studera aS:s aggregationskinetik, interaktionen mellan oS och membranmodeller,
samt for att verifiera storleken pa de liposomer som anvants som membranmodeller.

2.3.1 Jonbyteskromatografi

Jonbyteskromotografi dr en separationsmetod som bygger pa att molekyler med olika
nettoladdning separeras fran varandra. Negativt laddade molekyler kan separeras
genom att de attraheras till ett positivt laddat fast material [31].

Den isoelektriska punkten (pl) for ett protein definieras av det pH-viirde déar
nettoladdningen for proteinet &r noll. Det dr den priméra aminosyrasekvensen pa
ett protein som bestdammer pl. Vid ett givet pH-virde kommer proteiner att ha
olika nettoladdning beroende pa dess pl. Separation av proteiner kan ske med en
forandring av pH eller saltgradient. For separation baserad pa saltgradient okas
salthalten i vatskefasen kontinuerligt. Proteiner med fa laddade grupper kommer att
elueras vid lag salthalt, medan proteiner med manga laddade grupper kréaver hogre
saltkoncentration for eluering, eftersom dessa proteiner binder starkast till det fasta
materialet [32].
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2.3.2 Gelfiltreringskromatografi

Gelfiltreringskromatografi dr en metod som kan anvéndas for att separera proteiner
baserat pa storlek. Proteinlosningen laddas pa en kolonn innehallande porésa kulor.
Proteinerna transporteras genom materialet m.h.a. en mobil véatskefas. Tiden det
tar for ett protein att passera kolonnen avgors av dess diameter, vilket mojliggor
storleksseparation av proteinerna [33]. Eftersom stora molekyler inte kan penetrera
porerna kommer de att elueras forst. Mindre molekyler kommer istéllet att passera
genom porerna vilket resulterar i att de spenderar en lédngre tid i kolonnen [34].

2.3.3 Sonikering

Sonikering ar en metod dar hogfrekventa ljudvagor anvénds for att excitera molekyler
i en 16sning. Ett vanligt anvdndningsomrade &r lysering av bakterieceller. Ljudenergin
Oppnar upp cellviggen och mojliggoér extraktion av bl.a. proteiner. Sonikering kan
ocksa anvindas for att minska storleken pa liposomer vars membran paverkas pa
ett liknande sétt av ljudvagorna. Detta mojliggor tillverkning av sma liposomer med
diameter runt 15-50 nm som kan vara svara att tillverka med andra metoder [35].

2.3.4 Dynamisk ljusspridning

Dynamisk ljusspridning (DLS) &r en metod som kan anvéndas for att storleksbe-
stamma partiklar pa nano- till mikrometerniva. Diffusionen av partiklar i ett prov
méts genom att detektera fluktuationer av ljus som fiardats genom provet [36]. Dif-
fusionshastigheten kan oversittas till partikelstorlek (radie) m.h.a. Stokes-Einsteins
ekvation, ett matematisk samband som giller under antagandet att partiklarna &r
sfiariska [37]. Eftersom detta antagande stdmmer bra for liposomer dr DLS ett an-
vandbart verktyg for att bestdmma storleksférdelningen i liposomprover. DLS kan
aven anvindas for att siakerstélla att ett prov endast innehaller en 6nskad storlek.
Flera métningar kan utforas per prov for att berékna ett medelvéarde och en normal-
fordelning [36]. Erhalls en samlad och icke-spridd normalférdelning innebér det att
provet innehaller partiklar med liknande storlek.

2.3.5 Absorptionsspektroskopi

Absorptionsspektroskopi utnyttjar att molekyler absorberar ljus. Genom att lata ljus
av specifik vaglangd passera genom ett prov molekyler kan absorbansen korreleras
till koncentrationen genom Lambert Beers lag, se ekvation 1 [38],

A=exlxc (1)
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dér A #dr absorbansen, € dr den moliira absorbtiviteten vid vald vaglingd (M~ tem™1),

1 ar strickan ljuset fardas genom provet (cm) och ¢ dr koncentrationen (M). I S,
som andra proteiner, absorberar de aromatiska aminosyrorna ljus med vaglangder
runt 280 nm [38].

2.3.6 Cirkulir dikroism

CD é&r en metod som anvénds for att bestimma proteiners sekundarstruktur dér
absorbansskillnaden mellan héger- och vénstervridet cirkuldrpolariserat ljus méts.
Endast kirala och optiskt aktiva (absorberande) molekyler uppvisar CD, t.ex. pep-
tidbindningar. Olika sekundérstrukturer ger upphov till specifika och karaktéaristiska
CD-spektrum [39]. Utifran forandringar i CD kan mutationers inverkan pa ett prote-
ins sekundérstruktur undersokas och konformationsférandringar kan detekteras [40].
For att jamfora resultat fran olika métningar kan datan omvandlas till molér ellipti-
citet, [0]prre'®, m.h.a. ekvation 2 [41],

Qobs
[Q]MRE_10><C><N><Z (2)

dér 0, dr den observerade signalen (milligrader), ¢ &r koncentration av protein (M),
N &r antal peptidbindningar och 1 dr kyvettlingden (cm). Da den moléra ellipticite-
ten avsitts mot vaglingden, erhalls proteinets CD-spektum. Utseendet pa spektru-
met anvéinds for att dra slutsatser om sekundérstruktur. Ett protein utan definierad
struktur ger upphov till ett minimum vid 195 nm och en mycket liten ellipticitet 6ver
210 nm. For proteiner rika pa -flak fas istéllet ett maximum vid 195 nm samt ett
minimum vid 213-218 nm. a-helixstruktur karaktériseras av ett maximum vid 193
nm samt tva minimum vid respektive 208 och 222 nm [40]. For en schematisk bild
av de karaktéristiska CD-spektrumen for respektive sekundarstruktur, se figur 7.

IMRE #r forkortat fran engelskans mean residue ellipticity
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Figur 7: Karaktéristiska CD-spektrum for olika sekundirstrukturer. Ostrukturerad form (bla kurva) uppvisar en
minimum vid 195 nm och 1ag ellipticitet éver 210 nm. Proteiner rika pa S-flak (réd kurva) uppvisar istéllet ett
maximum vid 195 nm och ett minimum vid 218 nm. a-helixstruktur (gron kurva) kénnetecknas av ett maximum vid
193 nm samt tva minimum vid respektive 208 och 222 nm.

Grafens utseende kan &ven anvindas for information om 6vergangen fran ostrukture-
rad form till en a-helixrik sekundérstruktur, t.ex. under en titrering av liposomer till
ett protein eller vice versa. Om det i en serie av spektrum forekommer en isosbestisk
punkt, dvs. en vaglingd diar CD-signalen forblir konstant trots strukturell forand-
ring, sker 6vergangen mellan tva tillstand i endast ett steg [42]. For att undersoka
hur a-helixinehallet fordndras vid tillsats av lipider, kan den moléra ellipticiteten vid
222 nm avsittas som funktion mot ckande lipidkoncentration.

2.3.7 Fluorescensspektroskopi

Fluorescensspektroskopi méter emitterat ljus fran molekyler i ett prov. Metoden
bygger pa anvindningen av en ljuskilla som exciterar elektronerna i den molekyl
som studeras. Nér elektronerna exciteras kommer molekylen, om den &r fluorescent,
att emittera ljus med en langre vaglangd &n vad den belystes med for att atervinda
till grundtillstandet [43]. I fallet med det amyloidbindande fargémnet ThT, se figur 8,
sa dr molekylen icke-fluorescent i 16sning, men hég-fluorescent da den dr bunden till
fibriller. Denna 6kande fluorescens beror pa att ThT antar en mer dynamisk form da
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den ér fri i 16sning, vilket ger mojlighet for energin fran den exciterade molekylen att
delvis forsvinna i form av viarme. Da ThT ar bundet till de amyloida fibrillerna, antas
en konfiguration (utan rotationsmdjligheter runt interna bindningar) och molekylen
avger excitationsenergin i form av emitterat ljus. En 6kad fluorescenssignal indikerar
dérmed forekomst av amyloida fibriller. Déaremot finns det inget ként samband mellan
méngd emitterat ljus fran ThT och méngd proteinaggregat. Darfér kan endast en
fordandring i 6kad fluorescens kopplas till en 6kad aggregation och inte méngd aggregat
[44]. ThT ger endast fluorescenssignal da storre aggregat forekommer i 16sning, inte

for oligomerer [45].
N+
\ !
N\
s CH,

HaC -

Figur 8: Sturkturformel av fargdmnet ThT ritad i programmet ChemDraw.
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3 Metod

Genen for oS uttrycktes i bakterietypen E'scherichia coli (E. coli) och proteinet rena-
des for att fa fram startmaterial fritt fran andra proteiner och biomolekyler. Darefter
framstélldes liposomer och interaktionerna mellan oS och liposomerna studerades
med CD. Slutligen utférdes aggregationsexperiment m.h.a. fluorescensspektroskopi.

3.1 Uttryck och rening av vildtyp och muterat x-synuklein
i Escherichia coli

aS uttrycks genom transformation av plasmider, innehallande proteinkodande ge-
ner under kontroll av T7-lacsystemet, till E. coli. Reningen av oS sker stegvis. Forst
forstors cellviaggen och cellmembranet genom sonikering. Separation av aS fran o6ns-
kade proteiner, membraner och DNA sker med en kombination av upphettning for
denaturering, jonbyteskromatografi for separation med avseende pa laddning, samt
gelfiltrering for separation med avseende pa storlek.

3.1.1 Uttryck av a-synuklein

Uttryck av aS"7T, oS4 och aS4%T utférdes med E. coli-stammen BL21, dir
plasmider innehallande gener for uttryck av aS samt antibiotikaresistens mot
karbencillin, tidigare transformerats in. For varje variant av aS forbereddes 1 L
bakteriekultur. Lyckade transformationer i E. coli selekterades m.h.a. antibiotikare-
sistens.

For att vanja E. coli vid antibiotikan inkuberades de i frys (-20°C) 6ver natt
i LB-medium dér karbenicillin tillsattes. Dag tva inkuberades kulturerna i 37°C, 220
rpm i LB-medium innehallande karbenicillin, tills en optisk densitet (OD) pa ca 0,5
uppnaddes. Hér tas prov for SDS-PAGE analys. Laktosanalogen Isopropyl-3-D-1-
tiogalaktopyranosid (IPTG) tillsattes for uttryck av oS och inkubering skedde under
5 tim vid 37°C och 220 rpm. Malproteinets uttryck kontrolleras av T7-lacsystemet,
dér transkriptionen aktiveras i néarvaro av IPTG. Tillsatts av IPTG medfor att aS
uttrycks av de framgangsrikt transformerade bakterierna. Cellerna extraherades
fran 16sning genom centrifugering och placerades i frys, -20°C.

3.1.2 Rening av a-synuklein

aS renades i flera steg. Forst 1ostes cellerna i Tris-HCI buffert med pH 8,0 dar
proteasinhibitorblandning tillsattes for att motverka proteinnedbrytning, samt
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enzymet DNasel for att paskynda degradering av DNA. Cellerna lyserades m.h.a.
sonikering i Sonics Vibra-cell™ CV18 under 10 min (amplitud 70 %, pulslingd 5 s
och pulsfrekvens var 15:e s). Sonikeringen forstorde cellmembranen och méjliggjorde
extraheringen av asS.

For att rena aS fran resterande cellinnehall hettades de lyserade cellerna upp
till 90°C under 10 min i ett vattenbad for att denaturera varmekénsliga proteiner
och DNA. Proteiner separerades fran ovrigt cellinnehall genom centrifugering vid
16000 g under 20 min. Supernatanten innehallande 6nskat protein filtrerades genom
ett filter med 0,22 pm porstorlek for att avldgsna eventuella kvarvarande storre
celldelar. En jonbyteskromatografi (se avsitt 2.3.1) utfordes pa proteinlosning-
en for proteinsepareration med avseende pa pl. Supernatanten laddades pa en
(Q)-sephorose-kolonn, som binder negativt laddade proteiner. Kolonnen tvéttades
med 20 mM Tris-HCI pH 8,0 (buffert A) och dérefter eluerades inbundet protein
mot en saltgradient, som astadkoms genom att blanda buffert A med buffert B
innehallande 6kande méngd salt (20 mM Tris-HCI pH 8,0 med 1 M NaCl). Proteiner
med olika pl skoljdes da ut vid olika salthalt. Eluatet, totalt 5 mL, samlades i
olika provror m.h.a. en fraktionsuppsamlare kopplad till kromatografisystemet.
Absorbansmétning av eluatet utfordes kontinuerligt, for att kunna urskilja vilka
provrér som troligast inneholl aS. Utvalda prov fran jonbyteskromatografin utvér-
derades m.h.a. SDS-PAGE NuPAGE™ 4-12 % Bis-Tris gel (1,0 mm x 12 brunnar).
Gelen firgades med Coomassie Brilliant Blue R-250. Provroren innehallande
aS identiferades genom analys av gelen. Rent monomert oS ger upphov till ett
band motsvarande en molekylvikt pa ca 15 kDa. Provréren som bedémdes ha

hogst aS-innehall poolades och centrifugerades under 10 min genom ett Amicon®
Ultra-15 centrifugeringsfilter, dar partiklar och proteiner med en massa ldgre &n
10 kDa passerar filtret. oS passerar ddrmed inte filtret. Losningen som inte pas-
serat filtret (retentatet) pipetterades till eppendorfror infor gelfiltreringkromatografi.

Gelfiltreringskromatografi utfordes for att skilja oS fran kvarvarande proteiner
genom storleksseparering. Proteinlésningen injicerades pa en S75 Superdex-
gelfiltreringskolonn, kopplad till en AKTApurifier™, tillsammans med buffert A
(se ovan). Absorbansen pa eluatet fran kolonnen méttes kontinuerligt och 3 mL
portionerades successivt ut i olika provror. Fran absorbansmétningen av eluatet
valdes ror ut innehallande malproteinet. SDS-PAGE utférdes som kontroll, och prov
valdes ut innehallande asS.

Proven koncentrerades igen m.h.a. centrifugering genom Amicon® Ultra — 15
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centrifugeringsfilter tills en aS-koncentration pa minst 2 mg/mL uppnatts, motsva-
rande en absorbans pa ca 0,8 vid 280 nm. Absorbansen kontrollerades i NanoDrop,

en absorptionsspektrofotometer. Rent aS portionerades ut i cryoror for forvaring i
-80°C.

3.2 Framstillning och storlekskontroll av liposomer

Lipidforhallandet baserades pa litteraturstudier, och lag till grund for liposomfram-
stallning. Lipiderna som valdes var DOPC, DOPS, DOPE och kolesterol. Genom
forangning i rotationsindustare, vakuumtorkning, dehydrering och sonikering fram-
stélldes liposomer som anvéndes i projektet.

3.2.1 Tillverkning av liposomer

Liposomer innehallande DOPC, DOPS, DOPE och kolesterol med det molédra
forhallandet 30:20:25:25 tillverkades. En lipidblandning med total lipidkoncentration
pa 12 mM forbereddes, utifran stocklosningar pa 5 mg/ml féor DOPC, DOPS,
DOPE och kolesterol, 16st i kloroform. En lipidfilm tillverkades genom foérangning
av klorofomen i en rotationsindunstare. Filmen torkades sedan i vakuum &ver natt.

En 20 mM fosfatbuffert tillverkades genom att losa Na,HPO4-2H,O och
NaH,PO4-Ho,O i pulverform i Milli-QQ vatten. pH justerades till 6,53 genom
tillsats av 2 M HCI, och filtrerades med 0,2 pm vakuumfilter, ThermoScentific™
Nalgene™ Rapid — Flow™ 90 mm Bottle Top Filter-1000 mL. 1 mL filtrerad
fosfatbuffert tillsattes till lipidfilmen, och liposomer tillverkades genom omrérning
med vortex i 10 min. For att erhalla 6nskad storlek pa liposomerna (30-50 nm)
anvindes Sonics Vibra-cell™ CV18 for sonikering med en amplitud pa 40 % och en
pulsldngd pa 10 s foljt av 40 s paus. Den totala aktiva tiden var 3 min och 20 s med
tre upprepningar.

3.2.2 Dynamisk ljusspridning for storleksbestimning av liposomer

Verifiering av onskad liposomstorlek utférdes m.h.a. DLS av typen ZetaSizer. For
att noggrant kunna bestdmma storleken pa liposomerna utférdes tre méatningar vid
37°C. Viskositeten for losningsmedlet antogs vara samma som vatten.
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3.3 Karaktérisering av membraninteraktioner och protein-
struktur med cirkulér dikroism

CD anvénds for att karaktérisera proteinvarianternas interaktion med membranmo-
dellen. CD-spektrumet méttes i en Jasco-810 eller en Chirascan spektropolarimeter
vid 37°C. Koncentrationen av liposomer 6kades successivt for varje méatning. Refe-
rensmétningar med enbart liposomer och buffert anvéndes fér bakgrundssubtraktion
vid behandling av data. Méatningarna pagick under kort tid (1-2 tim, samt utan skak-
ning), och darfor gjordes antagandet att ingen aggregering skett under métning av
CD-spektrum.

3.3.1 Cirkular dikroism for analys av sekundérstruktur

SWT asA3OP SA53T
7

Sekundérstrukturen av « och « i relation till koncentration av
liposomer underscktes. For CD-métning av de tre aS-varianterna anviandes protein
fran reningen, (1 mL av respektive aS"W7T, aSA3F och aSA%T). Tris-bufferten i
proverna byttes mot fosfatbuffert (20 mM, pH 6,53) genom centrifugering av 1 mL

proteinlésning och 9 mL fosfatbuffert i ett 10 kDa Amicon® Ultra — 15 centrifu-
geringsfilter i 4°C och 5000 g i ca 30 min, tills ca 1 mL aterstod av det ofiltrerade
provet. Centrifugeringen upprepades tre ganger. Den ofiltrerade 16sningen filtrerades
med ett 0,2 pm-sprutfilter och absorbans méttes med spektrofotometern Agilent
Cary 50 Bio vid 280 nm. Fran absorbansen beriknades proteinkoncentrationen
m.h.a. ekvation 1. Fér aS antas den molira absorbtiviteten vara 5960 M~tcm~!
vid 280 nm, da oS innehaller tre aromatiska tyrosiner.

Utifran de beridknade stocklosningskoncentrationerna av respektive proteinvariant
(Tabell 1 i bilaga C) och stocklésningen av liposomer, beréknades spadningsserier
infor CD med lipid:proteinforhallanden mellan 0:1 och 300:1, se tabell 2 och tabell
3 i bilaga C.

Varje proteinvariant testades tre ganger, med sma modifikationer mellan gangerna,
se tabell 1 i bilaga C. Vid de forsta métningarna tkades lipid:proteinforhallandet
successivt medan proteinkoncentrationen holls konstant, se tabell 2 i bilaga C.
Forhallandet mellan lipider och protein ¢kades dven genom titrering av liposomer
till provet under resterande métningar, vilket medfor en liten féréndring i protein-
koncentrationen, se tabell 3 i bilaga C. For varje métning kérdes dven kontrollprover
dar protein ersattes av buffert.

"Den moliira absorbtiviteten har beriknats i EzPASy - ProtParam vid 280 nm.
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3.3.2 Behandling av data fran cirkular dikroism

Ett medelvirde for de tre CD-métningarna berdknades for varje méatpunkt. For att
mojliggora jamforelse av experimenten korrigerades datan, genom subtraktion av
kontroller med motsvarande lipidkoncentration. For prover utan motsvarande kon-
troll beriaknades bakgrund utifran néarliggande koncentrationer. Datan omvandlades
fran milligrader m.h.a. ekvation 2 och angavs i genomsnittlig molér ellipticitet per
sidokedja. Bakgrundskorrigerade CD-spektrum analyseras m.h.a. de karaktéaristiska
spektrumen for olika sekundéarstrukturer som visas i figur 7. For att jamfora oS-
varianterna plottades den normaliserade datan vid utvalda lipid:proteinforhallanden,
samt alla forhallanden vid 222 nm. Standardavvikelser berdknades utifran de tre
oberoende métningarna for respektive proteinvariant.

3.4 Fluorescensspektroskopi for mitning av aggregationski-
netik

For att karaktérisera aS:s aggregationsprocesser anviandes fluorescensspektroskopi
och det amyloidbindande fargdmnet ThT. Matningen utférs med en 96-halsplatta

och fluorescenssignalen ldses med plattlasare av typen F LOUstart® Omega, med in-
stallningar 37°C, excitationfilter 440-10, emissionsfilter 490-10, cykeltid 10 min (varav
5 min skakning, 220 rpm), 800 cykler och sju olika forstarkningar (detektorn forstér-
ker den emitterade fotonsignalen vid sju olika forstéarkningar).

3.4.1 Aggregation av a-synuklein

Till aggregationen anvandes proteinerna i fosfatbuffert som forebereddes infér CD-
métningar. Beroende av proteinkoncentrationen i dessa prover, tillsattes sedan lipo-
somer med sammanséttningen DOPC:DOPS:DOPE:kolestrol (30:20:25:25) till varje
prov, samt filtrerad 20 mM fosfatbuffert for att erhalla en proteinkoncentration pa
50 uM. ThT tillsattes till respektive prov for en slutkoncentration pa 20 uM. Los-
ningarna laddades pa en 96-halsplatta, med 50 pL av varje prov i brunnarna och fem
upprepningar for respektive prov, se bilaga D figur 20. Tva prov med 50 pL av ThT-
l6sning laddades ocksa. For att paskynda aggregationen tillsattes en glaspérla, med
en diameter pa 2 mm, till varje aggregationsbrunn. Aggregationen startades i flu-
orescensspektrometern FLOUstart™ Omega. Aggregationskinetiken studerades med
enbart protein, fosfatbuffert och ThT samt vid olika lipid:proteinférhallanden (40:1
och 60:1) dér slutkoncentration protein var 50 M. Lipid:proteinférhallande vid ag-
gregationen valdes utifran ett teoretiskt méttnadsvérde pa 60:1 (se kapitel 2.2).
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3.4.2 Behandling av data fran fluorescensspektrokopi

Utifran datan som erhallits fran F LOUstart® Omega, valdes den mest passande for-
starkningen ut, dvs. den forstiarkningen dér de flesta replikaten for respektive prote-
invariant ligger inom de dynamiska omradet. Med hjélp av forstdarkningen berdknades
ett medelvérde f6r brunnarna med endast liposomer och buffert (kontroll). Kontroll-
provens medelvirden subtraherades fran respektive proteinvariants fluorescenssignal
fran replikaten i de fem brunnarna. Medelvirde for respektive proteinvariant kunde
sedan beridknas och avséttas mot tiden. Medelvarden for kontrollerna normaliserades
genom att subtrahera det minsta virdet fran varje datapunkt och dela med stors-
ta vardet. De normaliserade medelvirdena for varje proteinvariant avsattes dérefter
mot tiden i en och samma graf. For varje proteinvariant gjordes ett stapeldiagram
for aggregationen dér de olika lipid:proteinforhallandena visas i procent for jamfo-
relse mot den egna referensen, samt standardfel beriknades och infogades i form av
felstaplar.
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4 Resultat

I detta avsnitt ligger fokus pa CD- och fluorescensresultat for aS. Efter inducerat
uttryck av aS med IPTG i E. coli bekriftas att aS-genen uttrycks framgangsrikt, se
figur 13 i bilaga A. Efter jonbyteskromatografi och gelfiltreringskromatografi, erholls
rent aS-protein (> 95 % rent enligt SDS-PAGE) for samtliga proteinvarianter (Figur
14 i bilaga A). Liposomstorlek bestamdes till pa ca 35 nm m.h.a. DLS; se figur 17 i
bilaga B.

4.1 Sekundéirstrukturbestimning

Figur 9 visar bakgrundssubtraherade CD-spektrum for aS"? i 16sning och efter

tillsats av 6kande koncentration av liposomer, dar fordndring i sekundéarstruktur kan
observeras. Motsvarande data for aS43°"” och aS4%*T finns i bilaga C, se figur 18
och figur 19. Efter tillsats av av liposomer féréindras CD-spektrumen for respektive
protein och visar att proteinet gar fran en ostrukturerad form till en a-helixrik form,
jamfoér med referensspektrum i figur 7.

60 ——aS
50 ——Lipid:aS 5:1
Lipid:aS 10:1
——Lipid:aS 20:1
——Lipid:aS 40:1
Lipid:aS 60:1
——Lipid:aS 80:1
——Lipid:aS 100:1
—s—Lipid:aS 120:1
——Lipid:aS 150:1

MRE x 1073 (grader x m'! x M-1)

——Lipid:aS 200:1
195 205 215 225 235 245 255 ——Lipid:aS 250:1

Végléingd (nm) —=—Lipid:aS 300:1

Figur 9: CD-spektrum for aSW7T (5 pM monomert protein i fosfatbuffert) med olika lipid:proteinférhallanden,
angivet i molér ellipticitet. Liposomerna som anvinds har en sammanséttning av DOPC:DOPS:DOPE:kolesterol pa
30:20:25:25.
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I figur 9 syns en isosbestisk punkt for aS"7 vid ca 204 nm dér ellipticiteten #r
densamma for alla lipid:proteinférhallanden. Denna isosbestiska punkt kunde ocksa
observeras for aS4%%" och aS4%37 | se figur 18 och figur 19 i bilaga C.

Figur 10 visar en jamforelse av de olika proteinvarianternas CD-spektrum, ba-
de i 16sning utan liposomer (Figur 10a) och vid tva olika lipid:proteinférhallanden
(Figur 10b och c). Figur 10a visar att aS"7 savil som aS4%T och aS43°F har ett
tydligt minimum runt 195 nm samt lag ellipticitet 6ver 210 nm som &r karaktarisk-
tiskt for ostrukturerad form.

For ett lipid:proteinforhallande pa 40:1 syns en fordndring av kurvornas utse-
ende for alla proteinvarianter (Figur 10b). Det &r mojligt att se antydan till tva
minimum vid 208 och 222 nm vilket tyder pa en forindring av sekundérstrukturen
vid okad koncentration av liposomer. aS43°F uppvisade en mindre forindring jamfort
med de andra proteinvarianterna. Dédremot &r det inte mojligt att se nagra skill-
nader mellan aS™7 och aS4%7 vid detta lipid:proteinférhallande. D4 forhallandet
mellan lipid och protein okades till 200:1 kunde en avsevérd fordndring av kurvans
utseende konstateras jamfort med ldgre forhallanden, se figur 10c. For alla tre
proteinvarianter forekommer det ett maximum runt 193 nm samt tva minimum vid
208 och 222 nm. Denna form motsvarar CD-spektrumet for ett a-helixinnehallande
protein. Det &r ocksa mojligt att se skillnader mellan de olika proteinvarianterna.
aS"T visar den storsta strukturella forindringen f5ljt av aS4%3T. Precis som vid
ligre lipid:proteinforhallande #r det aS4%°” som har minst férindring av molira
ellipticiteten vid de karaktéristiska vaglangderna for a-helixstruktur, jamfort med
den ostrukturerade formen.

For att askadliggora hur sekundéarstrukturen paverkas av liposomerna, avsat-
tes den moléra ellipticiteten vid 222 nm mot lipid:proteinférhallandet, se figur 10d.
Det &r tydligt att a-helixinnehallet okar i de tre fallen. Den storsta fordndringen av
ellipticiteten erholls av aS"'7?. Bada mutationerna uppvisar mindre strukturférind-
ringar vid tillsats av liposomer jaimfort med aSW7T. For alla tre proteinvarianter #r
kurvorna linjéra vid lipid:proteinforhallanden upp till 150:1, varefter utplaning sker.
De olika varianterna skiljer sig at med avseende pa vid vilket lipid:proteinférhallande
som utplaning sker, aS43F kriver ett hogre lipid:proteinférhallande #n aS™7.
Diremot forekommer inga tydliga skillnader mellan aS4%37 och aSW7.
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Figur 10: Grafer fran CD-métningar f6r de olika proteinvarianterna av aS (5 pM monomert protein i fosfatbuffert)
angivet 1 molér ellipticitet (y-axel). For varje métvirde ér standardavvikelse angivet i form av felstaplar baserade
pa replikat fran tre oberoende métningar. (a) CD-spektrum av endast protein. (b & ¢) CD-spektrum av prover med
lipid:proteinférhéallande pa 40:1 respektive 200:1. (d) Graf éver molir ellipticitet for olika lipid:proteinforhallanden
vid 222 nm. Liposomerna som anvéinds &r DOPC:DOPS:DOPE:kolesterol (30:20:25:25).

4.2 Aggregation av a-synuklein

Aggregation av proteinvarianterna genomfordes forst endast i ndrvaro av liposomer,
utan glaspérlor, se figur 21 i bilaga E. Till skillnad fran Kiskis m.fl. [28] erhalls
ingen fluorescsensokning vid dessa forhallanden, och kommande métningar utférdes
darfor med tillsatts av en glaspérla till varje brunn. I figur 11 visas graferna for re-
ferensprov med enbart protein, samt de tre utférda aggregationsférsoken for aSW7,
aS4%” och aS4%3T. De normaliserade referensproven for respektive proteinvariant
visas i figur 11a. I figur 11b-d visas resultat for aS"7, aS4%°” och aS4%7T med li-
pid:proteinforhallande 40:1 och 60:1. Enligt resultatet fran CD-métningarna ar dessa
lipid:proteinforhallanden inom det linjara omradet (upp till 150:1), vilket indikerar
att aS forekommer bade i bunden och fri form.
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Figur 11: (a) Normaliserad data fran referensprov (protein, fosfatbuffert och ThT) fér respektive protein (aSW7),

aSA30P och 8453T | Icke-normaliserad data med lipid:proteinférhallande for 40:1 och 60:1 samt referensprov for (b)
aSWT  (c) aSA30F och (d) aS453T. Alla prover innehaller ThT, fosfatbuffert samt glaspiirla.

I figur 11a med enbart de normaliserade proteinreferenserna, kan en aggregations-
skillnad urskiljas. aS4%37 paborjar aggregation tidigast, efter ca 5 tim, samt har
snabbast logfas (5-20 tim). aS4%*7 uppnar ocksa stationirfas tidigast, efter ungefir
20 tim. aS"W7T paborjar aggregation efter ca 25 tim och kurvans logfas (25-60 tim)
antar en nagot mindre brant lutning dn aS4%7. aSWT uppnar stationirfas vid ca
60 tim. aS4%" har den lingsta lagfasen (0-50 tim), dér logfasen borjar efter ca 50
tim och har en betydligt mindre lutning. Efter 140 timmars métning har fortfarande
inte stationirfas infunnit sig for aS4307,

Figur 11b-d, visar hur aggregationen for varje proteinvariant paverkas i nér-
varo av liposomer, jamfort med respektive proteinvariants referens. Varje graf
visar aggregationskurvorna for referensen, lipid:proteinférhallande 40:1 och li-
pid:proteinforhallande 60:1. Alla tre grafer pavisar en inhiberad aggregation vid till-
satts av liposomer i jamforelse med respektive referens, dér lipid:proteinférhallandet
60:1 inhiberar aggregationen mer #én lipid:proteinférhallandet 40:1. Referensen for
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aS"T och de tva aS-mutanterna antar lag-, log-, och stationiirfas vid samma
tidpunkter som tidigare namnda normaliserade kurvor i figur 11a. For alla tre grafer
uppvisas forlingd lagfas och mindre brant lutning under logfasen. Fér aS4%3T i figur
11d kan &ven stationarfasen vid nédrvaro av liposomer konstateras vara lagre dn for
referensen. For bade aS4%°” och aS™7T har inte stationirfas uppnatts efter 140 tim.

I figur 12 visas den procentuella aggregationen, baserat pa ThT-signalens in-
tensitet, for varje proteinvariant efter 90 timmars aggregation, dir respektive
referens motsvarar 100 %. Staplarna representerar ett medelevirde av referensernas
replikat vid 90 tim. Figur 12 visar en tydlig minskning i aggregation jamfort med
referenserna for samtliga proteinvarianter.

100%
80%
60%
40%
20% ’J‘—‘
H_ i N
WT

AS3T A30P

® Referens utan lipider ™ Lipid:proteinféhallande 40:1 ™ Lipid:proteinfohallande 60:1

Figur 12: Procentuell emissionsintensitet fran aggregatbundet ThT for aSW7T, aSA53T och aSA3F efter 90 tim-
mars aggregation och vid tillsats av liposomer. De morkbla staplarna visar respektive referensprov som bestamts
till 100 %. Gra staplar visar den procentuella emissionen fran ThT, bundet till proteinaggregat, i forhallande till
respektive proteinvariants referensprov vid lipid:proteinforhallande 40:1. De ljusbla staplarna visar den procentuella
emissionen fran ThT, bundet till proteinaggregat, i forhallande till respektive proteinvariants referensprov vid 60:1.
For lipid:proteinforhallandena 40:1 samt 60:1 har standardfelet beriknats och visualiseras i form av felstaplar.
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5 Diskussion

Samtliga varianter av oS interagerar med membranmodellen. Vid interaktion med
liposomer sker en foréndring i proteinernas sekundéarstruktur; fran en ostrukturerad
till a-helixrik form. Dessutom begréansar liposomerna proteinvarianternas aggrega-
tion.

5.1 Foridndringar i sekundérstruktur

SWT aSASOP SA53T
’

Strukturella fordndringar for « och « observeras med CD vid okat
lipid:proteinforhallande, se figur 10. Genom att jamfora kurvornas utseende med
de olika sekundérstrukturernas karaktéristiska CD-spektrum (Figur 7) konstateras
att alla proteinvarianterna overgar fran en ostrukturerad form till en a-helixrik
form. Detta resultat &r forenligt med tidigare studier av interaktioner mellan aS
och liposomer. Bland annat har Flagmeier m.fl. visat att aS"7 savil som aS430”
och aS4%T genomgér en liknande strukturforinding i nirvaro av membranmodell
bestaende av de negativt laddade lipiderna DMPS [29].

For alla proteinvarianter kan &ven en isosbestisk punkt observeras vid en vag-
lingd pa ca 204 nm, se figur 9 samt figur 18 och figur 19 i bilaga C. Foérekomsten av
denna punkt indikerar att 6vergangen fran ostrukturerad till a-helixrik form sker i
ett steg, vilket motiverar att antagandet om enstegsbindning vid CD-métningarna
ar korrekt.

Vid métningar med endast protein, motsvarar CD-spektrumet (Figur 10a) det
karaktéristiska spektrumet for en ostrukturerd form, vilket giller for alla tre
proteinvarianter. Denna ostrukturerade form har i tidigare studier konstaterats for
alla proteinvarianter, bl.a. av Li m.fl. [16]. Utan nérvaro av liposomer kan inga
sekundérstrukturella skillnader mellan aS™7, aS4%37T och aS430F observeras i detta
projekt.

Alla proteinvarianter uppvisar en viss strukturell fordndring vid det ldgre li-
pid:proteinforhallandet 40:1, fran ostrukturerad till a-helixstruktur, se figur 10b.
Vid detta forhallande kan en viss skillnad i sekundérstruktur mellan aS4%%F och
de 6évriga proteinvarianterna konstateras. aS4%%” har ett CD-spektrum mer likt det
karaktiristiska spektrumet for ostrukturerad form, se figur 7, jamfort med aS"7?
och aS4%T | vilket indikerar att a-helixinnehallet #r ligre for aS4%°F. Eftersom
denna mutation &r lokaliserad till N-terminalen, vilken &r ansvarig for interaktion
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med lipidvesiklar, &r det mojligt att utbytet av alanin till prolin vid position 30
paverkar proteinets formaga att interagera med lipider. En annan mojlig forklaring
ar att punktmutationen istéllet paverkar bildning av a-helixstrukturer vid liposo-
minteraktion. Mellan aS"7T och aS4%37 kan ingen tydlig skillnad i sekundérstruktur
observeras, vilket dven har konstaterats av Jo m.fl. [30] men da istéllet vid interak-
tion med membranmodeller bestaende av POPC och POPS.

Vid ett lipid:proteinférhallande pa 200:1 kan differens i sekundérstruktur observeras
for alla proteinvarianter, se figur 10c. aSW7 visade det hogsta a-helixinnehallet vid
lipid:proteinforhallandet 200:1, foljt av aSA%3T och sedan aS43°F en minst foréindring
av sekundérstruktur. Detta resultat indikerar att bada mutationerna leder till lagre
a-helixinnehall én aS"7 vid en hég halt av lipider. For att avgora om skillnaden
av a-helixinnehall orsakas av minskad interaktion med liposomer eller strukturella
skillnader av proteinet vid liposominteraktion, krivs ytterligare studier dér bindning
och strukturéndring kan separeras.

I figur 10d déar den moldra ellipticiteten vid 222 nm plottades, kan ett linjart
samband urskiljas mellan a-helixstruktur och laga lipid:proteinforhallanden (upp till
150:1). Vid hogre lipid:proteinforhallanden planar graferna ut, vilket indikerar att
16sningen &r méttad, dvs. att ingen ytterligare inbindning av protein till liposomer
sker. Méttnaden sker vid nagot olika forhallanden for de olika proteinvarianterna,
men for alla varianter ligger méttnadsférhallandet mellan 150:1 och 300:1. Vérdet
ar precis som forvantat hogre &n det teoretiska méttnadsforhallandet pa 60:1,
eftersom liposomerna innehaller zwitterjoniska lipider vilket okar detta forhallan-
de, vilket niamns i kapitel 2.2. For aS4%°” krivs en hogre halt liposomer innan
16sningen méttats jimfort med oS"?. Denna mittnadsforskjutning kan indikera
att det minskade a-helixinnehallet dr en konsekvens av forsdmrad interaktion med
lipidvesiklar orsakad av mutationen. Mellan oS4 och aS"7 kan ingen tydlig
skillnad av méttnadsforhallande urskiljas. Daremot kan en skillnad observeras i
a-helixinnehall mellan aS"7 och aS4%3”. En méjlig forklaring till denna observation,
ar en forsvagning av proteinets formaga att forma a-helixstruktur vid utbyte av den
starka a-helixbildaren alanin vid position 53 mot treonin. Denna férklaring har dven
foreslagits av Jo m.fl [30].

5.2 Aggregation av a-synuklein

Aggregationsresultatet visar att liposomerna bestaende av DOPC, DOPS, DOPE
och kolesterol med forhallandet 30:20:25:25, inhibererar aggregation av samtliga
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varianter oS. For att jamfora de olika proteinvarianterna med varandra, mas-
te en normalisering av aggregationskurvorna goras, vilket kridver att kurvorna
nar stationérfas. Aggregationssmétningarna for samtliga varianter pagick under
140 tim utan att de nadde stationérfas, dérefter ar det svart att fortsdtta med
fluorescensmétningarna da manga av proven borjat evaporera. Resultaten fran fluo-
rescensmétningarna kan déarfor inte anvéindas for att jamfora aggregationsinhibering
mellan proteinvarianterna. Vi valde istéllet att jamfora varje proteinvariant mot
respektive referensprov.

For aS4%3T sker aggregationen betydligt snabbare &n for bade aS™W7T och aS43°F vid
jamforelse av protein utan nirvaro av liposomer. aS4%°” uppvisar en lingre lagfas
och en ligre aggregationshastighet an aS"™7 och aS4%7. En minskad aggregation
for aS4%F har dven Lazaro m.fl. [15] visat pa in vivo. En méojlig forklaring #r skirm-
ningen av NAC-doménen till f6ljd av okad interaktion mellan N- och C-terminalen
i proteinet p.g.a punktmutationen. Som tidigare nimnts har aS4*°” en mindre
alfa-helixrik struktur i nédrvaro av liposomer, jamfort med Ovriga proteinvarianter
vilket kan bero pa en minskad interaktion med liposomer. Om denna minskning har
ett samband med den ldgre aggreagtionshastigheten ar inte mojligt att faststélla i
detta projekt.

En tydlig skillnad av lagfasen fér de olika proteinvarianterna kunde observe-
ras, med en forlingning av lagfasen for aS4%°" och en kortare lagfas for aS4%3T
gentemot aS"7. Vid logfasen syns en 6kad fluorescenssignal vilket indikerar att
storre aggregat bildas i denna fas. Det antas att oligomerer bildas i lagfasen,
men inte ger upphov till 6kad ThT-fluorescens. Lazaro m.fl. har visat pa en ¢kad
ackumulering av oligomerer in vivo for bade aS#%F och aS4%7 [15]. Om detta
aven sker in wvitro dr inte mojligt att konstatera i detta projekt. Daremot &r en
okad oligomerisering en méjlig forklaring till skillnaderna i aggregation av aS430F
och aS4%37T jamfort med aS"W7T. For aS4%37T #r det mojligt att ckad oligomerisering
minskar lagfasen, och leder till den snabbare aggregation som observeras i figur 11a.
For oS4 kan istillet den mutationsinducerade skirmningen av NAC-dominen
orsaka en fordréjning av bildandet av storre aggregat dven om oligomeriseringen
ar okad eller oférandrad jamfort med aS"7. aS4%7 visar pa en brantare lutning
pa logfasen vilket indikerar att tillviixten av aggregaten sker snabbare. For aS430”
kunde istéllet en mindre brant lutning observeras, vilket skulle kunna vara ett
resultat av langsammare oligomerisering eller tillvixt.

I likhet med resultaten fran studien utford av Galvagnion m.fl. [19] sa verkar
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en membranmodell bestaende av DOPC, DOPS, DOPE och kolesterol inte initiera
aggregation, utan snarare inhibera denna process, se figur 11b-d. Galvagnion
m.fl. [19] foreslar att 16sligheten hos lipiderna, som anvinds i sammanséttningen
av membranmodellen, paverkar aggregationen. I samma studie undersoktes olika
typer av liposommodeller dédribland DOPC, DOPS, DOPE och kolesterol, men &dven
liposomer bestaende av enbart DMPS. Modellen innehallande DMPS verkade istéllet
frimja aggregationen av oS. DMPS é&r 16slig i vatten, medan liposomerna som
anvéants i detta projekt inte dr vattenlosliga. Liposomernas 16slighet skulle dérfor
kunna vara en bakomliggande faktor till varfér aggregationen inhiberas i detta fall.
En annan mojlig forklaring till liposomernas effekt pa inhiberingen &r lipidernas
laddning, da denna egenskap har visats ha betydelse for interaktion mellan aS och
liposomer.

Till skillnad fran Flagmeier m.fl. [29] som visar pa en liposominducerad initi-
ering av aggregering med DMPS och Kiskis m.fl. [28] som visar okad aggregering
med DOPS och DOPG, sa konstaterar vi att liposomer med en sammanséttning pa
DOPC:DOPE:DOPS:kolesterol (30:20:25:25) inhiberar aggregering av alla protein-
varianter, se figur 12. Det gar inte att siga huruvida det ar nagon signifikant differens
mellan proteinvarianterna, eller mellan lipid:proteinférhallandena 40:1 och 60:1. Vid
de studerade lipid:proteinforhallandena forekommer aS bade i fri och liposombunden
form eftersom méttnad inte uppnatts. Det innebér att inihibering av fibrilltill-
vixt inte enbart kan forklaras av fullstédndig inbindning av proteiner till liposomerna.

Da sammansédttnignen av synaptiska vesiklar fordndras med aldern skulle det
vara av intresse att i framtida studier undersoka hur interaktion och aggregation av
aS"T samt mutanterna forindras i ndrvaro av membranmodeller med varierande
sammansattning.

5.3 Metodreflektion

I projektet valdes aS att uttryckas i FE. coli vilket &r en enkel organism att
arbeta med. Organismen kan producera relativt stor méngd protein, jamfort
med t.ex. jist eller mammalieceller och har en kortare generationstid. E. coli
ar begransad i sin formaga att skapa posttranslationella modifieringar och ge
proteiner dess korrekta struktur. For aS &ar den strukturella aspekten inte en sarskilt
stor begrénsning, da proteinet dr ostrukturerat i losning. Dédremot har ett antal
posttranslationella modifieringar involverade i aggregation, sasom fosforylering,
identifierats specifikt for aS. Genom valet av E. coli som system for proteinuttryck
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ar det inte mojligt att studera aggregationen med representativa modifieringar.
Det finns &ven en risk att proteinet aggregerar redan i bakteriecellerna. Dessa
aggregat separeras bort vid reningen men kan resultera i minskad méngd erhallet
protein som bl.a. begrinsar valet av lipid:proteinférhallanden. Tva olika typer av
kromatografiska metoder, jonbyteskromatografi samt gelfiltreringskromatografi,
separerar proteiner bade efter isoelektrisk punkt och storlek, vilket resulterar i en
renare produkt. Nackdelen med att rena i flera steg ar att forlusterna av protein okar.

Vid tillverkning av liposomer av oOnskad storlek anvénds sonikering. En nack-
del med sonikering &r dock att inte alla vesiklar kommer ha exakt samma storlek,
vilket hade kunnat astadkommas genom att tvinga liposomerna genom ett filter med
definierad porstorlek (s.k. extrudering). I detta projekt prioriterades tillverkning
av liposomer med en storlek motsvarande synaptiska vesiklar framfér homogeni-
tet. Méatmetoden DLS rapporterar storleken pa liposomerna, via intensitet eller
volymprocent, vilket framhéver storlekssprindningen pa olika sétt. DLS &r &dven
kanslig for bubblor och eventuella dammpartiklar i provet, vilket kan paverka
storleksbestdmningen av liposomerna.

CD é&r en anvidndbar metod for att studera strukturella fordndringar av prote-
iner, fran t.ex. ostrukturerd form till a-helixstruktur. Dédremot ger inte metoden
nagot exakt matt pa antal a-helixar. Det dr inte mojligt att faststélla med CD om
strukturella skillnader &r ett resultat av minskad interaktion med liposomer eller
fordndrad struktur vid interaktion. Hér krdvs metoder som ITC och Biacore som
méter bindning direkt.

I fluorescensspektroskopi ar det egentligen inte sjdlva aggregationen som méts
utan fluorescens av ThT. ThT fluorescerar mer da det &r bundet till amyloida
fibrer, vilket medfér att det inte dr mojligt att studera skillnader i oliogmerer
mellan de olika proteinvarianterna da dessa finns i lagfasen dér fluorescensen &r
lag. Det finns dven en risk att ThT paverkar aggregationen vid interaktionen med
amyloida fibrer, och det dr inte helt ként hur ThT binder till amyloida fibrer. Om de
olika proteinvarianternas aggregat ser olika ut kan de i sin tur paverka inbindingen
av ThT och ddrmed emissionen, vilket kan ge ett missvisande resultat. For att
siakerstélla att aS bildar f-flakrika aggregat kan CD anvdndas. AFM, som &r en
metod for att studera tredimensionella strukturer, kan anvéindas for att undersoka
morfologi av de olika proteinvarianternas amyloida fibrer. Méangd fibrer som bildats
i varje experiment kan kvantifieras m.h.a. centrifugering foljt av SDS-PAGE av
kvarvarande 16sligt protein.
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6 Slutsats

Sammanfattningsvis interagerar aS"7? samt valda proteinmutanter (aS43°F och

aS4%3T) med liposomer, och dndrar struktur samt aggregerar i viss omfattning i
nérvaro av liposomer och glaspérla.

Samtliga proteinvarianter har vid interaktion med syntetiska liposomer obser-
verats Overga fran en ostrukturerad form till en a-helixrik form. Ingen skillnad i
sekundérstruktur kan urskiljas mellan de tre proteinvarianterna utan nirvaro av
liposomer. En linjar 6kning av a-helixinnehallet kan ses for alla tre proteinvarianter
vid laga lipid:proteinforhallanden, upp till 150:1. Vid hogre férhallanden sker ingen
ytterligare inbindning av protein till liposomer. Vid lipid:proteinférhallandet 40:1
ar proteinet i Overgangen mellan ostrukturerad form och a-helixstruktur. CD-
métningarna visar ddremot pa en tydlig a-helixrik sekundérstruktur vid forhallande
200:1. aSA3°F samt aS4%3T har ldgre a-helixinnehall én aS™7 vid en hogre halt av
lipider.

I franvaro av liposomer aggregerar samtliga proteinvarianter med varierande
hastighet, mutationen A53T okar aggregationshastigheten medan A30P minskar
hastigheten jamfort med aS"?. Membranmodellen av DOPC, DOPS, DOPE och
kolesterol har i detta projekt visats inhibera snarare &n att initera aggregationspro-
cessen for samtliga proteinvarianter. Daremot kan ingen skillnad i inhibering mellan
de olika proteinvarianterna observeras.

Vara resultat visar pa manga likheter med tidigare utférda studier. Dessutom
har vi kunnat konstatera inhibering av aggregation for samtliga proteinvarianter
i ndrvaro av var specifika membranmodell, vilket skiljer sig fran tidigare studier
av aggregationskinetik i nérvaro av liposomer/membraner. Eftersom orsaken till
bildningen av Lewykroppar och insjuknandet i PD &nnu ar okénd, ar det viktigt att
fa en bild av biofysikaliska egenskaper hos aS"7 och sjukdomsalstrande muterade
varianter, samt hur dessa paverkas i nédrvaro av olika typer av membranmodeller.
Resultaten fran detta projekt &r en bra utgangspunkt for vidare studier dér
liposomkomposition varieras systematiskt och fler tekniker nyttjas for analys.

Manga fragor runt «S:s normala funktion samt hur cellulira komponenter (sa

som membraner och vesiklar) startar och/eller paverkar aggregering till (farliga)
oligomerer och amyloida fibrer av oS &r fortfarande obesvarade.
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A Uttryck och rening av a-synuklein

Figur 13 visar en Coomassie-infargad SDS-PAGE efter expression av protein. aS syns
vid ca 15 kDa i brunnar med tillsatt IPTG.

a b [
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Figur 13: SDS-PAGE efter expression men fére rening av protein (a) aS43%F | (b) aS453T och (c) aSWT. Brunnarna
innehaller prover fran E. coli-kulturerna innan tillsats av IPTG (mutuationens namn) och efter tillsats (mutationens
namn + IPTG). aS finns endast i de brunnar dir IPTG har tillsats till kulturerna, vilket kan urskiljas av det breda
bandet vid 15 kDa.

Figur 14 visar resultaten fran reningen av aS"7. Figur 14a visar absorbtionsspektru-
met fran jonbyteskromatografin och figur 14b visar bild pa SDS-PAGE efter jonby-
teskromatografin (provror 3, 5, 7, 11, 13, 15 och 17 motsvarande volymer (mL) 15,
25, 35, 55, 65, 75 och 85 som passerat kolonnen). Pa gelen visas dven prover pa den
filtrerade supernatanten (L), efter laddning till jonbyteskolonnen (FT) samt efter
rening av maskinen (W). Fran gelen framgar det att aS framst finns i ror 3, 5, 7, 11
och 13. Dessa fem prover valdes for fortsatt rening med gelfiltreringskromatografi, se
figur 14c, dir aS4%37 kan urskiljas i forsta toppen vid 45-60 mL. En sista kontroll
med SDS-PAGE utfordes (Figur 14d) for att sikerstilla att oS var isolerat och att
provet var renat fran odnskade proteiner.
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Figur 14: (a) Jonbyteskromatografi for «SW7T | dir proteinet elueras ut mellan 40-80 mL. P4 x-axeln visas volymen
i mL, pa den primira y-axeln visas absorbansen i milliabsorptionsenhet (mAU'®) och pa den sekundira y-axeln
visas den 6kande buffert B i procent, dér 100 % motsvarar en salthalt pa 1 M NaCl. (b) SDS-PAGE for aSW7 efter
jonbyteskromatografi, dir férsta brunnen fran vinster dr molekylviktsstegen. De tre foljande brunnarna ar prov fran
filtrerade supernatanten (L), prov efter laddning i jonbyteskolonnen (F'T'), samt ett prov fran reningen av maskinen
(W). Resterande brunnar (3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 och 17) #r de utvalda proverna fran jonbyteskramotografin. (c)
Gelfiltreringskromatografi for aSWT dér proteinet renas ut mellan 45-60 mL. P4 x-axeln visas volymen i mL och pa
y-axeln visas absorbansen i mAU. (d) SDS-PAGE for aSW7 efter gelfiltreringskromatografi, dir forsta brunnen ar
molekylviktsstegen och de fem resterande brunnarna &r kontroller efter gelfiltreringskromatografin.

Figur 15 och figur 16 visar reningsresultaten fran aS-mutanterna, aS4%7 samt
aS4%°F och presenteras pa samma sitt som for aS™7 ovan.

BmAU forkortat fran engelskans milli absorption unit
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Figur 15: (a) Jonbyteskromatografi for aS4%37T dir proteinet ger renas ut mellan 40-80 mL. P4 x-axeln visas
volymen i mL, pa den priméra y-axeln visas absorbansen i milliabsorptionsenhet (mAU'?) och pa den sekundira
y-axeln visas den 6kande salthalten i procent, dér 100 % motsvarar en salt halt pa 1 M NaCl. (b) SDS-PAGE fér
aSA53T efter jonbyteskromatografi, dir forsta brunnen fran viinster dr molekylviktstegen. De tre féljande brunnarna,
dr prov fran filtrerade supernatanten (L), efter laddning i jonbyteskolonnen (FT), samt ett prov fran reningen av
maskinen (W). Resterande brunnar (3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 och 17) &r de utvalda proverna fran jonbyteskramotografin.
(c) Gelfiltreringskromatografi fér aS4537 dir proteinet renas ut mellan 45-60 mL. P& x-axeln visas volymen i mL och
pa y-axeln visas absorbansen i mAU. (d) SDS-PAGE for aS4537T efter gelfiltreringskromatografi, dér forsta brunnen
4r molekylviktsstegen, och de fem resterande brunnar ar kontroller efter gelfiltreringskromatografin.
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Figur 16: (a) Jonbyteskromatografi for aS430F  dir proteinet ger renas ut mellan 40-80 mL. P& x-axeln visas
volymen i mL, pa den primira y-axeln visas absorbansen i milliabsorptionsenhet (mAU?2%) och pa den sekundira
y-axeln visas den Skande salthalten i procent, dir 100 % motsvarar en salt halt pa 1 M NaCl. (b) SDS-PAGE fér
efter jonbyteskromatografi, dir férsta brunnen fran vanster 4r molekylviktstegen. De tre féljande brunnarna
ar prov fran filtrerade supernatanten (L), efter laddning i jonbyteskolonnen (FT), samt ett prov fran reningen av
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maskinen (W). Resterande brunnar (3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 och 17) ér de utvalda proverna fran jonbyteskramotografin.
(c) Gelfiltreringskromatografi for aSA30P dir proteinet renas ut mellan 45-60 mL. P4 x-axeln visas volymen i mL och

pé y-axeln visas absorbansen i mAU. (d) SDS-PAGE for aSA439F efter gelfiltreringskromatografi, dér férsta brunnen

dr molekylviktsstegen, och de fem resterande brunnar ar kontroller efter gelfiltreringskromatografin.
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B Storleksbestidmning av liposomer

Figur 17 visar storleksdistributionen av liposomdiametern i DLS fran tre prover (tre
olikfargade kurvor). Det storsta antalet liposomer har en diameter runt 30-40 nm.

10 100 1000 10000

Diameterstorlek (nm)
17: Storleksbestdmning av liposomer med en sammansittining av DOPC:DOPS:DOPE:kolesterol

Figur
(30:20:25:25) med DLS. Storleksférdelningen av tre upprepningar visas i grafen (réd, gron och bla kurva) med

diameterstorlek i nm pa x-axeln och volymsprocent pa y-axeln.
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C Proteinstocklosningar, lipid:proteinforhallanden samt
grafer fran cirkulir dikroism

[ tabell 1 visas vilken spiadningsserie som anvénts for de olika CD-experimenten, samt
stockkoncentrationen for aS"7 och de tva mutanterna. Spiadningserie 1 motsvarar
en serie dar alla prov i métningen koncentrerats innan métning och déar kontroll-
métningar gjorts vid utvalda méatpunkter, se tabell 2. Spadningsserie 2 motsvarar
métningar dar koncentrationen av lipider okats genom titrering, se tabell 3. Kon-
trollmatningarna gjordes vid samtliga métpunkter.

Tabell 1: Olika koncentrationer for aSW7T, aS439F och aS453T som erhélls efter byte av buffert infor varje expe-
riment i CD. Aktuellt datum och aktuell stockkoncentration av protein som erhélls visas.

Datum Mutation | Stockkoncentration (pL) | Spadningsserie
2017-02-16 | WT 126,21 1
2017-02-23 | A30P 72,9 1
2017-02-23 | A53T 105,9 1
2017-03-03 | A30P 103,86 1
2017-03-03 | WT 71,53 1
2017-04-04 | A30P 123,25 2
2017-04-04 | WT 79,46 2
2017-04-10 | WT 121,62 2
2017-04-10 | A53T 85,07 2
2017-04-10 | A53T 213,80 2
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I tabell 2 visas vilka koncentrationer som forbereddes i spiddningsserie 1, samt vilka
métpunkter kontrollerna gjorts pa. Koncentrationen av aS"7”, aS439F och aSA%37
for de olika forsoken ses i tabell 1 vilka i varje métning spads till 5 M.

Tabell 2: Spiadningsserie 1 fér métning med CD. Lipidvolymerna markerade utan fetstil har tagits fran en stock-
koncentration pa 600 uM och de lipidvolymer som markerats med fetstil har tagits fran en stockkoncentration pa
6000 uM. Kontrollerna motsvarar mitpunkter som gjordes med den aktuella koncentrationen lipider i buffert utan

tillsatt protein.

Lipidkoncentration (uM) | Lipidvolym (uL) | Forhallande (uM) | Kontroller
0 0

25 10,4 d

50 20,8 10

75 31,3 15

100 A7 20

200 83,3 40 *
300 12,5 60

400 16,7 80

500 20,8 100 *
600 25,0 120

800 33,3 160

1000 41,7 200 *
1500 62,5 300 *
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Tabell 3 visar spadningserie 2 dar lipidkoncentrationen okats genom titrering. Har vi-
sas tillsatt volym liposomer vid varje méatpunkt, den aktuella proteinkoncentrationen
samt vilket lipid:proteinforhallande varje matpunkt motsvarar. Vid anvindning av
spadningsserie 2, gors en identisk métning utan proteiner som anvinds som kontroll.

Tabell 3: Spadningserie 2 f6r mitning med CD. Denna serie utgar fran en buffertlésning pa 250 uL och en protein-
koncentration pa 5 uM. Efter varje métning tillsattes en viss lipidvolym, kolumn 2 fran vénster, fér att uppna ett visst
lipid:proteinforhallande, kolumn 4. Den aktuella proteinkoncentrationen vid varje méatpunkt visas i kolumn 3 och den
aktuella lipidvolymen visas i kolumn 1. Vid varje forsck utférdes en bakgrundskontroll. I dessa bakgrundskontroller
utfordes en likadan titrering av liposomer till 250 pL buffert men utan protein.

Volym Tillsatt Aktuell Forhallande
lipider(uL) | lipidvolym(uL) | proteinkoncentration(uL)

1,04 1.0 5.0 5
2,08 1,0 2,0 10
417 2.1 1.9 20
8,33 4,2 4,8 40
12,50 4,2 4,8 60
16,67 4,2 4,7 80
20,83 12 G 100
25,0 42 45 120
31,25 6,3 4,4 150
41,67 10,4 4,3 200
52,08 10,4 4,1 250
62,50 10,4 4,0 300
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Figur 18 visar den moléra ellipticiteten, vid olika lipid:proteinférhallanden, som funk-
tion av tiden for aS43°F. Figuren visar att proteinet antar en mer a-helixrik form
vid hogre lipid:proteinforhallanden.

70 ——aS
fop
'E 60 ——Lipid:aS 5
_>< 50 ——Lipid:aS 10
'E:' 40 ——Lipid:aS 20
x —o—T1 1pid:
5 30 Lipid:aS 40
2 Lipid:aS 60
e 20 .p.
5 N ——Lipid:aS 80
oy ——Lipid:aS 100
y 0 ——Lipid:aS 130
E -10 ——Lipid:aS 150
S 20 ——Lipid:aS 200
30 ——Lipid:aS 250
195 205 215 225 235 245 255 ——Lipid:a$S 300
Végliangd (nm)

Figur 18: CD-spektrum foér aS430P (5 pM monomert protein i fosfatbuffer med pH 6,53) med olika li-
pid:proteinforhallanden, angivet i genomsnittlig molér ellipticitet pa y-axeln och vaglingd i nm pa x-axeln. Li-
posomerna som anvénds har en sammanséttning av DOPC:DOPS:DOPE:kolesterol (30:20:25:25).
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Figur 19 visar CD-spektrumet for aS4%37 dir den molira ellipticiteten som funtkion
av tiden vid okande lipid:proteinforhallande plottas. Graferna visar en strukturfor-
andring fran en ostrukturerad form till en mer strukturerad a-helixrik form med
okande lipid:proteinforhallande.

60 ——0aS
50 ——Lipid:aS 5
——Lipid:aS 10
——Lipid:aS 20
——Lipid:aS 40
Lipid:aS 60
——Lipid:aS 80
——Lipid:aS 100
——Lipid:aS 120
——Lipid:aS 150
——Lipid:aS 200
——Lipid:aS 250
——Lipid:aS 300

MRE x 107 (grader x m'! x M)

195 205 215 225 235 245 255

Vaglangd (nm)

Figur 19: CD-spektrum for aS4%37 (5 pM monomert protein i fosfatbuffer med pH 6,53) med olika li-
pid:proteinforhallanden, angivet i genomsnittlig molar ellipticitet pa y-axeln och vaglingd i nm pa x-axeln. Li-
posomerna som anvénds har en sammanséittning av DOPC:DOPS:DOPE:kolesterol (30:20:25:25).
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D Laddning av 96-halsplatta for fluorescensspektroskopi

Figur 20 visar ett exempel pa hur en 96-halsplatta laddas infor aggregeringsforsok.
96-halsplattan anvénds i fluorescenspektrofotometern och kors enligt avsnitt 3.3.1.
De yttersta kolumnerna och raderna utesluts for minskad risk for uttorkning. For
varje prov gjordes fem replikat forutom fér ThT och buffert, som anvénds vid bak-
grundssubtraktion, dér tva replikat utfordes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

WT 40 |WT 40 |WT40 |(WT40 |(WT40 [RWI |RWT |[RWT |RWT |RWT
WT 60 |WT 60 |WT 60 |WT 60 |WT 60 |R A30P |R A30P |R A30P |R A30P |R A30P
A30P 40 |A30P 41 |A30P 42 |A30P 43 |A30P 44 [R AS3T |[R AS3T |R AS3T |R A53T |R AS3T
A30P 60 |A30P 60 |A30P 60 |[A30P 60 [A30P 60 B40 |[B40 [B40 (B 40 |B 40
AS3T 40 |A53T 40 |AS3T 40 [AS3T 40 [AS3T40 B60 |B60 |[B60 |B60 |B 60
AS3T 60 |A5S3T 60 |AS3T 60 |AS3T 60 |AS3T 60 |ThT+ buff|ThT+ buff

50 - 0 o O

Figur 20: Laddning av 96-halsplatta for aggregation. WT_40, A30P_40 samt A53T_40 star for att det &r li-
pid:proteinforhallande 40:1, medan WT_60, A30P_60 och A53T_60 star for att det dr lipid:proteinférhallande 60:1.
R_WT, R_A30P och R_A53T &r respektive referens dvs. enbart protein, fosfatbuffert och ThT. B_40 och B_60 ar
blankprov vid 40:0 respektive 60:0, dvs. enbart lipider, fosfatbuffert och ThT. De gramarkerade filten symboliserar
tomma brunnar
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E Aggregationskinetik for vildtyp a-synuklein utan glaspér-
lor

Figur 21 visar aggreationskinetiken for aS"? vid lipid:proteinférhallande 60:1 samt

for referens utan liposomer utan nérvaro av glaspéarla. For bade referensen och li-
pid:proteinforhallandet 60:1 kan endast en mycket liten 6kning av ThT-fluorencens
detekteras. Detta indikerar att ingen betydande amyloidbildning sker da inga glaspér-
lor finns nérvarande.

100

Intensitet (AU)

20 40 60 80 100 120 140 160
Tid (tim)
® Referens WT  ® Lipid:WT 60:1

Figur 21: Icke-normaliserad data for aS"' T med lipid:proteinfsrhallande for 60:1 (ljusbla kurva) samt referensprov
(morkbla kurva). Provet innehéller ThT, fosfatbuffert men saknar glaspirla
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