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Sammanfattning

Alzheimerdemens (AD) ar en aldersrelaterad sjukdom vars forekomst har 6kat drastiskt med 6kad
medellivslangd. Mekanismerna bakom sjukdomens uppkomst ar annu relativt okanda. AD
karaktariseras av att felveckade proteiner bildar proteinrika aggregat i form av senila plack som
ansamlas i hjarnan. Placken bestar till storsta delen av amyloida fibriller av proteinet amyloid-B.
Syftet med det har projektet ar att kartlagga andra biologiska komponenter som finns ansamlade i
placken och sedan att undersdka hur dessa kan paverka amyloida fibrillers formaga att kompaktera
in vitro. Vi har gjort en litteraturstudie for att kartldgga vilka komponenter som aterfinns i plack, den
visade att det bland annat finns flera proteiner, metalljoner och glukosaminoglykaner. Vi valde
darefter att undersoka ett flertal salter, glukosaminoglykanen heparin samt modellproteinet bovint
serumalbumin (BSA). Vi studerade dven hur amyloida fibrillers kompaktering paverkas av thioflavin-T
(ThT) eftersom det ar ett av de vanligast forekommande fargdmnena inom amyloidforskning.

Vi anvande linjar dikroism, cirkular dikroism, fluorescensspektroskopi, atomkraftsmikroskopi och
dynamisk ljusspridning for att biofysikaliskt karaktarisera hur amyloida fibriller paverkas av de
utvalda komponenterna. | férsoken anvandes amyloida fibriller av modellproteinet bovint insulin. Vi
fann att metalljoner som inte dar monovaleta har en stor effekt pa kompakteringen och detta galler
dven for deras respektive motjoner. Forsoken for heparin visar pa mojligheter till en kompakterande
effekt, men experimenten ar inte entydiga. Detta skulle kunna bero pa att heparin ar en stor, styv
molekyl som &dr extremt negativt laddad och svar att analysera. Proteinet som undersoktes, BSA,
Okade ocksa kompaktering av fibrillerna. Vara studier tyder pa att ThT inte paverkar kompakteringen
namnvart och det ar darfor [ampligt att fortsatta anvanda det som fibrillspecifikt fargamne.



Abstract

The lifespan of human beings has increased significantly in the last decades. As a consequence,
age-related diseases such as Alzheimer’s dementia (AD) are becoming one of society's biggest strains.
The mechanisms causing the disease are yet to be explored. One of the characteristics of AD is
protein misfolding which causes aggregation of monomeric proteins into amyloid fibrils. These fibrils
can further densify into aggregates in the shape of senile plaques that accumulates in the brain
tissue. In AD the amyloid fibrils are composed of the protein amyloid-B (AB). The aim for this project
is to identify other biological components that are present in senile plagues and to investigate how
they affect the compaction ability of amyloid fibrils in vitro. A literature study was made to
determine other biological components present in senile plaques. The study concluded that, other
than AB, a number of proteins, metal ions and glycosaminoglycans (GAGs) could be found in the
plagues of patients with AD. Several salts, the GAG heparin and the model protein bovine serum
albumin (BSA) were chosen to be investigated further. In addition to the study of the biological
components and their impact on amyloid fibrils, the effect of the dye thioflavin-T (ThT) was also
investigated. The reason for the investigation of ThT was that ThT-fluorescence was used as one of
the methods to analyze the compacting effect that the biological components exert on the fibrils.
ThT is one of the most commonly used dyes in amyloid research and it is therefore crucial to know
the effect it has on amyloid fibril compaction.

We used linear dichroism, circular dichroism, fluorescence spectroscopy, atomic force microscopy,
and dynamic light scattering to biophysically characterize how amyloid fibrils are affected by the
chosen components. In the experimental study the protein bovine insulin were used as a model for
amyloid fibrils. We concluded that non-monovalent metal ions have a significant impact on the
degree of compaction which is also true for their counterions. Heparin is a large, stiff molecule which
is highly charged and as a result it was difficult to examine; despite this it has a possible effect on the
compaction of the fibrils. The protein that we investigated, BSA, also showed a significant effect on
the degree of compaction. Our studies of ThT showed that the dye had a minor impact on the
compaction and is therefore a suitable dye for further studies on amyloid fibril compaction.

This report is written in Swedish.
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1 Inledning

Varje ar diagnosticeras 17 500 manniskor i Sverige med Alzheimerdemens (AD). Denna och liknande
neurodegenerativa sjukdomar sasom Parkinsons sjukdom ar aldersrelaterade, vilket leder till att
forekomsten av dem har 6kat drastiskt i takt med att befolkningens medellivslangd 6kar, bade i
industrialiserade lander och i utvecklingslander™.

AD medfor att hjarncellerna fortvinar och successivt dor, vilket speciellt drabbar omraden i hjarnan
som styr minnesfunktion, spraklig formaga, rumslig orientering och praktiska fardigheter. Typiskt for
den har sortens demens ar att patientens tillstand forsamras gradvis i takt med att hjarnskadan
sprider sig’. Demenssjukdomar ar idag den fjarde vanligaste dodsorsaken i vastvarlden och det
saknas botemedel. Detta gor att sjukdomarna, férutom att fororsaka stort lidande for de drabbade
dven ar ekonomiskt kostsamma for samhallet, sarskilt eftersom patienter med demens har ett
mycket omfattande vardbehov'.

AD och liknande neurodegenerativa sjukdomar karaktéariseras av att felveckade proteiner bildar
aggregat som ansamlas i hjarnan. Aggregaten bestar av tradlika proteinpolymerer med hogt
B-flakinnehall och kallas amyloida fibriller. Fibrillerna associerar och kompakteras i hjarnan, i AD
benamns dessa kompakterade proteinrika strukturer senila plack. Amyloida fibriller ar féretradelsevis
linjdra polymerer med lang persistenslangd, det vill sdga de ar styva. For att bilda plack maste de
sannolikt kompakteras genom att bdjas och lindas runt varandra. Hur detta sker och vilka molekylara
faktorer som kan paverka kompakteringsgraden ar inte utforskat. Plack innehaller dock inte bara
proteinfibriller utan ocksa bland annat lipider, andra proteiner och metaller®. En hypotes &r att dessa
molekyler har en effekt pa kompakteringsgraden. En utgangspunkt for det har projektet ar
misstanken att dven ThT kan ge upphov till kompaktering, nagot som skulle kunna paverka
tolkningen av resultat”.

1.1 Syfte med projektet

Syftet &r att studera hur amyloida proteinfibriller kompakteras. Malet med projektet &r att forst
identifiera och klassificera @mnen som inlagras i senila plack for att sedan, med biofysikaliska
tekniker, undersoka hur olika typer av amnen kan paverka i vilken utstrdackning amyloida
proteinfibriller kan kompakteras in vitro, som en modell for hur plackbildning kan ske i hjarnan.
Malsattningen &r att kartlagga viktiga fysikalkemiska egenskaper hos olika molekyler som kan
underlatta kompakteringen av amyloida fibriller i hjarnan och darmed bidra till att 6ka den
molekylara forstaelsen av sjukdomsforloppet i AD.

1.2 Avgransning

Projektet innefattar biofysikaliska studier av kompaktering av amyloida fibriller i narvaro av biologiskt
relevanta molekyler samt det organiska fargadmnet ThT. Studien ar begransad till in vitro forsok for att
kunna studera enskilda processer i detalj. Projektet innefattar darfoér inte nagon analys av biologiska
prover. Ett begrdnsat antal representativa @mnen har valts ut for att belysa olika egenskaper sasom
storlek, laddning och struktur.



2 Teori: Amyloida fibrillers forekomst och biofysikaliska metoder for

att undersoka kompaktering

Aggregation av proteinmonomerer till amyloida fibriller har en stark koppling till manga
neurodegenerativa sjukdomar. Uppbyggnaden av amyloida fibriller initieras av att monomerer
associerar till varandra och bildar oligomerkarnor, foljt av att kdrnorna forlangs till fibriller i en
elongeringsprocess. Amyloida fibriller aterfinns i senila plack tillsammans med en mangd andra
biologiska komponenter som skulle kunna underlatta kompaktering av amyloida fibriller.

2.1 Senila plack

Hos personer med Alzheimerdemens ar det proteinet amyloid-B (AB) som bildar de amyloida fibriller
som kompakteras till senila plack i hjarnan®. Plack &r runda sammanhangande inlagringar till skillnad
fran de avlanga fibrillerna °. Senila plack &r valdigt komplexa och deras sammansattning varierar. De
finns i flera olika former beroende pa hur langt gangen sjukdomen ar, de kan kallas diffusa, primitiva,
klassiska eller helt kompakterade. Det finns dven olika varianter av AB-peptider, den vanligaste ar
ABsomedan ARy, ar den vanligast forekommande i plack. AB bildas genom en klyvning av proteinet
amyloid precursor protein (APP). De nedsankta siffrorna beskriver hur manga aminosyror peptiden
innehaller, den enda skillnaden mellan AB4, och AB,o ar saledes att APy, ar tva aminosyror langre.
AB,; finns bade i de diffusa och i de mer utvecklade klassiska placken. Mer utvecklade plack
innehaller ocksa den mer 18sliga ABao-peptiden och en del andra komponenter®. AB4, har en teoretisk
isoelektrisk punkt pa 5,31 vilket innebar att den &r negativt laddad i kroppen och har ett positivt
GRAVY-virde vilket innebar att den ar hydrofob” 8. Mekanismerna for hur AB-peptider kompakteras
och bildar plack ar inte utforskade och det dr ddrmed inte heller klarlagt hur de molekyler som
aterfinns koaggregerade med de amyloida fibrillerna i plack paverkar kompakteringen av fibrillerna.

2.2 Amyloida fibriller

Amyloida fibriller utgoérs av proteiner som bildat tradlika polymerstrukturer med hégt B-flakinnehall
(se figur 1). De bestar av 5-6 stycken sa kallade protofilament som &r ihoptvinnade langs med
fibrillens axel’. Protofilamenten ar ungefar 3 nm i diameter och bestar av peptidkedjor som bildat en
regelbunden B-flakstruktur. Avstandet mellan B-flaken ar ungefar 0,47 nm och strukturen stabiliseras
av ett stort antal vatebindningar, vilket gor att amyloida fibriller anses vara den termodynamiskt
mest stabila proteinkonformationen. Protofilamenten ar ihoptvinnade sa att B-flaken hamnar
vinkelratt mot fibrillaxeln. Amyloida fibriller &r vanligtvis runt 10 nm i diameter och fran 100 nm till
flera pm langa™.

------
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Figur 1. Amyloid fibrill, visar B-flak strukturen och hur protofilamenten ar ihoptvinnadeu.

Proteiner ar viktiga for de allra flesta reglerings- och kontrollmekanismerna i kroppens celler, det ar
darfor centralt for i princip alla biokemiska processer som pagar i levande celler att de molekyler som
ingar kan anta funktionella strukturer. Proteinerna behover alltsa ha en specifik tertidrstruktur.
Ibland misslyckas cellerna med att vecka proteiner korrekt eller med att bibehalla deras struktur
vilket kan leda till fibrillbildning. Det ar aven en central aspekt i proteinhomeostasen att behalla



proteiner i ett |6sligt tillstand for att undvika fibrillbildning. Cellular stress och aldrande 6kar
mangden icke-funktionella proteiner och kan leda till en méangd olika sjukdomar®?.

De flesta proteiner kan bilda amyloida fibriller, oberoende av vilken aminosyrasekvens de har>.
Fibriller ar termodynamiskt mycket stabila under en mangd olika betingelser och det ar den relativa
stabiliteten for olika strukturer som tillsammans med kinetiska faktorer blir avgérande fér om fibriller
bildas 2. Fibriller bildas vanligtvis under destabiliserande forhallanden, exempelvis bildar
modellproteinet insulin fibriller vid lagt pH och hog temperatur. De flesta proteiner bildar inte
fibriller under normala fysiologiska betingelser, nar detta anda hander ar det ofta associerat med
sjukdom. Amyloida fibriller kan dven, under férutsattning att de bildas under kontrollerade former,
ha en funktionell biologisk roll; exempelvis anvdander bakterien Escherichia coli fibriller av proteinet
curlin fér att kolonisera inerta ytor och binda till andra proteiner®. Det ar kant att fibriller uppvisar
likartade egenskaper oavsett vilket protein de bestar av . Denna likhet mellan olika fibrillers
egenskaper mojliggér anvdandandet av modellprotein for biofysikaliska studier. Utdver AB har dven
det fibrillbildande proteinet a-synuklein hittats hos AD-drabbade patienter. Detta protein ar mer
frekvent forekommande i de neurodegenerativa sjukdomarna Parkinsons sjukdom och
Lewykroppsdemens™.

Amyloida fibriller bildas genom en polymerisationsreaktion som sker i tre faser; kdrnbildningsfas
(nucleation phase), tillvaxtfas (elongation phase) och jamviktsfas (plateau phase)™(se figur 2). Under
karnbildningsfasen byggs monomerer av proteinet ihop till oligomerkadrnor som har en sadan
konformation att fibriller kan borja vaxa. Karnbildningsfasen kallas ocksa for lagfasen eftersom
kdrnbildningen ar termodynamiskt ogynnsam och sker langsamt. Nar oligomerkarnorna bildats
rekryterar de fler monomerer. Under tillvaxtfasen har tillrackligt manga elongeringskompetenta
oligomerkarnor bildats for att katalysera en signifikant fibrillbildning; denna sker genom att
monomerer rekryteras och forlanger oligomerkarnorna till fibriller. Denna del av reaktionen ar
termodynamiskt gynnsam och sker ofta mycket snabbare &n lagfasen®®. AB har i monomerform ingen
tertiarstruktur och bildar darmed lattare amyloida fibriller an proteiner som har en tertidrstruktur.
De oligomerer av AB som bildas under lagfasen ar de som tros vara mest toxiska®’.

PLATEAU PHASE

Amyloid Fibrils
ELONGATION

(Fibril Growth)
PHASE

KINETICS OF AMYLOID FORMATION
Native State Partially Unfolded  Nucleus. Early Assemblies
Ensemble {Protofibrilsh

LAG (NUCLEATION) PHASE

Figur 2. Schematisk bild fér uppbyggnaden av amyloida fibriller. Under lagfasen bildar proteinet oligomerkarnor genom
reaktion mellan monomerer, fibriller bildas sedan genom en elongeringsprocessls.
2.3 Insulin som modellprotein for fibrillbildning

| projektet har vi anvant oss av bovint insulin som modellprotein. Insulin har inte ndgon direkt
koppling till neurodegenerativa sjukdomar men det ar ett billigt och kommersiellt tillgdngligt protein



som latt bildar fibriller under destabiliserande férhallanden. Dessa egenskaper gor insulin till ett
vanligt modellprotein inom amyloidforskning.

Insulin &r ett hormon som bestar av tva peptidkedjor uppbyggda av 51 aminosyror (aa) som
utsondras i bukspottkorteln *°. Dess uppgift ar att reglera cellens upptag och lagring av glukos,
aminosyror, fettsyror samt att hamma nedbrytning av glykogen, fett och protein®. Bovint insulin har
molekylvikten 5, 73 kDa och en isoelektrisk punkt (pl) motsvarande 5,3*!. Proteiner har en positiv
nettoladdning vid ett pH under pl*>. Detta gor att insulin har en positiv nettoladdning vid pH-virdet
2,2 som ar det pH vi anvander oss av i projektet.

2.4 Kompakterande molekyler
| senila plack finns som tidigare namnts en mangd olika biologiskt relevanta komponenter utover de
amyloida fibriller som &r associerade till sjukdom. Var litteraturstudie (se avsnitt 4) visar att AD-plack

24,25

bland annat innehaller metalljoner®?, glukosaminoglykaner (GAGs) och proteiner®. Dessa

komponenter skulle kunna underlatta kompakteringen av amyloida fibriller till senila plack.

Det finns en mangd olika substanser som anvands for infargning av prov. Vid infargning av amyloida
fibriller anvands till exempel thioflavin-T (ThT), 1-anilinonaftalen-8-sulfonat (ANS) eller kongorott
varav ThT &r en av de vanligast forekommande amyloidfargamnena for att underséka forekomsten av
felveckade proteinaggregat bade in vitro och in vivo®’, darfér anser vi att det &r viktigt att undersoka
hur ThT paverkar kompakteringensgraden. Vi anvander forandringar i ThT-flourescens for att méata
hur biologiska komponenter interagerar med fibrillerna.

ThT &r ett benzothiazole salt (se figur 3) vars emission 6kar drastiskt nar det binder till amyloida
fibriller®®. En stor fordel med ThT &r att fargdmnet interagerar med alla typer av amyloida fibriller,
oavsett vilka aminosyror de bestar av®’. Detta eftersom fargamnet binder till den sekundara
B-flakstrukturen oberoende av den primaéra strukturen hos proteiner. ThT binder endast till
multimeriska fibrillstrukturer och inte till B-flakrika domaner hos naturliga proteiner™.

/
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Figur 3. Strukturen for det organiska fargamnet Thioflavin-T.
2.5 Biofysikaliska analysmetoder
Ett flertal biofysikaliska analysmetoder har utvecklats for att undersoka biomolekylers struktur,
morfologi och fysikaliska egenskaper. | det har projektet har vi tillampat metoderna linjar dikroism,
cirkular dikroism, fluorescensspektroskopi, atomkraftsmikroskopi, centrifugering och dynamisk
ljusspridning for att studera amyloida insulinfibrillers kompakteringsgrad.

2.5.1 Linjir dikroism

Linjar dikroism (LD) ar en spektroskopisk teknik som kan anvédndas for att studera struktur och
orientering av molekylerna i ett prov. LD anvands ofta for att undersoka struktur samt
ligandinteraktioner hos polymera biologiska makromolekyler som till exempel DNA. Det ar ocksa en
bra metod for att underséka membranpeptiders inbindning till membraner®®. Metoden méater



skillnaden i absorption av linjarpolariserat ljus som infaller parallellt och vinkelrdtt mot en
orienteringsaxel i provet 30,

LD=A||—AJ_

For att man ska kunna méata LD maste molekylerna i provet vara orienterade, detta kan beroende pa
provets natur astadkommas med till exempel viskost flode, elektriskt- eller magnetiskt falt*°. | detta
arbete har vi anvant oss av en Couette-cell fran Applied photophysics for att astadkomma viskost
flode. Cellen bestar av en cylindrisk kvartskyvett med en central kvartsstav. Provet placeras i kyvetten
och staven fors ner i mitten pa cylindern. Kyvetten ar kopplad till en motor och roterar under hela
matningen. Data fran en typisk LD-matning bestar av ett spektrum som visar skillnad i absorption
(Delta A) som funktion av vaglangd (nm) (se figur 10C). Figur 4 visar B-flakens position i en fibrill och
hur ljuset absorberas av peptidbindingarna®.
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Figur 4. B-flakens position i en fibrill, den vinkelrata pilen visar hur ljuset
absorberas av peptidbindningarna (modifierad fran Bulheller, 2009).

|

2.5.2 Cirkular dikroism

Cirkular dikroism (CD) ar liksom LD en spektroskopisk metod baserad pa absorption av polariserat
ljus. CD anvands bland annat for att undersoka kiraliteten hos organiska molekyler samt for att
bestdmma sekundarstrukturen hos proteiner. Det sistndmnda innefattar analys av andelen a-helix,
B-flak och oordnade strukturer (random coil) *2. Beroende pa molekylens kiralitet absorberas det
polariserade ljuset i varierande utstrackning och ger upphov till ett karakteristiskt spektrum:. €D kan
méta alla sorters biologiska molekyler s& linge de &r kirala eller befinner sig i en kiral miljo**. En av
skillnaderna mellan LD och CD &r att i CD behéver molekylerna inte orienteras under méatningen.
Metoden mater skillnaden i absorption mellan vénster- och hogercirkuldrpolariserat ljus:

CD=AV—AH

Data fran en typisk CD-matning pa proteiner presenteras i ett spektrum som visar absorption
(deg-cm?/dmole) mot vaglangd (nm) (se figur 5). Sekundarstrukturen kan bestdmmas utifran

CD- spektrumets form i intervallet 190-250 nm, vid dessa vaglangder ar det peptidbindningarna som
absorberar ljuset. a-helix, B-flak och slumpmadssiga strukturer ger var och en upphov till
karakteristiska spekta®®. Proteiner bestaendes av B-flak ger upphov till en positiv topp vid 195 nm
foljt av en negativ topp vid 215 nm, medan proteiner bestaendes av a-helix ger upphov till en hog
positiv topp vid 190 nm féljt av tva negativa toppar vid 208 respektive 222 nm och slumpmaéssiga
strukturer har en negativ topp vid 196 nm och en positiv topp vid 216 nm.
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Figur 5. Karakteristiskt CD-spektrum for a-helix, B-flak och slumpmassiga strukturer ,

2.5.3 Fluorescensspektroskopi

Fluorescensspektroskopi har manga kemiska, biologiska och medicinska tillampningar.
Intensitetsmatningar kan ge information om en mangd olika processer sasom interaktion mellan
fargamnen och molekyler i ett I6sningsmedel, rotationsdiffusion av makromolekyler, avstand mellan
bindningssites pa makromolekyler, konformationsférandringar och bindningsinteraktioner™.

Provet belyses av en ljuskalla vars ljus absorberas av en fluorofor. Apparaturen innehaller en
monokromator som endast slapper igenom ljus fran ljuskallan av den vaglangd som exciterar
fluoroforen. Vid denna excitation 6verfors en elektron fran hogsta besatta molekylorbitalen (HOMO)
till Iagsta obesatta molekylorbitalen (LUMO). Eftersom detta ar ett energetiskt instabilt tillstand
atergar elektronen till HOMO och emitterar en foton. En molekyl i exciterat tillstand forlorar dven en
del av sin excitationsenergi genom en stralningslos dverforing®®. Emissionen &r av lagre energi, vilket
innebdr att den har en langre vaglangd an excitationsljuset, darfér kan det emitterade ljuset
separeras fran det exciterande ljuset fran ljuskéllan. Detta sker med en dikroisk spegel foljt av ett
filter innan detektion®’. Data fran en fluorescensmatning presenteras generellt som ett
emissionsspektrum, vilket &r en graf av fluorescensintensitet mot vaglingd®’. Omvant kan
emissionsintensiteten fran ett fargdmne anvdandas som ett matt pa hur mycket av fargdmnet som
bundit till analyten.

Fluorescensspektroskopi i kombination med en fluorofor kan anvdndas for att kvantifiera mangden
analyt i ett prov. Vanligen delas fluoroforer upp i tva klasser, de som fluorescerar naturligt och de
som tillfors till ett prov som inte uppvisar de 6nskade spektrala egenskaperna i sig sjalvt. Den
vanligaste klassen av fluoroforer ar fluorescenta indikatorer, vilket innebar att deras spektrala
egenskaper ar kansliga for substansen som analyseras®>. | protein ar de aromatiska aminosyrorna
tyrosin och tryptofan de mest betydande naturliga fluorescenta grupperna. Aven fenylalanin
fluorescerar men dess emission &r svarare att detektera. Insulin innehaller fyra tyrosin och tre
fenylalanin®®. Vi har anvant den fibrillspecifika fluoroforen ThT for att undersdka fibrillerna med
fluorescensspektroskopi.

2.5.4 AtomKkraftsmikroskopi

Atomkraftsmikroskopi (AFM) ger information om en ytas struktur och kan anvandas for att ge en bild
av morfologin hos insulinfibrillerna. AFM &r darfor ett viktigt verktyg i var studie for att direkt se om
fibrillerna har kompakterats efter tillsats av olika komponenter. Metoden &r sarskilt kanslig i hojdled
och ger darfor framforallt information om ett objekts hojd. AFM kan dven anvandas for att mata
fragmenteringsgraden, det sista av stegen i fibrillbildningen. Metoden skapar en koppling till



morfologiska forandringar till f6ljd av kompaktering under paverkan av kemiska komponenter™.

AFM anvander sig av en kantilever, vilket ar en liten arm med en spets. Krafter fran ytan av provet
paverkar anden av spetsen nar den kommer nara ytan. Dessa krafter som bland annat innefattar Van
der Waals och elektrostatiska krafter kan detekteras med laser® *°.

Information om hur ytan ser ut kan fas pa olika satt, den teknik som vi anvant oss av kallas for
semikontaktmetoden och gar ut pa att spetsen far oscillera vid en kand frekvens och amplitud
med hjélp av en piezoelektrisk skanner. Spetsen sanks mycket néra ytan, da verkar krafter om
cirka 0,1 nN pa den, vilket minskar oscilleringsfrekvensen och amplituden. Med denna metod
undviks skada av bade provet och spetsen och uppldsningen i bilden ar fortfarande nastan lika
hog som nar spetsen dras dver ytan®®.

2.5.5 Centrifugering

Centrifugering anvands inom bade medicin, biokemi, cell- och molekylarbiologi for att separera
prover och for att undersoka partiklars fysikaliska egenskaper. Da ett prov centrifugeras utsatter man
partiklarna i provet for en centrifugalkraft som ar proportionell mot deras tyngd. Effekten fran
jordens gravitation forstarks eftersom centrifugalkraften far partiklarna att réra sig radialt bort fran
rotationsaxeln®. | detta projekt underséks om metoden kan anvindas for kvantitativt bestimma
mangden kompakterade aggregat under antagandet att deras férmaga att sedimentera da borde ha
forandrats.

2.5.6 Dynamisk ljusspridning

Dynamisk ljusspridning (DLS), anvands foér att méata storlek och storleksdistribution hos molekyler och
partiklar i [6sning. De vanligaste anvandningsomradena for DLS &r att karaktarisera emulsioner,
partiklar eller makromolekyler. Metoden utnyttjar att partiklarnas brownska rérelsehastighet
innehaller information om deras storlek®.

| en DLS-matning riktas en laserstrale av en vaglangd som inte absorberas mot provet. Nar
laserstralen traffar partiklarna i provet sprids ljuset. Partiklarnas brownska rorelse far laserstralen att
splittras i olika intensiteter, férandringarna i ljusspridningen mats av en fotondetektor vid en kidnd
vinkel. Utifran dessa intensitetsférandringar kan en korrelationsfunktion, g,(t), tas fram som
beskriver skillnader i intensitet av det spridda ljuset med tiden. Korrelationsfunktionen kan anvandas
for att berdkna en diffusionskonstant for provet som tillsammans med Stokes-Einsteins ekvation kan
anvandas for att bestamma partiklarnas storlek. Ekvationen utgar ifran att partiklarna ar sfariska och
monodispersa. Varken linjara eller kompakterade fibriller ar helt sfariska, darfér anvands DLS inte for
att bestdmma den exakta storleken pa fibrillerna i det har projektet, istallet anvands
korrelationsfunktionens form for att undersoka relativa férandringar i fibrillernas storlek. Stora
partiklar diffunderar langsammare an sma partiklar vilket leder till att korrelationsfunktionen minskar
langsammare for stora partiklar an for sma partiklar; detta resulterar i att kurvan férskjuts at hoger
vilket illustreras i figur 6*%. For att ytterligare kunna jamféra resultat fran olika matningar har vi
dessutom valt att rapportera korrelationsfunktionens halveringstid avsatt mot koncentrationen av de
tillsatta komponenterna for att tydligare visualisera forskjutningar mot langre korrelationstid och
storre aggregatstorlek. Forutom korrelationsfunktionen gor DLS instruments mjukvara ocksa en
uppskattning av pa provets polydispersitet i form av polydispersitetsindex (PDI). Ett PDI 6ver 0,7
tyder pa valdigt hog partikelstorleksdistribution medan ett PDI under 0,1 tyder pa extremt
monodispersa partiklar*.
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Figur 6. De mindre partiklarna ar 10 uM fibriller och de storre partiklarna ar 10 uM fibriller i ndrvaro av
8,0 mM jarnnitrat. Det gar att se att fibrillerna i ndrvaro av jarnnitrat dr storre eftersom det sker en
forskjutning mot langre korrelationstid.

3 Utforande: Analysmetodernas tillampning

Under projektets gang utvecklar vi metodik for att kunna studera hur fibrillerna kompakteras. Vi
visar att LD kan anvandas for att studera forandringar i fibrillernas linjaritet (orientering) medan CD
ger information om sekundarstrukturférandringar. Fluorescensspektrometri anvands for att se hur
ThT-fluorescensen férandras vilket kan indikera dels hur andra molekyler kompetitivt interagerar
med fibrillerna och dels kan indikera kompaktering eftersom en kompakterad fibrill kan antas ha
farre bindningssaten for ThT. AFM tillampas for att avbilda fibrillerna och darmed fa ett direkt matt
pa deras morfologi. DLS anvands for att undersdka hur storleksfordelningen dandras under
kompaktering. De olika komponenterna prepareras och underséks under samma férhallanden och
med samma analysmetoder for att erhalla jamforbara resultat.

3.1 Material

Bufferten som anvands i de experimentella forséken bestar av glycin och saltsyra (Gly-HCI). Den
framstalls genom att man forst blandar en 16sning av 0,1 M glycin med en |6sning av 0,1 M HCI. 50 ml|
av glycin-l6sningen och 44 ml av HCl-I6sningen i en 100 ml matkolv som fylls upp till 200 ml med
milli-Q-vatten och pH-vardet justeras till exakt 2,2 med en stark syra.

Foljande salter anvands i de exprimentella forsoken: kopparsulfat, kopparklorid, natriumsulfat,
natriumklorid och jarnnitrat. Andra &mnen som anvandes var bovint insulin, heparin (Serva) och BSA.
AFM utfoérdes pa micadiskar (Ted Pella) och med spetsar av modellen: NSGO1, Golden Silicon Probes
(NT-MDT). Om inget annat anges kommer kemikalierna fran Sigma Aldrich.

3.2 Preparation av insulinfibriller

Insulinfibriller prepareras genom att 2,0 mg insulin vags upp i ett eppendorfrér och l6ses i 1,0 ml
Gly-HClI buffert. Eppendorfréret placeras i ett virmeblock med temperaturen 60°C under 24 timmar,
varav skakning (800 rpm) pagar i en timme. Vi har dven preparerat insulinfibriller pa ovan ndmnda
satt med skillnaden att de olika komponenterna tillsattes i [6sningen av monomert insulin innan
provroret placeras i vairmeblocket. Efter det att monomererna aggregerat till insulinfibriller bestams
koncentrationen med en NanoDrop3300 absorptionsspektrometer.

3.3 Linjar dikroism
LD-métningarna utférs i en Chirascan LD-spektrometer fran Applied Photophysics. Provet orienteras i
en fabriksframstalld variant av Couettes flodescell med volymen 250 ul och vaglangden 0,5 mm.



Absorbansen mats inom olika vaglangdsintervall beroende pa vilket prov som finns i cellen. Det
bredaste intervallet som mats ar mellan 190-550 nm vilket kravs nar ThT finns i provet, eftersom ThT
har sitt absorptionsmaximum vid 440 nm. Vid samtliga méatningar anvands en koncentration av 10
uM fibriller.

3.4 Circular dikroism

CD-matningarna utfors liksom LD-matningarna i en Chirascan CD-spektrometer framtagen av Applied
Photophysics. | matningarna anvands en kvartskyvett med vaglangden 1 mm och volymen 200 pl.
Absorbansen mats i intervallet 190-300 nm. Vid samtliga matningar anvands en koncentration
bestaende av 30 uM fibriller.

3.5 Fluorescensspektroskopi

Fluorescensmatningarna utférs med en Varian Cary Eclipse fluorescensspektrometerien 1 cm
kvartskyvett. Provet exciteras med en vaglangd av 440 nm. Fluorescensintensiteten mats mellan 450
och 600 nm. Vid samtliga matningar ar fibrillkoncentrationen 10 uM och ThT-koncentrationen 1 pM
med undantag av den matning da ThT undersoks.

3.6 Atomkraftsmikroskopi

Fibrillerna avbildas i ett atomkraftsmikroskop av modellen NTEGRA Prima (NT-MDT). N&r nya prover
ska prepareras avlagsnas forst det 6vre lagret pa micaplattans yta. 10 pl prov tillsdtts sedan den nya
ytan och far sta i tio minuter, detta tillater insulinfibrillerna att binda till ytan. Plattan skoljs sedan
under tio sekunder med milli-Q-vatten for att tvatta bort saltkristaller. Provet torkas darefter med
kvavgas. Forsdken utférs med en koncentration av 5,0 uM fibriller om inget annat anges.

3.7 Centrifugering

| centrifugeringsforséken anvands en bordcentrifug av modell MiniSpin fran Eppendorf.
Koncentrationen av fibriller i supernatanten innan och efter centrifugeringen bestams genom att
mata absorbansen vid 276 nm i en NanoDrop3300 absorptionsspektrometer fran Thermo scientific.
Vid samtliga matningar anvands en fibrillkoncentration av 50 uM.

3.8 Dynamisk ljusspridning

| DLS-métningarna anvands en Zetasizer Nano range fran Malvern med engangskyvetter av typen
UV-Cuvette micro. Vinkeln dar Zetasizer Nano range detekterar ljussplittringen ar 172¢. Innan
DLS-matningar gors filtreras eventuella makroskopiskapartiklar bort fran bufferten genom ett
membranfilter (Whatman, ME25). Vid samtliga matningar anvénds en koncentration av 10 uM
fibriller.

4 Resultat fran litteraturstudien

Innan den experimentella delen av projektet pabdrjas gor vi en kartlaggning av vilka komponenter,
forutom det kompakterade proteinet amyloid-B som aterfinns i senila plack hos patienter med AD.
Detta gors for att avgora vilka komponenter som kan vara relevanta att undersdka med avseende pa
deras formaga att kompaktera amyloida fibriller in vitro. | arbetet anvander vi oss av sdktjansterna
Google Scholar, PubMed, Biological Science, Protparam och SciFinder for att hitta relevanta
publikationer. | litteraturstudien inkluderas dven information om komponenternas funktioner i
hjarnan, deras storlek, laddning och hydrofobicitet. Nedan i tabell 1 redogér vi for den relevanta
information som vi hittat om de olika komponenterna.



Tabell 1. Biologiska komponenter i plack med information om storlek, laddning och hydrofobicitet. Ett positivt GRAVY
indikerar att proteinet dr hydrofobt, ett negativt innebér att proteinet ar hydrofilt. Da pH-vardet 6verstiger
proteinets pl-virde innebdr det att proteinet dr negativt laddat och da pH-vérdet dr under proteinets pl-vdrde ar det

positivt laddat. Alla proteiner dr angivna med sina engelska namn.

Metaller Jonradie (pm)* Laddning
Mn(ll) 70 2+
Cu(ll) 73 2+
Zn(l) 74 2+
AI(II) 53 3+
Fe(ll1) 60 3+
Glukosaminoglykaner Molekylvikt (kDa)* Laddning/molekyl Hydrofobicitet
Heparin 16-19 * -83** Hydrofil*’
Hyaluronsyra 200-10000 * - Hydrofil*®
kondroitinsulfat 10-100" - Hydrofil*®
Proteiner Molekylvikt’ Teoretisk laddning’”  Hydrofobicitet’
(kDa) (pl) (GRAVY)
Collagen |, a-1 94,8 9,29 -0,881
Fibrinogen, gamma 48,5 5,24 -0,682
Calcium ATPase 2 114 5,23 0,097
Heat shock protein HSP 90-B 83,1 4,96 -0,682
Coronin-1A 50,9 6,25 -0,324
tau 78,8 6,26 -0,885
Glial fibrillary acid protein 49,9 5,42 -0,773
Vimentin 53,5 5,05 -0,829
14-3-3 B/a 28,1 4,76 -0,729
14-3-3 ¢ 29,2 4,63 -0,540
14-3-3¢/6 27,7 4,73 -0,621
Clathrin heavy chain 2 187 5,57 -0,154
Dynamin 1 81,9 6,37 -0,259
Cytoplasmic dynein 1 chain 1 532 6,01 -0,341
6-phosphofructokinase type C 85,6 7,50 -0,146
Amyloid-B A4 protein 85,2 4,72 -0,631
a-1-Antitrypsin 44,3 5,31 -0,302
V-type proton ATPase subunit a 96,4 6,01 0,009
isoform 1
V-type proton ATPase subunit B, 56,5 5,57 -0,160
Brain isoform
V-type proton ATPase subunit D 28,3 9,36 -0,444
V-type proton ATPase subunitE1 26,0 7,93 -0,543
Cathepsin D 37,9 5,60 -0,049
Cystatin B 11,1 6,96 -0,546
Cystatin C 13,3 8,75 -0,510
Ubiquitin-like modifier-activating 118 5,49 -0,269
enzyme 1
Vacuolar ATPase subunit H 55,9 6,07 -0,368
Lipider Molekylvikt (kDa) Laddning Hydrofobicitet
Kolesterol 0,39 * Amfifil*®
Apolipoprotein E 34,2 5,52 (pl) -0,727

*Det ar svart att rdkna ut en molekylvikt pa GAGs eftersom det ar polymerer vars storlek och uppbyggnad varierar.

**Utraknat baserat pad molekylvikten 16 kDa, fran ungefarlig struktur och vid pH 2,2.
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4.1 Metaller

Lovell gjorde 1997 en studie pa AD-patienter som visade att kopparjoner, jarnjoner och zinkjoner
finns i hogre halt i senila plack dn i frisk vdvnad®'. Detta styrks av Raileys studie fran 2011 dar bade
koppar och jarn hittats i amyloida plack i hjarnan hos AD-patienter®®. Metalljoner bidrar till manga
viktiga funktioner i hjarnan, daribland nervtransmission, muskelsammandragningar och
syretransport. Metallenzymer som innehaller jarn eller koppar utgor en central roll i metabola vagar
inom nervceller, till exempel dr de involverade i syntesen av signalsubstanser och i skyddandet av
neuroner. Ett underskott av jarn och koppar ar skadligt men om metallerna ackumuleras i dverskott
kan de ocksa bidra till neurodegenerativa sjukdomar 2. In vitro studier tyder pa att jarn och koppar
interagerar med proteiner som kan kopplas till AD, eftersom att det finns bindningssaten for
metalljoner pa AB>>.

Koppar ar ett essentiellt grunddmne och behdvs for att cellen ska kunna utféra sina biologiska
funktioner®”. Dess absorption, fordelning och utséndring &r noga reglerad pa grund av att koppar &r
starkt toxiskt under oxidativ stress. Férandringar i kroppens kopparhomeostas har upptackts i
samband med AD, sarskilt hos aldre manniskor. Det har ocksa rapporterats att kolesteroloxidation
aktiveras av AB-Cu komplex vilket leder till neurodegenerativa effekter®. Koppar har kopplats direkt
till plackbildningen, bade i modellorganismer och in vitro®*. APP har en balanserande verkan pa
kopparkoncentrationen i celler eftersom det fungerar som ett metallprotein som har bindningssaten
for kopparjoner. Koppar har visats reducera nivan av AB genom att binda till bindningsaten pa APP>®.
Det verkar finnas ett omvant férhallande mellan héga kopparnivaer och produktion samt
ackumulation av AR dar studier visar att personer drabbade av AD har en brist pa koppar. En slutsats
ar att hoga nivaer av koppar i plack respektive Iaga celluldra nivaer av koppar skulle kunna bidra till
utvecklande av AD*’. Koppar &r ett essentiellt grunddmne och behdvs for att cellen ska kunna utféra
sina biologiska funktioner>’. Dess absorption, fordelning och utséndring &r noga reglerad pa grund av
att koppar ar starkt toxiskt under oxidativ stress. Férandringar i kroppens kopparhomeostas har
upptackts i samband med AD, sarskilt hos dldre manniskor. Det har ocksa rapporterats att
kolesteroloxidation aktiveras av AB-Cu komplex vilket leder till neurodegenerativa effekter. Koppar
har kopplats direkt till plackbildningen, bade i modellorganismer och in vitro®*. APP har en
balanserande verkan pa kopparkoncentrationen i celler eftersom det fungerar som ett metallprotein
som har bindningssaten fér kopparjoner. Koppar har visats reducera nivan av AB genom att binda till
bindningsiten pa APP®°. Det verkar finnas ett omvant férhallande mellan héga kopparnivaer,
produktion samt ackumulation av AP dar studier visar att personer drabbade av AD har en brist pa
koppar. En slutsats ar att hoga nivaer av koppar i plack respektive laga celluldra nivaer av koppar
skulle kunna bidra till utvecklande av AD>’.

Jarn &r en essentiell komponent for manga funktioner i centrala nervsystemet, bland annat vid
DNA-syntes, neurotransmission och i den mitokondriella elektrontransporten. Jarnhomeostas ar
viktigt eftersom ett 6verskott eller underskott av jarn kan férsamra de normala cellfunktionerna och
leda till celldod. Jarn ar ocksa en nyckelkomponent for manga proteiner som ar viktiga i hjarnan.
Nivan av jarn i hjarnan kontrolleras av blodhjdrnbarridren och sarskilda jarnbarande proteiner. Okad
niva av jarn forekommer hos AD patienter i gliaceller och plack. Studier har visat att det finns fem
ganger sa mycket jarn i plack jamfort med i dess omgivning®®. Jarnets roll i sjukdomsférloppet for AD
ar fortfarande oklar, men man vet att A och jarn ar involverade i bildandet av fria radikaler och
darmed bidrar till 6kad oxidativ stress>>.
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4.2 Glukosaminoglykaner

Det har hittats flera olika GAGs i senila plack, bland annat kondroitinsulfat, heparansulfat,
keratansulfat och heparin®¥ %. Heparansulfat verkar dessutom kunna 6ka aggregeringen av
AB-fibriller i fibrilleringsrekationer in vitro®.

GAGs ar polysackarider med viktiga funktioner for kroppens extracellulara matris och basala lamina.
De bestar vanligtvis av repeterande disackarider; en av monosackariderna i disackariden ar alltid en
aminosackarid som innehaller en aminogrupp och den andra &r alltid en uronsyra. Disackariderna &r
oftast sulferade eller karboxylerade vilket gor att GAGs ar de mest negativt laddade molekyler som
kroppen producerar®’. GAGs &r uppbyggda av langa kedjor av disackarider utan férgreningspunkter
och tar ofta valdigt stor plats eftersom de inte kan kompakteras sa tatt, detta pa grund av deras
styvhet och starkt hydrofila egenskaper. Det finns fyra huvudgrupper av GAGs; hyaluronsyra,
kondroitinsulfat, dermatansulfat, keratansulfat samt heparansulfat varav kondroitinsulfat och
dermatansulfat &r i samma grupp. Heparansulfat bestar huvudsakligen av iduronsyra och
aminosackariden N-acetylglukosaminsulfat eller N-sulfoglukosamin (se figur 7). En hypersulferad
form av heparansulfat kallas heparin och ar en av de vanligast forekommande sulferade GAG (sGAG) i

till exempel rattans hjarna®.
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Figur 7. Den huvudsakliga repeterande disackariden hos heparin bestar av iduronsyra och N-sulfoglukosamin (modifierad
fran Rabenstein, 2002). Strukturen ar har avsevirt forenklad da strukturen for heparin dr den mest komplexa bland alla
GAGsS.

Bindningen av heparin till proteiner ar oftast elektrostatisk eftersom det negativt laddade heparinet
kan binda ospecifikt till positivt laddade domaner pa proteiner, detta anvands bland annat for att
rena proteiner i heparin-affinitetkromatografi. Det har dock visat sig att det finns domaner pa
heparin som binder specifikt till ett stort antal proteiner®. Heparin har inte nagon kind
bindningsdomén pa bovint insulin®.

4.3 Proteiner

Liao visade i en studie fran 2004 att ett tjugotal proteiner forekommer i stérre mangd i senila plack
an i en frisk hjarna. AB ar det framsta proteinet i senila plack och det enda protein som férekommer
i en sa extremt 6kad kvantitet som 80 ganger hogre an i frisk vavnad. Protein-proteininteraktioner ar
vanligt i biologisk vavnad, det ar darfor naturligt att placken innehaller manga proteiner. Proteiner ar
dessutom den framsta makromolekylara bestandsdelen i cellen och de utfér majoriteten av dess
funktioner. Ur ett kemiskt perspektiv ar proteiner i sarklass de mest strukturellt komplexa och
funktionellt raffinerade molekylerna®’. En mangd olika proteiner aterfinns i plack, vilket tyder p& att
flera cellulara mekanismer ar inblandade i utvecklingen av sjukdomen. Férutom AR férekommer
bland annat chaperoner, proteiner som vanligtvis aterfinns i cellskelettet, inflammatoriska proteiner,
kinaser, membranproteiner samt proteolytiska proteiner i 6kad mangd i senila plack®. Intressant ar
att de flesta proteiner som enligt var undersoékning (se tabell 1) forekommer i plack har ett negativt
GRAVY-index och darmed ar 6vervagande hydrofila dven om AB-peptiden ar hydrofil. Detta ger en
indikation om att elektrostatiska interaktioner troligen ar viktiga i plack.
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4.4 Vidare utredning av de utvalda komponenterna

Baserat pa litteraturstudien véljer vi att undersoka fem salter, en sGAG och ett protein. Jonerna i
salterna kan forvantas interagera elektrostatiskt med amyloida fibriller eftersom dessa har en
nettoladdning. Dessutom har det rapporterats att det finns specifika bindningsaten for metalljoner
pa AB och det ar darfor intressant att utforska motsvarande majliga bindningssaten pa insulin. Vi
valjer att undersoka natriumsulfat, kopparsulfat, kopparklorid, natriumklorid och jarnnitrat vilket ger
en kombination av flera olika valenser hos metalljonerna och deras motjoner vilket gor det maijligt

att belysa bade elektrostatiska och méjligen mer bindningsspecifika effekter. Den form av jarn som

2*81 ‘men eftersom vi redan valt ett salt med tvavarda katjoner (Cu®*)

interagerar mest med AB ar Fe
véljer vi att anvanda Fe®" for att inkludera ett salt med trevirda metalljoner i var studie. Vi inkluderar
dven ett natriumkloridsalt eftersom det ar intressant att undersdka envarda metalljoners paverkan

pa kompakteringen. Eftersom metalljoner tillsatts i form av salt finns det motjoner narvarande och vi
behoéver darfor ta hansyn till Schultze-Hardys regel (SHs-regel), CCC « ziﬁ som beskriver hur den

kritiska koagulationskoncentrationen (CCC) &r starkt beroende av motjonens laddning (z)%%. SHs-regel
baseras pa DLVO-teorin for kolloida system, vilket innebér att en hégre laddning hos motjonerna
leder till en storre kompaktering. Enligt teorin fas vaxelverkan mellan partiklar genom en
kombination av Van der Waalskrafter (attraherande) och elektrostatiska dubbelskiktskrafter
(repellerande). Om summan av krafterna ar positiv resulterar det i ett elektrostatiskt stabilt system,
vilket inte nédvandigtvis innebar att det ar termodynamiskt stabilt.

Vidare valjer vi att analysera heparin eftersom den ar en av de sGAGs som finns i hégst koncentration
i till exempelvis rattans hjarna®. Heparin dr dessutom en av den mest negativt laddade molekylerna i

237 och det ar darfor intressant att undersoka dess elektrostatiska interaktioner i jamforelse

kroppen
med de joner vi valt ovan. Det har rapporterats att heparin markant 6kar utbytet av A fibriller vid
forsok in vitro*. Heparin har ocks3 visats ha en paverkan pa hastigheten for fibrillbildning och utbytet

av a-synukleinfibriller in vitro®.

Vi viljer att inkludera modellproteinet bovint serumalbumin (BSA) for att studera proteiners
paverkan pa kompakteringen av amyloida fibriller. Proteinets fysikalkemiska egenskaper far har
representera proteiner generellt och gor det mojligt att pa ett enkelt satt undersdka hur en
proteinmolekyl skiljer sig fran metallsalter och sGAGs i sina interaktioner med amyloida fibriller. BSA
ar vanligt i biokemiska applikationer &r val studerat och latt att rena®. BSAs molmassa &r 66,2kDa®
och den bestar av 607 aa, vilket ar i samma storleksordning som manga av de proteiner som
aterfinns i senila plack. BSAs GRAVY-varde ar -0,429 vilket innebar att den ar hydrofil och dven i detta
avseende en god representant for manga av proteinerna som hittats i plack’ (se tabell 1). Var
bufferts sura pH innebar att BSA ar positivt laddad och har denaturerats.

5 Experimentella resultat

Insulinfibrillerna har forst undersokts separat for att kartlagga deras normala egenskaper. Dessa
matningar fungerar sedan som referens for jamforelser med prover dar de biologiskt relevanta
komponenterna har tillsatts. Vi har observerat att monomert insulin aggregerar mest effektivt till
fibriller om provet initialt skakas, eftersom gelbildningen da reduceras. Vara forsok visar att
fibrillerna interagerar mer da salter finns narvarande under fibrillbildningen.
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5.1 Preparation av insulinfibriller

Det ar viktigt att utveckla ett reproducerbart protokoll fér preparation av insulinfibriller for att
erhalla resultat som ar jamférbara. Under planeringsfasen av projektet diskuterar vi huruvida vi ska
skaka proteinerna under inkuberingstiden eller inte. Skakningen antas paskynda bildningen av
fibrillerna men leder ocksa till att de blir kortare, vilket kan resultera i att fibrillerna inte orienteras
lika val i den flédescell som anvands for att mata linjar dikroism. Vi beslutar oss forst for att skaka
proven i en timme for att initiera aggregation och stanger sedan av skakningen for att 6ka
sannolikheten for att erhalla langa fibriller. Darefter undersoker vi alternativet att preparera
insulinfibrillerna helt utan skakning under aggregationsfasen, det bildas da en vasentlig mangd
olosliga gelklumpar i proven. Da det visar sig vara svart att separera gelklumparna fran fibrillerna i
provet och eftersom gelklumparna ger upphov till ljusspridning i spektroskopiska experiment valjer vi
i fortsattningen att skaka proven under inledningen av aggregationen. Figur 8 visar tva prov dar den
ena har skakats och den andra inte har skakats. Det ar tydligt att provet som skakats ar klarare an
provet som inte skakats, da det inte innehaller gel. Nar man skakar provet bildas det inte gelklumpar
vilket skulle kunna bero pa att skakningen leder till fragmentering och att fibrillerna darmed far en
effektivare och mer reproducerbar fibrillbildning. Det skulle ocksad kunna vara s3 att skakningen
innebar att fibrillerna inte sedimenterar under bérjan av fibrillbildningen.

Figur 8. Till vanster: Prov med insulinfibriller som preparerats genom att provet har skakats i en
timme och upphettats i varmeblock ca 24 timmar. Till hoger: insulinfibriller som inte har skakats men

upphettats i virmeblock ca 24 timmar.

Insulinfibrillerna karaktariseras med hjalp av AFM, LD och CD. Figur 9A, B visar typiska AFM-bilder pa
insulinfibriller adsorberade pa micaytan. Proverna med en |ag respektive hog insulinkoncentration
har preparerats for att tydligt visa deras morfologi. Insulinfibrillerna vi studerar har en typisk hojd pa
10 nm och &r 3 um langa. Det ar tydligt att fibrillerna inte interagerar starkt med varandra och att de
inte klumpar ihop sig till storre aggregat. Samtliga AFM-bilder i denna rapport finns férstorade i
bilaga 2. | figur 9C visas ett typiskt LD-spektrum for insulinfibriller. Spektrumet stammer bra 6verens
med tidigare publicerade LD-spektra pa insulin och man kan observera tre toppar>". Vid 276 nm och
230 nm absorberar den aromatiska sidokedjan tyrosin ljus. Den positiva toppen vid 276 nm innebar
att sidokedjan absorberar ljuset nar dess kortaxel ar parallell med orienteringsaxeln medan den
negativa toppen vid 230 nm innebar att sidokedjans langaxel absorberar ljuset vinkelrdtt mot
orienteringsaxeln. Toppen vid 200 nm visar peptidbindningarna som absorberar ljus parallellt med
orienteringsaxeln. Denna signal ar starkast pa grund av det hoga antalet peptidbindningar i ett
protein och vi anvander darfor den signalen som ett matt pa hur stor andel av fibrillerna som ar
orienterade. | Figur 9D visas ett typiskt CD-spektrum for insulinfibriller och dess sekundarstruktur. Vi
observerar att insulinfibrillerna har ett hogt B-flakinnehall. (se figur 5).
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Figur 9. A) AFM-bild med 1,0 uM insulinfibriller. B) AFM-bild av 10 pM insulinfibriller. Vid majoriteten av AFM-
bildtagningarna anvands 5,0 uM insulinfibriller medan 10 uM fibriller anvéands vid ett fatal férsok. C) LD-spektrum av
insulinfibriller. D) CD-spektrum av insulinfibriller.

| ndsta steg prepareras insulinfibrillerna med nagra av salterna tillsatta direkt till det monomera
insulinet for att modellera det forlopp som troligtvis sker vid plackbildning i hjarnan dar
komponenterna ar narvarande fran borjan. Det ar svart att kvantitativt jamfora den information som
erhalls nar fibrillerna tillverkas i ndrvaro av komponenterna, darfor har bara ett fatal forsok gjorts for
att demonstrera att kompaktering sker. AFM-bilderna visar kompakteringsgraden hos fibrillerna och
aven hur fibrillerna tenderar att binda till varandra. Det gar att se om fibrillerna associerar lateralt (pa
langden) eller om de bildar klumpar. Det ar tydligt att fibrillerna i figur 10A har bildat stora aggregat i
narvaro av kopparsulfat i jamforelse med referensbilderna for insulinfibriller (se figur 9). | Figur 10B
ser man att natriumsulfat ocksa paverkar attraktionen mellan fibrillerna, men att det inte bildas lika
stora aggregat som nar man tillsatter kopparsulfat. Vid tillsats av kopparklorid (se figur 10C) gar det
att observera en viss interaktion mellan fibrillerna i jamforelse med figur 9A som har motsvarande
koncentration. Koncentrationen ar en viktig faktor for hur stora aggregat fibrillerna bildar. Det ar
svart att analysera dessa prover med andra analysmetoder an AFM eftersom det blir viss skillnad pa
fibrillerna mellan preparationstillfallena (se bilaga 2, figur 2) och om komponenterna tillsats fran
borjan sa finns det ddrmed inget rattvisande referensprov med endast fibriller att jamféra med. Det
ar inte heller alltid mojligt att géra en noggrann koncentrationsbestamning eftersom att salterna
absorberar ljus.

15



Figur 10. Salter som tillsats till monomert insulin innan fibrillbildning initierats. A) 2,0 g/l insulin och 0,6 mM
kopparsulfat, spadd 10ggr. B) 2,0 g/l insulin och 0,6 mM natriumsulfat, spiadd 20ggr. C) 2,0 g/l insulin och 0,6 mM
kopparklorid, spadd 100ggr.

5.2 Inverkan pa insulinfibrillernas kompakteringsgrad

Vi har observerat att tillsats av biologiskt relevanta komponenter till fibriller paverkar deras
kompaktering pa olika satt och i olika grad. Senila plack innehaller metaller, sGAGs och proteiner,
men det ar inte utforskat vilken roll dessa utgor i kompakteringen av amyloida fibriller. | den har
studien anvander vi oss bland annat av fluorescensspektroskopi for att karaktarisera hur de utvalda
komponenterna interagerar med insulinfibriller. Féréandringar i ThT-flourescens anvands som ett matt
pa hur utvalda biologiska komponenter interagerar med fibrillerna. Detta tillsammans med att ThT ar
ett av de vanligast forekommande fargamnena vid undersékning av amyloida fibriller gor att vi anser
att det ar viktigt att undersoka hur ThT paverkar kompakteringsgraden.

5.2.1 Thioflavin-T

En viktig del av det har projektet ar att utreda en tidigare observation om att det amyloidbindande
fargamnet ThT kompakterar fibriller®. Vi anvander oss av de tidigare beskrivna analysmetoderna
(se avsnitt 2.5) for att undersoka hur fibrillerna beter sig i ndrvaro av ThT.

| figur 11A ser man att ThT bundit till fibrillerna eftersom det ger upphov till en positiv topp vid 440
nm dar bundet ThT absorberar. LD-signalen paverkas kraftigt vid tillsats av 6kande mangd ThT, men
det gar inte att urskilja nagot tydligt monster (se figur 11D). Figur 11B visar fluorescensspektrum vid
olika ThT-koncentrationer och man ser att [6sningen som innehaller 20 uM fibriller nar mattnad vid
tillsats av 12 uM ThT. Utifran dessa resultat gjordes ett forsok med 10 uM insulinfibriller vid en lag
ThT-koncentration (1,0 uM) och en da l6sningen var méattad (6,0 uM) for att undersdka vid vilken
koncentration emissionskurvorna var mest separerade (se bilaga 2, figur 3). Vara resultat visar att
1,0 uM gav tydligast separation och denna koncentration anvands darfor i resterande matningar. |
DLS syns ingen forandring av fibrillernas storlek forrdn 10 uM ThT har tillsats da en svag forskjutning
mot langre korrelationstid kan observeras (figur 11C, F). PDI-vardena fran DLS-méatningen ar nagot
lagre for provet med 10 uM ThT &n for 6vriga koncentrationer (se Bilaga 2, tabell 1). Samtliga
koncentrationer inklusive O uM har dock ldga PDI-varden vilket gor det svart att dra slutsatser kring
fibrillernas kompaktering utifran dessa. Sammantaget ger méatningarna ingen entydig bild av att
narvaron av ThT leder till nagon stérre kompaktering av fibriller.

AFM-bilden i figur 11E visar hur fibrillernas morfologi paverkas nar ThT tillsatts. Bilderna indikerar pa
en svag kompaktering av fibrillerna genom att associera lateralt, vilket skulle kunna leda till en 6kad
persistenslangd vid tillsats av ThT. Detta syns dock inte i LD.
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Vi testade inledningsvis dven om centrifugering skulle kunna anvandas for att separera
kompakterade och icke-kompakterade fibriller och darmed ge ett kvantitativt matt pa
kompakteringsgraden. | referensprovet, dar ingen komponent tillsatts till fibrillerna, finns 70 % av
fibrillerna i supernatanten efter centrifugering. Nar ThT tillsatts till fibrillerna finns 100 % av
fibrillerna i supernatanten efter centrifugering. Eftersom detta anses vara orimligt drogs slutsatsen
att centrifugering inte ar tillrackligt for att separera kompakterade och icke-kompakterade fibriller
och resultaten for de andra komponenterna inkluderas inte i Experimentella resultat, men redovisas i
bilaga 2, figur 4.
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5.2.2 Salter

Eftersom metalljoner ar vanligt férekommande i plack ar det intressant att studera hur dessa
paverkar fibrillerna. Vi tillsatter dessa i form av metallsalter, darfor skulle bade metalljonerna och
deras respektive motjoner kunna interagera med fibrillerna. Insulinfibriller har vid pH 2,2 en positiv
nettoladdning, men det utesluter inte specifika interaktioner mellan metalljonerna och proteinet. Vi
har valt att analysera fem olika salter, vilket ger oss ett antal kombinationer av metalljoner och
motjoner som bor gora det mojligt att avgora vilka komponent som interagerar med insulinfibriller.

Figur 12A visar hur LD-signalen @ndras ndar man tillsatter ett antal olika salter till insulinfibrillerna.
Kopparsulfat ger forst en 6kning av signalen vid 1ag koncentration (0,6 mM) for att sedan ge en
minskande signal med hdgre koncentrationer (se figur 13A). Okningen skulle kunna bero pa att en
liten koncentration av kopparsulfat gor att fibrillerna upptrader mer utstrackta i flédet, vilket borde
ge hogre signal. Det skulle ocksa kunna bero pa att nagra fibriller forst associerar lateralt, vilket borde
gora att fibrillerna blir styvare och darmed far langre persistenslangd och battre orienteringsformaga.
AFM-bilden (se figur 14A) bekraftar att lateral association verkar forekomma. Nar koncentrationen
av kopparsulfat 6kar ytterligare fortsatter LD-signalen att minska, vilket tyder pa att fibrillerna ar
samre orienterade i flodet, detta skulle kunna bero pa kompaktering. Bortsett fran den initiala
okningen av LD-signalen sa forandras LD-signalen pa ett snarlikt satt vid tillsats av natriumsulfat
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(se figur 13A). AFM-bilden bekréaftar att fibrillerna kompakteras dven i detta fall (se figur 14C). Denna
jamforelse gor det troligt att det ar sulfatjonerna som i forsta hand ger upphov till kompakteringen.

Figur 12B visar att de olika salterna antingen kan 6ka eller minska ThTs fluorescensintensitet.
Resultatet med kopparsulfat och natriumsulfat blir motsatt det férvdantade i fluorescensmatningen,
nar de tillsatts 6kar fluorescensen kraftigt vilket tyder pa att nagot hander med fibrillerna. Utifran
tidigare LD-analys kompakterar kopparsulfat och natriumsulfat fibrillerna pa ett likartat satt,
emissionen fran ThT borde darfér rimligen minska eftersom farre ThT-molekyler kan binda till
fibrillerna da farre inbindningsséaten ar tillgdngliga i kompakterade fibriller (se figur 13B). Vi vet inte
varfor detta sker, en majlig forklaring kan vara att de kompakterade fibrillerna binder farre antal
ThT-molekyler, men att varje inbunden molekyl har en starkare emission i ndrvaro av sulfatjoner.
CD-maétningen visar att B-flaksignalen minskar vid tillsats av kopparsulfat (se bilaga 2, figur 1A), vilket
tyder pa att stora aggregat har bildats som antingen fallts ut ur I6sningen eller sprider mycket ljus.
Signalen forskjuts svagt mot langre vaglangd i CD-matningen nar natriumsulfat tillsatts (se bilaga 2,
figur 1B), detta tyder pa att fibrillernas sekundarstruktur har féréandrats av kompakteringen. Utifran
dessa resultat borde man fa mindre inbindning av ThT till fibrillerna, eftersom ThT binder specifikt till
B-flakstrukturen i amyloida fibriller. Var studie tyder alltsa pa att metallernas motjoner skulle kunna
vara orsaken till en 6kad fluorescensintensitet.

Figur 12C visar korrelationsfunktionen fran DLS-experimenten och ger en indikation pa vad som
hander med fibrillaggregatens storlek efter tillsats av de olika salterna. Nar kopparsulfat tillsatts
resulterar det i en tydlig trend dar 6kande koncentration resulterar i en langre korrelationstid och
darmed bildning av stdrre aggregat. | borjan och i slutet av kurvan kan man observera att det finns
storningar i kurvans form som tyder pa att polydispersiteten i provet har 6kat, detta ar en ytterligare
indikation p3 att det har bildats storre aggregat. Aven forséken med natriumsulfat gav liknande
resultat och tyder pa att insulinaggregaten blivit storre. Figur 13C visar korrelationsfunktionens
halveringstid avsatt mot koncentrationen av de tillsatta salterna for att tydligare visualisera
forskjutningen mot langre korrelationstid.

Nar natriumklorid tillsatts syns ingen effekt pa kompakteringen utifran LD-analysen. Signalen fran
fibriller i ndrvaro av natriumklorid ar hégre an signalen fran enbart fibriller, de verkar alltsa strackas
ut eller fa 6kad persistenslangd men inte 6kad kompaktering (se figur 12A). Detta tyder pa att varken
natriumjoner eller kloridjoner har nagon storre inverkan pa kompakteringen, den kompaktering som
sker nar natriumsulfat tillsatts beror som tidigare namnts troligtvis pa sulfatjonerna. Nar kopparklorid
tillsatts minskar LD-signalen pa liknande satt som for kopparsulfat, men inte lika mycket (se figur
13A). Eftersom kloridjonerna i natriumklorid inte verkar kompaktera insulinfibrillerna sa tyder detta
anda pa att kopparjonerna faktiskt ocksa har en viss effekt pa kompakteringen, oavsett motjon.
Eftersom emissionsintensiteten inte paverkas nar natriumkloridsaltet tillsatts styrks slutsatsen av att
motjonen spelar en viktig roll (se figur 13B). Nar kopparklorid tillsdtts minskar emissionsintensiteten i
enighet med den ursprungliga teorin, vilket styrker hypotesen att det ar sulfatjonen som bidrar till
Okad emissionsintensitet i kopparsulfatsaltet (se figur 13B). CD-matningen visar att B-flak strukturen
finns kvar da kopparklorid tillsatts (se bilaga 2, figur 1C). | DLS-mé&tningarna syns ingen férandring i
korrelationstiden som pavisar att fibrillernas storlek har d@ndrats, varken da kopparklorid eller
natriumklorid tillsatts (se figur 12C).

Nar jarnnitrat undersoks anvands endast en koncentration av 0,5 mM i LD. Det ar inte mojligt att
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undersdka hogre koncentrationer eftersom jarnjoner absorberar mycket ljus i det relevanta
vaglangdsomradet. Vi observerar att jarnnitrat har en minskande effekt pa LD-signalen (se figur 12A)
vilket tyder pa att fibrillerna har kompakterats. | fluorescensmatningarna ser vi att jarnnitrat liksom
kopparklorid ger minskad emissionsintensitet till skillnad fran kopparsulfat och natriumsulfat. Den
minskade emissionsintensiteten tror vi beror pa att fibrillerna kompakterats. Eftersom vi tidigare
konstaterat att en 6kad fluorescensintensitet beror av motjonerna drar vi slutsatsen att fibrillerna
kompakterats pa grund av jarnjonerna och inte den monovalenta nitratjonen (se figur 12B, 13B). |
DLS-matningen kan man se en svag forskjutning mot langre korrelationstider for koncentrationer upp
till 5,0 mM (se figur 12C) vilket innebar att storre aggregat har bildats. | figur 12C gar det att se
tecken pa att tillsatsen av 8,0 mM kan ha paverkat kompakteringen. Nar korrelationsfunktionen
narmar sig noll kan man se en stérning liknande de som observerats for proven med kopparsulfat och
natriumsulfat, vilket tyder pa att provet innehaller aggregat av varierande storlek. Halveringstiden
visar att fibrillerna inte bildat stérre komplex nar koncentrationen hgjs till 10 mM jarnnitrat (se figur
13C).

Genom att anvanda AFM visualiserar vi insulinfibrillerna och kan darmed kvalitativt avgéra om de
upptrader som enskilda fibriller eller i kompakterad form, vilket ar ett vardefullt komplement till de
andra analysmetoderna. | Figur 14B, C ser man att kopparsulfat respektive natriumsulfat visar pa en
kompakteringsprocess dar fibrillerna tillsammans skapar tjockare och langre strukturer. Vi observerar
att kopparsulfat och natriumsulfat liknar varandra, darfor dras slutsatsen dven har att det ar
sulfatjonen som orsakar kompakteringen. Figur 14A, B ger ocksa en valdigt tydlig férklaring av det
som observeras i LD-analysen; Fibrillerna interagerar framst genom lateral association, vilket troligen
gor att de fortfarande ar linjerade i flodescellen som anvands for LD-matningarna.

| figur 14D ser man att kopparklorid dr en svagt bidragande faktor till kompaktering, jamfért med
referensproven (figur 9). Figur 14E &r mycket likt referensprovet, vilket tyder pa att natriumklorid
inte bidrar till 6kad kompaktering av fibrillerna. | figur 14F har fibrillernas kompaktering 6kat, det ar
troligen jarnjonerna som orsakar detta.

Fibriller blir mindre lateralt associerade da kopparsulfat tillsétts efter det att aggregationen till
fibriller har skett jamfort med da den tillsatts till monomert insulin (se figur 10A och 14A, B).
Liknande tendenser dr mojliga att observera for natriumsulfat, men fibrillerna bildar inte lika stora
aggregat (se figur 10B och 14C). Nar salterna tillsatts till fibrillerna resulterar det i mer
natverksliknande morfologi i de bada fallen. Férsoken med kopparklorid tyder pa att saltet har en
storre inverkan pa fibrillerna da det tillsatts till monomert insulin (se figur 10C och 14D).
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Figur 13. Normerade maxvarden, signalférandring mot tillsatt mangd salt. A) Maxvarden fran LD-matning vid 198 nm.
B) Maxvarden fran fluorescensmatning vid 485 nm. C) Halveringstid fran matning med DLS.
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Figur 14. AFM-bild med A) 10 uM fibriller och 0,6 mM kopparsulfat. B) 1,0 mM kopparsulfat. C) 1,0 mM
natriumsulfat. D) 0,3 mM kopparklorid. E) 0,3 mM natriumklorid. F) 2,5 mM jarnnitrat.

5.2.3 Heparin

Heparin ar som tidigare namnt en biologiskt relevant komponent som finns i senila plack. Vi har valt
att analysera heparins paverkan pa fibrillerna eftersom det ar en av de vanligast forekommande
glukosaminoglykanerna i till exempel rattans hjarna.

| LD-spektrumet (figur 15A) ser man att LD-signalen Okar vid lagre koncentrationer heparin for att
sedan minska med hogre koncentrationer (se figur 15D). Pa samma satt som i forséken med
kopparsulfat antas detta bero pa att en liten koncentration av heparin far fibrillerna att upptrada mer
utstrackta i flodet, vilket resulterar i en hogre LD-signal. En annan tankbar orsak ar att nagra fibriller
forst associerar lateralt utan att kompakteras, vilket borde gora att fibrillerna blir styvare och darmed
far langre persistenslangd. Vid en koncentration pa 4,5 mg/ml har LD-signalen minskat till halften
vilket tyder pa att heparin har en kraftigt kompakterande effekt. Vid ytterligare tillsats av heparin
sker inte ndgon fortsatt minskning av LD-signalen, mattnad har uppnatts. Fluorescensmatningarna
resulterar i en mycket kraftig intensitetsokning (se figur 15B). Fluorescensen okar forst stadigt med
6kande koncentration heparin, upp till ca 0,5 mg/ml och borjar sedan avta vid ytterligare tillsats
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(se figur 15E). Samtliga forsok med DLS tyder pa att tillsats av heparin ger en effekt men inget tydligt
monster kan observeras (se figur 15F). Nar man betraktar DLS resultaten bor man ta hansyn till att
heparin ar en relativt stor partikel. Till skillnad fran ThT och salt kommer heparinpartiklarna i sig
sprida ljus och ha en egen korrelationskurva, denna kan ses som en streckad linje i figur 15C. Den
kraftiga ljusspridningen fran heparinpartiklarna skulle kunna vara en bidragande orsak till att DLS-
forsoken inte visat pa en 6kad kompaktering vid 6kad tillsats av heparin. En annan ténkbar orsak ar
att samma forméandringar som paverkar LD-resultaten dven paverkar fibrillernas brownska rorelse.
Det var inte mojligt att avbilda insulinfibriller i ndrvaro av heparin med AFM. Detta beror pa att
heparin ar valdigt negativt laddat och néar det interagerar med insulinfibrillerna kan fibrillerna inte
langre binda till den svagt negativt laddade micaytan.
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Figur 15. A) LD-spektrum av titrering med heparin. B) Fluorescensspektrum av titrering med heparin.
C) Normerad korrelationsfunktion fran DLS-matningar av titrering med heparin. D) Normerade maxvarden fran LD-
spektrumet mot tillsatt madngd heparin vid 198 nm. E) Normerade maxvarden fran fluorescensspektrum mot
tillsatt mangd heparin vid 485 nm. F) Halveringstid fran DLS-m&tningar mot tillsatt mangd heparin.
5.2.4 Bovint serumalbumin
Det finns en mangd olika proteiner i plack och det ar darfér troligt att de paverkar fibrillernas
kompaktering. | projektet testas paverkan av modellproteinet BSA.

Resultaten fran experimenten med BSA visas i figur 16. Utifran LD-analysen kan vi konstatera att BSA
interagerar med insulinfibrillerna, men att detta inte direkt leder till kompaktering eftersom LD-
signalen forst 6kar kraftigt for att sedan minska med 6kande koncentration BSA (se figur 16A, D). Det
kan bero pa att BSA gor sa att fibrillerna stracks ut valdigt mycket och darfor gar det inte att se nagon
kompaktering fran LD-spektrumet. Det kan ocksa vara sa att fibrillerna associerar lateralt sa att
persistenslangden okar avsevart. | AFM ser det ut som att fibrillerna adsorberas i ett natverk pa
micaytan och att dven BSA adsorberar till ytan (se figur 17). Bilden visar alltsa inte enbart fibrillernas
morfologi vilket gor att det blir en viss svarighet att observera detta i AFM. BSA gav ett kraftigt utslag
i fluorescensspektrumet (figur 16B). En tydlig trend kan ses i titreringsserien dar ThT-intensiteten
minskar med 6kande koncentration BSA (se figur 16E), vilket skulle kunna tyda pa att fibrillernas
kompakteringsgrad 6kar. Det kan ocksa bero pa att BSA konkurrerar ut ThT-molekylerna genom att
binda med hogre affinitet till fibrillerna. DLS-matningarna tyder ocksa pa att fibrillerna kompakteras i
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narvaro av BSA. Detta ser man tydligt i korrelationfunktionens férskjutning (se figur 16C) vilket ocksa
fortydligas i figur 16F, dar man ser att halveringstiden 6kar kraftigt da 0,1 uM BSA tillsatts.
Anmarkningsvart ar att korrelationsfunktionerna fér de prov som innehaller 10 uM och 50 uM BSA
har en annan form dn vad som &r typiskt for de DLS-matningar vi gjort. Det ser ut som att bidraget
fran BSA-molekylerna blir stort vid 10 och 50 uM, detta beroende av BSA-molekylernas storlek i
kombination med de hoga koncentrationer av BSA som anvands.
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Figur 16. A) LD-spektrum av titrering med BSA. B) Fluorescensspektrum av titrering med BSA. C) Normerad
korrelationsfunktion fran DLS-matningar av titrering med heparin. D) Normerade maxvarden fran LD-spektrum
mot tillsatt mangd heparin vid 198 nm. E) Normerade maxvarden fran fluorescensspektrum mot tillsatt mangd
heparin vid 485 nm. F) Halveringstid fran DLS-mé&tningar mot tillsatt mangd BSA.

Figur 17. 5,0 uM BSA A) 10x10um. B) 50x50um.

5.2.5 Sammanfattning av experimentella resultat

Tabell 2 sammanfattar hur de utvalda komponenterna paverkar fibrillernas kompaktering i var
studie. Det ar tydligt att manga av salterna har en distinkt paverkan pa fibrillernas
kompakteringsgrad. Om ThT har nagon effekt sa ar den valdigt liten och vi ser darfor inget problem
med att fortsatta anvanda det som fibrillspecifikt fargdmne vid fluorescensmatningar. Kopparsulfat
och natriumsulfat har en stark effekt som gar att observera med alla matmetoder. Experimenten
med kopparklorid tyder pa en liten kompakterande formaga medan forséken med natriumklorid
daremot inte visar pa nagon kompakterande effekt. Jarnnitrat har en ganska stor kompakterande
formaga. Heparin ger lite varierande resultat med de olika matmetoderna, vilket kan bero pa att den
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ar extremt negativt laddad. BSA verkar kompaktera fibrillerna men pa ett lite annat satt, vilket kan
bero pa dess storlek.

Tabell 2. En jamforelse av de utvalda komponenternas kompakterande formaga. Den kompakterande férmagan har
graderats pa en skala fran 0 till +++, dar 0 betyder att inga tecken pa kompaktering har observerats medan +++ betyder att
en mycket stor kompakterande formaga observerats. De matningar som inte har genomforts betecknas med — och EA (Ej
Analyserbart) betyder att resultaten inte kar kunnat kopplas till 6kad kompaktering.

Metoder
Komponenter LD Fluorescens DLS** AFM CD***
ThT EA - + + _
Kopparsulfat +++ +++ +++ +++ +
Natriumsulfat ++ +++ +++ +++ +
Kopparklorid ++ +++ 0 + 0
Natriumklorid 0 0 + 0 -
Jarnnitrat +* ++ ++ ++ .
Heparin ++ EA + i .
BSA 0 +++ ++ +++ =

*Jarnnitrat absorberar mycket i UV-omradet och ar darfér endast maojlig att underséka vid

laga koncentrationer i LD.

** DLS-graderingen ar baserad pa en jamférelse av forandring i korrelationsfunktion, dels forlangd korrelationstid och dels
storningar da korrelationsfunktionen narmar sig noll. Férandringen i korrelationsfunktionens halveringstid visualiseras i ett
stapeldiagram for att ytterligare forenkla jamforelsen av komponenternas effekt pa fibrillaggregatens storlek (se bilaga 2,
figur 5).

*** CD-spektra visas i bilaga 2, figur 1.

6 Diskussion: De olika komponenternas paverkan av

kompakteringsgraden

Malsattningen med det har projektet har varit att kartlagga komponenter som aterfinns i amyloida
plack och som kan tankas underlatta kompakteringen av de amyloida fibriller som ar
huvudkomponenten i dessa plack. Syftet var att fa mer kunskap kring hur plack kan bildas i hjarnan
genom experimentell karaktéarisering av grundlaggande mekanismer foér kompaktering av amyloida
fibriller. Detta kan i forlangningen bidra till en 6kad molekylar forstaelse av sjukdomsférloppet vid
AD. Amyloida fibriller har en linjar polymerstruktur med hogt B-flakinnehall. Nar senila plack bildas
kravs det darfor att fibrillerna kompakteras. Var studie visar att persistenslangden hos fibrillerna
paverkas av olika kompakterande biologiskt relevanta komponenter som aterfinns i plack. Resultaten
tyder pa att fibrillerna foretradelsevis kompakteras genom att flera fibriller interagerar och lindas
runt varandra (se figur 18A), vi har inte observerat att enskilda fibriller bildat individuella aggregat.
Detta beror formodligen pa att vi har hoga koncentrationer av fibriller i vara forsok vilket gar att se i
figur 9B. Om experimenten utférts med lagre koncentrationen hade det varit mer sannolikt att
fibrillerna bildat individuella aggregat istallet (se figur 18B). Detta fenomen ar val studerat fér DNA-
kompaktering dar laga koncentrationer leder till monomolekylara aggregat medan hoga
koncentrationer resulterar i multimolekylira aggregat®.

24



A Hog koncentration B Lig koncentration ,ﬂ'
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Figur 18. Foreslagen kompakteringsmekanism av fibriller vid A) Hog koncentration respektive B) Lag koncentration.

Figur 19A visar att vi tror att lateral association sker som ett forstadium till kompaktering. Vi drog
slutsatsen efter att vi observerat sddana tendenser i AFM-bilderna och eftersom signalen oftast forst
Okar i LD-spektrumen. Vid ytterligare tillsats kompakteras fibrillerna enligt figur 14A, B och 13A. Nar
fibrillerna ar i lI6sning ar de 100 % linjara endast i teorin, i praktiken ar de bojliga kedjor (se figur 19B).

=100 % 100 %

A B -

<100 %

Figur 19. A) Fibrillerna associerar forst lateralt fér att sedan kompakteras till storre aggregat. B) Hur fibrillerna teoretiskt
skulle kunna se ut nar de ar i 16sning. | verkligheten ar de férmodligen inte 100 % linjara utan liknar med storre
sannolikhet den mellersta bilden dar 50 % ar linjar. For att underlatta visualisering av linjdriteten kan man tanka sig att
haften av fibrillen ar linjar och resten kraftigt kompakterad (nedre bilden).

Vi har genom en litteraturstudie analyserat egenskaper hos de komponenter som finns i plack for att
utreda vilka som ar betydande for kompakteringsgraden hos amyloida fibriller. | litteraturstudien
kategoriserade vi biologiskt relevanta komponenter i termer av storlek och fysikaliska egenskaper
sasom laddning och hydrofobicitet som skulle kunna ha betydelse for komponenternas
kompakterande formaga. Vi drog slutsatsen att laddning ar den viktigaste egenskapen hos
kompakterande komponenter.

Insulin ar positivt laddad vid pH 2,2 vilket innebar att det interagerar elektrostatiskt med negativt
laddade komponenter som exempelvis heparin och motjoner. Nar salter undersoktes var det troligt
att insulinfibrillerna framst skulle interagera elektrostatiskt med de negativt laddade motjonerna. Vi
tror att motjonerna kan skarma fibrillernas laddning och darmed bade underlatta interaktion mellan
metalljoner och fibriller och dven mellan fibrillerna. Vara experiment tyder pa att motjoner med
hogre laddning har storre effekt pa kompakteringen. Det kan forklaras med SHs-regel som beskriver
att da en viss koncentration av ett lagmolekylart salt tillsatts, sa koagulerar kolloida systemet pa
grund av motjonerna (se avsnitt 4.4). Detta forklarar varfor tvavarda negativt laddade motjoner har
sa mycket mer effekt an envarda joner som inte har nagon markbar effekt. Utifran denna teori ar det
osannolikt att nitratjoner paverkar fibrillernas kompaktering, den ovantat stora effekten fran
jarnnitrat beror darmed troligtvis pa jarnjonerna. Vi tror att detta skulle kunna ske enligt SHs-regeln
for negativt laddade AB-fibriller och metalljoner i hjarnan. Metalljonernas effekt pa kompakteringen
verkar ocksa till viss del bero av laddningen. Envarda joner har inte nagon effekt medan bade
kopparjoner (Cu*) och jarnjoner (Fe*) paverkar fibrillernas kompaktering. Trots att kopparjonerna
har en lagre laddning visar vara forsok pa att de har lika stor effekt pa kompakteringen som
jarnjonerna. Detta tyder pa att det finns sekvensspecifika interaktioner utdver de elektrostatiska
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mellan metalljonerna och insulinfibrillerna. Metalljoner borde darfor ha en stor effekt pa
kompakteringen av AB-fibriller om bade elektrostatiska interaktioner och sekvensspecifika
interaktioner kan ske simultant mellan metalljoner och AB-fibriller i hjarnan.

Vi undersokte hur de amyloida fibrillernas kompaktering paverkas av glukosaminoglykanen heparin.
Vi uppnadde olika resultat med olika metoder, vilket innebar att det ar mojligt att heparin har en
kompakterande effekt. Heparin har inte nagon kind bindningsdomén pa bovint insulin® och den ar
extremt negativt laddad, vilket tyder pa att elektrostatisk interaktion med insulinfibrillerna ar mest
sannolik. En anledning till att heparin inte uppvisar en markant kompakterande effekt skulle kunna
vara att den ar en stor molekyl och darmed &r mindre effektiv n negativa joner pa att skdrma
fibrillerna sa att de kompakteras. Heparin ar ocksa en valdigt hydrofil och styv molekyl som har svart
att kompakteras, darfér befinner den sig hellre i det hydrofila I6sningsmedlet an interagerar med de
hydrofoba insulinfibrillerna, vilket gor att kompaktering blir annu mer osannolik. | LD-méatningarna
kravdes 4,5 mg/ml heparin for att signalen skulle minska sa att fibrillerna blev mindre linjara, vilket
motsvarar 2 laddningar per insulinmonomer. | DLS-matningarna kravdes 0,6 mg/ml for att storre
aggregat skulle bildas, detta motsvarar 0,3 laddningar per insulinmonomer. Det krdvs ungefar 1,0
mM tillsats av sulfatsalterna for att erhalla liknande resultat som for heparin i LD- och DLS-
matningarna. Detta motsvarar 100 sulfatjoner per insulinmonomer och 200 laddningar, vilket
innebar att det kravs farre antal laddningar for att na samma kompaktering fran heparin som fran
jonerna. Det tillfors inte lika manga laddningar vid férsoken med heparin, detta kan vara orsaken till
att det inte ger lika stor effekt som motjonerna.

Proteiners paverkan undersoktes genom att tillsdtta BSA som visade sig ha en starkt kompakterande
effekt pa de amyloida fibrillerna, detta var tydligt i samtliga analysmetoder med undantag av LD. Det
ar troligt att biokemiska protein-proteininteraktioner sker mellan BSA och insulinfibriller, vilket vi
ocksa tror skulle kunna vara fallet mellan en mangd andra proteiner och AB. Vi tror att elektrostatiska
interaktioner spelar en mindre roll i denna vaxelverkan eftersom bade insulinfibrillerna och BSA ar
positivt laddade. BSA ar hydrofil och trivs battre i I6sningsmedlet an vid fibrillerna, sa detta kan inte
vara anledningen till kompakteringen. Nagon typ av biokemisk protein-protein interaktioner ar darfor
den mest troliga anledningen till att fibrillerna kompakteras.

Var studie tyder pa att sma molekyler som exempelvis koppar med en jonradie pa 73 pm har en
kompakterande paverkan i relativt hoga koncentrationer (0,6-10 mM) medan det ar tillrdckligt att
laga koncentrationer (0,1-50 pM) av stora molekyler som exempelvis BSA (Stokes radie 3,48 nm®°)
tillsatts for att paverka kompakteringsgraden. Storleken verkar dock inte vara helt avgérande
eftersom bade stora och sma molekyler kan ha en kompakterande effekt, samt att heparin som ar en
stor polymer inte har en jattetydlig kompakterande effekt.

Ingen forskning har tidigare gjorts kring mekanismer fér kompaktering av amyloida fibriller. Vi har
utvecklat tillampningen av de biofysikaliska analysmetoderna som har anvants och forsokt
kombinera dem for att erhalla sa mycket information som mojligt om kompakteringen. Ibland ger de
olika analysmetoderna en motsagelsefull bild av kompakteringsgraden, vilket ar forklarligt eftersom
metoderna mater olika egenskaper hos fibrillerna och belyser olika aspekter av kompaktering.
Matmetoderna kompletterar generellt varandra val och ger da en nyanserad bild av fibrillerna. De
flesta matningarna med LD 6verensstammer med de 6vriga metoderna. Nagra férdelar med denna
matmetod ar att proverna ar enkla att forbereda och att det &r en snabb analys. LD-spektrum har
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bidragit till att vi har fatt en 6kad forstaelse kring att kompakteringen sker i flera steg eftersom
signalen oftast initialt 6kat for att sedan minska. En nackdel ar att skillnaden i spektrumet blir ganska
liten for olika koncentrationer vilket gor att det inte alltid blir tydliga trender. Vidare maste nya
prover férberedas mellan varje matning, vilket ar tidskravande men nédvandigt eftersom fibrillerna
inte far snurras for lange pa grund av risk for mekanisk fragmentering. Matningar med CD ger enbart
information om fibrillernas sekundarstruktur. Vid analys med salter ar det enkelt att se om
B-flakstrukturen forandras, medan BSA och heparin har en egen sekundarstruktur vilket gor att det ar
svarare att undersoka deras effekt pa fibrillerna. CD-méatningar ger ingen direkt information om
fibrillernas kompaktering men kan anvandas som ett komplement till de andra metoderna. Analys
med fluorescensspektrometern ger ofta val separerade spektrum for olika koncentrationer. En fordel
med denna matmetod ar att den resulterar i tydliga trender. Hansyn behover tas till att
komponenterna alltid undersoks i kombination med ThT. AFM &r en mycket bra metod for att
undersdka morfologin hos fibrillerna. Det gar att se vilken typ av kompaktering som har skett, vilket
utmarker metoden. Matningen ar subjektiv eftersom intressanta delar av provplattan valdes ut for
analys. Hansyn behover dven tas till att fibrillerna inte langre ar i 16sning och darfér mojligen skulle
kunna bete sig och se annorlunda ut. AFM ar dock en valetablerad metod fér att studera fibriller och
bor darfér ge en representativ bild. En nackdel med AFM &r att en méatning tar lang tid att utfora for
att fa hogupplosta bilder. Fran DLS-matningar gar det tydligt att se om en forandring i
fibrillaggregatens storlek har skett. Det ar ddremot svart att se trender for olika koncentrationer,
vilket kan bero pa att kompakteringen inte sker sa att den brownska rérelsen paverkas linjart och
darmed gor inte heller halveringstiden det.

7 Slutsatser

Det finns manga komponenter forutom AR i senila plack hos AD-patienter. Vi har undersokt ett fatal
av dessa och dragit slutsatsen att vissa av dem underlattar kompakteringen av fibrillerna. Metalljoner
som inte 4r monovalenta har en stor effekt pa kompakteringen, detta géller ocksa for deras
respektive motjoner. Heparin har en liten kompakterande effekt men fler GAGs maste undersokas
for att man ska kunna dra en entydig slutsats. Fler proteiner maste ocksa undersdkas for att man ska
kunna dra en tydligare slutsats, vara resultat tyder dock pa att de kan ha en avsevard paverkan pa
kompakteringsgraden. En misstanke var att ThT skulle ge upphov till kompaktering av fibrillerna,
detta kan inte bekraftas fran vara férsok darfor anser vi att det ar lampligt att fortsatta anvanda ThT
som fibrillspecifikt fargdmne.

8 Rekommendationer for vidare forsok

Vart projekt kan ses som en inledande studie om hur amyloida fibriller kompakteras och kan
anvandas som riktlinje for fler forsok. Forsok behdver gbras med andra proteinfibriller som aterfinns i
plack och under forhallanden som &r mer likt det i hjarnan.

For att gora det maijligt att studera sGAGs paverkan pa fibriller med hjélp av AFM anser vi att det
behovs en ytbehandling pa provplattan som ar neutral eller nagot positivt laddad, eftersom sGAGs ar
sa negativt laddade att de troligtvis repellerar fran micaytan i vara férsok. Eftersom vi endast gjort
forsok med modellproteinet BSA ar det nédvandigt att testa fler proteiner i vidare forsok. Det finns
information om vilka andra protein som ansamlas i AD-drabbad hjarnvavnad och de skulle alla vara
intressanta att understka (tabell 1). Tidsaspekten har inte undersokts ordentligt i projektet, detta
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kan vara en viktig faktor som paverkar resultaten. Ett problem under projektet var att skapa
I6sningar med fibriller av samma koncentration, detta pa grund av att en NanoDrop anvandes for
majoriteten av absorptionsbestdmningarna. En |6sning pa detta skulle vara att anvanda en kraftfull
spektrofotometer som gér mer noggranna matningar. Det 4r mojligt att detta ocksa skulle ge
tydligare och mer tillforlitliga resultat i centrifugeringsforsdken.
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Bilaga 1: Ordlista

Alfasynuklein- Ett protein som har skadlig inverkan pa nervcellerna i hjarnan. Proteinet ar orsaken till
ett flertal nervrelaterade sjukdomar som Parkinsons sjukdom och vissa former av Alzheimers
sjukdom

Amyloid- Bendmning pa vissa typer av mikroskopiskt iakttagbara inlagringar av onormal substans
mellan cellerna i kroppsvavnader. Huvudkomponenten i inlagringarna ar onormala ol6sliga fibriller
som bestar av nagot av kroppens proteiner

Basala lamina- En viktig del av den extracelluldara matrisen. Basal lamina separerar till exempel
muskelceller och fettceller fran stédjevavnad.

Brownsk rérelse- Sma latta foremal som ar uppslammade i en vatska eller som svavar i en gas ror sig
med oregelbundna rorelser, detta rorelsemonster har fatt namnet Brownsk rorelse.

Extracellular matris- Den del av vdvnaden som inte bestar av celler kan kallas det extracellulara
rummet vilket upptas av ett natverk av makromolekyler som kallas den extracellulara matrisen.

GRAVY- (Grand average of hydropathicity), anger ett proteins l6slighet. Positivt virde betyder att
proteinet ar hydrofobiskt och negativt varde betyder att proteinet dr hydrofobiskt.

Homeostas- For att multicelluldra organismer ska fungera ar det viktigt att den miljéo som omger
cellerna halls sa konstant som majligt. Homeostasis anvands ofta som samlingsbegrepp for de
mekanismer som tillsammans verkar for att halla miljon konstant.

In vitro- Vitro ar det latinska ordet for glas, experiment som gors in vitro har gors i konstgjord miljo.
In vivo- Experiment som gors i levande vavnad.

Korrelationsfunktionens halveringstid- Tiden da korrelationsfunktionen fran DLS-m&tningarna nar
0,5.

Lewykroppsdemens- Ett mellanting mellan AD och Parkinsons sjukdom. Den nast vanligaste
neurodegenerative sjukdomen.

Oxidativ stress- Normalt rader balans mellan bildning och elimination av radikaler i kroppens
vavnader, vilket medfor att 6verskott av radikaler inte uppstar (eller &r ringa). Om emellertid ett
sadant overskott skulle uppkomma utsatts organismen for oxidativ stress, dvs. skadeverkningar
genom att vissa molekyler oxideras sa att deras funktion stors.

Persistenslangd- Mekaniska egenskaper som kvantifierar en polymers linjaritet.

Stokes-Einstein relationen-D = - dar D ar diffusions koefficient och k &r Boltzmanns konstant. f kan

beskrivas med Stokes lag som en funktion av vatskans viskositet (n)och partikelns radie (a) f = 6mna,
denna lag forutsatter att partikeln ar sfarisk. Dessa funktioner ger oss en relation mellan diffusions
koefficienten och vatskans viskositet.



Bilaga 2: Ovriga resultat

CD-matningar med salter

CD-spektrum med kopparsulfat, natriumsulfat och kopparklorid
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Figur 1. CD spektrum for insulinfibriller med och utan olika salter. A) Insulinfibriller med och utan kopparsulfat,
sekundarstrukturen oférandrad. B) Insulinfibriller med och utan natriumsulfat, liten forskjutning at héger som kan
indikera forandring i antalet B-flak. C) Insulinfibriller med och utan kopparklorid, ingen storre férandring observeras.

LD-métning med fibriller

Eftersom vi preparerade nya fibriller varje vecka borjade vi alltid med att méata ett prov bestaendes
av endast fibriller, for att se om det blev nagon skillnad mellan olika veckor. Det visade sig att det
blev viss skillnad i absorption mellan olika veckor, detta beror antagligen pa att fibrillerna ar olika
langa. Skillnaden mellan stérsta och minsta vardet ar sa liten att detta inte ska paverka méatningarna
eller resultatet.
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Figur 2. LD-matning av fibriller olika veckor.

Fluorescenstitrering med kopparsulfat

Titreringsserie med kopparsulfat for att bestamma vilken koncentration av ThT som ska anvandas for
att undersoka de biologiska komponenterna. | A bestar provet av fibriller, kopparsulfat och 1 uM ThT
och i B bestar provet av fibriller, kopparsulfat och 6,0 uM ThT. Figur 3 visar att
titreringskoncentrationerna vid tillsats av 1,0 uM ThT ar tydligare separarerade an vid de olika
kopparkoncentrationerna an vid tillsats av 6,0 uM ThT, darfér anvands 1,0 uM ThT i fortsatta forsok.
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Figur 3. Titreringsserie med kopparsulfat i fluorescensspektrometern visar 6kad fluorescensintensitet vid 6kad
koncentration kopparsulfat och dven 6kad emission vid 6kad koncentration ThT. A) Provet bestar av 10 pM
fibriller och 1,0 uM ThT. B) Provet bestar av 10 uM fibriller och 6,0 uM ThT.

Centrifugering

Resultaten fran Centrifugeringsférsoken tyder pa att insulin fibrillerna aggregerar i mindre
utstrackning da salter eller ThT tillsatts. Nar man tillsatt jarnnitrat gav matningen i NanoDrop en
hogre koncentration av fibriller i supernatanten an vad provet innehdll fran borjan. Att
koncentrationen héjs under centrifugeringen beddéms inte som troligt. Olika mdjliga felkallor
identifierades och forsokte elimineras. En av dessa felkallor ar koncentrationsskillnader i
supernatanten, detta undviks genom att supernatanten pipetteras upp och blandas i ett nytt
eppendorfror innan 2,0 uM pipetteras upp och mats.
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Procent fibriller kvar efter centrifugering

Procent fibriller kvar i provet efter centrifugering

Figur 4. Resultat fran de tva centrifugeringsférséken, vid 4000 rpm (till vinster) och 5000 rpm (till
hoger). Samtliga prov bestar av 50 uM fibriller och centrifugeras under 10 minuter; 1) endast
fibriller. 2) fibriller med 600 uM jarnnitrat. 3) fibriller med 600 uM kopparsulfat. 4) fibriller med 5,0
1M ThT. 5) fibriller med 50 uM ThT.



PDI

Tabell 1. Polydispersitets index (PDI) fran DLS-mé&tningarna.

Polydispersitets index (PDI)

Tillsats Konc. PDI Medelv. | Tillsats Konc. PDI Medelv.
Kopparsulfat | 0,0mM | 0,453 | 0,473667 | Natriumsulfat | 0,0 mM 0,453 | 0,473667
0,463 0,463
0,505 0,505
0,6 mM 0,166 | 0,1285 0,6 mM 0,532 | 0,572
0,091 0,617
1,0 mM 0,215 | 0,252 0,567
0,289 1,0 mM 0,026 | 0,109
2,0 mM 0,145 | 0,222 0,149
0,299 0,152
5,0 mM 0,58 0,79 2,0 mM 0,35 | 0,326
1,0 0,222
8,0 mM 0,303 | 0,3145 0,406
0,326 5,0 mM 0,267 | 0,3085
10 mM 1,0 0,975 0,35
0,95 8,0 mM 0,249 | 0,2995
0,35
10 mM 0,47 | 0,491667
0,46
0,545
Tillsats Konc. PDI Medelv. | Tillsats Konc. PDI Medelv.
Kopparklorid | 0,0 mM 0,202 | 0,184667 | Natriumklorid | 0,0 mM 0,139 | 0,153333
0,205 0,115
0,147 0,206
10 mM 0,184 | 0,186333 10 mM 0,163 | 0,121
0,208 0,085
0,167 0,115
Tillsats Konc. PDI Medelv. | Tillsats Konc. PDI Medelv.
Jarnnitrat 0,0 mM 0,09 0,067 | ThT 0,0 uM 0,28 | 0,279
0,044 0,27
0,6 mM 0,119 0,104 0,287
0,089 6,0 UM 0,281 | 0,299333
1,0 mM 0,185 0,1805 0,298
0,176 0,319
2,0 mM 0,274 0,222 10 uM 0,082 | 0,132
0,17 0,147
5,0 mM 0,175 0,103 0,167
0,031 Tillsats Konc. PDI Medelv.
8,0 mM 0,032 0,142 | Heparin 0,0 mg/ml | 0,326 | 0,3235
0,252 0,321




10 mM 0,354 0,377 0,6 mg/ml 0,201 | 0,1555
0,4 0,11
Tillsats Konc. PDI | Medelv. 1,0 mg/ml 0,316 | 0,306
BSA 0,0 mM 0,391 | 0,391 0,296
0,1 mM 0,195 | 0,1935 2,0 mg/ml 0,817 | 0,652
0,192 0,487
10 mM 0,404 | 0,452 5,0 mg/ml 0,621 | 0,6065
0,5 0,592
50 mM 0,854 | 0,883 8,0 mg/ml 0,578 | 0,5575
0,912 0,537

Maximerad fordndring i halveringstid fran komponenterna

For att underlatta jamforelsen av effekten fran samtliga komponenter visas i diagrammet nedan den
storsta forandringen i halveringstid som varje komponent orsakat. Anledningen till att den storsta
effekten har valts ut ar bland annat pa grund av BSA-resultaten dar den héga koncentration vi valt att
tillsatta tillsammans med BSA molekylens storlek, troligen paverkat resultaten.

5000

Férandring i halveringstid (us)

04

Figur 5. Diagramet visar den forandring i halveringstid av korrelationsfunktionen som varje komponent maximalt
har orsakat i DLS méatningarna. Halveringstiden for korrelationsfunktionen ar en funktion av partiklarnas
brownska rérelse och anses darfér kunna ses som ett matt pa storleksférandringen hos fibrillkomplexen.
1) Kopparsulfat 2) Natriumsulfat 3) Kopparklorid 4) Natriumklorid 5) Jarnnitrat 6) Heparin 7) ThT 8) BSA.
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Figur 6. A) 5,0 uM fibriller. 1024p skala 10x10 pm. B) 1,0 uM fibriller. 1024p skala 10x10 um.
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Figur 7. Kopparsulfat i monomert insulin (2,0 g/l insulin och 0,6 mM kopparsulfat, spadd 10 ggr).
A) 1024p skala 50x50 um. B) 1024p skala 14,5x14,5um.



Fibriller preparerade med natriumsulfat
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Figur 8. Natriumsulfat i monomert insulin (2,0 g/l insulin och 0,6 mM Natriumsulfat, spadd 20 ggr).
A) 1024p skala 10x10 um. B) 256p skala 50x50 pum.

Fibriller preparerade med kopparklorid
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Figur 9. A) Kopparklorid i monomert insulin (2,0 g/! insulin och 0,6 mM kopparklorid, spadd 100 ggr). 1024p skala 10x10
um. B) Kopparklorid i monomert insulin (2,0 g/I insulin och 0,6 mM kopparklorid, spadd 10 ggr). 1024p skala 50x50 pm.



Fibriller med ThT
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Figur 10. 5,0 uM fibriller och 3,0 uM ThT. 1024p skala 10x10 um.

Fibriller med kopparsulfat
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Figur 12. 5,0 uM fibriller och 1,0 mM kopparsulfat. A) 1024p skala 10x10 um. B) 256p skala 50x50 um.



Fibriller med natriumsulfat

Figur 13. A) och B) 5,0 puM fibriller och 1,0 mM natriumsulfat. 1024p skala 10x10 pum.

Fibriller med kopparklorid och natriumklorid

Figur 14. A) 5,0 uM fibriller med 0,3 mM kopparklorid. 512p skala 10x10 um. B) 5,0 uM fibriller och 0,3 mM

natriumklorid. 512p skala 10x10 pm.

Fibriller med jarnnitrat
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Figur 15. 5,0 uM fibriller och 2,5 mM jarnnitrat. A) 1024p skala 10x10 pum. B) 256p skala 50x50 pm.
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Fibriller med BSA

0.0 ym 20 40 6.0 8.0
[T3.013pm e
3.84 um
3.005 382
381
3.000 |
‘ 380
2.995 | |379
378
2.990 o
2.985 376
375
2.980 374
2.975 373
372
2.970 3
2.965 370
369
2.960 368
367
2955
366
2.950 3.65
364
2.945
363
2.940 362
361
2.934 160

Figur 16. 5,0 uM insulinfibriller med 5,0 uM BSA. A) 1024p skala 10x10um. B) 1024p skala 50x50um.



