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ABSTRACT 

Neurodegenerative (ND) diseases are a group of progressive neurological disorders in which 

neurons in the brain and peripheral nervous system become dysfunctional with time and 

ultimately die, causing severe health issues. ND diseases affect millions of people and are the 

leading cause of weakness in humans; Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is one such ND 

disease. Aggregation of Superoxide dismutase 1 (SOD1) is associated with the pathogenesis of 

ALS. However, the aggregation mechanism of SOD1 is not fully understood, which is one 

reason we are still unable to find a cure for ALS. Targeting the steps forming toxic amyloid 

fibrils with small molecules has emerged as a successful strategy to treat ND diseases. This 

thesis entitled “Insights into the mechanism of aggregation of Superoxide Dismutase 1 

(SOD1) in the presence and absence of small molecules” is aimed to understand the different 

steps involved in the formation of SOD1 aggregates and to find the small molecule inhibitor to 

prevent, delay or reverse this aggregation process. 

The thesis has been comprised of eight chapters. In Chapter 1 (Introduction), the phenomenon 

of protein folding, misfolding, protein aggregation, factors responsible for protein aggregation, 

and diseases related to protein aggregation was discussed in detail. Various kinetics theories 

were examined to understand the mechanism of protein aggregation, and strategies were 

mentioned for finding the inhibitors for its collection. A brief introduction of the 

neurodegenerative disease of interest, ALS, and the associated protein SOD1 is also provided. 

Further, the literature studies on the current state of understanding of SOD1 aggregation 

mechanism, aggregation inhibition strategies, and the potential of computer simulations in 
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studying these complex processes were elaborated. At the end of this chapter, the origin of the 

scientific problem, objectives designed for this thesis, and outline of the research work 

performed were discussed.  

Chapter 2 (Materials and methodologies) lists the details of chemicals procured for protein 

aggregation-related experiments. The principles of using computational and experimental 

techniques have been discussed, along with the details of various performed analyses. 

Chapters 3-7 present all the work done in this thesis. In Chapter 3 (Mechanism of Aggregation 

of Superoxide Dismutase 1 (SOD1)), the aggregation mechanism of Superoxide dismutase 1 

(SOD1) was explored employing ThT aggregation kinetics and size exclusion chromatography 

(SEC) experiments. Fitting the kinetics data to different models suggested that SOD1 follows 

a fragmentation-dependent mechanism. SEC experiments revealed that initial dimer to 

monomer conversion is fast compared to the total aggregation time, and aggregation proceeds 

expeditiously after the formation of a non-native dimer.  

Chapter 4 (Computational screening criteria for selecting the aggregation inhibitors of SOD1 

linked to ALS) was focused on understanding the effect of metal ions and intramolecular 

disulfide bonds on the structure and dynamics of SOD1 monomer through molecular dynamics 

simulations. Further, this chapter developed a computational strategy to predict the aggregation 

inhibitor of SOD1. The results revealed that removing metal ions destabilizes the protein 

structure incrementally and that eliminating disulfide bonds causes even more structural 

disruption. The study found that targeting different stages of amyloid fibril formation using 

polyphenols, as determined by MD simulations and experimental techniques, requires attention 
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not only to the binding energy of protein-inhibitor interaction but also to the stabilization of 

the SOD1 interface, formation of native and non-native dimers, elongation, and defibrillation 

of fibrils in the presence of inhibitors.  

Chapter 5 (Myricetin acts as an aggregation inhibitor of SOD1) proposed myricetin as an 

excellent aggregation inhibitor of DTT-EDTA-induced SOD1 aggregation. We utilized the 

screening criterion proposed in Chapter 4, and myricetin was screened from a list of 

polyphenolic compounds. Our computational results suggested that myricetin binds strongly 

with apo disulfide reduced SOD1, stabilizes the protein interface, and binds moderately with 

native SOD1 dimer, Non-native SOD1 trimer, and corkscrew fibril. ThT aggregation kinetics, 

transmission electron microscopy, dynamic light scattering, and atomic force microscopy 

demonstrated that myricetin breaks preformed fibrils into shorter fibrils and forms less number 

of fibrils. Our seeding experiment and MD simulations show that myricetin inhibits fibril 

elongation, while our size exclusion chromatography experiment shed light on the 

depolymerization of preformed fibrils. The quenching mechanism and dissociation constant 

were predicted by fluorescence spectroscopy.  

Chapter 6 (Dissecting the mechanism of oligomer interaction with two potent polyphenols) 

explored the mechanism of action of quercetin and curcumin on corkscrew SOD1 fibril, which 

are made up of eight chains (A-H), with each chain containing 11 amino acid residues from 

positions 28 to 38 of the full length SOD1 sequence. Molecular dynamics simulations were 

used to investigate the effects of these compounds on the fibrils. Quercetin was found to bind 

to a critical residue involved in the toxic amyloid formation, Trp 32, in chains D, E, and F, and 
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also caused the peptide chains G-H to break away from the rest of the oligomer. In contrast, 

curcumin is bound to the hydrophobic amino acids of chains B-H, stabilizing the fibril rather 

than destabilizing it. MM/PBSA analysis was carried out to predict the binding affinity of 

quercetin and curcumin with corkscrew SOD1 fibril. The simulation results are in accordance 

with previous experimental results which showed that only quercetin disrupts the pre-formed 

fibril, not curcumin.  

Chapter 7 (Computational alanine scanning mutagenesis of the zinc-binding loop and 

electrostatic loops of SOD1) cantered to understand the role of each amino acid of zinc binding 

and electrostatic loops through virtual alanine scanning mutagenesis. It was observed that H71, 

R79, D125, and S134 are four critical residues that affect the protein structure and function 

significantly in fully metallated and disulfide bind intact dimer. Analysis revealed that observed 

mutations caused disordering in the loops due to the loss of native contacts and disruption of 

extended H-bond networks. 

In brief, Chapter 8 (Conclusion and future perspectives) provided an overview of the research. 

Essentially, our discoveries have been critical in comprehending the process of SOD1 

aggregation and how employing small molecules to target various stages of the aggregation 

can be utilized to develop treatments for ALS associated with SOD1 aggregation. 
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सार 

नू्यरोडीजेनेरेटिव (एनडी) रोग प्रगटिशील नू्यरोलॉटजकल टवकारोों का एक समूह है टजसमें मस्तिष्क और 

पररधीय िोंटिका िोंि में नू्यरॉन्स समय के साथ खराब हो जािे हैं और अोंििः  मर जािे हैं, टजससे गोंभीर 

स्वास्थ्य समस्याएों  होिी हैं। एनडी रोग लाखोों लोगोों को प्रभाटवि करिे हैं और मनुष्ोों में कमजोरी का प्रमुख 

कारण हैं; एटमयोिर ोटिक लेिरल स्क्लेरोटसस (एएलएस) एक ऐसी एनडी बीमारी है। सुपरऑक्साइड 

टडसमू्यिेस 1 (SOD1) का एकिीकरण ALS के रोगजनन से जुडा है। हालााँटक, SOD1 का एकिीकरण िोंि 

पूरी िरह से समझा नही ों गया है, जो एक कारण है टक हम अभी भी ALS का इलाज खोजने में असमथथ हैं। 

छोिे अणुओों के साथ जहरीले अमाइलॉइड िाइटिल बनाने वाले कदमोों को लटिि करना एनडी रोगोों के 

इलाज के टलए एक सिल रणनीटि के रूप में उभरा है। "छोिे अणुओों की उपस्तस्क्थटि और अनुपस्तस्क्थटि में 

सुपरऑक्साइड टडसमू्यिेस 1 (SOD1) के एकिीकरण के िोंि में अोंिर्दथटि" शीर्थक वाली इस थीटसस का 

उदे्दश्य SOD1 समुच्चय के टनमाथण में शाटमल टवटभन्न चरणोों को समझना और रोकने, देरी करने के टलए 

छोिे अणु अवरोधक का पिा लगाना है। या इस एकिीकरण प्रटिया को उलि दें। 

थीटसस को आठ अध्यायोों में शाटमल टकया गया है। अध्याय 1 (पररचय) में प्रोिीन िोस्तडोंग, टमस िोस्तडोंग, 

प्रोिीन एग्रीगेशन, प्रोिीन एग्रीगेशन के टलए टजमे्मदार कारकोों और प्रोिीन एग्रीगेशन से सोंबोंटधि बीमाररयोों 

की घिना पर टविार से चचाथ की गई थी। प्रोिीन एकिीकरण के िोंि को समझने के टलए टवटभन्न कैनेिीक्स 

टसद्ाोंिोों की जाोंच की गई और इसके सोंग्रह के टलए अवरोधकोों को खोजने के टलए रणनीटियोों का उले्लख 

टकया गया। रुटच के न्यूरोडीजेनेरेटिव रोग, ALS, और सोंबद् प्रोिीन SOD1 का सोंटिप्त पररचय भी टदया 

गया है। इसके अलावा, SOD1 एकिीकरण िोंि, एकिीकरण टनरे्ध रणनीटियोों और इन जटिल प्रटियाओों 



 
 

XI 
 

का अध्ययन करने में कों पू्यिर टसमुलेशन की िमिा की विथमान स्तस्क्थटि पर साटहत्य अध्ययन टविृि थे। 

इस अध्याय के अोंि में वैज्ञाटनक समस्या की उत्पटि, इस थीटसस के टलए टनधाथररि उदे्दश्योों और टकए गए 

शोध कायथ की रूपरेखा पर चचाथ की गई। अध्याय 2 (सामग्री और कायथप्रणाली) में प्रोिीन एकिीकरण से 

सोंबोंटधि प्रयोगोों के टलए खरीदे गए रसायनोों का टववरण सूचीबद् है। कम्प्पू्यिेशनल और प्रायोटगक 

िकनीकोों का उपयोग करने के टसद्ाोंिोों पर टवटभन्न प्रदशथन टकए गए टवशे्लर्णोों के टववरण के साथ चचाथ 

की गई। 

अध्याय 3-7 इस थीटसस में टकए गए सभी कायों को एकि करिा है। अध्याय 3 (सुपरऑक्साइड टडसमू्यिेस 

1 (SOD1) के एकिीकरण की टियाटवटध) में, ThT एकिीकरण कैनेिीक्स और आकार अपवजथन 

िोमैिोग्रािी (SEC) प्रयोगोों को टनयोटजि करके सुपरऑक्साइड टडसमू्यिेज़ 1 (SOD1) के एकिीकरण िोंि 

का पिा लगाया गया। कैनेिीक्स डेिा को टवटभन्न मॉडलोों में टिि करने का सुझाव टदया गया है टक SOD1 

एक टवखोंडन-टनभथर िोंि का अनुसरण करिा है। एसईसी प्रयोगोों से पिा चला है टक मोनोमर रूपाोंिरण के 

टलए प्रारों टभक टडमर कुल एकिीकरण समय की िुलना में िेज है, और गैर-देशी टडमर के गठन के बाद 

एकिीकरण िेजी से आगे बढ़िा है। अध्याय 4 (एएलएस से जुडे SOD1 के एकिीकरण अवरोधकोों के चयन 

के टलए कम्प्पू्यिेशनल स्क्रीटनोंग मानदोंड) आणटवक गटिशीलिा टसमुलेशन के माध्यम से SOD1 मोनोमर 

की सोंरचना और गटिशीलिा पर धािु आयनोों और इोंिर ामोलु्यलर डाइसल्फाइड बाोंड के प्रभाव को समझने 

पर कें टिि था। इसके अलावा, इस अध्याय ने SOD1 के एकिीकरण अवरोधक की भटवष्वाणी करने के 

टलए एक कम्प्पू्यिेशनल रणनीटि टवकटसि की। पररणामोों से पिा चला टक धािु के आयनोों को हिाने से 

प्रोिीन सोंरचना िेजी से अस्तस्क्थर हो जािी है और यह टक डाइसल्फाइड बॉन्ड को नि करने से और भी 

अटधक सोंरचनात्मक व्यवधान होिा है। अध्ययन में पाया गया टक एमडी टसमुलेशन और प्रयोगात्मक 
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िकनीकोों द्वारा टनधाथररि पॉलीिेनोल्स का उपयोग करके एटमलॉयड िाइटिल गठन के टवटभन्न चरणोों को 

लटिि करने के टलए न केवल प्रोिीन-अवरोधक बािचीि की बाध्यकारी ऊजाथ पर ध्यान देने की 

आवश्यकिा है बस्ति एसओडी 1 इोंिरफेस के स्तस्क्थरीकरण, देशी और के गठन पर भी ध्यान देने की 

आवश्यकिा है। अवरोधकोों की उपस्तस्क्थटि में गैर-देशी टडमर, बढ़ाव और िोंिुओों का टडटिटिलेशन। 

अध्याय 5 (माइररकेटिन SOD1 के एकिीकरण अवरोधक के रूप में कायथ करिा है) ने Myricetin को DTT-

EDTA-पे्रररि SOD1 एकिीकरण के एक उतृ्कि एकिीकरण अवरोधक के रूप में प्रिाटवि टकया। हमने 

अध्याय 4 में प्रिाटवि स्क्रीटनोंग मानदोंड का उपयोग टकया, और पॉलीिेनोटलक यौटगकोों की सूची से 

माइररकेटिन की जाोंच की गई। हमारे कम्प्पू्यिेशनल पररणामोों ने सुझाव टदया टक माइररकेटिन एपो 

डाइसल्फाइड-कम SOD1 के साथ र्दढ़िा से बाोंधिा है, प्रोिीन इोंिरफेस को स्तस्क्थर करिा है, और मूल SOD1 

टडमर, गैर-देशी SOD1 टिर मर और कॉकथ सू्क्र टफटिल के साथ मध्यम रूप से बाोंधिा है। ThT एकिीकरण 

कैनेिीक्स, िर ाोंसटमशन इलेक्ट्र ॉन माइिोस्कोपी, डायनेटमक लाइि सै्किररोंग, और एिॉटमक िोसथ 

माइिोस्कोपी ने प्रदटशथि टकया टक माइररकेटिन पूवथटनटमथि िोंिुओों को छोिे िोंिुओों में िोडिा है और िोंिुओों 

की कम सोंख्या बनािा है। हमारे सीटडोंग प्रयोग और एमडी टसमुलेशन से पिा चलिा है टक माइररकेटिन 

िाइटिल बढ़ाव को रोकिा है, जबटक हमारे आकार अपवजथन िोमैिोग्रािी प्रयोग पूवथटनटमथि िोंिुओों के 

अपचयन पर प्रकाश डालिे हैं। प्रटिदीस्तप्त से्पक्ट्र ोस्कोपी द्वारा शमन िोंि और पृथक्करण स्तस्क्थराोंक की 

भटवष्वाणी की गई थी। अध्याय 6 (दो शस्तिशाली पॉलीिेनोल्स के साथ ओटलगोमेर इोंिरैक्शन के िोंि को 

टवचे्छटदि करना) सह पर के्वरसेटिन और करकू्यटमन की टिया के िोंि का पिा लगाया आरकेसू्क्र 

एसओडी1 िाइटिल, जो आठ शृ्ोंखलाओों (ए-एच) से बने होिे हैं, टजसमें प्रते्यक शृ्ोंखला में पूणथ लोंबाई वाले 

एसओडी1 अनुिम के 28 से 38 पदोों से 11 अमीनो एटसड अवशेर् होिे हैं। िोंिुओों पर इन यौटगकोों के 
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प्रभावोों की जाोंच के टलए आणटवक गटिकी टसमुलेशन का उपयोग टकया गया था। के्वरसेटिन को जहरीले 

अमाइलॉइड गठन, िीआरपी 32, शृ्ोंखला डी, ई, और एि में शाटमल एक महत्वपूणथ अवशेर्ोों से बााँधने 

के टलए पाया गया था, और पेप्टाइड शृ्ोंखला जीएच को बाकी ओटलगोमर से अलग करने का कारण बना। 

इसके टवपरीि, ककू्यथटमन शृ्ोंखला बी-एच के हाइडर ोिोटबक अमीनो एटसड से बोंधा होिा है, जो िाइटिल 

को अस्तस्क्थर करने के बजाय स्तस्क्थर करिा है। कॉकथ सू्क्र SOD1 िाइटिल के साथ के्वरसेटिन और 

करकू्यटमन के बोंधन सोंबोंध की भटवष्वाणी करने के टलए MM/PBSA टवशे्लर्ण टकया गया था। अध्याय 

7 (टजोंक-बाइोंटडोंग लूप और SOD1 के इलेक्ट्र ोसै्टटिक लूप का कम्प्पू्यिेशनल एलेटनन सै्कटनोंग 

मू्यिाजेनेटसस) वचुथअल एलेटनन सै्कटनोंग मू्यिाजेनेटसस के माध्यम से टजोंक बाइोंटडोंग और इलेक्ट्र ोसै्टटिक 

लूप के प्रते्यक अमीनो एटसड की भूटमका को समझने के टलए कैं िर टकया गया। यह देखा गया टक H71, 

R79, D125, और S134 चार महत्वपूणथ अवशेर् हैं जो प्रोिीन सोंरचना को प्रभाटवि करिे हैं और पूरी 

िरह से मेिालेिेड और डाइसल्फाइड बाइोंड इोंिेक्ट् टडमर में महत्वपूणथ रूप से कायथ करिे हैं। टवशे्लर्ण 

से पिा चला है टक मूल सोंपकों के नुकसान और टविाररि एच-बॉन्ड नेिवकथ  के टवघिन के कारण देखे 

गए मू्यिेशन लूप में टवकार पैदा करिे हैं। 

सोंिेप में, अध्याय 8 (टनष्कर्थ और भटवष् के र्दटिकोण) ने शोध का अवलोकन प्रदान टकया। अटनवायथ 

रूप से, हमारी खोजें SOD1 एकिीकरण की प्रटिया को समझने में महत्वपूणथ रही हैं और एकिीकरण 

के टवटभन्न चरणोों को लटिि करने के टलए छोिे अणुओों को कैसे टनयोटजि टकया जा सकिा है, इसका 

उपयोग SOD1 एकिीकरण से जुडे ALS के टलए उपचार टवकटसि करने के टलए टकया जा सकिा है। 
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