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ABSTRACT 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is fatal and progressive neurodegenerative disease which is 

associated with the aggregation of Cu-Zn Superoxide Dismutase (SOD1). Unfortunately, effective 

therapeutics against ALS has not yet been developed. In the past few years, small molecules like 

polyphenols have been identified as potential anti-amyloidogenic agents and their biological properties 

are governed by the relative concentrations of their different conformational and ionic forms. Therefore, 

a thorough understanding of the conformational properties and mechanism of action of these 

polyphenols, which may serve as a potential inhibitor against SOD1 aggregation is needed. The thesis 

entitled ‘Polyphenols and their effect on the aggregation of ALS-linked Cu-Zn superoxide 

dismutase (SOD1)’ is concerned with the understanding of physicochemical properties of three 

naturally occurring polyphenols (curcumin, quercetin, and baicalein) in nearly aqueous solution and 

their role as an anti-amyloidogenic agent against aggregation of ALS-linked SOD1. An attempt has also 

been made to understand the mechanism of their action. 

The thesis is composed of seven chapters. Chapter 1 (Introduction) provides an overview of 

SOD1 and its implication in ALS pathogenesis. detail review of aggregation of SOD1 and strategies 

are known so far, to inhibit SOD1 aggregation is also presented. The chapter then describes polyphenols 

and their therapeutic role against many chronic diseases as an anti-bacterial, anti-carcinogenic and anti-

amyloidogenic agent. This chapter finally deals with the origin of the scientific problem associated with 

polyphenols and aggregation of SOD1 and the outline of the present research work done in this thesis 

in the context of addressing these problems. Chapter 2 (Materials and Methodologies) deals with 

chemical procurement and protein expression, purification and various analytical techniques used for 

the investigation of aggregation of SOD1 and physicochemical properties of curcumin, baicalein, and 

quercetin. Chapter 3 (Effect of pH and temperature on conformational equilibria and aggregation 

behaviour of curcumin in aqueous binary mixtures of ethanol) provides a detailed study on the effect 

of various factors like temperature, pH and solvent composition on keto-enol conformational 

equilibria and aggregation of curcumin. Chapter 4 (Curcumin binds to the pre-fibrillar aggregates of 
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Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) and alters its amyloidogenic pathway resulting in reduced 

toxicity) describes, in details, the inhibition of DTT-induced SOD1 fibrillation by curcumin at 

physiological pH and temperature using ThT binding assay, DLS, AFM, TEM, ATR-FTIR. Binding 

parameters with native SOD1 were also estimated by tryptophan quenching experiments using steady 

state and time-resolved fluorescence spectroscopy. Docking studies demonstrated that putative binding 

sites of curcumin are the aggregation-prone regions of SOD1. MTT- assay was performed on THP1 

cells to compare the cytotoxicity of SOD1 aggregates formed in the presence and absence of curcumin. 

Chapter 5 (Effect of pH and temperature on physicochemical properties and aggregation behaviour of 

quercetin and baicalein in nearly aqueous media) deals with the detailed investigation of the effect of 

different solution conditions (pH and temperature) on physicochemical and aggregation behaviour of 

two naturally occurring flavonoids having same core structure (quercetin and baicalein) but varying 

hydroxyl groups in nearly aqueous media. Chapter 6 (Quercetin and baicalein act as a potent anti-

amyloidogenic and fibril destabilizing agents for SOD1 fibrils) presents a detailed study on the effect 

of quercetin and baicalein on the DTT-EDTA induced fibrillation of SOD1 at 37 °C and pH 7.4. The 

anti-amyloidogenic and disaggregating effect of both the flavonoids against SOD1 fibrillation was 

revealed by using ThT fluorescence, TEM and SDS PAGE. Binding parameters of these polyphenols 

were also estimated by quenching of tryptophan fluorescence and UV absorption spectra of quercetin 

and baicalein in the presence of varying concentration of SOD1. Putative binding sites of quercetin and 

baicalein were predicted by docking studies. The MTT assay was performed to determine the toxicity 

of SOD1 fibrils formed without and with flavonoids. Chapter 7 (Summary and future perspectives) 

contains salient highlights of this work. In a nutshell, our findings have been instrumental in 

discovering and understanding the role of naturally occurring polyphenols (curcumin and quercetin) in 

the inhibition of aggregation of immature forms of SOD1 and in exploring the physicochemical 

properties of these polyphenols. Thus, our studies will help in providing the pathway for effective 

therapeutics against ALS and also have utility in terms of the enhancement of the bioavailability and 

therapeutic potential of polyphenols. 

 



सार 
एमीट्र ोफिक पार्श्व स्क्लेरोफसस (एएलएस) घातक और प्रगफतशील नू्यरोफिजेनरेफट्व बीमारी है जो Cu-Zn 

सुपरऑक्साइि फिसमूटे्ज (एसओिी 1) के एकत्रीकरण से जुडा हुआ है। दुर्ावग्यवश, एएलएस के खिलाि प्रर्ावी 

फिफकत्सीय फवकास अर्ी तक फवकफसत नही ीं हुआ है। फपछले कुछ वर्षों में, पॉलीिेनॉल जैसे छोटे् अणुओीं को सींर्ाफवत 

एीं ट्ी-एमीलाइिोजेफनक एजेंट्ोीं के रूप में पहिाना गया है और उनके जैफवक गुणोीं को उनके फवफर्न्न सींरिनात्मक 

और आयफनक रूपोीं के सापेक्ष साींद्रता द्वारा फनयींफत्रत फकया जाता है। इसफलए, इन पॉलीिेनॉल की सींरिना के 

गुणकारी गुणोीं और तींत्र की पूरी तरह से समझ, जो एसओिी 1 एकत्रीकरण के खिलाि सींर्ाफवत अवरोधक के रूप 

में कायव कर सकती है, की आवश्यकता है। थीफसस 'पॉलीिेनॉल और एलएस-फलींक्ि क् Cu-Zn सुपरऑक्साइि 

फिमूटे्ज (एसओिी 1) के एकत्रीकरण पर उनके प्रर्ाव को लगर्ग जलीय घोल में तीन स्वार्ाफवक रूप से होने वाले 

पॉलीिेनॉल (करू्क्वफमन, क्वासेफट्न और बाइकेफलन) के र्ौफतक रसायन गुणोीं की समझ से सींबींफधत है। एलएस-फलींक्ि 

एसओिी 1 के एकत्रीकरण के खिलाि एीं ट्ी-एमीलाइिोजेफनक एजेंट् के रूप में उनकी रू्फमका। उनकी कारववाई 

के तींत्र को समझने के फलए र्ी एक प्रयास फकया गया है। 

थीफसस सात अध्यायोीं से बना है। अध्याय 1 (पररिय) एसओिी 1 और एएलएस रोगजन्य में इसके फनफहताथव का एक 

फसींहावलोकन प्रदान करता है। एसओिी 1 और रणनीफतयोीं के एकत्रीकरण की फवसृ्तत समीक्षा अब तक ज्ञात है, 

एसओिी 1 एकत्रीकरण को बाफधत करने के फलए र्ी प्रसु्तत फकया जाता है। अध्याय में पॉलीिेनॉल और कई पुरानी 

बीमाररयोीं के खिलाि एीं ट्ी-बैक्टीररया, एीं ट्ी-कैं सरजन्य और एीं ट्ी-एमीलाइिोजेफनक एजेंट् के रूप में उनकी 

फिफकत्सीय रू्फमका का वणवन फकया गया है। अींततः यह अध्याय पॉलीिेनॉल से जुडे वैज्ञाफनक समस्या की उत्पफि 

और एसओिी 1 के एकत्रीकरण और इन समस्याओीं को हल करने के सींदर्व में इस शोध में फकए गए वतवमान शोध 

कायव की रूपरेिा से सींबींफधत है। अध्याय 2 (सामफियोीं और पद्धफतयोीं) रासायफनक िरीद और प्रोट्ीन अफर्व्यखि, 

शुखद्धकरण और फवफर्न्न फवशे्लर्षणात्मक तकनीकोीं से सींबींफधत है जो एसओिी 1 के एकत्रीकरण और करू्क्वफमन, 

बाइकेफलन और क्वासेफट्न के र्ौफतक रसायन गुणोीं की जाींि के फलए उपयोग फकए जाते हैं। अध्याय 3 (पीएि का 

प्रर्ाव और इथेनॉल के जलीय बाइनरी फमश्रण में करू्क्वफमन के समेफकत सींतुलन और तापमान के एकत्रीकरण 

व्यवहार पर तापमान) केट्ो-एनोल सींरिनात्मक सींतुलन और curcumin के एकत्रीकरण पर तापमान, पीएि और 



फवलायक सींरिना जैसे फवफर्न्न कारकोीं के प्रर्ाव पर एक फवसृ्तत अध्ययन प्रदान करता है । अध्याय 4 (Curcumin 

पूवव-िाइफिलर योग के फलए बाींधता है रू्क् / जेएन सुपरऑक्साइि फवघट्न (एसओिी 1) और इसके 

अमीलाइिोजेफनक मागव को बदलता है फजसके पररणामस्वरूप कम फवर्षािता होती है) फववरण में, िीट्ीट्ी पे्रररत 

एसओिी 1 िाइफिलेशन का अवरोध शारीररक पीएि और तापमान पर ट्ीसी बाध्यकारी परि, िीएलएस, 

एएिएम, ट्ीईएम, एट्ीआर का उपयोग करके तापमान से होता है। -FTIR। देशी एसओिी 1 के साथ बाध्यकारी 

पैरामीट्र का अनुमान खस्क्थर राज्य और समय-हल फ्लोरोसेंस से्पक्टर ोस्कोपी का उपयोग करके ट्र ाइपोिान क्वें फिींग 

प्रयोगोीं द्वारा र्ी फकया गया था। िॉफकीं ग अध्ययनोीं से पता िला है फक करू्क्वफमन की रिरिाव बाध्यकारी साइट्ें 

एसओिी 1 के एकत्रीकरण-प्रवण के्षत्र हैं। ट्ीट्ीपी 1 कोफशकाओीं पर एमट्ीट्ी-परि प्रदशवन फकया गया था ताफक 

curcumin की उपखस्क्थफत और अनुपखस्क्थफत में गफित एसओिी 1 योग की साइट्ोट्ोखक्सफसट्ी की तुलना की जा सके। 

अध्याय 5 (पीएि का प्रर्ाव और र्ौफतक रसायन गुणोीं पर तापमान और लगर्ग जलीय मीफिया में क्वासेफट्न और 

बाइकेफलन का एकत्रीकरण व्यवहार) र्ौफतक रसायन पर दो अलग-अलग समाधान खस्क्थफतयोीं (पीएि और तापमान) 

के प्रर्ाव की फवसृ्तत जाींि से सींबींफधत है और दो स्वार्ाफवक रूप से होने वाले फे्लवोनोइि्स के एकत्रीकरण व्यवहार 

लगर्ग मूल सींरिना (क्वासेफट्न और बाइकेफलन) होने पर लगर्ग जलीय मीफिया में हाइिर ोक्साइल समूह अलग-

अलग होते हैं। अध्याय 6 (क्वासेफट्न और बाइकेफलन एसओिी 1 िाइफिल के फलए एक शखिशाली एीं ट्ी-

एफमलाइिोजेफनक और िाइफिल अखस्क्थर एजेंट्ोीं के रूप में कायव करते हैं) एसओिी 1 के िीट्ीट्ी-ईिीट्ीए पे्रररत 

िाइफिलेशन पर 37 फििी सेखियस और पीएि 7.4 पर क्वासेफट्न और बाइकेफलन के प्रर्ाव पर फवसृ्तत अध्ययन 

प्रसु्तत करते हैं। एसओिी 1 िाइफिलेशन के खिलाि फै्लवोनोइि्स के एीं ट्ी-एमीलाइिोजेफनक और असींतुफलत 

प्रर्ाव को ट्ीट्ी फ्लोरोसेंस, ट्ीईएम और एसिीएस पेज का उपयोग करके पता िला था। इन पॉलीिेनॉल के 

बाध्यकारी मानकोीं का र्ी एसओिी 1 की फवफर्न्न एकािता की उपखस्क्थफत में ट्र ाइपोिान फ्लोरोसेंस और क्वासेफट्न 

और बाइकेफलन के यूवी अवशोर्षण से्पक्टर ा को बुझाने का अनुमान लगाया गया था। Quercetin और baicalein की 

रिरिाव बाध्यकारी साइट्ोीं िॉफकीं ग अध्ययन द्वारा र्फवष्यवाणी की गई थी। एमट्ीट्ी परि flavonoids के फबना 

और उसके साथ गफित एसओिी 1 िाइफिल की फवर्षािता फनधावररत करने के फलए फकया गया था। अध्याय 7 

(साराींश और र्फवष्य के दृफिकोण) में इस काम की मुख्य हाइलाइट््स शाफमल हैं। सींके्षप में, हमारे फनष्कर्षव एसओिी 

1 के अपररपक्व रूपोीं के एकत्रीकरण और इन पॉलीिेनॉल के र्ौफतक रसायन गुणोीं की िोज में प्राकृफतक रूप से 



होने वाले पॉलीिेनॉल (करू्क्वफमन और क्वासेफट्न) की रू्फमका को िोजने और समझने में महत्वपूणव रू्फमका फनर्ा 

िुके हैं। इस प्रकार, हमारे अध्ययन एएलएस के खिलाि प्रर्ावी फिफकत्सकीय मागव के मागव प्रदान करने में मदद 

करें गे और जैव उपलब्धता और पॉलीिेनॉल की फिफकत्सकीय क्षमता के सींवद्धवन के सींदर्व में उपयोफगता र्ी करें गे। 
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