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Abstract: Fehlfaltung, Aggregation und Amyloidfibrillenbil-
dung des Proteins a-Synuclein (a-syn) sind an der Pathogenese
der Parkinson-Krankheit und weiterer Synucleinopathien be-
teiligt. Die Entwicklung der Amyloid-Toxizitit steht in Zu-
sammenhang mit der Bildung partiell gefalteter Aggregations-
intermediate. Hier beschreiben wir die Entwicklung einer
Klasse gegen a-syn gerichteter Bindeproteine, die wir als [5-
Wrapine (-Wrap-Proteine) bezeichnen. Die NMR-Struktur
eines a-syn:(-Wrapin-Komplexes zeigt eine p-Haarnadel-
Konformation von a-syn im Sequenzbereich a-syn(37-54).
Substochiometrische Mengen des Bindeproteins inhibieren die
a-syn-Aggregation und -Toxizitit, das 3-Wrapin greift folglich
in die Bildung der Aggregationskeime ein.

Die Ablagerung spezifischer Peptide und Proteine in
Amyloid-Fibrillen liegt einer Vielzahl neurodegenerativer
Erkrankungen zugrunde. Monomere und oligomere Fehlfal-
tungsintermediate sind wichtige Komponenten des Aggrega-
tionsmechanismus."! Die Stabilisierung partiell gefalteter
Zustdnde amyloidogener Proteine konnte ein Ansatzpunkt
fiir die Arzneimittelentwicklung sein.['"l

Das Protein o-Synuclein (a-syn)ist der hauptsichliche
Bestandteil der intrazelluliren neuronalen Ablagerungen, die
Parkinson und weitere Synucleinopathien pathologisch
kennzeichnen.”! Genetische Studien zeigen einen Zusam-
menhang zwischen krankheitsassoziierter Mutation oder
Multiplikation des fiir a-syn codierenden Gens und ver-
starkter Aggregationsneigung und weisen somit auf eine
Rolle der a-syn-Aggregation in der Pathogenese hin. Das a-
syn-Protein zeichnet sich durch eine hohe konformative Fle-
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xibilitdt aus. Freies monomeres o-syn ist intrinsisch unge-
ordnet, jedoch gehen einige Regionen des Proteins intramo-
lekulare langreichweitige Wechselwirkungen ein.®] An syn-
thetische oder biologische Membranen gebunden nimmt o-
syn a-helikale Konformation an.*! In fibrilliren Aggregaten
bildet die zentrale Sequenzregion mehrere -Stringe, die sich
zu intermolekularen parallelen (-Faltbldttern organisieren,
wihrend die N-terminalen und C-terminalen Regionen ent-
faltet bleiben.’! Im Unterschied zur parallelen Anordnung
der B-Stringe in Fibrillen®™® wurde eine antiparallele B-
Faltblatt-Struktur in Oligomeren nachgewiesen.!”

Um partiell gefaltetes a-syn zu stabilisieren, haben wir
Bindeproteine hergestellt, die ZAf;, ein Bindeprotein fiir das
B-Amyloid-Peptid (A), als Grundgeriist nutzen. ZAf; ist ein
Disulfid-verbriicktes Homodimer, das von der Z-Doméine
von Protein A abgeleitet wurde.®! GemaB isothermer Titra-
tionskalorimetrie (ITC) bindet ZAf; mit einer Dissoziati-
onskonstanten von 20 nM an A, zeigt aber keine Affinitit fiir
a-syn (Abbildung S1 (S fiir Hintergrundinformationen)). Um
Affinitét fiir a-syn zu generieren, wurde durch Zufallsmuta-
genese des fiir ZAB; codierenden Gens eine neue Phagen-
Display-Bibliothek hergestellt. Aus dieser Bibliothek selek-
tierte Bindeproteine bezeichnen wir als 3-Wrapine ($-Wrap-
Proteine). Fiir das $-Wrapin AS69 mit den vier Aminoséiu-
resubstitutionen G13D, V17F, I31F und L34V in beiden Un-
tereinheiten wurde eine Bindung an o-syn mit einer Disso-
ziationskonstanten von 240 nM nachgewiesen (Abbildung
S1). Die AB-Affinitat von AS69 war 400-fach gegeniiber der
von ZAR; verringert. ITC zeigte eine 1:1-Stochiometrie der
AS69:0-syn-Interaktion. 'H,"N-HSQC-NMR-Spektroskopie
bestitigte die Bindung von AS69 an a-syn. Freies [U-""’N]-a-
syn zeigte bei 30°C nur wenige, dem C-Terminus zuzuord-
nende Resonanzsignale, wohingegen Signale aus der N-ter-
minalen und zentralen Region aufgrund mittleren Austauschs
nicht detektiert wurden.”’ Nach Zugabe von [NA]-AS69 er-
schienen jedoch mehrere, gut verteilte Resonanzsignale, die
auf partielle Faltung des a-syn hinweisen (Abbildung 1a). Die
neuen Signale wurden der Region a-syn(35-56) zugeordnet.

Zur Ermittlung der Konformation von a-syn(35-56)
wurde die Volllingenstruktur von a-syn im Komplex mit {3-
Wrapin AS69 mithilfe hochauflésender NMR-Spektroskopie
in Losung bestimmt (Abbildung 1b,d, Tabellen S1 und S2). -
syn(35-56) bildet eine P-Haarnadel mit den P-Stridngen
VLYVGSK® (B1) und ®*VVHGVAT* (B2), die durch die -
Schleife “TKEG" verbunden sind (Abbildung 1b). Die aro-
matischen Aminosduren Tyr-39 und His-50 befinden sich im
Zentrum einer Seitenfliche der -Haarnadel. Ihre Seiten-
ketten sind iiber eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Hy-
droxyproton von Tyr-39 und dem N°-Stickstoffatom von His-
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Abbildung 1. 3-Haarnadel-Struktur von a-syn im Komplex mit -Wrapin AS69. a) 'H,"’ N-HSQC-Spektren von [U-"’N]-a-syn bei 30°C vor Zugabe
(blau) und nach Zugabe (rot) eines Uberschusses von [NA]-AS69. Die Zuordnungen der nach Komplexbildung auftauchenden Resonanzsignale
sind angegeben. b) Biandermodell der -Haarnadel von a-syn (orange). Die Aminoséuren der $1- und 32-Strange sind im Stabmodell dargestellt.
Die Wasserstoffbriicke zwischen dem Hydroxyproton von Tyr-39 und dem N°-Stickstoffatom von His-50 ist als gestrichelte blaue Linie gezeigt. Die
Aminosiuresequenz ist angegeben; schwarze Punkte entsprechen Wasserstoffbriicken zwischen den B-Strangen. c¢) Merkmale der a-syn-Primér-
struktur. Die zentrale NAC-Region ist griin hervorgehoben, die Positionen der krankheitsassoziierten Mutationen magenta. Die ungefihren Posi-
tionen der B-Strange in a-syn-Fibrillen, bestimmt mit EPR- und Festkorper-NMR-Spektroskopie,” sind als blaue und griine Pfeile angegeben. Die
Positionen der 3-Stringe in der B-Haarnadel sind als orange Pfeile angegeben. d) Bindermodell des a-syn:AS69-Komplexes. Die Aminosduren 13—
58 beider AS69-Untereinheiten sind hell- bzw. dunkelgrau dargestellt und mit AS69 bzw. AS69’ bezeichnet. Die Disulfidbriicke ist gelb hervorgeho-

ben. Die B-Haarnadel ist orange dargestellt.

50 verbunden (Abbildung 1). H" von Tyr-39 und H* von His-
50 sind in den NMR-Spektren sichtbar und folglich gegen den
Austausch mit dem Losungsmittel abgeschirmt.

Die Lage der p-Stringe in der Aminosduresequenz ent-
spricht annidhernd jener der f1- und (32-Stringe (bezeichnet
wie bei Vilar et al.b%) in fibrillirem a-syn (Abbildung 1c).
Fernwechselwirkungen zwischen den Seitenketten von Tyr-39
in B-1 und His-50 in $2 wurden zuvor auch in a-syn-Amy-
loidfibrillen nachgewiesen.’¥) Die NAC-Region, die die p-
Stringe B3—f5 der Amyloidfibrillen umfasst, einschlieBlich
der a-syn-Sequenzabschnitte mit der groten Hydrophobie
und der stirksten Neigung, eine B-Struktur zu bilden,!” ist
durch die AS69-Bindung nicht beeintrachtigt (Abbildung S2).
Dies verdeutlicht die Spezifitit der Interaktion von AS69 mit
der p1-p2-Region.

Kontakte zwischen f1 und 2 gehoren nach Untersu-
chungen mit paramagnetischer Relaxationsverstirkung zu
den héaufigsten transienten Tertidarwechselwirkungen in mo-
nomerem o-syn.*? AuBerdem wurde in der 1-B2-Region von
monomerem o-syn eine naszierende B-Struktur detektiert.!'
Diese Beobachtungen legen nahe, dass Strukturmerkmale der
AS69-gebundenen -Haarnadel auch in einer Teilmenge des
Konformationsensembles von freiem o-syn gebildet sind.
Dies ist in Einklang mit der Beobachtung, dass der Binde-
mechanismus intrinsisch ungeordneter Proteine gewohnlich
nicht einem reinen ,,induced fit“-Modell entspricht, sondern
auch einen ,,conformational selection“-Anteil enthalt.!!]

Ein Vergleich der Struktur des a-syn:AS69-Komplexes
mit jener des AB:ZAR;s-Komplexes zeigte, dass die selektier-
ten Mutationen den Aufbau des gebundenen B-Wrapin-Ge-
riists nicht beeinflussten. AS69 ist ein Dimer aus zwei iden-
tischen Untereinheiten, die iiber eine Disulfidbriicke zwi-
schen den Cys-28-Resten kovalent verkniipft sind. Die Fal-
tungstopologie von AS69 umfasst zwei 3-Striange und vier a-
Helices, die gemeinsam einen grof3en, hydrophoben, tunnel-
formigen Hohlraum bilden, in dem die 3-Haarnadel des a-syn
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eingeschlossen wird (Abbildung 1d). Die meisten der ausge-
tauschten Aminosduren sind der B-Haarnadel direkt be-
nachbart (Abbildung S3). Beispielsweise gehen die Phe-31-
Reste beider AS69-Untereinheiten aromatische Wechselwir-
kungen mit Tyr-39 und His-50 von a-syn ein.

Die Fahigkeit von AS69, die a-syn-Aggregation zu inhi-
bieren, wurde mit einem Thioflavin-T-Fluoreszenzassay
iberpriift. Ohne AS69-Zugabe aggregierte eine 35 uM o.-syn-
Losung nach einer ca. zehnstiindigen Verzogerungsphase. In
Gegenwart einer stochiometrischen Menge von AS69 hinge-
gen war die a-syn-Aggregation fiir die gesamte Assay-Dauer
von acht Tagen unterbunden (Abbildung 2 a). Zeitverzogerte
dquimolare Zugabe von AS69 zu a-syn-Aggregationsreak-
tionen blockierte weitere Aggregation (Abbildung 2b). Diese
Beobachtungen zeigen, dass monomeres oa-syn durch die
Bindung der B-Haarnadel in einen Aggregations-inkompe-
tenten Zustand versetzt wird. Dariiber hinaus inhibierte AS69
die Fibrillenbildung auch bei substdchiometrischen Konzen-
trationen. Durch Zugabe von AS69 in den Molverhiltnissen
1:10, 1:100 oder 1:1000 verldangerte sich die Verzogerungs-
phase der a-syn-Aggregation um den Faktor 9, 6 bzw. 2
(Abbildungen 2d und S4). GroBenausschluss-Chromatogra-
phie bestitigte, dass die Bindung von 3-Wrapin AS69 an o-
syn die Fibrillenbildung auch bei substochiometrischer Kon-
zentration verzogerte, und zeigte ferner, dass wihrend der
Verzogerungsphase der Aggregation keine stabilen Oligo-
mere gebildet wurden (Abbildung 2c¢). Die substochiometri-
sche Aggregationshemmung ist nicht alleine mit Beschlag-
nahmung des monomeren a-syn zu erklidren. Es muss also ein
weiterer inhibitorischer Mechanismus wirksam sein, der die
Bildung von Aggregationskeimen behindert. Dieser Mecha-
nismus konnte auf einer Bindung von AS69 an die $1-$2-
Region von a-syn innerhalb von friith gebildeten Aggregaten
beruhen. Es konnten allerdings auch andere a-syn-Epitope
fir die substochiometrische Aggregationshemmung ent-
scheidend sein. In diesem Zusammenhang ist erwédhnenswert,
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Abbildung 2. Inhibierung der a-syn-Aggregation und -Toxizitit durch -Haarnadel-Bindung. a) Thioflavin-T(ThT)-Zeitverlauf der Fibrillenbildung
von Volllingen-a-syn und von aggregationsfreudigem, C-terminal verkiirztem o-syn(1-108), mit und ohne Zugabe stéchiometrischer Mengen von
AS69 (Zweifachmessungen). Die Fortsetzung des Experiments fiir insgesamt acht Tage fiithrte zu keinem Fluoreszenzanstieg bei den AS69 enthal-
tenden Proben. b) ThT-Fibrillenbildungskinetik bei Zugabe stéchiometrischer Mengen AS69 zu verschiedenen, mit Pfeilen markierten Zeitpunkten
(Dreifachmessungen). c) GréRenausschluss-Chromatographie von a-syn-Aggregationsreaktionen in An- und Abwesenheit von AS69. Proteinpro-
ben der angegebenen Konzentrationen wurden fiir die genannte Zeit einem Aggregations-Assay unterzogen und anschlieRend auf eine Superdex-
75-10/300-GL-S4ule (Hohlraumvolumen ca. 8 mL) geladen. Nach 24-stiindiger Aggregation in Abwesenheit von AS69 war der a-syn-Elutionspeak
stark verkleinert, weil die gebildeten Amyloid-Fibrillen nicht in das Siulenbett eindringen. d) ThT-Fibrillenbildungskinetik in Abhingigkeit von der
AS69-Konzentration. Fiir jede untersuchte AS69-Konzentration ist ein beispielhafter Zeitverlauf gezeigt. Die durchschnittliche Verzégerungszeit
einer Dreifachmessung ist in Abbildung S4 gezeigt. e) MTT-Toxizititstest nach Zugabe von a-syn-Lésungen, die in Abwesenheit (dunkelgraue
Balken) oder Gegenwart (hellgraue Balken) von AS69-GS3 gealtert wurden, zu SH-SY5Y-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen von zwslf Messungen, durchgefiihrt in je vier Testkammern fiir drei unabhingige Messungen.

dass a-syn-Oligomere eine antiparallele f3-Struktur aufwei-
sen.l Der Mechanismus der substochiometrischen Aggrega-
tionshemmung wird durch die gegenwairtigen Daten nicht
aufgeklart. Mogliche Mechanismen wiren unter anderem:
1) Ein Bruchteil der a-syn-Molekiile innerhalb von Oligo-
meren bindet AS69 und verhindert die Konformationsum-
wandlung zu geordneten Amyloid-Fibrillen; 2) AS69 bindet
mit hoher Affinitdt an die Enden der Fibrillen und blockiert
dort ihr weiteres Wachstum.

Zur Untersuchung der Auswirkung von AS69 auf die a-
syn-Toxizitdt bestimmten wir die Viabilitdit humaner SH-
SY5Y-Neuroblastomazellen nach Zugabe von a-syn, das
zuvor in Abwesenheit oder Gegenwart von AS69 gealtert
war. In Abwesenheit von AS69 gealtertes, fibrilldres a-syn
verursachte eine konzentrationsabhédngige Abnahme der
Zellviabilitit laut MTT-Toxizititstest (Abbildung 2e). Im
Vergleich dazu bedingte in Gegenwart von AS69 gealtertes o-
syn eine geringere Abnahme der Zellviabilitit. Bei dquimo-
larem Verhéltnis von AS69 zu a-syn war die Zellviabilitét
nicht beeintréchtigt.

Wir haben hier gezeigt, dass die Bindung einer 3-Haar-
nadel in der Sequenzregion a-syn(37-54) die a-syn-Aggre-
gation und -Toxizitdt hemmt. Die Bedeutung der Region a-
syn(37-54) fir die Pathogenese der Parkinson-Krankheit
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wird dadurch unterstrichen, dass sie die Mehrzahl der be-
kannten krankheitsassoziierten Mutationen enthilt (Abbil-
dung 1c¢). Die Mutationen H50Q, G51D und AS3T liegen im
(2-Strang, die Mutation E46K in der (3-Schleife. Die Muta-
tionen AS53T und E46K begiinstigen Oligomerisierung und
Fibrillenbildung.” Aus einer Reihe ladungsverindernder
Mutationen beschleunigten insbesondere die der 3-Haarna-
del benachbarten Mutationen (E35K, E5S7K) die Bildung von
Oligomeren.!"! Diese Resultate weisen auf eine Verbindung
zwischen der f-Haarnadel-Region, a-syn-Oligomerisierung
und Pathogenese hin.

Die hier présentierten Daten geben einen detaillierten
Einblick in die Interaktion von a-syn mit dem Aggregati-
onsinhibitor AS69. a-syn-Aggregation und -Toxizitdt konnen
durch die Bindung einer f3-Haarnadel gesteuert werden, wo-
durch Perspektiven fiir den frithzeitigen Eingriff in die Pa-
thogenese der Synucleinopathien aufgezeigt werden.

Eingegangen am 16. Oktober 2013,
verdnderte Fassung am 2. Dezember 2013
Online veroffentlicht am 12. Mérz 2014
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