
Proteinaggregation
DOI: 10.1002/ange.201309001

Steuerung der a-Synuclein-Aggregation durch Bindung einer
b-Haarnadel**
Ewa A. Mirecka, Hamed Shaykhalishahi, Aziz Gauhar, Şerife Akg�l, Justin Lecher,
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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-Toxizit�t 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 b-
Wrapine (b-Wrap-Proteine) bezeichnen. Die NMR-Struktur
eines a-syn:b-Wrapin-Komplexes zeigt eine b-Haarnadel-
Konformation von a-syn im Sequenzbereich a-syn(37–54).
Substçchiometrische Mengen des Bindeproteins inhibieren die
a-syn-Aggregation und -Toxizit�t, das b-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.[1] Die Stabilisierung partiell gefalteter
Zust�nde amyloidogener Proteine kçnnte ein Ansatzpunkt
f�r die Arzneimittelentwicklung sein.[1d]

Das Protein a-Synuclein (a-syn)ist der haupts�chliche
Bestandteil der intrazellul�ren neuronalen Ablagerungen, die
Parkinson und weitere Synucleinopathien pathologisch
kennzeichnen.[2] Genetische Studien zeigen einen Zusam-
menhang zwischen krankheitsassoziierter Mutation oder
Multiplikation des f�r a-syn codierenden Gens und ver-
st�rkter 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-

xibilit�t aus. Freies monomeres a-syn ist intrinsisch unge-
ordnet, jedoch gehen einige Regionen des Proteins intramo-
lekulare langreichweitige Wechselwirkungen ein.[3] An syn-
thetische oder biologische Membranen gebunden nimmt a-
syn a-helikale Konformation an.[4] In fibrill�ren Aggregaten
bildet die zentrale Sequenzregion mehrere b-Str�nge, die sich
zu intermolekularen parallelen b-Faltbl�ttern organisieren,
w�hrend die N-terminalen und C-terminalen Regionen ent-
faltet bleiben.[5] Im Unterschied zur parallelen Anordnung
der b-Str�nge in Fibrillen[5b, 6] wurde eine antiparallele b-
Faltblatt-Struktur in Oligomeren nachgewiesen.[7]

Um partiell gefaltetes a-syn zu stabilisieren, haben wir
Bindeproteine hergestellt, die ZAb3, ein Bindeprotein f�r das
b-Amyloid-Peptid (Ab), als Grundger�st nutzen. ZAb3 ist ein
Disulfid-verbr�cktes Homodimer, das von der Z-Dom�ne
von Protein A abgeleitet wurde.[8] Gem�ß isothermer Titra-
tionskalorimetrie (ITC) bindet ZAb3 mit einer Dissoziati-
onskonstanten von 20 nm an Ab, zeigt aber keine Affinit�t f�r
a-syn (Abbildung S1 (S f�r Hintergrundinformationen)). Um
Affinit�t f�r a-syn zu generieren, wurde durch Zufallsmuta-
genese des f�r ZAb3 codierenden Gens eine neue Phagen-
Display-Bibliothek hergestellt. Aus dieser Bibliothek selek-
tierte Bindeproteine bezeichnen wir als b-Wrapine (b-Wrap-
Proteine). F�r das b-Wrapin AS69 mit den vier Aminos�u-
resubstitutionen G13D, V17F, I31F und L34V in beiden Un-
tereinheiten wurde eine Bindung an a-syn mit einer Disso-
ziationskonstanten von 240 nm nachgewiesen (Abbildung
S1). Die Ab-Affinit�t von AS69 war 400-fach gegen�ber der
von ZAb3 verringert. ITC zeigte eine 1:1-Stçchiometrie der
AS69:a-syn-Interaktion. 1H,15N-HSQC-NMR-Spektroskopie
best�tigte die Bindung von AS69 an a-syn. Freies [U-15N]-a-
syn zeigte bei 30 8C nur wenige, dem C-Terminus zuzuord-
nende Resonanzsignale, wohingegen Signale aus der N-ter-
minalen und zentralen Region aufgrund mittleren Austauschs
nicht detektiert wurden.[9] 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 Volll�ngenstruktur von a-syn im Komplex mit b-
Wrapin AS69 mithilfe hochauflçsender NMR-Spektroskopie
in Lçsung bestimmt (Abbildung 1b,d, Tabellen S1 und S2). a-
syn(35–56) bildet eine b-Haarnadel mit den b-Str�ngen
37VLYVGSK43 (b1) und 48VVHGVAT54 (b2), die durch die b-
Schleife 44TKEG47 verbunden sind (Abbildung 1b). Die aro-
matischen Aminos�uren Tyr-39 und His-50 befinden sich im
Zentrum einer Seitenfl�che der b-Haarnadel. Ihre Seiten-
ketten sind �ber eine Wasserstoffbr�cke zwischen dem Hy-
droxyproton von Tyr-39 und dem Nd-Stickstoffatom von His-
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50 verbunden (Abbildung 1). Hh von Tyr-39 und He2 von His-
50 sind in den NMR-Spektren sichtbar und folglich gegen den
Austausch mit dem Lçsungsmittel abgeschirmt.

Die Lage der b-Str�nge in der Aminos�uresequenz ent-
spricht ann�hernd jener der b1- und b2-Str�nge (bezeichnet
wie bei Vilar et al.[5d]) in fibrill�rem a-syn (Abbildung 1c).
Fernwechselwirkungen zwischen den Seitenketten von Tyr-39
in b-1 und His-50 in b2 wurden zuvor auch in a-syn-Amy-
loidfibrillen nachgewiesen.[5d] Die NAC-Region, die die b-
Str�nge b3–b5 der Amyloidfibrillen umfasst, einschließlich
der a-syn-Sequenzabschnitte mit der grçßten Hydrophobie
und der st�rksten Neigung, eine b-Struktur zu bilden,[10] ist
durch die AS69-Bindung nicht beeintr�chtigt (Abbildung S2).
Dies verdeutlicht die Spezifit�t der Interaktion von AS69 mit
der b1-b2-Region.

Kontakte zwischen b1 und b2 gehçren nach Untersu-
chungen mit paramagnetischer Relaxationsverst�rkung zu
den h�ufigsten transienten Terti�rwechselwirkungen in mo-
nomerem a-syn.[3c] Außerdem wurde in der b1-b2-Region von
monomerem a-syn eine naszierende b-Struktur detektiert.[1c]

Diese Beobachtungen legen nahe, dass Strukturmerkmale der
AS69-gebundenen b-Haarnadel auch in einer Teilmenge des
Konformationsensembles von freiem a-syn gebildet sind.
Dies ist in Einklang mit der Beobachtung, dass der Binde-
mechanismus intrinsisch ungeordneter Proteine gewçhnlich
nicht einem reinen „induced fit“-Modell entspricht, sondern
auch einen „conformational selection“-Anteil enth�lt.[11]

Ein Vergleich der Struktur des a-syn:AS69-Komplexes
mit jener des Ab :ZAb3-Komplexes zeigte, dass die selektier-
ten Mutationen den Aufbau des gebundenen b-Wrapin-Ge-
r�sts nicht beeinflussten. AS69 ist ein Dimer aus zwei iden-
tischen Untereinheiten, die �ber eine Disulfidbr�cke zwi-
schen den Cys-28-Resten kovalent verkn�pft sind. Die Fal-
tungstopologie von AS69 umfasst zwei b-Str�nge und vier a-
Helices, die gemeinsam einen großen, hydrophoben, tunnel-
fçrmigen Hohlraum bilden, in dem die b-Haarnadel des a-syn

eingeschlossen wird (Abbildung 1d). Die meisten der ausge-
tauschten Aminos�uren 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 F�higkeit von AS69, die a-syn-Aggregation zu inhi-
bieren, wurde mit einem Thioflavin-T-Fluoreszenzassay
�berpr�ft. Ohne AS69-Zugabe aggregierte eine 35 mm a-syn-
Lçsung nach einer ca. zehnst�ndigen Verzçgerungsphase. In
Gegenwart einer stçchiometrischen Menge von AS69 hinge-
gen war die a-syn-Aggregation f�r die gesamte Assay-Dauer
von acht Tagen unterbunden (Abbildung 2a). Zeitverzçgerte
�quimolare Zugabe von AS69 zu a-syn-Aggregationsreak-
tionen blockierte weitere Aggregation (Abbildung 2b). Diese
Beobachtungen zeigen, dass monomeres a-syn durch die
Bindung der b-Haarnadel in einen Aggregations-inkompe-
tenten Zustand versetzt wird. Dar�ber hinaus inhibierte AS69
die Fibrillenbildung auch bei substçchiometrischen Konzen-
trationen. Durch Zugabe von AS69 in den Molverh�ltnissen
1:10, 1:100 oder 1:1000 verl�ngerte sich die Verzçgerungs-
phase der a-syn-Aggregation um den Faktor 9, 6 bzw. 2
(Abbildungen 2d und S4). Grçßenausschluss-Chromatogra-
phie best�tigte, dass die Bindung von b-Wrapin AS69 an a-
syn die Fibrillenbildung auch bei substçchiometrischer Kon-
zentration verzçgerte, und zeigte ferner, dass w�hrend der
Verzçgerungsphase der Aggregation keine stabilen Oligo-
mere gebildet wurden (Abbildung 2c). Die substçchiometri-
sche Aggregationshemmung ist nicht alleine mit Beschlag-
nahmung des monomeren a-syn zu erkl�ren. Es muss also ein
weiterer inhibitorischer Mechanismus wirksam sein, der die
Bildung von Aggregationskeimen behindert. Dieser Mecha-
nismus kçnnte auf einer Bindung von AS69 an die b1-b2-
Region von a-syn innerhalb von fr�h gebildeten Aggregaten
beruhen. Es kçnnten allerdings auch andere a-syn-Epitope
f�r die substçchiometrische Aggregationshemmung ent-
scheidend sein. In diesem Zusammenhang ist erw�hnenswert,

Abbildung 1. b-Haarnadel-Struktur von a-syn im Komplex mit b-Wrapin AS69. a) 1H,15N-HSQC-Spektren von [U-15N]-a-syn bei 30 8C vor Zugabe
(blau) und nach Zugabe (rot) eines �berschusses von [NA]-AS69. Die Zuordnungen der nach Komplexbildung auftauchenden Resonanzsignale
sind angegeben. b) B�ndermodell der b-Haarnadel von a-syn (orange). Die Aminos�uren der b1- und b2-Str�nge sind im Stabmodell dargestellt.
Die Wasserstoffbr�cke zwischen dem Hydroxyproton von Tyr-39 und dem Nd-Stickstoffatom von His-50 ist als gestrichelte blaue Linie gezeigt. Die
Aminos�uresequenz ist angegeben; schwarze Punkte entsprechen Wasserstoffbr�cken zwischen den b-Str�ngen. c) Merkmale der a-syn-Prim�r-
struktur. Die zentrale NAC-Region ist gr�n hervorgehoben, die Positionen der krankheitsassoziierten Mutationen magenta. Die ungef�hren Posi-
tionen der b-Str�nge in a-syn-Fibrillen, bestimmt mit EPR- und Festkçrper-NMR-Spektroskopie,[5] sind als blaue und gr�ne Pfeile angegeben. Die
Positionen der b-Str�nge in der b-Haarnadel sind als orange Pfeile angegeben. d) B�ndermodell des a-syn:AS69-Komplexes. Die Aminos�uren 13–
58 beider AS69-Untereinheiten sind hell- bzw. dunkelgrau dargestellt und mit AS69 bzw. AS69’ bezeichnet. Die Disulfidbr�cke ist gelb hervorgeho-
ben. Die b-Haarnadel ist orange dargestellt.
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dass a-syn-Oligomere eine antiparallele b-Struktur aufwei-
sen.[7] Der Mechanismus der substçchiometrischen Aggrega-
tionshemmung wird durch die gegenw�rtigen Daten nicht
aufgekl�rt. Mçgliche Mechanismen w�ren unter anderem:
1) Ein Bruchteil der a-syn-Molek�le innerhalb von Oligo-
meren bindet AS69 und verhindert die Konformationsum-
wandlung zu geordneten Amyloid-Fibrillen; 2) AS69 bindet
mit hoher Affinit�t an die Enden der Fibrillen und blockiert
dort ihr weiteres Wachstum.

Zur Untersuchung der Auswirkung von AS69 auf die a-
syn-Toxizit�t bestimmten wir die Viabilit�t humaner SH-
SY5Y-Neuroblastomazellen nach Zugabe von a-syn, das
zuvor in Abwesenheit oder Gegenwart von AS69 gealtert
war. In Abwesenheit von AS69 gealtertes, fibrill�res a-syn
verursachte eine konzentrationsabh�ngige Abnahme der
Zellviabilit�t laut MTT-Toxizit�tstest (Abbildung 2e). Im
Vergleich dazu bedingte in Gegenwart von AS69 gealtertes a-
syn eine geringere Abnahme der Zellviabilit�t. Bei �quimo-
larem Verh�ltnis von AS69 zu a-syn war die Zellviabilit�t
nicht beeintr�chtigt.

Wir haben hier gezeigt, dass die Bindung einer b-Haar-
nadel in der Sequenzregion a-syn(37–54) die a-syn-Aggre-
gation und -Toxizit�t hemmt. Die Bedeutung der Region a-
syn(37–54) f�r die Pathogenese der Parkinson-Krankheit

wird dadurch unterstrichen, dass sie die Mehrzahl der be-
kannten krankheitsassoziierten Mutationen enth�lt (Abbil-
dung 1c). Die Mutationen H50Q, G51D und A53T liegen im
b2-Strang, die Mutation E46K in der b-Schleife. Die Muta-
tionen A53T und E46K beg�nstigen Oligomerisierung und
Fibrillenbildung.[2a] Aus einer Reihe ladungsver�ndernder
Mutationen beschleunigten insbesondere die der b-Haarna-
del benachbarten Mutationen (E35K, E57K) die Bildung von
Oligomeren.[1f] Diese Resultate weisen auf eine Verbindung
zwischen der b-Haarnadel-Region, a-syn-Oligomerisierung
und Pathogenese hin.

Die hier pr�sentierten Daten geben einen detaillierten
Einblick in die Interaktion von a-syn mit dem Aggregati-
onsinhibitor AS69. a-syn-Aggregation und -Toxizit�t kçnnen
durch die Bindung einer b-Haarnadel gesteuert werden, wo-
durch Perspektiven f�r den fr�hzeitigen Eingriff in die Pa-
thogenese der Synucleinopathien aufgezeigt werden.

Eingegangen am 16. Oktober 2013,
ver�nderte Fassung am 2. Dezember 2013
Online verçffentlicht am 12. M�rz 2014

.Stichwçrter: Aggregation · Amyloid · NMR-Spektroskopie ·
Protein-Engineering · Proteinfaltung

Abbildung 2. Inhibierung der a-syn-Aggregation und -Toxizit�t durch b-Haarnadel-Bindung. a) Thioflavin-T(ThT)-Zeitverlauf der Fibrillenbildung
von Volll�ngen-a-syn und von aggregationsfreudigem, C-terminal verk�rztem a-syn(1–108), mit und ohne Zugabe stçchiometrischer Mengen von
AS69 (Zweifachmessungen). Die Fortsetzung des Experiments f�r insgesamt acht Tage f�hrte zu keinem Fluoreszenzanstieg bei den AS69 enthal-
tenden Proben. b) ThT-Fibrillenbildungskinetik bei Zugabe stçchiometrischer Mengen AS69 zu verschiedenen, mit Pfeilen markierten Zeitpunkten
(Dreifachmessungen). c) Grçßenausschluss-Chromatographie von a-syn-Aggregationsreaktionen in An- und Abwesenheit von AS69. Proteinpro-
ben der angegebenen Konzentrationen wurden f�r die genannte Zeit einem Aggregations-Assay unterzogen und anschließend auf eine Superdex-
75-10/300-GL-S�ule (Hohlraumvolumen ca. 8 mL) geladen. Nach 24-st�ndiger Aggregation in Abwesenheit von AS69 war der a-syn-Elutionspeak
stark verkleinert, weil die gebildeten Amyloid-Fibrillen nicht in das S�ulenbett eindringen. d) ThT-Fibrillenbildungskinetik in Abh�ngigkeit von der
AS69-Konzentration. F�r jede untersuchte AS69-Konzentration ist ein beispielhafter Zeitverlauf gezeigt. Die durchschnittliche Verzçgerungszeit
einer Dreifachmessung ist in Abbildung S4 gezeigt. e) MTT-Toxizit�tstest nach Zugabe von a-syn-Lçsungen, 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 zwçlf Messungen, durchgef�hrt in je vier Testkammern f�r drei unabh�ngige Messungen.
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