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Abstract: Die Umwandlung des intrinsisch ungeordneten
Proteins a-Synuclein (a-syn) in Amyloidaggregate ist ein
Schlîsselprozess der Parkinson-Krankheit. Die Sequenzregion
35–59 enth�lt die b-Strangsegmente b1 und b2 aus Struktur-
modellen von a-syn-Amyloidfibrillen sowie die Mehrzahl der
bekannten krankheitsassoziierten Mutationen. b1 und b2
gehen miteinander transiente Interaktionen in monomerem a-
syn ein. Hier untersuchen wir die Folgen von b1-b2-Kontakten
mittels Disulfid-Engineering, biophysikalischen Techniken
und Zellviabilit�ts-Assays. Die Doppelcystein-Mutante a-
synCC mit einer Disulfidbrîcke zwischen b1 und b2 bildet
keine Aggregate und inhibiert die Aggregation und Toxizit�t
von Wildtyp-a-syn. Wir zeigen, dass a-syn die Aggregation des
Amyloid-b-Peptids und des Inselamyloid-Polypeptids inhi-
biert, ein Effekt, der in der a-synCC-Mutante verst�rkt ist.
Terti�re Interaktionen in der b1-b2-Region von a-syn beein-
tr�chtigen die Nukleation der Amyloidbildung. Ein therapeu-
tischer Ansatz w�re folglich die Fçrderung solcher Interak-
tionen.

Die Aggregation von Proteinen und die Toxizit�t der ent-
stehenden Aggregate sind Grundlage der Pathogenese zahl-
reicher degenerativer Erkrankungen beim Menschen. Bei-
spielsweise sind Aggregate der Proteine a-Synuclein (a-syn),
Amyloid-b-Peptid (Ab) und Inselamyloid-Polypeptid (IAPP)
Merkmale der Parkinson-Krankheit, der Alzheimer-Krank-
heit bzw. von Diabetes mellitus Typ 2.[1] a-Syn ist ein aus 140
Aminos�uren bestehendes zytoplasmatisches Protein, wel-
ches in der Zelle haupts�chlich als intrinsisch ungeordnetes

Protein (IUP) vorliegt.[2] Das Konformationsensemble des
IUP enth�lt eine erhebliche Fraktion an Konformeren, die
langreichweitige intramolekulare Interaktionen aufweisen,
welche die Aggregation unterstîtzen oder inhibieren
kçnnen.[3]

Laut Relaxationsverst�rkungs-NMR-Spektroskopie und
Molekîldynamik-Simulationen gehçren Kontakte zwischen
den b1- und b2-Sequenzsegmenten zu den h�ufigsten terti�-
ren Interaktionen in monomerem a-syn.[3c] Die Bezeichnun-
gen b1 und b2 beziehen sich dabei auf zwei der ungef�hr fînf
b-Str�nge von a-syn-Molekîlen in Amyloidfibrillen.[4] Die
b1-b2-Region umfasst die Aminos�uren 35–59, liegt außer-
halb der hydrophoben, fibrillenbildungsinduzierenden NAC-
Region[5] und ist die am weitesten N-terminal liegende Se-
quenzregion von a-syn innerhalb des Fibrillenkerns der
meisten bisher beschriebenen Fibrillen-Polymorphe.[4,6] Ver-
schiedene Befunde weisen auf eine entscheidende Bedeutung
der b1-b2-Region fîr die a-syn-Aggregation und fîr die Pa-
thogenese hin: 1) Sie enth�lt die Mehrzahl der krankheits-
assoziierten Mutationen, welche die Neigung zur Oligome-
ren- und Fibrillenbildung beeinflussen.[7] 2) Sie ist Teil des
Kerns von a-Syn-Oligomeren, wo sie eine besonders hohe
Best�ndigkeit gegen H/D-Austausch aufweist.[8] 3) Sie regu-
liert den Amyloid-Stamm und die Effizienz von Aggregati-
onskeimen.[9] 4) Wir haben kîrzlich gezeigt, dass die Bindung
der b1-b2-Region durch das Bindeprotein b-Wrapin AS69 die
a-syn-Aggregation inhibiert.[10] Im Komplex mit AS69 nimmt
a-syn eine b-Haarnadel-Konformation ein mit b-Str�ngen
bestehend aus Aminos�ureresten 37–43 und 48–54, �hnlich
den b1- und b2-Str�ngen von fibrill�rem a-syn.[10] Die terti�-
ren Kontakte zwischen den b-Str�ngen der AS69-gebundenen
b-Haarnadel stimmen gut mit den b1-b2-Kontakten in freiem,
monomerem a-syn îberein.[3c]

In Anbetracht der Bedeutung der b1-b2-Region fîr die a-
syn-Aggregation kçnnten terti�re b1-b2-Kontakte wichtige
Aggregationsregulatoren darstellen. Hier untersuchen wir die
Auswirkungen von Kontakten zwischen b1 und b2 auf die
Amyloidbildung. Ein stabiler Kontakt wurde geschaffen
durch die Einfîhrung einer intramolekularen Disulfidbrîcke
in der als a-synCC bezeichneten Doppelcystein-Mutante
G41C/V48C. Die C41-C48-Disulfidbindung ist mit der b-
Haarnadel-Konformation von an AS69 gebundenem a-syn
kompatibel (Abbildung 1a). Die beiden Austausche G41C
und V48C liegen im b1- bzw. b2-Strang, schr�g gegenîber
voneinander. Der Ca-Ca-Abstand von G41 und V48 im a-
syn:AS69-Komplex betr�gt 6.1 è und liegt damit innerhalb
des Bereichs der Ca-Ca-Abst�nde von Cystein-Disulfidbrî-
cken in Rçntgenstrukturen (Mittel: 5.6 è).[11] Der sterische
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Anspruch zweier Disulfid-verbrîckter Cysteinreste (Ge-
samtvolumen der Reste: 207 è3) ist �hnlich dem der ur-
sprînglichen Glycin-Valin-Kombination (Gesamtvolumen
der Reste: 203 è3).[12] Zur Untersuchung der Konformation
von a-synCC wurde das 1H,15N-HSQC-NMR-Spektrum von
[U-15N]-a-synCC mit dem von [U-15N]-Wildtyp-(wt)-a-syn
verglichen (Abbildung 1 b). Die geringe Resonanzdispersion
von wt-a-syn wurde auch bei a-synCC beobachtet; die ein-
gefîhrte Disulfidbrîcke induziert also keine Faltung in eine
stabile Konformation. a-synCC zeigte unerhebliche sekun-
d�re chemische Verschiebungen, was ebenso darauf hinweist,
dass es ein IUP wie wt-a-syn ist (Abbildung 1 c). Deutliche
Unterschiede in den chemischen Verschiebungen wurden nur
bei den Aminos�uren in unmittelbarer Umgebung der beiden
Austausche beobachtet, die sekund�ren chemischen Ver-
schiebungen deuteten jedoch nicht auf die Ausbildung einer
stabilen Sekund�rstruktur in diesen Bereichen hin (Abbil-
dung 1c).

Oxidiertes a-synCC bildete keine Fibrillen nach l�ngerer
Inkubation in einem Thioflavin-T-Fluoreszenzassay (Abbil-
dung 1d). Reduktion der b1-b2-Disulfidbindung mittels
Dithiothreitol (DTT), fîhrte jedoch zu einem �hnlichen Ag-
gregationsverlauf wie im Falle von wt-a-syn (Abbildung 1d).
Die Bildung der b1-b2-Disulfidbindung fîhrt also dazu, dass
a-synCC keine Fibrillen bildet. b1-b2-Kontakte kçnnen
folglich die Ausbildung autoinhibitorischer Konformatio-
nen[3a] verursachen. Grçßenausschlusschromatographie be-
st�tigte, dass oxidiertes a-synCC nach Inkubation keine sta-
bilen Oligomere bildete, sondern weiterhin als Monomer
vorlag (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). a-
synCC zeigt hier andere Eigenschaften als AbCC, eine nach
einer analogen Strategie hergestellte Doppelcystein-Mutante
von Ab (Abbildung S2), die stabile, neurotoxische Oligomere

bildet.[13] Dieser Unterschied beruht mçglicherweise auf der
geringeren Hydrophobie der Haarnadel-Region von a-synCC
gegenîber der von AbCC, mit GRAVY-Werten[14] (grand
average of hydropathy) von 0.48 fîr a-synCC(37-54) und 1.27
fîr AbCC(17-36).

a-synCC inhibierte die Aggregation von wt-a-syn sowohl
bei �quimolarer als auch bei substçchiometrischer Zugabe
(Abbildung 2a). Der inhibitorische Effekt bei substçchio-
metrischem Verh�ltnis zeigt, dass a-synCC in die Keimbil-
dung und/oder Elongation von wt-a-syn-Fibrillen eingreift.
Die b1-b2-Disulfidbrîcke war urs�chlich fîr den inhibitori-
schen Effekt, da er durch Reduktion mittels DTT aufgehoben
wurde (Abbildung 2a). Um zu îberprîfen, ob a-synCC die
Elongation von wt-a-syn-Fibrillen hemmt, wurde das
Wachstum von wt-a-syn-Fibrillenkeimen (Seeds) in Gegen-
wart von wt-a-syn-Monomeren in einem Fluoreszenz-Mi-
krotiterplatten-Leseger�t (Abbildung S3) oder mittels Fluo-
reszenzmikroskopie mit interner Totalreflexion (TIRFM)
(Abbildung 2d) untersucht. Als Fibrillenkeime wurden im
Ultraschallbad behandelte wt-a-syn-Fibrillen verwendet.
Zugabe von a-synCC fîhrte zu einer konzentrationsabh�n-
gigen Hemmung des wt-a-syn-Fibrillenwachstums (Abbil-
dung S3). Die Fibrillenkeime werden mit TIRFM als Partikel
mit mehreren Fibrillenwachstumsstellen abgebildet, die sich
nach Inkubation mit monomerem wt-a-syn zu Fibrillennetz-
werken ausdehnen (Abbildung 2d).[15] Bei Inkubation der
Fibrillenkeime mit a-synCC wurden hingegen keine Fibril-
lennetzwerke gefunden, in �bereinstimmung mit der Fest-
stellung, dass a-synCC keine Fibrillen bildet (Abbildung 2d).
Inkubation der Fibrillenkeime mit monomerem wt-a-syn
fîhrte nicht zu Fibrillennetzwerken, wenn gleichzeitig a-
synCC koinkubiert wurde (Abbildung 2d). Der inhibitorische
Effekt von a-synCC auf die Elongation von wt-a-syn-Fibril-

Abbildung 1. Protein-Engineering und Charakterisierung von a-synCC. a) Links: b-Haarnadel-Konformation der b1-b2-Region von a-syn im Kom-
plex mit b-wrapin AS69 (pdb: 4bxl). Die Seitenketten der Vorderseite sind im Stabmodell dargestellt. Rechts: Modell der b-Haarnadel-Konformati-
on von a-synCC, in dem die Reste 41 und 48 von wt-a-syn gegen Cysteine ausgetauscht wurden. b) 1H,15N-HSQC-Spektren von [U-15N]-wt-a-syn
(rot) und [U-15N]-a-synCC (blau) bei 10 88C. Die Zuordnungen der durch den Cystein-Austausch beeintr�chtigten Resonanzsignale sind angegeben.
c) Gemittelte sekund�re chemische Ca- und C’-Verschiebungen von a-synCC und Differenz der sekund�ren chemischen Verschiebungen von a-
synCC und wt-a-syn. d) Zeitverlauf der Fibrillenbildung von oxidiertem und reduziertem a-synCC verglichen mit wt-a-syn in einem Thioflavin-T-
Fluoreszenzassay.
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len ist von der b1-b2-Disulfidbrîcke abh�ngig, da er durch
Reduktion mittels DTT aufgehoben wurde (Abbildung 2d).
Zusammengefasst weisen die Experimente zum Wachstum
von wt-a-syn-Fibrillenkeimen darauf hin, dass a-synCC mit
den Enden der wt-a-syn-Fibrillen interagiert. Gealtertes, ag-
gregiertes wt-a-syn verursachte eine Abnahme der Viabilit�t
von SH-SY5Y-Neuroblastomazellen laut MTT-Toxizit�tstest
(Abbildung 2e). Wurde wt-a-syn jedoch in Gegenwart von a-
synCC gealtert, war die Zellviabilit�t nicht beeintr�chtigt.

Verschiedene Proteinaggregationskrankheiten, die mit
unterschiedlichen amyloidogenen Proteinen nicht-homologer
Sequenz assoziiert sind, zeigen h�ufig klinische und patholo-
gische �berschneidungen, welche auf eine wechselseitige
Beeinflussung der Aggregationsreaktionen der jeweiligen
Proteine hindeuten.[9, 16] So werden Ab-Plaques h�ufig bei
Parkinson-Patienten gefunden, w�hrend a-syn-Lewy-Kçr-
perchen bei der Mehrheit der Alzheimer-F�lle auftreten.[17]

Ebenso wurden IAPP-Oligomere und -Plaques in den Hirnen
von Alzheimer-Patienten mit Diabetes identifiziert.[18] Wir
haben potentielle heterotypische Interaktionen von a-synCC
mit anderen amyloidogenen Proteinen untersucht, indem wir
den Effekt von a-synCC auf die Fibrillenbildung von Ab und
IAPP bestimmt haben. Der durch a-synCC verursachte
Effekt wurde mit dem von wt-a-syn verglichen. Wt-a-syn und

a-synCC inhibieren beide die Bildung von Fibrillen aus Ab

und IAPP, wobei a-synCC das st�rkere inhibitorische Po-
tential zeigt (Abbildung 2b,c). Die Verzçgerungsphase der
Fibrillenbildung in einer 5 mm Ab-Lçsung verl�ngerte sich um
den Faktor 2 bzw. 4 bei Zugabe �quimolarer Mengen wt-a-syn
bzw. a-synCC (Abbildung 2b). Durch Reduktion der Disul-
fidbindung wurde die inhibitorische Wirkung von a-synCC
auf das Niveau von wt-a-syn herabgesetzt. Die b1-b2-Disul-
fidbrîcke ist folglich fîr das erhçhte inhibitorische Potential
von a-synCC verantwortlich (Abbildung 2b).

Die Verzçgerungsphase der Fibrillenbildung in einer 1 mm
IAPP-Lçsung verl�ngerte sich um den Faktor 10 bzw. 40 bei
Zugabe �quimolarer Mengen wt-a-syn bzw. a-synCC (Ab-
bildung 2 c). Die Zugabe von a-synCC im Molverh�ltnis 1:10
war ausreichend, um eine deutliche Verl�ngerung der Ver-
zçgerungsphase der Ab- und IAPP-Fibrillenbildung zu er-
zielen, was auf einen Effekt von a-synCC auf die Keimbil-
dung und/oder Elongation der Amyloidfibrillen hinweist
(Abbildung 2b,c). Eine Chaperon-artige Aktivit�t von a-syn
wurde zuvor in thermisch und chemisch induzierten Protein-
aggregations-Assays beobachtet.[20] Die saure C-terminale
Region war entscheidend fîr diese Aktivit�t, indem sie fîr
Lçslichkeit sorgte. Eine C-terminal verkîrzte Variante von a-
synCC, a-synCC(1–108), verursachte jedoch �hnliche Ver-

Abbildung 2. a-SynCC inhibiert die Aggregation und Toxizit�t von wt-a-syn, Ab und IAPP. a–c) Zeitverlauf der Fibrillenbildung von wt-a-syn (a),
Ab (b) und IAPP (c) in Abwesenheit oder Gegenwart von a-synCC in einem Thioflavin-T-Fluoreszenzassay. d) TIRF-Mikroskopie der Fibrillenbil-
dung von a-synCC und wt-a-syn in der Gegenwart von wt-a-syn-Aggregationskeimen. Maßstab, 5 mm. e–g) MTT-Toxizit�tstest zur Bestimmung
der Toxizit�t von wt-a-syn (e), Ab (f) und IAPP (g) nach Inkubation in Abwesenheit oder Gegenwart von a-synCC fír SH-SY5Y-Neuroblastoma-
zellen. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von Dreifachmessungen, normiert auf die Werte unbehandelter Kontrollzellen. h) a-
SynCC interagiert mit Ab-Protofibrillen. Grçßenausschlusschromatogramme aufgereinigter Ab-Protofibrillen nach 10-minítiger Inkubation bei
Raumtemperatur in Abwesenheit (blau) oder Gegenwart (rot) von 2 molaren ÷quivalenten a-synCC (in Monomereinheiten berechnet). Ab-Protofi-
brillen eluieren nahe des Ausschlussvolumens (�8.5 mL), w�hrend der Elutionspeak bei 11.5 mL a-synCC entspricht. Ein Dot-Blot der Protofibril-
lenfraktionen unter Einsatz des Anti-a-syn-Prim�rantikçrpers 211 ist unterhalb des Chromatogramms gezeigt. Frisches a-synCC diente als Positiv-
kontrolle. Ab(1–40) (b,f) bzw. Ab(1–42) (h) mit N-terminalem Methionin[19] wurden verwendet.
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l�ngerungen der Verzçgerungsphase der Fibrillenbildung von
Ab und IAPP wie a-synCC voller L�nge (Abbildung 2b,c).
Die îber b1-b2-Kontakte vermittelte Aggregationshemmung
ist also unabh�nging von der sauren C-terminalen Region und
muss îber einen anderen Mechanismus wirken als die zuvor
beschriebene Chaperon-artige Funktion. Zur Erg�nzung der
ThT-Fluoreszenzdaten wurde die Ab-Aggregation mit Grç-
ßenausschlusschromatographie und Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM) analysiert. a-synCC inhibierte die
Bildung von Oligomeren und Fibrillen (Abbildung S4). Unter
aggregationsfçrdernden Bedingungen gealterte Lçsungen
von Ab und IAPP fîhrten zu einer Abnahme der Viabilit�t
von SH-SY5Y-Neuroblastomazellen im MTT-Toxizit�tstest
(Abbildung 2 f,g). Wurden die Zellen jedoch mit Ab- und
IAPP-Proben behandelt, die in Gegenwart von a-synCC ge-
altert waren, so wurde keine reduzierte Viabilit�t festgestellt
(Abbildung 2 f,g).

Um die mit a-synCC interagierende molekulare Spezies
zu identifizieren, wurde die Bindung von a-synCC an Mo-
nomere von wt-a-syn, Ab und IAPP sowie an Ab-Protofi-
brillen, metastabile neurotoxische Oligomere, îberprîft.
Biotinylierte Monomere der Zielproteine wurden auf einen
Streptavidin(SA)-Sensorchip aufgebracht. Wurde a-synCC
nun als Analyt îber die Sensoroberfl�che gespîlt, so wurde
fîr keines der drei Zielproteine ein Bindung anzeigendes
Oberfl�chenplasmonresonanzsignal erhalten (Daten nicht
gezeigt). Frisch hergestellte Ab-Protofibrillen wurden 10
Minuten mit oder ohne a-synCC inkubiert. Die inkubierten
Proben wurden mittels Injektion auf eine Grçßenausschluss-
S�ule, Isolierung der Protofibrillenfraktion, und Dot-Blot
unter Verwendung des Anti-a-syn-Antikçrpers 211 analysiert
(Abbildung 2h). Die mit a-synCC vorinkubierten Ab-Pro-
tofibrillen zeigten Immunoreaktivit�t, was auf eine Bindung
von a-synCC an Ab-Protofibrillen hinweist.

Die vorliegende Studie zeigt, dass a-synCC mit ausgebil-
deter Disulfidbrîcke aktiv in die Aggregation amyloidogener
Proteine eingreift (Abbildung 3). Wie inhibiert der b1-b2-
Kontakt die Proteinaggregation? Betrachtet man die Ami-

nos�uresequenz, so fîhren b1-b2-Kontakte zur Ausbildung
von Konformationen mit Clustern hydrophober und aroma-
tischer Aminos�uren, einschließlich Tyr-39 und His-50. Diese
Konformere sind mçglicherweise nicht f�hig, Fibrillen zu
bilden, aber in der Lage, mit anderen Spezies auf dem Ag-
gregations-Reaktionsweg wie etwa oligomeren Aggregati-
onskeimen und Fibrillenenden zu interagieren, was eine
weitere Aggregation dieser Spezies unterbinden kçnnte.

Diese Arbeit unterstreicht, dass die b1-b2-Region ein
wichtiger Regulator der a-syn-Aggregation ist. Terti�re In-
teraktionen zwischen b1 und b2 interferieren mit der Ag-
gregation und steuern Hetero-Interaktionen von a-syn mit
anderen amyloidogenen IUPs. Auf der Suche nach Inhibito-
ren der Amyloidbildung[21] ist die Fçrderung von b1-b2-
Kontakten ein mçglicher Ansatz.
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Abbildung 3. Schema des inhibitorischen Effekts terti�rer Kontakte in
der b1-b2-Region von a-syn auf die Aggregation amyloidogener IUPs.
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