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Struktur und Dynamik intrinsisch ungeordneter Proteine

Elektronenspinresonanz-

Spektroskopie

MALTE DRESCHER

Intrinsisch ungeordnete Proteine kénnen je nach Umgebung
verschiedenste Konformationen annehmen (,Chamdleon-
Proteine*). Hdufig spielt intrinsische Unordnung eine Rolle bei
Proteinen, die mit neurodegenerativen Erkrankungen in Ver-
bindung stehen, beispielsweise das Parkinson-Protein Alpha-
Synuclein. Klassische hochaufiésende Methoden der Struktur-
aufkldrung wie NMR-Spektroskopie oder Rontgenstruktur-
analyse sind fiir intrinsisch ungeordnete Proteine nicht immer
gut geeignet. Eine hervorragende Alternative bietet die Elek-
tronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) in Kombination mit
ortsspezifischer Spinmarkierung. Die rasante aktuelle Ent-
wicklung dieser Methode wird zusammengefasst und ihre
Leistungsfdhigkeit am Beispiel des Alpha-Synucleins darge-
stellt.

lektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) ist eine

hochempfindliche, hochselektive und hochauflésende
Methode zur Charakterisierung von Systemen mit unge-
paarten Elektronen [1-3]. Fiir eine kurze Darstellung ihrer
physikalischen Grundlagen und ihre Einordnung in das Ge-
biet der magnetischen Resonanzspektroskopie sei auf den
Infokasten auf Seite 153 verwiesen.

Entwicklung der Elektronenspinresonanz-

Spektroskopie

Veraltet und entbehrlich?
Die ESR besitzt im Vergleich zur Kernspinresonanz-Spek-
troskopie (nuclear magnetic resonance, NMR) eine hohere
Empfindlichkeit, und die Spektren weisen im Vergleich zur
optischen Spektroskopie und Schwingungsspektroskopie
einen hoheren Informationsgehalt auf. Trotzdem ist ESR ver-
gleichsweise wenig verbreitet. Dies liegt daran, dass ESR
nur ungepaarte Elektronen detektieren kann, die jedoch
selten vorkommen, da chemische Bindung gerade auf der
Bildung von Elektronenpaaren beruht. '

Systeme mit ungepaarten Elektronen bezeichnet man
als paramagnetisch, so dass im englischen Sprachgebrauch
statt ESR hiufig auch electron paramagnetic resonance
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spectroscopy (EPR) synonym verwendet wird. Dement-
sprechend galten die ersten Experimente in der ESR ins-
besondere der Untersuchung von Reaktionsmechanismen
{iber beteiligte instabile und reaktive Zwischenprodukte
mit ungepaarten Elektronen.

In den 60er, 70er und 80er Jahren des 20. Jahrhunderts
wurde, wenn auch nur von wenigen Gruppen weltweit,
umfangreiche Arbeit auf dem Gebiet der Methodenent-
wicklung geleistet. In diesem Zusammenhang sind insbe-
sondere die Bereiche Spinmarkierung, bei der stabile freie
Radikale als Sonden verwendet werden, und gepulste Ex-
perimente zu nennen. Gepulste ESR-Experimente sind auf-
grund der um Gréfenordnungen schnelleren Relaxation
technisch ungleich schwieriger umzusetzen als in der NMR.

Diese wichtigen Entwicklungen blieben in der Chemie
jedoch weitgehend unbemerkt, so dass sich ESR-Spektro-
skopie um 1990 den Ruf einer veralteten, etwas sonderba-
ren Methode, die nur auf einige ausgewihlte Systeme an-
gewendet werden konne, eingehandelt hatte. Viele Che-
miefakultiten hielten ESR fiir entbehrlich.

Ideal fiir intrinsisch ungeordnete Proteine
Auf den Grundlagen, die vor iiber zwanzig Jahren gelegt
wurden, beruht die momentane, rasante Entwicklung von
ESR und das stetig wachsende Interesse an der Methode. An-
sitze aus der gepulsten NMR werden in die ESR iibertragen,
so dass eine Vielzahl von Experimenten zur Verfiigung steht,
die es erlauben, unterschiedliche Wechselwirkungen des
Elektronenspins mit seiner Umgebung voneinander zu tren-
nen [3].

In der Strukturbiologie werden mit ortsspezifischer
Spinmarkierung (site-directed spin labeling, SDSL) diamag-
netische (d. h. keine ungepaarten Elektronen enthaltende)
Proteine der Untersuchung mit ESR zugidnglich gemacht
[4]. Letzteres fithrt dazu, dass die Einschrinkung, nur un-
gepaarte Elektronen detektieren zu kénnen, in einen Vor-
teil umgemiinzt werden kann, denn auch in komplexen Sys-
temen kann der Ursprung des Signals so zweifelsfrei zuge-
ordnet werden.

Gerzielte Spinmarkierung ist analog auch fiir Lipide, DNA
oder RNA, aber auch fiir synthetische Makromolekiile etab-
liert [5]. Nichtsdestotrotz ist das momentan grofte An-
wendungsgebiet der SDSL-ESR die Biostrukturforschung.
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Die wichtigsten Methoden auf diesem Gebiet sind Ront-
genstrukturanalyse und NMR-Spektroskopie. Beide liefern
die beeindruckenden, hoch aufgeldsten Strukturen, die un-
sere Vorstellung von biologischen Makromolekiilen geprigt
haben. K6nnen diese beiden Methoden jedoch nicht ange-
wendet werden, stehen nur wenige Informationen zur Ver-
fiigung. Dies ist beispielsweise fiilr Membranproteine, die
schwierig zu kristallisieren und aufzukonzentrieren sind,
der Fall. Da ESR keine kristallinen Proben und nur geringe
Konzentrationen bendtigt, ist die Strukturaufklirung von
Membranproteinen eine wichtige ESR-Anwendung,.

Die hochauflésenden Methoden der Strukturaufkldrung
wie Rontgenkristallographie und NMR-Spektroskopie be-
ruhen auf dem Paradigma, dass jedes Atom seinen wohlde-
finierten Platz in der Struktur hat. Sie eignen sich deshalb
weniger gut fiir intrinsisch ungeordnete Proteine (IDPs, sic-
he Kasten), deren Struktur stark von der Umgebung ab-
hingt [6]. SDSL-ESR Spektroskopie ist gerade fiir die Un-
tersuchung von IDPs eine dukerst leistungsstarke Methode,
wie hier nach einer allgemeinen Einfithrung in das Gebiet
der SDSL-ESR am Beispiel des IDP Alpha-Synuclein erldu-
tert werden soll.

Ortsspezifische Spinmarkierung
Besonders verbreitete Spinmarker sind Nitroxide der allge-
meinen Form -O-NR;R; [7]. Das ungepaarte Elektron, das
fiir die ESR-Spektroskopie benotigt wird, ist dabei iiber die
N-O-Bindung delokalisiert, wobei etwa 60 % der Spindich-

te auf das Sauerstoffatom entfallen.

Nitroxide sind sehr stabil, so kdnnen sie beispielsweise
monatelang ohne besondere Vorkehrungen gelagert wer-
den. Diese Stabilitdt wird vor allem durch die sterische Ab-
schirmung des ungepaarten Elektrons durch Methylgrup-
pen erreicht. Andere Teile des Molekiils kénnen so modifi-
ziert werden, dass der Spinmarker an das zu untersuchende
Makromolekiil angebunden werden kann. Ist dieses Ma-
kromolekiil, was hiufig der Fall ist, diamagnetisch, also oh-
ne weiteres paramagnetisches Zentrum, wird das ESR-Spek-
trum allein durch den Spinmarker erzeugt.

Beispielhaft sei eine weit verbreitete Strategie zur orts-
spezifischen Spinmarkierung von Proteinen dargestellt. Sie
setzt auf den gezielten Einbau von Cysteinen mittels Muta-
genese und anschlieRende Modifizierung der charakteristi-
schen Sulfhydrylgruppe mit spezifischen Markern wie
MTSSL (Methanthiosulfonat-Spinlabel, Abbildung 1). Die Er-
fahrung von Markierungen unzdhliger Sequenzpositionen
in vielen Proteinen zeigt, dass dieser kleine Nitroxidspin-
marker nur minimalen Einfluss auf Proteinstruktur und
-funktion ausiibt, gleichzeitig aber duflerst sensitiv auf die
lokale Umgebung reagiert. Dennoch sind wie bei allen Un-
tersuchungen mit Markern Kontrollexperimente unerliss-
lich.

Spinmarker und was man mit ihnen

messen kann
Mittels ESR-Experimenten an spinmarkierten Makromole-
kiilen sind folgende Parameter direkt zuginglich [8]:
+ die Polaritit der Umgebung des Spinmarkers
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» die Mobilitit der Seitenkette
» die Losemittel- oder Sauerstoffzuginglichkeit
* die Abstinde zu anderen paramagnetischen Zentren -
seien es ein zweiter Spinmarker oder ein Metallion, ent-
weder im selben oder in einem benachbarten Makro-
molekiil
Das typische ESR-Spektrum eines Nitroxid-Spinmarkers
wird durch die Hyperfeinwechselwirkung mit dem Stick-
stoffkern "N geprigt. Aufgrund dessen Kernspin (I = 1)
stellt sich das Spektrum im X-Band, d. h. bei einer Frequenz
von v = 10 GHz, in wissriger Losung bei Raumtemperatur
als Triplett dar (Abbildung 2). ESR-Spektren werden mit ei-
ner Lock-in-Technik aufgenommen. Dazu wird das statische
Magnetfeld moduliert und das ESR-Signal {iber einen schmal-
bandigen Bandpassfilter detektiert, um das Signal-Rausch-
Verhiltnis zu verbessern. Deshalb wird das Spektrum oft ~
wie auch in der Abbildung - als erste Ableitung des Ab-
sorptionssignals dargestellt.

Die Hyperfeinwechselwirkung des ungepaarten Elek-
trons des Nitroxids mit dem Stickstoffkern, die sich im Spek-
trum in der Aufspaltung zwischen den drei Linien wider-
spiegelt, ist in guter Nitherung proportional zur Spindichte
am Stickstoffatom. Da der mesomere Grenzzustand, bei dem
das ungepaarte Elektron am Stickstoffatom lokalisiert ist, ¢i-
nem grofien Bindungsdipolmoment entspricht, wird dieser
in polarer Umgebung stabilisiert. Deshalb fiihrt eine polare
Umgebung zu einer groferen Stickstofthyperfeinkopplung.

Im ublicherweise verwendeten homogenen externen
magnetischen Feld ist das ESR-Signal unabhingig von der

rdumlichen Position des Nitroxids, so dass translatorische
Bewegung und Diffusion nicht beobachtet werden. Da aber
besonders die Hyperfeinwechselwirkung anisotrop ist,
hiingt die Form des ESR-Spektrums stark von der Orientie-
rung des Nitroxids relativ zum externen Magnetfeld ab. Des-
halb ist es im Allgemeinen moglich, rotatorische Diffusion
der Spinsonde zu beobachten. In Abbildung 2 kénnen so
leicht das Spektrum des freien Spinmarkers in Lésung
(schwarz) und das des an ein l0sliches Proteinfragment ge-
bundenen Markers (rot) mit geringerer rotatorischer Diffu-
sion unterschieden werden.

Die Kollisionsrate mit paramagnetischen Ldschern ist
iiber deren Einfluss auf die Relaxation des Nitroxidlabels zu-
ginglich. So kann iiber die Zuginglichkeit von hydropho-
ben oder hydrophilen Loschern auf die Sekundirstruktur
von Proteinen geschlossen werden. Ein allgegenwirtiger
Loscher ist Triplett-Sauerstoff, der viel besser in apolarer
Umgebung wie Lipid-Doppelschichten als in Wasser 16slich
ist. Uber Relaxationsmessungen kann so zwischen men-
bran- und 16semittelexponierten Residuen unterschieden
werden.

Besonderes Aufsehen erregt hat in den letzten Jahren die
Moglichkeit, Abstinde zwischen Spinmarkern zu vermessen
[10]. Mit unterschiedlichen experimentelien Ansitzen kon-
nen Abstinde zwischen einem und zehn Nanometern ge-
messen werden. Bei geeigneter Datenanalyse sind auch Ab-
standsverteilungen zuginglich, so dass flexible Strukturen
oder parallel vorliegende Konformationen untersucht wer-
den konnen. Wihrend fiir die komplementire Technik

der ze’i’tlIy'c" yen Position desk :
Deutlich sichtbar ist die Mo-
ipol-Wechselwir-

tion des Signals aufg )

g zwischen A- und B-Spins. Interm ekulare Wechsel-
wirkungen fithren zu einem iiberlagerten Abfall (orange)
Unten: Zugehorige Abstandsverte llung.




FRET (Forster Resonanzenergietransfer), die zur Abstands-
messung in Proteinen weit verbreitet ist, zwei unter-
schiedliche, vergleichsweise grofe Chromophore bendtigt
werden, die dariiber hinaus noch entsprechend dem er-
warteten Abstand ausgewihlt werden miissen, kommen
ESR-Abstandsmessungen mit zwei kleinen, identischen Spin-
markern aus, die iiber einen groflen Abstandsbereich pra-
zise Messungen ermdoglichen. Je nach Fragestellung und
experimenteller Strategie sind intra- und intermolekulare
Abstinde zuginglich. So kénnen doppelt-markierte Makro-
molekiile zur Messung von intramolekularen Abstinden ge-
nutzt werden, fiir Abstandsmessungen zwischen Molekii-
len verwendet man eine Einfachmarkierung.

Die Grundlage der Abstandsmessungen mit ESR ist die
Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen Elektronenspins, die
proportional zu 1/r> vom- Abstand r abhiingt. Dariiber hi-
naus ist sie jedoch auch vom Winkel zwischen externem
Magnetfeld und Spin-Spin-Verbindungsvektor abhingig.
Schnelle Orientierungsinderung des Spin-Spin-Vektors, al-
so beispielsweise schnelle rotatorische Diffusion des dop-
pele-spinmarkierten Proteins in Losung, mittelt {iber alle
Orientierungen und damit die Dipol-Dipol-Wechselwirkung
zu null. Deshalb werden Abstandsmessungen nahezu aus-
schliefllich in gefrorener, glasartiger Losung durchgefiihrt,
nimlich an einem Schnappschuss der makromolekularen
Konformationen, der durch Schockgefrieren erhalten wird.
Dadurch erdffpet sich zudem die Moglichkeit, die Tempe-
ratur im Hinblick auf die ESR-Relaxationszeiten zu opti-
mieren. In solchen glasartigen Losungen, z. B. wiissrige Lo-
sung mit Glycerol, beobachtet man eine zufillige Vertei-
lung der Molekiilorientierungen, so dass das dipolare
Spektrum aus einer Uberlagerung aller Orientierungen des
Spin-Spin-Vektors besteht. .

Fiir Abstdnde unterhalb von zwei Nanometern {ibersteigt
die Dipol-Dipol-Kopplung die inhomogene Linienbreite des
ESR-Spektrums. Eine Verbreiterung der Spektren ist die Fol-
ge, so dass es moglich ist, Abstinde direkt aus dem Spektrum
abzuleiten. Fiir Abstinde, die gréfler sind als zwei Nanome-
ter, ist die Dipol-Dipol-Kopplung zu klein, um zu einer sig-
nifikanten Verbreiterung der ESR-Spektren zu fithren. In die-
sem Fall muss die Dipol-Dipol-Wechselwirkung von kon-
kurrierenden Wechselwirkungen getrennt werden, was
iiblicherweise durch gepulste Experimente geschieht. Das
mit Abstand verbreitetste Verfahren ist Doppel-Elektron-Elek-
tron-Resonanz (DEER), gelegentlich auch als PELDOR fiir
pulsed electron double resonance bezeichnet.

DEER war urspriinglich als Drei-Puls-Sequenz eingefiihrt
worden, die spiter auf eine totzeitfreie Vierpuls-Variante
erweitert wurde, die heutzutage nahezu ausschlieflich ver-
wendet wird [11]. Die Pulssequenz ist in Abbildung 3 ge-
zeigt. Das Nitroxidspektrum in gefrorener LOsung weist ei-
ne spektrale Breite von etwa 180 MHz auf, so dass spektral
nicht liberlappende Pulse bei zwei Frequenzen eingestrahit
werden konnen, die die in der Probe vorhandenen Spins in
A- und B-Spins aufteilen. Daher kann ein System bestehend
aus Elektronenspins A (Beobachterspins) und B (gepump-

te Spins), die die Resonanzfrequenzen Vo, bezichungswei-
se Vpump aufweisen, diskutiert werden. Dementsprechend
adressiert die Pulssequenz bei vgps nur die A-Spins, der Puls
mit der Frequenz Vpump Klappt nur die B-Spins. Mit der Be-
obachter-Frequenz wird zuniichst eine Zwei-Puls-Hahn-
Echo-Sequenz eingestrahlt; das resultierende Echo ist mit ne-
gativer Phase dargestellt. Ein dritter Puls mit gleicher Fre-
quenz fithrt zu einem refokussierten Echo der A-Spins. Um
die Dipol-Dipol-Wechselwirkung zu den B-Spins zu messen,
wird zwischen den beiden n-Pulsen der Beobachtersequenz
ein Pump-Puls eingestrahlt, der die B-Spins invertiert. Die-
se Invertierung fiihrt zu einer Anderung des lokalen Mag-
netfelds am Ort der A-Spins. Strahlt man nun den Pump-Puls
zu verschiedenen Zeiten £ ein, wird die Intensitit des refo-
kussierten Echos V(#) mit der Frequenz der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen A- und B-Spin ®wqg moduliert. Ub-
licherweise wird die Intensitdt V() gegen die Zeit ¢ aufge-
tragen und als DEER-Kurve bezeichnet (Abbildung 4).
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In vielen Fillen ist man daran interessiert, den Abstand
zweier Spin-Label innerhalb eines ,Objekts” zu bestimmen,
beispielsweise zwischen zwei Spinsonden e¢ines doppelt
spinmarkierten Proteins. Dann miissen die dipolaren Wech-
selwirkungen zu den Spinmarkern benachbarter Molekiile
eliminiert werden. Dies kann durch diamagnetisches Ver-
diinnen, also Mischen mit nicht markierten Molekiilen
erreicht werden. Dennoch muss das Hintergrundsignal auf-
grund intermolekularer Wechselwirkungen bei der Aus-
wertung der DEER-Kurve beriicksichtigt werden. DEER-Kur-
ven von Messungen an einfach spinmarkierten Molekiilen
oder theoretisch berechnete Funktionen, die von einer ho-
mogenen Verteilung der Molekiile ausgehen (Abbildung 4,
oben, orange Kurve), konnen zur Korrektur verwendet wer-

den. Die Daten nach dieser Korrektur werden hiufig als

Formfaktor bezeichnet.

Die Abstandsverteilung zwischen den Spinmarkern er-
hilt man mittels Analyse des Formfaktors. Sie kann ent-
weder modellfrei oder auf Grundlage eines Modells der
Abstandsverteilung erfolgen. Einfache Modelle fiir Ab-
standsverteilungen sind beispielsweise eine oder mehre-
re GauSkurven. Da es sich um ein zumindest leicht un-
terbestimmtes Problem handelt, muss fiir den modellfrei-
en Ansatz ein mathematisches Verfahren verwendet
werden, das als Tikhonov-Regularisierung bezeichnet wird
und iiber die Wahl eines Regularisierungsparameters einen
Kompromiss zwischen Glitte der Abstandsverteilung und
Anpassung an die (verrauschten) experimentellen Daten
optimiert.

i Raumtemperatur im

An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass
der Abstand der Spindichten der Nitroxide, der mittels
DEER sehr genau bestimmt werden kann, vom entspre-
chenden Abstand des Protein-Riickgrats abweicht. Grund
dafiir ist, dass die verwendete Spinmarkierung MTSSL ei-
nen Linker mit mehreren Einfachbindungen besitzt, der
mehrere Rotamere ermdoglicht und deshalb keine eindeuti-
ge Konformation aufweist (Abbildung 1). Dies verkompli-
ziert Riickschliisse auf die Konformation des Proteins, kann
aber durch eine Modellierung niherungsweise kompensiert
werden.

Typische Probenvolumina fiir Abstandsmessungen im
X-Band sind einige zehn Mikroliter bei Mindestkonzentra-
tionen von einigen zehn Mikromol pro Liter. Die Messzeit
fir ein DEER-Experiment betrigt typischerweise mehrere
Stunden. Abstandsmessungen mittels ESR-Spektroskopie
sind also vergleichsweise aufwendig, da eine DEER-Messung
im Gegensatz zu NMR-Experimenten Uiblicherweise nur ei-
nen Abstand liefert. Dementsprechend lohnt sich ihr Ein-
satz nur, wenn Informationen gewonnen werden kénnen,
die mit anderen Methoden nicht zuginglich sind. Dies soll
im Folgenden am Parkinson-Protein Alpha-Synuclein erlidu-
tert werden.

Das Parkinson-Protein Alpha-Synuclein:

Ein Chaméleon
Ein Paradebeispiel fiir IDPs ist das aus 140 Aminosiuren
aufgebaute Alpha-Synuclein, das den Hauptbestandteil der
fiir die Parkinsonsche Krankheit charakteristischen Lewy-
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Korperchen bildet [12]. Parkinson ist die hiufigste alters-
bedingte Bewegungsstorung und die zweithiufigste neu-
rodegenerative Krankheit iiberhaupt. Alpha-Synuclein mit
seiner Aggregationsneigung und seiner hohen konformato-
rischen Flexibilitdt ist nicht nur ein Modellsystem fiir IDPs,
sondern auch gut geeignet, um die molekularen Prozesse
von Parkinson und dhnlichen Krankheiten zu untersuchen.

Alpha-8ynuclein nimmt je nach Umgebung unter-
schiedlichste Konformationen an, darunter der intrinsisch
ungefaltete Zustand in Losung sowie verschiedene o-heli-
kale Konformationen und B-Faltblattstrukturen. Die exakte
physiologische Funktion des Proteins ist noch unbekannt,
es wird jedoch vermutet, dass sie mit Membranbindung zu-
sammenhingt. Alpha-Synuclein bindet bevorzugt an nega-
tiv geladene Membranen.

Aggregation
Verschiedene neurodegenerative Krankheiten sind mit der
Aggregation von Proteinen in amyloide Fibrillen verbun-
den. Man vermutet, dass die Aggregation von Alpha-Synu-
clein iiber Zwischenprodukte in amyloide Fibrillen der to-
xische, die Krankheit auslosende Mechanismus ist.

Zur Aufklirung der Struktur von Alpha-Synuclein-Fibril-
len wurden einfach spinmarkierte Alpha-Synuclein-Deriva-
te verwendet. Menschliches Alpha-Synuclein enthilt keine
Cysteine, so dass einfach sowie doppelt spinmarkierte Al-
pha-Synuclein-Varianten erhaiten werden konnen, indem
Cysteine gezielt durch Mutagenese eingebracht und an-
schliefend mit MTSSL spinmarkiert werden. Spinmarkiertes

Alpha-Synuclein weist nach der Aggregation die gleiche Fi-
brillen-Morphologie wie nicht modifiziertes Alpha-Synuclein
auf, und Mischen beider Spezies zeigt, dass beide die glei-
chen Konformationen innerhalb einer Fibrille annehmen.
Dies bestitigt die Beobachtung, dass amyloide Fibrillen ge-
nerell Spinmarkierung mit MTSSL gut tolerieren.

Intermolekulare Abstandsmessungen an einem um-
fangreichen Satz verschiedener einfach spinmarkierter Al-
pha-Synuclein-Molekiile belegen, dass der Kern von Alpha-
Synuclein-Fibrillen aus parailel angeordneten Molekiilen be-
steht, bei denen die gleichen Residuen jeweils direkt
iibereinander gestapelt sind [13]. Dieser Kernbereich wird
durch die Aminosiuren 36 bis 98 gebildet und ist dicht ge-
packt, wihrend der N-Terminus strukturell heterogen und
der C-Terminus komplett ungefaltet ist.

Alpha-Synuclein kann die Membranstruktur beeinflus-
sen und kleine, unilamellare Vesikel sogar zerstéren. Inter-
und intramolekulare Abstandsmessungen unter solchen Be-
dingungen erlauben den Riickschluss, dass Alpha-Synuclein
Aggregate bildet, sobald es mit den Vesikeln in Kontakt
kommt. Auf Grundlage solcher Abstandsmessungen wurde
ein einfaches Modell fiir lipidinduzierte Aggregate vorge-
schiagen, das aus zwei Alpha-Synuclein-Molekiilen in en-
gem Kontakt besteht, aber auch Baustein fiir grofiere Ag-
gregate sein konnte (Abbildung 5) [14].

Protein-Membran-Wechselwirkung
Bei der Aufklirung der physiologischen Funktion von Alpha-
Synuclein steht jedoch nicht die Aggregation, sondern viel-
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mehr die Wechselwirkung mit Membranen im Fokus. Oft
werden kiinstliche Phospholipid-Membranen fiir ESR-Ex-
perimente verwendet.

Der N-Terminus von Alpha-Synuclein enthilt siecben Wie-
derholeinheiten mit jeweils elf Aminosiduren. Nach Binden
an negativ geladene Membranen dndert sich das ESR-Spek-
trum von Spinsonden an Residuen innerhalb dieses Bereichs
deutlich, wihrend keine Anderungen fiir Spinmarkierun-
gen an den letzten 40 Aminosiduren beobachtet werden (Ab-
bildung 6). Dies belegt, dass der C-terminale Teil des Pro-
teins an der Membranbindung nicht beteiligt ist (Abbil-
dung 7). Wertet man die spinmarkierten Residuen der Rei-
he nach beziiglich Losemittelzuginglichkeit und rotatori-
scher Mobilitit aus, kann zwischen Residuen auf der Mem-
bran- und auf der Wasserseite der Membran-Wasser-Grenz-
fliche unterschieden werden und so die Bildung einer
Helix, bei der jeweils elf Aminosiduren drei helikale Win-
dungen bilden, nachgewiesen werden.

Eine quantitative Beschreibung der Spektren von spin-
markiertem Alpha-Synuclein (Abbildung 6) mittels numeri-
scher Simulation bendtigt eine spektrale Simulation mit
zwei Komponenten: S = (1-a2)$; + a$S,.

Eine Komponente entspricht dem Spektrum des spin-
markierten Residuums in Abwesenheit von Membranen §;,
eine zweite Komponente S» mit reduzierter rotatorischer
Mobilitdt beschreibt das membrangebundene Residuum.
Wahrend 5, in einem separaten Versuch experimentell be-
stimmt werden kann, erhilt man ¢ und S, durch Anpassen
an die experimentellen Daten. a spiegelt die lokale Bin-
dungsaffinitit wider, so dass bei systematischer Variation
der Oberflichenladungsdichte der Membran eine ortsauf-
geloste Beschreibung der Membran-Protein-Wechselwir-
kung moglich ist.

So kann gezeigt werden, dass die Bindung von Alpha-
Synuclein an kiinstliche Phospholipidmembranen durch
den N-Terminus initiiert wird [15]. Ein komplementirer
ESR-Ansatz, auf den hier nur am Rande hingewiesen wer-

den soll, nutzt spinmarkierte Lipide, um Alpha-Synuclein-
Membran-Wechselwirkungen zu untersuchen {16].

Konformationen von membrangebundenem

Alpha-Synuclein
Die bekannte hufeisenformige Struktur von lipidgebunde-
nem Alpha-Synuclein wurde mittels NMR erhalten (Abbil-
dung 7). Da NMR beziglich der GroRe des untersuchten
Komplexes limitiert ist, wurde die Studie an Alpha-Synu-
clein auf Mizellen mit einen Durchmesser von etwa fiinf
Nanometern durchgefiihrt. Wie erwihnt weicht die Geo-
metrie von Mizellen deutlich von der organellischer
Membranen ab. So kénnte es allein der typische Mizellen-
durchmesser von nur fiinf Nanometern sein, der die Huf
eisen-Form von Alpha-Synuclein erzwingt, denn eine aus-
gestreckte Einzelhelix bendétigte eine Linge von etwa fiinf-
zehn Nanometern.

Tatsdchlich konnte durch Abstandsmessungen mittels
DEER gezeigt werden, dass der Abstand der beiden antipa-
rallelen o-Helices der Hufeisen-Konformation von der Mi-
zellen-Geometrie abhiingt [17]. Da DEER nicht beziiglich
der Grofe des zu untersuchenden Komplexes limitiert ist,
kénnen DEER-Experimente auch an Alpha-Synuclein, das
an kiinstliche Phospholipidmembranen gebunden ist,
durchgefiihrt werden.

So wurde mit ESR-Abstandsmessungen gezeigt, dass fiir
mehrere doppelt spinmarkierte Alpha-Synuclein-Varianten
der jeweilige mittlere Abstand einer ausgestreckten Alpha-
helix ibereinstimmt. Die Moglichkeit von DEER, nicht nur
mittlere Abstinde, sondern auch Abstandsverteilungen zu
messen, konnte verwendet werden, um einen direkten
Nachweis fiir die Koexistenz der Hufeisenform und der aus-
gestreckten Helix fiir membrangebundenes Alpha-Synuclein
zu erbringen (Abbildung 8) {18]. Dies zeigt, dass auf wenig
gekriimmten Membranen die ausgestreckte Helix die tiber-
wiegend vorliegende Konformation ist, die Hufeisenkon-
formation jedoch kein reines Artefakt aufgrund der Mizel
lengeometrie.

Intrazelluléire ESR? _

Da die Faltung von Alpha-Synuclein so sensibel von seiner
Umgebung abhingt, ist es von groflem Interesse, die Kon-
formationen in der lebenden Zelle zu bestimmen.

Dem trigt die aktuelle Methodenentwicklung in der ESR-
Spektroskopie Rechnung: Erst vor kurzem ist es gelungen,
an Modelisystemen mittels DEER Abstinde zu messen, um
Konformationen in lebenden Zellen aufzukfiren [19-21]. Da-
bei wurden spinmarkierte Molekiile mittels Mikroinjektion
in die Zelle eingebracht und anschlieend vermessen.

Gegentiber der bekannten In-CellNMR bietet intrazel-
luliire ESR zwei Vorteile: Man detektiert kein Hintergrund-
signal von diamagnetischen Makromolekiilen in der Zelle
und es kOnnen physiologische Konzentrationen von Alpha-
Synuclein eingesetzt werden.

Falls es gelingt, intrazellulire ESR-Spektroskopie auf Al-
pha-Synuclein anzuwenden, so solite man mit dieser neuen



Technik der Aufklirung der physiologischen und patho-
physiologischen Funktion dieses intrinsisch ungeordneten
Proteins den vielleicht entscheidenden Schritt niherkom-
men konnen.
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Zusammenfassung
ESR hat wdhrend der letzten zwei Jahrzehnte einen enor-
men methodischen und instrumentellen Fortschritt erfahren,
insbesondere in den Bereichen gepulste ESR und Doppelreso-
nanztechniken. Oft kombiniert mit ortsspezifischer Spinmar-
kierung finden diese Methoden Anwendungen in verschie-
densten Gebieten der Chemie und vor allem der Biostruk-
“turforschung. Am Beispiel des intrinsisch ungeordneten
Parkinson-Proteins Alpha-Synuclein wird die Leistungsféhig-
keit moderner ESR-Spektroskopie illustriert.

Summary

During the last two decades electron paramagnetic resonan-
ce (EPR) witnessed a tremendous methodological and instru-
mental development, in particular in the areas of pulsed EPR
and double resonance techniques. Often in combination with
site-directed spin-labeling these techniques are applied within
different subdisciplines in chemistry and in particular in bio-
structure research. Applications on the intrinsically disorde-
red protein Alpha-Synuclein associated with Parkinson’s
disease are used to illustrate the potential of modern EPR
spectroscopy.

Schiagworter
Elektronenspinresonanzspektroskopie, intrinsisch unge-
ordnete Proteine, DEER, Ortsspezifische Spinmarkierung,
Alpha-Synuclein
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