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Dem ,,Parkinson-Protein* auf der Spur

Forschungsteam um Konstanzer Physikochemiker Prof. Dr. Malte Drescher gelingt direkte Beobachtung
der Membranbindung von B-Synuclein in lebenden Zellen

Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern der Universitdt Konstanz und der Freien Universitat Amsterdam gelingt in
Zusammenarbeit mit dem Entwicklungsteam des Unternehmens Bruker BioSpin erstmals der direkte, spektroskopische
Nachweis der Bindung des ,,Parkinson-Proteins“B-Synuclein an Lipidmembranen in der Zelle.

Das Protein B-Synuclein ist eines der am Haufigsten im Gehirn des Menschen vorkommenden EiweiRstoffe. Es wird oft
als ,,Parkinson-Protein“ bezeichnet, da die Ablagerung des EiweiRstoffes in Gehirnzellen ein Kennzeichen der
Parkinson‘schen Krankheit ist. Trotz des hohen Interesses der biomedizinischen Forschung an dem Protein sind viele
Fragen iiber die Funktion und Physiologie von B-Synuclein in lebenden Zellen weiterhin offen. So bestand zum Beispiel
bisher Unklarheit dariiber, ob und in welchem MaRe der EiweiRstoff an innere Zellbestandteile wie Membranen bindet
und mit diesen interagiert. Da derartige Vorginge eine Rolle bei der Entstehung der Krankheit spielen kénnten, nutzte
das Team um den Konstanzer Physikochemiker Prof. Dr. Malte Drescher die Weiterentwicklung eines etablierten
Messverfahrens, der sogenannten Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie), um mehr tiber die
Bindungseigenschaften des ,,Parkinson-Proteins® zu erfahren. Die in der Fachzeitschrift ,,The Journal of Physical
Chemistry Letters” erschienene Studie erbringt den konzeptionellen Beweis dafiir, dass sich die weiterentwickelte
Methode grundsatzlich zur Aufklarung von Protein-Lipid-Interaktionen in Zellen eignet. Dariiber hinaus lieferte dieser
erste Praxistest den direkten Nachweis der Bindung von &-Synuclein an intrazellulire Membranen.

Langsamer ist nicht immer griindlicher

Die weiterentwickelte Variante der ESR-Spektroskopie, welche in der aktuellen Studie erstmalig zur praktischen
Anwendung gebracht wurde, wird als Schnellscan (engl.: rapid-scan) ESR-Spektroskopie bezeichnet. Bei beiden
Methoden, der herkommlichen und der weiterentwickelten, werden die zu untersuchenden Proteine zunichst mit
sogenannten Spin-Sonden versehen. Diese chemischen Sonden ermdglichen es, Verdnderungen in der Proteinstruktur
festzustellen. Spin-Sonden besitzen je ein freies Elektron, dessen Eigendrehung (,,Spin“) durch die Bestrahlung mit
Mikrowellen angeregt wird. ,,Wir kdnnen uns Spins wie kleine Kompassnadeln vorstellen, die bei der Messung mithilfe
von Mikrowellenstrahlung beeinflusst werden®, verbildlicht Drescher. Bei der herkdmmlichen ESR-Spektroskopie muss
fiir jede Gruppe von angeregten Spins gewartet werden, bis diese Beeinflussung abklingt, bevor die Gruppe erneut
angeregt werden kann. Dieser vergleichsweise zeitaufwandige Vorgang muss fiir die vollstandige Messung iiber viele
Durchgange hinweg wiederholt werden.

Bei der Schnellscan ESR-Spektroskopie hingegen ist es nicht mehr notwendig zu warten, bis die Beeinflussung einer
Spingruppe abklingt, bevor die Messung fortgesetzt wird. ,,Stattdessen eilt man mit der Beeinflussung spektral von
Spingruppe zu Spingruppe und kommt dann in dem Moment zur ersten Gruppe zuriick, in dem deren Beeinflussung
gerade abgeklungen ist“, so Drescher. Dieses Verfahren verkiirzt zum einen die benotigte Messdauer, zum anderen
ermoglicht es die Verwendung hoherer Mikrowellenenergien, was zu einer verbesserten Genauigkeit der Methode fiihrt.
Beide diese Vorteile haben sich die Forschenden in ihrer aktuellen Studie zum Bindungsverhalten von B-Synuclein
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Die neue Methode in der Praxis

Aus Vorgangerstudien in-vitro (,,im Reagenzglas“) war bereits bekannt, dass das ,,Parkinson-Protein“z-Synuclein mit
elektrisch negativ geladenen Lipidmembranen Bindungen eingehen kann. Bei der ESR-Spektroskopie geht dieser
Bindungsvorgang mit einer charakteristischen Veranderung des gemessenen Signals einher. ,,Das zunichst
ungeordnete @-Synuclein nimmt bei der Bindung an die Membran eine geordnete Form an. Dadurch sinkt die
Beweglichkeit der Spin-Sonde und die Bindung des Proteins kann durch die Messmethode direkt erfasst werden®,
erldutert Theresa Braun, Doktorandin in der Arbeitsgruppe Drescher und gemeinsam mit Juliane Stehle Erstautorin der
Studie.

Mithilfe synthetischer, negativ geladener Membrankiigelchen, sogenannter Vesikel, und aufgereinigtem B-Synuclein
konnten Drescher und seine Kolleginnen und Kollegen dieselbe Signalverdanderung bei der Schnellscan
ESR-Spektroskopie nachweisen. Dies gelang ihnen jedoch nicht nur in-vitro, sondern auch innerhalb von Zellen des
afrikanischen Krallenfroschs (Xenopus laevis), in welche zuerst die kiinstlichen Membrankiigelchen und kurze Zeit
spdter das Protein eingebracht wurden. AnschlieRend fiihrte das Forscherteam zeitabhdngige Messungen durch und
konnte anhand der Verdnderung des Messsignals dabei direkt beobachten, wie der Anteil des in der Zelle gebundenen
Proteins mit der Zeit zunahm.

Eine vergleichbare — wenn auch deutlich schwichere — Zunahme der Menge an gebundenem @-Synuclein mit der Zeit
zeigte sich auRerdem, wenn keine kiinstlichen Membranen in die Zelle eingebracht wurden. Deshalb blieb laut Drescher
nur eine Erklarung fiir diese entscheidende Beobachtung. ,,Wir sehen hier zum ersten Mal direkte Anzeichen dafiir, dass
@-Synuclein auch mit den zelleigenen, sprich natiirlich vorhandenen Lipidmembranen interagiert, schlussfolgert der
Wissenschaftler. Aufgrund der vergleichsweise geringen Grofie des Effekts blieb dies in Experimenten mit weniger
genauen Messmethoden bislang verborgen.

Vom Frosch zum Mensch

In zukiinftigen Studien plant das Team um Malte Drescher, auf diesem Ergebnis aufzubauen und den Vorgang der
intrazelluldren Bindung von B-Synuclein an natiirliche Zellbestandteile weiter aufzuklaren, um mehr liber die Funktion
des EiweiRstoffes zu erfahren. Ein wichtiger Schritt wird dabei der Wechsel von den Froschzellen als Modellsystem zu
verschiedenen Sdugetierzelltypen sein. Das langfristige Ziel ist, die Protein-Lipid-Interaktionen des
»Parkinson-Proteins“ und dessen Rolle bei der Entstehung der Parkinson‘schen Krankheit besser zu verstehen, um so
geeignete Therapieansdtze entwickeln zu konnen.

Die Forschungsarbeiten fanden im Rahmen des Konstanzer Sonderforschungsbereiches 969 ,,Chemische und
biologische Prinzipien der zelluldren Proteostase” statt und erhielten zusitzliche Férderung durch das
Rahmenprogramm ,,Horizon 2020 der Europaischen Union.

Fakteniibersicht:

- Originalpublikation: Theresa S. Braun, Juliane Stehle, Sylwia Kacprzak, Patrick Carl, Peter Hofer, Vinod Subramaniam,
Malte Drescher, Intracellular Protein-Lipid Interactions Studied by Rapid-Scan Electron Paramagnetic Resonance
Spectroscopy, DOI: 10.1021/acs.jpclett.oco3583

- Link: https://doi.org/10.1021/acs.jpclett.0co3583

- Machbarkeitsstudie zum direkten Nachweis von Protein-Lipid-Interaktionen in lebenden Zellen mittels Schnellscan
ESR-Spektroskopie

- Erstmalig direkter Nachweis der Bindung von B-Synuclein an intrazellulire Membranlipide

- Zukiinftige Forschungsarbeiten sollen die Bindung von B-Synuclein an natiirliche Zellmembranen weiter aufkldaren und
auf verschiedene Sdugetier-Zelltypen ausgeweitet werden

- Kooperationsprojekt der Universitit Konstanz, der Freien Universitit Amsterdam (Niederlande) in Zusammenarbeit
mit dem Unternehmen Bruker BioSpin
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- Projektkoordination: Prof. Dr. Malte Drescher, Professor fiir Physikalische Chemie an der Universitit Konstanz.
- Gefordert durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG; im Rahmen des SFB 969) sowie den Europdischen
Forschungsrat (ERC; im Rahmen von Horizon 2020).
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graphical abstract - Proteinbindung und Spektrum
AG Drescher Univeritit Konstanz
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