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Intrinsisch ungeordnete Proteine oder unstrukturierte Pro-
teine (IUPs) spielen eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl
normaler und pathogener biochemischer Prozesse. Wegen
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ihrer hohen Beweglichkeit entziehen
sich IUPs jedoch weitgehend den klas-
sischen Methoden der Strukturbiologie.
Einerseits sind Messungen globaler
Parameter in Ubereinstimmung mit
einer Beschreibung von IUPs als sta-
tistisches Kniuel," andererseits
wurden aber durch NMR-Spektrosko-
pie betrichtliche Mengen lokaler
Struktur in denaturierten und ungefal-
teten Zustdnden nachgewiesen. Kiirz-
lich wurden diese beiden kontridren
Befunde in Einklang gebracht, als ge-
zeigt wurde, dass TUPs mit einem ein-
fachen Modell beschrieben werden
konnen, das auf aminosdurespezifi-
schen ¢/¢-Verteilungen basiert.*! Ins-
besondere konnten dipolare Rest-
kopplungen (residual dipolar couplings,
RDCs), die in Proteinen gemessen
werden konnen, die in verdiinnten
fliissigkristallinen Phasen gelost
wurden, auf Grundlage dieses Modells
vorhergesagt werden. Hierfiir wurde
angenommen, dass die anisotropen
Flussigkristallteilchen dem Protein nur
iber die sterische Wechselwirkung eine
Vorzugsrichtung  geben.  Dariiber
hinaus zeigten wir, dass RDCs eine
hohe Nachweisempfindlichkeit fiir
langreichweitige Wechselwirkungen in
IUPs haben.*

Hier weisen wir nach, dass die An-
nahme einer rein sterischen Wechsel-
wirkung zwischen intrinsisch ungeord-
neten Proteinen und verdiinnten fliis-
sigkristallinen Phasen nur zutrifft, wenn
die Fliissigkristallteilchen vorwiegend
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Abbildung 1. a) Verteilung der Oberflachenladungen in aS. Positiv und negativ geladene Reste
sind in Blau bzw. Rot hervorgehoben. Mit der Parkinson-Krankheit zusammenhingende Mutati-
onsstellen und Proline sind mit Pfeilen markiert. b) 'H,">N-RDCs in Pfl-Phagen bei 50 mm
(schwarz), 100 mm (blau), 300 mm (griin) und 500 mm NaCl (rot), skaliert an der Aufspaltung
des *H-Signals bei 50 mm NaCl. Alle Spektren wurden mit einem Bruker-DRX600-NMR-Spektro-
meter an 0.2 mm aS in 20 mm Tris-HCl, pH 7.4 bei 288 K aufgenommen. c,d) Vergleich der ex-
perimentellen (durchgezogene Linien) und simulierten 'H,"”°N-RDCs (gestrichelte Linien) in

ungeladen sind. Weisen die Fliissig-
kristallteilchen =~ Oberflachenladungen
auf, so wird die Ausrichtung von IUPs
in diesen Medien stark von elektrosta-
tischen Wechselwirkungen beeinflusst und skaliert mit der
Salzstdarke der Losung. In diesem Fall kénnen RDCs auf der
Basis eines einfachen elektrostatischen Modells vorhergesagt
werden.[®]

Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir a-Synuclein
(aS), ein natiirlich unstrukturiertes, aus 140 Aminosduren
bestehendes Protein, dem eine bedeutende Rolle in der
Entwicklung der Parkinson-Krankheit zugeschrieben wird.
aS wurde in den zwei unterschiedlich geladenen Ausrich-
tungsmedien Pfl-Bakteriophagen”! und Cetylpyridinium-
chlorid/Hexanol/NaCl (CPC1)®! untersucht.

RDC s, die in mit Pfl-Bakteriophagen ausgerichtetem aS
gemessen wurden, sind in Abbildung 1 gezeigt. Bei 300 mm
und 500 mm NaCl dhnelt das RDC-Muster dem Muster, das
wir zuvor in einem ungeladenen Ausrichtungsmedium beob-
achtet hatten.”! Alle RDCs sind positiv, und Bereiche mit
relativ groBen RDCs wechseln sich ab mit Aminoséuren, fiir
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15 mgmL™" Pfl-Phagen und 50 mm NaCl (c) oder 500 mm NaCl (d). Unterhalb von 200 mm
NaCl hingen die simulierte und die experimentelle RDC-GréRe stark von der genauen lonen-
stirke und der verwendeten Pf1-Charge ab.

die die RDCs nahezu null sind. Im C-Terminus treten die
groffiten RDCs auf. Bei 100 mM NaCl wechseln die RDCs der
Reste 23, 46, 50, 59, 86 und 103-104 das Vorzeichen und
werden schwach negativ. Ferner vergro3ern sich die RDCs
der Reste 15-21 und 124-131, wobei sich letztere fast ver-
doppeln. Bei noch geringeren Salzkonzentrationen erhohten
sich die RDCs im N-Terminus nochmals stark, sodass die Si-
gnale einiger Reste aufgrund grofer dipolarer 'H,'H-Kopp-
lungen nicht mehr detektierbar waren. Im mittleren Bereich
von aS wurden alle RDCs negativ. Dieses Verhalten ist im
Einklang mit den elektrostatischen Eigenschaften des Sys-
tems. Die Pfl-Fliissigkristallteilchen haben eine hohe nega-
tive Oberflichenladung,”! sodass bei niedrigen Salzkonzen-
trationen der positiv geladene N-Terminus von aS stark an-
gezogen wird (Abbildung 1a). Gleichzeitig wird der negativ
geladene C-Terminus von der Oberfliche der Pfl-Teilchen
abgestoflen.
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Wir vergleichen nun experimentell beobachtete RDCs
mit Werten, die durch das Simulationsprogramm PALES
vorhergesagt wurden. Hierzu wurde ein aus 50000 Strukturen
bestehendes Ensemble mithilfe des Flexible-Meccano-Algo-
rithmus erzeugt.” In Flexible-Meccano wird die Peptidkette
schrittweise aufgebaut, indem in zufélliger Weise ¢/¢-Winkel
aus einer Datenbank aminosdurespezifischer Konformatio-
nen ausgewdhlt werden. Die verwendeten Konformationen
stammen aus Bereichen nichtreguliarer Sekundirstrukturele-
mente in hochaufgelosten Kristallstrukturen. Auf der
Basis dieser 50000 Strukturen (30000-50000 Struk-
turen waren fiir die Konvergenz der Simulationen
erforderlich) wurden RDCs mit einem einfachen T
Modell der elektrostatischen Ausrichtung simuliert,
das nur die Wechselwirkung der geladenen Seiten-
ketten mit dem von den Fliissigkristallteilchen er-
zeugten elektrostatischen Feld des Proteins bertick-
sichtigt.!”! Hierfiir wurden fiir den Pf1-Fliissigkristall
folgende Parameter verwendet: gemittelte Oberfla-
chenladung —0.47 enm 2, Ordnungsparameter 0.9,
Konzentration 15mgmL~". CPCl wurde als eine
26.8 A dicke, einheitlich geladene Wand modelliert
(Oberflichenladung +0.08 enm ™2 Ordnungspara-
meter 0.8, Konzentration 5% (w/v)).l%

Bei allen Bedingungen wurde eine gute Uber-
einstimmung zwischen den mithilfe von Pfl-Phagen
gemessenen und den mit PALES simulierten RDCs
gefunden (Abbildung 1¢c,d und Hintergrundinfor-
mationen). Die Vorhersage der genauen Grofe der
RDCs mit PALES héngt jedoch von der Ionenstirke
der Losung ab. Wie wir in fritheren Untersuchungen
zeigten,”® sind PALES-Simulationen am zuverlis-
sigsten bei mittleren Salzkonzentrationen, wohinge-
gen bei hoheren Salzkonzentrationen die Stdrke der
Ausrichtung unterschitzt wird. In Ubereinstimmung
hiermit mussten die fiir 100 mm und 500 mm NaCl
simulierten RDCs um das 2.5- bzw. 4-fache hochskaliert
werden. Bei 50 mm NaCl passte die GroBe der simulierten
RDCs gut zu den experimentellen Werten, sodass keine
nachtrégliche Skalierung erforderlich war.

CPCl ist positiv geladen und zieht stark den negativ ge-
ladenen C-Terminus von oS an, sodass es zu erheblichen Li-
nienverbreiterungen und zum Verschwinden der Signale im
C-Terminus kommt (Hintergrundinformationen). Entspre-
chend sagt PALES eine achtfache Erhohung der RDC-Stirke
fiir die Reste 110-140 vorher. Dariiber hinaus wurde das
Ausrichtungsverhalten des CPCl-Mediums durch das Ein-
bringen von aS veridndert. Nach Zugabe von aS reduzierte
sich die Aufspaltung des *H-Signals bei 150 mm NaCl (15 Hz)
um das Sechsfache. Daher kann — obwohl keine signifikanten
Anderungen in den chemischen Verschiebungen der beob-
achtbaren NMR-Signale auftraten — derzeit nicht ausge-
schlossen werden, dass die CPCl-Phase das Konformations-
ensemble von oS é&ndert. AuBlerhalb der C-terminalen
Domiine traten keine erh6hten RDCs auf, und die simulierten
RDC:s passen gut zur PALES-Simulation. Dies deutet darauf
hin, dass sich die einzelnen aS-Doménen unabhéngig von-
einander ausrichten.

—_—
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Um einen genaueren Einblick in die Vorzeichenumkehr
der RDCs in der mittleren Region von aS bei 50 mm NaCl
(Abbildung 1b) zu gewinnen, erzeugten wir fiir ein zehn
Aminosduren langes Polyalaninfragment ein aus 30000
Strukturen bestehendes Ensemble. An die Enden der Poly-
alaninketten wurden Ladungen von +5e und —5e gesetzt,
und RDCs wurden mit den Modellen der sterischen'!! und
der elektrostatischen Ausrichtung® vorhergesagt (Abbil-
dung 2 a). Im sterischen Fall waren alle RDCs positiv, und das
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RDC-Muster hatte die charakteristische, glatte Glocken-
form."? Bei Beriicksichtigung elektrostatischer Wechselwir-
kungen waren die gemittelten RDC-Werte hingegen negativ.
Dies ist in Ubereinstimmung mit einer Ausrichtung vorwie-
gend senkrecht zum magnetischen Feld und einem Dipol-
dhnlichen Verhalten des Polyalaninfragments. Zudem zeigten
Simulationen bei unterschiedlichen Ionenstidrken, dass La-
dungsabschirmung zu einer verstérkt sterischen Ausrichtung
fiihrt.

Vor kurzem hatten wir gezeigt, dass die erhohten RDC-
Werte im C-Terminus von aS durch langreichweitige Wech-
selwirkungen hervorgerufen werden.! Bei Annahme aus-
schlieBlich sterischer Wechselwirkungen fiihrt die zwangs-
weise Einfiihrung einer langreichweitigen Wechselwirkung
zwischen den Resten 1-20 und 120-140 in das von Flexible-
Meccano erzeugte Strukturensemble zu einer Erhohung der
RDC-Werte in den Aminosédurebereichen 2-30 und 110-140.
Im Falle elektrostatischer Wechselwirkungen wird das Aus-
richtungsverhalten komplizierter (Abbildung 2b). Obwohl
durch die Einfithrung dieser langreichweitigen Wechselwir-
kungen RDC:s fiir die Reste 116-121 leicht erhoht wurden,
kam es zu einer starken Erniedrigung der RDCs im Bereich
des N-Terminus. Tatsdchlich muss man zwei einander entge-
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Abbildung 2. a) Simulierte 'H,”’N-RDCs in einem zehn Aminoséuren langen Polyalanin-
fragment unter Annahme rein sterischer Wechselwirkung (rot) und unter Beriicksichtigung
elektrostatischer Wechselwirkungen bei 50 mm (schwarz), 100 mm (blau) und 500 mm
NaCl (griin) sowie Ladungen von +5e und —5e am N- bzw. C-Terminus. Einschub: ver-
groRerter Ausschnitt. b) Simulierte 'H,"> N-RDCs in 15 mgmL~' Pf1-Phagen bei 100 mm
NaCl mit (gestrichelte Linie) und ohne langreichweitige Wechselwirkung (durchgezogene
Linie) zwischen den Resten 1-20 und 120-140.
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genwirkende Effekte berticksichtigen: Wegen der langreich-
weitigen Wechselwirkung versteift sich das Proteinriickgrat,
und die RDC-Werte erhohen sich, gleichzeitig wird aber der
negative geladene C-Terminus in die Nédhe des positiv gela-
denen N-Terminus gebracht, und es kommt zu teilweiser
Ladungskompensation. Letzteres wiederum erniedrigt die
RDC-Werte.

Wir haben hier nachgewiesen, dass die molekulare Aus-
richtung von intrinsisch unstrukturierten und anderen unge-
ordneten Proteinen in geladenen nematischen Phasen stark
durch elektrostatische Wechselwirkungen beeinflusst wird.
Ein einfaches Modell der elektrostatischen Ausrichtung kann
jedoch dipolare Restkopplungen zuverléssig unter verschie-
denen Bedingungen vorhersagen. Elektrostatische Wechsel-
wirkungen miissen bei der Interpretation von Struktureigen-
schaften in ungeordneten Proteinen auf der Basis von RDCs
beriicksichtigt werden. Gleichzeitig kann aber eine Modula-
tion der Ausrichtung durch elektrostatische Wechselwirkun-
gen eine verbesserte strukturelle Charakterisierung dieser
flexiblen Systeme ermoglichen. Unsere Ergebnisse haben
daher bedeutende Auswirkungen fiir die RDC-basierte In-
terpretation der Struktur und Dynamik entfalteter Zusténde.
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