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Lokale und globale Dynamik im ungeordneten Synuklein-Protein

Nasrollah Rezaei-Ghaleh, Giacomo Parigi, Andrea Soranno, Andrea Holla, Stefan Becker,
Benjamin Schuler, Claudio Luchinat* und Markus Zweckstetter*

Abstract: Intrinsisch ungeordnete Proteine (ID Ps) besitzen ein
breites Spektrum an Bewegungen, die mit einer einzelnen ex-
perimentellen Methode schwierig zu charakterisieren sind.
Hier kombinieren wir Hochfeld- und Niederfeld-Kernspinre-
laxation, Nanosekunden-Fluoreszenzkorrelationsspektrosko-
pie (nsFCS) und Molekulardynamiksimulationen um detail-
lierten Einblick in die konformationelle Beweglichkeit alpha-
Synukleins, eines paradigmatischen IDPs mit einer bedeuten-
den Rolle in der Parkinson-Erkrankung, zu gewinnen. Die
kombinierte Analyse zeigt, dass Bewegungen schneller als 2 ns,
die durch lokale Diederwinkelschwankungen und struktureller
Anderungen innerhalb und zwischen Ramachandran-Unter-
zustinden hervorgerufen werden, den grofiten Teil des Orien-
tierungsgediichtnis der N-H-Vektoren des Proteinriickgrats
dekorellieren. Dariiber hinaus finden wir aber langsamere
Bewegungen einzelner Segmente der alpha-Synuklein-Kette
mit Korrelationszeiten bis zu ~ 13 ns, insbesondere in der C-
terminalen Domdine, wihrend globale Umordnungen der
alpha-Synuklein-Kette auf einer Zeitskala von ~60 ns statt-
finden. Unsere Studie belegt, dass die Kombination von
Hochfeld- und Niederfeld-Kernspinrelaxation, nsFCS und
Molekulardynamiksimulationen ein wirkungsvoller Ansatz ist
um die Beweglichkeit von IDPs auf verschiedenen Zeit- und
Lingenskalen zu bestimmen.

I ntrinsisch ungeordnete Proteine (IDPs) bilden einen grof3en
Teil des eukaryotischen Proteoms und spielen ein Schliissel-
rolle in vielen zelluliren Prozessen.!"! Die biologische Funk-
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tion vieler IDPs wird durch ihre hohe Beweglichkeit unter-
stiitzt.”! Diese hohe Beweglichkeit beruht auf der im Ver-
gleich zu gefalteten Proteinen flachen IDP-Energieland-
schaft. Daher werden IDPs am besten durch heterogene
Ensemble schnell austauschender Strukturen beschrieben.
Entsprechend wurden bereits einige Strukturensemble auf-
grund gemittelter, konformationeller Abstandsrandbedin-
gungen berechnet.! Hiufig scheinen krankheitsrelevante
Mutationen und posttranslationale Modifikationen die
strukturellen Eigenschaften von IDPs nur wenig zu verédn-
dern, so dass die von ihnen hervorgerufenen pathologischen
Effekte moglicherweise in Zusammenhang mit Anderungen
in der Proteindynamik stehen. Ein umfassendes Bild der
Dynamik von IDPs fehlt jedoch. Eine gro3e Herausforderung
hierbei ist, dass die Dynamik von IDPs auf vielen Lingen-
und Zeitskalen stattfindet und daher nur schwierig mit einer
einzelnen experimentellen Methode charakterisiert werden
kann. In dieser Arbeit kombinieren wir Hochfeld-""N-Spin-
relaxation, Niederfeld-'H-Relaxometrie und Nanosekunden-
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (nsFCS), drei experi-
mentelle Methoden mit unterschiedlicher Sensitivitdt fiir
Bewegungen auf verschiedenen Léngen- und Zeitskalen, mit
Molekulardynamiksimulationen (MD), um Einblick in lokale
und globale Bewegungen des IDPs o-Synuklein (aS) auf
Zeitskalen von einer bis hunderte Nanosekunden zu gewin-
nen (siche Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen).

Der Ausgangspunkt unserer Arbeit war eine 16-us MD-
Trajektorie des aS, die als Teil einer fritheren Studie mit dem
Amberl2-Kraftfeld und dem TIP4P-pD-Wassermodel bei
300 K berechnet wurde. Fiir diese Rechnungen wurde ein
2,5 fs Zeitschritt verwendet und die Strukturen alle 10 ps
abgespeichert.”! Aufgrund der langen Simulationszeit tastet
diese MD-Trajektorie umfassend den Konformations- und
Dynamikraum des aS-Proteins ab (Abbildung 1a). 'H-Re-
laxometrie-Daten (0,1-50 MHz) des aS wurden bereits ge-
messen! (Abbildung 1b). nsFCS und Einzelmolekiil-Forster-
Resonanzenergietransfer- (smFRET) Experimente (Abbil-
dung 1c), sowie ""N-Spinrelaxationsraten (Abbildung 1 f-h)
wurden speziell fiir diese Arbeit gemessen.

Zu Beginn stellten wir uns die Frage, ob die in der MD-
Trajektorie auftretenden Bewegungen zu den experimentel-
len 'H-Relaxometriedaten passen. Hierfiir berechneten wir
auf Basis der MD-Trajektorie Winkelautokorrelationsfunk-
tionen (ACFs) und spektrale Dichtefunktionen fiir alle Ha-,
Methylen- und Methylprotonen. Von den spektralen Dich-
tefunktionen wurden anschlieBend einzelne 'H-R;-Raten bei
unterschiedlichen Magnetfeldstarken berechnet (Hinter-
grundinformationen, Methoden). Fiir die Anpassung der be-
rechneten ACFs war eine 4-fach-exponentielle Abfallfunkti-
on erforderlich (Abbildung S2a), wobei die ldngsten Korre-
lationszeiten eine groBe Streuung zeigten (Abbildung S2).
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Abbildung 1. Integrative Analyse der lokalen und globalen Dynamik des aS. (a) Reprisentatives aS-Ensemble aus einer 16-us-langen MD-Simulati-
on. (b) 'H- Relaxometrie gemessen in D,0O (Kreise) liberlagert mit dem MD-simulierten Profil (Linie; reskaliert im Hinblick auf die unterschiedli-
chen Viskositaten von H,O und D,0). (c,d) Vergleich der experimentellen nsFCS-Kurven (c) und des Autokorrelationsprofils des $42-T92 C*-C*
Abstands (d) mit Daten berechnet von der MD-Trajektorie. Im Vergleich zu einem monoexponentiellen Abfall (rote Kurve), verbessert sich der Fit
bei Verwendung einer biexponentiellen Funktion (lila). Abgeleitete Korrelationszeiten sind vergleichbar mit jenen, die mittels einer globalen Anpas-
sung der experimentellen Auto- und Kreuzkorrelationen erhalten wurden. (e) Ein typisches °N,'H-Korrelationsspektrum. Drei Reste des N-termi-
nalen, des NAC- oder des C-terminalen Bereichs (A17, V70 und D121) sind markiert (Abbildung S4). (f~h) N R;- und R,-Raten und hetNOEs,
gemessen (griine Kreise/Linien) und berechnet auf Basis der MD-Trajektorie (grau; bei 600 MHz). Fehlerbalken fiir simulierte R,/R, stellen die
Standardabweichung zwischen Raten, die von drei MD-Teiltrajektorien mit einer Lange von jeweils 5 us berechnet wurden, dar. Fehlerbalken ftr

experimentelle Raten sind kleiner als die Symbole.

Der Mittelwert der zweiten Korrelationszeit betrug 1,6 ns.
Das R,-Dispersionsprofil wurde danach simuliert und mit den
experimentellen Daten verglichen (Abbildung 1b). Wenn das
simulierte Profil mit einer einzigen Korrelationszeit ange-
passt wird (Gleichung S6a),["! ergaben sich folgende Werte:
S2=0,104+0,01, 7y =5,8+ 0,3 ns und a =5,0+0,5s~". Diese
Werte sind in guter Ubereinstimmung mit den Parametern,
die mittels einer Anpassung des experimentellen Relaxa-
tionsprofils erhalten wurden (S.*2=0,0840,01, 7 =6,3=+
04ns und a=6,1+03s" in Wasser).”! Die Qualitit der
Anpassung verbesserte sich bei Verwendung von zwei Kor-
relationszeiten (Gleichung S6b). Dies war erwartet, da eine
Verteilung der Korrelationszeiten den simulierten Daten zu
Grunde liegt (Abbildung S2b). AnschlieBend wurde die kiir-
zere Korrelationszeit (tg,) auf den Wert 1,6 ns festgesetzt
(siehe oben). Dies war aufgrund der hohen Kovarianz von 7y,
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mit dem zugehdrigen Ordnungsparameter, Sc,)’, sinnvoll.
Die sich dann ergebenden 7y, Scq)” und Sc)* waren 8,7 +
0.5 ns, 0,044 + 0,004 und 0,25 £+ 0,02. Bei Anpassung der Ab-
fallfunktion an das experimentelle Profil ergaben sich fiir 7y,
Scay” und S¢p)* die Werte 8,6 1,6 ns, 0,05 +0,02 und 0,16 +
0,09. Die Analyse zeigt, dass die verwendete MD-Trajektorie
langsame Bewegungen wiederspiegelt, die '"H-'H dipolare
Wechselwirkungen mit einer Korrelationszeit von 6-9 ns
modulieren.

smFRETund nsFCS haben sich als wichtige Methoden fiir
die Untersuchung von ungeordneten Proteinen etabliert.”!
Diese beiden Methoden basieren auf der abstandsabhidngigen
Kopplung der elektronischen Ubergangsdipole eines Donor-
und Akzeptorfluorophors, die an die Polypeptidkette ange-
hingt wurden. Sie ermoglichen Zugang zu lingeren Zeitska-
len als "H-Relaxometrie, typischerweise im Beriech von zehn
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bis Hunderte von Nanosekunden. Um aS mit Alexa 488/594
als Donor/Akzeptorfluorphor markieren zu konnen, pripa-
rierten wir eine aS-Doppel-Cystein-Variante (S42C/T92C
aS). In smFRET-Messungen beobachteten wir eine mittlere
Transfereffizienz von 0.64. Dies entspricht einem rms-(root
mean squared-Abstand von 4,5 +0,4 nm, vergleichbar dem
rms-Abstandswert 4,4 +0,2 nm, der aus der MD-Trajektorie
berechnet wurde (Abbildung S3 und Tabelle S1). Die beob-
achteten Fluoreszenzintensititskorrelationsfunktionen zeig-
ten korrelierte und anti-korrelierte Komponenten im Sub-
mikrosekundenbereich der Autokorrelations- und Donor-
Akzeptor-Kreuzkorrelationsfunktionen (Abbildung 1c¢).
Eine globale Analyse aller nsFCS-Korrelationsfunktionen auf
Basis eines monoexponentiellen Zerfalls ergab eine Rekon-
figurationszeit 7, von 58 £ 13 ns. Der 7-Wert des aS ist ver-
gleichbar zu 7-Werten anderer ungeordneter Proteine mit
dhnlicher Linge®* und kann direkt mit der aus der MD-
Simulation bestimmten Abstandskorrelationszeit verglichen
werden: bei Anpassung einer monoexponentiellen Funktion
an die MD-Distanzkorrelation erhielten wir eine mittlere
Relaxationszeit von 43 ns (Abbildung 1d). Dieser Wert liegt
nur geringfiigig unter dem experimentellen Wert. Wir beob-
achteten jedoch auch, dass die MD-Korrelationsfunktion
besser durch einen biexponentiellen Abfall mit zwei Korre-
lationszeiten (10 + 2 ns/Amplitude 41 +5% und 107 & 16 ns/
Amplitude 59 + 5% ) beschrieben werden konnte. Eine dhn-
liche Analyse der experimentellen Korrelationen ergab Kor-
relationszeiten von 23 +4 ns (66 =2 %) und 136 +33 ns (34 +
2%). Der gewichtete Mittelwert der beiden Korrelationszei-
tenist 67 £ 12 ns fiir die MD-Simulation und 61 + 14 ns fiir die
nsFCS-Daten. Die Analyse zeigt, dass die MD-Trajektorie
mit guter Genauigkeit die Zeitskalen der aS-Bewegungen, die
mittels '"H-Relaxometrie und nsFCS gemessen werden, ab-
bildet.

Hochfeld-""N-Spinrelaxation eignet sich in besonderem
MaBe fiir die Untersuchung von Proteindynamiken, da “N-
Spinrelaxation von Bewegungen beeinflusst wird, die auf
einer Zeitskala von etwa 10 Pikosekunden bis zu einigen
Nanosekunden stattfinden."”! Zudem konnen diese Messun-
gen fiir jede Aminosdure im Protein durchgefiihrt werden.
Wir haben "N-Spinrelaxationsraten in aS bei den gleichen
Bedingungen gemessen, die fiir die '"H-Relaxometrie-Epxe-
rimente verwendet wurden (1 mm aS, pH 5.0, 25°C;). In
Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen,™! beob-
achteten wir in der zentralen NAC-Region (Reste 60-95)
geringere transversale Relaxationsraten (R,) im Vergleich
zum Mittelwert. Die Reste 115-130 am C-Terminus hatten
dagegen hohere R,-Raten (Abbildung 1d-h; Abbildungen S4
und S5)."% Sehr ihnliche Relaxationsraten wurden bei
niedriger aS-Konzentration (150 um, Abbildung S6) erhalten.
Dies schlief3t aus, dass aS-Oligomerisierung die gemessenen
R,-Raten beeinflusst hat. Ahnliche R,-Raten wurden auch
mittels kreuzkorrelierten Relaxationsmessungen bestimmt
(Abbildung S7). Somit koénnen auch Beitrdge von Aus-
tauschprozessen zu den R,-Raten ausgeschlossen werden.

Verschiedene theoretische Ansitze wurden fiir die Ana-
lyse von ""N-Spinrelaxationsraten in IDPs entwickelt.**!?!
Zuerst fiihrten wir ein spektrales Dichtemapping durch.!
Die Analyse zeigte, dass die Bewegungen des aS-Riickgrats
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nicht durch eine einzelne Korrelationszeit beschrieben
werden konnen (Abbildung S8). Danach berechneten wir aus
der MD-Trajektorie die Winkel-ACFs fiir 134 N-Hs des aS-
Riickgrats (Hintergrundinformationen Methoden, Abbil-
dung S9 und Tabelle S2). Bei Verwendung von drei Expo-
nentialfunktionen erhielten wir mittlere Korrelationszeiten
von 145442 ps, 1,53 £0,43 ns und 7,02 + 1,82 ns. Die zuge-
horigen Ordnungsparameter waren 0,26 40,05, 0,49 +0,04
und 0,26 40,07 fiir $%;,, $%, und S%,,, (Abbildung S10).

Einzelne ACFs wurden auch direkt mittels Fouriertrans-
formation in spektrale Dichtefunktionen umgewandelt, und
daraus dann “N-Spinrelaxationsraten vorhergesagt (Abbil-
dungen 1 f,g; Abbildung S5). Die vorhergesagten '"N- R,- und
CCR-Werte, und etwas weniger die R;-Werte, waren grof3er
als die Messwerte, in Ubereinstimmung mit zu hohen J(0)-
und J(wy)-Beitrdgen in den MD-Simulationen (Abbil-
dung S8). Der Vergleich zwischen experimentellen und vor-
hergesagten hetNOEs deutete ferner darauf hin, dass schnelle
Subnanosekundenbewegungen, die sich in J(wy;) wiederspie-
geln, durch die MD-Trajektorie unterschétzt werden (Abbil-
dung 1h). Diese Abweichungen konnten durch Einschrén-
kungen hinsichtlich der Zeitskalen oder Amplituden der
Bewegungen in der MD-Trajektorie hervorgerufen werden.

Um zwischen diesen beiden Moglichkeiten zu unter-
scheiden, haben wir zuerst die Zeitachse der MD-Trajektorie
skaliert. Die beste Ubereinstimmung mit den experimentel-
len ""N-Spinrelaxationsraten wurde fiir einen Skalierungs-
faktor von ~0.55 erhalten (Abbildung S11 und Tabelle S3).
Eine solch starke Skalierung der MD-Zeitachse widerspricht
jedoch der guten Ubereinstimmung zwischen den Relaxo-
metrie- und nsFCS-gemessenen und MD-abgeleiteten Kor-
relationszeiten. Daher haben wir unser Augenmerk auf MD-
assozierte Beschriankungen in der Amplitude der Bewegun-
gen gerichtet. Auf Basis der experimentellen R;- und R,-
Raten bei 600 MHz, bestimmten wir Skalierungsfaktoren fiir
8% s> % und S%,, fiir individuelle aS-Reste (Abbildung 2a,
Abbildung S12a). Ein globaler Skalierungsfaktor fiir S%,
war nicht ausreichend (Abbildung S11 und Tabelle S3). Dies
ist erwartet, da viele Bewegungsmodi sowohl im Protein-
riickgrat als auch in den Seitenketten die Reorientierung der
N-H-Bindungen in IDPs beeinflussen und somit unter-
schiedliche Aminosduren in der aS-Sequenz verschieden
stark von Beschridnkungen in den Amplituden der Bewegung
in der MD-Simulation beeinflusst werden. Der Skalierungs-
faktor fiir die Zeitachse war 1,05+0,05 (Abbildung S12b),
d.h. effektiv wurde — in Ubereinstimmung mit nsFCS und 'H-
Relaxometrie — nur eine Skalierung der Amplituden aber
nicht der Zeitachse vorgenommen.

Die experimentellen N-Relaxationsraten wurden am
besten reproduziert, wenn fiir die MD-abgeleiteten Bewe-
gungen Skalierungsfaktoren von 0,52 40,08 fiir S%,, 0,33 +
0,05 fiir $%, und 0,154+0,06 fiir S%,, verwendet wurden.
Hierbei bendtigten verschiedene Regionen in aS unter-
schiedliche Skalierungsfaktoren. Die Reste 60-90 erforderten
die stirkste S%,,-Skalierung (Abbildung S14). Eine Kreuz-
validierung auf Basis experimenteller CCR bei 600 MHz und
R,-Raten bei 800 MHz unterstrich die Qualitdt der opti-
mierten Skalierungsfaktoren (Abbildung 2b und SI, Abbil-
dung S13). Die Notwendigkeit, Skalierungsfaktoren fiir

Angew. Chem. 2018, 130, 15482 15486
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Abbildung 2. Optimierung der Ordnungsparameter auf Basis von "°N
R, und R, (bei 600 MHz) des aS. (a) Die Qualitdt der Anpassung wird
durch die Reskalierung der quadrierten Ordnungsparameter fiir mittle-
re und langsamere Bewegungen (5%, S’..) beeinflusst; hier beispiel-
haft fiir Y39. Das Minimum liegt bei S - und S%,,-Skalierungsfakto-
ren von ~0.52 und 0.48. (b) Kreuzvalidierung der R,-Raten bei

800 MHz. Raten, die unter Verwendung der reskalierten Ordnungspa-
rameter berechnet wurden (orange), passen zu den experimentellen
Werten (griin).

Ordnungsparameter einzufiihren, deutet darauf hin, dass die
lokale Beweglichkeit des aS-Riickgrats in der MD-Simulation
zu stark eingeschrinkt ist.

Unsere Arbeit liefert detaillierte Einblicke in die Be-
weglichkeit des Riickgrats des paradigmatischen IDPs aS. Fiir
die meisten aS-Reste dekorellieren schnelle Librationen und
lokale Fluktuationen der Diederwinkel etwa 52% des Ori-
entierungsgeddchtnis der N-H-Bindungen. Etwas schnellere
Bewegungen mit Korrelationszeiten von = 1,6 ns, welche
Konformationen innerhalb und zwischen verschiedenen Ra-
machandran-Unterzustinden ineinander {iberfithren, dekor-
relieren ~33 % der N-H-Orientierungsinformation. Die ver-
bleibenden ~ 15 % der Korrelationen werden durch langsame
Bewegungen mit Korrelationszeiten von ~ 6—13 ns entfernt.
Diese langsamen Bewegungen involvieren Segmentbewe-
gungen der ungeordneten aS-Kette (Abbildung 3). Wir haben
zudem herausgefunden, dass langsame Bewegungen des
NAC-Bereichs geringere Amplituden (8%, = 0,09 40,02)
besitzen als die N- und C-terminalen Reste. Die Umwandlung
der ungeordneten aS-Struktur in Losung in eine hochgeord-
nete Struktur in aS-Fibrillen erfordert weitreichende kon-
formationelle Anderungen. Hierfiir kann die hohe Beweg-
lichkeit im NAC-Bereich, der den Kern der aS-Fibrillen
bildet," hilfreich sein. Ein weiteres Ergebnis unserer Studie
ist, dass fiinf Reste (Y39, V40, T44, T54 and V55) in der N-
terminalen aS-Hilfte sehr hohe (iiber 10ns) 7y, Werte
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Abbildung 3. Reste-spezifische Korrelationszeiten (a) und quadrierte
Ordnungsparameter (b) des aS, erhalten nach Reskalierung der Zeit-
achse (um den Faktor 1,054 0,05) der MD-Trajektorie und Optimie-
rung der MD-basierten Ordnungsparameter. In (a) reprasentieren die
gestrichelten Linien die Korrelationszeiten, die durch Anpassung der
Gleichungen mit einer (schwarz) oder zwei (grau) Korrelationszeiten
an das experimentelle "H-Relaxometrieprofil erhalten wurden. Durchge-
zogene Linien zeigen die Werte, welche iiber ein 5-Reste-Fenster gemit-
telt wurden.

haben (Abbildung 3a). Y39 spielt eine wichtige Rolle fiir die
Aggregation des aS-Proteins.l'”! Derzeit verstehen wir noch
nicht den genauen Zusammenhang zwischen der Beweglich-
keit des aS-Riickgrats und seiner Aggregation. Unsere Daten
deuten aber daraufhin, dass die lokale und globale Dynamik
im monomeren Zustand des aS-Proteins zu seiner pathoge-
nen Aggregation beitragen konnten.

Dariiber hinaus erscheint es moglich, dass die verschie-
denen Beweglichkeiten der N-terminalen aS-Region eine
Rolle fiir die Bindung des aS-Proteins an Lipidmembranen
spielt.'® Die besondere Eigenschaft von IDPs, langreichwei-
tige Kontakte herzustellen, bietet eine weitere Moglichkeit
fiir die IDP-Kettendynamik zu Bindungsprozessen beizutra-
gen.'"! Zusitzliche Einblicke in die Funktion des aS-Proteins
konnten durch die Untersuchung seiner Beweglichkeit unter
verschiedenen Bedingungen, sowie des FEinflusses krank-
heitsrelevanter aS-Mutationen auf die Beweglichkeit ge-
wonnen werden.

Andere Ansitze fiir die Analyse von IDP-Bewegungen
gewichten einzelne Konformere der MD-Trajektorien unter-
schiedlich, um experimentelle Ordnungsparameter zu repro-
duzieren."™ Alternativ wurde die Beweglichkeit von IDPs auf
verschiedenen Zeitskalen mittels eines groBen Satz an '“N-
Spinrelaxationsraten bei unterschiedlichen Magnetfeldern
untersucht und dariiber die Zeitskalen und Ordnungspara-
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meter bestimmt."”! Der hier vorgestellte, integrative Ansatz
profitiert von den Moglichkeiten der Niederfeld-'H-Relaxo-
metrie und der nsFCS-Methode direkt Informationen iiber
die Zeitskalen langsamerer Bewegungen zu gewinnen. Wir
erwarten daher, dass unser Ansatz weniger durch die Kopp-
lung von Bewegungen auf verschiedenen Zeitskalen beein-
flusst wird. Wir fassen zusammen, dass die Kombination von
experimentellen Methoden mit komplementérer Sensitivitét
hinsichtlich Proteindynamik und deren Integration mit MD-
Simulationen eine wirkungsvolle Strategie fiir die Untersu-
chung der Dynamik von IDPs auf verschiedenen Langen- und
Zeitskalen ist. Dariiber hinaus ist eine genaue Beschreibung
der Dynamik in ungeordneten Proteinen wichtig fiir das
Verstandnis der Faltung und Fehlfaltung von Proteinen.
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