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Proteine sind Wunder-

molekiile der Natur mit un-
glaublich vielfaltigen Aufgaben
im Korper. Wesentlich fiir ihre Funktion
ist die dreidimensionale Gestalt. Misslingt die
korrekte raumliche Fertigung im Innern der Zelle,
kénnen lebenswichtige Proteine vom Freund zum
Feind werden und schwerste Erkrankungen im
Korper hervorrufen.

,Auch wenn ich mich nicht bewegen kann und durch
einen Computer sprechen muss, in meinem Kopf bin ich
frei.” Der britische Astrophysiker Stephen Hawking ist
wohl die bekannteste Personlichkeit mit Amyotropher
Lateralsklerose (ALS), einer schweren, bislang unheilba-
ren Krankheit des motorischen Nervensystems. Stephen
Hawking war 21 Jahre alt, als die Arzte bei ihm ALS dia-
gnostizierten, den grofiten Teil seines Lebens verbrachte
er an den Rollstuhl gefesselt, mit 76 Jahren starb er an den
Folgen der Erkrankung - und z&hlt damit zu den wenigen
ALS-Kranken, denen ein Leben bis ins relativ hohe Alter
vergdnnt war. Meist bedeutet die Diagnose ALS einen
schnellen korperlichen Abbau und den Tod innerhalb von
drei bis sechs Jahren.

Gefangen im eigenen Korper

In der Regel treten die ersten Zeichen von ALS spiter als
bei Stephen Hawking auf, iblicherweise im Alter zwi-
schen 50 und 65 Jahren. Der fortschreitende Zerfall der
Nervenzellen, die die Muskeln des Kérpers mit Reizen
versorgen, fithrt zu Lihmungen der Arme und Beine, zu
Schluck- und Sprechstérungen sowie Atemproblemen.
Einschrinkungen, die das Denken betreffen, sind selten
dokumentiert. ALS-Patienten beschreiben sich oft als
.im eigenen Korper gefangen”, zumal ihnen eine Kommu-
nikation mit der Aulenwelt kaum mehr méglich ist.
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,Mehr als 50 fehlgefaltete
Proteine werden

mittlerweile mit Erkrankungen

des Menschen In
Zusammenhang gebracht.”

Physiotherapie, kiinstliche Erndhrung und eventuell
kiinstliche Beatmung im Spatstadium sind bis heute die
einzigen Mafinahmen, der Erkrankung entgegenzuwir-
ken. Nur zwei Medikamente (Edavaron und Riluzol) sind
derzeit zur Behandlung von ALS zugelassen, beide haben
jedoch eine nur leicht lebensverlingernde Wirkung.

Ein Grund fiir die bescheidenen therapeutischen Mog-
lichkeiten liegt darin, dass noch immer nicht hinreichend
geklart ist, wie es zu der Erkrankung kommt. Erstmals
beschrieben wurde ALS vor rund 150 Jahren; heute wird
ein komplexes Zusammenspiel genetischer Verdnderun-
gen (Mutationen) und gestorter molekularer Prozesse fiir
das Leiden verantwortlich gemacht. Mehr als 30 Genmu-
tationen stehen mittlerweile mit ALS in Verbindung -
und alle diese genetischen Verdnderungen resultieren in
falsch gefalteten Proteinen, die zu folgenschweren Zu-
sammenballungen (Aggregationen) neigen.

Molekiile des Lebens

An die vielfiltigen Funktionen der Proteine in unserem
Korper reicht kaum eine Klasse von Biomolekiilen heran:
Sie geben unserem Korper Struktur und Halt, sie ermog-

lichen Bewegung, sie bewahren uns vor Krankheitserregern,

sie sind in die Kommunikation {iber alle Zellgrenzen hin-
weg eingebunden und regulieren den gréfiten Teil unseres
Stoffwechsels: Proteine sind wahre Wundermolekiile -
ohne sie wire Leben unvorstellbar.

Die Vielfalt der Proteine und ihrer Aufgaben griindet in

ihrer definierten dreidimensionalen Gestalt. Diese wird
bestimmt von der Reihenfolge (Sequenz) der Aminosiu-
ren, der Grundbausteine der Proteine. Die Sequenz der

Aminosduren im Protein wiederum wird vorgegeben von
der Reihenfolge der Grundbausteine der Gene, der Basen.
Der Fachmann spricht von ,Basensequenz”. Die Herstel-
lung der dreidimensionalen Proteingebilde nach Vorgabe
der Gene folgt im Inneren der Zelle einem komplexen,
streng kontrollierten Ablauf: Wird ein bestimmtes Protein
gebraucht, werden die passenden Gene im Zellkern ab-
gelesen und die genetische Information in eine sogenannte
Boten-RNA (mRNA) tiberschrieben (Transkription). Dieses
Molekiil ist imstande, den Zellkern zu verlassen und zu
den Ribosomen zu gelangen, den Proteinfertigungsstitten
der Zelle im Zytoplasma. Die mRNA dient dort als Vorlage
fiir die Produktion des Zielproteins: Die vom Botenmolekiil
berbrachte genetische Information - die Basensequenz -
wird an den Ribosomen in die ,Sprache der Proteine” - die
Aminosiuresequenz - ibersetzt (Translation).

Es entsteht zunichst eine einfache Kette hintereinander
aufgereihter Aminosduren (Primérsequenz). Funktions-
tlichtig wird das Protein jedoch erst in seiner dreidimen-
sionalen Struktur: Dazu muss sich die Aminosiurekette
in korrekter Art und Weise in hohere Strukturebenen
falten. Dabei helfen andere Proteine, die ,Chaperone®.
Sie beschleunigen die korrekte Faltung in die Sekundair-,
Tertidr- oder gar Quartdrstruktur eines Proteins, ohne
selbst Teil der Struktur zu werden.

Schon kleinste Anderungen - etwa der Austausch eines
einzigen Aminosiurebausteins aufgrund geringfiigig ver-
anderter Gene (Punktmutation) - konnen die dreidimensio-
nale Struktur und damit die Funktion des Proteins erheb-
lich beeinflussen. Werden solche Proteine nicht erkannt
und frithzeitig von den daftir zustindigen molekularen
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Qualitdtskontrollsystemen ausgemustert, kénnen sie vom
Freund zum Feind des Korpers werden: Falsch gefaltete
Proteine neigen dazu, sich zusammenzuballen und Aggre-
gate zu bilden. Ein Beispiel sind die ,Beta-Amyloid-Fibrillen®,
faserartige Aggregate des Peptids Beta-Amyloid, die sich

im Gehirn von Alzheimer-Kranken ansammeln und Nerven-
zellen absterben lassen. Mehr als 50 falsch gefaltete Pro-
teine werden mittlerweile mit Erkrankungen des Menschen
in Zusammenhang gebracht, 13 von diesen Proteinen bilden
Ablagerungen in Nervenzellen und gelten als verantwort-
lich fiir Demenzen und weitere schwere Erkrankungen des
Nervensystems wie Parkinson, Chorea Huntington oder
Creutzfeld-Jakob. Proteinaggregate lassen sich jedoch auch
in anderen Zelltypen und Geweben finden, beispielsweise
in den Beta-Zellen der Bauchspeicheldriise. Dort lésen sie
Altersdiabetes (Diabetes mellitus Typ II) aus, weil die Aggre-
gate die Beta-Zellen der Bauchspeicheldriise beeintrichtigen:
Sie stellen das blutzuckersenkende Hormon Insulin her.

Verhdngnisvolle Aggregate

Wie genau kommen solche Proteinaggregationen zustande?
Es ist wichtig, diesen Prozess im Detail zu verstehen, denn
nur dann kénnen Strategien entwickelt werden, um das ver-
hingnisvolle Geschehen zu verhindern oder aufzuhalten.

Bekannt ist, dass es in einem ersten Schritt noch relativ
wenig fehlgefaltete Proteine sind, die sich zu einem Cluster
zusammenschlief3en (oligomere Cluster). Sind die Umstin-
de giinstig, konnen die Clusterproteine wieder in 16sliche
Einzelmolekiile regenerieren. Schreitet der Prozess voran,
entstehen unlosliche Aggregate, was mit teilweise drasti-
schen strukturellen Verinderungen einhergeht.

Interessanterweise wurden seltener komplette Proteine
als aggregatbildend und krankmachend identifiziert,
sondern eher Bruchstiicke dieser Proteine. Auch hierfiir
ist die Alzheimer-Krankheit ein Beispiel: Das Protein
Beta-Amyloid, das sich in den Nervenzellen zu zersto-
rerischen Faserklumpen zusammenfiigt, entsteht aus
einem groferen Vorldufer (Amyloid-Vorlduferprotein,
APP), von dem es Enzyme abspalten (Proteinfragmen-
tierung). Auch fiir die Amyotrophe Lateralsklerose wird
eine solche Proteinfragmentierung inzwischen als
Krankheitsausloser diskutiert.

Aufschlussreiche Strukturbetrachtungen

Zu den ersten fehlgefalteten Proteinen, die mit ALS

in Verbindung gebracht wurden, zdhlen Varianten der
,Superoxiddismutase” (SOD). Dabei handelt es sich
um eine Gruppe von Enzymen, die in der Zelle Super-
oxid-Anionen - eine sehr reaktionsfreudige Sauerstoff-
spezies, die Erbgut und Proteine schidigen kann - zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff umwandelt. Verin-
derungen des fiir ,SOD1" zustdndigen Gens spielen bei
rund 20 Prozent der erblichen Form der Amyotrophen
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Lateralsklerose eine Rolle. Die erbliche Form macht rund
zehn Prozent aller ALS-Fille aus.

Aufschlussreich ist es, sich die rdumliche Gestalt des Pro-
teins SOD1 genauer anzusehen. Normalerweise besteht
SOD1 aus zwei gleichen Untereinheiten (Dimeren), die

in spezieller Weise zusammenarbeiten miissen, um die
enzymatische Funktion zu erfiillen. An jede Untereinheit
ist zudem tiber bestimmte Aminosduregruppen ein Zink-
und ein Kupferion gebunden: Das Zinkion ist verantwort-
lich fiir die Stabilitit des Proteins, das Kupferion verleiht
ihm seine eigentliche Enzymaktivitdt. Wenn es aufgrund
einer genetischen Verinderung zu einer verdnderten
Struktur des SOD1-Proteins kommt, kann die Folge eine
geschwichte Interaktion der beiden Untereinheiten sein.
Auch die Anbindung der Zink- und Kupferionen kann
gestort sein. Das Ergebnis: Das dreidimensionale Protein-
gebilde zerfillt in seine Untereinheiten. Diese Monomere
haben eine erhdhte Neigung, sich zusammenzuballen. Mit
anderen Worten: Der Grund fiir die Aggregation von SOD1
ist die vorangegangene Destabilisierung seiner dreidimen-
sionalen Struktur.

Das Ziel unserer Forschungsarbeiten ist es, die dimere
Struktur des SOD1-Proteins zu stabilisieren und so seine
folgenschwere Aggregation zu unterbinden. Dies wollen
wir mit kleinen Molekiilen erreichen, die wir derzeit ent-
werfen und synthetisieren: Sie sollen prizise an Hohlrdume
binden, die sich auf der Ober- wie Unterseite der Inter-
aktionsfliche der beiden SOD1-Untereinheiten finden und
ein Auseinanderfallen des Proteins verhindern.

Molekulare Angriffspunkte fiir Medikamente

Noch weniger gut erforscht als die Aggregationswege von
SOD1 sind die von TDP-43, dem ,Tar-bindenden Protein®.
Dieses ist in die Kontrolle der Proteinsynthese eingebun-
den und fordert das Wachstum von Nervenzellen. Die
Erforschung der Aggregation von TDP-43 ist ein weiterer
Schwerpunkt unserer Arbeiten im Organisch-Chemischen
Institut der Universitidt Heidelberg: TDP-43-Aggregate
werden bei mehr als 95 Prozent aller ALS-Patienten ge-
funden. Was weifl man {iber die Struktur dieses Proteins?

Bekannt ist, dass eine bestimmte Region von TDP-43 -
die sogenannte prionenartige Domine - ein erhdhtes
Aggregationspotenzial hat: Wird die Doméne infolge einer
Proteinfragmentierung frei, kommt die Aggregation in
Gang. Wir interessieren uns fiir einen winzigen Abschnitt
innerhalb der prionenartigen Doméine, der besonders
schnell Aggregate bildet und Aminosduren enthilt, die
sehr oxidationsempfindlich sind. Die chemische Oxidation
dieser Aminosiuren kann die Aggregation erheblich ver-
langsamen - dieser Nachweis ist uns kiirzlich gelungen.
In einem weiteren Schritt mochten wir nun kliren, ob die
oxidierten Varianten im Vergleich zu den nicht-oxidierten
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CHAPTER II

STRUCTURAL FAILURE

WHEN PROTEINS
BECOME PATHOGENS

FRANZISKA THOMAS

Proteins are the most common molecules found in cells. They are involved in basi-
cally all metabolic processes, give us structure, enable movement, defend us from
pathogens, but they can also become pathogens themselves. A protein’s function

is determined by its three-dimensional structure, which is carefully monitored by a
quality control machinery. Proteins that fail the quality control are degraded to prevent
the formation of pathogenic protein aggregates. If this quality control machinery fails,
protein aggregates can form that may cause a variety of severe diseases. Neurodegen-
erative diseases such as Alzheimer’s disease or amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are
most commonly associated with pathogenic protein aggregation. Protein aggregates
or smaller soluble protein oligomers damage the neurons and cause interruption of
neural pathways.

At the Institute of Organic Chemistry, we are interested in proteins that are relevant
for the development of ALS. In ALS the motor neurons are damaged and patients lose
the ability to move, speak, swallow and breathe. Death usually occurs within three

to five years after diagnosis. We study two proteins, superoxide dismutase 1 (SOD1),
which is associated with 20% of all familiar ALS cases, and the Tar-DNA binding
protein 43 (TDP-43), of which aggregates are found in more than 95% of all ALS
cases. In addition to investigating the aggregation pathways of these proteins, we are
working on strategies to prevent protein aggregation. For example, SOD1 is a protein
consisting of two subunits. In the case of e.g. a gene mutation, the protein structure is
slightly altered. This can lead to a dissociation of the two subunits and trigger protein
aggregation. We design small organic molecules that associate with SOD1 and prevent
the dissociation of the structure. In the case of TDP-43, we investigate possible exter-
nal aggregation triggers such as protein oxidation or membrane association in order to
develop therapeutic strategies. @
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“More than 50 misfolded
proteins are now
being associated with various
diseases in humans.”
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+Wir hoffen,
prazise Zielstrukturen
fur Wirkstoffe
iIdentifizieren zu konnen,
die die Aggregation
falsch gefalteter Proteine
verhindern
oder verlangsamen."

eine hohere oder niedrigere Toxizitét besitzen. Und
noch eine zweite Eigenschaft ist fiir die prionenartige
Domine charakteristisch: Sie kann mit den duf3eren
Membranen der Zellen und mit den Membranen der
Organellen innerhalb der Zellen interagieren. Auch
das beschleunigt die Aggregation. Wir wollen wissen,
welche Bereiche der Domine es genau sind, die mit
den Membranen wechselwirken und die Aggregatbil-
dung herbeifiihren.

Mit dieser Vorgehensweise hoffen wir, prizise Zielstruk-
turen fiir Wirkstoffe identifizieren zu kénnen, die die
Aggregation falsch gefalteter Proteine verhindern oder
verlangsamen. Vielleicht miinden die Arbeiten eines
Tages in Medikamente, mit denen unterschiedliche Krank-
heiten, deren gemeinsamer Nenner fehlgefaltete Pro-
teine sind, erfolgreich behandelt werden konnen. Dafiir
ist vorab intensive Grundlagenforschung erforderlich,
um den zugrunde liegenden molekularen Krankheitspro-
zess im Detail zu verstehen. @
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