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Hos patienter med Parkinsons sjukdom

finns ett samband mellan forekomsten av sa
kallade Lewykroppar och neurodegeneration.
Lewykroppar uppstar inuti nervceller och be-
star bland annat av aggregerat protein, sasom
proteinet alfa-synuklein. Alfa-synuklein ar ett
sa kallat ostrukturerat protein (fran engelskans
intrinsically disordered protein) som karak-
tariseras av att proteinet inte har en fixerad
tredimensionell struktur, utan vaxlar mellan
flertalet olika konformationer. Hur alfa-synuklein
kontrolleras inuti cellen och hindras fran att
aggregera ar oklart, men tidigare forskning

har visat att benagenheten med vilken alfa-
synuklein aggregerar ar beroende utav olika
faktorer, bland annat interaktioner med
chaperoner.

Chaperoner ar det gemensamma namnet 6r protei-
ner med funktionen att bidra till att proteiner veckas pd ett
korrekt sitt. Chaperoner har olika klienter och utfér olika
uppgifter, vilka kan vara mycket specifika beroende p4 vil-
ken slags chaperon det iir, men 6verlag kan chaperonerna
beskrivas som viktiga proteiner som verkar genom att sta-
bilisera klientproteiner, vilket férhindrar felveckning och
bildandet av toxiska proteinaggregat inuti cellerna. Vissa
chaperoner kan till och med lésa upp proteinaggregat och
guida felaktigt veckade proteiner till de system i cellen som
ansvarar f6r nedbrytning av proteiner. Eftersom chapero-
ner har dessa viktiga egenskaper och d3 tidigare forskning
har visat att chaperoner har ett gemensamt sitt att kinna
igen klientproteiner, valde vi ut flera minskliga och bakte-
riella chaperoner som alla fungerar pa olika siitt, och testa-
de hur dessa chaperoner inverkar p& och interagerar med
alfa-synuklein.
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CHAPERONER BINDER TILL ALFA-SYNUKLEIN | CELLEN
Tekniken vi primirt anvinde oss av for att underséka hur
alfa-synuklein och chaperoner interagerar med varandra
kallas NMR-spektroskopi, dven kallat kirnmagnetisk reso-
nansspektroskopi. Tekniken ir baserad pd kirnspinnreso-
nans och dr grunden i den teknik som anvinds i magnetisk
resonanstomografi. Kort sammanfattat kan var metod be-
skrivas som att vi har studerat interaktionen mellan alfa-sy-
nuklein och chaperoner genom att jimfora ett spektrum fran
ett prov med enbart alfa-synuklein med ett spektrum dir vi
adderat exempelvis ett chaperon till alfa-synuklein i NMR-
roret. Resultatet kallas hir f6r enkelhets skull f6r en intensi-
tetsprofil. Genom ett forarbete dir vi kartligger vilken
NMR-signal i spektrumet som hiirrér frin vilken aminosyra
1 alfa-synuklein, kan vi identifiera exakt vilka aminosyror
som ir involverade i interaktionen mellan alfa-synuklein och
ett chaperon.

Nir vi bérjade titta pd hur chaperoner interagerar med
alfa-synuklein lade vi mycket riktigt mirke till att samtliga
chaperoner vi testade kiinner igen specifika regioner hos alfa-
synuklein. Dessa regioner dr den N-terminala delen hos alfa-
synuklein och en kort region pd sex aminosyror runt Tyr39.
Dessa regioner utgér intressant nog ocksd de mest hydrofo-
biska regionerna hos alfa-synuklein. Hittills hade vi testat hur
interaktionerna mellan chaperoner och alfa-synuklein sig ut
om vi titrerade samman rena proteinlsningar, men natur-
ligtvis var vi intresserade av om vi kunde observera samma
slags interaktion inuti levande mammalieceller.

Genom att titta pd tidigare publicerade data som visar
NMR-profilen for alfa-synuklein i levande celler kunde vi se
att intensitetsprofilen for alfa-synuklein sdg i stort sett likadan
ut bade i levande celler och i vira titreringsexperiment. Den
rddande modellen var dock att denna profil 1 levande celler
uppkommer eftersom att alfa-synuklein interagerar med cel-
lulira membran, men vi hade observerat samma profil nir
alfa-synuklein interagerar med chaperoner. For att klargora
vilken modell som stimde bestimde vi oss for att konstruera
ett experiment som kan siirskilja pd dessa bida interaktioner.
Dels tittade vi pd profilen som uppkom da alfa-synuklein tit-
rerades mot cellextrakt utan membrandelar, och dels pa pro-
filen som uppkom d3 alfa-synuklein titrerades mot membran-
vesiklar. Intressant nog sig vi att intensitetsprofilen {or alfa-
synuklein som vi observerade niir vi titrerade ned chaperoner
ocksd observeras nir vi titrerar ned cellextrakt utan memb-
ranvesiklar, medan vi ser en helt annan typ av intensitetspro-
fil nir vi titrerar ned membranvesiklar. Nir alfa-synuklein
interagerade med membranvesiklarna, vilket vi observerade
att proteinet gjorde, sd noterades istillet en global signalre-
duktion genom nistan hela alfa-synukleinet, istillet f6r en-
bart runt N-terminalen och runt Tyr39. Dirmed visade véra
experiment att alfa-synuklein kan interagera bide med cha-
peroner och med membran. Hur stabila dr d4 dessa typer av
interaktioner? Vi testade detta genom att tillsiitta ett chape-
ron till en [6sning med alfa-synuklein och membranvesiklar
och sdg di att intensitetsprofilen dndrades tillbaka till den
som observeras under interaktion mellan alfa-synuklein och
ett chaperon. Aven det motsatta experimentet (tillsats av
membranvesiklar till en l6sning med alfa-synuklein och cha-
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peroner) visade att profilen skiftar till den intensitetsprofil
som ir typisk for en interaktion mellan alfa-synuklein och
membran. Didrmed pekar resultaten pa att bide chaperoner
och membranvesiklarna tivlar om att binda till alfa-synukle-
in, vilket leder till att alfa-synuklein befinner sig i ett jim-
viktstillstind mellan sin fria form, sin membranbundna form
och sin chaperonbundna form, dir vira experiment indikerar

att de tvi senare stadierna inte kan ske samtidigt.
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Vi markte dven att

om viinhiberade bada
dessa chaperoner verkar jam-
viktstillstandet hos alfa-synuklein
stdras och mer alfa-synuklein
binder till membran istallet for
till chaperoner.

MODIFIKATIONER AV ALFA-SYNUKLEIN KAN STORA
DESS INTERAKTION MED CHAPERONER
Med hyjilp utav masspektrometri undersokte vi vad alfa-sy-
nuklein frimst binder till inuti levande celler, och fann att
alfa-synuklein dterfinns bundet till flertalet olika chaperoner,
bland annat olika varianter av chaperonerna HSC70 och
HSP90. Vi lade mirke till att om vi inhiberade bide HSC70
och HSP90B paverkades intensitetsprofilen for alfa-synukle-
in, vilket vi inte observerade om enbart HSC70 inhiberades.
Eftersom celler innehdller flertalet olika chaperoner, tyder
detta pa att HSC70 och andra chaperoner har en 6verlap-
pande funktion. Vi mirkte dven att om vi inhiberade bida
dessa chaperoner verkar jimviktstillstindet hos alfa-synukle-
in stéras och mer alfa-synuklein binder till membran istillet
for till chaperoner. Detta resulterar intressant nog i att vi ser
en uppkomst utav stabila aggregat som innehéller alfa-synuk-
lein. Vidare undersokte vi vilken membranorganell som alfa-
synuklein interagerar med i detta chaperoninhiberade till-
stind med hjilp utav immunofluorescensmikroskopi och
fann att alfa-synuklein omlokaliserades till mitokondrierna.
Slutligen tittade vi nirmare pa hur posttranslationella mo-
difieringar utav alfa-synuklein paverkar dess interaktion med
chaperoner. Vi gjorde flera modifikationer utav alfa-synukle-
in: acetylering, fosforylering, oxidering och en mutant dér vi
tog bort den N-terminala delen utav alfa-synuklein. Acetyle-
ring utav den N-terminala delen av alfa-synuklein, vilket idr
den huvudsakliga varianten som hittas i mammalieceller,
hade inte en negativ inverkan pd interaktionen mellan cha-
peroner och alfa-synuklein. Diremot hade alfa-synuklein
som saknade sin N-terminala del en starkt reducerad inter-
aktion med chaperonerna, som forvintat. Oxidativ stress och
uppreglering utav kinaset c-Abl med fosforylering utav Tyr39
ir kinda riskfaktorer for Parkinsons sjukdom." Vi under-
sokte dirfor effekten av oxidering av Metl och Met5, samt



olika fosforyleringsmonster av tyrosiner hos alfa-synuklein.
Vi kunde se att oxidering hade en negativ inverkan pd inter-
aktionen mellan alfa-synuklein och chaperoner. For fosfory-
lering sag vi att de fosforyleringar som involverade Tyr39,
antingen enskilt eller tillsammans med Tyrl25, Tyrl33 och
Tyrl36 hade en negativ effekt pa interaktionen mellan alfa-
synuklein och chaperoner. Diremot hade fosforylering som
inte innefattade Tyr39 ingen negativ piverkan pd chaperon-
alfa-synuklein-interaktionen.

VAD INNEBAR VARA RESULTAT?

Summerat tyder resultaten pd att alfa-synuklein har en sir-
skild igenkinningssekvens som kinns igen utav flera olika
chaperoner, och att chaperoner reglerar alfa-synuklein via
denna interaktion. I vir modell dr majoriteten av alfa-synuk-
lein bundet till chaperoner da cellerna fungerar normalt och
ir friska. Baserat pd data kring koncentrationen av alfa-sy-
nuklein och chaperonerna HSP70 och HSP90 i nervsynapser,
beriknar vi att cirka 90 procent av alfa-synuklein kan binda
till chaperoner.” Nir balansen mellan alfa-synuklein och cha-
peroner didremot stors ut, interagerar alfa-synuklein i hogre
grad med cellulira membran, omlokaliseras till mitokond-
rierna och bildar proteinaggregat. Det iir sedan tidigare kint
att Lewykroppar till stor del utgors utav bland annat alfa-
synuklein och mitokondriefragment, och férsimrad mito-
kondriell funktion har féreslagits som en bidragande faktor
bakom Parkinsons sjukdom, vilket skulle kunna forklaras

utav var modell.**
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Det ar mojligt att det i

framtiden kan utvecklas
nya typer av mediciner eller
terapier som baseras pa chape-
ronernas rolli att reglera alfa-
synuklein.

I vdra experiment har vi anvint oss utav specifika inhibi-
torer for HSC70 och HSP90B-chaperonerna, men en natur-
lig foljdfraga dr naturligtvis hur en obalans uppstar naturligt
i cellen. Enligt vir modell skulle bdde indrade mingder och
indrad aktivitet hos bide chaperoner och alfa-synuklein kun-
na stora jimviktsbalansen, men som vi visade kan dven post-
translationella modifieringar paverka interaktionen mellan
chaperoner och alfa-synuklein. Tidigare forskning inom om-
ridet har visat att inom irftlig Parkinsons sjukdom ir ration
mellan alfa-synuklein och chaperoner férsimrad. Det har
dven visats att oxidativ stress har ett samband med 6kad fos-
forylering utav Tyr39 hos alfa-synuklein, vilket vi med vér
forskning har visat har en inhiberande verkan p4 interaktio-
nen mellan alfa-synuklein och chaperoner. Det kinas vi an-
vinde oss av fér monofosforylering utav Tyr39, si kallat

c-Abl, dr ocksd intressant utifrin det perspektiv att uppreg-
lering utav c-Abl korrelerar starkt med just fosforylering av
Tyr39 och Parkinsons sjukdom.”®

Samlat bildar vdra resultat en modell f6r hur alfa-synukle-
in regleras inuti cellen med hjilp utav chaperoner, och visar
hur en icke-fungerande interaktion mellan chaperoner och
alfa-synuklein kan resultera i att alfa-synuklein bildar aggre-
gat. Detta skulle kunna vara en inledande process som p4 sikt
leder till neurodegenerativ sjukdom. Det dr mojligt ate det i
framtiden kan utvecklas nya typer av mediciner eller terapier
som baseras pd chaperonernas roll 1 att reglera alfa-synuklein.
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