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Summary 

Selection and Characterization of Engineered Binding Proteins for ‐Synuclein 

Amyloidogenesis  or  formation  of  amyloid  fibrils  is  associated  with  more  than  20  human 

diseases  including  Parkinson’s  disease  (PD),  Alzheimer’s  disease  (AD),  and  type  2  diabetes 

(T2D). PD is characterized by brain deposition of Lewy bodies, mainly composed of ‐synuclein 

fibrils.  Increasing  evidence  establishes  the  involvement  of  ‐synuclein  aggregation  in  the 

pathogenesis of PD. Despite extensive research on protein aggregation, the exact mechanisms 

controlling or triggering this process remain unknown. Identification of specific binding proteins 

may provide  a precious  tool  for  the  study of protein‐protein  interactions  in  the  aggregation 

process. Previous studies using a selected binding protein against amyloid‐ (A) peptide, ZA3, 

resulted  in  the  identification  of  a  ‐hairpin‐forming  region  critical  for  A  aggregation.  ZA3 

inhibits  A  aggregation  via  shielding  this  ‐hairpin  region  inside  its  tunnel‐like  cavity.  The 

overall aim of the present thesis is focused on the selection of engineered binding proteins for 

‐synuclein and characterization of their interactions with ‐synuclein and other amyloidogenic 

proteins.  

Chapter 2 and chapter 3 deal with the selection and characterization of binding proteins from a 

ZA3‐based ‐wrapin  library using phage display technology. Chapter 2 describes the selection 

of AS69, a  specific ‐wrapin protein with nanomolar affinity  to ‐synuclein.  Similar  to ZA3, 

dimeric AS69  forms a hydrophobic  tunnel‐like  cavity  in which ‐synuclein adopts a ‐hairpin 

conformation.  The ‐hairpin  region  comprises  residues  37  to  54  in N‐terminal domain of ‐

synuclein amino acid  sequence and  is composed of  two ‐strands which are  similar  to  those 

identified in the fibril core. Location of these ‐strands in the core of ‐synuclein oligomers and 

the presence of 5  familial mutations  linked  to early‐onset PD highlight  the  importance of  the 
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identified  ‐hairpin  forming  region.  Here,  it  is  shown  that  sequestration  of  the  ‐hairpin 

structure  inside  of  AS69  impedes  ‐synuclein  aggregation  and  toxicity.  Remarkably,  sub‐

stoichiometric amounts of AS69 prolong  lag time of aggregation via  interference with primary 

and/or secondary nucleation events. 

Chapter  3  reports  the  characterization  of  additional  ‐wrapin  proteins  with  affinity  for  ‐

synuclein. Out of this set, the ‐wrapin AS10  interacts not only with ‐synuclein but also with 

A  and  Islet  amyloid  polypeptide  (IAPP)  with  sub‐micromolar  affinity.  Our  NMR  data 

demonstrate  that AS10 binding  is accompanied by  the  formation of ‐hairpin  structure  in all 

three target proteins. AS10 is able to inhibit aggregation and toxicity of the three amyloidogenic 

proteins. These results emphasize the similarity of these amyloidogenic proteins with respect to 

conformational properties and molecular recognition motifs. 

AS69 is a homodimer protein linked via Cys‐28 residues of the subunits. Chapter 4 describes the 

generation  of  AS69‐GS3,  a  head‐to‐tail  construct  of  dimeric  AS69 with  a  glycine‐serine‐rich 

linker. Employing AS69‐GS3 construct reveals the  importance of Cys‐28 for the binding affinity 

to ‐synuclein. Our  biophysical  data  demonstrate  an  increase  in  structural  compaction  and 

stability induced by formation of interamolecular Cys‐28 linkage. 

In Chapter 5, the ‐hairpin region  identified by AS69  is further  investigated. The  impact of the 

‐hairpin  region  on  ‐synuclein  aggregation  is  elucidated  using  ‐synCC,  a  double‐cysteine 

mutant of ‐synuclein. Here,  stabilization of contact between  the 1 and 2  segments of ‐

synuclein via  introduction of an  intramolecular disulfide bond  leads to the  loss of aggregation 

propensity of ‐synuclein. This chapter also demonstrates the  inhibitory effect of ‐synCC on 

the fibrillation process of ‐synuclein, A and IAPP. In our in vitro experiments, the reduced ‐

synCCshows an  inhibitory effect against fibril formation to the same  level as that of wild‐type 

‐synuclein, while oxidized ‐synCC exhibits  a  significantly  increased  inhibitory effect. Taken 

together, we propose that the 1‐2 contact in ‐synuclein entails an inhibitory effect against 
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amyloid  formation  and  that  disulfide  bond‐assisted  stabilization  of  this  contact  in  ‐synCC 

strengthens this effect. 

This thesis demonstrates how engineered binding proteins can be applied to (i) identify sequence 

regions critical for protein aggregation, (ii) elucidate common interaction motifs of intrinsically 

disordered amyloidogenic proteins, (iii) devise novel therapeutic strategies for protein misfolding 

disorders. 
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Chapter 1: Introduction 

1.1. Protein folding and misfolding 

Proteins, the workhorse molecules of the cells, are the most abundant and functionally versatile 

macromolecules  nearly  involved  in  all  biological  processes  [1].  Briefly,  different  genes  encode 

different messenger RNAs  (mRNAs).  In the cytoplasm, ribosomes bind to mRNA transcripts and 

use  it  as  a  template  for  protein  synthesis  [2].  Due  to  various  mRNA  sequences,  ribosomes 

translate  different  polypeptide  chains  containing  amino  acids  as  building  units.  Therefore, 

different proteins are distinguished by different amino acid compositions and sequences. To carry 

out  biological  functions,  most  newborn  polypeptides  are  folded  into  a  particular  three‐ 

dimensional  structure,  the  so‐called  native  state.  Functionality  of  most  proteins  is  critically 

dependent on a compact native structure with buried hydrophobic regions [3]. However, several 

biologically  active  proteins  are  disordered  in  their  monomeric,  free  states.  Low  mean 

hydrophobicity  and  high  net  charge  are  key  features  of  the  amino  acid  sequences  of  these 

intrinsically disordered proteins  (IDPs)  [4]. Therefore, amino acid  sequence  intrinsically defines 

the  protein  structure  to  fold  or  to  remain  unfolded.  Healthy  cells,  with  the  assistance  of 

molecular  chaperones,  control  the  freshly  synthetized  polypeptides  to  adopt  their  native 

structure. Failure of proper protein  folding  results  in  formation of misfolded and  thus  inactive 

proteins which  is  harmful  to  cellular  homeostasis.  The misfolded  state  of  proteins  can  either 

enter  a  degradation  pathway  after  recognition  by  the  cellular  quality‐control  system  or  self‐

assemble  in  special  forms  [3,  5‐7].  In  bacteria,  accumulation  of misfolded  proteins  leads  to 

formation of insoluble aggregates, known as inclusion bodies. In humans, deposition of misfolded 

proteins  in  form  of  highly  ordered  aggregates,  the  so‐called  amyloid  fibrils,  is  associated with 

pathology of  a  growing number of diseases.  For example,  aggregation of ‐synuclein,  amyloid 

beta  (A)  peptide,  human  islet  amyloid  polypeptide,  and  prion  protein  (PrP)  play  a  role  in 
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Parkinson’s  disease  (PD),  Alzheimer’s  disease,  diabetes  type  II  (T2D),  and  transmissible 

spongiform encephalopathy (TSE), respectively [6, 8].  

1.2. Amyloid formation and human diseases 

All or at least the majority of proteins have been suggested to be potentially capable of amyloid 

fibril  formation.  High  propensity  for  formation  of  ‐sheet  secondary  structure  and  low  net 

charge are general  features of protein  sequence driving  fibril  formation  [6, 9]. The  fibrillation 

process  of  globular  proteins  is  different  from  that  of  IDPs,  considering  the  fact  that  partial 

unfolding  is  required  for  fibrillation  of  globular  proteins,  whereas  IDPs  need  to  adopt  an 

amyloid‐compatible  secondary  structure  prior  to  fibril  formation.  Regardless  of  amino  acid 

sequence and composition, amyloid  fibrils  formed by different proteins show high similarity  in 

structural  features  [6, 8, 10], suggesting a common mechanism applied  to  fibril  formation and 

toxicity. 

1.2.1. Amyloid fibrils 

In  1854,  Rudolf  Virchow  used  the  term  “Amyloid”  to  explain  the  human  pathological mass 

stained with  iodine,  resembling starch  [11]. Amyloid  fibrils are highly ordered assemblies with 

unbranched  thread‐like  structure  of  a  few  nanometers  in  diameter  and  up  to  several 

micrometers  in  length  as  characterized  by microscopy  studies  (figure  1A). Mature  fibrils  are 

typically  composed of  several protofilaments  twisted  together  [12‐16]. X‐ray diffraction  (XRD) 

studies of different amyloid fibrils have demonstrated a cross‐ core structure with a meridional 

reflection at 4.7‐4.8 A° and an equatorial reflection at about 11 Å. The cross‐ signature reflects 

the presence of elongated   ‐sheets, which are composed of hydrogen‐bonded ‐strands  that 

are oriented perpendicularly to the fibril axis and continuously repeated all along the fibril [10, 

17‐20]  (figure  1B).  The  cross‐  structure  nature  of  amyloid  fibril  is  based  on  the  intrinsic 
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propensity  of  polypeptide  chains  for  adopting  ‐sheet  secondary  structure  via  backbone 

hydrogen bonding. Therefore, high content of ‐sheet  structure  is  indicative of amyloid  fibrils 

and  is simply detectable by  low  resolution  techniques  like CD  (Circular Dichroism) and Fourier 

Transform  Infrared  (FTIR)  spectroscopies  [9]. Moreover,  the ‐sheet‐fibril binding property of 

Thioflavin T (ThT) and Congo red dyes is applied for the research on amyloid fibrils [21, 22]. The 

cross‐ architecture is compatible with the continuous formation of hydrogen bonds across the 

fibril length.  

 

 Figure  1:  The  structure  of  amyloid  fibrils. A,  electron micrographs  of  amyloid  fibrils  formed  by  IAPP 

(left),  ‐syn  (middle),  and  A1‐42  (right,  taken  from  [23]).  B,  schematic  representation  of  cross‐ 
architecture  in  amyloid  fibrils  [20].  Cross‐  architecture  is  composed  of  hydrogen‐bonded  ‐strands 
perpendicularly oriented to the fibril axis. In top view (right), potential hydrogen bonds are shown by red 
circles, respectively. 

Within  the  protofilaments,  ‐sheets  are  typically  arranged  on  top  of  each  other  (in‐register) 

which not only  facilitates  the backbone hydrogen bonding between ‐sheets, but  also  assists 

tight  interdigitation of amino acid  side chains  in mated ‐sheets. The motif  formed by a  tight 

pair of  two neighboring ‐sheets  is  termed as  steric  zipper  [8, 24].  Interface between  two ‐

sheets is devoid of water, the so‐called dry steric zipper, representing an important contribution 
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of hydrophobic residues to fibril stability. The great content of hydrogen bonds in the fibril core 

and potential side chain interactions result in high stability of amyloid fibrils [19, 25].  

1.2.2. Amyloid fibril formation 

Upon misfolding, proteins may undergo a dramatic transition from a native soluble state to an 

extremely stable amyloid state featuring ‐sheet structure. Therefore, fibril formation process is 

triggered  by  structural  conversions  leading  to  formation  of  oligomeric  and  eventually  fibril 

structures  [25]  (figure 2A). Amyloid  fibril  formation  is a complex process and  its mechanism  is 

not  yet  fully  discovered.  However,  fibril  formation  typically  follows  a  nucleation‐dependent 

polymerization manner.  In vitro  fibrillation kinetics monitored by ThT  fluorescence  (figure 2B) 

typically show an  initial  lag phase, reflecting the slow formation of aggregation nuclei (primary 

nucleation), which  could be misfolded monomers, oligomeric  species, or  small protofibrils.  In 

this phase,  amyloid  fibrils  are not detectable  and  ThT  fluorescence  is  comparable  to  that  for 

buffer  sample  devoid  of  protein.  The  lag  phase  length  is  variable  and  dependent  on  the 

amyloidogenic propensity of protein, protein concentration and environmental conditions such 

as pH, temperature and  ionic strength [13]. Moreover, addition of preformed fibrils reduces or 

even eliminates the lag time [26, 27]. In growth phase, fibril growth from nuclei results in a rapid 

increase  in ThT signal [28, 29]. Finally, the process reaches a stationary phase representing the 

constant ThT  signal  (figure 2B). Fibril  fragmentation has been demonstrated  to accelerate  the 

fibrillation  process  by  increasing  the  number  of  fibril  ends  [30].  In  addition  to  fibril 

fragmentation, formation of new nuclei on the fibril surface is a secondary nucleation event [28, 

31, 32]. 

 

 

 

 



 

 

Chapter 1 

 

5 
 

 
Figure 2: Fibril formation reaction. A, Aggregation pathway. Conversion of natively unfolded monomer 
into partially folded structure leading to the formation of oligomeric species or protofibrils and eventually 
fibrils. B, Fibrillation kinetics monitored by ThT fluorescence.  

1.2.3. Human diseases 

Deposition of amyloid fibrils in brain and other tissues, known as amyloidoses is associated with 

the pathogenesis of more  than 20 human degenerative diseases  (table 1)  [6, 8],  for which no 

effective  cure  has  been  yet  developed.  To  set  up  an  effective  treatment  strategy,  the  basic 

mechanisms  of  amyloid  formation  and  amyloid‐induced  toxicity  need  to  be well  studied  and 

understood. 
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1.2.3.1. Alzheimer’s disease 

Alzheimer’s  disease  (AD)  is  characterized  by  irreversible  and  age‐dependent  progressive 

impairment of memory activities (dementia) caused by gradual damage in the hippocampus and 

the  neocortex  of  brain. AD  as  the most  common  neurodegenerative  disease  accounts  for  70 

percent of dementia cases [33]. Post mortem studies on AD brains have defined the presence of 

intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) and senile plaques as the main histological hallmarks 

of AD  [34]. Tau  is a microtubule‐stabilizing protein and  its  intracellular accumulation results  in 

formation  of  NFTs.  Senile  plaques  are  mainly  composed  of  amyloid  beta  (A)  aggregates. 

Therefore, A aggregation  is believed  to be  the main pathological process  involved  in AD. A 

peptides,  the  most  frequent  variants  being  A1‐40  and  A1‐42,  are  derived  from  amyloid‐ 

precursor  protein  (APP),  encoded  by  a  gene  located  on  chromosome  21. Overproduction  of 

aggregation‐prone  A  peptides  leads  to  deposition  of  protein  aggregates.  For  instance, 

triplication of chromosome 21 and, thus, of the APP gene accelerates the formation of A fibrils 

in patients with Down’s syndrome [35]. Several other factors have been shown to be involved in 

the pathology of AD. However, and despite the extensive research, the exact mechanism of the 

disease remains unknown. 

1.2.3.2. Type II diabetes  

Type II diabetes (T2D) is the most common form of diabetes and is characterized by an elevation 

of glucose level in blood which damages nerves and blood vessels in the long term. In addition, 

type  II diabetes  is associated with some secondary complications such as stroke, heart attack, 

blindness and kidney diseases. Islet amyloid polypeptide (IAPP) or amylin is a pancreatic peptide 

consisting of  37  amino  acids. Under normal  conditions,  IAPP  is  co‐secreted with  Insulin  from 

pancreatic  ‐cells.  T2D  is  associated  with  progressive  loss  of  ‐cells  and  consequently, 

overproduction and secretion of Insulin (and IAPP) by the remaining cells. Additional release of 

IAPP  can  result  in  formation of amyloid aggregates and  secondary  complications of T2D have 
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been  suggested  to  be  associated  with  deposition  of  IAPP  amyloid  aggregates  [36].  Early 

histological  studies  indicated  the  extracellular  location  of  IAPP  deposits  in  T2D,  whereas 

transgenic rodent models overexpressing the IAPP propose the intracellular deposition [37].  

1.2.3.3. Parkinson’s disease  

Parkinson’s disease (PD) was first medically described in 1817 by James Parkinson [38]. PD is the 

second most common neurodegenerative disease after AD and  it affects 1‐2 percent of people 

over 65. Neuropathologically, PD is characterized by a progressive loss of muscle control caused 

by a gradual  loss  in dopaminergic neurons of substantia nigra (SN) part of brain. PD  is clinically 

characterized by  tremor even  at  rest,  impaired balance  and bradykinesia. Moreover, patients 

may also show non‐motor symptoms such as sleeping difficulties, dysautonomia and cognitive 

problems.  Intracellular accumulation of amyloid aggregates, known as  Lewy bodies  (LBs), was 

first described by  Friederich  Lewy  in 1912,  as  the main pathological hallmark of PD.  In 1919, 

Tretiakoff reported the particular abundance of LBs in SN and a correlation between degradation 

of  cells  in  SN  and pathological  symptoms.  Later,  LBs were  also  identified  in  the post‐mortem 

brains of patients with other dementia diseases  [39].  LBs are proteinaceous  inclusions mainly 

composed  of ‐synuclein  aggregates  and  also  some  additional  proteins  including ‐synuclein 

binding  proteins,  cytoskeleton  proteins,  proteins  associated  with  signal  transduction  and 

phosphorylation, cell cycle proteins, and others. ‐synuclein aggregation  is believed  to be  the 

precursor  event  responsible  for  the  formation  of  LBs  nuclei  in which  additional  proteins  are 

captured and deposited [40, 41]. 
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Diseases 
Aggregating 
polypeptide 

Number of 
amino acids 

Native structure of 
polypeptide 

Hallmark 
Location of 
aggregates 

Parkinson’s disease  ‐synuclein  140  Disordered  Lewy bodies  Intracellular 

Dementia with Lewy 
bodies 

‐synuclein  140  Disordered  Lewy bodies  Intracellular 

Alzheimer’s disease  A  40‐42  Disordered 
Senile plaques, 
neurofibrillary 

tangles 
 

Extracellular 
Intracellular 

Type II diabetes  IAPP  37  Disordered  Amyloid deposits 
Extracellular 
Intracellular 

Amyotrophic lateral 
sclerosis 

Superoxide 
dismutase 1 

153  All ‐sheet 
Hyaline 
inclusions 

 

Intracellular 

Transmissible 
Spongiform 

Encephalopathy 
Prion  230 

Disordered / 

‐helical 
Prion plaques  Extracellular 

Huntington disease  Huntingtin  3144  Mainly disordered  Inclusion bodies  Intracellular 

Table 1: Selected list of human diseases associated with amyloid fibril formation, based on ref. [6, 8, 11, 
42].  

1.3. ‐synuclein 

1.3.1 History 

In 1988, Maroteaux et al.  identified a neuron‐specific protein  in cholinergic synaptic vesicles of 

Torpedo  Californica.  They  designated  this  protein  as  “synuclein”  because  of  its  special 

localization to pre‐synaptic terminals and nuclei of neuronal cells [43]. In 1991, Maroteaux et al. 
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identified  a  very  similar  protein  in  the  rat  brain  [44].  In  1993,  protease  digestion  of  purified 

amyloid  deposits  from AD  patients  resulted  in  the  identification  of  a  peptide  fragment  of ‐

synuclein, termed non‐A component (NAC) [45]. Therefore, ‐synuclein has been also termed 

as  non‐A  component  protein  (NACP)  [46].  Following  in  vitro  studies  established  the  NAC 

segment  as  a  highly  aggregation‐prone  region  required  for  the  fibrillation  of  full  length  ‐

synuclein  [47‐49].  In  1995,  FISH  (fluorescence  in  situ  hybridization)  technique  disclosed  the 

synuclein expression  from  a  gene,  SNCA,  located on  the  chromosome 4  (4q21.3‐q22)  [50].  In 

1997,  genetics  analysis  by  Polymeropoulos  et  al.  for  the  first  time  revealed  an  association 

between  inherited PD and a mutation  in the SNCA gene, resulting  in substitution of the amino 

acid alanine by threonine at position 53 (A53T) [51]. Subsequent genetic studies on PD families 

led to the discovery of additional missense mutations (A30P, E46K, H50Q, G51D and A53E) and, 

hence,  further  emphasized  the  involvement  of  ‐synuclein  in  PD  pathogenesis  [52‐56]. 

Moreover, overexpression of ‐synuclein  induced by multiplication of the SCNA gene has been 

shown to be associated with familial PD [57]. Furthermore, Maraganore et al. in 2007 reported 

that a polymorphism in the promoter of SNCA gene increases the risk for PD [58]. These findings 

together with  identification of ‐synuclein as the main constituent of Lewy bodies  in the post‐

mortem brain of patients with sporadic and familial PD [59‐61] ascertain the involvement of ‐

synuclein in the PD pathogenesis. 

1.3.1. Characteristics of‐synuclein  

‐synuclein  belongs  to  a  highly  conserved  synuclein  family  (‐, ‐  and  ‐synucleins) which  is 

predominantly expressed  in brain of vertebrates. Although  synuclein proteins are encoded by 

three different genes, they are 55‐62% identical in amino acid sequence and share some cellular 

localisations  and  functions  [40].  In  mice,  knockout  models  of  all  synuclein  family  show  a 

significant change  in  structure of  synapses and age‐dependent dysfunctions  in CNS,  indicating 

the  critical  role of  these proteins  in vertebrates  [62]. Human ‐synuclein  (~14 kDa)  is a heat‐
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resistant  protein  consisting  of  140  amino  acids  and  comprises  1%  of  cytoplasmic  proteins  in 

neuronal  cells  [43].  The  ‐synuclein  amino  acid  sequence  is  classified  into  three  different 

regions: 1) Amphipathic N‐terminal region (1‐60) containing four imperfect 11‐mer repeats with 

conserved sequence KTKEGV (figure 3A), which is a highly conserved domain among all proteins 

in synuclein family and facilitates membrane interactions [63]. Remarkably, this region contains 

all  so  far  discovered missense mutations  in  ‐synuclein  (figure  3B).  2)  Hydrophobic middle 

region  (61‐95)  including  two additional KTKEGV  repeats. As mentioned above,  this  region  is a 

highly hydrophobic region required for ‐synuclein fibrillation [47, 49]. In this region, amino acid 

residues  71‐82,  the  so‐called  hydrophobic  core,  is  sufficient  for  ‐synuclein  fibrillation  [64]. 

Notably,  non‐amyloidogenic  human  ‐synuclein  lacks  this  hydrophobic  stretch  [40].  3) Highly 

flexible  C‐terminal  region  (96‐140),  rich  in  proline  and  acidic  residues  (5  aspartates  and  10 

glutamates).  At  neutral  pH,  the  C‐terminus  is  negatively  charged  and  impedes  ‐synuclein 

aggregation  possibly  by  induction  of  electrostatic  repulsions  between  two  ‐synuclein 

molecules.  Consistent with  this  hypothesis,  C‐terminally  truncated ‐synuclein  (1‐108)  shows 

higher aggregation propensity [65]. Moreover, several studies have established the presence of 

long‐term  interactions  between  the  C‐terminal  and  central  region  [66,  67].  Release  of  these 

interactions  by  deletion  of  the  C‐terminal  region,  addition  of  polyamines  or  lowering  the 

solution  pH  accelerates ‐synuclein  aggregation.  Therefore,  electrostatic  attractions  between 

the negative charge of C‐terminus and positive charge of central region have been proposed to 

be  important  for  these  interactions  [65,  67].  In  addition,  this  region  has  been  shown  to  be 

involved in a chaperone‐like activity of ‐synuclein [68].  
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Figure 3: Amino acid sequence of ‐synuclein. A, ‐synuclein contains 7 imperfect KTKEGV repeats in N‐
terminal and central region. B, Amphipathic region encompasses all missense mutations linked to familial 

PD. NAC region comprises the most hydrophobic stretch in ‐synuclein sequence. 

1.3.1.1. Membrane‐binding properties of ‐synuclein 

As mentioned above, the N‐terminus of ‐synuclein contains several  imperfect 11‐mer repeats 

with  conserved  KTKEGV  sequence,  resembling  the  amphipathic  ‐helices‐forming  region  in 

apolipoproteins.  Based  on  this  similarity,  the  5‐helix  model  proposed  by  Davidson  et  al. 

suggested  the  potential  propensity  for  formation  of  ‐helix  structure  by  the  ‐synuclein  N‐

terminus and stabilization of this structure upon interaction with phospholipid membranes [63]. 

They experimentally observed a significant  increase  in ‐helix content of ‐synuclein (from 3% 

to about 80%) upon preferential its binding to small unilamellar vesicles (SUVs) containing acidic 

phospholipids  [63]. Moreover,  results obtained by  Eliezer et  al. using multi‐dimensional NMR 

and SDS micelles indicated the formation of two ‐helices (comprising residues 1‐41 and 45‐94) 

connected  by  a  short  linker  [69].  Subsequent  studies  have  shown  that  ‐synuclein  adopts 
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various  ‐helical  structures  upon  binding  to  lipid  membranes  with  different  compositions. 

Binding to lipid membrane induces the extended or broken ‐helices in ‐synuclein (residues 1‐

100),  depending  on  membrane  composition  and  morphology  [70‐72].  On  the  other  side, 

influence of ‐synuclein  interaction on  the membrane  integrity has been  confirmed by NMR, 

EPR  and  fluorescence  spectroscopy  [73‐75].  For  instance,  Varkey  et  al.  reported  that  large 

vesicles  transform  into  tubular  and  curved  membranes  upon  interaction  with  ‐synuclein, 

reminiscent  membranes  interacting  with  apolipoproteins  [75].  Fibrillation  propensity  of  ‐

synuclein  can  be  accelerated  [76]  or  inhibited  [77]  by membrane  interaction. Moreover,  ‐

synuclein aggregates  induced by membrane  interactions are  rich  in either ‐helices  [78] or ‐

sheets [79], depending on the experimental conditions and membrane compositions. 

1.3.1.2. Metals binding 

Accumulating evidence demonstrates an association between an elevation in the level of metal 

ions and pathology of PD. First, in 1987, Pall et al. observed an increase in total level of copper in 

cerebrospinal  fluid  (CSF) of people with PD  [80]. Soon  later, an alteration  in  the  level of  iron, 

aluminum  and  zinc  was  observed  in  brain  of  people  with  PD  [81,  82].  In  support  of  these 

findings, Youdim et al. observed  that an  injection of FeCl3  into SN part of  rat brain selectively 

reduces  dopamine  level  which  consequently  results  in  brain  dysfunction  [83].  Furthermore, 

several  studies  have  reported  that metal  ions  directly  bind  to  ‐synuclein with  low  or  high 

affinity  [84‐86]. Most of metal  ions  show a  low binding affinity  to  the C‐terminal  region of ‐

synuclein, via electrostatic interactions and a metal binding site, 119DPDNEA124 [86]. High affinity 

interactions  target  the  N‐terminal  region  of  ‐synuclein,  albeit  binding  to  His50  is  of  a  low 

affinity.  Several  groups  have  established  the  binding  of  two  Cu2+  ions  to  one  ‐synuclein 

molecule. In addition to low affinity binding to the C‐terminal region, second copper ion binds to 

the  N‐terminal  region  with  a  nanomolar  affinity.  This  interaction  is  coordinated  by  the  N‐

terminal  amine,  the  carboxylate  side  chain  of  Asp‐2,  and  His‐50  [87].  The  redox  activity  of 
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Cu2+:‐synuclein  is able  to  form  reactive oxygen  species  (ROS),  leading  to  the oxidative  stress 

condition [88]. In addition, Cu2+:‐synuclein complex is able to reduce Fe3+ to Fe2+ [89]. Analysis 

of post‐mortem brain of PD patients shows a decrease in the ratio of Fe2+/Fe+3 in SN, indicating 

an increase in level of Fe3+ due to the change in redox state [81]. With respect to ferrireductase 

activity of ‐synuclein, lack of this activity due to ‐synuclein self‐assembly might be involved in 

the elevation of Fe3+. Like many metal  ions, Fe2+ binds to C‐terminal region of ‐synuclein and 

resulting complex is able to generate ROS [90]. In many cases, binding to metal ions comes along 

with a transformation in ‐synuclein structure and acceleration of its aggregation [91]. 

1.3.1.3. Conformational nature of monomeric ‐synuclein 

Initially, conformational analysis by Weinreb et al. proposed an intrinsically disordered structure 

for‐synuclein [46]. They observed that ‐synuclein has a much larger stokes radius (34 Å) and 

slower sedimentation rate (S20, W= 1.7 S) than the globular proteins of similar number of residues 

indicating an unfolded structure. Their FTIR and CD spectroscopy data also indicated the lack of 

significant secondary structure for ‐synuclein. Furthermore, small‐angle X‐ray scattering (SAXS) 

and size exclusion chromatography (SEC) added further evidence for the unstructured nature of 

‐synuclein  [92].  Inconsistent with  previous  findings,  Bartels  et  al.  [93]  and Wang  et  al.  [94] 

proposed  an  aggregation‐resistant  tetramer  structure  for  the  ‐synuclein  under  native 

conditions. However,  in‐cell NMR studies by Binolfi et al. clearly  indicated a disordered nature 

for  ‐synuclein  inside  bacteria  cells  [95].  Moreover,  conformational  analysis  of  native  ‐

synuclein using SEC and CD spectroscopy indicated the disordered structure as previously shown 

for  recombinant  ‐synuclein  [96,  97].  Like  other  IDPs,  ‐synuclein  possesses  an  amino  acid 

sequence  of  a  low mean  hydrophobicity  and  high  net  charge.  All  these  pieces  of  evidence 

undoubtedly set ‐synuclein as being a largely unstructured protein. Like all IDPs, lack of a rigid 

structure  predisposes  ‐synuclein  toward  adopting  different  partially  folded  structures, 

functional or pathological, under certain conditions. For  instance, ‐synuclein adopts a helical 
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structure upon binding to membranes  [70] or  forms a aggregation‐prone compact structure at 

low pH or high  temperature  [92]. Employing paramagnetic resonance enhancement  (PRE) and 

NMR dipolar  couplings, Bertoncini et  al. have  shown  that  long‐range  interactions between C‐

terminal  and  NAC  region  prevent  ‐synuclein  aggregation.  In  addition,  they  observed  that 

release of these long‐range interactions due to polyamine binding or an increase in temperature 

results  in  the  formation  of  completely  unfolded monomers  which  are  highly  prone  to  self‐

assembly and aggregation [67]. 

1.3.2. ‐synuclein Functions 

Despite the abundance of ‐synuclein in brain, its physiological role is not yet well understood. 

With  respect  to  the  considerable  portion  of ‐synuclein  bound  to membrane  in  presynaptic 

terminals,  its  role has been proposed  to be associated with membrane  structures at  synaptic 

terminals  [76].  For  example,  several  studies  have  suggested  that  ‐synuclein  regulates 

neurotransmission of dopamine [98, 99], the size of presynaptic vesicles [100] and organization 

of phospholipid bilayers [73]. In vitro and in vivo results indicate a potential role of ‐synuclein in 

assembly of SNARE  complex  [101]. As an  inhibitor, ‐synuclein  regulates  the activity of  some 

neurotransmission‐associated  enzymes  including  phospholipase D2  (PLD2)  [102]  and  tyrosine 

hydroxylase (TH) [99]. Furthermore, lipid membranes bound to ‐synuclein have been shown to 

be protected against oxidation [103]. In cooperation with some chaperon proteins abundant  in 

nerve terminals, ‐synuclein assists the folding of proteins [104]. Sharing functional and physical 

homology with molecular  chaperon 14‐3‐3  [105], ‐synuclein exhibits  a  chaperon‐like  activity 

associated with potential binding affinity  to  various proteins. Thereby, ‐synuclein modulates 

their folding and activity of several cellular proteins [68, 106‐108].  
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1.3.3. ‐synuclein aggregation 

Protein aggregation has been shown to be associated with several neurodegenerative diseases. 

The  Fibrillation  process  of  ‐synuclein  is  involved  in  the  pathogenies  of  PD  and  other 

synucleinopathies,  since  ‐synuclein  amyloid  aggregates  have  been  identified  as  the  major 

component  of  LBs  [59].  Therefore,  a  detailed  understanding  of  aggregation‐triggering  factors 

and  also  of  the  protein‐protein  interactions  involved  in  the  aggregation  process will  provide 

insights  for  the  development  of  prevention  and  therapeutic  approaches.  As  a  chameleon 

protein,  conformational  fluctuations  of  ‐synuclein  are  controlled  by  environmental  factors 

[109,  110].  Under  physiological  condition,  ‐synuclein  accepts  different  functional  partially 

folded structures, conferring the binding potential to different partners [111]. Under fibrillation 

conditions,  ‐synuclein  adopts  an  unstable  partially  folded  intermediate  structure  [92].  To 

become  energetically  stable, misfolded  structures  self‐assemble  into  oligomeric  species  and 

eventually form stable amyloid fibrils. In vitro studies have confirmed the ‐synuclein tendency 

to  form  amyloid  fibrils  resembling  those  isolated  from  LBs  [48]. Moreover,  CD  spectroscopy 

detects a transformation from random coil to ‐sheet structure in ‐synuclein under fibrillation 

conditions. The exact mechanism of  the aggregation process and  the mediating structures are 

not well  understood,  however,  the  formation  of  amyloidogenic  partially  folded  structure  has 

been  proposed  as  the  origin  of  this  process  [92].  Single molecule  studies  have  revealed  the 

conformational equilibrium for ‐synuclein under different experimental conditions and a shift 

in this equilibrium  in  favor of  formation of amyloid‐forming conformers has been proposed to 

trigger ‐synuclein aggregation [111‐114]. Furthermore, these studies propose the ‐synuclein 

aggregation to be dependent on the formation of nuclei [26, 92]. Several studies using AFM and 

EM  microscopy  have  indicated  that,  under  different  experimental  conditions,  ‐synuclein 

aggregation  results  in  different  products  including  soluble  oligomeric  species,  insoluble 

amorphous aggregates and fibrils [13, 92].  
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1.3.4. Factors influencing ‐synuclein aggregation 

1.3.4.1. Environmental factors 

The  intracellular  environment  contains  a  high  concentration  (approximately  400  mg/ml)  of 

different  macromolecules  [115].  High  concentration  of  different  solutes  induces  variable 

structural changes in different proteins. In the case of ‐synuclein, high concentration of solutes, 

such as polysaccharides and polyethylene glycols, leads to the formation of a compact structure, 

and  finally accelerates  fibril  formation  [116]. Furthermore, aggregation of ‐synuclein shows a 

dependency on the protein concentration so that an increase in the concentration enhances the 

aggregation  rate  probably  through  increasing  the  concentration  of  partially  folded  structures 

serving  as  nuclei  [117,  118].  Uversky  et  al.  observed  that  high  temperature  accelerates  ‐

synuclein oligomerization through stabilization of partially  folded structures  [119]. Aggregation 

studies by Hoyer et al. demonstrate a significant decrease  in  the  lag  time of aggregation  from 

about 60 hours at pH 7.0 to several minutes at pH 4.0 [13]. Diminishing the auto‐inhibitory effect 

of C‐terminal region at acidic pH due to neutralization of negative charge, driving electrostatic 

repulsions, has been suggested to accelerate the ‐synuclein aggregation [65]. Data obtained by 

single molecule studies suggest that in low pH, ‐synuclein forms a compact transient structure 

prone to aggregation [114]. Hoyer et al. observed the similar effect in the presence of high ionic 

strength  (500  mM  Tris‐HCl  buffer)  [13]  and  later  single  molecule  studies  by  Sandal  et  al. 

indicated a shift  in equilibrium  in favor of ‐like structure formation, under the same condition 

[114]. Incubation of ‐synuclein under agitation conditions with shaking and in presence of small 

glass  beads  accelerates  the  fibrillation  process  by  fragmentation  of  preformed  fibrils  and 

increasing  the number of nuclei  [30]. Accumulating evidence  indicate  the  influence of  several 

metal  ions  and  pesticides  on  ‐synuclein  aggregation.  In  vitro  studies  have  established  a 

stimulating  effect  for  pesticides  (eg.  dieldrin,  rotenone  and  paraquat)  on  ‐synuclein  fibril 

formation  [120].  Pesticides  directly  interact  with  ‐synuclein  and  induce  formation  of 
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amyloidogenic partially folded structures.  In addition, administration of the herbicide paraquat 

to mice resulted  in overexpression and consequently aggregation of ‐synuclein [121].  In vitro 

studies  demonstrate  that  interaction  of  several  metal  ions  (iron,  zinc,  copper,  lead  and 

aluminum) to C‐terminal domain of ‐synuclein promotes the formation of collapsed structure 

prone  to aggregation  [91]. Moreover, metal  ions and pesticides exhibit a  synergistic effect on 

the ‐synuclein aggregation [122]. An increase in the content of ‐like structure for monomeric 

‐synuclein has been reported in the presence of Cu2+ [112]. Light scattering technique detected 

on‐pathway oligomeric species formed in the presence of Al3+ [91]. Unlike the accelerating effect 

of  heavy metal  ions, magnesium  not  only  prevents  the  aggregation  of  ‐synuclein  but  also 

modulates the  interaction of pesticides with ‐synuclein  [123]. Because of an association with 

brain and CSF of PD patients, low level of magnesium has been proposed as a high risk factor for 

PD  [124]. Finally, numerous  small molecules, particularly polyphenolic compounds, have been 

shown to  interfere with the aggregation process of ‐synuclein by stabilization or modification 

of  different  structures  including  partially  folded monomer,  on‐  or  off‐pathway  oligomers  and 

fibrils [125‐127]. Despite the potent effect of small molecules reported by in vitro studies, there 

has been not yet any small molecule‐based therapeutics developed.  

1.3.4.2. Effect of post‐translational modifications 

Several  lines  of  studies  have  demonstrated  the  influence  of  post‐translational modifications 

(PTMS) on the ‐synuclein aggregation. Mass spectroscopy analysis of ‐synuclein isolated from 

the pathological samples indicated an extensive phosphorylation at Ser‐129 whereas ‐synuclein 

is non‐phosphorylated in healthy brains [128]. Furthermore, H2O2‐induced phosphorylation of ‐

synuclein  at  Ser‐129  leads  to  formation  of  intracellular  inclusion  bodies  in  SH‐SY5Y 

neuroblastoma cells [129]. In constrast, phosphorylation at Try‐87 and Tyr‐128 interferes with ‐

synuclein  fibril  formation  [130, 131].  In addition  to phosphorylation, ‐synuclein  fibrillation  is 

affected  by  other modifications  such  as  N‐terminal  acetylation,  tyrosine  nitration  oxidation, 
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methionine oxidation, cross‐linking and truncation [132]. C‐terminal truncation of ‐synuclein is 

one  of  the  most  common  modifications  associated  with  PD  [133].  C‐terminal  truncation 

increases ‐synuclein aggregation [65, 67, 134]. 

1.3.4.3. Effect of familial mutations 

So  far  five  amino  acid  substitutions  (A30P,  A53T,  E46K,  H50Q,  G51D  and  A53E)  have  been 

identified  in  people  with  early  on‐set  PD.  In  vitro  studies  indicate  the  higher  aggregation 

propensity  for  PD  associated  ‐synuclein mutants  [135‐139].  A30P  enhances  oligomerization 

whereas A53T accelerates both oligomerization and fibrillation [140]. Although analyses of these 

mutants by CD spectroscopy show the high content of random coil structure similar to the wild‐

type ‐synuclein,  single molecule  studies  indicate a  shift  in  the conformational equilibrium of 

the monomer toward formation of ‐like structure [112, 113, 138].  

1.3.4.4. Interaction with other proteins 

Being disordered enables ‐synuclein  to  interact with several cellular proteins.  In some cases, 

these interactions affect ‐synuclein aggregation. Interestingly, AD‐related proteins, A and Tau 

have shown to promote ‐synuclein aggregation [141], indicating a connection between AD and 

PD.  Masliah  et  al.  have  shown  that  overexpression  of  A  in  mice  model  results  in  the 

intraneuronal ‐synuclein deposits and consequently, motor deficiency [142]. Moreover, in vitro 

experiments performed by Ono et al. indicate a dual cross‐seeding effect of A and ‐synuclein 

[143]. PrPsc  is able to seed ‐synuclein aggregation  in an animal model  [144]. Fibrillation of ‐

synuclein is also triggered upon interaction with other proteins such as tubulin [145], agrin [146], 

p25  [147]  and  HMGB1  [148].  Furthermore,  ‐  and  ‐synucleins  can  prevent  ‐synuclein 

aggregation by formation of stable hetero‐oligomers [149]. The  inhibitory effect of ‐synuclein 

has been also established in animal models [150]. Several heat shock proteins (HSPs) have been 

identified  in  LBs  [151]. Overexpression  of  torsin  A  and  HSP70  has  been  shown  to  inhibit ‐
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synuclein  aggregation. By binding  to  the NAC  region HSP70  stabilizes oligomeric  species  and, 

thereby, inhibits fibril formation [151, 152]. A small HSP, ‐crystallin, prevents elongation of ‐

synuclein fibrils by binding to partially folded monomers [153, 154]. 

1.3.5. ‐synuclein amyloid fibrils 

Upon  fibril  formation, ‐synuclein undergoes a conformational  transition  from  random coil  to 

cross‐  structures,  confirmed  by  CD  spectroscopy,  electron  and  X‐ray  diffraction  studies  [92, 

155]. Several studies using EM and AFM microscopy have characterized the in vitro ‐synuclein 

fibrils with a thickness of about 10 nm and a  length ranging from 100 nm to few micrometers, 

reminiscent  of  those  extracted  from  LBs  [13,  59,  156]. However,  fibril morphology  has  been 

shown  to  be  highly  dependent  on  the  experimental  conditions  [13,  118].  Protease  digestion‐

assisted analysis of both  in vitro and brain‐extracted fibrils has revealed that the central region 

(residues  31‐109)  is  protease  K‐resistant whereas  peripheral  regions, N‐  and  C‐terminus,  are 

prone  to  digestion  [157].  Moreover,  an  initial  spin‐labeling  study  characterized  ‐synuclein 

within fibrils as possessing a highly ordered central region (residues 34‐101), heterogeneous N‐

terminus  and  highly  disordered  C‐terminus  [158].  As  aforementioned,  within  fibrils, 

amyloidogenic  proteins  adopt  ‐strands‐turn‐‐strand  motifs  which  align  to  form  different 

spatial  arrangements  [8,  159]. As  a  common  structure  evidenced  by different NMR,  EPR  and 

spin‐labeling  techniques,  the  core  of  ‐synuclein  consists  of  approximately  five  separate  ‐

strands folded in a parallel, in‐register cross‐ structure (figure 4) [160‐164]. It has been shown 

that different fibrillation conditions lead to morphologically different ‐synuclein fibrils [13, 92]. 

Moreover, solid‐state NMR studies indicate the presence of several distinct structures available 

in a single  fibril solution, which  is called  fibril polymorphism. Heise et al.  [160] and Vilar et al. 

[162] have  identified  two distinct  types of  fibril  structures  (figure 4A, 4B  and 4C).  These  two 

studies assumed the Glu‐46 to be located in the loop region because of the absence of signal for 

this residue and neighboring ones. Further assignments performed by Comellas et al. (figure 4D) 
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proposed a novel model of secondary structure for the fibrils, which consists of two repeats of 

long ‐strands and 4 smaller ‐strands [163]. In contrast to previous results, the full assignment 

of  the  structured  region  in  the  fibril  core of  this polymorph  indicates  that Glu‐46  and Ala‐53 

residues reside in the ‐strand regions whereas Ala‐30 is located in a loop region. In agreement 

with this finding, Lemkau et al. observed a specific perturbation in fibril structure derived by ‐

synuclein mutations A53T and E46K not A30P [165].  

Figure 4: Secondary structure of ‐synuclein fibrils. Arrows demonstrate ‐strand regions identified by 
NMR  spectroscopy  in  fibrils.  A  and  B  show  the  ‐strand  regions  in  two  distinct  ‐synuclein  fibril 
polymorphs studied by Heise et al. [160]. C and D, indicate ‐strands identified by Vilar et al. [162] and 
Comella et al [163], respectively.  

 

 



 

 

Chapter 1 

 

21 
 

1.3.6. ‐synuclein toxic species 

Pathology of LBs has been associated with different ‐synuclein aggregates including oligomers, 

protofibrils  and  fibrils  [166‐168].  Although  several  lines  of  in  vivo  and  in  vitro  studies  have 

established the toxicity of ‐synuclein aggregates, the exact mechanism of toxicity remains to be 

elucidated.  The  complexity  of  the  toxicity  mechanism  arises  from  the  heterogeneity  of 

aggregated  species  inducing different  toxicity  levels. Despite  the  toxicity  effects observed  for 

mature  fibrils, several  in vivo and  in vitro studies have proposed a higher toxicity  level  for the 

oligomeric  species  [140, 169‐171] and  thus,  conversion of highly  toxic oligomeric  species  into 

less toxic fibrillar assemblies has been postulated as a defense process exerted by neuronal cells. 

Notably, a high level of ‐synuclein oligomers has been detected in post‐mortem brain extracts, 

plasma and CSF  in PD patients [172‐175]. Moreover, familial PD‐linked mutations accelerate ‐

synuclein oligomerization  in vitro and  in vivo  [140, 169, 176]. ‐synuclein oligomers are highly 

unstable and rapidly convert  into  insoluble fibrils. However, oligomerization of ‐synuclein has 

been reported to be  induced and stabilized  in the presence of several chemical additives [177‐

180]. Oligomeric species formed under different in vitro conditions are of distinct morphologies 

such as tubular, spherical and chain‐like [140, 177, 180]. Toxic mechanism of oligomers is yet not 

known  but  the most  accepted  toxicity model  is  based  on  the  lipid‐binding  propensity  of  ‐

synuclein which is higher for oligomers than monomers and fibrils [181, 182]. Interaction with ‐

synuclein oligomers increases the permeability of the cell membrane and consequently disrupts 

the  ionic homeostasis  resulting  in cell death. Toxic oligomers, particularly annular and  tubular 

oligomers,  show a high propensity of pore  formation. Additionally,  familial mutations  such as 

A30P  and  A53T  strengthen  the  pore‐like  activity  of  oligomeric  species  [177,  181,  183].  In 

addition to their pore‐like activity, ‐synuclein oligomers have shown to inhibit SNARE‐mediated 

vesicle docking [184] and chaperone‐like activity of HSP70 [185].  

 

Despite the fact the LBs are intracellular inclusions, ‐synuclein aggregates have been reported 

to  be  secreted  to  the  extracellular  environment  through  calcium‐dependent  exocytosis  [186‐
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188].  Extracellular  secretion  of  ‐synuclein  has  been  shown  to  be  promoted  under  stress 

conditions. In addition, increasing evidence establishes the prion‐like transfer of misfolded forms 

of  ‐synuclein  from  one  cell  to  another  [188‐190].  In  agreement,  exogenous  oligomers  and 

fibrils  are  able  to  seed  formation  of  LB‐like  intracellular  inclusions  in  cells  [191‐193]. 

Furthermore, prion‐like  transmission as an age‐dependent pathology‐spreading  factor appears 

to be a common process among neurodegenerative diseases [194, 195].  

1.4. Engineered binding proteins for amyloid research 

Antibodies or  immunoglobulins are conventional binding proteins with widespread therapeutic 

and diagnostic applications. High specificity is the main advantage of antibodies and there are a 

variety of biotechnological approaches developed for selection and preparation of recombinant 

monoclonal antibodies against a specific target. An antibody molecule (figure 5A) is composed of 

four  polypeptide  chains  including  two  identical  light  chains  and  two  identical  heavy  chains. 

Heavy and  light chains contain highly conserved  (CH and CL) and variable  (VH and VL) domains. 

Moreover, antibodies are big molecules (on average 150 kDa) of a complex structure stabilized 

by multiple disulfide bonds. Therefore,  researchers have made continuous efforts  to engineer 

functional  antibodies  of  smaller  size.  These  efforts  have  yielded  in  development  of  several 

antibody derivatives with high affinity for the target proteins. In addition, several other proteins 

have been reported to provide ideal scaffolds for engineering libraries of potential binders, using 

random mutagenesis. Library screening via phage display technology and other techniques have 

resulted  in  identification  of  high  affinity  binders.  Compared  with  antibody molecules,  these 

scaffold  proteins  are  normally  small,  stable,  and  offer  convenient  production  in  E.Coli.  In 

neurodegenerative research, discovery of high affinity binding proteins have been constantly of 

profound  interest.  Here,  engineered  binding  proteins  not  only  provide  insights  into  protein‐

protein  interactions  in aggregation process, but also could be regarded as diagnostic tools and 

therapeutics.  
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1.4.1. Antibody‐derived binding proteins 

Size engineering strategies have resulted in development of several antibody‐derived fragments 

including  Fab,  scFv, nanobody, etc.  (reviewed  in  [196]).  In  amyloid  research,  several antibody 

fragments  have  been  so  far  engineered  for  amyloidogenic  proteins.  Fab  or  antigen‐binding 

fragment with a size of about 55 kDa consists of one variable and one constant domain of light 

and heavy  chains. ScFv or  single‐chain variable  fragment  is  smaller  than Fab  (ca. 28 kDa) and 

contains only the variable regions of one heavy and one light chain. An A‐specific Fab antibody 

distinguishes different conformers of A oligomers [197]. Similarly, syn‐10H scFv (Fig 5C) detects 

morphologically different oligomeric  species of ‐synuclein  [198]. Nanobody or  single domain 

antibody  (sdAb)  is  the  smallest  fragment  (12‐15 kDa) devoid of  the  light chain,  therefore also 

called heavy chain antibody. There are  two  types of nanobodies, VHH  (containing  the variable 

domain of the heavy chain, also called heavy antibody, see figure 5D) and VNAR (containing the 

variable domain of  shark new  antigen  receptor,  see  figure 5E). There  are  several nanobodies 

selected  against  different  amyloidogenic  proteins  [199‐201]. A VHH  nanobody  binding  to  the 

non‐amyloidogenic  region  of  lysozyme  inhibits  amyloid  fibril  formation  [201].  A4,  a  specific 

nanobody for oligomeric A, inhibits fibrillation and toxicity [200]. 

1.4.2. Alternative protein scaffolds 

To  date,  more  than  50  non‐antibody  scaffolds  have  emerged  for  molecular  recognition 

applications  [202].  The most  progress  has  been made  on  protein  scaffolds  including  Kunitz 

domains  (ca.  6  kDa,  figure  5F),  monobodies  (ca.  10  kDa),  DARPins  (14‐21  kDa,  figure  5G), 

anticalins (ca. 20 kDa, figure 5H), SH3 domain (ca. 8 kDa, figure 5I) and Z‐domain‐based affibody 

binders  (ca. 7 kDa,  figure 5J). The main  focus of this thesis  is on selection of a specific protein 

binder from a ‐wrapin library derived from a Z‐domain affibody. 
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Figure 5: Representative examples of protein scaffolds  for molecular  recognition. For each molecule, 
backbone cartoons and transparent surface are generated by Pymol software and the corresponding PDB 
ID which is specified in the bracket. A, the structure of a typical IgG (1IGT) composed of two light chains 
and  two  heavy  polypeptide  chains.  Digestion  of  IgG  by  papain  results  in  formation  of  Fab  and  Fc 
fragments. B, Fab (4HBC). C, scFv (1P4I). D, VHH nanobody (1OP9). E, VNAR nanobody (1VES). F, Kunitz 
domain (2DDI). G, DARPin (1MJ0). H, anticalins (1LKE). I, SH3 domain (2O31). J, Z‐domain (2SPZ). 

1.4.2.1. Affibody molecules 

In  1995,  the  affibody  scaffold,  also  called  Z‐domain,  was  generated  from  the  B‐domain 

(comprising 58 amino acids) of staphylococcal protein A (SPA). SPA  is a 42 kDa surface protein 

consisting of five homologous  IgG‐binding domains (E, D, A, B and C) which share a three‐helix 

bundle  structure  (figure  6)  and  binding  affinity  to  the  Fc  region  of  IgG molecules  [203].  Fc‐

binding has been the basis for protein A applications in purification of antibodies. Through direct 

interaction with Fc region, SPA captures  IgG molecules  in an  inverted orientation and thereby, 

assists bacteria to escape from host immune system [204]. In 1987, Nilsson et al. engineered the 

SPA  B‐domain  by Gly‐29  and  Val‐1  to  alanine  substitutions  [205].  The  engineered  B‐domain, 
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denoted  as  Z‐domain,  is  resistant  to  hydroxylamine  digestion  and more  stable  than  the  B‐

domain, while  keeping  the ‐helical  structure binding  to  the  Fc  region of human  IgG.  The  Z‐

domain  is a cysteine‐free, soluble and small molecule (about 7 kDa) and thus,  it features rapid 

folding and convenient production. To generate an affibody  ligand  library, 13 surface‐exposed 

residues in ‐helix‐1 and ‐helix‐2 were randomized [206]. Introduction of these mutations gave 

rise to the loss of Fc‐binding affinity in the affibody molecule (figure 6). To date, several binders 

have been selected by screening affibody  library against target proteins such as AD‐related A 

peptide  and  HER2  (human  epidermal  growth  factor  receptor  2)  [207‐210].  Affibody molecules 

have  been  studied  as  potential  candidates  in  wide  range  of  biotechnology,  imaging  and 

therapeutic  applications.  For  instance,  preclinical  studies  on mice  showed  promising  results 

using HER2:342, a HER2‐specific affibody, as a tracer for imaging of tumors overexpressing HER2 

[211].  

1.4.2.1.1. ZA3 

In  2005,  phage  display‐assisted  screening  of  the  affibody  library  against  A1‐40  resulted  in 

discovery of ZA3  [209]. ZA3  is an affibody molecule  (~14 kDa) which specifically binds to A, 

residues 17‐36, with nanomolar affinity (17 nM), measured by isothermal titration calorimetry 
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Figure 6: Schematic  illustration of the development of the affibody  library. The  IgG‐binding domain of 

staphylococcal protein A is composed of 5 ‐helical protein domains (E, D, A, B and C) from which the B‐
domain was  used  as  the  protein  scaffold  for  generation  of  the  Z‐domain  (PDB  code:  2SPZ)  [205].  To 
generate  the Z‐domain, amino acids Valine1 and Glycine 29  in  the B‐domain were mutated  to Alanine. 

Like the B‐domain, the Z‐domain consists of three ‐helices. To create the affibody library, 13 amino acid 
positions in helix‐1 and helix‐2 of the Z‐domain were targeted by random mutagenesis [206]. 

(ITC). The maturation process of ZA3 from the Z‐domain scaffold came along with 11 amino acid 

substitutions,  including  appearance  of  a  cysteine  residue  at  position  28.  Cysteine‐linked 

dimerization of ZA3 is required for high affinity binding to A. Structural characterization of the 

ZA3:A  complex  using  NMR  spectroscopy  revealed  that  dimeric  ZA3  forms  a  hydrophobic 

cavity in which A folds into a ‐hairpin structure (figure 7A, B) [212]. The identified ‐hairpin is 

composed of two antiparallel ‐strands (1: residues 17‐23 and 2: residues 30‐36) connected 

by a short linker. The ‐strands resemble those identified in the A fibrils. Sequestration of this 
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‐hairpin,  inside  the  complex,  results  in  inhibition  of  A  fibrillation  and  toxicity  [212,  213]. 

Furthermore, stabilization of this ‐hairpin via  introduction of an  intramolecular disulfide bond 

(Figure  7C)  leads  to  formation  of  highly  toxic  oligomeric  species  [170].  Overexpression  and 

aggregation of Apeptide has been shown to be associated with pathogenesis of AD  [34, 35]. 

Like  other  neurodegenerative  diseases,  the  exact mechanism  of  protein  aggregation  and  its 

induced toxicity remains unknown. In the case of A, using ZA3 as a study tool resulted in the 

identification of a ‐hairpin forming region critical for aggregation [170, 212‐214]. Therefore, the 

identification of  specific  affibody binders  against other  amyloidogenic proteins  could  likewise 

provide structural insights into their aggregation process. 

 
Figure  7:  The  structure  of  the  ZA3:A  complex,  the  A  ‐hairpin,  and  ACC  design  strategy.  The 
structures are generated using Pymol  software. A,  the  structure of A  in  complex with  ZA3  (PDB  ID: 

2OTK).  ZA3  is  a  homodimer  protein  containing  2  ‐helices  and  one  short  ‐strand  in  each  subunit. 
Subunits are linked by a disulfide bond (in yellow). As shown in side view (B), ZA3 forms a hydrophobic 

tunnel‐like  cavity  (in  green  spheres)  in which  A  folds  into  a  ‐hairpin  structure  [212].  (C)  In  ACC, 
mutation of Alanine‐30 and Alanine‐21 to Cysteine residues results in stabilization of ‐hairpin structure 
via an intramolecular disulfide bond (in yellow) [170]. 
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1.5. Selection of engineered binding proteins 

To  select  specific  binding  proteins,  first  of  all  a  DNA‐library  is  generated  using  random 

mutagenesis  techniques and  second, binders expressed  from  this  library are  screened against 

the  target.  The  selection  system  needs  to  create  a  connection  between  the  selected  protein 

binders  and  their  corresponding  DNA  sequence.  Different  selection  systems  include  three 

common steps including: first, mixing the library with protein target, second, capture of binders 

with affinity to target and third, amplification of selected binders and repetition of the previous 

steps  in  order  to  achieve  high  affinity  binders.  Selection  systems  can  be  classified  into  three 

major classes  [215]: cell‐free  systems  (e.g. mRNA display, DNA display and  ribosomal display), 

cell‐dependent systems (e.g. bacteria surface display, yeast display and phage display) and non‐

display systems e.g. yeast‐two‐hybrid. In present thesis, phage display is applied as the selection 

technique which is thus explained more in detail in the following section. 

1.5.1 Phage display 

In phage display  technology,  the connection between phenotype and genotype  is provided by 

insertion of  the gene  coding  for  the protein of  interest  into a  filamentous bacteriophage and 

display of the corresponding protein on the phage surface. First in 1985, Smith et al. used M13 

bacteriophage display for screening of protein libraries [216]. M13 phage display is still the most 

commonly  used  system,  albeit  the  appearance  of  other  systems  such  as  T4,  T7  and  lambda 

[215]. M13  bacteriophage  contains  a  circular  single‐stranded  DNA  (ssDNA)  and  several  coat 

proteins. PVIII (with about 2700 copies)  is the major coat protein and minor proteins with few 

copies  are  pIII,  pVI,  pVII  and  pIX.  All  coat  proteins  have  been  evaluated  as  potential  protein 

display site, showing that all have advantages and disadvantages. For  instance, due to the high 

number of pVIII copies, display in fusion with pVIII is limited to small peptides. PIII (42 kDa) is the 

most commonly used site suitable for display of proteins with different sizes. All five copies of 

protein III are localized at the tip of M13 particle and mediate its attachment to pilus F, which is 
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required for infection of E.coli cells [217]. In pIII display, for expression of fusion protein, either a 

complete phage vector or a phagemid assisted by a helper phage can be used. In 3+3 system, a 

phagemid vector carries the pIII gene C‐terminally fused with the gene encoding the protein of 

interest [217]. In addition, the phagemid vector contains the M13 origin sites for replication of 

M13 ssDNA and a standard E.coli origin for replication of the vector inside bacterial cells. Using 

these origins,  the phagemid  is only  able  to  replicate  inside E.coli but  it  cannot make phages. 

Addition of helper phage, M13KO7, provides the proteins required for replication and assembly 

of M13 phage. Therefore, a combination of phagemid and helper phage results  in assembly of 

recombinant  phage  particles  expressing  pIII  fusion  protein.  Selection  of  potential  binders 

displayed on  the surface of phage particles  is known as phage display selection or biopanning 

cycle  [215] which  is performed via several steps  (figure 8):  first, the phage  library  is  incubated 

with  biotinylated  target  protein,  followed  by  capturing  the  biotinylated  target  using 

paramagnetic streptavidin beads. After the capturing step, unbound phage particles are washed 

away  and bound particles  are eluted using  low pH buffer. Next,  E.coli  cells  are  infected with 

eluted  phage  particles.  As mentioned  above,  addition  of  helper  phage  in  this  step  results  in 

propagation  of  phage  particles.  To  select  potent  binders,  the  panning  cycle  is  repeated  for 

several  times,  along with  a  step‐wise  increase  in washing  stringency  and  a  decrease  in  the 

concentration  of  target  protein.  Lastly,  the  gene  sequences  and  binding  properties  of  the 

selected clones are analyzed. 
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Figure 8:  Schematic  illustration of phage display.  In  the phage  library,  each phage displays  a protein 
variant encoded by the corresponding gene from the library fused to pIII. The phage library is screened in 
a biopanning cycle. In the first step, phages are allowed to bind to the biotinylated target protein. Next, 
bound phages are captured by streptavidin coated beads and unbound phages are removed by washing 
steps. Lastly, the selected phages are eluted and amplified in E.coli for the next round of the biopanning 
cycle.  
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1.6. Scope of this thesis 

Protein aggregation  is believed to play an  important role  in the pathogenesis of several human 

diseases,  particularly  of  neurodegenerative  diseases  such  as  AD  and  PD.  However,  the 

mechanism of protein aggreagtion  is not  fully known and,  therefore, development of efficient 

therapeutics demands a better understanding of conformations and eptiopes that are critical in 

this process. Increasing number of studies validate the benefit of the application of engineered 

binding  proteins  for  understanding  molecular  recognition  and  conformational  properties  of 

proteins. For instance, investigations on the AD‐related A peptide using an engineered binding 

protein, ZA3,  led  to  the  identification of a critical ‐hairpin structure  involved  in aggregation 

and toxicity.  

 

In  the present  thesis,  the primary  aim  is  to  select  an eningeered binding protein  for  the PD‐

related protein ‐synuclein using phage display technology. For this purpose, the ZA3 sequence 

is considered as an ideal scaffold for the generation of a combinatorial library due to two main 

reasons:  Firstly,  different  amyloidogenic  proteins  form  fibrils  of  common  structure.  Secondly, 

the ZA3 scaffold already shows an affinity to an amyloid protein. Therefore, randomization of 

the  ZA3  sequence might  result  in maturation of  affinity  to other  amyloidogenic proteins.  In 

addition to binder selection, this thesis will attempt to identify and study critical protein motifs  

involved in protein aggregation. 
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Chapter 6: Discussion 

6.1 Engineered binding proteins as study tool for amyloid research 

In  amyloid  diseases,  abnormal  misfolding  of  a  certain  protein  into  ‐rich  intermediate 

structures  leads to formation of toxic oligomeric and fibrillar species [3, 6, 19]. Understanding 

the  mechanism  of  fibril  formation,  particularly  the  identification  and  characterization  of 

involved  intermediate structures,  is the main of focus of current research with primary aim to 

provide  valuable  knowledge  for  development  of  novel  therapeutics  and  diagnostic  tools. 

Deposition of ‐synuclein  aggregates  in  form of  LBs  is  the main pathological hallmark of PD 

[41].  Furthermore,  discovery  of  several  familial  PD‐linked ‐synuclein mutations  propose ‐

synuclein  aggregation  as  the  main  pathological  event  in  PD  pathogenesis  [52].  Despite 

extensive  research  on  ‐synuclein  aggregation,  the  exact  mechanism  remains  unclear.  An 

increasing  body  of  literature  indicates  the  potential  of  engineered  binding  proteins  for 

diagnostic and therapeutic applications [210, 211]. Moreover, engineered binding proteins can 

be  used  as  study  tools  in  protein  aggregation  research.  Selection  and  biophysical 

characterization  of  an  engineered  binding  protein,  the  affibody  ZA3,  resulted  in  the 

identification of  a  critical  region  in A  [212].  ZA3  is  a  cysteine‐linked homodimer  and NMR 

studies demonstrate  the  sequestration of a ‐hairpin  structure of A  inside  the hydrophobic 

cavity of ZA3. The  identified ‐hairpin structure  is  formed by two ‐strands whose sequence 

positions  strongly  resemble  the  position  of  ‐strands  present  in  the  fibril  core  [20]. 

Furthermore,  intramolecular  disulfide  bond‐assisted  stabilization  of  the  identified  ‐hairpin 

motif  causes  formation  of  stable  toxic  oligomer  and,  thus,  provides  further  proof  of  the 

importance  of  the  A  ‐hairpin  forming  region  exposed  by  ZA3  [170].  Accordingly, 

development  of  affibody  protein  binders  for  other  aggregation‐prone  proteins  or  peptides 
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could be regarded as a valuable tool for clarifying the mechanism of aggregation. In the present 

thesis, we primarily  set out  to  select binders against ‐synuclein. ZA3 was employed as  the 

scaffold for generation of the combinatorial ‐wrapin library using error‐prone PCR. 

6.2 Selection and characterization of ‐wrapin binders 

Chapter  2  and  chapter  3  describe  the  selection  and  characterization  of  engineered  binding 

proteins against ‐synuclein. To select ‐wrapins specific  for ‐synuclein, the ZA3‐derived ‐

wrapin scaffold  library was screened using phage display technology. A C‐terminally truncated 

construct  of ‐synuclein, ‐syn1‐108, was  used  as  the  target  protein,  in  order  to prevent  the 

possibility of selection of unwanted binding proteins  for  the highly charged C‐terminal region 

which is unstructured in fibril core [160, 161]. To select high affinity binders, four phage display 

(biopanning) rounds were performed, accompanied by a gradual decrease in the concentration 

of  ‐synuclein  and  an  increase  in  washing  stringency.  In  the  first  round,  incubation  of  ‐

synuclein with  the ‐wrapin  library was  carried out overnight at 4°C, whereas  in  subsequent 

rounds  it was performed at  room  temperature  for 1 hour. After  selection,  sequence analysis 

indicated  the  maintenance  of  Cys‐28  in  all  90  randomly  selected  clones,  indicating  the 

importance  of  homodimerization  for  high  affinity  ‐wrapins  to  ‐synuclein.  Moreover, 

characterization  of  five  representative  clones  (AS9,  AS10,  AS34,  AS60  and  AS69)  by  ITC 

demonstrated  that  the  selected  ‐wrapin  clones  bind  to  monomeric  ‐synuclein  with  1:1 

stoichiometry.  Therefore,  it  is  concluded  that  one  dimer molecule  of  the  selected  ‐wrapin 

binds  to one molecule of ‐synuclein,  reminiscent of ZA3  interacting with A.  In addition  to 

maintenance  of  Cys‐28,  the  Ile31Phe  substitution  appears  to  be  critical  for  ‐wrapin 

interactions with ‐synuclein because all selected clones carried this exchange and, moreover, 

this single substitution in AS9 clone is sufficient to gain an affinity to ‐synuclein and loose the 

affinity  to A, compared with ZA3. Substitution of Leu‐34 by either valine or  isoleucine was 
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the  second  most  frequent  amino  acid  exchange.  In  comparison  with  AS9,  one  additional 

Leu34Val mutation  in AS10 clone  results  in adopting a nanomolar affinity  to both A and ‐

synuclein. Additionally,  few other mutations were detected  in N‐terminal part of  selected ‐

wrapin proteins. Occurrence of three additional mutations, V17F, G13D and K7T,  in AS60 and 

AS69 results  in a  further  loss of affinity to A and an  increase  in affinity to ‐synuclein. AS69 

and AS10 clones are further described in chapter 1 and chapter 2, respectively. 

6.2.1 AS69: a specific ‐wrapin binder for ‐synuclein 

AS69 is a homodimeric ‐wrapin protein which specifically binds to ‐synuclein with nanomolar 

affinity. To map the binding epitope of AS69 on the ‐synuclein sequence, [1H15N] HSQC NMR 

measurements were performed. consistent with typical HSQC spectra for IDPs, the ‐synuclein 

HSQC spectrum represents a narrow dispersion of cross peaks  in the 1H dimension [218]. The 

number of cross peaks in spectrum acquired at 10°C is higher than that recorded at 30°C, with 

only  few  cross  peaks  stemming  from  the  C‐terminus.  In  consistent  with  this  observation, 

Mcnulty et al. have previously shown that an increase in temperature results in disappearance 

of cross peaks due to the reversible conformational exchange in N‐terminal 100 residues [219]. 

Comparison of the HSQC spectra of free 15N‐labeled ‐synuclein and 15N‐labeled ‐synuclein in 

complex with unlabeled AS69 indicates the disappearance of chemical shift cross peaks at 10°C 

but  reappearance  of  cross  peaks  at  30°C,  indicating  the  partial  folding  of ‐synuclein  upon 

interaction with AS69. The assignment of cross peaks affected by AS69 revealed the ‐synuclein 

residues 37‐54 as the binding region.  

Further  structural  analysis  of  the  AS69:‐synuclein  complex  demonstrated  that  the  binding 

region adopts a ‐hairpin motif inside the hydrophobic tunnel‐like cavity of AS69, formed by 2 

‐strands  and  four  ‐helices  of  dimeric  AS69.  Despite  the  four  amino  acid  exchanges,  the 

structure of AS69:‐synuclein complex highly resembles that of the ZA3:A complex [212]. The 

‐synuclein ‐hairpin wrapped by AS69 is composed of two ‐strands, 1 (37VLYVGSK43) and 2 
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(48VVHGVAT54),  connected  by  a  short  linker  (44TKEG47).  Three  features  of  the  1‐2‐region 

might be preferred by the ‐wrapin scaffold. First, the ‐strands have the suitable length to fit 

into the binding site provided by the ‐wrapin scaffold. Second, they are connected by a short 

linker, T44KEG47. This linker is of type I ‐turn potentials >1 for all of the 4 amino acids at their 

respective positions  in the turn and thus has a preference for turn formation [220]. Third, this 

region contains  two aromatic acids, Tyr‐39 and His‐50  located at  the center of one ‐hairpin 

face with  their  side  chains  hydrogen‐bonded  by  the  hydroxy  proton  of  Tyr‐39  and  the  N‐

nitrogen of His‐50. Moreover, one of the exchanged residues, Phe‐31 of both AS69 subunits is 

involved  in  aromatic‐aromatic  interactions  with  Tyr39  and  His‐50  residues  within  ‐hairpin 

region. Notably, aromatic amino acids are also present  in the A‐hairpin and overrepresented 

at protein interfaces, where they significantly contribute to the binding energy [221].  

 

In the case of Athe sequence position of the two ‐strands bound to ZA3 is strongly similar 

to those of A within amyloid fibrils [20]. In contrast to A, one ‐synuclein monomer does not 

contribute two but approximately  five ‐strands to the  fibril core  (figure 4), which  fold  into a 

parallel,  in‐register  superpleated  cross‐  structure  [160‐163].  The  sequence  positions  of  the 

two  ‐strands  established  in  AS69‐bound ‐synuclein  are  in  a  good  agreement with  the N‐

terminal ‐strands 1 and 2 identified by Vilar et al (figure 10) [162]. Long‐range interactions 

between  the side chains of Tyr‐39  in 1 and His‐50  in 2, previously detected  in ‐synuclein 

amyloid  fibrils  [222],  also  exist  in  the ‐synuclein  structure  bound  to AS69.  The NAC  region 

including  the 3  to 5 segments,  the most hydrophobic stretch with high ‐sheet propensity 

[223] is however not affected by AS69 binding, demonstrating the specificity of the interaction 

of AS69 with the 1‐2‐region. 
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 Figure 9: Sequence position of ‐hairpin bound to AS69. The ‐strands wrapped by AS69 (blue arrows) 
are  compared  to  ‐strands  in  fibril  (black  arrows)  identified  by  Vilar  et  al.  [162].  The NAC  region  is 
highlighted in green. Position of PD‐related mutations is shown in red. 

Due  to  the  lack  of  persistent  secondary  structure,  tertiary  interactions  restrict  the 

conformational ensemble  in the monomeric state of natively unfolded proteins, which can be 

detected  by  NMR  approaches,  e.g.  paramagnetic  relaxation  enhancement,  PRE  [224]. 

Remarkably, analysis of  soluble monomeric ‐synuclein using PRE method has  stablished  the 

intramolecular  interaction between 1 and 2  strands as one of  the main  transient  fibril‐like 

contacts [225]. Moreover, employing a combination of solution and solid‐state NMR, Kim et al. 

have  identified  a  nascent  ‐structure  in  1‐2  region  as  one  of  the  structural  correlations 

between unfolded and  fibrillar ‐synuclein  [226]. These data suggest  that ‐hairpin structure 

bound to AS69 is also present in conformational ensembles of monomeric ‐synuclein. This also 

supports the hypothesis suggesting that interaction of IDPs with their partners is not merely via 

induced‐fit mechanism but also could be exerted by conformational selection [227, 228]. In this 

context it is noteworthy that contacts between the 1 and 2 strands within the ‐hairpin may 

establish the clustering of hydrophobic residues, potentially promoting interactions between ‐

synuclein  monomers  and  formation  of  early  oligomers  stabilized  mainly  by  hydrophobic 

interactions  [229]. The presence of ‐hairpin conformation within ‐synuclein oligomers  is  in 

line  with  FTIR  spectroscopy  data  detecting  antiparallel  ‐sheet  structure  in  ‐synuclein 

oligomers, in contrast to the parallel ‐sheet structure observed for fibrils [230]. 
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The critical role of the 1‐2 region in PD pathogenesis is highlighted by the fact that it includes 

four  out  of  five  disease‐related  point mutations  discovered  to  date. H50Q, G51D  and  A53T 

mutations  are  localized  within  the  C‐terminal  ‐strand  (2)  of  the  ‐synuclein  ‐hairpin, 

whereas  the  E46K mutation  exists  in  in  the  connecting ‐turn.  Interestingly, A53T  and  E46K 

mutations  have  been  shown  to  promote  oligomerization  and  fibril  formation  [140]. 

Additionally, the most severe dopaminergic loss has been observed in animal with accelerated 

oligomerization  of  ‐synuclein  induced  by  mutations  in  residues  preceding  (E35K)  and 

succeeding  (E57K)  the  ‐hairpin  region  [225].  These  data  support  a  link  between  the  local 

structure  formation  in  the  ‐hairpin  region,  oligomerization,  and  disease  pathogenesis. 

Furthermore,  several  designed mutations  within  the  ‐hairpin  region  have  been  shown  to 

promote (e.g. K45V, E46V [231]) or prevent (e.g. V37P, Y39A, V48P, V49P [232, 233]) fibrillation 

of  ‐synuclein.  The  1‐2  region  is  furthermore  an  interaction  site  for  small  molecule 

aggregation inhibitors, with Tyr‐39 serving as a key anchoring residue [233, 234].   

 

As the most hydrophobic region requisite for fibril formation, NAC region has been constantly 

regarded  as  the  potential  target  for  drug  design  and  screening  [235]. However,  the  present 

study  indicates  that  ‐synuclein  aggregation  can  also  be  inhibited  by  targeting  the  1‐2 

region.  Based  on  our  NMR  and  aggregation  results  and  considering  the  overall  features  of 

amyloid  assemblies  presented  in  the  literature,  we  suggest  a  model  for  AS69‐mediated 

inhibition  of  ‐synuclein.  At  stoichiometric  concentration,  AS69  protein  readily  binds  to  ‐

synuclein and wraps  the ‐hairpin structure  formed by 1‐2 region, and  thereby completely 

inhibits  the  fibrillation process  and  toxicity. Consistent with  the  aggregation  results, our  SEC 

analysis  added  further  evidence  for  the  sequestration  of monomeric  ‐synuclein  bound  to 

AS69. Our aggregation experiments demonstrate that addition of AS69 at different time points 

results in arrestment of fibril growth, indicating the possible interaction of AS69 with fibril ends. 

In  addition,  sub‐stoichiometric  concentration  of  AS69  is  able  to  prolong  the  lag  time  of 

aggregation.  The  lag  time  of  aggregation  reflects  the  time  required  for  formation  of  nuclei. 
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Thus, the sub‐stoichiometric effect of AS69 on duration of the  lag time could be explained by 

possible  interactions  of  AS69  or  AS69:‐synuclein  complex  with  ‐hairpin‐containing 

intermediates  and  thereby  a  depletion  of  primary  nuclei  for  fibril  growth.  Moreover,  the 

formation of nuclei on the surface of fibrils has been reported as a secondary nucleation event 

in the fibrillation process of several amyloidogenic proteins such as A, IAPP and insulin [28‐30]. 

Therefore, the sub‐stoichiometric effect of AS69 could be also exerted by possible interference 

with secondary nucleation catalyzed by fibrils.  

 

In cells, several proteins have been demonstrated as binding partners for ‐synuclein [146, 153, 

236]. Our  in vitro observations on ‐synuclein:AS69  interaction could mimic the  interaction of 

some  cellular  protein  partners which  regulate  ‐synuclein  aggregation  upon  binding  to  the 

identified binding 1‐2 region. Out of the set of protein cellular partners, phospholipase C1 

(PLC1) exhibits one of the strongest binding affinities to ‐synuclein [236] and its expression is 

high  in  neuronal  cells,  similar  to ‐synuclein. Moreover,  cellular  loss  of  PLC1  promotes ‐

synuclein aggregation [237]. Interestingly, PLC1 binds to ‐synuclein residues 45‐53 residing in 

the C‐terminal region of ‐hairpin identified by AS69. Similar to the effect of AS69, interaction 

of  PLC1 with  this  region  results  in  inhibition  of  aggregation  and moreover,  release  of  this 

interaction diminishes  the  inhibitory effect of PLC1. Guo et al. have proposed  the oxidative 

stress condition, resulting in down‐regulation of PLC1, as the promoting factor for ‐synuclein 

aggregation  [237],  suggesting  a  link  between  oxidative  stress  and  ‐synuclein  aggregation. 

Furthermore,  it  is  tempting  to hypothesize  that ‐synuclein aggregation  linked  to PD‐related 

mutations and overexpression of ‐synuclein  could be due  to  the  release of  tight  regulating 

interactions with cellular protein partners.  

 

In conclusion, we have successfully engineered a ‐wrapin scaffold to interact with ‐synuclein. 

More  importantly, our structural and biophysical study using AS69 provided new  insights  into 
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conformational  features of ‐synuclein defining a ‐hairpin epitope as an  important element 

controlling ‐synuclein aggregation. 

6.2.1.1 Outlook 

The  present  data  cannot  clarify  the mechanism  behind  the  sub‐stoichiometric  inhibition  by 

AS69. Our  study  here  describes  the AS69  interaction with monomeric ‐synuclein.  Potential 

interactions with oligomeric and fibrillar ‐synuclein remain to be elucidated. Furthermore, the 

role  of  the  described  ‐synuclein  ‐hairpin may  be  further  elucidated  by  introduction  of  a 

stabilizing disulfide bond (see chapter 5), as it was successfully done for the A ‐hairpin [170]. 

Finally, it is of interest to check the inhibitory effect of AS69 in in vivo models. 

6.2.2 AS10: a ‐wrapin binder for ‐synuclein, A and IAPP 

As  earlier discussed  in  section  6‐2,  the  Ile31Phe mutation was present  in  all wrapin binders 

selected against ‐synuclein. With respect to the loss of binding affinity for A in AS9, with only 

the Ile31Phe mutation compared with ZA3, it can be concluded that presence of Ile at position 

31 is required for the maintenance of high affinity of ‐wrapin scaffold to A, whereas an Ile to 

Phe substitution yields an improved affinity to ‐synuclein. However, the presence of a second 

substitution  in  AS10,  Le34Val,  results  in  an  increase  in  the  binding  affinity  to  both  A  (Kd 

decreases from 500 nM to 150 nM) and ‐synuclein (Kd decreases from 2500 nM to 380 nM). 

Moreover, our binding  study using Biacore  indicates  that AS10 also binds  to  IAPP, with a Kd 

value of 910 nM. Therefore, chapter 3 deals with AS10 as a ‐wrapin protein which  interacts 

with three distinct amyloidogenic proteins.  

 

The  high  resolution  structure  of  ZA3  and  AS69  bound  to  A  and ‐synuclein,  respectively, 

confirms  the  sequestration of  a ‐hairpin  structure  formed by  amyloidogenic proteins  inside 

the  dimeric  ‐wrapin  proteins  [212,  238]. Moreover,  structural  analysis  indicates  that  both 
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substituted residues in AS10, Phe‐31 and Val‐34, are positioned in the interface flanked by the 

‐hairpin and the two subunits of the ‐wrapin, which is clearly a critical region for stability of 

the  ‐wrapin:  target  complexes. We  employed  [1HN] HSQC NMR  spectroscopy  in  order  to 

shed more light on the interaction of AS10 with ‐synuclein, A and IAPP. Similar to the ZA3: 

Ainteraction  [212],  addition  of  AS10  to  all  three  targets  resulted  in  a  great  dispersion  of 

resonances  indicating coupled  folding and binding.  In addition,  four amide proton resonances 

are  appeared  in  glycine  region, originating  from Gly‐13  and Gly‐14 of each  subunit of AS10, 

along with amide proton resonances in the downfield region of spectrum with the typical shift 

values  for  formation  of  ‐sheet  structure.  These  data  establish  the  formation  of  ‐hairpin 

structure in all three amyloidogenic proteins upon binding to AS10, resembling the interaction 

ZA3 and AS69 with A and ‐synuclein,  respectively. Furthermore,  [1HN] HSQC analysis of 

AS10  addition  to  the  four‐repeat‐domain  construct  of  tau  protein,  K18K280/AA  [239],  and 

Y145Stop variant of human prion protein, huPrP23‐144  [240],  indicated no binding effect which 

rules out the commonality of AS10 interactions with all amyloidogenic proteins. 

 

Our present data obtained by ThT and MTT assay indicate the inhibitory effect of AS10 on the 

fibrillation process and toxicity of ‐synuclein, A and  IAPP.  In addition, similar to AS69, AS10 

affects the aggregation rate of all three targets at sub‐stoichiometric concentrations, indicating 

the possible interference with primary or secondary nucleation events. 

Several computer  simulations have  indicated  the high  tendency of amyloidogenic proteins  to 

transiently adopt ‐hairpin conformation and involvement of the ‐hairpins in the formation of 

intramolecular  contacts  [241‐247]. Our  study  highlights  the  adaptability  of  small  engineered 

binding  proteins  to  natively  unfolded,  amyloidogenic  target  proteins.  In  case  of  unfolded 

proteins, binding goes along with local folding of the targets. Coupled folding and binding is of 

an entropic cost  for the disorder‐to‐order transition, which normally yields complexes of high 

specificity and relatively  low affinity  [248].  It  is therefore of  interest that AS10 binds to three 
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distinct  amyloidogenic  proteins with  a  high  affinity.  This  indicates  that A ‐synuclein,  and 

IAPP share key features which not only contribute to their ability for amyloid fibril formation, 

but also the common adoption of a ‐hairpin conformation in complex with ‐wrapins. 

6.2.2.1 Outlook 

Regarding  the  binding  effect  of  the  ‐wrapin  AS10  on  three  distinct  natively  disordered 

amyloidogenic proteins, it is of interest to check this property on other amyloidogenic proteins 

and  thereby  to  identify  proteins  which  adopt  ‐hairpin  conformations.  Evaluation  of  the 

interaction  of  AS10  with  oligomeric  and  fibrillar  forms  of  different  amyloidogenic  protein 

partners would be also of interest.  

6.3 AS69‐GS3: a head‐to‐tail construct of AS69  

In chapter 3,  to specify  the  impact of  the Cys‐28 disulfide bond, we generated a head  to  tail 

construct  of  AS69,  AS69‐GS3.  AS69‐GS3  features  a  glycine‐serine  rich  linker  like  those 

commonly  used  in  the  generation  of  scFvs  [249].  The  comparative  characterization  of  the 

stabilities and binding features of AS69 and AS69‐GS3 reveal an important impact of Cys‐28. In 

case of ZA3, direct fusion of subunits was sufficient for recovery of high affinity to A [214]. In 

constrast,  Cys‐28  linkage  is  critical  for  the maintenance  of  AS69‐GS3  binding  affinity  to  ‐

synuclein.  The Cys‐28  linkage  fixes  the  contact between  the  subunits’ helices  1  and  thereby 

establishes  the  surface  required  for  interaction  with  ‐synuclein.  In  addition,  our  SEC  and 

thermal melting results indicate an increase in compaction and stability of AS69 structure upon 

formation  of  Cys‐28  linkage.  The  important  role  of  this  linkage  is  further  supported  by  the 

conservative  selection  of  Cys‐28  in  affibody  molecules  selections  for  A  and  moreover, 

maintenance of this residue in all binders selected against ‐synuclein [250, 251].  
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Head‐to‐tail  linkage  of  the  two  subunits  of  the  homodimeric  protein  of  Arc  repressor  via 

glycine‐serine  linkage  has  been  reported  to  increase  the  stability  of  this  protein  [252,  253]. 

Head‐to‐tail dimerization  in AS69 not only  increases  the protein  stability but also accelerates 

the  rate  of  disulfide  bond  formation.  In  this  case,  the  effective  subunit  concentration  for 

disulfide bond formation (4.1 (± 0.5) mM) is in a good agreement with that determined for the 

folding reaction of head‐to‐tail linked Arc repressor dimers of phage P22 (4.5 (± 1.8) mM) [252]. 

6.3.1 Outlook 

AS69‐GS3 is a useful construct for evaluation of the effect of ‐synuclein (37‐54) region in cell 

culture  and  animal models.  Furthermore,  AS69‐GS3  can  be  further  used  as  the  scaffold  for 

development of ‐wrapins with higher affinity to ‐synuclein.      

6.4 Stabilization of contacts between the 1 and 2 segments of ‐synuclein 

We  previously  showed  that  AS69  completely  impedes  fibril  formation  upon  binding  to  a  ‐

hairpin  forming  amino  acid  region  37‐54    in  ‐synuclein  [238].  In  a  separate  study,  the 

accommodation of an intramolecular disulfide bond on the certain position of Asequence was 

enough  to  stabilize  the  toxic  oligomers  [170].  In  this work, we  engineered ‐synCC with  an 

intramolecular  disulfide  bond  in  order  to  elucidate  the  role  of  1‐2  contacts  on  the  ‐

synuclein  aggregation. We  observed  that  stabilization  of  contacts  between  1‐2 makes ‐

synCC  unable  to  form  both  fibrils  and  oligomers.  In  contrast,  ACC  forms  stable  oligomers, 

which might be due to the higher hydrophobicity of A compared to ‐synuclein. We obtained 

several  evidence  demonstrating  that ‐synCC  interacts with  oligomeric  and  fibrillar  species. 

First,  lag  time  of wild‐type‐‐synuclein,  IAPP  and  A  fibrillation  process  is  prolonged  in  the 

presence of substoichiometric concentrations of ‐synCC, suggesting the possible  interactions 

with aggregation nuclei. Second, addition of ‐synCC to the aggregation reaction of wild‐type‐
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‐synuclein blocks  fibril elongation, proposing  the  interaction with  fibril ends. Third, we here 

observed that ‐synCC binds to A protofibrils, evidenced by dot blotting. Taken together, we 

suggest  that  the  tertiary  interactions  cause  an  increase  in  population  of  conformers  with 

clustering of aromatic and hydrophobic amino acids,  including Tyr‐39 and His‐50. Long  range 

interactions between Tyr‐39 (in 1 strand) and H50 (in 2 strand) present in fibril core [222] and 

‐hairpin  conformation  in  complex with AS69 wrapin  [238] might also be  involved  in  tertiary 

contacts between 1 and 2 in monomeric ‐synuclein. As the only histidine residue existing in 

‐synuclein,  His‐50  protects  against  aggregation  at  physiological  pH  and  its  disease‐related 

mutation,  H50Q,  accelerates  the  aggregation  [54,  139,  254].  Regarding  the  fact  that 

stabilization  of  the  regulating 1‐2  contact  by  an  intramolecular  disulfide  bond  in ‐synCC 

inhibits  the  aggregation,  perturbation  of  this  contact,  for  example  in  H50Q,  might  be 

responsible for the acceleration of aggregation process [254]. 

Evidence  provided  by  deletion mutants  have  shown  that  C‐terminal  served  as  ‘solubilizing 

domain’  is  required  for  chaperon  activity of ‐syn  [65, 107, 255]. Here we observed  that C‐

terminally truncated ‐synCC is as efficient as full length ‐synCC in inhibition of fibrillation of 

A  and  IAPP,  indicating  that  inhibitory  effect  of  ‐synCC  is  independent  of  C‐terminal 

interactions previously reported. The present research also highlights that different intrinsically 

disordered  and  amyloidogenic  proteins  have  a  strong  propensity  to  undergo  hetero‐

interactions [256, 257].  

The  1‐‐2  region  is  an  important  regulating  element  for  ‐synuclein  aggregation  [258]. 

Contacts between 1 and 2 strongly  influence the aggregation tendency. Promotion of these 

contacts could be regards as therapeutic approaches.  
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6.4.1 Outlook 

Evaluation the effect of ‐synCC on other amyloidogenic proteins  is of  interesting.  In order to 

identify the minimum sequence region required for the inhibitory effect of ‐synCC, generation 

of  truncated  constructs may  be  considered.  Additional  NMR  studies  could  help  to  further 

understand  the  impact of 1‐2  contacts on  the protein‐protein  interactions  involved  in  the 

aggregation process. 
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A  Amyloid‐ peptide 
AD  Alzheimer’s diseases 

Ala  alanine 

Asp  aspartate 

CD  Circular Dichroism 

CSF  cerebrospinal fluid 

Cys  cysteine 

e.g.  exempli gratia, for example 

FTIR  Fourier Transform Infrared 

Gly  glycine 

GS3  Gly‐Ser‐Ser‐Ser 

His  histidine 

HSP(s)  heat shock proteins 

HSQC  heteronuclear single quantum coherence 

IAPP  Islet amyloid polypeptide 

IDP(s)  intrinsically disordered protein 

Ile  isoleucine 

ITC  isothermal titration calorimetry 

kDa  kilo Dalton 

LB  Lewy body 

mRNA(s)  messenger RNA(s) 

NAC  non‐A component 

NMR  nuclear magnetic resonance 

NTF(s) neurofibrillary tangle(s) 

PD  Parkinson’s disease 

Phe  phenylalanine 

PrP prion protein 

SAXS  small‐angle X‐ray scattering 

scFv  single chain fragment variant 

SDS  sodium dodecyl sulfate 
SEC  size exclusion chromatography 

Ser  serine 

SN  substantia nigra 

SPA  staphylococcal protein A 

T2D  Type 2 diabetes 

ThT  Thioflavin T 

Tyr  tyrosine 

Val  valine 
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