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Die hochaufl�sende Festk�rper-NMR-Spektroskopie entwi-
ckelt sich momentan zu einer Technik, die eine Bestimmung
der Strukturen biologischer Makromolek�le in atomarer
Aufl�sung erm�glicht. Das Hauptaugenmerk liegt auf mikro-
kristallinen und nichtkristallinen Festk�rpern, da insbeson-
dere f�r letztere derzeit keine befriedigenden Methoden zur
Strukturaufkl�rung existieren. Durch die erfolgreiche Zuord-
nung der Resonanzfrequenzen in Proteinen und Peptiden mit
bis zu 100 Aminos�uren[1–5] und durch die Bestimmung der
Struktur der SH3-Dom�ne mit 62 Aminos�uren[6] wurde die
Basis f�r die Anwendung der Festk�rper-NMR-Spektrosko-
pie auf nanokristalline Festk�rper bereits gelegt. Hier pr�-
sentieren wir die Verwendung von hochaufl�sender Festk�r-
per-NMR-Spektroskopie zur Strukturaufl�rung der Amyloid-
Fibrillen eines Prionproteins.

Die oben genannten ersten Anwendungen der Festk�r-
per-NMR-Spektroskopie in der Strukturaufkl�rung wurden
durch den technischen Fortschritt der letzten Jahre und durch
die Entwicklung neuer Pulssequenzen erm�glicht.[7] Insbe-
sondere konnte die Linienbreite in den 13C- und 15N-Spektren
vollst�ndig markierter mikrokristalliner Proben auf 0.5–
0.8 ppm reduziert werden.[5, 8] Diese Linienbreite stammt
teilweise von den homonuclearen J-Kopplungen, und in
Proben ohne direkt gebundene 13C-Atome konnten Linien-
breiten bis zu 0.2 ppm beobachtet werden.[8] Hier zeigen wir,
dass solche Linienbreiten (d.h. bis zu 0.25 ppm f�r Resonan-
zen mit aufgel�sten J-Kopplungen oder 0.5 ppm f�r Reso-
nanzen ohne aufgel�ste J-Kopplungen) auch in Spektren von
Amyloid-Fibrillen, in unserem Fall dem amyloidogenen
Fragment 218–289 des Prionproteins HET-s aus Podospora
anserina, erreicht werden k�nnen.

Das Protein HET-s ist an einem genetisch kontrollierten
Zelltodph�nomen beteiligt, der heterokaryotischen Inkom-
patibilit�t.[9, 10] Es wird von dem Gen het-s codiert, einem der

mindestens neun het-Loci, die an der heterokaryotischen
Inkompatibilit�t beteiligt sind, und kann zwei unterschiedli-
che Formen annehmen, eine Prionform und eine Nichtprion-
form. Die Prionform aggregiert in vivo zu Amyloid-Fibril-
len.[11] Auch rekombinantes HET-s kann in vitro zu Amyloid-
Fibrillen aggregieren,[12] wobei das C-terminale Fragment von
Aminos�ure 218–289 (HET-s(218–289)) den proteaseresis-
tenten Teil der Fibrille bildet. Dieses Fragment hat die
Aminos�urensequenz KI DAIVGRNSAK DIRTEERARV
QLGNVVTAAA LHGGIRISDQ TTNSVETVVG KGE-
SRVLIGN EYGGKGFWDN und bildet in vitro bereits
Amyloid-Fibrillen.[13] Zelllinien, die HET-s in seiner Nicht-
prionform [Het-s*] exprimieren, k�nnen durch Kontakt mit
Prionzelllinien [Het-s] oder durch Einbringen von HET-s-
Fibrillen[14] aus dem ganzen Protein oder dem Fragment HET-
s(218–289)[13] in die Prionform �berf�hrt werden. Aus diesem
Grund wird angenommen, dass dieses Fragment nicht nur f�r
die Bildung von Fibrillen, sondern auch f�r die Verbreitung
des Prions ausschlaggebend ist.

Unseres Wissens wurden bisher keine Festk�rper-NMR-
Spektren von Prionen mit einer f�r eine Resonanzzuordnung
ausreichenden Aufl�sung publiziert. Hingegen sind �hnlich
gut aufgel�ste Spektren anderer Amyloide wie des A-b-
Peptids[15,16] und des Transthyretins(105–115)[17] mit Linien-
breiten von 1 bis 2 ppm sowie mit noch etwas geringeren
Linienbreiten f�r bestimmte Methylgruppen[16] ver�ffentlicht.
Die Festk�rper-NMR-Spektren eines Fragmentes des S�uger-
Prionproteins (PrP)[18,19] zeigen eine deutlich geringere spek-
trale Aufl�sung.

Abbildung 1 zeigt homonucleare 13C-13C-Korrelations-
spektren des fibrillisierten HET-s(218–289)-Proteins mit
einem C-terminalen His-Tag, die mit einem DREAM-Pola-
risationstransfer (DREAM = dipolare R�ckkopplung, unter-
st�tzt durch Amplitudenmodulation)[20, 21] bei einer MAS-
Frequenz (MAS = Rotation um den magischen Winkel) von
40 kHz aufgenommen wurden. Die C’-Ca- und C’-Ca-Cb-
Korrelationen in Abbildung 1 a wurden in zwei unterschied-
lichen Experimenten erhalten, wobei die tangentiale Rampe
der Radiofrequenzamplitude w�hrend der DREAM-Pulsse-
quenz einmal von tiefer zu hoher Amplitude und einmal von
hoher zu tiefer Amplitude verlief. Die Beschriftungen in
Abbildung 1 entsprechen der vorl�ufigen Zuordnung der
Resonanzen, die in Tabelle 1 zu finden sind. Die Resonanz-
zuordnung wurde �ber zwei- und dreidimensionale heteronuc-
leare (15N,13C,13C)-Korrelationsspektren ermittelt, wobei f�r
die Polarisationstransferschritte ausschließlich adiabatische
Techniken[1,22] verwendet wurden. Diese Zuordnung der
Resonanzfrequenzen beschr�nkt sich auf zwei getrennte,
aber kontinuierliche Segmente innerhalb des Peptids, n�mlich
auf die 23 Aminos�uren der Positionen 226–248 und die 20
Aminos�uren der Positionen 262–282 (siehe auch Tabelle 1),
wobei Aminos�ure 274 im zweiten Segment fehlt. Obschon
diese Resonanzzuordnung fast alle Signale in unseren Spek-
tren erkl�rt (mit einigen Ausnahmen in der aromatischen
Region und sehr wenigen nicht zugeordneten Kreuzpeaks in
anderen Regionen), bleiben die Signale von 29 Aminos�uren
unsichtbar. Die Resonanzen der sechs Aminos�uren des His-
Tags konnten ebenfalls nicht zugeordnet werden. Das Fehlen
der Resonanzen ist nicht auf ineffiziente Kreuzpolarisation
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zur�ckzuf�hren. In PDSD-Korrelationsspektren (PDSD =

protonengetriebene Spindiffusion) ohne anf�ngliche Kreuz-
polarisation (direkte Anregung der Kohlenstoff-Magnetisie-
rung durch einen 908-Puls) zeigten sich lediglich einige
zus�tzliche Diagonalsignale in der Region der aromatischen
Resonanzen, aber keine neuen Kreuzpeaks, die eine Zuord-
nung der fehlenden 29 Reste erm�glicht h�tten. In unseren
Proben f�hrte eine NOE-Vors�ttigung zu einer deutlichen
Verst�rkung der Signale, allerdings konnten hiermit ebenfalls
keine zus�tzlichen Resonanzen beobachtet werden.

Die von uns beobachteten Linien sind erstaunlich schmal.
Abbildung 2 ist ein Ausschnitt aus Abbildung 1, der die
beiden gut isolierten Kreuzpeaks Gly271 und Ala228 sowie
eindimensionale Schnitte durch diese zeigt. In der d2-Dimen-
sion erkennt man deutlich die Aufspaltung durch die J-
Kopplung, und auch mehrere andere CO-Resonanzen zeigen
Aufspaltungen durch die J-Wechselwirkung. Die Linienform
von Gly271 kann beispielsweise durch zwei Gauß-Linien
beschrieben werden, die auf halber H�he eine Breite von
30 Hz oder 0.2 ppm (linke Linie) bzw. 37 Hz oder 0.24 ppm
(rechte Linie) und eine Aufspaltung von 54 Hz aufweisen.

Diese Linie ist genauso schmal wie entsprechende Linien aus
mikrokristallinen Proben, was eine auf molekularer Ebene
hoch geordnete Struktur der HET-s-Fibrillen nahelegt.

Die Beobachtung hoher molekularer Ordnung ist nicht in
Einklang mit der Tatsache, dass die Resonanzen von mehr als
einem Drittel der Aminos�uren nicht zu sehen sind, was
wiederum nur mit einer hohen molekularen Unordnung
erkl�rbar ist. Diese Unordnung kann entweder statisch oder
dynamisch sein, die von uns bisher gemessenen Daten lassen
keine eindeutige Aussage zu. Die Unordnung betrifft aller-
dings nur einen Teil des Einzelmolek�ls und muss daher
deutlich von der ver�nderlichen Helixsteigung unterschieden
werden, die z. B. mit Elektronenmikroskopie beobachtet
werden konnte.[23] Statische Unordnung kann in Proteinen
zu einer Linienbreite von bis zu 10 ppm f�hren, was dem
gesamten Bereich entspricht, �ber den sich die Resonanzfre-
quenzen der Kohlenstoffatome im Proteinr�ckgrat bei freier
Wahl des Torsionswinkels �ndern k�nnen.[24] Bei einer derart
starken Unordnung w�rde die Linienbreite in eindimensio-
nalen Spektren um einen Faktor 20 und in zweidimensionalen
Spektren bis zu einem Faktor 202 ansteigen, sodass die Linien

Abbildung 1. Homonucleare 13C-DREAM-Korrelationsspektren von fibrillisiertem HET-s(218–289), aufgenommen bei 40 kHz MAS. Die niedrigste
Konturlinie ist so gew�hlt, dass sie gerade �ber dem Rauschen liegt (5% der Maximalintensit�t). Aufeinander folgende Konturniveaus unterschei-
den sich um den Faktor 1.4. Positive Konturen sind blau, negative rot. Die Spektren wurden vor der Fourier-Transformation mit einer verschobe-
nen sin2-Funktion multipliziert, und die Daten wurden mit Nullen auf 2048 Punkte erg�nzt. a) Carbonyl-Region der DREAM-Spektren. Die positiven
Konturlinien stammen von einem Spektrum, das mit tangentialer, von hoher zu tiefer Amplitude f�hrender DREAM-Einstrahlung aufgenommen
wurde; die negativen Konturlinien stammen von einem �hnlichen Spektrum mit einer Amplitudenvariation von Tief nach Hoch. b) Aliphatische
Region des DREAM-Spektrums, aufgenommen mit einer Amplitudenvariation von Tief nach Hoch.
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nicht beobachtbar w�ren. Dynamische Unordnung kann
ebenfalls zu sehr breiten Linien f�hren, falls die molekulare
Dynamik spektrale Komponenten im kHz-Bereich hat und
dadurch mit der Rotation um den magischen Winkel oder der
Entkopplung interferiert. T11-Effekte k�nnen wir als Grund
f�r die fehlenden Signale der 29 Aminos�uren ausschließen,
da auch in den direkt angeregten PDSD-Spektren, wie schon
erw�hnt, keine zus�tzlichen Kreuzpeaks zu finden waren.

Es wurde versucht, die m�gliche Dynamik der unsichtba-
ren Aminos�uren auszufrieren. Die zugeh�rigen eindimen-
sionalen 13C-CP-MAS-Spektren (CP = Kreuzpolarisation)
von HET-s(218–289) sind in Abbildung 3 dargestellt. Unter-
halb �20 8C konnten wir zwar eine deutliche Verbreiterung

der Linien beobachten, aber die Linienzahl scheint unabh�n-
gig von der Temperatur zu sein. Die temperaturabh�ngigen
�nderungen im Spektrum waren reversibel.

Wir haben gezeigt, dass in den Fibrillen des Prionprotein-
Fragmentes HET-s(218–289) ca. zwei Drittel des Proteinmo-
lek�ls hoch geordnet sind und dass man f�r den Bereich der
restlichen Aminos�uren deutliche Hinweise auf eine starke
molekulare Unordnung findet. Die geordneten und ungeord-
neten Teile k�nnen unterschiedlichen Segmenten des Prote-
ins zugeordnet werden (Tabelle 1). Die geringe Linienbreite
in den NMR-Spektren und die erfolgreiche Zuordnung der
Resonanzfrequenzen belegen das Potenzial der Festk�rper-
NMR-Spektroskopie f�r die Bestimmung der atomaren
Struktur von Prionen in ihrer amyloiden Form. Die Ermitt-
lung von Strukturinformation aus den Festk�rper-NMR-
Spektren ist derzeit in Arbeit.

Experimentelles
Alle Spektren wurden auf einem Bruker-AV-600-Spektrometer mit
einer Protonenresonanzfrequenz von 600.13 MHz aufgenommen. F�r
die 1D-CP-MAS-Spektren verwendeten wir einen Varian-Proben-
kopf (2.5 mm) bei einer MAS-Frequenz von 25 kHz. Die Mischzeit
der Kreuzpolarisation betrug 1.5 ms, wobei RF-Feldst�rken von
70 kHz auf 13C und 95 kHz auf 1H verwendet wurden. Zur Proto-
nenentkopplung wurde die Entkopplungssequenz XiX (tp = 74 ms)[25]

mit einer RF-Feldst�rke von 130 kHz eingesetzt. Die 13C,13C-Korre-
lationsspektren wurden mit einem 1.8-mm-Probenkopf[26] bei einer
MAS-Frequenz von 40 kHz und einer Probentemperatur von 15 8C
aufgenommen. Die Mischzeit der Kreuzpolarisation war hier 1 ms,
und die RF-Feldst�rke betrug 90 kHz f�r 13C und 130 kHz f�r 1H. Die
Mischzeit in der DREAM-Sequenz[20, 21] betrug 7 ms, wobei die RF-
Feldst�rke tangential zwischen 15 und 26 kHz variiert wurde. F�r die
tangentiale Amplitudenrampe verwendeten wir folgende Parame-
ter:[21] Drf/2p = 4.5 kHz, dest = 1.5 kHz und w̄1/2p = 20 kHz. W�hrend
der DREAM-Sequenz kam CW-Entkopplung und w�hrend t1 und t2

Tabelle 1: Chemische Verschiebungen (13C und 15N) des Proteinr�ck-
grates der zugeordneten Fragmente von HET-s(218–289).[a]

Aminos�ure N C’ Ca Aminos�ure N C’ Ca

Asn226 125.5 – 49.9 Asn 262 128.2 – 50.3
Ser227 119.2 169.9 54.7 Ser263 117.6 169.8 54.3
Ala228 122.7 174.9 47.4 Val264 125.6 172.5 55.0
Lys229 123.6 – 57.7 Glu265 127.3 174.0 57.4
Asp230 117.7 – 51.1 Thr 266 112.8 171.0 58.9
Ile231 122.7 172.6 58.9 Val267 124.1 – 58.5
Arg232 129.8 – 52.1 Val268 128.6 173.2 59.2
Thr 233 113.5 172.5 57.6 Gly269 113.4 170.0 42.5
Glu234 120.0 171.8 51.7 Lys270 121.5 174.7 52.3
Glu235 117.3 172.2 56.6 Gly271 115.6 170.1 46.4
Arg236 122.8 174.3 52.6 Glu272 128.6 174.3 52.1
Ala237 126.0 173.9 51.1 Ser273 116.3 171.5 57.2
Arg238 117.9 172.7 52.9 –
Val 239 122.7 171.1 58.0 Val275 122.9 170.7 58.2
Gln240 126.7 171.1 50.7 Leu276 130.6 – 50.6
Leu241 131.4 – 50.6 Ile277 130.3 171.3 56.6
Gly242 113.7 168.7 41.8 Gly278 111.3 170.0 41.9
Asn243 109.9 174.3 49.2 Asn 279 114.5 171.0 49.8
Val 244 122.8 172.5 60.0 Glu280 120.4 – 52.6
Val 245 129.3 – 59.2 Tyr 281 128.9 174.4 54.0
Thr 246 116.7 173.3 60.4 Gly282 109.9 172.3 44.0
Ala247 121.1 177.4 54.1
Ala248 119.3 177.6 53.0

[a] 13C-Verschiebungen sind auf Tetramethylsilan bezogen, 15N-Verschie-
bungen auf fl�ssigen Ammoniak.

Abbildung 2. Ausschnitt aus Abbildung 1a mit den Ca-C’-Kreuzpeaks
von Ala228 und Gly271 sowie eindimensionale Schnitte durch diese
Signale. Um eine maximale Aufl�sung zu erreichen, wurde vor der Fou-
rier-Transformation keine Fensterfunktion verwendet. Das durch die J-
Kopplung aufgespaltene Signal von Gly271 wird am besten durch eine
Gauß-Linie mit einer Breite von 30 Hz f�r die rechte und 37 Hz f�r die
linke Linie und einer J-Kopplung von 54 Hz beschrieben. Solche Unter-
schiede in den Linienbreiten der beiden Linien wurden auch in einfa-
chen Modellsystemen beobachtet und sind unseres Wissens noch
nicht verstanden.

Abbildung 3. Temperaturserie von 13C-CP-Spektren von HET-s(218–
289), aufgenommen bei 25 kHz MAS: a) 19 8C, 256 Experimente;
b) �10 8C, 256 Experimente; c) �31 8C, 256 Experimente; d) 19 8C
(erw�rmt nach Abk�hlung auf �31 8C), 430 Experimente.
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XiX-Entkopplung (tp = 70 ms) zum Einsatz, jeweils bei einer RF-
Feldst�rke von 150 kHz. Die spektrale Breite betrug 40 kHz. 62
Experimente wurden f�r jede der 1024 t1-Zeiten aufaddiert, was zu
einer Gesamtmesszeit von 55 Stunden f�hrte.[27] Die Daten wurden
mit dem Programm XWINNMR (Bruker Biospin) prozessiert und
mit dem Programm CARA analysiert.
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