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Infekti�se und nichtinfekti�se Amyloide des HET-s(218-289)-Prions
haben unterschiedliche NMR-Spektren**
ChristianWasmer, Alice Soragni, Raimon Sabat�, AdamLange, Roland Riek und Beat H.Meier*

Die prionbildende Dom�ne des Pilzprions HET-s (Amino-
s�urereste 218–289) bildet, wie k!rzlich gezeigt wurde, bei
tiefem pH in vitro nicht- oder nur schwach infekti(se Amy-
loidfibrillen.[1] Da ein Strukturmodell f!r die infekti(se pH-7-
Form vorliegt,[2] bietet das Studium der nichtinfekti(sen Fi-
brillen die M(glichkeit, die Unterschiede zwischen infekti(-
sen und nichtinfekti(sen Polymorphen auf molekularer
Ebene zu untersuchen. Es ist bekannt, dass Amyloide, und
speziell Prionen, in verschiedenen polymorphen Formen
existieren k(nnen. Die Bildung eines bestimmten Polymorphs
kann in vitro !ber den pH-Wert oder durch R!hren der
L(sung teilweise gesteuert werden k(nnen.[3,4] Polymorphe
k(nnen auch vererbbar sein. Dieses Ph�nomen ist eng ver-
kn!pft mit dem Bestehen verschiedener St�mme in Prio-
nenerkrankungen. In Hefe sind Prionenst�mme mit deutlich
variierender biologischer Aktivit�t bekannt,[5–7] aber f!r das
HET-s-Prion des Fadenpilzes Podospora anserina gibt es
keinerlei Anzeichen von Polymorphie bei physiologischem
pH-Wert.[1] Dies spiegelt sich in den Festk(rper-NMR-Spek-
tren der prionbildenden C-terminalen Dom�ne von HET-s,
des Fragments HET-s(218–289), wider, deren 13C- und 15N-
NMR-Resonanzen als schmale Linien ohne Anzeichen f!r
Peak-Verdopplungen erscheinen.[8] Außerdem wurde f!r
verschiedene Probenpr�parationen immer dieselbe chemi-
sche Verschiebung gefunden. F!r pH-3-Fibrillen, deren
NMR-Spektren hier diskutiert werden, ergaben elektronen-
mikroskopische Aufnahmen jedoch Hinweise auf koexistie-
rende Polymorphe, die sich allesamt von der pH-7-Form un-
terscheiden.[1]

Das C-terminale Fragment 218–289, das den Proteinase-
K-resistenten Teil der Fibrillen ausmacht,[9] hat die Amino-
s�uresequenz KIDAIVGRNSAKDIRTEERARVQLGN-
VVTAAALHGGIRISDQTTNSVETVVGKGESRVLIGN-

EYGGKGFWDN. Dieses Fragment ist notwendig und hin-
reichend um Infektiosit�t zu beobachten[10] und bildet in vitro
bei pH 7 infekti(se Amyloid-Fibrillen.[9] Die gut aufgel(sten
NMR-Spektren der pH-7-Fibrillen aus HET-s(218–289) er-
m(glichten eine fast vollst�ndige Zuordnung der NMR-Re-
sonanzen zu allen Resten in den starren Bereichen der Fi-
brillen.[11] Auf der Grundlage der chemischen Verschiebun-
gen und zus�tzlicher biophysikalischer Daten wurde ein
Strukturmodell mit den vier b-Str�ngen b1–b4 vorgeschlagen.
Diese vier Str�nge bilden ein b-Solenoid mit zwei sich wie-
derholenden b-Faltblatt-Schleife-b-Faltblatt-Motiven (b1-b2

und b3-b4), die zusammen zwei Windungen des Solenoids
aufbauen. Das Modell wird durch Elektronenmikroskopie-
daten gest!tzt, aus denen ein mit zwei Lagen an b-Str�ngen
pro HET-s(218–289)-Molek!l kompatibles Masse/L�nge-
Verh�ltnis hervorgeht.[12]

M-HET-s(218–289)-H6 wurde nach einer bekannten Me-
thode rekombinant exprimiert und gereinigt[9,11] und an-
schließend bei pH 3 fibrillisiert (siehe auch die Hintergrund-
informationen). Wie sich im Verlauf der Experimente her-
ausstellte, waren bei pH 3 fibrillisierte Proben stabiler als bei
pH 2 fibrillisierte, mit denen die Experimente in Lit. [1]
gr(ßtenteils ausgef!hrt wurden. pH-2- und pH-3-Fibrillen
verhalten sich jedoch sehr �hnlich (beide haben fast identi-
sche Aggregationskinetiken, induzieren die Fluoreszenz von
Thioflavin T und zeigen die gleiche Morphologie in elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen), und es wurde best�tigt,
dass die pH-3-Form nicht infekti(s ist.[22]

Das 13C-13C-Spektrum mit protonengetriebener Spindif-
fusion (PDSD) der pH-3-Fibrillen ist in Abbildung 1 mit
einem entsprechenden Spektrum f!r pH-7-Fibrillen vergli-
chen. Nach der Produktion der pH-3-Fibrillen wurden diese
mit reinem Wasser gewaschen. Obwohl direkte Fibrillisation
im neutralen Bereich die pH-7-Fibrillen ergeben sollte,[1]

konnten diese in unseren Experimenten nie nachgewiesen
werden, da die pH-3-Form bei h(heren pH-Werten stabil
bleibt. Die Spektren der pH-3-Fibrillen unterscheiden sich
eindeutig von jenen der pH-7-Form, was zeigt, dass sie eine
andere molekulare Struktur haben. Die schlechtere Aufl(-
sung der Spektren wiederum deutet auf eine gr(ßere Un-
ordnung hin: Die Linienbreiten der pH-3-Fibrillen liegen
typischerweise zwischen 128 und 202 Hz, w�hrend f!r die pH-
7-Fibrillen weniger als 100 Hz gemessen wurden (nur aufge-
l(ste Peaks wurden ber!cksichtigt). Durch die reduzierte
Aufl(sung ist die Zuordnung der Resonanzen erschwert.
Mithilfe einer Kombination aus PDSD- und HETCOR-
Spektren (Abbildung 1) und 13C-13C-TOBSY-Spektrosko-
pie[13,14] (Abbildung 2) waren wir dennoch in der Lage, 22
Spinsysteme zu identifizieren und jeweils einem Aminos�u-
rerest zuzuordnen. Die 22 in den starren Teilen der Fibrillen
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gefundenen Spinsysteme bestehen aus 3 A, 1 D (oder N), 2 E,
2 G, 1 H, 2 I, 1 K, 1 L, 1 R, 2 S, 2 T und 4 V (siehe die
Hintergrundinformationen f!r das vollst�ndige TOBSY-

Spektrum und die zugeordneten chemischen Ver-
schiebungen). F!r 16 dieser Spinsysteme sind
sowohl die chemischen Verschiebungen der Ca- als
auch der Cb-Atome bestimmt worden, und die
Differenzen ihrer sekund�ren chemischen Ver-
schiebungen, dCa�dCb, sind in Abbildung 3 darge-
stellt. F!r alle 16 Spinsysteme wurden negative
Werte gefunden, was – im Einklang mit FT-IR-
spektroskopischen Daten f!r pH-2-Fibrillen[1] – auf
eine b-Faltblatt-Struktur hinweist.[15]

Um die pH-3-Fibrillen auf bewegliche Amino-
s�urereste zu untersuchen, wurden 13C-detektierte
refokussierte 1H-13C-INEPT- und 1H-13C-13C-
INEPT-TOBSY[16]-Experimente ausgef!hrt (Ab-
bildung 4), die lediglich die beweglichen Teile der
Fibrillen erfassen.[17] Anhand der TOBSY-Kreuz-
signale wurden zwei Histidinreste und eine Lysin-
seitenkette identifiziert. Im Unterschied zu den
pH-7-Fibrillen konnten keine Anzeichen einer
hoch flexiblen Schlaufe gefunden werden.[17,18]

Aus den beschriebenen NMR-Spektren folgern
wir, dass pH-3-Fibrillen von HET-s(218–289) aus
starren b-Faltblattstrukturen bestehen und, abge-
sehen von der H6-Markierung, keine hoch flexiblen
Abschnitte enthalten, wie sie in der pH-7-Form
auftreten.Weitere signifikante Unterschiede in den
Spektren deuten darauf hin, dass die Strukturen
der pH-3- und der pH-7-Fibrillen im Detail stark

Abbildung 1. PDSD-Spektren von HET-s(218–289)-Fibrillen, die bei pH 3 (blau) und
bei pH 7 (rot) gebildet wurden. (Die vollstIndigen Spektren werden in den Hinter-
grundinformationen gezeigt.) a) Ausschnitt aus der aliphatischen Region.
b,c) Schnitte durch einen Bereich der Ca-Region und bei einer Isoleucin-Cd1-Reso-
nanz zur Verdeutlichung der unterschiedlichen Linienbreiten. d) Ausschnitt aus
dem 15N-13C-HETCOR-Spektrum. Alle Spektren wurden mit einer Mischzeit von
50 ms und 90-kHz-SPINAL-64-1H-Entkopplung wIhrend t1 und t2 bei einem stati-
schen Magnetfeld von 14.09 T aufgenommen.

Abbildung 2. Ausschnitt aus dem 13C-13C-TOBSY- (schwarz) und 50-
ms-PDSD-Spektrum (blau) der pH-3-Fibrillen. Die durchgehenden
schwarzen und blauen Linien verbinden jeweils Kreuzsignale im
TOBSY- und PDSD-Spektrum, die zu I2 gehGren; Die gestrichelte
schwarze Linie folgt den Kreuzsignalen des K-Spinsystems. Die Zuord-
nungen beruhen auf der Auswertung der TOBSY-, PDSD- und N-C-
HETCOR-Spektren. Die Spinsysteme sind willk+rlich nummeriert. Die
gezeigten Spektren wurden bei 13-kHz-MAS mit 90-kHz-SPINAL-64-1H-
Entkopplung wIhrend t1 und t2 aufgenommen. Die Mischzeiten waren
5 ms im TOBSY- und 50 ms im PDSD-Spektrum.

Abbildung 3. Histogramm der beobachteten Differenzen zwischen den
sekundIren chemischen Verschiebungen von Ca und Cb. Negative
Werte deuten auf eine b-Faltblattstruktur hin.[15] Die Spinsysteme sind
wie in Abbildung 2 nummeriert.

Abbildung 4. Aliphatische und aromatische Region des HC-INEPT-
(blau) und HCC-INEPT-TOBSY-Spektrums (schwarz) mit Zuordnungen
auf der Grundlage von TOBSY-Kreuzsignalen und chemischen Ver-
schiebungen in der ZufallsknIuel-Konformation. Die Spinsysteme sind
willk+rlich nummeriert. Beide Spektren wurden bei 13-kHz-MAS mit
70-kHz-SPINAL-64-1H-Entkopplung wIhrend t2 aufgenommen. Die
Mischzeit des TOBSY-Spektrums betrug 4 ms.
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voneinander abweichen. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich,
besteht beispielsweise die Alanin-Ca-Cb-Region der pH-7-
Fibrillen aus vier starken Peaks, die A228 (47.4, 21.6 ppm),
A237 (51.1, 17.7), A247 (54.1, 14.8) und A248 (53.0, 16.1)
zuzuordnen sind. Lediglich A228 weist die f!r b-Faltblatt-
strukturen !bliche chemische Verschiebung auf. F!r die pH-
3-Fibrillen gibt es jedoch keineAlaninresonanz außerhalb der
b-Faltblattregion, und wir vermuten, dass mehrere Alanin-
reste zu dem teilweise aufgel(sten Signalsatz (48.3, 21.3 ppm)
beitragen. Weitere offensichtliche Unterschiede gibt es in der
Serin-Ca-Cb-Region und f!r Valin (z.B. Ca-Cb und Ca-Cg f!r
V264, siehe auch die Hintergrundinformationen). Des Wei-
teren unterscheiden sich die CP/MAS-Spektren der beiden
Fibrillenarten auch qualitativ. Die breiteren Signale der pH-3-
Fibrillen (Abbildung 1b, c) lassen darauf schließen, dass diese
weniger gut geordnet sind als die pH-7-Fibrillen des gleichen
Peptids. Die variierenden mesoskopischen Strukturen, die in
den elektronenmikroskopischen Aufnahmen beobachtet
werden, k(nnten eine Erkl�rung f!r diese Unordnung bieten,
da jedes Polymorph unterschiedliche Signale ergeben kann.
Zus�tzlich kann eine lokale Unordnung die Signale einzelner
polymorpher Formen verbreitern. Khnliche Linienbreiten
wie f!r die pH-3-Fibrillen wurden auch bei anderen Amy-
loiden beobachtet.[19–21]

Wir schließen, dass die bei pH 3 gebildeten, nichtprioni-
schen Amyloide von HET-s(218–289) einen fast ausschließ-
lich in b-Faltblatt-Konformation befindlichen starren Teil
haben, aber, anders als die pH-7-Form, nicht !ber hoch fle-
xible Teile verf!gen. Außerdem scheint die Struktur der
einzelnen HET-s(218–289)-Molek!le in den Fibrillen der
nichtprionischen Form deutlich von derjenigen in der Prion-
Form abzuweichen, w�hrend der Durchmesser elementarer
Fibrillen und das Masse/L�nge-Verh�ltnis keine Unterschie-
de aufweisen.[1,12] Die fehlende Infektiosit�t der pH-3-Fibril-
len h�ngt also damit zusammen, dass sich ihre molekulare
Struktur wesentlich von derjenigen der bei physiologischem
pH-Wert entstehenden Fibrillen unterscheidet. Im Einklang
damit ist die Tatsache, dass bei niedrigem pH-Wert gebildete
Fibrillen schlechte Vorlagen f!r die Fibrillisierung bei pH 7
sind.[1]
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