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Die Umwandlung l
slicher Peptide und Proteine in Amy-
loidfibrillen geht oft mit pathologischen Erscheinungen wie
neurodegenerativen Krankheiten oder systemischer Amy-
loidose einher.[1] Amyloidfibrillen sowie andere, nicht mit
Krankheiten assozierte amyloidartige Fibrillen k
nnen aus
Peptiden und Proteinen mit sehr verschiedenen Aminos&u-
resequenzen aufgebaut sein.[2] Trotzdem existieren gemein-
same Merkmale. Ein Kennzeichen von Amyloid- und amy-
loidartigen Fibrillen ist die Bildung hoch geordneter Cross-b-
Strukturen aus b-Str&ngen, die rechtwinklig zur Fibrillen-
achse verlaufen. Ein weiteres Charakteristikum ist, dass Fi-
brillen eines bestimmten Proteins oder Peptids mehrere
Morphologien ausbilden k
nnen. Diese strukturelle und
morphologische Vielfalt von Fibrillen k
nnte die molekulare
Basis f0r die Bildung verschiedener St&mme bei Prionen sein
und in diversen Amyloiderkrankungen eine Rolle spielen.[3–5]

Die Ursache der Polymorphie von Amyloidfibrillen ist weit-
gehend unbekannt, doch es gibt spektroskopische Hinweise
darauf, dass spezifische 6nderungen in der Konformation
und dem Packungsschema der einzelnen Polypeptide beteiligt
sind.[6–8] Die Bildung verschiedener Polymorphe kann teil-
weise von außen gesteuert werden: einerseits durch Variation
der Fibrillisierungsbedingungen,[9,10] anderseits durch An-
impfen mit Keimen einer bestimmten Morphologie, was die
ganze Probe dazu bringen kann, diese eine Morphologie
einzunehmen. Daher ist es sehr wichtig zu wissen, welche
Faktoren die Polymorphie von Amyloidfibrillen bestimmen,
um Amyloid- und Prionerkrankungen auf molekularer Ebene
zu verstehen.[1]

Hier wird die molekulare Grundlage der Fibrillenpo-
lymorphie an dem de novo konstruierten Modellpeptid
ccb-p[11,12] untersucht. Fr0here Studien haben gezeigt, dass
ccb-p (Ac-SIRELEARIRELELRIG-NH2) bei tiefer Tem-
peratur in Wasser l
slich ist und in einer dreistr&ngigen a-
helicalen „Coiled-coil“-Struktur vorliegt. Beim Erw&rmen
findet eine irreversible Umwandlung in Amyloidfibrillen
statt.[11] Amyloidfibrillen, die in einer gepufferten w&ssrigen
L
sung bei pH 7.3 gebildet wurden, weisen eine Cross-b-
Konformation[13] auf, in der die b-Str&nge antiparallele b-
Faltbl&tter aufbauen. Die b-Str&nge sind um drei Aminos&u-
rereste aus einer „In-Register“-Anordnung verschoben
(Abbildung 1b und 1d). Wir bezeichnen dieses Anordnung
als „ + 3 out-of-register“ („ + 3-or“).[26] Dieses Muster wird,
zus&tzlich zur vorteilhaften Wechselwirkung zwischen den
hydrophoben Seitenketten, durch Salzbr0cken zwischen den
geladenen Seitenketten von Glu und Arg stabilisiert.[11,12,14,15]

Deshalb kann vermutet werden, dass eine Protonierung der
Glu-Seitenketten bei niedrigem pH-Wert eine Registerver-
&nderung bewirkt.

Dank der starken Abh&ngigkeit der Dipolwechselwirkung
vom Abstand (mit dem Kehrwert der dritten Potenz) ist
Festk
rper-NMR-Spektroskopie – pr&ziser das „Rotational
Echo Double Resonance“(REDOR)-Experiment[16,17] – eine
ideale Methode, um das Register der b-Str&nge in der Amy-
loidfibrille eindeutig zu bestimmen. Der Abstand zwischen
dem Carbonylkohlenstoffatom und dem Amidstickstoffatom
betr&gt ca. 4.2 I, wenn die beiden Aminos&urereste 0ber
Wasserstoffbr0cken verbunden sind, andernfalls ist er gr
ßer
als 5.5 I. Falls die untersuchten Proben nun selektiv mit
einem 13C und 15N markiert sind und der gemessene Abstand
ca. 4.2 I betr&gt, so ist das Register eindeutig bestimmt.

Um die Struktur der amyloidartigen ccb-p-Fibrillen zu
untersuchen, wurden isotopenmarkierte Substanzen herge-
stellt. Im Weiteren stellten sich die Messresultate folgender
Substanzen als interessant heraus: Bei Substanz I war Ala7,
bei Substanz II Ile2 mit 15N markiert. Beide Substanzen ent-
hielten zudem eine 13C-Markierung am Carbonylkohlen-
stoffatom von Leu14. F0r Substanz I erwartet man eine starke
REDOR-Dephasierung, falls sich die „ + 3-or“-antiparallele
b-Faltblattstruktur bildet, die bei pH 7.3 existiert,[11] f0r Sub-
stanz II falls die „�2-or“-Form vorliegt, die, wie wir noch
zeigen werden, bei tiefem pH-Wert entsteht (Abbildung 1).

Abbildung 2 zeigt die REDOR-Dephasierung von Fi-
brillen der Substanz I, die bei verschiedenen pH-Werten
pr&pariert wurden. Die Dephasierung nimmt mit steigendem
pH-Wert zu (von 2.0 bis 7.3), weil ein gr
ßerer Anteil der
Fibrillen als „ + 3-or“-Polymorph vorliegt, das im neutralen
pH-Bereich die Hauptform darstellt.
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In Abbildung 3 sind die REDOR-Daten der Substanz II
zu sehen. F0r Proben, die bei tiefem pH-Wert fibrillisiert
wurden, erh&lt man eine starke REDOR-Dephasierung, was
die Existenz der „�2-or“-Struktur anzeigt.

Die ausgezogenen Linien in Abbildung 2 und 3 bezeich-
nen die beste Anpassung an die Daten mithilfe eines Modells,
in dem die Dephasierung durch eine Jberlagerung der De-
phasierungskurven f0r „ + 3-or“ und „�2-or“ beschrieben
wird. Diese Vorgehensweise ist gerechtfertigt, da Substanz I
praktisch keine REDOR-Dephasierung f0r die „�2-or“-
Struktur ergibt und Substanz II keine f0r die „ + 3-or“-
Struktur (Abstand im Faltblatt > 17 I, zwischen den Falt-
bl&ttern > 9 I). Der einzig freie Parameter in der Optimie-
rung ist die relative H&ufigkeit der beiden Register.[18]

Die Analyse der REDOR-Resultate f0r die beiden Sub-
stanzen und den jeweiligen pH-Wert sind in der Tabelle 1
aufgelistet. Es wurde gefunden, dass sich die Fraktionen der
beiden Register bei jedem pH-Wert in guter N&herung zu

100% addieren. Daher kann man davon ausgehen, dass nur
diese beiden Register vorkommen.

Bei pH 2.0 und 7.3 liegt jeweils haupts&chlich (> 80%)
eines der beiden Register vor. Dazwischen findet ein gradu-

Abbildung 1. Modelle der beiden b-Faltblattstrukturen (ohne Seitenketten) der ccb-p-Fibrillen mit den beiden Schemata f,r die Isotopenmarkie-
rung. a,b) ccb-p mit den selektiven Isotopenmarkierungen 15N am Amidstickstoffatom von Ala7 (magenta) und 13C am Carbonylkohlenstoffatom
von Leu14 (orange). c,d) ccb-p mit den selektiven Isotopenmarkierungen 15N am Amidstickstoffatom von Ile2 (mangenta) und 13C am Carbonyl-
kohlenstoffatom von Leu14 (orange). Die Strukturen in (a) und (c) zeigen beide jenes Register des b-Faltblatts, das der vorrangigen Form der
Fibrillen bei pH�2 entspricht, die in (b) und (d) hingegen jenes Register des b-Faltblatts, das der vorrangigen Form der Fibrillen entspricht, die
im neutralen pH-Bereich gebildet wurden. Die roten Pfeile symbolisieren jeweils den kleinsten Abstand zwischen den 15N- und 13C-Markierungen
innerhalb eines b-Faltblatts.

Abbildung 2. Experimentelle REDOR-Dephasierung von 15N-Ala7- und
13C-Leu14-markiertem ccb-p (Punkte) und die besten Anpassungen
durch numerische Simulationen einer Modellstruktur des b-Faltblatts
(Linie). Die Fibrillen wurden in LGsungen mit pH 7.3 (a), pH 5.5 (b),
pH 3.5 (c), pH 2.0 (c) prHpariert.

Abbildung 3. Experimentelle REDOR-Dephasierung von 15N-Ile2- und
13C-Leu14-markiertem ccb-p (Punkte) und die besten Anpassungen
durch numerische Simulationen einer Modellstruktur des b-Faltblatts
(Linie). Die Fibrillen wurden in LGsungen mit pH 2.0 (a), pH 3.5 (b),
pH 7.3 (c) prHpariert.

Tabelle 1: Fraktion des jeweiligen Registers als Funktion des pH-Werts
der LGsung wHhrend der Fibrillisierung.[a]

pH-Wert Markierungsschema von ccb-p[b]

Substanz I
15N-Ala7, 13C’-Leu14
(„+3-or“-Fraktion)

Substanz II
15N-Ile2, 13C’-Leu14
(„�2-or“-Fraktion)

2.0 0.167�0.020 0.840�0.040
3.5 0.381�0.021 0.550�0.012
5.5 0.771�0.019 –[c]

7.3 0.896�0.017 0.102�0.058

[a] Bestimmt mithilfe einer optimierten Anpassung an die Daten f,r die
beiden Proben. [b] REDOR-Spektren sind nur auf eines der Markie-
rungsschemata empfindlich. [c] Nicht bestimmt.
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eller Jbergang von „�2-or“ zu „ + 3-or“ statt. F0r Proben,
die bei pH 3.5 fibrillisiert wurden, ist die Koexistenz beider
Register mit signifikanten Anteilen (0.38 und 0.55) zu beob-
achten. Die charakteristische Form der REDOR-Dephasie-
rungskurven bei mittleren pH-Werten unterst0tzt ein Modell,
in dem jedes Register in unterschiedlichen Fibrillen existiert.
Alternativ k
nnten die Register aber auch gr
ßere Bereiche
einer einzigen Fibrille bilden. Mit den hier pr&sentierten
Daten kann nicht zwischen den beiden m
glichen Strukturen
unterschieden werden. Es ist jedoch auszuschließen, dass eine
rein zuf&llige Durchmischung der Register stattfindet.

Die Registerverschiebung als Funktion des pH-Werts
w&hrend der Fibrillisierung folgt vermutlich aus dem Proto-
nierungszustand der Glutamins&ure-Seitenkette. Im neutra-
len pH-Bereich sind diese Seitenketten negativ geladen. Die
Ladungskompensation zwischen den Glutamins&ure- und den
Arginin-Seitenketten sowie eine optimale hydrophobe
Wechselwirkung der Leucin-, Isoleucin- und Alanin-Seiten-
ketten beg0nstigt die „ + 3-or“-b-Faltblattstruktur (Abbil-
dung 4b). Diese Anordnung f0hrt zu einem b-Faltblatt mit

zwei identischen Seiten (f0r ein unendlich langes Faltblatt).
Bei pH 2.0 liegen die Glutamins&ure-Seitenketten ungeladen
vor. Dies f0hrt zu einer alternativen Anordnung (Abbil-
dung 4c), die sich experimentell als die stabilste Form er-
wiesen hat. Diese „�2-or“-b-Faltblattstruktur hat zwei un-
terschiedliche Seiten: eine Vorder- und eine R0ckseite, mit
einer zentralen hydrophoben Stelle entlang der Mitte der
Vorderseite und einer hydrophoben Stelle entlang den Enden
der R0ckseite.

Reissverschluss-Motive, die Cross-b-Fibrillen bilden,
k
nnen nach einem k0rzlich beschriebenen Schema klassifi-
ziert werden.[19] F0r eine solche Klassifizierung ben
tigt man

zus&tzliche Informationen zur Schichtung von b-Faltbl&ttern
in der Fibrille (entlang der y-Achse in Abbildung 4), die aus
unseren REDOR-Experimenten nicht hervorgehen. Auf-
grund von R
ntgenbeugungsdaten schlugen Kammerer
et al.[11] vor, dass in der „ + 3-or“-Struktur die b-Str&nge
zwischen den b-Faltbl&ttern antiparallel geschichtet sind.
Dieselbe Schichtung wurde f0r das mit ccb-p nahe verwandte
ccb-Met (fibrillisiert bei pH 7.3) vorgeschlagen.[15] Danach
geh
ren ccb-p-Fibrillen, die in „ + 3-or“-b-Faltblattstruktur
vorliegen, zur Klasse 8.[19] Diese Klasse wird definiert 0ber b-
Faltbl&tter, die aus antiparallelen b-Str&ngen aufgebaut sind,
deren beide Faltblattseiten identisch sind und deren einzelne
b-Str&nge antiparallel geschichtet vorliegen. Die alternative
parallele Schichtung (Klasse 7) ist nicht nur aus energetischen
Gr0nden ung0nstig, sondern widerspricht auch den Resulta-
ten aus R
ntgenbeugungsstudien. Dagegen haben die b-
Faltbl&tter der „�2-or“-Struktur (die bei pH 2.0 vorherrscht)
eine Vorder- und eine R0ckseite. Sie fallen deshalb entweder
in Klasse 5 oder 6,[19] je nachdem, wie die einzelnen b-Falt-
bl&tter geschichtet sind. Keine dieser beiden Klassen konnte
bisher kristallographisch mit R
ntgenbeugungsmethoden
nachgewiesen werden, aber Hinweise auf ihre Existenz
wurden in Festk
rper-NMR-Spektren gefunden.[20,21] Wir
haben keine experimentellen Daten, die zwischen den beiden
Klassen unterscheiden k
nnen, betrachtet man aber die
Verteilung der hydrophoben Seitenketten auf den beiden
Seiten des b-Faltblatts, so scheint eine Schichtung von Vorder-
auf Vorderseite bzw. R0ck- auf R0ckseite (Klasse 5) am
wahrscheinlichsten.

Wir haben die Faktoren untersucht, die das Gleichgewicht
zwischen zwei antiparallelen b-Faltblattkonformationen der-
selben Peptidsequenz beeinflussen. Bei tiefen pH-Werten
wird eine „�2-or“-Anordnung beobachtet, im neutralem pH-
Bereich liegt haupts&chlich eine „ + 3-or“-Anordnung vor.
Festk
rper-NMR-Spektren von Fibrillen, die zwischen pH 2.0
und pH 7.3 pr&pariert wurden, konnten als Mischung dieser
beiden Registertypen beschrieben werden. Die pH-Abh&n-
gigkeit der Quart&rstruktur der Fibrillen zeigt, dass kleine
Ver&nderungen auf molekularer Ebene, wie die Protonierung
von Seitenketten, einen großen Effekt auf die Fibrillen-
struktur haben. Ein grundlegendes Verst&ndnis dieser Poly-
morphie k
nnte zur Aufkl&rung von Amyloid- und Prionen-
erkrankungen beitragen.

Experimentelles
Die beiden spezifisch 15N/13C-markierten Varianten des ccb-p Peptids
(Substanz I und II) wurden durch automatisierte Festphasensynthese
(Applied Biosystems 433 A) produziert. Das Rohprodukt wurde
mithilfe von Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Die Molmasse des
Produkts wurde mit einer Genauigkeit von 0.1% auf einem MALDI-
TOF-Massenspektrometer bestimmt. Einer HPLC-Analyse zufolge
wurde das Produkt mit 0ber 95% Reinheit erhalten.

F0r die Fibrillenpr&paration wurde lyophilisiertes ccb-p-Peptid
bei 4 8C in Nanopur-Wasser gel
st. Die Konzentration betrug ca.
5 mm. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 0.1m NaOH oder 0.1m
HCl eingestellt. Alle Proben wurden in Wasser als L
sungsmittel
pr&pariert, nur bei der Fibrillierung bei pH 7.3 wurde ein 20 mm

Natriumphosphat-Puffer zugesetzt. Nach Einstellen des pH-Werts
wurde die Suspension zentrifugiert, um ungel
stes Material abzu-

Abbildung 4. a) Die b-Faltblattstrukturen von ccb-p. Die einzelnen
Buchstaben bezeichnen die PrimHrstruktur, die Farben die physikalisch-
chemischen Eigenschaften der Seitenketten (rot: negativ geladen;
blau: positiv geladen; gr,n: hydrophob; schwarz: andere). b,c) Die an-
tiparallelen b-Faltblattstrukturen von ccb-p f,r „+3-or“ (b) und „�2-
or“ (c). Vorder- und R,ckseite des jeweiligen Registers sind dargestellt.
Nur diejenigen AminosHuren sind gezeigt, deren Seitenketten abhHn-
gig von der Blickrichtung ,ber der Ebene des b-Faltblatts liegen. Die
GlutaminsHurereste sind in (c) violett markiert, da sie bei pH 2.0
mehrheitlich protoniert und nicht mehr negativ geladen vorliegen. Das
Koordinatensystem soll hervorheben, dass eine Rotation um die x-
Achse genutzt wurde, um die beiden b-Falblattseiten zu zeigen.
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trennen. Der Jberstand wurde mindestens sechs Stunden bei (43�
3) 8C inkubiert. Danach wurde die Probe zur vollst&ndigen Fibrilli-
sierung drei Minuten auf 90 8C erhitzt. Die Fibrillen wurden durch
Zentrifugieren abgetrennt und unter einem schwachen Stickstoff-
strom getrocknet.

Alle Festk
rper-MAS-NMR-Experimente wurden auf einem
Varian/Chemagnetics-Infinity-Spektrometer mit 7-T-Magnet und
Dreifachresonanz-Probenkopf gemessen. Um die transversale Rela-
xationszeit zu verl&ngern, wurden die Daten bei �80 8C aufgenom-
men. Die MAS-Frequenz betrug (6000� 2) Hz. Eine REDOR-Puls-
sequenz mit einem einzelnen p-Puls pro Rotorperiode auf dem 13C-
sowie auf dem 15N-Kanal wurde verwendet.[16,17] Die Pulse auf den
beiden Kan&len waren um eine halbe Rotorperiode gegeneinander
verschoben. Ein XY-8[22]-Phasenzyklus kam zur Anwendung, um den
Effekt von Pulsungenauigkeiten zu vermindern. Die REDOR-De-
phasierungszeit wurde von 0 bis 74.67 ms in Schritten von 5.33 ms
inkrementiert.

Freie Induktionszerf&lle f0r dephasierte und nichtdephasierte
(15N-Pulsamplitude auf Null gesetzt) Signale wurden separat aufge-
nommen. Die Daten wurden mit speziell geschriebenen Matlab-
Skripts prozessiert. Die Simulationen wurden mit einer Kombination
von Matlab- und C++-Skripts berechnet.[23] Die Modellstrukturen
f0r die Simulationen wurden mit CYANA[24] generiert. Die Visuali-
sierung der Modellstrukturen in Abbildung 1 erfolgte mit der Visual-
Molecular-Dynamics(VMD)-Software.[25] Weitere experimentelle
Details sind in den Hintergrundinformationen gegeben.

Eingegangen am 3. Januar 2008,
ver&nderte Fassung am 2. M&rz 2008
Online ver
ffentlicht am 5. Juni 2008
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nicht benachbart sein, denn um eine Summe von 21 zu erreichen,
w&re ein Aminos&urerest 20 n
tig, der aber nicht existiert.
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