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In vielen Bereichen der Biologie ist die heterologe Expres-
sion von Proteinen in E. coli von außerordentlicher Bedeu-
tung, da sie die Herstellung ausreichender Mengen an Proben
f�r physikalische und chemische Untersuchungen erm�g-
licht.[1] In vielen F�llen jedoch bilden derartig exprimierte
Proteine Aggregate, so genannte Einschlussk�rperchen (inc-
lusion bodies, IB),[2] die in Form dichter intrazellul�rer Ab-
lagerungen mit bis zu 1 mm3 Volumen und amorphem Er-
scheinungsbild auftreten.[3] Dies wird h�ufig als Hindernis
angesehen, das die Isolierung nativer heterologer Proteine
aus E.-coli-Zellen verhindert, kann f�r einige Anwendungen
aber auch von Vorteil sein, da es die Gewinnung großer
Mengen reinen Proteins erm�glicht. Außerdem ist die Pro-
teinaggregation in IBs in der Strukturbiologie bedeutsam, da
sie eng mit der Bildung von amyloiden Ablagerungen, wie sie
im Rahmen bestimmter Krankheiten auftreten, verwandt sein
k�nnte.[4] Fr�her wurden IBs h�ufig als unspezifische Ag-
gregate betrachtet, im Unterschied zu den Amyloidfibrillen
mit geordneter Struktur. Mittlerweile ist man jedoch mehr
und mehr der Auffassung, dass die Bildung von IBs wie auch
die von Fibrillen durch Keimbildung initiiert wird und im
Anschluss, durch sequenzspezifische Wechselwirkungen ge-
leitet, zur Bildung b-Faltblatt-reicher Aggregate f�hrt. Die
enge Verwandtschaft von IBs und Amyloiden wurde k�rzlich
in einigen Studien postuliert, die sich auf Wasserstoff/Deu-
terium(H/D)-Austausch (detektiert mit NMR-Spektrosko-
pie), Faserdiffraktion, Mikroskopie, Infrarotspektroskopie
und Mutageneseexperimente st�tzen;[5–7] ein Strukturver-
gleich beider Formen eines Proteins mit einer hoch aufl�-
senden Methode war bisher jedoch nicht verf�gbar.

In Prionen ist die Aggregation des Proteins in vivo
selbstkatalysierend, was als grundlegender Prozess f�r die

Infektiosit�t gilt. [Het-s], ein Prion des Fadenpilzes Podo-
spora anserina, ist an einem K�rpereigen/k�rperfremd-
Erkennungsmechanismus beteiligt.[8] Der C-terminale Teil
von HET-s, der die Aminos�urereste 218–289 umfasst, wurde
bereits vor einigen Jahren als die prionbildende Dom�ne
identifiziert.[9, 10] In der infekti�sen Amyloidform bildet HET-
s(218–289) einen b-Solenoiden, in dem zwei Lagen der b-
Faltbl�tter um den dreieckigen hydrophoben Kern jeweils
von einem HET-s(218–289)-Molek�l gebildet werden.[11] Die
in vitro hergestellten HET-s-Fibrillen sind infekti�s im Sinne
eines Prions,[12, 13] eine Eigenschaft, die mit der bekannten
Struktur verbunden zu sein scheint, die bei pH 7 gebildet
wird, da die davon abweichenden Aggregationsformen von
HET-s (einschließlich Amyloiden), die sich bei niedrigem
pH-Wert bilden, keine Prioneninfektiosit�t[12, 14] im Sinne von
Lit. [15] zeigen.

Hier beschreiben wir die strukturelle und funktionelle
Charakterisierung der HET-s(218–289)-IBs aus E. coli mit-
hilfe von Elektronenmikroskopie (EM), NMR-spektrosko-
pisch detektiertem H/D-Austausch, Festk�rper-NMR-Spek-
troskopie und Bestimmung der In-vivo-Prioneninfektiosit�t
im Sinne von Lit. [16].

HET-s(218–289) wurde in E.-coli-Bakterien exprimiert
und lag in der Form der typischen, kantigen Einschl�sse mit
hoher Elektronendichte und einem Durchmesser von 100 bis
400 nm vor, bevorzugt an den Zellpolen (Abbildungen 1a
und S1 in den Hintergrundinformationen). Die IBs wurden
teilweise gereinigt (Hintergrundinformationen), woraufhin in
weiteren EM-Bildern (Abbildung 1b) bereits fibrill�re
Strukturen sichtbar wurden. Das gereinigte Material wurde
auch verwendet, um prionenfreie P.-anserina-St�mme mit-
hilfe einer Protein-Transfektionsmethode[16] zu infizieren.
W�hrend unl�sliche Extrakte von E.-coli-Kontrollst�mmen,
die nur einen leeren Vektor oder IBs eines anderen Proteins

Abbildung 1. a) HET-s(218–289)-IBs aus E. coli in einem Kryo-Elektro-
nenmikroskopiebild einer ganzen E.-coli-Zelle. b) Negativ gef�rbte, ge-
reinigte HET-s(218–289)-IBs, aufgenommen mit einem Transmissions-
elektronenmikroskop. Balkenl�nge: a) 50 nm, b) 200 nm.
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(humane NDP-Kinase) enthielten, kein Auftreten der
Prionform [Het-s] ausl�sten (Tabelle 1), nahmen St�mme, die
mit HET-s(218–289)-IBs transfiziert wurden, die Form

[Het-s] an, und das in einem vergleichbaren oder h�heren
Maße als bei der Infektion mit In-vitro-HET-s(218–289)-
Amyloiden. Aus diesen Resultaten schließen wir, dass die
HET-s(218–289)-IBs [Het-s]-Prioneninfektiosit�t aufweisen,
was darauf schließen l�sst, dass sich das Protein in E.-coli-IBs
in eine infekti�se Form faltet.

Zum Vergleich der Eigenschaften von Het-s-IBs und
-Amyloidfibrillen wurden zus�tzliche Experimente durchge-
f�hrt. Dabei wurde gefunden, dass ein 8 kDa schwerer Pro-
teinase-K-resistenter Kern, der f�r HET-s(1-289) (Volll�n-
gen-HET-s) und HET-s(157-289) bereits bekannt ist, auch f�r
die IBs dieser Proteine existiert.[9, 17] Außerdem verhalten sich
die HET-s(218–289)-IBs und -Amyloide bei chemischer De-
naturierung �hnlich: Beide sind im neutralen pH-Bereich,
jedoch nicht bei pH 2 resistent gegen Denaturierung durch
Harnstoff (Abbildung S2B, Hintergrundinformationen). Des
Weiteren machten wir die Beobachtung, dass HET-s(218–
289)-IBs, �hnlich wie die entsprechenden Amyloide,[12] als
Keime f�r eine In-vitro-HET-s(218–289)-Fibrillenbildung
wirken (Abbildung S3, Hintergrundinformationen). Weiter-
hin ist bemerkenswert, dass durch Mutationen in der Region
218–289, die die Bildung der amyloiden Prionform verhin-
dern,[10, 18] auch das Entstehen von IBs in E. coli unterbunden
wird (Tabelle S1, Hintergrundinformationen). Diese Resul-
tate untermauern die �hnlichkeit der HET-s(218–289)-IBs
und der HET-s(218–289)-Amyloidfibrillen.

Zur Charakterisierung der HET-s(218–289)-IBs auf mo-
lekularer Ebene wurden Festk�rper-NMR-Spektren aufge-
nommen und mit den bereits zugeordneten Spektren der In-
vitro-Amyloidfibrillen[19] bekannter Struktur[11] verglichen. So
genannte rohe IBs, die der lediglich in Wasser gewaschenen,
unl�slichen Fraktion der lysierten Bakterienzellen entspre-
chen, ergeben das 13C-13C-protonengetriebene Spindiffusi-
onsspektrum (PDSD)[20, 21] in Abbildung 2 (blaue Konturlini-
en), in dem alle Kreuzsignale, die f�r In-vitro-HET-s(218–
289)-Fibrillen auftreten (rote Konturlinien), ebenfalls sicht-

bar sind. Die beiden Spektren werden in Abbildung S5
(Hintergrundinformationen) getrennt gezeigt. In verschiede-
nen Bereichen des IB-Spektrums gibt es zus�tzliche Signale,
die nicht zu HET-s(218–289) geh�ren, sich aber vermutlich
Phospholipiden der E.-coli-Membran [bei ca. 34 (CH2-
Gruppen der hydrophoben Enden), 60 und 100 ppm], ande-
ren Proteinen und eventuell Ribonucleins�uren zuordnen
lassen. Die zahlreichen Carbonylkohlenstoffsignale mit che-
mischen Verschiebungen zwischen 180 und 176 ppm (einem
Bereich, in dem sich nur wenige HET-s(218–289)-Signale
befinden) sprechen f�r das Vorhandensein von Proteinen,
h�chstwahrscheinlich Membranproteinen mit vorrangig a-
helicaler Sekund�rstruktur.[22] Die typischen HET-s(218–
289)-Kreuzsignale sind schon nach sehr kurzen Expressions-
zeiten von 1 h sichtbar (Abbildung S7, Hintergrundinforma-
tionen). Nach einem weiteren Reinigungsschritt (Hinter-
grundinformationen) sind, wie aus Abbildung 3 ersichtlich,
weiterhin alle HET-s(218–289)-Signale im PDSD-Spektrum
sichtbar, w�hrend die Intensit�t der zus�tzlichen Signale si-
gnifikant abnimmt. Besonders die a-helicalen Proteine
werden durch die zus�tzliche Reinigung augenscheinlich fast
vollst�ndig aus der Probe entfernt (siehe Carbonylkohlen-
stoffatombereich). Da die chemischen Verschiebungen eines
Polypeptids stark von seiner Konformation abh�ngen, sind
die identischen Verschiebungen f�r HET-s(218–289) in IBs
und In-vitro-Fibrillen ein sehr klarer Beleg daf�r, dass diese
auf molekularer Ebene praktisch identische Strukturen auf-
weisen. Zus�tzlich ergab die Analyse isolierter Peaks in den
2D-NMR-Spektren (Abbildung 3 und Abbildung S6, Hinter-
grundinformationen), dass auch die spektralen Linienbreiten
der beiden Proben ununterscheidbar sind, was auf eine hoch
geordnete lokale IB-Struktur schließen l�sst.[19] Es gibt des
weiteren keinerlei Hinweise auf das Auftreten von moleku-

Tabelle 1: Untersuchungen zur Prioneninfektiosit�t der HET-s(218–289)-
IBs aus E. coli.[a]

Protein Menge an transfiziertem Protein [pmol]
2000 1000 500 200 100 50

unl�sliches E.-coli-
Extrakt eines E.-coli-
Stamms mit leerem
Vektor

3/138[b]

NDP-Kinase-IBs n.d. n.d. 5/84 n.d. n.d. n.d.
HET-s(218–289)-
Fibrillen

n.d. 17/24 44/60 31/72 7/24 5/24

HET-s(218–289)-IBs n.d. 23/24 58/60 34/72 15/24 13/24
HET-s(218–289)-IBs
(NMR-Probe, gerei-
nigte IBs)

24/24 n.d. 45/48 n.d. n.d. n.d.

[a] Es ist jeweils die Zahl der prioneninfizierten St�mme durch die Zahl
der insgesamt getesteten St�mme angegeben; n.d.: nicht bestimmt.
[b] Die Menge an unl�slichem E.-coli-Extrakt wurde aus der Menge an
Zellen gewonnen, die etwa 0.5 nmol HET-s(218–289)-IBs ergeben.

Abbildung 2. 13C-13C-Festk�rper-NMR-Korrelationsspektrum (PDSD mit
einer 50-ms-Mischzeit) von rohen HET-s(218–289)-IBs (blau) im Ver-
gleich mit einem Spektrum des reinen, in vitro fibrillierten HET-s(218–
289) (rot), aufgenommen mit identischen experimentellen Parametern.
Alle in den Fibrillen zugeordneten Signale erscheinen auch im Spek-
trum der IBs. Beide Spektren wurden bei einer 1H-Frequenz von
600 MHz (statisches Magnetfeld B0 = 14.9 T), 10 kHz MAS (MAS: Ro-
tation im magischen Winkel) und ca. 3 8C aufgenommen; sie werden
einzeln in Abbildung S4 (Hintergrundinformationen) gezeigt.
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larer Polymorphie. Die gereinigte NMR-Probe zeigte Prio-
neninfektiosit�t in den Transfektionsuntersuchungen (Tabel-
le 1).

Zus�tzlich zur Festk�rper-NMR-Spektroskopie wurde ein
H/D-Austauschexperiment durchgef�hrt, das in �hnlicher
Form bereits zur Untersuchung der HET-s(218–289)-Amy-
loidfibrillen genutzt worden war.[10,23] Das resultierende
H/D-Austauschmuster der gereinigten IBs ist jenem der In-
vitro-HET-s(218–289)-Fibrillen sehr �hnlich (Abbildung S8,
Hintergrundinformationen), was best�tigt, dass diese beiden
Aggregate auf molekularer Ebene praktisch identisch sind.

Unsere Befunde zeigen, dass sich das hoch geordnete
HET-s(218–289)-Amyloid auch im konzentrierten Milieu
einer E.-coli-Zelle, in Gegenwart von Faltungsmodulatoren,
Chaperonen und großen Mengen anderer Proteine, bilden
kann. Die Tatsache, dass sich die bis jetzt nur in vitro be-
stimmte Struktur auch in einer lebenden Zelle bilden kann, ist
besonders im Rahmen der Strukturbiologie von Prionen von
Bedeutung. Außerdem zeigt dieser Befund, dass Einschluss-
k�rperchen hoch geordnet sein k�nnen, auch wenn ihr Er-
scheinungsbild in elektronenmikroskopischen Aufnahmen
meist eher amorph ist. Die Festk�rper-NMR-Spektren bele-
gen, dass HET-s(218–289) in IBs die praktisch identische
Struktur wie in In-vitro-Fibrillen hat – d.h., die IBs sind
Amyloide, was auch durch sorgf�ltige Auswertung der Elek-
tronenmikroskopiebilder best�tigt werden konnte, in denen
die fibrill�re Struktur der IBs sichtbar wird. Es bleibt aller-

dings noch zu kl�ren, ob HET-s(218–289) eine Ausnahme ist
oder ob auch die IBs anderer Proteine eine geordnete und
funktionelle Amyloidstruktur aufweisen. F�r HET-s jedoch
ist klar, dass die Bildung von Amyloiden und IBs bemer-
kenswert �hnlich ablaufen kann und dass auch die IBs in-
fekti�s und auf molekularer Ebene hoch geordnet sind. F�r
IBs des Alzheimer-Peptids Ab(1-42)[6] und einiger anderer
Proteine[7] gibt es ebenfalls bereits Anzeichen amyloiden
Verhaltens, und unsere detaillierte Untersuchung auf ato-
marer Ebene f�r HET-s st�tzt die Hypothese, dass die
Amyloidbildung ein universeller Vorgang in lebenden Orga-
nismen ist und bei der biotechnologischen Herstellung von
Proteinen in Betracht gezogen werden muss.
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Abbildung 3. 13C-13C-Festk�rper-NMR-Korrelationsspektrum (PDSD mit
einer 50-ms-Mischzeit) von gereinigten HET-s(218–289)-IBs (blau) im
Vergleich mit einem Spektrum des reinen, in vitro fibrillierten HET-s-
(218–289) (rot), aufgenommen mit identischen experimentellen Para-
metern. Alle in den Fibrillen zugeordneten Signale erscheinen auch im
Spektrum der IBs. Die Einsch�be zeigen, dass keine signifikanten Ver-
�nderungen der chemischen Verschiebungen auftreten und dass die
Linienbreiten �hnlich sind. Beide Spektren wurden bei einer 1H-Fre-
quenz von 600 MHz (statisches Magnetfeld B0 = 14.9 T), 10 kHz MAS
und ca. 3 8C aufgenommen und werden einzeln in Abbildung S4 (Hin-
tergrundinformationen) gezeigt. Abbildung S5 (Hintergrundinformatio-
nen) enth�lt eindimensionale Schnitte der Spektren.
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