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Ein Hauptcharakteristikum der Alzheimer-Krankheit und
vieler anderer neurodegenerativer Erkrankungen sind fila-
mentçse Aggregate des Proteins Tau.[1–3] Der Verlust von
Neuronen und die Abnahme kognitiver Leistung korreliert
mit der zunehmenden Verbreitung dieser Tau-Filamente in
erkrankten Gehirnen.[4] Die Bildung von Tau-Filamenten –
„paired helical filaments“ (PHFs) – basiert auf einer Um-
wandlung vom ungeordneten, monomeren Zustand in eine b-
Struktur mit amyloidem Charakter.[5, 6]

Der proteaseresistente und vom Lçsungsmittel nicht zu-
g�ngliche Kern der Tau-Filamente besteht haupts�chlich aus
den Repeat-Sequenzen in der C-terminalen H�lfte des Pro-
teins.[7] Der Kern der Filamente ist umgeben von N- und C-
terminalen Abschnitten („ungeordneter Mantel“ oder „Fuzzy
Coat“), die mehr als 200 Aminos�uren umfassen (Abbil-
dung 1a).[7,8] Elektronen- und Kernspinresonanzexperimente
deuten auf eine hohe Flexibilit�t f�r Reste innerhalb des
Fuzzy Coat hin.[9, 10] Weiterhin zeigen biochemische Studien,
dass der Fuzzy Coat eine wichtige Rolle f�r die Aggregation
und Neurotoxizit�t spielt.[11–13] Wir berichten hier �ber die
NMR-spektroskopische Charakterisierung der dynamischen
Struktur des Fuzzy Coat von htau40, der l�ngsten im zentra-
len Nervensystem vorliegenden Isoform, welche aus 441
Resten besteht (Abbildung 1a).

Unlçsliche Tau-Filamente wurden durch Aggregation von
15N-markiertem htau40 hergestellt. Auf der Grundlage von
1D-NMR-Diffusionsexperimenten[14] berechneten wir f�r die
vorliegenden Tau-Filamente ein Molekulargewicht > 1 MDa
(Abbildung 1b). Die Anwendung von 2D-Korrelationsexpe-
rimenten (HSQC) in Verbindung mit hochauflçsendem

Magic-Angle-Spinning (HR-MAS) (siehe Abbildung S1 in
den Hintergrundinformationen)[15] resultierte in 260 beob-
achtbaren Signalen (Abbildung 1c sowie Abbildungen S2
und S3). 244 dieser Signale konnten sequenzspezifisch zuge-
ordnet werden (BMRB-Zugangsnummer 17920; siehe Ab-
bildung S2). Die zugeordneten Signale stammten von der N-
terminalen Dom�ne bis zum Rest Thr212 und vom C-Ter-
minus ab Rest Val399.[6, 16] In �bereinstimmung mit fr�heren
Untersuchungen[10] konnten wir zwischen Thr212 und Val399
keine Signale zuordnen. Dies deutet darauf hin, das diese
Reste zu rigide sind, um mit Lçsungs-NMR-Spektroskopie
detektiert zu werden. Der Vergleich mit monomerem Tau
zeigte stark abgeschw�chte Signalintensit�ten f�r viele Reste
von PHF-Tau (Abbildung 1d,e). Besonders die Abschnitte
His121–Lys130 und Met1–Gly37 wiesen trotz ihrer großen
Entfernung vom Fibrillenkern signifikante �nderungen in
der chemischen Verschiebung und starke Intensit�tsverluste
auf (Abbildung 1e und Abbildung S2c). In 15N-Spinrelaxa-
tionsexperimenten konnten wir das Auftreten von chemi-
schem Austausch in diesen Regionen nachweisen (Abbil-
dung 1 f und Abbildung S3), und in �bereinstimmung damit
wurden zus�tzliche Signale in der N�he der Signale mit ab-
geschw�chten Intensit�ten gefunden (Abbildung 1 f und Ab-
bildung S4). Allerdings konnten diese zus�tzlichen Signale
aufgrund von Signal�berlappungen und geringem Signal-
Rausch-Verh�ltnis weder mit Triple-Resonanzexperimenten
noch mit Austauschexperimenten eindeutig zugeordnet
werden. Daher haben wir die zus�tzlichen (Neben)-Signale
denjenigen Hauptsignalen zugeordnet, welche die grçßte
�hnlichkeit in der chemischen Verschiebung und der Si-
gnalintensit�t in paramagnetischen (PRE) Experimenten
aufwiesen (Abbildung S5). Dagegen zeigte monomeres Tau
keine Signalverdoppelungen in diesen Bereichen (Abbil-
dung S4).

In PRE-Experimenten[17] konnte die Natur der PHF-
spezifischen Konformationen aufgekl�rt werden. Daf�r
wurden Nitroxidradikale an Cysteine angeheftet, welche sich
an verschiedenen Positionen von PHF-Tau befanden. Die
Verbreiterung der Amid-Resonanzen aufgrund erhçhter
Relaxationsraten durch das paramagnetische Nitroxidradikal
wurde quantitativ durch das Intensit�tsverh�ltnis von para-
magnetischem und diamagnetischem Zustand bestimmt
(Abbildung 2). Der PRE-Effekt hat eine Distanzabh�ngig-
keit von r�6 und bietet somit eine hervorragende Mçglichkeit
zur Bestimmung von Abst�nden zwischen Nitroxidradikal
und NMR-Spin. 15N-Relaxationsexperimente offenbarten
einen sehr dynamischen Fuzzy Coat. Die kurze Korrelati-
onszeit des Elektron-Proton-Vektors ist vergleichbar mit der
eines kleinen wasserlçslichen Proteins. Zuerst wurde ein
PRE-Verbreiterungsprofil mit dem Nitroxidradikal an
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Rest 15 aufgenommen (Abbildung 2a–c): 40 Reste am N-
Terminus zeigten eine Signalabschw�chung von unter 0.6.
Dar�ber hinaus zeigten die NMR-Messungen f�r PHF-Tau
transiente Kontakte des N-Terminus zu Ala119–Asp133, zur

prolinreichen Region (Ile151–Thr212) und zum C-terminalen
Fuzzy Coat (Val399–Ala429). Die �hnlichkeit des PRE-
Profils (Abbildung 2b) mit den absoluten Signalintensit�ten
(Abbildung 1e) l�sst darauf schließen, dass PHF-spezifische
Konformationen durch transiente, langreichweitige Wech-
selwirkungen festgelegt werden. Die Terti�rstruktur des
Fuzzy Coat von PHF-Tau wurde dar�ber hinaus durch para-
magnetische Effekte mit einem Nitroxidradikal an Rest 125
charakterisiert (Abbildung 2d–f). Kontrollexperimente zeig-
ten, dass die beobachtbaren PRE-Effekte haupts�chlich in-
tramolekularer Natur sind (Abbildung S6).

Um direkten Einblick in die Wechselwirkungen des Fi-
brillenkerns mit der N-terminalen Fuzzy Coat zu bekommen,
wurde eine Nitroxidradikal an das native Cys322 von PHF-
Tau angeheftet (Abbildung 2g–i). Das Radikal an Cys322
induzierte Signalverbreiterungen f�r die Region um Gln124,
die eine transiente helicale Konformation annimmt (Abbil-
dung S7). Des Weiteren zeigten Reste um Ala152, Asn167–
Thr212 und Ser409–Ala426 eine signifikante Signalabschw�-
chung. Folglich wechselwirken sowohl die N-terminale als
auch die C-terminale Fuzzy Coat mit dem Fibrillenkern bei
Rest 322, in �bereinstimmung mit einem teilweisen Schutz
des C-Terminus vor Proteolyse in PHF-Tau.[18] Den st�rksten
PRE-Effekt jedoch konnte man f�r die ersten 30 Reste des N-
terminalen Teils des Fuzzy Coat beobachten, sowohl f�r die
Haupt- als auch die Nebensignale (Abbildung 2h und Ab-
bildung S5c). Unsere Messungen zeigen, dass die NMR-
Spektroskopie hervorragend geeignet ist, um das transiente
Netzwerk von langreichweitigen Wechselwirkungen zwischen
konservierten Regionen von PHF-Tau aufzukl�ren.

Um ein besseres Verst�ndnis zum Mechanismus der
langreichweitigen Wechselwirkungen in PHF-Tau zu erlan-
gen, mutierten wir die hydrophoben Reste Phe8 und Val10 in
PHF-Tau zu Serin. Dies f�hrte zu keinen Ver�nderungen in
den durch chemischen Austausch abgeschw�chten Signalin-
tensit�ten (Abbildung 3a). Wurden hingegen die Ionenkon-
zentration erhçht, ver�nderte sich das Intensit�tsprofil von
PHF-Tau drastisch und entsprach nun dem des monomeren
Tau-Proteins (Abbildung 3b). Nur f�r die Reste 170–212 und
399–441, die sich in direkter Nachbarschaft zum rigiden Fi-
brillenkern befinden, blieben die Intensit�ten abgeschw�cht,
sehr wahrscheinlich aufgrund von eingeschr�nkter Beweg-
lichkeit. Der Einfluss hoher Ionenkonzentration auf das In-
tensit�tsprofil unterstreicht, dass die beobachteten Wechsel-
wirkungen elektrostatischen Ursprungs sind.

Um eine verbesserte Diagnose der Alzheimer-Krankheit
zu ermçglichen, wurden Antikçrper entwickelt, die Kon-
formations�nderungen von Tau aufdecken sollen.[19–21] So er-
kennen die monoklonalen Antikçrper Alz50 und MC1 Kon-
formations�nderungen, die bereits vor der Bildung von PHFs
stattfinden, und die dann aber auch in PHFs, jedoch nicht in
gesunden Gehirnen, pr�sent sind.[20, 22] Die Spezifit�t von
Alz50 und MC1 f�r pathologisches Tau basiert auf der Er-
kennung von zwei diskontinuierlichen Epitopen, einem am
N-Terminus (Reste 1–18) und einem zweiten in der Repeat-
Region (Reste 313–322).[20, 22,23] Unsere paramagnetischen
NMR-Messungen zeigten, dass diese beiden Epitope in PHF-
Tau in transientem Kontakt stehen und Teil des langreich-
weiten terti�ren Netzwerks zwischen Fuzzy Coat und Fibril-

Abbildung 1. NMR-spektroskopische Untersuchung der Dynamik des
Fuzzy Coat von Tau-Filamenten. a) Schematische Darstellung des aus
441 Resten bestehenden Tau-Proteins mit den Inserts I1 und I2, die
durch alternatives Splicing entfernt werden, den prolinreichen Regio-
nen P1 und P2 und den Pseudo-Repeats R1–R4. Oben: Ungef�hre Be-
reiche des Fuzzy Coat und des Fibrillenkerns. Unten: Lage der Epitope
(Reste 1–18 und 313–322) f�r die monoklonalen Antikçrper Alz50 und
MC1. b) NMR-Diffusionsexperimente an monomerem Tau (gestrichelte
Linie) und PHF-Tau (durchgezogene Linie) mit einer Elektronenmikro-
skopie(EM)-Aufnahme der in dieser Studie verwendeten PHFs. c) 2D-
[1H,15N]-HSQC-Spektrum von PHF-Tau. d) Ausgew�hlte Regionen des
HSQC von PHF-Tau f�r Tyr18 und Met31 zur Verdeutlichung multipler
Konformationen. e) Vergleich der Signalintensit�ten von PHF-Tau
(Balken) und monomerem Tau (Linie). f) Relaxationsraten, die eine er-
hebliche Beweglichkeit im Zeitbereich ms bis ms f�r den N-Terminus
von Tau-Filamenten zeigen.
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lenkern sind (Abbildung 2). Der Vergleich mit monomerem
Tau zeigte dar�ber hinaus, dass der am N-Terminus induzierte
paramagnetische Effekt in PHF-Tau st�rker ist (Abbil-
dung 3c und Abbildung S8). Dies deutet auf eine verst�rkte
und engere Wechselwirkung dieser beiden Epitope in PHF-
Tau hin. Langreichweitige, PHF-spezifische Wechselwirkun-
gen wurden auch f�r die prolinreiche Region, f�r Reste nahe
Met127 sowie den N- und C-Terminus beobachtet. Das
Netzwerk langreichweitiger Wechselwirkungen erkl�rt
zudem, warum der konformationsspezifische Antikçrper
Tau66 die Reste 155–244 und 305–314 zur Bindung benç-
tigt,[24] sowie die abgeschw�chte Bindung von Alz50 und MC1
wenn die Reste 46–241 entfernt wurden.[25] Wie oben er-
w�hnt, zeigten Kontrollexperimente, dass die langreichweiti-
gen Kontakte trotz der hohen lokalen Konzentration haupt-
s�chlich intramolekularer Natur sind. Das ist in �berein-
stimmung mit dem erfolglosen Versuch, intermolekulare
Epitope f�r Alz50 und MC1 herzustellen, indem komple-
ment�re Mutanten mit jeweils einem Epitop kombiniert
wurden.[20, 22]

Es erh�rtet sich immer mehr die Erkenntnis, dass nicht
Tau-Filamente, sondern Tau-Oligomere f�r die Neurotoxizi-
t�t verantwortlich sind.[26] Biochemische Studien mit rekom-
binanten Tau offenbarten eine klare Selektivit�t f�r PHF-
Tau. Die Bindungsaffinit�t an PHF-Tau ist mindestens hun-
dertfach hçher im Vergleich zu monomerem Tau.[25] Zudem
binden Alz50 und MC1 auch lçsliches abnormales Tau, wel-

ches konzentrationsabh�ngig aggregieren kann.[27] Das im-
pliziert, dass nicht nur Tau-Filamente, sondern auch Tau-
Oligomere durch Alz50 und MC1 erkannt werden. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass die Epitope f�r Alz50 und MC1 schon
in monomerem Tau in transientem Kontakt stehen, diese
Regionen aber in oligomerem und aggregiertem Tau noch
enger und st�rker wechselwirken (Abbildung 3c). Dies er-
mçglicht einen spezifischen Erkennungsmechanismus sowohl
f�r Tau-Oligomere als auch PHF-Tau.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, wie der flexible
Fuzzy Coat mit dem rigiden Fibrillenkern von Tau-Filamen-
ten wechselwirkt (Abbildung 4). Dar�ber hinaus liefert
unsere Studie Einblick in die Bindung von konformations-
spezifischen Antikçrpern an das Tau-Protein und unter-
streicht die Heterogenit�t der Struktur von Tau-Filamenten.

Experimentelles
Rekombinante Herstellung von Tau. Die Expression, Aufreinigung
und Isotopenmarkierung von Wildtyp- und htau40-Mutanten wurde
nach etablierten Protokollen durchgef�hrt.[28] Die NMR-Proben
enthielten 15N- oder 13C/15N-markiertes Protein in 95% H2O/5% D2O
und 50 mm Phosphatpuffer, pH 6.8.

Spinmarkierung von Tau. Die Markierung des Tau-Proteins mit
dem Nitroxidradikal MTSL wurde nach etablierten Protokollen
durchgef�hrt.[28] Um potentielle intermolekulare Kontakte zu er-
kennen, wurde eine 1:1-Mischung von unmarkiertem C15A291/G322-
htau40 und 15N-markiertem-A291/G322-htau40 hergestellt. MTSL

Abbildung 2. Transiente langreichweitige Wechselwirkungen in Tau-Filamenten. a)–c) Paramagnetische NMR-Experimente an PHFs mit der Nitro-
xid-Spinmarkierung an Position 15. a) EM-Aufnahme, b) PRE-Profile der Amidprotonen und c) ausgesuchte Region des [1H,15N]-HSQC im parama-
gnetischen (schwarze Linie) und diamagnetischen Zustand (graue gestrichelte Linie). Die Intensit�tsverh�ltnisse wurden �ber drei Reste gemit-
telt. Abgeschw�chte Intensit�ten von Signalen, die mehr als 10 Reste von der Spinmarkierung entfernt sind, weisen auf langreichweitige Wechsel-
wirkungen (<25 �) hin. Der durch Festkçrper-NMR-Spektroskopie identifizierte Fibrillenkern ist durch einen grauen Balken angezeigt. d)–f) Para-
magnetische NMR-Experimente von PHFs mit der Nitroxid-Spinmarkierung an Position 125. g)–i) Paramagnetische NMR-Experimente von PHFs
mit der Nitroxid-Spinmarkierung am nativen Cys322.
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wurde dabei an das unmarkierte C15A291/G322-htau40 vor der Mi-
schung und Aggregation angeheftet.

Herstellung von Tau-Filamenten. Tau-Filamente von Wildtyp-
und mutiertem htau40 wurden hergestellt, indem 13C/15N- oder 15N-
markiertes Protein (ca. 1.5 mm) mit Heparin 5000 (Heparin/Tau 1:4)
gemischt und anschließend bei 37 8C 4 Tage inkubiert wurde. Das
Reaktionsprodukt wurde dann bei 160000 g 40 min pelletiert. An-
schließend wurde der Protein�berstand erneut mit Heparin 5000
(Heparin/Tau 1:4) gemischt und bei 37 8C 4 Tage inkubiert. Um ver-
bleibendes, monomeres Tau zu entfernen, wurde das Pellet ultra-
zentrifugiert, mit frischem Puffer (ohne Heparin) gewaschen und
wieder ultrazentrifugiert (40000 rpm, 4 8C, 40 min). Diese Schritte
wurden mindestens dreimal vor der eigentlichen NMR-Messung
wiederholt. In 1D-NMR-Spektren konnte kein monomers Tau
nachgewiesen werden (siehe Abbildung S1).

NMR-Spektroskopie. Die NMR-Experimente wurden an einem
900-MHz-NMR-Spektrometer (Bruker) bei 278 K durchgef�hrt.
NMR-Proben enthielten etwa 40–80 mg htau40-Filamente in einem
Volumen von 60 mL. Ein 3D-HNCA-Experiment wurde mit einer
HR-MAS-Drehfrequenz von 6 kHz mit 2048 � 68 � 88 Punkten (1H �
13C � 15N) aufgenommen (Dauer: 4 Tage und 3 Stunden). PRE-Ef-
fekte wurden mittels der Signalintensit�tsverh�ltnisse von zwei 2D-
[1H,15N]-HSQC-NMR-Spektren von PHF-Tau bestimmt. Dabei
wurde ein Spektrum mit angeheftetem MTSL aufgenommen und ein
zweites mit abgespaltenem MTSL (nach Zugabe von 4 mm DTT
(Dithiothreitol) und anschließendem Erhitzen auf 42 8C f�r 30 min).

Eine vollst�ndige Methodenbeschreibung ist in den Hinter-
grundinformationen zu finden.
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