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Hydrophobine der Klasse I sind kleine, amphipathische Pro-
teine, die sich auf der Oberfliche von Pilzstrukturen wie
Lufthyphen und Sporen zu funktionellen Amyloidfibrillen,
sogenannten Stdbchen (,,rodlets*), anordnen. Die Stibchen
bilden eine durch laterale Assoziation zusammengehaltene,
hochst robuste Monolage; Dissoziation ist nur durch be-
stimmte, konzentrierte Sduren moglich. Diese Monolage ist
amphipathisch, mit der hydrophoben Seite so wasserabwei-
send wie Teflon." In der Biologie der Pilze dient diese Schicht
einer Reihe wichtiger Zwecke, so bewirkt sie z.B. den was-
serabweisenden Charakter von Sporen und begiinstigt Pilz-
Wirt-Interaktionen.

Strukturelle Daten zu Hydrophobinen sind sowohl fiir das
Verstandnis der molekularen Interaktionen wichtig, die den
Stiabchenbildungsprozess definieren, wie auch fiir das Design
von Fungiziden und neuen, auf Hydrophobinen basierenden
Nanomaterialen. EAS ist ein Hydrophobin der Klasse I in
Neurospora crassa (EAS =easily wettable phenotype, da
Mutanten ohne das Protein leicht benetzt werden konnen).?
Die Strukturen der loslichen Form von EAS und einer
funktionalen, gekiirzten Variante, EAS,;s, sind mithilfe von
Losungs-NMR-Spektroskopie bestimmt worden. Beide
zeigen eine fiir Hydrophobine einzigartige (3-Faltblatt-Topo-
logie (Abbildung 1A).P! Die Oberfliche weist eine klare
Trennung von geladenen und hydrophoben Aminosiureres-
ten auf, welche die Proteine stark amphipathisch und ober-
flichenaktiv macht (Abbildung 1B). Rekombinant herge-
stelltes EAS und EAS,; bilden an hydrophob/hydrophilen
Kontaktflichen spontan Stdbchen-Monolagen mit der glei-

chen geordneten, dicht gepackten Morphologie, wie sie auf
Pilzstrukturen beobachtet wird, und derselben Fihigkeit, die
Benetzbarkeit von Oberflichen zu invertieren (Abbil-
dung 1C,D). Zirkulardichroismus(CD)-Spektren  deuten
darauf hin, dass die Stdbchenstrukturen reich an p-Faltblatt-
struktur sind, wiahrend monomeres EAS,;s nur wenig Se-
kundirstruktur aufweist (Abbildung 1E).’! Genaue Struk-
turinformationen von Stdbchenmonolagen sind bisher auf-
grund ihrer unloslichen und nicht-kristallinen Natur nicht
zuginglich gewesen.

Die Magic-Angle-Spinning(MAS)-Festkorper-NMR-
(ssNMR)-Spektroskopie hat sich zur wichtigsten Methode
zur Erlangung detaillierter Strukturinformationen fibrilldrer
Proteine entwickelt,”” und in giinstigen Fillen konnen sogar
Konformationsensembles charakterisiert werden.”! Generell
ist nur lokale Ordnung erforderlich, um ssNMR-Spektren
ausreichender Qualitit zu erhalten und Strukturinformatio-
nen ableiten zu konnen. Neueste Entwicklungen, basierend
u.a. auf 'H-detektierenden heteronuklearen Experimenten,
haben ssNMR-Strukturanalysen und Studien zur Dynamik
von geordneten Systemen ermdglicht, z. B. fiir mikrokristal-
line Proteine’® und geordnete Amyloidfibrillen.“**” Diese
Methoden fiigen einen weiteren Kern als Informationsquelle
hinzu und erweitern damit signifikant die spektroskopischen
Moglichkeiten.®!

ssNMR-Spektren von funktionalem EAS,;s wurden fiir
doppelt und dreifach markierte EAS,,s-Stdibchen aufgenom-
men. Die EAS,5-Spektren weisen generell breite Signale auf,
was auf konformative Heterogenitit hindeutet. Trotz dieser
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Abbildung 1. Vergleich von Eigenschaften des Hydrophobins EAS,;s in Lésung (Monomer) und im festen Zustand (Stabchen). A) Ubereinanderge-
legte 20 Strukturen niedrigster Energie von monomerem EAS,;s (PDB-Nummer 2kéa). B) Elektrostatische Oberfliche von monomerem EAS ;s.

C) TEM-Mikroskopie (Negativkontrast) von EAS,s-Stibchen. D) Wassertropfen auf einem mit Octadecyltrichlorsilan (OTS) behandelten Silicium-
Wafer und auf einem mit EAS,,s iberzogenen und mit OTS behandelten Silicium-Wafer. E) CD-Spektren von EAS,;s in Wasser und von auf einer
Quarzkiivette getrockneten Stibchen. Fiir experimentelle Details siehe Hintergrundinformationen. F) >N/'"H-HSQC-Spektrum von monomerem
EAS,s in Lésung. G) 'H-detektierende Festkdrper-">N/'H-Korrelation von EAS-Stibchen unter dhnlichen Pufferbedingungen wie in (F). Gestrichel-

te Linien deuten auf Resonanzen von Seitenkettenamiden hin.

Heterogenitiit zeigen sowohl protonendetektierende "N/'H-
Korrelationen von Proben mit verringertem Protonierungs-
grad wie auch *C/"C-Korrelationsspektren von protonierten
Stiabchen, dass zumindest ein Teil der Resonanzen erstaunlich
gut definiert ist. Abbildung 1G zeigt das ssNMR-"N/'H-
Spektrum von deuterierten und partiell 'H-, riickgetausch-
ten® Stdbchen. Als Fingerabdruck fiir das zugrundeliegende
Wasserstoffbriickennetzwerk werden *N/'H-Korrelationen in
der Losungs-NMR-Spektroskopie generell genutzt, um den
Faltungszustand von Proteinen zu charakterisieren. Dieser
Ansatz lief3 sich direkt in die Festkorper-NMR-Spektroskopie
iibertragen, wobei partiell 'H-riickgetauschte *H,"*C,"N-
markierte Proteinproben eine erhebliche Erleichterung dar-
stellten. In den an EAS-Stéibchen aufgenommenen '“N/'H-
Korrelationsspektren sticht eine Untergruppe von Resonan-
zen aus den ibrigen breiten und wenig definierten Reso-
nanzen heraus; diese konnen stirker herausgehoben werden
durch starke Apodisierung oder durch 'H-T;-modulierte
Reprisentation (Hintergrundinformationen, Abbildung S4).
Diese Beobachtungen deuten auf eine zweifach geartete
molekulare Gestalt der EAS,,s-Stdabchen hin, mit einem
strukturell konservierten und eng gepackten Kern, umgeben
von einem heterogeneren Ensemble konformativ unstruktu-
rierter Regionen.

Ein direkter Vergleich von N/'H-Korrelationen von
Stébchen im Festkorper und den Monomeren in Losung zeigt,
dass das Muster der strukturell konservierten Aminosédure-
reste signifikant von dem Muster in Losung abweicht (Ab-
bildung 1F,G; siche Abbildung S5 fiir libereinandergelegte
Spektren). Das Festkorperspektrum zeigt auch neue Signale
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von geordneten Gln- oder Asn-Seitenketten, zwei Amino-
sduren, die man aus anderen Amyloidstrukturen als Teil in-
termolekularer ~Seitenketten-Leiter-Interaktionen kennt.”
Diese Verédnderungen unterscheiden sich signifikant vom
Verhalten solcher Proteine, die ihre Faltung bei Prizipitation
nicht verindern,'” und zeigen eine substantielle strukturelle
Neuordnung bei der EAS,,s-Fibrillenbildung. Fiir viele dieser
markanten und intensiven Signale, die man nur in den Stib-
chenspektren findet, stiitzen sowohl die Signalposition als
auch die lokale Dynamik (wie sie sich auf Basis von 'H-T}-
Daten und Vergleich von “N/'H-Korrelationen darstellt, die
auf dipolaren bzw. skalaren Magnetisierungstransfers basie-
ren) das Bild einer Bildung von neuen Strukturelementen in
den Stibchen (Abbildung S1C, S4 und S5). Unvollstindiger
Protonenriicktausch in austauschbare Positionen konnte
durch H/D-Austauschexperimente ausgeschlossen werden.
Wegen der allgemein schlechten Auflosung der Spektren
und dem geringen Signal-Rausch-Verhéltnis war es uns nicht
moglich, mithilfe von HNCA/HNCO-" und hCxhNH-I (fiir
partiell 'H-riickgetauschte, deuterierte Proben) oder
NCACX/NCOCX-Experimentel® (fiir protonierte Proben)
sequentielle Zuordnungen zu erhalten. Anstelle dessen
wurden '*C/”C-Korrelationsspektren verschiedener Misch-
sequenzen fiir protonierte EAS,;s-Proben aufgenommen
(Abbildung 2, S2 und S3). Diese koénnen mit Spektren vor-
hergehender ssNMR-Studien an anderen Proteinfibrillen
verglichen werden. Die starke strukturelle Heterogenitit, die
sich in EAS,;s-Stdbchen-Spektren prisentiert (Abbil-
dung 2 B), ist mit der Heterogenitét vergleichbar, die man fiir
Volllingen-HET-s-Fibrillen findet,['¥ sie ist aber in Kontrast
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Abbildung 2. Die innere strukturelle Heterogenitat von EAS,s-Stibchen spiegelt sich in den *C-homonuklearen Korrelationen wider. A) *C/"C-
Korrelationsspektrum von EAS,;s mit intraresidualen Korrelationen. Zu beachten ist, dass die Nummerierung lediglich verschiedene Spinsystem-
zugehérigkeit unterscheidet. B, C) Vergleich zwischen einer Stabchen-Priparation des Hydrophobins EAS,;s (B) und Prionenfibrillen von HET-

s (218-289) (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Beat Meier).1*d Siehe Abbildungen S2 und S3 fiir Spektren bei unterschiedlichen
Mischzeiten sowie fir einen Vergleich mit DewA, einem anderen stibchenbildenen Hydrophobin.!'!

zu den sehr gut definierten und klar aufgelosten Spektren
geordneter Fibrillen. Letztere Gruppe umfasst Fibrillen von
HET-s (218-289)"! (mit &hnlicher MonomergroBe wie
EAS,;5s; Abbildung2C), Fibrillen eines 11 Aminosiuren
langen amyloidogenen Peptids, das sich von Transthyretin
ableitet,* und vom AB-Peptid (mit 40 Aminosiuren) gebil-
dete Fibrillen.*! Obwohl auch Fibrillen aus Proteinen hohe-
ren Molekiilgewichts zu gut aufgelosten Spektren fiihren
konnen,™ ist es merklich, dass die hoherwertigen ssNMR-
Spektren zumeist mit Amyloiden aus kiirzeren Peptiden oder
der isolierten amyloidogenen Region erhalten werden, wih-
rend in den Stdbchen hier die gesamte funktionelle EAS,;s-
Proteineinheit vorliegt. Die strukturelle Unordnung, die sich
fiir EAS,5-Stédbchen auf der molekularen Ebene zeigt, steht
im Gegensatz zu der scheinbaren Ordnung auf supramole-
kularer Ebene, wie sie sich durch gut gepackte und regel-
miaBige Morphologie in Kraft- und Elektronenmikroskopie
fiir eine Serie von Substraten zeigt.”!

Trotz der starken Unordnung konnten aufgeloste Signal-
sdtze von ca. 18 Aminosiureresten identifiziert werden, vor
allem Ala, Ile, Thr, Val und Pro. Abbildung2 A zeigt Zu-
ordnungen, die jeweils dem mithilfe von “*C/*C-homonu-
klearen (DARR-) Spektren und 3D-NCACX-Experimenten
identifizierten Aminosduretyp entsprechen. Die zwei Kreuz-
signale mit chemischer Verschiebung von 50 ppm/15 ppm
konnten von Ala-Resten mit hochfeldverschobenen C(-Si-
gnalen stammen oder, trotz ihrer Prasenz in PDSD-Spektren
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mit kurzer Mischzeit (5 ms), sehr kurze interresiduale Kon-
takte widerspiegeln. Nicht aufgeloste Kreuzsignale in der
Region um 35-40 ppm/50-55 ppm gehoren wahrscheinlich zu
Ca/Cp-Kontakten von Cys-, Asp- und Asn-Resten.

Chemische Verschiebungen in den ’N/'H-Spektren geben
direkten Aufschluss iiber die zugrundeliegende Sekundér-
struktur. Diese an 'H-riickgetauschten, dreifach markierten
EAS, 5s-Stiabchen aufgenommenen Korrelationen sind iiber-
wiegend tieffeldverschoben und weisen eine typische -Falt-
blattverteilung auf. Firr *C/*C-Korrelationen wurden se-
kundire chemische Verschiebungen (ACa-ACp) errechnet
und mit ihren Random-Coil-Pendants verglichen.”! Analog
zu einem Chemical-Shift-Index deuten fiir einzelne Amino-
sdurereste extrahierte Ca- und CB-Werte in den meisten
Fillen auf eine f-Faltblattkonformation hin (Abbildung 3).
Obwohl fiinf Val-Cy-Signale zugeordnet werden konnten,
waren Cf-Signale wenig aufgelost; daher wurden in der
Analyse der sekundédren chemischen Verschiebungen nur
zwei Val-Reste beriicksichtigt. Fiir die drei anderen Val-Reste
konnen allerdings dhnliche sekundére chemische Verschie-
bungen und dementsprechend auch (3-Faltblattkonformation
angenommen werden.

Wie bei anderen Amyloidstrukturen weisen nicht-rest-
spezifische spektroskopische Techniken wie CD-Spektro-
polarimetrie, Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie und
Rontgen-Faserbeugung darauf hin, dass ein intermolekulares
p-Faltblattmotiv EAS,;s-Monomere innerhalb der Stib-
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Aminostyp | Anzahl identifizierter Sekundérstruktur
Signalsets (Gesamtzahl) [ ssNMR (Stébchen) | in Losung (Monomer)
Ala 4+2%(6) 3E,1C, 2H* 6C
lle 2(5) 2E 5C
Leu 1(2) 1E 2C
Met 1(1) 1H 1C
Pro 2(2) 2E 1E1C
Thr 3(5) 2E1C 2E3C
val 5(6) 5E 4E,2C
Tyr 10 1E 1E1C

Abbildung 3. Sekundire chemische Verschiebungen fiir dem Aminosiuretyp zugeordnete Reste in EAS, 5. A) Die meisten EAS,;s-chemischen Ver-
schiebungen im ">C,"*C-Korrelationsspektrum fallen in B-Faltblattregionen (tiirkis), anstatt Random-Coil- oder a-helikale Verschiebungen (violett)
aufzuweisen.l'® Die farbigen Flachen stellen zwei Standardabweichungen (o) vom Mittelwert der fiir die jeweilige Sekundarstruktur giiltigen Ver-
schiebungen dar. B) ACa—ACfB-Werte (bezeichnet als sekundire chemische Verschiebung) der identifizierten Reste. Violette und tiirkise Flichen
reprasentieren die Erwartungswerte ACa—ACP fur a-helikale bzw. B-Faltblattreste,' wobei die intensivste Fiarbung den Mittelwert darstellt und die
Flachen bei £+ 0 enden. Der zur sekundir-chemischen Verschiebung gehdrende Balken eines jeden Aminosiurerestes ist violett, tiirkis oder grau,
je nach Klassifizierung als o-helikale, -Faltblatt- oder Random-Coil-Struktur. # kennzeichnet zwei Reste, die basierend auf Kreuzsignalen bei

50 ppm/15 ppm als Ala klassifiziert wurden. C) Aminosiuresequenz von EAS,;s mit Cys-Resten (gelb). Die Nummerierung entspricht den Resten
in Volllingen-EAS. Die Sekundirstruktur von EAS,s in Lsung ist darunter gegeben, wobei Pfeile §-Stringe andeuten. Zur amyloidogenen Se-
quenz gehdrige Aminosaurereste (bezogen auf vorangehende Mutagenesestudien)!'”! sind rot umrahmt. D) Bénderdiagramm der EAS 5;5-L6sungs-
struktur. E) Darstellung des hypothetischen Stibchenmodells mit von mehreren EAS,,;-Monomeren nach einfacher konformativer Anderung gebil-
deter Kreuz-B-Struktur.””! F) Aminosaurereste, die im Festkorper identifiziert wurden und ihre wahrscheinliche Sekundarstruktur (im Vergleich mit
Erwartungswerten aus Lit. [16]), verglichen mit der Sekundarstruktur im Monomer. -Faltblatt, a-Helix und Random Coil sind mit E, H bzw. C

abgekiirzt.

chenstruktur miteinander verbindet." Um intermolekulare
B-Faltblétter zu bilden, miissen sich entweder vorher beste-
hende B-Strange in der EAS,;s-Monomerstruktur mit denen
eines benachbarten Monomers verbinden, oder eine struk-
turelle Reorganisation muss neue B-Stringe hervorbringen,
die intermolekulare Wasserstoffbriicken bilden. Solche
Strukturdnderungen sind fiir eine Reihe anderer Amyloid-
fibrillen, wie die mit der Alzheimer-Krankheit assoziierten
Ap-Fibrillen, beobachtet worden.'”! Die Region im EAS, fiir
die die Bildung einer Kreuz-B-Struktur bei Stdbchenbildung
postuliert wurde, wurde in der Primirsequenz lokalisiert."”
Unsere ssNMR-Daten erbringen direkte experimentelle
Hinweise fiir substantielle Strukturdnderungen im Monomer
und die Bildung von neuen Sekundéirstrukturelementen in-
nerhalb der Stidbchen, was mit dem auf funktionellen Tests
und Mutagenesedaten  aufbauenden  hypothetischen
Modell™® konsistent ist. Zudem ist die in den ssSNMR-Spek-
tren beobachtete Unordnung mit dem angenommenen
Modell zur Stabchenbildung konsistent — wonach der Kreuz-
B-Kern gut definiert ist, wihrend die restliche Struktur eines
jeden Monomers jeweils auf viele verschiedene Weisen un-
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tergebracht werden kann, ohne die laterale Packung zwischen
individuellen Stibchen oder die allgemeine Amphipathie der
Monolage zu beeintréachtigen.

Diese Studie legt ihren Fokus auf das vollstindige funk-
tionelle Amyloid anstatt nur auf den Kern der Fibrillen.
Folglich ist es moglich, dass die strukturelle Heterogenitdt in
den Regionen au3erhalb des Kerns eine native, inhdrente und
sogar benotigte Eigenschaft der Stabchenmonolagen ist. Es
ist anzumerken, dass wir alle "'N/'H- und '*C/**C-Korrelatio-
nen an EAS,s-Stdbchen (und damit die Verteilung iiber das
Ensemble) reproduzierbar iiber verschiedene Priaparationen
vorfanden (Abbildung S1A). Strukturelle Heterogenitit
konnte zusitzliche Funktionalitit bieten, wie z.B. den Stdb-
chen zu erlauben, Monolagen mit enger lateraler Packung zu
bilden (eine Eigenschaft, die in anderen Amyloidfibrillen
nicht vorzufinden ist)!'”! oder Oberflichen mit unterschiedli-
cher Geometrie auf Nanometerebene zu versiegeln. Eine
aktuelle Studie des funktionellen Amyloids Pmell7 hat
ebenfalls aufgezeigt, dass konformative Variation um ein
strukturelles Grundmotiv gleiche biologische Funktion her-
vorrufen kann.”

Angew. Chem. 2012, 124, 12791-12795


http://www.angewandte.de

Auch wenn die spektroskopische Charakterisierung fiir
ganze funktionelle Proteine mit uneinheitlichem strukturel-
len Charakter wesentlich anspruchsvoller ist als fiir gekiirzte
Fragmente homogener Natur, bleiben die begrenzten Mog-
lichkeiten, diese Systeme und ihre molekularen (Teil-)Struk-
turen zu definieren, erstrebenswert und konnen einzigartige
Einblicke in biologische Funktionen gewdhren. Wir haben
hier gezeigt, dass sich Hydrophobinstdbchen zum groflen Teil
aus einer (-Faltblattstruktur mit einer im Vergleich zum
Monomer in Losung deutlich verdnderten Faltung zusam-
mensetzen. Der strukturell definierte $-Faltblattkern existiert
inmitten einer Gesamtarchitektur, die strukturelle Hetero-
genitit zeigt, aber kompatibel ist mit der Bildung von Stib-
chen regelméBiger Morphologie, die zu Monolagen assoziie-
ren.
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