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Das Sup35p-Hefeprotein zeigt Prioneneigenschaften[1] und
bildet fibrill�re Aggregate.[2] Es ist der Auslçser des [PSI+]-
Ph�notyps in der B�ckerhefe, Saccharomyces cerevisiae.[3]

Das Sup35p-Hefeprion ist ein wichtiges Modellsystem zur
Untersuchung der Struktur-Funktions-Beziehung von Prio-
nen. Um den Schwierigkeitsgrad der Untersuchungen zu
verringern, wird das Sup35pNM-Fragment h�ufig stellver-
tretend als Modell zur Beschreibung des Aufbaus und der
infektiçsen Eigenschaften des Volll�ngen-Prions verwendet,
da fibrill�res Sup35pNM biologisch relevant ist in dem Sinne,
dass es [PSI+] induziert, wenn es in [psi�]-Zellen eingef�hrt
wird.[4] Die Annahme, dass fibrill�res Sup35pNM das Ver-
halten von Sup35p-Fibrillen g�nzlich imitiert, setzt voraus,
dass die N- und M-Dom�nen von Sup35p identische Kon-
formationen in Sup35pNM- und Sup35p-Fibrillen zeigen.[5]

Wir hinterfragen diese Annahme im Folgenden: Mithilfe von
Festkçrper-NMR-Messungen am Sup35pNM Fragment und
an Volll�ngen-Sup35p-Fibrillen, welche unter identischen
physiologischen Bedingungen fibrillisiert wurden und beide
[PSI+] induzieren (wie in Abbildung S1 gezeigt), legen wir
dar, dass die Sup35pNM- und Volll�ngen-Sup35p-Fibrillen
deutlich unterschiedliche Strukturen aufweisen, obgleich
beide einen hohen b-Faltblatt-Anteil zeigen.

Sup35p ist ein Drei-Dom�nen-Polypeptid (Tabelle S1);
die N-terminale Dom�ne ist f�r die Prionen-Ausbreitung
verantwortlich, w�hrend die C-terminale Dom�ne GTPase-

Aktivit�t zeigt und an der Translationsbeendigung beteiligt
ist.[6] Die mittlere Dom�ne (M) verbindet die beiden Dom�-
nen. Die N-Dom�ne alleine, zusammen mit der M-Dom�ne
oder als Teil von Volll�ngen-Sup35p, bildet Amyloid-Fibril-
len.[5a,b, 7] Fibrillen sowohl von Sup35p als auch von
Sup35pNM ermçglichen die Aufnahme hochaufgelçster
Festkçrper-NMR-Spektren, wie zum Beispiel der 2D-Spek-
tren in Abbildung 1 a und 1b f�r Sup35pNM und Sup35p (die

Spektren sind �berlagert in Abbildung S2). Ebenfalls in Ab-
bildung 1 finden sich die zugehçrigen elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen. Die schmalen und gut aufgelçsten
NMR-Resonanzlinien deuten auf das Vorhandensein von
hoch geordneten Strukturen in beiden Fibrillen hin. Um die
spektrale Auflçsung zu erhçhen, haben wir 3D-NCACB-
Spektren aufgenommen, in denen jeder Aminos�urerest
durch eine (N,Ca,Cb)-Frequenztriade charakterisiert ist.
W�hrend man 253 und 685 Signale f�r Sup35pNM bzw.
Sup35p erwarten w�rde, ist die Zahl der starken Signale in
den 3D-Spektren �berraschenderweise nur 35 bzw. 25 (Ab-
bildung 2 a f�r eine repr�sentative Ebene). Die Kombination
mehrerer 3D-Experimente[8] hat uns die Resonanzzuordnung
der Spin-Systeme ermçglicht, und die entsprechenden che-
mischen Verschiebungen f�r je 22 Aminos�urereste von
Sup35p und Sup35pNM sind in der BMRB hinterlegt (Zu-

Abbildung 1. 13C-13C-Korrelationsspektren (DARR) von fibrill�rem
Sup35pNM (a) und Sup35p (b), aufgenommen mit einer Mischzeit
von 20 ms. Alle Spektren wurden bei einem Magnetfeld von 20 T und
einer MAS-Frequenz von 17.5 kHz aufgezeichnet. Negativ gef�rbte
elektronenmikroskopische Aufnahmen von Sup35pNM- und Sup35p-
Fibrillen sind oberhalb der entsprechenden Spektren gezeigt (Maßstab
0.2 mm).
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gangskennzahlen 18407 und 18406).[9] Alle zugeordneten
Aminos�urereste befinden sich in den 30 N-terminalen
Aminos�ureresten von Sup35p und Sup35pNM. Wir be-
zeichnen diese Region im Folgenden als Kern-Amyloid-
Region (ein von Weissman vorgeschlagener Begriff[4]). Si-
gnale f�r siebzehn der 22 zugeordneten Aminos�urereste
kçnnen in den Spektren beider Proteine beobachtet und
somit bez�glich ihrer chemischen Verschiebungen verglichen
werden (Abbildung 2b). Es ist bekannt, dass die 13C-chemi-
sche Verschiebung von der lokalen Konformation abh�ngt
und dass die chemischen Verschiebungen der R�ckgratkoh-
lenstoffatome (und auch des Cb) stark mit den Diederwinkeln
f und y korrelieren.[10] Wir beobachten Unterschiede in der
chemischen Verschiebungen zwischen Sup35p und
Sup35pNM von �ber 10 ppm, was f�r einige dieser Kerne fast
dem gesamten Bereich der kanonischen chemischen Ver-
schiebung entspricht. Somit muss die Konformation der
Mehrheit der zugeordneten Aminos�urereste deutlich un-
terschiedlich sein zwischen Sup35pNM und Sup35p. Dar�ber
hinaus entsprechen die chemischen Verschiebungen, die wir
beobachteten, nicht denen von Fibrillen und Kristallpoly-
morphen des Peptids GNNQQNY, das aus den Aminos�u-
reresten 7 bis 13 von Sup35p besteht (siehe Abbildung S3 in
den Hintergrundinformationen).

Die sekund�ren chemischen Verschiebungen (Abbil-
dung 2c,d) sind ein guter Indikator f�r die Sekund�rstruktur
eines Proteins[11] und weisen hier, f�r die Aminos�urereste 2–
30, eindeutig auf einen hohen b-Faltblatt-Anteil. Jedoch ist
die Verteilung der b-Faltbl�tter in den beiden Proteinen klar
unterschiedlich. Die b-Faltbl�tter sind durch Pfeile markiert,
gestrichelte Pfeile markieren vermutete b-Faltbl�tter mit Gly-
Aminos�ureresten, die in den wenigen vorhandenen Fibril-

lenstrukturen nicht Teil der
b-Faltbl�tter waren, sondern
in Biegungen lagen.[12]

Die meisten Aminos�u-
rereste in Sup35p und
Sup35pNM ergeben keine
sichtbaren Korrelationssi-
gnale in den 3D-Festkçrper-
NMR-Spektren, was entwe-
der durch dynamische oder
statische Unordnung erkl�rt
wird. In INEPT-Spektren[13]

konnten wir entsprechende
Signale f�r die meisten Ami-
nos�urerestarten erkennen.
Diese Spektren sehen f�r
Sup35p und Sup35pNM �hn-
lich aus.[9] Resonanzen von
Aminos�ureresten mit Dy-
namik kçnnen auch selektiv
in direkt gepulsten 13C-2D-
Korrelationsspektren, die mit
einer kurzen Relaxations-
wartedauer aufgezeichnet
wurden, erkannt werden. Ein
Ausschnitt aus einem solchen
Spektrum ist f�r Sup35pNM

in Abbildung 3a in blau gezeigt (f�r die volle aliphatische
Region siehe Abbildung S4). Das Spektrum wird deutlich von
Signalen bei den typischen chemischen Verschiebungen f�r
Aminos�urereste in wahllosen Windungen („random coil“)
dominiert.[14] Die chemischen Verschiebungen eines be-
stimmten Aminos�urerests �berlappen, mit Ausnahme der
Aminos�urereste, die direkt vor einem Prolin angeordnet
sind und die deutlich verschoben sind. Wir finden klare
Hinweise darauf, dass sich die �berwiegende Mehrheit dieser
flexiblen Aminos�urereste innerhalb der M-Dom�ne befin-
det: 1) alle Aminos�urerestarten, die sich in der M-Dom�ne
befinden, zeigen Signale im Spektrum, und Aminos�urereste,
die nur innerhalb den Sup35p N-und C-terminalen Dom�nen
vorkommen, fehlen in den Spektren; 2) wir beobachten Ala-
Pro- und Lys-Pro-Paare, die nur in der M-Dom�ne vorkom-
men; 3) die Signalintensit�ten korrelieren gut mit der H�u-
figkeit des Auftreten von Aminos�ureresten in der M-
Dom�ne, sowohl in Sup35pNM als auch in Sup35p (Abbil-
dung 3e,f); 4) Thr-Signale werden in diesen Spektren beob-
achtet, w�hrend sie in Kreuzpolarisations(CP)-basierten 2D-
DARR-Spektren mit kurzen Mischzeiten (Abbildung S5)
nicht beobachtbar sind. In der Tat befinden sich in Sup35pNM
alle 11 Thr-Aminos�urereste in der M-Dom�ne. Der Polari-
sationsaufbau des Thr-Signals unter CP ist langsam (Abbil-
dung 3c), was das flexible Verhalten der M-Dom�ne unter-
streicht. Signale, die einem Ala-Pro-Paar oder Thr-Amino-
s�ureresten in wahllosen Windungen entsprechen, kçnnen
auch in Sup35p-Spektren beobachtet werden; �berlagerung
mit Signalen von der C-terminalen Dom�ne behindern al-
lerdings eine �hnliche Analyse des Verhaltens dieser Signale.
Eine Analyse der Signalintensit�ten f�r Sup35pNM (3f) legt
aber nahe, dass die M-Dom�ne ebenfalls der Ursprung dieser

Abbildung 2. a) �berlagerung zweier repr�sentativer Ebenen der 3D-NCACB-Spektren von Sup35pNM (blau)
und Sup35p (schwarz). Sequenzielle Signalzuordnungen sind angegeben. Experimentelle Details sind in Ta-
belle S3 gegeben. b) Vergleich der chemischen Verschiebungen von Sup35pNM und Sup35p. Der absolute
Wert der Differenz der chemischen Verschiebungen f�r alle 13C- und 15N-Kerne, die in beiden Proteinen zuge-
ordnet sind, ist aufgetragen. c,d) Vergleich der sekund�ren chemischen Verschiebungen[11] f�r Sup35pNM (c)
und Sup35p (d). Helle Farben beziehen sich auf DdCa von Glycin. Durchgezogene Pfeile bezeichnen b-Falt-
bl�tter, gestrichelte Pfeile mçgliche Erweiterungen davon, Gly-Aminos�urereste einschließend.
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Signale in Sup35p ist. Somit ist die M-Dom�ne flexibel und
nimmt eine Konformation in wahllosen Windungen in
Sup35pNM und auch Sup35p ein, was das Fehlen der ent-
sprechenden Signale in den 3D-Spektren erkl�rt.

Tyr-Resonanzen sind besonders gut geeignet, um die
verbleibende N-Dom�ne (der Teil, der nicht mit 3D-Spek-
troskopie beobachtet werden konnte) zu charakterisieren, da
sie nur in diesem Abschnitt des Proteins vorkommen. In 2D-
Experimenten f�hren diese Resonanzen zu konturlosen
Korrelationen �ber den gesamten Bereich von b-Faltblatt-
typischen chemischen Verschiebungen (Abbildung S6). Wir
schließen einen signifikanten dynamischen Beitrag zur Lini-
enbreite aus, da die Relaxationszeiten T2 der Ca-Resonanzen
lang sind (Tabelle S2) und der CP-Aufbau schnell ist (Ab-
bildung 3 c). Wir folgern, dass sich die Tyr-Reste vor allem in
b-Faltblatt-Konformation befinden, in �bereinstimmung mit
fr�heren Befunden,[15] sich aber, im Unterschied zu den Kern-
Amyloid-Aminos�ureresten, in einer statisch ungeordneten
Umgebung befinden. Neben Tyr-Aminos�ureresten finden
sich in den 2D-DARR-Spektren von Sup35pNM zus�tzliche
breite Resonanzen (Abbildung 3a), die Pro-, Ser- und Ala-
Aminos�ureresten zugeordnet werden kçnnen. Die chemi-

schen Verschiebungen
der Ala-Aminos�ure-
reste decken das ge-
samte Spektrum von
typischen Resonanz-
positionen f�r a-
Helix/Windungen und
b-Faltblatt ab. Ihr dy-
namisches Verhalten
(Tabelle S1 und Ab-
bildung 3c) ist �hnlich
dem der Tyr-Amino-
s�urereste. Wir ver-
muten daher, dass sich
diese Aminos�ureres-
te ebenfalls in der
verbleibenden N-
Dom�ne befinden.
F�r das Volll�ngen-
Protein ist die eindeu-
tige Zuordnung der
einzelnen Signale der
verbleibenden N-
Dom�ne schwieriger.
Nichtsdestotrotz sind
die Spektren mit der
Annahme vereinbar,
dass die Teile der N-
Dom�ne, die nicht Teil
der Kern-Amyloid-
Region sind, statisch
ungeordnet sind in
dem Sinne, dass die
Konformation jedes
Aminos�urerests in
diesem Teil variabel
ist. Dennoch sind

diese Aminos�urereste in b-Faltbl�ttern organisiert. Ob die
Unordnung innerhalb jeder Fibrille vorliegt, wie wir vermu-
ten, oder zwischen Fibrillen in einer Weise, die als umfang-
reicher Polymorphismus in diesem Teil des Proteins be-
schrieben werden kçnnte, kann durch eine Ensemblemessung
wie sie der NMR-Spektroskopie zugrunde liegt, nicht be-
stimmt werden.

Die Mehrheit der Sup35p-Aminos�urereste gehçrt zur C-
terminalen Dom�ne, die in den Fibrillen biochemisch funk-
tionell bleibt,[5b] was darauf hindeutet, dass sie ihre Struktur
beibeh�lt. Wir haben ein Homologiemodell ausgehend von
der Rçntgenstruktur des homologen Protein aus S. pombe[16]

erstellt, und die mit dem Programm Sparta[17] vorhergesagten
chemischen Verschiebungen zeigen eine �hnliche Ausbrei-
tung und Verteilung von Signalen (Abbildung S7). Die auf-
gelçsten Signale, die keine Entsprechung in den Sup35pNM-
Spektren haben, kçnnen zun�chst der C-terminalen Dom�ne
zugeordnet werden. Wir fanden schmale Linienbreiten und
viele gut aufgelçste Signale, was best�tigt, dass die C-termi-
nale Dom�ne geordnet und gut strukturiert ist. Wie in Ab-
bildung 3 d (schwarz) gezeigt wird, ist die Aufbaugeschwin-
digkeitskonstante der CP-Signale aus der C-terminalen

Abbildung 3. a) �berlagerung eines 100-ms-DARR-Spektrums f�r Sup35NM (grau) mit einem direkt gepulsten 100-
ms-DARR-Spektrum (blau) mit einem 13C-T1-Filter (mit einer kurzen Relaxationszeit von 4 s). Isolierte Signale von
Aminos�ureresten aus N-und M-Dom�nen sind in schwarz, mit denjenigen, die nur in der M-Dom�ne erscheinen, in
blau beschriftet. b) nur das 100-ms-DARR-Spektrum. c,d) CP-Aufbaudynamik f�r ausgew�hlte Aminos�ureresten
(von Ca-Cb-Kreuzsignalen). Aminos�urereste aus der Kern-Amyloid-Region sind dunkelblau, Aminos�urereste aus der
verbleibenden N-Dom�ne hellblau, aus der M-Dom�ne grau und der C-Dom�ne schwarz kodiert. e,f) Vergleich der
Ca-Cb-Kreuzsignalvolumina aus den direkt gepulsten PDSD-Spektren (Abbildung S3) mit der Aminos�ureverteilung
in der M-Dom�ne, auf die Intensit�t der Lys-Aminos�urereste normiert. Der Fehler ist die Standardabweichung des
Rauschens in direkt gepulsten PDSD-Spektren.
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Dom�ne sehr �hnlich derjenigen der Signale aus der Kern-
Amyloid-Region, was anzeigt, dass keine Dynamik großer
Amplitude stattfindet. Dennoch kçnnen diese Aminos�ure-
reste nicht in den 3D-Spektren beobachtet werden, was an-
zeigt, dass subtile dynamische Effekte, vermutlich eine noch
nicht vollst�ndig charakterisierte Gesamtbewegung der glo-
bul�ren Dom�ne, die Ursache der Signalabschw�chung in den
3D-Spektren ist.

Unsere Studie gibt einen Einblick in die Struktur und die
Dynamik der N-, M- und C-Dom�nen von Sup35p in Fibrillen
und zeigt, dass die verschiedenen Dom�nen ein unterschied-
liches Verhalten aufweisen. Die geordnete Kern-Amyloid-
Region der Fibrillen befindet sich innerhalb der ersten dreißig
Aminos�urereste und zeigt b-Faltblatt-Sekund�rstruktur, in
�bereinstimmung mit dem langsamen H-D-Austausch, der
f�r Aminos�urereste 4–37 in Sup35pNM-Fibrillen beobachtet
wurde, die bei 4 8C gebildet wurden.[4] Der schnellere H-D-
Austausch, der f�r die verbleidenden Aminos�urereste von
Sup35pNM beobachtet wurde,[4] stimmt mit dem Fehlen einer
regelm�ßigen, geordneten Sekund�rstruktur �berein, obwohl
die Beobachtung von Toyama et al.[4] von moderatem Schutz
f�r einige weitere Aminos�urereste auch die zus�tzliche Bil-
dung von stabilen Wasserstoffbr�cken in diesem Teil des
Proteins andeuten kann. Der ungeordnete, aber statischen
Charakter eines signifikanten Anteils der Aminos�urereste in
Sup35pNM l�sst vermuten, dass unspezifische Wechselwir-
kungen zwischen aromatischen Aminos�ureresten außerhalb
der Kern-Amyloid-Region eine wichtige Rolle bei den ersten
Schritten der Aggregation spielen kçnnten.[18] Eventuell
kçnnte diese mçglicherweise polymorphe Region das Ent-
stehen verschiedener St�mme in Sup35p erkl�ren, da, w�h-
rend die Kern-Amyloid-Region deutlich eine definierte
Struktur zeigt, diese immobilisierten Segmente der N-
Dom�ne unterschiedliche Konformationen in verschiedenen
St�mmen haben kçnnte.

Unsere Erkenntnisse werfen ein neues Licht auf die
�berraschend Vielfalt der Prionen-Aggregate, f�r die Kon-
formations�nderungen eine verbl�ffende und manchmal
verwirrende Rolle spielen. Sie st�tzen das sich entwickelnde
Bild, dass Prionen komplexe Struktureinheiten sind. Denn
selbst wenn eine bestimmte Dom�ne eine sehr definierte
Struktur zeigt, kann sie verschiedene Konformationen an-
nehmen in Abh�ngigkeit von den Umst�nden (isoliert, in
Zusammenhang mit einem grçßeren Fragment oder im
Volll�ngen-Protein) oder der Umgebung (Pufferbedingun-
gen, Chaperone). F�r funktionelle Prionen, wie das HET-s/
HET-S-System, kçnnen diese Eigenschaften zu einem funk-
tionellen Schalter werden, der Apoptose auslçst.[19] Unsere
Ergebnisse geben einen Erkl�rung auf molekularer Ebene f�r
die kontrastierende Aggregationsneigung und Infektiosit�t
von Sup35pNM und Sup35p und betonen die �berragende
Bedeutung einer strukturellen Charakterisierung der Aggre-
gate, die in funktionellen Studien untersucht werden.

Experimentelles
Die Expression und Reinigung der Proteine wurde wie fr�her be-
schrieben durchgef�hrt, unter Benutzung von M9-Medium mit 15N-
und 13C-Isotopen.[5a, b] Sup35p wurde in Pufferlçsung (20 mm Tris HCl,

pH 8.0, 200 mm NaCl, 5% Glycerin, 5 mm b-Mercaptoethanol, 10 mm

MgCl2) bei 10 8C f�r 3 Wochen unter kreisendem Sch�tteln inkubiert
(30 Upm, 0.5 cm Amplitude). Die Fibrillen wurden mit 100000 g in
einer TL-100-Tischzentrifuge f�r 20 Minuten zentrifugiert, bei 4 8C.
Die Pellets wurden in destilliertem Wasser, zweimal gewaschen und
durch Ultrazentrifugation in 3.2-mm-Rotoren gef�llt.[20] Alle Spek-
tren wurden auf einem Bruker Avance II + Spektrometer (850 MHz)
aufgezeichnet bei einem statischen Feld von 20 T. Dazu wurde ein mit
einer LLC-Spule ausgestatteter Bruker-Tripelresonanz-MAS-Mess-
kopf (3.2 mm) verwendet. Die Probentemperatur betrug etwa 7 8C.
Die Pulssequenzen wurden wie k�rzlich berichtet implementiert,[8a]

und die experimentellen Parameter sind in Tabelle S3 gegeben. Alle
Spektren wurden unter Verwendung von TopSpin 2.0 (Bruker Bio-
spin) mit Null-F�llung und Apodisierung mit einer Cosinus-Quadrat-
Funktion verarbeitet und mit dem CCPNmr Analysis Programm
analysiert und annotiert.[21]
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