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Abstract: Mikrotubuli werden durch so genannte Mikrotubuli-
assoziierte Proteine reguliert. Wenig ist jedoch îber die
Struktur dieser Proteine im Komplex mit Mikrotubuli bekannt.
Hier zeigen wir, dass das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau,
das in Lçsung intrinsisch ungeordnet ist, bei Bindung an
Mikrotubuli lokal in eine stabile Struktur faltet. W�hrend Tau
flexibel in Lçsung ist und eine b-Faltblattstruktur in Am-
yloidfibrillen annimmt, falten die konservierten Hexapeptide
in den Wiederholungssequenzen 2 und 3 in eine Haarnadel-
schleife im Komplex mit Mikrotubuli. Dies zeigt, dass die
Bindung an Mikrotubuli eine spezifische Konformation im
Tau-Protein stabilisiert.

Mikrotubuli (MTs) spielen eine wichtige Rolle fîr die Or-
ganisation und Funktion von Zellen.[1] Die Bildung und Dy-
namik von MTs wird îber Helferproteine, so genannte Mik-
rotubuli-assoziierte Proteine moduliert.[2] Ein wichtiges
Mikrotubuli-assoziiertes Protein ist das Protein Tau, das im
Verlauf der Alzheimer-Erkrankung die Bindung an MTs
verliert.[3] Mikrotubuli-assoziierte Proteine enthalten einige
unvollkommene Wiederholungssequenzen in der am C-Ter-
minus gelegenen Proteinh�lfte.[4] Biochemische Untersu-
chungen haben gezeigt, dass eine vier Wiederholungsse-
quenzen umfassende Dom�ne sowie die benachbarte prolin-
reiche Region erheblich zur MT-Bindung beitragen.[5] Berei-
che außerhalb der MT-Bindungsdom�ne beeinflussen den

Abstand zwischen MTs.[6] Zudem wurde eine Vielzahl ver-
schiedener Modelle fîr den Tau-MT-Komplex vorgeschla-
gen.[7]

Tau gehçrt zur Klasse der intrinsisch ungeordneten Pro-
teine.[8] Daher faltet es in Lçsung nicht in eine definierte
Struktur, sondern liegt in der Form eines dynamischen Kon-
formationsensembles vor.[9] Im Verlauf der Aggregation faltet
ein Teil der Wiederholungssequenzen in eine rigide b-Falt-
blattstruktur und bildet den Kern des neurofibrill�ren Ge-
wirrs.[10] Wegen des hohen Molekulargewichts von MTs und
der Dynamik der Tau-MT-Wechselwirkung ist jedoch wenig
îber die dreidimensionale Struktur des Tau-Proteins im MT-
gebundenen Zustand bekannt. Mithilfe der NMR-Spektro-
skopie ist es uns nun gelungen, Einblicke in die Struktur der
Wiederholungssequenzen des Tau-Proteins im Komplex mit
MTs zu erhalten.

MTs wurden aus Tubulindimeren nach verçffentlichten
Vorschriften polymerisiert (Abbildung 1a).[9a] Anschließend
wurden die MTs zu einer Probe mit 15N-markiertem, aus
441 Resten bestehendem Tau gegeben. Die Zugabe der MTs
ver�nderte die Position und Intensit�t der Tau-Kreuzsignale
in einem zweidimensionalen (2D-)1H-15N-HSQC-Korrelati-
onsspektrum (Abbildung 1b).[7e, 9a, 11] Dies ist in �berein-
stimmung mit einer niedrigen mikromolaren Affinit�t des
Tau-Proteins fîr Tubulin und MTs.[5a,12] Mithilfe der verfîg-
baren Zuordnung der Resonanzen des Proteinrîckgrats[9a,13]

wurden die Ver�nderungen sequenzspezifisch ausgewertet
(Abbildung 1c). In �bereinstimmung mit frîheren Befun-
den[9a, 11] wurde die st�rkste Signalverbreiterung fîr die Tau-
Reste 168–185, 224–237, 245–253, 269–284, 300–313 und 375–
398 beobachtet.

Zwei der am st�rksten verbreiterten Bereiche befinden
sich in der prolinreichen Region, w�hrend die Reste 245–253,
269–284 und 300–313 in der Wiederholungssequenzdom�ne
liegen. Die Reste 375–398 gehçren zur Region nahe dem C-
Terminus, die eine leichte øhnlichkeit zu den vier unvoll-
st�ndigen Wiederholungssequenzen aufweist. Im Unterschied
zur zentralen Tau-Region waren die Signale der Reste am N-
Terminus bis einschließlich Rest 70 nur wenig ver�ndert. Dies
l�sst darauf schließen, dass die 70 N-terminalen Reste bes-
tenfalls schwach mit MTs wechselwirken.

Das MT-induzierte Verbreiterungsprofil der NMR-Si-
gnale deutet an, dass sechs schmale Sequenzbereiche des Tau-
Proteins fîr die Bindung an MTs wichtig sind. In �berein-
stimmung mit diesen Befunden haben einige Untersuchungen
mit Tau-Peptiden und -Fragmenten gezeigt, dass das Tau-
Protein eine Reihe schwacher Wechselwirkungen, die îber
kleine Gruppen von Aminos�uren vermittelt werden, fîr die
MT-Bindung nutzt.[24] Entsprechend ist die MT-Affinit�t von
kurzen Tau-Peptiden, die nur einen Einzelnen oder einen Teil
der MT-Wechselwirkungsbereiche umfassen, niedriger. Zum
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Beispiel wurden fîr ein 23 Reste umfassendes Tau-Peptid im
Bereich der Wiederholungssequenz 1 sowie fîr ein Tau-
Fragment, das nur die Wiederholungssequenzen 2 und 3
enth�lt, Kd-Werte von etwa 200 mm gemessen.[5a, 14] Um zu-
s�tzliche Best�tigung fîr die Bedeutung lokalisierter MT-
Bindungsmotive zu erhalten, synthetisierten wir ein 46 Reste
großes Fragment, Tau(267–312), das die beiden verbreiterten,
sich in den Wiederholungssequenzen 2 und 3 befindlichen
Reste umfasst. Ferner wurden die Peptide Tau(265–290) und
Tau(296–321) hergestellt, die jeweils ein MT-Bindungsmotiv
enthalten. Tau(267–312) ist besonders interessant, da es die
beiden konservierten Hexapeptide am Beginn der Wieder-
holungssequenzen 2 und 3 enth�lt, die w�hrend der Aggre-
gation des Tau-Proteins in eine b-Faltblattstruktur umfal-
ten.[10b] Ferner umfasst Tau(267–312) den Kern der Tau-
Fragmente, die durch endogene Proteasen in neuronalen
Zellen generiert werden und N-terminal zwischen den Resten
257/258 beginnen und etwa bei den Resten 353–364 enden.[15]

Der Bereich 267–312 ist außerdem fîr die Bindung des Tau-
Proteins an Phospholipidmembranen sowie eine Vielzahl von
endogenen und modifizierten Bindungspartnern wichtig.[16]

Die synthetisierten Tau-Peptide wurden anschließend fîr
Konkurrenzexperimente mit Volll�ngen-Tau verwendet.
Hierfîr wurden die Peptide in einem 15-fachen molaren

�berschuss zu einer
Lçsung mit 15N-mar-
kiertem Tau und MTs
gegeben, und ønderun-
gen in der NMR-Si-
gnalintensit�t der Tau-
Reste wurden verfolgt.
Alle drei Peptide kon-
kurrierten mit Volll�n-
gen-Tau um die Bin-
dung an MTs (Abbil-
dung 1 c–e). Im Unter-
schied hierzu war das
Peptid Tau(52–69), das
eine Tau-Region abbil-
det, die nur geringfîgig
durch die Zugabe von
MTs verbreitert wurde,
nicht in der Lage zu
konkurrieren (Abbil-
dung S1 der Hinter-
grundinformationen).
Die Befunde lassen
darauf schließen, dass
die Tau-Fragmente Tau-
(267–312), Tau(265–
290) und Tau(296–321)
eine �hnliche Stelle fîr
die Bindung an MTs
aufweisen wie das Voll-
l�ngen-Protein. Diese
Hypothese ist in �ber-
einstimmung mit der
Tatsache, dass kurze
Tau-Fragmente aus dem

Bereich der Wiederholungssequenzen dazu in der Lage sind,
die MT-Polymerisierung und die Unterdrîckung der MT-
Dynamik in �hnlicher Weise wie das Volll�ngenprotein zu
beeinflussen.[5a, 17]

Zur direkteren Untersuchung der Bindung von Tau(267–
312) an MTs wurden 2D-Kern-Overhauser-Effekt(NOE)-
Spektren ohne und mit MTs aufgenommen (Abbildung 2).
Wenn ein Peptid oder Ligand ausreichend schnell zwischen
dem freien und MT-gebundenen Zustand austauscht, werden
NOE-Kontaktinformationen vom gebundenen in den freien
Zustand îbertragen. Dieser so genannte transferNOE-Effekt
hat bereits breite Anwendung fîr die Bestimmung der
Struktur von Liganden im Komplex mit hochmolekularen
Bindungspartnern gefunden.[18] Abbildung 2a zeigt eine
�berlagerung der NOE-Spektren von Tau(267–312) in Ab-
und Anwesenheit von MTs. Nach Zugabe der MTs erhçhte
sich insgesamt die NOE-Signalintensit�t; zudem traten neue
Kreuzsignale auf (Abbildung 2a, rot). Eine Auswertung der
NOE-Signalintensit�ten als Funktion der NOE-Mischzeit
belegte, dass Spindiffusion, die aufgrund des hohen Moleku-
largewichts von MTs erfolgen kçnnte, fîr Mischzeiten bis zu
mindestens 100 ms nicht signifikant zu den NOE-Intensit�ten
beitr�gt (Abbildung S2). Anders als bei Tau(267–312) wurde
kein transferNOE-Effekt fîr die Kontrollpeptide Tau(283–

Abbildung 1. Analyse der Bindung des Tau-Proteins an MTs. a) Elektronenmikroskopische Aufnahme Paclitaxel-sta-
bilisierter MTs in Gegenwart des Tau-Proteins. Der schwarze Skalenbalken markiert 100 nm. b) Ausgew�hlter Be-
reich eines 1H-15N-HSQC-Spektrums des 441 Reste umfassenden Tau-Proteins in Ab- (schwarz) und Anwesenheit
(grau) von MTs (Tau/Tubulin-Heterodimerverh�ltnis 2:1). c)–e) Konkurrenz zwischen verschiedenen Tau-Peptiden
und Volll�ngen-Tau fír die Bindung an MTs. Schwarze Balken geben die Werte fír das Verh�ltnis der 1H-15N-NMR-
Signalintensit�ten zwischen MT-gebundenem, Igeb. , und MT-freiem Tau, Ifrei, an. Der mithilfe des Signal-Rausch-
Verh�ltnisses gesch�tzte Fehler fír die Igeb./Ifrei-Werte war im Mittel 0.08. Nach Zugabe eines 15-fachen �berschus-
ses an c) Tau(267–312), d) Tau(265–290) und e) Tau(296–321) erhçhten sich die Intensit�ten (graue Linie). Die
Dom�nenstruktur des Tau-Proteins ist oben gezeigt: R : Wiederholungssequenz, I : Einschub, P : prolinreiche
Region. Unterschiede in den Igeb./Ifrei-Werten in (c–e) vor Peptidzugabe sind eine Folge der Abweichungen bei der
Tubulinpr�paration aus Schweinehirn.
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300) (Abbildung 2b) und Tau(327–353) (Abbildung S3) be-
obachtet. Zusammengenommen belegen die Daten, dass
1) der Austausch ausreichend schnell ist, sodass Magnetisie-
rung vom MT-gebundenen zum freien Zustand îbertragen
wird, und 2) Tau(267–312) bei Bindung an MTs in eine
Struktur faltet, in der definierte Kontakte zwischen ver-
schiedenen Resten vorliegen.

Das Auftreten von transferNOE-Kontakten erçffnet die
Mçglichkeit, die dreidimensionale (3D-)Struktur von Tau-
(267–312) im Komplex mit MTs zu bestimmen. Hierfîr wurde
das NOE-Spektrum des Peptids Tau(267–312) mithilfe von
2D-NOE- und TOCSY-Spektren sequenzspezifisch zugeord-
net (Tabellen S1–S3 und Abbildung S4). 2D-NOE- und
TOCSY-Spektren wurden ferner fîr die kîrzeren Peptide
Tau(265–290) und Tau(296–321), bei denen der Signalîber-
lapp erheblich geringer war, gemessen und sequenzspezifisch
zugeordnet (Tabellen S1–S3 und Abbildung S4). Anschlie-
ßend wurden die Kreuzsignale in den transferNOE-Spektren
ausgewertet (Abbildung S5 und Abbildung 3a). Die meisten
mittel- und langreichweitigen Kontakte wurden fîr die Reste
268–282 und 300–312 beobachtet (Abbildung 3a), in �ber-
einstimmung mit einer starken Signalverbreiterung dieser
Reste in Volll�ngen-Tau (Abbildung 1). Mithilfe der experi-
mentell bestimmten Kontakte (Tabelle S4) wurden Struktur-
rechnungen fîr Tau(267–312) durchgefîhrt. Um den Einfluss
der NOE-Intensit�ten des ungebundenen Peptids zu mini-
mieren, wurden nur mittel- und langreichweitige Kontakte
verwendet; zudem wurde fîr alle Kontakte die untere Grenze
auf 1.8 è und die obere auf 6.0 è gesetzt. Damit werden

mçgliche Probleme infolge einer Fehlkalibrierung der NOE-
Intensit�ten verhindert, da nur das reine Vorhandensein eines
NOE-Kontakts im gebundenen Zustand (d.h., dass die
beiden Protonen weniger als 6.0 è voneinander entfernt sind)
in die Strukturrechnung einfließt. Hierbei gilt zu betonen,
dass das resultierende Konformationsensemble eine gemit-
telte Struktur abbildet, die am besten zu den experimentellen
NOE-Daten passt. Dies schließt nicht das Vorhandensein von
multiplen Konformationen des Tau-Proteins im gebundenen
Zustand aus. Zudem fîhrten wir Strukturrechnungen fîr
Tau(267–312) in Lçsung durch, d.h. auf Basis des NOE-
Spektrums in Abwesenheit von MTs (schwarzes Spektrum in
Abbildung 2a). Diese Rechnungen konvergierten nicht zu
einer Hauptkonformation (Abbildung S6).

Die zehn niederenergetischsten Konformationen von
Tau(267–312) im MT-gebundenen Zustand sind in Abbil-
dung 3b gezeigt (PDB-Code: 2MZ7). Die Konformationen
haben eine konvergierte Struktur im Bereich der Reste 269–
284 und 300–310 (Abbildung 3 c,d sowie Abbildung S7 und
Tabelle S5). Diese beiden Bereiche falten in eine Haarna-
delstruktur bei Bindung an MTs. Die Biegung der Haarnadel
wird durch das hoch konservierte PGGG-Motiv herbeige-
fîhrt und îber langreichweitige Kontakte zu Pro270 und
Pro 301 stabilisiert (Abbildung S8). Den PGGG-Biegungen
folgt eine gestreckte Struktur der Hexapeptide 275VQIINK280

in R2 und 306VQIVYK311 in R3 (Abbildung 3c,d). Interes-
santerweise ist ein Peptid, das aus den Resten 274–281 besteht
– also den acht Resten im Zentrum des MT-Bindungsmotivs
in R2 (Abbildung 3c) – in der Lage, die station�re MT-Dy-
namik in einer �hnlichen Weise wie das Volll�ngen-Tau zu
beeinflussen.[17]

Mithilfe der transferNOE-Kontakte berechneten wir
ferner die Konformation des Peptids Tau(296–321) im Kom-
plex mit MTs (Abbildung S9). Wie im Fall von Tau(267–312)
konvergierte die Rechnung in eine Haarnadel-�hnliche
Struktur. Darîber hinaus beobachteten wir mittelreichweiti-
ge Kontakte fîr die Reste 314–321 (Abbildung S9). Da es
jedoch keine langreichweitigen Kontakte gab, war die Ori-
entierung dieser Reste relativ zur Haarnadelstruktur nicht
definiert. Ferner war die Struktur der Reste 285–299 des
Peptids Tau(267–312) nicht gut definiert (Abbildung 3b).
Dies deutet darauf hin, dass die beiden MT-Bindungsmotive
flexibel miteinander verbunden sind. Diese Flexibilit�t kann
weitere, transiente Kontakte mit MTs ermçglichen. In der Tat
sind transiente Kontakte zwischen positiv geladenen Tau-
Resten und dem aciden Tubulin-C-Terminus in Einklang mit
der Beobachtung, dass ein Entfernen des C-terminalen Tu-
bulin-Endes mithilfe von Subtilisin die Tau-Bindung schw�cht
und die Tubulinpolymerisation beschleunigt.[19]

Die bekannteste Funktion des Tau-Proteins besteht in der
MT-Bindung und damit der Fçrderung axonaler MTs.[20]

Wegen der hohen biologischen Relevanz der Bindung an MTs
besteht seit langem großes Interesse, die 3D-Struktur des
Tau-Proteins im MT-gebundenen Zustand zu verstehen.
Frîhere Untersuchungen waren hierzu weitestgehend nicht in
der Lage. Der Grund hierfîr liegt in der dynamischen Natur
der Tau-MT-Interaktion.[5a,8] Unsere Arbeit zeigt nun, dass –
obwohl das Tau-Protein weitestgehend gestreckt ist, wenn es
an MTs bindet und nicht in eine einzige, globul�re Struktur

Abbildung 2. 2D-NOE-Spektren von a) Tau(267–312) und b) Tau(283–
300) in Ab- (schwarz) und Anwesenheit (rot) von MTs. Die NOE-
Mischzeit betrug 100 ms.
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faltet[7a, 21] – bestimmte Bereiche des Tau-Proteins eine defi-
nierte Struktur bei Bindung an MTs annehmen. Die Bildung
einer Haarnadelschleife in der N�he der PGGG-Motive am
Ende von R1 und R2 ist in �bereinstimmung mit der kîrzlich
vorgeschlagenen Bedeutung dieser Motive fîr die MT-Bin-
dung.[7b] Die Haarnadelschleife hat die Form eines moleku-
laren Hakens, der hervorragend geeignet scheint, um das Tau-
Protein an MTs durch Insertion in eine Tasche, die sich in
einem Tubulin-Heterodimer befindet, zu verankern. Die MT-
induzierte Faltung der Wiederholungssequenzen des Tau-
Proteins ist in �bereinstimmung mit biochemischen Unter-
suchungen, die zeigten, dass diese Bereiche wichtig fîr die
MT-Bindung und -Polymerisation sind.[5] MT-spezifische
Konformations�nderungen in Tau sind ferner in Einklang mit
der Beobachtung, dass die positive Ladung des Tau-Proteins
alleine nicht ausreicht, um die normale MT-Bildung zu fçr-
dern.[22]

Ein weiteres wichtiges Ergebnis unserer Arbeit ist, dass
die beiden Hexapeptide am Beginn der Wiederholungsse-
quenzen 2 und 3 direkt an der Bildung der MT-gebundenen

Struktur des Tau-Proteins beteiligt sind. Die beiden
Hexapeptide sind diejenigen Bereiche mit dem
hçchsten Aggregationspotenzial und bilden den
Kern der Amyloidfibrillen des Tau-Proteins.[23]

Daher zeigt unsere Untersuchung, dass Reste, die
essenziell fîr die pathogene Tau-Aggregation sind,
in einer alternativen Struktur bei Bindung an MTs
stabilisiert werden. Diese alternative Struktur muss
destabilisiert werden, wenn Tau in die amyloido-
gene b-Faltstruktur umfaltet. Darîber hinaus
kçnnte unseren Befunden zufolge die Stabilisierung
der MT-gebundenen Struktur îber ortsspezifische
Mutationen oder Antikçrper, die spezifisch die MT-
gebundene Haarnadelschleife des Tau-Proteins
stabilisieren, die pathogene Aggregation und neu-
rotoxische Wirkung des Tau-Proteins verlangsa-
men.

Stichwçrter: Alzheimer-Krankheit · Mikrotubuli ·
NMR-Spektroskopie · Strukturaufkl�rung · Tau-Protein
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Abbildung 3. Struktur, die sich im Bereich der Wiederholungssequenzen des Tau-Pro-
teins bei Bindung an MTs bildet. a) Verteilung der Abstandsrandbedingungen als
Funktion der Restenummer in Tau(267–312). Die Abstandsrandbedingungen wurden
in drei Klassen eingeteilt: intraresidual und sequenziell (j i¢j j �1; weiß), mittelreich-
weitig (1< j i¢j j �4; grau) und langreichweitig (j i¢j j �5; schwarz). b) Ensemble der
zehn niederenergetischsten Konformationen von Tau(267–312), die mithilfe der mittel-
und langreichweitigen, in Gegenwart von MTs beobachteten NOEs bestimmt wurden.
Die Ausrichtung erfolgte anhand der Reste 300–310. Konformationen der Reste
c) 269–284 und d) 300–311 des Peptids Tau(267–312). Nur das Ríckgrat der zehn nie-
derenergetischsten Konformationen ist gezeigt. Die Seitenketten ausgew�hlter Reste
sind als Stabmodell wiedergegeben.
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