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Abstract: Curli sind funktionelle bakterielle Amyloide, die
durch eine ausgefeilte Biogenesemaschinerie hergestellt
werden. Einblicke in ihre Faltung und Regulierung kann unser
Verst�ndnis der Amyloidbildung erweitern. Allerdings ist die
Aufkl�rung hochaufgelçster Strukturen von Amyloiden auf-
grund ihrer Tendenz zu strukturellen Polymorphismen wei-
terhin eine Herausforderung. Hier vergleichen wir qualitativ
hochwertige Festkçrper-NMR-Spektren von Curli, die aus
Biofilmen isoliert wurden, mit rekombinant hergestellten Curli,
und zeigen so, dass sie eine �hnliche, gut definierte b-Solenoid-
Struktur annehmen. Curli-Untereinheiten bestehen aus fînf
repetitiven Sequenzwiederholungen, die in den NMR-Spektren
zu einer starken Resonanzîberlagerung fîhren. Durch die
Anwendung segmentaler Isotopenmarkierung ist es gelungen,
die Signale einer einzelnen Sequenzwiederholung eindeutig
zuzuordnen. Die gewonnenen Sekund�rstrukturinformationen
zeigen, dass alle Wiederholungen hçchstwahrscheinlich struk-
turell �quivalent sind.

Amyloide sind seit langem als Resultat der Fehlfaltung von
Proteinen bekannt und werden mit neurodegenerativen Er-
krankungen wie der Alzheimer- oder Parkinson-Krankheit in
Verbindung gebracht.[1,2] Jedoch kçnnen auch viele andere
Proteine diese Quart�rstruktur in vivo oder in vitro anneh-
men. Die Amyloidbildung wurde mittlerweile in Organismen
aller Reiche nachgewiesen und wird von diesen zu verschie-
densten biologischen Aufgaben genutzt.[3, 4] Diese funktio-
nellen Amyloide sind keine Folge unkontrollierter Protein-
fehlfaltung und bieten sich damit als natîrlich vorkommende
Modellsysteme an, um die Strukturen sowie zugrundelie-
gende Bildungs- und Kontrollmechanismen von Amyloiden
zu untersuchen.[5]

Die Morphologie und die biophysikalischen Eigenschaf-
ten aller Amyloidfibrillen sind bemerkenswert �hnlich,
obwohl sich ihre Prim�rstrukturen stark unterscheiden. Auf-
grund des fibrill�ren Charakters von Amyloiden konnten
hochaufgelçste Strukturinformationen erst durch Anwen-
dung von Festkçrper(FK)-NMR-Spektroskopie erlangt
werden.[6–8] Eine optimale Probenvorbereitung ist Vorrau-
setzung fîr eine erfolgreiche Strukturbestimmung mittels FK-
NMR. Dazu werden Amyloidfibrillen typischerweise unter
In-vitro-Bedingungen hergestellt, was zu Heterogenit�t oder
Polymorphismen fîhren kann. Bei krankheitsassoziierten
Amyloiden treten solche Polymorphismen sowohl in vitro als
auch in vivo h�ufig auf und sind vermutlich die Basis fîr die
Existenz verschiedener Prionst�mme.[9,10] Im Gegensatz dazu
bestehen funktionelle Amyloide aus einer evolution�r opti-
mierten Aminos�uresequenz, die unter physiologischen Be-
dingungen die Bildung einer einzigen definierten Molekîl-
struktur zu begînstigen scheint. Allerdings konnten in vitro
ebenfalls schon Polymorphismen erzeugt werden.[11]

Unter den funktionellen Amyloiden ist die Biogenese von
Curli am besten verstanden.[12, 13] Curli sind Teil der extra-
zellul�ren Matrix von Enterobacteriaceae wie Escherichia
coli. Sie spielen sowohl in der Biofilmbildung als auch in der
Anhaftung an Wirtszellen und deren Invasion eine Rolle. Die
Hauptuntereinheit von Curli, CsgA, besteht aus einem flexi-
blen N-terminalen Exportsignal (22 Aminos�uren), gefolgt
von fînf imperfekt repetitiven Einheiten (R1–R5), die den
Amyloidkern bilden (Abbildung 1a).[14] Es wurde vorge-
schlagen, dass die Glutamin- und Asparagin-Seitenketten
Wasserstoffbrîcken bilden und dadurch eine stabile Strang-
Schleife-Strang-Struktur mit parallelen b-Faltbl�ttern senk-
recht zur Fibrillenachse entsteht (Abbildung 1b).[15] Ein
neueres Strukturmodell wurde unter Verwendung von Kon-
taktinformationen, die aus Sequenzvergleichen abgeleitet
wurden, berechnet.[16] Weiterhin ist CsgA in vitro mittels
verschiedener biophysikalischer Techniken untersucht
worden.[17] Native Curli wurden aus bakteriellen Biofilmen
extrahiert, und 1D-13C-FK-NMR-Spektren wurden von
Proben mit natîrlichem Isotopenvorkommen gemessen.[18]

FK-NMR-Untersuchungen von rekombinanten CsgA-Fibril-
len deuten auf eine b-Solenoid-Struktur hin, aber die publi-
zierten Spektren zeigten relativ breite, schlecht aufgelçste
Resonanzen, die keine eindeutige Zuordnung und detaillierte
Strukturuntersuchung ermçglichten.[19]

Hier pr�sentieren wir eine Strategie, um dieses hoch re-
petitive Protein einer detaillierten Analyse durch hochauf-
lçsende FK-NMR zug�nglich zu machen, und um gleichzeitig
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eine stringente Korrelation zur natîrliche Faltung zu ge-
w�hrleisten. Hierfîr haben wir zun�chst einheitlich 13C,15N-
markierte native Curli aus Biofilmen des E. coli-Stammes
MC4100, welche auf modifizierten M9-Agar-Platten gezîch-
tet wurden, extrahiert. Die Fibrillen wurden mit einer modi-

fizierten Version des etablierten Protokolls (Abbildung S1 in
den Hintergrundinformationen) bis zur Homogenit�t gerei-
nigt.[20] Dies erlaubte uns, FK-NMR-Spektren von isotopen-
markierten Amyloiden, die direkt aus der nativen Umgebung
gewonnen wurden, zu messen. Es ist davon auszugehen, dass
die natîrlichen Struktureigenschaften beibehalten wurden.

Allerdings sind die Ausbeuten nativ gereinigter Proteine
in der Regel gering, und fîr komplexere Isotopenmarkie-
rungsstrategien ist typischerweise rekombinant hergestelltes
Protein erforderlich. Rekombinantes CsgA bildet Fibrillen
unter verschiedensten In-vitro-Bedingungen.[21]

Fîr FK-NMR-Spektroskopie werden jedoch Proben mit
allerhçchster Homogenit�t bençtigt. Daher war es wichtig,
monomeres CsgA, das frei ist von jeglichen vorgebildeten
Oligomeren, fîr die In-vitro-Fibrillenbildung zu verwenden,
und ein Austrocknen der Probe zu jeder Zeit zu vermeiden.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen unserer Pr�paratio-
nen sind in Abbildung S2 gezeigt.

Um die Probenqualit�t zu vergleichen, und um Spinsys-
teme in Spektren nativer und rekombinanter Curli zu iden-
tifizieren, haben wir 2D-13C-13C-DARR-Spektren mit kurzer
Mischzeit (50 ms) aufgenommen (Abbildung 1c), welche vor
allem Kreuzkorrelationen innerhalb einer Aminos�ure
zeigen. Auffallend ist die geringe Dispersion der Signale, vor
allem in der Ca-Region, in der sich die meisten Kreuzsignale
in einem Bereich von 3–4 ppm wiederfinden. Obgleich alle
Arten von Aminos�uren anhand ihrer charakteristischen
chemischen Verschiebungen identifizierbar waren, konnten
fast keine isolierten Peaks ausgemacht werden. Obwohl die
Signalintensit�ten der nativen Probe aufgrund niedrigerer
Ausbeute deutlich schw�cher ausfielen, konnte der Großteil
der Peaks in beiden Spektren identifiziert werden (siehe
Einschîbe in Abbildung 1c und Abbildung S3).

Ausnahmen sind wenige Nicht-Protein-Peaks in dem
Spektrum nativer Curli, die auf eine Lipid-Verunreinigung
zurîckzufîhren sind. Außerdem fehlen einzelne Resonanzen
von Leucin- und Isoleucin-Seitenketten im Spektrum der
nativen Probe sowie einige Kreuzsignale aufeinanderfolgen-
der Reste, die im Spektrum des rekombinanten CsgA sichtbar
sind. Beides ist mit der geringeren Signalintensit�t zu be-
grînden. Wichtig ist vor allem, dass die in beiden Spektren
vorhandenen Signale sehr gut îberlappen. Dies deutet darauf
hin, dass rekombinantes CsgA im Wesentlichen die gleiche
Struktur wie native Curli annimmt.

Eine genauere Untersuchung der Isoleucin- und Alanin-
Cb Kreuzsignale erlaubt die Identifizierung aller 3 Isoleucin-
und von bis zu 8 (von 9) Alanin-Spinsystemen (Abbil-
dung S4). Die wenigen isolierten Peaks sind bemerkenswert
scharf, mit intrinsischen 13C-Linienbreiten um 0.35 ppm, was
vergleichbar mit Linienbreiten der HET-s-Priondom�ne ist
und auf eine hohe Probenhomogenit�t hindeutet.[23] Hinzu
kommt, dass diese Reste innerhalb der Proteinsequenz gut
verteilt sind (siehe Abbildung 1a). Zusammenfassend deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass CsgA-Fibrillen eine gut
definierte Konformation annehmen.

Die Ca- und Cb-chemischen Verschiebungen der Ami-
nos�uren sind ein guter Indikator fîr Sekund�rstrukturele-
mente. Obwohl sich die Resonanzen einzelner Reste auf-
grund der spektralen �berlappung nicht genau zuordnen

Abbildung 1. Vergleich nativer und rekombinanter Curli. a) Prim�r-
struktur des E. coli CsgA. Die konservierten Reste in den verschiede-
nen Wiederholungen sind fett gedruckt; Reste, die wahrscheinlich b-
Strang-Konformation annehmen, sind grau unterlegt. b) Modell des
vorhergesagten Strang-Schleife-Strang-Motivs. c) 2D-13C-13C-Spektren
der nativen Curli (rot) und der rekombinanten CsgA-Fibrillen (schwarz)
bei 21 T mit DARR-Mischzeit von 50 ms. Die vergrçßerten Regionen
haben eine leicht unterschiedliche Prozessierung, um schwache Signa-
le hervorzuheben. Nicht-Protein-Peaks sind mit einem Stern markiert
d) Ca-Cb-Regionen der 13C-13C-Korrelation von rekombinantem CsgA
mehrerer Aminos�uren. Die gestrichelten Quadrate zeigen Zufalls-
kn�uel-Regionen, die Pfeile zeigen die erwarteten Verschiebungen der
Kreuzpeaks durch b-Faltblatt- oder a-helikale Konformation.[22]
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lassen, befinden sich doch s�mtliche Kreuzsignale in Berei-
chen, die auf eine b-Faltblatt-Topologie hindeuten (Abbil-
dung 1d), so wie es fîr Amyloidfibrillen zu erwarten ist.
Mithilfe der Aminos�uretypen, die ausschließlich solche
charakteristischen chemischen Verschiebungen der Ca-Cb-
Kreuzsignale aufweisen, lassen sich zwei potenzielle b-
Strang-Kernregionen, die in allen Wiederholungen (Abbil-
dung 1a) konserviert sind, definieren. Eine genauere Analyse
der Sekund�rstruktur erfordert eine sequenzspezifische Si-
gnalzuordnung. In Anbetracht der Grçße des amyloidbil-
denden Bereichs von CsgA (etwa 110 Reste) sind die Spek-
tren erstaunlich leer. Dies liegt wahrscheinlich einerseits an
den Sequenzwiederholungen, und andererseits an der repe-
titiven Anordnung des Proteins, bei der sich jede Sequenz-
wiederholung in einer �hnlichen chemischen Umgebung in-
nerhalb der b-Strang-Anordnung befindet. Die starke Si-
gnalîberlappung kann durch Anwendung Stickstoff-korre-
lierter 3D-Spektren reduziert werden (Daten nicht gezeigt),
dies ist aber nicht ausreichend, um eine vollst�ndige Reso-
nanzzuordnung zu erzielen.

Daher haben wir eine segmentale Isotopenmarkierung
eingefîhrt, um eine eindeutige Signalzuordnung der ersten
Wiederholung (R1) im Kontext des Volll�ngen-Proteins zu
erreichen. Vor kurzem haben wir gezeigt, dass sich Intein-
vermitteltes Protein-Trans-Spleißen fîr eine effiziente seg-
mentale Isotopenmarkierung von Amyloidfibrillen einsetzen
l�sst.[24] Entsprechend haben wir hier ein komplement�res
Paar Fusionsproteine, bestehend aus den CsgA-Resten 21–69
oder 71–151 zusammen mit der N- oder C-terminalen
Dom�ne des Inteins NpuDnaE, erzeugt (Abbildung 2a).

Thr70 wurde mit dem katalytischen Cystein des Inteins er-
setzt, an der Spleißverbindung wurden keine weiteren Reste
eingefîhrt. Durch das Mischen der Fusionsproteine unter
reduzierenden Bedingungen konnten wir segmental mar-
kiertes CsgA herstellen, das w�hrend der Reaktion ausfiel
(Abbildung S5). Die Reinheit dieses Pr�zipitats wurde durch
SDS-PAGE und, da die Edukte und das Produkt genau in der
gleichen Grçße laufen, auch mittels Anti-His6-Western-Blot

kontrolliert. Dabei zeigte sich eine starke Kontamination
durch His6-markierten Edukte (Abbildung 2 b), die weitere
Reinigungsschritte notwendig machte. Das Entfernen der
His6-markierten Verunreinigungen durch Affinit�tschroma-
tografie und abschließende Grçßenausschlusschromatogra-
phie (Abbildung 2c) unter denaturierenden Bedingungen
erzielte reines, monomeres CsgA (Abbildung 2 b) und daraus
hervorgehend homogene Fibrillen. Das Isotopenmarkie-
rungsmuster ist in Abbildung 2d dargestellt. Die Spektren des
segmental und vollmarkierten CsgA zeigen hervorragende
�bereinstimmung (Abbildung 3a). Alle Spinsysteme im iso-

topenmarkierten Segment îberlagern perfekt mit Resonan-
zen der vollmarkierten Probe. Dies ist ein starkes Indiz, dass
die Thr70Cys-Mutation keine strukturellen Ver�nderungen
verursacht. Die Intensit�t der Kreuzsignale scheint sich leicht
verbessert zu haben, wobei die intrinsischen Linienbreiten
�hnlich scharf (� 0.35 ppm) bleiben. Die spektrale �berla-
gerung wurde drastisch reduziert, z. B. sind nur ein einziges
Isoleucin und drei Alanine markiert und auch eindeutig
nachweisbar.

Die durchweg hohe øhnlichkeit der Spektren von R1 und
vollmarkiertem CsgA stîtzt die Hypothese, dass die einzel-
nen Sequenzwiederholungen auch strukturelle Wiederho-

Abbildung 2. Herstellung von segmental markierten CsgA-Fibrillen.
a) CsgA-Intein-Fusionsproteine und deren Spleißreaktion. Das isoto-
penmarkierte Fragment ist schwarz dargestellt. b) SDS-PAGE und Anti-
His6-tag-Western-Blot von kontaminiertem und gereinigtem segmental
markiertem CsgA. c) Grçßenausschlusschromatogramm (Superdex
200) des segmental markierten CsgA. d) Amyloid-Modell zur Verdeutli-
chung des Markierungsmusters.

Abbildung 3. Resonanzzuordnung der Strukturwiederholung R1 von
CsgA. a) 13C-13C-Festkçrper-NMR-Spektren von einheitlich (schwarz)
und segmental (cyan) markierten CsgA-Fibrillen. Kreuzsignale der voll-
markierten Probe sind nur oberhalb der Diagonalen dargestellt, die Re-
sonanzzuordnungen sind unterhalb der Diagonalen annotiert. Die
Spektren wurden bei 21 T mit einer DARR-Mischzeit von 50 ms gemes-
sen. b) Abweichung der chemischen Verschiebungen von Zufalls-
kn�uel-Werten und die vorhergesagte Sekund�rstruktur des CsgA R1.
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lungseinheiten bilden, womit sich auch die starke Signal-
îberlagerung in Spektren vollmarkierter Proben erkl�ren
l�sst.

Aminos�ure-spezifische Signalzuordnungen wurden
unter Verwendung von 2D- und 3D-NCACX- und NCOCX-
Spektren erreicht. Außer fîr Asp62 und Asn65 konnte jeder
Rest in dem Segment 43–68 eindeutig zugeordnet werden
(Abbildung 3 und S6). Die Detektion eines einzigen Satzes
von gut aufgelçsten NMR-Resonanzen best�tigt die Faltung
in eine gut definierte Konformation. Eine Analyse der che-
mischen Verschiebungen unter Verwendung von CSI pro-
gnostiziert die Anwesenheit von zwei b-Str�ngen in der R1-
Wiederholung, von Ser43 bis Tyr50 und Ser55 bis Thr61
(Abbildung 3b).[25] Die kurze, starre Glycin-Schleife zwischen
diesen beiden Str�ngen und die scheinbare spektroskopische
øquivalenz der Sequenzwiederholungen machen eine b-So-
lenoid-Anordnung plausibel. Um weitere Hinweise hierfîr zu
sammeln, haben wir ein 2D-DARR-Spektrum mit einer
langen Mischzeit von 300 ms gemessen (Abbildung S7a).
Segmentale Isotopenmarkierung von Amyloidfibrillen fîhrt
in solchen Spektren îberwiegend zu Kreuzsignalen durch
intramolekularen Polarisationstransfer.[24] Neben den Korre-
lationen innerhalb einzelner Reste wurden rund 170 neue
intramolekulare Kreuzpeaks im aliphatischen Bereich des
Spektrums gefunden. Die îberwiegende Mehrheit konnte
sequenziellen Konnektivit�ten oder mittellangen Abstands-
beschr�nkungen zugeordnet werden, welche als ausgezeich-
nete Kontrolle der sequenziellen Zuordnung dienen.

Neben den Abstandsbeschr�nkungen mittlerer Weite
konnten wir auch zwei weitreichende Abstandsbeschr�n-
kungen zwischen Glu49 und Asn54/Ser55 identifizieren
(Abbildung S7a). Diese Kontakte definieren eine enge
Schleife zwischen den beiden b-Str�ngen (Abbildung S7b).[26]

Die Reste 21–42 waren in den auf Kreuzpolarisation ba-
sieren Spektren nicht detektierbar und sind daher wahr-
scheinlich flexibel. In der Tat konnten Resonanzen aller ver-
missten Aminos�uretypen in INEPT-basierten 1H-13C-Kor-
relation identifiziert werden (Abbildung 4). Interessanter-
weise konnten wir auch Resonanzen von Threonin, Aspartat
und Alanin detektieren, die in der Sequenz 21–42 abwesend
sind und sich stattdessen in der Schleife zwischen R1 und R2
befinden. Obwohl diese Reste auch durch Kreuzpolarisation
nachweisbar sind, zeigt dies, dass diese Schleife mçglicher-
weise flexibler ist als die kurze Glycin-Schleife zwischen den
beiden b-Str�ngen in R1. Interessant ist, dass wir zus�tzlich
zwei Leucin-Seitenketten nachweisen konnten. Vorausge-
setzt, dass die Sequenzwiederholungen eine repetitive
Struktur bilden, in der die konservierten Glutamin- und As-
paragin-Reste îbereinanderliegen, ist es plausibel, dass tat-
s�chlich zwei Leucin-Seitenketten nach außen zeigen und
daher ausreichend flexibel sind, um in INEPT-Spektren de-
tektiert zu werden. Bemerkenswert ist in diesem Zusam-
menhang, dass einige Leucin-Seitenketten den Spektren der
nativen Curli fehlen.

Zusammenfassend haben wir anhand von FK-NMR-
Daten Einblicke in die Struktur des funktionellen Amyloids
Curli erhalten. Nach unserer Kenntnis zeigen wir hier zum
ersten Mal hochaufgelçste NMR-Spektren eines funktionel-
len Amyloids, das direkt aus seiner natîrlichen Umgebung

isoliert wurde. Die Spektren von einheitlich markierten Curli
aus Biofilm und rekombinant hergestelltes CsgA weisen eine
hohe øhnlichkeit auf, was die Integrit�t der In-vitro-Pr�pa-
rate nachweist. Wir verwendeten segmentale Isotopenmar-
kierung der Wiederholung R1, um Sequenz-spezifische Re-
sonanzzuordnungen zu erhalten und um Hinweise auf eine
sich strukturell wiederholende Anordnung der CsgA-Se-
quenz zu sammeln, welche vermutlich eine gut definierte b-
Solenoid-Struktur annimmt.

Diese Studie zeigt deutlich die Perspektiven der seg-
mentalen Isotopenmarkierung fîr die Strukturbestimmung
von Proteinen mit sequenziellen oder strukturellen Wieder-
holungen. Die Markierung unterschiedlicher Wiederholun-
gen in Kombinationen mit anderen Markierungsmustern, wie
Strategien zur Verdînnung von Spins, sollte die vollst�ndige
Strukturberechnung von CsgA in Curli-Fibrillen durch FK-
NMR ermçglichen.
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