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Abstract: Aromatische Seitenketten sind wichtige Indikatoren fiir die Plastizitdit von Proteinen und bilden oft
entscheidende Kontakte bei Protein-Protein-Wechselwirkungen. Wir untersuchten aromatische Reste in den beiden
strukturell homologen cross-f Amyloidfibrillen HET-s und HELLF mit Hilfe eines spezifischen Ansatzes zur
Isotopenmarkierung und Festkorper NMR mit Drehung am magischen Winkel. Das dynamische Verhalten der
aromatischen Reste Phe und Tyr deutet darauf hin, dass der hydrophobe Amyloidkern starr ist und keine Anzeichen
von “atmenden Bewegungen” auf einer Zeitskala von Hunderten von Millisekunden zeigt. Aromatische Reste, die
exponiert an der Fibrillenoberfldche sitzen, haben zwar eine starre Ringachse, weisen aber Ringflips auf verschiedenen
Zeitskalen von Nanosekunden bis Mikrosekunden auf. Unser Ansatz bietet einen direkten Einblick in die Bewegungen
des hydrophoben Kerns und ermoglicht eine bessere Bewertung der Konformationsheterogenitit, die aus einem NMR-
\Strukturensemble einer solchen Cross-p-Amyloidstruktur hervorgeht. )

~

Einleitung

Aromatische Seitenketten spielen eine wichtige Rolle fiir
die Stabilitdt und Funktion von Proteinen: Sie befinden sich
héufig in aktiven Zentren oder Eintrittsstellen von Enzymen
oder Membrankanilen und sind iiberreprisentiert an Pro-
tein-Protein-Schnittstellen,” so dass aromatische Gruppen
direkt an Bindungen oder enzymatischen Umsétzen beteiligt
sind. Dariiber hinaus stabilisieren sie Proteinstrukturen,
indem sie -, CH-n,>% oder Kation-n-Wechselwirkun-
gen bilden und die Selbstorganisation von Amyloidprotei-

nen férdern.”! Durch die sperrige Natur von Phenylalaninen
(Phe), Tyrosinen (Tyr) und Tryptophanen (Trp) hat ihre
Dynamik einen interessanten Aspekt: Ringflips um 180°, die
zur Umwandlung ununterscheidbarer Zustinde (fiir Phe
und Tyr) fithren, sind mit erheblichen Energiebarrieren
verbunden. Ringflips wurden bereits in den 1970er Jahren
durch Kernspinresonanz (NMR; engl.: nuclear magnetic
resonance) in Losung beobachtet.” 'l Man geht davon aus,
dass sie “atmende Bewegungen” erfordern, d.h. voriiberge-
hende konformationell angeregte Zustdnde des Proteins, die
das Hohlvolumen zum Drehen des Ringes schaffen. Die
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Untersuchung der Ringflipraten in Abhéingigkeit von Tem-
peratur™"! oder Druck!""! kann folglich Aufschluss iiber
die Aktivierungsenergien der zugrundeliegenden strukturel-
len Ubergiinge geben. In einer vor Kurzem veréffentlichten
Studie wurden Ringflips eines Tyr in einer SH3-Domine
untersucht; zusétzlich zu den Ringflips wurde ein angeregter
Zustand, der auf “atmende Bewegungen” zuriickzufiihren
ist, strukturell charakterisiert."® Die kontinuierliche Weiter-
entwicklung der NMR-Methodik in Losung hat die Untersu-
chung der Ringdynamik in loslichen Proteinen mittlerer
GroBe mit zunehmender Genauigkeit ermdglicht,'”! insbe-
sondere mit Relaxationsdispersionsmethoden!"**"! und spezi-
fischer Isotopenmarkierung.”*! GroBe Proteinkomplexe
und unlosliche Proteine konnen stattdessen mittels Festkor-
per NMR mit Drehung am magischen Winkel (MAS NMR;
engl.: magic-angle-spinning) untersucht werden. Da es hier
keine globale Drehbewegung der Molukiile gibt, konzen-
triert sich die Untersuchung der Proteindynamik durch
MAS NMR auf interne Bewegung durch Beobachtung
teilweise gemittelter anisotroper Wechselwirkungen (dipola-
re Kopplung, Anisotropie der chemischen Verschiebung)
und durch Spinrelaxation.” Jiingste Studien haben die
Dynamik aromatischer Ringe in kleinen kristallinen Protei-
nen,? ! Membranproteinen in Lipiddoppelschichten®®” so-
wie Bewegungen in groflen Proteinverbidnden untersucht,
einschlieBlich Experimenten bei Temperaturen bis zu
100 K.

Amyloidfibrillen setzen sich zu einer Cross-p-Architek-
tur aus Grundbausteinen zusammen und bilden quasi-un-
endlich lange B-Faltblattstrukturen mit einem starren, was-
serausschlieBenden  Kern.”*!  Die  Dynamik  von
Amyloidfibrillen ist weit weniger erforscht als die von
globuldren Proteinen, und es ist nicht klar, ob der Kern
solcher Fibrillen “atmende Bewegungen” ausfiihrt oder ob
diese durch die kollektive Natur der dicht gepackten B-
Faltblattstrukturen unterdriickt werden. Die Dynamik des
Riickgrates von HET-s wurde mittels MAS NMR unter-
sucht® und deutet auf einen weitgehend starren Kern hin,
solche Daten konnen allerdings keine seltenen Ereignisse
wie Ringflips und “atmende Bewegungen” erfassen. Aroma-
tische Reste an der Oberfliche von Amyloiden, die durch
das HET-s(218-289) Protein gebildet werden, haben sich als
wichtig fiir die Fibrillenausbreitung erwiesen,’ was darauf
hindeutet, dass aromatische Seitenketten fiir die Bildung
von Kontakten zwischen den Untereinheiten wichtig sein
konnten. Dies wirft die Frage auf, wie flexibel die exponier-
ten Reste an der Oberfldche sind.

Wir untersuchen in dieser Arbeit die Dynamik der
aromatischen Reste Phe und Tyr in einem Paar strukturell
homologer und funktioneller Amyloidfibrillen aus Pilzen,
HET-s(218-289) und HELLF (209-277) (im Folgenden
HET-s und HELLF genannt). Die dreidimensionalen Struk-
turen der Fibrillen, die aus MAS NMR Daten gewonnen
wurden,™*! zeigen einen B-solenoiden Kern, der aus zwei
langen Repeats, die etwa 30 Reste lang sind, (r1 und r2)
besteht. Diese wiederum bilden zwei Schichten von j-
Strdngen, die zu einem dreieckigen Kern angeordnet sind.
Die seitlich angrenzenden Bereiche und der Loop, der die
beiden Schichten miteinander verbindet, sind unstrukturiert,
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hochgradig beweglich und durch Kreuzpolarisation in “C
MAS NMRP! nicht sichtbar. In den NMR-Strukturen neh-
men die aromatischen Reste eine Reihe von Konformatio-
nen an (Abbildung 1A und B). In HELLF befinden sich
zwei Phe Reste im starren Amyloidkern: Phe223 und
Phe250 gehoren zu den rl bzw. r2 Repeats und befinden
sich iibereinander, in Richtung des hydrophoben Kerns
zeigend. Die genaue Art ihrer Wechselwirkung blieb im
NMR-Strukturensemble unklar, und die beiden aromati-
schen Ringe nehmen verschiedene y;- und y,-Winkel ein
(Abbildung 1A). Dies deutet entweder auf eine erheblich
Flexibilitat der Seitenketten innerhalb des hydrophoben
Kerns oder auf eine unzureichend definierte Struktur hin,
die moglicherweise auf das Fehlen von Abstandsbeschrin-
kungen zuriickzufiihren ist. Auch wenn man argumentieren
konnte, dass die genaue Lage dieser Seitenketten ein Detail
ist, so hat sie doch wichtige Auswirkungen: Ob diese

Na*COO™ D / Na*COO™ D Na*COO™ D
13
7/ \>_
B 1D, __13 1
Phe meta Phe para Tyr meta
6(13C) E ,j 281 c£1/2 6(13C)
128 120
130
223 c! 125
) '250 Ctt 132 286 C°
0 286c?
134 150

6(*H) 65 6 55lppml &(H) 6 5 4 [ppm]
Abbildung 1. MAS NMR aromatischer Seitenketten in HELLF (A, D)
und HET-s (B, E) Amyloidfibrillen. (A, B) Structurensemble (die zehn
Strukturen mit der geringsten Energie von HELLF, PDB: 6EKA,” und
HET-s, PDB: 2K]3.5%). Rechts in (A) ist der Blick auf die Seite von
HELLF mit den sich wiederholenden fB-Faltblattstrukturen (Repeats) r1
und r2 gezeigt. Dargestellt ist nur eine Untereinheit der Amyloidfibrille.
(C) In dieser Arbeit genutzte a-Ketosdurevorliufer,” die entweder ein
isoliertes "H-">C Paar an der  -Position von Phe (mitte) oder zwei
'H-"C Paare an den g-Positionen (links, rechts) ergeben. (D, E) 'H-"*C
Korrelationsspektren, basierend auf dipolaren Kopplungen, von meta-
Phe (rot) und para-Phe (blau) gelabeltem HELLF (D) und meta-Phe
(rot), para-Phe (blau) und meta-Tyr (rot) gelabeltem HET-s (E) mit
Resonanzzuordnung (55 kHz MAS; 14.1 T Feldstirke; siehe Hinter-
grundinformationen fiir Details). Das graue Spektrum in (D) ist das
gleiche wie das Rote, allerdings mit niedrigeren Konturlinien darge-
stellt. Es zeigt den verbreiterten Peak, der vermutlich zum meta-CH
von Phe262 oder Phe271 gehért.
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aromatischen Ringe mehrere Konformationen annehmen
oder nicht, gibt direkten Aufschluss iiber die Plastizitit des
hydrophoben Kerns und damit iiber die “atmende Bewe-
gung” in Amyloidfibrillen im Allgemeinen. Zwei weitere
aromatische Reste sind Phe262, der sich in r2 befindet aber
dessen aromatischer Ring aus dem Amyloidkern heraus
zeigt, und Phe271, der nicht im Amyloidkern, sondern in der
C-terminalen, seitlich angrenzenden Region liegt. HET-s
hat einen Tyrosin- und einen Phenylalaninrest (Tyr281,
Phe286). Fiir Tyr281, das sich ganz am Ende des letzten B-
Stranges von 12 befindet, wurde eine erhohte “C* R,
Relaxation nachgewiesen. Seine Seitenkette zeigt in Rich-
tung der mutmaBlichen C-terminalen semi-hydrophoben
Tasche,”™ wihrend Phe286 nicht am Amyloidkern beteiligt
ist und sich in der C-terminalen, seitlich angrenzenden
Region befindet.

Ergebnisse und Diskussion

Um selektiv aromatische Reste zu beobachten, haben wir
einen spezifischen Ansatz zur Isotopenmarkierung verwen-
det (Abbildung 1C), der darin besteht, isolierte 'H-">C-Paare
entweder an den e-Positionen von Phe oder Tyr oder an der
&-Position in Phe in einen ansonsten deuterierten und
natiirlich vorkommenden Kohlenstoffhintergrund® einzu-
bringen. Dieser Ansatz ermoglicht eine empfindliche 'H-
Detektion bei hoher Auflosung, und die Einfachheit des
Spinsystems reduziert zuséitzliche Spinrelaxationsmechanis-
men und erlaubt eine unkomplizierte Interpretation der
Relaxationsdaten. Die Dynamik des Spinpaares an der &-
Position (im Folgenden als para-CH bezeichnet) berichtet
ausschlieBlich tiber die Bewegung der Ringachse, ist aber
unempfindlich gegeniiber Ringflips, wéhrend die e-Spinpaa-
re (meta-CH) durch Ringflips neu ausgerichtet werden und
somit Aufschluss iiber Flips geben. Wenn es keine Neuori-
entierung oder Neuorientierung auf Zeitskalen von mehre-
ren zehn Millisekunden (ms) gibt, sind zwei Gruppen von
meta-CH-Peaks zu erwarten, die den beiden eStellen ent-
sprechen, welche sich in unterschiedlichen Umgebungen
befinden. Sehr schnelle Ringflips wiirden zu einem einzigen,
gemittelten Peak fithren, wihrend Flips auf einer Zeitskala
von Hunderten von ns bis circa einer ms zu einer sehr
schnellen Spinrelaxation fithren, die die Resonanzpeaks
stark verbreitert (Abbildung S2). Die Abbildungen 1D und
1E zeigen die hochauflésenden 'H-detektierten MAS NMR-
Spektren von HELLF bzw. HET-s, die entweder mit meta-
CH (rot) oder para-CH (blau) Spinpaaren in ansonsten
deuterierten Proben in H,O-basiertem Puffer markiert sind.
Wir haben dreidimensionale 'H-"H-(*C/*N)-Spektren (zeit-
lich geteilte *C/N-Dimension) verwendet, in denen Ma-
gnetisierung durch den freien Raum iibertragen wird, um
alle beobachteten Kreuzpeaks iiber die rdumliche Néahe zu
den Riickgratamiden zuzuordnen (Abbildung S3 und S4).
Fiir alle para-CH-Paare ist erwartungsgemif ein einzelner
Kreuzpeak zu beobachten. In den meta-CH-Spektren lésst
sich jedoch eine interessante Vielfalt von Beobachtungen
machen: (i) Tyr281 und Phe286, die sich am C-Terminus von
HET-s befinden (letzter Strang und angrenzender Termi-
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nus), zeigen einen einzelnen Kreuzpeak, der auf schnelle
Ringflips hinweist (Abbildung 1E). (ii) Phe223 und Phe250
im Kern von HELLF zeigen im Gegensatz dazu getrennte
Kreuzpeaks fiir die "H*'-*C*'- und 'H*%-"*C*-Positionen, was
das Vorhandensein schneller Ringflips ausschlieBt (Abbil-
dung 1D). (iii) Die Signale von Phe262 und Phe271 konnten
nicht eindeutig zugeordnet werden. Ein breites Signal, das in
mehreren unabhéngigen Proben bei ca. 6,6 ppm/131 ppm
entdeckt wurde, wird vorldufig den meta-CH-Stellen eines
oder beider Phe-Ringe zugeschrieben (Abbildung 1D, grau-
es Spektrum). In jedem Fall ist es offensichtlich, dass die
meta-CH-Signale von Phe262 und Phe271 stark verbreitert
sind, wihrend ihre para-CH-Resonanzen scharfe Linien
ergeben; diese Beobachtungen deuten stark darauf hin, dass
Phe262 und Phe271 Ringflips auf einer Zeitskala durchlau-
fen, die zu einer maximalen Verbreiterung fithrt (Hunderte
von ns bis Hunderte von s; Abbildung S2, weiter unten
diskutiert; Abbildung S8).

Wir haben quantitative Informationen iiber die Bewe-
gung der Ringachse und Ringflips erhalten, indem wir
Messungen der 'H-"C dipolaren Kopplung und “*C Spinrela-
xation durchgefiihrt haben.””! Die Tensoren der dipolaren
Kopplung geben Aufschluss iiber die durchschnittliche Neu-
orientierung der H—C-Bindung auf Zeitskalen, die kiirzer
als einige zehn s sind, was auch als Ordnungsparameter S
ausgedriickt wird (S€[0;1], wobei S=1 eine starre Bindung
bedeutet). Diese Daten zeigen, dass die Ringachsen aller
Phes in HELLF und HET-s nur Bewegungen mit geringer
Amplitude erfahren (S ca. 0,9; Abbildung 2A und B; Tab. S2
und S3). Relaxationsmessungen hingegen, sind neben den
Amplituden auch empfindlich gegeniiber den Zeitskalen der
Bewegung. Wir haben sowohl die longitudinale *C-Relaxa-
tion (R,) als auch die "C-Relaxation im rotierenden Koordi-
natensystem (R;,) gemessen, um Einblicke in die Zeitskalen
der Bewegungen zu gewinnen (Abbildung S5, S6, S7; Tab.
S4 und S5). R, ist hauptsédchlich empfindlich fiir Bewegun-
gen im Bereich von Hunderten von ps bis zu zehn ns,
wihrend R,, Bewegungen auf Zeitskalen von Hunderten
von ns bis zu Hunderten von s erfasst, abhidngig von der
Stirke des angelegten Spinlockfeldes (vgp). Mit R;, Raten-
konstanten, die bei variierendem Spinlockradiofrequenzfeld
gemessen werden, kann man Bewegungen im ns-ms Bereich
messen;®**" insbesondere geben Messungen der Relaxa-
tionsdispersion (RD) nahe der Rotationsresonanzbedingung
(NERRD; engl.: NEar-rotary Resonance Relaxation-Di-
spersion) Aufschluss iiber Dynamik im ps-ms Bereich."®

Wir haben den DETECTORS-Ansatz® fiir eine ge-
meinsame Analyse der Relaxationsdaten und dipolaren
Ordnungsparameter verwendet (Abbildung 2C-E). Dieser
Ansatz bildet die Amplituden der Bewegung, die in ver-
schiedenen Zeitfenstern auftreten, mit sogenannte Antwor-
ten ab (py, p1, P2, p3; Abbildung 2C), wobei beriicksichtigt
wird, dass verschiedene Relaxationsparameter unterschied-
lich empfindlich auf verschiedene Zeitskalen reagieren. py,
p, und p; werden aus den Relaxationsdaten abgeleitet,
wihrend p, die Restamplitude widerspiegelt, d.h. die Diffe-
renz zum von der dipolaren Kopplung abgeleiteten quadra-
tischen Ordnungsparameter S>. Die Ergebnisse aus compu-
terbasierten Molekulardynamik-Rechnungen lassen
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Abbildung 2. Dynamikmessungen von dipolaren >C-'"H Ordnungspara-
metern und "*C Relaxationsdaten von para-CH (blau) und meta-CH
(rot) Positionen in Phe und Tyr. (A, B) Aus REDOR Experimenten
gewonnene dipolare Ordnungsparameter. (C-E) Fits mit dem DETEC-
TORS-Ansatz. (C) Sensitivititen der Detektoren, die die Zeitskalen
zeigen, auf denen die verschiedenen Detektoren sensitiv sind, T ist die
Korrelationszeit der Bewegung. Es ist zu beachten, dass @,, welches
durch die Differenz von 91-03 und dem Ordnungsparameter gegeben
ist, primdr sub-ys Bewegung widerspiegelt, da dipolare Kopplungen
einzig tiber Bewegung bis zu ca. 10 ps Aufschluss geben. (D, E)
Positionsabhingige Reaktion auf die Detektoren, die die Amplituden
der Bewegung widerspiegeln.

vermuten, dass die p-Bewegungen fiir das Riickgrat meist
schnellen Bewegungen (sub-ps) entsprechen.”"

Die para-CH-Stellen, die die Bewegungen der Ringachse
erfassen, zeigen iiberwiegend schnelle Bewegungen: der
grofite Teil der Bewegungsamplitude wird von p , und
(weniger) von p; abgedeckt; es scheint in der Tat plausibel,
dass die Librationsbewegungen mit kleiner Amplitude auf
kurzen Zeitskalen (ps-ns) auftreten. Die DETECTORS-
Analyse der meta-CH-Stellen von Tyr281 zeigt, dass Ring-
flips vorwiegend auf kurzen Zeitskalen auftreten (meist p,
und p, — ns); da Tyr281 in Richtung eines losen Hohlraumes
hinweist, der von einem hochflexiblen® Loop gebildet wird,
erscheint dieses Ergebnis plausibel. Phe286 (HET-s) unter-
scheidet sich von Tyr281, da es im Wesentlichen keine p,
(ns)-Reaktion, dafiir aber mehr Beitrdge von langsameren
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Bewegungen (p,, p;) zeigt. Obwohl Phe286 zur AuBenseite
der Fibrille zeigt, filhren wir die Verlangsamung seiner
Ringflips auf Kontakte mit der Oberfldche zuriick, mit einer
moglichen CH-n Wechselwirkung zu H* von GIn240. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit der verringerten Prio-
nenaktivitit der Mutanten F286A und Q240A,* die auf
ihre rdumliche Ndhe und ihre mutmaBliche Rolle bei der
strukturellen Aufrechterhaltung der C-terminalen Taschen-
region zuriickzufiihren ist. Fiir Phe262 und Phe271
(HELLF) werden keine scharfen Korrelationspeaks beob-
achtet und nur ein breiter Peak wird vorldufig diesen Stellen
zugeordnet. Diese Verbreiterung ist vermutlich auf Bewe-
gungen auf Zeitskalen von Hunderten von ns bis zu einer
ms zuriickzufiilhren (Abbildung S2). Temperaturabhéingige
Spektren zeigen, dass die Intensitét dieses breiten Peaks mit
der Temperatur zunimmt (Abbildung S8), was darauf hin-
deutet, dass eine Beschleunigung der Bewegungen zu nied-
rigeren Relaxationsratenkonstanten fithrt und somit die
Bewegung auf einer Zeitskala kleiner einer ps stattfindet.
Beachtenswert ist, dass die Ringachsen von Phe262 und
Phe271 keine umfangreichen us-Bewegungen erfahren, wie
man an ihren hohen Ordnungsparametern erkennen kann
(Abbildung 2A). Ein geringer NERRD-Effekt deutet auf
das Vorhandensein von ps-Bewegungen mit kleiner Ampli-
tude hin (Abbildung S7E). Zusammengenommen scheinen
die oberflichenexponierten Seitenketten von Phe262 und
Phe271 ns—s-Dynamik zu erfahren.

Um zu iiberpriifen, ob der Amyloidkern Atmungsbewe-
gungen zuldsst oder nicht, haben wir untersucht, ob die
beiden Phe-Reste im Kern von HELLF, Phe223 und
Phe250, Ringflips ausfiihren. Die Tatsache, dass einzelne
Kreuzpeaks fiir die 'H"-BC" und 'H?-®C? detektierbar
sind, zeigt, dass es entweder keine oder sehr langsame Flips
gibt (mindestens zehn bis hundert ms). Wir haben longitudi-
nale Austauschexperimente durchgefiihrt, bei denen die
Detektion der indirekten chemischen Verschiebung von *C
und die 'H Detektion durch eine C,-Mischphase getrennt
sind. Wéhrend dieser Phase konnen zwei Prozesse ablaufen:
(i) im Falle von Ringflips ist die *C-Frequenz einer e-Seite
mit der 'H-Frequenz der anderen e-Seite korreliert; (ii) in
Abwesenheit von Ringflips tauschen die beiden “C-Kerne
im Ring ihre Magnetisierung durch (protonengetriebene)
Spindiffusion aus. Das Ergebnis wire identisch, d.h. es
wiirden PC-'"H? und "“C?%'H"-Kreuzpeaks beobachtet
werden. Eine Reihe von Messungen mit zunehmender
Mischzeit zeigt tatsdchlich Kreuzpeaks (Abbildung 3A), de-
ren Intensitit mit einer Ratenkonstante von ca. 100 ms
ansteigt (Abbildung 3B und C und S9; Tab. S6). Die beiden
Prozesse, Ringflips und Spindiffusion, konnen voneinander
getrennt werden, da ersterer zwar temperaturabhingig, aber
nicht MAS-frequenzabhingig ist, wihrend die Spindiffusion
stark MAS-frequenzabhingig ist.*”! Experimente bei niedri-
geren MAS-Frequenzen zeigen einen stark beschleunigten
Intensitéitsanstieg der Kreuzpeaks (Abbildung 3C, rechts),
was eindeutig beweist, dass die beobachteten Kreuzpeaks
auf Spindiffusion und nicht auf Ringflips zuriickgefiihrt
werden konnen. Dariiber hinaus haben die Kreuzpeaks
zwischen Phe223 und Phe250 eine &dhnliche Aufbauraten-
konstante, und diese Signale konnen nur auf Magnetisie-
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Abbildung 3. *C Experiment mit longitudinaler Mischphase (Spindiffu-
sion/Austauschspektroskpie, EXSY; engl: EXchange SpectroscopY) der
meta-CH-Stellen von Phe223 und Phe250 (HELLF). (A) Austauschspek-
trum mit einer Mischzeit von 2500 ms. (B) Position der zwei aromati-
schen Ringe in einer der Strukturen von PDB 6EKA.P*! (C). Zeitliche
Evolution der Peakintensitaten als Funktion der longitudinalen Misch-
zeit.

rungsaustausch und nicht auf Ringflips zuriickzufiihren sein.
Zur Unterstiitzung dieser Ansicht zeigen Spindynamiksimu-
lationen einen Transfer auf einer Zeitskala von einigen zehn
ms (Abbildung S10). Diese Daten lassen den Schluss zu,
dass die Phe-Ringe (Phe223 und Phe250) im hydrophoben
Kern zumindest auf Zeitskalen von Hunderten von Millise-
kunden keine Umkehrungen erfahren, was das Fehlen von
“atmenden Bewegungen” der Fibrille auf dieser Zeitskala
belegt.

Nachdem wir gezeigt hatten, dass die aromatischen
Ringe im Kern von HELLF starr sind — im Gegensatz zu
dem zuvor ermittelten Strukturensemble — fiihrten wir neue
Strukturberechnungen durch: Wir erginzten die zuvor ver-
wendeten Abstandsbeschriankungen durch neun zusétzliche,
die in dieser Arbeit ermittelt wurden und die Phe223 und
Phe 250 einbeziehen (Details finden sich in der Bildunter-
schrift von Abbildung S11). Das daraus resultierende NMR-
Konformationsensemble (Abbildung S11) zeigt eine besser
definierte, iibereinanderliegende Position von Phe 223 und
Phe 250, wodurch die Dynamikdaten mit dem strukturellen
Ensemble in Einklang gebracht werden.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass spezifische
'H/"*C/*H-Markierung mit empfindlicher 'H-MAS NMR ei-
nen detaillierten Einblick in die Ringdynamik in Amyloidfi-
brillen ermoglicht. Wir finden eine Vielfalt an dynamischen
Szenarien, wobei Ringflips auf Zeitskalen von einigen Nano-
sekunden bis zu (mindestens) vielen hundert Millisekunden
auftreten. Interessant ist, dass die Phe-Ringe an der Auf3en-
seite der Fibrille (Phe262, Phe271, Phe286) alle langsame
Ringflips durchlaufen (Hunderte von ns bis ps). Dies steht
im Gegensatz zu z.B. Phe-Ringen an der Oberfldche des
globuliren mikrokristallinen Ubiquitins (ca. 10 ns)*"! und
deutet darauf hin, dass aromatische Ringflips durch mogli-
che transiente Seitenketten-Seitenketten-Kontakte an der
Fibrillenoberfliche verlangsamt werden konnten, méglicher-
weise durch CH-n-Wechselwirkungen. Alternativ oder zu-
sétzlich konnten die Ringe, die in den HET-s- und HELLF-
Strukturen exponiert liegen, in Kontakt mit benachbarten
Protofibrillen stehen. Tatsédchlich zeigte eine niedrig aufge-
l6ste Elektronenmikroskopiestruktur von HET-s,*?! das bei
pH 3 assembliert wurde, enge seitliche Kontakte zwischen
benachbarten Fibrillen. Die in der vorliegenden Studie
verwendeten Fibrillen, die bei neutralem pH-Wert assem-
bliert wurden, unterscheiden sich jedoch deutlich von denen
unter sauren Bedingungen assemblierten Fibrillen.* Friihe-
re NMR-Daten deuten darauf hin, dass es in MAS NMR-
Studien von HELLF™ und HETsPY keine stabilen, definier-
ten Kontakte zwischen den Protofilamenten gibt, und NMR-
Daten zur Zuginglichkeit von Losungsmitteln lassen auf3er-
dem vermuten, dass das Protofilament von Wasser umgeben
ist.””) Masse-pro-Linge-Messungen (engl.: mass-per-length)
bestdtigen, dass sowohl HET-s als auch HELLF unter den
fiir die NMR-Spektroskopie verwendeten Bedingungen als
ein einziges Filament vorliegen.[**! Hervorzuheben ist, dass
unsere Ergebnisse darauf hindeuten, dass die strukturelle
Heterogenitit, die auf der Ebene der aromatischen Seiten-
ketten im MAS NMR-Strukturensemble der Amyloidfibril-
len beobachtet wird (hier: Phe223 und Phe 250, die in der
hinterlegten MAS NMR-Struktur ungeordnet sind), nicht
die tatsdchliche Dynamik widerspiegelt. Diese Studie unter-
streicht die Fahigkeit der MAS NMR, die Bestimmung von
Abstandsbeschrankungen und spezifische Dynamikmessun-
gen zu kombinieren, um eine konformationelles Bild der
Cross-p-Amyloidarchitektur zu erstellen.
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