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Abstract: Trotz der zentralen Bedeutung f�r das Verst�ndnis
der molekularen Grundlage der Alzheimer-Krankheit (AK),
gibt es bisher wenig Wissen �ber die hochaufgelçsten Struk-
turen von Fibrillen des Amyloid-b(Ab)-Peptids. Wir pr�sen-
tieren hier eine atomar aufgelçste Struktur von Fibrillen des
Ab1-40-Peptids mit der Osaka-Mutation (E22D), die mit fr�h
auftretender AK in Zusammenhang steht. Die Struktur, die
sich grundlegend von allen bisher vorgestellten Ab-Modellen
unterscheidet, basiert auf einer großen Anzahl eindeutiger
intra- und intermolekularer Abstandsbeschr�nkungen („dis-
tance restraints“).

Die Alzheimer-Krankheit ist eine progressive neurodege-
nerative Erkrankung, die von fibrill�ren Ablagerungen be-
stehend aus Amyloid-b-Peptid in extrazellul�ren Plaques im
Gehirn begleitet wird.[1] Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese[2]

geht davon aus, dass die Bildung von Oligomeren und Fasern
das Schl�sselereignis in der Entwicklung von AD ist. Daher
ist die hochaufgelçste Struktur von Ab-Aggregaten ent-
scheidend, um die molekulare Grundlage dieser Krankheit zu
entschl�sseln. Die NMR-Spektroskopie im Festkçrper hat ihr
Potential, Proteinfibrillen zu untersuchen, bereits mehrfach
bewiesen.[3–5] Mehrere Strukturmodelle f�r Ab-Fibrillen auf
der Grundlage von Festkçrper-NMR-Daten wurden bereits
verçffentlicht,[6–15] einschließlich eines neuen detaillierten
atomaren Modells von Fibrillen, die mit dem Homogenat
eines befallenen Gehirns angeimpft wurden und eine b-
Haarnadel in einer Trimer-Anordnung darstellen.[14] Diese

Modelle haben als Architektur das Kreuz-b-Faltblatt ge-
meinsam, in welchem die b-Str�nge senkrecht zur Fibrillen-
achse verlaufen, meist mit parallelen b-Faltbl�ttern, in denen
gleiche Aminos�urereste aufeinander zu liegen kommen
(wobei die Iowa Mutante D23N[16] eine wichtige Ausnahme
darstellt). Die verschiedenen Modelle untermauern die
Existenz von Polymorphie, n�mlich die F�higkeit von Ab-
Fibrillen, verschiedene Architekturen anzunehmen, welche
unterschiedlichen Ph�notypen der AK entsprechen kçnn-
ten.[14] Die Selbstnachbildung unterschiedlicher Quart�r-
strukturen der Fibrille wurde auch f�r die Parkinson-Er-
krankung postuliert[17,18] und ist das strukturelle Prinzip, das
den Prionen-St�mmen[19] zugrundeliegt.

Hier kombinieren wir Festkçrper-NMR-Spektroskopie
mit Elektronenmikroskopie, um die atomar aufgelçste
Struktur von Amyloidfibrillen aus Ab1-40 mit der Osaka-
Deletionsmutation E22D zu erhalten, welche mit fr�h auf-
tretender AK mit famili�rer H�ufung in Zusammenhang
steht.[20] Ab1-40 E22D hat sich in prim�ren Neuronenkulturen
aus Ratten als neurotoxischer erwiesen als Wildtyp Ab1-40.
Außerdem bilden dessen Aggregate bevorzugt B�ndel in vi-
tro, welche, im Fall der hier untersuchten Form, eine unge-
wçhnlich hohe Bildungskapazit�t f�r Thioflavin T haben.[21,22]

Indem wir Daten �ber das Masse-L�nge-Verh�ltnis der Fi-
brille (erhalten aus Messungen mit dem Rastertransmissi-
onselektronenmikroskop; STEM) mit eindeutigen NMR-
Abstandsbeschr�nkungen kombinieren (d.h. die beiden Fre-
quenzen des NMR-Kreuzpeaks sind jeweils einem einzelnen
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Atom zuzuordnen), davon 26 intra- und 22 intermolekular,
erhalten wir die globale Faltung des Peptids. In einer zweiten
Strukturrechnung auf der Grundlage dieser Daten, erg�nzt
um 631 automatisch zugeordnete NMR-Abstandsbeschr�n-
kungen per Monomer, die von mittlerer und langer Reich-
weite bzw. von intermolekularer Natur sind und welche durch
2356 Kreuzsignale in f�nf unterschiedlichen NMR-Spektren
unterst�tzt werden, erhalten wir eine atomare Struktur von
Ab1-40 E22D Fibrillen.

Zuerst zeigen wir, dass die Fibrille aus zwei symmetrie-
�quivalenten rigiden Molek�len je Lage des b-Faltblatts
aufgebaut ist. Isolierte Fibrillensegmente kçnnen im fr�hen
Stadium der In-vitro-Fibrillisierung erhalten werden, wie aus
Abbildung 1a,b ersichtlich ist. Die experimentelle Verteilung
des Masse-L�nge-Verh�ltnisses (MPL) in Abbildung 1c l�sst
erkennen, dass die elementare Fibrille aus zwei Monomeren
von 4.2 kDa in jeder Lage des b-Faltblatts (� 4.85 �) besteht,
was zwei symmetrie�quivalenten Molek�len je Lage ent-

Abbildung 1. NMR- und STEM-Daten etablieren die grundlegende Architektur des Amyloids. a) Mikrograph mit Negativkontrastierung von Ab1-40
E22D-Fibrillen. b) STEM-Mikrograph ohne Kontrastierung von gefriergetrockneten Fibrillen. F�r MPL-Messungen verwendete Regionen sind rot
markiert. c) MPL-Messung. d,e) Ein Vergleich von NCO- (d) und NCA-NMR-Spektren (e) von uniform [15N,13C]-markierten Fibrillen (schwarze
Konturlinie) mit gemischt [15N,13C]-markierten Fibrillen (orange Konturlinie) erbringt den Nachweis f�r eine parallele b-Faltblatt-Architektur, in
welcher gleiche Aminos�urereste aufeinander zu liegen kommen. f,g) Spuren durch das Spektrum auf der Gln15-Ne2-Resonanz.
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spricht. Die Sequenzzuordnung der NMR-Resonanzen wird
an anderer Stelle[23] beschrieben. Die hier verwendeten
Spektren wurden an fast reinen Proben eines einzelnen Po-
lymorphs aufgenommen. NCA- und NCO-Korrelationsspek-
tren (Abbildung 1d,e) sowie das DARR-Korrelationsspek-
trum (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen) ent-
halten nur einen Satz Resonanzen, was beweist, dass alle
Monomere symmetrie�quivalent sind. Alle 39 Aminos�uren
kçnnen im Spektrum nachgewiesen werden, was auf die
Abwesenheit sehr dynamischer Segmente hindeutet.

Die Strukturrechnung erfolgt nach etablierten Strategien
der NMR-Spektroskopie. Abstandsbeschr�nkungen werden
aus zweidimensionalen CHHC-, PAR-, PAIN-, DARR- und
PDSD-Spektren erhalten (Abbildungen 1d,e, 2a,b sowie S2
und S3).[24–27] Eine relative geringe Anzahl spektral eindeu-
tiger Kreuzsignale kann weitreichende Abstandsbeschr�n-
kungen liefern, welche die Struktur bereits recht gut defi-
nieren,[3] w�hrend unter Verwendung der vollst�ndigen In-
formation aus allen eindeutigen und nicht eindeutigen
Kreuzsignalen eine pr�zisere Struktur erhalten werden
kann.[4] In Amyloiden sind strukturell bedeutsame intermo-
lekulare Abst�nde zahlreich und kçnnen �hnlich lang sein wie
intramolekulare Abst�nde.[4] Es ist daher also notwendig, die
inter- oder intramolekulare Natur der NMR-Kreuzsignale
mittels Proben mit spezifischer Isotopenmarkierung zu eta-
blieren.

Zun�chst kl�rten wir die Frage, wie die b-Str�nge der
Fibrille zu b-Faltbl�ttern zusammenlagern; die Beobachtung

sehr �hnlicher N-Ca- und N-C’-Kreuzsignale (Abbil-
dung 1d,e) in NCA/NCO-Spektren, die an einer uniform
markierten Probe aufgenommen wurden (sodass Korrelatio-
nen nur innerhalb einer Aminos�ure auftreten), und PAIN-
Spektren, die von einer gemischt (1:1) [15N,13C]-markierten
Probe kommen (sodass Korrelationen ausschließlich von in-
termolekularen Kontakten zwischen benachbarten Lagen des
b-Faltblatts herr�hren kçnnen), offenbarten die parallele
Anordnung der b-Faltbl�tter derart, dass gleiche Aminos�u-
rereste aufeinander zu liegen kommen.

Dann suchten wir weitere Peaks, die eindeutig intermo-
lekular sind. PAIN-Spektren der gemischten Probe zeigen nur
intermolekulare 15N-13C-Korrelationen, und neben Signalen,
welche benachbarte Lagen des b-Faltblatts verbinden, fanden
wir dort starke Signale, welche nicht durch Kontakte entlang
des Faltblatts erkl�rt werden kçnnen (z.B. rote Kreuze in
Abbildung 1d,e). F�nf dieser zus�tzlichen Peaks lieferten
spektral eindeutige intermolekulare Abstandsbeschr�nkun-
gen (Tabelle S1).

Weitere Informationen �ber die intra- und intermoleku-
lare Anordnung von Monomeren in der Fibrille konnten
durch Vergleich der Kreuzpeak-Intensit�ten zwischen uni-
form und verd�nnt markierten Proben (isotopenmarkierte
Monomere verd�nnt in nicht markierten) in CHHC-, PAR-
und DARR-Spektren (Abbildungen 2a,b,d und Abbil-
dung S4) erhalten werden. Intermolekulare Kreuzsignale
werden in etwa im Verh�ltnis der Verd�nnung abgeschw�cht
(hier 1:4), w�hrend intramolekulare Peaks konstant bleiben.

Abbildung 2. Ausschnitte aus NMR-Spektren, welche intra- von intermolekularen Kontakten unterscheiden. a,b) Superposition von PAR-Spektren,
die an einer uniform [13C]-markierten Probe (schwarze Konturlinien) und an einer Probe aus 20 % uniform [15N,13C]-markiertem Protein und 80 %
nicht markiertem Material (gr�ne Konturlinien) aufgenommen wurden. Details finden sich in Abbildung S5. c) Intensit�tsverh�ltnisse von Kreuz-
signalen in verd�nnt und uniform markierten Proben. Inter- und intramolekulare Korrelationen, die auf 20% bzw. nicht abgeschw�cht werden
sollten, sind als rote und schwarze Balken dargestellt. Die gesamte Statistik befindet sich in Abbildung S5. d) Spur durch die Cd1-Resonanz von
Ile32 aus PAR-Spektren von uniform (schwarz) und verd�nnt markierten (gr�n) Proben. Alle Kreuzpeaks dieser Resonanz sind intramolekular.
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Der Vergleich zwischen verd�nnten und unverd�nnten
Proben wird in Abbildung S4 ausgef�hrt, und die resultie-
renden Abschw�chungsverh�ltnisse sind in Abbildung 2 c und
Abbildung S5 dargestellt. Diese Analyse erbrachte Ab-
standsbeschr�nkungen, die sowohl spektral eindeutig sind als
auch bez�glich ihrer Natur inter- oder intramolekular. Ins-
gesamt wurden aus den Spektren 48 Abstandsbeschr�nkun-

gen erhalten und in 22 intermolekulare und 26 intramoleku-
lare klassifiziert (Tabelle S1 und Abbildung S6).

Eine erste „manuelle“ Strukturrechnung mit CYANA[28]

verwendete nur die 48 manuell identifizierten eindeutigen
Abstandsbeschr�nkungen (Tabelle S1) sowie Wasserstoff-
br�cken, welche die b-Faltbl�tter definieren (Abbildung 3b),
und 56 Diederwinkel-Limits, die mit dem Programm
TALOS + [29] erzeugt wurden. Die resultierende Struktur des
Polymerr�ckgrats ist in Abbildung 3 a dargestellt, Details der
Strukturrechnung finden sich in den Hintergrundinformatio-
nen. Intermolekulare Abstandsbeschr�nkungen (rot in Ab-
bildung 3) kçnnen laterale Kontakte zwischen zwei Molek�-
len darstellen, falls alle b-Faltbl�tter eine planare Anordnung
mit b-Str�ngen bilden, die senkrecht zur Fibrillenachse ver-
laufen. Sie kçnnen aber auch „gestaffelte Kontakte“ dar-
stellen, falls ein Monomer sich �ber mehr als seine Ebene des
b-Faltblatts erstreckt.[8,30] Manuelle Strukturrechnungen
f�hrten ausschließlich zu Lçsungen, in denen alle intermole-
kularen Kontakte von lateraler Natur sind. Das Erzwingen
einer gestaffelten Anordnung f�hrte zu hçheren Zielfunk-
tionen in der Strukturrechnung (Abbildung S8). Die hydro-
phoben Aminos�uren am Carboxy-Terminus (Ile32-Val40)
bilden kein gerades b-Faltblatt, sondern falten auf sich selbst
zur�ck, sodass sie die eindeutig intramolekularen Kontakte
Ile32–Met35 (Abbildung 2d, und Abbildung S5C) sowie
Met35–Gly38 (Tabelle S1 und Abbildung S4E) erf�llen.
Weitere Unterst�tzung f�r dieses Merkmal, das spezifisch f�r
die hier gefundene Faltung des Ab-Peptids ist, liefern die
folgenden Beobachtungen, die f�r die Strukturrechnung nicht
verwendet wurden, sodass sie eine unabh�ngige Best�tigung
darstellen: 1) Die Faltung sagt einen intramolekularen Kon-
takt Ile32–Val40 voraus (gestrichelte Linie in Abbildung 3a),
dessen Existenz best�tigt wird durch das PAR-Spektrum in

Abbildung 4. Darstellung der 3D-Struktur von Ab1-40 E22D, die auf der Grundlage von NMR-basierten Distanz- und Torsionswinkel-Limits berech-
net wurde. a) Schematische Ansicht des Konformers mit der tiefsten Energie eines Ab1-40 E22D-Bidekamers („2 � 10-Monomer“). Die Symmetrie-
achse f�llt mit der L�ngsachse der Fibrille zusammen. b) NMR-B�ndel der mittleren Lage des b-Faltblatts. c) Querschnitt durch die Fibrille. Hy-
drophobe Aminos�uren sind weiß, negative geladene rot, positive geladene blau und polare (einschließlich Gly) gr�n dargestellt.

Abbildung 3. a) Struktur des Polymerr�ckgrats von Ab1-40 E22D be-
rechnet auf der Grundlage von eindeutigen Abstandsbeschr�nkungen
(durchgezogene rote und schwarze Linien). Blaue gestrichelte Kontak-
te werden im Text diskutiert, aber wurden in der Strukturrechnung
nicht verwendet. b) Wasserstoffbr�cken zwischen b-Faltbl�ttern, welche
in die Strukturrechnung eingehen (gr�ne Buchstaben). Blau: weitere
Aminos�urereste mit Vorhersagen von TALOS + , welche in der Struk-
turrechnung verwendet wurden.
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Abbildung 2d: Das als „V40“ gekennzeichnete Signal, das
zugeordnet ist zu Ile32d1–Val40g1/2, ist eindeutig sichtbar
und wird durch Verd�nnung nicht abgeschw�cht. Die alter-
nativen Zuordnungsmçglichkeiten f�r dieses Kreuzsignal
f�hrten zur Verletzung des Distanzlimits. 2) Die Faltung er-
kl�rt alle 21 spektral eindeutigen Peaks, die im PDSD-Spek-
trum von [2-13C]-Glucose identifiziert wurden (aufgef�hrt in
Tabelle S1).

Die automatische Strukturrechnung wurde unter Ver-
wendung der Information aus der manuellen Rechnung und
zus�tzlichen Listen mit automatisch identifizierten Kreuz-
signalen aus den CHHC-, PAR-, PDSD- und zwei PAIN-
Spektren durchgef�hrt, die iterativ in CYANA zugeordnet
wurden (Tabelle S2). Dieses Vorgehen ergab die Struktur, die
in Abbildung 4 gezeigt ist. Die Quart�rstruktur der Fibrille
wird durch zwei ineinander verschr�nkten Protofilamente
definiert und �hnelt einer Zimtschnecke. Abbildung 4 b stellt
das NMR-B�ndel dar, das die 20 Strukturen mit der nied-
rigsten Energie repr�sentiert. Die Struktur wurde in PDB-
Datenbank hinterlegt (ID 2mvx); die chemischen Verschie-
bungen wurden in BMRB hinterlegt (ID 25289). Der Quer-
schnitt der Fibrille kann durch ein Rechteck angen�hert
werden, das durch intermolekulare Salzbr�cken zwischen den
Seitenketten von Glu3 und Lys28 abgeschlossen wird. Diese
Salzbr�cke scheint in Wildtyp Ab-Fibrillenmodellen nicht
vorzukommen, in denen Lys28 vielmehr oft in Kontakt mit
Asp23[11, 30] gefunden wurde. Abbildung 4c zeigt die Platzie-
rung der Seitenketten in der Fibrille und l�sst erkennen, dass
das Innere der Fibrille mit fast ausschließlich hydrophoben
Aminos�uren gef�llt ist, was nahelegt, dass hydrophobe
Wechselwirkungen maßgeblich zur Stabilit�t der Fibrille
beitragen. Bemerkenswerterweise findet man vier geladene
Aminos�uren im Inneren der Fibrille, einschließlich der
Carboxy-Gruppe von V40 am C-Terminus. Die vier Amino-
s�uren bilden ein Netzwerk von Salzbr�cken (Abbildung S7).
Dieses Netzwerk stabilisiert sowohl die Kurve im Polymer-
r�ckgrat zwischen Gly9 und His13 als auch die Quart�r-
struktur. Beweise gegen eine Dreifachsymmetrie der Fibrille
werden in Abbildung S9 diskutiert.

Zusammenfassend pr�sentieren wir die atomar aufgelçste
Struktur von Amyloid-b-Fibrillen, wie sie von der Osaka-
Deletionsmutante gebildet werden, die mit fr�h auftretender
AK in Zusammenhang steht. Die Struktur ist komplex ge-
ordnet und ihre Stabilit�t kann anhand der Aufbauprinzipien
anderer Proteinklassen nachvollzogen werden. Die Dele-
tionsmutation, die in der N�he weiterer famili�r geh�uft
auftretender Mutationen liegt (arktisch, E22G; niederl�n-
disch, E22Q; fl�misch, A21G; italienisch, E22K; Iowa,
D23N), befindet sich in einer b-Schleife in der Struktur. Die
globale Faltung ist daher prinzipiell auch dem Wildtyp-Ab1-
40-Peptid und diesen Mutanten zug�nglich. Tats�chlich
wurde vor kurzem gezeigt, dass Ab1-40 E22D-Fibrillen ihre
Struktur, �hnlich wie Prionen, auf Wildtyp-Ab1-40[31] �ber-
tragen kçnnen. Unsere Struktur liefert daher die Basis f�r
weitere Arbeiten zum Verst�ndnis der Bildung und Fort-
pflanzung von Amyloid-b-Fibrillen sowie zur Bindung von
Wirkstoffen[32] auf molekularer Ebene.
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