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Abstract: Die zellul�re Kondensation von intrinsisch unge-
ordneten Proteinen (IDPs) durch Fl�ssig-fl�ssig-Phasentren-
nung (LLPS) ermçglicht die dynamische Kompartimentierung
und Regulation biologischer Prozesse. Das IDP Tau, das den
Aufbau von Mikrotubuli fçrdert und bei der Alzheimer-
Krankheit hyperphosphoryliert wird, kann in Lçsung und auf
der Oberfl�che von Mikrotubuli LLPS-Prozesse durchlaufen.
Der Einfluss der Tau-Phosphorylierung auf Tau-LLPS-ver-
mittelte Tubulinpolymerisation ist jedoch weitestgehend un-
bekannt. Wir zeigen hier, dass unmodifiziertes Tau sowie an
krankheitsassoziierten Epitopen phosphoryliertes Tau zu
fl�ssigkeits�hnlichen Trçpfchen kondensieren. Obwohl sich
Tubulin in allen Tau-Trçpfchen in hohen Konzentrationen
anreichert, ist es nicht in der Lage, aus dem Inneren von
Trçpfchen, die durch am AT180-Epitop phosphoryliertes Tau
(T231/S235) gebildet wurden, zu Mikrotubuli zu wachsen. Im
Gegensatz dazu hemmte weder die Phosphorylierung von
Tyrosinresten in Tau noch die Phosphorylierung in der Repe-
atdom�ne die Polymerisation von Tubulin aus Tau-Trçpfchen.
Da gezeigt wurde, dass LLPS von IDPs verschiedene Arten
der Zytoskelettassemblierung fçrdert, legt unsere Studie nahe,
dass die IDP-Phosphorylierung ein weit verbreiteter Mecha-
nismus f�r die Regulation der kondensatvermittelten Zyto-
skelettassemblierung sein kçnnte.

Zellen enthalten Kompartimente, die f�r eine Vielzahl von
biochemischen Funktionen und pathologischen Prozessen
eine Rolle spielen, jedoch nicht von Membranen umgeben
sind.[1] Viele dieser membranlosen Organellen bilden sich
durch LLPS von IDPs. Die Kondensation von IDPs zu
membranlosen Organellen erhçht die IDP-Konzentration
innerhalb der Kondensate stark. Dar�ber hinaus werden
Enzyme und andere Faktoren in membranlose Organellen
rekrutiert, wodurch sowohl die grundlegenden biophysikali-
schen Eigenschaften membranloser Organellen ver�ndert als

auch deren energieabh�ngige Regulation ermçglicht
werden.[2]

Das IDP Tau fçrdert den Aufbau und die B�ndelung von
Mikrotubuli (MTs), sch�tzt MTs vor Depolymerisation,[3]

fçrdert das Neuritenwachstum[4] und ist wichtig f�r die Zell-
polarit�t.[5] Zus�tzlich kann Tau die MT-Assemblierung lokal
von Nicht-Zentrosomenstellen in Zellen induzieren.[6] Die
F�higkeit, MT-Assemblierungen lokal zu fçrdern, wurde mit
LLPS von Tau in Verbindung gebracht:[7] Tubulin reichert
sich in Tau-Trçpfchen an und befçrdert so die Keimbildung
von MTs.[8] Dar�ber hinaus bildet Tau fl�ssigkeits�hnliche
Kondensate auf der Oberfl�che von MTs, welche die Bewe-
gung von MT-assoziierten Motoren reguliert und Enzyme, die
Tubulinstr�nge zerschneiden w�rden, abwehrt.[9] �ber den
Einfluss posttranslationaler Modifikationen auf die F�higkeit
von Tau, MT-B�ndel aus kondensierten Phasen zu bilden, ist
jedoch wenig bekannt. Mittels der Kombination von LLPS-
Experimenten, Tubulinpolymerisationstests, Mutagenese,
Prolin-gerichteter Phosphorylierung und NMR-Spektrosko-
pie zeigen wir hier, dass die krankheitsassoziierte Phos-
phorylierung von Tau an T231 die Bindung der prolinreichen
Region P2 von Tau an Tubulin stçrt und die Assemblierung
von Tubulin innerhalb von Tau-Kondensaten blockiert.

Mikroskopieaufnahmen zeigten, dass die 441-Rest-Iso-
form von Tau (hTau40) in Gegenwart von 10% Dextran ku-
gelfçrmige Trçpfchen bildet (Abbildung S1a). Die Trçpfchen
waren empfindlich gegen�ber der Ionenst�rke und dem ali-
phatischen Alkohol 1,6-Hexandiol (Abbildung S1b), d.h., sie
zeigten typische LLPS-Eigenschaften. Zus�tzlich phasense-
parierte die k�rzere Isoform von Tau (hTau23; mit
352 Resten) in Gegenwart von Dextran (Abbildung S1c). Als
n�chstes inkubierten wir hTau40 mit katalytischen Mengen
der Cyclin-abh�ngigen Kinase 2 (Cdk2), die Tau an mehreren
Resten phosphoryliert (Abbildung 1a, S2a,b), einschließlich
T231/S235, einem Epitop, das vom monoklonalen Antikçrper
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AT180 in unlçslichen Tau-Ablagerungen im Gehirn von Pa-
tienten erkannt wird.[10] pTau(Cdk2) bildete in Gegenwart
von Dextran kugelfçrmige Kondensate (Abbildung 1b und
S2c). Die pTau(Cdk2)-Trçpfchen fusionierten und lçsten sich
mit ansteigender Ionenst�rke oder nach
Zugabe von Hexandiol auf (Abbil-
dung 1b,c und S2d,e). Die Intra-Trçpf-
chendiffusion von Cdk2-phosphorylier-
tem hTau40 war �hnlich der des unmo-
difizierten Proteins (Abbildung 1d). Da
Cdk2 nicht nur T231 und S235, sondern
auch andere Stellen phosphoryliert
(Abbildung 1a, S2b), haben wir ein
mutiertes Tau hergestellt, bei dem T231
und S235 durch Glutamat ersetzt
wurden, um die AT180-spezifische
Phosphorylierung nachzuahmen. Das
mutierte Protein hTau23(T231E,S235E)
bildete kugelfçrmige Trçpfchen, die ge-
gen�ber der Zugabe von NaCl emp-
findlich waren und sich in Gegenwart
von 5–10% 1,6-Hexandiol auflçsten,
d.h. LLPS-Eigenschaften zeigten (Ab-
bildung 1 e).

Tau senkt die kritische Konzentrati-
on f�r die Tubulinpolymerisation.[3,11] In
�bereinstimmung mit fr�heren Studien,
die zeigten, dass das MT-Wachstum bei
25 8C nicht spontan auftritt, sondern
eine Keimbildung erfordert,[11] beob-
achteten wir keine Tubulinpolymerisa-
tion, wenn es bei Raumtemperatur mit
GTP und hTau40 gemischt wurde (Ab-
bildung S3a). Somit sind unter diesen

Lçsungsbedingungen die Konzentrationen von Tubulin und
Tau f�r die Tubulinpolymerisation nicht ausreichend. Da eine
Schl�sseleigenschaft von LLPS die Bildung einer hochkon-
zentrierten Phase ist, wiederholten wir das Experiment, bil-

Abbildung 1. LLPS von Tau phosphoryliert an krankheitsassoziierten Epitopen. a) �nderungen in den 1H/15N-chemischen Verschiebungen von
hTau40 durch Cdk2-Phosphorylierung. b,c) pTau(Cdk2) (25 mm) bildet fl�ssigkeits�hnliche Trçpfchen, die sich bei Zugabe von 1,6-Hexandiol (b)
und mit zunehmender Ionenst�rke (c) auflçsen. Maßstabsbalken 10 mm. d) FRAP von 50 mm pTau(Cdk2) (rosa) und hTau40 (schwarz). FRAP-
Kurven wurden aus vier Einzelmessungen gemittelt; Fehlerbalken repr�sentieren die Standardabweichung. e) Die T231E/S235E-Mutante von
hTau23 (50 mm) bildet fl�ssigkeits�hnliche Trçpfchen, die sich mit zunehmender Ionenst�rke (links) oder durch Zugabe von 1,6-Hexandiol
(rechts) auflçsen. Maßstabsbalken 10 mm. Oberes Feld: Dom�nenorganisation von hTau23, mutiert zu T231E/S235E.

Abbildung 2. Die AT180-Phosphorylierung blockiert die Keimbildung von MT-Filamenten in Tau-
Trçpfchen. a) DIC- und Fluoreszenzmikroskopie des Wachstums von MTs aus hTau40-Trçpfchen
(25 mm) nach Zugabe von Tubulin (10 mm) und GTP; Maßstabsbalken 10 mm. b) Mikroskopie
von pTau(Cdk2)-Trçpfchen, in denen sich Tubulin anreichert, aber keine MTs in Gegenwart von
GTP gebildet werden; Maßstabsbalken 10 mm. c) LLPS von hTau40, hTau23 und hTau23(T231E/
S235E) und die Polymerisation von Tubulin zu MTs im Fall der Wildtyp-Proteine, jedoch nicht
f�r die hTau23-Mutante, die die AT180-Phosphorylierung nachahmt. Maßstabsbalken 10 mm.
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deten jedoch zuerst Trçpfchen von hTau40 durch Zugabe von
Dextran und gaben erst nach Trçpfchenbildung Tubulin und
GTP hinzu. Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass sich das
zugesetzte Tubulin in den hTau40-Trçpfchen anreicherte
(Abbildung 2a und S3b). Zus�tzlich verformten sich die
Trçpfchen, und kleine MT-Filamente begannen aus den
Trçpfchen zu wachsen. Tats�chlich wurden innerhalb von
30 Minuten lange MT-B�ndel unter dem Mikroskop beob-
achtet (Abbildung 2 a). In Abwesenheit von hTau40 bildeten
sich keine MTs, wenn 10% Dextran vorhanden waren (Ab-
bildung S3c). Die Beobachtungen stimmen mit der zuvor
beschriebenen Anreicherung von Tubulin in Tau-Trçpfchen
und der anschließenden Polymerisation von Tubulin aus der
Tau-dichten Phase �berein.[8] Die Daten zeigen, dass die
Anreicherung von Tubulin in einem Tau-Kondensat einen
effizienten Mechanismus f�r die Tubulinpolymerisation dar-
stellt.

Fr�here Studien haben gezeigt, dass die Phosphorylierung
von Tau am AT180-Epitop die Tau-gefçrderte Tubulinpoly-
merisation stçrt.[10c] Da die Tubulinkonzentration in hTau40-
Trçpfchen erhçht ist (Abbildung S3b),[8] untersuchten wir, ob
die Anreicherung von Tubulin in pTau(Cdk2)-Trçpfchen
diese Hemmwirkung �berwindet. Wir haben daher Tubulin
und GTP zu einer Lçsung mit vorgeformten pTau(Cdk2)-
Trçpfchen gegeben. Die Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass
sich Tubulin effizient in den pTau(Cdk2)-Trçpfchen anrei-
chert (Abbildung 2b, S3b). Bemerkenswerterweise war die
Konzentration von pTau(Cdk2) in den Trçpfchen hçher als
f�r das unmodifizierte Protein, in �bereinstimmung mit einer
erhçhten LLPS-Neigung von phosphoryliertem Tau.[7a,b,8]

�berraschenderweise wuchs Tubulin jedoch nicht aus pTau-
(Cdk2)-Trçpfchen zu MTs (Abbildung 2b). Wir wiederholten
die Experimente dann mit der doppelten pTau(Cdk2)-Kon-
zentration (Abbildung S3d). Wiederum wurde jedoch keine
MT-Bildung beobachtet (Abbildung S3e). Zus�tzlich inhi-
bierte die Cdk2-Phosphorylierung von hTau23 die Tubulin-
polymerisation aus Trçpfchen (Abbildung S3f,g). In �ber-
einstimmung mit diesen Ergebnissen reicherte sich Tubulin in
vorgeformten hTau23(T231E,S235E)-Trçpfchen an, polyme-
risierte jedoch nicht zu MTs (Abbildung 2c). Die Experi-
mente zeigen, dass selbst hohe Tubulinkonzentrationen in
Tau-Kondensaten f�r die MT-Bildung nicht ausreichen, wenn
Tau am AT180-Epitop phosphoryliert ist.

Wir fragten dann, ob die beeintr�chtigte MT-Keimbildung
in Tau-Trçpfchen spezifisch f�r die AT180-Phosphorylierung
ist. Zu diesem Zweck phosphorylierten wir hTau40 mit der
Kinase MARK2 (Abbildung S4a–c). In �bereinstimmung
mit fr�heren Studien[7a,b, 8] bildete pTau(MARK2) in Gegen-
wart von 10% Dextran kugelfçrmige Trçpfchen (Abbil-
dung S4d, links). Bei Zugabe von Tubulin und GTP bildeten
sich MT-Filamente (Abbildung S4d, rechts). Diese waren
jedoch im Vergleich zu unmodifiziertem hTau40 weniger
h�ufig/regelm�ßig, mçglicherweise aufgrund der abge-
schw�chten Bindung von MARK2-phosphoryliertem Tau an
Tubulin (Abbildung S5a).[12] Als n�chstes phosphorylierten
wir hTau40 mit der Tyrosinkinase C-Abl (Abbildung S4e–g,
S6).[13] Die Bindung von pTau(C-Abl) an MTs war durch
NMR-Spektroskopie nicht von der des nicht modifizierten
Proteins zu unterscheiden (Abbildung S5b). Zus�tzlich pha-

senseparierte pTau(C-Abl) und – nach Zugabe von Tubulin
und GTP – polymerisierte zu MTs (Abbildung S4h).

Um die Wechselwirkung von Tau mit Tubulin mit hoher
Auflçsung zu charakterisieren, f�hrten wir NMR-Experi-
mente mit Tau in Gegenwart steigender Tubulinkonzentra-
tionen durch. Um die Verbreiterung des NMR-Signals zu
vermindern,[7b] wurden die Experimente zuerst in Abwesen-
heit von molekularen Verdichtungsreagenzien gemessen, d.h.
unter Bedingungen, unter denen hTau40 nicht phasensepa-
riert und Tubulin nicht polymerisiert. In �bereinstimmung
mit fr�heren Ergebnissen[14] beobachteten wir progressive
�nderungen der NMR-Signalintensit�t und der Position
einzelner hTau40-Reste bei steigenden Tubulinkonzentratio-
nen (Abbildung 3a). Besonders starke Signalverbreiterungen
wurden f�r die Reste � 224–237 in der P2-Region, � 245–253
in R1, � 274–287 an der Grenze zwischen R1/R2 und � 300–
318 in R2/R3 beobachtet (Abbildung 3b). Eine zus�tzliche
Tubulin-induzierte Verbreiterung wurde in P1 und R’ beob-
achtet, was darauf hinweist, dass Reste in diesen beiden
Dom�nen zur Tau/Tubulin-Wechselwirkung beitragen. Die
Bedeutung der Repeatdom�ne von Tau f�r die Bindung an
nicht polymerisiertes Tubulin wird durch biochemische Stu-
dien gest�tzt.[15]

Abbildung 3. Die AT180-Phosphorylierung stçrt die Wechselwirkung
der P2-Region von Tau mit Tubulin. a,c,e) �berlagerung einer ausge-
w�hlten Region der 1H-15N-HSQC-Spektren von hTau40 (a), pTau-
(Cdk2) (c) und hTau23 (T231E/S235E) (e) in ihrem freien Zustand (a:
schwarz; c : blau; e: grau) und in Gegenwart von Tubulin (Molverh�lt-
nis 1:0.5 Tau/Tubulin; a: hellblau; c: rosa; e: orange). Bei der Phos-
phorylierung durch Cdk2 oder T231E/S235E-Mutation verschwindet
der Kreuzpeak von R230 (gekennzeichnet durch einen roten Kreis).
b,d,f) Abnahme von 1H-15N-Signalintensit�ten von hTau40 (b), pTau-
(Cdk2) (d) und hTau23(T231E/S235E) (f) (jeweils 10 mm) nach Zugabe
von 5 mm nicht-polymerisiertem Tubulin. Zuvor identifizierte Schl�ssel-
bereiche der Tau/Tubulin-Wechselwirkung[14a] sind in (b) markiert. Zum
Vergleich sind die Profile von hTau40 (schwarz) und hTau23 (rot) dar-
gestellt. Unterschiede werden als gestrichelte Linie dargestellt.
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Die gleiche NMR-Analyse wurde anschließend f�r pTau-
(Cdk2) durchgef�hrt (Abbildung 3 c). Bereiche von pTau-
(Cdk2) C-terminal zu Repeat R2, d.h. die Bereiche R3, R4
und R’, zeigten ein �hnliches Tubulin-Bindungsprofil wie
unmodifiziertes Tau (Abbildung 3d). Im Gegensatz dazu
waren die in der P2-Region und in R1 befindlichen Reste bei
Zugabe von Tubulin weniger verbreitert (Abbildung 3 d).
Zudem schw�chte die Substitution von T231 und S235 durch
Glutamat die Signalverbreiterung in P2 und R1 ab (Abbil-
dung 3e,f). Die Daten zeigen, dass die Phosphorylierung am
AT180-Epitop die Wechselwirkung der P2-Region von Tau
mit Tubulin stçrt. Diese Stçrung verringert jedoch nicht die
Gesamtaffinit�t der Bindung von Tau an Tubulin.[10c]

Als n�chstes verwendeten wir NMR, um die Tau/Tubulin-
Wechselwirkung unter LLPS-Bedingungen zu untersuchen.
Die Experimente sind schwierig, da unter LLPS-Bedingun-
gen eine schnelle Tubulinpolymerisation auftritt und LLPS
die Verbreiterung der NMR-Signale verst�rkt. Um diese
Probleme zu minimieren, wurden die Temperatur auf 5 8C
sowie die NMR-Messdauer verringert. Die Mikroskopieauf-
nahmen zeigten, dass sowohl hTau40 als auch pTau(Cdk2) bei
5 8C Trçpfchen bilden (Abbildung S7a,b). Anschließend
haben wir NMR-Spektren f�r hTau40 und pTau(Cdk2) in An-
und Abwesenheit von Tubulin gemessen. Das Gesamt-NMR-
Signal von hTau40 in Gegenwart von Tubulin und Dextran
war auf 30–40 % verringert (Abbildung S7c). Im Fall von
pTau(Cdk2) war die Abnahme dagegen viel geringer (Ab-
bildung S7c). Dies deutet darauf hin, dass die starke Signal-
abnahme bei hTau40 auf die Tubulinpolymerisation zur�ck-
zuf�hren ist. Gleichzeitig zeigte die Analyse, dass sowohl f�r
hTau40 als auch f�r pTau(Cdk2) die Repeatregion unter
LLPS-Bedingungen an Tubulin bindet (Abbildung S7c,d).

Die Phosphorylierung der P2-Region von Tau ver�ndert
die elektrostatischen Eigenschaften der Tau/Tubulin-Wech-
selwirkung. Zus�tzlich kçnnen die Phosphatgruppen Salz-
br�cken bilden. Um Hinweise auf die Bildung intramoleku-
larer Salzbr�cken in phosphoryliertem Tau zu finden, haben
wir 1H-15N-HSQC-Spektren aufgenommen, die f�r die Argi-
nin-Guanidinium-Seitenkettengruppen optimiert sind. F�r
unmodifiziertes hTau40 beobachteten wir einen großen
Cluster �berlappender Signale (1H-Verschiebungen von 7.3–

7.4 ppm) zusammen mit einem breiten, leicht nach unten
verschobenen Signal bei ca. 7.45 ppm (Abbildung 4). Die
geringe Dispersion und Intensit�t dieser NMR-Signale wird
durch den schnellen Austausch labiler Guanidiniumprotonen
der Seitenketten verursacht. Im Gegensatz dazu sch�rften
sich die NMR-Signale, und es traten neue Signale im Spek-
trum von pTau(Cdk2) auf (Abbildung 4). Um die Identit�t
der pTau(Cdk2)-spezifischen Signale zu bestimmen, zeich-
neten wir den gleichen Spektralbereich f�r ein Tau-Peptid
auf, das die Reste 225–246 umfasst und am AT180-Epitop
phosphoryliert ist (T231 und S235; als Tau(225–246)-AT180
bezeichnet). Tau(225–246)-AT180 enth�lt zwei Argininreste,
n�mlich R230 und R242. Die �berlagerung des Spektrums
von Tau(225–246)-AT180 mit dem von pTau(Cdk2) zeigte,
dass sich ein Arginin-Signal in dem breiten Resonanzcluster
befindet, der von labilen Guanidinium-Protonen stammt. Das
andere Signal �berlappt jedoch mit dem Signal bei ca.
7.53 ppm (Abbildung 4), der spezifisch f�r das salzbr�cken-
bildende Seitenketten-Guanidiniumproton von R230 ist.[16]

Die Analyse legt nahe, dass die Cdk2-Phosphorylierung zur
Bildung einer intramolekularen Salzbr�cke zwischen R230
und phosphoryliertem T231 f�hrt.

Ein wichtiger Aspekt der MT-Polymerisation ist die
Konformation, die die Tubulinmonomere annehmen.[17]

W�hrend am wachsenden Ende von MTs gekr�mmte ab-
Tubulindimere angef�gt werden, nehmen die bereits in MTs
eingebauten Heterodimere eine gerade Konformation an, die
der Struktur Stabilit�t verleiht.[17] Unsere Beobachtungen in
Kombination mit fr�heren Ergebnissen[8] legen nahe, dass
nicht membrangebundene Kompartimente, in denen Tau
konzentriert ist, durch Stabilisierung des ab-Tubulin-Heter-
odimers zu einem Polymerisationsmechanismus ohne Tem-
plat beitragen kçnnten. Wenn jedoch Tau an T231 in der
prolinreichen Region P2 phosphoryliert wird, geht R230 eine
intramolekulare Salzbr�cke mit der T231-Phosphatgruppe
ein. R230 ist somit nicht mehr in der Lage, eine intermole-
kulare Salzbr�cke mit Tubulin zu bilden. Dieses Modell steht
im Einklang mit Mutagenese und biochemischen Experi-
menten, die zeigten, dass R230 f�r die MT-Polymerisation
wichtig ist.[18]

Wir haben gezeigt, dass unmodifiziertes 3R- und 4R-Tau
sowie an krankheitsassoziierten Epitopen phosphoryliertes
Tau zu fl�ssigkeits�hnlichen Trçpfchen kondensieren.
Obwohl Tubulin in allen Tau-Trçpfchen angereichert war, war
es nicht in der Lage, aus dem Inneren von Trçpfchen, die
durch am AT180-Epitop phosphoryliertes Tau (T231/S235)
gebildet wurden, zu MTs zu wachsen. Die blockierte MT-
Polymerisation aus Trçpfchen von AT180-phosphoryliertem
Tau steht in auffallendem Kontrast zu der hocheffizienten
MT-Polymerisation in Trçpfchen von unmodifiziertem Tau.
Der Effekt ist zudem spezifisch, weil weder die Phosphory-
lierung von Tau in der Repeatdom�ne noch an seinen Tyro-
sinresten die Assemblierung von Tubulin aus Tau-Trçpfchen
inhibierte. Da gezeigt wurde, dass LLPS von IDPs verschie-
dene Arten der Zytoskelett-Assemblierung fçrdert,[19] kçnnte
die Modulation dieses Prozesses durch IDP-Phosphorylie-
rung ein Mechanismus sein, der bei der kondensatvermittel-
ten Zytoskelettanordnung weit verbreitet ist.

Abbildung 4. Nachweis einer intramolekularen Salzbr�cke in pTau-
(Cdk2). �berlagerung der Guanidiniumregion der 2D 1H-15N-HSQC-
Spektren von hTau40 (schwarz), pTau(Cdk2) (pink) und Tau(225–246)-
AT180 (blau).
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