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Summary

Prions are definedas proteinaceousinfectiousparticles that lack nucleic acid. These

pathogens cause a group of invariably fatal neurodegenerativediseases by an apparent-
ly entirely novel mechanism. Prion diseases (transmissible spongiform encephalopa-
thics, TSE) include bovine spongiform encephalopathy (BSE), scrapie in sheep, and

Creutzfeldt—Jackobdisease (CID) in humans.Theprion protein (PrP) is thought to ex-

ist in two differentconformations:The normal cellular isoform, PrP , and the disease-

related "Scrapieform". PrP . Prion diseases maypresent as genetic, infectious or spo-

radic disorders, all of which involve modificationof the prion protein. PrPc, which is

mostly a-helical, is converted into PrPSc through a posttranslational process during
which it acquires a high ß-sheet content. Prions appear to encipherstrain-specific prop¬
erties in the tertiary structureof PrP , which acts as a templateupon which PrP is re-

foldedinto a "nascentform of PrPSc". Knowledgeabout PrP structureandthe structural

plasticity of prion proteins is a foremost issue for understanding the conformational

transition processand seeking new strategies for the preventionand treatment of prion
diseases.

This dissertationcontains three parts. After a general introduction, chapter 2 de¬

scribes a study of the helix propensityof a Polypeptidecontaininghelix 1 of the mouse

prion protein raPrP(143-158) by NMR and CD spectroscopy. Chapter 3 describes the

Solution structure determinationof a globular domain in the füll length human prion
protein, /?..PrP(23-231), with heteronuclearNMR spectroscopy. Finally, chapter 4 de¬

scribes novel triple-resonance NMR experiments which were used in chapter 3 for the

resonance assignment and the characterization of the highly flexible N-terminal "tau"
of/_PrP(23-231).

The Polypeptidesegmentcorrespondingto helix 1 in mPrP has significantintrinsic
helix propensity. The helix formed by mPrP(143-158) is similar to helix 1 in

mPrP(121-231), including that an N-terminal "pincette motif' is found in both strue¬

tures. The Polypeptide segmentof helix 1 thus seems to be an initiation site for helix

formation, and it is maintained as a helix in the intact protein.



The SolutionNMR structureof /zPrP(23—231)consists of a well structured C-termi¬

nal domain comprising residues 126-231, which contains three a-helices (residues
144-154, 173-195 and 200-228), where the helices 2 and 3 are linked by a disulfide

bond, and a short antiparalled ß-sheet (residues 128-131 and 161-164). The N-termi¬

nal 104 residues are highly flexible, as indicated by a complete lack of long-range
NOEs, small deviations of the chemical shifts from the "random coil" values, and neg¬

ative 15N{1H}-NOE peaks. Chemical shift and tertiary structure comparisons with

/.PrP( 121-231)indicate that the domain is preservedin the intact protein and that com¬

pared to the isolated domain the C-terminalparts of both helix 2 and helix 3 are stabi-

lized in /zPrP(23-230)under the experimental conditions used.

The N-terminal flexible segmentof /zPrP(23-23.1) from residues 23 to 125 contains

a hydrophobic segmentfromresidues 113 to 120 and five octapeptide repeats from res¬

idues 52 to 91. This segmentgives a random-coil-likeNMR chemical shift dispersion
and shows extensive signaloverlap, in particularfor the octapeptide residues.Novel tri-

ple-resonanceNMR experiments were designed that make use of the slower transverse

relaxation in the flexible Polypeptideto overcome signal overlap and to get unambigu-
ous resonance assignments.Thesenew NMR techniquesmay be of general use to deal

with unstructured Polypeptidechains, for instance, in protein folding studies.



Zusammenfassung

Als Prionen bezeichnetman infektiöse Krankheitserregerauf Proteinbasis, die keine Nu¬

kleinsäurenenthalten. Sie sind verantwortlichfür eine Gruppe von ausnahmslos tödlich verlau¬

fenden neurodegenerativen Krankheiten, die sie über einen scheinbar völlig neuen

Mechanismus auslösen. Prionenkrankheiten (übertragbare spongiforme Enzephalopathien)
sind unter anderem das als "Rinderwahnsinn''bekanntgewordeneBSE,Scrapiebei Schafen und
die Creutzfeldt-JakobKrankheit bei Menschen.Man vermutet,dass das Prionprotein (PrP) in

zwei unterschiedlichen Formen vorliegen kann, einerseits als gewöhnliche zelluläre Form

(PrPc) und andererseits als abnorme, krankheitserregendeForm (PrPSc). Eine Voraussetzung
für das Auftretenvon Prionenkrankheiten ist eine Modifikation des Prionproteins - die Krank¬

heit kann durch Vererbung oder Ansteckungweitergegeben werden aber auch sporadischauf¬
treten. Das PrP

,
das eine hauptsächlich a-helikale Sekundärstruktur aufweist, wird dabei -

nach der Translation - in PrP c umgewandelt,wobei sich eine Sekundärstrukturmithohem Ge¬

halt an ß-Faltblattbildet. Prionproteinehaben scheinbar stammspezifische Charakteristika in

ihrerTertiärstruktur sodass PrP als Auslöser für die Umformung von PrPC in PrPSc fungieren
kann. Die Kenntnis der räumlichen Struktur sowie der strukturellen Verformbarkeit des Prion-

proteins ist daher der wichtigste Punktum diesen Umwandlungsprozess verstehenzu lernen

und um neue Strategien für die Prävention und die Behandlung von Prionenkrankheitenzu ent¬

wickeln.

Diese Dissertation besteht aus drei Teilen: nach einer allgemeinen Einleitung werden in

Kapitel2 NMRund CD-Untersuchungen an einem die erste Helix des Mausprionproteins ent¬

haltenden PeptidmPrP(143-158) vorgestellt, bei denen es um die intrinsischeNeigung dieses

Segments, eine a-Helix auszubilden,geht. In Kapitel 3 wird die Bestimmungder räumlichen

Struktur der gefalteten Domänedes unverkürzten menschlichen Prionproteins/_?rP(23-231)in
Lösung mittels heteronuklearerNMR-Spektroskopie beschrieben.Kapitel4 enthält eine Be¬

schreibung neuartiger Tripelresonanz-NMR-Experimente,welchefür die in Kapitel 3 beschrie¬

bene Resonanzzuordnungund Charakterisierungdes flexiblen N-terminalen Teils des Proteins

("Schwanz")verwendetwurden.



Das der ersten Helix im mPrP entsprechende Peptid besitzteine signifikante intrinsische

Neigung zur Ausbildungeiner a-Helix. mPrP(l43-158) bildet eine Helix. die der ersten Helix

im mPr.P( 121-23 1) ähnlichist, bis hin zu einem N-terminalen "Pinzetten-Motiv",das in beiden

Strukturenvorkommt. Die Polypeptidketteder ersten Helix scheint, daher die Ausbildungeiner

a-Helix zu initiieren und behält diese Sekundärstrukturauch im fertigen Protein bei.

Die räumliche 3.D~Struktur von /?PrP(23-231)setzt sich zusammen aus einer gut struktu¬

rierten C-terminalen Domäneund einer flexiblen,ungeordneten N-terminalen Aminosäureket¬

te, die als "Schwanz" bezeichnetwird. Die C-terminaleDomänebesteht aus den Aminosäuren

126-23 l und enthältdrei a-Helices (Aminosäuren144-154, 173-195 und 200-228), wobei die

zweite und die dritte Helix durch eine Disulfidbrückemiteinanderverbundensind, und ein kur¬

zes antiparallelesß-Faltblatt(Aminosäuren 128-131 und 161-164). Die 104 Aminosäuren,die

zum "Schwanz" gehören, sind in hohem Ausmass flexibel, was sich in einem kompletten Feh¬

len von NOEsüber lange Distanzen,negativen 15N{ lH}-NOEsund kleinenAbweichungen der

chemischenVerschiebungenvon den bei völliger Abwesenheitvon Sekundärstrukturerwarte¬

ten Werten äussert. Vergleiche von chemischer Verschiebung und Tertiärstruktur von /zPrP(23-
231) mit _PrP(121-231)ergeben, dass die Domäneerhalten bleibt und dass die C-terminalen

Enden von Helices 2 und 3 unter den verwendetenexperimentellenBedingungen im_TTP(23-
• 230) etwas stabiler sind.

Die N-terminale flexible Peptidkette von _PrP(23-231), welche aus den Aminosäurere¬

sten 23-125 besteht, enthält einen hydrophoben Abschnittvon Aminosäure 113-120 und fünf

Wiederholungeneines Oktapeptids von Aminosäure 52-91. Die chemischenVerschiebungen
dieser Reste weisen eine Dispersion auf. wie sie für eine Peptidkette ohne Sekundärstrukturzu

erwarten wäre und sind in hohem Massedegeneriert, ganz besonders im Bereich der repetitiven
Oktapeptide.Umdiese überlagertenSignaleaufzulösenund um Resonanzzuordnungenauch in

diesem Bereich des Proteins vornehmen zu können, wurden neuartige Tripelresonanz-NMR-
Experimenteentwickelt, die sich die langsamere transversale Relaxation der flexiblen Teile des

Proteins zunutze machen.Diese neuen NMR-Experimentekönnen generell für Arbeiten mit un¬

geordneten Peptidkettenverwendetwerden, z.B. in Proteinfaltungsstudien.


