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Summary

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are fatal neurological disorders
that occur as sporadic, iatrogenic or infectious diseases. Common human TSEs are
Creutzfeldt-Jacob Disease (CJD), Gerstmann-Straussler Scheinker Syndrome (GSS)
and Fatal Familial Insomnia (FFI). Bovine spongiform encephalopathy (BSE) and its
possible transmission to humans in the form of variant CJD (vCJD) have made TSEs
a public health issue. The conformational conversion of the cellular prion protein,
PrPC, into the disease-associated isoform, PrPSC, is a central event in TSEs. The
same biopolymer seems to have two different functions: one still unknown associated
with benign PrP, and another one in disease associated with harmful PrP. The

“protein only” hypothesis suggests PrPSC as the transmissible TSE-agent.

The comparative study of the 3D-structures of both PrP-isoforms is likely to lead to
the elucidation of the mechanism underlying TSE. In order to extend the knowledge
on benign PrP, the 3D NMR structures of recombinant human PrP(90 - 230) and its
homologue, human Dpl(24 - 152), were determined and analyzed with respect to the
role of individual residues in possible normal functions and in diseases. Biochemical
studies with bacterially expressed murine PrP in phospholipids identified conditions
suitable for the in vitro generation of a soluble B-sheet rich isoform, PrP?, that may
aggregate into PrPP". In its structural and physico-chemical properties, PrP?f closely
resembles PrPSC. Transgenic mice were inoculated with PrP? or PrP5 in order to

detect a possible TSE-activity in these forms of recombinant PrP.

hPrP(90 - 230) and hDpl(24 - 152) contain flexibly disordered N-terminal tails, and
| well-structured C-terminal globular domains that contain a similar fold but low
sequence identity. Most of the conserved residues between the two proteins are
found at the interface between the helices a1 and a3, and in close spatial proximity
to the conserved disulfide bond that connects the helices a2 and a.3. The observation
that most of the familial TSE-variants in human PrP are found within the helices o2
and a3, emphasizes the importance of this molecular region to obtain a PrP-type
fold. The amino acid residues R148 (R76 in thI),‘ and R208 (R134) are not readily

rationalized by the 3D-structures, suggesting a role in a putative function of PrP and



Dpl. In contrast to hPrP, hDpl shows non-regular secondary structure in the
C-terminal peptide segment. Moreover, the position of the B-sheet in hDpl is
C-terminally shifted by two residues along the sequence. These unique features of
hDpl give rise to a large hydrophobic surface-patch that might represent a binding

site for a yet unknown ligand.

The transition from PrP to PrPP occurs at elevated temperatures in equimolar
mixtures of DHPC and DMPC in the presence of a small amount of negatively
charged lipids at pH = 5. PrP? can be aggregated into partially proteinase K resistant
PrPPf that shows Congo - red binding and birefringence, and fibrillary ultra structure,
similar to SAF and prion rods. The protocol was applicable to all six intact
mammalian PrPs .tested, and to hPrP fragments that were N-terminally truncated up
to residue 105, but not to hPrP(121 - 230). Thus, the peptide segment 106 — 120
appears to be essential for the transition that involves dimerization of PrP as the
rate-limiting step. The formation of PrPP is associated with a high activation energy
barrier that dependents on the species of PrP. The presented system might allow

structural and mechanistic studies of PrP inter-conversion.

Inoculation of tga20 mice with native or conformationally altered forms of
recombinant PrP did not lead to clinical TSE. In further attempts to generate a
TSE-agent, PrPP was mixed with healthy brain-homogenate prior to the aggregation
into PrPP, and inoculations using pure recombinant PrP were repeated, seeking to
detect sub-clinical TSE. In these experiments a low incidence of TSE was observed.
PrPS¢ was present and showed heritable glyco-type pattern distinct form the RML
strain of the TSE-agent, indicating that a novel TSE-agent was the cause of the
disease. However, the incidence of TSE in these experiments migth also be
attributed to spontaneous TSE in tga20 mice rather than recombinant forms of PrP

used in the experiments.



Zusammenfassung

Ubertragbare spongiforme Encéphalopathien (TSEs) sind tdédliche neurologische
Erkrankungen, die in sporadischer, iatrogenischer oder infektiéser Form auftreten.
Die bekannten menschlichen TSEs sind die Creutzfeldt-Jacob Erkrankung (CJD),
das Gerstmann-Straussler Scheinker Syndrom (GSS) und die Fatale Familidre
Schlaflosigkeit (FFI). Die spongiforme Encephalopathie des Rindes (BSE) und deren
Ubetragbarkeit auf den Menschen in der Form von atypischem CJD (vCJD), haben
ein offentliches Interesse an TSEs geweckt. Die Umfaltung des zelluldren Prion
Proteins, PrPC, in die kranke Form, PrPS¢, ist von zentraler Bedeutung in TSEs. Das
gleiche Biopolymer besitzt scheinbar zwei Funktionen: Eine bislang unbekannte des
harmlosen PrP, und eine krankheits-spezifische des umgefalteten PrP. Die “protein

only” Hypothese schlagt PrPS¢ als das ubertragbare TSE-Agens vor.

Eine vergleichende Analyse der 3D-Strukturen beider PrP-Formen wird
wahrscheinlich zur Entschlisselung des Mechanismus fiihren, der TSEs zugrunde
liegt. Um das Wissen uber die gesunde From von PrP zu erweitern, wurden die
3D NMR Strukturen von rekombinantem menschlichem PrP(90 - 230) und dessen
homologen Dpl(24 - 152) bestimmt. Die Rolle einzelner Aminosauren werden im
Hinblick auf mégliche normale und krankheits-spezifische Funktionen diskutiert.
Biochemische Arbeiten mit bakteriell hergestelltem PrP der Maus in Phospholipiden
fuhrten zu der Entdeckung von Bedingungen, die geeignet sind, eine lésliche
B-Faltblatt-reiche Variante, PrP8, in vitro herzustellen, die zu PrPf verklumpen kann,
das wiederum &hnliche physiko-chemische Eigenschften wie PrPS¢  besitzt.
- Transgene Mause wurden mit PrPP oder PrPPf inokuliet, um eine mégliche
TSE-Aktivitat in diesen Fromen von rekombinantem PrP zu detektieren.

]
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hPrP(80 -230) und hDpl(24 - 152) bestehen beide aus einem ungeordneten
N-terminalen Schwanz und einer strukturierten globularen C-terminalen Domane, die
eine &ahnliche Faltung, aber gerihge Sequenzgleichheit aufweist. Die meisten
identischen Aminosduren befinden sich zwischen den Helices a1 und o3, und in
raumlicher N&he zur konservierten Disulfid-Bindung, die Helix a2 und o3 verbindet.

Die meisten familiaren TSE-Varianten des menschlichen PrP befinden sich auf den



Helices' a2 and a3, was die Bedeutung dieser molekularen Region fir eine
PrP-ahnliche Faltung unterstreicht. Die Aminosduren R148 (R76 in hDpl) und R208
(R134) lassen sich nicht aufgrund der 3D-Strukturen erklaren, was auf eine Rolle in
moglichen Funktionen of PrP und Dpl hinweist. Am C-Terminus zeigt hDpl eine
nicht-regulére Sekundérstruktur und die Position des p-Faltblattes ist um zwei Reste
entlang der Sequenz verschoben. Diese einzigartigen Eigenschaften fuhren zur
Ausbildung eines grossen hydrophoben, Ladungs-umgebenen Bereiches auf der
Protein-Oberflache, der eine Bindungstasche fiir bislang unbekannte Liganden

darstellen kdnnte.

Der Ubergang von PrP nach PrP? erfolgt bei pH = 5 und erhéhten Temperaturen in
equimolaren Mischungen von DHPC und DMPC in Gegenwart einer kleinen Menge
negativ geladenen Lipides. PrPP kann in Proteinase K resistentes PrPPf iiberfuhrt
werden, das Congo - rot Bindung und Doppelbrechung, sowie fibrilare Ultrastruktur
zeigt, die SAF and “Prion Rods” vergleichbar ist. Die Methode war auf alle sechs
untersuchten intakten S&uger-PrPs und auf N-terminal bis zu Rest 105 verkirzte
hPrP Fragmente, nicht aber auf hPrP(121 -230) anwendbar. Daher scheint das
Peptid-Segment 106 — 120 fiir den Ubergang, der unter Dimerisation von PrP erfolgt,
besonders wichtig zu sein. Die Bildung von PrPP wird durch eine hohe
Aktivierungsbarriere bestimmt, die ihrerseits von der PrP-spezies abhéngt. Dieses
System kénnte fiir strukturelle und mechanistische Studien des PrP-Ubergangs

geeignet sein.

Die Inokulation von {(ga20 Mausen mit konformationellen Varianten von
rekombinantem PrP fiithrten nicht zu TSE. In weiteren Versuchen wurde PrPP mit
gesundem Hirnhomogenat gemischt und dann in PrPPf uberfithrt, und die
Inokulationen mit PrPP oder PrPPf wurden wiederholt, um mégliche subklinische TSE
nachzuweisen. In diesen Experimenten wurde eine geringe Inzidenz von TSE
beobachtet. PrPS¢ war vorhanden und zeigte transmittierbare, von RML
verschiedene Glycosylierungs-Muster, was auf ein neues TSE-Agens als Ursache
der beobachteten Erkrankungen hindeutet. Die Inzidenz von TSE war sehr gering,
und kénnte daher auch auf spontane Falle von TSE in tga20 Mausen statt auf

rekombinante Formen von PrP zuriickzufiihren sein.



