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ABSTRAKT

Priony jsou infekéni patogeny, jeZ zpusobuji smrtelnd neurodegenerativni onemocnéni savct,
tzv. transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE). Smutné proslulymi TSE jsou zejména
bovinni spongiformni encefalopatie (BSE, ,,nemoc Silenych krav*), scrapie ovci a Creutzfeldt-
Jakobova choroba (CJD) lidi. Prionové choroby jsou charakterizovdny akumulaci abnormalni
izoformy prionového proteinu (PrP%) v centrdlni nervové soustavé infikovanych jedinct. Vy-
zkum priond je soustfedén na zkoumani mechanizmu zmény konformace prionového proteinu
(PrP) z normdlni, bun&né izoformy (PrP“) na abnormdlni izoformu (PrP*%) a hleddni novych
strategii v prevenci a 1é¢bé TSE.

Tato prace je literdirnim prehledem, jenz si klade za cil shrnout dosavadni poznatky
a hypotézy tykajici se prionového proteinu. V prici je shrnuta nomenklatura izoforem
prionového proteinu a uvedena klasifikace prionovych chorob. Problematika priont je zde
nazirdna pfevazné z pohledu, dnes mezi védci nejuzndvanéjsi, prionové teorie. Zminény jsou
vSak 1 alternativni hypotézy: hypotéza neznamého viru a ,,virino* hypotéza. Nastinén je té€z
fenomén priont u kvasinky Saccharomyces cerevisiae a houby Podospora anserina.
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ABSTRACT

Prions are infectious pathogens that cause a group of fatal neurodegenerative diseases
in mammals, so-called transmissible spongiform encephalopathies (TSEs). Bovine spongiform
encephalopathy (BSE), scrapie of sheep, and Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) of human belong
to the most notable prion diseases. TSEs are characterized by the accumulation of an abnormal
isoform of the prion protein (PrP%) in the central nervous system of infected individuals.
The research on prions is focused on understanding of the mechanism of prion protein (PrP)
conversion from the normal, cellular isoform (PrP‘) to the abnormal isoform (PrP%¢). Such
information should open up new approaches to both prevention and therapy of TSEs.

This work is a review aimed at summarizing the up-to-date knowledge and hypothesis
concerning the prion protein. In this work, I have brought together the information about
the nomenclature of PrP isoforms and the classification of prion diseases. Prions are presented
in the view of the most plausible prion theory. The virino hypothesis and the unknown
conventional virus hypothesis are noticed too. The phenomenon of prions in the yeast
Saccharomyces cerevisiae and the fungus Podospora anserina is mentioned.
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the fungus Podospora anserina
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SEZNAM ZKRATEK

AMK aminokyselina, resp. aminokyseliny

CNS centrdlni nervova soustava

Dpl Doppel protein

ER endoplazmatické retikulum

GA Golgiho aparat

GPI kotva glykosylphosphatidylinositolova kotva

PK proteindza K

PrP prionovy protein

PrP¢ buné¢ny prionovy protein, normélni izoforma prionového proteinu
Prp abnormdlni izoforma prionového proteinu vytvorend in vitro

PrP5¢ prirozené vznikla abnormdlni izoforma prionového proteinu souvisejici s TSE
TSE transmisivni spongiformni encefalopatie

Aminokyseliny:

Gly (G) glycin Met (M) methionin

Ala (A) alanin Asp (D) kyselina asparagova
Val (V) valin Glu (E) kyselina glutamova
Leu (L) leucin Asn (N) asparagin

Ile (I) isoleucin GIn (Q) glutamin

Phe (F) fenylalanin Lys (K) lysin

Ser (S) serin Arg (R) arginin

Thr (T) threonin His (H) histidin

Tyr (Y) tyrosin Trp (W) tryptofan

Cys (O) cystein Pro (P) prolin

Zkratky jednotlivych prionovych onemocnéni jsou uvedeny v kapitole 5.4 Klasifikace TSE

(tab. 1) a také vysvétleny pfi prvnim pouZiti v textu.



1 UVOD

Jiz v 18. stoleti bylo v Anglii zndmo onemocnéni ovci zvané scrapie, projevujici se poruchami
chtize a rovnovahy a nesnesitelnym svédénim kiZe, na néz zvirata reaguji intenzivnim drbanim.
Od té doby bylo rozpozndno mnoho dalSich, zfidka se vyskytujicich, pfenosnych, smrtelnych,
neurodegenerativnich onemocnéni nékterych druht zvifat (zejména domestikovanych savcit)
1 ¢lovéka, sdruzovanych do skupiny chorob nazyvanych transmisivni spongiformni encefalopa-
tie (TSE) (viz kap. 5 Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE)). V poslednich dvaceti le-
tech dosdahly TSE zvySeného zdjmu médii a to zejména diky vyskytu bovinni spongiformni en-
cefalopatie (BSE), zvané tézZ ,,nemoc Silenych krav*. Kviili moZnému pfenosu nemoci ze skotu
na Clovéka BSE silné ovlivnila zdravotnictvi, hospodaistvi, ekonomiku 1 politiku Evropy.
Severni Amerika byla uSetfena epidemii BSE, avSak vzrlistd zde znepokojeni zplisobené vy-
sokym vyskytem ,,chronic wasting disease* (CWD, chronickd vysilujici choroba, nemoc chro-
2003).

TSE jsou aktudlnim problémem, proto jsem se rozhodla vénovat molekuldrni podstaté (zej-
ména popisu puvodce) téchto onemocnéni svou bakaldfskou praci. Ackoliv se objevilo mnoho
hypotéz, jeZ se pokousely vysvétlit patogenezi a charakterizovat ptiivodce TSE (viz kap. 2 Histo-
rie, hypotézy o ptivodci TSE), vétsina soucasnych vysledkd molekularni biologie a experimenta
s transgennimi organizmy podporuje tzv. prionovou teorii. Z tohoto divodu byvaji TSE Casto
oznacovany jako prionové choroby (Liemann a Glockshuber, 1998). Prionovou teorii formuloval
americky neurolog a biochemik Stanley B. Prusiner, ktery roku 1982, po prvni uspés$né purifika-
ci infekéniho agens z mozku kiecka infikovaného scrapie, predstavil termin prion (Prusiner,
1982). Priony byly definovany jako infek¢ni Castice postradajici nukleovou kyselinu, sloZzené
pfevazné (pokud ne tplné) z konformacné upraveného normalniho bunéc¢ného prionového pro-
teinu (viz kap. 3 Prionovy protein (PrP)) (Prusiner, 1998).

Jak jiZ ndzev této prace napovida, i ja nahliZim na kontroverzni problematiku TSE prevazné
z pohledu radikdlnich ndzorG Stanleyho B. Prusinera. Hlavnim cilem mé prace je shrnout do-
savadni poznatky a hypotézy tykajici se prionového proteinu a jeho tlohy v patogenezi TSE;

v 2

pfibliZim prionovou teorii, charakterizuji TSE, uvedu piehled prionovych chorob a zminim se
o fenoménu prionovych kment. Nakonec nastinim dne$ni obecné&jsi chapani pojmu prion, kdyz
predstavim priony kvasinky Saccharomyces cerevisiae ahouby Podospora anserina, které

mohou byt, na rozdil od priond savcii, pro své hostitele prospésné.



2 HISTORIE, HYPOTEZY O PUVODCI TSE

Na Islandu roku 1954 vytvoftil Bjorn Sigurdsson termin ,,pomalé virové infekce®, aby jim cha-
rakterizoval onemocnéni ovci scrapie a visnu', jeZ se projevuji dlouhou latentni periodou mezi
ndkazou a propuknutim nemoci (Sigurdsson, 1954). Opét let pozdéji, na zdkladé
mikroskopickych pozorovéni, pfiSel William Hadlow s tim, Ze ,,pomaly virus* je téZ pficinou
kuru, nemoci, kterou trpéli domorodci na Nové Guineji. Hadlow si totiZ v§iml podobnosti mezi
patologickymi obrazy centralni nervové soustavy (CNS) ovci infikovanych scrapie a domorodct
nakaZenych kuru (Hadlow, 1959). Diky podobnym pozorovdnim zatadil Igor Klatzo mezi cho-
roby zptsobované ,,pomalymi viry* i Creutzfeldt-Jakobovu chorobu (CJD) (Klatzo et al., 1959).

V letech 1966-1967 zjistil kolektiv védci vedeny Tikvahem Alperem, Ze pivodce scrapie je
extrémné rezistentni k inaktivaci ptisobenim UV a ionizujiciho zafeni. Tato radiobiologicka data
vyvolala proud hypotéz tykajicich se chemického sloZeni plvodce scrapie. Navrhy sahaly
od malych DNA virti po membranové fragmenty, polysacharidy nebo proteiny (Prusiner, 1998).
Roku 1967 Alper navrhl, Ze by pavodce scrapie mohl postradat nukleovou kyselinu (Alper et al.,
1967). Téhoz roku formuloval John S. Griffith ,,protein only* hypotézu, jez predpoklad4, Ze se
pluvodce scrapie sklddad pouze z proteinu, a navrhuje mozny mechanizmus jeho samoreplikace
(Griffith, 1967).

Roku 1972, zaujat piipadem pacienta umirajiciho na CJD, se o zdhadného plvodce scrapie
zacal zajimat Stanley B. Prusiner. Prusiner pfisel na to, Ze infek¢énost scrapie miiZe byt sniZzena
postupy, které hydrolyzuji nebo modifikuji proteiny; postupy ménici nukleovou kyselinu byly
neucinné. Cestou purifikace infek¢niho agens se Prusiner roku 1982 dostal az k uréeni mole-
kularni struktury pivodce scrapie — makromolekule proteinu, ktery pojmenoval prion (Prusiner,
1982). Nézev prion byl vytvofen presmyckou z anglického proteinaceous infectious particle, aby
odlisil toto nové agens od tradi¢nich patogeni (jakymi jsou napf. bakterie, viry nebo viroidy)
a zdlraznil pozadavek proteinu pro infekci (Liemann a Glockshuber, 1998). Prusiner vytvofil
prionovou teorii (viz kap. 4 Prionova teorie), podle které je jedinou zndmou sloZkou infek¢ni
prionové &astice abnormdlni izoforma prionového proteinu (PrP*), jeZ ma schopnost vyvolédvat
onemocnéni zakédovanu ve své tercidrni struktufe (Dormont, 2002). Prion je unikdtnim pa-
togenem, ktery postrada nukleovou kyselinu a diky zcela novému mechanizmu zptsobuje smr-

telnd neurodegenerativni onemocnéni — transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE)

1 Bylo prokéazano, Ze plivodce visny, na rozdil od ptivodce scrapie, patii mezi retroviry (Georgsson et al., 1991).



(Prusiner, 1998). Za vyzkum prionovych onemocnéni ziskal Stanley B. Prusiner roku 1997 No-
belovu cenu za fyziologii a 1ékarstvi.

Mezi dalsi hypotézy pokousejici se vysvétlit patogenezi a charakterizovat ptivodce TSE patii
napft. ,,virino* hypotéza ¢i hypotéza nezndmého viru (Dormont, 2002). Podle ,,virino* hypotézy
se ptvodce TSE sklada z nukleové kyseliny, ktera kéduje geny jen pro jeho vlastni replikaci a je
obklopena prionovym proteinem kdédovanym hostitelem (Dormont, 2002). V purifikovanych
vzorcich scrapie se sice naSly malé molekuly nukleové kyseliny, coz by mohlo podporovat vi-
rovou (i ,,virino*) hypotézu, nepodaiilo se vSak identifikovat neporuSenou molekulu nukleové
kyseliny velikosti virového genomu. Pfitomnost viru u TSE nelze vyloudit na zékladé rezistence
geotermdlnich pramenech pii pH 1,0 ateplotich vysSich nez 93 °C, coZz zménilo smySleni
o schopnosti virl prezivat a replikovat se za extrémnich podminek. Jednou z ndmitek proti viru
jako piivodci TSE je jeho nejasnd tloha u dédiénych TSE. Virovou hypotézu, jako jednu
z moznosti vysvétleni pivodu TSE, je t€Zké dokazat nebo vyvrétit. ProtoZe neexistuji piimé di-
kazy pro jeji podporu, je v soucasnosti vétSinou védci povazovana za malo pravdépodobnou.

(Chesebro, 2003)



3 PRIONOVY PROTEIN (PrP)

Prusineriiv objev prionového proteinu (PrP) v 80. letech 20. stoleti vyznamné urychlil po-
zndvani biologie a patogeneze TSE. PrP je glykoprotein, jehoZ izoforma nazyvand bunéény pri-
onovy protein (PrP) je normdlni soucdsti Zivocisnych tél. PrP v8ak miZe existovat také ve for-
mé abnormdlniho konformac¢niho izomeru (PrP*), ktery je infekeni a u savcl patrné zpisobuje
TSE (Clarke et al., 2001). Pozoruhodné je, Ze ackoliv maji obé izoformy PrP identickou sekven-
ci aminokyselin (AMK), 1is§i se svymi sekunddrnimi a tercidrnimi strukturami (Armstrong,

2006).

3.1 Nomenklatura izoforem PrP

V pribéhu vyvoje nazord na TSE se objevovala riznd oznaceni (zejména abnormdlni izoformy)
prionového proteinu a ani v soucasnosti neni zavedena jednotnd, zdvaznéd a jednoznacnd no-
menklatura izoforem PrP.

Bunéény prionovy protein byvd oznacovan PrP¢ (Cellular Prion Protein); ziidka se objevuje
téZ oznaceni PrP*", protoZe je senzitivni k piisobeni protedz (protease-sensitive). Pro abnor-
malni izoformu PrP se v literatufe nej¢astéji objevuji oznaceni PrP* a PrP™,

PrP% je zkratkovym slovem plvodné oznacujicim abnormélni konformery PrP, které byly
nalezeny ve frakcich mozku kiecka infikovaného Scrapie (Prusiner, 1982). Ve vétsiné praci se
vSak tento pojem pouZivd k obecnému oznaceni abnormdlni izoformy PrP, jeZ souvisi s kte-
rymkoliv z onemocnéni sdruZovanych pod zkratkou TSE. Naptiklad Lawson et al. (2005) defi-
nuji PrP* jako k protedzdm rezistentni izoformu PrP, jeZ pfimo souvisi s nékterou TSE a na-
chazi se zeyména v CNS infikovaného jedince.

Oznaceni PrP™ vypovidd o rezistenci abnormdlnich konformerd k pisobeni proteaz
(protease-resistant). Nékterymi autory (napt. Chesebro, 2003; Collins et al., 2004) je chdpédno
jako pojem nadfazeny vSem transmisivnim spongiformnim encefalopatiim, uzivany pro ozna-
Ceni jak prirozenych, tak uméle vytvorenych abnormalni konformera PrP. Collins ef al. (2004)
uvadéji, Ze PrP™ je vSeobecné pouZitelny termin oznacujici abnormdlni konformery prionového
proteinu, jeZ souvisi napf. se scrapie nebo CJID, pro néZ je mozné téZ oznaceni PrP* ¢i PrPP.
Chesebro (2003) dle onemocnéni, které dany PrP™ zptisobuje, navrhuje oznaceni abnormalniho

konformeru PrP% pro scrapie, PrP“"® pro CJD nebo PrP®** pro BSE. Naproti tomu jini autofi



(napf. Lawson et al., 2005) pomoci PrP™ oznacuji pouze izoformy PrP vytvotené in vitro, které
nemusi byt nutné infek¢ni.
Brown a Cervenakova (2005) ve svém c¢lanku ,,A prion lexicon (out of control)* kriticky

hodnoti vyvoj terminologie a navrhuji univerzalni oznaceni PrP™®

pro konformery spjaté s ja-
kymkoliv onemocnénim ze skupiny TSE. Informuji také o neddvném navrhu zkratkového slova
PrP*, jakoZto oznaceni pro ,,disease-causing* izoformu PrP.

N

Ve své préci budu buné&ény PrP oznacovat PrPC. Pro pfirozené vzniklou abnormalni izoformu

res

PrP souvisejici s TSE budu pouZivat oznadeni PrP* a zkratkovym slovem PrP™ budu oznacovat
abnormdlni konformery vytvofené uméle. Rozhodla jsem se tak zejména proto, Ze takovato no-
menklatura se nejCastéji vyskytuje v publikované literatufe. Ve snaze o zachovani ndzvoslovné
jednotnosti této prace a pro snaz$i orientaci ¢tendie v textu budou zkratkova slova PrP¢, PrP*

a PrP™ pouzita 1 tam, kde byla v citované literatufe uZita jind oznaceni, jeZ uvedu v zdvorce.

3.2 Struktura a vlastnosti PrP¢

PrP¢ je monomerni, glykosylovany protein o molekulové hmotnosti 33-35 kDa (Bousset
a Melki, 2002). Pomoci glykosylphosphatidylinositolové (GPI) kotvy je uchyceny v plazmatické
membrané (Eghiaian, 2005). PrP je rozpustny v detergentech a senzitivni k pisobeni protedz
(Liemann a Glockshuber, 1998).

PrP¢ je kédovany genem PRNP, coZ je maly ,housekeeping* gen leZici u ¢lov&ka na krat-
kém rameni 20. chromozomu (Prusiner, 1998). Mysi maji gen pro PrP ulozeny na 2. chromozo-
mu. Gen PRNP mad jen 3 exony a dplny otevieny ¢teci rdmec leZi v jednom z nich (Collins e?
al., 2004). U lidi projevuje gen pro PrP polymorfizmus na kodénu 129 — zakédovan miiZe byt
bud’ valin nebo methionin; 50 % populace jsou homozygoti. Homozygotnost na kodénu 129 je
spojovéna s nachylnosti ke sporadické, iatrogenni a variantni CJD (Domont, 2002).

PrP¢ je syntetizovdn jako polypeptidovy Fetézec s 253 aminokyselinami (AMK) u lidi
(Collins et al., 2004) a 254 AMK u hlodavci (Prusiner, 1998). Sekvence AMK je v PrP¢ savci
vysoce konzervovana (Zahn, 2003). Mezi zbytky 51-91 se u ¢lovéka normélné nachdzi nona-
peptid (51-59: PQGGGGWGQ), nésledovany ctyfmi charakteristickymi, opakujicimi se
oktapeptidy (60-91: PHGGGWGQ) (Zahn, 2003). Vétsi pocet kopii oktapeptidi miize
vzniknout mutacemi a souvisi s dédicnymi TSE (viz kap. 5.4 Klasifikace TSE). Rizné Zivo-

¢iSné druhy mohou mit riizny pocet kopii oktapeptidi.
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Metody Fourierovy transformacéni infracervené spektroskopie a cirkuldrniho dichroizmu
prokdzaly, Ze PrP® ma vysoce helikélni uspofddani (kolem 40 %) a jen malou &ast (asi 3 %) tvo-
ii B-sklddany list (Prusiner, 1998). Nukledrni magnetickd rezonance ukézala, Ze rekombinantni
PrP mysi, kiecka a ¢lovéka maji podobnou strukturu. PrP¢ sestdva z globularni domény (zbytky
121-231 u kiecka, resp. 121-230 u ¢lovéka) a dlouhého flexibilniho N-konce (zbytky 23-120).
Globularni doména se sklada ze tfi o-helixi (H1-3; H2-H3 jsou spojené disulfidickym
mustkem Cys179-Cys214) advou kritkych antiparalelnich vldken B-sklddaného listu (viz
obr. 1 aobr. 2) (Liemann a Glockshuber, 1998). Konformace neusporddaného N-konce zavisi

na biofyzikalnich parametrech prostiedi (Zahn, 2003).

Obrazek 1: 3D struktura PrP°. Molekula PrP¢ obsahuje tii 0-helixy (oznaceny ) a kratkou oblast
antiparalelniho B-sklddaného listu (B). Pomoci glykosylphosphatidylinositolové kotvy (GPI) je
prionovy protein uchyceny v plazmatické membrané. Prevzato z Dormont (2002).

Krystalografické studie podporuji tuto strukturu monomeru. Ve formé dimeru vSak dochédzi
k neobvyklému piesunu Casti fetézce helixu tii a premisténi disulfidické vazby, coZ ma za nésle-
dek tvorbu nové krétké oblasti antiparalelniho B-listu. Oligomerizace by proto mohla byt dileZi-
tym krokem pii premé&né PrP“v PrP* a vzniku TSE (viz kap. 4.1 Patogeneze TSE — dloha PrP¢
a PrP%; minipriony). (Knaus et al., 2001)
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Zatim byl nalezen pouze jeden protein, ktery je strukturné podobny PrP€. Jednd se o Doppel
protein (Dpl) a zkouma se, jaky je funkéni vztah mezi nim a PrP°. Dpl pifi nadprodukci indukuje
v mozku transgennich mysi neuropatologii, jiz lze potlacit pisobenim PrP(23-231). Dpl nema
(na rozdil od PrP€) vliv na tvorbu PrP% a postup prionového onemocnéni, zdd se vSak, Ze je ne-

zbytny pro spermatogenezi. (Behrens, 2003)

3.3 Biosyntéza a vnitrobunéény transport PrP¢

PrP¢ je, stejné jako jiné membranové proteiny, syntetizovan na ribosomech drsného endoplaz-
matického retikula (ER). Signdlnim peptidem je nasmérovan do lumen ER (Collins ez al.,
2004), kde dle Prusinera (1989) dochazi k nésledujicim posttranslacnim modifikacim:
+ odstépeni signdlniho peptidu (tj. 22 N-koncovych AMK),
+ tvorbé disulfidického miistku — u ¢lovéka oxidaci paru cysteinovych zbytka 179 a 214
(Zahn, 2003),
+ N-glykosylaci jednoduchymi oligosacharidy — u ¢lovéka a syrského kiecka na zbytcich
AMK Asnl81 a Asnl197 (Zuegg a Gready, 2000),
+ pripojeni GPI kotvy k C-konci — u €lovéka k Ser230 (Collins et al., 2004), u kiecka
k Ser231 (Prusiner, 1998),
+ odstépeni C-koncového hydrofobniho peptidu (tj. 23 C-koncovych AMK).
Po upravé N- a C-konce sestdva PrP kiecka z 209 AMK (Prusiner, 1998). V ER je kontrolovana
1 spravnost sloZeni — chybné svinuty nebo mutantni PrP je transportovan do cytosolu a ¢4stecné

degradovén proteasomem.

51 91

1 23

253

s 2 E

Obrazek 2: Schéma primarni struktury lidského PrP. Prekurzor PrP zahrnuje 253 AMK. Signalni
sekvence (N-koncové zbytky 1-22) je odstépena v ER, 23 C-koncovych zbytkd je nahrazeno GPI kotvou.
Vysledny PrP(23-230) je zndzornén Zlutou barvou. N-koncovd oblast (zbytky 51-91) obvykle obsahuje
nonapeptid ndsledovany ¢tyfmi identickymi oktapeptidy (zndzornéno jednim tmavé a Ctyfmi svétle
oranZovymi obdélni¢ky). Sekundérni struktury jsou prezentovény cernymi obdélnicky (H1-3 = a-heli-
xy; S1, S2 = B-sklddany list). V C-koncové ¢asti PrP se nachazi dvé mista N-glykosylace ozna¢end CHO
(Asnl81, Asn197) a disulfidickd vazba S—S (Cys179—Cys214). Nakresleno podle Liemann a Glockshuber

(1998) a Zahn (2003).
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Poté, co je v ER zkontrolovdna kvalita PrPc, cestuje ptes Golgiho apardt (GA) k povrchu
buiiky. Diky GPI kotv€ a N-konci molekuly se na bunééném povrchu stivd soucdsti mem-
branovych mikrodomén (tzv. ,rafts, rafty). Tyto k detergentu rezistentni mikrodomény plazma-
tické membrany jsou obohacené nasycenymi fosfolipidy, sfingoglykolipidy, cholesterolem a né-
kterymi bilkovinami (napf. kaveoliny) a zapojuji se do receptorové signalizace. Jsou dileZité
pro spravné sloZeni PrPC, aproto by mohly hrit vyznamnou roli v tvorbé PrP (viz kap.
4.5 Misto pfemény PrP¢ v PrP*). (Campana et al., 2005)

PrP¢ se pohybuje mezi buné¢nym povrchem a endocytickymi kompartmenty, a to bud’ stan-
dardné pfes klatrinové vacky (Harris, 2003), nebo diky vac¢kim odvozenym od kaveol®. Hlavni
zpusob internalizace PrP¢ je u nervovych bun&k patrné spojeny s klatrinem. Internalizace zpro-
stredkovand vacky odvozenymi od kaveol byla pozorovéna jen u specidlnich bunék (napt. bunék
vajecniki ¢inského kiecka, které exprimuji kaveolin-1). Byla téZ navrZzena endocyticka cesta ne-

souvisejici ani s klatrinem, ani s kaveolinem. (Campana et al., 2005)

) 988=E— %l
@

klatrinovy vagek
(iii)
recyklujici se

endosom %
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rany endosom / endocytéza
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bez klatrinu
a kaveolinu

oy
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lyzosom ..
/

[+
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fransmembranovy
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pozdni endosom 4 Klatrin
C
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dynamin

Obrazek 3: Vnitrobunéény transport PrP¢. Internalizace PrP¢ zprostiedkovand vacky odvozenymi
od kaveol (i), klatrinovymi vacky (ii) a cesta nesouvisejici s klatrinem ani s kaveolinem (iii). Zndzornény
jsou téz recyklace PrP¢ pies rany endosom a mozné cesty vedouci k odbourdni PrP¢ v lyzosomu. Upra-
veno podle Campana et al. (2005).

2 Kaveoly jsou malé vchlipeniny plazmatické membrény, které obsahuji proteiny kaveoliny a vznikaji shlu-
kovénim raftti (Simons a Ehehalt, 2002). Tyto invaginace lahvicovitého tvaru se icastni mnoha bunéénych proce-
st, v€etné endocytdzy, transcytdzy a regulace signdlnich kaskdd (Campana et al., 2005).
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Osudy PrP se po vstupu do endosomu rizni. Vétsina se vraci zpét do pivodni oblasti plaz-
matické membrany — doba recyklace PrP je asi 60 minut (Shyng er al., 1993). Dalsi molekuly
cestuji do lyzosomii, kde jsou odbourdny — polocas Zivota PrP¢ je asi 5 hodin (Collins et al.,
2004). Nékteré molekuly PrP¢ se transcytézou dostdvaji k jiné doméné plazmatické membrany

(Campana et al., 2005).

3.4 Vyskyt PrP€

Prionovy protein je nedilnou soucasti mnoha typt bunék v riznych organech. Nejvice je expri-
movan v CNS (v neuronech) a lymforetikularnim systému (v leukocytech) (Campana et al.,
2005; Clarke er al., 2001). MnozZstvi PrP v mozku je padesatkrat v&tsi neZ v jinych orgdnech,
coz muze byt kritickym parametrem pro vznik arozvoj TSE (Dormont, 2002).

Uzitim rtiznych technik bylo zkouméano piesné umisténi PrP¢ v neuronech. Bylo zjisténo, Ze
se nachazi jak v plazmatické membrané (predevSim na synaptické membriné axonu), tak
ve vSech biosyntetickych a endocytickych membranovych strukturach. Obé izoformy PrP (tzn.
jak PrP, tak PrP5%) byly nalezeny v ranych a pozdnich endosomech a v lyzosomech, kde do-
chézi k jejich ¢aste¢né (PrP5) nebo dplné (PrP¢) degradaci (Campana et al., 2005). Necekané
byl PrP nalezen také v cytosolu neuronti hippokampu, neokortexu a thalamu, nikoliv v§ak mo-
zeCku. Cytosolicky PrP je nachylny k agregaci; neurony, ve kterych se nachazi, mohou hrat da-
lezitou roli v patogenezi prionovych onemocnénich (Mironov et al., 2003). Doposud neni jasné,
zda nespravné umisténi PrP¢ je pfi¢inou ¢i disledkem Spatného sloZeni a/nebo chybné funkce

PrP (Campana et al., 2005).

3.5 Funkce PrP¢

Primarni i tercidrni struktury PrP jsou u savci zachovany, coz napovidd, Ze by se prionovy pro-
tein mohl ucastnit zakladniho biologického procesu (napf. nervového pienosu). Patrné vSak neni
Zivotné nezbytny, protoZe PrP-deficientni mySi (PRNP 0/0) jsou schopné Zivota a normdlniho
vyvoje (Eghiaian, 2005).

Biologicka funkce PrP¢ ziejm& souvisi s metabolizmem médi v neuronech (Collins ef al.,
2004). In vivo mize PrP¢ existovat jako prenaSe¢ Cu** (Harris, 2003); navdzani médi podporuje
internalizaci PrP® (Burns ef al., 2002). Pomoci spektroskopické analyzy bylo zjist€no, Ze poly-

peptidy zaloZené na sekvenci PrP¢ selektivné poutaji atomy Cu*; ¢tyfi ionty médi se mohou
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vazat na vysoce konzervativni oblasti prionového proteinu, tvorené opakujicimi se oktapepti-
dovymi sekvencemi v N-koncové &asti PrP¢, pété vazebné misto bylo nalezeno ve flexibilni ¢asti
molekuly mezi oktapeptidovymi repeticemi a globuldarni C-koncovou doménou (PrP(92-96))
(Burns et al., 2003). Afinita médi k PrP je zdvisld na pH (Burns et al., 2002). Vazba médi
k HGGGW (nebo GGGTH) PrP€ (tzv. glycinovy cheldt) by mohla usnadiiovat rozpoznavani pri-
onovych proteint, a proto by mohla mit vliv na transmembranovou signalizaci a moznd i na pie-
ménu PrP¢ v PrP* (Burns et al., 2002). Po ¢dste¢né denaturaci PrP* poméhd navédzédni médi
obnoventi jeho rezistence k proteinaze K (PK) a zvySuje infekénost (McKenzie et al., 1998)).

Dalsi ndvrh na funkci PrP€ pochdzi ze studia neuspoiddaného N-konce. U mysi exprimuji-
cich PrP(121-231) dochazi k fenotypickym abnormalitam, jeZ by mohly byt disledkem de-
regulace funkce PrP pii deleci N-konce (Shmerling et al., 1998). Zahn (2003) ukazal, Ze repeti-
ce oktapeptidi (motivy HGGGW a GWGQ) jsou mistem, kde se miZe vytvaret a hromadit
struktura B-sklddaného listu, coz miZe zptisobovat reverzibilni, na pH zévislou oligomerizaci
prionového proteinu. Eghiaian (2005) predpokladd, Ze tvorba oligomert je funk¢né dulezitd pro
endocytézu nebo hraje roli v mezibunééné soudrznosti. Ackoliv tyto hypotézy nebyly potvrzeny,
moZnost, Ze biologické funkce PrP¢ vyplyva ze struktury jejiho N-konce nebo z oligomerizace
na bunééném povrchu, je pravdépodobna. Mnoho neuspoiadanych polypeptidi totiz nabyva
svych biologickych vlastnosti, az kdyZ se spradvné sloZi.

Neékteré vysledky, ziskané hlavné z experimentd s transgennimi organizmy, ukazuji, Ze by
PrP¢ mohl hrit roli v dlouhodobém pieZivani Purkyn&ho neurond (Sakaguchi et al., 1996), v in-
terakcich s extraceluldami matrix (PrP® se miZe vézat k prekurzoru lamininového receptoru)
(Gauczynski et al., 2001), v regulaci cirkadianniho rytmu a spankové fyziologii (Tobler et al.,
1996), v apopt6éze (Dormont, 2002) a v signdlni transdukci(Mouillet-Richard et al., 2000). Bylo
také publikovdno zjisténi interakci mezi PrP a nukleovou kyselinou retroviri (Gabus et al.,
2001).

Navzdory riznym domnénkam o funkci PrPS, jeho piesnd tloha v buiice zatim zistava ne-

znama.

3.6 Struktura a vlastnosti PrP*

PrP% (PrP*) je kédovan stejnym genem jako PrP¢ (PrP°). Proto maji oba proteiny stejnou pri-

marni strukturu, li${ se vSak ve vyssich strukturach. Rozdily mezi nimi jsou zptisobeny post-

transla¢né — izoformy maji riznou konformaci a mohou se lisit i glykosylaci (Armstrong, 2006).
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Sekundérni strukturu PrP tvoii asi z 30 % a-helix a z 45 % B-sklddany list (Prusiner, 1998).
Diky zméné konformace se PrP* (PrP*) snadno shlukuje do stabilnich vysokomolekuldrnich
oligomerti (Bousset a Melki, 2002). Velikost prionu byla pomoci ultrafiltrace odhadnuta
na 1540 nm (Dormont, 2002).

PrP* je jen Caste¢né degradovan proteindzou K (PK) v koncentracich, které dplné degraduji
PrP€. Pisobenim 50 g/m 1 PK pii 37 °C po dobu 2 hodin nedochézi k degradaci C-konce PrP*,
ani k poklesu infek&nosti titru (Aguzzi a Polymenidou, 2004). PK odstépuje z PrP* proménny
pocet N-koncovych AMK (kolem 60-ti zbytki). Zbyvajici rezistentni fragment se oznacuje
PrP 27-30 (molekulovd hmotnost 27-30 kDa), zachovava si infektivitu a je schopen se shlu-
kovat a vytvaret amyloidni fibrily (Liemann a Glockshuber, 1998).

Abnormadlni, patogenni PrP% je mimofddné€ odolny vici riznym fyzikdlnim a chemickym
vlivim. Priony odoldvaji béZnym steriliza¢nim a dekontamina¢nim metodam jako jsou UV za-
feni, ionizujici zéareni, teploty do 300 °C, oxid chloricity, manganistan draselny, peroxid vodiku,
ethanol, formalin, aceton, stfedni (zvlast€¢ neionogenni) detergenty, alkoholy, aldehydy
a ethylenoxid. Doporu¢enymi postupy pro sniZeni infektivity jsou autokldvovani asi 1 hodinu
pfi standardnich autoklavovacich teplotach ¢i namoceni néstroji do 1M NaOH nebo koncent-
rovaného chlornanu sodného (vice nez 5000 ppm) na 1 hodinu (Collins et al., 2004). Procesy
inaktivujicimi ptivodce scrapie jsou ty, které denaturuji nebo hydrolyzuji bilkoviny, napf. ptso-
beni velkych davek PK, trypsinu nebo dodecylsulfatu sodného. Postupy, které ovliviiuji nukle-
ové kyseliny, neméni tc¢innost infekce (Dormont, 2002). Jsou vyvijeny enzymatické proteoly-
tické inaktivacni metody (samotné 1 v kombinaci s detergenty) (Collins et al., 2004).

Pfitomnost izoformy PrP* nevyvoldvé imunitni reakci hostitele. In vivo nebyly prokdzany
kvantitativni ani funkéni zmény B i T lymfocyti a ostatnich imunitnich bunék a nebyly objeveny
7zadné protilatky proti PrP u pfirozenych nebo experimentdlné vyvolanych onemocnéni.

(Dormont, 2002)
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4 PRIONOVA TEORIE

Podle prionové teorie je hlavni, moZna jedinou, slozkou prionu abnormalni konformer prionové-
ho proteinu (PrP%), jeZ ma ve své tercidrni struktufe zakédovéanu schopnost vyvolat TSE. Priony
se §iif patrné diky tomu, Ze infekéni PrP** je schopny pfimét normalni bun&ny prionovy protein
(PrP°) k strukturni preméné v PrP% (viz kap. 4.2 Zakladni innost PrP* — zmé&na konformace
PrP¢ v konformaci PrP*¢). Proces pfemény PrP¢ v PrP** miZe byt spustén interakci infekéni
a bun&cné izoformy prionového proteinu, ale miZe byt i ndsledkem mutace genu PRNP’. Podle
Campany et al. (2005) navic nelze vyloucit potfebu néjaké dalsi, dosud neznamé Castice (pro-
tein X nebo lipochaperon) ¢i kovalentni modifikace PrP k pfemén& v PrP* a vyvoldni
onemocnéni.

Doposud je zndmo jen velmi malo o samotné infek¢ni Castici vyvoldvajici TSE. Otazka, zda
je PrP* sam infekénim agens nebo jen jeho slozkou, zatim neni vyfeSena. Jedna infek&ni
jednotka odpovidd asi 10° molekuldm PrP*¢ (Clarke et al., 2001). Neni jasné, zda toto znamend,
ze pro nakazlivost je nutny velky agregat nebo Ze pouze jedna z téchto molekul je skutecné

infekéni.

4.1 Patogeneze TSE — tloha PrP¢ a PrP%; minipriony

Stejné jako u jinych neurodegenerativnich onemocnéni se v CNS jedince s TSE nachdzi shluky
proteint. Extrakty z infikovanych mozkt obsahuji amyloidni fibrily z polymert PrP* (PrP-sc),
tzv. prionové ,,tyCinky* (,,scrapie-associated fibrils”, ,,prion rods”), které jsou prokazatelné po-
moci elektronové mikroskopie (Dormont, 2002). Patogeneze TSE je spojena se soucasnou ex-

O P4

presi normalniho bun&¢ného prionového proteinu PrP¢ (PrP¢) a akumulaci strukturné odlisného,

'cs

k protedzam rezistentniho konformeru PrP% (PrP™) v CNS infikovaného jedince (Collins et al.,
2004). Prionové teorie piedpokladd, Ze pfeména proteinu z benigniho PrP¢ na maligni PrP* je
zpisobena posttransla¢ni zménou prostorového uspofddani molekuly, jeZ zptisobi, Ze PrP* ziska
vy$Si obsah B-listu (Prusiner, 1998). Podle Eghiaiana (2005) jsou rozdily mezi PrP¢ a PrP*
omezeny na aminokyselinové zbytky 90-176. Zbytky 177-231 zaujimaji u obou izoforem

stejnou konformaci. Diky pfitomnosti B-struktury ma pak PrP5¢ (PrP-sc) v&tsi tendenci vytvéret

v mozkové tkani nerozpustné fibrilarni agregaty (Dormmont, 2002).

3 Transgenni Zivocichové s mutaci Prol02Leu (tato mutace je spojena s Gerstmann-Striussler-Scheinkerovym
syndromem, tj. familidrni TSE ¢lovéka), spontdnné projevuji spongiformni encefalopatii, kterd je za urcitych
podminek pfenosnd (Liemann a Glockshuber, 1998).
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V rozvoji neuropatologie TSE hraje kli¢ovou roli exprese PrPC. Studie s transgennimi or-
ganizmy, tkafiovymi kulturami a bezbunééné (,,cell-free) testy jasné ukdzaly, Ze PrP¢ je nutny
pro vyvolani nemoci. Transgenni mysi, jimZ chybi exprese genu PRNP (tzn. ,.knockout* mysi
netvorici Zadné PrP), nejsou vnimavé k ndkaze priony. Dojde-1i v§ak k opétovnému zavedeni
genu pro PrP, obnovuje se vnimavost (Clarke et al., 2001). Inkuba¢ni doba onemocnéni souvisi
s mnoZzstvim exprimovaného PrP¢ (Liemann a Glockshuber, 1998). Citlivost na infekci a $ifeni
priontd tedy zdvisi na mnoZstvi dostupného PrP¢ v hostiteli. Priony se neSifi v mozcich, které
postradaji PrP; PrP% v nich neni schopny prendSet chorobu a zplisobovat neuropatologické
zmény.

Zajimavosti jsou tzv. minipriony, mutantni molekuly PrP sloZené pouze ze 106 AMK (ozna-

¢eni PrP106), jez byly vytvofeny deleci zbytkti 23—-89 a 141-176 (Prusiner, 1998). I pfes rozsah-

lou deleci AMK si minipriony zachovévaji infek&nost a umoziiuji utvateni PP

4.2 Z.akladni ¢innost PrP% — zména konformace PrP¢ v konformaci PrP*

Na rozdil od patogentli obsahujicich nukleovou kyselinu, jeZ maji své specifické vlastnosti zako-
dovany v genech, priony maji schopnost zménit konformaci PrP¢ diky své terciarni struktufe.

413

PrP% funguje jako vzor, podle kterého se ,,pfesklada“ molekula PrP¢ a nové vznikly PrP* se
stejnym zpisobem miZe mnoZit a Sitit dal.

Ve snaze toto dokazat, Kocisko er al. (1994) inkubovali **S-PrP° s neoznacenym PrP*. Vzo-
rek pak nechali $tépit PK, aby zjistili, zda byl n&jaky **S-PrP pfemé&nén na *S-PrP™. PrP ozna-
Ceny *°S, vykazujici charakteristickou Caste¢nou rezistenci k PK (tj. ¥*S-PrP™), byl vytvoien
pouze u vzorkd obsahujicich PrP%, nikoliv v8ak pokud vzorek PrP% neobsahoval, nebo ob-
sahoval-li PrP*, jenZ byl denaturovén. Tato ,,cell-free* pfeména poskytla piimy dikaz toho, Ze
diky interakci PrP% — PrP¢ miize PrP* pfeménovat normdlni, fyziologicky PrP® na patogenni

PrP5, a tak se pomnoZovat.

4.3 Modely ,,sebereplikace‘ prionu

Prionovd teorie nabizi dva mozné modely ,sebereplikace” priont: ,konformac¢ni model*
a ,,polymeracni model z4visly na tvorbé jader*.
Podle ,.konforma¢niho modelu* (nazyvaného také ,templdtovy*) jsou PrP¢ a PrP% dva

stabilni, monomerické, konformacni izomery prionového proteinu. Propuknuti onemocnéni je
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kineticky branéno velmi pomalou konformaéni zménou PrP¢ v PrP*. Jakmile je vSak vytvofena
molekula PrP*, interaguje s PrP¢ a vznikne heterodimer, ktery je nésledné rychle pfeménén ve
dvé& infekéni molekuly PrP5., Bariéra vysoké aktivaéni energie pocate¢ni tvorby PrP* miiZe byt
prekondna za pomoci chaperont nebo v piipadé dédicnych TSE diky mutacim. Tento model
piedpoklddd, Ze tvorba PrP* je autokatalytickd. PrP* ma tlohu vzoru, podle néhoZ dochdzi
k preuspofddéani molekuly PrP© (Liemann a Glockshuber, 1998). Podle Aguzziho a Polymenidou
(2004) zménou urcité domény (nebo celého proteinu) se PrP¢ stane schopnym vyvolévat stejnou

strukturni pfeménu dal§ich monomerd PrPC.

S [ Qu—

pfeména branéna
energetickou
bariérou (rychle)
S rychle) >
(pomaIU) ' »
-l
amyloid;

heterodimer homodimer neni podstatny pro replikaci

Obrizek 4: ,,Konformacni model* (,,templatovy*‘). Interakce PrP* s PrP¢ vyvolavd pieménu konfor-
mace PrP¢ v PrP%. Vysokd energetickd bariéra brani sponténni konverzi PrP¢ v PrP*. Upraveno podle
Aguzzi a Polymenidou (2004).

,,Polymeraéni model zdvisly na tvorb& jader* pfedpokladad, Ze PrP“ je v rychlé termodyna-
mické rovnovaze s monomernim prekurzorem PrP, ktery ma konformaci jako PrP* a je stabilni
pouze, je-li agregovan. Za fyziologickych podminek je rovnovdha silné posunuta smérem
k PrPC. Soucasné s PrP¢ existuje jen nepatrné mnoZstvi prekurzoru PrP%. Monomerni prekurzor
PrP*° je neskodny, pokud vSak jeho koncentrace diky posunu rovnovéhy pievysi tzv. kritickou
koncentraci, dojde k agregaci a tvorbé oligomeru PrP*. Oligomer PrP*° hraje roli ,,jadra*, do né&-
hoZ se za€letiuji dalsi monomerni prekurzory PrP*, a predstavuje infek&ni jednotku. Krokem li-
mitujicim rychlost je tvorba oligomeru kritické velikosti. Vytvoreni oligomerniho ,,jddra“ je na-
sledovédno rychlym Sifenim PrP%. Velikost shluku se piiddvanim dalSich molekul prekurzoru
PrP% zvétSuje, az dosdhne meze soudrznosti, za niz se odehrdvé rozklad poskytujici nova
infek¢ni ,,jddra*. Mutace PrP spojené s dédi¢nymi prionovymi chorobami mohou ovliviiovat
rovnovdhu mezi PrP® a monomernim prekurzorem PrP* a urychlit proces tvorby ,jader.
Na rozdil od ,.konforma¢niho modelu* tento model nepozaduje piimy kontakt PrP® a PrPsc.

(Aguzzi a Polymenidou, 2004; Liemann S. a Glockshuber R., 1998)
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Obrazek 5: ,,Polymera¢ni model zavisly na tvorbé jader. PrP® a PrP* jsou v reverzibilni termodyna-
mické rovnovaze. Pokud nékolik molekul monomeru PrP* vytvoii uspofddané ,,jadro*, miize do né&j byt
zaClenén dalsi monomer PrP% a miZe se tak vytvofit agregdt (amyloid). PrP* je stabilni pouze je-li sou-
Casti ,,jadra“. Rozdélenim agregdtu PrP* se vytvoii nové ,,jadra*, do nichZ se mohou zaclefovat dals{
molekuly PrP. Upraveno podle Aguzzi a Polymenidou (2004).

4.4 Mechanizmus premény PrP¢ v PrP*

Pfeména PrP (PrP-sen) v PrP* (PrP-res) je zédvisld na koncentraci obou forem prionového pro-
teinu a je velmi specifickou reakci. Nahrada PrP* (PrP-res) jinym fibrildrnim amyloidnim pro-
teinem, napf. Alzheimerovym beta amyloidem, nevede k pieméné PrP¢ (PrP-sen) (Caughey,
2001). Pokusy provadéné s PrP* z riznych hostitelskych druhti vedly pouze k velmi malé nebo
74dné konverzi PrP¢ (Kocisko et al., 1995). Z t&chto zjisténi vyplyva, ze pro pieménu PrPC€ je
nutnd homologie urcité sekvence AMK hostitelského a infekéniho PrP. Analyzy s PrP©
(PrP-sen), PrP% (PrP-res) a chimérickymi PrP mysi a kieCka ukdazaly, Ze G¢inné utvéafeni PrP%
(PrP-res) in vivo a v bun&nych kulturdch zdvisi na homologii PrP (PrP-sen) a PrP* (PrP-res)
v centrdlni tfetiné molekuly PrP (hlavné aminokyselinové zbytky 112—-138) (Caughey, 2001).
Zména jediné AMK na 138. mist¢ PrP dramaticky sniZzuje tvorbu PrP% (PrP-res) (Caughey,
2001). Tato sekvencni specifita je molekuldrnim zdkladem bariéry mezidruhového pfenosu TSE
in vivo (viz kap. 5.3 Mezidruhova bariéra a vCJID).

Podle Collinse et al. (2004) je pro zm&nu PrP¢ (PrP°) v PrP% (PrP™) nutnd alespofi do¢asna
dimerizace obou izoforem PrP. Kinetické analyzy konverznich reakci naznacily, Ze pfeména pri-
onového proteinu je spjata s interakci PrP¢ (PrP-sen) a PrP*¢ (PrP-res), kdy pocate¢ni vazba
a krok pfemény mohou probéhnout oddélené. Studie PrP kiecka a mysi in vitro ukézaly, Ze ac je
jejich konverzni reakce neucinna, proteiny se vazi relativné efektivné (Horiuchi ez al., 2000).

Dosud byli védci schopni zjistit infekénost spjatou pouze s agregaty PrP*, nikoliv s jejich
monomery. Dormont (2002) tvrdi, Ze vazba PrP® (PrP-c) na agregéty PrP% (PrP-sc), se kterymi

zistava v priib&hu pfemény spojen, md za ndsledek zménu jeho konformace. Transformace PrP¢
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(PrP-c) v PrP* (PrP-sc) je reverzibilni a PrP% (PrP-sc) zistdva stabilni jen, je-li agregovan.
Caughey et al. (1997) prokézali, Ze celkovd disagregace a denaturace PrP* soucasné snizuji
jeho infek&nost a schopnost ménit konformaci PrPC. Také redukce disulfidické vazby v mole-
kule PrP¢ (PrP-sen) nebo PrP% (PrP-res) potlacuje konverzi PrP¢ (PrP-sen) (Herrmann
a Caughey, 1998). Konverze PrP® miZe byt naproti tomu stimulovéna bud’ ¢aste¢nou denaturaci
PrP%¢ nebo plisobenim urcitych chaperont, napf. GroEL nebo Hsp104 (heat shock protein 104)
(DebBurman et al., 1997).

PrestoZe bylo navrzeno mnoho modelii a provedena fada experimentd, mechanizmus
mnozZeni priont neni na molekularni drovni stile plné objasnén. Zacatek konverzni reakce mize
byt vyvolany vystavenim prionového proteinu shluku PrP* tvoficimu ,,jadro* nebo miize byt za-
hajen diky vytvoreni dimeru PrP“—PrP*. Tvorba PrP* by piipadné mohla byt ndsledkem exprese
mutantniho PrP€, ktery je nachylny k utvéfeni PrP bohatého na strukturu B-listu. Monomer PrP*
miZe byt stabilizovdn asociaci s jinou molekulou PrP* a tvorbou oligomeru, ktery by mohl na-
pomdhat konverzi PrP¢. Je pravdépodobné, Ze ke zmé&né konformace PrP¢ v PrP* jsou tieba

jesté nezndmé bunécné faktory. (Dormont, 2002)

4.5 Misto premény PrP¢ v Prp*

DiileZitou otdzkou ve vyzkumu priont je, kde se odehrava pfeména PrP¢ v PrP%. Utvéfeni PrP*
mize v piipadé infekéni nakazy probihat bud’ na plazmatické membranég, kde pravdépodobné
dochdzi k prvnimu kontaktu endogenniho PrP¢ s exogennim PrP* (Campana e al., 2005), nebo
po pfijeti PrP* v endolyzosomdlnim kompartmentu buiiky (Borchelt er al., 1992). Dalsi
moznosti by mohlo byt, Ze dochdzi k zp&tnému transportu PrP* do GA a/nebo ER, ¢imZ se na-
rusi biosyntéza novych molekul PrP¢ a spusti tvorba PrP% z prekurzoru PrP (Campana e al.,
2005).

Beranger et al. (2002) ukazali, Ze stimulace zp&tného transportu a akumulace PrP¢ v ER zvy-
Suje produkci PrP% v infikovanych bufikdch. To naznacuje, Ze ER ma4 diileZitou tlohu v pfemé-
né PrP€. Hlavni vyznam ER tkvi v tom, Ze je mistem s velkym mnoZstvim substrdtu potfebnym
ke konverzni reakci. Navic je snaz$i zménit konformaci nascentniho polypeptidu, nez strukturu
spravné slozeného proteinu. Podle Campany et al. (2005) ma ER dvé moZné dlohy ve zméné
konformace PrP:

+ u dédi¢nych prionovych onemocnéni, jez maji pavod v mutantnim PrP, je ER pifmo

zahrnuto do pfemény PrP a tvorby priont,
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+ u infek¢nich prionovych onemocnéni miZze ER predstavovat misto amplifikace PrP%
vytvoreného drive jinde v buiice.
Tyto dvé rizné tlohy ER odrdZi mozné mechanizmy tvorby PrP%, kdy se v prvnim modelu
mutantni molekuly PrP spontdnné méni v PrP%, zatimco ve druhém modelu exogenni PrP*
funguje jako katalyzator pfemény PrP® (Campana er al., 2005).

Jiné studie (napf. Borchelt er al., 1992; Taraboulos et al., 1992) uvadéji, Ze k pfeméné PrP¢
dochdzi posttranslacné béhem endocytického cestovani buiikou, poté co protein dosahl povrchu
buriky. SniZeni teploty na 18 °C blokuje endocytézu a brani tvorb& PrP* (Borchelt et al., 1992).
Pokud je zabrdné&no transportu PrP° k plazmatické membrané, nebo je-li PrP¢ z membrény
uvolnén, snizi se tvorba PrP% (Borchelt er al., 1992). Pro¢ musi PrP¢ dosdhnout plazmatické
membrany pfed svou konverzi neni zndmo. Jednou mozZnosti je, Ze pro preménu jsou nutné post-
transla¢ni modifikace. Ddle by PrP® mohl fungovat jako receptor, ktery zprostiedkovava piijeti
PrP%¢ do butiky. Eventuéln& by mohlo byt dGvodem to, Ze prostiedi lipidd a proteind je piiznivé
pro interakci a pfeménu PrP—PrP* nebo Ze pro zménu konformace je nutny faktor, ktery je
specificky lokalizovan pravé na bunééné membrané. (Campana et al., 2005)

Z bunék infikovaného mysiho mozku byly ziskdny membranové mikrodomény (rafty) s PrP©
i s PrP%. Rafty mohou byt priony pouZivany ke vstupu do buiiky a mohou téZ poméahat pfi tvor-
b& a/nebo amplifikaci PrP* (Naslavsky et al., 1997). Campana et al. (2005) navrhuji ¢tyfi zpa-
soby, jakymi by rafty mohly regulovat tvorbu PrP*°. Rafty by mohly:

o ovliviiovat nasmérovéani PrP do specifického kompartmentu bufiky, kde se odehrava
jeho pfeména v PrP5¢,

+ obsahovat faktory (protein X, lipochaperony), jeZ jsou nezbytné pro utvareni PrP5c,

s poskytovat pfiznivé prostiedi pro setkdni a akumulaci molekul PrP¢ a PrP* a mohly by
napomdhat jejich vhodnému usporadani, jez je dileZité pro spravnou interakci
a preménu,

o specifické rafty by mohly stabilizovat konformaci PrP; pokud by PrP€ raft opustil, byl
by nespravné sloZzen a mohl by snadné&ji podlehnout pfeméné. (Campana et al., 2005)

Na otdzku, kde pfesné se odehrdva pfeména PrP¢ v PrP* zatim nelze jednozna¢né odpovedét.
Shrnutim hypotéz je mozno vyvodit zavér, Ze ER by mohlo hrét hlavni roli v pfeméné mutatni-
ho PrP u dédi¢nych forem TSE, zatimco transport PrP¢ k plazmatické membrané a jeho na-
slednd endocytéza jsou patrné nutné pro tvorbu PrP* u infek&nich forem TSE. Zd4 se, Ze také

rafty jsou dileZité v procesu zmény konformace PrPC.
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Obriazek 6: Vnitrobunééné cestovani PrP a mozné cesty tvorby PrP*. PrPC je syntetizovan v ER, kde
dochazi k jeho posttranslaénim modifikacim a kontrole kvality. Déle se pfes GA dostdva na bunécny po-
vrch a stdva se soucasti rafti. Molekuly Spatné sloZzeného a mutantniho PrP jsou ¢astecné degradovany
proteasomem. PrP¢ a agregéty $patné sloZeného PrP byly nalezeny i v cytosolu neuronti. Je-li zabranéno
transportu PrP¢ k plazmatické membrang (i) a je-li pfesmérovan do lyzosomii k degradaci (i) nebo je-li
PrP€ uvolnén z bunéného povrchu (ii), je zamezeno tvorbé PrP%¢. Omezeni internalizace PrP€ (iii) také
snizuje utvaieni PrP%. Obé& izoformy PrP (PrP® i PrP*) byly nalezeny v ranych a pozdnich endosomech
a v lyzosomech, kde jsou Gaste¢né (PrP*) nebo tplné (PrP®) degradovany. Cast PrPC je recyklovana
a vraci se zpét k plazmatické membréang (iv). PrP¢ i PrP% byly nalezeny v extraceluldrnim prostoru infi-
kovanych bunék. Upraveno podle Campana et al. (2005).
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5 TRANSMISIVNI SPONGIFORMNI ENCEFALOPATIE (TSE)
5.1 Charakteristika TSE

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) tvofi biologicky jedine¢nou skupinu fidce se
vyskytujicich neurodegenerativnich onemocnéni postihujicich CNS clovéka a dalSich savci
(Liemann a Glockshuber, 1998). Tyto choroby se vyskytuji jako infekcéni, genetické (dédicné)
a sporadické (Prusiner, 1998) (viz kap. 5.4 Klasifikace TSE).

Prenosnost (transmisivnost) je vlastnosti, kterd odd€luje TSE od ostatnich neurodegenera-
tivnich onemocnéni, jakymi jsou napf. Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba (Collins et al.,
2004). Pfenos je snadny v ramci stejného druhu, ale je moZny i mezi riznymi druhy.

TSE jsou tézké, bez vyjimky letdlni choroby. Jsou charakterizovany dlouhou asymptoma-
tickou inkubac¢ni dobou, kterd v piipadé ¢lovéka mize dosahovat az nékolika desitek let, a nede-
tekovatelnou protildtkovou odpovédi (Dormont, 2002). Onemocnéni probihaji pomalu a jsou ne-
vylécitelna. Klinickymi pfiznaky byvaji demence, poruchy az ztrita paméti, prohlubujici se
projevy motorickych dysfunkci (poruchy chiize a rovnovéhy), poruchy smysli a kozni citlivosti,
zmény v chovéni. Nékteré orgdny (zvlasté mozek, micha a sitnice) jsou té€Zce infikovéany dfive,
neZ se objevi klinické projevy nemoci (Dormont, 2002). V prub&hu onemocnéni neni rozpozna-
telny zénétlivy proces v krvi ani v mozkomiSnim moku. U nakaZeného jedince neni pozorovan
zadny z obvyklych imunohistologickych piiznakt chronické virové infekce. V mozku pacientti
neni identifikovatelnd Zadna struktura podobajici se viru, bakterii nebo jinému mikroorganizmu
(Dormont, 2002). Na biochemické urovni jsou TSE popisovany hromadénim proteini
v nervovych bunkach. Tim dochazi k vytvareni amyloidu (tj. fibrilarnich, k detergentu rezistent-
nich a na strukturu B-listu bohatych proteinovych polymera). Dochézi téZ k vakuolizaci neuro-
ni, ¢imz mozkova tkan ziskdva charakteristicky houbovity vzhled, jezZ je neuropatologickym
znakem onemocnéni (Chesebro, 2003). Poruchy nervové funkce jsou zptsobeny nemoznosti od-
stranit z mozku hromadici se proteiny (Collins et al., 2004).

Klinické priznaky vedou k podezieni na vyskyt TSE. V diagnostice se pouZivaji metody za-
loZené na detekci PK-rezistentniho PrP%° (Aguzzi a Polymenidou, 2004). TSE jsou dokazovéany
na zdkladé histopatologickych testi CNS, které demonstruji ménici se stupent spongiformni
degenerace neurond, gliézu astrocyti a tvorbu amyloidnich plakté (Liemann a Glockshuber,

1998).
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V soucasnosti neexistuje ucinny zptisob 1écby TSE. Mnoho 1ékt prodlouZilo Zivot zvitfatim
infikovanym scrapie, zadny vSak nebyl dspésny v 1écbé TSE po objeveni symptomi. Do bu-
doucna by nadéjnymi mohly byt smési obsahujici tetrapyroly, sulfonovd barviva,
lysosomotropni aminy a inhibitory cysteinovych protedz, jez zabrafiuji utvareni PrP™ (PrP-res)

v neuroblastomovych burikéch infikovanych scrapie (Caughey, 2001).

5.2 Pienos TSE - zpusoby nakazy a jeji Sifeni

UZ roku 1936 uskutecnili Jean Cuillé a Paul-Louis Chelle experimentdlni diikaz pienosné
povahy scrapie, kdyz intraokularni inokulaci suspenze michy z nemocnych ovci nakazili zdravé
ovce a kozy (Cuillé a Chelle, 1936). Roku 1966 Daniel Carleton Gajdusek ef al. oznamili pienos
kuru na Simpanze intracerebrdlni inokulaci (Gajdusek et al., 1966). O dva roky pozdéji se
Clarence J. Gibbs et al. podafilo stejnym zptusobem nakazit Simpanze i CJD (Gibbs et al.,
1968).

Moznost pfenosu TSE pfirozenou cestou mezi jedinci téhoZz druhu byla prokazana napf.
v 50. letech 20. stoleti pfi Sifeni onemocnéni kuru skrze ritudlni kanibalizmus mezi piislu$niky
kmene Fore na Papui Nové Guineji (Liemann a Glockshuber, 1998), déle pii propuknuti epide-
mie iCJD (iatrogenni CJD) mezi pacienty 1éenymi hormony ziskanymi z lidskych hypofyz
(rtstovy hormon, gonadotropin), ¢i pii objevu BSE, kterd zasahla hovézi dobytek ve Velké Bri-
tanii uprosted 80. let 20. stoleti (Dormont, 2002). Epidemie BSE propukla pravdépodobné diky
konzumaci masa a masokostni moucky kontaminované scrapie nebo BSE. Po roce 1988, po za-
kazu krmeni dobytka masem a masokostni mouckou, prudce klesl pocet postizenych zvitat
(Liemann a Glockshuber, 1998).

Z vySe uvedeného je ziejmé, Ze TSE lze pfenést jak inokulaci materidlu kontaminovaného
infikovanou tkani, tak ordln€ (napf. pfijmem infikované potravy nebo léku). Ackoli se patologie
TSE omezuje pfevazné na mozek, k ndkaze dochazi nejcastéji v disledku vniknuti infek¢niho
materidlu do periferie — intraperitonedlné, intraven6zné, intraokuldrné nebo peroralné. Na ex-
perimentalnich modelech bylo prokdzano, Ze nejefektivnéjsim zplsobem nédkazy je intracere-
brilni inokulace, nejméné efektivni je perordlni cesta. V pfirozenych podminkdch, zejména
napf. u BSE, vSak miZe byt periferni infekce mnohem ucinnéjsi, nez se predpokladalo
(Dormont, 2002).

Po periferni ndkaze je PrP* brzy po inokulaci prokazatelny v lymfatickém systému naka-

Zeného zvitete, pozdéji se objevi v CNS a byl detekovédn také v kosternich svalech (Aguzzi
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a Polymenidou, 2004). Po intraperitonedlni infekci bylo mnoZeni prionii zaznamenano nejprve
ve slezing, pak v hrudni ¢4sti michy a nakonec v bederni mise a v mozku. PrP* se §ifi skrze au-
tonomni nervova zakonceni pfitomnd v lymfatickych organech do CNS infikovaného jedince.
Lymfaticky systém hraje dileZitou roli v periferni infekci — imunitni butiky, nejpravdépodobnéji
dendritické buiiky a makrofdgy, mohou byt prvnim mistem mnoZeni PrP*:. V sekundarnich
lymfatickych strukturdch je infektivita spojend s folikularnimi dendritickymi burikami, jeZ jsou

kritickymi pro neuroinvazivni proces. (Dormont, 2002)

5.3 Mezidruhova bariéra a vCJD

Prenos priont z jednoho Zivoc¢isného druhu na jiny vyzaduje delsi inkubac¢ni dobu ve srovnani
s prenosem na hostitele stejného druhu a v urCitych piipadech je nemoZny (Liemann
a Glockshuber, 1998). Napiiklad BSE neni pfenosnd na kfecka, ackoliv mtiZze byt snadno prene-
sena na myS$ (Caughey, 2001). Tento jev se oznacuje jako mezidruhova bariéra. Aktudlni otaz-
kou je pfedev§im moznost jejiho prekroceni mezi zvitaty alidmi.

Sila mezidruhové bariéry je rtiznd. Hlavnim molekuldrnim cinitelem ovliviiujicim mezi-
druhovou bariéru je homologie mezi genem PRNP dérce a pfijemce. Ostatni geny hraji méné
dilezité role ve vnimavosti k prionim (Dormont, 2002). Cim bliz§i je tedy potadi AMK
v infek¢&nim PrP*¢ hostitelskému PrP€, tim v&tsi je Sance na pieménu PrP¢ v PrP* a tim snadnéji
dojde k prekroceni mezidruhové bariéry. Rozhodujici je patrné oblast PrP(112-138) (Caughey,
2001) (viz kap. 4.4 Mechanizmus pfemény PrP¢ v PrP%¢). Mezidruhovou bariéru zdsadnim zpu-
sobem ovliviiuje rozdilnost sekvenci AMK v PrP donora a hostitele. Ddle by mohly mit vliv pri-
onovy kmen (viz kap. 5.5 Prionové kmeny) a interakce PrP¢ se (zatim nezndmym) faktorem
hostitele, oznacovanym protein X (Liemann a Glockshuber, 1998).

V nékolika poslednich letech zemrtelo vice nez 25 lidi na novou variantu CJD (variantni CJD,
vCJD). Tato forma CJD se svymi vlastnostmi li§i od ostatnich typit CJD. Propukd u mladych lidi
a svymi projevy pripomind BSE. Experimentalni data poskytla diikazy, Zze vCJID je lidskou for-
mou BSE — ob€ onemocnéni zpiisobuje stejny prionovy kmen. To bylo prokazano pii pieneseni
priont z mozku skotu s BSE a mozku ¢lovéka s vCID na mysi, kdy vzniklé mySi PrP byly od
sebe nerozeznatelné. Jejich vznik mél stejnou inkubaéni dobu, byl spojen se stejnou neuropa-
tologii, PrP* mély stejnou glykosylaci i citlivost k PK (Clarke et al., 2001). Prvni piipady vCID
se vyskytly roku 1994 ve Velké Britanii (Prusiner, 1998). AZ do tinora roku 2006 bylo potvrzeno

160 piipadi ndkazy vCJID u obyvatel Velké Britanie; dal$ich 28 pacientl pochazi z jinych zemi
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svéta a néktefi z nich Britdnii nikdy nenavstivili (Collee et al., 2006). Vyskyt vCID naznacuje
prekroceni mezidruhové bariéry mezi hovézim dobytkem a clovékem. Spekuluje se o tom, zda

k infekci lidi do$lo diky konzumaci masa kontaminovaného BSE.

5.4 Klasifikace TSE

Prionové choroby mohou byt podle pfiiny rozdéleny do tfi skupin: infek¢éni (ziskané), gene-
tické (dédicné, familidrni) a sporadické.

Infekéni TSE souvisi s pfenosem PrP* (viz kap. 5.2 Pfenos TSE — zplisoby ndkazy a jeji §i-
feni). Jsou mezi né fazeny 1 iatrogenni choroby, jez mohou byt vyvolany pienosem infekcni
Castice pres léky (napf. hormonalni 1é¢bou pomoci preparatt pfipravenych z lidskych hypofyz),
pouzitim infikovanych ndstrojii (napf. nespravné sterilizovanych elektrod) pfi neurochirur-
gickych operacich nebo transplantaci rohovky ¢i §tépu tvrdé mozkové pleny od pacienta s TSE.
Infekéni TSE zahrnuji kuru, vCJD a iCJD lidi a vSechny TSE zvitat. Inkuba¢ni doba ziskanych
TSE je dlouhd, v rozsahu od 2 do vice nez 10 let (Chesebro, 2003).

Asi 15 % lidskych TSE je dédi¢nych (Clarke et al., 2001). Jednd se o fCID (familidrni CJD)*,
Gerstmann-Straussler-Scheinkeriv syndrom (GSS) a fatdlni familidrni insomnii (FFI). Tato
onemocnéni jsou spojovdna s autosomalné dominantnimi mutacemi genu PRNP (Chesebro,
2003), jichz bylo rozpoznano vice nez 20. Prvni objevenou mutaci PrP geneticky souvisejici
s dysfunkcemi CNS byla Prol02Leu u GSS (Prusiner, 1998). Nejc¢astéjsi mutaci u fCJD je
Glu200Lys, u FFI Aspl178Asn. Kromé bodovych mutaci genu PRNP byly v souvislosti degene-
rativnimi onemocnénimi mozku zjistény inzerce 2, 4, 5, 6, 7, 8 a 9 oktapeptidii v oblasti koduji-
ci charakteristické opakujici se oktapeptidy (P(Q/H)GGG(G/-)WGQ) (Liemann a Glockshuber,
1998). Familiarni TSE mohou byt diagnostikovany na zakladé analyzy genu PRNP (Clarke et
al., 2001). Doba propuknuti onemocnéni a jeho trvani zavisi na dané mutaci. Klinickd faze ob-
vykle za¢ind vraném véku. Variabilita v klinickych a patologickych ndlezech (pozorovana
1 mezi pacienty ze stejné rodiny) naznacuje, Ze onemocnéni ovliviiuji i jiné geny ¢i negenetické
faktory (Chesebro, 2003). Onemocnéni je pravdépodobné vyvoldno destabilizaci PrP¢ (diky
mutaci), coZ usnadfiuje jeho spontdnni konverzi v PrP* a ¢ini molekulu prionového proteinu na-
chylnou k agregaci. Mutace by mohla také usnadiiovat interakci PrP* s PrP“ nebo by mohla mit

vliv na navazani néjakého dalsiho ligandu (Clarke et al., 2001).

4 ZvySeny vyskyt fCJD byl v minulosti zaznamendn na nékterych mistech na Slovensku (napf. na Orave)
au Libyjskych Zida Zijicich v Izraeli (Prusiner, 1998).
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Sporadické TSE nesouvisi se ziskanymi ani s dédi¢nymi prionovymi onemocnénimi. Vysky-
tuji se ndhodné. Ro¢né dojde k ndkaze asi jednoho jedince ze dvou milionil; muZi a Zeny jsou
nakaZeni se stejnou frekvenci. Primérny vék propuknuti onemocnéni je 5070 kt. Klinick4 faze
trva pouze 1-12 mésict a kondi, stejné jako v pfipadé jinych forem TSE, smrti. Pfi¢ina téchto
onemocnéni dosud neni zndma. Existuje vSak n€kolik hypotéz snaZicich se vysvétlit jejich vznik

— napf. vliv dosud neidentifikovaného viru, spontanni somatickd mutace PrP, ndhodnad iniciace

samovolné tvorby PrP5 (PrP™) bez mutace PrP. (Chesebro, 2003)

Prionova choroba (TSE) Hostitel Pri¢ina
Scrapie (klusavka) ovce infek¢ni
Bovinni spongiformni encefalopatie (BSE, ,,nemoc §ilenych krav*) | skot infekéni
Transmisivni encefalopatie norkti (TME) norek infek¢ni
Chronic wasting disease (CWD, nemoc chronického vycerpani, jelenoviti

chronickd vysilujici choroba) (jelenec, los) infekéni

Felinni spongiformni encefalopatie (FSE, spongiformn{ encefa-

lopatie kocek) kockovita Selma infekéni
kudu, nyala,

Exotick4 encefalopatie kopytnikil piimoroZec infekéni

Kuru Clovek infek¢ni

Creutzfeldt-Jakobova choroba (CID):

- iatrogenni (iCJD) Clovek iatrogenni
- sporadicka (sCJID) Clovek sporadicka
- familiarni (fCJD) Clovek geneticka
- variantni (vCJD) Cloveék infek¢ni
Gerstmann-Striussler-Scheinkertiv syndrom (GSS) Cloveék genetickd
Fatélni familidrni insomnie (FFI, fatdlni familidrni nespavost) Clovek genetickd
Fataln{ sporadickd insomnie (FSI) ¢lovék sporadickd

Tabulka 1: Prehled prionovych chorob zviiat a ¢lovéka. Upraveno podle Liemann a Glockshuber
(1998) a Prusiner (1998).
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5.5 Prionové kmeny

Zajimavou otdzkou ve vyzkumu prioni je problematika prionovych kment, jeZ vyvoldvaji
onemocnéni lisici se klinickymi pfiznaky, oblastmi napadeni mozku a dobou inkubaéni faze.
Virova hypotéza vysvétluje tyto odliSnosti na zdkladé mutaci v genomu viru (Chesebro, 2003).
Podle prionové teorie se prionové kmeny lisi fyzikdlné chemickymi vlastnostmi PrP% — riiznou
citlivosti k PK, konformaci a glykosylaci.

Prionova teorie predpokladd, Ze kmenova specifita je zakédovana v terciarni struktufe PrP
a dany PrP% hraje roli vzoru pro konverzi PrPC. Tuto myslenku podpofily pokusy, ve kterych
byla na zlaté syrské kieCky pfenesena transmisivni encefalopatie norkit (TME) (Bessen
a Marsh, 1992a; Bessen a Marsh, 1992b). Jako ptivodce onemocnéni pak byly u kiecku identifi-
kovany dva rtizné prionové kmeny. Tyto kmeny byly oznaceny HY (,,hyper®) a DY (,,drowsy®).
Bessen a Marsh (1992a) prokazali, Ze kie¢¢i TME s HY a DY se lisi:

+ klinickymi projevy,

+ 1inkubacni dobou — TME s HY méinkubacni dobu 65 + 1 den, s DY 168 + 2 dny,

+ misty poskozeni mozku,

+ rychlosti replikace — HY se u kfecka mnoZi rychleji nez DY,

+ schopnosti vyvolat onemocnéni u norka — pri prenosu kiec¢i TME zpét na norka se

ukazuje, Ze si schopnost vyvolat onemocnéni uchovava pouze DY.

Z téchto vysledki 1ze usuzovat, Ze DY je hlavnim patogenem u norka a po delsi dobé vyvolava
onemocnéni i u kiecka, na rozdil od HY, ktery se u kiecka sice mnoZi rychleji, ale sdm neni
schopen u norka nevyvolat TME (Bessen a Marsh, 1992a). V dalsim pokusu Bessen a Marsh
(1992b) ukazali, Ze ackoliv maji oba kmeny TME stejnou sekvenci AMK, 1isi se:

+ citlivosti k PK — DY je citlivéjsi k PK nez HY,

+ sedimentaci v N-lauroylsarkosinu,

+ migraci v polyakrylamidovych gelech,
coz naznacuje, Ze DY a HY maji rliznou konformaci (Bessen a Marsh, 1992a).

Presvédcivy dikaz, Ze kmenové specificka informace je zakddovéana v tercidrni struktuie
PrP%¢, byl ziskén pfenosem PrP dvou rtiznych dédi¢nych prionovych onemocnéni — FFI (muta-
ce Aspl78Asn) a fCID (Glu200Lys) — na transgenni mysi. PrP* u FFI ma po deglykosylaci mo-
lekulovou hmotnost 19 kDa, zatimco PrP** ufCJD (a vétiny sporadickych prionovych
onemocnéni) 21 kDa. Rozdil v molekulové hmotnosti je dan riiznymi misty proteolytického od-

P

Stépeni N-konce, coZ odrazi odlisné tercidrni struktury PrP%. Odli§nost konformaci je pochopi-
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telnd, protoZe se oba PrP* 1isi sekvenci AMK. KdyzZ byly transgenni mysi inokulovany extrakty
z mozku pacienti s FFI, po 206 + 7 dnech od inokulace se v jejich mozcich tvofily 19 kDa
PrP5, zatimco mysi inokulované fCJD produkovaly po 170 + 2 dnech 21 kDa PrP%. Po dali{
inokulaci transgennich mysi, tentokrdt PrP% z myS$i nakaZenych pfedchdzejici inokulaci, se
inkubadni doby zkratily na 136 + 1 den u mysi tvoticich 19 kDa PrP* a 167 + 3 dny u mySi tvo-
ficich 21 kDa PrP*. Tento experiment ukdzal, Ze PrP* muzZe pii identické sekvenci AMK (mysi
exprimovaly stejny transgen) nabyvat dvou riznych konformaci. Déle bylo demonstrovano, Ze
PrP% m4 tlohu vzoru podle néhoZ dochézi k preméné PrPC. (Prusiner, 1998)

Kromé rizné€ dlouhé inkubalni faze jsou prionové kmeny charakterizovany i rozdily
ve spongiformnich zménach rtznych oblasti mozku. U transgennich mysi inokulovanych FFI
priony byl vyskyt PrP* omezen prevazné na talamus (stejné jako v pfipad& FFI u lidi) (Prusiner,
1998). Naproti tomu transgenni mysi inokulované fCJD priony produkovaly PrP* Siroce rozsi-
fené v celém kortikdlnim plasSti a mnoha hlubokych strukturdich CNS (obdobné jako u fCJD
lidi). (Prusiner, 1998)

Za ti¢elem zjisténi vlivu glykosylace na uloZeni PrP* byly vytvofeny transgenni mysi expri-
mujici PrP mutovany na misté¢ jedné nebo obou glykosylaci. Tyto mutace mély za nasledek
nenormdlni neuroanatomickou topologii PrP¢ v CNS. Mutanty, mutované v misté pro druhou
glykosylaci PrP, vykazovaly inkuba¢ni dobu vys§i nez 500 dni a neobvyklé uloZeni PrP*
(Prusiner, 1998). Na zaklad¢ téchto zjisténi se Prusiner (1998) domnivd, Ze glykosylace miiZe
modifikovat konformaci PrP¢ a ovliviiovat jeho sklon k tvorb& urc¢itého PrP% se specifickou

lokalizaci ukladani PrP.
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6 PRIONY KVASINKY Saccharomyces cerevisiae A HOUBY Podospora anserina

Jak jiz bylo feceno, prionové proteiny jsou unikdtni tim, Ze se mohou vyskytovat pfinejmensim
ve dvou konformacnich stavech. Jednim je prionova konformace, kterd mize stimulovat druhou,
neprionovou konformaci k pfeméné v prionovou. Ackoliv byly priony ptivodné definovany jako
infek¢ni patogeny savctli zptisobujici TSE, v SirSim slova smyslu se dnes pojem prion pouZiva
pro oznaceni jakéhokoliv proteinu, ktery existuje alesponi ve dvou stabilnich konformacnich
stavech, z nichz jeden je schopen vyvolavat prostorovou zménu u dal$ich konformert, a tim ka-
talyzovat tvorbu sama sebe (Uptain a Lindquist, 2002). Diky takto rozSifené definici prionu
mohla revolucni prionovd teorie pomoci objasnit zdhadné genetické vlastnosti kvasinky
Saccharomyces cerevisiae a houby Podospora anserina.

Preména konformace proteinu v prionovou ma za nésledek zménu funkce proteinu, a tim péa-
dem i zménu fenotypu butiky. Zména fenotypu se Sif{ z generace na generaci — protein v prio-
novém stavu se nemendelovsky, cytoplazmaticky ptfendsi z mateifské buriky na dcefinou
(Bousset a Melki, 2002). Priony kvasinek ptsobf jako geneticky dominantni proteinové elemen-
ty, které vyvolavaji biologicky dtilezité fenotypové zmény, aniz by jakkoliv ménily nukleovou
kyselinu (Uptain a Lindquist, 2002).

Doposud byly objeveny tfi priony u kvasinky Saccharomyces cerevisiae: [PSI'], [URE3],
[RNQ'] ajeden u vlaknité houby Podospora anserina: [Het-s]. Jedna se o prionové fenotypy
endogennich bunécnych proteinti Sup35p, Ure2p, Rnqlp a HET-s. Tyto proteiny ovliviiuji rizné
biologické procesy (napf. terminaci translace ¢i metabolizmus dusiku). Patrné nejsou homology
ani prionového proteinu savcd, ani sebe navzdjem (Uptain a Lindquist, 2002). Proteiny Sup35p,
Ure2p, Rnqlp a HET-s jsou kédovany chromozomalnimi geny SUP35, URE2, RNQI1 a het-s.
Prionové fenotypy kvasinkovych proteinti se v§ak vyskytuji fadové dvakrat Castéji, nez by odpo-
vidalo bodovym mutacim. Fenotypy [PSI*] a [URE3] navic zmizi, pokud buriky rostou
v pfitomnosti denaturujiciho guanidinia chloridu a mohou se opét objevit aniZ by byla vnesena
nova DNA. (Bousset a Melki, 2002)

Priony kvasinek se mnoha svymi vlastnostmi podobaji prionovému proteinu savci — napf.:

+ vytvari infekéni proteinové agregaty,

+ vjejich molekuldch se nachazi opakujici se oligopeptidy — u Sup35p bohaté na Gln,
u Ure2p bohaté na Asn a Gln,

+ maji neuspofddanou N-koncovou doménu a uspofddanou Ckoncovou doménu,

+ tvori amyloidni fibrily,
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+ vykazuji zménu vrezistenci k proteolyze,
+ u proteinu Sup35p byly popsédny fenomény prionového kmene i mezidruhové bariéry.
Na druhou stranu priony kvasinek a savct se v nékterych vlastnostech li§{ — napf-.:
o ukvasinek se jednd o cytosolové proteiny, na rozdil od membranového PrPC,
+ vznik prionového fenotypu je u kvasinek reverzibilni (kvasinky maji schopnost

,prepinat* mezi obéma konformacnimi stavy). (Bousset a Melki, 2002)

6.1 Kvasinkovy protein Sup35p

Sup35p je esencidlnim proteinem kvasinky Saccharomyces cerevisiae a ovliviluje presnost ter-
minace translace. Byvéa oznacovan také jako eRF3, nebof je podjednotkou transla¢niho termi-
nac¢niho uvoliiovaciho faktoru (Tuite a Lindquist, 1996). Spolu s proteinem Sup45p vytvaii
komplex, ktery se vdZe na ribozom a v mist€ stop kodonu zprostiedkovava terminaci translace.

Sup35p mize existovat ve dvou konformacnich stavech: bud jako neprionovy [psi], nebo
jako prionovy [PSI']. Stav [PSI'] je geneticky dominantni, protoZe setkdni [PSI'] a [psi] da
vzniknout [PST*]. [PSI*] se mnoZi autokatalytickou konverzi normalni neprionové formy [psi’]
(Tuite a Lindquist, 1996).

Pokud se Sup35p fenotypové projevuje jako [psi] dojde na stop kodénu na konci ¢teciho
ramce k terminaci translace a uvolnéni hotového proteinu z ribozomu. V buiikédch s fenotypem
[PSI*] vétsina proteini Sup35p pfijima prionovou konformaci. [PSI*] spontinné agreguje
za tvorby amyloidnich fibril, jeZ brani ukonceni translace, coZ m4 za nasledek pokracovani ¢teni
retézce i za stop kodénem. U kvasinek s [PSI] fenotypem vzristd pravdépodobnost, Ze dojde
k ,,downstream® prekladu nesmyslnych (,,nonsense*) kodént a tvorbé proteind s prodlouzZenym
C-koncem. Zisk [PSI*] miZe vést k prekladu normélné neprekladanych oblasti, coz se jevi jako
evolu¢ni vyhoda. [PSI'] poskytuje mechanizmus fenotypové diverzity v odpovédi na ménici se

podminky prostiedi. (Uptain a Lindquist, 2002)

o Supasp Sup45
fa(. 6) QSup!—lSp Sup35p Jc o

[psi-] AAAA | | [PSIH] AAAA

sssssssmsssmEsEmEnE [

Obrazek 7: Funkce proteinu Sup35p. Ve stavu [psi’] je Sup35p nutny pro tsp&$né ukondeni translace.
V burikéch s fenotypem [PSI'] vytvaii Sup35p fibrilarni agregaty. To naruSuje terminaci translace a ma

za nasledek tvorbu del§tho polypeptidového fetézce. Zisk [PSI*] miize vést k objeveni novych fenotypi
a tudiz ke zvyseni genetické variability. Upraveno podle Aguzzi a Polymenidou (2004).
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7 ZAVER

Ackoli se v poslednich desetiletich zabyvalo mnoho védct z riznych obort hleddnim a charak-
terizaci pivodce prionovych onemocnéni, TSE nadéle ziistavaji v mnoha ohledech tajemstvim.
Informace o struktufe a sloZeni infek¢ni ¢astice jsou nedostatecné. Existence proteinu zptisobu-
jictho onemocnéni, jenZ je schopen se ,,samoreplikovat®, a s tim spjatd prionové teorie jsou na-
dale kontroverznimi tématy. Nejdulezit€jsSim diikazem podporujicim prionovou teorii je zjistént,
7e PrP% je prevladajici makromolekulou nalezenou v purifikovanych infekénich frakeich.
Hlavni namitkou proti této teorii je, Ze diky pfitomnosti agregatt PrP je t€zké vycistit infekéni
agens a1ty nejCistsi frakce stdle obsahuji detekovatelnd mnozstvi nukleovych kyselin a dalSich
slozek, jeZ by mohly byt diilezité pro infektivitu. Byly publikovany alternativni modely navrhu-
jict ,,virino® nebo virus jako ptivodce TSE.

I kdyz védci doposud nebyli schopni prokdzat prionovou hypotézu a vyvolat prenosnou
neuropatologickou chorobu s PrP™ vytvofenym za definovanych podminek in vitro a ackoliv
zUstdva mnoho nejasnosti ohledné struktury infekéni formy PrP, je dnes uzndvana tdloha prio-
nového proteinu v patogenezi nemoci. U jedinci nakaZenych TSE ma PrP rozhodujici vliv na
dobu inkubace a mezidruhovou bariéru (Dormont, 2002). Naddle vSak ziistdvaji nejasnosti
v otdzkéch tykajicich se funkce PrP¢, mista a zplsobu jeho pfemény v PrP*. Pfesny me-
chanizmus vysvétlujici spongiformni zmény neuronti vedouci aZ k jejich smrti taktéZ neni
znam.

Diky studiu priont je nyni jasné, Ze jeden polypeptidovy fetézec mize zaujimat vice riznych
prostorovych konformaci. Porozuméni molekuldrnim mechanizmtim strukturni piemény PrP¢
v PrP% je nutné pro volbu vhodnych postupt 1é¢eni TSE. Slibnymi pifstupy v boji s prionovymi
chorobami by mohly byt napi. prevence pfemény PrP¢ v PrP* diky stabilizaci konformace PrP©
¢i ochrana nékterych zvitat pred TSE deleci jejich genu pro PrP. Priont prosté hovézi maso neni
hudbou piili§ vzdalené budoucnosti, protoZe v lednu roku 2007 bylo publikovano, Ze genovou
manipulaci byl vytvofen a ndsledné charakterizovan PrP“-deficientni skot. Po vice neZ 20 mé&si-
cich je klinicky, fyziologicky, histopatologicky, imunologicky a reprodukéné normadlni.
Homogenaty jeho mozkové tkané jsou rezistentni k Sifeni priont in vitro (Richt et al., 2007).
Preruseni tvorby PrP¢ tedy nemd za ndsledek zjevné vyvojové abnormality. Geneticky modifi-
kovany skot se patrné stane dulezitym modelem ve vyzkumu priond a je mozné, Ze rozhoduji-

cim zptisobem ovlivni masny pramysl.
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Objev prioni u nizsich eukaryot ukézal, Ze fenomén priont je v prirodé€ Siroce rozsiteny. Pri-
ony kvasinek by mohly byt jednim z modelti, vhodnych pro vyzkum priond. Hlavnimi vyhoda-
mi studia prionil kvasinek oproti prionim savcu jsou jejich dostupnost (kvasinky S. cerevisiae
jsou modelovym organizmem molekuldrné genetickych studii) a moznost provadét rychlé a bez-
pecné experimenty (jejich priony nejsou pro ¢lovéka nebezpecné). Studium prionit kvasinek
miZe vyznamné prispét k pochopeni molekularnich mechanizmi pfemény proteinu do prio-

nového stavu a miize pomoci naSemu poznavani biologické tlohy fenoménu prionii v§eobecné.
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