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Abstrakt

Bunécny prionovy protein (PrP¢) je znamy predevSim svou patologickou izoformou
PrPs¢, oznacovanou jako infek¢éni agens prionovych onemocnéni, mezi které patti bovin-
ni spongiformni encefalopatie (BSE), klusavka ¢i Creutzfeldt-Jakobova nemoc (C]D). Fy-
ziologicka tloha PrP¢ nebyla doposud objasnéna, ale byla popsana jeho ucast v regulaci
apoptozy, funkci adhezivni molekuly, antioxidantu, ¢i signalni molekuly. Navzdory tomu
nebylo prokazano, Ze by u mysi tento protein byl nezbytny pro jejich spravny vyvoj.
Ukazal se vSak jako esencidlni pro regeneraci hematopoetickych kmenovych bunék po
expozici letalnim zatéZovym podminkdam. Exprese PrP¢ mize ovliviiovat proliferaci a
diferenciaci tim, Ze pomaha bunikkdm udrzovat proliferacni aktivitu, ¢i zpomalovat spon-
tanni diferenciaci. MnoZstvi proteinu pozitivné ¢i negativné koreluje s expresi tran-
skrip¢ni faktort jako je napf. Oct4 ¢i Nestin, které jsou zasadni pro vyvoj
v embryogenezi. Exprese PrP¢ také reguluje prechod bunky z G1 faze do S faze bunécné-
ho cyklu. Tato bakalairska prace se zamétuje na publikované vysledky, které zkoumaji

vliv PrPC na bunécnou proliferaci a diferenciaci.
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Abstract

Cellular prion protein (PrP¢) is well known for its pathological isoform PrPs¢, widely be-
lieved to be the infectious agent of the prion diseases, which include Bovine spongiform
encephalopathy (BSE), scrapie and Creutzfeldt-Jakob disease. The physiological role of
PrPC is poorly understood, but its involvement in the regulation of apoptosis, adhesion
molecules, antioxidant, or signal molecules, has been described. Despite of these find-
ings, it hasn’t been proven, that the protein is necessary for normal development of
mice. However, the protein was shown to be essential for regeneration of hematopoietic
stem cells after exposure to lethal stress conditions. Expression of PrP¢ may have an ef-
fect on the proliferation and differentiation of cells by helping them keep the prolifera-
tive activity, or slow spontaneous differentiation. The quantity of the protein correlates
positively or negatively with expression of transcription factors such as Oct4/Nestin,
which are essential for development in embryogenesis. Its expression also regulates
transition of cells from G1 phase to S phase of the cell cycle. This bachelor thesis is fo-
cused on published results describing the influence of PrPC on cellular proliferation and

differentiation.
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1 Uvod

Bunéc¢ny prionovy protein PrP¢, ktery byl nalezen v mnoha tkanich a organismech,
¢lovéka nevyjimaje, je predevSsim znamy svou alternativni patologickou izoformou
PrPsc. Tato forma je oznaCovana za ptivodce smrtelnych neurodegenerativnich one-
mocnéni zvanych transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE). Prvni onemocnéni,
které bylo pozdéji zaiazeno mezi prionové (prion-proteinaceous infection), bylo po-
prvé popsano u ovci v 18. stoleti pod nazvy La trem-blante ve Francii, ¢i Traber-
krankheit v Némecku, dnes nazyvané scrapie - klusavka (McKintosh et al. 2003).
W. Spielmeyer v roce 1922 popisuje CJD na zadkladé pripadi publikovanych
H. G. Creutzfeldtem (1920) a A. M. Jakobem (1921) (McKintosh et al. 2003). V roce
1970 C. Gajdusek na zakladé pozorovani onemocnéni kuru spojeného s obdobnou
manifestaci jako je napf. spongiformni poSkozeni mozku, které se vyskytuje u CJD a
scrapie, tyto choroby sjednocuje a zdroj infekce oznacuje jako pomaly virus (McKin-
tosh et al. 2003). V roce 1982 je PrP oznaceno jako infek¢ni agens prionového one-
mocnéni a vznika prionova hypotéza o prenosu infekce bez kédovani patogenniho
PrP nukleovou kyselinou (NK) (Prusiner 1982). Infekce se tak zasadné liSi od one-
mocnéni zpisobenych viry, viroidy ¢i bakteriemi, pro které je NK esencialnim zdro-

jem informaci (Prusiner 1982). Tim se vymyka jednomu ze zakladnich dogmat biolo-

gie.

Vznik a prenos lidskych TSE probih4, oproti jinym onemocnénim zptisobenych pato-
geny, v daleko vétSim spektru moZnosti infekce. TSE mohou vznikat sporadicky kon-
verzi z PrP¢ na PrPsc (80%), mizZe dochazet k infek¢nimu prenosu (5%) ¢i se prenasi
dédi¢né (15%). Prionova onemocnéni jsou v populaci vzacna, napriklad vyskyt nej-
castéjsi sCJD (sporadické Creutzfeldt-Jakobovy nemoci) je celosvétové diagnostiko-
van u jednoho ¢i dvou pripadl za rok na milion obyvatel (Frankova a Krausova
2008). V populaci osob starsich nad 65 let se vyskytuje 5 pripadi ro¢né na milion
obyvatel (Frankova a Krausova 2008). V Ceské republice bylo mezi lety 2002-2012
potvrzeno 111 pripadt sCJD (Rohan et al. 2013).

Onemocnéni jsou nelécitelnd, s dlouhou inkuba¢ni dobou a fatalnim tucinkem na or-
ganizmus. Od klinické manifestace onemocnéni dochazi za méné nez jeden rok (2-6

mésicli) ke smrti jedince (Frankova a Krausova 2008).



Spole¢nymi znaky pro tato onemocnéni jsou hromadéni PrPs¢ v nervovych bunkach
spojené s tvorbou amyloidnich plaki, histopatologické projevy degenerace neuronti
a spongiozni zmény v mozku. Objevuji se zanéty mozkové tkané, které vsak nejsou
doprovazeny imunitni odpovédi (Imran a Mahmood 2011; Frankova a Krausova
2008). Lidské prionové onemocnéni se vyznacuje poruchami motoriky, zhorSenim
zraku, feci, postupnym rozvojem demence, ataxii mozecku (Imran a Mahmood
2011). U fatalni familiarni insomnie (FFI) dochazi také k porucham spanku (Imran a
Mahmood 2011).

TSE onemocnéni je svym charakterem obdobné dal$im neurodegenerativnim one-
mocnénim, jako je Alzheimerova choroba (AD) nebo Parkinsonova nemoc (PD), které
maji podstatné pomalejsi pribeéh, ale vyskytuji se v populaci daleko castéji (Stanley
B. Prusiner 2001). Pro tato onemocnéni je charakteristickd akumulace proteinti jako
je B-amyloid, Tau protein ¢i a-Synuclein, které se usporadavaji do amyloidovych fib-
ril. Pri jejich usazovanim v tkani dochazi k jejimu poskozovani a odumirani (Goedert
et al. 2010). Zasadni rozdil od téchto béZnych neurodegenerativnich onemocnéni je
v moZznosti prenosu. PrPsc vytvari infek¢ni partikule schopné infikovat jiné jedince
druhu i mezidruhové (napt. ovce-koza) a v pripadé kuru, BSE ¢i u CJD tak mize exis-
tovat riziko epidemie (Goedert et al. 2010).

Pri infek¢nim prenosu TSE dochazi k primarni akumulaci PrPsc v lymfatické tkani,
ve folikuldrnich dendritickych burikach (FDC), kam se priony dostavaji prostrednic-
tvim dendritickych bunék z travici soustavy (Mabbott a MacPherson 2006). Pfenos
do centralni nervové soustavy (CNS) poté probiha parasympatickymi a sympaticky-
mi nervovymi vlakny (Mabbott a MacPherson 2006).

0d zacatku 20. stoleti byla onemocnéni popsana v mnoha variantach u zvirat- Tab. 1
a lidi- Tab. 2, s predpokladem PrPsc jako infek¢niho agens.

Zvireci prionova onemocnéni

Onemocnéni Hostitel
Scrapie (klusavka) Ovce, kozy
BSE (bovinni spongioformni encefalopatie) Skot
CWD (chronické chradnuti jelenovitych) Jeleni
TME Norek
FSE KocCKky
NHP Lemufi
EUE Kudu, Nyala

Tabulka 1; Prevzato z (Imran a Mahmood 2011)



Lidska prionova onemocnéni

Onemocnéni Etiologie
Kuru Ritualn{ kanibalismus
sCDJ (sporadicka Creutzfeldt-Jakobova nemoc) Spontanni konverze na PrPSC ¢i somaticka mutace
iCJD (iatrogenni CD]) Infekce priony lidského ptivodu po transpantaci
f/gCJD (familiarni; geneticka CDJ) Mutace v Prnp genu; dédicné
GSS (Gertsmantv-Strausslertiv-Scheinkeriv syndrom) Mutace v Prnp genu
FFI (Fatalni familiarnf insomnie) Autosomalni onemocnéni s haplotypem 178N-129M
vC]D Infekce priony s BSE nakazeného skotu
sFI Spontanni konverze na PrPSC ¢i somatickd mutace
VPSPr Spontanni konverze na PrPSC ¢i somatickd mutace

Tabulka 2; Pfevzato z (Imran a Mahmood 2011)

Jednim ze zadsadnich rozdil mezi PrP¢ a jeho infekéni izoformou je citlivost PrP¢
k proteaze K, ktera béZnou formu zcela degraduje, avsak z PrPSc vznika 27-30kDa ne-
Stépitelny zbytek (Prusiner 1991). OdlisSna je rozpustnost v neinogennich detergen-
tech, jako je napf. Triton X-100, kde se PrPs¢ nerozpousti (Prusiner 1991). PrPs¢ je
také odolny viici ptsobeni UV ¢i ionizujiciho zafeni, vystaveni nizkym nebo vysokym
teplotam, formaldehydu a sterilizaci (Frankova a Krausova 2008). Obé izoformy jsou
lokalizovany na stejnych mistech v bumice, maji shodné primarni aminokyselinové
(AK) slozeni. Rozdil je v sekundarni struktuie. U PrPsc na N-konci a centralni Casti
molekuly dochazi k vzniku konformacnich zmén- pfemény a-helixu na 8-list, naopak
C-konec ziistava vétSinou nezménén- (obrazek 1) (Stahl a Prusiner 1991). Pfeména

vznika jakoZto posttranslacni déj na povrchu membran ¢i v endocytické draze (Stahl

PrPe Prpse

(OB Alpha helix

Mg Pleated sheet

a Prusiner 1991).

Obrazek 1
PrP¢ a PrPsc sdileji stejnou primarni strukturu, sekundarni je vSak odlisna. U PrPsc dochazi

v centralni ¢asti k preméné a-helixu na B-list; obrazek pievzat z: (Wilson a Nixon 2009)



1.1 Bunécny prionovy protein

Bunécny prionovy protein je znamy predevSim jako prekurzor PrPsSc, ktery je hlavni,
ne-li jedinou komponentou, tvorici infek¢ni prionové ¢astice. V soucasnosti se o PrP¢
uvazuje také jako o dynamické bunécné platformé na povrchu membran rtznych ty-
pl bunék, ktera je zapojena v mnoha procesech bunéc¢ného Zivota, od ¢asné embryo-
geneze aZ po programovanou smrt bunky, apoptdzu. Existuje rada studii prokazuji-
cich, Ze PrPC jakoZto ligand ovliviiuje mnohé: funkci nervové a imunitni soustavy,
vCetné paméti ¢i zanétlivych reakci, bunécnou proliferaci, diferenciaci, a to jak
v soustaveé nervové, tak i v mnohych dalSich (Linden et al. 2008). Aktivné se také po-
dili v mnohych signalnich drahach, naptiklad v signalni kaskaddé nékterych proteinti
Bcl-2 rodiny nebo v EGFr signalizaci, zapojené do procesu myelinizace (Linden et al.
2008; Bribian et al. 2012). Protein se vyskytuje na povrchu bunék v cholesterol-
bohatych lipidickych raftech, predevSim na butikach nervovych a v men$im mnozstvi
na lymfocytech a dalSich bunécnych strukturach, a to jiz od ¢asné syntézy v ER
(Biieler et al. 1992; Santuccione et al. 2005). Navzdory mnoha prokazanym funkcim
bunéfného prionového proteinu, nebyl tento protein oznacen jakoZto esencialni.
U mysi s Prnp%9 genomem nedochazi k Zddnym zasadnim fenotypovym projevim, at
se jedna o anatomické abnormality, fertilitu ¢i chovani, vznika pouze rezistence viici
TSE onemocnéni (Biieler et al. 1992). Nékteré prace vsak naznacuji, Ze p¥i nepiitom-
nosti proteinu dochazi k urcitym specifickym abnormalitam. Pfi oxida¢nim stresu
umysi s Prnp9/° byla pozorovana nizsi aktivita super-oxid dismutazy (SOD) (Brown
et al. 1997); byly pozorovany zmény délky v cirkadialnich rytmech a spanku
u Prnp%9 mysi (Tobler et al. 1996). Zkoumany také byly problémy s prostorovym
ucenim a motorikou za nepritomnosti PrP¢ v zavislosti na véku zkoumanych zvitat,
kdy u starsich jedincti doslo k zhorseni téchto schopnosti (Coitinho et al. 2003). Jed-
no z moznych vysvétleni, pro¢ nedochazi u Prnp%° mysi k fenotypovym projevim,
miiZe byt kompenzace funkce pomoci exprese redundantnich genti Shadoo a Doppel,
které jsou prepisovany v nékterych tkanich ¢i urcitych vyvojovych fazich, a mohly by
funkci PrP¢ zastupovat (Miranda et al. 2011). Také nékteré molekuly mohou kom-
penzovat nepritomnost PrP¢ zvySenim svého mnozstvi. Piikladem miiZe byt zvySeni
mnozstvi integrin podporujici axonalni rist pri nepiitomnosti PrP¢ (Hajj et al.

2007).



1.2 Prnp gen a struktura PrP¢ proteinu

Vysoce konzervovany PrP¢ membranovy glykoprotein o velikosti 30-35kDa, je u lidi
koédovan dvéma exony, které se nachazeji na dvacatém chromozomu a o délce tran-
skriptu 253 AK (maturovany, po posttranslacnich modifikacich 208 AK) (Horiuchi et
al. 1998; Prusiner 1991). U mysi je kédovan tremi exony, podobné tomu je u skotu €i
krys, a nachazi se na druhém chromozomu, délka transkriptu je 254 AK. Celkova ho-
mologie PrP¢ mezi kirecky, lidmi a mySmi dosahuje 90%, u ovci a skotu je pak nizsi

(Horiuchi et al. 1998; Prusiner 1991).

C-koncova globularni doména proteinu je vysoce konzervovana mezi mnoha druhy
béhem evoluce, coZ poukazuje na moznou podstatnou roli této ¢asti proteinu. Na po-
vrchu bunék je vazana pomoci GPI kotvy (Stahl a Prusiner 1991). GPI kotva je ptipo-
jovana v endoplazmatickém retikulu (ER) na C-konec, kde se nachdazi prislusna sig-
nalni sekvence pro pripojeni (Stahl a Prusiner 1991). Ve stredni ¢asti proteinu se na-
chazi hydrofobni doména (Stahl a Prusiner 1991). BliZe k C-konci doména obsahuje
dva kratké f-listy a tri a-retézce, kde mezi druhym a tfetim helixem je disulfidicky
miustek- (obrazek 2) (Wuthrich a Riek 2001). Tato doména také obsahuje dvé poten-
cionalni mista ke N-glykosylaci, protein se nachazi na burce ve vSech formach: neg-
lykosylované, ¢i s mono/di glykosylaci (Wuthrich a Riek 2001). Na NHz-konci nacha-
zime cilovou sekvenci pro ER, ktera je nasledné odstranéna, kde je protein upravo-
van (Stahl a Prusiner 1991; Prusiner 1991). Také se zde naléza pét sérii okta-repetici
(mnozstvi sérii se mezi Zivo€iSnymi druhy miiZe lisit), které mohou slouzit jako va-
zebné misto pro Cu?+, Zn2+, Ni2*, Mn2+(Choi et al. 2006). Z ER je nasledné ptes Golgiho

aparat (GA) transportovan na bunécny povrch.

U dospélych jedincli je Prnp gen pirepisovan specificky pro kazdou tkan. Nejvice
v mozku, a to jak v proliferacnich zénach nediferencovanych bunék, tak v ¢asti obsa-
hujici diferenciované neuronalni a gliové bunky, které vykazuji expresi PrP¢ (Manson
et al. 1992). V nizZ§im mnoZstvi se PrP¢ objevuje v srdci, v plicich a nejméné v jatrech

(Manson et al. 1992)



Obrazek 2
Struktura PrP¢: Na N-konci se naléza série okta-repetic, které mohou vazat ionty jako je napf.

Cu?+ ¢i Zn?+, v centralni ¢asti se nachazi struktura tii a-helixi a dvou B-listd, jsou zde dvé
mista pro glykosylaci. C-konec je navazan na GPI-kotvu v bunétné membrané; obrazek pre-

vzat z: (Cobb a Surewicz 2009)

Prionova genova rodina cita tti hlavni ¢leny, Prnp gen kddujici PrP¢, Prnd gen koduji-
ci Doppel (Dpl)- protein specificky pro muzsky reprodukéni systém, a Sprn gen kédu-
jici PrPC-like protein Shadoo (Sho), ktery je prepisovan v CNS, ale je méné rozsiren
nez PrPC (Watts a Westaway 2007). Struktura proteinu Dpl je obdobna strukture
PrPC, mysSi s krysami sdileji >90% proteinové identity, mysi a lidé okolo 76% (Moore
et al. 1999). Homologni ¢asti proteinu jsou predevSim na C- termindlni doméné,
na N-terminalni doméné chybi hydrofobni ¢ast a série okta-repetic- (obrazek 3) (Lu-
hrs et al. 2003; Riek a Luhrs 2003). Lidé s rliznymi druhy sdileji ptiblizné 20-25%
sekven¢ni homologie (Moore et al. 1999). Hlavni funkce tohoto proteinu je stejné ja-
ko PrPC€ nejasna, avSak oproti Prnp je Prnd ptrepisovan pouze v malé mire v CNS, jeho
exprese probiha predevsim v testes (Moore et al. 1999). U jedinct Prnd%/% nebyl ne-
rusen jejich embryonadlni ¢i postnatalni vyvoj, nicméné samdi jedinci byli neplodni

(Behrens et al. 2002).

Shadoo je naopak homologni s PrP¢ vjeho N-terminalni doméné, neobsahuje v§ak

okta-repetice, nybrz tetra-repetice bohaté na glycin, serin, alanin, homologni je také



hydrofobni ¢ast obou proteinli, a oproti proteinim PrPC ¢i Dpl se zde neutvari

sekundarni struktury a-helixti (Premzl et al. 2003; Watts a Westaway 2007).

Cu?t o™ Cu’ Cu® S-S GPIvA
12 His  His  His  His 121 134 [

T

I Il 1 Il 1
PPc [ [ IRF] | B[ | o [ oc
Octarepeals Hydrophobic — T
Tract CHO CHO
S-S
o | S-S GPIvaA
Doppel [ BL [ B o | [
CILO ClI-IO
GPIwvwa
Shadoo
Arg/Gly-Rich Hydrophobic
Tzelmr;pemq }(Trgcl CHO
Obrazek 3

Schéma gent prionové genové rodiny. Doppel je homologni v C-terminalni doméné, na N-
terminalni postrada hydrofobni ¢ast a okta-repetice. Shadoo ma obdobnou N-terminalni, na-

chazi se zde tetra-repetice; obrazek prevzat z: (Watts a Westaway 2007)

1.3 Fyziologicka funkce PrP¢

Fyziologicka funkce PrPC¢ je studovana jak na zvitecich modelech, tak in vitro. Pfesto-
Ze bylo popsano jeho angazma v mnohych procesech buné¢ného Zivota, a to za inter-
akce s velkym mnozstvim riiznych ligandg, tak u jedinct s Prpn?%? genotypem nedo-
chazi kzasadnim fenotypovym projeviim (Westergard et al. 2007; Biieler et al.

1992). PrP€ na povrchu bunék interaguje s mnoha molekulami, jako jsou naptiklad:
STI-1- heat-shock protein; PrP¢ navazanim muZe nap¥. negativné ovlivnit
apoptozu (Zanata et al. 2002).
Calveolin-1- protein lipidickych raft (Mouillet-Richard et al. 2000).
LRP- lamininovy receptory prekurzor (Gauczynski et al. 2001).
N-CAM- neuralni bunéc¢na adheze (Schmitt-Ulms et al. 2001).
Bcl-2-apoptoticky regulator (Kurschner a Morgan 1995).

Do bunéc¢ného Zivota je zapojen jakoZto anti-apoptoticky regulator. Vaze se napf.

na protein Bax, pro-apoptoticky ¢len Bcl-2 rodiny na lidskych post-mitotickych neu-



ronech, a inhibuje spusténi signalni kaskady, ktera indukuje buné¢nou smrt (Roucou
et al. 2003). PrP¢ se také s vysokou afinitou vaze na STI-1 pomoci své hydrofobni
domény, kdy napf. jejich vzajemna interakce v retiné indukuje neuprotekci pomoci

cAMP/PKA signalnich drah (Zanata et al. 2002).

PrPC pomoci N-terminalni domény s okta-peptidovymi repeticemi je schopen vazat
Cu?* do péti az Sesti vazebnych mist na histidin a glycin a mohl by tak mit urcitou en-
zymatickou funkci zaloZenou praveé na vazbé s timto iontem (Choi et al. 2006; Brown
et al. 1997). Podle studii Brown et al. 1997; D et al. 1999; Pauly a Harris 1998) by
PrPC¢ interakcemi s membranovymi proteiny vazajici Cu2* mohl mit majoritni roli v
jejich regulaci a také v exportu iontil do intracelularniho prostoru buriky. Méd’, kte-
rou protein vychytava z extracelularniho prostredi, indukuje endocytézu proteinu
z bunécného povrchu. PrP¢ zprostredkovanim Cu?* urychluje inkorporaci médi do
Cu/Zn SOD-1 a pokud bunka neexprimuje PrP¢, dochazi k poklesu aktivity Cu/Zn
SOD-1. Ale i samotny protein mliZe alternovat funkci SOD-1(Brown et al. 1997; D et
al. 1999; Pauly a Harris 1998).

Pokud se v bunécné kulture nenachazi dostatek bunécného prionového proteinu ci
jeho patogenni izoforma PrPsc, jsou bunky méné Zivotaschopné a citlivé
k oxidatnimu posSkozeni Cu2+* ¢i H202, proto se o proteinu uvaZuje i jakoZto o antio-

xidantu (D et al. 1999; Lehmann 2002).

Dal$i mozZnou ulohou, kterou PrPC zastava, je ovliviiovani signalni transdukce
v bunice. Pomoci N-terminalni domény s navazanym Cu2* miize PrP¢ interagovat s PI
3-kindzou, proteinem senzitivnim viici oxidativnimu stresu a regulujici signaly bu-
nécného preziti ¢i apoptdzy (Vassallo et al. 2005). Buriky s PrP¢ mély signifikantné
vyssi aktivitu tohoto proteinu, je tedy mozné, Ze je PI 3-kinaza pomoci Cu2* aktivova-

na (Vassallo et al. 2005).

Pravdépodobné zdsadni funkci zastava PrP¢ v hipokampu, kde dochazi k vysoké ex-
presi proteinu i v dospélosti. Hipokampus je ¢ast koncového mozku a hraje roli
v kratkodobé paméti a prostorové orientaci (Maglio et al. 2004). VNS se protein
koncentruj na synapsich, a to jak na presynaptické, tak i na postsynaptické (Maglio et
al. 2004). V hipokampu se také vaze na dal$i ligand- Laminin y-1. Ve spolecné inter-
akci ovliviiuji neuralni plasticitu, tedy formovani paméti, pravdépodobné pomoci

cAMP a ERK1/2 signalizace (Coitinho et al. 2006).



Urcitou ulohu zastava PrPC také v imunitnim systému, kde se tento protein hojné ex-
primuje. T-buiiky exprimujici PrP¢ oproti Prnp%/°, dosahuji vyssi schopnosti prolife-
rovat a je také modulovana jejich aktivace a potencionalni odpovéd na antigen (Ba-

inbridge a Walker 2005).

2 Uloha prionového proteinu v diferencujicich bui-
kach

2.1 PrPC¢v kmenovych bunkadch a jeho funkce v embryondlnim

Vyvoji
Postupny vyvoj CNS s perifernim nervstvem a jejich diferenciace je uzce spjat s ex-
presi PrPC. Protein je moZné v embryondalnich kmenovych buiikach detekovat jiz od
casné embryogeneze, a to jak v builkdch diferencovanych, tak i v proliferujicich
(Manson et al. 1992).
Pomoci imunodetekce béhem riznych fazi vyvoje nervové soustavy embrya skotu
(27. - 39. den vyvoje) bylo ukazano, Ze exprese PrP¢ vzrista v mozku a miSe v mis-
tech, kde dochazi k diferenciaci bunék, jako jsou intermedidlni a marginalni vrstvy
neuroepitelia (Peralta et al. 2012). Tyto oblasti jsou primarné osidleny axony a den-
drity kortikalnich neuront a neuroglii (Peralta et al. 2012). Naopak v periventriku-
larni z6né, kde se nachazeji nediferenciované, mitoticky aktivni neuralni progenito-
rové bunky, nebyl PrPC¢ detekovan (Peralta et al. 2012). PrPC imunoreaktivitou byl
tento protein detekovan také v dorzalnich korenech ganglii a v perifernich nervech

asociovanych s vyvojem strev (Peralta et al. 2012).

Béhem embryogeneze u mysich embryi starych 6,5 - 9,5 dne neni detekovdino mRNA
Prpn, ale béhem 13,5 dne je jiZ exprese Siroce rozsifena u postmitotickych bunék
v CNS, PNS a vjinych vyvijejicich se ¢astech embrya, jako je napft. stievo ¢i dentalni
lamina (Manson et al. 1992). Béhem 16,5 dne je urcité mnozstvi proteinu exprimo-
vano v Casné fazi bunék nefrond v ledvinach (Manson et al. 1992). Zarovei na mysich
maternalnich decidualnich bunkach byly béhem velmi casné embryogeneze (6,5 - 8,5
den) detekovany Prnp transkripty. Béhem 13,5. a 16,5. dne jsou Prnp transkripty de-
tekovatelné v maternalnich bunkach placenty, amnionu a mezodermalni vrstvé

Zloutkového obalu (Manson et al. 1992).



0d 9. do 18. (presné datovani pocatku exprese se mezi autory nepatrné lisi) dne bu-
nécného vyvoje mysich embryi dochazi k znacnému naristu exprese PrPC. Jeho
mnozstvi koreluje s hladinou markeru Oct4, coZ je jeden z nejpodstatnéjSich tran-
skrip¢nich faktort, ktery udrzuje pluripotenci u lidskych a mysich embryondlnich
bunék (Peralta et al. 2011). MnoZstvi Oct4, s postupnou diferenciaci bunék a s vy$Sim
mnoZzstvim PrP¢, klesaji (Peralta et al. 2011). Hladina exprese PrPC¢ u mysich embryi
ma také vliv i na dalsi pluripotentni markery, jako jsou Nestin, Nanog, Oct3/4 i
FoxD3, mnoZstvi jejich transkriptii bylo v Prnp9%/9 jedincich u Oct3/4 a Nanog niZsi a

FoxD3 vyssi (Miranda et al. 2011; Peralta et al. 2011).

Podobné vysledky byly také ziskany béhem spontanni diferenciace lidskych kmeno-
vych bunék (hESCs). V pocatku je mnozstvi PrP¢ nedetekovatelné, naopak proliferac-
ni marker oct-3/4 je prepisovan ve vysoké mire. BEhem nasledné spontanni diferen-
ciace vSak dochazi k poklesu oct-3/4 a naopak vzristu exprese PrP¢ (Lee a Baskakov
2010).

PrPC¢ ma schopnost béhem Casné bunécné diferenciace pozitivné regulovat mnozstvi
mRNA pro Nanog protein, kdy hladina prepisované mRNA Prnp odpovida mRNA Na-
nog genu (Miranda et al. 2011). Pokud doslo k inhibici signalnich drah u Prnp pomoci
specifickych protilatek, bylo signifikantné sniZeno mnozstvi mRNA pro Nanog pro-
tein (Miranda et al. 2011). Nanog protein ovliviiuje self-renewal (sebe-obnovu) kme-
novych bunék a reguluje pluripotenci a diferenciaci za pomoci stimulace transkrip¢-
nich faktorl Stat3 a Oct4 (Chambers et al. 2003). Exprese Prnp tak urcitym zptiso-

bem koriguje mnoZstvi mRNA Nanog proteinu. (Miranda et al. 2011).

Podstatna je vzajemna interakce PrP¢ a Nestinu. Nestin je pozitivni marker, ktery se
nachazi u rostoucich a diferencujicich bunék, a to jak u bunék nervovych (predevsim
v membranach rostoucich axonii), tak i v tkdnich jako jsou jatra, srdce ¢i prvoledviny
(mesonephros) (Peralta et al. 2011). Pokud dojde k inhibici tvorby PrP¢, naptiklad
pfi vyuziti siRNA proti mRNA Prnp, dojde k poklesu tvorby proteinu PrP¢, coZ ma ta-
ké za nasledek signifikantni sniZeni mnozstvi Nestinu a zpozdéni jeho exprese oproti

kontrolnim bunikkdm (Peralta et al. 2011).
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Pro zjisténi pozitivniho ¢i negativniho vlivu prionového buné¢ného proteinu jakozto
extracelularniho faktoru na interakci bunék béhem diferenciace hESCs, bylo vyuZito
kultivatni medium s pridanym a-rPrP (Lee a Baskakov 2010). a-rPrP je rekombi-
nantni nezkraceny, neglykosylovany prionovy protein, ktery neni navazany na GPI
kotvu a zaujima o-helikalni strukturu (Baskakov a Bocharova 2005).
Z extracelularniho prostoru miiZe byt navazovan na membrany za pomoci napf.
komplexu ADAM (Lee a Baskakov 2010). Bunky, které byly péstovany za nepiitom-
nosti a-rPrR, nebyly schopné udrZovat patricnou riistovou morfologii, oproti buri-
kam, které mély a-rPrR v mediu (Lee a Baskakov 2010). Zaroven u nediferenciova-
nych hESCs je vysoka aktivita alkalické fosfatazy (AP), ale pouze u bunék, které mély
v mediu a-rPrR, u stejnych bunék bez a-rPrR, byla tato aktivita zasadné redukovana
(Lee a Baskakov 2010). To podporuje teorii, Ze a-rPrR zpomaluje spontanni diferen-
ciaci u hESC, a zaroven podporuje proliferac¢ni aktivitu a udrzuje tuto fazi delsi, nez je

tomu u bunék bez a-rPrR proteinu (Lee a Baskakov 2010).

PrPC tedy negativné ovliviiuje spontanni diferenciaci hESCs a ma také negativni efekt
na jejich prechod z G1 faze do S faze. Béhem spontanni diferenciace hESCs, kdy mély
tyto bunikky umlceny PrP¢ a exprese proteinu byla down-regulovana pomoci lentivi-
rovych vektorl, bylo procento bunék v Gi fazi signifikantné vyssi, nez u bunék
s over-expresi PrPC (Lee a Baskakov 2013). Neni zcela jasné, zda protein spousti di-
ferenciaci sdm o osobé, i zda pouze zpomaluje samotny pirechod mezi G1 a S fazi,
coZ by vedlo k nasledné diferenciaci (Lee a Baskakov 2013). Timto se ukazuje, Ze
PrPC¢ nema pouze roli jako diferenciani marker ve spolecné interakci s jinymi, ale
svou expresi aktivné ovliviiuje bunécny cyklus (Lee a Baskakov 2013). Také prolife-
racni aktivita korelovala s hladinou exprese PrP¢ u hESCs a u bunék s takto down-
regulovanou expresi proteinu doslo k disbalanci mezi jednotlivymi zarode¢nymi lini-
emi, kdy ektodermalni linie byly suprimovany (Lee a Baskakov 2013). Naopak u bu-
nék s over-expresi PrPC¢ doslo béhem spontanni diferenciace k udrzovani vysoké pro-
liferacni aktivity téchto bunék a vSechny tri zarodecné linie byly potlaceny (Lee a

Baskakov 2013).
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2.2 PrPcu tkariové specifickych bunék

Vliv bunécného prionového proteinu je predevSim popisovan u nervové soustavy,
kde je nejvice exprimovan, a také ve snaze o nasledné vyuziti téchto poznatki pro
vyzkum a pripadnou léc¢bu TSE. PrP¢ je vSak exprimovan i v bunkach, které nejsou
neuralniho ptivodu, jako jsou bunky krevni, svalové, pohlavni ¢i bunky imunitniho
systému. | zde byl popsan vliv na jejich bunécnou diferenciaci, proliferaci a self-

renewal.

Mozny vliv ma PrP¢ v zapojeni do formovani zubni tkdné pomoci regulace diferencia-
ce ameloblastli a odontoblastii. Exprese PrP¢ se vyskytuje v riiznych fazich vyvoje
zubni tkané, které ovliviiuje a mohl by tak mit napt. efekt na pevnost zubni skloviny,
jelikoZ dochazi k jeji rozdilné mineralizaci u jedinct, ktefi PrP¢ neexprimuji (Zhang et

al. 2011).

U mysich kardiovaskuldrnich ES bunék, které se diferencuji do kardiomyocyti a bu-
nék hladké svaloviny, se 8,5. den objevuje exprese Prnp genu. PrPC tak miiZe slouzit
jako povrchovy marker pro rozdéleni ne-kardiomyogennich a kardiomyogennich
bunécnych frakci (Hidaka et al. 2010). Otazkou zlistava specificky vliv PrP¢ na dife-
renciaci kardiomyocytt ¢i jinych myocytt. Na mysich in vivo modelech mnozstvi PrP¢
pfimo neovliviiuje svalovou morfologii (a diferenciaci) za béZnych podminek, avSak
ma urcitou ulohu pfi jeji regeneraci (Stella et al. 2010). Pri poSkozeni svalové tkané u
mysi Prnp%/9, byl pozorovan delsi ¢asovy tsek pro zhojeni - ziskani ptivodni morfolo-
gie svalu, a nepiitomnost PrP¢ méla za nasledek delsi prolifera¢ni periodu a zpozdéni
diferenciace (Stella et al. 2010). BEéhem regenerace predevSim v prvnich dnech, do-
chazi u Prnp®/0 jedincG k down-regulaci oxidativnich a glykolytickych fibril. Také
hladina TNF-a (cytokin produkovany makrofagy a myocyty se zasadni roli v myoge-

nezi pomoci aktivace p38) byla nizsi u Prnp%/0 jedincti (Stella et al. 2010).

2.2.1 Nervové bunky

U savct je PrPC nejvice rozsifen v predevsim v mozku, ve spindlni chordé, v dorzal-
nich korenech ganglii, v mozeckovych gangliich a v perifernich nervech (Peralta et al.
2012; Kanaani et al. 2005). Koncentruje se predevSim na synapsich, nikoliv vSak

v mitoticky se délicich bunikach (Peralta et al. 2012; Kanaani et al. 2005). PrP¢ ma di-
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leZitou ulohu jak béhem neurogeneze, ale také v dospélé savci CNS, kde se exprimuje
vysoké mnozstvi oproti buiikdm nediferenciovanym, a jeho hladina pozitivné korelu-
je s hladinou neurondlnich prekurzort pro dospélé (maturované) neurony (Witusik

et al. 2007; Steele et al. 2006).

V lidském embryonalnim mozku se PrP¢ zacina exprimovat 11. tyden v axonalnich
traktech a exprese pokracuje aZ do konce téhotenstvi. Na jeho konci bylo pozorovano
zvySené mnozstvi exprese PrP¢ u neuronalnich bunék, a naopak nizka exprese PrP¢
u ¢asnych fazi mikroglidlnich subpopulaci by mohla vést k jejich specifické diferenci-
aci (Adle-Biassette et al. 2006). Podobné nizka i nedetekovatelna hladina exprese
PrPC u astrocytil ¢i oligodendroglii, naznacuje mozny vliv hladiny exprese na vyvoj
neurond (Steele et al. 2006). Samotnad exprese proteinu u neuronalnich bunék je
velmi riiznoroda a je mozné, Ze hladina exprese Prnp ovliviiuje finalni fenotyp bunky,
a PrP¢ se jevi jako jeden z faktorl ovliviiujici bunécny typ (Mouillet-Richard et al.

1999).

Na modelu lidskych kmenovych bunék pozitivnich na GFAP (NHA) byla pozorovana
nizka hladina exprese PrP¢ v nediferenciovaném stadiu. Po nasledné diferenciaci, se
hladina exprese znatelné zvysila, ale pouze u bunék neuralnich. Gliové bunky mély
v porovnani s bunikami nediferenciovanymi hladiny stejné (Witusik et al. 2007). Ob-
dobné vysledky byly i u mysich modeli, kdy mnozstvi PrP¢ pozitivné korelovalo s di-
ferenciaci multipotentnich neuralnich prekurzort, a zarovern i pozitivné s mnozstvim

Nestinu (Steele et al. 2006).

Ale i nizké mnozZstvi exprese PrPC¢ by u astrocytli mohlo mit vliv na jejich vyvoj, po-
dobné jako u mikroglii. U mySich astrocytti, které bunécny prionovy protein neex-
primovaly Prnp®/9, byl niZsi stupen vyvoje, neZ u astrocytt, které protein exprimova-
ly normalné (WT). Zarovenl u WT a over-expressing (OE) astrocytli byla pozorovana
vys$si rezistence viici indukované bunécné smrti, pravdépodobné diky interakci s STI-

1, a také doslo k redukci exprese Nestinu (Hartmann et al. 2013).

U oligodendrocytti v hipokampu absence PrP¢ vedla k poklesu proliferace, zpozdéni
diferenciace a kzvySeni poCtu nediferenciovanych bunék (Bribidn et al. 2012).
U téchto Prnp9/0 oligodendrocytii doslo béhem diferenciace ke zvySeni exprese mar-
kerd, jako jsou Sox10 a Olig2- TF esencialni pro vyvoj oligodendrocytid (Bribian et al.

2012). A naopak doslo down-regulaci riznych diferenciacnich markera jako je
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Sox17, ktery reguluje prechod z proliferujici faize do myelinizujici, coZ miliZe mit za

nasledek pravé zpozdéni diferenciace téchto bunék (Bribian et al. 2012).

Rozdilna délka procesu diferenciace pri nedostatku PrP¢ byla i u prekurzorovych
multipotentnich bunék Prnp%/9, které se od mysich bunék WT, lisily del$i dobou nedi-
ferenciované faze. A naopak WT buriky se projevovaly zvySenou expresi PrP¢, a to jak
u neuralnich prekurzort, tak u maturovanych bunék. Ackoliv byla nediferenciovana
faze u Prnp®0 bunék delsi, byly tyto bunlky schopny se plnohodnotné uplatnit
v neurogenezi (Steele et al. 2006). Zaroven také zvySena hladina PrPC neovliviiuje
celkové mnoZstvi neuront, které jsou produkovany a ani jejich morfologii (Steele et

al. 2006).

Krom jeho mozné dlohy v ovliviiovani bunécnych typt ve vyvoji, PrPC se angaZuje ve
spravném formovani nervové soustavy a podili se na jeji funkcénosti. Imuno-
znacenim (vyuzity byly specifické protilatky pro maturované neurony jako GAP-43,
MAP-2, Synaptophysin) byla pozorovana vysoka mira exprese PrP¢ béhem neuroge-
neze, predevsim na vyvijejicich axonech, a béhem synaptogeneze (Adle-Biassette et
al. 2006). Vysoka hladina PrP¢ na povrchu synapsi je udrZzovana také v dospélosti

(Adle-Biassette et al. 2006).

Béhem vyvoje hipokampalnich nervovych bunék Prnp%/9, které byly inkubovany
s rekombinantnim PrP, doSlo k zadsadnimu vyvoji celé burnky, predevSim synapsi.
Buriky se polarizovaly, doslo k prodlouzeni jejich neuritd, vyvoji synapsi a propojeni
mezi nimi (Kanaani et al. 2005). PrP¢ je podstatny i pro samotnou funkci synapsi.
V hipokampu mozku Prnp%/9 dochazi k oslabeni inhibi¢niho receptoru GABAa a vzni-

ka zde porucha dlouhodobého pilisobeni potencialu (Collinge et al. 1994).

Jak jiz bylo v kapitole 1.3 feCeno, bunécny prionovy protein interaguje se specificky-
mi molekulami a tim ovliviiuje riizné signalni drahy v nervovych bunkach, véetné di-
ferenciac¢nich regulatort. Interakce STI-1 s PrP¢ ma anti-apoptoticky vliv. Ukazuje se
vSak, Ze ma mozna i dalsi roli v nervovych kmenovych burikdch (NSC) (Santos et al.
2011). Na bunécném in vitro modelu, neurosférach, byl zkouman vliv STI-1
v interakci s bunénym prionovym proteinem. Jejich interakce se ukazala jako pozi-
tivni pro self-renewal kapacitu, u Prnp?%? bunék doslo k redukci téchto linii (Santos et

al. 2011).
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PrPC kooperuje také s integiny embryonalnich bunék béhem diferenciace. Napriklad
u Prnp?%? mysich linii dochazi k deregulaci integrinti, kdy mRNA pro nékteré byly
down-regulované, jiné se naopak nachazely ve vysSich koncentracich (Miranda et al.
2011). K zvySenému mnoZstvi integrini b€hem vyvoje nervové tkané u mysi Prnp?/?
dochdzi v interakci s vitronectinem, proteinem s diilezitou dlohou béhem diferencia-
ce a proliferace predevsim CNS, ktery je ligandem pro integiny (Hajj et al. 2007). Spo-
lecné s PrPC ovliviiuji axondlni riist (Hajj et al. 2007). U Prnp?%? vsak nedochazi
k jejich interakci a naopak zna¢né stoupa hladina integinti av33, které pravdépodob-

né kompenzuji tuto disbalanci (Hajj et al. 2007).

Dalsi molekula, se kterou PrP¢ interaguje, je NCAM (adhezivni molekula neuralnich
bunék). Vyskytuje se na povrchu neuront, kde ma zasadni roli v aktivaci jejich ristu
pomoci tyrozin-kinazy p59%" (Santuccione et al. 2005). Tato aktivace vede
k indukovanému nervovému ristu. V kulture mysich hipokampalnich neuronti bylo
zjiSténo, Ze pri nepritomnosti PrP¢, je tato signalizace omezen4, resp. zeslabena (San-
tuccione et al. 2005). PrP¢ také stabilizuje NCAM v lipidickych raftech a zvysuje efek-
tivitu reakce s p59%n. U Prnp%/0 bunék dochazi k zvySeni mnozstvi p59%m, jeho aktivi-
ta je vSak nizsi. PrPC tak v interakci s NCAM podporuje rist a vyvoj nervovych bunék
(Santuccione et al. 2005). U mysich kmenovych bunék je PrP¢ protein velmi dtlezity
pro NCAM indukovanou diferenciaci (Prodromidou et al. 2014). Interakce PrPC¢ a
NCAM ovliviiuje ukonc¢eni bunécéného cyklu a diferenciaci, u neurdlnich progenitora
Prnp®/° doSlo Kkjejich akumulaci v prolifera¢nim stadiu, ale jiZ nedochazelo
k nasledné diferenciaci (Prodromidou et al. 2014). Bunikky Prnp9/° také mély nizsi
hladinu (-1l tubulinu, coZ je neuron-specificky protein exprimovany
u diferencujicich bunék (Prodromidou et al. 2014). Pokud bylo do media ptidano
NCAM, doslo ke zvyseni hladiny -III tubulinu, ale pouze u bunék exprimujicich PrP¢

(Prodromidou et al. 2014).

2.2.2 Krevni bunky

PrPC se nachazi v krevni plasmé, a v riizném mnozstvi se exprimuje v Kostni direni na
prekurzorech myeloidnich bunék, lymfoidnich bunék a na hematopoetickych kme-

novych burikach (HSCs), napt. na HSCs CD34+ (Dodelet a Cashman 1998; Liu et al.
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2001). Béhem diferenciace jednotlivych linii dochazi k rozriznéni mnoZzstvi PrPC.
U granulocytii dochazi k down-regulaci exprese PrP¢, oproti lymfocytlim a monocy-
tlim, kde je zachovana (Dodelet a Cashman 1998). U vétSiny maturovanych mysich
T a B-lymfocyti v perifernich lymfoidnich organech, nedochazi k expresi PrP¢ nebo
jen v malém mnozstvi (Liu et al. 2001). Naopak nejvice PrP¢ je exprimovano na thy-
mocytech, dospivajicich T-bunkach (Liu et al. 2001). Exprese probiha i na progenito-
rech B-bunék (pro-B-buriky) (Liu et al. 2001). U erytroidnich prekurzort dochazi bé-
hem Casné faze diferenciace k zvySeni exprese PrP¢ a s naslednou postupnou matu-

raci je mnoZstvi down-regulované (Panigaj et al. 2011).

V ptirozenych podminkach organizmu nebyl pozorovan rozdil mezi Prnp exprimuji-
cimi jedinci a Prnp%/9, sdileji shodny hematokrit, mnoZstvi hemoglobinu i pocet Cer-
venych a bilych krvinek (Zhang et al. 2006). Zasadni vyznam exprese PrP¢ se objevu-
je ve stresovém stavu. PrP¢ pravdépodobné interaguje s HSCs, Ci slouZi jako korecep-
tor a HSCs chrani ptred apoptézou nebo udrZuje jejich dlouhodobou sebe-obnovu
(long-term self renewal) (Zhang et al. 2006). Pomoci HSCs v interakci s PrP¢ je moz-
né zrekonstruovat kostni diren po sériich ozareni, u jedinci Prnp®/0 k rekonstrukci

nedochazi a tento stav je letalni (Zhang et al. 2006).
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3 Zaver

PrPC je v organizmu hojné rozsifeny protein s Sirokou Skalou plsobnosti. Jednou
znich je jeho vliv na vyvoj buiiky, na sebe-obnovu (self-renewal) a diferenciaci
do rtznych bunécnych typl. Tato prace meéla za cil sumarizovat poznatky o vlivu
PrP¢ na bunécnou diferenciaci. Bylo poukadzano, Ze mnoZstvi PrP¢ kulminuje
v riznych fazich bunécéného Zivota a miize tak mit vliv na fenotypové rozdéleni bu-
nék. Prikladem miZe byt nizka exprese PrPC¢ u astrocytl oproti vysoké u oligoden-
drocytli nebo down-regulace PrP¢ u granulocytli oproti lymfocytiim a monocytiim.
Protein svou expresi piisobi na rizné faktory ovliviiujici diferenciaci, jako jsou Nes-
tin, Nanog, vitronectin ¢i Oct4. Kultivaci bunék s rekombinantnim PrP (a-rPrP) bylo
pozorovano, Ze protein negativné ovliviiuje piechod z G1 faze do S faze. U astrocytt
se interakce PrPC s STI-1 proteinem ukazala jako podstatna ochrana bunky pred
apoptézou, ale i podpora sebeobnovy a spravného vyvoje. PrPC se vaze i s dalSimi
molekulami ovliviiujici rist nervové tkané, jako je NCAM, jejichz spolecna interakce
ma vliv na ukonceni buné¢ného cyklu a zahajeni diferenciace. PrP¢ ma také vliv
na spravny vyvoj nervid a synapsi, jejich polarizaci, ale i na jejich vlastni funkci. Je ta-

ké nezbytny pro rekonstrukci kostni direné po jejim vystaveni letalnim podminkam.

Souhrnem miZeme rici, Ze PrP¢, ktery je zndm predevsim pro svou patogenni izo-
formu PrPs¢, zasahuje aktivné svou expresi, ¢i umélym pridanim a-rPrP do kultivac-
nitho media, k vyvoji a diferenciaci bunék. Stejné tak ma vliv na jejich spravnou regu-
laci béhem Zivota a ma podil na jejich funkci. Ackoliv Prnp%/° jedinci nevykazuji Zad-
né zasadni fenotypové odlisSnosti, tato prace poukazuje na podstatnou udlohu PrP¢

7

v jedné z nejdulezitéjsich fazi bunécného Zivota, tedy v bunécné diferenciaci.
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