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Abstrakt 

 

Buněčný prionový protein (PrPC) je známý především svou patologickou izoformou 

PrPSc, označovanou jako infekční agens prionových onemocnění, mezi které patří bovin-

ní spongiformní encefalopatie (BSE), klusavka či Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJD). Fy-

ziologická úloha PrPC nebyla doposud objasněna, ale byla popsána jeho účast v regulaci 

apoptózy, funkci adhezivní molekuly, antioxidantu, či signální molekuly. Navzdory tomu 

nebylo prokázáno, že by u myší tento protein byl nezbytný pro jejich správný vývoj. 

Ukázal se však jako esenciální pro regeneraci hematopoetických kmenových buněk po 

expozici letálním zátěžovým podmínkám. Exprese PrPC může ovlivňovat proliferaci a 

diferenciaci tím, že pomáhá buňkám udržovat proliferační aktivitu, či zpomalovat spon-

tánní diferenciaci. Množství proteinu pozitivně či negativně koreluje s expresí tran-

skripční faktorů jako je např. Oct4 či Nestin, které jsou zásadní pro vývoj 

v embryogenezi. Exprese PrPC také reguluje přechod buňky z G1 fáze do S fáze buněčné-

ho cyklu. Tato bakalářská práce se zaměřuje na publikované výsledky, které zkoumají 

vliv PrPC na buněčnou proliferaci a diferenciaci. 
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Abstract 

 

Cellular prion protein (PrPC) is well known for its pathological isoform PrPSc, 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 PrPC 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 Úvod 
 

Buněčný prionový protein PrPC, který byl nalezen v mnoha tkáních a organismech, 

člověka nevyjímaje, je především známý svou alternativní patologickou izoformou 

PrPSc. Tato forma je označována za původce smrtelných neurodegenerativních one-

mocnění zvaných transmisivní spongiformní encefalopatie (TSE). První onemocnění, 

které bylo později zařazeno mezi prionové (prion-proteinaceous infection), bylo po-

prvé popsáno u ovcí v 18. století pod názvy La trem-blante ve Francii, či Traber-

krankheit v Německu, dnes nazývané scrapie – klusavka (McKintosh et al. 2003). 

W. Spielmeyer v roce 1922 popisuje CJD na základě případů publikovaných 

H. G. Creutzfeldtem (1920) a A. M. Jakobem (1921) (McKintosh et al. 2003). V roce 

1970 C. Gajdusek na základě pozorování onemocnění kuru spojeného s obdobnou 

manifestací jako je např. spongiformní poškození mozku, které se vyskytuje u CJD a 

scrapie, tyto choroby sjednocuje a zdroj infekce označuje jako pomalý virus (McKin-

tosh et al. 2003). V roce 1982 je PrP označeno jako infekční agens prionového one-

mocnění a vzniká prionová hypotéza o přenosu infekce bez kódování patogenního 

PrP nukleovou kyselinou (NK) (Prusiner 1982). Infekce se tak zásadně liší od one-

mocnění způsobených viry, viroidy či bakteriemi, pro které je NK esenciálním zdro-

jem informací (Prusiner 1982). Tím se vymyká jednomu ze základních dogmat biolo-

gie. 

Vznik a přenos lidských TSE probíhá, oproti jiným onemocněním způsobených pato-

geny, v daleko větším spektru možností infekce. TSE mohou vznikat sporadicky kon-

verzí z PrPC na PrPSc (80%), může docházet k infekčnímu přenosu (5%) či se přenáší 

dědičně (15%). Prionová onemocnění jsou v populaci vzácná, například výskyt nej-

častější sCJD (sporadické Creutzfeldt-Jakobovy nemoci) je celosvětově diagnostiko-

ván u jednoho či dvou případů za rok na milion obyvatel (Franková a Krausová 

2008). V populaci osob starších nad 65 let se vyskytuje 5 případů ročně na milion 

obyvatel (Franková a Krausová 2008). V České republice bylo mezi lety 2002-2012 

potvrzeno 111 případů sCJD (Rohan et al. 2013). 

Onemocnění jsou neléčitelná, s dlouhou inkubační dobou a fatálním účinkem na or-

ganizmus. Od klinické manifestace onemocnění dochází za méně než jeden rok (2-6 

měsíců) ke smrti jedince (Franková a Krausová 2008). 
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Společnými znaky pro tato onemocnění jsou hromadění PrPSc v nervových buňkách 

spojené s tvorbou amyloidních plaků, histopatologické projevy degenerace neuronů 

a spongiózní změny v mozku. Objevují se záněty mozkové tkáně, které však nejsou 

doprovázeny imunitní odpovědí (Imran a Mahmood 2011; Franková a Krausová 

2008). Lidské prionové onemocnění se vyznačuje poruchami motoriky, zhoršením 

zraku, řeči, postupným rozvojem demence, ataxií mozečku (Imran a Mahmood 

2011). U fatální familiární insomnie (FFI) dochází také k poruchám spánku (Imran a 

Mahmood 2011). 

TSE onemocnění je svým charakterem obdobné dalším neurodegenerativním one-

mocněním, jako je Alzheimerova choroba (AD) nebo Parkinsonova nemoc (PD), které 

mají podstatně pomalejší průběh, ale vyskytují se v populaci daleko častěji (Stanley 

B. Prusiner 2001). Pro tato onemocnění je charakteristická akumulace proteinů jako 

je β-amyloid, Tau protein či α-Synuclein, které se uspořádávají do amyloidových fib-

ril. Při jejich usazováním v tkáni dochází k jejímu poškozování a odumírání (Goedert 

et al. 2010). Zásadní rozdíl od těchto běžných neurodegenerativních onemocnění je 

v možnosti přenosu. PrPSc vytváří infekční partikule schopné infikovat jiné jedince 

druhu i mezidruhově (např. ovce-koza) a v případě kuru, BSE či u CJD tak může exis-

tovat riziko epidemie (Goedert et al. 2010). 

Při infekčním přenosu TSE dochází k primární akumulaci PrPSc v lymfatické tkáni, 

ve folikulárních dendritických buňkách (FDC), kam se priony dostávají prostřednic-

tvím dendritických buněk z trávicí soustavy (Mabbott a MacPherson 2006). Přenos 

do centrální nervové soustavy (CNS) poté probíhá parasympatickými a sympatický-

mi nervovými vlákny (Mabbott a MacPherson 2006). 

Od začátku 20. století byla onemocnění popsána v mnoha variantách u zvířat- Tab. 1 

a lidí- Tab. 2, s předpokladem PrPSc jako infekčního agens. 

Zvířecí prionová onemocnění 

 

Tabulka 1; Převzato z (Imran a Mahmood 2011) 

Onemocnění Hostitel

Scrapie (klusavka) Ovce, kozy

BSE (bovinní spongioformní encefalopatie) Skot

CWD (chronické chřadnutí jelenovitých) Jeleni

TME Norek

FSE Kočky

NHP Lemuři

EUE Kudu, Nyala
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Lidská prionová onemocnění 

 

Tabulka 2; Převzato z (Imran a Mahmood 2011) 

Jedním ze zásadních rozdílů mezi PrPC a jeho infekční izoformou je citlivost PrPC 

k proteáze K, která běžnou formu zcela degraduje, avšak z PrPSc vzniká 27-30kDa ne-

štěpitelný zbytek (Prusiner 1991). Odlišná je rozpustnost v neinogenních detergen-

tech, jako je např. Triton X-100, kde se PrPSc nerozpouští (Prusiner 1991). PrPSc je 

také odolný vůči působení UV či ionizujícího záření, vystavení nízkým nebo vysokým 

teplotám, formaldehydu a sterilizaci (Franková a Krausová 2008). Obě izoformy jsou 

lokalizovány na stejných místech v buňce, mají shodné primární aminokyselinové 

(AK) složení. Rozdíl je v sekundární struktuře. U PrPSc na N-konci a centrální části 

molekuly dochází k vzniku konformačních změn- přeměny α-helixu na β-list, naopak 

C-konec zůstává většinou nezměněn- (obrázek 1) (Stahl a Prusiner 1991). Přeměna 

vzniká jakožto posttranslační děj na povrchu membrán či v endocytické dráze (Stahl 

a Prusiner 1991). 

 

Obrázek 1 

PrPC a PrPSc sdílejí stejnou primární strukturu, sekundární je však odlišná. U PrPSc dochází 

v centrální části k přeměně α-helixu na β-list; obrázek převzat z: (Wilson a Nixon 2009) 

Onemocnění Etiologie

Kuru Rituální kanibalismus

sCDJ (sporadická Creutzfeldt-Jakobova nemoc) Spontánní konverze na PrPSC či somatická mutace

iCJD (iatrogenní CDJ) Infekce priony lidského původu po transpantaci

f/gCJD (familiární; genetická CDJ) Mutace v Prnp genu; dědičné

GSS (Gertsmanův-Strausslerův-Scheinkerův syndrom) Mutace v Prnp genu

FFI (Fatální familiární insomnie) Autosomální  onemocnění s haplotypem 178N-129M

vCJD Infekce priony s BSE nakaženého skotu

sFI Spontánní konverze na PrPSC či somatická mutace

VPSPr Spontánní konverze na PrPSC či somatická mutace
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1.1 Buněčný prionový protein 
 

Buněčný prionový protein je známý především jako prekurzor PrPSc, který je hlavní, 

ne-li jedinou komponentou, tvořící infekční prionové částice. V současnosti se o PrPC 

uvažuje také jako o dynamické buněčné platformě na povrchu membrán různých ty-

pů buněk, která je zapojena v mnoha procesech buněčného života, od časné embryo-

geneze až po programovanou smrt buňky, apoptózu. Existuje řada studií prokazují-

cích, že PrPC jakožto ligand ovlivňuje mnohé: funkci nervové a imunitní soustavy, 

včetně paměti či zánětlivých reakcí, buněčnou proliferaci, diferenciaci, a to jak 

v soustavě nervové, tak i v mnohých dalších (Linden et al. 2008). Aktivně se také po-

dílí v mnohých signálních drahách, například v signální kaskádě některých proteinů 

Bcl-2 rodiny nebo v EGFr signalizaci, zapojené do procesu myelinizace (Linden et al. 

2008; Bribián et al. 2012). Protein se vyskytuje na povrchu buněk v cholesterol-

bohatých lipidických raftech, především na buňkách nervových a v menším množství 

na lymfocytech a dalších buněčných strukturách, a to již od časné syntézy v ER 

(Büeler et al. 1992; Santuccione et al. 2005). Navzdory mnoha prokázaným funkcím 

buněčného prionového proteinu, nebyl tento protein označen jakožto esenciální. 

U myší s Prnp0/0  genomem nedochází k žádným zásadním fenotypovým projevům, ať 

se jedná o anatomické abnormality, fertilitu či chování, vzniká pouze rezistence vůči 

TSE onemocnění (Büeler et al. 1992). Některé práce však naznačují, že při nepřítom-

nosti proteinu dochází k určitým specifickým abnormalitám. Při oxidačním stresu 

u myší s Prnp0/0 byla pozorována nižší aktivita super-oxid dismutázy (SOD) (Brown 

et al. 1997); byly pozorovány změny délky v cirkadiálních rytmech a spánku 

u Prnp0/0 myší (Tobler et al. 1996). Zkoumány také byly problémy s prostorovým 

učením a motorikou za nepřítomnosti PrPC v závislosti na věku zkoumaných zvířat, 

kdy u starších jedinců došlo k zhoršení těchto schopností (Coitinho et al. 2003). Jed-

no z možných vysvětlení, proč nedochází u Prnp0/0 myší k fenotypovým projevům, 

může být kompenzace funkce pomocí exprese redundantních genů Shadoo a Doppel, 

které jsou přepisovány v některých tkáních či určitých vývojových fázích, a mohly by 

funkci PrPC zastupovat (Miranda et al. 2011). Také některé molekuly mohou kom-

penzovat nepřítomnost PrPC zvýšením svého množství. Příkladem může být zvýšení 

množství integrinů podporující axonální růst při nepřítomnosti PrPC (Hajj et al. 

2007). 
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1.2 Prnp gen a struktura PrPC proteinu 
 

Vysoce konzervovaný PrPC membránový glykoprotein o velikosti 30-35kDa, je u lidí 

kódován dvěma exony, které se nacházejí na dvacátém chromozomu a o délce tran-

skriptu 253 AK (maturovaný, po posttranslačních modifikacích 208 AK) (Horiuchi et 

al. 1998; Prusiner 1991). U myší je kódován třemi exony, podobně tomu je u skotu či 

krys, a nachází se na druhém chromozomu, délka transkriptu je 254 AK. Celková ho-

mologie PrPC mezi křečky, lidmi a myšmi dosahuje 90%, u ovcí a skotu je pak nižší 

(Horiuchi et al. 1998; Prusiner 1991). 

C-koncová globulární doména proteinu je vysoce konzervovaná mezi mnoha druhy 

během evoluce, což poukazuje na možnou podstatnou roli této části proteinu. Na po-

vrchu buněk je vázána pomocí GPI kotvy (Stahl a Prusiner 1991). GPI kotva je připo-

jována v endoplazmatickém retikulu (ER) na C-konec, kde se nachází příslušná sig-

nální sekvence pro připojení (Stahl a Prusiner 1991). Ve střední části proteinu se na-

chází hydrofobní doména (Stahl a Prusiner 1991). Blíže k C-konci doména obsahuje 

dva krátké β-listy a tři α-řetězce, kde mezi druhým a třetím helixem je disulfidický 

můstek- (obrázek 2) (Wuthrich a Riek 2001). Tato doména také obsahuje dvě poten-

cionální místa ke N-glykosylaci, protein se nachází na buňce ve všech formách: neg-

lykosylované, či s mono/di glykosylací (Wuthrich a Riek 2001). Na NH2-konci nachá-

zíme cílovou sekvenci pro ER, která je následně odstraněna, kde je protein upravo-

ván (Stahl a Prusiner 1991; Prusiner 1991). Také se zde nalézá pět sérií okta-repeticí 

(množství sérií se mezi živočišnými druhy může lišit), které mohou sloužit jako va-

zebné místo pro Cu2+, Zn2+, Ni2+, Mn2+(Choi et al. 2006). Z ER je následně přes Golgiho 

aparát (GA) transportován na buněčný povrch. 

U dospělých jedinců je Prnp gen přepisován specificky pro každou tkáň. Nejvíce 

v mozku, a to jak v proliferačních zónách nediferencovaných buněk, tak v části obsa-

hující diferenciované neuronální a gliové buňky, které vykazují expresi PrPC (Manson 

et al. 1992). V nižším množství se PrPC objevuje v srdci, v plicích a nejméně v játrech 

(Manson et al. 1992) 
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Obrázek 2 

Struktura PrPC: Na N-konci se nalézá série okta-repetic, které mohou vázat ionty jako je např. 

Cu2+ či Zn2+, v centrální části se nachází struktura tří α-helixů a dvou β-listů, jsou zde dvě 

místa pro glykosylaci. C-konec je navázán na GPI-kotvu v buněčné membráně; obrázek pře-

vzat z: (Cobb a Surewicz 2009) 

 

Prionová genová rodina čítá tři hlavní členy, Prnp gen kódující PrPC, Prnd gen kódují-

cí Doppel (Dpl)- protein specifický pro mužský reprodukční systém, a Sprn gen kódu-

jící PrPC-like protein Shadoo (Sho), který je přepisován v CNS, ale je méně rozšířen 

než PrPC (Watts a Westaway 2007). Struktura proteinu Dpl je obdobná struktuře 

PrPC, myši s krysami sdílejí >90% proteinové identity, myši a lidé okolo 76% (Moore 

et al. 1999). Homologní části proteinu jsou především na C- terminální doméně, 

na N-terminální doméně chybí hydrofobní část a série okta-repetic- (obrázek 3) (Lu-

hrs et al. 2003; Riek a Luhrs 2003). Lidé s různými druhy sdílejí přibližně 20-25% 

sekvenční homologie (Moore et al. 1999). Hlavní funkce tohoto proteinu je stejně ja-

ko PrPC nejasná, avšak oproti Prnp je Prnd přepisován pouze v malé míře v CNS, jeho 

exprese probíhá především v testes (Moore et al. 1999). U jedinců Prnd0/0 nebyl ne-

rušen jejich embryonální či postnatální vývoj, nicméně samčí jedinci byli neplodní 

(Behrens et al. 2002). 

Shadoo je naopak homologní s PrPC v jeho N-terminální doméně, neobsahuje však 

okta-repetice, nýbrž tetra-repetice bohaté na glycin, serin, alanin, homologní je také 
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hydrofobní část obou proteinů, a oproti proteinům PrPC či Dpl se zde neutváří 

sekundární struktury α-helixů (Premzl et al. 2003; Watts a Westaway 2007). 

.  

Obrázek 3 

Schéma genů prionové genové rodiny. Doppel je homologní v C-terminální doméně, na N-

terminální postrádá hydrofobní část a okta-repetice. Shadoo má obdobnou N-terminální, na-

chází se zde tetra-repetice; obrázek převzat z: (Watts a Westaway 2007) 

 

1.3 Fyziologická funkce PrPC 
 

Fyziologická funkce PrPC je studována jak na zvířecích modelech, tak in vitro. Přesto-

že bylo popsáno jeho angažmá v mnohých procesech buněčného života, a to za inter-

akce s velkým množstvím různých ligandů, tak u jedinců s Prpn0/0 genotypem nedo-

chází k zásadním fenotypovým projevům (Westergard et al. 2007; Büeler et al. 

1992). PrPC na povrchu buněk interaguje s mnoha molekulami, jako jsou například: 

STI-1- heat-shock protein; PrPC navázáním může např. negativně ovlivnit 

apoptózu (Zanata et al. 2002). 

Calveolin-1- protein lipidických raftů (Mouillet-Richard et al. 2000). 

LRP- lamininový receptorý prekurzor (Gauczynski et al. 2001). 

N-CAM- neurální buněčná adheze (Schmitt-Ulms et al. 2001). 

Bcl-2-apoptotický regulátor (Kurschner a Morgan 1995). 

Do buněčného života je zapojen jakožto anti-apoptotický regulátor. Váže se např. 

na protein Bax, pro-apoptotický člen Bcl-2 rodiny na lidských post-mitotických neu-
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ronech, a inhibuje spuštění signální kaskády, která indukuje buněčnou smrt (Roucou 

et al. 2003). PrPC se také s vysokou afinitou váže na STI-1 pomocí své hydrofobní 

domény, kdy např. jejich vzájemná interakce v retině indukuje neuprotekci pomocí 

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

PrPC pomocí N-terminální domény s okta-peptidovými repeticemi je schopen vázat 

Cu2+ do pěti až šesti vazebných míst na histidin a glycin a mohl by tak mít určitou en-

zymatickou funkci založenou právě na vazbě s tímto iontem (Choi et al. 2006; Brown 

et al. 1997). Podle studií Brown et al. 1997; D et al. 1999; Pauly a Harris 1998) by 

PrPC interakcemi s membránovými proteiny vázající Cu2+ mohl mít majoritní  roli v 

jejich regulaci a také v exportu iontů do intracelulárního prostoru buňky. Měď, kte-

rou protein vychytává z extracelulárního prostředí, indukuje endocytózu proteinu 

z buněčného povrchu. PrPC zprostředkováním Cu2+ urychluje inkorporaci mědi do 

Cu/Zn SOD-1 a pokud buňka neexprimuje PrPC , dochází k poklesu aktivity Cu/Zn 

SOD-1. Ale i samotný protein může alternovat funkci SOD-1(Brown et al. 1997; D et 

al. 1999; Pauly a Harris 1998). 

Pokud se v buněčné kultuře nenachází dostatek buněčného prionového proteinu či 

jeho patogenní izoforma PrPSc, jsou buňky méně životaschopné a citlivé 

k oxidačnímu poškození Cu2+ či H2O2, proto se o proteinu uvažuje i jakožto o antio-

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

Další možnou úlohou, kterou PrPC zastává, je ovlivňování signální transdukce 

v buňce. Pomocí N-terminální domény s navázaným Cu2+ může PrPC interagovat s PI 

3-kinázou, proteinem senzitivním vůči oxidativnímu stresu a regulující signály bu-

něčného přežití či apoptózy (Vassallo et al. 2005). Buňky s PrPC měly signifikantně 

vyšší aktivitu tohoto proteinu, je tedy možné, že je PI 3-kináza pomocí Cu2+ aktivová-

na (Vassallo et al. 2005). 

Pravděpodobně zásadní funkci zastává PrPC v hipokampu, kde dochází k vysoké ex-

presi proteinu i v dospělosti. Hipokampus je část koncového mozku a hraje roli 

v krátkodobé paměti a prostorové orientaci (Maglio et al. 2004). V NS se protein 

koncentruj na synapsích, a to jak na presynaptické, tak i na postsynaptické (Maglio et 

al. 2004). V hipokampu se také váže na další ligand- Laminin γ-1. Ve společné inter-

akci ovlivňují neurální plasticitu, tedy formování paměti, pravděpodobně pomocí 

cAMP a ERK1/2 signalizace (Coitinho et al. 2006). 
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Určitou úlohu zastává PrPC také v imunitním systému, kde se tento protein hojně ex-

primuje. T-buňky exprimující PrPC oproti Prnp0/0, dosahují vyšší schopnosti prolife-

rovat a je také modulována jejich aktivace a potencionální odpověď na antigen (Ba-

inbridge a Walker 2005). 

 

2 Úloha prionového proteinu v diferencujících buň-
kách 

 

2.1 PrPC v kmenových buňkách a jeho funkce v embryonálním 
vývoji 

Postupný vývoj CNS s periferním nervstvem a jejich diferenciace je úzce spjat s ex-

presí PrPC. Protein je možné v embryonálních kmenových buňkách detekovat již od 

časné embryogeneze, a to jak v buňkách diferencovaných, tak i v proliferujících 

(Manson et al. 1992). 

Pomocí imunodetekce během různých fází vývoje nervové soustavy embrya skotu 

(27. - 39. den vývoje) bylo ukázáno, že exprese PrPC vzrůstá v mozku a míše v mís-

tech, kde dochází k diferenciaci buněk, jako jsou intermediální a marginální vrstvy 

neuroepitelia (Peralta et al. 2012). Tyto oblasti jsou primárně osídleny axony a den-

drity kortikálních neuronů a neuroglií (Peralta et al. 2012). Naopak v periventriku-

lární zóně, kde se nacházejí nediferenciované, mitoticky aktivní neurální progenito-

rové buňky, nebyl PrPC detekován (Peralta et al. 2012). PrPC imunoreaktivitou byl 

tento protein detekován také v dorzálních kořenech ganglií a v periferních nervech 

asociovaných s vývojem střev (Peralta et al. 2012). 

 

Během embryogeneze u myších embryí starých 6,5 - 9,5 dne není detekováno mRNA 

Prpn, ale během 13,5 dne je již exprese široce rozšířena u postmitotických buněk 

v CNS, PNS a v jiných vyvíjejících se částech embrya, jako je např. střevo či dentální 

lamina (Manson et al. 1992). Během 16,5 dne je určité množství proteinu exprimo-

váno v časné fázi buněk nefronů v ledvinách (Manson et al. 1992). Zároveň na myších 

maternálních deciduálních buňkách byly během velmi časné embryogeneze (6,5 - 8,5 

den) detekovány Prnp transkripty. Během 13,5. a 16,5. dne jsou Prnp transkripty de-

tekovatelné v maternálních buňkách placenty, amnionu a mezodermální vrstvě 

žloutkového obalu (Manson et al. 1992). 
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Od 9. do 18. (přesné datování počátku exprese se mezi autory nepatrně liší) dne bu-

něčného vývoje myších embryí dochází k značnému nárůstu exprese PrPC. Jeho 

množství koreluje s hladinou markeru Oct4, což je jeden z nejpodstatnějších tran-

skripčních faktorů, který udržuje pluripotenci u lidských a myších embryonálních 

buněk (Peralta et al. 2011). Množství Oct4, s postupnou diferenciací buněk a s vyšším 

množstvím PrPC, klesají (Peralta et al. 2011). Hladina exprese PrPC u myších embryí 

má také vliv i na další pluripotentní markery, jako jsou Nestin, Nanog, Oct3/4 či 

FoxD3, množství jejich transkriptů bylo v Prnp0/0 jedincích u Oct3/4 a Nanog nižší a 

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

 

Podobné výsledky byly také získány během spontánní diferenciace lidských kmeno-

vých buněk (hESCs). V počátku je množství PrPC nedetekovatelné, naopak proliferač-

ní marker oct-3/4 je přepisován ve vysoké míře. Během následné spontánní diferen-

ciace však dochází k poklesu oct-3/4 a naopak vzrůstu exprese PrPC (Lee a Baskakov 

2010). 

PrPC má schopnost během časné buněčné diferenciace pozitivně regulovat množství 

mRNA pro Nanog protein, kdy hladina přepisované mRNA Prnp odpovídá mRNA Na-

nog genu (Miranda et al. 2011). Pokud došlo k inhibici signálních drah u Prnp pomocí 

specifických protilátek, bylo signifikantně sníženo množství mRNA pro Nanog pro-

tein (Miranda et al. 2011). Nanog protein ovlivňuje self-renewal (sebe-obnovu) kme-

nových buněk a reguluje pluripotenci a diferenciaci za pomoci stimulace transkripč-

ních faktorů Stat3 a Oct4 (Chambers et al. 2003). Exprese Prnp tak určitým způso-

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

 

Podstatná je vzájemná interakce PrPC a Nestinu. Nestin je pozitivní marker, který se 

nachází u rostoucích a diferencujících buněk, a to jak u buněk nervových (především 

v membránách rostoucích axonů), tak i v tkáních jako jsou játra, srdce či prvoledviny 

(mesonephros) (Peralta et al. 2011). Pokud dojde k inhibici tvorby PrPC, například 

při využití siRNA proti mRNA Prnp, dojde k poklesu tvorby proteinu PrPC, což má ta-

ké za následek signifikantní snížení množství Nestinu a zpoždění jeho exprese oproti 

kontrolním buňkám (Peralta et al. 2011). 
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Pro zjištění pozitivního či negativního vlivu prionového buněčného proteinu jakožto 

extracelulárního faktoru na interakci buněk během diferenciace hESCs, bylo využito 

kultivační medium s přidaným α-rPrP (Lee a Baskakov 2010). α-rPrP je rekombi-

nantní nezkrácený, neglykosylovaný prionový protein, který není navázaný na GPI 

kotvu a zaujímá α-helikální strukturu (Baskakov a Bocharova 2005). 

Z extracelulárního prostoru může být navazován na membrány za pomoci např. 

komplexu ADAM (Lee a Baskakov 2010). Buňky, které byly pěstovány za nepřítom-

nosti α-rPrR, nebyly schopné udržovat patřičnou růstovou morfologii, oproti buň-

kám, které měly α-rPrR v mediu (Lee a Baskakov 2010). Zároveň u nediferenciova-

ných hESCs je vysoká aktivita alkalické fosfatázy (AP), ale pouze u buněk, které měly 

v mediu α-rPrR, u stejných buněk bez α-rPrR, byla tato aktivita zásadně redukována 

(Lee a Baskakov 2010). To podporuje teorii, že α-rPrR zpomaluje spontánní diferen-

ciaci u hESC, a zároveň podporuje proliferační aktivitu a udržuje tuto fázi delší, než je 

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

 

PrPC tedy negativně ovlivňuje spontánní diferenciaci hESCs a má také negativní efekt 

na jejich přechod z G1 fáze do S fáze. Během spontánní diferenciace hESCs, kdy měly 

tyto buňky umlčený PrPC a exprese proteinu byla down-regulována pomocí lentivi-

rových vektorů, bylo procento buněk v G1 fázi signifikantně vyšší, než u buněk 

s over-expresí PrPC (Lee a Baskakov 2013). Není zcela jasné, zda protein spouští di-

ferenciaci sám o osobě, či zda pouze zpomaluje samotný přechod mezi G1 a S fází, 

což by vedlo k následné diferenciaci (Lee a Baskakov 2013). Tímto se ukazuje, že 

PrPC nemá pouze roli jako diferenciační marker ve společné interakci s jinými, ale 

svou expresí aktivně ovlivňuje buněčný cyklus (Lee a Baskakov 2013). Také prolife-

rační aktivita korelovala s hladinou exprese PrPC u hESCs  a u buněk s takto down-

regulovanou expresí proteinu došlo k disbalanci mezi jednotlivými zárodečnými lini-

emi, kdy ektodermální linie byly suprimovány (Lee a Baskakov 2013). Naopak u bu-

něk s over-expresí PrPC došlo během spontánní diferenciace k udržování vysoké pro-

liferační aktivity těchto buněk a všechny tři zárodečné linie byly potlačeny (Lee a 

Baskakov 2013). 
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2.2 PrPC u tkáňově specifických buněk 
 

Vliv buněčného prionového proteinu je především popisován u nervové soustavy, 

kde je nejvíce exprimován, a také ve snaze o následné využití těchto poznatků pro 

výzkum a případnou léčbu TSE. PrPC je však exprimován i v buňkách, které nejsou 

neurálního původu, jako jsou buňky krevní, svalové, pohlavní či buňky imunitního 

systému. I zde byl popsán vliv na jejich buněčnou diferenciaci, proliferaci a self-

renewal. 

Možný vliv má PrPC v zapojení do formování zubní tkáně pomocí regulace diferencia-

ce ameloblastů a odontoblastů. Exprese PrPC se vyskytuje v různých fázích vývoje 

zubní tkáně, které ovlivňuje a mohl by tak mít např. efekt na pevnost zubní skloviny, 

jelikož dochází k její rozdílné mineralizaci u jedinců, kteří PrPC neexprimují (Zhang et 

al. 2011). 

U myších kardiovaskulárních ES buněk, které se diferencují do kardiomyocytů a bu-

něk hladké svaloviny, se 8,5. den objevuje exprese Prnp genu. PrPC tak může sloužit 

jako povrchový marker pro rozdělení ne-kardiomyogenních a kardiomyogenních 

buněčných frakcí (Hidaka et al. 2010). Otázkou zůstává specifický vliv PrPC na dife-

renciaci kardiomyocytů či jiných myocytů. Na myších in vivo modelech množství PrPC 

přímo neovlivňuje svalovou morfologii (a diferenciaci) za běžných podmínek, avšak 

má určitou úlohu při její regeneraci (Stella et al. 2010). Při poškození svalové tkáně u 

myší Prnp0/0, byl pozorován delší časový úsek pro zhojení - získání původní morfolo-

gie svalu, a nepřítomnost PrPC měla za následek delší proliferační periodu a zpoždění 

diferenciace (Stella et al. 2010). Během regenerace především v prvních dnech, do-

chází u Prnp0/0 jedinců k down-regulaci oxidativních a glykolytických fibril. Také 

hladina TNF-α (cytokin produkovaný makrofágy a myocyty se zásadní rolí v myoge-

nezi pomocí aktivace p38) byla nižší u Prnp0/0 jedinců (Stella et al. 2010). 

 

2.2.1 Nervové buňky 
 

U savců je PrPC nejvíce rozšířen v především v mozku, ve spinální chordě, v dorzál-

ních kořenech ganglií, v mozečkových gangliích a v periferních nervech (Peralta et al. 

2012; Kanaani et al. 2005). Koncentruje se především na synapsích, nikoliv však 

v mitoticky se dělících buňkách (Peralta et al. 2012; Kanaani et al. 2005). PrPC má dů-
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ležitou úlohu jak během neurogeneze, ale také v dospělé savčí CNS, kde se exprimuje 

vysoké množství oproti buňkám nediferenciovaným, a jeho hladina pozitivně korelu-

je s hladinou neuronálních prekurzorů pro dospělé (maturované) neurony (Witusik 

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

V lidském embryonálním mozku se PrPC začíná exprimovat 11. týden v axonálních 

traktech a exprese pokračuje až do konce těhotenství. Na jeho konci bylo pozorováno 

zvýšené množství exprese PrPC u neuronálních buněk, a naopak nízká exprese PrPC 

u časných fází mikrogliálních subpopulací by mohla vést k jejich specifické diferenci-

aci (Adle-Biassette et al. 2006). Podobně nízká či nedetekovatelná hladina exprese 

PrPC u astrocytů či oligodendroglií, naznačuje možný vliv hladiny exprese na vývoj 

neuronů (Steele et al. 2006). Samotná exprese proteinu u neuronálních buněk je 

velmi různorodá a je možné, že hladina exprese Prnp ovlivňuje finální fenotyp buňky, 

a PrPC se jeví jako jeden z faktorů ovlivňující buněčný typ (Mouillet-Richard et al. 

1999). 

Na modelu lidských kmenových buněk pozitivních na GFAP (NHA) byla pozorována 

nízká hladina exprese PrPC v nediferenciovaném stádiu. Po následné diferenciaci, se 

hladina exprese znatelně zvýšila, ale pouze u buněk neurálních. Gliové buňky měly 

v porovnání s buňkami nediferenciovanými hladiny stejné (Witusik et al. 2007). Ob-

dobné výsledky byly i u myších modelů, kdy množství PrPC pozitivně korelovalo s di-

ferenciací multipotentních neurálních prekurzorů, a zároveň i pozitivně s množstvím 

Nestinu (Steele et al. 2006). 

Ale i nízké množství exprese PrPC by u astrocytů mohlo mít vliv na jejich vývoj, po-

dobně jako u mikroglií. U myších astrocytů, které buněčný prionový protein neex-

primovaly Prnp0/0, byl nižší stupeň vývoje, než u astrocytů, které protein exprimova-

ly normálně (WT). Zároveň u WT a over-expressing (OE) astrocytů byla pozorována 

vyšší rezistence vůči indukované buněčné smrti, pravděpodobně díky interakci s STI-

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

U oligodendrocytů v hipokampu absence PrPC vedla k poklesu proliferace, zpoždění 

diferenciace a k zvýšení počtu nediferenciovaných buněk (Bribián et al. 2012). 

U těchto Prnp0/0 oligodendrocytů došlo během diferenciace ke zvýšení exprese mar-

kerů, jako jsou Sox10 a Olig2- TF esenciální pro vývoj oligodendrocytů (Bribián et al. 

2012). A naopak došlo down-regulaci různých diferenciačních markerů jako je 
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Sox17, který reguluje přechod z proliferující fáze do myelinizující, což může mít za 

následek právě zpoždění diferenciace těchto buněk (Bribián et al. 2012). 

Rozdílná délka procesu diferenciace při nedostatku PrPC byla i u prekurzorových 

multipotentních buněk Prnp0/0, které se od myších buněk WT, lišily delší dobou nedi-

ferenciované fáze. A naopak WT buňky se projevovaly zvýšenou expresí PrPC, a to jak 

u neurálních prekurzorů, tak u maturovaných buněk. Ačkoliv byla nediferenciovaná 

fáze u Prnp0/0 buněk delší, byly tyto buňky schopny se plnohodnotně uplatnit 

v neurogenezi (Steele et al. 2006). Zároveň také zvýšená hladina PrPC neovlivňuje 

celkové množství neuronů, které jsou produkovány a ani jejich morfologii (Steele et 

al. 2006). 

Krom jeho možné úlohy v ovlivňování buněčných typů ve vývoji, PrPC se angažuje ve 

správném formování nervové soustavy a podílí se na její funkčnosti. Imuno-

značením (využity byly specifické protilátky pro maturované neurony jako GAP-43, 

MAP-2, Synaptophysin) byla pozorována vysoká míra exprese PrPC během neuroge-

neze, především na vyvíjejících axonech, a během synaptogeneze (Adle-Biassette et 

al. 2006). Vysoká hladina PrPC na povrchu synapsí je udržována také v dospělosti 

(Adle-Biassette et al. 2006). 

Během vývoje hipokampálních nervových buněk Prnp0/0, které byly inkubovány 

s rekombinantním PrP, došlo k zásadnímu vývoji celé buňky, především synapsí. 

Buňky se polarizovaly, došlo k prodloužení jejich neuritů, vývoji synapsí a propojení 

mezi nimi (Kanaani et al. 2005). PrPC je podstatný i pro samotnou funkci synapsí. 

V hipokampu mozku Prnp0/0 dochází k oslabení inhibičního receptoru GABAA a vzni-

ká zde porucha dlouhodobého působení potenciálu (Collinge et al. 1994). 

 

Jak již bylo v kapitole 1.3 řečeno, buněčný prionový protein interaguje se specifický-

mi molekulami a tím ovlivňuje různé signální dráhy v nervových buňkách, včetně di-

ferenciačních regulátorů. Interakce STI-1 s PrPC má anti-apoptotický vliv. Ukazuje se 

však, že má možná i další roli v nervových kmenových buňkách (NSC) (Santos et al. 

2011). Na buněčném in vitro modelu, neurosférách, byl zkoumán vliv STI-1 

v interakci s buněčným prionovým proteinem. Jejich interakce se ukázala jako pozi-

tivní pro self-renewal kapacitu, u Prnp0/0 buněk došlo k redukci těchto linií (Santos et 

al. 2011). 
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PrPC kooperuje také s integiny embryonálních buněk během diferenciace. Například 

u Prnp0/0 myších linií dochází k deregulaci integrinů, kdy mRNA pro některé byly 

down-regulované, jiné se naopak nacházely ve vyšších koncentracích (Miranda et al. 

2011). K zvýšenému množství integrinů během vývoje nervové tkáně u myší Prnp0/0 

dochází v interakci s vitronectinem, proteinem s důležitou úlohou během diferencia-

ce a proliferace především CNS, který je ligandem pro integiny (Hajj et al. 2007). Spo-

lečně s PrPC ovlivňují axonální růst (Hajj et al. 2007). U Prnp0/0 však nedochází 

k jejich interakci a naopak značně stoupá hladina integinů αvβ3, které pravděpodob-

ně kompenzují tuto disbalanci (Hajj et al. 2007). 

 

Další molekula, se kterou PrPC interaguje, je NCAM (adhezivní molekula neurálních 

buněk). Vyskytuje se na povrchu neuronů, kde má zásadní roli v aktivaci jejich růstu 

pomocí tyrozin-kinázy p59fyn (Santuccione et al. 2005). Tato aktivace vede 

k indukovanému nervovému růstu. V kultuře myších hipokampálních neuronů bylo 

zjištěno, že při nepřítomnosti PrPC, je tato signalizace omezená, resp. zeslabená (San-

tuccione et al. 2005). PrPC také stabilizuje NCAM v lipidických raftech a zvyšuje efek-

tivitu reakce s p59fyn. U Prnp0/0 buněk dochází k zvýšení množství p59fyn, jeho aktivi-

ta je však nižší. PrPC tak v interakci s NCAM podporuje růst a vývoj nervových buněk 

(Santuccione et al. 2005). U myších kmenových buněk je PrPC protein velmi důležitý 

pro NCAM indukovanou diferenciaci (Prodromidou et al. 2014). Interakce PrPC a 

NCAM ovlivňuje ukončení buněčného cyklu a diferenciaci, u neurálních progenitorů 

Prnp0/0 došlo k jejich akumulaci v proliferačním stadiu, ale již nedocházelo 

k následné diferenciaci (Prodromidou et al. 2014). Buňky Prnp0/0 také měly nižší 

hladinu β-III tubulinu, což je neuron-specifický protein exprimovaný 

u diferencujících buněk (Prodromidou et al. 2014). Pokud bylo do media přidáno 

NCAM, došlo ke zvýšení hladiny β-III tubulinu, ale pouze u buněk exprimujících PrPC 

(Prodromidou et al. 2014). 

 

2.2.2 Krevní buňky 
 

PrPC se nachází v krevní plasmě, a v různém množství se exprimuje v kostní dřeni na 

prekurzorech myeloidních buněk, lymfoidních buněk a na hematopoetických kme-

nových buňkách (HSCs), např. na HSCs CD34+ (Dodelet a Cashman 1998; Liu et al. 
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2001). Během diferenciace jednotlivých linií dochází k rozrůznění množství PrPC. 

U granulocytů dochází k down-regulaci exprese PrPC, oproti lymfocytům a monocy-

tům, kde je zachována (Dodelet a Cashman 1998). U většiny maturovaných myších 

T a B-lymfocytů v periferních lymfoidních orgánech, nedochází k expresi PrPC nebo 

jen v malém množství (Liu et al. 2001). Naopak nejvíce PrPC je exprimováno na thy-

mocytech, dospívajících T-buňkách (Liu et al. 2001). Exprese probíhá i na progenito-

rech B-buněk (pro-B-buňky) (Liu et al. 2001). U erytroidních prekurzorů dochází bě-

hem časné fáze diferenciace k zvýšení exprese PrPC a s následnou postupnou matu-

rací je množství down-regulované (Panigaj et al. 2011). 

V přirozených podmínkách organizmu nebyl pozorován rozdíl mezi Prnp exprimují-

cími jedinci a Prnp0/0, sdílejí shodný hematokrit, množství hemoglobinu i počet čer-

vených a bílých krvinek (Zhang et al. 2006). Zásadní význam exprese PrPC se objevu-

je ve stresovém stavu. PrPC pravděpodobně interaguje s HSCs, či slouží jako korecep-

tor a HSCs chrání před apoptózou nebo udržuje jejich dlouhodobou sebe-obnovu 

(long-term self renewal) (Zhang et al. 2006). Pomocí HSCs v interakci s PrPC je mož-

né zrekonstruovat kostní dřeň po sériích ozáření, u jedinců Prnp0/0 k rekonstrukci 

nedochází a tento stav je letální (Zhang et al. 2006). 
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3 Závěr 
 

PrPC je v organizmu hojně rozšířený protein s širokou škálou působností. Jednou 

z nich je jeho vliv na vývoj buňky, na sebe-obnovu (self-renewal) a diferenciaci 

do různých buněčných typů. Tato práce měla za cíl sumarizovat poznatky o vlivu 

PrPC na buněčnou diferenciaci. Bylo poukázáno, že množství PrPC kulminuje 

v různých fázích buněčného života a může tak mít vliv na fenotypové rozdělení bu-

něk. Příkladem může být nízká exprese PrPC u astrocytů oproti vysoké u oligoden-

drocytů nebo down-regulace PrPC u granulocytů oproti lymfocytům a monocytům. 

Protein svou expresí působí na různé faktory ovlivňující diferenciaci, jako jsou Nes-

tin, Nanog, vitronectin či Oct4. Kultivací buněk s rekombinantním PrP (α-rPrP) bylo 

pozorováno, že protein negativně ovlivňuje přechod z G1 fáze do S fáze. U astrocytů 

se interakce PrPC s STI-1 proteinem ukázala jako podstatná ochrana buňky před 

apoptózou, ale i podpora sebeobnovy a správného vývoje. PrPC se váže i s dalšími 

molekulami ovlivňující růst nervové tkáně, jako je NCAM, jejichž společná interakce 

má vliv na ukončení buněčného cyklu a zahájení diferenciace. PrPC má také vliv 

na správný vývoj nervů a synapsí, jejich polarizaci, ale i na jejich vlastní funkci. Je ta-

ké nezbytný pro rekonstrukci kostní dřeně po jejím vystavení letálním podmínkám. 

Souhrnem můžeme říci, že PrPC, který je znám především pro svou patogenní izo-

formu PrPSc, zasahuje aktivně svou expresí, či umělým přidáním α-rPrP do kultivač-

ního media, k vývoji a diferenciaci buněk. Stejně tak má vliv na jejich správnou regu-

laci během života a má podíl na jejich funkci. Ačkoliv Prnp0/0 jedinci nevykazují žád-

né zásadní fenotypové odlišnosti, tato práce poukazuje na podstatnou úlohu PrPC 

v jedné z nejdůležitějších fází buněčného života, tedy v buněčné diferenciaci. 
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