2. Innledning

2.1 Prioner
Prion sykdommer inkluderer scrapie sau og geit, bovin spongiform encephalopati  (BSE) hos ku, Creutzfeldt- Jakobs sykdom (CJD) samt mange flere ulike typer  hos mennesker som skal bli nærmere omtalt i denne oppgaven..

I dag er fleste kjent med sykdommen kugalskap eller bovin spongiform encephalopati  (BSE) som er en infeksjonssykdom hos ku. Denne sykdommen skyldes trolig opphopning av proteinet prioner i hjernen.  Proteinet er ikke blitt degenerert av kroppens egne systemer for å kvitte seg med overflødige og skadelige prioner. Spongiform encephalopati , er en gruppe overførbare fatale demenssykdommer forekommer hos mennesker og dyr. I de siste årene har interessen for denne sykdomsgruppen vært økende nettopp på grunn av kugalskapepidemien og den nye varianten av Creutzfeldt- Jakobs sykdom (CJS) i Storbritannia spesielt1
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Fig 2.1  ” the Young Bull” malt Paulus Potter 1625-1654 på Mauritsius. Kua spiller en stor rolle i feltet om Transmissible spongiform Encephalopathy.32
2.1.1 Historisk tilbakeblikk.

På 1700-tallet hadde England en stor ullproduksjon. Det var omtrent like mange sauer som mennesker på den tiden, rundt 10 mill. I takt med den tidlige teknologiske utviklingen innenfor mekanikk som ble utnyttet i ull industrien, økte også den økonomiske betydnigen i kjøle vannet av denne industrien. Allerede i 1755 ble den økonomiske effekten av sykdommer oppdaget hos sau diskutert i det britiske paralamentet, samt hvordan myndighetene skulle bekjempe denne sykdommen32. skrapesyke, som er  spongiform encefalopati hos sau,.ble beskrevet første gang på 1800-tallet, men ble ikke bevist å være en overførbar sykdom før 193632. 
I 1960 årene ble det gjort en rekke eksperimenter av studier av skrapesyke. Det er klart at man her stod overfor et meget uvanlig smittestoff. Inkubasjonstiden var svært lang opptil flere år, og smittestoffet var særdeles resistent mot varmebehandling og kjemisk nedbrytning. Smittestoffet tålte også høyere doser av ioniserende stråler enn alle kjente virus. Tikvah Alper ved Hammersmith Hospital hadde derfor fremsatt en hypotese om at smittestoffet ikke inneholdt nukleinsyre 2, og matematikeren J.F. Griffith foreslo at smittestoffet kunne bestå av et spesielt konformert protein som overfører informasjon (smitte) ved å indusere tilsvarende konformasjon i et protein hos smittemottaker 3. Hjernevev fra syke dyr inneholdt et amyolidliknende protein, og omkring 1980 viste Patricia Merz ved hjelp av elektronmikroskopisk teknikk at amyoloid bestod av fibriller som hun kalte ” Scrapie-associated fibrils” 4
Fig 2.2
	årstall
	navn
	studier

	1700s
	
	Beskrivelser av Scrapie-adferd hos sau.

	1960:
	Alper
	DNA som er ødelagt av UV-lys hindrer ikke scrapie infeksjon 

	1966
	Gajdusek
	Chimps får  Kuru fra
    Innført smittede hjerne vev.

	1967
	Griffith
	Spekulerer om  TSE’s er årsaken til protein konformasjonale forandringer

	1981
	Mertz
	Finner fibriller i hjernevev hos  scrapie   smittede mus. (CONTINUED

	1997
	Stanley Prusiner
	forbindelse mellom  kuru, CJD, scrapie and BSE


Prusiner laget et proteinkonsentrat fra de amyloide fibrillene som Merz hadde beskrevet. Med dette kunne han vise at overførbarheten var knyttet til selve amyloidproteinet. Fibrillene bestod av polymerer av protein som han døpte PRION, et akronym som fremkom av ombytting av vokalene i forstavelsene i proteinøs infeksiøs partikkel. I 1997 ble Prusiner tildelt nobel pris i medisin for sitt arbeid med prioner. Stanley Prusiner la frem en studie som fant en forbindelse mellom  kuru, CJD, scrapie and BSE. Han mente at prion var årsaken til spongiform manifestatisjon i BSE-smittede pasienter36
2.3 Prion proteinet

I 1984 isolerte Basler og medarbeidere ( C. Weissmann og S.B.Prusiner) priongenet 7 og viste at genet og gen produktet var tilstedet i alle dyre arter inkludert mennesket. Senere studier viste at det normale proteinet (PrPc) var foldet i en alfaheliksdominert sekundærstruktur. Det normale proteinet kunne ikke overføre sykdom13
[image: image2.png]



Fig 2.3 En visuel fremstilling hvordan strukturen til PrPc og PrPSC mulig 
ser ut 32
Men mye er uklart med hensyn på den molekylære basisen for det normale og abnormale prion proteinet. Det foregår pr.i dag mye forskning på dette området for å lære prion proteinet å kjenne, og dermed kunne løse gåten på hvordan de ulike prionsykdommene forekommer hos både mennesker og dyr. Det som gjør PrPc spesiell er proteinets selvreplikerende adferd som ikke lar seg ødelegge ved varmebehandling og kjemisk nedbrytning. PrPSC ,  som trolig er blitt dannet ved en konformasjonsendring av PrPc, er betegnelsen for den abnormale prion proteinet kan være smittsomt, arvelig betinget og opptre spontant. Med spontant opptreden er å forstå at sykdommen kan forekomme som er resultat av mutasjon. Denne konformasjonsendringen er det mye forskning på pr i dag og pr. i dag er ingen som kan helt sikkert fastslå hva som gjør at Proteinet endrer struktur. Denne oppgaven vil opplyse hva forskerne tror skjer med Prion Proteinet og hvorfor dette skjer.
Prion proteinet forkommer naturlig i en rekke organismer, men dets funksjon er fortsatt uklar. Det er flere teorier om hva som er dets funksjon. I studier hvor PrPc er fjernet hos knockout mus, har man kommet frem til at mulig det normale prionet kan binde kobber, eller ha noe med celle adhesjon og signalisering å gjøre 32. Mulig PrPc  spiller en rolle i beskyttelse mot oxidativ stress i cellene. på grunn av sin super oxidative dismutasjon aktivitet 34. 
En annen studie med mus hvor PrPc var fjernet, resulterte i at de oppførte seg normalt i ca 7 mnd. Musene viste ingen immunologisk defek t33 
Det man vet i dag er at PrPc  må være tilstede for at prionet skal opptre som  patogent.

Prioner er glykoproteiner som i all hovedsakelighet er tilstede på cellemembraner hos nerveceller i nervevev eks. hjerne og ryggmarg i store mengder. Proteinet er også påvist i andre vev, men i betydelig lavere konsentrasjoner. PrPc nedbrytes av lysosomale proteaser, men PrPSC motstår dette og vil i stedet akkumuleres kroppen som amyoloid. I og med at det er påvist store mengder prioner i hjernen, antar man at akkumulasjonen skjer i hovedsak her. 
Proteaser er fellesbetegnelser på enzymer som bryter ned proteiner ved å splitte peptidbindinger. Disse ezymene er å finne i lysosomer, som er organeller i eukaryote celler. Denne organellen har en lav pH. 
Hva som er årsaken til prionsykdommer som opptrer hos mennesker og dyr er uklar. Flere hypoteser er diskutert og diskuteres fortsatt, om det faktiske er PrPSC  aggregatet eller om det er inaktive PrPC . Det kan være at det ikke er skadelig med tilstedeværelsen av PrPSC, men at faktiksk PrPC ikke er tilstedet lengere?
Det er vanskelig å forstå dette med prion proteinet og prionsykdommer. Denne oppgaven vil prøve å få innsikt i hva det normale og abnormale prionet er, samt dets funksjon, form og opptreden i normal og patogen form hos mennesket og dyr 

  
3  Prion proteinet PrPc og PrPSC
3.1 Oppdagelsen av Prion Proteinet.
Oppdagelsen av prion proteinet gav forskningen innen scrapie og relaterte prion sykdommer en ny vending. Det viste seg senere at et molekyl markør spesifikk for prion sykdommer er en forutsetning for dannelse av den infeksiøse prionet.. 
Fig 3.1  PrPc er illustrert på plasmamembranen og på cellemembranen
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PrPc
Prionet opptrer i  to typer former som cellulære prionet (PrPc) og det patogene prion proteinet (PrPSc ). Prioner  blir syntetisert naturlig i nerve cellene eller andre celler. mRNA som koder for PrPc blir produsert i nukleus og går ut via porer i nukleus memranen. mRNA passserer langs med ribosomene som er assosiert med ruglete endoplasmatisk retikulum (rER). Proteinet blir dannet i rER og forsetter ut i cytoplasma via golgiapparatet. Ved overflaten til golgiappatatet vil vesiklene som inneholder PrPc frigjøres, beveger seg til celleoverflaten og binder seg til glykolipidene i cellemembranen12 Proteinase K (enzym) spalter  PrPc etter 3-6 timer, som tilsvarer et halvt liv på cellemembranen 14  

Fig. 3.2. "Protein only" model. A, I en  normal cell blir PrPC syntetisert, transportert til celle overflaten og blir destruert i cellen igjen. B, the protein only model tror at prion er identisk med PrPSc (eller PrP*). Prion som kommer utenifra forårsaker mulig en endring av det normal cellular protein PrPC til PrPSc, endten ved celle overflaten eller etter intregning i cellen. C, PrPSc akkumulerer intracellulært ved  endosomes eller lysosomes, og celle overflaten er fri for PrPC. PrPSc er også  frigitt inn i extracellulære fasen 28
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Tabell 3.1  Nomenklaturene til isoformene til prionproteinet 27
	PrPc
	Den normale formen av prion proteinet som er uttrykt på cellemembranen derav navnet PrPc

	PrPSc
	Den abnormale foldete patologiske isoformen av prion proteinet, navet etter ”scrapie” prion sykdom hos sau som er bitt en fellesbetegnele for alle prion sykdommene hos dyr og mennesket. 

	PrP 27-30

(PrPres)
	Protease resistent prionprotein, som svarer til molekylvekten 27-30 kDa etter degradering av proteinase K .




	PrPSen
	Protease senitiv prionprotein, Den delen av prion protein som er sensitiv mot proteinase K behandling.


PrPSen + (PrPres) = PrPSc  
I letingen etter årsaken til den nevrodegenererte sykdommen kalt spongiform encephalopathy (SE) oppdaget forskerne en ny type protein som var ansvarlig for cellulære forandringer. Det overraskende var at molekylet var kodet av et cellulært genom. For å forstå sykdommen som PrPSC  forårsaket måtte man jobbe seg bakover ved å ta utgangspunkt i PrPSC . Ved bruk av ulike deteksjon teknikker ble PrPc detektert.
3.2  Beskrivelse av reguleringen hos PrPc og PrPSC 32
3.2.1 PrPc
Prnp er genet som koder for PrPC. Hos mennesket er Prnp lokalisert til den korte armen av kromosom 20 plass 12.3. Genet er 4,535K-4,757K bp lang 6,25. Proteinet består av ca 250 amnosyrer er 33-35 kDa stort X
Prnp inneholder hos:

Tabell 3.2
	Arter
	Antall exons

	Mus
	3

	rotte
	3

	hamster
	2

	menneske
	2


Molekylet har to signal peptider . Det ene er ved N-enden som blir kuttet under syntesen av PrPC i ruglete endoplasmatiske retikulim (rER). Det andre signal peptidet er festet ved C-enden som gjør det mulig for binding av glycosyphosphatidylinositol (GPI) feste. Det er kartlagt to glycosylation seter ved C-enden. Man trot at Prnp er et ”houskeeping”gen,( et gen som er slått på hele tiden) siden mRNA er vist å være konstant utrykkt hos eldre dyr. PrPC er regulert både under utvikling og av nerve vekst faktor (NGF)

Promotorer hos  Prnp genet  ble identifiser og lokalisert i mus, rotter, hamster, ku og hos mennesket. Hoved regionen for transkripsjons kontroll er lokalisert 140-160 bp ”upstream ” ved (ATG-start kodonet) innførings setet. Alle Prnp promotorene mangler en TATA-boks, men innholder mye GC-baser7. GC-basene er potensiale bindingsseter for Sp-1 transkripsjons faktor. Men det viser seg at de kan også binde seg til AP-1 og AP-2 som også er transkripsjons faktorer 31 . 
Fig. 3.3 Amino syre sekvensen til prionproteinet 36
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Fig. 3.4  Prion proteiners isoformer. Bilde A viser et Western immunoblot analyse på et hjerne homogenate fra en normal  (linje 1 and 2) og en prion-smittet  (linje 3 og 4) Hamster. Prøvene I linje  2 and 4 ble spaltet  med  50 µg/ml proteinase K for 30 min ved 37°C. PrPC i linje 2 and 4 ble fullstendig hydrolysert under disse forholdene, hvor omtrent 67 amino syrer ble spaltet fra NH2 enden av  PrPSc til  PrP 27-30. Etter polyacrylamide gel electrophorese (PAGE) og electrotransfer, ble anti-PrP R073 polyclonal rabbit antiserum tilført blotten. Molekylmassen blir målt i  kilodaltons (kDa). 
Bilde B viser et diagram over SHaPrP, som inneholder  254 amino syrer. Carbohydrate (CHO) og  glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) ankeret er vist i diagrammet. Etter prosessen av NH2 og COOH termini,  vil PrPC and PrPSc inneholde 209 amino syrer. Etter protealyse er NH2- enden av PrPSc spaltet til  PrP 27-30, som består av 142 amino syrer29
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Proteinet er femganger oktapeptid repetert uttrykt bestående av aminosyrer - PHGGWGQ (kodons 60-91) og en analog PQGGGGWGQ (kodon 51-59) i N-ende regionen. En serie av glycine-og prolin-rike oktapeptid repeterte regioner oppstår mot NH2-enden og danner egenskapen til metal-binding hos molekylet 27 . Denne regionen opptrer med  et høy-affinitet bindings sete for kobber og sink 27. Det er en enkelt disulfid binding mellom cystein 179 og 214. PrPc  har to N-glycosylation seter ved asparagins 182 og 198, og har en hydrofobisk sekvens (kodon 113-135). I midten av proteinet eksisterer en transmembran region som også eksisterer hos isoformer av PrP10 . PrPSc har den samme aminosyre sekvensen som PrPc  men de har ulike fysiske egenskaper 27 .
Det er flere måter å visualisere og analysere aminosyre sekvensene til prionproteinet. Her er  GeneDoc fra Pittsburgh Supercomputing Center benytte som bruker flere ulike farge skjema som visualiserer og kvantifiserer de ulike egenskapene hos aminosyre sekvensene hos prionproteinet36.
Fig 3.5  Sammenligning av aminosyre sekvensen hos sau, ku, menneske og mus 36
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Fig. 3.6 Bevaring av polar vs. ikke-polar mønster til aminosyre sekvensene prionet 36
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Level 1    DEHKRNQT→ POLAR ,      LIVMFYWAGCP  →NON-POLAR

Level 2  DEHKR, NQST, LIVMFYW , AG

 Fig.3.7 Analyzing charge distribution 36
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Level 2    DEHKR→CHARGED,
NQST→POLAR UNCHARGED, LIVMFYW→HYDROPHOBIC, AG→SMALL hydrophobic
Fig. 3.8 utvidede egenskaper hos aminosyrerene36
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3.2.2  PrPSC  28,29
PrP 27-30 er det spaltete produkt av PrPSc som ble oppdaget ved utvinning av prionet fra Scrapie-smittet hamster hjerne (Sha). Dette proteinet som betegnes som kjerne produktet av PrPSc er protease reisistent og har en molylmasse på 27-30 kDa. I og med at PrP 27-30 er protease reisistent viste proteinet seg å være et godt verktøy for mange studier. Man greide å bestemme aminosyre sekvensen til NH2-enden til proteinet  som gjorde det mulig å utføre molekylære klonings studier av PrP genet. Det viste seg at PrP mRNA var likt i PrPc og i PrPSc . Argumentet var på bakgrunn av dette at PrP27-30 ikke kunne ha noe med det patogene prionet å gjøre. Uenighet av tolkningen  førte til ny studier som viste seg at prionproteinet i normale dyre er protease sensitiv og løslig i detergents ulikt PrP27-30. Denne isoformen ble kalt  PrPc. Amino syre sekvensen som ble utledet av PrP cDNA og ved bruk av immunoblotting studier, viste at PrP27-30 var beskåret ved NH2-enden og var et produkt av et større molekyl PrPSc som er unikt protein hos smittete dyr.
Fig. 3.9  Mutasjoner av PrP gene som er assosiert med  prion sykdommer Top rectangel viser coding region av PrP gene hos et menneske; the skraverte grønne feltet viser  amino- and carboxyl-terminal signal sekvenser, den  fem mørke grønne boksen (R) er "octa repeats," sekvenser av  8 amino syrer. Den  røde pilene  viser amino syre erstattede i en individual mutant PrP genes. Sykdommene som har lig mutasjon er gitt med blå piler (CJD, GSS, FFI). Met-129 blir erstattet med Val som representerer en  polymorphisme, som i seg selv ikke er assosiert med sykdom; men den modifiserte  effekten av Asp-178 til en  Asn mutasjon, dvs når denne er i kombinasjon med Met-129 blir den assosiert med FFI og i forbindelse med Val-129 blir den assosiert med CJD. Økning av mengden octa repeteringer er blitt funnet i tilfellene av familiær CJD og GSS 28
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3.3. PrPc’s bevegele i cellen
PrPc  vandrer fra plasma membranen hos cellen der den er uttrykt på  inn i cellen, hvor en stor del av proteinet resirkuleres bake til plasmamembranen uten å bli nedbrutt. Dette skjer hele tiden. PrPc er blitt påvist i endocytiske organeller. 

Likevel er PrPc festet til cellemembranen via GPI-ankere som viser seg å akkumulere og gjennomgår en”caveolar-like” mekanisme for å vandre inn i cellen igjen. Siden PrPc mangler transmembran område for å kunne være i forbindelse med ”clathrin” tilpasset protein, er det foreslått at PrPc ikke er avhengig av ”clathrin-mediated” endocytose eller at et ekstra må være tilstede for at PrPc  kan vandre inn i cellen igjen.
PrPc i mus er blitt merket med grønn fluoresencse protein (GFP) for å kunne se bevegelsene til PrPc  i cellene. GPI-ankeret binder seg til fluoresence proteinet. En av kjennemerkene til PrPc bevegelsene er bindingen til kobber. Ved å følge GFP- PrPc bevegelsenei nerve cellene kunne en se at fluorescens proteinet vandrer inn fra cellemembranen og akkumulerer ved et ” perinuclear” region i forbindelse til kobber.  
Lokaliseringen til internaliseringen av GFP- PrPc er fortsatt ukjent, men en vet at GFP- PrPc beveger seg videre i Golgiapparatet. Det er også oppservert at ”perinuclear” merking er i forbindelse med transferrin, FM4-64 og en Rab-5 mutant, som alle er markører for klassiske endocytiske organeller. PrPc ’s internalisering med kobber er avhenging av okta repetert N-terminanten . 
3.4 Karakteristiske trekk ved prion proteinet
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                               β-plater  
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figur 2.1
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Tabell 2.3 Ulikhetene mellom PrPc og PrPSc
	PrPc

	PrPSc


	normal celleulær protein

	er uttrykt kun i smittede dyr og mennesker 


	protease sensitive


	deler er  protease resistant



	løslig i  detergents
	uløslig i detergents


	43% alfa-heliks,
 3% beta-plater
lang repeterte oktapeptid segment
	34% alfa-heliks, 
43% beta -plater



3.5 Prionproteinet uttrykt på cellemembranen i de ulike organene hos mennesker og dyr, samt konsentrasjonen av proteinet
Tabell 3.4. Northern blott analyse (som separerer Prnp, dvs DNA ved bruk av elektrisitet) påviste hvor i menneskekroppen PrPc kan være uttrykt og i hvor stor mengde 26
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Tabell 3.5.  Likheten hos mellom prion genet hos mennesket og dyr.
	
	gene
	locus
	description
	% similarity to human
	NCBI accessions

	rat
(HomoloGene)
	Prnp
	
	prion protein
	78.46 (nucleic)
	LocusLink:24686 XM_346677.1

	mouse
(MGD)
	Prnp
	2 (75.00 cM)
	prion protein
	
	75.0 AA960666 AF192382 AF192383 


	mouse
(HomoloGene)
	Prnp
	
	prion protein
	81.11 (nucleic)
	LocusLink:19122 NM_011170.1

	C. elegans
(Stony Brook)
	F11F1.5
	
	Caenorhabditis elegans cosmid F11F1, complete sequence
	35.18

(amino)
	Z81059.1


Det ble ikke funnet noen likhet mellom mennesket PRNP og PRNP hos HomoloGene for: gris, ku, frosk, zebrafisk, banan flue, mark, sea squirt, grønnalge, tomat, bygg, ris, mel, korn, thale karse, amøbe, kylling, soybønne, regnbue ørret, malaria myggen, nåletre, gjær brukes i bakevarer, flatorm parasite, sukkerrør, spaltet gjær, tropisk frosk, toxoplasmosis, Alicante drue 26
3.6 PrPc ’s funksjon i kroppen.

Den presise funksjonen til PrP er ukjent, men en rekke aktiviteter er blitt assosiert hvor PrPc har en rolle i opprettholdelse av celle overlevelsen 16,17 befordring av neurit utvekst 18 og endrer overføringer av informasjon via nerveceller 15  

· Studie 1: viser at PrPc mulig har en rolle i den oxidative homeastasen in vivo og at proteinet kan også vær involvert i den cellulære responsen til oxidativ stress. Mus som har fått fjernet PrPC (Prnpo/o) er levedyktige og utvikler seg normalt. Vev som normalt uttrykte PrPc  ble det oppservert  redusert mengde av mitokondrier, uvanlig morfologi hos mitokondriene og hevet nivå av mitokondrial manganese-avhengig superoxid dismutering (bytte av atomer) av antioxidant enzym hos ”knockout” PrPc musene 30 
· Studie 2: mener PrPc har en viktig fysiologisk rolle. Ved cellulær og molekylær tilnærming er det blitt etablert flere uvanlige trekk ved regluleringen av PrPc uttrykk, proteinets trafikk i cellen, deltakelsen av opptak av copper i cellen, beskyttelsen mot oxidativ stress, celle adddesjon, differsiering, signal og celle overlevelse. Det er av den grunn trolig at PrPc spiller en viktig rolle i nerve og ikke nerveceller. Selv om vi vet lite i dag hva mangel på PrPc kan føre til er det mulig at PrPc  er  en viktig komponent i de ulike prion sykdommene31
I studier hvor ”knockout” PrPc musene er blitt indusert med PrPSc har resultert i at musene ikke er blitt syke 28,29,35
· Studie 3: ”knockout” PrPc musene begrenset til de kodede regionene av PrPc har kun små fenotypiske defekter, men er resistent til prion sykdommer. I denne studien frembrakte to transgene mus og brukte Cre-loxP systemet til undersøke effekten av at PrPC er fjernet på overlevelsen til nervecellene samt hva som skjer i hjernen. Behandlingen opphørte etter 9 uker. Det viste seg at musene var fortsatt friske uten merkbar nerve degenerering eller andre histopatologiske forandringer etter opptil 15 måneders post-”knockout”, Men på den neuronal fysiologiske evalueringen viste det seg at en fikk en signifikant reduksjon av ettethyperpolarisering potensialer i tinnings lappen i hjernen  CA-1 cellene. Det er da mulig at PrPC har en direkte rolle i endringen av nerve 
Bevegeligheten. Resultatene beviste at det er nødvendig med ny insigt i 

PrPC ’s funksjon. Men det viser seg at en akutt mangel på PrPC vil ikke påvirke evnen til å overlevelse hos nerve cellene i denne modellen. Mangel på PrPC får ikke noe patogeniske følger for mekanismene prionsykdommene35 
· Studie 4:mener at PrPc i et kompleks med kobber, p66 og lamininreseptor på plasmamemebranen beskytter cellen mot ødeleggelse som figuren under prøver å vise.
Fig. 3.11. En multi-funksjonell PrPc kompleks. PrPc i forbindelse med laminin formidler neuronal vedheng og differensiering. Peptid bindingen (mørke blå) som ligner en PrPc ligand, p66, indusere celle signalisering and cellens overlevelse. kompleks PrPc–p66 er dannet mellom proteinene enten i samme eller i atskilte celler. Kopper blir tatt opp i PrPc, som beskytter cellen mot oxidative stress. Laminin reseptor ser ut til å være involvert med proteinet PrPc internalisering og rollen til forbindelsen med integriner er forsatt ukjent.
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Appendix

Protein stukturer

Når en skal diskutere strukturen til prion proteinet er det viktig å definere de ulike struktur typene for å forstå hva forskerne tror skjer med normale prionet som blir konvertert til det abnormale prionet .

Proteiner tilhører de viktigste byggematerialene i naturen og er oppbygd av aminosyrer. Alle aminosyrene som inngår i proteiner har minst en karboxylsyre gruppe og en amino gruppe. De funksjonelle gruppene er bundet sammen til carbonatom, alfa-aminosyrer. Aminosyrene inneholder en base, NH2  - gruppen og en syre, karboxylgruppen. De er amfolytter. 21 
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Om to av dem bytter plass blir den en annen forening. De blir hverandres speilbilder, de er da sterieoisimerer. Dette betyr at for hver aminosyre finnes det to isomere former som er venstre speilbilde. De kalles D-og L-aminosyrer og kommer fra det greske ordet levo-venstre. 21
Når aminosyrer kobles sammen dannes det peptider. Karboxylgruppen i en aminosyre reagerer med aminogruppen i en annen og danner en peptid binding. Et vannmolekyl splittes (kondensreaksjon). En peptid er bygd opp av to aminosyrer, kalles dipeptid. Er den bygd opp av tre aminosyrer, kalles den tripeptid osv. er det flere enn ti aminosyrer som er koblet sammen kalles den for polypeptid. Det finnes 20 ulike aminosyrer i proteiner og disse er satt ammen i uendelig mange ulike antall. 21
Primærstruktur 20
Primærstrukturen forteller om hvilke aminosyrer som inngår i proteinet og i hvilken ordning de er koblet i sammen. Ett annet ord for primærstruktur er aminosyresekvens. Man har vist at det finnes en sammenheng mellom forandringer i proteinets primærstruktur og visse arvelige sykdommer. 
Sekundærstruktur20,23
Sekundærstruktur dannes når hydrogen bindinger dannes mellom ulike aminosyrer i en polypeptidkjede(20). Interaksjon mellom polypeptidkjedens aminosyrer fører til folding i noen karakteristiske strukturer. Sekundærstruktur danner hyppigt forekommende foldingsmønstre som dekker deler av et protein. Hver aminosyre har en fastlagt posisjon i forhold til sine naboer. Disse er svært stabile og forekommer ofte (23) Det finnes i hovedsaken to typer sekundærstrukturer.(20)
· Alfa-heliks (hyppigst forekommende)

· Beta-sheet

Fig 1
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Alfa-helix. 

Aminosyrekjeden danner en spiralstruktur som kalles alfa-helix. Dette er den enkleste konformasjon som en polypeptidkjede med stive peptidbindinger kan innta og samtidig oppnå maksimal dannelse av hydrogenbindinger  Heliksen stabiliseres av hydrogenbindinger. Peptidbindingene og Ca-atomene danner ryggraden i heliksen. 

Aminosyrenes sidekjeder stikker ut til sidene. Heliksen er oftest høyredreid med 3,6 aminosyrer pr omdreining og det er 0,54 nm pr omdreining  

                                                5,4 Å = 0,54 nm, 1 Å = 0,1 nm

Fig.2

[image: image18]
Hydrogenbindinger dannes mellom aminosyrer, og er en omdreining fra hverandre (3-4 aminosyrer).I N- til C-terminal retning sitter hydrogenbindingen mellom amid N-atomet og karbonyl O-atomet .  Alle peptidbindingens N og O deltar. Naturlige proteiners a-helikser er høyredreid. Alfa-heliksen er isomerspesifikk og kan dannes av både D- og L-aminosyrer, men aldri i blanding. Aminosyrer påvirker a-helikser  stabilitet, og dens sidekjeder interagerer med hverandre. Viktigste interaksjon skjer mellom aminosyrer 3-4 plasser lengre frem i primær sekvensen. Disse sitter over hverandre i heliksen. Interaksjonen kan stabilisere eller destabilisere heliksen22
De viktige forhold for a-heliksens stabilitet er aminosyresidekjedenes nabostilling i primærstrukturen og i heliksen vil det være om det er elektrostatisk frastøting eller tiltrekning mellom ladede sidekjeder, sidekjedenes størrelse,forekomst av prolin eller glycin og nettoladningen på endestilte aminosyrers sidekjeder

Beta-struktur. 

Nest hyppigst forekommende proteinstruktur.

Polypeptidkjeden er strukket ut til en zig-zag struktur og dens  stive plan sitter med en vinkel på 109,5o mellom seg. Sidekjedene stikker opp eller ned fra zig-zag planet

Hydrogenbindinger holder trådene sammen, danner store flak som kalles ”beta sheet”

Segmentene i et beta sheet kan være nær eller langt fra hverandre i primærstrukturen 

Beta-trådene kan ligge samme retning, parallelle, eller motsatt retning, antiparallelle

Fig 3
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De viktige forholdene for beta strukturens stabilitet og destabilitet er at aminosyrer med små sidekjeder er gunstig. Aminosyrer med store sidekjeder fører til sterisk hindring. Nabostilte sidekjeder med motsatt nettoladning stabiliserer, mens nabostilte sidekjeder med samme nettoladning destabiliserer

Hydrofobe sidekjeder danner hydrofobiske interaksjoner => stabilisering og Prolin destabiliserer

Beta-struktur bestående av vekselvis glycin og alaniner svært sterk struktur.

Dette kan en se ut fra relative retnninger av to samhandlede beta-strand. Som vist under 

Fig.4
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Hydrogenbindingene i beta-sheets. En fire-trådet beta-sheets er tegnet kjematisk som inneholder tre antiparallelle og en parallell tråder. Hydrogen bindinger er merket med rød linje (antiparallelle) og blå linje (parallell) som forbinder hydrogen og oksygen reseptor sammen19
Som alfa-helix har beta-sheets potensial for amphiphilisity med en polar og en annen apolar Allikevel, ulikt alfa-helix som er dannet av partikler fra kontinuerlige peptid segment, beta-sheets er formet fra tråder som ofte er i bestemt avstand av polypeptid sekvensen. Hydrogen bindinger i beta-sheets er ca 0.1 Å kortere enn de som er funnet i alfa-helix.. Den klassiske beta-sheets foreligger opprinnelig plant, men meste av sheets som er observert i globular proteiner er vridd ( 0-30 grader pr partikel).19 Proteiner kan bestå av flere lag med beta-strukturer oppå hverandre. Disse beta-strukturers sidekjeder danner hydrogenbindinger mellom lagene
Tertiær truktur.

Hver biologiske active protein har sin egen unike tredimensjonelle struktur, en tertiær struktur. Den inneholder alfa-helix, beta-sheets og polypeptidslinjer hvor sekundærstrukturen bestemmer plasseringen i rommet. Strukturen opprettholdes av kovalente bindinger(disulfidbroer), hydrogen bindinger, elektrostatiske krefter og hydrofobiske interaksjoner. 

Fig 5

[image: image22]
Disufid-broer.

Disulfidbroer finnes oftest i små proteiner, spesielt i ekstracellulære proteiner19 .Cystein er en aminosyre. Thiol gruppen på sidekjeden til cystein molekyler blir b bundet sammen via en annen Thiol gruppe på cystein sidekjeden  ved hjelp av polypeptid folding og danner da en kovalent binding- disulfidbinding(22). To cystein residue danner ofte disulfidbindinger (disulfidbroer) i et oksiderende miljø, mellom forskjellige polypeptidkjeder, eller imellom deler av den samme polypeptidkjede, i et proteinmolekyl. 
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