1. Prioner
Prion sykdommer inkluderer scrapie sau og geit, bovin spongiform encephalopati  (BSE) hos ku og Creutzfeldt- Jakobs sykdom (CJD) hos mennesker. Den vide spredningen av prion sykdommene kan komme av genetisk, sporadisk og infeksjons sykdommer er ikke presentert. (7)
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 , som 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 spesielt.(1)
I 1960 årene ble det gjort en rekke eksperimenter av studier av skrapesyke, som er en spongiform encefalopati hos sau. Det er klart at man her stod overfor et meget uvanlig smittestoff. Inkubasjonstiden var svært lang, 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). 

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 1984 isolerte Basler og medarbeidere ( C. Weissmann og S.B.Prusiner) priongenet 
( 7) og viste at genet og genproduktet var tilstedet i alle dyre arter inkludert mennesket. Senere studier viste at det normale proteinet (PrPc) var foldet i en alfaheliksdominert sekundærstuktur. Det normale proteinet kunne ikke overføre sykdom. (13)
 1.1 Den genetiske beskrivelsen av Prion proteinet 

Prioner er den patogene varianten av proteinet som blir laget naturlig i nerve cellene eller andre celler. Den normale ”friske” prionet blir referert til  PrPc  (prion utrykt på vellemembranen). Som tidligere nevnt står prion for proteinøs infeksiøs partikkel og bør helst omtales til den patogene varianeten.(12)
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PrPc er illustrert i nukleus. mRNA som koder for PrPc blir produsert i nukleus og går ut via porer i nukleus memranen. mRNA passsererl angs med ribosomene som er i rER. Proteinet blir dannet i rER og forsetter ut i cyoplasma via golgiapparatet. Ved overflaten til gogiappatatet vil vesiklene som inneholder PrPc frigjøre seg og bevege seg til celleoverflaten og binde seg til glykolipidene i cellemembranen(12.) Proteinet blir ført tilbake inn i cellen igjen for å bli degeneret etter et halvt liv på cellemembranen, dvs etter 3-6 timer (14) 
Det er tre vanlige beskrivelser av PrP arter, den normale ikke smittede cellulære isoformen PrPc , den smittede formen PrPTSE og PrP27-30 som blir til etter delprotealyse av PrPTSE ( transmissible spongiform encephalopati, patologisk prion sees hos både menneske og dyr). PrP27-30 proteinet er N-terminal kuttet molekyl som starter ved rest 90 og representerer den smittetde protease resistante kjernen av  PrPTSE  (15). Den rene PrP27-30  fra smittede hamster hjerner gjør det mulig å sekvensere fragmenter amino terminaler og interne peptid fragmenter(5). Degenererte oligonukleotider basert på disse sekvensene ble brukt til å screene en smittet hamster hjerne cDNA bibliotek og et PRNP cDNA klon ble isolert(5).
En DNA genom analyse ved bruk av southern blot indikerer at PrP sekvensen er presentert som en enkelt-kopi gen. En sammenligning av genom DNA hos normal og scrapie smittete hjerne hos en hamster gav en identisk restriksjon mønster som viste at ved infeksjon skjedde det ingen chromosomale endringer. PRNP hos mennesket er lokalisert til den korte armen av kromosom 20 plass 12.3(6) Den åpne lese rammen er inkludert på en enkelt exon på omtrent 2 kb som er spleiset inntil to små exons som er lokalisert 10 kb ”upstream” på DNA tråden(7,8). PrP er uttrykk overalt i kroppen, men høyeste konsentrasjoner er utrykt i hjernen. Promotor sekvensen hos en hamster PRNP er lik et houskeeping gen som er rik på GC og mangler en tydelig TATA-box (7). Flere transkripsjons start seter ble identifisert 140-160 bp ”upstream” på ATG-start kodonet. Det ingen forskjell i PRNP mRNA utrykks nivå mellom smittet og frisk hjerne, eller i smitte prosessen. PrP molekyl er omtrent 250 aminosyrer lang. Det har en amino-terminal signal peptid og en hydrofobisk carboksyl-terminal domene for binding til membranen via et glykosylphosphatidylinositol anker. Det er 4 kopier av en oktapeptid repeat PHGGWGQ (kodons 60-91, nummerer basene som på et humant DNA sekvens) og en analog ikkepeptid PQGGGGWGQ (kodon 51-59) i N-terminal regionen Det er en enkelt disulfid binding mellom cystein 179 og 214 og 2 N-glycosylation seter ved asparagins 182 og 198. En hydrofobisk sekvens (kodon 113-135) I midten av proteinet eksisterer en transmembran region som det også gjør hos isoformede PrP.(10)
For å forstå den evolusjonære ødeleggelser av PRNP, ble genet sekvensert fra diverse ulike arter som kylling, gnagere, sau, aper og mennesker(11). Det er en høy amino syre sekvens som er identisk med pattedyr og fugler, men en lav homologi mellom pattedyr og fugl. Men allikevel var det en sterk ødeleggelse av nøkkel struktur elementer mellom pattedyr og fugl. N-terminal regionen ser ut til å være ulik ved tilføring og fjerning i oktapeptid domain regionen. I kontrast til C-terminal regionen (91-231) som varierer ved punkt mutasjon. Det er en høy ødeleggelse av sekvenser (rest 23-90) som ikke er sammenlignet med enten struktur elementer eller porsjonen av infeksjon av molekylet.  
Den presise funksjonen til PrP er ukjent ,men en rekke aktiviteter er blitt assosiert hvor PrPc  har en rolle i oppretholdelse av celle overlevelsen ()befordring neurit utvekst () og endrer overføringer av informasjon via er nerveceller()  
. Muligheten for at PrP kunde binde metaller og muligheten for bindinger som kan gjøre proteinet giftig ble studert.
Mulig noe om kobberbindinger()
-------------------------------------------------------------------------------------------------
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 som forårsaker amyloid avleiringer i hjernen.
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) 
I en aminosyre finnes det fire ulike substituttet, et hydrogen, en carbon, en amino gruppe og en karboxylsyre gruppe. 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 att det finnes en sammenheng mellom forandringer i proteinets primærstruktur og visse arvelige sykdommer.
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Sekundærstruktur(20,23)
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 tre typer sekundærstrukturer.(20)
· Alfa-heliks (hyppigst forekommende)

· Beta-sheet

· Beta bøy
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Alfa-helix. Aminosyrekjeden danner en spiralstruktur som kalles alfa-helix.. 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
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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 heliksen

Det stilles krav til hvilke aminosyrer som kan inngå i a-heliksen.
Destabiliserende aminosyrer vil være nabostilte aminosyrer som har:
· Store sidekjeder fører til sterisk hindring: Asn, Ser, Thr, Leu

· Sidekjeder med positiv nettoladning: Lys, Arg

· Sidekjeder med negativ nettoladning: Asp, Glu

· Fiksert sidekjede: Pro

· Svært liten sidekjede: Gly

Stabiliserende aminosyrer vil være nabostilte aminosyrer som har:
· Sidekjeder med motsatt nettoladning: eks: Asp + Lys

· Hydrofobe sidekjeder: Phe, Tyr, Trp

· Modifikasjon av sidekjedene kan påvirke a-heliksen

· F.eks. fosforylering av Tyr

Aminosyrene vil være endestilte når alle a-heliksens hydrogen-bindinger peker samme vei:
   +          -


-N-H…..O=C-

Heliksens N-terminal får a+ ladning og heliksens C-terminal får a- ladning

Aminosyrer med negativt ladede sidekjeder er bra i N-terminalen og positivt ladede sidekjeder er bra i C-terminalen
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De viktige forhold for a-heliksens stabilitet er aminosyresidekjedenes nabostilling i primærstrukturen eller i heliksen vil 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
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 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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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 
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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 sammen(20)
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 betaa-sheets foreligger opprinnelig plant, men meste av sheets som er observert i globular proteiner er vridd ( 0-30 grader pr partikel).(20,23)
Proteiner kan bestå av flere lag med beta-strukturer oppå hverandre

Disse beta-strukturers sidekjeder danner hydrogenbindinger mellom lagene
Beta bøy (Beta turn) består av 4 aminosyrer og er hyppigt forekommende struktur. Forekommer ofte på overflaten av proteinet og forbinder a-helikser eller beta-strukturer (antiparallelle) Beta bøy danner en 180o sving. 
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Aminosyres karbonyl oksygen danner hydrogenbinding med 4. aminosyres aminogruppe og aminosyres peptidgruppe danner hydrogenbindinger med H2O. 
Glycin, serin , threonin og Prolin som er gunstig i beta bøy inngår (cis isomeren)
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Tertiær truktur.
Hver sin 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 og elektrostatiske krefter. Disulfidbroer finnes oftest i små proteiner, spesielt i ekstracellulære. (21)


[image: image12]
Disufid-broer.
Cystein er en aminosyre, hvor to molekyler cystein er bundet sammen via en disulfidbinding. To cysteinrester danner ofte disulfidbindinger (disulfidbroer) i et oksiderende miljø, mellom forskjellige polypeptidkjeder, eller imellom deler av den samme polypeptidkjede, i et proteinmolekyl. Normal PrPC har en enkel cystein-bånd
(cys-SH bundet til den andre cystein for å danne cyc-S-S-cys) se under. 
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Dette er et intermolekylær cystein bånd. Cystein bånd hjelper til å stabilisere protein struktur (22).Når disulfidbindingene sprenges, er det mulig for at frie PrPC kan binde seg med andre PrPSC i stedet for å binde seg til Intramolekylær cystein. Dermed kan det dannes lange kjeder av PrPSC, polymerer. Dette øker styrken av hele prion-polymeren, som kalles en prion fibril.(24). PrPSC  kan miste dets intermolekylære cystein bånd. På denne måten utsetter/blotter sulfid sidekjedene på cystein molekylene. Slike blottete Cystein rester er høyt reaktive. Tap av et intermolekylæe cystein bånd kan oppstå fra 

-mutasjoner avmolekyl, endringen i aminosyre sekvensen kan endre strukturen av PrPSC og mulig gjøre det normale cystein bååndet mindre stabilt.
-tifeldig misfolding av PrPC proteinet

-reduktive skade av proteinet i det intercellulære miljæ

-Interaksjon med PrPSC
NMR (nuclear magnetic resonace)
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