1 Konvertering av PrPc til PrPsc
1-1 Sykdom-assosiert form PrPsc:

PrPsc som står for scrapie prion protein, og er prionet som forårsaker sykdom hos storfe. PrPsc  oppstår som en følge av en konformasjonsendring av et normalt cellulært prion protein, PrPc. Omdannelsen av PrPc til PrPsc skjer inne i nerveceller og neuroner ( 12 ).

PrPc og PrPsc har samme aminosyre sekvens, men glykosyl-gruppene til proteinene er heterogene. Dette gjør at PrPc og PrPsc har forskjellig sekundær og tertiær struktur, men samme primær struktur ( 3 ). PrPc inneholder ca. 40 % α-helix og  få β-sheet, mens PrPsc er bygget opp av ca. 30 % α-helix og 45 % β-sheet. Endringen som kan forårsaker denne strukturelle rearrangering av aminosyrekjeden er disulfidbinding i PrPsc ( 12 ). Denne bindingen er viktig for at PrPc skal kunne folde riktig ( 14 ).

------------------Marianne------------------

1-2 β-struktur/-sheet struktur
β-strukturen er nest hyppigst forekommende proteinstruktur. Polypeptidkjeden er strukket ut til en zig-zag struktur. Peptidbindingenes stive plan sitter med en vinkel på 109,5º mellom seg og sidekjedene stikker opp eller ned fra zig-zag planet. Hydrogenbindinger holder trådene sammen, danner store flak som kalles “β-sheet”. Segmentene i et β-sheet kan være nær eller langt fra hverandre i primærstrukturen. Β-trådene kan ligge samme retning, parallelle   ( figur b ), eller motsatt retning, antiparallelle ( figur a ) ( 7 ).
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Tertiærstruktur

Tertiærstrukturen bestemmes av aminosyresekvensen, opprettholdes av kovalente ( disulfidbroer ) og ikke-kovalente bindinger,. ikke-kovalente bindinger er viktigst i store proteiner, disulfidbroer finnes oftest i små proteiner, spesielt ekstracellulære ( 7 ). Tertiærstrukturen gir en beskrivelse av den romlige orientering av aminosyrene i protein. Den beskriver også interaksjon mellom aminosyrer som sitter langt fra hverandre i primærsekvensen. 

----------------------------------

1-3 Cystein og disulfid-binding

Cystein er en aminosyre, hvor to molekyler cystein er bundet 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 proteinmolekyle.Normal PrPc har en enkel cystein-bånd ( cys-SH bundet til den andre cystein for å danne cys-S-S-cys ). Dette er et intermolekylær cystein bånd. Cystein bånd hjelper til å stabilisere protein struktur ( 5 ).

Når disulfidbindingen sprenges, er det mulighet for at de frie PrPsc 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 ( 12 )

PrPsc kan ha mistet dets intermolekylær cystein bånd, på denne måten utsetter /blotter sulfid sidekjedene på cystein molekylene. Slike blottete cystein residues er høyt reaktive. Tap av et intermolekylære cystein bånd kan oppstå fra: 

-Mutasjoner av molekyl, endringen i aminosyre sekvensen kan elte strukturen av PrPc muligens gjør det normale cystein båndet mindre stabilt.

-Tilfeldig misfolding av PrPc proteinet

-Reduktive “skade” av proteinet i det intercellulære “mileau”

-Interaksjon med PrPsc
---------cystein se referanse 5.-----------

1-4 PrP 27-30

PrP 27-30 ble oppdaget ved “enriching” ( beriket, forbedret ) fraksjoner fra SHa hjerne fra smittsomme scrapie. Dette proteinet består av et protease-resistent kjerne av PrPsc og har en molekylær masse på 27-30 kDa. 

Etter prosessering av NH2 og COOH- “termin”, begge prion proteinene inneholder 209 residues. Etter “limited” proteolyse, NH2-terminalen av PrPsc blir avskåret for å danne PrP 27-30, som består av max 142 aminosyrer. 
Untatt for PrPsc, har ingen makromolekyl blitt funnet i vev fra pasienter som har død av prionsykdommene, som er spesifikk for disse encephalopatiene….( 14 ). 
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Strukturer til PrPc

    →

“Påstått” struktur til PrPsc
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1-5 Post-Translasjon og replikasjon ved dannelse av PrPsc? 

Det normale PrPc blir konvertert til PrPsc gjennom en posttranslatorisk prosess ved at det blir dannet et høyt innhold av β-sheet. Aminosyre sekvensen i PrPc og PrPsc er identiske ( innen samme art ). Dette betyr at PrPsc blir endret etter syntese fra et gen. PrPc forandrer konformasjon, fra hovedsaklig helix til platete sheet, og danner PrPsc. Dette proteinet er ekstrem motstandsdyktig mot varme og mot normal steriliserings prosessene. Det gir ingen detekterbart immun respons eller inflammatorisk reaksjon i vertsdyr.

Proteinet er funnet ( hovedsaklig ) på nevrocelle overflaten festet av et glykosyl fosfattidyl inositol ( GPI ) anchor ( 10 ).

Ved translasjon oversettes nukleotidsekvensen i mRNA til aminosyresekvensen i et protein. Syntese av protein på ribosomene hvor mRNA fra kjernen fraktes ut i cytoplasma og brukes som oppskrift for sekvensen av aminosyrer. Hvor mye protein som lages kan bestemmes av stabiliteten til mRNA. Proteinet foldes sammen i riktig tredimensjonal struktur katalysert av proteiner kalt chaperoner. Chaperoner er en gruppe proteiner som stabiliserer og deltar i folding av proteiner. Etter translasjonen kan proteinet modifiseres på en rekke måter ved acylering, fosforylering, glukosylering og karboksymetylering. Stabiliteten og levetiden til proteiner reguleres av proteaser som bryter ned proteinene. Levetiden til proteiner bestemmes av signalsekvenser i proteinet bl.a. i N-terminal ende ( 10 ? ).
Det cellulære prion proteinet er et forløp av av prion proteinet, og er betegnet 33-35. I abnormale celler blir PrP 33-35 gjennomgått flere post-translatoriske utfall/hendelser for å kunne ( bli uttrykt som ) PrPsc:

1.Glykosylering, ved 2 seter ( 14. S 13369 )

2.Dannelse av et disulfid bånd mellom cystein “residues” ( 14, s 13369 )

3.Fjerning av N-terminalens signal peptid

4.Fjerning av C-terminalens hydrofobisk segment

5.Addisjon av et fosfatidylinositol glykolipid ved C-terminalen

6.Fjerning av de 57 første aminosyrene i N-terminalen (???) 

I tillegg til de post-translatoriske modifikasjonene er PrP 27-30 (PrPsc) forskjellig fra PrP 33-35 (PrPc) proteinet i en enkel aminosyre residue ( 4 ) Residue 178 i PrPsc inneholder et asparagine residue i hvorav PrPc har en aspartate residue ved denne posisjon. Dette forårsaker en konformasjonsendring fra et α-helix til β-sheet ( 4 ). 
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β-sheet konformasjonsendringen i PrP 27-30 har 3 effekter:

1. Det formidler til PrP 27-30 proteinet evnen til å indusere den samme α-helix til β-sheet konformasjon i PrP 33-35 proteinet. Dette er en permanent konformasjonsendring. Det vil da indusere dets egen replikasjon.

2. β-sheet peptid dannelsen aggregerer for å forme amyloid fibriller. 

3. Amyloid fibrillene dreper thalamus neuroner ved apoptose, et programmert hendelsesforløp som fører til celledød ( 4 ).
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I abnormale celler er PrP 27-30 produsert fra PrP 33-35. PrP 27-30 trigger en serier av reaksjoner som produserer mer PrP 27-30 proteiner.

PrPc kodes av PrP-genet i cellekjernen og transporteres til celleoverflaten ved hjelp av vakuoler. På celleoverflaten forankres PrPc-molekylene på membranen med GPI-ankarene ( glykosylfosfatidyl inostisol ). Prionerne frigjøres fra celleoverflaten gjennom kløyvning av GPI-ankeret. De infeksiøse PrPsc blir dannet gjennom en konformasjonsforandring av PrPc, forutsetter at celleoverflaten er bundet av et protein X og danner et PrP/protein X kompleks. Hva protein X er for noe vet man ikke ennå, men det spekuleres på om det kan være en caperon som hjelper til ved konformasjonsforandringen. Deretter binder en PrPsc-molekyl til PrPc-molekylets N-terminal. α-helix strukturen ved N-terminalen på PrPc-molekylet omformes til antiparallelle β-sheet og det blir dannet ytterligere en PrPsc-molekyl ( 6 ).
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2 To modeller for “Protein-Only Hypothesis”

“Protein-only” hypotesen er en kontroversiell hypotese som beskriver hva prioner er og hvordan de blir reprodusert.

PrPsc er resistente over for høye temperaturer, UV-stråling og lar seg ikke bryte ned med enzymer. Oppdagelsen av disse forhold ledet til Prusiner’s “Protein Only” teori. Denne teorien, som går ut på at prioner er prion protein uten innhold av nukleinsyre, er satt opp i 2 modeller: 
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Seed polymezation Meodell

..også kalt Nucleation-Dependent Polymerisation
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Seeded (nucleated) polymerization models for prion or amyloid formation
[image: image14.jpg]PrP Polypeptide c”f ICHO i
Lol

PrP®

| 209 amino acids |
Prpse

| 209 amino acids |
PrP 27-30

S ~142 amino acids |

Codon
r T T T T 1
1 23 50 94 131 188 231 254




Bevis som støtter “protein-only” hypotese:

-PrPsc kan indusere konversjon av PrPc i fritt celle system.

-Strukturell variasjon av PrPsc funnet i forskjellige sykdoms “flekker”

-PrP null mus er mottakelig for infeksjon hvor hjernevev som blir introdusert inneholder vev som overutrykker PrPc.

-Genetisk mutasjon av PrP er assosiert med familiære former for sykdommen.

-Ingen viral ( nukleinsyre ) agent har ennå blitt demonstrert ( 9 ).

I følge Prusiner’s prion-teori skjer det, etter smitte av et individ med et patogent prion ( PrPres ), en misfolding av det cellulære PrP. Da det misfoldete og delvis proteaseresistente PrPres ikke i normal takt kan nedbrytes i cellerenes lysosomer, opphopes PrPres inne i cellerenes lysosomer. Vesiklene brister, og det formodes, at cellerne tilslutt destrueres, og andre celler infiseres med PrPres. Opphopningen kan føre til dannelse av aggregater, som i lysmikroskopi ses som amyloid plaques.

Det er uklart hvor i PrPc-omsetningen, eller hvordan misfoldingen til PrPres finner sted. En teori er, at misfoldingen skjer ved en post-translatorisk prosess, det vil si etter syntesen i Golgi-apparatenes ribosomer. Teorien stemmer overens med at, at det etter infeksjon inne finnes en tilsvarende stigning i mengden av PrP-mRNA i infiserende celler ( 1 ).

3 PrPsc aggregater

3-1 Amyloid plaque

En protease-resistens kjerne til prion proteinet med en størrelse fra 27-30 kD blir funnet i amyloid plaques hos GSS pasienter og vCJD pasienter ( men sjelden i BSE ) og 75 % av kuru tilfeller, men slike plaques er bare funnet i 5-10 %  av andre CJI tilfeller. 

( figur ) Polypeptidene som ble funnet i amyloid plaques har mister deres GPI anchor, glykosylerings seter og struktur-stabiliserende cystein bånd. På dette stadiet er tertiær-strukturen til disse dramatisk endret i forhold til original proteinet.

Protein aggregater er uløselige detergenter, kan danne amyloid, har en protease resistent kjerne.
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3-2 Proteinase K og PrPres  

Når dette skjer med ett protein, setter det i gang en kjedereaksjon der flere proteiner forandrer form, og det dannes lange aggregater av PrPsc. Dette dreper nerveceller i hjernen og gir ødelagt vev og svampaktige regioner i hjernen.
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