Biokemien hag kogalskab

Kogalskab - BSE - er en sdkaldt prionsygdom. Prionproteinet er ud over at vare et
fascinerende eksempel pd en ny type molekylzer sygdomsmekanisme ogsé grundlaget for
identifikation af smitte med prionsygdomme. Her beskrives prionproteinet og sammenhan-
gen mellem struktur og overforsel og udvikling af sygdommen

Af Peter M.H. Heegaard, Statens Veterinere Serumlaboratorivm, Afdelingen for Biokemi & Immunologi, pmhh@svs.dk

Spongiforme encephalopatier er en gruppe gadefulde og
dgdelige neurodegenerative sygdomme. De optreder normalt
med ganske lav frekvens og karakteriseres ved en progressivt
forlgbende udvikling af neurologiske forstyrrelser sluttende
med dgd og en raekke forandringer i hjernen, der omfatter
dannelse af hulrum (vakuolisering) og proteinudfeldning i
form af proteinaflejringer (plaques).

Der ses ingen immunreaktion hos verten og inkubationsti-
derne er, ath@ngig af art og type overfgrbare (transmissible)
spongiforme encephalopatier (TSE’r), meget lange, nemlig fra
ca. 1 ar op til 40 ar.

Et andet typisk treek er TSE’ernes artsspecifictet, som
betyder at en TSE normalt kun kan medfgre sygdom i den
samme art. Denne artsbarriere kan ofte brydes eksperimentelt
ved direkte indpodning i hjernen pa en anden art, men vil da
forst give anledning til TSE efter lengere inkubationstid end
ved indpodning af vertsspecifikt smitstof.

En vigtig og enkeltstiende undtagelse fra denne regel er BSE
(se nedenfor). Det er vigtigt at bemarke, at nogle typer af TSE
kan tilpasses til en ny art ved passage gennem den nye art, i
sarlige tilfelde endda uden i fgrste omgang at give anledning
til sygdom.

Disse sygdomme har faet ny aktualitet ved den epidemi af
kogalskab (bovin spongiform encephalopati, BSE), der blev
konstateret for fgrste gang i England i 1986 [1]. Epidemien
havde sit hgjdepunkt i starten af 1990’erne med op til 3000
kliniske tilfaelde om méaneden, og den ramte op imod 180.000
stykker kveeg i England og Nordirland i perioden 1986-2001. I
Danmark er der indtil videre diagnosticeret 3 kger smittet med
BSE.

Den bedst kendte TSE er scrapie, som ses hos far og geder.
Scrapie har veret kendt siden midten af 1700-tallet og dens
overfgrbarhed (transmissibilitet) blev beskrevet allerede i
1930’erne. Sygdommen kan overfgres ved indpodning af
rygmarvsmateriale fra scrapie-smittede far. Scrapie er bl.a.
udbredt i engelske og norske farebestande. Den er serdeles
svar at komme af med; selv efter op til 10 ar uden dyr, kan nye
dyr erhverve smitten ved at grasse i folde, der tidligere har
huset scrapie-far.

Smitte med scrapie er ikke blevet pavist i andre arter end far,
geder og muffloner. I modsetning til dette kunne man i lgbet af
1990’erne fastsla, at BSE med stor sandsynlighed er den hidtil
eneste kendte TSE, som er zoonotisk, dvs. smittende fra dyr til
mennesker. Det skyldtes, at der med nogle ars forsinkelse (i
forhold til den bovine epidemi) begyndte at opsta tilfeelde af en
ny slags spongiform encephalopati hos mennesker. Sygdom-
men har faet navnet »new variant« eller »variant« Creutzfeldt-
Jakob disease (vCID) for at understrege slegtsskabet med
Creutzfeldt-Jakobs sygdom (CJD). CJD er den mest almindeli-
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ge humane spongiforme encephalopati, og den har veret kendt
siden 1920’erne [2]. Den optreder hovedsageligt sporadisk og
idiopatisk (dvs. med ukendt etiologi) med en ensartet geogra-
fisk spredning over hele verden og med en forekomst pa
omkring 1 tilfeelde pr. 10° mennesker pr. ar. CJD findes dog
ogsa i sjeldnere forekommende arvelige former, og den er ogsa
beskrevet i en iatrogen (dvs. forarsaget af l&gelig behandling)
form. CJD er i sin iatrogene form en TSE, dvs. smittebaren.

Andre spongiforme encephalopatier er beskrevet i andre arter
(tabel 1). De fleste betragtes som TSE’er, selv om der ikke er
pavist overfgrbarhed i alle tilfzlde. Et seerligt dramatisk
eksempel er kuru, som fandtes hos visse hgjlandsstammer pa
Ny Guinea, og som kunne sttes i forbindelse med rituel
indtagelse af hjerner fra afdgde ved et begravelsesritual [3].
Kuru-epidemien er sandsynligvis opstéet efter indtagelsen af
hjernevav fra et sporadisk CJD-tilfelde. I forbindelse med at
ritualet blev forladt, er tilfazldene nasten ophgrt, men de opstar
stadig, hvilket antyder, at inkubationstiden for denne TSE kan
vare mere end 40 ar.

Disse sygdomme involverer med deres bemarkelsesvardige
overfgrselsmader og karakteristiske neuropatologi samt deres
evne til bade at opsta spontant, ved smitte og vaere arvelig en
helt ny type sygdomsmekanisme. Mekanismen har som en
central komponent et normalt vertsprotein, nemlig prionprotei-
net, PrP°¢ [4,5].

Art Sygdom Fgrste beskrivelse
Far, ged, mufflon | Scrapie 1700-tallet (far)
Kvag BSE 1986
Zoo-dyr TSE’er 1987-1993
(eksotiske klovdyr
og kattedyr)
Hjorte Chronic 1980-1997
wasting
disease
Mink Transmissibel 1965
mink encepha-
lopati
Kat Felin spongiform | 1990
Encephalopati
Aber TSE 1996-1999
Menneske vCID 1995
Kuru 1957
Tatrogen CJD

Tabel 1. Et udvalg af transmissible spongiforme encephalopatier [27].
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Prionproteinet

Prionproteinet blev fgrste gang pavist som en essentiel del af
de proteinaflejringer, som sas i hjernen pa hamstere, der var
blevet indpodet med hjernemateriale fra scrapie-smittede far,
og som efter en l&ngere inkubationstid havde udviklet
spongiform encephalopati [6]. Proteinaflejringerne er sammen
med vakuolisering kendetegnende for spongiform
encephalopati. De viste sig at vaere i stand til at overfgre
sygdommen og infektiviteten kunne spores til proteinet i
udfeldningerne. Det viste sig hurtigt at vere et ganske used-
vanligt protein, idet det opretholdt infektivitet selv efter
behandling med bredspektrede proteaser (proteinnedbrydende
enzymer), efter bestraling og efter autoklavering. Desuden var
det stort set uoplgseligt i normale solventer og kunne kun
bringes i oplgsning med sterkt denaturerende midler, f.eks. 1
M guanidiniumthiocyanat [7]. Da det samtidigt var (og er)
umuligt at finde spor af nucleinsyrer i disse infektigse partikler,
var det af stor interesse at karakterisere dette protein.

Under ledelse af dr. Stan Prusiner lykkedes det efter en
heroisk indsats en amerikansk forskergruppe med base i San
Francisco at renfremstille nok af proteinet ud fra proteinaflej-
ringer fra scrapie-indpodede hamsterhjerner til, at der kunne
bestemmes en C-terminal aminosyresekvens pa protease-
behandlet PrP5¢[8]. Det viste sig efterfglgende, at proteinet fra
de kendetegnende og infektigse proteinaflejringer, hgjst
overraskende, var et hidtil ubeskrevet vartsprotein [9], som
stammede fra et gen (PRNP) i vertens eget genom, hos
mennesket pa kromosom 20. Prusiner dgbte proteinet »prion«
som et anagram af en sammentrekning af »proteinaceous
infectious particle« [6].

Endnu mere overraskende var det, da det viste sig, at prion-
proteinet blev udtrykt og fandtes i mange forskellige normale
vav og celler hos raske individer i en form som sekvensmees-
sigt var identisk med det prionprotein, der var blevet fundet i
de sygdomsassocierede proteinaflejringer i hjernen hos syge
individer. Det var is@r overraskende, fordi det normale prion-
protein (PrP€) opfarte sig helt anderledes end det sygdomsasso-
cierede og infektigse prionprotein (PrP%).

PrPCer et normalt, proteasesensitivt, vandoplgseligt og ikke-
patogent eller smitteoverfgrende membranprotein (tabel 2). Det
har siden vist sig, at PrP¢ findes udtrykt som et GPI- (glyco-

PRP¢ Prpse
Aminosyresekvens IDENTISKE
Kulhydratenheder 2 2
Lokalisering Cellemembran Udfeldninger
(plaques)
Recykling Timer Ar
NMR-struktur Ja Nej
Proteaseresistens Normal Hgj
Rest efter proteinase K Ingen peptider ca. 90-230
(PrP27-30
fragment)
Varmeresistens Normal Hgj
Oplgselighed Hgj Lav
Sekundzre strukturer 45%a., ingen B | 30%0., 45%p3
(circuleer dichroisme)
Patogent Nej Ja*
*nar verten udtrykker Prp°¢

Tabel 2. Egenskaber af de to strukturelle isoformer af prionproteinet.
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(Genbank accessien no. PO4156, human pricn pretein precurser sequence, Kretzichmar eval 1986)

Figur 1. Det humane prionprotein. Qverst en skematisk fremstilling af
reekkefplgen af de kendte sekundeere strukturelementer i den globuleere del af
proteinet, samt placeringen af kulhydrat, disulfidbro og GPI- (glycosylphos-
phatidylinositol) anker. Derunder et Kyte & Doolittle hydropati-plot, hvor
positive veerdier indikerer hydrofobe omrader og negative indikerer hydrofile
omrader. De omrdder (propeptider, gra kasser) der fraspaltes under protei-
nets processering i det endoplasmatiske reticulum (1-22 og 231-253) udviser
den typiske hydrofobe signatur; desuden genkendes octarepeats i mgnstret
mellem 53 og 85. Den globulcere del af proteinet, for hvilken strukturen har
kunnet bestemmes (ca. 120-230), udgpr ca. 60% af det mature protein, mens
resten er den strukturelt uordnede N-terminale del (23-ca. 120). Placeringen
af a-helixer og B-strands er angivet med de grgnne kasser, mens den
transmembrancere Q-helicale sekvens er angivet med en bld kasse.

sylphosphatidylinositol-) forankret cellemembranprotein i
mange forskellige typer af celler i den normale organisme,
specielt i centralnervesystemets nerveceller. Det er et kobber-
bindende glycoprotein pa 33-35 kDa, omkring 250 aminosyrer
langt og med et varierende antal gentagne otte-aminosyre-
mgnstre (octarepeats) i den N-terminale del af molekylet og en
transmembran-lignende, o-helix-agtig sekvens fgr den globul-
@re del af molekylet. GPI findes pa den C-terminale aminosyre
og er typisk for lgst associerede membranproteiner (figur 1).

Genet for prionproteinet er fundet hos et utal af arter lige fra
svampe til mennesker. Sekvenser fra flere end 100 arter er nu
deponeret i GenBank-databasen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
og sekvensen er meget konserveret, hvilket tyder pa, at dette
protein har en essentiel funktion. Nogen entydig funktion er
dog endnu ikke blevet fastlagt.

»Protein-only«-hypotesen
Med et elegant, konceptuelt snuptag forenede Prusiner i 1982
de tilsyneladende modstridende data om PrP€ og PrP5 i
»protein-only«-hypotesen, som gjorde PrP¢ og PrP* til centrale
aktgrer i udviklingen og overfgrslen af de spongiforme
encephalopatier (herefter »prionsygdomme«), uden medvirken
af et traditionelt infektigst agens (virus, bakterier, svampe,
parasitter) [6]. Andre har tidligere fremsat lignende teorier for
proteiners selv-replikation i disse sygdomme (tidligst [10]).
Hypotesen haevder, at PrP* er en sjeldent forekommende,
patogen foldningstype af PrP€, og at PrP% alene er ansvarlig for
prionsygdommenes opstaen og udvikling i et individ, der huser
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denne PrP-type. PrP¢ kan under passende (sjeldne) betingelser
omdannes til sin patogene isoform. Herved bliver forstaelsen af
betingelserne for konverteringen af PrP¢ til PrP* afggrende for
forstéelsen af prionsygdommenes udvikling. Det centrale i
hypotesen er, at den konformationelle omlejring fremmes ved
interaktion mellem PrP% og PrPC. I sjeldne tilflde kan en
mutation i PrP-sekvensen destabilisere PrP° tilstraekkeligt til, at
den spontant kan omlejre (sporadisk prionsygdom), eller der
kan nedarves en serligt destabil sekvens (de familiere prion-
sygdomme). Endelig kan de overfgrbare prionsygdomme,
TSE’erne, forklares ved, at exogent PrP% kan introduceres via
feden eller ad anden vej (f.eks. iatrogent) til de serligt sensiti-
ve nerveceller i centralnervesystemet, specielt i hjernen. I
hjernen interagerer de med vertens eget PrP¢, der omdannes til
PrP%, der sa igen kan omdanne mere PrP€ osv., hvorved der
s@ttes gang i en trinvis og accelererende proces, der resulterer i
proteinaflejringer, cellehenfald og slutteligt vakuolisering, som
betinger prionsygdommenes sygdomsbillede (figur 2). PrP5¢’s
proteaseresistens er en integreret og vigtig del af sygdomsme-
kanismen. Den betinger ophobningen af de unedbrydelige
proteinudfeldninger, som anses for at vaere forudsatningen for
udviklingen af de patologiske forandringer. Mens den struktu-
relle basis for PrP%’s exceptionelle stabilitet er relativt darligt
belyst, er der efterhanden en del strukturel information, der
understgtter PrP¢’s omlejringstilbgjelighed, mekanismen bag
omlejringen og til en vis grad, hvordan PrP% kan fremme
omlejringen (se nedenfor).

TSE-smitten er ikke »infektigs« i traditionel forstand og

Prionprotein struktur & TSE patogenese.

Normalt prionprotein (PrP®)
1‘

Fejlfoldet prionprotein (Prit) ‘

) 4

Proteaseresistent prionprotein (PrP?E5)

B 4

Infektisst/patogent prionprotein (PrP®)

Udfieldning af PrP™ prionprolein-aggregater

Spongiforme forandringer/sy gdom

Prion proteinstrukur Forandringer 1 hjernevaey

Figur 2. Skematisk oversigt over sammenhcengen mellem prionproteinets
struktur og udviklingen af TSE-patologi. PrP¢ gdr over en rakke hypotetiske
trin (1-3) - ikke ngdvendigvis i den viste reekkefplge - til sluttilstanden PrP",
hvilket fprer til udfeeldning af prionprotein aggregater (plaques) bestdende af
den proteaseresistente isoform PrP% og herfra i et eller flere trin (4) til
dannelse af de spongiforme forandringer. I diagnostisk sammenhceng er den
infektipse/patogene form (PrP*) den interessante.

medfgrer ikke noget immunrespons hos den smittede vert,
(man kan dog fremstille antistoffer mod prionproteiner ved
traditionel immunisering af f.eks. mus med oprenset prionpro-
tein). Der ses heller ikke @ndringer i biosyntesen af PrP¢ under
udvikling af TSE. Det betyder, at man ikke kan diagnosticere
disse sygdomme ud fra et bestemt respons hos det afficerede
individ.

Nogle af de eksperimentelle fund, der i de senere ar har
understgttet hypotesen, er konstateringen af, at musestammer,
der er »knock-out’ede« i PrP-genet (PrP%°) ikke kan smittes
med PrP% [11], dvs. at udvikling af sygdom kreaver, at verten
selv udtrykker sit normale PrP. Det er endda vist, at hvis der
indsettes et stykke hjernevav fra en normal mus i hjernen pa
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en PrP%-mus, vil der ved efterfglgende injektion af PrP% i
hjernen langsomt udvikle sig en spongiform encephalopati men
kun i det normale, indsatte hjernevaev [11]. Det lader faktisk til,
at man kan satte lighedstegn mellem en celles niveau for
udtrykkelse af PrP€ og dens tilbgjelighed til at udvikle PrPse-
udfeldninger.

Overfgrsel af PrPS-struktur til PrP€ er blevet pavist in vitro
med gensplejsede former af prionproteinerne udtrykt i E. coli.
Forsggene viste, at hvis en bestemt genotype af PrP¢ har stor
tilbgjelighed til at udvikle prionsygdom, f.eks. udtrykt ved
korte inkubationstider efter eksperimentel indpodning af PrPs
vil denne type af PrP ogsé have relativt let ved at omlejre til
PrP% under pavirkning af det givne PrP in vitro [12,13]. 1
mennesker er der beskrevet hen ved 20 forskellige mutationer i
PrP¢, som medfgrer udviklingen af karakteristiske spongiforme
encephalopatier. Det tyder pa en meget direkte involvering af
PrP. Aminosyre nr. 129 (hos mennesker enten methionin eller
valin) har vist sig at have stor betydning for modtagelighed/
inkubationstid og udvikling af neuropatologi/kliniske manife-
stationer hos mennesker. Alle vCJD-tilfelde er indtil videre
optradt hos mennesker, der er homozygote for methionin i
position 129. Homozygoti ved denne position er i det hele taget
en risikofaktor for udvikling af spongiforme lidelser [14].

Man bgr vaere opmerksom pa, at selv om »protein-only«-
hypotesen understgttes af alle kendte eksperimentelle og
kliniske data, er der stadig mange huller i vores forstaelse af
disse sygdomme. Det er f.eks. uklart, hvordan en specifik
prionsygdoms fenotype kan opretholdes i en ny art, som det
f.eks. er tilfeldet med BSE og den afledte vCJD i mennesker,
nar det ifglge hypotesen er vartens eget prionprotein, der
findes som PrP% i de opstdede proteinaflejringer, mens det
exogent introducerede PrP* kun udggr en minimal del af
udfeldningerne.

Det er ogsa uklart, om sygdommene er en direkte fglge af
PrP5c-udfeldninger, eller snarere skyldes mangel pa PrPC,
toxiske biprodukter eller beslagleggelse af andre proteiner. Det
er heller ikke kendt, hvordan de regionale lasioner (vakuoler
og nervecelledgd) egentlig opstar.

Det normale prionproteins struktur

Der er intet umiddelbart specielt ved prionproteinets struktur.
Det er et ca. 35 kDa protein med to glycosyleringssites, en
disulfidbro samt en C-terminal-glycophosphoinositol-gruppe.
Sidstnavnte forankrer proteinet i cellens dobbelt-lipidmembran
og benavnes et perifert membranprotein. I den N-terminale del
findes nogle karakteristiske, gentagne otte-aminosyre mgnstre,

Figur 3. NMR-bestemte strukturer af det globulere domene af PrP€ fra tre
forskellige arter. C-terminal er angivet med gult, N-terminal med blat.
Disulfid, kulhydrat og GPI er ikke angivet. Som det ses er strukturerne i det
store hele ens (se detaljer i teksten).
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hvis antal varierer noget fra art til art, fulgt af en typisk trans-
membransekvens (figur 1). De to kulhydratgrupper er af den
asparagin-bundne type, som kendes fra mange andre mammale
glycoproteiner. Den primeare sekvens er bemarkelsesvardig
velbevaret fra art til art. Der er stgrst variation i de terminale
dele af proteinet.

De fgrste undersggelser af dets rumlige struktur (ved circu-
leer dichroisme (CD) og Fourier Transformations infrargd
spektroskopi (FTIR)) viste, at o-helixer er den dominerende
sekundere struktur i PrP¢, mens B-sheet-strukturer dominerer i
PrP5. Det resultat fgrte til publiceringen af de fgrste modeller
for henholdsvis den normale og den patologiske foldning [15].
Modellen var baseret pa neurale netveerk, der forudsiger de
sandsynlige kombinationer af de sekundare strukturelementer.

11996 lykkedes det eksperimentelt at fastsla den fgrste
rumlige struktur af det normale prionprotein ved NMR af et
gensplejset museprionprotein [16]. Den eksperimentelt bestem-
te tertieere struktur afveg pa flere punkter fra Prusiners teoreti-
ske model [15]. Strukturen afveg ved at indeholde B-sheet-
struktur, ved kun at indeholde 3 o-helixer og ved et andet
arrangement af disse helixer, men hovedtrakkene var som
forudsagt, dvs. overvejende »a-helical« (figur 3). Mere
bemarkelsesverdigt var det, at de N-terminale ca. 120 amino-
syrer (inklusive octa-repeat regionen) ikke dannede en rumligt
defineret struktur, hvorfor det kun er proteinet fra position ca.
120 til 230, der danner en egentligt veldefineret, rumlig
struktur — et sakaldt globulert domane. Prionproteinet bestar
altsa af en ustruktureret N-terminal del og en globular del i de
ca. 60% af resten af molekylet med strukturen f o 3,001,
(figur 1). Kulhydratdelene findes begge pé o.,. Den kobberbin-
dende del af molekylet findes i den uordnede N-terminale del.
Foruden strukturen af murint PrP€ er strukturerne af hamster-,
humant- og ko-PrP€ i forskellige forkortede, gensplejsede
udgaver blevet bestemt ved NMR, og de viser alle samme
principielle struktur som muse-PrP¢ (figur 1 og 3). Dog har
human- og hamster-PrP¢ en lang o,-helix, mens den er kort hos
mus og loop’en mellem 3, og o, er lang og fleksibel hos mus
og menneske, mens den i hamsterproteinet er kort og struktu-
relt veldefineret.

Strukturen af den patogene udgave af prionproteinet (PrPS°)
er ikke bestemt, men alt tyder p4, at den afggrende forskel pa
de to strukturer er et stgrre indhold af B-strands i PrP% end i
PrPc.

Det patologiske prionproteins struktur

Det er ikke lykkedes at bestemme den tertiere struktur af det
patologiske prionprotein (PrP5¢) eksperimentelt. Den ma
adskille sig vasentligt fra strukturen af det normale
prionprotein, for at forklare den sterkt forggede protease-
resistens og tendensen til aggregering og udfeldning i fibril-
lignende strukturer. Samtidig skal en sddan struktur kunne
opsté ud fra den samme primare sekvens; den primzre sekvens
skal med andre ord kunne eksistere i to forskellige foldninger.

En rekke eksperimentelle fund har bidraget til at belyse
strukturen og har fgrt til en model, der til en vis grad forklarer
dette paradoks. Et paradoks, der har stor betydning for forstael-
sen af proteinfoldning som en entydig funktion af aminosyrese-
kvens eller, i sin yderste konsekvens, som en entydig funktion
af den pagzldende gensekvens.

Hornemann et al. publicerede i 1997 [17] en model baseret
pa bindingsstedet for det hidtil eneste rapporterede antistof, det
er lykkedes at ggre specifikt for PrP*. Bindingsstedet blev
kortlagt ved at studere binding af antistoffet til overlappende
syntetiske peptider, der dekkede det bovine PrP¢’s sekvens.
Det viste sig, at dette specielle antistof reagerede med et
bindingssted, der var opbygget af omrader fra tre adskilte — +
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Figur 4. Strukturen* af det globuleere domene af humant PrP¢ (til venstre)
sammenlignet med Korth et al.’s model for strukturen af PrP% (til hgjre) set
fra en vinkel, der tydeligt viser pavirkningen af helix 1 ved den konformatio-
nelle omlejring. Omrdder med hgj mobilitet er farvet rode og M129 er farvet
lysebld. N-terminal er bld, C-terminal er gul. Kulhydrat sidder pa de to
asparaginer hvis sidekcder er angivet. S-S bro er angivet ved stiplet rgd linie.
*Repreesentativ NMR-struktur af humant prionprotein fragment (121-230) fra
rekombinant E. coli. Strukturen omfatter 125-228 (1Q0ML, [26])

PrP% _ASSISTERET OMLEJRING AF PrPC¢ TIL Prpsc
Model 1: Termodynamisk kontrol, nukleationsproces

(sc f.cks. Jackson et al. 1999)

Lavt pH, reduktive
omstaendgheder,
cellulaere organeller
og membraner?
Protein X7

PrP3¢ -ASSISTERET OMLEJRING AF PrP¢ TIL PrPsc
Model 2: Kinetisk kontrol, katalyse
(se f.eks. Prusiner et al. 1996)
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Figur 5. Template- og seed-model for PrP%-assisteret omdannelse af PrP€ til
PrP%. Som det ses indebcerer begge modeller mulighed for keaedereaktionslig-
nende forlgb, i den gverste model (termodynamisk kontrol) tenkes omdannel-
sen at foregd pa en voksende »krystal« af aggregeret PrP% som proportionalt
med sin stgrrelse er i stand til at omdanne stadigt mere PrPC, mens der i den
nederste model (kinetisk kontrol) ved interaktion med PrP% produceres to
PrP%-molekyler ud fra et molekyle PrP¢, og begge disse molekyler kan gd
tilbage og pdvirke nye PrP¢ molekyler. Dette kan sammenlignes med en
enzymatisk reaktion (reaktionen fremmes ved at aktiveringsenergien senkes
(katalyse)), mens den foregdende model kan sammenlignes med en udfeeld-
nings/krystalliseringsreaktion involverende et ustabilt PrP-intermediat (PrP")
og et steerkt stabiliseret slutprodukt (se teksten).
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regioner af aminosyrekaeden, som var blevet bragt sammen i
PrP%.

Ifplge modellen er strukturen af PrP% 8 B.B.B, 00, dvs. o,
er blevet erstattet af B 3,, der sammen med de to andre
[B-strands udggr et velstabiliseret 4-strand B-sheet - alts en
mere kompakt struktur med et hgjere indhold af B-sheets.
Modellen passer godt med, at omrader, der er defineret ved
mutationer, har vaesentlig betydning for PrP¢’s evne til at blive
omdannet til PrP%. Omréaderne indgar i de smittede dele af
proteinet (figur 4, side 35).

Modeller for omdannelse af PrP¢ til PrP*
En rekke grundleggende observationer belyser betingelser for
omdannelse af PrPC til PrP5c:

PrP€ kraver kontakt med PrP5¢, for det kan omdannes til
PrPSe. PrP5 stabiliseres i kompleks med andre PrPS, hvilket
fgrer til protease-resistente, udfaldede aggregater af PrP5¢[18].
PrP%¢ der stabiliseres serligt er ikke i stand til at fremme
omdannelsen af PrP¢ til PrPS . Denne egenskab ved PrP5¢
kraver en vis konformationel destabilisering [19]. Delvist
udfoldede syntetiske peptider kan fremme omdannelsen, men
det kan tilsvarende peptider i B-sheet ikke [18]. Helix 1, der er
helt us@edvanlig hydrofil, og som udelukkende stabiliseres af
saltbroer, kan gennem en energetisk favorabel intermolekylar
interaktion danne saltbroer med andre helix 1‘ere under
dannelsen af B-strand bundles. De holdes sammen af intermole-
kylere saltbroer, hvormed hydrofobe dele fra andre steder i
molekylet fgres sammen og danner det egentlige aggregat [20].
Et sadant hydrofobt sted kunne vere segment 118-133 [21].

En form for PrP med et forgget indhold af B-sheet (PrP"™®)
kan fremstilles eksperimentelt ud fra rekombinant PrP¢.
Rekombinant PrP€ giver i sin grundform et steerkt aromatisk
signal ved CD-spektroskopi - et tegn pa, at sidekaderne i
molekylet er pakket optimalt [22]. PrP™* er karakteriseret ved
forgget indhold af B-sheets og en dérligere pakning af sidekee-
der [22], hvilket er en sakaldt »molten globule«-struktur [23].
Dette betyder, at PrP** befinder sig i en quasistabil tilstand,
som enten kan revertere til PrP-strukturen eller kan fgre til en
irreversibel dannelse af en mere stabil struktur (PrP%) ved
interaktion med PrP%¢. Dette understgttes af, at der, nar der
udskiftes aminosyrer, der svarer til mutationer, der fremmer
dannelsen af PrP5° ud fra PrP¢ [24], ikke kan pavises nogen
pget tendens til B-strand-dannelse i PrPC. Ifglge denne model er
foldningen i PrP¢ derfor styret af den optimale pakning (dock-
ing) af sidekeder [22] og ikke af den enkelte sekvens’ tilbgje-
lighed til o-, henholdsvis B-strand-dannelse. Derimod styres
foldningen i PrP% eller i hvert fald i PrP"™® af aminosyrekeadens
sekundere konformationstilbgjeligheder i hgjere grad, i PrP*
altsa pa bekostning af sidekadepakningen. Mutationer, der ses
ved familiere prionsygdomme, kunne derfor teenkes at virke
ved at forstyrre sidekade-pakningen i PrP¢ og dermed lgsne
strukturen, som derved nemmere overgér til den propensity-
kontrollerede PrP*®-form. Disse mutationer har derimod ingen
effekt pa den lokale propensity i et fragment [24]. Sddanne
mutationer i gensplejset PrP€ er direkte vist at medfgre destabi-
lisering af strukturen.

PrP%-formen tenkes i denne model (figur 5 gverst, side 35)
at opsta ved TSE’er, nar PrP*-former stabiliseres yderligere
ved binding til eksisterende (introducerede) PrP% og i arvelige
TSE’er ved at den opstdede mutation har sa stor effekt, at
PrP5-foldningen opstar af sig selv og derefter yderligere skaber
ny PrP% ved stabilisering af PrP"®“-former til PrP%-former. De
PrP*“-former, der er en forudsetning for PrP% i denne model,
teenkes at opstd under den naturlige PrPC-recykling i cellens
endosomer, men vil ikke under normale omstendigheder, dvs. i
fraveer af PrPS omdannes til PrPS*-formen.
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En anden model (figur 5 nederst) postulerer, at PrP% virker
som katalysator for omdannelsen, enten under medvirken af
PrPS¢ som monomer eller som multimer, men der er ikke
beskrevet nogen overbevisende mekanisme for denne model.

In vivo kunne en ra&kke andre faktorer tenkes at have
indflydelse pa processen, iser udtrykkelsesniveauet for PrP¢
samt andre »chaperone«-lignende proteiner (protein X [5]).
Desuden vil der vare en effekt af, at PrP¢ er et membranprote-
in, saledes at omlejringsprocesserne foregar i tet forbindelse
med disse membraner [25].

Konklusion

Prionproteinets evne til at folde i to vasentligt forskellige
strukturer er afggrende for dets dramatiske skift i patogent
potentiale. Det er et fascinerende eksempel pa en ny type
molekyl®r sygdomsmekanisme, og er grundlaget for identifi-
kation af smitte med prionsygdomme, f.eks. BSE.

En bedre forstaelse af foldningsmekanismerne og foldnings-
og kompleksdannelsernes sammenhang med udvikling af
sygdom er af vasentlig betydning for udvikling af bedre
diagnostiske metoder, der vil muligggre detektion af smitte
mere sikkert og pa et tidligere tidspunkt i forhold til sygdoms-
udvikling. En sadan metode vil ideelt ogsa tillade identifikation
af typen af smitte, f.eks. mulig subklinisk smitte med BSE i far.

Der er derfor i 2001 startet et forskningsprojekt inden for
dette omrade pa Statens Veterinaere Serumlaboratorium, som er
Danmarks nationale overvagningslaboratorium for BSE.
Projektet har som formal at udvikle fglsomme diagnostiske
metoder til detektion af BSE pa prgvemateriale, der kan
indsamles fgr aflivning og til detektion af BSE tidligere i
inkubationsperioden.

Nomenklaturhoks

Prp©: Det normale, cellulere prionprotein (normale
konformation).

PrPSe: Det protease- og varmeresistente prionprotein

som det findes 1 prioner.

PrP*: En teoretisk form af prionproteinet, der er
»infektivt«, men ikke ngdvendigvis
proteaseresistent.

PrPRES:; En proteaseresistent form af prionproteinet,
ikke ngdvendigvis »infektivt«.

PrPbet; En eksperimentelt opnaelig form af PrP¢

karakteriseret ved »molten globule«- og
[B-sheet karakter samt en vis proteaseresistens
og en vis infektivitet.

PrP 27-30: Den proteaseresistente kerne af PrPs

Prion: Af »proteinaceous infectious particle«
(Prusiner 1982), den infektigse partikel der ses
associeret med scrapie (eller anden TSE)
»infektivitet«. Akkumulerer i hjernen ved disse
sygdomme, men ses ikke altid som amyloide
plaques.
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Nyt om raketbraendstoffer

Beregninger viser, at de i figur 1 p— -
gengivne nitrogenforbindelser =N =]
er interessante kandidater til pesent s
nye raketbrendstoffer. y On/”\n
Det er nu lykkedes at

syntetisere N*[AsF,] ved den i
figur 2 viste reaktion. Det er et N
hvidt krystallinsk stof, der er « S W Y
holdbart i nogle uger ved -78°C
og som kan handteres med
nogen forsigtighed, uden at det om0
eksploderer. mem N }O{r\

N

Carl Th. s

118 pm

Pentastickstoff-Kation, 4

vandfrit HF N5+[ AsFg] + HF

H—N=N=N + [F—N=N]AsFs

Chemie in unsere Zeit 1999: 33: 304.

Nyt om tetrachloronium

Konrad Seppelt og Stefan Seidel i Berlin har oxideret dichlor
med iridiumhexafluorid i fluoran ved temperaturen -80°C og
faet udfaeldet saltet tetrachloroniumhexafluoroiridat(1-)

2Cl, + IrF, = [C1][ITF,]
Tetrachloronium

Cclr
har form som et rektangel med kantlengderne 194 pm og 294 pm.
Hyvis temperaturen blot stiger et par grader, dekomponerer
tetrachloronium til trichloronium og dichlor
2Cl,r=2Cl + Cl,
Bos

2000, 6. november: Cold existence for Cl,*. Chemical & Engineering
News: 34.
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Cassanova lever - og hur det godl

I Afrika dekkes i mange )v
CH
HOMO CHa

omrader en stor del af

kulhydratbehovet af

cassavaplanten Mahnihot
esculenta, tropernes kar- Linamarin

toffelplante. I det tidligere

Zaire 60% fra knoldene og

20% fra bladene. )V
Cassavaplanten er meget Hog&/ CHZCH:’
ngjsom og formeres blot ved,

at man stikker en stump Lotaustralin
plantestengel i jorden.

Cassavaen indeholder uhel- HSCH,CHCOOH

digvis ogsa to sakaldte ,lle

cyanogene glucosider

Linamarin og Lotaustralin, Cystein

som ved hydrolyse giver

HCN. HsCSCH,CH,CHCOOH
Det er derfor vigtigt, at NH;

knoldene forarbejdes pa den Methionin

rigtige made, inden de spises. De rives, udvaskes, presses,
soltgrres og ristes inden anvendelsen. Man regner med, at der
ved denne forarbejdning friggres 100 000 ton HCN arligt. Den
restmangde af HCN, der er, omdannes i organismen til thiocy-
anat ved hjlp af de to svovlholdige aminosyrer cystein og
methionin, hvilket ern@ringsmassigt er et stort problem for en
befolkning, der lever af en sparsom animalsk fgde, som er den
vasentligste kilde til disse aminosyrer.

Plantebiokemisk Laboratorium pa KVL har deltaget i et
projekt »Cassanova« til undersggelse af betydningen af de
cyanogene glycosider for plantens forsvar mod insektangreb
og undersggelse af muligheden for at fremelske arter, der
indeholder mindre eller ingen cyanogene glycosider.

Carl Th.

Cassanova-Projektet, Naturens Verden. 2000(4): 25.
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