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1.Budowa i wiasciwosci prionéw

ermin ,,prion” zostat wprowadzony przez Stanleya B. Prusinera w 1982 r.
Tna oznaczenie matej ,,zakaznej ezgsteczki biatkowej” iproteinaceous infec-
tious particle], opornej na inaktywaeje przez wiekszos$¢ proeedur uszkadzajg-
eyeh kwasy nukleinowe (1). Termin ten podkresta, ze biatko jest istotnym
sktadnikiem ezynnika zakaznego (1,2).

W hipotezie protein-only zaktada sie, ze prion jest pozbawiony jakiegokol-
wiek informaeyjnego kwasu nukieinowego, a istotnym skiadnikiem patogen-
nym jest biatko. Nie wykiucza sie jednak w niej potgczenia z innymi ,,niein-
formacyjnymi” czasteczkami, takimi jak lipidy lub glikozoaminoglikany (2).
Obecnie powszeehnie przyjmuje sie w tej hipotezie, zgodnie z poglagdami Pru-
sinera, ze priony zbudowane sg z biatka PrP, ktore jest patotogiezng, kon-
formaeyjna odmiang prawidtowego biatka PrP”, znajdujgeego sie w modzgu
i innyeh narzadach kregowcow (2). Powielanie PrP™ jest procesem post-
translaeyjndrm, polegajacym jedynie na wymuszaniu konformaeyjnej zmiany
kolejnyeh czasteczek PrP™ w PrP M (3).

1.1. Komérkowe biatko prionowe PrpP”

Komérkowe biatko prionowe (PrP?) jest gtikoproteing kodowang przez gen
(PRNP) umiejseowiony na ludzkim ehromosomie 20 (4). Geny kodujace PrP
seharakteryzowano w wielu gatunkaeh ssakéw, homologi tego genu wykryto
m.in. w genomaeh ptakéw i muszki owocowej (5). Gen eztowieka sktada sie
z dwéch eksondéw, natomiast cata sekwencja kodujaca biatko (otwarta ramka
odczytu) miesci sie w drugim eksonie (5), co wyklucza mozliwos¢ istnienia
odmian biatka, wynikajgeyeh z procesu altematywnego skladania mRNA (4).

Produkt transtaeji mRNA u cziowieka sktada sie z 253 reszt aminokwa-
sowyeh i jest w znacznym stopniu homologiczny z PrP innych gatunkéw
ssakéw (4,5). Produkty translacji mRNA myszy i chomika zbudowane sg
z 254 reszt aminokwasowych (4). Peptyd sygnatowy, zbudowany z 22 reszt
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aminokwasowych od strony konca aminowego, jest usuwany w $wietle szor-
stkiej siateczki $rodplazmatycznej podczas biosyntezy biatka (4). Od strony
konca karboksylowego znajduje sie domena zbudowana z 23 reszt amino-
kwasowych, ktora jest usuwana przed ,,zakotwiczeniem” do btonowego fosfo-
lipidu zawierajacego inozytol (glikozylofosfatydyloinozytolu). W wigzaniu tego
glikolipidu uczestniczy C-koncowa reszta serylowa (4). Charakterystyczng ce-
cha niektérych odmian glikozylofosfatydyloinozytolu, zwiazanych z PrP, jest
obecnos$¢ w ich skladzie kwasu sjalowego (6). W poblizu konca karboksy-
lowego czgsteczki znajduje sie petla utworzona przez wewnatrztancuchowy
mostek disiarczkowy, w obrebie ktérej umiejscowione sg dwie reszty aspa-
raginy, zdolne do przylaczenia oligosacharydéw (4). Umozliwia to ekspresje
odmian PrP zawierajacych jeden lub dwa tahncuchy cukrowe lub pozbawio-
nych takich tancuchéw (7).

Po translacji i wydzieleniu do siateczki srédplazmatycznej PrP~ przechodzi
przez aparat Golgiego, w ktérym dochodzi do modyfikacji oligosacharydéw
(4), a nastepnie jest transportowany w pecherzykach wydzielniczych do btony
komorkowej, gdzie petni swojg funkcje (4). PrP” ulega reinternalizacji do
whnetrza komorki, prawdopodobnie lizosoméw, gdzie zaehodzi rozpad czaste-
czki w jej N-koncowym fragmencie, w miejscu wysoce zachowawczej sekwen-
cji aminokwasowej. C-koncowy fragment cechuje stabilno$¢, ulega on po-
nownemu wbudowaniu do btony komérkowej. Przewazajaca wiekszos¢ biatka
(powyzej 95%) wraca na powierzchnie komérki w nie naruszonej postaei (8).

1.2. Wystepowanie PrP?

Jakkolwiek najwieksze stezenie mRNA dla PrP” stwierdzono w neuronach
(4), biatko to wystepuje powszechnie w innych komérkach, nawet poza ukita-
dem nerwowym. W moézgu gryzoni mRNA dla PrP~ ulega ekspresji takze
w komodrkach wyscidtki [ependyma), nabtonka splotu naczyniastego, pericy-
tach, komoérkach srédbtonka i oponach, jak réwniez w astrocytach i komor-
kach mikrogleju (9).

W badaniach Northern biot na tkankach szczurzych wykazano najwyzsze
poziomy ekspresji MRNA w moézgu i tozysku (10). Obecno$¢ mRNA dla PrP?
wykazano tez w warstwie miesniowej macicy i kanaliku nasiennym w jadrze
dly.

W badaniach immunologicznych wykazano obecno$é¢ PrP™ w wielu tkankach
poza uktadem nerwowym chomika, m.in. w krazacych limfocytach, sercu, migs-
niach szkieletowych, ptucach, jelitach, Sledzionie, jadrach i jajnikach (12).

W badaniach réznych tkanek i narzadow cziowieka rowniez potwierdza
sie istnienie PrP”™ poza uktadem nerwowym. Za pomoeg mono-i poliklonal-
nych przeciwciat oraz znakowania fluorescencyjnego zlokalizowano PrP*
w postsynaptycznej domenie ztgcza nerwowo-migsniowego (13). Obecnos¢ te-
go biatka lub jego mRNA wykazano takze w makrofagach miesniowych (14),
regenerujacych widknach miesniowych (15), komérkach a i (3 wysepek trzu-
stkowych (16) oraz w hodowlach komorkowych fibroblastow, pochodzacych
z wiezadta okotozebowego (17).
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Ekspresje genu PrP** wykryto w ludzkich limfocytach, monocytach i neu-
trofilach (18). Do wytwarzania tego biatka sg rowniez zdolne plytki Kkrwi.
Zaréwno spoczynkowe, jak i aktywowane trombocyty wydzielajg rozpuszczal-
nag forme tego biatka oraz produkt jego czesSciowej degradacji, pozbawiony
89 reszt aminokwasowych od strony korica aminowego (19).

1.3. Funkcje PrP?

Fizjologiczna funkcja PrP”~ nie zostata dotychczas wyjasniona (2). W ba-
daniach na transgenicznych myszach, pozbawionych genu PrP, wykazano
ich normalny rozwo6j i zachowanie oraz brak defektow immunologicznych
w ciggu pierwszych miesiecy zycia (2,5). Po dtuzszym okresie jednak u zwie-
rzat takich, na skutek utraty komorek Purkinjego w mézdzku pojawiajg sie
i postepuja objawy ataksji. Moze to Swiadczyé, ze PrP” zapewnia diugoter-
minowe przezycie tych neuronéw (20). Myszy pozbawione genu PrP” cechuje
réowniez fragmentacja snu przejawiajgca sie podwojong liczbg epizodéw krot-
kich wybudzen, co sugeruje role tego biatka w podtrzymywaniu ciggtosci
snu (21). Obserwuje sie takze zaburzenia w funkcjonowaniu zlacza synap-
tycznego (22).

Nieprawidtowosci w przekazywaniu sygnatu moga wynikaé z utraty ochron-
nych wiasciwosci wykazywanych przez PrP~ przy zwiekszeniu stezenia jonow
Cu2+ w otoczeniu (22). Wykazano, ze PrP™ zdolne jest do wigzania Cu™+ in
vivo. Metal ten wigze sie z N-koncowg domeng zawierajgca bogate w glicyne
i proline oktapeptydowe powtdrzenia PHGGGWGQ (22). Przypuszcza sie, ze
PrP” oprécz funkcji w przekazywaniu sygnatu, moze transportowac jony mie-
dzi do przedziatbw wewnatrzkomérkowych (22). W pogladzie tym wyjasnia
sie zmniejszenie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej zaleznej od Cu i Zn
u myszy pozbawionej genu PrP (23). Ten ostatni efekt moze by¢ przyczyng
wiekszej podatnosci hodowanych komérek moézdzku na stres oksydacyjny
i czesciej obserwowanej $mierci komorki (23). Wigzanie jonOw miedzi z N-
koricowa domeng PrP~ moze mie¢ réwniez udziat w tworzeniu uporzadko-
wanej struktury tego biatka. W badaniach przeprowadzonych na sztucznych
peptydach obejmujacych sekwencje oktapeptydowa PHGGGWGQ wykazano,
ze zwigzanie jonu Cu”™+ z odcinkiem HGGG indukuje transformacje struktury
C-koncowej czesci peptydu z nieuporzadkowanej w a-helikalng (24).

Znacznie mniej wiadomo o funkcjach PrPC poza uktadem nerwowym. Obec-
nos¢ zwiekszonych ilosci tego biatka w regenerujagcych widknach miesnio-
wych moze $wiadczy¢ o jego roli w rozwoju miesni (15). Uwaza sie, ze istnieje
dodatnia korelacja miedzy ekspresja mRNA kodujgcego PrP” a zatrzyrnaniem
wzrostu komorki i jej zr6znicowaniem (17).

1.4. Rola Prpc w rozwoju zakazenia

PrP~ jest niezbednym czynnikiem, wymaganym do zakazenia prionami
i rozwoju choroby. Wykazano to na badaniach przeprowadzonych na my-
szach pozbawionych genu tego biatka, ktdre sg odporne na zakazenie (25).
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Bardziej wysublimowane eksperymenty przeprowadzono na myszach pozba-
wionych PrP~, ktérym wszczepiono do mézgu tkanke nerwowg wytwarzajgcg
zwiekszone ilosci tego biatka i zakazono domézgowo prionami scrapie. Po-
mimo rozwoju powaznych zmian histopatologicznych w obrebie wszczepu
i wytworzenia duzych ilosci patologicznej formy biatka (PrP™), ktére migro-
wato do tkanki gospodarza, nie zaobserwowano zadnych zmian patologicz-
nych w tkance pozbawionej PrP”, nawet w bezposrednim otoczeniu prze-
szczepionej tkanki. Wyniki te Swiadcza o podstawowej roli PrP® w rozwoju
choroby (26).

Pr~ innej, niz domoézgowa drodze zakazenia, istotny udziat petni PrP” ob-
wodowych tkanek gospodarza. U myszy pozbawionych genu tego biatka prze-
szczep szpiku kostnego z komoérkami wytwarzajacymi PrP” umozliwia namna-
zanie sie priondw w S$ledzionie po zakazeniu do”lnym lub dootrzewnowym,
nie wystarcza jednak do wytworzenia patologicznych zmian we wszczepach
tkanki nerwowej produkujacej PrPA w mézgu zwierzat doswiadczalnych (27).

1.5. Struktura przestrzenna PrP

Istniejg konformacyjne réznice pomiedzy PrP** a PrPAM. W badaniach prze-
prowadzonych za pomocg metod dichroizmu kotowego i spektroskopii w pod-
czerwieni wykazano, ze komérkowa postaé tego biatka zawiera okoto 42%
a-helisy i 3% harmonijki (3, podczas gdy posta¢ patologiczna — okoto 30%
a-helisy i az 43% harmonijki (3 (5,28). Jeszcze wyzszg zawarto$¢ harmonijki
3 (54%) i mniejsza a-helisy (21%) cechuje PrP27-30, ktére jest produktem
czesciowej hydrolizy PrP~, powstajagcym w wyniku odciecia N-koricowego
fragmentu czasteczki (o dtugosci 67 reszt aminokwasowych (4)) i tworzacym
agregaty amyloidu w moézgu (5,28). W modelach komputerowych opisuje sie
PrP” jako biatko zawierajace 4 obszary a-helikalne, tworzace zwartg stmkture.
Sugemje to ponadto, ze PrpSC powstaje na skutek rozfatldowania dwoéch helis
zblizonych do konica aminowego czasteczKi i przeksztatcenia ich w harmonijki
P (3,5). W przeprowadzonych badaniach NMR jedynie cze$ciowo potwierdzono
stuszno$¢ komputerowego modelu PrP”. Uzyskany technikami rekombinacyj-
nymi fragment PrP” chomika, zawierajgcy reszty aminokwasowe 90-231, ce-
chuje obecnos$¢ 3 obszaréw a-helikalnych i 2 odcinkéw o strukturze harmo-
nijki P (3). Podobne obrazy otrzymano dla PrP myszy, obejmujgcego calg
sekwencje dojrzatego biatka (reszty aminokwasowe 23-231) (2,3). C-koncowa
potowa czagsteczki, zbudawana z 3 helis a i 2 odcinkéw tworzacych harmonijke
P, tworzy stabilng globulamg stmkture. Odcinek N-korcowy, ztozony z reszt
23-120, rozcigga sie w dhugi, gietki, pozbawiony stmktury ,,ogon”, ktéry umo-
zliwia czasteczce przyjecie réznych konformacji (2,3).

W badaniach przeprowadzonych z uzyciem przeciwciat wykazano, ze gtow-
na zmiana konformacji, jaka zachodzi podczas konwersji PrPA w PrP™M, lo-
kalizuje sie w obrebie reszt aminokwasowych 90-112 (3).

Konformacyjn}m przeksztatceniom towarzyszg gtebokie zmiany wiasciwo-
sci biatka. PrP™ cechuje podatno$¢ na dziatanie enzyméw proteolitycznych,
natomiast PrP™ jest mato wrazliwy na proteazy (3). Produkt ograniczonej
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hydrolizy tego biatka (PrP27-30) nie ulega dalszemu trawieniu i tworzy ztogi
amyloidu w mézgu (4,5). Inna réznica dotyczy rozpuszczalnosci w roztworach
nie denaturujacych detergentéw, do czego zdolna jest jedynie komérkowa
forma PrP (3).

1.6. Mechanizm konwersji PrP™ w Prpsc

Konwersja PrP™ w PrP™ zachodzi wewnatrzkomadrkowo. Istniejg poglady,
ze proces ten zachodzi w lizosomach, po endocytozie komorkowej formy biat-
ka prionowego (29). Poglad ten, jak sie wydaje, potwierdza tworzenie stru-
ktury harmonijki ¢ w kwasnym pH (30). W innych badaniach, przeprowa-
dzonych na zmutowanych formach PrP, wykazano fatdowanie ich czasteczek
w nieprawidtowag forme w obrebie retikutum endoplazmatycznego (31,32).

Prusiner postuluje, ze w trakcie konwersji PrPA w PrP™ uczestniczy do-
datkowa makroczgsteczka, prowizorycznie nazwana ,,biatkiem X”. Wykazano
to w badaniach na transgenicznych myszach, wytwarzajacych ,,chimeiyczne”
biatko PrP, w ktérych srodkowy fragment mysiej czasteczki zastgpiono se-
kwencjg aminokwasowsg ludzkiego PrP” (33). Zwierzeta takie byly bardziej
podatne na zakazenie prionami pochodzacymi z mézgu ludzi zmartych na
chorobe Creutzfetdta-Jakoba, niz transgeniczne myszy posiadajace gen PrP”
cztowieka (33). Zazwyczaj istnieje trudnos¢ w zakazeniu obcogatunkowymi
prionami, nasilajgca sie wraz ze zwiekszeniem réznic sekwencji aminokwa-
sowej pomiedzy PrP dawcy i biorcy, co okresla sie mianem ,bariery gatun-
kowej” (3,4). Na podstawie wynikéw uzyskanych w opisanych doswiadcze-
niach sugeruje sie, ze interakcje pomiedzy PrP™M a PrP” zachodzg w obszarze
pomiedzy 96 a 167 resztg aminokwasowa, za$ C-koncowy odcinek PrP" wigze
sie z biatkiem X, dziatajgcym prawdopodobnie jako molekularny opiekun,
utatwiajacy zardwno fizjologiczne fatldowanie PrP~?, jak i tworzenie PrPA"
(3,33). Biatka X dotychczas nie wyizolowano, chociaz istnieja dowody, ze
moze nim by¢ biatko szoku termicznego Hsp 60, ktore zdolne jest do od-
dziatywan in vitro z rekombinacyjnym PrP~ obejmujgcym reszty aminokwa-
sowe 23-231 i PrP27-30 chomika syrjrjskiego. Miejsce interakcji lokalizuje
sie pomiedzy 180 a 210 resztg aminokwasowsg biatka prionowego (34).

Istniejg dwa zasadnicze modele ttumaczgce mechanizm konwersji PrP”
w PrPM*N W jednym z nich, tak zwanym modelu ,,ponownego fatdowania”
{refolding), zaktada sie zmiane ksztattu PrP™ w wyniku interakcji z egzogen-
nym PrP™ (rys. la). Nowo powstajgce czasteczki PrPA przeksztatcajg kolejne
czgsteczki PrP”, co prowadzi do kaskady konwersji w tempie wyktadniczym.
Spontanicznej zmianie konformacji zapobiega wysoka energia aktywacji (2).

Zatozenie, ze monomer PrP™ mogtby przeksztatca¢ PrP” jest sprzeczne
z wynikami badan eksperymentalnych, w ktérych wykazuje sie bardzo niski
stosunek jednostek infekcyjnych do czasteczek odpornych na proteazy (1:
100 000 lub mniejszy) (2,4). Nie mozna jednak wykluczyé, ze jednostka in-
fekcyjna jest rzadkim i odrebnym skiadnikiem mieszaniny réznych czaste-
czek PrP (2). Molekuta ta mogtaby wykazywa¢ szczegdlna konformacje tub
by¢ nosnikiem specyficznej, kowalencyjnej modyfikacji. Istnieje réwniez mo-

biotechnologia 3 (42) '98



40 Tomasz Gogiel

Rys. 1. Modele konformacyjnej konwersji PrPA w PrPSC; a) model ponownego fatdowania
(refolding), b) model zasiewu (seeding). Opis w tekscie. Opracowano na podstawie (2).

zliwos$¢ istnienia niekowalencyjnie zwigzanych kofaktoréw, takich jak pepty-
dy, oligosacharydy, kwasy tluszczowe, sterole lub 2™8tzki nieorganiczne (4).

Bardziej zgodne z wynikami tych badan jest zatozenie, ze jednostka in-
fekcyjna jest agregatem wielu identycznych czasteczek PrP (2). Poglad ten
obrazuje model ,,zasiewu” lub ,,jader krystalizacji’ {seeding: rys. Ib). Zaktada
sie w nim, ze konformacyjna przemiana pomiedzy PrP" a PrPAC jest termo-
dynamicznie kontrolowana i odwracalna, z réwnowaga reakcji przesunietg
silnie w kierunku formy prawidtowej (rys. Ib). Stabilizacja PrP™ zachodzi
jedynie po potaczeniu z podobnym do krysztatu ,,ziarnem” lub agregatem
PrpSC Samoistne tworzenie agregatu jest bardzo powolne, proces jego wzro-
stu zachodzi z duzg szybkoscig (rys. Ib) (2).

Model ten jest zgodny z wynikami ostatnio przeprowadzonych badan ekspe-
rymentalnych. We frakcjonowaniu PrP™, czesciowo rozpuszczonego w chlo-
rowodorku guanidyny, ujawniono zdolno$¢ do renaturacji i odzyskania ,,zdol-
nosci konwertujacej” jedynie dla nierozpuszczalnych agregatow tego biatka
(35). W badaniach in situ przeprowadzonych na skrawkach médzgu wykazano
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powstawanie nowych czgsteczek patologicznej formy biatka prionowego z PrPA
na skutek ich inkorporacji do opornych na proteazy ztogéw PrP (36).

Nalezy zaznaczy¢, ze tworzace agregaty PrP™ nie jest ich jedynym skiad-
nikiem. Wystepujace w chorobach prionowych ztogi amyloidu, zaréwno we-
whnatrz-, jak i pozakomérkowe, wykazujg réwniez obecnos$¢ proteoglikanéw
zawierajacych siarczan heparanu (37). Stwierdzono, ze heparyna i czerwien
Kongo, silne inhibitory akumulacji PrP opornego na proteazy w komdrkach
zakazonych scrapie, wiazg sie zaréwno z PrP?, jak i PrPA. Wyniki te po-
twierdzaja role endogennych proteoglikanéw w tworzeniu ztogéw PrP w cho-
robach prionowych (38).

1.7. Priony u drozdzy

PrP nie jest jedynym biatkiem w przyrodzie, zdolnym do przybierania 2
réznych, stabilnych form przestrzennych. Podobne wasciwosci wykazuje wy-
stepujace u drozdzy Saccharomyces cerevisiae biatko Ure2p, ktére hamuje
pobieranie ureidobursztynianu w obecnosci jonéw (39). W pewnych
stanach metabolicznych, na przykfad przy nadprodukcji tego biatka, wytwa-
rza sie dziedziczona cytoplazmatycznie cecha fenotypowa [URE3], pozwala-
jaca drozdzom na zuzycie ureidobursztynianu pomimo obecnosci jondw amo-
nowych (39). Ure2p, pochodzacy od szczepéw drozdzy z ta cecha, wykazuje
opornos$¢ na proteazy, podobnie jak patologiczna forma PrP. N-koricowa do-
mena Ure2p (reszty 1-65) zdolnha jest do indukcji [URE3] w nieobecnosci
odcinka C-koncowego, za$ ta ostatnia domena, odpowiadajgca za funkcje
biatka, ulega inaktywacji jedynie, wtedy gdy wchodzi w sktad nienaruszonej
czasteczki (40),

Wiasciwosci podobne do PrP wykazuje wystepujace réwniez u drozdzy
biatko Sup35p, homolog czynnika uwalniajacego taricuch polipeptydowy 3
[polypeptide chain release factor 3, eRF3) organizmow wyzszych (2). Biatko
to moze tworzy¢ wielkoczasteczkowe agregaty, blokujgce aktdwnos$¢ Sup35p,
co prowadzi do wytworzenia dziedziczacego sie cytoplazmatycznie fenotypu
(PSI+l, hamujacego proces terminacji translacji (41). Moze to mie¢ korzystny
wptyw w przypadku wspdtistnienia mutacji nonsensowych, ktére w innych
warunkach prowadzityby do $mierci komérki (2). Podobnie, jak w przypadku
Ure2p i PrP, podstawowsg role w tworzeniu nowej formy biatka petni domena
N-koncowa, ktora sama lub jako sktadnik wiekszych fragmentéw czgsteczki,
zdolna jest do tworzenia agregatow w komorkach [PS1+] (41). Oczyszczone
biatko Sup35 i domeny indukujgce IPS1+] tworzg in vitro widkna bogate
w harmonijke p, podobnie jak w przypadku amyloidu odktadajacego sie m.in.
w chorobach prionowych (42). Preformowane wiokna przyspieszajg silnie two-
rzenie wiokien przez niespolimeryzowane biatko (42). Zjawiska te silnie przy-
pominajg model ,,zasiewu” konwersji PrP w forme patologiczna.
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2. Historia odkrycia priondéw jako czynnika etiologicznego
chorob uwazanych dawniej za wirusowe

Przez wiele lat uwazano, ze czynnikiem powodujgcym scrapie, encefalo-
patie gabczastg owiec i kdéz, jest niekonwencjonalny wirus. Jednakze w la-
tach szesédziesigtych Tikvah Alper, radiobiolog ze szpitala Hammersmith
w Londynie, wykryta znaczna oporno$¢ czynnika powodujgcego scrapie na
promieniowanie jonizujace. Tkanka mo6zgowa chorych owiec pozostawata za-
kazna pomimo zastosowania dawek zdolnych do zniszczenia DNA lub RNA.
Wyniki te pozwolity badaczce na odwazna sugestie, ze czynnik infekcyjny
scrapie jest pozbawiony kwasow nukleinowych. Wkrétce potem J.S. Griffith,
fizyk z Bedford College w Londynie, w oddzielnej pracy naszkicowat $miata
hipoteze, w ktérej opisat czynnik scrapie jako zmodyfikowang, patologiczng
odmiane konformacyjng komorkowego biatka, ktéra moze katalizowa¢ zmia-
ne struktury innych, prawidlowych czasteczek (43). Byt to wstepny szkic
hipotezy ,tylko biatko” iprotein-only) (2).

Poglady Alper i Griffitha nie znalazty woéwczas wiekszego oddzwieku poza
krytyka, poniewaz podwazaty podstawowy dogmat biologii molekularnej, w kto-
rym przyjmuje sie, ze kwasy nukleinowe sg jedynym nosnikiem informacji
(43). Te rewolucyjne poglady zainspirowaty jednakze Stanleya B. Prusinera.
Zainteresowanie tego badacza rozpoczeto sie w 1972 r., kiedy jego pacjent
zmart na chorobe Creutzfeldta-Jakoba, przypominajgca scrapie (43). Stwier-
dzit on, ze oprécz promieniowania jonizujgcego i ultrafiotetowego, réwniez
inne czynniki niszczace tub modyfikujace kwasy nukieinowe, takie jak nu-
kteazy, psolareny, hydroksylamina, czy jony Zn*+, nie inaktywujg preparatow
przenoszacych scrapie (1,43). Przeciwnie, czynnik scrapie byt podatny na
dziatanie proteaz i substancji denaturujacych biatko, jak na przykiad siar-
czan dodecylosodowy, tiocyjanian guanidyny, mocznik, czy fenol (1). Na tej
podstawie Prusiner wprowadzit termin ,,prion” (od proteinaceous infectious
particle) dla podkreslenia roli biatka w transmisji choroby (1).

Przetomowym odkryciem byta izolacja gtéwnego sktadnika z oczyszczonych
preparatéw zakaznych, uzyskanych z mézgu chomika, u ktérego doswiad-
czalnie wywotano scrapie. Okazato sie nim biatko oporne na proteazy, o0 ma-
sie czgsteczkowej od 27 do 30 kDa, ktérego ilo$¢ korelowata z dawka czyn-
nika zakaznego. Zostalo ono nazwane PrP27-30 (PrP — od prion protein,
27-30 — ze wzgledu na mase czasteczkowsg) (4). Oczyszczenie PrP27-30 do
stanu homogennosci pozwolito na oznaczenie jego N-koricowej sekwencji ami-
nokwasowej, co z kolei umozliwito synteze oligonukleotydéw, zastosowanych
przez badaczy do identyfikacji komplementarnego DNA (cDNA) kodujgcego
PrP (4). Ku powszechnemu zaskoczeniu okazato sie, ze PrP jest kodowany
przez gen chromosomalny, a nie przez kwas nukleinowy zawarty w czgsteczce
infekcyjnej scrapie (2,4). Zidentyfikowano nastepnie normalny produkt tego
genu, ktérym jest wrazliwe na proteazy biatko o masie czasteczkowej od 33
do 35 kDa, zwane PrP” (,c” od cellular — komérkowe) (4). PrP27-30 nato-
miast rozpoznano jako oporny na proteazy rdzen patologicznej odmiany PrP,
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zwanej PrP"C (,,sc” - od scrapie), wystepujacej jedynie w zakazonych organi-
zmach. Nie stwierdzono réznic sekwencji aminokwasowej pomiedzy PrP27-30
a homologicznym odcinkiem PrP~, co doprowadzito do stwierdzenia, ze obie
formy biatka prionowego rdznig sie jedynie konformacja (4). Odkrycia te do-
starczyty eksperymentatnej podstawy dla hipotezy ,tylko biatko” (2). W péz-
niejszych badaniach wykazano podobng role PrP w calej grupie zakaiznych
encefalopatii ggbczastych zwierzat i ludzi (m.in. w chorobie Creutzfeldta-Ja-
koba) (2).

3. Choroby wywotywane przez priony i mechanizm ich
przenoszenia

3.1. Zmiany patologiczne wywotywane przez priony

Choroby prionowe zwane sa inaczej zakazn3mii encefalopatiami ggbcza-
stymi [transmissible spongiform encephalopathies, TSEs) (44). Wystepuja za-
réwno u zwierzat, jak i ludzi (4,5,44). Wywotuja wakuolizacje i $mier¢ ko-
morek nei*wowych, aktywacje astrocytow i komorek mikrogleju, prowadza do
nieodwracalnego zaburzenia funkcji elektrycznych mézgu (2). Wczesnym zja-
wiskiem chorobowym jest aktywacja astrocytéw, prowadzgca m.in. do zabu-
rzenia bariery krew-mo6zg (2). O podstawowej roli tych komoérek przekonuje
eksperyment na myszach, u ktérych jedynie astrocyty sa zdolne do wytwa-
rzania PrP”. Wszystkie zwierzeta zachorowaly na scrapie po podaniu egzo-
gennych prionéw, co $wiadczy o roli astrocytéw w replikacji czynnika zakaz-
nego i uszkodzeniu neuronéw (45).

W badaniu po$miertnym pod mikroskopem moézgi wykazujg zwyrodnienie
gabczaste i rozrost komarek gleju, jakkolwiek makroskopowo moga wygladac
prawidtowo (3). Obserwuje sie réwniez odktadanie ztogéw amyloidu w mézgu,
ktérych gtowmym sktadnikiem jest biatko PrP27-30, produkt ograniczonej
proteolizy PrP™ (5). Amyloidem nazywamy polimeryczng, podobng do wio-
kien strukture, utworzong z agregatow niekowalenc3*nie potaczonych pepty-
déw lub biatek (m.in. Ab, PrP, gelsolina, transthyretyna, cystatyna C), w kto-
rych budowie znaczacy udziat bierze harmonijka P (5,44).

Najczestszym objawem choréb prionowych u ludzi jest szybko postepujgce
otepienie, cho¢ u niektérych wystepuje ataksja mézdzkowa lub zaburzenia
snu (3). Choroby te cechuje dtugi, czesto wieloletni czas inkubacji, jednakze
od momentu wystgpienia pierwslych objawéw w ciggu kilku miesiecy nie-
uchronnie prowadzg do smierci (3).

Rézne cechy kliniczne i histopatologiczne, jak na przykfad czas inkubacji,
rozmieszczenie i typ uszkodzen w mozgu, zalezg od szczepu prionu (2). Jak-
kolwiek nie rozpoznano dobrze przyczyn tworzenia ré6znych szczepoéw przez
to samo biatko przypuszcza sie, ze sg one skutkiem réznic w strukturze
trzeciorzedowej i wzorach glikozylacji PrP~. Zr6znicowanie czgsteczek cu-
krowych moze by¢ przyczyna istnienia ponad 400 odmian czasteczki PrP (2).
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3.2. Etiologia chor6b prionowych

Grupa choréb prionowych u cztowieka obejmuje chorobe Creutzfeldta-Ja-
koba (CJD), chorobe Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera (GSS), $miertelng
rodzinng bezsennos¢ {fatal familial insomnia, FFI) i kuru (3,5). U zwierzat
wystepuje scrapie (u owiec, k6z i muflonéw), encefalopatia ggbczasta bydta
(BSE, zwana inaczej ,,choroba szalonych kréw”), zakazna encefalopatia norek,
przewlekta choroba wyniszczajgca (u tosi i jeleni), encefalopatia gabczasta
kotow i encefalopatie ggbczaste u zwierzat drapieznych (geparda, pumy, oce-
lota) i antylop w ogrodach zoologicznych w Wielkiej Brytanii (3,5).

Choroby prionowe wystepujace u ludzi moga powsta¢ nie tylko w wyniku
zakazenia (z wyjatkiem kuru), ale tez sporadycznie lub na skutek mutacji
genu PrP (4,5). Wszystkie 3 przyczyny leza u podstaw choroby Creutzfeld-
ta-Jakoba. FFl i GSS maja podtoze genetyczne, jednakze istnieje mozliwos¢
zakazenia zwierzat eksperymentalnych tkankg moézgowa zmartych na te cho-
roby (4).

Formy sporadyczne obejmuja te przypadki, dla ktérych nie wykryto sposobu
powstawania prionéw. Przypuszcza sie, ze moga by¢ spowodowane somatycz-
nymi mutacjami genu PrP lub spontaniczng konwersjg PrP™ w PrPAC (4).

Dziedziczne przypadki choréb prionowych sa wywotane punktowymi mu-
tacjami genu PrP lub insercjami od 2 do 9 sekwencji kodujacych powtérzenia
o$mioaminokwasowe w rejonie, gdzie w prawidtowych warunkach znajduje
sie 5 takich powtérzen (4). Wiekszo$¢ mutacji punktowych wystepuje w ob-
rebie albo w poblizu obszarow kodujacych fragmenty biatka o sprecyzowanej
strukturze drugorzedowej (rys. 2). Skutkiem jest destabilizacja prawidtowej
konformacji PrP i ulatwienie powstawania formy patologicznej (4).

Gen PrP jest polimorficzny pod wzgledem kilku kodonéw, co w niektérych
przypadkach wptywa na fenotyp choroby (rys. 2) (4). Na szczegdlng uwage
zastuguje polimorfizm kodonu 129. Powszechnie przewaza heterozygotyczna
populacja 129'M*M\A podczas gdy osobnicy homozygotyczni lub
129ValVal wykazujg zwiekszong podatnosé na chorobe Creutzfeldta-Jakoba (5).

Etiologia zakazna chordb prionowych dominuje u zwierzat. Jedynym wy-
jatkiem jest przewlekia choroba wyniszczajaca tosi i jeleni, dla ktorej nie
wykryto przyczyny (3). Najbardziej skutecznym sposobem zakazenia w ba-
daniach eksperymentalnych jest wstrzykniecie prionéw bezposrednio do moz-
gu (2,4), w naturalnie wystepujacych przypadkach dominuje jednak droga
pokarmowa (2). Gtownym zrdodiem zakazenia jest mgczka miesno-kostna
{meat and bone meal MBM), wysokobiatkowy dodatek do pasz, do produkcji
ktorej uzyto padliny chorych zwierzat, gtéwnie owiec i kréw (3).

Chorobg prionowg ludzi powstajgca wytacznie na skutek infekcji jest ku-
ru, wystepujaca wsrod praktykujacych kanibatizm cztonkéw plemienia Fore
w Nowej Gwinei (3,4). Z powodu zakazu tych haniebnych praktyk schorzenie
to wystepuje obecnie bardzo rzadko (3).

Jatrogenna posta¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba jest wywotywana zakaze-
niem w wyniku zabiegdw medycznych. W tym przypadku zrédiem prionéw
sa niewlasciwie sterylizowane elektrody stosowane do zabiegébw neurochi-
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Rys. 2. Gen kodujacy biatko prionowe cztowieka. Kropkowane prostokaty oznaczajg sekwencje
kodujgce powtorzenia oktapeptydowe, szare prostokaty — trzy odcinki a-helikalne (A, B i C),
czarne prostokaty SI i S2 — dwa odcinki o strukturze harmonijki p. Powyzej genu zaznaczono
mutacje wywotujace choroby prionowe, ponizej — polimorflzmy. Powyzej rysunku przedstawiono
0$ wskazujgcg numer kodonu. Opracowano na podstawie (3).

rurgicznych, przeszczepiane rogowki i opona twarda, a zwilaszcza hormon
wzrostu (HGH) i gonadotropiny pozyskiwane z przysadek mézgowych oséb
zmartych (3). Wigkszo$¢ przypadkow tej postaci CID byta skutkiem domigs-
niowych wstrzyknie¢ hormonéw przysadkowych zakazonych prionami (2).
W ostatnich latach pojawita sie nowa, nietypowa odmiana CJD (wariant
CJD, vCJD), bedaca najprawdopodobniej skutkiem spozycia wotowiny po-
chodzacej od zwierzat chorych na BSE (2,3). Stwierdzono, jak dotad, 21
przypadkéw w Wielkiej Brytanii i jeden we Francji (46). Prawie wszyscy pa-
cjenci zachorowali przed 40 rokiem zycia (3). vCJD cechuje nietypowy obraz
histopatologiczny (bardzo liczne blaszki amyloidowe otoczone wiencem wa-
kuoli) i Kkliniczny (dtugi przebieg, zaburzenia czucia jako objaw przewodni,
brak charakterystycznych zmian w EEG, otepienie jedynie w péznym okresie
choroby) (5). Wczesng cechg kliniczng sg objawy psychiatryczne, a zwlaszcza
zespOt depresyjny, urojenia i halucynacje wzrokowe lub stuchowe (46).
Stwierdzenie czasowego i przestrzennego zwiazku z BSE (epidemia w Wielkiej
Brytanii) nie wystarczyto do udowodnienia, ze przyczyng choroby jest spo-
zycie miesa chorych zwierzat. Wykazano jednak, ze zakazenie makakow prio-
nami BSE wywotato identyczny obraz histopatologiczny mézgu, jak u ludzi
z vCJD (5). Bezposredniego dowodu dostarczylty badania na myszach, ktére
zaszczepiano tkankg mozgowa krow zakazonych BSE i ludzi z vCID. Oba
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Zrédta spowodowaty identyczne zmiany histopatologiczne w mdézgu myszy
(47). U zwierzat tych zamanifestowaty sie ponadto takie same, charaktery-
styczne objawy kliniczne, m.in. wydtuzony czas trwania choroby i chodzenie
tylem, oprécz innych typowych cech mysiej odmiany scrapie (48).

3.3. Zrodlo zakazenia i sposOb rozprzestrzeniania prionéw w organizmie

Jakkolwiek najobfitszym Zrodtem prionéw jest osrodkowy ukiad nerwowy,
zakazne wiasciwosci wykazujg réwniez tkanki ukiadu limfatycznego, takie
jak $ledziona, migdatki, kepki Peyera i wezty chtonne (49). Tkanka limfaty-
czna petni réwniez istotna role w rozwoju choroby, pozwalajagc na namna-
zanie sie prionéw podczas fazy inkubacji TSE (2). Swiadczy o tym akumu-
lacja patologicznej formy PrP w S$ledzionie, weztach chtonnych i kepkach
Peyera myszy zakazonej CJD przed wykryciem tego biatka w mézgu (50).
PrpSC ulega réwniez nagromadzeniu w tkance chionnej owiec zakazonych
scrapie (49). O roli uktadu limfatycznego w rozprzestrzenianiu infekcji swiad-
czy réwniez wykrycie czynnika zakaznego w tkankach uktadu chtonnego ca-
tego ciata po wstrzyknieciu prionéw do gatki ocznej (51). Poglad ten potwier-
dza takze skrécenie czasu inkubacji choroby po bezposrednim wstrzyknieciu
czynnika scrapie do $ledziony zamiast do jamy otrzewnej (51).

Przeprowadzone ostatnio badania $wiadczg o tym, ze czynnikiem tran-
sportujacym priony moga by¢ limfocyty B. Stwierdzono, ze myszy pozbawione
tych komoérek sa odporne na dootrzewnowe zakazenie scrapie, w przeci-
wienstwie do zwierzat nie wytwarzajacych limfocytéw T (52). Wyniki tych
badan moga doprowadzi¢ do ponownej oceny bezpieczenstwa produktéw
krwiopochodnych stosowanych w lecznictwie (52).

4. Nowe zagrozenia zwigzane z prionami

w nowoczesnej produkcji rolnej wymaga sie zatozenia koniecznosci wy-
korzystania wszelkich odpadkéw pochodzenia zwierzecego. Padlina owcza,
bydleca, swinska i kurza jest uzywana do produkcji maczki miesno-kostnej
(meat and hone meal, MBM), wysokobiatkowego dodatku do pasz (3). Zmusza
sie w ten sposob zwierzeta roslinozerne, takie jak krowy, do jedzenia miesa,
nawet przedstawicieli wlasnego gatunku.

W Wielkiej Brytanii do produkcji MBM uzywano padliny owiec chorych
na scrapie, ktéra wystepuje w tym kraju endemicznie (3,53). W celu zwie-
kszenia w MBM zawartosci ttuszczu (3), na przetomie lat siedemdziesigtych
i osiemdziesigtych w produkcji tej pozywki zaprzestano metody ekstrakcji
rozpuszczalnikami organicznymi (3,53). Pozwolito to prionom scrapie na prze-
trwanie procedur przetworczych i zapoczatkowanie epidemii BSE u bydia
karmionego MBM (54). Zakazone tkanki bydlece, przed rozpoznaniem cho-
roby, byly uzywane do produkcji maczki miesno-kostnej, ktdrag karmiono
krowy, co znacznie nasilito epidemie (53,54). W alternatywnej hipotezie za-
ktada sie, ze BSE istniata od dluzszego czasu u bydla i dopiero karmienie
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tych zwierzat biatkiem pochodzacym od innych osobnikéw wywotato epidemie
(3,55).

W ostatnich latach choroba szalonych kréw przeniosta sie na ludzi, wy-
wotujac nowag odmiane (tak zwany ,,wariant”) choroby Creutzfeldta-Jakoba
(vCJID) (3). Pierwsze przypadki wystgpity w latach 1994-1995 (53), kilka lat
po wprowadzeniu w listopadzie 1989 r. zakazu stosowania tkanki nerwowej
i limfatycznej bydta powyzej 6 miesigca zycia do produkcji z}rwnosci dla ludzi
(3). Fakt ten moze by¢ wynikiem dtugiego okresu inkubacji choroby, jak to
stwierdzono dla jatrogennej CJD, spowodowanej podawaniem hormonu wzro-
stu zakazonego prionami, w ktorej siega 20 lat (3). Jesli obecne przypadki
vCJID majg zwigzek z poczatkami epidemii BSE, w przysztosci nalezy spo-
dziewac¢ sie znacznego wzrostu zachorowan.

Istotna role w rozprzestrzenianiu choréb prionowych odegrata wspoétczes-
na medycyna. Przyktadem mogg by¢ przypadki jatrogennej choroby Creutz-
feldta-Jakoba, w ktorych Zrédtem czynnika zakaZznego byty elektrody wszcze-
piane do mdzgu, przeszczepy rogéwki i opony twardej, a zwilaszcza hormon
wzrostu, izolowany z przysadek os6b zmartych (3). Priony atakowaty rowniez
pracownikoéw medycznych, wywotujagc zachorowania m.in. u neurochirurgéw
i neuropatologéw (56). Infekcja nie musi by¢ zwigzana z naruszeniem cia-
gtosci tkanek, o czym przekonuje mozliwos¢ dospojowkowego zakazenia my-
szy czynnikiem scrapie (57).

5. Proby zapobiegania i leczenia chorob prionowych

Znaczna wiekszo$¢ zwierzat stuzacych do produkcji zywnosci jest zrodiem
czynnika zakaznego przed rozwinieciem objawow chorobowych (3). Wykrycie
prionbw w pniu moézgu bydta za pomocg metod immunologicznych mogtoby
zapobiec wprowadzeniu czynnika BSE do tancucha pokarmowego cztowieka
(3). U owiec mozliwe jest przyzyciowe stwierdzenie obecnosci PrP™ za po-
moca biopsji migdatkéw, ktore sa bogatym Zzrodltem tego biatka, przed wy-
stgpieniem neurohistopatologicznych oznak scrapie (49). Wyizolowanie mono-
klonalnego przeciwciata, specyficznego dla PrP™ niezaleznie od jego gatun-
kowej swoistosci, moze pozwoli¢ na zwiekszenie czutosci metod detekcji prio-
néw (58).

W przysztosci nalezy oczekiwa¢ wytworzenia nowych ras zwierzat hodow-
lanych, niezdolnych do replikacji prionéw (2,3). Umozliwia to zablokowanie
genu PrP, jednak nieobecnos$¢ PrP™ mogtaby wywotaé rozne defekty u takich
zwierzat (3). Bardziej praktyczna bytaby modyfikacja genu PrP. Wykazano,
ze owce homozygotyczne wzgledem reszty Arg w pozycji 171 sg odporne na
scrapie. Wszczepienie takich transgenéw zwierzetom domowym mogtoby za-
pobiec r6znym chorobom prionowym (3).

Nie znamy jak dotagd skutecznych metod leczenia choréb prionowych.
Wiekszg szanse sukcesu moze zapewni¢ profilaktyka po ekspozycji na czyn-
nik zakazny (2). Ze wzgledu na jego znaczng opornos¢ na wiele procedur
dezynfekcyjnych, proponowane sg tak brutalne metody, jak przemycie ska-
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zonej skory IM NaOH, a w przypadku naruszenia ciggtosci tkanek — nawet
wyciecie rany i podawanie steroidéw w celu inhibicji namnazainia prionéw
w tkance limfatycznej (59). Wiadomo jednak, ze nawet 2M NaOH wydtuza
jedynie okres inkubacji choroby (60). Priony sg réwniez oporne na zwigzkKi
chemiczne, powszechnie stosowane do dezynfekcji, takie jak metanol, etanol
i formaldehyd (1).

Mozna sobie wyobrazié¢ kilka sposobéw leczenia choréb prionowych w przy-
sztosci. Jednym z nich byloby zmniejszenie ilosci PrP® na skutek zabloko-
wania genu lub mRNA tego biatka za pomocg antysensowych oligonukleo-
tydéw, co zwolnitoby tub zahamowato proces patologiczny. Istnieje jednak
niebezpieczenstwo wywotania defektéw w w)miku utraty fizjologicznych fun-
kcji PrPC (2).

Inny cel terapeutyczny polegatby na zahamowaniu konwersji PrP™ w pato-
logiczng forme (2). Mozna to osiggna¢ stabilizujgc strukture PrP” poprzez
wigzanie leku (3). W badaniach przeprowadzonych in vitro wykazuje sie sku-
tecznos¢ tak zwanych ,,chemicznych opiekunéw”, substancji podtrzymuja-
cych naturalng konformacje biatek, w hamowaniu powstawania PrP". Do
zwigzkoéw tych naleza: glicerol, N-tlenek trimetyloaminy (TMAO) i rozpusz-
czalnik organiczny — dimetylosulfotlenek (DMSO) (61). Konwersji w PrP™M
mogtby réwniez zapobiec lek blokujacy interakcje PrP™ z opiekuriczym bial-
kiem X (3).

Jeszcze inny spos6b zwalczania chorob prionowych polegatby na zasto-
sowaniu substancji wigzacych sie z PrP™ i destabilizujgcych strukture tego
biatka (2,3). Uwaza sie, ze dziatanie takie wykazujg m.in. czerwien Kongo,
siarczanowane potianiony i antybiotyki antracyklinowe (3). W badaniach in
vitro wykazcino hamujacy wptyw czerwieni Kongo i siarczanowanych glikanéw
(w tym glikozoaminoglikanéw (62), m.in. heparyny (63) na synteze PrP~".
Przypuszcza sie, ze siarczanowane inhibitory hamuja kompetycyjnie wiazania
pomiedzy PrP™ a endogennymi glikozoaminoglikanami, ktére sg waznymi
czynnikami utatwiajagcymi akumulacje tego biatka w postaci opornej na pro-
teazy (62).

Rozwiniecie skutecznych metod terapii wymaga dalszych badan nauko-
wych nad podstawami molekularnymi przeksztatcen PrP” w jego patologiczng
forme (3). Przypuszczalnie za 10 do 20 lat moze by¢ osiggniety szczyt za-
chorowan zwigzcinych z chorobg szalonych krow u ludzi (2). Nakazem chwili
jest opracowanie skuteeznych metod zwalczania choréb prionowych.
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Prions — the new infectious agent

Summary

Prions are devoid of nucleic acids and they are composed mainly or exclusively of protein

PrP, that is a conformational variant of the normal cellular prion protein PrP?, encoded by a
chromosomal gene. Conversion of PrP” into PrP®*" is a posttransiational process which is ac-
companied by the acquisition of high p-sheet content. Human prion diseases may be of sporadic,
genetic or infectious origin. Human activity caused a ,mad cow disease™ epidemic, iatrogenic
Creutzfeldt-Jakob disease (CJD), and lately, a new variant of CJD, which is thought to be a
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result of transmission of bovine prions to humans. Prion diseases are always fatal, and there
is a need to develop effective methods of prevention and therapy for these disorders.
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