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Prionovy protein, jeho uloha v bunécné
proliferaci, diferenciaci a vyvoji nervové soustavy

Prion Protein, its Role in Cellular Proliferation,
Differentiation and Nervous System
Development

Souhrn

Bunécny prionovy protein (PrP¢) je zndmy predevsim jako prekurzor patologické konformacni
izoformy prionového proteinu PrP™, jejiz hromadéni v mozku je spojeno s patogenezi priono-
vych onemocnéni. Viysledky cetnych studii naznacuji, ze PrP© md také fadu fyziologickych funkci
a Ucastni se mnoha bunécnych procesd; presvédcivé dikazy nicméné stéle chybi. Popséna byla
mozna uloha PrP“ v regulaci apoptdzy, ochrané proti oxida¢nimu stresu, bunécné adhezi nebo
procesech uceni a paméti. PrP- ziejmé vyznamné ovliviuje také diferenciaci a prolifera¢ni aktivitu
bunék. Béhem embryondiniho vyvoje ma hladina exprese PrP¢ vliv na transkripci gend, které se po-
dileji na regulaci pluripotence kmenovych bunék v ranych fazich diferenciace. DdleZitou roli hraje
PrP¢ v nervové soustavé, kde se uplatniuje ve vyvoji a zrani neuronl a pfi formovani neurondlnich
obvodu. V neposledni fadé se PrP“ ziejmé mize podilet i na diferenciaci a proliferaci tkaroveé spe-
cifickych kmenovych bunék, jako jsou neurondlni, myogenni nebo hematopoietické prekurzory.

Abstract

The cellular prion protein (PrP) is well-known for its ability to converse into its pathological iso-
form, PrPst, Accumulation of PrP™t in the brain is associated with pathogenesis of prion diseases.
Numerous studies have suggested that PrP has a number of physiological functions and partici-
pates in many cellular processes. However, convincing evidence is still missing. Possible functions
of PrP¢ include a role in regulation of apoptosis, protection against oxidative stress, cell adhesion
or processes of learning and memory. This protein also seems to influence cell proliferation and
differentiation. The level of PrP< expression during embryonic development affects transcription
of genes encoding factors involved in the regulation of stem cells pluripotency at early stages
of differentiation. In the nervous system, PrP¢ plays an important role in neuronal development,
maturation and neural circuit formation. Finally, PrP® can probably also participate in the differen-
tiation and proliferation of tissue-specific stem cells such as neuronal, hematopoietic or myogenic
precursors.
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Uvod - priony a prionova
onemocnéni

Bunécny prionovy protein (PrP) je glykopro-
tein lokalizovany na povrchu téméf vsech
bunék v organizmu, vysoce konzervovany
mezi obratlovci [1]. Pfeména normalniho
prionového proteinu PrP¢ s prevazné a-he-
likdlnf strukturou na proteolyticky rezistentnf

izoformu (PrP™F) bohatou na {3-listy je tésné
spojena s patogenezi prionovych onemoc-
nénf [2]. Prionové infekce se zésadné lisi od
onemocnéni zpdsobenych viry, viroidy i
bakteriemi, pro které je esencidlnim zdro-
jem dédi¢nych informaci nukleové kyse-
lina. V pfipadé prionovych chorob kédo-
vani patogenniho PrP nukleovou kyselinou

chybf a infekéni agens je tvoreno patologic-
kym PrP™, ktery ma stejnou primarni struk-
turu jako normalni PrP¢ a lisi se od néj pouze
tvarem molekuly [3]. S tim se poji neschop-
nost imunitniho systému rozeznat priony
jako cizi, a pfi onemocnéni tak nedochéazi
k rozvinuti systémové imunitni odpovédi.
Orgény imunitniho systému naopak slouzi
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Obr. 1. Struktura PrP€,

CGkonec proteinu je prostfednictvim GPI kotvy vazan k buné¢né membrané. V nésledujici
uspofadané ¢asti proteinu propojené intramolekuldrnim disulfidovym mdstkem se nachazi
dvé glykosyla¢ni mista. Nestrukturovana N-terminalnf doména obsahuje sérii oktarepetic,
které mohou vazat dvojmocné ionty jako je Cu** nebo Zn?*.

jako misto prvotniho pomnozeni priond po
jejich vstupu do organizmu.

Prionové choroby, nazyvané také trans-
misivni spongiformni encefalopatie (TSE),
jsou fatalni neurodegenerativni onemoc-
nénf postihujici fadu savcl vcetné ¢lovéka.
Pro tato onemocnéni, jejichz hlavnimi kli-
nickymi pfiznaky jsou poruchy kognitivnich
a pohybovych funkci, nenfi zndma zadna
ucinna lécba [4]. Mezi priklady TSE patff
napf. bovinni spongiformni encefalopatie
skotu (BSE), klusavka (,scrapie”) ovci nebo
lidska onemocnéni kuru a Creutzfeldt-Jako-
bova choroba (Creutzfeldt-Jakob Disease;
CJD) [5,6]. Dosud bylo zaznamenéno okolo
220 pfipadl tzv. variantni CJD (vCID), jejiz
vznik je spojovan s pfenosem BSE na ¢lovéka
prostfednictvim konzumace potravin kon-
taminovanych priony pochézejici z nakaze-
ného skotu [7]. Lidska prionova onemocnéni
vsak nejcastéji vznikaji sporadicky, tj. bez
znadmé priciny (~85 %); ¢ast pripadd (~15 %)
tvoff onemocnéni genetickd, podminéna
mutacemi genu pro prionovy protein (fa-
milidrni/genetickd CJD, Gerstmann-Straus-
sler-Scheinkerdv syndrom nebo fatalni fami-
lidrniinsomnie) [8,9]. Vsechny lidské prionové

choroby vcetné genetickych forem byly ex-
perimentalné pfeneseny na laboratorni zvi-
fata, u CJD byl navic prokdzén iatrogennf
prenos prostfednictvim kontaminovanych
chirurgickych nastrojd a biologického ma-
teridlu [10,11]. Prionova onemocneéni se vy-
skytujf s incidenci 1-2 pfipady na milion
obyvatel ro¢né, nicméné priazkumy ukazuji,
Ze tfada pripadl maze dnesni diagnostice
unikat, a existuje tak riziko podhodnocenf
poctu postizenych jedincd [8,12]. V Ceské re-
publice byl mezi lety 2002-2012 zazname-
nan vyskyt 138 pfipadd lidskych prionovych
chorob [13].

Prionova onemocnéni se vyznacujf dlou-
hou inkuba¢ni dobou. Po néstupu priznakd
dochazi k rychlé progresi choroby vedouci
ke smrti postizeného jedince v rozpéti néko-
lika mésict az dvou let [14]. Mezi hlavni pfi-
znaky patff rychly rozvoj demence, zmény
chovani, poruchy motoriky, ataxie, myoklo-
nus, postizeni zraku a feci [14]. Perifernf in-
fekce TSE vede k primarni akumulaci PrP™¢
v lymfatické tkdni, kde se protein hromadi
predevsim ve folikuldrnich dendritickych
burkach, pfipadné v makrofézich [15]. Pre-
nos prion do centrdIni nervové soustavy

(CNS) poté probihd parasympatickymi
a sympatickymi nervovymi vidkny [16].
Typickymi neuropatologickymi znaky
prionovych onemocnéni jsou hromadéni
PrP™& v mozkové tkani ve formé amyloidu,
astrogliéza, degenerace neurond a spongi-
formni zmény v mozku [17]. Svym charakte-
rem jsou prionové choroby podobné dalsim
neurodegenerativnim onemocnénim, jako
je Alzheimerova nebo Parkinsonova nemoc,
které se v populaci vyskytuji daleko castéji
a pro néz je také charakteristickd akumulace
konformacné pozménénych proteind ve
formé amyloidovych depozit v mozku po-
stizenych jedincd. P¥i Parkinsonové chorobé
dochazi k akumulaci a-synukleinu v Lewyho
téliscich, u Azheimerovy choroby jsou plaky
tvofeny proteinem amyloidem {3 (AB) [18,19].
Zasadni rozdil mezi témito onemocneénimi
a prionovymi chorobami je jejich prenosi-
telnost; zatimco PrP™E vytvéii infekeni parti-
kule schopné infikovat jiné jedince a mozny
je i pfenos mezidruhové, epidemiologické
studie zatim nenaznacuji, Zze by se napf. Alz-
heimerova choroba mohla v lidské popu-
laci sifit infekci [20]. Bylo v3ak ukazano, ze ex-
perimentalni pfenos Alzheimerovy nemoci
na geneticky modifikovand laboratorn{ zvi-
fata prostfednictvim mozkového homoge-
natu pacienta mozny je a infekénf ¢astice se
v tomto pfipadé sklada z proteinu AP [18].
Klasifikace neurodegenerativnich proteino-
patif, ¢asto také oznacovanych jako tzv. kon-
formacni choroby, je v soucasnosti Siroce
diskutovana. Pfitomnost patologicky sbale-
nych proteind schopnych Sifit se v rdmci or-
ganizmu, spole¢na jak prionovym, tak dal-
$im neurodegenerativnim proteinopatiim,
je na jedné strané vnimana jako definujici
vlastnost pro tuto skupinu onemocnéni; Alz-
heimerova nebo Parkinsonova nemoc by
tedy také mohly byt povazovany za ,prio-
nové” [21]. Na strané druhé nedostatek dat
podporujicich hypotézu, Zze by i dalsi pro-
teiny mohly tak jako PrP hrat za pfirozenych
podminek roli infek¢nich agens, vede k nut-
nosti rozliseni mezi dalsfmi neurodegenera-
tivnimi proteinopatiemia prionovymi choro-
bami jako takovymi [22]. Hlubsi porozumént
této problematice je nutné nejen pro objas-
néni vztahu mezi obéma skupinami chorob,
ale také pro nalezeni jejich efektivni terapie.
Studie zamérené na odhalenf fyziologické
Ulohy PrP¢ naznacily, ze protein se v orga-
nizmu Ucastni fady procesd; ucelena pred-
stava o jeho roli je vsak stale nejasnd [23].
Cilem tohoto prehledného ¢lanku je poskyt-
nout stru¢né shrnuti informaci o moznych
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fyziologickych dlohéach PrP¢ se zvlastnim za-
méfenim na jeho roli v procesech bunécné
diferenciace a proliferace.

Prionovy protein a jeho struktura
PrP¢, bunéc¢nd varianta prionového pro-
teinu, je glykoprotein o velikosti 30-35 kDa
asociovany s membranou bunék prostied-
nictvim glykosylfosfatidylinositolové (GPI)
kotvy. U lidf je PrP¢ kodovan genem PRNP,
ktery se nachdzi na kratkém raménku
20. chromozomu (20q13). PRNP kdduje pre-
kurzorovy protein o velikosti 253 aminoky-
selinovych (AK) zbytkd. PFi posttranslacnich
modifikacich PrP¢ dochézi k odstépeni 22 AK
z N-konce proteinu a po pfipojeni GPI kotvy
v endoplazmatickém retikulu také prvnich
23 Gkoncovych AK; maturovany protein ma
tedy 208 AK [24].

Sekundarni strukturu PrP¢ tvoff nékolik
domén (obr. 1). Neusporddana N-terminalnf
doména obsahuje sérii péti oktarepetic bo-
hatych na histidin, jeZ mohou slouZit jako va-
zebné misto pro dvojmocné kationty (Cu®,
Zn?*, Ni*t, Mn?") [25]. Centralnf ¢ast priono-
vého proteinu je tvofena oblasti s nabi-
tymi aminokyselinami nasledovanou hydro-
fobni, zdanlivé transmembranovou oblasti,
kterd za normadlnich podminek neni vyu-
Zita [26]. G:terminalni doména PrP¢ je organi-
zovana do tff a-Sroubovic (aminokyselinové
zbytky 144-154, 173-194 a 200-228 u lid-
ského PrP¢) a jednoho antiparalelniho 3-skla-
daného listu (B-fetézce tvorené AK zbytky
128-131 a 161-164) [27]; mezi aminoky-
selinami Cys,, a Cys,, se nachazi disulfi-
dovy mustek [28]. Tato doména obsahuje
dvé N-glykosylacni mista (Asp,,, a Asp,,);
PrP¢ se tak v burice maze nachazet v rliz-
nych forméch - neglykosylovany, mono- i
diglykosylovany [24].

Dosud bylo popsano vice nez 30 rliznych
bodovych mutaci genu PRNP spojenych
s vyskytem genetickych forem prionovych
onemocnéni. Nejcastéji se jedna o sub-
stitu¢nf mutace vedouci k zdméné kddo-
vané aminokyseliny v Gterminalni doméné
PrP¢ mezi AK 178 a 217. Casté jsou u téchto
nemoci také pripady nékolikandsobného
zmnozeni ¢i delece oktapeptidl v sérii okta-
repetic [29]. Celosvétove nejbéznéjsi mutace
je aminokyselinova zdména E200K, kterd je
spojena s genetickou formou CJD a dosa-
huje neobvykle vysokého vyskytu na Slo-
vensku, kde tvori vice nez 65 % viech zazna-
menanych pffpadd CJD [30].

Vétsina molekul PrP¢ je lokalizovana na
membrané v lipidovych raftech a konti-

nudlné podstupuje cirkulaci mezi povrchem
burky a endozomy prostfednictvim endo-
cytdzy [31]. Kromé maturované formy pro-
teinu se v bunce mohou nachazet i jeho zkra-
cené varianty N1 (AK zbytky 23-110), C1 (AK
zbytky 111-253) a také varianta postradajici
GPI kotvu, PrP(AGPI). Fragment C1 je stejné
jako PrP¢ vazany na membranu GPI kot-
vou a vysledky studii naznacujf, ze se jedna
o produkt metabolizmu PrP na membrané;
sekretované fragmenty N1 a PrP(AGPI) jsou
pak produkty stépeni PrP¢. Fyziologicka va-
rianta PrP bez GPI kotvy zfejmé mUZe vznikat
i alternativnim sestfihem transkriptu PRNP
genu [32]. Uloha téchto fragmentd v orga-
nizmu neni doposud plné objasnéna. Frag-
ment N1 mUze plsobit neuroprotektivne,
fragment C1 je povaZzovan za inhibitor prio-
nové infekce; zaroven vsak bylo ukdzano, ze
za urcitych podminek mize C1 zvysovat cit-
livost bunék k apoptotickym stimul@m [33].

NormaélIni prionovy protein PrP¢ se pi prio-
novych onemocnénich ménf na patologic-
kou variantu PrP™E Obé izoformy maji shod-
nou primarnf sekvenci aminokyselin, rozdil je
v jejich sekundéarni struktute [34]. Konformacni
zmeény N-konce a centralni ¢asti molekuly PrP¢
vedou k vytvoreni struktury PrP™E bohaté na
B-listy, coz ji ¢ini ¢astecné odolnou vici pro-
teolyze a umoznuje jeji ukladani ve tkanich;
Ckonec zlstava vétsinou nezménén [35,36].
Tato pfeména probiha jako posttranslacni dej,
ktery se odehrdvé na povrchu membran nebo
v endomembranovém systému. Strukturu pa-
tologické varianty PrP™t ziejmé ovliviiuje také
pomér zastoupeni jednotlivych glykoforem
prionového proteinu ve vznikajici infekéni ¢as-
tici. Glykosylace je tedy jednim z faktord, ktery
mUze prispét k vysvétleni existence priono-
vych onemocnéni s riznymi fenotypy v rdmci
jednoho Zivocisného druhu [37]. Zatimco PrP©
Ize plné rozstépit plsobenim proteindzy K,
patologicka varianta proteinu je vci Stépeni
odolnd a dochdzi k odstépeni pouze N-kon-
cové casti proteinu [38]. Této vlastnosti PrP™E
se vyuziva pfi diagnostice prionovych chorob:
detekce nestépitelného zbytku PrP™f o veli-
kosti 27-30 kDa (PrPres) pomoci specifickych
protildtek metodami imunohistochemie ¢i
Western blotu slouzi jako nastroj pro potvr-
zeni prionové infekce [39,40]. PrP™t je odolny
vUci béZné pouzivanym metoddm sterilizace
(autokladvovani pfi teploté 121 °C, pUsobeni
UV ¢iionizujiciho zareni); pro inaktivaci infeke-
niho materidlu je tedy tfeba pouzivat Ucin-
néjsich postupt, zahrnujicich napr. inaktivaci
priont pomoci 1 M NaOH nebo 2% chlornanu
sodného [41].

Fyziologicka uloha bunécného
prionového proteinu

Bunécny prionovy protein, jehoZ exprese za-
¢ind jiz v rané embryogenezi, je pfitomen na
povrchu fady bunék v organizmu [42]. Nej-
hojnéjsi je jeho zastoupeni v nervové sou-
stave; zde se vyskytuje pfedevsim v neuro-
nech, v nizsi mife pak v gliovych bunkach.
Jeho vyskyt v CNS vsak neni homogenn;
jak jeji jednotlivé oblasti, tak i funkeni typy
bunék se v expresi PrP¢ lisi [1]. Pfitom-
nost prionového proteinu byla identifiko-
vana i v bunkdch dalsich tkanf, jez zahrnuji
periferni nervy, lymforetikuldrni systém,
gastrointestindlni trakt, varlata, ledviny Ci
svaly [43]. PrP¢ je v rdzné mife exprimovan
také v krevnich bunkéch a burkach imunit-
niho systému [44,45].

Prionovy protein je lokalizovdn na po-
vrchu bunék pfedevsim v oblastech s vy-
sokou koncentraci signalnich molekul, tzv.
lipidovych raftech, coz naznacuje jeho moz-
nou ulohu jako receptoru v procesu sig-
nalnf transdukce [46]. Vzhledem k tomu, Ze
PrP¢ nema intracelularni doménu a nemdze
tedy aktivovat signainf kaskady uvniti buriky
pifmo, bylo vénovano velké Usilf identifikaci
jak jeho potencidlnich ligandd, tak molekul,
které by mohly pUsobit jako pfenasec sig-
nalu od PrP¢ smérem do nitra buriky. Bylo
Zjisténo, Ze PrP¢ vykazuje afinitu k celé fadé
bunécnych proteinl; fyziologicky vyznam
vazeb viak zUstava vétsinou neznamy [1,47].
Nedévné studie odhalily schopnost PrP¢ pd-
sobit jako specificky receptor pro oligomery
amyloidu B (AB), ktery zaroven nevaze mo-
nomery ani fibrily tohoto proteinu. Prionovy
protein se tak zfejmé mdze podilet na sy-
naptické toxicité zprostredkované AR oligo-
mery, jez pfispiva k rozvoji a progresi Alzhei-
merovy choroby [48].

Fyziologicka funkce bunécného priono-
vého proteinu nebyla dosud dostatecné ob-
jasnéna. Uvazuje se o jeho uloze v fadé déjl
zahrnujicich napfiklad neuroprotekci, regu-
laci apoptdzy, ochranu pfed oxidacnim stre-
sem, utvareni a funkci synapsi, proces ucenf
a pameéti, ovlivnéni cirkadialnich rytmd, me-
tabolizmus médi, bunéc¢nou proliferaci a di-
ferenciaci a dalsi procesy [49].

Jednou z popsanych roli prionového pro-
teinu je jeho funkce jako antiapoptotic-
kého regulatoru. Bylo ukazéno, ze mira ex-
prese PrP¢ ovliviuje citlivost neurond vaci
apoptdze spusténé proteinem Bax [50].
Interakce PrP¢ s proteinem STI1 v retindlnich
neuronech zfejmé také indukuje neuropro-
tektivni signély [51]. Nékolik studii naznacilo,
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Ze PrP¢ se podili na ochrané bunék pred oxi-
da¢nim poskozenim; tato funkce je casto
spojovana se schopnosti prionového pro-
teinu vézat médnaté ionty. V souladu s tim
byla kultura neuron(i postradajici PrP¢ na-
chylnéjsi vici plsobenf volnych iontd medi
indukujicich vznik reaktivnich forem kys-
liku [52]; PrP-deficientni buriky jsou citlivejsi
vUci oxidacnimu stresu obecné a vykazuji
snizenou aktivitu superoxid dismutazy, ktera
je dllezitym bunécnym antioxidantem [53].
Prionovy protein byl spojovén i s metaboliz-
mem medi, nicméneé vysledky studif ukazujf,
Ze PrP¢ ziejmé nepatii mezi klicové molekuly,
jeZ se na regulaci tohoto déje podilejf [23].
Zasadni Ulohu ma zfejmé prionovy protein
v hipokampu, kde jeho interakce s lamini-
nem ovliviiuje neurdlni plasticitu dtlezitou
pro utvareni kratkodobé paméti a prostoro-
vou orientaci [54,55].

Pro studium fyziologické funkce pro-
teinl jsou kromé tkanovych kultur [56] s vy-
hodou vyuzivany transgenni mysi s vyfaze-
nym genem, jenz danou bilkovinu koduje.
Také v pfipadé prionového proteinu bylo pfi-
praveno nékolik kmend mysi, které jsou pro
tento protein deficientni [57]. Nejvyznam-
néjsim fenotypovym projevem u téchto
mysi je jejich rezistence k prionové infekci,
coz je v souladu s prionovou hypotézou —
nepfitomnost molekul PrP¢ ve tkanich, jez
by mohly slouZit jako substrdt pro gene-
raci patologického PrP™E, chrani mysi pred
nékazou priony [58]. S vyjimkou této vlast-
nosti vsak mysi nevykazuji jiné zavazné fe-
notypové zmény, jako jsou vyvojové a ana-
tomické abnormality, snizena fertilita nebo
délka Zivota [59]. To naznacuje, ze funkce
PrP¢ je za normélnich podminek zfejmé
kompenzovéna prostfednictvim exprese ji-
nych protein(.

Prionovy protein v embryogenezi
a jeho uloha v embryonalnich
kmenovych bunkach

Expresi bunécného prionového proteinu je
mozné detekovat jiz v ranych stadiich em-
bryogeneze. Studium embryondlniho vy-
voje mysi ukdzalo, ze PrP¢ se zacing vysoce
exprimovat u embryf starych 7,5-8,5 dne,
a to pfedevsim v postmitotickych neuro-
nélnich bunkach ventrikuldrni zény, jez pro-
sly diferenciaci [60]. V dalsich dnech em-
bryonalniho vyvoje se exprese neurdiniho
PrP¢ rozsifuje a ode dne 13,5 Ize expresi de-
tekovat také v jinych vyvijejicich se ¢as-
tech embrya, jako je napf. stfevo, ledviny, ¢i
dentdlni lamina, a v maternalnich burikidch

placenty, amnionu a mezodermdlni vrstvé
Zloutkového obalu [42,61]. Studium cas-
ného embryondlniho vyvoje skotu ve dnech
27-39 ukdzalo, Ze stejné jako u mysi i zde je
vysokd exprese PrP¢ v diferencovanych neu-
ronalnich burikdch, nachdzejicich se v mar-
gindIni vrstvé neuroepitelia. Naproti tomu
v periventrikuldrni zéné, kde se nachazeji mi-
toticky aktivni progenitorové bunky, exprese
PrP¢ chybf [62]. To naznacuje, Ze prionovy
protein by mohl hrét Ulohu v procesu neu-
ralni diferenciace.

Tato hypotéza byla podpofena vysledky
experimentd s mysimi embryonalnimi kme-
novymi bunkami (mESC). Ty ukézaly, Ze ex-
prese PrP<v mESC negativné koreluje s hladi-
nou transkripéniho faktoru Oct4 udrzujiciho
pluripotenci bunék [63]. Zatimco mnozstvi
Oct4 s postupnou diferenciaci bunék klesa,
produkce PrP¢ se s rostouci mirou diferen-
ciace zvysuje. PrP¢ také ovliviiuje transkripci
genu Nanog, jez se rovnéz podili na udr-
Zeni pluripotentniho stavu mESC v ranych
fazich diferenciace [64]. Uloha prionového
proteinu byla popséana i v lidskych embryo-
nélnich kmenovych bunkach (hESC). V ne-
diferencovanych hESC nenf PrP¢ detekovén
a jeho mnozstvi se zvysuje az pfi spontanni
diferenciaci bunék [65]. Také ektopické ex-
prese PrP¢ indukuje u pluripotentnich hESC
diferenciaci [66].

Prionovy protein se zfejmé muze podilet
na regulaci diferenciace nejen pluripotent-
nich bunék, ale i dalsich bunék. Snizenf ex-
prese PrP¢ prostrednictvim siRNA vede ke
zpozdéni vyvoje nestin-pozitivnich neural-
nich progenitord [63]. Umlceni exprese PrP¢
prostfednictvim siRNA, vyvolané u hESC
s jiz probfhajici spontanni diferenciaci, vedlo
u téchto bunék ke zménam dynamiky bu-
nécného cyklu a také rovnovahy mezi vyvo-
jem jednotlivych zarode¢nych linii. Diferen-
ciace smérem k ektodermalni linii, jez dava
vznik i neuroektodermu, byla v tomto pfi-
padé potlacena [66]. Zajimavé vysledky pfi-
nesl experiment s vyuzitim rekombinant-
niho prionového proteinu (rPrP). Pridanf
rPrP ke kultufe hESC vedlo ke zpomalenf di-
ferenciace a burky byly schopné udrzet si
svou rdstovou morfologii a prolifera¢ni akti-
vitu [65]. Zatim neni jasné, jaky je mechaniz-
mus tohoto jevu. Bylo vsak ukazano, ze over-
exprese PrP¢ v jiz diferencujicich hESC vede
k inhibici diferenciace a poméha burkam
udrzovat si vysokou prolifera¢ni aktivitu,
jednu ze zakladnich charakteristik nedife-
rencovanych kmenovych bunék [66]. Uloha
prionového proteinu v embryonalnim vyvoji

je tedy ziejmé velmi komplexni a PrP¢ pred-
stavuje dllezitou regula¢ni molekulu, jez se
Ucastni fady probihajicich déja.

Funkce prionového proteinu ve
VYVO0ji nervové soustavy

Béhem embryondlniho vyvoje nervové sou-
stavy je fyziologickd forma PrP¢ silné ex-
primovana pfredevsim v CNS a v mensim
mnozstvi také v perifernich tkanich [42]. Imu-
nohistochemické detekce odhalila pfitom-
nost PrP< v lidském prednim mozku poci-
naje 11. tydnem embryonalniho vyvoje [67].
Po jeho ukonceni zUstavé PrP¢ vyrazné ex-
primovan predevsim v neuronech, zatimco
v gliovych burikdch (mikroglie, astrocyty
a oligodendrocyty) je jeho mnoZstvi vy-
razné nizsi [67,68]. To naznacuje, ze regu-
lace hladiny exprese PrP¢ by mohl byt jeden
z faktor( ovliviujicich specifickou diferen-
ciaci a finalni fenotyp neuralnich kmenovych
bunék, z nichZ neurony a gliové burky vzni-
kaji [69,70]. Tato hypotéza byla podpofena
studiem PrP-deficientnich mysi, jejichz neu-
ralni prekurzorové bunky dozravaly pomaleji
nez v piipadé bunék mysi exprimujicich PrPC.
Overexprese PrP¢ naopak vedla ke zvysené
proliferaci neurdlnich prekurzord [68].

V dospélém mozku byla Uloha PrP¢ stu-
dovana v neurogennich oblastech — gyru
dentatu hipokampu a subventrikularni zoné
umisténé v laterédlnich sténdch postran-
nich komor, kde dochazf k produkci novych
bunék ze stavajicich prekurzord i v dospe-
losti [71-73]. Tyto nestin-pozitivni prekurzory
jsou schopné dozravat do neurond, astro-
cytl a oligodendrocytd [74]. Béhem dife-
renciace neurond z nestin-pozitivnich pre-
kurzor( dochazi k postupnému zvysovani
exprese PrP¢, kterd je maximalni u postmi-
totickych neuron( [68]. Podobny narlst ex-
prese PrP¢ jsme zaznamenali i in vitro po
indukci diferenciace mysi neuronélni nado-
rové linie (obr. 2). Hladina bunécného prio-
nového proteinu ovliviuje rychlost samot-
ného zrani neuront a uplatriuje se ve vyvoji
a zrani axond, dendrit(, synapsi a formo-
vani neuronélnich obvodd [68,75]. Vysoka
hladina PrP¢ na povrchu synapsi je udrzo-
vana také v dospélosti a prionovy protein
se ziejmé podili na celé fadé déjl, jez sprav-
nou funkci synapsf zajistuji a kontroluji [1,671.
Uvazuje se také o Uloze bunécného priono-
vého proteinu v proliferaci a diferenciaci oli-
godendrocytl a pfi maturaci astrocytU. Bylo
ukdzano, Ze tyto déje mohou byt u mysi
ovlivnény prostfednictvim vyfazenf ¢i na-
opak zvyseni exprese PrP¢ [76,77].
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Obr. 2. Diferenciace mysi katecholaminergni bunécné linie.

Obr. 2A) Proliferujici bunky.

Obr. 2B) Diferencované bunky, 7. den v diferencia¢nim médiu (zvétseno 100x). Diferencované buriky vykazuiji sestindsobné vyssi Urover ex-
prese PrPC ve srovnani s burikami proliferujicimi; rozdil v mnozstvi je demonstrovan prostfednictvim Western blotu ve vyfezu (16 pg bunéc-

ného lyzatu, barveno protildtkou 6D11).

K ovlivnénf neurogeneze dochazi i v prd-
béhu prionovych onemocnéni. Patolo-
gické izoforma prionového proteinu PrP™t se
v mysich mozcich hojné vyskytuje i v neu-
rogennich nikdch. U kmenovych bunék
dospélého mozku PrP™t plsobi narusenti
neuronalnf diferenciace a snizeni poc¢tu ne-
zralych a dospélych neurond ve srovnani
s burikami mozku neovlivnéného PrP™t [73].
Dochézf také k narudeni exprese synap-
tickych proteint, které jsou nezbytné pro
spravné fungovani chemickych i elektrickych
synapsi [78,79]. Dosavadni studie tedy uka-
zujf, ze fyziologicka i patologicka varianta PrP
se vyznamnou mirou podileji na vyvojovych
procesech probihajicich v nervové soustave.

Vliv prionového proteinu na
diferenciaci a proliferaci tkanové
specifickych kmenovych bunék
Bunécny prionovy protein je v organizmu
exprimovan v celé fadé tkani; studovéna
je tedy i jeho Uloha v diferenciaci a prolife-
raci bunék, jez nejsou neuralniho plvodu.
Vyrazné zvyseni exprese PrP¢ provazi di-
ferenciaci mESC smérem ke kardiomyocy-
tam [80] a PrP© mUze slouzit jako specificky
povrchovy marker kardiomyogennich pre-
kurzord [81]. Mechanizmus regenerace ur-
citych tkani po poskozenf vykazuje podob-
nost s procesem jejich morfogeneze; tak je
tomu i v pfipadé svalové tkané. V priibéhu
myogeneze dochézi ke zménam hladiny
exprese PrP¢, coz ukazuje na jeho moznou

Ulohu v tomto déji [82]. Pfi studiu posko-
zeni svalové tkané s vyuzitim PrP-deficient-
nich mysi pak bylo zjisténo, Ze nepfitomnost
PrP¢ je spojena s prodlouzenim doby ho-
jeni svalu; ovlivnéna je v tomto pfipadé pro-
lifera¢ni a diferencia¢ni aktivita myogennich
prekurzorovych bunék [83].

Expresi PrP¢ Ize detekovat v rliznych ty-
pech krevnich bunék a jejich prekurzor(.
Zajimava zjisténi pfinesly experimenty po-
rovnavajici expresi PrP< v krvi rliznych druhd
organizmdu. Prostrednictvim pritokové cy-
tometrie bylo zjisténo, Zze hladina exprese
bunécného prionového proteinu v bilych
a cervenych krvinkach i krevnich destickach
se vyrazné lisi napric¢ spektrem pouzivanych
modelovych organizmi (mys, kiecek, rizné
druhy opic) a ani jeden z téchto druht neko-
piruje expresni profil PrP< v lidské krvi [84,85].
To s sebou prindsi nutnost obezfetnosti pri
interpretaci a zobecnovani vysledkd, ziska-
nych zejména z experimentd provadénych
na laboratornich hlodavcich [86].

Vysokd mnozstvi bunécného priono-
vého proteinu exprimuji i hematopoietické
kmenové buriky (Hematopoietic Stem Cells;
HSC) [87]. Béhem diferenciace téchto bunék
dochézi k rozriznéni mnozstvi PrP¢ v jednot-
livych typech prekurzorovych bunék. Stu-
dium lidskych krevnich elementd ukazalo,
Ze v prlibéhu vyvoje granulocytd dochazi ke
snizovani exprese prionového proteinu, za-
timco u monocytd a lymfocytl je exprese
PrP¢ zachovana [88]. Také mysi lymfoidnf

prekurzory exprimuji bunéény prionovy pro-
tein; na rozdil od lidskych bunék vsak matu-
rované lymfocyty expresi PrP¢ ztraceji [87].
Podobnych vysledkd bylo dosazeno i v pfi-
padé studia mysf erytropoezy. Casna faze di-
ferenciace mysich erytroidnich prekurzord
je spojena se zvysenim exprese PrP<, jehoz
hladina pak s postupnou maturaci klesa [89].
V lidskych ¢ervenych krvinkdch Ize bunécny
prionovy protein detekovat i po dokoncenf
jejich vyvoje [90].

Vysledky studii zahrnujicich PrP-defi-
cientni mysi naznacujf, ze absence PrP¢ v my-
sich tkédnich nevyvoldva zévazné defekty
v hematopoeze. Jinak tomu vsak je pfi vy-
staveni bunék stresovym podminkdm. HSC
neexprimujici bunécny prionovy protein ne-
jsou pfi sériovych transplantacich schopné
zrekonstruovat kostni dren PrP-deficientnich
mysi po ozéfeni a tento stav je pro mysi le-
talni [91]. Prionovy protein se tedy ziejmé
nepodili jen na diferencia¢nich procesech,
ale u HSC hraje také dulezitou roli v udr-
zeni dlouhodobé schopnosti sebeobnovy
bunék.

Zaveér

Bunécny prionovy protein (PrP%) se kromé
své nezaménitelné Ulohy v patogenezi
prionovych onemocnéni ziejmé také po-
dili na modulaci fady dalsich, fyziologickych
déjl. Poznatky poslednich let poukazuji na
roli PrP¢ v procesech proliferace a diferen-
ciace neurdlnich bunék. Exprese PrP¢ za-
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¢ind jiz v casnych fazich embryogeneze
savcl. Zatimco progenitorové bunky vyvije-
jiciho se embrya expresi PrP¢ postradaji, jiz
diferencované neurdlni bunky vykazuji vy-
sokou hladinu PrP¢, coz ukazuje na spojent
prionového proteinu s regulaci neurdlinf di-
ferenciace. MnoZstvi exprimovaného PrP¢
se meni i pfi produkci novych bunék v do-
spélosti. Maturace nestin-pozitivnich neu-
ralnich kmenovych bunék pfi vyvoji neu-
ronl je spojena s postupnym zvysovanim
exprese PrPC a zralé neurony exprimuji vy-
soké hladiny prionového proteinu. Uvazuje
se o Uloze PrP¢ pfi utvareni neuralnich ob-
vodu a v neurdlni komunikaci. U maturo-
vanych gliovych bunék je naproti tomu ex-
prese PrP¢ minimélni. Modulace hladiny
exprese PrP¢ tak zfejmé predstavuje jeden
z klicovych faktor(, které rozhoduji o osudu
burky. Detailni porozuménf{ témto mechani-
zmUm by mohlo pfispét k pochopeni pato-
geneze prionovych chorob a vést k navrzeni
novych terapeutickych strategif pro neuro-
degenerativni onemocnént.
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