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Strukturna istraŢivanja prionskih proteina
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Pogrešno nabiranje normalnog, staničnog prionskog proteina (PrPC) u patološki oblik nazvan 
prion (PrPSc) povezano je s razvojem smrtonosnih neurodegenerativnih poremećaja poznatih 
kao prionske bolesti ili prijenosne spuŢvaste encefalopatije. Molekulski mehanizam kojim nastaju 
prioni još uvijek nije poznat te su stoga strukturna istraŢivanja oba oblika PrP-a vrlo vaŢna za 
razjašnjavanje mehanizma pogrešnog nabiranja proteina kod prionskih bolesti. U nekim slučaje-
vima prionske bolesti uzrokovane su mutacijama u genu koji kodira za PrP. Strukturna istraŢiva-
nja mutanata PrP-a omogućuju bolje razumijevanje početnih stadija konformacijskih promjena 
prilikom spontanog nastajanja priona kod nasljednih oblika prionskih bolesti. U ovome radu dan 
je pregled najvaŢnijih rezultata strukturnih istraŢivanja PrP-a s naglaskom na istraŢivanja prove-
dena spektroskopijom NMR na mutantima ljudskog PrP-a.
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Uvod*

Prionski proteini (PrP, engl. prion protein or protease-resi-
stant protein) proteini su otporni na djelovanje proteaza, 
enzima koji cijepaju amidnu vezu u proteinima, pri čemu 
nastaju kraći peptidni fragmenti ili aminokiseline. Primarna 
struktura PrP-a izrazito je očuvana kod sisavaca.1 Ljudski 
prionski protein je glikoprotein sastavljen od 209 aminoki-
selina, a vezan je preko glikofosfatidilinozitolne veze na 
vanjsku stranu stanične membrane. Iako se PrP-u pripisuje 
utjecaj na nekoliko procesa u središnjem Ţivčanom sustavu, 
njegova točna fiziološka funkcija još uvijek nije u pot-
punosti razjašnjena.2 PrP je najpoznatiji zbog povezanosti 
sa skupinom smrtonosnih i neizlječivih neurodegenerativ-
nih poremećaja koji pogađaju ljude i Ţivotinje, a nazivaju 
se prionske bolesti ili prijenosne spuŢvaste encefalopatije 
(engl. prion diseases ili transmissible spongiform encephalo-
pathies).3 U prionske bolesti čovjeka spadaju Creutzfeldt - 
-Jakobova bolest (CJD, engl. Creutzfeldt-Jakob disease), 
smrtonosna obiteljska nesanica (FFI, engl. fatal familial inso-
mnia), Gerstmann-Sträussler-Scheinkerov sindrom (GSS, 
engl. Gerstmann-Sträussler-Scheinker syndrome) i kuru, 
bolest koja se povezuje uz kanibalske obrede domorodaca 
Nove Gvineje. Najučestalije prionske bolesti Ţivotinja su 
grebeŢ (engl. scrapie) koja se javlja kod ovâca i koza, 
goveđa spuŢvasta encefalopatija (engl. bovine spongiform 
encephalopathy), poznatija kao kravlje ludilo te kronična 
razorna bolest sobova (engl. chronic wasting disease). 
Većina prionskih bolesti čovjeka su sporadične, oko 10 – 
15 % slučajeva povezano je s mutacijama u genu koji 
kodira za PrP (gen PRNP, kratica od PRioN Protein),4 a u 
nekim slučajevima bolest se dobiva infekcijom.

Prionske bolesti nastaju zbog pretvorbe normalnog stanič-
nog oblika prionskog proteina (PrPC, engl. normal cellular 
isoform) u pogrešno nabrani patološki oblik poznat pod 
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nazivom prion (PrPSc, engl. scrapie isoform).3 Naziv prion 
predloŢio je 1982. godine Stanley Ben Prusiner (28. svibnja 
1942., Des Moines, Iowa; neurolog i biokemičar, dobitnik 
Nobelove nagrade za fiziologiju ili medicinu za otkriće pri-
ona, 1997. godine). Prusiner je prion definirao kao “malu 
proteinsku zaraznu česticu otpornu na inaktivaciju veći-
nom postupaka koji inače modificiraju nukleinske kise-
line”.5 Prema toj, danas široko prihvaćenoj, “isključivo pro-
teinskoj hipotezi” smatra se da je PrPSc jedina komponenta 
infektivnog patogena. Pretpostavlja se da se PrPSc samo-
umnoŢava tako da se veŢe na PrPC te zatim djeluje kao 
strukturni predloŢak koji potiče pretvorbu normalnih mole-
kula PrPC-a u patološki oblik.6

Iako imaju jednaku primarnu strukturu, PrPC i PrPSc se razli-
kuju u nekoliko svojstava. Tako je FT-IR i CD spektroskopi-
jama ustanovljeno da sekundarnu strukturu PrPC-a većim 
dijelom čine a-zavojnice, a PrPSc sadrŢi značajan udjel 
b-nabrane ploče (43 % u usporedbi sa 3 % kod PrPC-a).7,8 
Zbog drugačijih strukturnih osobina PrPC i PrPSc pokazuju i 
različita biokemijska svojstva. Dok je PrPC prisutan u mono-
mernom obliku, topljiv u neionskim detergentima i pod-
loŢan proteolizi, PrPSc je netopljiv, djelomično otporan na 
razgradnju proteazama te sklon agregaciji. Potonje svojstvo 
izrazito oteŢava strukturnu karakterizaciju PrPSc-a uobičaje-
nim metodama s atomskim razlučivanjem kao što su spek-
troskopija NMR i difrakcija rendgenskih zraka, a koje se 
primjenjuju za dobivanje strukturnih informacija o samim 
proteinima.

Slično kao i neki drugi neurološki poremećaji, kao npr. Alz-
heimerova i Parkinsonova bolest, prionske bolesti često su 
praćene nastajanjem amiloidnog plaka u mozgu. Iako se 
proteini koji tvore takve agregate razlikuju od bolesti do 
bolesti, amiloidi pokazuju slična svojstva. Nedavno prove-
dena istraŢivanja pokazuju da se koncept prionskog meha-
nizma moŢe primijeniti i na Alzheimerovu i na Parkinso-
novu bolest, tj. da su njihovi uzročnici također infektivne 
proteinske molekule.9 Osnovni preduvjet za liječenje 
takvih neurodegenerativnih bolesti je razumijevanje mole-

KUI – 2/2013 
Prispjelo 31. listopada 2012. 

Prihvaćeno 20. prosinca 2012.

I. BILJAN: Strukturna istraŢivanja prionskih proteina
11–18

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

https://core.ac.uk/display/19443768?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


12 I. BILJAN: Strukturna istraŢivanja prionskih proteina, Kem. Ind. 63 (1-2) 11–18 (2014)

kulskog mehanizma koji uzrokuje pogrešno nabiranje pro-
teina. Detalji nastajanja PrPSc-a kao i njegova trodimenzij-
ska (3D) struktura visoke razlučivosti još uvijek nisu poznati. 
U ovom radu dan je pregled dosadašnjih stukturnih istraŢi-
vanja normalnog i patološkog oblika PrP-a s naglaskom na 
strukturne studije provedene spektroskopijom NMR na 
mutantima PrP-a povezanih s nasljednim oblicima prion-
skih bolesti.

Strukturne karakteristike prionskog proteina

Do danas su određene 3D strukture PrP-a iz različitih vrsta 
sisavaca, pri čemu je većina struktura određena spektro-
skopijom nuklearne magnetske rezonancije (NMR) u oto-
pini.10–19 Za dobivanje strukturnih podataka tehnikama 
NMR najčešće se upotrebljavaju 15N i 13C izotopno oboga-
ćeni uzorci rekombinantnih PrP-a dobiveni u povećanoj 
koncentraciji u genetički modificiranoj bakteriji E. coli. 
Određivanje strukture proteina spektroskopijom NMR pro-
vodi se na izotopno obogaćenom uzorku proteina, a prvi u 
nizu eksperimenata je dvodimenzijska (2D) heteronukle-
arna korelacijska spektroskopija NMR kojom se koreliraju 
1H i 15N atomi (2D 1H-15N HSQC). Iz dobivenog 1H-15N 
HSQC spektra se, iz disperzije signala, moŢe zaključiti je li 
protein nabran i time prikladan za strukturnu analizu spek-
troskopijom NMR. Slika 1 prikazuje 1H-15N HSQC spektar 
divljeg tipa ljudskog PrP-a na kojemu dobra disperzija 
signala ukazuje na to da je ovaj protein u nabranom stanju. 
Za uspješnu asignaciju kemijskih pomaka i interakcija pro-
teina većih od 10 kDa, u čiju skupinu spada i PrP, primje-
njuju se 3D heteronuklearne tehnike koje koreliraju jezgre 

1H, 15N i 13C.20 Primjenom 3D heteronuklearnih tehnika 
postiŢe se bolje razlučivanje i smanjuje preklapanje signala 
u usporedbi s homonuklearnim 2D eksperimentima. 
Sekvencijska asignacija kemijskih pomaka 1H, 15N i 13C iz 
okosnice proteina postiŢe se kombiniranjem niza hetero-
nuklearnih 3D eksperimenata, od kojih se najčešće primje-
njuju eksperimenti HNCA, HN(CO)CA, HNCACB i 
CBCA(CO)NH. Tako npr. eksperiment HNCA korelira 
kemijske pomake amidnih 1H i 15N s kemijskim pomakom 
13Ca istog te prethodnog aminokiselinskog ostatka, dok 
eksperiment HN(CO)CA daje isključivo sekvencijske pove-
zanosti između navedenih spinova. 3D eksperimenti 
HNCACB i CBCA(CO)NH analogno koreliraju spinove 1H, 
15N, 13Ca i 13Cb. Za asignaciju kemijskih pomaka 1H i 13C 
bočnih ogranaka najčešće se primjenjuju 3D eksperimenti 
1H-15N-TOCSY-HSQC, (H)CC(CO)NH te (H)CCH-TOCSY. 
3D eksperiment 1H-15N-TOCSY-HSQC daje korelaciju 
između kemijskih pomaka amidnih 1H i 15N te kemijskih 
pomaka protona iz bočnog ogranka istog aminokiselinskog 
ostatka, dok eksperiment (H)CC(CO)NH korelira kemijske 
pomake amidnih 1H i 15N s kemijskim pomacima atoma 
13C iz bočnog ogranka prethodnog aminokiselinskog 
ostatka. 3D eksperiment (H)CCH-TOCSY korelira parove 
1H/13C sa svim drugim protonima iz bočnog ogranka iste 
aminokiseline. Nakon asignacije atoma iz okosnice i boč-
nih ogranaka slijedi asignacija signala nuklearnog Overhau-
serova efekta (signal NOE) u 3D 1H-15N i 1H-13C NOE-
SY-HSQC spektrima, koji predstavljaju ključne parametre 
za određivanje strukture proteina.

Prva trodimenzijska struktura divljeg tipa ljudskog PrP-a 
određena spektroskopijom NMR objavljena je 2000. 

godine.19 Ova 3D struktura ljudskog PrP-a sastoji se od dva 
dijela zasebnih strukturnih i dinamičkih svojstava. Prvi dio 
je nestrukturirana N-terminalna domena koju čine amino-
kiselinski ostaci 23 – 124, dok je drugi dio dobro uređena 
C-terminalna globularna domena sastavljena od aminoki-
selinskih ostataka 125 – 231. Strukturirani C-terminalni dio 
sadrŢi tri a-zavojnice sastavljene od aminokiselinskih osta-
taka 144 – 154 (a1-zavojnica), 173 – 194 (a2-zavojnica) i 
200 – 228 (a3-zavojnica) te dva kratka antiparalelna 
b-lanca, koje tvore aminokiselinski ostaci 128 – 131 (b1-la-
nac) i 161 – 164 (b2-lanac) (slika 2a). Globularna domena 
PrP-a dodatno je stabilizirana disulfidnim mostom Cys179–
Cys214, koji premošćuje a2- i a3-zavojnicu. Strukturne 
karakteristike PrP-a iz drugih vrsta sisavaca vrlo su slične 
opisanoj strukturi ljudskog PrP-a.

Zbog oteŢane kristalizacije, kojoj je najvjerojatnije uzrok 
fleksibilnost PrP-a, difrakcija rendgenskih zraka znatno je 
rjeđe primjenjivana za dobivanje 3D strukturnih informa-
cija o PrP-u u usporedbi sa spektroskopijom NMR.21–25 
Ipak, kristalna struktura ljudskog PrP-a uspješno je riješena 
2001. godine, te je ustanovljeno da protein kristalizira u 
obliku homodimera (slika 2b).24 Dimer je stabiliziran 
dvjema disulfidnim vezama između Cys179 i Cys214 iz 
različitih podjedinica. Za razliku od monomerne strukture 
određene NMR-om, u kristalnoj strukturi ljudskog PrP-a 
a3-zavojnica pakira se prema a2-zavojnici druge podjed-
nice, a ne prema a2-zavojnici svog polipetidnog lanca, iz 
čega je zaključeno da u otopini postoji ravnoteŢa između 
monomernog i dimernog oblika ljudskog PrP-a, dok je u 
kristalu isključivo prisutan dimer.

Za razliku od normalnog oblika PrPC-a, 3D struktura pato-
loškog PrPSc-a još uvijek nije riješena. Ipak, na temelju 
rezultata dobivenih primjenom biofizikalnih tehnika niskog 
razlučivanja predloŢeno je nekoliko modela. Jedan od naj-
popularnijih strukturnih modela PrPSc-a, predloŢen na 
temelju podataka dobivenih elektronskom mikroskopijom, 
jest b-zavojnica.26 U tom modelu osnovnu simetričnu jedi-
nicu PrPSc-a čini trimer u kojem aminokiselinski ostaci iz 
N-terminalne domene (≈90 – 175) tvore lijevu b-zavojnicu, 
dok C-terminalno područje (aminokiselinski ostaci 178 – 
230) uglavnom zadrŢava sekundarnu strukturu a-zavojnice 
kao u PrPC-u. Veći agregati nastaju vertikalnim slaganjem 
trimera PrP-a uzduŢ osi b-zavojnice. Takozvani spiralni 
model predloŢen je na temelju simulacija molekulskom 

S l i k a 1 – 1H-15N HSQC spektar divljeg tipa ljudskog PrP-a
F i g. 1 – 1H-15N HSQC spectrum of the wild type human PrP
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dinamikom pri amiloidoznim uvjetima (niskim vrijedno-
stima pH) upotrebljavajući kao polaznu točku prirodnu 
strukturu PrP-a.27 Spiralni model sastoji se od spiralne 
 jezgre proširenih ploča koje čine b-lanci sastavljeni od 
 aminokiselinskih ostataka 116–119, 129–132, 135–140 i 
160–164. Slično kao i kod modela b-zavojnice, u stvaranju 
b-lanaca sudjeluju aminokiselinski ostaci iz N-terminalnog 
dijela, dok većina C-terminalnog dijela PrP-a ostaje nepro-
mijenjena. U posljednjem modelu, predloŢenom na teme-
lju strukturnih podataka dobivenih tehnikom izmjene 
vodik/deuterij u sprezi s masenom spektrometrijom, PrPSc 
se prikazuje kao slagalina paralelnih b-nabranih ploča.28 U 
tom je modelu PrPSc sastavljen od b-lanaca i relativno krat-
kih zavoja ili petlji bez prisustva a-zavojnica, po čemu se 
značajno razlikuje od prethodna dva modela. Budući da su 
sva tri modela predloŢena na temelju biofizikalnih metoda 
niskog razlučivanja, teško je odrediti koji je od njih najbliŢi 
stvarnoj strukturi PrPSc-a.

NmR strukture mutanata prionskog proteina
Jedan od najčvršćih argumenata “isključivo-proteinskog” 
modela veza je između nasljednih prionskih bolesti i muta-
cija u genu PRNP. Do sada je identificirano 55 patoloških 

mutacija, pri čemu su genetski oblici prionskih bolesti 
povezani s njih 37 (slika 3).4 Mehanizam kojim patološke 
mutacije uzrokuju bolest još uvijek nije razjašnjen. Postoji 
nekoliko načina na koje mutacije mogu izazvati spontano 
stvaranje PrPSc-a u mozgu. Pokazalo se da neke mutacije 
utječu na termodinamičku stabilnost PrPC-a, te na taj način 
povećavaju vjerojatnost njegove pretvorbe u patološki 
oblik.29–31 Osim utjecaja na stabilnost, mutacije mogu pro-
mijeniti i površinska svojstva PrPC-a, te tako prouzrokovati 
neočekivane interakcije s drugim molekulama koje sudje-
luju u patološkoj pretvorbi.32,33

Čak 30 od ukupno 37 patoloških mutacija smješteno je u 
globularnoj domeni PrPC-a, što omogućava strukturnu 
karakterizaciju varijanti ljudskog PrPC-a, a time i otkrivanje 
dijelova strukture koji bi mogli igrati vaŢnu ulogu u ranim 
stadijima spontanog nastanka priona kod nasljednih prion-
skih bolesti. Spektroskopijom NMR u otopini do sada su 
određene strukture visoke razlučivosti rekombinantnog 
ljudskog PrP-a s mutacijama E200K,34 Q212P35 i V210I.36 
Mutacije E200K i V210I odgovorne su za Creutzfeldt-Jako-
bovu bolest koja je najučestaliji oblik nasljednjih prionskih 
bolesti, dok mutacija Q212P uzrokuje Gerstmann-Sträus-
sler-Scheinkerov sindrom.

3D strukture mutanata E200K, Q212P i V210I PrP-a posje-
duju vrlo sličnu opću strukturu kao i divlji tip ljudskog PrP-
a, sastavljenu od nestrukturiranog N-terminalnog dijela i 
C-terminalne globularne domene. C-terminalni dio sadrŢi 
tri a-zavojnice (a1, a2 i a3) te jednu vrlo kratku b-nabranu 
ploču koju tvore antiparalelni b1 i b2 lanci. Zavojnice a2 i a3 
povezane su disulfidnim mostom preko Cys179 i Cys214.

Ustanovljeno je da zamjena glutaminske kiseline lizinom u 
mutantu E200K ne izaziva značajne strukturne promjene 
PrP-a, ali mijenja raspodjelu naboja na površini proteina. U 
ljudskom PrP-u površina oko Glu200 karakterizirana je 
uglavnom negativnim električnim potencijalom pri neutral-
nim vrijednostima pH odnosno područjima negativnog i 
pozitivnog električnog potencijala pri blago kiselim uvje-
tima. S druge strane, u mutantu E200K površina proteina 
uglavnom je pozitivno nabijena i pri neutralnim i blago 
kiselim uvjetima. Promjene u raspodjeli naboja na površini 
mutanta E200K PrP-a vjerojatno utječu na interakcije s dru-
gim molekulama koje također sudjeluju u patološkoj pre-
tvorbi, te je na taj način olakšan spontani nastanak priona 
kod Creutzfeldt-Jakobove bolesti izazvane mutacijom na 

S l i k a 2 – 3D strukture C-terminalne domene ljudskog PrP-a 
dobivene a) spektroskopijom NMR u otopini (PDB kod 1QM1)19 i 
b) difrakcijom rendgenskih zraka (PDB kod 1I4M)24

F i g. 2 – 3D structures of the C-terminal domain of human PrP 
determined by a) NMR spectroscopy in solution (PDB code 
1QM1)19 and b) X-ray diffraction (PDB code 1I4M)24

S l i k a 3 – Ljudski gen PRNP sa svim do sada identificiranim mutacijama.4 Zreli PrP sastavljen je od aminokiselinskih ostataka 23 – 231, 
N-terminalnog signalnog peptida (1 – 22) i C-terminalnog signalnog peptida (232 – 253).
F i g. 3 – Human PRNP gene with all currently identified mutations.4 Mature PrP consists of residues 23–231, N-terminal signal pep-
tide (1–22) and C-terminal signal peptide (232–253).
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kodonu 200. Kao mogući kofaktori patološke pretvorbe 
PrP-a identificirane su molekule ribonukleinske kiseline 
(RNA), proteoglikani te lipidi, no mehanizam njihova djelo-
vanja još uvijek nije razjašnjen.37–39

Suprotno mutaciji E200K, mutacije Q212P i V210I uz    - 
ro kuju značajne lokalne strukturne promjene u ljudskom  
PrP-u. Zamjena glutamina prolinom u mutantu Q212P 
dovodi do prijeloma a3-zavojnice na dvije zavojnice, a3 i 
a4 (slika 4). Naime, a3-zavojnica je u mutantu Q212P 
dobro uređena između Glu200 i Arg220, dok sljedeća dva 
aminokiselinska ostatka Glu221 i Ser222 ometaju njezinu 
pravilnu strukturu. Zbog prijeloma a3-zavojnice dolazi do 
promjena u hidrofobnim interakcijama između C-termi-
nalnog kraja a3-zavojnice i b2-a2-petlje, što se očituje 
većim udaljenostima između tih dvaju sekundarnih struk-
turnih elemenata te većoj izloŢenosti hidrofobnih amino-
kiselina otapalu.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

S l i k a 4 – NMR struktura ljudskog PrP-a s mutacijom Q212P 
(PDB kod 2KUN)35

F i g. 4 – NMR structure of human PrP with Q212P mutation 
(PDB code 2KUN)35

Usporedbom strukture određene NMR spektroskopijom 
divljeg tipa ljudskog PrP-a sa strukturom mutanta V210I 
mogu se uočiti određene strukturne promjene. Val210 
smješten je u sredini a3-zavojnice i dio je gusto pakirane 
jezgre aminokiselina s hidrofobnim bočnim ograncima. Taj 
dio globularne domene igra iznimno vaŢnu ulogu u uku-
pnoj stabilnosti PrPC-a. Iz strukturnih podataka dobivenih 
spektroskopijom NMR opaŢa se da zamjena valina robusni-
jim izoleucinom, zbog steričkih smetnji, uzrokuje preras-
podjelu hidrofobnih interakcija između aminokiselinskih 
ostataka a2- i a3-zavojnica (slika 5a). Također, mutacija 
V210I utječe na konformaciju b2-a2-petlje i njene dugo-
seŢne tercijarne interakcije s aminokiselinskim ostacima iz 
C-terminalnog kraja a3-zavojnice (slika 5b). Slično kao kod 
mutanta Q212P, potonje strukturne promjene u mutantu 
V210I dovode do veće izloŢenosti hidrofobne površine 
proteina otapalu.

Uz patološke mutacije koje se povezuju s nasljednim pri-
onskim bolestima, u genu PRNP identificirani su i polimor-

fizmi koji utječu na etiologiju i neuropatologiju prionskih 
bolesti. Jedan je od intenzivnije istraŢivanih polimorfizam 
M129V, koji na kodonu 129 sadrŢi ili metionin ili valin. 
Polimorfizam M129V utječe na podloŢnost sporadičnim i 
infektivnim oblicima prionskih bolesti, pri čemu su homo-
zigoti za metionin skloniji obolijevanju.40 Drugi vaŢan poli-
morfizam ljudskog PrP-a jest polimorfizam E219K, za koji 
je ustanovljeno da štiti od sporadične Creutzfeldt-Jakobove 
bolesti.41 Nedavno je na temelju podataka dobivenih spek-
troskopijom NMR određena 3D struktura rekombinantnog 
ljudskog PrP-a s polimorfizmom E219K.42 U usporedbi sa 
strukturama patoloških mutanata Q212P i V210I, struktura 
ljudskog PrP-a s polimorfizmom E219K ne ukazuje na ome-
tanje aromatskih i hidrofobnih interakcija među aminoki-
selinskim ostacima iz C-terminalnog dijela a3-zavojnice i 
b2-a2-petlje. Međutim, zamjena glutaminske kiseline lizi-
nom na kodonu 219 znatno utječe na raspodjelu naboja 
na površini proteina. Promjene su najuočljivije oko mjesta 
same zamjene, zatim na međupovršini b2-a2-petlje i C-ter-
minalnog kraja a3-zavojnice te na N-terminalnom dijelu 
a3-zavojnice. Dok su nabrojana područja uglavnom neu-
tralna ili negativno nabijena u divljem tipu ljudskog PrP-a, 
kod PrP-a s polimorfizmom E219K ona su pozitivno nabi-
jena.

Poseban interes u biologiji priona usmjeren je na epitop 
koji čine b2-a2-petlja te C-terminalni kraj a3-zavojnice. 
Naime, već u ranijim istraŢivanjima to je područje sma-
trano mjestom interakcije s hipotetskim kofaktorom koji 
sudjeluje u stvaranju priona.32,33 OpaŢeno je da konforma-
cija same b2-a2-petlje te njezine interakcije s C-terminal-
nim dijelom a3-zavojnice igraju ulogu u transmisiji priona i 
podloŢnosti bolesti. Sisavci čiji PrP posjeduje fleksibilnu 
b2-a2-petlju lako se mogu zaraziti prionima, dok se prioni 
slabo prenose kod vrsta sa strukturno dobro definiranom 
b2-a2-petljom.11,13,16,17,43 IstraŢivanja patoloških mutanata 
Q212P i V210I spektroskopijom NMR ukazuju na to da u 
usporedbi s divljim tipom PrP-a te PrP-a sa zaštitnim poli-
morfizmom E219K, mutacije uzrokuju gubitak tercijarnih 

S l i k a 5 – Usporedba strukturnih karakteristika ljudskog PrP-a s 
mutacijom V210I (crno, PDB kod 2LEJ)36 i divljeg tipa ljudskog 
PrP-a (sivo, PDB kod 1QM1).19 a) Hidrofobne interakcije između 
aminokiselinskih ostataka iz a2- i a3-zavojnice. b) p-p interakcije 
na međupovršini b2-a2-petlje i C-terminalnog dijela a3-zavojnice.
F i g. 5 – Comparison of structural features of human PrP with 
V210I mutation (in black, PDB code 2LEJ)36 and wild type human 
PrP (in grey, PDB code 1QM1).19 a) Hydrophobic interactions 
between residues in a2- and a3-helices. b) p-p interactions at the 
interface of the b2-a2 loop and the C-terminal part of a3-helix.
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kontakata između aminokiselinskih ostataka iz 
b2-a2-petlje (npr. Met166 i Phe175) i a3-zavoj-
nice (npr. Tyr218 i Tyr225) (slika 6), što pak 
rezultira većom izloŢenosti hidrofobnih amino-
kiselina otapalu. Slično je opaŢeno i u strukturi 
mutanta E200K određenoj NMR spektroskopi-
jom,34 kristalnim strukturama mutanata F198S i 
D178N25 te u istraŢivanjima provedenim mole-
kulskom dinamikom.44–46 IzloŢenost hidrofob-
nih aminokiselina otapalu u patološkim mutan-
tima moŢe povećati njihovu sklonost speci-
fičnim intermolekulskim interakcijama koje 
dovode do spontanog nastanka priona u na -
sljednim prionskim bolestima.

Utjecaj pH na strukturu  
prionskog proteina

Substanično mjesto na kojem se odvija pre-
tvorba normalnog PrPC-a u patološki PrPSc još je 
jedna zagonetka vezana uz prione. Pretpostav-
lja se da se taj proces odvija ili u endosomima 
gdje je pH između 4,7 i 6,5 ili na površini sta-
nice gdje je pH ≈ 7.47 Prijašnja istraŢivanja su 
pokazala da smanjenje vrijednosti pH uzrokuje 
konformacijske promjene PrP-a i to već pri 
blago kiselim uvjetima sugerirajući da su en  -
dosomi vjerojatnije mjesto patološke pre-
tvorbe.48–54 Međutim ova saznanja temeljena su 
uglavnom na rezultatima dobivenim simulaci-
jama molekulskom dinamikom, dok je u litera-
turi vrlo malo podataka o eksperimentalnim 
istraŢivanjima strukturnih svojstava PrPC-a s 
atomskim razlučivanjem pri pH koji odgovara 
onom na površini stanice i unutar endosoma. 
Naime, većina spektroskopijom NMR određe-
nih struktura PrP-a dobivena je eksperimentima 
pri blago kiselim uvjetima (pH = 4,5 ili 5,5), 
dok su pri neutralnim uvjetima spektroskopijom 
NMR do sada određene samo strukture divljeg 

S l i k a 6 – Interakcije na međupovršini b2-a2-petlje i C-terminusa a3-zavojnice kod a) ljudskog PrP-a s polimorfizmom E219K (PDB kod 
2LFT),42 b) divljeg tipa ljudskog PrP-a (PDB kod 2LSB),42 c) ljudskog PrP-a s mutacijom Q212P (PDB kod 2KUN)35 i d) ljudskog PrP-a s 
mutacijom V210I (PDB kod 2LEJ)36

F i g. 6 – Interactions at the interface of the b2-a2 loop and the C-terminus of the a3-helix in a) human PrP with E219K polymorphism 
(PDB code 2LFT),42 b) wild type human PrP (PDB code 2LSB),42 c) human PrP with Q212P mutation (PDB code 2KUN)35 and d) human 
PrP with V210I mutation (PDB code 2LEJ)36

a)                                          b)                                          c)                                                  d)

S l i k a 7 – Usporedba struktura ljudskog PrP-a određenih spektroskopijom 
NMR s mutacijom V210I pri pH = 7,2 (crno, PDB kod 2LV1)55 i pH = 5,5 
(sivo, PDB kod 2LEJ).36 a) Hidrofobne interakcije između aminokiselinskih 
ostataka iz a2- i a3-zavojnice te b2-a2-petlje. b) p-p interakcije na međupovr-
šini b1-a1-petlje i a1-zavojnice.
F i g. 7 – Comparison of NMR structures of human PrP with V210I muta-
tion at pH = 7,2 (in black, PDB code 2LV1)55 and pH = 5,5 (in grey, PDB 
code 2LEJ).36 a) Hydrophobic interactions between residues from the a2- and 
a3-helices and the b2-a2 loop. b) p-p interactions at the interface of the b1-a1 
loop and a1-helix.

a)

b)
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tipa	ljudskog	PrP-a	(pri	pH	=	7)49	te	nedavno	PrP-a	s	pato-
loškom	mutacijom	V210I	 (pri	 pH	=	7,2).55	 3D	 struktura	
divljeg	 tipa	PrP-a	pri	pH	=	7	vrlo	 je	 slična	strukturi	 istog	
proteina	određenoj	ranije	pri	=	pH	4,5.	Razlike	se	opaŢaju	
na	C-terminalnim	krajevima	a1-	i	a2-zavojnica,	koji	poka-
zuju	bolju	uređenost	pri	pH	=	7	u	usporedbi	s	pH	=	4,5.	
Uz	to,	globularna	domena	divljeg	tipa	ljudskog	PrP-a	je	ter-
modinamički	stabilnija	pri	neutralnom	pH	sugerirajući	da	
do	 patološke	 pretvorbe	 dolazi	 pri	 kiselim	 uvjetima.	 Kod	
PrP-a	s	mutacijom	V210I	također	se	mogu	opaziti	značajne	
strukturne	 različitosti	 s	promjenom	pH	od	5,5	do	7,2.	U	
mutantu	V210I	najizraŢenije	su	pH-ovisne	promjene	loka-
lizirane	u	području	između	a2-	i	a3-zavojnica,	na	međupo-
vršinama	b2-a2-petlje	i	a3-zavojnice	te	b1-a1-petlje	i	a1-za-
vojnice	(slika	7).	Naime,	tercijarni	kontakti	među	aminoki-
selinskim	 ostacima	 iz	 navedenih	 sekundarnih	 strukturnih	
elemenata	u	mutantu	V210I	manje	su	narušeni	pri	pH	=	
7,2	 nego	 pri	 pH	=	 5,5.	 Takvi	 rezultati	 ukazuju	 na	 veću	
strukturnu	 stabilnost	mutanta	V210I	 pri	 neutralnim	uvje-
tima	 te	 sugeriraju	 da	 je	 spontani	 nastanak	 priona	 kod	
nasljednjih	 prionskih	 bolesti	 skloniji	 pri	 kiselim	 uvjetima	
koji	vladaju	unutar	endosoma.

Zaključak

Prionske	 bolesti	 pripadaju	 skupini	 neurodegenerativnih	
poremećaja	 uzrokovanih	 pogrešnim	 nabiranjem	 PrP-a.	
Strukturna	istraŢivanja	PrP-a	tehnikama	visokog	razlučiva-
nja	kao	što	je	spektroskopija	NMR	nuŢna	su	za	razumijeva-
nje	molekulskog	mehanizma	pretvorbe	normalnog	PrP-a	u	
patološki	 oblik.	 Jedan	 od	 načina	 za	 bolje	 razumijevanje	
početnih	 stadija	 konformacijskih	 promjena	 koje	 vode	do	
nastanka	priona	strukturna	su	istraŢivanja	spektroskopijom	
NMR	mutanata	ljudskog	PrP-a	povezanih	s	nasljednim	obli-
cima	prionskih	bolesti.	Rezultati	tako	provedenih	istraŢiva-
nja	 na	 nekoliko	 patoloških	mutanata	 PrP-a	 omogućili	 su	
otkrivanje	 područja	 na	 kojima	 najvjerojatnije	 započinje	
patološka	pretvorba.	Ustanovljeno	 je	da	patološke	muta-
cije	 ne	mijenjaju	opću	 strukturu	 ljudskog	PrP-a	 koju	 čini	
neuređena	 N-terminalna	 domena	 te	 globularni	 C-termi-
nalni	dio	sastavljen	od	tri	a-zavojnice	te	dva	kratka	antipa-
ralelna	b-lanca.	Međutim	mutacije	utječu	na	lokalne	struk-
turne	karakteristike	PrP-a.	NajizraŢenije	promjene	opaŢene	
su	 u	 hidrofobnim	 interakcijama	 između	 b2-a2-petlje	 i	
C-terminalne	 a3-zavojnice	 odnosno	 između	 a2-	 i	 a3-za	-
vojnice.	 Dok	 su	 kod	 patoloških	 mutanata	 interakcije	 iz	-
među	navedenih	sekundarnih	strukturnih	elemenata	osla-
bljene	u	usporedbi	s	divljim	tipom	ljudskog	PrP-a	što	napo-
sljetku	dovodi	do	veće	izloŢenosti	hidrofobnih	aminokise-
lina	otapalu,	kod	PrP-a	sa	zaštitnim	polimorfizmom	E219K	
nisu	uočene	slične	strukturne	promjene.	Nadalje,	izučava-
nja	 strukturnih	 promjena	 spektroskopijom	 NMR	 divljeg	
tipa	 ljudskog	 PrP-a	 te	 mutanta	 V210I	 u	 ovisnosti	 o	 pH	
pokazala	 su	 da	 su	 oba	 proteina	 strukturno	 stabilnija	 pri	
neutralnim	uvjetima	odnosno	da	do	nastanka	priona	naj-
vjerojatnije	 dolazi	 pri	 blago	 kiselim	 uvjetima	 prisutnim	
unutar	endosoma.	Daleko	najvaŢniji	cilj	u	istraŢivanju	pri-
ona	određivanje	je	3D	strukture	patološkog	PrPSc-a,	no	do	
danas	 ista	 još	uvijek	nije	poznata.	Unatoč	tome	spoznaje	
dobivene	 dosadašnjim	 strukturnim	 istraŢivanjima	 PrP-a	
vaŢan	 su	 doprinos	 za	 razumijevanje	 molekulskog	 meha-
nizma	prionskih	bolesti	te	za	razvoj	djelotvornih	antiprion-
skih	lijekova.
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Popis simbola i kratica 
List of symbols and abbreviations

w	 –	 kemijski	pomak,	ppm
	 –	 chemical	shift,	ppm
CD	 –	 cirkularni	dikroizam
	 –	 circular	dichroism
FT-IR	 –	 Fourierova	transformirajuća	infracrvena		
		 	 spektroskopija
	 –	 Fourier	transformed	infrared	spectroscopy
HSQC	 –	 heteronuklearna	korelacija	u	kojoj	se	primjenjuje		
		 	 koherencija	od	jednog	kvanta
	 –	 heteronuclear	single	quantum	correlation
NMR	 –	 nuklearna	magnetska	rezonancija
	 –	 nuclear	magnetic	resonance
NOE	 –	 nuklearni	Overhauserov	efekt
	 –	 nuclear	Overhauser	effect
NOESY	 –	 spektroskopija	nuklearnog	Overhauserovog	efekta
	 –	 nuclear	Overhauser	enhancement	spectroscopy
PrP	 –	 prionski	protein
	 –	 prion	protein	or	protease-resistant	protein
PrPC	 –	 stanični	prionski	protein
	 –	 cellular	prion	protein
PrPSc	 –	 patološki	ili	“scrapie”	prionski	protein
	 –	 pathological	or	“scrapie”	prion	protein
PRNP	 –	 gen	koji	kodira	za	prionski	protein
	 –	 gene	coding	for	prion	protein
PDB	 –	 proteinska	banka	podataka
	 –	 protein	data	bank
RNA	 –	 ribonukleinska	kiselina
	 –	 ribonucleic	acid
TOCSY	 –	 totalna	korelacijska	spektroskopija
	 –	 total	correlation	spectroscopy
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SUmmARy
Structural Studies of Prion Proteins

I. Biljan

Misfolding of normal, cellular prion protein (PrPC) into a pathological form called prion or PrPSc 
is connected with a group of fatal neurodegenerative disorders known as prion diseases or trans-
missible spongiform encephalopathies. Molecular mechanism of prion formation still remains 
elusive and structural studies of both forms of PrP are very important for explaining the mecha-
nism of protein misfolding in prion diseases. In some cases, prion diseases are caused by muta-
tions in gene coding for PrP. Structural studies of PrP mutants may provide better understanding 
of early events of conformational changes during spontaneous formation of prions in inherited 
prion diseases. This paper gives an overview of the most important results of structural studies of 
PrPs with the emphasis on studies with PrP mutants performed by high-resolution NMR spectros-
copy.
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