Biokemien bag kogalskab

Danmark var i chok, da
kogalskaben for nylig
ramte landet. Man me-
ner nemlig, at en ny va-
riant af den dedelige
Creutzfeld-Jakobs syg-
dom hos mennesket
stammer fra indtagelse
af inficeret ked. Sygdom-
mens drsag er sakaldte
prioner — smitsomme
proteinkomplekser, der
medfarer huller i hjer-
nen.

Af Torben Ellebcek Petersen

mitsomme sygdomme har
S gennem tiden haft drama-

tiske konsekvenser for
mennesker og dyr overalt pd
jorden, og nye former for smit-
te opstdr med jevne mellem-
rum. Ved hjelp af den mole-
kylare biologis teknikker tager
det i dag kun kort tid, for arve-
materialet fra en smitsom orga-
nisme er identificeret og karakte-
riseret, siledes at man kan teste
for smitten samt begynde arbej-

det p4 at udvikle behandlinger.

Scrapie - en sygdom hos far
En undtagelse fra dette er en
smitsom sygdom hos fir kaldet
scrapie. P4 trods af, at den har
varet kendt i flere hundrede ir,
er det forst inden for de seneste
artier, at forskning har kastet
lys over fenomenet. Far, der er
smittet, gnubber sig kraftigt op
ad de omgivende hegn og har
vanskeligt ved at std stille. Syg-
dommen kan ikke behandles og
medforer altid deden. Analyser

.y

Sundt dansk kveg - der er endnu kun konstateret et tilfwlde af kogalskab i Danmark.

af de dede dyrs hjerner viser
forekomsten af et stort antal
smi huller, s8 hjernen mere
eller mindre ligner en svamp.
Sygdommen var oprindeligt
kun kendt fra fir og geder, men
da det lykkedes at overfore den
til mindre forsegsdyr (ved sim-
pelthen at sprojte inficeret
hjernemasse ind i hamstere)
blev det muligt at studere den
mere indgdende.

Creutzfeld-Jakobs sygdom
ligner scrapie

En sjelden sygdom hos menne-
sker, kaldet Creutzfeld-Jakobs
sygdom, har mange ligheder
med scrapie. I de fleste tilfelde
opstér den spontant med en
hyppighed svarende til et til-
felde om 4ret pr. million men-
nesker. I nogle familier fore-
kommer sygdommen dog hyp-
pigere, hvorfor den ogsd kan
vare arveligt betinget. I de se-
nere 4r er man blevet klar over,
at den desuden kan vare smit-

som, idet det har vist sig, at
personer, der er blevet behand-
let med vaksthormon, i nogle
tilfelde udviklede Creutzfeld-
Jakobs sygdom. Tidligere blev
vaeksthormonet isoleret fra af-
dede personers hjerner, og dette
materiale har formentlig inde-
holdt smitten. I dag produceres
vaeksthormon udelukkende fra
gensplejsede mikroorganismer
og kan derfor ikke indeholde

smitte.

Kogalskab

Hos kveg har man ikke tidli-
gere kendt en sygdom, som
svarer til scrapie hos geder og
far. Dette @ndrede sig brat i
1986, hvor der officielt blev
rapporteret om tilfzlde af en
lignende sygdom i nogle kveg-
besztninger i det sydlige Eng-
land. Derefter gik det sterkt, og
antallet af syge kreaturer top-
pede i 1992, hvor nzsten
40.000 tilfelde blev diagnosti-
ceret fordelt over hele England.

Aktuel Naturvidenskab 2/2000

Foto: Jgrgen Dahlgaard



CcJ

-

CJ

(0N

Octa repeats

1 { 5xR

102 117 129
PRO ALA MET

198 200 210 232
PHE GLU VAL MET

253

[ [ [

A

o oo

— o

Y Y

SER LYS

ILE ARG

4
GSs CJ cJ

Figur 1. Model af menneskets PrP med angivelse af nogle genetiske varianter, der
medforer oget tendens til udvikling af Creutzfeldt-Jakobs sygdom (CJ) og Gerstmann-
Striiussler-Scheinker syndrom (GSS). De normale aminosyrer er angivet foroven.
Variationen i position 129 er almindelig og ikke i sig selv sygdomsfremkaldende.

Det er sandsynligt, at irsagen
til udbruddet i England var en
folge af stigende energipriser i
70erne, som medferte &ndrede
opvarmningsbetingelser af kad
og benmel lavet af dede dyr.
Ked og benmel fra fir med
scrapie er kommet med i fode-
ret til kveeg, som derved er ble-
vet smittet. Kvaeg med smitte er
yderligere blevet brugt til pro-
duktion af ked og benmel, hvil-
ket har sat en kedereaktion i
gang. I slutningen af 80erne
blev det forbudt at blande kod
og benmel fra drovtyggere i
foderet til kvag, hvilket med-
forte at antallet af tilfelde be-
gyndte at falde efter 1992. 1
1999 blev der dog stadig fundet
flere end 1500 tilfzelde.

Sygdommen hos kvag kal-
des BSE (bovine spongiform
encephalopathy), mens beteg-
nelsen kogalskab (mad cow
disease) ofte anvendes i mere
populer beskrivende sammen-
henge. Fra England har BSE
spredt sig til en rekke europei-
ske lande med flest tilfelde i
Irland, Frankrig, Schweiz og
Portugal.

Prioner

Forseg med infektigst materiale
isoleret fra inficerede fére-
hjerner har hverken kunnet
pavise forekomsten af DNA
eller RNA, der normalt er en
nodvendig bestanddel af enhver
smitsom organisme. Dette
tvang forskerne til at tenke i
nye baner, og i slutningen af
60crne foreslog J.S. Griffith, at
et protein alene var ansvarlig
for smitten. Efterfolgende blev
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hypotesen udbygget af profes-
sor i neurologi, Stanley Pru-
siner, som i begyndelsen af
1980erne postulerede, at en
forkert rumlig strukeur i et pro-
tein kunne inducere en tilsva-
rende forkert struktur i et nor-
malt protein og p& den méde
overfere en sygdomstilstand fra
et dyr til et andet. Han kaldte
den infektigse partikel en prion.
Dette ord er dannet ved at om-
bytte bogstaverne i ordet proin
(proteinaceous infectious
particle). Prusiners arbejde med
prioner gav ham nobelprisen i
medicin i 1997.

P4 nuverende tidspunkt
mener man, at der er tale om et
enkelt protein kaldet PrB, som
er ansvarlig for smitten.

Proteiners foldning

Proteiner bestdr af aminosyrer
bundet sammen i en lang kede,
hvor leengden af keden kan
variere lige fra nogle f amino-
syrer til mange tusinde. For at

et protein kan opfylde sin funk-
tion er det afggrende, at det
foldes rumligt korreke. Man har
lzenge ment, at denne foldning
var bestemt alene af rekken af
aminosyrer, men i de senere &r
er det blevet klart, at foldningen
ofte er athengig af omgivel-
serne samt af andre proteiner i
de omgivelser, hvor proteinet
bliver foldet. Den nejagtige
foldning af mange forskellige
proteiner er blevet eksperimen-
telt bestemt, og det viser sig, at
to foldningstyper er almindeligt
forekommende. I den ene type
folder keden af aminosyrer sig i
en spiral, der kaldes en alfa-helix.
I den anden er der tale om dan-
nelsen af en plade kaldet et beta-
sheet. Proteiner med beta-sheet
strukturer kan i visse tilfelde
lzegge sig oven pé hinanden
ligesom tallerkener i en stabel.

Mutationer giver gget risiko
Prp findes i hjernen hos mange
dyr, og reekken af aminosyrer i

Prioner og varme

Autoklavering er den mest anvendte
metode til destruktion af smitsomt
materiale. Denne metode er kun del-
vis brugbar, ndr det drejer sig om
prioner, idet man ikke kan veere sikker
pd, at disse nedbrydes fuldsteendigt. |
nogle filfcelde har der kunnet pavises
rester af infektigst materiale efter auto-
klavering ved 134 grader C. Specielt
hvis opvarmningen foretages i ter til-
stand har forseg med hjerneveev fra
hamstere, smittet med en scerlig stabil
form af scrapie, vist, at efter opvarm-
ning til 600 grader kan det stadig veere

infektigst. Ved opvarmning 1il 1000 gra-
der destrueres det smitsomme stof
fuldsteendigt. Da proteiner normalt
nedbrydes ved hgje temperaturer, er
det derfor muligt, at der ogsé kanindgé
uorganisk materiale i opbygningen af
prioner. | sé tilfaelde kan man forestille
sig, at en endnu ukendt uorganisk for-
bindelse fungerer som kimen til, at det
normale PrP omdannes til scrapie for-
men af PrP.

Brown et al. (2000) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 97: 3418-21

flere dyrs PrP er blevet kortlagt.
I figur 1 er skitseret nogle ka-
rakteristika ved PrP fra menne-
sket. Proteinet bestir af 253
aminosyrer, hvoraf de forste 22
bliver fjernet i forbindelse med
syntesen af proteinet. Disse 22
aminosyrer bestemmer, at pro-
teinet skal eksporteres ud af den
celle, hvor det dannes. I den
anden ende af proteinet be-
stemmer aminosyrerne, at der
skal pasettes et sakaldt lipid-
anker, der medforer at PrP bli-
ver hengende pd ydersiden af
cellen. Mellem aminosyrerne
23 og 100 findes fem sm3 se-
kvenser p& otte aminosyrer kal-
det “octa repeats”. Disse repeats
— eller gentagelser — ligner hin-
anden og kan binde kobber-
ioner. Selvom man ikke kender
den ngjagtige funktion af PrP,
er det muligt, at denne binding
til kobber har betydning for
proteinets funktion. Antallet af
octa repeats kan i sjzldne til-
felde variere, og der kendes
tilfzlde med 13 repeats. Uhel-
digvis medferer flere repeats
end de normale fem en foreget
tendens til at fi Creutzfeldt-
Jakobs sygdom (C]) eller den
nart beslegtede sygdom
Gerstmann-Striussler-
Scheinker syndrom (GSS). 1
resten af proteinet er der des-
uden fundet en rzkke mutatio-
ner, hvor en enkelt aminosyre
er forandret i forhold til det
normale. I figur 1 er angivet
nogle af de mutationer, der er
forbundet med en eget risiko
for at fa CJ eller GSS syg-
domme. Disse mutationer er
sjzldne og tegner sig for om-




Figur 2. Til venstre er vist foldningen af aminosyrerne fra nummer 120 i PrP
Strukturen bestdr hovedsageligt af tre alfa-helix. Til hojre er angivet en
beregnet struktur af; hvordan PrP kunne vare foldet i prioner. De fire pile

tilsammen angiver et beta-sheet.

kring 10% af de spontane til-
felde af denne type sygdom hos

mennesket.

Prioner omdanner det

normale protein

I folge Prusiners teori er det
foldningen af PrD, der er afge-
rende for, at prioner kan opsti.
Der gores derfor en stor indsats
for at bestemme denne fold-
ning under forskellige betingel-
ser. For at kunne udfere denne
forskning er det ngdvendigt at
have adgang til relativt store
meangder af PrP. Dette kan i
praksis bedst opnis ved at iso-
lere det gen, der koder for PrD,
indsette genet i en mikroorga-
nisme og lade denne organisme
danne store mangder af PrD.
De nyeste forskningsresultater
har vist, at kun aminosyrerne
fra nummer 120 folder af sig
selv til en stabil struktur, mens
aminosyrerne fra nummer 23
til 119 ikke har nogen veldefi-
neret rumlig struktur. I figur 2
er skitseret foldningen af PrP
fra aminosyre nummer 120.
Her kan man se, at det domine-
rende element er spiraler af
typen alfa-helix. De afggrende
eksperimenter, der bestemmer
foldningen af PrP i prioner, er
desvarre ikke udfert. Dette
kyldes store tekniske vanskelig-
heder ved at arbejde med den
type af proteinkomplekser,
prioner tilhgrer. Dog kan man

fra nogle mere grove analyser
bestemme, at PrP i prioner har
et stort indhold af beta-sheet.
Dette kombineret med teoreti-
ske beregninger har resulteret i
den anden strukeur i figur 2,
som viser — med mange forbe-
hold — hvordan PrP kunne vere
foldet i en prion. For at skelne
de to former kaldes den nor-
male form for PrPc, mens den
form der optrader i prioner
benzvnes PrPsc. Man forestiller
sig nu, at meget smd mangder
af PrPsc omdanner det normale
PrPc til PrPsc-formen ved en
direkte fysisk kontakt mellem
de to former. Da PrPsc er en
meget stabil form, der desuden
har tendens til at stable sig i
store komplekser, omdannes
PrPc efterhdnden til PrPsc og

prionen dannes.

En ny variant af
Creutzfeld-Jakobs sygdom

Da prioner har langt vanskeli-
gere ved at smitte fra en dyreart
til en anden end at smitte in-
den for samme art, medferte
udbruddet af BSE i England
ikke umiddelbart den helt store
bekymring for englendernes
helbred. Efter nejere underse-
gelser af 207 tilfelde af
Creutzfeld-Jakobs sygdom i
perioden 1990-1996 @ndredes
dette. Her viste det sig, at i ti
tilfzelde var personerne langt
yngre end normalt for denne

<
%2}
=l
w
7]
]
=}
c
@
<
S
(@]
©
o
s
®
©
@
<
2
5
°C
3
@
2
=
=
g
c
2
g
k7
2

sygdom. Samtidig var de klini-
ske symptomer forskellige fra
den klassiske form af CJ, og
analyser af de afdedes hjerner
afslorede en uszdvanlig form
for komplekser af PrP. Konklu-
sionen pd undersogelsen var, at
disse ti personer var blevet
smittet med BSE, og man er i
dag oppe pi 52 tilfelde, som er
sikkert diagnosticeret med den
nye form af CJ, mens yderligere
10-15 er under mistanke.

I Frankrig, der har importe-
ret en del ked fra England, er
der fundet to tilfzlde. Alle be-
regninger af, hvor mange til-
felde af den nye variant af CJ
man kan forvente oven p4 den
massive indtagelse af BSE infi-
cerede maltider, er beheftet
med s3 store usikkerheder, at de
ikke har megen mening. De
storste usikkerheder ligger i, at
man ikke kender middelinku-
bationstiden, samt, hvor store
meangder af prioner, der skal il
for at smitte mennesker med
BSE. Der er forskere, der me-
ner, at man endnu kun har set

begyndelsen.

Kun halvdelen kan fa den nye
variant af sygdommen

Hos mennesket findes to al-
mindelige former af PrP, hvor
der kun er variation i en enkelt
aminosyre svarende til nummer
129. Her kan man have enten
aminosyren Met eller aminosy-
ren Val. Da man arver et gen,
der koder for PrP fra hver af
foreldrene, er der tre mulighe-
der. Enten kan man have Met i
position 129 fra begge foraldre,
eller Met fra den ene og Val fra
den anden, eller Val fra begge.
DNA-analyser af patienter med
den nye variant af CJ har noget
overraskende vist, at de alle kun
havde Met i position 129. Da
det er lidt under halvdelen af
befolkningen, der har Met fra
begge foreldre, ser det siledes
ud til, at kun knap hveranden
kan blive smittet med den nye
variant af CJ. Der er dog stadig
den mulighed, at inkubationsti-
den for personer med Val er
noget lengere, og at sygdom-
men derfor fgrst vil vise sig om

nogle 4r i denne gruppe. @
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Yderligere oplysninger:

P4 adressen: www.mad-cow.org
kan man finde masser af informa-
tion om BSE og prioner. Hjemme-
siden opdateres lobende.
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