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ROLA BIALEK MOTORYCZNYCH W TRANSPORCIE AKSONALNYM*

WSTEP

Neuron, czyli komoérka nerwowa, jest
podstawowym elementem systemu nerwowe-
go. W okresie neurogenezy na powierzchni
neuronu tworza sie wypustki, tzw. neuryty,
z ktorych jeden, wraz z réznicowaniem sie
komérki nerwowej, ulega znacznemu wy-
dluzeniu, tworzac akson, natomiast pozo-
state, znacznie krotsze i rozgalezione, stajg
sie dendrytami (Ryc. 1). Generalnie, aksony
maja dlugosé mniejsza niz 100 uym, ale w
niektérych przypadkach, np. aksonéw ner-
wu kulszowego u czlowieka, przekraczajaca
nawet 1 m. Poniewaz wiekszos¢ organelli i
bialek aksonu jest syntetyzowanych w cie-
le komorki, musza by¢ one transportowane
wzdluz aksonu, w kierunku jego konca dy-
stalnego, natomiast w odwrotnym kierunku
transportowane sa bialka przeznaczone do
degradacji oraz czynniki zaangazowane w
przekazywanie sygnatu z komorki do komor-
ki. Nieprawidlowo funkcjonujacy transport
aksonalny jest przyczyna wystapienia wielu
choréb neurodegeneracyjnych, w tym choro-
by Alzheimera, Huntingtona i stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS) (DE VOS i wspol-
aut. 2008, HIROKAWA i wspotaut. 2010, EN-
CALADA i GOLDSTEIN 2014, DE VOs i HAFEZz-
PARAST 2017, PRIOR i wspétaut. 2017).

W neuronach transport organelli, np.:
mitochondriow, wczesnych i poznych endo-
soméw, autofagosomow, neurofilamentow,
krotkich mikrotubul oraz réznych mRNA,
bialek i lipidow, odbywa sie dzieki aktyw-
nosci dwoch rodzajéow biatek motorycznych:

kinezyn i dyneiny cytoplazmatycznej, ktoé-
re poruszaja sie wzdluz mikrotubul (VALE i
MILLIGAN 2000). Przy uzyciu superrozdziel-
czych technik mikroskopowych (stochastycz-
na mikroskopia rekonstrukcyjna, STORM)
pokazano, ze filamenty aktynowe sa obecne
w aksonie, gdzie tworza podblonowe pier-
Scienie, polaczone tetramerami spektryny,
ktora w komorkach nieneuronalnych stano-
wi glowng skladowa szkieletu podblonowego
(LIEM 2016). Powtarzajace sie co okoto 0,2
um pierscienie aktynowe, wraz z potaczenia-
mi spektrynowymi tworza swoiste cylindrycz-
ne rusztowanie, przypominajace klatke, kto-
ra otacza akson i prawdopodobnie zapewnia
mu odpornos¢ mechaniczng (XU i wspotaut.
2013). Co ciekawe, struktura ta wystepuje
takze w dendrytach (HAN i wspotaut. 2017).

Zaréowno w dendrytach, jak i w akso-
nie transport wzdluz mikrotubul odbywa
sie, odpowiednio, w kierunku ich konca
plus (kinezyny) lub konca minus (dyneina
cytoplazmatyczna). Na typowym przekro-
ju poprzecznym aksonu widocznych jest od
10 do 100 mikrotubul, przy czym znaczna
ich czes¢ wystepuje w postaci gesto upa-
kowanych wiazek. Zarowno w aksonach,
jak 1 dendrytach odleglos¢ pomiedzy po-
szczegblnymi mikrotubulami jest mniejsza
niz 50 nm (YOGEV i wspétaut. 2016). Sred-
nia dhlugos¢ mikrotubuli w aksonie wyno-
si ok. 4-8 um (YOGEV i wspoétaut. 2016), a
wiec jest bardzo prawdopodobne, ze trans-
port wzdluz aksonu, od ciala komoérki do
jego dystalnego konca, bedzie sie¢ odbywat
z wykorzystaniem wielu mikrotubul lub ich
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Ryc. 1. A. Schemat budowy neuronu. Mikrotubule aksonu maja jednolita orientacje i sa skierowane
koricem plus w kierunku synapsy. B. Transport przykladowych ladunkéw w aksonie wzdhuz mikro-
tubul aksonu zachodzi wskutek dziatlania dwoch biatek motorycznych: kinezyny, poruszajacej sie na
mikrotubuli w kierunku jej konca plus i dyneiny, poruszajacej sie w kierunku odwrotnym przeciwnym.

wiazek. W aksonie zachodzace na siebie,
tworzace  wiazki mikrotubule potozone
sa w sposéb uporzadkowany: wszystkie
mikrotubule wzdluz aksonu, skierowane sa
koricem ,plus” w strone zakonczen synap-
tycznych (ang. plus-end out). Taka jednolita
orientacja mikrotubul w aksonach jest réz-
na od tej, wystepujacej w dendrytach, gdzie
mamy do czynienia z orientacja mieszana
(YAU i wspétaut. 2016).

W jaki sposéb powstaje taka jednolita
orientacja mikrotubul w aksonie? W aksonie
moze dochodzi¢ do eliminacji ,niewlasciwie”
zorientowanych mikrotubul, ale réwniez do
stabilizacji mikrotubul zorientowanych kon-
cem plus w kierunku synapsy (YAU i wspol-
aut. 2016). Selektywna eliminacja obejmuje
takie procesy, jak depolimeryzacja lub de-
stabilizacja i fragmentacja niewlasciwie zo-
rientowanych mikrotubul przez biatka tnace
mikrotubule, takie jak katanina lub spasty-
na. Z drugiej strony, niektére modyfikacje
potranslacyjne mikrotubul, takie jak acetyla-
cja, sa zwigzane ze wzrostem ich stabilnosci
(WITTE i wspoétaut. 2008). Uwaza sie, ze w
procesach orientacji mikrotubul w aksonie
biora udzial réwniez dwie tzw. ,mitotyczne”
kinezyny: KIF23 (kinezyna-6) i KIF-15 (kine-
zyna-12) (LIN i wspélaut. 2012) oraz kine-

zyna-1, ktora, jak wykazano, przesuwa mi-
krotubule wzgledem siebie (ang. microtubule
pair sliding) (JOLLY i wspélaut. 2010, DEL
CaAsTILLO i wspoétaut. 2015). Udzial tych ki-
nezyn w organizacji mikrotubul aksonu nie
jest przypadkowy. Kinezyny z rodzin 5 i 14,
ale takze 6 i 12, odgrywaja bowiem podsta-
wowa role w organizacji wrzeciona podzia-
lowego, gdzie przemieszczaja mikrotubule
wzgledem siebie w zaleznosSci od ich wza-
jemnej orientacji (BRAUN i wspétaut. 2009,
FINK i wspétaut. 2009, DRECHSLER i MCA-
INSH 2016) i prawdopodobnie pelnia podob-
na funkcje w porzadkowaniu mikrotubul ak-
sonu. Oprocz tego, do utrzymania jednolitej
orientacji mikrotubul aksonalnych wymaga-
na jest obecnosé dyneiny (ZHENG i wspélaut.
2008, DEL CASTILLO i wspétaut. 2015, RAO i
wspotaut. 2017).

Chociaz w transporcie aksonalnym glow-
na role odgrywaja trzy rodziny kinezyn: ki-
nezyna-1, -2 i -3, kinezyny z innych rodzin
réwniez biora udzial w transporcie, np. ki-
nezyny z rodzin 4, 5 i 6 (LIPKA i wspotaut.
2016). Trzy kinezyny z rodziny 3 (KIF1A,
KIF1B i KIF1C) oraz dwie z rodziny 4: KI-
F21A (w aksonie) i KIF21B (zaréwno w ak-
sonie jak i dendrytach), przenosza ladunki
wzdhuz mikrotubul (LIPKA i wspotaut. 2016).
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Kinezyny z rodziny 4 biora takze udziat w
regulacji dynamiki konca ,plus” mikrotubul.
Z wyjatkiem motoréw z rodzin 14 i 13, po-
zostale kinezyny poruszaja sie w kierunku
konica ,plus” mikrotubuli. Z kolei cytopla-
zmatyczna dyneina przenosi tadunek w kie-
runku konca minus, czyli biorgc pod uwage
utozenie mikrotubul, w strone ciala komorki.
Kinezyna-1, ktorej 3 izoformy: KIFSA, KIF5B
i KIF5C, wystepuja w neuronach, jest te-
tramerycznym biatkiem skladajacym sie z 2
tancuchow ciezkich i przylaczonych do nich
2 lancuchow lekkich. Domena motoryczna,
zwana takze ,glowka”, oddzialujaca z mikro-
tubulami i odpowiadajaca za hydrolize ATP,
znajduje sie na koncu aminowym lancucha
ciezkiego. Lancuchy lekkie, ktére uczestnicza
zwykle w wiazaniu tadunku, znajdujg sie w
poblizu konca karboksylowego. Kinezyna-1
wykonuje serie krokéw, przesuwajac naprze-
miennie jedna z domen motorycznych w kie-
runku konca plus mikrotubuli, co zwiazane
jest z hydroliza jednej czasteczki adenozy-
notrifosforanu (ATP). Brak dysocjacji z mi-
krotubuli po wykonaniu kazdego kroku jest
spowodowany sprzezeniem pomiedzy reakcjg
chemiczna w domenie motorycznej kinezyny
i jej powinowactwem do mikrotubuli. Lezy
to u podstawy zjawiska zwanego ,procesyw-
noscia”, ktore polega na takiej koordynacji
zmian strukturalnych w dwoch domenach
motorycznych kinezyny, aby w zadnym mo-
mencie cyklu nie doszlo do odlaczenia od
mikrotubuli obu gléwek jednoczesnie (HAN-
COCK i HOWARD 1999, HIGUCHI i ENDOW
2002). Kinezyna-1 ,kroczy” po mikrotubuli,
zarowno in vitro, jak i w komoérkach, wy-
konujac bez dysocjacji okoto 100 krokow o
dlugosci ~8-nm, czyli przemierzajac Srednio
odleglos¢ nieco mniejsza niz 1 um. Oznacza
to, ze do pokonania dlugosci nawet krot-
kiego aksonu proces taki musi wielokrotnie
sie powtarza¢. Ponadto, kinezyna w trakcie
transportu ladunku zmienia mikrotubule, po
ktorych sie porusza i szybkosSc¢ tego procesu
moze by¢ czynnikiem ograniczajacym szyb-
kos¢ catego transportu aksonalnego (YOGEV i
wspoétaut. 2016).

Rowniez pozostate kinezyny wystepuja-
ce w aksonie wykazuja ceche procesywno-
Sci: kinezyny-2 wystepuja jako homodimery
(KIF17) (w dendrytach) lub heterotrimery (w
aksonach) (SCHOLEY 2013, FRANKER i wspol-
aut. 2016). Heterotrimeryczne kinezyny-2
wykonuja Srednio okoto 60 krokow przeno-
szac tadunek na odleglos¢ ~0,5 um, a wiec
nieco mniejsza niz kinezyna-1 (SCHOLEY
2013). Kinezyna ta sklada si¢ z dwoch roz-
nych lancuchéw (KIF3AC, KIF3AB) i niemo-
torycznej podjednostki adaptorowej KAP, z
ktora zwiazany jest ladunek (SCHOLEY 2013).
Dimeryczne kinezyny-3 (KIF1, KIF13, KIF16)

biora udzial w transporcie pecherzykow sy-
naptycznych, lizosomoéw, endosomow, biatek
sygnatowych i mitochondriow wzdtuz akso-
nu (HIROKAWA i wspétaut. 2010). Sa to mo-
tory superprocesywne: in vitro KIF13B lub
KIF16B pokonuja odlegltosé¢ ~10 um bez od-
dysocjowania od mikrotubuli. Domeny mo-
toryczne tych biatek zawieraja dodatnio na-
ladowang petle, ktorej zadaniem jest utrzy-
mywanie wysokiego powinowactwa do mi-
krotubuli nawet, gdy w centrum aktywnym
tej kinezyny jest zwiazane jest ADP (SOPPINA
i VERHEY 2014), co ulatwia przylaczenie sie
tego motoru do mikrotubuli, gdy przenosi
on ladunek.

Cytoplazmatyczna dyneina jest motorem,
ktéry, wraz z dynaktyna oraz biatkami ada-
ptorowymi, tworzy maszynerie transportowa
zdolng do przenoszenia tladunkow na duze
odlegtosci w kierunku konca minus mikrotu-
buli (ZHANG i wspoétaut. 2017). Podobnie jak
kinezyna-1, dyneina zawiera 2 glowki i jest
biatkiem procesywnym o S$redniej dlugosci
przebiegu ~1 um (JHA i SURREY 2015), cho-
ciaz w obecnosci dynaktyny i biatka BicD2,
kompleks dyneiny moze przemieszczaC sie
bez dysocjacji z mikrotubuli na odleglos¢
nawet 5-9 um (JHA i SURREY 2015). Mecha-
nizm generacji ruchu przez ten motor rézni
sie zasadniczo od tego dla kinezyny. Chociaz
Srednia dlugosé¢ kroku roboczego dyneiny
wynosi ~8 nm, w ruchu dyneiny wystepuje
wiele krokow znacznie dluzszych; pojawiaja
sie takze kroki w kierunku przeciwnym, tj.
w strone konca plus, jak rowniez kroki w
kierunku poprzecznym do osi mikrotubu-
li (wiazanie do sasiedniego protofilamentu;
ang. side-stepping) (CIANFROCCO i wspotaut.
2015). Zwiazane jest to z niedoskonala ko-
ordynacja pomiedzy dzialaniami obu gté-
wek dyneiny i czeSciowo stochastycznym
sposobem generacji ruchu przez dyneine
(QIu i wspétaut. 2012).

SZYBKOSC I MECHANIZM
TRANSPORTU

Badania z uzyciem radioaktywnie zna-
kowanych tadunkéw wskazywaly, ze nie
wszystkie tadunki przemieszczane sa w ak-
sonie z ta sama predkoscia. Pecherzyki i
organelle ulegaja przemieszczeniu z szybko-
Scig 0,6-2,3 um/s (czyli okoto ~50-200 mm
dziennie, tzw. szybki transport), natomiast
aktyna, bialka wiazace aktyne, klatryna, dy-
neina, miozyna, aneksyna, synapsyna, ubi-
kwityna biatka szoku termicznego i enzymy
szlakow metabolicznych, np. fosfofruktokina-
za, czy aldolaza, okreslane ogodlnie jako tla-
dunki SCb (ang. slow component b) sa prze-
mieszczane ze Srednig predkoscig 0,012-0,12
um/s (czyli okolo 1-10 mm dziennie). Naj-
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wolniej, bo z predkoscia 0,002-0,012 um/s
(czyli okoto 0,2-1 mm na dzien), transpor-
towane sg tadunki z grupy SCa (ang. slow
component a), obejmujace tubuline (krotkie
mikrotubule) i neurofilamenty.

Nasuwaja sie dwie uwagi dotyczace
udziatu bialek motorycznych w transporcie.
Po pierwsze, jest bardzo watpliwe, aby w
aksonie znajdowala sie wystarczajaca liczba
motoréow, ktore bylyby zdolne transportowac
indywidualnie wszystkie ladunki, zwlaszcza
te z grupy SCb. Po drugie, nie wykryto w
aksonie biatlek motorycznych poruszajacych
sie po mikrotubulach z szybkosciami po-
rownywalnymi do skladnikow SCa lub SCb,
chociaz wykazano, ze ruch ladunkéw z tymi
szybkosciami jest zalezny od obecnosci mo-
torow (XIA i wspoétaut. 2003, HE i wspotaut.
2005).

Wydaje sie, ze najpowolniejszy transport,
tj. transport biatek tworzacych cytoszkielet,
tzn. tubuliny, aktyny i neurofilamentéw, za-
lezy od mechanizmu nazwanego ,Stop and
Go” (BrROWN i wspotaut. 2005). Zgodnie z
tym mechanizmem, biatka cytoszkieletu
transportowane sa jako polimery z szybko-
Sciami odpowiadajacymi szybkiemu trans-
portowi aksonalnemu, z tym, ze okresy, gdy
motor porusza sie sa bardzo kroétkie, nato-
miast przez wiekszoS¢ czasu, w przypadku
neurofilamentow to ponad 97% (BROWN i
wspolaut. 2005), motor molekularny nie po-
rusza sie. W efekcie srednia szybkos¢ trans-
portu jest niska. Jednoczes$nie transport taki
jest stosunkowo wydajny, poniewaz jedna
lub dwie czasteczki kinezyny moga trans-
portowac setki czy nawet tysiace czasteczek
spolimeryzowanego ladunku. Oprocz przerw
w ruchu, wystepuja takze krotkie przebie-
gi w kierunku przeciwnym. Hipoteza ruchu
»Stop and Go” znalazta potwierdzenie w wie-
lu faktach doswiadczalnych, w tym réwniez
dla niespolimeryzowanych biatek cytozolu z
grupy SCb; w przypadku tych bialek nazwa-
no ja ,dynamiczng rekrutacja” (Roy 2014).
Niespolimeryzowane biatka SCb tworza wie-
losktadnikowe kompleksy, ktére przylaczaja
sie do tzw. ,no$nikéw” (ang. carriers). Funk-
cje nosnikow pelnia prawdopodobnie peche-
rzyki lipidowe. Nosniki transportowane sa
przez motory z szybkosciga charakterystyczna
dla transportu szybkiego, czyli ~0,6-2 um/s.
Oddzialywanie komplekséw z nosnikami jest
dynamiczne i przypadkowe. Kompleksy te
odlaczaja sie od nosnikéw i ponownie do
nich przylaczaja. Odlaczy¢ moga sie takze
pojedyncze bialka. Poniewaz przez wiekszos¢
czasu biatka te nie sa transportowane,
szybkos$¢ transportu, mierzona jako Srednia
dla populacji przenoszonych tadunkéw, jest
kilkadziesigt razy nizsza od szybkosci poru-
szania sie¢ motorow. Bardzo niewiele wiemy

o mechanizmie tworzenia sie kompleksow
biatkowych, ktore dolaczaja sie do nosni-
kow. Spora czes¢ tych kompleksow tworzy
sie naturalnie, np. kompleks enzymoéw gliko-
litycznych lub biatka wigzace aktyne, ktore
znajduja sie w tej samej frakcji co aktyna.
Ostatnio opisywano rowniez udzial chapero-
niny Hsp70 w transporcie synapsyny i orga-
nizacje kompleksu, w ktorym to biatko jest
przenoszone (GANGULY i wspétaut. 2017).

ODDZIALYWANIE MOTOR-LADUNEK.
BIALKA ADAPTOROWE

Transport tadunku przez motor moleku-
larny odbywa sie w 3 etapach: (i) utworzenie
kompleksu motor-tadunek, (ii) zwiazanie mo-
toru niosacego ladunek do mikrotubuli, co
prowadzi do aktywacji ATPazy motoru oraz
(iii) ruch motoru z przytaczonym tadunkiem
wzdhuz mikrotubuli. Biorac pod uwage roz-
norodnos¢ sktadnikéw komoérki transporto-
wanych wzdhuz aksonu mozna zadacé pyta-
nie, w jaki sposéb pierwszy z wymienionych
etapow jest realizowany, tzn. w jaki sposéb
niewielka grupa biatek motorycznych (kilka
rodzin kinezyn i cytoplazmatyczna dyneina)
tworzy tak wielka ilos¢ specyficznych kom-
pleksow biatkowych pomiedzy motorami i
przenoszonymi ladunkami.

W przypadku kinezyny-1, ladunek przy-
lacza sie do konca karboksylowego bial-
ka motorycznego, zawierajagcego zachowane
ewolucyjnie dodatnio natadowane sekwencje
aminokwasowe (LU i GELFAND 2017). Zatem
oddzialywania pomiedzy motorem a ladun-
kiem moga mie¢ charakter elektrostatycz-
ny, jak np. w przypadku konca karboksylo-
wego (tzw. ogona) tubuliny. W taki sposéb
kinezyna prawdopodobnie przenosi krot-
kie fragmenty mikrotubul (JOLLY i wsp6t-
aut. 2010). Jednak opisana tu sytuacja, w
ktérej tadunek oddzialuje bezposrednio z
lancuchem ciezkim kinezyny, jest dos¢ rzad-
ka i1 wiekszos$¢ ladunkow wiaze sie albo z
lancuchami lekkimi kinezyny, ktore zlokali-
zowane sg w poblizu jej konca karboksylo-
wego, albo jednoczesnie z lancuchami lek-
kimi i lancuchem ciezkim. W lancuchu lek-
kim kinezyny-1 znajduje sie pie¢ motywow
TPR (tetratrico-peptydowych), ktore stanowia
miejsce wigzania dla wielu biatek i innych
ligandéw (ADIO i wspoélaut. 2006, ZEYTUNI i
ZARIVACH 2012). Przynajmniej 10 réznych ty-
pow biatek oddziatuje z tymi motywami ki-
nezyny-1 (ZHU i wspoétaut. 2012).

Najwieksza selektywnos¢ i kontrole w
tworzeniu kompleksow pomiedzy przeno-
szonymi skladnikami komoérki a kinezyna
umozliwiaja biatka adaptorowe. Sa to biatka,
ktére w jednym miejscu oddzialuja z kar-
boksylowym koncem kinezyny, a w drugim,
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z transportowanym ladunkiem. Uzycie biatek
adaptorowych umozliwia precyzyjng regula-
cje transportu pojedynczych tadunkow bez
koniecznosci zmiany stezenia samych biatek
motorycznych. Warto takze przypomnieé, ze
ladunki transportowane wolno (grupy SCa
i SCb) najczesciej wystepuja w formie kom-
pleksow biatkowych. Wlaczenie biatka do ta-
kiej struktury wymaga specyficznych oddzia-
lywan, co mozna traktowac jako oddziatywa-
nie z pewnego rodzaju ,adaptorem”. Mozna
tu takze dostrzec dwustopniowa kontrole
szybkosci i wydajnosci transportu: jedna,
przez wplyw na szybko$S¢ samego pecherzy-
ka, a druga, przez zmiane skladu przylaczo-
nego do pecherzyka kompleksu biatkowego.

Przykladem biatka adaptorowego jest
biatko JIP1 (ang. JNK-interacting prote-
in 1). Pecherzyki zawierajace transblonowy
prekursor biatka amyloidowego (APP), kto-
re jest bezposrednio zwigzane z patogene-
za choroby Alzheimera, sa transportowane
w aksonie w kierunku synapsy, aczkolwiek
pewien transport w kierunku ciala komor-
ki takze jest obserwowany. APP wiaze sie z
biatkiem JIP1. Z kolei, koniec karboksylowy
JIP1 oddzialuje zaréwno z tancuchem lek-
kim kinezyny-1, jak i jej taincuchem ciezkim
oraz podjednostka pl1509ued dynaktyny. Wia-
zanie JIP1 z lancuchem lekkim znosi tzw.
autoinhibicje kinezyny-1 (zobacz ponizej) i
aktywuje transport. Natomiast wigzanie 2z
dynaktyna hamuje aktywacje kinezyny. To,
czy JIP1 zwiaze sie z podjednostka kinezyny
czy dyneiny zalezy od stanu fosforylacji bial-
ka JIP1 na reszcie Ser-421 (Fu i HOLZBAUR
2013). Zatem, biatko JIP1 dziala jak mole-
kularny przetacznik kierunku transportu w
aksonie.

Nastepnym przykladem transportu ak-
sonalnego  kontrolowanego przez biatka
adaptorowe jest transport mitochondriow
(SHENG i CaAl 2012). Mitochondria, organel-
le, w ktorych zachodzi wytwarzanie ATP, sa

tadunek

kinezyna

przenoszone w obu kierunkach wzdluz ak-
sonu — w strone synaps, poniewaz w ich
poblizu zuzycie ATP jest wysokie, a szyb-
kos¢ jego dostarczania przez zwykla dyfuzje
z ciala komorki niewystarczajaca. Z kolei
mitochondria, ktére zostaly wyeksploatowane
lub ulegly uszkodzeniu transportowane sa
do ciata komoérki, gdzie mogg zosta¢ podda-
ne recyklingowi. W czasie transportu w kie-
runku synapsy, w miejscu docelowym, ruch
mitochondriéw powinien zostaé zatrzymany,
aby umozliwi¢ lokalna produkcje ATP. Mozli-
we jest to dzieki systemowi Miro/Milton (od-
krytym u Drosophila). U ssakow wystepuja
dwa biatka homologiczne do biatka Milton:
TRAK1 (ang. trafficking protein, kinesin-bin-
ding 1), ktére wystepuje gléwnie w aksonie
oraz TRAK2 (ang. trafficking protein, kine-
sin-binding 2), znajdujac sie w dendrytach
(VAN SPRONSEN i wspélaut. 2013) (Ryc. 2).
Bialko Miro jest receptorem transbtonowym
zakotwiczonym w zewnetrznej blonie mi-
tochondrialnej, zawierajacym dwie domeny
GTP-azowe i dwa motywy EF-hand, wiazace
kationy Ca?'. Do Miro przylacza sie biatko
adaptorowe Milton/TRAK, ktore moze wiazac
sie zarowno z kinezyna-1, jak i dyneina/dy-
naktyna (SHENG i Car 2012). Podwyzszone
stezenie jonoéw Ca?* wywotuje zatrzymanie
ruchu mitochondriéw. Mechanizm wstrzyma-
nia ruchu mitochondriow pozostaje niejasny.
Wedlug jednej z hipotez (WANG i SCHWARTZ
2009), w obecnosci jonéw Ca?* domena mo-
toryczna kinezyny zostaje zwiazana przez
Miro, co uniemozliwia jej oddzialywanie 2z
mikrotubulami. W drugim proponowanym
mechanizmie, przylaczenie jonow Ca?" do
motywow EF-hand Miro powoduje dysocjacje
kinezyny z kompleksu (MACASKILL i wspol-
aut. 2009). Dodatkowa komplikacja w regu-
lacji transportu mitochondriow jest obecnosé
dwoéch kolejnych bialek: kinazy PINK1 (ang.
PTEN-induced kinase 1) i ligazy ubikwityny,
parkin. Biatka te tworza kompleks z Miro/

B C
- oy <

Ryc. 2. Transport ladunku przez motory poruszajace sie w przeciwnych kierunkach.

A. W mechanizmie bezposredniej konkurencji o kierunku transportu decyduje liczba motoréw i sila generowana
przez dany typ motoréow. B. Mechanizm selektywnej rekrutacji polega na preferencyjnym przylaczaniu sie do tadun-
ku jednego rodzaju motoréw. C. W mechanizmie koordynacji oba typy motoréow tacza sie z tadunkiem, ale oddziaty-
wanie z mikrotubulg lub generacja ruchu przez jeden z nich zostaja zablokowane.
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mitochondrium

Ryc. 3. Receptor Miro i biatko adaptorowe Miton/TRAK biora udzial w regulacji dwukierunkowego
transportu mitochondriow w aksonie. CTT, konice karboksylowe tubuliny.

TRAK i kinezyna-1. Fosforylacja Miro przez
PINK1 prowadzi do degradacji Miro, po jego
dysocjacji z mitochondriow, w procesie za-
leznym od parkin. Po rozpadzie kompleksu
degradacji wulega réwniez sama kinezyna.
(WANG i wspotaut. 2011). Sciezka PINK/par-
kin jest najczeSciej uruchamiana w momen-
cie uszkodzenia mitochondriow lub ich de-
polaryzacji.

Podczas transportu czesto do jednego
tadunku przylaczone sa motory generujace
ruch w przeciwnych kierunkach. Jak wi-
da¢ z dwoch przykladoéw opisanych powyzej,
kierunkowos¢ transportu moze by¢ kontro-
lowana. Zaproponowano kilka hipotez doty-
czacych zachowania sie motorow w takich
sytuacjach (Fu i HOLZBAUR 2013, HARTERINK
i HOOGENRAAD 2013, ENCALADA i GOLDSTEIN
2014). W mechanizmie bezposredniej konku-
rencji o kierunku transportu decyduje liczba
motoréow i sila generowana przez dany typ
motoréow (Ryc. 3A). Mechanizm selektywnej
rekrutacji polega na preferencyjnym przyta-
czaniu sie¢ do ladunku jednego rodzaju mo-
torow (Ryc. 3B). Drugi typ motoréw w tych
warunkach nie oddzialuje z ladunkiem. W
mechanizmie koordynacji oba typy motoréow
lacza sie z ladunkiem, ale oddzialywanie z
mikrotubula lub generacja ruchu przez je-
den z nich zostaja zablokowane (Ryc. 3C).

BIALKA MAP I POTRANSLACYJNE
MODYFIKACJE TUBULINY

Mimo jednolitej orientacji mikrotubul w
aksonie, powierzchnia, po ktérej poruszaja
sie bialka motoryczne przenoszace ladunki,
jest bardzo niejednorodna. Po pierwsze, w
réoznych miejscach znajduja sie biatka MAP
(ang. microtubule associated proteins), kto-
re mozna traktowac¢ jako przeszkody w ru-
chu motorow, ale takze jako regulatory tego
ruchu. Po drugie, mikrotubule ulegaja mo-
dyfikacjom potranslacyjnym (patrz KLiszcz i
wspotaut. w tym numerze KOSMOSU), kto-
re tworza lokalny wzér i w znaczacy sposoéb
zmieniaja wlasciwosci mikrotubul, a przez to
oddzialywanie miedzy mikrotubulami a mo-
torami i innymi ligandami.

Przykladem biatka MAP, wystepujacego
glownie w neuronach, jest tau. Biatko tau
stabilizuje mikrotubule, wplywa na transport
w aksonie, a takze bierze udzial we wzro-
Scie neurytow. Nieprawidlowy metabolizm
tego biatka prowadzi do wystapienia wielu
choréb neurodegeneracyjnych, tzw. tauopa-
tii, w tym choroby Alzheimera (GUO i wspét-
aut. 2017). Tau jest dobrze rozpuszczalnym
biatkiem inherentnie nieuporzadkowanym, z
niewielka zawartoscig struktury drugorzedo-
wej (SCHOLzZ i MANDELKOW 2014). Wiaze sie
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z ono mikrotubula poprzez oddzialywanie z
ujemnie naladowanymi koncami karboksylo-
wymi tubuliny i znaczaco wplywa na ruch
bialek motorycznych na mikrotubuli. In vitro
wykazano, ze obecno$¢ tau na mikrotubuli
powoduje oddysocjowanie kroczacej kinezy-
ny i zmiane kierunku ruchu dyneiny (DixiT
i wspotaut. 2008). Mimo iz szybkos¢ poru-
szania sie motoru pozostaje niezmieniona
przez obecno$¢ tau, to zmienia sie proce-
sywnos¢ motoru (dtugosé przebiegu), a wiec
wydajnos¢ transportu tadunkow. Zmienia sie
takze ilos¢ dostepnych motorow, co wynika
z ,wychwytywania” kinezyn niezwigzanych
z mikrotubulami przez tau. Tau wplywa
znacznie silniej na kinezyne niz na dyne-
ine (DIt i wspotaut. 2008). Ta stosunkowo
prosta sytuacja, gdzie tau wystepuje w roli
czynnika blokujacego droge kinezyny trans-
portujacej tadunek, znacznie sie komplikuje,
gdy rozwazymy modyfikacje potranslacyjne
tau. Fosforylacja tau prowadzi do jego dy-
socjacji z mikrotubuli. Co prawda, pozwala
to na odblokowanie transportu zaleznego od
kinezyny, ale powoduje destabilizacje mikro-
tubul, ktore ulegaja czeSciowemu pocieciu
przez katanine. Natomiast hiperfosforylacja
tau, obserwowana w chorobie Alzheimera
(NOBLE i wspoétaut. 2013), prowadzi do utwo-
rzenia przez tau jego fibrylarnej formy, ktéra
prawdopodobnie jest toksyczna dla neuronu.

Na ruch motorow molekularnych i trans-
port ladunkéw w neuronach wplywaja row-
niez modyfikacje potranslacyjne tubuliny.
Mikrotubule w aksonach charakteryzuja sie
wysokim poziomem acetylacji (patrz KLISZCZ i
wspotaut. w tym zeszycie KOSMOSU) ), kto-
rej ulega Lys-40, reszta polozona we wne-
trzu mikrotubuli (SOPPINA i wspoélaut. 2012).
Dotychczas nie bylo jasne, jaki wplyw ma
acetylacja na strukture samej mikrotubu-
li. Przy uzyciu krio-mikroskopii elektronowe;j
stwierdzono, ze na poziomie rozdzielczosci
mozliwej do uzyskania przy zastosowaniu tej
metody, brak jest roznic strukturalnych po-
miedzy acetylowana i nieacetylowana mikro-
tubula (HOWES i wspétaut. 2014). Z drugiej
strony, acetylowane podjednostki tubuliny
w mikrotubuli sa rozpoznawane przez en-
zym ,tnacy” mikrotubule - katanine (SUDO
i BAAs 2010). Wyjasniajac role tej modyfi-
kacji XU i wspoétaut. (2017) oraz PORTRAN i
wspoétaut. (2017) wykazali, ze acetylacja mi-
krotubul prowadzi do oslabienia niekowalen-
cyjnych wigzan pomiedzy protofilamentami
mikrotubuli, bez zmiany oddzialywan wzdtuz
protofilamentu. Podczas zginania mikrotubu-
li sasiednie protofilamenty moga przemiesz-
czaé sie bardziej swobodnie wzgledem siebie,
co czyni cala strukture bardziej odporng
na deformujace odksztalcenia mechanicz-
ne. Dane o wplywie acetylacji na ruchliwos¢

kinezyny-1 nie sa jednoznaczne. Badania
in vitro, wykazaly, ze acetylacja mikrotubul
nie wplywa ani na szybko$S¢ poruszania sie,
ani na procesywnos¢ Kkinezyny-1 (WALTER
i wspotaut. 2012, KAUL i wspoétaut. 2014).
Z drugiej strony, badania in vivo wykazaly
wplyw acetylacji na ruch kinezyny-1 (REED i
wspotaut. 2006). Wyniki te niekoniecznie sa
sprzeczne. Obserwowany wplyw modyfikacji
w komoérkach nie musi oznaczac¢ bezposred-
niego wplywu acetylacji na cykl mechano-
-chemiczny kinezyny. Modyfikacja Lys-40
moze powodowac przytaczenie sie¢ do mikro-
tubuli pewnego czynnika, np. bialtka, ktore
zmienia oddzialywania pomiedzy kinezyna a
mikrotubula.

Stabilne fragmenty (odcinki, regiony) mi-
krotubul w neuronach charakteryzuja sie
rowniez wysokim poziomem detyrozyna-
cji, czyli obecnoscia a-tubuliny pozbawio-
nej ostatniego aminokwasu, tyrozyny (patrz
Kuriszcz i wspoétaut. w tym zeszycie KOSMO-
SU). Poziom detyrozynacji tubuliny wply-
wa na oddzialywanie mikrotubul z wieloma
biatkami, np. EB1 (ang. end-binding 1),
CLIP-170 [ang. CAP-Gly domain containing
(cytoplasmic) linker protein 1], jak réwniez
kinezyn-13 oraz -7 (PERIS i wspoétaut. 2009,
BARISIC i wspoétaut. 2015). W aksonie, ob-
szary detyrozynowanej tubuliny przypomina-
ja tatki na mikrotubulach, przy czym dety-
rozynowane tubuliny pojawiaja sie czeSciej
w mikrotubulach zlokalizowanych w poblizu
ciala komorki niz zakonczen synaptycznych
(BROWN i wspétaut. 1993). W hodowlach ko-
morkowych kinezyna-1 jest preferencyjnie
zwiazana z mikrotubulami aksonalnymi, w
przeciwienstwie do kinezyn-2 i -3, ktére wia-
zg sie z jednakowym powinowactwem z mi-
krotubulami w aksonie i dendrytach (KONI-
SHI i SETOU 2009). Podobny efekt mialy mu-
tacje kinezyny-1 w obszarze ,wykrywajacym”
obecnos¢ tyrozyny na koncu karboksylowym
tubuliny (KONISHI i SETOU 2009), cho¢ dane
te nie zostaly jednoznacznie potwierdzone
(HAMMOND i wspoétaut. 2010). Badania z uzy-
ciem oczyszczonych biatek wykazaty brak
wplywu detyrozynacji na szybkosé porusza-
nia sie kinezyny-1 (KAUL i wspoélaut. 2014,
SIRAJUDDIN i wspoétaut. 2014) oraz na jej
procesywnos¢ (KAUL i wspoétaut. 2014) lub
niewielkie obnizenie procesywnosci (SIRAJUD-
DIN i wspétaut. 2014). W przypadku kinezy-
ny-2 detyrozynacja mikrotubul spowodowata
dwukrotne podwyzszenie procesywnosci mo-
toru (SIRAJUDDIN i wspoélaut. 2014).

Obecnos¢ reszty tyrozyny w podjednostce
a-tubuliny nie wplywa na ruchliwos¢ cyto-
plazmatycznej dyneiny drozdzowej, ktoéra nie
zawiera dynaktyny (SIRAJUDDIN i wspoétaut.
2014). Zupelnie inaczej zachowuje sie kom-
pleks ssaczej cytoplazmatycznej dyneiny =z
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dynaktyna i bialkiem BicD2. Detyrozynacja
tubuliny powoduje okoto 4-krotne obnizenie
ruchliwosci (McCKENNEY i wspoétaut. 2016).
Ten efekt przypisuje sie podjednostce p150
dynaktyny. Obecnos$¢ reszt tyrozynowych nie
jest potrzebna podczas trwania catego ru-
chu, jest tylko niezbedna do inicjacji proce-
sywnego ruchu, ktéry po rozpoczeciu, odby-
wa sie rowniez po detyrozynowanych mikro-
tubulach (MCKENNEY i wspoétaut. 2016). Inna
grupa badawcza przedstawila mechanizm, w
ktérym do inicjacji transportu przez dyne-
ine, oprocz dynaktyny, potrzebny jest takze
cytoplazmatyczny tacznik biatkowy CLIP-170
(NIRSCHL i wspoétaut. 2016). Zarowno CLIP-
170, jak i p150 oddzialuja z mikrotubula w
sposéb zalezny od obecnosci reszty Tyr w
podjednostce alfa. Regulacja inicjacji trans-
portu, zdaniem autoréow (NIRSCHL i wspotaut.
2016) zachodzi przez fosforylacje CLIP-170.

Dane o wplywie poliglutamylacji na
transport komorkowy nie sa jednoznaczne.
Badania IKEGAMI i wspoétaut. (2007) wykaza-
ty, ze obnizony poziom glutamylacji zmienit
dystrybucje kinezyny-3, ale nie kinezyny-1
lub kinezyny-2. Z kolei doswiadczenia MAAS
i wspolaut. (2009) udowodnity, ze wzrost
glutamylacji koreluje z hamowaniem ruchu
kinezyny-1, lecz nie wplywa na ruchliwosé
kinezyny-3. Te ostatnie wyniki sa w duzej
mierze zgodne z badaniami in vitro. Uzy-
wajac chimerycznych rekombinowanych mi-
krotubul z resztami kwasu glutaminowego
przylaczonymi chemicznie do wprowadzonej
do ogona tubuliny reszty cysteiny, SIRAJUD-
DIN i wspélaut.( 2014) wykazali, ze lancuchy
poliGlu sktadajace sie z 10 reszt obnizaly
szybkos¢, lecz nie procesywnosc¢ kinezyny-1,
podczas gdy tancuchy zawierajace 3 reszty
kwasu glutaminowego nie mialy wplywu na
kinezyne-1. Wlasciwosci kinezyny-2 pozosta-
ty niezmienione, natomiast cytoplazmatyczna
dyneina drozdzowa wykazywala wyzsza pro-
cesywnos¢ na poliglutamylowanych mikrotu-
bulach.

UWAGI KONCOWE

Transport w neuronach to zlozony, upo-
rzadkowany proces. Uczestnicza w nim bial-
ka motoryczne poruszajace sie po mikrotu-
bulach (kinezyny, dyneiny), biatka adaptoro-
we i inne biatka, ktore wspomagaja rozpo-
znawanie i reguluja przenoszenie tadunkow.
Wszystkie wyzej wymienione biatka moga
ulega¢ modyfikacjom potranslacyjnym, do-
stosowujacym ich wlasciwosci do konkret-
nego zapotrzebowania w danym neuronie.
Z uwagi na roznorodnos¢ przenoszonych
tadunkow, proces ten musi by¢ Scisle regu-
lowany. Poréwnujac dlugosé aksonu, ktéra
wielokrotnie przekracza odleglosci przebiegu

motoréow na mikrotubuli, latwo zauwazyc,
ze transport aksonalny jest czasochlonny i
energochtonny. Btledy na jednym z etapow
tego procesu moga pociaga¢ za soba kaska-
de nieprawidlowosci, ktéra w konsekwencji
prowadzi do zaburzen transportu, a w efek-
cie, do zmian w neuronie i zwiazanych z
tym chor6b. Jednym z waznych probleméw
wspolczesnej biologii jest wyjasnienie sposo-
bow, w jaki komoérka wykorzystuje motory
molekularne do przemieszczania ladunkow
i organizacji struktur komoérkowych. Z uwa-
gi na powigzania pomiedzy biatkami odpo-
wiadajacymi za przenoszenie ladunku oraz
jego rozpoznawanie, istnieje potrzeba badan,
ktore kompleksowo uwzglednia poszczegdlne
sktadniki transportu i ich kooperacje. Jest
to trudne zadanie, ale dostarczyloby wiedzy,
ktora pozwoli lepiej zrozumie¢ podloze cho-
rob neurodegeneracyjnych, takich jak choro-
ba Alzheimera lub Huntingtona oraz pomo-
globy odkry¢ skuteczna metode ich leczenia
i/lub zapobiegania.

Streszczenie

Transport wzdluz mikrotubul aksonu i dendrytéow
jest niezbedny nie tylko dla zachowania ogodlnej struk-
tury i funkcjonowania komorki nerwowej, ale rowniez
calego ukladu nerwowego. W aksonie transport odbywa
sie dwukierunkowo, wzdluz jednorodnie zorientowanych
mikrotubul. Transport od ciala komoérki w kierunku sy-
napsy wymaga aktywnosci kinezyn i umozliwia dostar-
czanie bialek (enzymoéw, czasteczek sygnalowych, neuro-
filamentéw, motoréw molekularnych), pecherzykéw lipi-
dowych i organelli, takich jak mitochondria do dystalnej
czesci aksonu. Za transport w przeciwnym kierunku
odpowiada dyneina cytoplazmatyczna, ktoéra przenosi zu-
zyte lub niepoprawnie sfaldowane biatka oraz czasteczki
sygnatowe do ciata komorki. W niniejszej pracy opisuje-
my elementy neuronu, ktére biora udzial transporcie ak-
sonalnym oraz mechanizmy transportu. Przedstawiamy
rowniez czynniki, od ktorych zalezy transport aksonalny,
wlaczajac w to obecnos¢ biatek adaptorowych (Milton/
TRAK), bialek MAP (biatka zwigzane z mikrotubulami)
oraz modyfikacji potranslacyjnych tubuliny.
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ROLE OF MOTOR PROTEINS IN AXONAL TRANSPORT

Summary

Axonal transport is essential for maintaining the overall architecture of the brain and the entire nervous sys-
tem. In the axon, the bidirectional transport takes place along uniformly oriented microtubules. Anterograde axonal
transport is performed by kinesins and its function is to supply nerve terminals with proteins (enzymes, signaling
molecules, filaments, motors), lipid vesicles and organelles like mitochondria for local energy requirements. Retro-
grade transport carried out by dyneins clears recycled or misfolded proteins but also it transmits trophic signals to
the cell body. Here, we describe various components and mechanisms of axonal transport and we outline the fac-
tors that have been proposed to contribute to the cargo movement such as the use of adaptor proteins, the effect of
MAPs (microtubule associated proteins) and the role of posttranslational modifications of tubulin.

Key words: axon, dynein, kinesin, microtubule, molecular motor, neuron



