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2010, Breuss i współaut. 2017). MT jest 
strukturą biegunową, gdyż wszystkie dimery 
ułożone są w tym samym kierunku. Koniec 
MT, na którym znajduje się β-tubulina, jest 
nazywany końcem plus, szybko rosnącym, 
natomiast biegun zakończony α-tubuliną 
jest nazywany końcem minus, wolno rosną-
cym. To właśnie sieć mikrotubul tworzy w 
komórce cytoszkielet mikrotubularny.

U człowieka zidentyfikowano co naj-
mniej osiem izoform α-tubuliny i siedem 
β-tubuliny (Ludueña 2013). Izoformy te ko-
dowane są przez różne geny i charaktery-
zują się zróżnicowaną ekspresją tkankową 
oraz pojawiają się na różnych etapach roz-
woju organizmu (Parker i współaut. 2017). 
Między poszczególnymi izoformami występuje 
duża homologia strukturalna w obrębie do-
meny na końcu aminowym (N-końcu), jak 
i środkowej. Domena na końcu karboksylo-
wym (C-końcu) jest najmniej konserwowana, 
a jej nieustrukturyzowany końcowy frag-
ment, złożony z 18-24 reszt aminokwaso-
wych jest miejscem licznych modyfikacji po-
translacyjnych, takich jak np.: detyrozyna-
cja, acetylacja, glutamylacja, glicylacja, fosfo-
rylacja (patrz Włoga oraz Kliszcz i Kasprzak 
w tym zeszycie KOSMOSU; Westermann i 
Weber 2003, Janke 2014, Breuss i współ-
aut. 2017). Fragment ten zaangażowany jest 
w oddziaływania z wieloma innymi białkami 
(Maccioni i współaut. 1988, Cross i współ-
aut. 1991, Melki i współaut. 1991, Jourda-
in i współaut. 1997, Al-Bassam 2002, Wade 
2009) (opisano w dalszej części artykułu).

Model struktury przestrzennej heterodi-
meru tubuliny został opracowany przy wy-
korzystaniu krystalografii elektronowej (Ryc. 

WSTĘP

Zaburzenia struktury i funkcji cytoszkie-
letu, a w szczególności tej jego części, któ-
ra zbudowana jest z mikrotubul (nazywanej 
również cytoszkieletem mikrotubularnym), 
obserwowane są w szeregu chorób neuro-
degeneracyjnych, w tym w pasażowalnych 
encefalopatiach gąbczastych (ang. transmis-
sible spongiform encephalopathies, TSE), 
znanych również jako choroby prionowe. 
Badania przeprowadzone w ciągu ostatnich 
lat sugerują, że procesy neurodegeneracyjne, 
zachodzące w niektórych chorobach priono-
wych, mogą być wynikiem bezpośredniego 
oddziaływania białka prionowego z tubuliną.

TUBULINA

Cytoszkielet mikrotubularny pełni kluczo-
wą rolę w licznych procesach komórkowych, 
takich jak transport organelli i makromole-
kuł, segregacja chromosomów, podział ko-
mórki, procesy wydzielnicze, różnicowanie i 
ruch komórek, a także determinacja morfo-
logii i polarności komórki (Nogales 2000). 
Głównym składnikiem cytoszkieletu mikrotu-
bularnego są spolimeryzowane heterodimery 
złożone z α- i β-tubuliny, o masie cząstecz-
kowej, odpowiednio, 55 i 53 kDa (Nogales 
2000). Łańcuchy dimerów tubuliny tworzą 
protofilamenty, które ułożone równolegle for-
mują cylindryczną strukturę zwaną mikro-
tubulą (MT) (Ryc. 1A). Ilość protofilamentów 
w mikrotubuli może się wahać od 9 do 16, 
chociaż zazwyczaj wynosi 13, co daje ze-
wnętrzną średnicę ~25 nm, a wewnętrzną 
~17 nm (Wade 2009, Hawkins i współaut. 
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zmniejsza ich powinowactwo do tubuliny, co 
z kolei obniża stabilność mikrotubul i wpły-
wa na dynamikę tych struktur (Drechsel i 
współaut. 1992, Biernat i współaut. 1993, 
Bramblett i współaut. 1993). Najlepiej po-
znaną kinazą fosforylującą zarówno MAP2, 
jak i Tau jest kinaza 3 syntazy glikogenu, 
GSK-3. Białka te mogą być również fosfo-
rylowane przez wiele innych kinaz np.: ki-
nazę białkową A (PKA), kinazę białkową C 
(PKC), kinazę białkową zależną od Ca2+ i 
kalmoduliny (CaMKII). W warunkach fizjolo-
gicznych modulacja poziomu ufosforylowania 
MAP stanowi precyzyjny mechanizm regulu-
jący dynamikę cytoszkieletu MT. Natomiast 
w warunkach patologicznych np. w choro-
bie Alzheimera (AD – Alzheimer’s disease), 

1 B) (Nogales i współaut. 1998, Downing i 
Nogales 1998, Lowe i współaut. 2001). Oba 
białka wykazują wysoki stopień homologii 
struktury III-rzędowej, przy 40% homologii 
struktury I-rzędowej. Domena N-końcowa 
zbudowana jest z sześciu równoległych har-
monijek β połączonych helisami α. W do-
menie tej znajduje się kieszeń wiążącą GTP 
w tzw. miejscu „N” α-tubuliny (ang. non-
-exchangeable) oraz wiążąca GTP/GDP w 
miejscu „E” β-tubuliny (ang. exchangeable) 
(Downing i Nogales 1998). GTP związany z 
β-tubuliną jest hydrolizowany do GDP, na-
tomiast nukleotyd związany z α-tubuliną nie 
ulega hydrolizie. Środkowy region tworzą 
cztery harmonijki β oraz trzy helisy α. W 
tym rejonie cząsteczki znajduje się też miej-
sce wiązania małych cząsteczek regulacyj-
nych, np. taksolu. C-końcową domenę two-
rzą dwie antyrównoległe helisy usytuowane 
na zewnętrznej powierzchni mikrotubuli. Na 
modelu krystalograficznym nie widać ostat-
nich 10 reszt aminokwasowych α-tubuliny i 
18 reszt β-tubuliny, ze względu na wysoki 
stopień nieustrukturyzowania tych sekwen-
cji.

Mikrotubule są dynamicznymi struktura-
mi, które mogą ulegać rozpadowi i odbudo-
wie (depolimeryzacji mikrotubul i polimery-
zacji tubuliny). Ta właściwość tubuliny, na-
zywana dynamiczną niestabilnością, jest klu-
czowa dla wielu pełnionych przez nią funkcji 
(Wade 2009). Stabilność mikrotubul jest re-
gulowana przez liczną grupę białek związa-
nych z mikrotubulami (ang. mikrotubule as-
sociated proteins, MAP) (Schoenfeld i Obar 
1994, Cassimeris i Spittle 2001, Akhmanova 
i Steinmetz 2008). Do grupy tej zaliczamy 
klasyczne lub tzw. strukturalne MAP (np.: 
MAP1, MAP2, MAP3, MAP4, MAPT) oraz 
białka pełniące inne funkcje, takie jak: mo-
tory molekularne (kinezyny, dyneiny), biał-
ka śledzące koniec plus mikrotubuli (np.: 
CLIP-170, CLIP-115, EB1, EB2) oraz białka 
związane z centrosomami. Z punktu widze-
nia niniejszego artykułu najistotniejsze są 
klasyczne MAP, do których zaliczamy MAP2 
oraz MAPT, czyli białko Tau (ang. tubulin 
associated unit). Oba białka syntetyzowa-
ne są w neuronach, ale różnią się lokali-
zacją wewnątrzkomórkową, MAP2 dominu-
je w dendrytach i ciele komórki nerwowej, 
zaś Tau w aksonie (Ramkumar i współaut. 
2017). Białka te oddziałują z tubuliną za-
zwyczaj w obrębie ujemnie naładowanych 
C-końcowych domen α- i β-tubuliny, zlo-
kalizowanych, tak jak już wspomniano, na 
powierzchni mikrotubul. Oddziaływanie to 
jest regulowane przez modyfikacje potransla-
cyjne MAP, głównie przez fosforylację reszt 
seryny/treoniny (Cassimeris i Spittle 2001). 
Zwiększenie poziomu ufosforylowania MAP 

Ryc. 1. Budowa tubuliny i mikrotubul. 

(A) Schemat przedstawiający heterodimer tubuliny oraz 
mikrotubule. Na rycinie zaznaczono koniec szybko ro-
snący (+) i wolno rosnący (-) MT. (B) Model struktury 
przestrzennej heterodimeru α- i β-tubuliny, otrzymany w 
kompleksie z taksolem. Na rycinie zaznaczono miejsca 
wiązania nukleotydów (GTP i GDP) oraz taksolu. Nie-
ustrukturyzowane C-końcowe fragmenty, nie są widocz-
ne w strukturze krystalograficznej (wg PDB 10.2210/
pdb1TUB/pdb, Nogales i współaut. 1998, zmodyfikowa-
na).
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jest w błonie komórkowej (Basler i współ-
aut. 1986, Stahl i współaut. 1987, Turk i 
współaut. 1988). Dojrzałe białko prionowe 
człowieka zbudowane jest z 208 reszt ami-
nokwasowych i posiada masę cząsteczkową 
około 23 kDa (Aguzzi i współaut. 2008). 
Białko PrP ulega również innym modyfika-
cjom potranslacyjnym, takim jak: N-glikozy-
lacja reszt asparaginy Asn181 i/lub Asn197, 
utworzenie mostka dwusiarczkowego między 
resztami Cys179 i Cys214 oraz proteoli-
tycznej obróbce cząsteczki (Prusiner 1998). 
W mózgach zdrowych organizmów w wyni-
ku ograniczonej proteolizy w obrębie reszt 
110-112 cząsteczki PrP, powstają fragmenty 
oznaczane jako N1 oraz C1 (Chen i współ-
aut. 1995). Z kolei w mózgach organizmów 

dochodzi do hiperfosforylacji białka Tau, co 
prowadzi do jego agregacji i w konsekwen-
cji utraty wspomnianej stabilizującej funkcji 
(Šimić i współaut. 2016). Co ciekawe, pod-
wyższony poziom ufosforylowania Tau obser-
wowany jest także w chorobach prionowych 
(Sikorska i współaut. 2009). Hiperfosforyla-
cja Tau, jak i MAP2 opisywana jest również 
dla modeli doświadczalnych tych chorób 
(Perez i współaut. 2003, Bautista i współ-
aut. 2006).

Poza białkami stabilizującymi strukturę 
MT, znanych jest szereg białek ją destabili-
zujących, takich jak katanina, spastyna czy 
fidżetyna, oraz uniemożliwiających formowa-
nie mikrotubul poprzez sekwestrację hete-
rodimerów tubuliny, jak statmina (Jourdain 
i współaut. 1997, Zhang i współaut. 2007). 
Co ciekawe, od niedawna, do puli białek de-
stabilizujących mikrotubule możemy zaliczyć 
również białko prionowe.

BIAŁKO PRIONOWE

Białko prionowe (ang. prion protein, PrP) 
jest glikoproteiną u ssaków wysoce zacho-
waną w toku ewolucji. Ponadto, homologi 
białka prionowego zidentyfikowano w organi-
zmach przedstawicieli wielu gromad kręgow-
ców (Premzl i współaut. 2004, Rivera-Milla 
i współaut. 2006). Białko to ulega ekspresji 
w wielu różnych tkankach i narządach np.: 
w mięśniach szkieletowych, mięśniu serco-
wym, nerkach, trzustce, płucach, ale w naj-
wyższym stężeniu występuje w komórkach 
ośrodkowego i obwodowego układu nerwo-
wego (Bendheim i współaut. 1992). PrP jest 
polipeptydem składającym się z 253 ami-
nokwasów (u człowieka) (Ryc. 2). Na koń-
cach aminowym i karboksylowym cząstecz-
ki, białko to posiada sekwencje sygnałowe 
(reszty aminokwasowe 1-22 oraz 231-253). 
Podczas procesu tzw. dojrzewania białka se-
kwencje te ulegają odcięciu. N-końcowy pep-
tyd sygnałowy odcinany jest podczas trans-
portu cząsteczki PrP do wnętrza siateczki 
endoplazmatycznej (ER), zaś odcięcie pep-
tydu C-końcowego związane jest z dołącze-
niem grupy glikozylofosfatydyloinozytolowej 
(GPI), za pomocą której białko kotwiczone 

Ryc. 2. Budowa PrP. 

(A) Schemat przedstawiający cząsteczkę PrP człowie-
ka. Na schemacie zaznaczono: (SP) – peptydy sygnało-
we, (OR) – ośmio-aminokwasowe powtórzone sekwencje, 
(TM) – domenę transbłonową, (NLS) – sekwencje sygna-
łowe lokalizacji jądrowej, (S-S) – mostek dwusiarczkowy, 
(GPI) – miejsce dołączenia kotwicy glikozylofosfatydylo-
inozytolowej, (Asn181 i Asn179) – reszty asparaginy ule-
gające glikozylacji oraz struktury drugorzędowe: helisy 
α oraz struktury β. Strzałkami zaznaczono miejsca, w 
których dochodzi do proteolitycznego cięcia białka pro-
wadzącego do powstania fragmentów N1 i N2. (B) Mo-
del struktury przestrzennej cząsteczki PrP człowieka. Na 
rycinie zaznaczono struktury α-helikalne: H1, H2 i H3 
oraz struktury β. Linią przerywaną zaznaczono N-końco-
wy nieustrukturyzowany fragment, niewidoczny w struk-
turze krystalograficznej (wg PDB 10.2210/pdb1QLX/
pdb, Zahn i współaut. 2000, zmodyfikowana).
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można wyróżnić także region hydrofobowy, 
który może pełnić funkcję domeny transbło-
nowej (reszty 113-135) (Lopez i współaut. 
1990).

W tkankach zdrowych organizmów PrP 
występuje głównie zewnątrzkomórkowo, w 
formie zakotwiczonej na powierzchni błony 
komórkowej, w obrębie struktur zwanych 
tratwami (ang. rafts) (Taylor i Hooper 2006) 
i jest oznaczane jako PrPC. Patologicznym 
konformerem białka prionowego, związanym 
z chorobami prionowymi jest PrPTSE (od ang. 
transmissible spongiform encephalopathy) 
lub PrPSc (od ang. scrapie; gąbczastej ence-
falopatii występującej u owiec). Uważa się, 
że konwersja PrPC do PrPTSE jest kluczowym 
procesem prowadzącym do rozwoju chorób 
prionowych (Prusiner 1998). W procesie tym 
dochodzi do zwiększenia zawartości struktu-
ry β i zmniejszenia zawartości struktury α 
w cząsteczce białka prionowego, co prowadzi 
do agregacji patogennego konformeru w 
postaci uporządkowanych struktur zwanych 
amyloidami (Prusiner 1998). Jednak mecha-
nizm konwersji, jak i czynnik neurotoksycz-
ny odpowiedzialny za rozwój TSE nie zostały 
jak dotąd scharakteryzowane. Poza zewną-
trzkomórkowym PrPC, w zdrowych organi-
zmach opisano również wewnątrzkomórkowo 
zlokalizowane białko prionowe, tzw. cytopla-
zmatyczne PrP (cytoPrP). Występuje ono np. 
w niektórych subpopulacjach neuronów hi-
pokampa, wzgórza i kory nowej (Mironov i 
współaut. 2003). Tym niemniej cytoPrP uwa-
żane jest również za formę patologiczną. Po-
nadto, znane są błonowe formy białka prio-
nowego: NtmPrP oraz CtmPrP (Yost i współmat. 
1990, Hegde i współaut. 1998, Kim i współ-
aut. 2001, Kim i Hegde 2002). Te patologicz-
ne formy usytuowane są w błonie siateczki 
endoplazmatycznej za pomocą domeny hy-
drofobowej z C-końcowym (forma NtmPrP) lub 
N-końcowym (forma CtmPrP) regionem ekspo-
nowanym na cytoplazmę. Podczas gdy forma 
NtmPrP opisywana była jak dotąd jedynie in 
vitro, forma CtmPrP występuje również in vivo, 
a jej stężenie w mózgach organizmów cho-
rych na TSE wzrasta nawet do 30% całkowi-
tego białka prionowego. Do wzrostu stężenia 
tej transbłonowej formy PrP prowadzą muta-
cje w obrębie domeny hydrofobowej, związane 
z chorobami prionowymi np. występująca w 
GSS (choroba Gerstmanna-Strausslera-Sche-
inkera) mutacja Pro105Leu czy Ala117Val 
(Hegde i współaut. 1998, Kim i Hegde 
2002). Do wzrostu poziomu cytoplazmatycz-
nej formy PrP, niezwiązanej z błoną ER, do-
chodzi w przypadku innych mutacji wykry-
wanych w GSS, Trp145Stop i Gln160Stop. 
Powstaje wówczas skrócona forma PrP po-
zbawiona C-końcowej domeny (Zanusso i 
współaut. 1999, Heske i współaut. 2004). 

cierpiących na choroby prionowe dochodzi 
do proteolitycznego cięcia w obrębie reszty 
90, a powstające fragmenty nazywane są: 
N2 oraz C2 (Chen i współaut. 1995). Czą-
steczka PrP składa się z dwóch głównych 
regionów. Pierwszy jest nieustrukturyzowany 
i obejmuje reszty 23~125 (Riek i współaut. 
1997). Region ten zawiera dwa ciągi zasado-
wych reszt (23-27 oraz 101-110). Sekwencje 
te pokrywają się z regionami stanowiącymi 
sygnał lokalizacji jądrowej PrP (ang. nucle-
ar localization signals, NLS; reszty 23-28 i 
95-110) (Gu i współaut. 2003). W regionie 
N-końcowym zlokalizowane są także wie-
lokrotnie powtórzone sekwencje złożone z 
ośmiu reszt aminokwasowych, (ang. octare-
peats, OR; reszty: ~50-91), które w cząstecz-
ce PrP stanowią główne miejsce wiązania 
jonów miedzi (Hornshaw i współaut. 1995). 
Drugi region cząsteczki, to domena globu-
larna obejmująca reszty 126-230. Domena 
ta utworzona jest przez trzy α-helisy oraz 
dwie krótkie struktury β, a stabilizowana 
jest przez pojedynczy mostek dwusiarczkowy 
(Riek i współaut. 1997). W cząsteczce PrP 

Ryc. 3. Mikrofotografie przedstawiające struktury 
tubuliny powstające pod wpływem PrP w warun-
kach sprzyjających tworzeniu mikrotubul (Nie-
znanski i współaut. 2006), uzyskane za pomocą 
transmisyjnej mikroskopii elektronowej. 

(A) Preparaty tubuliny inkubowanej w nieobecności i (B) 
w obecności PrP (zdjęcia niepublikowane).
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ły przeprowadzone przez Browna i współaut. 
(1998). Z badań tych wynikało, że synte-
tyczny peptyd odpowiadający sekwencji 106-
126 białka prionowego (PrP 106-126), wią-
że się z -α, jak i β-tubuliną z ekstraktów 
mózgu. Peptyd ten hamował proces formo-
wania mikrotubul, a wprowadzenie mutacji 
Ala117Val, związanej z GSS, prowadziło do 
jeszcze silniejszego hamowania polimeryzacji 
tubuliny (Brown 2000). Efekt ten obserwo-
wano jednak wyłącznie w obecności białka 
Tau, co mogło wskazywać, iż peptyd PrP 
106-126 asocjuje z tubuliną za pośrednic-
twem tego właśnie białka. W kolejnych ba-
daniach pokazano, że pełnej długości PrP 
ulega koimmunoprecypitacji z tubuliną (Ke-
shet i współaut. 2000). Zauważono również 
kolokalizację N-końcowego fragmentu PrP z 
mikrotubulami w hodowlach komórek neu-
roblastomy N2a (linia wyprowadzona z ner-
wiaka zarodkowego myszy) transfekowanych 
konstruktami GFP-PrP, jak i jego koimmu-
noprecypitację z tubuliną w lizatach z tych 
komórek (Hachiya i współaut. 2004a). Au-
torzy zidentyfikowali reszty 1-91 cząsteczki 
PrP jako odpowiedzialne za tę kolokalizację. 
Badania te pozwoliły wówczas na wyciągnie-
cie wniosku, że PrP i tubulina mogą asocjo-
wać ze sobą za pośrednictwem innych czą-
steczek. Ponadto pokazano, że transport we-
wnątrzkomórkowy konstruktów GFP-PrP jest 
zależny od mikrotubul i odbywa się z udzia-
łem motorów molekularnych z rodziny dy-
nein i kinezyn (Hachiya i współaut. 2004b) 
oraz związany jest z obecnością dwóch se-
kwencji w cząsteczce PrP: reszt 23-33 oraz 
53-91. Podobne obserwacje potwierdziły też 
inne badania, przeprowadzone na komór-
kach N2a, z których wynikało, że również 
transport PrPSc do jądra komórkowego za-
chodzi tylko wówczas, gdy komórki posiada-
ją nienaruszony cytoszkielet mikrotubularny 
(Mange i współaut. 2004). Dowodów na bez-
pośrednie oddziaływanie białka prionowego z 
tubuliną dostarczyły dopiero nasze badania 
z wykorzystaniem metody kosedymentacji 
oczyszczonych białek oraz ich kowalencyjne-
go sprzęgania z użyciem EDC [1-etylo-3-(3di-
metyloaminopropylo)karbodiimid], czynnika 
sieciującego o tzw. zerowej długości (Nie-
znanski i współaut. 2005). Badanie te wyka-
zały, że pełnej długości PrPC z ekstraktów z 
mózgu świni oddziałuje z oczyszczoną tubu-
liną. Produktu sieciowania nie obserwowano 
dla PrP C1, czyli fragmentu pozbawionego 
końca N. Ponadto, oczyszczone rekombino-
wane białko prionowe (rPrP) również wią-
zało się do wyizolowanej tubuliny. Ciekawą 
obserwacją było to, że PrPC z mózgu świni 
współoczyszcza się z tubuliną, co może sta-
nowić kolejny dowód na silne oddziaływanie 
tych białek ze sobą.

W tych przypadkach obserwowana jest ob-
niżona translokacja PrP do ER i akumulacja 
PrP w cytoplazmie lub w jądrze komórko-
wym (Zanusso i współaut. 1999, Miesbauer 
i współaut. 2010). Inną przyczyną wzrostu 
stężenia PrP we wnętrzu komórki może być 
transport zwrotny z ER, jak zostało to opi-
sane dla mutacji Asp177Asn, powiązanej ze 
śmiertelną rodzinną bezsennością (ang. fatal 
familial insomnia, FFI) oraz rodzinną posta-
cią choroby Creutzfeldta-Jakoba (ang. Creutz-
feldt-Jakob disease, CJD) (Ma i Lindquist 
2001). Zaburzenia w translokacji PrP mogą 
być również związane ze stresem ER (Orsi i 
współaut. 2006). PrP gromadzące się w cy-
toplazmie ulega zazwyczaj szybkiej ubikwity-
nacji i proteasomalnej degradacji (Yedidia i 
współaut. 2001). Stąd zaburzenia aktywności 
proteasomu mogą prowadzić do wzrostu stę-
żenia cytoplazmatycznej formy PrP. Takie zja-
wisko obserwujemy w chorobach prionowych, 
gdzie patologiczna forma PrPSc, hamując bez-
pośrednio aktywność proteasomu, w konse-
kwencji prowadzi do wzrostu stężenia cyto-
PrP (Ma i Lindquist 2001, Mange i współaut. 
2004). Nadprodukcja cytoplazmatycznej formy 
PrP jest obserwowana nie tylko w rodzin-
nych postaciach chorób prionowych, ale tak-
że w licznych doświadczalnych modelach TSE 
(Chakrabarti i współaut. 2009, Miesbauer i 
współaut. 2010).

Szereg badań wskazuje, że cytoPrP może 
być białkiem neurotoksycznym (Ma i współ-
aut. 2002, Grenier i współaut. 2006, Wang i 
współaut. 2009), chociaż molekularny mecha-
nizm toksyczności tej formy białka prionowe-
go nie został jak dotąd w pełni poznany. Od-
działywanie cytoPrP z niektórymi cytoplazma-
tycznymi białkami jak np.: Bcl-2 (ang. B-cell 
lymphoma 2 protein), Mgrn (ang. mahogunin) 
czy NRAGE (ang. neurotrophin receptor-in-
teracting MAGE homolog), prowadzi do ich 
agregacji i utraty fizjologicznych funkcji tych 
białek (Bragason i Palsdottir 2005, Ram-
bold i współauat. 2006, Chakrabarti i Heg-
de 2009). Co ciekawe, do białek, które mogą 
oddziaływać z nieprawidłowo zlokalizowanym 
PrP, należy tubulina, a konsekwencją tego 
oddziaływania jest hamowanie formowania 
MT (Nieznanski i współaut. 2005). Sądzimy 
więc, że nieprawidłowa lokalizacja PrP, umoż-
liwiająca oddziaływanie cytoPrP z białkami, 
które nie są jego fizjologicznymi partnerami, 
może leżeć u podstawy neurotoksyczności tej 
formy białka prionowego w TSE (Miesbauer i 
współaut. 2010, Nieznanski 2010, Zajkowski 
i współaut. 2015).

ODDZIAŁYWANIE PrP Z TUBULINĄ

Pierwsze badania wskazujące na oddzia-
ływanie białka prionowego z tubuliną zosta-
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nych wynikało, że PrP nie konkuruje z Tau 
o miejsce wiązania na MT, a zatem obser-
wowane efekty można tłumaczyć zmianami 
w strukturze mikrotubul spowodowanymi 
bezpośrednim oddziaływaniem PrP-tubuli-
na (Nieznanska i współaut. 2012). Ponieważ 
Ncd jest motorem molekularnym odpowie-
dzialnym za prawidłową organizację wrze-
ciona podziałowego, można przypuszczać, że 
wyżej opisane formowanie nieprawidłowych 
wrzecion może być związane z zaburzeniem 
funkcji kinezyn. W badaniach przeprowadzo-
nych na komórkach PC12, poddanych dzia-
łaniu czynnika wzrostu neuronów NGF (ang. 
nerve growth factor), pod wpływem którego 
komórki zmieniają się fenotypowo z neurose-
krecyjnych na komórki wysuwające wypustki 
podobne do neurytów neuronów ośrodkowe-
go układu nerwowego wykazano, że peptyd 
PrP 1-30 prowadzi do rozpadu cytoszkieletu 
mikrotubularnego i zaniku tych cytoplazma-
tycznych wypustek. Co istotne, nasze bada-
nia przeprowadzone na hodowlach neuro-
nów pierwotnych szczura pokazały, że pep-
tyd PrP 1-30 dodany do hodowli prowadzi 
do rozpadu cytoszkieletu mikrotubularnego, 
zaniku neurytów, a ostatecznie do śmierci 
nekrotycznej komórek nerwowych (Zajkow-
ski i współaut. 2015). Zaobserwowano rów-
nież zmniejszenie liczby kolców dendrytycz-
nych na neuronach traktowanych PrP 1-30. 
Ponieważ kolce są strukturami tworzącymi 
postsynaptyczną część synaps pobudzają-
cych (Kasai i współaut. 2003), uważa się, że 
zmiany w gęstości, jak i morfologii kolców 
związane są ściśle z plastycznością synap-
tyczną (Kasai i współaut. 2010). Co cieka-
we, zmniejszenie gęstości kolców dendrytycz-
nych obserwowano u zwierząt zakażonych 
TSE (Johnston i współaut. 1997, Brown i 
współaut. 2001). Wiadomo, że oprócz akty-
ny, istotną rolę w morfologii kolców odgry-
wa tubulina (Dent 2017). Zatem, wpływając 
na transport mikrotubularny oraz stabilność 
cytoszkieletu mikrotubularnego można się 
spodziewać zmian w stabilności i morfologii 
kolców, co w konsekwencji może prowadzić 
do zaburzeń w prawidłowym funkcjonowaniu 
synaps. Wykazano również, że zastosowa-
nie czynnika stabilizującego MT, jakim jest 
taksol, który wiąże się z mikrotubulami i w 
sposób nieodwracalny stabilizuje ich struk-
turę (Schiff i współaut. 1997), prowadziło 
do ochrony komórek nerwowych przed szko-
dliwym działaniem PrP 1-30 (Zajkowski i 
współaut. 2015). Co ciekawe, podobny efekt 
zaobserwowano stosując inhibitory kinazy 
białkowej GSK-3, która, jak już wcześniej 
wspomniano, odpowiada za fosforylację bia-
łek MAP. Obniżenie poziomu ufosforylowania 
Tau i MAP 2 przez zastosowanie LiCl, nie-
specyficznego inhibitora kinazy GSK-3 (For-

Istotną konsekwencją bezpośredniego od-
działywania białka prionowego z tubuliną 
jest jego wpływ na polimeryzację tubuliny 
(Nieznanski i współaut. 2006). Z badań wy-
korzystujących pomiar rozproszenia światła 
(ang. light scattering), metodę standardowo 
stosowaną do monitorowania tempa poli-
meryzacji tubuliny oraz transmisyjną mi-
kroskopię elektronową (ang. transmission 
electron microscopy, TEM) wynika, że PrP 
hamuje polimeryzację tubuliny prowadząc 
do jej oligomeryzacji, a następnie agregacji. 
Tak zagregowana tubulina nie jest zdolna 
do formowania mikrotubul (Ryc. 3). Wyko-
rzystanie, w naszych badaniach, mutantów 
delecyjnych PrP pozwoliło na zidentyfikowa-
nie dodatnio naładowanego fragmentu 23-
32, jako głównego miejsca oddziaływania z 
tubuliną (Osiecka i współaut. 2009). Z ko-
lei zastosowanie ograniczonej proteolizy α- i 
β-tubuliny za pomocą trypsyny, chymotryp-
syny oraz subtylizyny pozwoliło na identy-
fikację fragmentów α-tubuliny odpowiada-
jących resztom aminokwasowym 339-438 
i β-tubuliny 281-433, jako potencjalnych 
miejsc oddziaływania z PrP. Przeprowadzone 
badania wykazały, że peptyd PrP 23-32 wią-
że się z tubuliną i wywołuje jej oligomery-
zację, co prowadzi do hamowania tworzenia 
mikrotubul. Zastosowanie peptydu PrP 1-30, 
posiadającego dodatkowo sekwencję sygnało-
wą 1-22, która umożliwia mu penetrację po-
przez błonę komórkową (Lundberg i współ-
aut. 2002), prowadzi do rozpadu cytoszkiele-
tu mikrotubularnego komórek nabłonkowych 
linii HEp-2 (Osiecka i współaut. 2009). Ob-
serwacja ta została później potwierdzona na 
komórkach HeLa, transfekowanych plazmi-
dem kodującym cytoPrP (PrP 23-231) (Li i 
współaut. 2011). Bardzo ciekawą obserwacją 
jest to, że zmiany indukowane przez peptyd 
PrP 1-30 są hamowane w komórkach HEp-2 
transfekowanych plazmidem kodującym biał-
ko Tau (Osiecka i współaut. 2011). Badania 
na wyizolowanych białkach potwierdziły, że 
zarówno frakcja białek MAP, jak i Tau ha-
muje indukowaną przez PrP agregację tubu-
liny. Z kolei fosforylacja białka Tau prowadzi 
do utraty tej protekcyjnej zdolności (Osiecka 
i współaut. 2011). Ponadto, w badaniach na 
komórkach neurosekrecyjnych PC12 (linia 
wyprowadzona ze szczurzych komórek guza 
chromochłonnego rdzenia nadnerczy), peptyd 
1-30 prowadził do formowania nieprawidło-
wych wrzecion podziałowych. W badaniach z 
wykorzystaniem doświadczeń kosedymenta-
cyjnych oraz testu ruchliwości (ang. motility 
assay) okazało się, że PrP osłabia przyłącza-
nie kinezyny Ncd (ang. non-claret disjunctio-
nal) do mikrotubul i w ten sposób hamuje 
zależny od niej transport po mikrotubulach. 
Ponadto, z doświadczeń kosedymentacyj-
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i może stanowić potencjalny kierunek w te-
rapii niektórych chorób prionowych (Ryc.  4).

S t r es zc zen i e

Nieprawidłowo sfałdowane białko prionowe (PrPTSE) 
uważane jest za główny czynnik prowadzący do rozwo-
ju zakaźnych chorób neurodegeneracyjnych, zwanych 
pasażowalnymi encefalopatiami gąbczastymi (TSE). Me-
chanizm konwersji fizjologicznej formy białka prionowego 
PrPC do patologicznej PrPTSE, jak i forma neurotoksyczna 
tego białka, nie zostały jak dotąd w pełni scharaktery-
zowane. W warunkach fizjologicznych PrPC występuje 
głównie zewnątrzkomórkowo, gdzie przyczepione jest za 
pomocą kotwicy GPI do powierzchni błony komórkowej. 
Znane są jednak, również zlokalizowane w cytoplazmie 
formy PrP, zwane cytoPrP. Co ciekawe, stężenie cytoPrP 
znacząco wzrasta w TSE. Badania ostatnich lat dowo-

lenza i współaut. 2014) oraz CHIR98014, 
specyficznego inhibitora tej kinazy (Ring i 
współaut. 2003), chroniło neurony przed 
wyżej opisaną cytotoksycznością wywoła-
ną przez PrP 1-30 (Zajkowski i współaut. 
2015).

Przedstawione obserwacje wskazują jed-
noznacznie, że cytoPrP może być formą neu-
rotoksyczną białka prionowego, a toksycz-
ność jest związana z jego bezpośrednim od-
działywaniem z tubuliną, prowadzącym do 
rozpadu cytoszkieletu mikrotubularnego. Ob-
niżenie poziomu ufosforylowania klasycznych 
MAP i stabilizowanie w ten sposób MT, 
chroni komórki nerwowe przed destrukcyj-
nym działaniem cytoplazmatycznej formy PrP 

Ryc. 4. Schemat przedstawiający hipotetyczny mechanizm działania cytoPrP na cytoszkielet mikrotubu-
larny. 

Wzrost poziomu ufosforylowania Tau, obserwowany w TSE, prowadzi do destabilizacji mikrotubul (ufosforylowane 
Tau dysocjuje od MT). Tubulina pozbawiona stabilizującego wpływu Tau może ulegać oligomeryzacji/agregacji przez 
cytoPrP, którego podwyższone stężenie obserwowane jest w TSE. Koagregacja cytoPrP i tubuliny prowadzi do za-
hamowania tworzenia MT. Obniżenie poziomu ufosforylowania Tau, przez zastosowanie inhibitorów kinazy GSK-3 
prowadzi do stabilizacji MT i ochrony przed toksycznym działaniem cytoPrP (wg Osiecka i współaut. 2011, zmody-
fikowana).
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dzą, że nieprawidłowo zlokalizowane w cytoplazmie PrP 
może być czynnikiem neurotoksycznym, a mechanizm 
neurotoksyczności związany jest prawdopodobnie z bez-
pośrednim oddziaływaniem tej formy białka prionowe-
go z tubuliną. Oddziaływanie to prowadzi do agregacji 
tubuliny, zahamowania formowania MT, rozpadu cy-
toszkieletu mikrotubularnego i w konsekwencji śmierci 
komórki. Stabilizacja MT, np. przez obniżenie poziomu 
ufosforylowania związanych z mikrotubulami białek MAP 
chroni neurony przed toksycznością cytoplazmatycznej 
formy PrP.
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INTERACTION OF PRION PROTEIN WITH MICROTUBULES

Summary

Misfolded prion protein (PrPTSE) is known as a major agent leading to infectious neurodegenerative diseases, 
known as transmissible spongiform encephalopathies (TSE). The mechanism of conversion of the physiological form 
of prion protein (PrPC) into the pathological PrPTSE as well as the identity of neurotoxic form of this protein is not 
fully characterized. Under physiological conditions, PrPC one, is predominantly extracellular, tethered to the plasma 
membrane surface through the GPI anchor. However, cytosolic forms of PrP, termed as cytoPrP have also been 
found. Interestingly, a significant increase in the concentration of cytoPrP is observed in TSE. Recently, it was 
shown that mislocalized PrP can be a neurotoxic agent. The mechanism of neurotoxicity might be linked to the di-
rect interaction of this form of PrP with tubulin. This interaction leads to tubulin aggregation, inhibition of microtu-
bules (MT) assembly, disruption of microtubular cytoskeleton and eventually cell death. MT stabilization, by decreas-
ing the level of MAP phosphorylation, can protect neurons from toxic effect of cytosolic forms of PrP.
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