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ODDZIALYWANIE BIALKA PRIONOWEGO Z MIKROTUBULAMI

WSTEP

Zaburzenia struktury i funkcji cytoszkie-
letu, a w szczegbdlnosci tej jego czesci, kto-
ra zbudowana jest z mikrotubul (nazywanej
rowniez cytoszkieletem mikrotubularnym),
obserwowane sa w szeregu choréb neuro-
degeneracyjnych, w tym w pasazowalnych
encefalopatiach gagbczastych (ang. transmis-
sible spongiform encephalopathies, TSE),
znanych réwniez jako choroby prionowe.
Badania przeprowadzone w ciagu ostatnich
lat sugeruja, ze procesy neurodegeneracyjne,
zachodzace w niektérych chorobach priono-
wych, moga by¢ wynikiem bezposredniego
oddzialywania biatka prionowego z tubulina.

TUBULINA

Cytoszkielet mikrotubularny pelni kluczo-
wa role w licznych procesach komérkowych,
takich jak transport organelli i makromole-
kul, segregacja chromosomoéw, podziatl ko-
morki, procesy wydzielnicze, réznicowanie i
ruch komorek, a takze determinacja morfo-
logii i polarnosci komorki (NOGALES 2000).
Glownym sktadnikiem cytoszkieletu mikrotu-
bularnego sa spolimeryzowane heterodimery
zlozone z a- i B-tubuliny, o masie czastecz-
kowej, odpowiednio, 55 i 53 kDa (NOGALES
2000). tancuchy dimerow tubuliny tworza
protofilamenty, ktére ulozone réwnolegle for-
muja cylindrycznag strukture zwana mikro-
tubula (MT) (Ryc. 1A). Ilos¢ protofilamentow
w mikrotubuli moze sie wahac¢ od 9 do 16,
chociaz zazwyczaj wynosi 13, co daje ze-
wnetrzna Srednice ~25 nm, a wewnetrzna
~17 nm (WADE 2009, HAWKINS i wspoélaut.

2010, BREUSS i wspoétaut. 2017). MT jest
struktura biegunowa, gdyz wszystkie dimery
ulozone sa w tym samym kierunku. Koniec
MT, na ktérym znajduje sie B-tubulina, jest
nazywany koncem plus, szybko rosnacym,
natomiast biegun zakonczony a-tubuling
jest nazywany koncem minus, wolno rosna-
cym. To wtasnie sie¢ mikrotubul tworzy w
komoérce cytoszkielet mikrotubularny.

U czlowieka zidentyfikowano co naj-
mniej osiem izoform a-tubuliny i siedem
B-tubuliny (LUDUENA 2013). Izoformy te ko-
dowane sa przez rozne geny i charaktery-
zuja sie zroznicowana ekspresja tkankowa
oraz pojawiaja sie na réznych etapach roz-
woju organizmu (PARKER i wspoétaut. 2017).
Miedzy poszczegolnymi izoformami wystepuje
duza homologia strukturalna w obrebie do-
meny na koncu aminowym (N-koncu), jak
i Srodkowej. Domena na koncu karboksylo-
wym (C-konicu) jest najmniej konserwowana,
a jej nieustrukturyzowany koncowy frag-
ment, zlozony z 18-24 reszt aminokwaso-
wych jest miejscem licznych modyfikacji po-
translacyjnych, takich jak np.: detyrozyna-
cja, acetylacja, glutamylacja, glicylacja, fosfo-
rylacja (patrz WLOGA oraz KLISZCZ i KASPRZAK
w tym zeszycie KOSMOSU; WESTERMANN i
WEBER 2003, JANKE 2014, BREUSS i wspo6l-
aut. 2017). Fragment ten zaangazowany jest
w oddzialywania z wieloma innymi biatkami
(MAcCcIONI i wspotaut. 1988, CROSS i wspot-
aut. 1991, MELKI i wspotaut. 1991, JOURDA-
IN i wspoétaut. 1997, AL-BAssaMm 2002, WADE
2009) (opisano w dalszej czeSci artykutu).

Model struktury przestrzennej heterodi-
meru tubuliny zostal opracowany przy wy-
korzystaniu krystalografii elektronowej (Ryc.
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1 B) (NOGALES i wspotaut. 1998, DOWNING i
NOGALES 1998, LOwWE i wspoétaut. 2001). Oba
biatka wykazuja wysoki stopien homologii
struktury IlI-rzedowej, przy 40% homologii
struktury I-rzedowej. Domena N-koncowa
zbudowana jest z szeSciu réwnolegltych har-
monijek [ polaczonych helisami a. W do-
menie tej znajduje sie kieszen wiazaca GTP
w tzw. miejscu ,N” a-tubuliny (ang. non-
-exchangeable) oraz wiazaca GTP/GDP w
miejscu ,E” B-tubuliny (ang. exchangeable)
(DOWNING i NOGALES 1998). GTP zwiazany z
B-tubuling jest hydrolizowany do GDP, na-
tomiast nukleotyd zwiazany z a-tubuling nie
ulega hydrolizie. Srodkowy region tworza
cztery harmonijki B oraz trzy helisy a. W
tym rejonie czasteczki znajduje sie tez miej-
sce wiazania malych czasteczek regulacyj-
nych, np. taksolu. C-koncowa domene two-
rza dwie antyrownolegte helisy usytuowane
na zewnetrznej powierzchni mikrotubuli. Na
modelu krystalograficznym nie wida¢ ostat-
nich 10 reszt aminokwasowych a-tubuliny i
18 reszt B-tubuliny, ze wzgledu na wysoki
stopien nieustrukturyzowania tych sekwen-
cji.

Mikrotubule sg dynamicznymi struktura-
mi, ktére moga ulega¢ rozpadowi i odbudo-
wie (depolimeryzacji mikrotubul i polimery-
zacji tubuliny). Ta wlasciwosé tubuliny, na-
zywana dynamiczng niestabilnoscia, jest klu-
czowa dla wielu pelnionych przez nig funkcji
(WADE 2009). Stabilnos¢ mikrotubul jest re-
gulowana przez liczna grupe bialek zwigza-
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
biatka pelniace inne funkcje, takie jak: mo-
tory molekularne (kinezyny, dyneiny), bial-
ka sledzace koniec plus mikrotubuli (np.:
CLIP-170, CLIP-115, EB1, EB2) oraz bialka
zwiazane z centrosomami. Z punktu widze-
nia niniejszego artykulu najistotniejsze sa
klasyczne MAP, do ktérych zaliczamy MAP2
oraz MAPT, czyli bialko Tau (ang. tubulin
associated unit). Oba biatka syntetyzowa-
ne sa w neuronach, ale réznia sie lokali-
zacja wewnatrzkomorkows, MAP2 dominu-
je w dendrytach i ciele komérki nerwowej,
za§ Tau w aksonie (RAMKUMAR i wspétaut.
2017). Bialka te oddziatuja z tubulina za-
zwyczaj w obrebie ujemnie natadowanych
C-koncowych domen a- i B-tubuliny, zlo-
kalizowanych, tak jak juz wspomniano, na
powierzchni mikrotubul. Oddzialywanie to
jest regulowane przez modyfikacje potransla-
cyjne MAP, glownie przez fosforylacje reszt
seryny/treoniny (CASSIMERIS i SPITTLE 2001).
Zwiekszenie poziomu ufosforylowania MAP

A Heterodimer
Tubulina o @® Tubulina

-  Mikrotubula +

= Tubulina o

+ Tubulina B

Ryc. 1. Budowa tubuliny i mikrotubul.

(A) Schemat przedstawiajacy heterodimer tubuliny oraz
mikrotubule. Na rycinie zaznaczono koniec szybko ro-
snacy (+) i wolno rosnacy (-) MT. (B) Model struktury
przestrzennej heterodimeru a- i B-tubuliny, otrzymany w
kompleksie z taksolem. Na rycinie zaznaczono miejsca
wigzania nukleotydéw (GTP i GDP) oraz taksolu. Nie-
ustrukturyzowane C-koncowe fragmenty, nie sa widocz-
ne w strukturze krystalograficznej (wg PDB 10.2210/
pdb1TUB/pdb, NOGALES i wspoétaut. 1998, zmodyfikowa-
na).

zmniejsza ich powinowactwo do tubuliny, co
z kolei obniza stabilnos¢ mikrotubul i wptly-
wa na dynamike tych struktur (DRECHSEL i
wspoélaut. 1992, BIERNAT i wspoélaut. 1993,
BRAMBLETT i wspétaut. 1993). Najlepiej po-
znang kinaza fosforylujaca zarowno MAP2,
jak i Tau jest kinaza 3 syntazy glikogenu,
GSK-3. Biatka te moga by¢ rowniez fosfo-
rylowane przez wiele innych kinaz np.: ki-
naze bialtkowa A (PKA), kinaze biatkowa C
(PKC), kinaze bialkowa zaleznag od Ca?' i
kalmoduliny (CaMKII). W warunkach fizjolo-
gicznych modulacja poziomu ufosforylowania
MAP stanowi precyzyjny mechanizm regulu-
jacy dynamike cytoszkieletu MT. Natomiast
w warunkach patologicznych np. w choro-
bie Alzheimera (AD - Alzheimer’s disease),
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dochodzi do hiperfosforylacji biatka Tau, co
prowadzi do jego agregacji i w konsekwen-
cji utraty wspomnianej stabilizujacej funkcji
(SIMIC i wspotaut. 2016). Co ciekawe, pod-
wyzszony poziom ufosforylowania Tau obser-
wowany jest takze w chorobach prionowych
(SIKORSKA i wspoétaut. 2009). Hiperfosforyla-
cja Tau, jak i MAP2 opisywana jest rowniez
dla modeli doswiadczalnych tych chorob
(PEREZ i wspoétaut. 2003, BAUTISTA i wspol-
aut. 2006).

Poza biatkami stabilizujacymi strukture
MT, znanych jest szereg biatek ja destabili-
zujacych, takich jak katanina, spastyna czy
fidzetyna, oraz uniemozliwiajacych formowa-
nie mikrotubul poprzez sekwestracje hete-
rodimeréw tubuliny, jak statmina (JOURDAIN
i wspolaut. 1997, ZHANG i wspoétaut. 2007).
Co ciekawe, od niedawna, do puli biatek de-
stabilizujacych mikrotubule mozemy zaliczyé
réwniez biatko prionowe.

NLS TM

BIALKO PRIONOWE

Biatko prionowe (ang. prion protein, PrP)
jest glikoproteing u ssakéw wysoce zacho-
wang w toku ewolucji. Ponadto, homologi
biatka prionowego zidentyfikowano w organi-
zmach przedstawicieli wielu gromad kregow-
cow (PREMZL i wspoétaut. 2004, RIVERA-MILLA
i wspotaut. 2006). Biatko to ulega ekspresji
w wielu réznych tkankach i narzadach np.:
w mie$niach szkieletowych, mig$niu serco-
wym, nerkach, trzustce, plucach, ale w naj-
wyzszym stezeniu wystepuje w komérkach
osrodkowego i obwodowego ukladu nerwo-
wego (BENDHEIM i wspoélaut. 1992). PrP jest
polipeptydem skladajacym sie z 253 ami-
nokwaséw (u czlowieka) (Ryc. 2). Na kon-
cach aminowym i karboksylowym czastecz-
ki, biatko to posiada sekwencje sygnalowe
(reszty aminokwasowe 1-22 oraz 231-253).
Podczas procesu tzw. dojrzewania biatka se-
kwencje te ulegaja odcieciu. N-koncowy pep-
tyd sygnatowy odcinany jest podczas trans-
portu czasteczki PrP do wnetrza siateczki
endoplazmatycznej (ER), zas$ odciecie pep-
tydu C-koncowego zwiazane jest z dolacze-
niem grupy glikozylofosfatydyloinozytolowe;j
(GPI), za pomoca ktorej biatko kotwiczone

B
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Ryc. 2. Budowa PrP.

(A) Schemat przedstawiajacy czasteczke PrP czlowie-
ka. Na schemacie zaznaczono: (SP) — peptydy sygnato-
we, (OR) — osmio-aminokwasowe powtorzone sekwencje,
(TM) - domene transblonowa, (NLS) — sekwencje sygna-
lowe lokalizacji jadrowej, (S-S) — mostek dwusiarczkowy,
(GPI) — miejsce dotaczenia kotwicy glikozylofosfatydylo-
inozytolowej, (Asnl81 i Asnl79) — reszty asparaginy ule-
gajace glikozylacji oraz struktury drugorzedowe: helisy
a oraz struktury P. Strzalkami zaznaczono miejsca, w
ktorych dochodzi do proteolitycznego ciecia biatka pro-
wadzacego do powstania fragmentéw N1 i N2. (B) Mo-
del struktury przestrzennej czasteczki PrP czlowieka. Na
rycinie zaznaczono struktury a-helikalne: H1, H2 i H3
oraz struktury B. Linia przerywana zaznaczono N-konco-
wy nieustrukturyzowany fragment, niewidoczny w struk-
turze krystalograficznej (wg PDB 10.2210/pdb1QLX/
pdb, ZAHN i wspotaut. 2000, zmodyfikowana).

jest w blonie komérkowej (BASLER i wspol-
aut. 1986, STAHL i wspoétaut. 1987, TURK i
wspotaut. 1988). Dojrzale biatko prionowe
czlowieka zbudowane jest z 208 reszt ami-
nokwasowych i posiada mase czasteczkowa
okolo 23 kDa (AGguzzi i wspoélaut. 2008).
Bialko PrP ulega rowniez innym modyfika-
cjom potranslacyjnym, takim jak: N-glikozy-
lacja reszt asparaginy Asnl81 i/lub Asnl197,
utworzenie mostka dwusiarczkowego miedzy
resztami Cysl179 i Cys214 oraz proteoli-
tycznej obrébce czasteczki (PRUSINER 1998).
W moézgach zdrowych organizmow w wyni-
ku ograniczonej proteolizy w obrebie reszt
110-112 czasteczki PrP, powstaja fragmenty
oznaczane jako N1 oraz C1 (CHEN i wspol-
aut. 1995). Z kolei w moézgach organizmoéow
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Ryc. 3. Mikrofotografie przedstawiajace struktury
tubuliny powstajace pod wplywem PrP w warun-
kach sprzyjajacych tworzeniu mikrotubul (NIE-
ZNANSKI i wspoétaut. 2006), uzyskane za pomoca
transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j.

(A) Preparaty tubuliny inkubowanej w nieobecnosci i (B)
w obecnosci PrP (zdjecia niepublikowane).

cierpiacych na choroby prionowe dochodzi
do proteolitycznego ciecia w obrebie reszty
90, a powstajace fragmenty nazywane sa:
N2 oraz C2 (CHEN i wspélaut. 1995). Cza-
steczka PrP sklada sie z dwoéch glownych
regionow. Pierwszy jest nieustrukturyzowany
i obejmuje reszty 23~125 (RIEK i wspolaut.
1997). Region ten zawiera dwa ciagi zasado-
wych reszt (23-27 oraz 101-110). Sekwencje
te pokrywaja sie z regionami stanowiacymi
sygnal lokalizacji jadrowej PrP (ang. nucle-
ar localization signals, NLS; reszty 23-28 i
95-110) (GU i wspotaut. 2003). W regionie
N-koncowym zlokalizowane sa takze wie-
lokrotnie powtérzone sekwencje zlozone z
oSmiu reszt aminokwasowych, (ang. octare-
peats, OR; reszty: ~50-91), ktére w czastecz-
ce PrP stanowig glowne miejsce wiazania
jonoéw miedzi (HORNSHAW i wspotaut. 1995).
Drugi region czasteczki, to domena globu-
larna obejmujaca reszty 126-230. Domena
ta utworzona jest przez trzy a-helisy oraz
dwie krotkie struktury [, a stabilizowana
jest przez pojedynczy mostek dwusiarczkowy
(RIEK i wspoétaut. 1997). W czasteczce PrP

mozna wyrozni¢ takze region hydrofobowy,
ktory moze pelni¢ funkcje domeny transblo-
nowej (reszty 113-135) (LOPEzZ i wspotaut.
1990).

W tkankach zdrowych organizméw PrP
wystepuje glownie zewnatrzkomorkowo, w
formie zakotwiczonej na powierzchni blony
komoérkowej, w obrebie struktur zwanych
tratwami (ang. rafts) (TAYLOR i HOOPER 2006)
i jest oznaczane jako PrP°. Patologicznym
konformerem biatka prionowego, zwiazanym
z chorobami prionowymi jest PrP™F (od ang.
transmissible  spongiform  encephalopathy)
lub PrP* (od ang. scrapie; gabczastej ence-
falopatii wystepujacej u owiec). Uwaza sie,
ze konwersja PrP° do PrP™F jest kluczowym
procesem prowadzacym do rozwoju choréb
prionowych (PRUSINER 1998). W procesie tym
dochodzi do zwiekszenia zawartosci struktu-
ry B i zmniejszenia zawartosci struktury a
w czasteczce biatka prionowego, co prowadzi
do agregacji patogennego konformeru w
postaci uporzadkowanych struktur zwanych
amyloidami (PRUSINER 1998). Jednak mecha-
nizm konwersji, jak i czynnik neurotoksycz-
ny odpowiedzialny za rozwéj TSE nie zostaly
jak dotad scharakteryzowane. Poza zewna-
trzkomorkowym PrP¢, w zdrowych organi-
zmach opisano réwniez wewnatrzkomoérkowo
zlokalizowane biatko prionowe, tzw. cytopla-
zmatyczne PrP (cytoPrP). Wystepuje ono np.
w niektorych subpopulacjach neuronéw hi-
pokampa, wzgorza i kory nowej (MIRONOV i
wspoélaut. 2003). Tym niemniej cytoPrP uwa-
zane jest réwniez za forme patologiczna. Po-
nadto, znane sg blonowe formy biatka prio-
nowego: NmPrP oraz ““PrP (YOST i wspoéimat.
1990, HEGDE i wspoétaut. 1998, KM i wspol-
aut. 2001, KM i HEGDE 2002). Te patologicz-
ne formy usytuowane sa w blonie siateczki
endoplazmatycznej za pomoca domeny hy-
drofobowej z C-koncowym (forma “™PrP) lub
N-koncowym (forma ©™PrP) regionem ekspo-
nowanym na cytoplazme. Podczas gdy forma
NmprpP opisywana byla jak dotad jedynie in
vitro, forma “™PrP wystepuje réwniez in vivo,
a jej stezenie w mozgach organizméw cho-
rych na TSE wzrasta nawet do 30% caltkowi-
tego biatka prionowego. Do wzrostu stezenia
tej transbtonowej formy PrP prowadza muta-
cje w obrebie domeny hydrofobowej, zwiazane
z chorobami prionowymi np. wystepujaca w
GSS (choroba Gerstmanna-Strausslera-Sche-
inkera) mutacja ProlOSLeu czy Alall7Val
(HEGDE i wspotaut. 1998, KM i HEGDE
2002). Do wzrostu poziomu cytoplazmatycz-
nej formy PrP, niezwiazanej z blona ER, do-
chodzi w przypadku innych mutacji wykry-
wanych w GSS, Trpl45Stop i GInl60Stop.
Powstaje woéwczas skrocona forma PrP po-
zbawiona C-koncowej domeny (ZANUSSO i
wspotaut. 1999, HESKE i wspoétaut. 2004).
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W tych przypadkach obserwowana jest ob-
nizona translokacja PrP do ER i akumulacja
PrP w cytoplazmie lub w jadrze komorko-
wym (ZANUSSO i wspoélaut. 1999, MIESBAUER
i wspotaut. 2010). Inng przyczyna wzrostu
stezenia PrP we wnetrzu komorki moze byc
transport zwrotny z ER, jak zostalo to opi-
sane dla mutacji Aspl77Asn, powigazanej ze
Smiertelna rodzinnag bezsennoscia (ang. fatal
familial insomnia, FFI) oraz rodzinna posta-
cia choroby Creutzfeldta-Jakoba (ang. Creutz-
feldt-Jakob disease, CJD) (MA i LINDQUIST
2001). Zaburzenia w translokacji PrP moga
by¢ rowniez zwigzane ze stresem ER (ORSI i
wspotaut. 2006). PrP gromadzace sie w cy-
toplazmie ulega zazwyczaj szybkiej ubikwity-
nacji i proteasomalnej degradacji (YEDIDIA i
wspotaut. 2001). Stad zaburzenia aktywnosci
proteasomu moga prowadzi¢ do wzrostu ste-
zenia cytoplazmatycznej formy PrP. Takie zja-
wisko obserwujemy w chorobach prionowych,
gdzie patologiczna forma PrP*¢, hamujac bez-
posrednio aktywnos¢ proteasomu, w konse-
kwencji prowadzi do wzrostu stezenia cyto-
PrP (MA i LINDQUIST 2001, MANGE i wspoétaut.
2004). Nadprodukcja cytoplazmatycznej formy
PrP jest obserwowana nie tylko w rodzin-
nych postaciach choréb prionowych, ale tak-
ze w licznych doswiadczalnych modelach TSE
(CHAKRABARTI i wspoétaut. 2009, MIESBAUER i
wspotaut. 2010).

Szereg badan wskazuje, ze cytoPrP moze
by¢ bialkiem neurotoksycznym (MA i wspol-
aut. 2002, GRENIER i wspotaut. 2006, WANG i
wspotaut. 2009), chociaz molekularny mecha-
nizm toksycznosci tej formy biatka prionowe-
go nie zostal jak dotad w pelni poznany. Od-
dzialywanie cytoPrP z niektérymi cytoplazma-
tycznymi biatkami 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
bialek (BRAGASON i PALSDOTTIR 2005, RAM-
BOLD i wspotauat. 2006, CHAKRABARTI i HEG-
DE 2009). Co ciekawe, do bialek, ktore moga
oddzialywa¢ z nieprawidlowo zlokalizowanym
PrP, nalezy tubulina, a konsekwencja tego
oddzialywania jest hamowanie formowania
MT (NIEZNANSKI i wspoétaut. 2005). Sadzimy
wiec, ze nieprawidlowa lokalizacja PrP, umoz-
liwiajaca oddzialywanie cytoPrP z biatkami,
ktére nie sa jego fizjologicznymi partnerami,
moze leze¢ u podstawy neurotoksycznosci tej
formy biatka prionowego w TSE (MIESBAUER i
wspoétaut. 2010, NIEzZNANSKI 2010, ZAJKOWSKI
i wspotaut. 2015).

ODDZIALYWANIE PrP Z TUBULINA

Pierwsze badania wskazujace na oddzia-
tywanie biatka prionowego z tubuling zosta-

ly przeprowadzone przez BROWNA i wspotaut.
(1998). Z badan tych wynikalo, ze synte-
tyczny peptyd odpowiadajacy sekwencji 106-
126 biatka prionowego (PrP 106-126), wia-
ze sie z -a, jak i PB-tubulina z ekstraktow
mozgu. Peptyd ten hamowal proces formo-
wania mikrotubul, a wprowadzenie mutacji
Alal17Val, zwiazanej z GSS, prowadzilo do
jeszcze silniejszego hamowania polimeryzacji
tubuliny (BROWN 2000). Efekt ten obserwo-
wano jednak wyltacznie w obecnosci biatka
Tau, co moglo wskazywac, iz peptyd PrP
106-126 asocjuje z tubulina za posSrednic-
twem tego wlasnie bialka. W kolejnych ba-
daniach pokazano, ze pelnej dlugosci PrP
ulega koimmunoprecypitacji z tubuling (KE-
SHET i wspoétaut. 2000). Zauwazono réwniez
kolokalizacje N-koncowego fragmentu PrP z
mikrotubulami w hodowlach komoérek neu-
roblastomy N2a (linia wyprowadzona z ner-
wiaka zarodkowego myszy) transfekowanych
konstruktami GFP-PrP, jak i jego koimmu-
noprecypitacje z tubuling w lizatach z tych
komoérek (HACHIYA i wspélaut. 2004a). Au-
torzy zidentyfikowali reszty 1-91 czasteczki
PrP jako odpowiedzialne za te kolokalizacje.
Badania te pozwolily wowczas na wyciagnie-
cie wniosku, ze PrP i tubulina moga asocjo-
wacé ze soba za posrednictwem innych cza-
steczek. Ponadto pokazano, ze transport we-
wnatrzkomorkowy konstruktéw GFP-PrP jest
zalezny od mikrotubul i odbywa sie z udzia-
lem motoréw molekularnych z rodziny dy-
nein i kinezyn (HACHIYA i wspétaut. 2004Db)
oraz zwiazany jest z obecnoscia dwoéch se-
kwencji w czasteczce PrP: reszt 23-33 oraz
53-91. Podobne obserwacje potwierdzily tez
inne badania, przeprowadzone na komor-
kach N2a, z ktorych wynikalo, Ze roéwniez
transport PrP* do jadra komoérkowego za-
chodzi tylko wowczas, gdy komorki posiada-
ja nienaruszony cytoszkielet mikrotubularny
(MANGE i wspélaut. 2004). Dowodoéw na bez-
posrednie oddzialywanie biatka prionowego z
tubulina dostarczyly dopiero nasze badania
z wykorzystaniem metody kosedymentacji
oczyszczonych bialek oraz ich kowalencyjne-
go sprzegania z uzyciem EDC [1l-etylo-3-(3di-
metyloaminopropylo)karbodiimid], = czynnika
sieciujacego o tzw. zerowej dlugosci (NIE-
ZNANSKI i wspolaut. 2005). Badanie te wyka-
zaly, ze pelnej dlugosci PrP¢ z ekstraktow z
mozgu Swini oddzialuje z oczyszczona tubu-
lina. Produktu sieciowania nie obserwowano
dla PrP C1, czyli fragmentu pozbawionego
konca N. Ponadto, oczyszczone rekombino-
wane bialtko prionowe (rPrP) rowniez wia-
zalo sie do wyizolowanej tubuliny. Ciekawsa
obserwacja bylo to, ze PrP® z mozgu S$wini
wspoloczyszcza sie z tubulina, co moze sta-
nowi¢ kolejny dowod na silne oddziatywanie
tych biatek ze soba.
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Istotng konsekwencja bezposredniego od-
dzialywania biatka prionowego 2z tubuling
jest jego wplyw na polimeryzacje tubuliny
(NIEzZNANSKI i wspotaut. 2006). Z badan wy-
korzystujacych pomiar rozproszenia Swiatla
(ang. light scattering), metode standardowo
stosowang do monitorowania tempa poli-
meryzacji tubuliny oraz transmisyjna mi-
kroskopie elektronowa (ang. transmission
electron microscopy, TEM) wynika, ze PrP
hamuje polimeryzacje tubuliny prowadzac
do jej oligomeryzacji, a nastepnie agregacji.
Tak zagregowana tubulina nie jest zdolna
do formowania mikrotubul (Ryc. 3). Wyko-
rzystanie, w naszych badaniach, mutantow
delecyjnych PrP pozwolilo na zidentyfikowa-
nie dodatnio naladowanego fragmentu 23-
32, jako gléwnego miejsca oddzialywania z
tubuling (OSIECKA i wspoélaut. 2009). Z ko-
lei zastosowanie ograniczonej proteolizy a- i
B-tubuliny za pomoca trypsyny, chymotryp-
syny oraz subtylizyny pozwolilo na identy-
fikacje fragmentéw a-tubuliny odpowiada-
jacych resztom aminokwasowym 339-438
i B-tubuliny 281-433, jako potencjalnych
miejsc oddzialywania z PrP. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze peptyd PrP 23-32 wia-
ze sie z tubuling i wywoluje jej oligomery-
zacje, co prowadzi do hamowania tworzenia
mikrotubul. Zastosowanie peptydu PrP 1-30,
posiadajacego dodatkowo sekwencje sygnalo-
wa 1-22, ktéra umozliwia mu penetracje po-
przez blone komoérkowa (LUNDBERG i wspol-
aut. 2002), prowadzi do rozpadu cytoszkiele-
tu mikrotubularnego komoérek nabtonkowych
linii HEp-2 (OSIECKA i wspoétaut. 2009). Ob-
serwacja ta zostala poézniej potwierdzona na
komorkach Hela, transfekowanych plazmi-
dem kodujacym cytoPrP (PrP 23-231) (L i
wspotaut. 2011). Bardzo ciekawa obserwacja
jest to, ze zmiany indukowane przez peptyd
PrP 1-30 sa hamowane w komoérkach HEp-2
transfekowanych plazmidem kodujacym bial-
ko Tau (OSIECKA i wspotaut. 2011). Badania
na wyizolowanych biatkach potwierdzily, ze
zaréwno frakcja biatek MAP, jak i Tau ha-
muje indukowana przez PrP agregacje tubu-
liny. Z kolei fosforylacja bialtka Tau prowadzi
do utraty tej protekcyjnej zdolnosci (OSIECKA
i wspotaut. 2011). Ponadto, w badaniach na
komorkach neurosekrecyjnych PC12 (linia
wyprowadzona ze szczurzych komoérek guza
chromochlonnego rdzenia nadnerczy), peptyd
1-30 prowadzil do formowania nieprawidlo-
wych wrzecion podzialowych. W badaniach z
wykorzystaniem doswiadczen kosedymenta-
cyjnych oraz testu ruchliwosci (ang. motility
assay) okazalo sie, ze PrP ostabia przytacza-
nie kinezyny Ncd (ang. non-claret disjunctio-
nal) do mikrotubul i w ten spos6éb hamuje
zalezny od niej transport po mikrotubulach.
Ponadto, 2z doswiadczen kosedymentacyj-

nych wynikalo, ze PrP nie konkuruje z Tau
o miejsce wiazania na MT, a zatem obser-
wowane efekty mozna tlumaczy¢ zmianami
w strukturze mikrotubul spowodowanymi
bezposrednim oddzialywaniem PrP-tubuli-
na (NIEZNANSKA i wspoétaut. 2012). Poniewaz
Ncd jest motorem molekularnym odpowie-
dzialnym za prawidlowa organizacje wrze-
ciona podzialowego, mozna przypuszczac, ze
wyzej opisane formowanie nieprawidtowych
wrzecion moze by¢ zwiazane z zaburzeniem
funkcji kinezyn. W badaniach przeprowadzo-
nych na komoérkach PC12, poddanych dzia-
laniu czynnika wzrostu neuronow NGF (ang.
nerve growth factor), pod wplywem ktorego
komorki zmieniaja sie fenotypowo z neurose-
krecyjnych na komorki wysuwajace wypustki
podobne do neurytéw neuronow osrodkowe-
go ukladu nerwowego wykazano, ze peptyd
PrP 1-30 prowadzi do rozpadu cytoszkieletu
mikrotubularnego i zaniku tych cytoplazma-
tycznych wypustek. Co istotne, nasze bada-
nia przeprowadzone na hodowlach neuro-
now pierwotnych szczura pokazaly, ze pep-
tyd PrP 1-30 dodany do hodowli prowadzi
do rozpadu cytoszkieletu mikrotubularnego,
zaniku neurytow, a ostatecznie do Smierci
nekrotycznej komoérek nerwowych (ZAJKOW-
SKI i wspoétaut. 2015). Zaobserwowano réw-
niez zmniejszenie liczby kolcéw dendrytycz-
nych na neuronach traktowanych PrP 1-30.
Poniewaz kolce sg strukturami tworzacymi
postsynaptyczna czesS¢ synaps pobudzaja-
cych (Kasal i wspotaut. 2003), uwaza sie, ze
zmiany w gestosci, jak i morfologii kolcéw
zwiazane sa SciSle z plastycznoscia synap-
tyczna (KAsAl i wspotaut. 2010). Co cieka-
we, zmniejszenie gestosci kolcow dendrytycz-
nych obserwowano u zwierzat zakazonych
TSE (JOHNSTON i wspoélaut. 1997, BROWN i
wspotaut. 2001). Wiadomo, ze oprocz akty-
ny, istotng role w morfologii kolcow odgry-
wa tubulina (DENT 2017). Zatem, wplywajac
na transport mikrotubularny oraz stabilnosc¢
cytoszkieletu mikrotubularnego mozna sie
spodziewaé¢ zmian w stabilnosci i morfologii
kolcow, co w konsekwencji moze prowadzic¢
do zaburzen w prawidlowym funkcjonowaniu
synaps. Wykazano rowniez, ze zastosowa-
nie czynnika stabilizujacego MT, jakim jest
taksol, ktory wiaze sie z mikrotubulami i w
sposéb nieodwracalny stabilizuje ich struk-
ture (SCHIFF i wspoétaut. 1997), prowadzito
do ochrony komoérek nerwowych przed szko-
dliwym dzialaniem PrP 1-30 (ZAJKOWSKI i
wspotaut. 2015). Co ciekawe, podobny efekt
zaobserwowano stosujgc inhibitory kinazy
biatkowej GSK-3, ktora, jak juz wczesniej
wspomniano, odpowiada za fosforylacje bia-
tek MAP. Obnizenie poziomu ufosforylowania
Tau i MAP 2 przez zastosowanie LiCl, nie-
specyficznego inhibitora kinazy GSK-3 (FOR-
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Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy hipotetyczny mechanizm dzialania cytoPrP na cytoszkielet mikrotubu-
larny.

Wzrost poziomu ufosforylowania Tau, obserwowany w TSE, prowadzi do destabilizacji mikrotubul (ufosforylowane
Tau dysocjuje od MT). Tubulina pozbawiona stabilizujacego wplywu Tau moze ulega¢ oligomeryzacji/agregacji przez
cytoPrP, ktorego podwyzszone stezenie obserwowane jest w TSE. Koagregacja cytoPrP i tubuliny prowadzi do za-
hamowania tworzenia MT. Obnizenie poziomu ufosforylowania Tau, przez zastosowanie inhibitoréw kinazy GSK-3
prowadzi do stabilizacji MT i ochrony przed toksycznym dziataniem cytoPrP (wg OSIECKA i wspétaut. 2011, zmody-

fikowana).

LENZA i wspotaut. 2014) oraz CHIR98014,
specyficznego inhibitora tej kinazy (RING i
wspoétaut. 2003), chronilo neurony przed
wyzej opisang cytotoksycznoscia wywola-
na przez PrP 1-30 (ZAJKOWSKI i wspotaut.
2015).

Przedstawione obserwacje wskazuja jed-
noznacznie, ze cytoPrP moze by¢ forma neu-
rotoksyczna biatka prionowego, a toksycz-
nos¢ jest zwigzana z jego bezposrednim od-
dzialywaniem 2z tubuling, prowadzacym do
rozpadu cytoszkieletu mikrotubularnego. Ob-
nizenie poziomu ufosforylowania klasycznych
MAP i stabilizowanie w ten sposéb MT,
chroni komoérki nerwowe przed destrukcyj-
nym dzialaniem cytoplazmatycznej formy PrP

i moze stanowi¢ potencjalny kierunek w te-
rapii niektérych choréb prionowych (Ryc. 4).

Streszczenie

Nieprawidlowo sfaldowane biatko prionowe (PrP™E)
uwazane jest za glowny czynnik prowadzacy do rozwo-
ju zakaznych choréb neurodegeneracyjnych, zwanych
pasazowalnymi encefalopatiami gabczastymi (TSE). Me-
chanizm konwersji fizjologicznej formy biatka prionowego
PrP¢ do patologicznej PrP™F, jak i forma neurotoksyczna
tego biatka, nie zostaly jak dotad w pelni scharaktery-
zowane. W warunkach fizjologicznych PrP¢ wystepuje
glownie zewnatrzkomoérkowo, gdzie przyczepione jest za
pomoca kotwicy GPI do powierzchni blony komoérkowe;j.
Znane sa jednak, réwniez zlokalizowane w cytoplazmie
formy PrP, zwane cytoPrP. Co ciekawe, stezenie cytoPrP
znaczaco wzrasta w TSE. Badania ostatnich lat dowo-
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dza, ze nieprawidlowo zlokalizowane w cytoplazmie PrP
moze by¢ czynnikiem neurotoksycznym, a mechanizm
neurotoksycznosci zwiazany jest prawdopodobnie z bez-
posrednim oddzialywaniem tej formy biatka prionowe-
go z tubulina. Oddzialywanie to prowadzi do agregacji
tubuliny, zahamowania formowania MT, rozpadu cy-
toszkieletu mikrotubularnego i w konsekwencji $mierci
komorki. Stabilizacja MT, np. przez obnizenie poziomu
ufosforylowania zwiazanych z mikrotubulami bialek MAP
chroni neurony przed toksycznoscia cytoplazmatycznej
formy PrP.
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INTERACTION OF PRION PROTEIN WITH MICROTUBULES

Summary

Misfolded prion protein (PrP™F) is known as a major agent leading to infectious neurodegenerative diseases,
known as transmissible spongiform encephalopathies (T'SE). The mechanism of conversion of the physiological form
of prion protein (PrP¢) into the pathological PrP™F as well as the identity of neurotoxic form of this protein is not
fully characterized. Under physiological conditions, PrP¢ 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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