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BIALKA Z RODZINY +TIP - ,AGENCI” SLEDZACY MIKROTUBULE W
ROZWOJU I PLASTYCZNOSCI NEURONOW

WPROWADZENIE

Mikrotubule, ktore sa jednym 2z trzech
elementow cytoszkieletu, sa polimerami zbu-
dowanymi z a- i B-tubuliny. Ich podstawo-
wa funkcja jest zapewnienie prawidlowego
transportu wewnatrzkomorkowego zaréwno
biatek, mRNA, jak i organelli. Mikrotubu-
le pelnia rowniez istotna role w utrzymaniu
ksztaltu komorek oraz generowaniu sit me-
chanicznych wewnatrz komorki (np. w trak-
cie rozdzialu chromosomoéw). Jednak, aby
mikrotubule mogly spelia¢ swoje funkcje
komérkowe, konieczna jest liczna grupa bia-
ek je wiazacych, odpowiedzialnych za ich
polimeryzacje, stabilizacje i dynamike, jak
rowniez transport ladunku wewnatrzkomor-
kowego. Specjalna grupe bialek wiazacych
mikrotubule (ang. microtubule associated
proteins, MAP) stanowia biatka wiazace tyl-
ko jeden koniec mikrotubuli (tzw. plus ko-
niec), odznaczajacy sie¢ naprzemiennymi cy-
klami wzrostu i depolimeryzacji (tzw. zjawi-
sko dynamicznej niestabilnosci omoéwione
szczegblowo ponizej). Dynamiczna niestabil-
nos$¢ mikrotubul stanowi podstawe ich szyb-
kiej odpowiedzi na sygnaly zewnatrzkomor-
kowe i jest regulowana miedzy innymi przez
wspomniane juz biatka sledzace plus koniec
mikrotubuli (ang. microtubule plus-end trac-
king proteins, +TIP) (AKHMANOVA i HOOGEN-
RAAD 2005, JAWORSKI i wspoétaut. 2008, BA-
JER 1 KASPRZAK 2009, GOUVEIA I AKHMANOVA
2010). Rola mikrotubul i klasycznych biatek
MAP w komorkach nerwowych, szczegolnie
w rozwoju i neuropatologii, byla przedmio-
tem badan od wielu lat (CONDE i CACERES
2009). Dobrym przykladem moze byc¢ biatko

Tau, ktérego nadmierna fosforylacja, pro-
wadzaca do utraty funkcji, jest obserwowa-
na w chorobach neurodegeneracyjnych, np.
w chorobie Alzheimera. Natomiast badania
nad +TIP majg krotsza historie i dopiero w
ostatnich 10 latach w sposob bardziej szcze-
gotowy zbadano ich udzial w rozwoju i pla-
stycznosci komoérek nerwowych (JAWORSKI i
wspoétaut. 2008, VAN DE WILLIGE i wspoétaut.
2016).

Neurony (komorki nerwowe) sa komorka-
mi pobudliwymi, przystosowanymi do prze-
twarzania i przekazywania informacji poprzez
polaczenia synaptyczne. Stanowia one podsta-
wowa jednostke funkcjonalng uktadu nerwo-
wego. W budowie komorki nerwowej wyréznia
sie trzy podstawowe czesci (przedzialy komor-
kowe): cialo komorki (perikarion), dendryty
i akson. Dendryty stanowia cze$¢ neuronu
wyspecjalizowana w odbieraniu informacji od
innych komoérek nerwowych, podczas gdy ak-
son stuzy jej przekazywaniu. Informacja prze-
plywajaca przez komorke nerwowa jest kodo-
wana w postaci impulséw elektrycznych, zas
pomiedzy neuronami — chemicznych (neuro-
transmitery). Przekaznictwo chemiczne odby-
wa sie poprzez synapsy, struktury znajdujace
sie na polgczeniu aksonu i dendrytu. W kla-
sycznym ujeciu, synapsy skladaja sie z cze-
Sci presynaptycznej, szczeliny synaptycznej i
czesci postsynaptycznej. CzeSC presynaptycz-
na jest wyspecjalizowana czescia aksonu, zas
postsynaptyczna dendrytu. Ta ostatnia czesto
jest zlokalizowana w zakonczeniach wypustek
formowanych przez dendryty, zwanych kolca-
mi dendrytycznymi. Nawet ten bardzo skro-
towy opis morfologii ,typowej” komoérki ner-
wowej pokazuje jej podstawowa ceche jaka
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jest bardzo silna polaryzacja, zaréwno mor-
fologiczna, jak i funkcjonalna. Rozwédj komo-
rek nerwowych jest procesem wieloetapowym.
Neurony powstaja na drodze réznicowania z
neuralnych komoérek macierzystych (FARKAS
i HUTTNER 2008). Nowopowstale neurony po-
czatkowo nie wykazuja polaryzacji i czesto
muszg przemiesci¢ sie na znaczne odleglosci,
do swojej lokalizacji docelowej w rozwijajacym
sie mozgu (migracja), zanim zostana zainicjo-
wane procesy formowania sie aksonu i den-
drytéow (URBANSKA i wspotaut. 2008, HATANA-
KA 1 wspétaut. 2016). Zaréwno za migracje,
jak i wytworzenie oraz utrzymanie polaryzacji
w duzej mierze odpowiedzialny jest cytosz-
kielet, w tym mikrotubule (WU i wspoélaut.
2014). Dodatkowo, w trakcie migracji oraz
w poézniejszych etapach ,zycia neuronu” po-
szczegblne jego przedzialy zachowuja sie w
sposOb dynamiczny (np. kolce dendrytyczne).
To wlasnie w trakcie tych dynamicznych zja-
wisk kluczowa role pelnig biatka +TIP (JA-
WORSKI i wspétaut. 2008).

W pierwszej czeSci niniejszego artykulu
czytelnik bedzie mial okazje zapoznac sie z
podstawowymi informacjami na temat dy-
namiki mikrotubul, jak i biatek +TIP. Nato-
miast jego druga czesS¢ jest w glownej mie-
rze poswiecona roli bialek +TIP w rozwoju i
plastycznosci neuronow.

MIKROTUBULE BUDOWA I DYNAMIKA

Jak wspomniano powyzej podstawowym
budulcem mikrotubul sg dimery a i B tubu-
liny, ktore laczac sie wedlug schematu glo-
wa-ogon buduja strukture wyzszego rzedu
zwana protofilamentem (Ryc. 1). Z kolei pro-
tofilamenty (zwykle jest ich 13) tworza Sciany
mikrotubuli, ktora jest pustym cylindrem o
Srednicy okolo 25 nm. Spos6b polimeryzacji
protofilamentéw powoduje, iz powstate kornice
mikrotubuli nie sg réwnocenne. Na jednym,
yStarszym” koncu (zwanym koncem minus)
znajduje sie a-tubulina, podczas gdy koniec
ynowszy” (tzw. koniec plus) zakonczony jest
B-tubuling. Klasyczny model zaktadal, iz in
vitro polimeryzacja zachodzi w gtéwnej mierze
na koncu plus, podczas gdy depolimeryzacja
odbywa sie szybciej na koncu minus mikro-
tubuli. Jednak w komorce, koniec minus jest
najczesciej zabezpieczony przez biatka znaj-
dujace sie w strukturach zwanych centrami
nukleacji lub centrosomami i w zwigzku z
tym jest bardzo stabilny. W takiej sytuacii,
zar6wno polimeryzacja, jak i depolimeryzacja
mikrotubuli odbywa sie na jej koncu plus.
A zatem, mikrotubula moze znajdowac sie w
jednym z trzech stanow: polimeryzacji, pauzy
lub depolimeryzacji. PrzejScia pomiedzy po-
szczegblnym stanami moga zachodzi¢ bardzo
szybko, przy czym szczegblnie spektakularna
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Ryc. 1. Dynamika mikrotubul w komorkach za-

chodzi gléwnie na koncu plus mikrotubuli.

Schemat przedstawia model dynamicznej niestabilnosci
mikrotubuli, zjawiska uwazanego obecnie za podstawe
dynamiki mikrotubul w komoérkach. W modelu tym za-
rowno polimeryzacja jak i depolimeryzacja zachodza na
konicu plus mikrotubuli i sa regulowane m.in. przez
biatka z rodziny +TIP.

jest blyskawiczna depolimeryzacja mikrotubul
zwana w literaturze katastrofa. O tym, w kto-
rym momencie cyklu znajduje sie mikrotubu-
la decyduje wiele czynnikéw, w tym rodzaj
zwiazanego z tubuling nukleotydu, modyfika-
cje potranslacyjne tubuliny oraz interakcje z
wybranymi biatkami MAP. Jednym z podsta-
wowych mechanizméw regulujacych polimery-
zacje mikrotubuli jest zachodzaca w jej trak-
cie hydroliza GTP zwigazanego z B-tubuling do
GDP. B-tubulina, wystepujaca w formie wol-
nych dimeréw z a-tubulina, aby ulec przyla-
czeniu do rosnacego konca mikrotubuli musi
by¢ zwiazana z GTP. Po przylaczeniu do plus
konnica mikrotubuli, z pewnym opodznieniem
dochodzi do hydrolizy GTP do GDP. W ten
spos6b im szybsza polimeryzacja, tym wiek-
sza pula B-tubuliny-GTP na plus koncu mi-
krotubuli. Ten fragment mikrotubuli zwany
jest czapeczka (ang. GTP-cap), a jego dhlu-
gos¢ decyduje o stabilnosci powstalej struk-
tury (wg zasady im dluzsza czapeczka, tym
stabilniejszy jest nowopowstaly koniec plus).
Jest to zwigzane z konformacja przestrzenna
powstajacego protofilamentu. Protofilamenty
zlozone na koncu z tubuliny-GTP sa ulozone
rownolegle, co nie wytwarza napie¢ w
strukturze cylindra. Natomiast protofilamenty
pozbawione [-tubuliny-GDP odginaja sie na
zewnatrz, co sprzyja szybkiej depolimeryzacji
(Ryc. 1). Powyzsze informacje prowadza do
wniosku, iz polimeryzujacy koniec mikrotu-
buli jest odmienny od pauzujacego i stanowi,
do pewnego stopnia, inne Srodowisko bioche-
miczne. Istotnie, liczne biatka charakteryzuja
sie zdolnoscia wigzania wylacznie mikrotubul
na ich dynamicznie zmieniajagcym sie koncu
plus. Bialka te, ze wzgledu na te wlasciwosc,
pomimo réznych funkcji komérkowych i bra-
ku homologii, zgrupowano w jedna rodzine -
bialek +TIP (AKHMANOVA i HOOGENRAAD 2005,
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JAWORSKI i wspétaut. 2008, BAJER i KASPRZAK
2009, GOUVEIA i AKHMANOVA 2010).

BIALKA RODZINY +TIP

Pierwsze biatko z rodziny +TIP, CLIP-170
(ang. CAP-Gly domain-containing linker pro-
tein 1) zostalo odkryte w 1999 r. (DIAMANTO-

POULOS i wspolaut. 1999, PEREZ i wspotaut.
1999). W chwili obecnej rodzina +TIP liczy
juz prawie 30 biatek i wciaz sie powieksza
(Tabela 1). Jak wspomniano, cecha koniecz-
na do uznania danego biatka za +TIP jest
zdolnos¢ wiazania dynamicznie zmieniaja-
cego sie plus konca mikrotubuli. Jednym
z najprostszych sposobow wykazania takiej

Tabela 1. Przyklady udzialu biatek +TIP w kolejnych etapach neurogenezy.

Etap rozwoju Biatko +TIP

Praca zrodlowa

Podzialy komoérkowe CDKSAP2 (cep215)

BOND i wspoétaut. 2005, BUCHMAN i wspotaut. 2010

LIS1 TsAl i wspotaut. 2005
TACC3 XIE i wspélaut. 2007, YANG i wspotaut. 2012
Amer?2 PFISTER i wspoétaut. 2012
APC EoM i wspotaut. 2014
FILIP1 NAGANO i wspoétaut. 2002
KIF11 FALNIKAR i wspotaut. 2011
Migracja
LIS1 HIROTSUNE i wspoétaut. 1998, TsaAl i wspotaut. 2005
MACF1 KA i wspotaut. 2014
NAV1-3 MARTINEZ-LOPEZ i wspotaut. 2005
TRIO PENG i wspotaut. 2010
SHI i wspotaut. 2004, KOESTER i wspotaut. 2007, PURRO i wspot-
APC aut. 2008
CLASP1/2 LEE i wspétaut. 2004, HUR i wspétaut. 2011, MARX i wspoétaut.
2013
CLIP-115, CLIP-170
NEUKIRCHEN i BRADKE 2011
ch-TOG/XMAP215
DDA3 VAN DER VAART i wspoétaut. 2012, LOWERY i wspoétaut. 2013
EB1 HSIEH i wspotaut. 2012
KIF11 JIMENEZ-MATEOS i wspotaut. 2005, GERALDO i wspotaut. 2008
aksonogeneza LIS1 MYERS i BaAs 2007, NADAR i wspotaut. 2008
MACF1 GRABHAM i wspétaut. 2007
NAV1 Ka i Kim 2016
STIM1 MULEY i wspoétaut. 2008
SLAIN1/2 SHIM i wspotaut. 2013
TACC3 VAN DER VAART i wspoltaut. 2012
TRIO NWAGBARA i wspotaut. 2014
DEGEER i wspotaut. 2013
Dendrytogeneza CLIP170 SWIECH i wspétaut. 2011
CLIP115 SWIECH i wspoétaut. 2011
CORTBP2 SHIH i wspoétaut. 2014
EB3 SWEET i wspoétaut. 2011
p1508tued KONONENKO i wspoétaut. 2017
KIF11 YooN i wspoétaut. 2005
LIS1 Liu i wspétaut. 2000

MACF1

KA i Kim 2016
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Ryc. 2. Mikrotubule i F-aktyna nie sa rownomiernie rozlozone w poszczegélnych przedziatach komorki
nerwowej. a) mikrofotografia komorki piramidowej hipokampa szczura. Schemat ukladu mikrotubul i F-
-aktyny w poszczeg6lnych przedzialach komoérkowych: b) dendrytach dystalnych, c) dendrytach proksy-
malnych, d) kolcu dendrytycznym, e) stozku wzrostu aksonu, f) aksonie oraz g) wzgorku aksonalnym.

aktywnosci jest przyzyciowe obrazowanie wy-
znakowanych fluorescencyjnie biatek w ko-
morce. Wyznakowane biatka, wiazac sie z
polimeryzujacymi koncami mikrotubul, stwa-
rzaja optyczne wrazenie przemieszczania sie
w komorce, a uzyskiwany sygnal przypomi-
na obraz przelatujacych komet. O ile zakwa-
lifikowanie do rodziny +TIP jest relatywnie
proste, o tyle wewnetrzna klasyfikacja tych
biatek dhugo nastreczala ktopotow, poniewaz
podstawa przynaleznosci do +TIP nie byly
cechy zwykle uzywane w klasyfikacji bia-
tek, takie jak podobienstwo sekwencji czy
rodzaj pelnionych funkcji. Obecnie bialtka
+TIP dzieli sie na podgrupy (i) ze wzgledu
na sposob w jaki wiaza koniec plus mikro-
tubuli oraz (ii) wystepowanie wyselekcjono-
wanych motywéw w ich sekwencji (VAN DE
WILLIGE i wspoétaut. 2016). Pierwsza grupe

stanowia biatka EB (ang. end binding pro-
teins). Sa to biatka bezposrednio wiazace
mikrotubule, ktéore z jednej strony moga re-
gulowac¢ ich dynamike samodzielnie, ale tez
stanowia istotny l!acznik pomiedzy mikro-
tubula i czescia +TIP. Druga grupa bialek
wiaze sie z mikrotubulami w sposéb zalez-
ny od biatek EB i ze wzgledu na specyficzne
motywy sekwencyjne moze by¢ dalej podzie-
lona na biatka zawierajace motyw Cap-Gly
(ang. cytoskeletal-associated protein glycine
rich, np. CLIP-170, pl150¢ud) lub SxIP [np.
MACF1 (ang. microtubule-actin cross-linking
factor 1), NAV 1-3 (ang. neuron navigators)|.
Ostatnig grupe stanowig biatka +TIP, kto-
rych nie da sie przyporzadkowac do zadnej
z pozostalych kategorii [np. XMAP215 (ang.
microtubule-associated protein 215 kDa)].
Poszczegolne biatka +TIP moga pelni¢ roz-
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norodne funkcje. Czesto jedno biatko spel-
nia liczne funkcje na koncu mikrotubuli.
Dobrym przyktadem takiego wielofunkcyjne-
go biatka +TIP jest wspomniane wczesniej
CLIP-170 (GALJART 2005, LANSBERGEN i AKH-
MANOVA 2000). Z jednej strony wykazano, iz
wiazac sie z dynamicznym koncem mikro-
tubuli zapobiega ono katastrofom poprzez
przesuniecie rownowagi na korzysc efek-
tywniejszego wzrostu. Inna wazna funkcja
CLIP-170 jest udzial w inicjacji transportu
tadunku komoérkowego wzdluz mikrotubul
w kierunku konca minus. W koncu, CLIP-
170 posredniczy w interakcji mikrotubul z
mikrofilamentami, co pozwala na przejSciowe
ustabilizowanie mikrotubuli pod btona ko-
morkowa.

ROLA BIALEK +TIP W ROZWOJU
KOMOREK NERWOWYCH

Dla lepszego zrozumienia szczegolnej
roli +TIP w rozwoju i plastycznosci komo-
rek nerwowych konieczne jest krotkie wpro-
wadzenie na temat organizacji mikrotubul
i mikrofilamentéw (elementow cytoszkieletu
zbudowanych ze spolimeryzowanej akty-
ny, F-aktyny) w formowanych przez neuro-
ny aksonach i dendrytach (Ryc. 2). W ak-
sonach mikrotubule ulozone sa podobnie
jak w komoérkach niespolaryzowanych, tzn.
koncem minus w kierunku ciala komorki,
za§ koncem plus w kierunku zakonczenia
aksonu (JAWORSKI i wspoétaut. 2008, VAN
DE WILLIGE i wspoétaut. 2016). Taki uktad
zapewnia bardzo uporzadkowany transport
tadunku od i do zakonczen synaptycznych.
Jesli chodzi natomiast o mikrofilamenty, ich
wzbogacenie wystepuje w tzw. wzgorku ak-
sonalnym (czes¢ aksonu bezposrednio przy
ciele komoérki) oraz w zakonczeniach pre-
synaptycznych. We wzgorku mikrofilamen-
ty najprawdopodobniej pelnia funkcje filtru
dla tadunku, ktéry nie powinien przeniknac
do aksonu (LETERRIER i DARGENT 2014). Na-
tomiast w zakonczeniach presynaptycznych
aktyna jest zaangazowana w rézne formy
procesu endocytozy, koniecznej dla spraw-
nej transmisji synaptycznej (WU i wspol-
aut. 2016). W przypadku rozwijajacego sie
aksonu, szczegolnie bogaty w F-aktyne jest
jego stozek wzrostu (LOWERY i VAN VACTOR
2009). Jest to struktura odpowiedzialna za
przyrost aksonu, jednoczesnie umozliwiaja-
ca szybka odpowiedZz na bodzce kierunku-
jace ze Srodowiska zewnetrznego. Dynamika
stozka wzrostu jest przede wszystkim wa-
runkowana przez szybkie zmiany stanu F-
-aktyny. Jednak, jego wzrost w pozadanym
kierunku jest zwiazany z dynamika plus-
-konca mikrotubuli, jego interakcji z F-ak-
tyna oraz silg wywierang przez mikrotubu-

le na blone komorkowa (CONDE i CACERES
2009, LOWERY i VAN VACTOR 2009).

W przeciwienstwie do aksonow, uklad mi-
krotubul w dendrytach nie jest jednolity. W
dendrytach blizszych cialu komorki mikro-
tubule sa ulozone bipolarnie, tzn. dowolnym
koncem w kierunku ciata komorki (JAWORSKI
i wspotaut. 2008, VAN DE WILLIGE i wspoétaut.
2016). Procent mikrotubul w danej orienta-
cji jest specyficzny gatunkowo, jak rowniez
zalezy od podtypu komorki nerwowej (VAN
DE WILLIGE i wspoétaut. 2016). Natomiast w
przypadku dendrytéow wyzszego rzedu, czy-
li rozgalezien oddalonych od ciala komor-
ki, uktad mikrotubul staje si¢ unipolarny i
analogiczny do tego w aksonach (JAWORSKI i
wspotaut. 2008, vAN DE WILLIGE i wspélaut.
2016). Przez wiele lat nie wykazywano obec-
nosci mikrotubul w kolcach dendrytycznych.
Te czesci dendrytu byly uwazane za struktu-
ry bogate w aktyne i pozbawione innych ele-
mentoéw cytoszkieletu. Powszechnie uwazano,
iz dynamika F-aktyny, blony komérkowej i
receptoréw na jej powierzchni sa w pelni wy-
starczajace dla zmian morfologicznych kolcéw
dendrytycznych, ktore sa korelatem stanu
funkcjonalnego znajdujacych sie w nich sy-
naps pobudzeniowych. Jednak nowe techniki
obrazowania przyzyciowego oraz lepsze po-
znanie mechanizmu dzialania bialek rodziny
+TIP pozwolily wykazaé, iz dynamiczne mi-
krotubule penetruja kolce dendrytyczne. To
wazne odkrycie zostanie omoéwione bardziej
szczegblowo ponizej.

Jak juz wspomniano, rozw6j neuronu
jest procesem wieloetapowym. Czes$¢ z tych
etapow jest podobna dla roznych rodzajow
komoérek (np. niesymetryczne podzialy ko-
morek macierzystych, migracja) i wiadomo,
iz dynamika mikrotubul jest dla nich istot-
na (Tabela 1). Biatka +TIP biorace udzial w
tych wlasnie etapach wymieniono w Tabe-
li 1. Sposrod etapéw rozwoju typowych dla
neuronéw, udzial rodziny biatek +TIP zostat
szczegolnie dobrze opisany w procesie akso-
nogenezy (JAWORSKI i wspotaut. 2008, SAYAS
i AVILA 2014, BEARCE i wspétaut. 2015), dla-
tego tez zagadnienie to zostanie omowione
dos¢ skrotowo. Duzo mniej natomiast wia-
domo na temat ich udzialu w formowaniu
drzewek dendrytycznych (dendrytogenezie) i
temu tematowi poSwiecono wiecej uwagi.

Proces formowania sie aksonu mozna po-
dzielic na 3 podstawowe etapy. Pierwszy to
formowanie neurytéw. Sa to wypustki ko-
morkowe, z ktorych nastepnie powstaje ak-
son i dendryty. W nastepnym dochodzi do
zlamania symetrii, czyli jedna z wypustek,
w sposob wciaz stabo opisany na poziomie
molekularnym, staje sie aksonem. Jest to
sygnal dla wszystkich pozostatych neurytow,
ze stang sie dendrytami. Nowopowstaly ak-
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son ros$nie intensywnie w kierunku struktur
docelowych, nawigujac przez sSrodowisko ze-
wnatrzkomorkowe, pelne chemicznych sygna-
tow kierunkujacych (tzw. chemoatraktantow
i chemorepelentéw), oddzialujacych na jego
stozek wzrostu. I wlasnie ten ostatni etap
jest szczegolnie uzalezniony od +TIP. W ak-
tywnych stozkach wzrostu dynamika mikro-
tubul jest bardzo duza, a kierunek polimery-
zacji i stabilizacja mikrotubul w jego wnetrzu
bezposrednio przeklada sie na kierunek jego
wzrostu. Chemoatraktanty zwiekszaja sta-
bilnos¢ mikrotubul promujac wzrost stozka
wzrostu w ich kierunku, podczas gdy chemo-
repelenty skutkuja depolimeryzacja mikrotu-
bul (BUCK i ZHENG 2002). Jednak rola +TIP
w stozku wzrostu nie sprowadza sie tylko i
wyltacznie do bezposredniej regulacji dyna-
miki konca plus. Rownie wazna ich funkcja
jest zapewnienie prawidlowej interakcji mi-
krotubul z F-aktyna znajdujaca sie w stoz-
kach wzrostu. Z jednej strony, pozwala to na
stabilizacje mikrotubul w odpowiednich miej-
scach pod blona stozka wzrostu, a z drugiej,
moze wplywa¢ na dynamike F-aktyny, dru-
giego elementu cytoszkieletu niezbednego do
prawidlowego wzrostu aksonu (LOWERY i VAN
VACTOR 2009). Szczegoétowa lista bialek +TIP
bioracych udzial w regulacji wzrostu aksonu
zostala zamieszczona w Tabeli 1.

Pomimo licznych podobienstw w rozwoju
aksonu i dendrytéw, biatka Sledzace mikro-
tubule byly studiowane mniej intensywnie w
dendrytogenezie. Pierwsze dowody na udzial
+TIP w regulacji tego etapu rozwoju w ko-
morkach ssakow zostaly przedstawione przez
nasz zespol badawczy. W prowadzonych eks-
perymentach wykazaliSmy, iz biatka CLIP-
170 i CLIP-115 reguluja wzrost drzewek den-
drytycznych u ssakéw (SWIECH i wspotaut.
2011). Wykorzystujac neurony szczurze ho-
dowane pozaustrojowo i technike interferencji
RNA, pozwalajaca na selektywne niszczenie
wybranych mRNA, zaobserwowaliSmy, iz ko-
morki pozbawione CLIP-170 lub CLIP-115 nie
sa w stanie utworzy¢ odpowiednio zlozonych
drzewek dendrytycznych (SWIECH i wspoélaut.
2011). Dalsze poszukiwania mechanizmu mo-
lekularnego wskazaly, iz zadaniem CLIP-170
w trakcie dendrytogenezy jest umozliwianie
interakcji plus koncéw mikrotubul z F-ak-
tyna za posrednictwem biatka IQGAP1 (ang.
IQ motif containing GTPase activating pro-
tein 1). Podobnie, badania KA i KM (2016)
wykazaly, iz inne biatko +TIP - MACF1 (ang.
microtubule-actin cross-linking factor 1), re-
gulujace prawidlowe interakcje mikrotubul i
F-aktyny oraz stabilno$¢ tych elementéw cy-
toszkieletu, kontroluje prawidlowa morfologie
drzewka dendrytycznego. Natomiast uzyskane
przez nas wyniki sugerowaly, iz wspomaga-
nie interakcji mikrotubul i F-aktyny nie jest

jedyna funkcja CLIP-170 w dendrytogene-
zie. Rownie istotna wydawata sie byc¢ zdol-
nos¢ tego biatka do inicjacji transportu la-
dunkéw wewnatrzkomorkowych w kierunku
konca minus mikrotubuli poprzez interakcje
z innym biatkiem +TIP - pl150¢ued (dynakty-
na-1). pl150¢d jest podjednostka kompleksu
dynaktyny, odpowiedzialnego wraz z dyne-
ing za transport tadunku od konca plus do
konca minus mikrotubuli. Potwierdzeniem tej
hipotezy moze by¢ obserwacja, ze brak tego
biatka w rozwijajacym sie neuronie skutku-
je silnym zaburzeniem dendrytogenezy. Jest
to najprawdopodobniej zwigzane z niepra-
widlowa inicjacja transportu receptorow dla
mozgowopochodnego czynnika wzrostu (ang.
brain-derrived neurotrophic factor, BDNF)
(KONONENKO i wspotaut. 2017). W przypadku
neuronow muszki owocowej opisano réwniez
inne, dodatkowe funkcje +TIP. Dwa sposrod
nich - EB1 i APC, sa najprawdopodobniej
odpowiedzialne za wlasciwe ukierunkowanie
wzrostu polimeryzujacych mikrotubul w roz-
galezieniach dendrytycznych (WEINER i wspol-
aut. 2016). W zaproponowanym modelu, w
miejscu rozgalezienia dendrytéw, biatka +TIP
znajdujace sie na koncu polimeryzujacej mi-
krotubuli, po napotkaniu mikrotubuli stabil-
nej oddzialuja z poruszajaca sie wzdluz niej
kinezyna-2, co prowadzi do zmiany kierunku
polimeryzacji na rownolegly do stabilnych mi-
krotubul. Dotychczasowe doswiadczenia mato
skupialy sie na udowodnieniu, ze regulacja
dynamiki konca plus mikrotubul przez +TIP
jest kluczowa dla dendrytogenezy. Jednak
istnieja na to liczne dowody posrednie. Na
przyklad, farmakologiczne zamrozenie dyna-
miki koncow plus prowadzi do uproszczenia
drzewek dendrytycznych. Rowniez obnizenie
dostepnosci EB3, poprzez jego konkurencyij-
ne wigzanie do PSD95, ktorego efektem jest
zaburzenie dynamiki konca plus mikrotubuli,
prowadzi do podobnych zaburzen morfologii
neuron6éw (SWEET i wspoélaut. 2011). Co cie-
kawe, wzrost ilosci PSD95 zachodzi w trakcie
dojrzewania neuronéw, kiedy to intensywnos$c¢
rearanzacji drzewka dendrytycznego spada.
W koncu, obnizenie poziomu CORTBP2 (ang.
cortactin binding protein-2) w rozwijajacych
sie neuronach prowadzilo do zmniejszenia
puli stabilnych mikrotubul, co skutkowalo
uproszczeniem ich drzewek dendrytycznych
(SHIH i wspétaut. 2014).

ROLA BIALEK +TIP W PLASTYCZNOSCI
KOMOREK NERWOWYCH

Ze wzgledu na brak stabilnych mikro-
tubul w kolcach dendrytycznych, prawie do
konica pierwszej dekady XXI w. nie badano
ich bezposredniego zaangazowania w proce-
sy plastycznosci neuronalnej. Co najwyzej,
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uwzgledniano je jako struktury konieczne
dla transportu wewnatrzkomorkowego la-
dunkow istotnych dla tego procesu (np. re-
ceptoréow dla neurotransmiteréw). Jednak w
latach 2008-09 trzy grupy badawcze nieza-
leznie, wykorzystujac przyzyciowe obrazowa-
nie mikrotubul lub/i biatek +TIP (np. EB3)
doniosty, iz dynamiczne konce mikrotubul
penetruja kolce dendrytyczne i zjawisko to
jest istotne dla morfologii kolcow dendrytycz-
nych (Gu i wspoétaut. 2008, HU i wspoétaut.
2008, JAWORSKI i wspétaut. 2009). Poczynio-
ne obserwacje wskazywaly na to, iz penetra-
cja dynamicznie polimeryzujacej mikrotubuli
do wnetrza kolca dendrytycznego, indukowa-
ta wzrost jego objetosci. Z kolei, stymulacja
neuronalna, powodujaca obnizona penetracje
kolcow dendrytycznych przez mikrotubule,
prowadzita do zmniejszenia objetosci kol-
cow. Poniewaz morfologia kolca odzwiercie-
dla stan funkcjonalny znajdujacej sie w nim
czeSci synapsy (TADA i SHENG 2006, ALVAREZ
i SABATINI 2007), swiadczylo to, iz dynamika
mikrotubul moze wplywaé¢ na plastycznosé
synaptyczng. Istotnie, wspoélnie z zespotami
prof. Caspara Hoogenraada i prof. Harma
Krugersa z Holandii wykazaliSmy, iz dyna-
mika mikrotubul jest konieczna dla zjawiska
dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego
(JAWORSKI i wspotaut. 2009), ktore uwaza sie
za komorkowe podloze takich procesow jak
uczenie sie i powstawanie pamieci. W jaki
zatem sposob mikrotubule zmieniaja morfo-
logie kolcow, a poprzez te zmiane wplywaja
na plastycznosé? Pierwsze prace postulowa-
tly dwa mechanizmy, ktére nastepnie udo-
wodniono. Pierwsza z hipotez zakladala, iz
penetracja mikrotubuli pozwala na bardziej
celowane i efektywne dostarczenie odpowied-
nich bialek (np. receptorow blonowych) do
tych kolcow, ktére wymagaly zmiany funk-
cjonalnej (HU i wspoétaut. 2008). Z kolei na-
sze prace skoncentrowaly sie na oddzialywa-
niu pomiedzy +TIP i F-aktyna wypelniajacg
kolce dendrytyczne (JAWORSKI i wspotaut.
2009). Kombinacja metod mikroskopowych
i biochemicznych pozwolita nam wykazaé, iz
EB3, wiazac kolejne biatko +TIP - pl140Cap,
wplywa na aktywnos¢ kortaktyny, biatka
waznego dla regulacji dynamiki F-aktyny
w kolcach dendrytycznych. Badania innych
grup wskazaly kolejne biatka istotne dla re-
gulacji aktyny jako oddziatujace z +TIP, np.
drebryne (MERRIAM i wspoétaut. 2013). Dla-
czego iloS¢ i sposob polimeryzacji F-aktyny
ma znaczenie dla plastycznosci neuronalnej?
Wydaje sie, iz F-aktyna peilni rozne funkcje
w kolcach dendrytycznych (HOTULAINEN i HoO-
OGENRAAD 2010), m.in. stanowi w nich glow-
na Sciezke transportu ladunku, wytwarza
sity molekularne wazne dla procesu endocy-
tozy oraz wytwarza sily konieczne dla wzro-

stu objetosci kolca. To z kolei przeklada sie
na powierzchnie blony synaptycznej dostep-
na dla kanalow jonowych odpowiedzialnych
z depolaryzacje blony, jak rowniez urucho-
mienie odpowiednich szlakow przekaznictwa
sygnalu w komorkach. W duzym uprosz-
czeniu, im wieksza powierzchnia blony sy-
naptycznej, tym wiecej receptorow i tym sil-
niejsze pobudzenie czesSci postsynaptyczne;j
moze zostaé osiagniete przez wydzielong por-
cje neurotransmitera. EB3 i pl140CAP byty
pierwszymi, ale nie jedynymi bialtkami +TIP,
ktorych obecno$s¢ zaobserwowano w kol-
cach dendrytycznych. Podobne wyniki otrzy-
mano dla CORTBP2 (CHEN i HSUEH 2012).
CORTBP2 reguluje mobilnos¢ kortaktyny w
kolcach dendrytycznych, wplywajac w ten
sposob na dynamike F-aktyny w tych struk-
turach. Pozostalte biatka +TIP zaangazowane
w regulacje morfologii kolcow dendrytycz-
nych wymieniono w Tabeli 1.

POTENCJALNY UDZIAL BIALEK +TIP W
CHOROBACH UKLEADU NERWOWEGO

Wazna kwestig, nieporuszana w niniej-
szej pracy do tej pory, jest wplyw mutacji
w genach kodujacych +TIP na choroby ukla-
du nerwowego. Ich lista jest bardzo diuga.
Czes¢ z choréb powodowanych przez muta-
cje w genach kodujacych +TIP jest Smier-
telna [np. DCNTI (ang. dynactin subunit 1)
i STIM1 (ang. stromal interaction molecule
1) - stwardnienie zanikowe boczne]. Muta-
cje w innych prowadza do powaznych za-
burzen rozwojowych, np. lizencefalii (gtadko-
mozgowie, np. LIS-1; ang. lissencephaly 1).
Z kolei, mutacje w APC (gen kodujacy bia-
lo APC, ang. adenomatous polyposis coli) i
CTTNBP2 (gen kodujacy CORTBP2) moga
by¢ przyczyna autyzmu. Natomiast muta-
cje w Navl przyczyniaja sie do powstawania
niektérych guzéw moézgu (np. neuroblasto-
my). Jednak, w sSwietle dotychczasowych ba-
dan wcale nie jest oczywiste, czy to zabu-
rzona aktywnosc¢ tych bialek na koncu plus
mikrotubul jest odpowiedzialna za dysfunk-
cje komorek nerwowych. Dobry przyklad
ilustrujacy ten problem stanowia patogenne
mutacje w DCNT1 kodujacym pl50gued, W Ii-
teraturze opisano kilka mutacji w domenie
Cap-Gly pl150%ud istotnej dla wiazania przez
to biatko zaréwno bialek EB, jak i mikrotu-
bul. Pierwsza z nich, G59S, powoduje dzie-
dziczna neuropatie ruchowa (ang. hereditary
motor neuropathy 7B, HMN7B) i skutkuje
tworzeniem przez pl508d toksycznych dla
motoneuronéw agregatow biatkowych (LEVY i
wspotaut. 2006). Sugerowano takze, iz mu-
tacja ta wplywa w aksonach na efektywnosc¢
transportu zaleznego od dyneiny. Natomiast
nie wydaje sie, aby potencjalne zaburze-
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nia zwiazane z funkcja pl150gvd jako +TIP
byly istotne dla rozwoju choroby. Pozostate
mutacje w domenie Cap-Gly pl150&ud, choé
znajduja sie relatywnie w poblizu GS59, tzn.
G71(R/E/A), T72P i Q74P sa przyczyna bar-
dzo rzadkiej odmiany parkinsonizmu (ang.
Perry syndrome) (FARRER i wspotaut. 2009,
LipkA i wspoélaut. 2013). Co ciekawe, muta-
cje te prowadza do dysfunkcji neuronow w
substancji czarnej, ale nie obserwuje sie w
tym przypadku ani tworzenia sie agregatow
biatkowych ani powaznych zaburzen trans-
portu aksonalnego. Stwierdzono natomiast,
iz w zaleznosci od mutacji dochodzi albo do
zaburzen interakcji p150gd z EB na koncu
mikrotubul (G71R) lub z mikrotubulami oraz
wolna tubuling (Q74P). Najprawdopodobniej
skutkuje to, odpowiednio, problemami z ini-
cjacja transportu wstecznego w aksonie lub
zwiekszong czestotliwoscia katastrof konca
plus (MOUGHAMIAN i HOLZBAUR 2012, LAZARUS
i wspoétaut. 2013). pl508ud jest jednym z
najlepiej poznanych biatek w kontekscie me-
chanizméw choréb zwigzanych z mutacjami
w genach kodujacych biatka +TIP. W przy-
padku pozostalych, czesto dotychczas nie
powiazano specyficznie ich funkcji na plus
koncu mikrotubuli z patogeneza (np. TTBK2
i ataksja mozdzkowordzeniowa typu 11) lub
zaklada sie, ze musza to by¢ wlasnie te
funkcje, poniewaz inne, poki co pozostaja
nieznane (np. CLIP-115 i Zespo6t Williamsa)
(JAWORSKI i wspotaut. 2008, VAN DE WILLIGE
i wspoétaut. 2016). Zdaniem autora niniej-
szej pracy przegladowej, te przyklady dobrze
ilustruja, jak niewiele naprawde wiadomo o
mechanizmach molekularnych lezacych u
podstaw wplywu mutacji w genach koduja-
cych +TIP na choroby uktadu nerwowego.

PODSUMOWANIE

Badania ostatniej dekady pozwolily lepiej
poznaé¢ wplyw aktywnosci dynamiki mikrotu-
bul, a co za tym idzie role +TIP w rozwoju i
plastycznosci komoérek nerwowych. Niniejszy
artykul pogladowy, wykorzystujac przyklady
wybranych +TIP, mial na celu pokazanie, w
jakie procesy na poziomie molekularnym sa
zaangazowane biatka tej rodziny. Mozna do
nich zaliczy¢ 3 podstawowe funkcje, jaki-
mi sa: bezposSrednia regulacja polimeryzacji
i stabilnosci plus koncow mikrotubul, kon-
trola interakcji mikrotubul z F-aktyna oraz
wplyw na inicjacje transportu mikrotubular-
nego. Dotychczasowe badania nie zawsze po-
zwalaja stwierdzi¢, czy w przypadku poszcze-
golnych biatek tylko jedna czy na przyktad
wiele ich aktywnosci jako +TIP jest koniecz-
nych dla prawidlowego rozwoju i plastyczno-
Sci komoérek nerwowych. Co wiecej, czeS¢ z
tych biatek ma tez funkcje nie zwigzane ze

swoja aktywnoscig na plus koncu mikrotu-
bul (np. pl1508ud APC). Warto pamietac, iz
natura doswiadczen bazujacych na usuwa-
niu genéw czy mRNA kodujacych poszcze-
golne biatka nie zawsze pozwala rozdzieli¢ te
funkcje. By¢ moze dynamicznie rozwijajace
sie technologie edytowania genow pozwola
na wprowadzanie bardziej subtelnych zmian
w poszczegolnych domenach wybranych bia-
tek, co przyblizy nas do lepszego zrozumie-
nia udzialu poszczegélnych funkcji +TIP w
rozwoju i funkcjonowaniu ukladu nerwowe-
go. To samo podejscie bedzie kluczowe dla
ustalania czy mutacje patogenne w genach
kodujacych +TIP prowadza do neuropatologii
rzeczywiScie poprzez zaburzenie aktywnosci
+TIP na plus koncu mikrotubul.

Streszczenie

Mikrotubule sg jednym z elementoéw cytoszkieletu a
ich rola jest zapewnienie prawidlowego transportu we-
wnatrzkomorkowego, utrzymanie ksztattu komorek oraz
generowanie sil mechanicznych. Aby mikrotubule mo-
gly pelié¢ swoje funkcje komérkowe konieczna jest licz-
na grupa biatek je wiazacych, odpowiedzialnych za ich
polimeryzacje, stabilizacje i dynamike. Naleza do nich
miedzy innymi biatka Sledzace koniec plus mikrotubul
(ang. microtubule plus-end tracking proteins, +TIP). W
ciagu ostatnich 10 lat poczyniono ogromne postepy w
rozumieniu zaréwno podstawowych aspektow dziatania
tych biatek na poziomie molekularnym, jak i ich udzialu
w rozwoju i plastycznosci komorek nerwowych. Celami
niniejszego artykulu sa: zapoznanie czytelnika z podsta-
wowymi informacjami na temat bialek +TIP oraz z rola
jaka pelnia one w neuronach w trakcie powstawania ak-
sonu, dendrytow i plastycznosci synaptyczne;.
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+TIP FAMILY PROTEINS — MICROTUBULE TRACKING “AGENTS” IN THE DEVELOPMENT AND PLASTICITY OF
NEURONS

Summary

The role of microtubules, one of the three components of cytoskeleton, is to ensure proper intracellular trans-
port, maintain cell shape and generate mechanical forces. In order to fulfill by microtubules their cellular functions,
a large number of binding proteins responsible for their polymerization, stabilization or dynamics are needed. These
include inter alia plus-end tracking proteins (+TIPs). Over the past 10 years, a great progress has been made in
terms of understanding both, the fundamental aspects of these molecules at molecular level and their contribution
to the development and plasticity of nerve cells. The purpose of this article is to provide the readers the basic infor-
mation about the +TIP proteins and the role they play in neurons in the formation of axon, dendrites and synaptic

plasticity.

Key words: microtubules, microtubule plus-end tracking proteins tracking, the nervous system, neuronal development, neuronal

plasticity.



