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Praca oryginalna Original paper

Mechanizmy starzenia siê komórki oraz ca³ego or-
ganizmu s¹ procesami wysoce skomplikowanymi i jak
dot¹d nie do koñca poznanymi. Pewne jest, ¿e wraz
z wiekiem zwiêksza siê ryzyko zachorowania na wie-
le chorób, w tym zwi¹zanych z neurodegeneracj¹ i no-
wotworzeniem.

Bia³ko tau nale¿y do rodziny bia³ek zwi¹zanych
z mikrotubulami (microtubule-associated proteins,
MAPs) (16). Odgrywa ono istotn¹ rolê w regulacji tem-
pa polimeryzacji mikrotubul, przez co bierze udzia³
w utrzymywaniu kszta³tu komórek. Bia³ko tau ulega
ekspresji g³ównie w neuronach o�rodkowego uk³adu
nerwowego (13). W pewnych warunkach mo¿e ono
podlegaæ modyfikacjom, g³ównie przez fosforylacjê,
ale te¿ ubikwitynacjê, glikozylacjê i glikacjê (15). Nad-
miernie ufosforylowane izoformy bia³ka tau s¹ g³ów-
nymi sk³adnikami blaszek neurofibrylarnych, typo-
wych dla schorzeñ neurologicznych, zwanych tauopa-
tiami, do których nale¿¹: choroba Alzheimera, postê-
puj¹ce pora¿enie nadj¹drowe, zwyrodnienie korowo-
podstawne oraz stwardnienie boczne zanikowe (SLA)
wraz z odmian¹ SLA z wyspy Guam (14).

Na skutek alternatywnego sk³adania, na matrycy
pojedynczego genu powstaje 6 ró¿nych form mRNA
i w konsekwencji 6 izoform bia³ka tau ró¿ni¹cych siê
wielko�ci¹ oraz obecno�ci¹ lub brakiem trzech inser-
tów kodowanych przez eksony 2, 3 i 10 (1). Fragmen-
ty kodowane przez eksony 2 i 3 znajduj¹ siê w N-koñ-
cowej czê�ci bia³ka i odgrywaj¹ rolê w stabilizacji oraz
organizacji aksonów (2, 6). S¹ równie¿ zaanga¿owa-
ne w przeka�nictwo sygna³ów w komórce poprzez
oddzia³ywanie z rodzin¹ kinaz tyrozynowych src oraz
z fosfolipaz¹ C (7, 10). Ekson 10 koduje jedn¹ z czte-
rech wysoce homologicznych domen zlokalizowanych
w czê�ci C-koñcowej bia³ka tau. Domeny te wi¹¿¹
mikrotubule i s¹ odpowiedzialne za ich stabilizacjê
oraz tempo polimeryzacji (zwiêkszenie szybko�ci po-
limeryzacji i hamowanie depolimeryzacji) (4, 9). Brak
fragmentu kodowanego przez ekson 10, w efekcie cze-
go zamiast izoformy 4R powstaje izoforma 3R, po-
woduje zmniejszenie powinowactwa bia³ka tau do
mikrotubul i ma istotne znaczenie dla plastyczno�ci
komórek nerwowych w trakcie ich ró¿nicowania (11).

Celem obecnej pracy by³o ustalenie wariantów sk³a-
dania bia³ka tau w mózgu zdrowych myszy (szczepu
C57BL/6J) w zale¿no�ci od wieku. Przedstawione
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badania s¹ czê�ci¹ projektu, którego celem jest okre�-
lenie roli bia³ka tau w procesie neurodegeneracji.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na 24 myszach, samcach szcze-

pu C57BL/6J, podzielonych na cztery grupy wiekowe:
5-dniowe noworodki, 21-dniowe myszy m³ode (natychmiast
po oddzieleniu od matki i zmianie od¿ywiania na sta³e),
70- i 140-dniowe zwierzêta doros³e. W ka¿dej grupie by³o
po 6 myszy. Myszy pochodzi³y ze Zwierzêtarni Centrum
Medycyny Do�wiadczalnej i Klinicznej PAN. Natychmiast
po dekapitacji izolowano korê p³ata czo³owego mózgu, a z
niej ca³kowite RNA (NucleoSpin® RNA II, MN, Germany,
wed³ug instrukcji producenta).

W celu okre�lenia alternatywnych wariantów sk³adania
mRNA dla bia³ka tau, przeprowadzono reakcjê RT-PCR.
Jako wewnêtrzn¹ kontrolê oznaczano ekspresjê mRNA
rybosomalnego bia³ka S12 (housekeeping gene). Produkty
reakcji PCR rozdzielano w ¿elu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny. Poziom ekspresji poszczególnych izoform
bia³ka tau okre�lano pó³ilo�ciowo jako stosunek gêsto�ci
optycznej (OD) pr¹¿ka tau do gêsto�ci optycznej pr¹¿ka
S12. Warto�ci wyra¿aj¹ce ekspresjê izoform 0N (2-3-), 1N
(2+3�) i 2N (2+3+) sumowano, a nastêpnie obliczano pro-
centowy udzia³ poszczególnych izoform. Obecno�æ lub brak
fragmentu kodowanego przez ekson 10 stwierdzano na
podstawie wielko�ci produktu reakcji PCR (12).

Wyniki przedstawiono jako �rednie arytmetyczne
z uwzglêdnieniem odchylenia standardowego (SD). Ka¿de
oznaczenie wykonywano w dwóch powtórzeniach. Anali-
zê statystyczn¹ przeprowadzono testem istotno�ci t-Studenta
przy pomocy programu Statistica software (StatSoft 6.1).

Badania przeprowadzono za zgod¹ II Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Do�wiadczeñ na Zwierzêtach przy Aka-
demii Medycznej w Warszawie (nr 69/2002 i nr 36/2004).

Wyniki i omówienie
Stwierdzono, ¿e ca³kowita ekspresja bia³ka tau

w korze p³ata czo³owego 5-dniowych noworodków
mysich wynosi³a 7,53 i by³a prawie dwukrotnie wy¿-
sza ni¿ u zwierz¹t m³odych (21-dniowych) i doros³ych
(70-dniowych), gdzie wynosi³a odpowiednio 4,31
i 4,23. U myszy starszych (140-dniowych) ca³kowita
ekspresja bia³ka tau spada³a do warto�ci 3,37.

Badaj¹c alternatywne sk³adanie eksonów 2 i 3
mRNA bia³ka tau, stwierdzono najwy¿szy poziom
ekspresji izoformy 1N w korze mózgowej 5-dniowych
noworodków, który wynosi³ 5,0 ± 0,8 (66% ca³kowi-
tej ilo�ci bia³ka tau) (ryc. 1 i 2). Poziom ekspresji tej
izoformy spada³ gwa³townie u myszy 21-dniowych,
gdzie wynosi³ 1,55 ± 0,33, a wiêc by³ ponad 3-krotnie
ni¿szy ni¿ u 5-dniowych zwierz¹t. W starszych gru-
pach wiekowych obni¿a³ siê nieznacznie i u 70-dnio-
wych myszy wynosi³ 1,47 ± 0,16, a u 140-dniowych
1,04 ± 0,28 (ryc. 1).

Porównuj¹c poziom ekspresji poszczególnych izo-
form stwierdzono, ¿e w korze p³ata czo³owego zwie-
rz¹t m³odych (21-dniowych) ekspresja izoform 1N
i 2N by³a podobna (1,55 ± 0,33 i 1,52 ± 0,18), ale zna-

miennie wy¿sza ni¿ izoformy 0N (1,24 ± 0,11, p <
0,01). U zwierz¹t doros³ych (70-dniowych) poziom
ekspresji poszczególnych izoform by³ analogiczny jak
w grupie m³odych i wynosi³ 1,27 ± 0,12 (0N), 1,47 ±
0,16 (1N) i 1,49 ± 0,23 (2N). Ekspresja izoform 1N
i 2N w tej grupie wiekowej by³a znamiennie wy¿sza
ni¿ izoformy 0N (p < 0,01). W grupie zwierz¹t naj-
starszych (140-dniowych) poziom ekspresji poszcze-
gólnych izoform wynosi³: 1,08 ± 0,26 (0N), 1,04 ± 0,28
(1N) i 1,25 ± 0,34 (2N) � ró¿nice nie by³y istotne sta-
tystycznie (ryc. 1).

W korze p³ata czo³owego 5-dniowych noworodków
procentowy rozk³ad poszczególnych izoform, podob-
nie jak poziom ekspresji, ró¿ni³ siê wyra�nie od ob-
serwowanego w pozosta³ych grupach wiekowych
(ryc. 2). Wraz z wiekiem zmniejsza³ siê procentowy
udzia³ izoformy 1N (z 66 do 31%) na korzy�æ pozo-
sta³ych izoform, których ekspresja wzrasta³a w przy-
padku izoformy 0N z 11 do 32%, a w przypadku izo-
formy 2N z 22 do 37% (ryc. 2).
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Ryc. 1. Ekspresja izoform bia³ka tau w mózgu myszy w zale¿-
no�ci od wieku
Obja�nienia: Ekspresjê izoform 0N (2-3-), 1N (2+3�) i 2N (2+3+)
oznaczano w korze p³ata czo³owego metod¹ RT-PCR, jak poda-
no w rozdziale Materia³ i metody. Ka¿dy wynik jest �redni¹ ± SD
z oznaczeñ wykonanych na 6 myszach w dwóch powtórzeniach
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Ryc. 2. Procentowy rozk³ad izoform bia³ka tau w korze p³ata
czo³owego mózgu myszy w zale¿no�ci od wieku
Obja�nienie: Za 100% przyjêto ca³kowit¹ ekspresjê bia³ka tau
w poszczególnych grupach wiekowych



Medycyna Wet. 2006, 62 (2) 233

Ponadto, u badanych noworodków mysich nie wy-
kazano obecno�ci sekwencji kodowanej przez ekson
10, która by³a obecna we wszystkich pozosta³ych gru-
pach zwierz¹t (ryc. 3). Stwierdzono wiêc, ¿e u 5-dnio-
wych myszy, podobnie jak u 8-dniowych szczurów (8),
w wyniku zmiennego sk³adania eksonu 10 powstaje
izoforma 3R. U szczura ekspresja tej izoformy spada
gwa³townie po 8 dniach od urodzenia, zanikaj¹c ca³-
kowicie u osobnika doros³ego (8, 12). Izoforma 3R
nie wystêpuje tak¿e w mózgu m³odych (21-dniowych)
i doros³ych (70- i 140-dniowych) myszy, u których,
podobnie jak u szczura (12), obecna jest izoforma 4R
(ryc. 3). W przeciwieñstwie do myszy i szczura u cz³o-
wieka izoforma 3R pojawia siê w okresie ¿ycia p³odo-
wego, jest obecna po urodzeniu i u osób doros³ych nie
zanika, ale wystêpuje w ilo�ci równowa¿nej do izo-
formy 4R (5).

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, ¿e
w mózgu myszy szczepu C57BL/6J proces alternatyw-
nego sk³adania bia³ka tau zale¿y od wieku. Wraz
z wiekiem wyrównuje siê poziom ekspresji izoform
powstaj¹cych w wyniku zmiennego sk³adania ekso-
nów 2 i 3 koduj¹cych domeny bia³ka kluczowe dla
stabilizacji i organizacji aksonów. Ponadto, obecno�æ
sekwencji kodowanej przez ekson 10 w korze p³ata
czo³owego 21-dniowych myszy �wiadczy o zmniej-
szonej plastyczno�ci komórek nerwowych i zwiêkszo-
nej stabilno�ci cytoszkieletu u m³odych zwierz¹t.

Badania ekspresji bia³ka tau bêd¹ kontynuowane na
grupie myszy transgenicznych bêd¹cych modelem
stwardnienia bocznego zanikowego, choroby neuro-
degeneracyjnej o nieznanej etiologii i patogenezie.
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Ryc. 3. Identyfikacja wariantów sk³adania czê�ci C-koñco-
wej bia³ka tau w korze p³ata czo³owego mózgu myszy pod-
czas starzenia
Obja�nienia: Zmienne sk³adanie eksonu 10 badano w korze czo-
³owej metod¹ RT-PCR, jak podano w rozdziale Materia³ i meto-
dy. MW � marker wielko�ci; 1 � myszy 21-dniowe; 2 � myszy
70-dniowe; 3 � myszy 140-dniowe; 4 � myszy 5-dniowe


