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Streszczenie: Rozwdj badan nad czynnos$cig OUN doprowadzit do identyfikacji potencjatu regeneracy-
jnego w obrebie tkanki nerwowej i jej zdolnosci do funkcjonalnego zastgpowania uszkodzonych struk-
tur mozgu w réznych stanach patofizjologicznych. Proces neurogenezy jest zjawiskiem zlozonym,
uzaleznionym od wspotdziatania wielu czynnikéw, ktorych wzajemne relacje ilosciowe i przestrzenna
organizacja w obrebie nisz neurogennych mézgu determinuje optymalne warunki dla jego przebiegu.
Aktywno$¢ sekrecyjna i integralno$¢ strukturalna mikrosrodowiska tkankowego, okreslaja charak-
ter, kierunek i wydajnos¢ zachodzacych przemian biochemicznych. Do czynnikow, ktore na drodze
humoralnej kontrolujg czynno$¢ tkanki nerwowej, zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i pa-
tologicznych naleza neurotroficzne czynniki wzrostu (NTs). Poprzez interakcje ze specyficznymi/
niespecyficznymi receptorami (TrkA, TrkB, TrkC, NGFRp75, RET) NTs wywieraja dziatanie neu-
roprotekcyjne/neuroregeneracyjne i warunkujg utrzymanie homeostazy tkankowej, kontrolujac m.in.
proces proliferacji, migracji i roznicowania macierzystych/progenitorowych komorek pochodzenia
nerwowego (NSC/NPC, ang. Neural Stem/Progenitor Cells). W niniejszej pracy omoéwiono zagad-
nienia zwigzane z transdukcja sygnalu w komorce nerwowej za posrednictwem receptorow Trk, NG-
FRp75 oraz RET stanowiaca precyzyjng o$ regulacyjna dla osrodkowego i obwodowego uktadu ner-
wowego. Doktadne poznanie roli interakcji NTs/receptory dla NTs, zwlaszcza w patogenezie schorzen
neurodegeneracyjnych moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii terapeutycznych.

Stowa kluczowe: neurotrofiny, receptory dla czynnikéw neurotroficznych, trandukcja sygnatu
wewnatrzkomorkowego, homeostaza

Summary: Recent progress in the studies concerning the central nervous system (CNS) functional bi-
ology led to identification of regenerative potential in different pathophysiological conditions. Neuro-
genesis appears to be a complex process involving interaction of many endogenous bioactive factors.
Their local biosynthesis and spatial distribution in neurogenic niches determine restrictive conditions
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to support this process in the brain. Especially, the secretory activity and structural integrity of nervous
tissue microenvironment are responsible for efficiency and character of the biochemical processes that
occur in this tissue. Proteins, which are involved in autocrine and paracrine regulation of nervous tis-
sue activity in physiological/pathological conditions are defined as a neurotrophic factors (NTs). Neu-
rotrophins possess strong neuroprotective properties and determine neuronal homeostasis inducing
neural stem/progenitor cells (NSC/NPC) proliferation, migration and differentiation via specific/non-
specific receptors interactions (TrkA, TrkB, TrkC, NGFRp75, RET). Therefore, the detailed aspects of
signal transduction triggered by Trk, NGFRp75 and RET receptors, as a very complex and precise axis
of CNS regulation, was extensively described in this study. Elucidation of signal transduction pattern
in nervous tissue through the mediation of the above-mentioned receptors in distinct neurodegererative
disorders in humans may facilitate preparation of background for novel therapeutic strategies.

Key words: neurotrophins, neurotrophic factor receptors, intracellular signal transduction, homeostasis

Wykaz stosowanych skrotow: AKT/PKB (ang. Protein Kinase B) — kinaza biatkowa B (serynowo-tre-
oninowa); ARMS (ang. Ankyrin Repeat-Rich Membrane-Spanning Protein) — przezblonowe biatko
zawierajagce powtorzenia ankirynowe; ARTN (ang. Artemin) — artemina; Bax (ang. Bcl-2 Associat-
ed X Protein) — biatko proapoptotyczne; Bel-2 (ang. B Cell Lymphoma) — biatko nalezace do rodziny
biatek antyapoptotycznych; BDNF (ang. Brain-Derived Neurotrophic Factor) — czynnik neurotro-
ficzny pochodzenia mézgowego; cAMP (ang. cyclic Adenosine 3,5 ’-Monophosphate) — cykliczny ad-
enozyno-3’,5’-monofosforan; CNDF (ang. Cholinergic Nerve Differentiation Factor) — czynnik stymu-
lujacy roéznicowanie neuronow cholinergicznych; CNTF (ang. Ciliary Neurotrophic Factor) — rzgskowy
czynnik neurotroficzny; CRD (ang. Cysteine Rich Domain) — motyw/domena bogata w cysteing; CREB
(ang. cAMP Response Element-Binding Protein) — czynnik transkrypcyjny aktywowany na drodze fos-
forylacji przez PKA, reguluje ekspresj¢ genow zaleznych od cAMP; CT-1 (ang. Cardiotrophin 1) — kar-
diotrofina —1; DD (ang. Death Domain) — domena $mierci; ECD (ang. Extracellular Domain) — domena
zewnatrzkomoérkowa; EGF (ang. Epidermal Growth Factor) — czynnik neurotroficzny naskérka; ERK
(ang. Extracellular Signal-Regulated Kinase) — kinaza regulowana zewnatrzkomorkowo; FGF (ang.
Fibroblast Growth Factor-2) czynnik wzrostu fibroblastow; FKHRLI1 (ang. Forkhead Transcription
Factor) — proapoptotyczny czynnik transkrypcyjny; FRS-2 (ang. Fibroblast Growth Factor Receptor
Substrate-2) — substrat receptora dla czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR), biatko adaptorowe; GAP
(ang. GTPase-Activating Protein) — bialko stymulujace aktywno$¢ GTP-azowa matych biatek G; GDNF
(ang. Glial Cell Line Derived Neurotrophic Factor) — neurotroficzny czynnik pochodzenia glejowego;
GDP (ang. Guanosine-5 -triphosphate) — guanozyno-5’-difosforan; GEF (ang. Guanine Nucleotide
Exchange Factor) — aktywator wymiany nukleotydow; GFLs (ang. GDNF' Family Ligands) — neuro-
troficzne czynniki pochodzenia glejowego; GFRa (ang. Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Recep-
tor) — receptor a dla czynnikéw pochodzenia glejowego; GPI (ang. Glycosyl-phosphatidylinositol) —
glikozylofosfatydyloinozytol; GTP (ang. Guanosine-5 -Triphosphate) — gnanozyno-5’-trifosforan; ICD
(ang. Intracellular Domain) — domena wewnatrzkomérkowa; IGF-1 (ang. Insulin-Like Growth Factor
1) — insulinopodobny czynnik wzrostu 1; IKK (ang. lkappaB Kinase) — kinaza 1«B; IP, (ang. Inosi-
tol-1,4,5-Triphosphate) — inozytolo-1,4,5-trifosforan (3-fosfoinozytol); IRAK (ang. Interleukin-1 Recep-
tor-Associated Kinase) — kinaza zwigzana z receptorem interleukiny-1; IkB (ang. Inhibitory Protein of
NFkB) — inhibitor czynnika jadrowego kB; JNK/SAPK (ang. c-Jun N-Terminal/Stress-Activated Protein
Kinase) — kinaza aktywowana stresem, kinaza domeny N-koncowej biatka Jun; LIF (ang. Leukemia
Inhibitory Factor) — biatlaczkowy czynnik hamujacy; MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase)
— kinaza biatkowa aktywowana mitogenem; MEK (ang. ERK Activator Kinase) — aktywator kinazy
ERK; MMP (ang. Metalloproteinase) — metaloproteinaza; mNT (ang. mature form of Neurotrophins) —
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forma dojrzata neurotrofin; NADE (ang. NT-Associated Cell Death Executor) — biatko adaptorowe dla
receptora NGFRp75 sprawujacy zalezng od neurotrofin funkcje wykonawcza apoptozy; NFkB (ang.
Nuclear Factor kB) — czynnik transkrypcyjny kB; NGF (ang. Nerve Growth Factor) — czynnik wzrostu
nerwow; NGFRp75/p75NR (ang. Low Affinity NGF Receptor, p75 Neurotrophin Rreceptor; neurotrophin
receptor) — receptor o niskim powinowactwie dla NGF, receptor dla neurotrofin; NLS (ang. Nucleus Lo-
calization Signal) — sygnat lokalizacji jadrowej; NPC (ang. Neural Progenitor Cell) — neuralna komoérka
progenitorowa; NRAGE (ang. Neurotrophin Receptor NGFRp75 Interacting MAGE (melanoma-associ-
ated antigen) homologue) — biatko adaptorowe dla receptora NGFRp75 przynalezace do rodziny biatek
MAGE (zwigzanych z czerniakiem); NRH2 (ang. Neurotrophin Receptor Homolog 2) — forma skrocona
receptora NGFRp75; NRIF (ang. Neurotrophin Receptor Interacting Factor) — czynnik interakcji re-
ceptora neurotrofiny NRTN (ang. Neurturin) — neurturyna; NSC (ang. Neural Stem Cell) — neuralna
komorka macierzysta; NT/NTs (ang. Neurotrophin/Neurotrophins) — neurotrofina/neurotrofiny; NT3
(ang. Neurotrophin 3) —neurotrofina 3; NT-Rs (ang. Neurotrophic Factor Receptors) —receptory dla neu-
rotrofin; OSM (ang. Oncostatin M) — onkostatyna M; OUN — osrodkowy uktad nerwowy; p38 MAPK
(ang. Mitogen-Activated p38 Protein Kinase) —kinaza biatkowa p38 aktywowana mitogenem; P75-CTF
(ang. p75 C-(Carboxy)Terminal Fragment) — C-koniec receptora NGFRp75; PI3K (ang. Phosphatidyl
Inositol 3 Kinase) — kinaza 3-fofatydyloinozytolu; PIP2 (ang. Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphate)
— 4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu; PKC (ang. Protein Kinase) — kinaza biatkowa C; PLCy (ang.
Phospholipase C) — fosfolipaza C; PSPN (ang. Persephin) — persefina; proNT (ang. precursor form of
Neurotrophins) — forma prekursorowa neurotrofiny; PTB (ang. Phosphotyrosine Binding Domain) — do-
mena wigzaca fosfotyrozyne; Rac (ang. Small Protein G From Family Rho) — mate biatko G z rodziny
Rho; Raf (ang. RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase) — biatkowa kinaza serynowo-tre-
oninowa; Ras (ang. Small Protein G from Ras Family) mate biatko G kodowane przez protoonkogen
ras; RET (ang. RET proto-ocogene) — protoonkogen, kodujacy receptor btonowy o aktywnosci kinazy
tyrozynowej; Rho (ang. Small Protein G from Family Rho) — mate biatko G o aktywnos$ci GTPazy;
RIP (ang. Receptor-Interacting Protein) — bialko oddziatujace z receptorem FAS; RTK (ang. Receptor
Tyrosine Kinase) — receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej; SC-1 (ang. Schwann Cell 1) — biatko
adaptorowe dla receptora NGFRp75 regulujace cykl komorkowy; SH2 (ang. Src Homology-2) — domena
homologii z biatkiem Src, rozpoznajaca fosfotyrozyne; SM (ang. Sphingomyelinase) — sfingomielinaza;
SOS (ang. Son of Sevenless) — aktywator wymiany nukleotydéow guaninowych; Sre (ang. Sarcoma) —
niereceptorowa kinaza tyrozynowa (onkogen); TGFp (ang. Transforming Growth Factor) — transformu-
jacy czynnik wzrostu typu beta; TMD (ang. Transmembrane Domain) — domena przezblonowa; TNF
(ang. Tumor Necrosis Factor) — czynnik martwicy guza, nekrozy nowotworéw; TNFR (ang. Tumor
Necrosis Factor Receptor) — receptor dla czynnika martwicy nowotwordw; TRAF (ang. TNF receptor
Associated Factor) — zalezny od TNF czynnik aktywujacy; Trk (ang. Tyrosine Kinase Receptor, Tropo-
myosin-Related Kinase) — receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej; VEGF (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor) — czynnik wzrostu $robtonka naczyniowego

NEUROTROFINY - NEUROTROFICZNE CZYNNIKI
WZROSTOWE DLA KOMOREK NERWOWYCH

Neurotrofiny (ang. Neurotrophins, NTs) to czynniki wzrostu nalezace do rodzi-
ny niskoczasteczkowych bialek warunkujgcych prawidtowe funkcjonowanie osrod-
kowego (OUN) iobwodowego ukladu nerwowego. Czynniki te charakteryzuja
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sie, jak nazwa sugeruje, aktywnos$cig neurotroficzng tzn. dziataniem stymulujagcym
i regulujacym neurogeneze, wpltywajacym na rozwoj neurondw poprzez wzrost no-
wych, jak i przezywanie neuronéw juz istniejagcych [113]. Podczas rozwoju uktadu
nerwowego w zyciu ptodowym neurotrofiny reguluja liczbe neuronéw majacych
dostep do danego obszaru. Ilo$¢ syntetyzowanych i uwalnianych neurotrofin jest
wystarczajaca tylko dla okreslonej liczby neurondw, dlatego tez, w procesie zapro-
gramowanej $mierci, cz¢$¢ komoérek nerwowych obumiera. Wskazuje sie, ze elimi-
nacja cze$ci neurondw wynika z ograniczonej ilosci substancji neurotroficznych,
umozliwiajacych im przezycie [111, 113]. W pozniejszym okresie rozwoju OUN
neurotrofiny odgrywaja role w regulacji wzrostu dendrytéw, moduluja uwalnianie
neuroprzekaznikow i ekspresje ich receptorow, pobudzajg regeneracje wypustek
nerwowych, biorg udziat w ksztattowaniu obwodow neuronalnych, regulujg pro-
liferacje, roznicowanie i plastyczno$¢ neuronalng [13, 46, 103]. Te rozpuszczalne
biatka, uwalniane do przestrzeni migdzykomorkowej przez neurony, identyfikowa-
ne sg takze jako sygnaly przyzywania komorek macierzystych do miejsca dege-
neracji [94], co stanowi o ich waznej roli w sterowaniu procesami naprawczymi
imoze czyni¢ je potencjalnie cennym i obiecujagcym narzedziem terapeutycznym
w chorobach neurodegeneracyjnych. Doniesienia i badania ostatnich lat wskazuja,
iz brak lub uposledzenie transportu i sekrecji neurotrofin, badz zaburzenia ekspresji
receptorow dla tych biatek bardzo silnie zwigzane jest z patogeneza chordb demen-
cyjnych [75, 111].

Neurotrofiny, mimo iz kodowane sg przez roézne geny, charakteryzuje duza
homologia w budowie czasteczki, a zarazem zréznicowane i wielokierunkowe
oddziatywanie, ktore zalezne jest w duzym stopniu od wielu roznych czynnikow.
Nalezg do nich m.in. wigzanie z konkretnym swoistym/nieswoistym receptorem
0 roznym stopniu powinowactwa, forma czasteczki neurotrofiny (posta¢ prekur-
sorowa/dojrzata), konformacja (homo-/heterodimer), obecnos¢ badz brak kore-
ceptorow modyfikujacych charakter i sit¢ oddzialywania na komorki docelowe
oraz roznorodno$¢ izoform tych biatek powstajacych na drodze alternatywnego
sktadania (splicingu). Wszystkie te elementy przesadzajg o ogromnym spektrum
dziatania i potencjale neurotrofin, a zarazem wptywaja na ztozonos¢ regulowa-
nych przez nie procesow i utrudniajg ich pelne zrozumienie.

Neurotrofiny sa biatkami wystepujacymi najczesciej w postaci niekowalencyj-
nie zwigzanych ze sobag homodimerow [46, 62, 85, 123], w pewnych sytuacjach
zdolne sg jednak do tworzenia rowniez struktur heterodimerycznych [46, 70, 84],
a zmiana konformacji moze by¢ jednym z mechanizméw warunkujacych ich ak-
tywnos$¢ [113]. Biatkowe produkty wszystkich genow kodujacych neurotrofiny
zawieraja peptyd sygnatowy determinujacy ich wydzielanie (pre-protein) oraz
biatko prekursorowe (pro-protein). Odcigcie hydrofobowego regionu czgstecz-
ki sygnatowej pre-proneurotrofiny na N-koncu, skutkuje powstaniem czasteczki
prekursorowej — proNT (ang. precursor form of Neurotrophin) [13]. Aktywnos$¢
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czynnikodw neurotroficznych moze by¢ w zwigzku z tym modulowana przez tzw.
obrobke potranslacyjna. Wszystkie neurotrofiny syntetyzowane sa przez roz-
ne typy komorek, jako glikozylowane bialka prekursorowe (pre-pro-protein),
dimeryzowane po translacji [96], o cigzarze 30-35 kDa. Przeksztalcane sg one
nastepnie pod wptywem enzymow wewnatrzkomorkowych (furyna) w retikulum
endoplazmatycznym i aparacie Golgiego, w formy dojrzate, C-terminalne, biolo-
gicznie aktywne bialka o masie czasteczkowej 12-15 kDa, stanowigce wlasciwe
homodimery [36, 64, 85, 97, 111]. Wykazano takze, ze prodomena neurotrofin od-
grywa kluczowg role w zapewnieniu wtasciwego sktadania i dimeryzacji powsta-
jacych biatek, podczas gdy domena warunkujgca powstanie formy dojrzatej de-
cyduje o zroznicowanej, biologicznej aktywnosci NTs [36]. Wyniki najnowszych
badan dowodza, ze prekursorowe substancje neurotroficzne, rozszczepiane sg po-
zakomoérkowo przez zewnatrzkomorkowe proteazy (plazmina) badz selektywne
metaloproteinazy (MMP7 i MMP3) [62, 111, 113]. O efekcie finalnego oddzia-
tywania, jego nasileniu i kierunku, decyduje takze rodzaj receptora wiazacego
dang NT, a takze forma NT reagujaca z czasteczka receptorowa. Okazuje si¢ bo-
wiem, ze w kwestii sygnalizacji ligand-receptor aktywno$¢ biologiczng posiadaja
zarowno formy prekursorowe, jak i dojrzate neurotrofiny. Nie bez znaczenia jest
rowniez ewentualne, dodatkowe polaczenie z odpowiednim koreceptorem, gdyz
taka dodatkowa interakcja modyfikuje nasilenie odpowiedzi komodrkowej. Bar-
dzo waznym aspektem odpowiedzi indukowanej przez NTs jest fakt, iz dziatanie
na komorki docelowe w zaleznosci od tego czy wigzany ligand to proNT (forma
prekursorowa NT) czy mNT (forma dojrzata NT) jest przeciwstawne [97, 118].
ProNTs maja z reguty wysokie powinowactwo do receptora NGFRp75 (ang. Low
Affinity Nerve Growth Factor Receptor) 1 indukuja za jego posrednictwem apop-
toze neurondéw, a mNTs charakteryzuja si¢ wyzszym powinowactwem do recep-
torow o aktywnosci kinazy tyrozynowej — Trk (ang. Tyrosine Receptor Kinase),
promujac tym samym przezywalno$¢ komoérek nerwowych [113].

Czynniki o aktywno$ci neurotroficznej klasyfikuje si¢ jako trzy gtowne rodzi-
ny: ,.klasyczne” neurotrofiny (NTs) [46, 68], neurotroficzne czynniki pochodze-
nia glejowego (ang. Glial Cell Line Derived Neurotrophic Factor Fmily Ligands
GFLs) [2] oraz neuropoetyczne cytokiny (neurokiny) [14] (ryc. 1). Cecha taczaca
te biatka jest ich powinowactwo do transmembranowych receptorow sprze¢zonych
z kinazg tyrozynowsg, badz z innymi kinazami. Neurotropowy charakter oddzia-
lywania wykazuja takze bialka/czynniki wzrostu przynalezace do innych rodzin,
w obrebie ktorych mozna wyr6znié: czynnik wzrostu fibroblastow (ang. Fibro-
blast Growth Factors, FGF), insulinopodobny czynnik neurotroficzny (ang. /nsu-
lin and Insulinlike Growth Factor, 1GF), czynnik neurotroficzny naskorka (ang.
Epidermal Growth Factor, EGF), transformujacy czynnik wzrostu typu beta (ang.
Transforming Growth Factor, TGF) oraz czynnik wzrostu $rédblonka naczynio-
wego (ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF).
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CZYNNIKI NEUROTROFICZINE

NTs GFLs NEUROKINY
— NGF —| GDNF — CNIF
— BDNF —  ARTN — LIF
— NT3 —  NRIN — CNDF
— NT4 — PSEN — OSM
— CT-1
— TNF

RYCINA 1. Ogdlna klasyfikacja czynnikéw neurotroficznych. Podziat czynnikoéw neurotroficznych
na trzy gtdéwne rodziny: NTs — neurotrofiny, GFLs — neurotroficzne czynniki pochodzenia glejowego
oraz neurokiny (cytokiny neuropoetyczne)

FIGURE 1. General classification of neurotrophic factors. Neurotrophic factors division on
three main families: NTs — neurotrophins, GFLs — GDNF family ligands, neurokins (neuropoietic
cytokines)

Biatka troficzne wywieraja zré6znicowany wptyw na rézne subpopulacje neu-
ronow, ktore poprzez komplementarne receptory ispecyficzny program tran-
skrypeyjny sa zdolne odpowiadaé na sygnaly indukowane przylaczeniem opisa-
nych ligandow. Oprocz sterowania procesami przezywania i apoptozy, wykazuja
takze zdolno$¢ do promowania migracji, réznicowania i dojrzewania neuronow,
a takze tworzenia nowych potaczen synaptycznych i regulacji procesu plastycz-
nosci synaptycznej. Kluczowa jednak ich funkcjg jest sterowanie procesami rege-
neracyjnymi komorek nerwowych po uszkodzeniu, w zwigzku z czym potencjat
ten moze zosta¢ wykorzystany w przysztosci do opracowania nowych strategii
terapeutycznych w przypadku choréb demencyjnych i neurodegeneracyjnych. Do
osiggniecia tego celu niezbedne jest jednak doktadne poznanie szlakéw przekazy-
wania sygnatu wewnatrzkomorkowego po aktywacji konkretnych receptoréw dla
czynnikow neurotroficznych. Przyblizenie aktualnego stanu wiedzy w tym obsza-
rze stato si¢ glownym przedmiotem niniejszej pracy.
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INTERAKCJA NEUROTROFIN Z BIALKAMI RECEPTOROWYMI
I TRANSDUKCJA SYGNALU WEWNATRZKOMORKOWEGO

CHARAKTERYSTYKA RECEPTOROW Trk (RTK)

RTK (ang. Receptor Tyrosine Kinase) charakteryzowane sg jako powierzchniowe
receptory wykazujace zdolno$¢ wigzania szerokiej grupy ligandow — polipeptydo-
wych czynnikéw wzrostu, cytokin, hormonow. Biatka te katalizuja reakcje majace
decydujacy i wielokierunkowy wplyw na regulacje roznorodnych proceséw fizjolo-
gicznych, takich jak proliferacja, ro6znicowanie, adhezja komérkowa, migracja, prze-
zycie, apoptoza. W ludzkim genomie zapisanych jest 58 RTK, zgrupowanych w 20
nadrodzin, w obrgbie ktorych sklasyfikowane zostaly dwa typy receptorow wykazu-
jacych powinowactwo do nerwowych czynnikow troficznych [16, 104]. Jedna ze zi-
dentyfikowanych grup transbtonowych glikoprotein, reprezentatywnych dla neurotro-
fin sg receptory wykazujace aktywnos¢ kinazy tyrozynowej (ang. Receptor Tyrosine
Kinase, Trk) 1 charakteryzujace si¢ tzw. specyficzno$cig substratowa czyli zdolnoscia
selektywnego wigzania komplementarnych ligandow. Pierwszy receptor tej kategorii
zostat odkryty w 1989 r. jako protoonkogen, w ktérym tropomiozyna byta przytacza-
na do domeny kinazy tyrozynowej TrkA (stad tez pierwotna nazwa tych receptorow to
receptory z kinazg zwigzang z tropomiozyng), a dalsze badania wykazaly, iz receptory
te wchodza w interakcje z czynnikami neurotroficznymi i posiadajg aktywnos¢ kinazy
tyrozynowej [6, 59, 71, 85]. Aktualnie znane sg trzy receptory Trk, mianowicie TrkA
wykazujacy powinowactwo do czasteczki NGF, TrkB — wigzacy sie preferencyjnie
z BDNF i NT4 oraz TrkC — komplementarny wzgledem NT3, chociaz neurotrofina
ta moze oddziatywac takze poprzez receptory TrkB i TrkA [6, 46, 84, 85, 102, 104].
Dostepnos¢ receptorow Trk uwarunkowana jest dziataniem wtornych przekaznikow
(cAMP, Ca*"), ktore to wymuszajg transport tych biatek do plazmalemmy po induko-
wanym ligandem pobudzeniu, natomiast w stabilnych warunkach sekwestrowane sg
w wewnatrzkomorkowych pecherzykach w neuronach OUN [46].

Receptory Trk charakteryzuja si¢ duza homologia w budowie czasteczki (ryc.
2A). Domena zewnatrzkomorkowa ECD (ang. Extracellular Domain) zbudowana
jest z motywu bogatego w leucyne (domena nr 2) oflankowanego przez dwa motywy
cysteinowe (domena nr 1 13, ang. Cysteine Clusters). Do struktur tych przylegaja
dwie domeny immunoglobulinopodobne typu C2 (domena 4 i 5, ang. /g-C2 doma-
ins,), a jedna z nich potozona w bezposrednim sgsiedztwie blony komdrkowej [46,
85] odpowiada za selektywne rozpoznawanie i wigzanie ligandu [46, 59, 81, 85, 102].
Dodatkowo wykazana zostata rola tych domen w stabilizacji monomerycznej formy
receptora Trk, poprzez ochrong przed jego spontaniczng dimeryzacja czy aktywacja
przy braku neurotrofin. W dalszej kolejnosci od aminowego konca biatka usytuowana
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RYCINA 2. Budowa trzech receptoréw dla czynnikow neurotroficznych: Trk (A), NGFRp75 (B),
RET (C). Szczegodly w tekscie. Na podstawie [2, 6, 17, 59, 89], zmodyfikowane

FIGURE 2. Structure of three neurotrophin receptors: Trk (A), NGFRp75 (B), RET (C). Details in the
text. According to [2, 6, 17, 59, 89], modified

jest domena transmebranowa (ang. Transmembrane Domain, TMD) lokujaca i stabi-
lizujgca receptor w blonie, a C-koniec receptora stanowi najbardziej konserwatyw-
na domena (85% podobienstwa) determinujaca jego katalityczne wlasciwosci, czyli
domena o aktywnosci kinazy tyrozynowej [4, 6, 65, 104]. Dzigki obecnosci tyrozyn
w domenie cytoplazmatycznej i zaleznego od ich fosforylacji tworzenia miejsc wig-
zania dla cytoplazmatycznych czynnikéw adaptorowych i enzyméw, mozliwa jest
wewnatrzkomodrkowa transdukcja sygnatu [84].

TRANSDUKCJA SYGNALU W KOMORCE
PO AKTYWACJI RECEPTORA Trk

Propagacja sygnatu w komorce jest procesem zlozonym, angazujacym wiele
bialek zaréwno btonowych jak i cytoplazmatycznych. Reakcja ta ma charakter ka-
skadowy a inicjowana jest pobudzeniem wlasciwego receptora, ktory po polaczeniu
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z komplementarnym ligandem, stanowi gtowne ogniwo w skomplikowanym proce-
sie przekazania informacji do jadra komorki. Od tej chwili wyspecjalizowane biatka
(kinazy) katalizuja kolejne etapy reakcji wykorzystujac mechanizm fosforylacji grup
aminokwasowych jako glowne narzedzie aktywacyjne. Zaktywowana czasteczka fos-
foryluje z kolei biatko znajdujace si¢ ponizej w szlaku sygnalizacyjnym, a kolejno po-
budzane biatka petnig funkcje¢ przekaznikow drugiego rzedu. Proces fosforylacji jest
odwracalny (swoiste fosfatazy odlaczaja grupe fosforanowa, defosforylacja) i stanowi
mobilny system kontroli przebiegu reakcji, z mozliwoscia jej zahamowania. Kinazy
biatkowe moga przenosi¢ grupe fosforanowa na tyrozyne (kinazy tyrozynowe), badz
fosforylowac seryngi treoning w docelowych biatkach (kinazy serynowo-treoninowe).

Zwigzanie receptorow wykazujacych aktywno$¢ kinazy tyrozynowej z wlasciwy-
mi neurotrofinami prowadzi do dimeryzacji tych biatek, fosforylacji reszt tyrozyno-
wych w domenie cytoplazmatycznej, rekrutacji réznych czasteczek adaptorowych/
enzymow 1 nastgpezej aktywacji rdznych szlakow sygnatowych. Mechanizm ten jest
wspolny dla wszystkich receptoréw Trk, natomiast réznica polega na tworzeniu uni-
katowych miejsc dokujacych dla konkretnych adaptorow i enzymow. Generuje to
zrdznicowang odpowiedz komorki nerwowej w zaleznosci od zwigzanej czasteczki
sygnatowej np. przezycie, roznicowanie, proliferacje, arboryzacje dendrytow, tworze-
nie potaczen synaptycznych, modulacj¢ plastycznosci synaptycznej, wzrost aksonow
1 orientacje przestrzenng aksondow [6]. W obrebie domeny cytoplazmatycznej kazde-
go z receptorow Trk wyrdzni¢ mozna dziesig¢ ewolucyjnie konserwatywnych reszt
tyrozynowych, z ktorych trzy (670, 674, 675) stanowig tzw. petle autoregulacyjng od-
powiadajaca za aktywnos¢ katalityczng kinazy tyrozynowej [6, 46, 92]. Fosforylacja
innych reszt tyrozynowych odpowiada za tworzenie specyficznych miejsc wigzania
dla cytoplazmatycznych biatek adaptorowych i enzymoéw wyposazonych w domeny
SH2 (domena homologii z biatkiem Src, ang. Src Homology-2) lub PTB (domena
wigzaca fosfotyrozyne, ang. Phosphotyrosine Binding Domain) [6, 46, 59, 84]. Biatka
wykazujace aktywno$¢ enzymatyczng i wyposazone w domene¢ SH2 to np. kinaza ty-
rozynowa Src, fosfolipaza C, biatka Ras-GAP, czy kinaza fosfatydyloinozytolu. Z ko-
lei do biatek adaptorowych o podobnej budowie strukturalnej zalicza si¢ np. Grb2 czy
Shc (rodzina bialek facznikowych), ktére pozbawione sg aktywno$ci enzymatycznej,
aich rola sprowadza si¢ do kompleksowania elementow sygnatowych w indukowa-
nej kaskadzie zdarzen. Do dwoch gtéwnych, majacych kluczowe znaczenie w tran-
sdukcji sygnatu, reszt tyrozynowych stanowigcych miejsca endogennej fosforylacji,
a nie odpowiadajacych za aktywacje kinazy tyrozynowej receptora, nalezg tyrozyna
4901 785 [46, 84, 92, 122]. Ufosforylowana tyrozyna 490 zapewnia miejsca dla przy-
Iaczenia biatek She i FRS2, ktore stanowig rodzaj uchwytu miedzy innymi dla biatek
Ras i kinazy P13, z kolei fofotyrozyna 785 zdolna jest rekrutowa¢ enzym PLCy [84].
Wsrod poznanych szlakow sygnatowych aktywowanych przez receptory Trk w od-
powiedzi na przylaczenie troficznych czynnikéw dla neurondéw wyrdzni¢ mozna:
Shc-Ras-MAPK, Rap-MAPK, PI3K-Akt oraz PLCy (fosfolipaza C gamma) — kinaza
biatkowa C (PKC) [6, 46, 47, 53, 84] (ryc. 3).
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RYCINA 3. Kompleksowy model transdukcji sygnalu w komoérce po zwiazaniu neurotrofin z re-
ceptorem z rodziny Trk (TrkA , TrkB, TrkC). Szczegoéty w tekscie. Na podstawie [6, 25, 31, 82, 84],
zmodyfikowane.

FIGURE 3. A comprehensive model of cell signal transduction after neurotrophins binding to Trk recep-
tors family (TrkA, TrkB, TrkC). Details in the text. According to [6, 25, 31, 82, 84], modified.

Szlak sygnalowy Ras - MAPK/ERK2

Aktywacja tzw. malych bialek G (biatka Ras i in.), wykazujacych zdolnos¢ wia-
zania guanozynotrifosforanu (ang. Guanosine-5’-Triphosphate, GTP) w odpowie-
dzi na stymulacj¢ ze strony neurotrofin, jest pierwszym etapem sygnatowania i re-
gulacji transkrypcyjnej promujac przezycie i réznicowanie komorek nerwowych.
Moduluje rowniez takie procesy wewnatrzkomorkowe jak organizacja struktury cy-
toszkieletu czy transport jadrowy [6, 69, 84, 85, 108]. Biatko Ras zakotwiczone jest
do wewngtrznej powierzchni btony cytoplazmatycznej komorki i tam funkcjonuje
jako molekularny przelacznik, oscylujac miedzy forma aktywng (Ras-GTP) tzw.
wlaczajaca a nieaktywna (Ras-GDP) — wytaczajaca system informacji [69, 108].
Kontrolg nad cyklicznymi przemianami GDP/GTP, pomi¢dzy forma aktywng biatka
a nieaktywna, sprawuja biatka regulatorowe m.in. aktywator wymiany nukleoty-
dow GEFs (ang. Guanine Nucleotide Exchange Factor) oraz biatko stymulujace ak-
tywnos¢ GTP-azowa matych biatek G (ang. GTPase-Activating Protein) [6, 12, 39].
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Aktywacja receptora Trk skutkuje interakcja domeny PTB pierwszego w ka-
skadzie biatka adaptorowego Shc z ufosforylowana tyrozyna 490 receptora [46,
53, 84, 92]. Zaktywowane biatko Shc staje si¢ nastgpnie miejscem przyczepu ko-
lejnego biatka adaptorowego Grb2, ktore zwigzane z aktywatorem wymiany nukle-
otydow tzw. czynnikiem SOS (GEF) przemieszcza si¢ do blony komorkowej, sty-
mulujgc tym samym proces wymiany GDP na GTP w biatku Ras i wlaczenie jego
aktywnosci [6, 45, 46, 84, 85, 92, 108]. Na tym etapie biatko Ras aktywuje jeden ze
specyficznych swoich efektorow — biatka cytoplazmatyczne z rodziny biatek Raf,
ktore jako kinazy serynowo-treoninowe odpowiedzialne sg za regulacje procesow
proliferacji, réznicowania i przezycia neuronu [38, 108]. Kinazy Raf-1 i B-Raf,
pobudzone za posrednictwem Ras, biorg nastepnie udziat w regulacji szlakow sy-
gnalizacyjnych kinazy biatkowej aktywowanej sygnatem zewnatrzkomorkowym
ERK/kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem MAPK (ang. Mitogen-Activated
Protein Kinase) [6, 47, 84, 120]. Kaskada kinaz MAP pozwala na fosforylacj¢ ko-
lejnych kinaz z tej rodziny [12] tzw. MEK1 i MEK2 (ang. ERK Activator Kinase),
ktore z kolei aktywuja kinazy ERK1 i ERK2 (ang. Extracellular Signal-Regulated
Kinase), a te przenosza sygnat do jadra komorkowego [60, 84, 108]. Szlak MAPK/
ERK reguluje takze zalezng od syntezy bialek plastyczno$¢ synaptyczng w przy-
padku oddzialywania z receptorem TrkB [120]. Taki kierunek stymulacji biatka
Ras promuje tylko kréotkotrwala (przejsciowa) aktywacje kinaz MAP [6, 39, 46].

Szlak sygnalowy Rap - MAPK

Neurotrofiny modulujg dwie rézne fazy aktywacji MAPK. Krotkotrwata ak-
tywacja (Shc-Grb2-SOS-Ras-B-Raf/Raf1-MAPK) opisana zostala powyzej, nato-
miast dlugotrwala aktywacja kinazy ERK uzalezniona jest od innych szlakow sy-
gnatowych angazujacych biatko adaptorowe Crkll/CrkL, specyficzny GEF — C3G,
mate biatko G Rapl oraz kinaze¢ serynowo-treoninowa B-Raf [6, 39, 46, 112]. Ak-
tywacja receptora TrkA przy zaangazowaniu NGF prowadzi do aktywacji C3G po-
przez przylaczenie do tworzacego si¢ kompleksu biatka adaptorowego CrkII/CrkL.
Nastepnie C3G aktywuje Rap1, w konsekwencji czego pobudzane jest biatko B-Raf
wyzwalajace efekt dtugotrwatej aktywacji MAPK. Ta $ciezka wewnagtrzkomorko-
wej transdukeji sygnatu wymaga internalizacji receptora Trk w formie endosomal-
nych pecherzykéw [6, 112] (ryc. 3).

Kwestig sporna pozostaje zagadnienie oddziatywania receptora TrkA poprzez
biatko CrkII/CrkL. Postuluje sig, iz neurotrofiny moga utrzymywac dtugotrwalg ak-
tywacje MAPK na drodze rekrutacji innego biatka adaptorowego jak FRS-2 (substrat
receptora dla czynnika wzrostu fibroblastow, ang. Fibroblast Growth Factor Receptor
Substrate-2), ktory konkuruje o miejsce wigzania z biatkiem adaptorowym Shc w po-
zycji ufosforylowanej tyrozyny 490 receptora, ale takze moze wchodzi¢ w interakcje
z domeng SH2 biatka CrklI [6, 46, 72, 84, 112]. Biatko FRS-2 pobudzone aktywacja
receptora Trk moze wykazywac¢ zdolnos¢ wigzania oprocz Crkll takze innych bia-



296 E. PIUS-SADOWSKA, B. MACHALINSKI

ek adaptorowych, mianowicie Grb2, cytoplazmatycznej kinazy tyrozynowej Src czy
biatkowej fosfatazy SH-PTP-2 [46, 72, 84]. Inng z mozliwych drog sterowania odpo-
wiedziag komorkowa poprzez biatko FRS-2, jest jego mozliwos¢ interakcji z kinazg
Sre, ktora aktywuje proces internalizacji receptora poprzez endozytoze [46].

Badania ostatnich lat wykazaty, iz przekazywanie sygnatu wzbudzanego neu-
rotrofinami za posrednictwem CrkL i C3G, moze odbywac si¢ z udzialem-prze-
zbltonowego biatka zawierajace w swojej budowie powtdrzenia ankirynowe (ang.
Ankyrin Repeat-Rich Membrane-Spanning Protein, ARMS), wykazujace zdolno$¢
do gwattownej i dlugotrwatej aktywacji po zwigzaniu z domeng transbtonowg re-
ceptora Trk [6, 7, 84]. Dodatkowo, interakcja pomi¢dzy ARMS, CrkL oraz C3G,
stymulowana dzialaniem NGF, moduluje aktywnos$¢ biatka Rapl prowadzac do
zmniejszenia stopnia jego aktywacji i dtugotrwatej aktywnosci MAPK [5, 6, 7,
84]. W transdukeji sygnatu wykorzystujacej biatko adaptorowe (linker) ARMS
uczestniczy tyrozyna 1096, a szlak ten jest alternatywnym w stosunku do $ciezki
wykorzystujacej tyrozyne 490 [6, 83].

Wszystkie wymienione szlaki sygnatowe zmierzajace do dlugotrwalej akty-
wacji kinaz MAP, maja na celu przekazanie sygnatu do jadra komorki, gdzie od-
dziatuja na rekrutacje roznych czynnikoéw transkrypcyjnych (Rsk, Mskl), a za ich
posrednictwem na inicjacje¢ transkrypcji konkretnych genéw, kontrole cyklu i po-
dzialow komorki. Kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym aktyw-
no$¢ genow, ktorych produkty oddziatuja na przezycie i roznicowanie neuronow
jest CREB (biatko regulujace ekspresje genow zaleznych od cAMP, ang. Cyclic
Adenosine Monophosphate Response Element-Binding Protein) [6, 20, 39, 46, 84].

Szlak sygnalowy Rho — JNK

Szlak z udziatem bialek Rho jest szczegolnie wazny w przypadku komoérek ner-
wowych, aczkolwiek wiele jest jeszcze niewiadomych w regulacji tego procesu.
Biatka Rho zaliczane sa do nadrodziny bialek Ras, czyli matych biatek G (GTPaz)
i podobnie jak one funkcjonujg jako molekularne przetaczniki, przechodzac z for-
my nieaktywnej w aktywna i odwrotnie [58]. Neurotrofiny majg zdolnos¢ aktywacji
kilku biatek z rodziny Rho, ktérych zadaniem jest gtownie organizacja cytoszkie-
letu (zmiana ksztaltu), regulowanie ruchliwosci (migracji) komorki ijej wzrostu
przez wydtuzanie tzw. stozkow wzrostu [84, 121], a takze egzo- i endocytozy, two-
rzenie potaczen migdzykomorkowych, czy kontrola cyklu komorkowego [58]. Do
bialek Rho aktywowanych przez neurotrofiny zaliczane sg gtownie Cdc42 i Rac,
ktorych rola sprowadza si¢ glownie do regulacji procesu wzrostu aksondw, orienta-
cji przestrzennej stozkOw wzrostu i migracji komorek [59, 84, 121]. Szlaki z wyko-
rzystaniem tych bialek obserwuje si¢ zwtaszcza w komorkach Schwanna. Na skutek
aktywacji receptora TrkC przez NT3 dochodzi w nich do ufosforylowania GEF [59,
84, 115] i nastepczej aktywacji kinazy JNK (N-koncowa kinaza c-Jun, ang. c-Jun
N-terminal Kinase) (ryc. 3). Ta §ciezka sygnatowa odpowiada w glownej mierze za
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migracje komoérek Schwanna [59, 116]. W efekcie stymulacji neurotrofinami akty-
wowane jest rowniez biatko RhoG. Po przytaczeniu GTP, reaguje ono z czynnikiem
Elmo, ktory z kolei wigze si¢ z GEF dla biatka Rac — Dock180 — i skutkuje aktywa-
cja Rac. Ten szlak sygnalowy jest niezbedny w stymulowaniu zaleznego od NGF
wzrostu neurytow w komorkach linii PC12 [84].

Szlak sygnalowy PI3K — Akt

Oddziatujac poprzez indukcje¢ szlaku sygnalowego z udziatem kinazy-3-fos-
fatydyloinozytolu PI3K-Akt (PKB, kinaza bialkowa B, ang. Protein Kinase B),
neurotrofiny odgrywaja kluczowa rolg w regulacji procesow zyciowych roznych
populacji komorek nerwowych (np. pierwotne neurony, komoérki neuroblastomy —
[6]) w trakcie ontogenezy. PI3K klasy I wykazuje zdolno$¢ do aktywacji szlakow
sygnatowych zaleznych i niezaleznych od Ras. Ma to szczegdlne znaczenie dla tych
populacji neuronow, w ktorych zalezna od Ras aktywacja PI3K jest jedyna droga
zachowania funkcji zyciowych [46, 84, 85].

Kaskada reakcyjna niezalezna od Ras inicjowana jest klasycznie poprzez akty-
wacje receptora Trk, co angazuje biatko She, ktére asocjuje nastepnie z ufosfory-
lowanym linkerem Grb2, wigzacym w dalszej kolejnosci biatko Gabl (ryc. 3). To
ostatnie biatko staje si¢ miejscem przylaczenia PI3K i jej aktywacji [6, 44, 46, 53,
84, 85, 120]. Etap ten jest niezbedny zaréwno dla samej aktywacji PI3K, jak i prze-
sytania za posrednictwem Akt informacji do jadra.

W efekcie wzajemnego oddziatywania wymienionych biatek, kinaza Akt moze
wywiera¢ wplyw na swoje efektory, a tym samym sterowac procesami przezycia
badZz apoptozy komorki poprzez fosforylacje adekwatnych czynnikow transkryp-
cyjnych, badz biatek zawiadujacych tymi procesami [20, 46, 84]. Jednym z efekto-
row kinazy Akt jest proapoptotyczne biatko Bad, nalezace do rodziny Bcl-2, kto-
rego aktywnos$¢ jest hamowana w rezultacie tego oddziatywania [6, 46, 85]. Akt
mediuje takze dzialanie NFxB (transkrypcyjny czynnik jadrowy kB, ang. Nuclear
Factor kB), ktory tworzy nieaktywny kompleks z czasteczkg inhibitorowa xB (IxB,
nhibitor czynnika jadrowego kB, ang. Inhibitory Protein of NFkB) i zatrzymywany
jest w cytoplazmie. Ufosforylowanie przez Akt IxB powoduje jego oddysocjowanie
i degradacje, odstoniecie sekwencji lokalizacji jadrowej (ang. Nuclear Localization
Signal, NLS) i transport NFkB do jadra komodrki. W jadrze czynnik ten zarzadza
transkrypcja adekwatnych genow (np. NF1, [6, 46, 85, 110]), np. odpowiedzial-
nych za przezycie neuronéw czuciowych [40, 84]. Podobne dzialanie Akt wyka-
zane zostato w przypadku czynnika transkrypcyjnego FKHRL1 (ang. Forkhead
Transcription Factor) mobilizowanego w odpowiedzi na przytaczong neurotrofine,
ktorego fosforylacja znosi jego proapoptotyczng aktywnos¢ transkrypeyjng i zaha-
mowuje transport z cytoplazmy do jadra komorki [6, 20, 46, 84, 85].

Dodatkowo, aktywacja PI3K determinuje procesy wzrostu aksonéw i rdéznico-
wania neuronow. 3-fosfoinozytol powstajacy jako produkt aktywnosci PI3K rekru-
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tuje bowiem do btony komoérkowej wiele biatek sygnalizacyjnych, w ktorych sktad
wchodzg glownie aktywatory wymiany nukleotydow guaninowych (GEFs) dla
Cdc42, Rac i Rho. Procesy te majg znaczenie dla organizacji cytoszkieletu poprzez
polaryzacje F-aktyny i thumacza zjawisko sterowania orientacjg przestrzenng stoz-
kéw wzrostu nerwow w zaleznosci od gradientu czynnikéw troficznych [84, 121].

Szlak sygnalowy PLCy

Fosforylacja tyrozyny 785 potozonej w obszarze C-koncowej domeny recepto-
ra Trk uczestniczy w procesie tworzenia miejsca wigzania PLCy (fosfolipaza C-y)
[85]. Przytaczenie fosfolipazy C-y rozpoczyna szlak, ktory obejmuje aktywacje
enzymow zaangazowanych w proces hydrolizy difosforanu fosfatydyloinozytolu
(PIP2), do dwoch produktow informacyjnych: 3-fosfoinozytolu (IP3) 1 diacyloglice-
rolu (DAG) [47, 84, 85, 120] (ryc. 3). IP3 podwyzsza poziom wapnia w cytoplazmie
(indukowany szlak przekazywaniu sygnatow zalezny od jonéw wapnia i kalmoduli-
ny), podczas gdy DAG uczestniczy w aktywacji kinazy bialkowej Cd (PKC9), ktora
z kolei stymuluje wzrost neurytow, a w przypadku TrkB takze i synaps [47, 76, 85,
108, 120]. Szlak angazujacy enzym PLCy nie jest szlakiem nadrzednym, poniewaz
mutacja w miejscu tyrozyny 785 nie inhibuje neurytogenezy, co moze $wiadczy¢, iz
istniejg inne mechanizmy kompensujace dysfunkcje regulacyjne [85].

CHARAKTERYSTYKA RECEPTORA NGFRp75

Poczatek badan nad receptorem NGFRp75 — pierwotnie okreslanym jako receptor
niskiego powinowactwa dla neurotroficznego czynnika wzrostu nerwow (ang. Low Af-
finity NGF Receptor) — przypada na rok 1986, kiedy to jego sekwencja zostata w petni
zidentyfikowana [24]. Odkrycie NGFRp75 pozwolito sklasyfikowa¢ go, jako biatko
reprezentatywne dla nowej rodziny tzw. receptoréw czynnika martwicy nowotworow
(ang. Tumor Necrosis Factor Receptor, TNFR), w obrebie ktorej mozna wyroznic ok.
25 receptordw, takich jak np. TNFR1, TNFR2, Fas, RANK, CD40 [85, 103]. Gen dla
NGFRp75 ztozony jest z 10 egzondw i 9 introndw, a wielkos¢ kodowanego produktu
biatkowego (75 kDa) znalazta odzwierciedlenie w nomenklaturze. Biatko receptoro-
we NGFRp75, analogicznie jak reszta bialek w tej rodzinie, jest domenowg gliko-
proteing transmembranowg (typu I), ztozong z domeny zewnatrzkomoérkowej (ECD),
przezblonowej (ang. Transmembrane Domain, TMD) 1 wewnatrzkomoérkowej (ang.
Intracellular Domain, ICD) [13, 26, 85, 103] (ryc. 2B).

Ujemnie natadowana domena ECD wyposazona jest w czterokrotnie powto-
rzony motyw bogaty w cysteine (ang. Cysteine Rich Ddomains, CRD1-CRD4),
a wydtuzona struktura receptora uwarunkowana jest obecnoscia w kazdym z tych
motywow trzech miedzytancuchowych mostkow dwusiarczkowych [85]. Motywy
CRD3 i CRD4 odpowiedzialne sg za wigzanie neurotrofin, a ewentualny ich brak
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znosi t¢ aktywnos$¢ [26, 42, 84, 85, 91, 103]. Cecha rdznicujaca receptor NGFRp75
od pozostatych receptorow TNFR, jest jego powinowactwo do rozpuszczalnych li-
gandow homodimerycznych (tworzonych gléwnie przez formy prekursorowe NTs),
natomiast nie do zwigzanych z btong komoérkowa — homotrimerycznych [11, 23].
Dzigki temu powstaje asymetryczny kompleks (monomer NGFRp75 plus dimer
neurotrofiny, stosunek stechiometryczny 1:2) zdolny do przytaczenia dodatkowe-
go receptora (koreceptora). Taki mechanizm aktywacji sprzyja kompetycji miedzy
receptorem NGFRp75 a Trk, gdzie Trk jako niezalezny dimer tworzy wysoko spe-
cyficzne miejsca wigzania neurotrofin a tym samym ogranicza aktywno$¢ receptora
NGFRp75 [6, 10, 34, 42, 43, 78, 85, 90, 123]. Odzwierciedleniem takiego wspotza-
wodnictwa moze by¢ np. dominacja receptora TrkA promujaca przezycie nad hamu-
jaca, proapoptotyczng aktywnoscig receptora NGFRp75, w sytuacji gdy komorka
wykazuje koekspresj¢ tych dwoch biatek receptorowych [85, 119]. Za sprawg takiej
stechiometrii reakcji NGFRp75 moze reagowac takze z innymi receptorami btono-
wymi jak np. LINGO, Nogo, czy sortylina [6, 10, 30, 77, 84, 114, 123], ujawniajac
ztozony charakter regulacyjny.

W obrebie domeny wewnatrzkomoérkowej (155 aminokwasow) na uwage zastu-
guja dwa regiony: przymembranowy — tzw. ,,chopper domain” (29 aminokwasow)
oraz domena $mierci (ang. Death Domain — 80 aminokwasow, DD), ktore niezbed-
ne sg do indukcji zaprogramowanej $mierci komorki [85, 103]. Waznym etapem jest
palmitoilacja reszty cysteiny w regionie ,,chopper domain”, czego konsekwencjg jest
utatwiona translokacja receptora NGFRp75 do dwuwarstwy membrany komorko-
wej w poblize rejonow bogatych w cholesterol i sfingolipidy i nastepcze wzbudzenie
procesu apoptozy [28, 33, 43, 85, 90, 103]. Domena ICD nie wykazuje aktywnoSci
katalitycznej, charakteryzuje si¢ natomiast zdolno$cig przylaczania cytoplazmatycz-
nych bialek adaptorowych, dzigki czemu mozliwa jest sygnalizacja komdrkowa [6,
26, 37, 43, 85, 97, 103]. Jedna z grup takich czynnikow sg zalezne od TNF czynniki
aktywujace TRAF (ang. TNFR Associated Factor), ktore wigzane sa przez sekwencje
zlokalizowane w czg$ci przymembranowej domeny ICD [6, 11, 43, 56, 57, 85, 103].

IZOFORMY NGFRp75 A REGULACJA
AKTYWNOSCI RECEPTORA NGFRp75

Jeszcze do niedawna panowato przekonanie, iz w przeciwienstwie do genow
dla Trk, ktére w procesie splicingu (alternatywnego sktadania) generuja zrézni-
cowane pod wzgledem funkcji izoformy (np. w zakresie zdolno$ci wigzania neu-
rotrofin czy z niewyksztalcong domeng kinazowa), w przypadku genu NGFRp75
mozliwe jest utworzenie tylko jednej postaci biatka — biatka petnej dtugosci. Nowe
doniesienia dotyczace biologii bialek neurotroficznych podwazyty te teori¢, wska-
zujac na istnienie tzw. skréconej formy NGFRp75 — s-NGFRp75, okreslanej jako
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NRH2 (homolog 2 receptora dla neurotrofin, ang. Neurotrophin Receptor Homolog
2) [52, 84, 97]. 1zoforma ta charakteryzuje si¢ obecnos$cig tylko jednego motywu
CRD1 (brak egzonu 3 kodujacego CRD2-CRD4) w domenie ECD, co rzutuje na
uposledzenie funkcji wigzania neurotrofin [10, 23, 32, 43, 61, 85, 103, 106]. Oba
warianty omawianego receptora ulegaja ekspresji w komorkach nerwowych, jednak
jej poziom w przypadku wariantu s-NGFRp75 jest wyraznie nizszy [103]. Myszy
zmodyfikowane w kierunku zahamowania ekspresji obydwéch izoform receptora,
wykazywaly znaczng utrate neurondw czuciowych i komoérek Schwanna, a dodat-
kowo charakteryzowaty si¢ defektem w procesie tworzenia duzych naczyn, w sto-
sunku do myszy z brakiem tylko izoformy petnej dtugosci. Doktadny mechanizm
regulacji tych proceséw przez forme¢ skrocong biatka nie jest poznany. Postuluje
si¢ natomiast, ze izoforma NRH2 moze by¢ zaangazowana w regulacje aktywno-
sci receptoréw kinazowych Trk, z racji uczestnictwa domeny przezbtonowej i cy-
toplazmatycznej NGFRp75 w procesie modulacji specyficzno$ci i powinowactwa
NTs do Trk [43, 85, 97, 106]. Ostatnio opisany zostat nowy, unikatowy mechanizm
angazujacy NRH2 w regulacje zaleznej od proneurotrofin indukcji apoptozy. Wyka-
zano, ze ekspresja NRH2 stymuluje relokacje wewnatrzkomorkowego biatka sorty-
liny w kierunku powierzchni blony komorkowej, gdzie tworzy wraz z receptorem
NGFRp75 kompleks zdolny do interakcji z proneurotrofinami, tym samym czyniac
neurony wrazliwe na odbioér sygnaldw o $mierci komorki [30, 77, 96, 97, 105].
Skrécone formy NGFRp75 moga by¢ tworzone w dwojaki sposob: poprzez
alternatywne sktadanie (co opisane zostato powyzej) i proteolizg. Pelnej dhugosci
produkt biatkowy (full-length NGFRp75) moze poddawany by¢ ograniczonej pro-
teolizie za sprawg alfa- 1 gamma-sekretazy, determinujac tym samym aktywacje
szlakow sygnatowych w komorce [10, 19, 85, 90, 103]. Alfa-sekretaza odpowie-
dzialna jest za ciecie ektodomeny biatka receptorowego, co prowadzi do zniesienia
zaleznej od liganda indukcji kaskady sygnalizacyjnej. Zwiazany z btong, pozostaly
fragment C-koncowy receptora NGFRp75 (ang. p75-CTF — C-terminal Fragment)
jest natomiast wcigz zdolny do oddziatywania na aktywnos¢ troficzng receptorow
Trk i promowania procesu przezycia komorki (NGFRp75-ICD asocjuje z recepto-
rem TrkA) [6, 43, 51, 52, 55,78, 86, 103]. Po odcigciu, rozpuszczalna domena ECD
moze pehic rozne funkcje, m.in. moze stanowi¢ tzw. ,,receptor-putapke” oczysz-
czajacy z neurotrofin przestrzen zewnatrzkomoérkowa, a przy zapewnieniu odpo-
wiednich warunkow ulatwia¢ zalezna od NGFRp75 transdukcje sygnatu $mierci
komorki [43, 51, 52, 78]. Drugim enzymem sprawujacym kontrolg nad ograniczong
proteolizg receptora jest gamma-sekretaza, ktorej zadaniem jest odcinanie cytopla-
zmatycznej domeny ICD. Procesowi temu towarzyszy translokacja NGFRp75-ICD
do jadra komorki [6, 10, 51, 52, 90, 106]. Koekspresja rozpuszczalnej domeny ICD
oraz czynnika TRAF6 skutkuje aktywacja szlaku sygnalizacyjnego z udziatem ja-
drowego czynnika NF«kB, ktory prowadzi komorke na droge przezycia [37, 52, 56,
78, 103]. Ciekawostka jest fakt, iz NGF zwigzany do NGFRp75 nie indukuje ak-
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tywnos$ci gamma-sekretazy, a w konsekwencji hamuje obrobke i jadrows transloka-
cje ICD [52, 78]. Modyfikacja enzymatyczna biatka NGFRp75 z wyodrebnieniem
fragmentu przezbtonowego i domenowego ICD czasteczki, obserwowane jest na
bardzo wysokim poziomie w trakcie rozwoju osobniczego, a takze w przebiegu
uszkodzenia obwodowych widkien nerwowych [73, 85].

WIELOFUNKCYJNY CHARAKTER AKTYWNOSCI
RECEPTORA NGFRp75 — EFEKT PLEJOTROPOWY

Multifunkcjonalny charakter receptora NGFRp75, przejawia si¢ poprzez
wplyw nardzne procesy w komorce, a jego aktywnos$¢ uzalezniona jest od interak-
cji z r6znymi ligandami i receptorami. W obszarze dziatania receptora NGFRp75
znajduje si¢ miedzy innymi: wzmacnianie badz hamowanie aktywnosci recepto-
row Trk (jako koreceptor), autonomiczna aktywacja kaskad sygnatowych, ktorych
efektem jest wprowadzenie komorki na droge przezycia lub apoptozy, uczest-
nictwo w procesie regulacji cyklu komoérkowego [10, 34, 35, 85, 103], inhibicja
wzrostu aksonow poprzez oddziatywanie na glikoproteiny mieliny/mielinizacja
(przy zaangazowaniu koreceptorow NogoR i1 Lingo-1) [6, 27, 30, 84, 90, 97, 116],
a takze modyfikacja plastycznos$ci synaptycznej [97, 109, 117]. Los komorki ner-
wowej uzalezniony jest od konfiguracji i wzajemnych, zmieniajacych si¢ ilo$cio-
wych proporcji ekspresji receptora NGFRp75 i receptora drugiego rodzaju — Trk,
co ma silne odzwierciedlenie w wynikajacej z tego oddzialywania odpowiedzi
biologicznej [23]. Bardzo wyraznie zaznacza si¢ funkcja NGFRp75 w zaleznosci
od stadium rozwojowego organizmu — i tak na wczesnych etapach eliminuje na
drodze apoptozy nadmiarowa ilo§¢ wyksztalconych neuronow, a w trakcie dal-
szego rozwoju wraz z receptorami Trk promuje szlaki antyapoptotyczne, chroniac
neurony przed obumieraniem i degeneracja [37, 78].

Rezultatem wspotwystepowania (koekspresji) tych dwoch receptorow jest takze
ich wspotdziatanie, podczas ktorego NGFRp75 jako koreceptor wzmacnia site i spe-
cyficzno$¢ wigzania dojrzatych form neurotrofin przez Trk, stymulujac przezywanie
komorek nerwowych i glejowych [10, 26, 85, 97]. W obecnosci NGFRp75 powi-
nowactwo NGF do TrkA wzrasta 25-krotnie, w efekcie utworzenia wysoko spe-
cyficznych miejsc wigzania [85]. Tkanki obwodowe produkujg mniej neurotrofin,
adekwatnie jednak do zapewnienia wlasciwej przezywalno$ci komoérek nerwowych
i unerwienia danego narzadu. Warunkiem homeostazy jest wszakze, by w proces
ten zaangazowany byt receptor NGFRp75, ktéry moduluje powinowactwo recepto-
row Trk do limitujacego stezenia czynnikdéw troficznych.

Interesujacym zjawiskiem jest indukcja apoptozy przez czasteczke NGFRp75
[18], przy jednoczesnym braku badz znikomej ekspresji receptora Trk [23] na po-
wierzchni komorek glejowych — oligodendrocytow [11, 22, 26, 85, 119] i komorek
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Schwanna [1, 85]. Wielokierunkowa aktywnos$¢ receptora NGFRp75 uwarunko-
wana jest — jak zostato juz wczesniej opisane — zdolnoscig do reagowania zaréw-
no z forma prekursorowa jak i dojrzala neurotrofin. Neurotrofina w formie doj-
rzatej nie jest efektywnym aktywatorem receptora NGFRp75 w §ciezce indukcji
apoptozy [10]. Odkrycie biologicznie aktywnych proneurotrofin w unerwianych
tkankach przyczynito si¢ do wyjasnienia wielu mechanizméw odpowiedzialnych
za degeneracj¢ neuronow, a dtugo poszukiwany, specyficzny ligand dla receptora
NGFRp75 zostat zidentyfikowany. NGFRp75 jako monomer wymaga interakcji
z koreceptorem, jakim jest przezbtonowe biatko sortylina. W patofizjologicznej
sekwencji zdarzen zatem, domena zewnatrzkomorkowa sortyliny silnie wigze
si¢ z prodomeng proNTs (proNGF, proBDNF, proNT3), a interakcja z biatkiem
NGFRp75 skierowuje komodrke na drogg zaprogramowanej $mierci [6, 10, 13, 34,
48,77, 84,96, 118]. Odzwierciedleniem tych zaleznosci jest bardzo rozpowszech-
niona w wielu r6znych tkankach ekspresja sortyliny, a zwlaszcza nasilona w OUN
W czasie jego rozwoju, w okresie starzenia czy degeneracji neuronow (neuropatia)
w przebiegu r6znych chordb [10], co koresponduje ze wzmozong w takich warun-
kach apoptozg. Ten sam trend w ekspresji dotyczy rowniez receptora NGFRp75,
ktorego obecnos¢ bardzo silnie zaznaczona jest w motoneuronach i obwodowych
mechanoreceptorach w przebiegu uszkodzenia nerwéw kulszowych [85], w oli-
godendrocytach po uszkodzeniu rdzenia kregowego [6, 41], w neuronach praz-
kowia i hipokampa po indukowanym, czgsciowym niedokrwieniu mozgu [85],
w komorkach Schwanna w efekcie uszkodzenia neurondéw, w neuronach koro-
wych, hipokampa i przodomoézgowia po ataku padaczkowym [36] a takze w prze-
biegu wielu chorob przewlektych, jak stwardnienie rozsiane, neuropatia cukrzy-
cowa, choroba Alzheimera i réznych nowotworach [43, 103, 107].

Indukcja apoptozy jest sztandarowym przykltadem aktywnosci receptora
NGFRp75. Wykazano jednak, iz w pewnych warunkach, np. w stanie hypoglike-
mii, receptor ten moze réwniez stymulowac, niezaleznie od Trk, procesy antyapo-
ptotyczne [85].

TRANSDUKCJA SYGNALU W KOMORCE
PO AKTYWACJI RECEPTORA NGFRp75

Wiele receptorow z rodziny TNFR jest bifunkcjonalnych, co oznacza, ze moga
sterowac zarowno procesem apoptozy, poprzez interakcje z domeng $mierci recep-
tora, badZ promowac przezycie za posrednictwem czynnika NFkB [6, 43, 46, 85].
Takie tez wlasciwosci wykazuje receptor NGFRp75 [40, 84].

Receptor NGFRp75 zdolny jest do aktywacji szlakow prowadzacych komorke
na drogg przezycia, wykorzystujac kinazy PI3K oraz Akt [85, 86] (ryc. 4). Szlak
transdukcji sygnatlu kinazy PI3K wiaczany jest przez fosforylacje reszt tyrozyny



ROLA OSI NEUROTROFINY/RECEPTORY NEUROTROFINOWE W REGULACIL... 303

337 1366 w regionie przyblonowym domeny wewngtrznej receptora NGFRp75
[103]. Kinaza ta aktywuje kinaze Akt, ktdra jest wewnatrzkomorkowym enzymem
odpowiedzialnym za réwnowage biatek pro- i antyapoptotycznych Bel-2 i promuje
sygnat do przezycia [20, 28, 103]. Z kolei proces aktywacji NFkB wymaga rekruta-
cji czynnika TRAF6 w kompleksie z kinazg zwigzang z receptorem interleukiny-1
(ang. Interleukin-1 Receptor Associated Kinase IRAK) [11, 43, 57]. Kompleks ten
aktywuje nastgpnie atypowa kinaze biatkowg PKC9, ktéra przekazuje pobudzenie
na kolejna w kaskadzie kinaze IKKp (izoforma [ kinazy, ang. /xB Kinase p, IxB). Ta
ostatnia powoduje fosforylacje inhibitora IxB i uwolnienie dimeru NF«B [43, 103,
110]. Uwolnienie czynnika jadrowego kappa moze mie¢ rowniez miejsce po przy-
laczeniu biatka towarzyszacego RIP-2 (ang. Receptor-Interacting Protein-2) do we-
wnatrzkomoérkowej domeny NGFRp75 i skutkuje konwersjg sygnatu do apoptozy
komorki na sygnat do przezycia [6, 43, 56, 57, 84, 90, 103, 110]. Stymulacja czynni-
kami neurotroficznymi prowadzi takze do aktywacji szlaku Ras/ERK w przypadku
receptora NGFRp75 za sprawg fosforylacji dwoch reszt tyrozynowych w domenie
$mierci receptora i z zaangazowaniem biatek adaptorowych [26, 103]. Czas akty-
wacji tego szlaku po pobudzeniu receptora jest relatywnie krotki [103] i moze sty-
mulowac proces proliferacji komorki [21, 103]. Interakcja neurotrofin z receptora
NGFRp75 moze modulowa¢ takze proces wzrostu aksonow, poprzez indukowana
odtaczeniem od NGFRp75 inaktywacje biatka RhoA, ktore sprzezone z NGFRp75
(na zasadzie odwrotnej regulacji) hamuje elongacje aksonow [6].

Sygnal promujacy apoptozg, generowany na skutek pobudzenia receptora
NGFRp75, zwigzany jest natomiast z dwoma strukturalnymi regionami tego recep-
tora, mianowicie przymembranowym ,,chopper” oraz z domeng $mierci. Zaanga-
zowanie tych struktur w procesy proapoptotyczne uwarunkowane jest mozliwoscia
wigzania TRAF6 jak rowniez innych bialek adaptorowych tj. NRAGE (ang. Neu-
rotrophin Receptor NGFRp75 Interacting MAGE (Melanoma-Associated Antigen)
Homologue), NRIF2, NRIF1 (ang. Neurotrophin Receptor Interacting Factor),
NADE (ang. NT-Associated Cell Death Executor), SC-1 (ang. Schwann Cell 1)
i aktywacja kinazy JNK [6, 11, 26, 74, 84, 103, 114], okreslanej takze jako induko-
wana stresem kinaza biatkowa SAPK (ang. Stress-Activated Protein Kinase) (ryc.
4). Model wymagajacy aktywacji JNK z nastepcza fosforylacja czynnika transkryp-
cyjnego c-Jun i uwolnieniem cytochromu C z mitochondrium, obserwowany byt
w przypadku oligodendrocytow [11, 22, 84, 85, 90, 119], neuronéw wspodtczulnych
[103], neuronéw hipokampalnych [35] i linii komoérek PC12 [11, 86]. Alternatyw-
nie, przytaczenie czasteczki adaptorowej NRIF do wewnatrzkomérkowej doemny
ICD receptora NGFRp75 powoduje rekrutacj¢ zaleznego od TNF czynnika asocju-
jacego 6 (TRAF6). Czynnik ten steruje procesem poliubikwitynacji NRIF oraz jego
przemieszczeniem w kompleksie z domeng ICD do jadra komorki, gdzie dochodzi
do transkrypcji genéw proapoptotycznych i syntezy biatek o takiej samej funkcji
jak Bax oraz Bad, a w konsekwencji aktywacji kaspaz inicjatorowych (kaspaza 9)
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1 wykonawczych (kaspazy 6 i 3) [29, 47, 56, 84, 103]. Warunkiem zainicjowania
procesu apoptozy poprzez drugi region: ,,chopper” jest palmitoilacja reszty cysteiny
cytoplazmatycznej przybtonowej czesci NGFRp75 [19, 28, 91, 103]. Region ,,chop-
per” determinuje $mier¢ komoérek w sposob zalezny od kaspaz [85]. Taka droga
indukcji programowanej §mierci komorki, z zaangazowaniem receptora blonowe-
go stymulowanego specyficznym ligandem definiuje tzw. zewnatrzpochodny szlak
apoptozy, charakterystyczny dla rodziny biatek TNF [93].

Jednym z modeldéw indukcji apoptozy przez receptor NGFRp75 obserwowa-
nym na przyktadzie oligodendrocytow, jest zaangazowanie fragmentu CTF re-
ceptora, powstajacego na skutek proteolitycznego cigcia przez a-sekretaze, jego
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RYCINA 4. Kompleksowy model transdukcji sygnatu w komdrce po zwiagzaniu neurotrofin z recepto-
rem NGFRp75. Ostateczna odpowiedz biologiczna komorki uzalezniona jest od interakcji NGFRp75
z koreceptorem (sortylina, Trk) iod formy czasteczkowej neurotrofiny (dojrzata, prekursorowa).
Szczegoty w tekscie. Na podstawie [6, 25, 31, 67, 84], zmodyfikowane

FIGURE 4. A comprehensive model of cell signal transduction after neurotrophins binding to NG-
FRp75 receptor. The final biological cell response depends on interaction NGFRp75 receptor with
koreceptor (Trk, sortilin) and form of neurotrophin (mature or precursor form). Details in the text.
According to [6, 25, 31, 67, 84], modified
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translokacja w poblize blony komoérkowej i aktywacja biatka Rac. W konsekwen-
cji uwalniany jest fosfatydyloinozytol-4,5-bifosforanu, ktory nastepnie aktywuje
biatko G (GRIK channel), a to prowadzi do powstania apoptosomow i aktywacji
kaspaz 91 3 [29, 55, 85, 103].

Mechanizm receptorowy wystepuje rowniez w szlaku sfingomilinowo-cerami-
dowym apoptozy, ktory uruchamiany jest po narazeniu komorki na dziatanie pro-
mieniowania jonizujacego, deprywacje czynnikoéw wzrostu czy infekcje wirusowe.
Konsekwencja tego jest wzrost stezenia ceramidow w komorce, w nastepstwie
aktywacja kwasniej lub obojetnej sfingomielinazy (SM) [26, 84, 93]. Sfingomie-
linaza poprzez enzymatyczne cigcie (hydrolize) sfingomieliny — blonowego lipidu
— sprzyja powstawaniu produktoéw tej reakcji a mianowicie fosfocholiny i ceramidu
[6, 11,32, 85, 93], a ceramid spetnia funkcj¢ czgsteczki sygnatowej drugiego rzedu
1w zalezno$ci od jego stezenia w komorce stymuluje procesy réoznicowania badz
apoptozy [11, 26, 85, 103].

CHARAKTERYSTYKA KOMPLEKSU
RECEPTOROWEGO GFRRo1-RET

GDNF (ang. Glial-Derived Neurotrophic Factor) zaliczany jest do nadrodziny
czynnikow TGFf ze wzgledu na charakterystyczng lokalizacj¢ 1 obecno$¢ w cza-
steczce siedmiu reszt cysteinowych [63, 87, 95]. GDNF klasyfikowany jest takze
jako biatko podlegajace aktywacji poprzez tworzenie struktury homodimerycznej
[87, 88]. Cecha rdznigca rodzing neurotroficznych czynnikow pochodzenia glejo-
wego GFL od innych biatek wchodzacych w sktad rodziny TGFf jest fakt, ze nie
reagujg one z receptorowymi kinazami serynowo-treoninowymi, ale podobnie jak
inne neurotrofiny — z receptorami o aktywnosci kinazy tyrozynowej (RTK), w tym
przypadku z RET [3, 50, 63, 66, 88, 98, 99]. Ponadto, GFL tacza si¢ w pierwszej
kolejnosci z inng klasg biatek zakotwiczonych w btonie komoérkowej za pomoca
glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), okre$lanych mianem receptoréw a dla czyn-
nikdw pochodzenia glejowego — GFRal i GFRo2 (ang. Glial Cell Line-Derived
Neurotrophic Receptor). Odpowiadaja one za specyficzno$¢ aktywacji biatka RET
[9, 15, 50, 88, 89, 95, 98, 99, 101]. Czasteczka receptorowa GFRal (zarowno mo-
nomer 1 dimer) wykazuje specyficzno$¢ substratowg 1 duze powinowactwo w sto-
sunku do dimerycznej formy GDNF, autworzony kompleks aktywuje receptor
RET poprzez jego homodimeryzacje i1 autofosforylacje [2, 3, 50, 87, 88, 89, 98].
Ta skomplikowana kaskada sygnatowa ma swoje odzwierciedlenie w stymulowa-
nej odpowiedzi biologicznej. Na przyklad, aktywacja receptora RET przy braku
ligandu GDNF indukuje dzialanie proapoptotyczne, wzmocnione interakcja kore-
ceptora GFRa [88]. RET generalnie wystepuje w koekspresji z biatkami GFRa, co
jest zazwyczaj komplementarne z ekspresja mRNA wiasciwego ligandu [3, 100].
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W niektorych jednak tkankach ekspresja receptora GFRa obserwowana jest przy
niewykrywalnej ekspresji receptora RET, np. w komorkach glejowych, Schwanna
czy w roéznych obszarach dojrzalego mozgu [3, 89], co wskazuje, iz GFRa moze
wchodzi¢ w interakcje¢ takze z innym receptorem niz RET.

Receptor btonowy RET rozni si¢ od innych receptorow wykazujacych aktyw-
no$¢ kinazy tyrozynowej obecno$cig czterech czasteczek adhezji komoérkowe;j
podobnych do kadheryny w miejscu domeny zewnatrzkomorkowej tego biatka.
Zbudowany jest z elementow charakterystycznych dla tej rodziny biatek, m.in.
zlokalizowanego blisko blony komorkowej regionu bogatego w cysteing (CRD),
domeny transblonowej umiejscawiajacej biatko w btonie (TMD) oraz domeny cy-
toplazmatycznej determinujacej aktywno$¢ katalityczng tej glikoproteiny (ICD)
[87, 95] (ryc. 2C). Poprzez szlaki sygnalizacyjne wywiera dziatanie regulacyjne na
przezycie, roznicowanie, proliferacjg, migracje, chemotaksje, morfogeneze neuro-
néw, wzrost aksonéw oraz plastyczno$¢ synaptyczna [89].

O GDNF

'l' = szdak MAPK
GFRal _-> szak Rho-INK
@ — salak PI3K-Akt

@ > szak PLCY

ERK
PrzeZycie komdrki, Rc.:')z'ni co_wani e | .
wzrost aksonéw proliferacja komdorki

L INK
Przeiycie komorki

RYCINA 5. Kompleksowy model transdukcji sygnalu w komorce po zwigzaniu GDNF ze specy-
ficznym koreceptorem dla receptora RET — GFRal. Szczegdty w tekécie. Na podstawie [2, 79],
zmodyfikowane

FIGURE 5. A comprehensive model of cell signal transduction after GDNF binding to specific core-
ceptor for RET receptor — GFRal. Details in the text. According to [2, 79], modified
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TRANSDUKCJA SYGNALU W KOMORCE
PO AKTYWACJI RECEPTORA RET

Pierwszym etapem aktywacji receptora jest jego dimeryzacja i zmiana konfor-
macji. Waznym momentem tego procesu jest autofosforylacja i transfosforylacja
reszt tyrozynowych wchodzacych w sktad domen katalitycznych sgsiadujacych ze
soba receptoréw tworzacych dimer, a zaktywowana kinaza receptora stanowi miej-
sce wigzania dla bialek sygnalowych, adaptorowych czy pomocniczych. W zalez-
nosci od izoformy receptorowej kinazy biatkowej RET, mozna wyrdzni¢ od 16 do
18 reszt tyrozynowych, ktorych fosforylacja indukuje zroznicowana odpowiedz ko-
morkowa zalezng od aktywacji dalszych przekaznikéw informacji. RET wykazuje
zdolnos¢ aktywacji réznych szlakow sygnatlowych m.in. z udziatem kinazy ERK
regulowanej zewnatrzkomorkowo, kinazy 3-fosfatytyloinozytolu PI3K/Akt — se-
rynowo-treoninowej kinazy biatkowej bedacej gtownym przekaznikiem sygnatu
w szlaku PI3K, kinazy biatkowej p38 aktywowanej przez mitogen (ang. Mitogen
Activated Protein Kinase, MAPK) oraz kinazy JNK (ang. c-Jun N-terminal Kinase)
[3, 15, 49, 80, 95] (ryc. 5). Szlaki transdukcji sygnatu poprzez Ras/ERK, PI3K/Akt,
p38MAPK i JNK sg skutkiem aktywacji tyrozyny 1062 [8, 15, 80], ktéra stanowi
miejsce wigzania czgsteczki adaptorowej She [8, 15, 63, 95]. Molekutla ta nie posia-
da aktywno$ci enzymatycznej, petni natomiast funkcje pomocnicza w gromadze-
niu biatek sygnatowych. W dalszej kolejnosci Shc taczy si¢ z kolejnymi biatkami
adaptorowymi Gab1/2 i kompleksem Grb2/SOS, prowadzac do aktywacji szlakow
PI3K/Akti Ras/ERK [8, 15, 80]. Biatko Gab1/2 bezposrednio reaguje z podjednost-
ka p85 PI3K, co skutkuje aktywacja tego enzymu [15, 95]. Aktywacja PI3K pocig-
ga za soba wzbudzenie kinazy biatkowej Akt (ang. Protein Kinase B, PKB), ktora
stanowi gtowny przekaznik sygnatu w szlaku PI3K [49] oraz ogrywa kluczowa role¢
w regulacji proceséw zwigzanych z przezyciem i rozwojem komorki (neuronu) [3,
15, 49, 54]. GDNF aktywuje takze szlak JNK poprzez mate GTP-azy Rho/Rac np.
Cdc42 [3] i podobnie jak droga regulacji PI3K-Akt, INK jest procesem determinu-
jacym zalezne od czynnikdéw neurotroficznych przezycie neuronow [3, 54].

Z dodatkowych biatek posredniczacych w transdukcji sygnatu po aktywacji
receptora RET uwage zwracajg tzw. biatka zakotwiczajace (ang. docking prote-
ins), ktore wspomagaja przytaczanie si¢ biatek adaptorowych (jak Shc) w obregbie
tworzacego si¢ podbtonowo kompleksu receptorowego. Nalezy do nich kompleks
SNT/FRS2, wyposazony w fosfotyrozynowa domene wiazacg (PTB), ktory reaguje
z tyrozyng 1062 receptora RET na drodze zaleznej od neurokiny GDNF. Biatko
dokujace, wigzac sie z kompleksem Grb2/SOS posredniczy w procesie indukcji
szlaku sygnatowego Ras/ERK [95]. Postuluje sig, iz wlasciwa lokalizacja biatka
RET w btonie komoérkowej ma kluczowe znaczenie dla sygnalizacji sterowanej
przytaczeniem glejopochodnych czynnikow neurotropowych [88]. Receptor RET
wedrujacy do btony komorkowej w efekcie pobudzenia ligandem (GDNF) wzmac-
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nia sygnalizacj¢ poprzez szlak SNT/FRS2, podczas gdy receptor RET pobudzony
zewnatrzkomorkowo aktywuje szlak Shc [95]. Biatka receptorowe GFRa moga
reagowac z forma rozpuszczalng receptora RET [3] badz z forma trans, czyli po-
tozong w btonie komorkowej [3, 89, 100], a mozliwa jest takze droga sygnalizacji
GDNF, w ktorej receptor RET nie bierze udziatu [3, 89]. Potozenie receptora RET
uzaleznione jest od stopnia jego glikozylacji: formg czgsciowo glikolizowang wy-
kazano w cytoplazmie komarki (150 kDa), a forme catkowicie glikolizowana (170
kDa) w blonie komdrkowej, jako przezbtonowe RTK [63].

PODSUMOWANIE

Neurotrofiny wywieraja szerokie dziatanie i pelnig zréznicowane funkcje,
zmierzajace do zachowania integralno$ci strukturalnej i czynno$ciowej zarowno
osrodkowego, jak i obwodowego uktadu nerwowego. Podkresla si¢ ich role jako
czynnikdéw protekcyjnych, decydujacych o przezyciu/apoptozie komoérek nerwo-
wych, wzroscie aksonow i orientacji przestrzennej drzewka dendrytycznego neu-
ronow, tworzeniu nowych polgczen synaptycznych i wptywie na tzw. plastycznosé
synaptyczna, a takze na procesy proliferacji, migracji i réznicowania neuralnych
komorek macierzystych/progenitorowych. Identyfikacja receptorow dla neuro-
troficznych czynnikéw wzrostu, tj. Trk, NGFRp75 i RET, stanowila wazny krok
w kierunku szczegotowych badan nad charakterem interakcji miedzy tymi cza-
steczkami oraz indukcja poszczegdlnych szlakow sygnatowych w komorce po
aktywacji kompleksu ligand/receptor. Poznanie roli czynnikow neurotroficznych,
w zaleznosci od ich konfiguracji oraz etapu rozwoju ontogenetycznego organi-
zmu, okazato si¢ niezwykle istotne dla wspotczesnej neurobiologii. Wiedza ta
jednak jest ciggle niekompletna i niewystarczajaca do petnego zrozumienia pro-
cesow kontrolowanych poprzez interakcje NTs/NT-Rs (receptory dla neurotrofin,
ang. Neurotrophic Factor Receptors), jak rdwniez roli wzbudzanych przez nie
szlakow przekaznictwa wewnatrzkomoérkowego w aspekcie fizjologicznym ale
takze patologicznym. Wzajemne relacje pomi¢dzy omawianymi czasteczkami
biatkowymi sg niezwykle wazne z punktu widzenia kierunku i natezenia stymu-
lowanej odpowiedzi komodrkowej, ktora uzalezniona jest od formy czasteczko-
wej neurotrofin (dojrzata/prekursorowa), konformacji czasteczki (determinujaca
jej powinowactwo do receptora), proporcji poszczegolnych biatek w przestrzeni
komoérkowej, dostepnosci koreceptorow dla danego receptora, rodzaju izoformy
adekwatnego biatka, a takze typu komodrki nerwowej reagujacej na tego rodzaju
sygnalizacje. Receptory sa krytycznym ogniwem do zaj$cia reakcji indukowa-
nej po przylaczeniu neurotrofin, dlatego okreslenie ich ekspresji wydaje si¢ miec¢
duze znaczenie dla poznania potencjalnej skutecznosci dziatania czynnikow neu-
rotroficznych w warunkach stresu patofizjologicznego, co z kolei sprzyja¢ moze
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poznaniu endogennych mechanizméw naprawczych OUN z zaangazowaniem
tych czasteczek. Przedstawione w niniejszym artykule informacje dotyczace me-
chanizmow oddziatywania miedzy opisywanymi biatkami podkreslaja ztozonos¢
przedstawionej tematyki i wskazuja na potrzebe dalszych intensywnych badan,
ktore w przyszto$ci moga zaowocowaé opracowaniem nowych strategii terapeu-
tycznych w leczeniu choréb o podtozu neurodegeneracyjnym.
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