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ROLA CZYNNIKA WZROSTU NERWOW W MOZGU

WSTEP

Czynnik wzrostu nerwow (nerve growth factor— NGF) zostat odkryty w 1951
roku przez RiteLevi-Montalcini. Bylo tojedno z najwiekszych odkry¢ wspot-
czesnej neurobiologii, udowodnito ono bowiem, iz w rozwoju neuronéw a takze
w podtrzymaniu ich dalszego funkcjonowania uczestniczy czynnik dyfuzyjny
o0 dziataniu troficznym. Doniosto$¢ tego odkrycia, ktére zaowocowato szeregiem
kolejnych odkry¢ z dziedziny czynnikéw neurotroficznych, zostata w petni oce-
niona dopiero w wiele lat p6zniej i w roku 1986 ukoronowano je Nagroda Nobla.

Pierwsze prace Rity Levi-Montalcini i nastepnych badaczy o NGF
dotyczyty gtéwnie roli tego czynnika w obwodowym uktadzie nerwowym. Stwier-
dzono, iz NGF dziata swoiscie na neurony tego uktadu, zapobiegajagc $mierci
komorek wspdtczulnych i czuciowych, zaréwno naturalnie wystepujacej w trakcie
rozwoju, jak i wywotanej doswiadczalnie. Nie bedziemy tu szczegdétowo omawiaé
tych fascynujacych prac, polecajac czytelnikowi zapoznanie sie z ostatnimi nie-
zwykle interesujgcymi artykutami przeglgdowymi Rity Levi-Montalcini,
z ktérych jeden (Levi-Montalcini 1982) opisuje ,historie naturalng NGF”,
o0 ktorej sama autorka pisze, ze ,,...przypomina bardziej historie detektywistyczng
anizeli historie badania naukowego”. Drugi artykut (Levi-Montalcini 1987),
zatytutowany ,,NGF— 35 latpdzniej” opublikowany zostat wkrotce po przyznaniu
Nagrody Nobla.

Do wczesnych lat osiemdziesigtych nie podejrzewano nawet istnienia NGF
w o$rodkowym uktadzie nerwowym. Stwierdzenie jego obecnosci i poznanie roli
w mbzgu— to owoc badan przeprowadzonych miedzy innymi przez Crutchera,
Collinsa, Thoenena, Whittemora, Heftiego i ich wspotpracownikéw
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(Thoenen iin. 1987, Whittemore iSeiger 1987,Lapchak 1992, Vantini
i Skaper 1992).

Z wielu badan in vitro i in vivo wynika, ze NGF ma istotne znaczenie tak
w rozwoju komérek cholinergicznych mozgu, jak i w ciagu ich dalszego zycia,
a szczegdlnie dla ich przezywalnosci po uszkodzeniach mézgu. Fakt, ze NGF
podtrzymuje funkcje neuronéw cholinergicznych, w powigzaniu ze zjawiskiem
zaniku tych neurondw spotykanym u pacjentow z chorobg Alzheimera, spowodo-
wat szczegOlne zainteresowanie badaniami nad NGF w nadziei na nowy skuteczny
lek w tej dewastujacej chorobie (Hefti i Weiner 1986, Tuszynski i Gage
1990, Lapchak 1992).

Badania ostatnich dwu lat przyniosty nowe atrakcyjne dane natemat prawdo-
podobnej ochronnej roli NGF w stosunku do neuron6w niecholinergicznych
hipokampa podlegajacych zmianom zwyrodnieniowym po okresowym niedotle-
nieniu (ischemii), z czym réwniez zaczyna sie wigza¢ zrozumiate nadzieje na
terapie(Shigeno iin. 1991, Yamamoto iin. 1992).

Inne prace zaowocowaty odkryciem w mdzgu szeregu nowych czynnikow
neurotroficznych, ktorych prototypem jest NGF. Wszystkie z nich wykazujg
znaczng homologie z NGF i tworzg wraz z nim rodzine tak zwanych neurotrofin
(Vantini i Skaper 1992). Obecne prace idg w kierunku wyjasnienia roli tych
czynnikéw oraz poznania ich tgcznego wptywu na neurony mézgu posiadajace
swoiste receptory dla tych czynnikdéw.

W niniejszym artykule ograniczymy sie do przedstawienia niektérych ze
wspomnianych aspektow badan nad rolg NGF w moézgu na r6znych modelach
eksperymentalnych. Omowimy takze niektére aspekty badarn zwigzanych z mozli-
wa rola NGF w schorzeniach neurodegeneracyjnych takich, jak choroba Alzhei-
mera i wynikajacych z tego implikacji terapeutycznych.

BIOCHEMICZNE WEASNOSCI NGF | JEGO RECEPTORA

NGF zostat wyizolowany jako biatko 130 kD (7S NGF) o budowie podjedno-
stkowej: a, B, y ( stechiometrycznie: 2 jednostki a, 18, 2 y) lub jako 26,5 kD
podjednostka (RB-NGF, 2,5 S NGF) sktadajgca sie z dwéch identycznych tancu-
chéw polipeptydowych potgczonych wigzaniem dwusiarczkowym. Aktywnos$¢
biologiczna wykazuje podjednostka RB-NGF. Sekwencja nukleotydowa DNA ko-
dujacego podjednostke B-NGF u roznych gatunkéw wykazuje wysoki stopien
homologii $wiadczgc o duzym konserwatyzmie ewolucyjnym tego biatka. Gtow-
nym zrodtem naturalnym, z ktérego izoluje siei oczyszcza NGF, sg podzuchwowe
$linianki samcow myszy. Obecnie dzieki zdobyczom inzynierii genetycznej
zrédtem NGF moga by¢ komérki hodowane in vitro.

Receptor NGF o wysokim powinowactwie sktada sie z dwéch biatek: trans-
btonowej glikoproteiny, ktéra stanowi receptor o niskim powinowactwie do NGF
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(p75) i transbtonowego biatka o aktywnosci kinazy tyrozynowej — produktu
protoonkogenu trk (pl40).

ROZMIESZCZENIE, LOKALIZACJA | ROLA SYSTEMU
ENDOGENNEGO NGF W MOZGU

System endogennego NGF obejmuje biatko NGF, MRNANGF ireceptor NGF.
Najwiecej NGF i mMRNA kodujacego NGF znajduje sie w strukturach docelowych
wiokien cholinergicznych pochodzgcych z wielkokomdérkowych neuronow
cholinergicznych podstawnego przodomoézgowia (rys. 1) a zatem w hipokampie,

Rys. 1. Schemat drég cholinergicznych wychodzacych z jader podstawnych mdzgu szczura.

Oznaczenia: NBM — nucleus basalis magnocellularis, jadro podstawne wielkokomérkowe; Ch— cerebel-
lum, mézdzek; Co — cortex, kora; dbB — nucleus tractus diagonalis (Broca), jadro pasma przekatnego; HB
— hindbrain, rhombencephalon, tytomézgowie; Hi — hippocampus, hipokamp; Hy — hypothalamus, pod-
wzgoérze; MO — medulla oblongata, rdzen przedtuzony; OB — bulbus olfactorius, opuszka wechowa; Sp—
septum, przegroda; Te— tectum, pokrywa.

nowej korze oraz opuszce wechowej. NGFjest rowniez obecny, lecz w mniejszych
stezeniach, w rejonach mézgu zawierajgcych ciata komdrkowe tych neuronow, to
jest w przegrodzie, jadrze pasma przekatnego oraz wielkokomérkowym jadrze
podstawnym (NBM). Jeszcze mniej NGF wystepuje w rejonach zawierajacych
inne typy neuronéw cholinergicznych, jak prazkowie czy podwzgérze, a najmniej
w rejonach nie zawierajgcych neurondw cholinergicznych, takich jak mézdzek
czy nakrywka (Thoenen iin. 1987, Whittemore i Seiger 1987). Ta lokali-
zacja endogennego NGF w mozgu stanowi jeden z argumentéw za tym, iz NGF
jest czynnikiem troficznym dla uktadu cholinergicznego, zwitaszcza wielkoko-
morkowego.

Na ogot istnieje dobra korelacja pomiedzy obecno$cig i rozmieszczeniem
biatka NGF i mMRNANGF w rejonach mdzgu unerwianych przez widkna choliner-
giczne. Natomiast fakt, iz mMRNA NGF jest praktycznie niewykrywalny w obsza-
rach skupisk ciat neuronéw cholinergicznych stanowi argument za tym, iz
w normalnym moézgu NGF jest syntetyzowany w strukturach docelowych i prze-
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noszony wstecznym transportem do ciat komdrkowych (co zostato wykazane za
pomocg réznych technik).

Do niedawna sadzono, ze jedynym zrodtem endogennego NGF dla choliner-
gicznych jader podstawnych przodomdzgowia jest doptyw wsteczny ze struktur
unerwianych przez te jadra, a synteza odbywa sie tylko w neuronach (poréwnaj
dyskusje w pracy Bacia i in. 1992). Fotografia 1 przedstawia typowy obraz
lokalizacji mMRNA NGF w warstwie komdrek piramidalnych i ziarnistych hipo-
kampa uzyskany metodg hybrydyzacji in situ (Whittemore iin. 1988). ldenty-
czny wzorzec rozmieszczenia biatka NGF uzyskano ostatnio stosujgc metody
immunocytochemiczne(Bacia iin. 1992). Szereg danych posrednich sugerowa-
to jednak mozliwo$¢ astrocytarnej syntezy NGF w mézgu uszkodzonym; takie
wiasciwosci wykazywaty astrocyty w hodowlach komorkowych. Ostatnio udato
sie wykazaé, iz astrocyty w uszkodzonym mézgu rzeczywiscie s zdolne do
syntezy NGF (Oderfeld-Nowak i in. 1992). Fotografia 2 stanowi ilustracje
»aktywnego astrocyta” wykazujgcego immunoreaktywnos$¢ na NGF w przegro-
dzie po przecieciu potgczen pomiedzy tg strukturg a hipokampem (Oderfeld-
-No wak iin. 1992). Obserwowany zatem uprzednio wzrost NGF po uszkodzeniu
zarbwno w strukturze docelowej jak i w zrodle unerwienia (Whittemore
i Seiger 1987, Oderfeld-Nowak i in. 1992), czesciowo mozna ttumaczy¢
syntezg NGF w komaérkach glejowych; zjawisku temu przypisuje sie znaczngrole
w procesach reparacyjnych po réznych uszkodzeniach mézgu (Shigeno i in.
1991, Oderfeld-Nowak iin. 1992).

Badania immunocytochemiczne pozwolity na zidentyfikowanie biatka recep-
tora NGF o niskim powinowactwie. Najwieksze jego skupiska znajdujemy
w rejonach ciat neurondw cholinergicznych, w szczegélnosci systemu neuronéw
wielkokomérkowych, a zatem w jagdrze wielkokomérkowym podstawnym
i w przegrodzie; skupiska receptoréow NGF znajdujemy tez w prazkowiu i pod-
wzgorzu (Vantini i Skaper 1992). Dane te przemawiajg za rolg endogenne-
go NGF w stosunku do neuronéw cholinergicznych. Ostatnie doniesienia podaja,
iz receptor NGF o niskim powinowactwie obecny jest takze na niecholinergicz-
nych neuronach hipokampa (Lapchak 1992, Shigeno iin. 1991).

Warto tu wspomnieé jeszcze o waznych wynikach $wiadczacych o troficznej
roli NGF w stosunku do wielkokomérkowych neuronéw cholinergicznych. Wy-
kazano mianowicie, iz podanie przeciwciat przeciw NGF wptywa destrukcyjnie
na te neurony (Vantini i Skaper 1992).

Z przedstawionych danych wynika, iz endogenny NGF ma istotne znaczenie
dla funkcjonowania neuronéw cholinergicznych w mézgu. Konsekwencjg tych
obserwacji byto przypuszczenie, ze podanie egzogennego NGF bedzie miato
znaczenie troficzne dla uszkodzonych neuronéw cholinergicznych. Stato sie to
bodzcem do rozwoju badan nad wptywem egzogennego NGF w réznych modelach
eksperymentalnych. Ponizej opisujemy najwazniejsze wyniki uzyskane na mode-
lach zwierzecych, w ktérych albo celowo w rézny sposéb uszkadza sie neurony
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cholinergiczne, albo wykorzystuje sie naturalnie zachodzgce w nich procesy
zwyrodnieniowe (jak w przebiegu starzenia sie).

Fot. 2. Reaktywne astrocyty wykazujgce immunoreaktywno$¢ na NGF (ziarnistosci wskazane
strzatkami) w obrebie przegrody mézgu szczura siedem dni po uszkodzeniu jej potaczenia z hipo-
kampem. Astrocyty w nieuszkodzonym mozgu nie wykazujg immunoreaktywnosci na NGF (nie

pokazano). Powigkszenie 720x (Oderfeld-No wak iin. 1992).

DZIALANIE EGZOGENNEGO NGF NA NEURONY CHOLINERGICZNE W MOZGU

BADANIA NA MODELU USZKODZONEGO MOZGU

Najczesciej stosowanym modelem badawczym uzywanym w pracach nad
wptywem egzogennego NGF na os$rodkowy uktad nerwowy jest uszkodzenie
potaczen cholinergicznych pomiedzy przegroda i hipokampem. Stosuje sie takze
uszkodzenia w obrebie ukfadu podstawno - korowego, to jest zniszczenie jadra
podstawnego wielkokomorkowego (NBM) — Zrddta unerwienia w tym uktadzie,
badz unerwianej przezen czesci kory (rys. 1). Uszkodzenia stosowane w tych
modelach imitujg zmiany obserwowane w neuronach cholinergicznych w choro-
bach neurodegeneracyjnych, na przyktad w chorobie Alzheimeraipodczas procesu
starzenia sie oraz posiadajg te ogromng zalete, ze ich wptyw na czynno$¢ uktadu

cholinergicznego jest doktadnie opisany. Do badan tych uzywa sie zwykle szczu-
row.
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Poniewaz NGF nie przechodzi przez bariere krew - médzg, musi on byé
podawany domézgowo (Thoenen iin. 1987). Najczestszym sposobem dostar-
czania egzogennego NGF w badaniach na zwierzecych modelach doswiadczal-
nych sa infuzje NGF prowadzone za pomocg pompek osmotycznych (mini -
Alzet). Innym sposobem dostarczania NGF sg wszczepy polimerdéw nasyconych
neurotrofing, ktora nastepnie powoli uwalniajg (Yamamoto iin. 1992), dostar-
czanie NGF w mikrokapsutkach wykonanych z odpowiedniego biopolimeru
(Maysinger iin. 1992), jeszcze innym — implantacja komdrek zmodyfikowa-
nych genetycznie i wytwarzajagcych NGF (Stromberg iin. 1990).

Na modelach zwierzecych okreslono dawki terapeutyczne egzogennego NGF.
Kryterium uznania danej dawki za skuteczng byto wystapienie ochronnego dzia-
tania NGF na odnerwione neurony jadra podstawnego. Po przecieciu strzepka
bocznego NGF wykazywat dziatanie ochronne wobec neuronéw przegrody, gdy
byt dostarczany pompka mini-osmotyczng w stezeniu 50 |ig/ml z szybkoscia
0,45 jil/h.

Stosujac model czesciowego przeciecia cholinergicznych potgczen septo-hi-
pokampalnych wykazano w bardzo licznych pracach (Kromer 1987, Fusco
iin. 1989,Gage iin. 1990,Hagg iin. 1990,Junard iin. 1990,Lapchak 1992),
ze chroniczne podawanie NGF zapobiega atrofii i Smierci neuronéw cholinergicz-
nych w strukturze unerwiajgcej (przegroda), jak i procesowi degeneracyjnemu
w strukturze docelowej (hipokamp). Po przecieciu witokien projekcji przegroda -
hipokamp nastepuje obnizenie aktywnosci enzymatycznej transferazy acetylocho-
linowej neurondw przegrody oraz ich zanik i $mier¢. Tylko okoto 1/3 komorek,
ktérych neuryty sg uszkodzone przezywa, obnizajac jedynie poziom swoistych
biatek znacznikowych. Egzogenny NGF zapobiega zaréwno zanikowi, jak i pro-
cesowi degeneracyjnemu ich ciat komérkowych. Badano rowniez wptyw dtugo-
trwatego dziatania NGF po odnerwieniu hipokampa. Pieciomiesieczne podawanie
NGF do bocznej komory mézgu w dwoch dawkach tygodniowo zapobiegato
degeneracji cholinergicznych ciat komdrkowych wywotanej przez przeciecie
strzepka i nie wywierato zauwazalnych efektéw ubocznych (Junard iin. 1990).
Podawanie NGF nasila rowniez zmiany kompensacyjne w obszarze zakonczen
nerwowych, do ktorych dochodzg uszkodzone widkna cholinergiczne, co przeja-
wia sie znacznym zwiekszeniem liczby potgczen synaptycznych oraz powieksze-
niem kolbek synaptycznych (Lapchak 1992).

NGF odgrywa role w pourazowych jak tez i innych zmianach plastycznych
obserwowanych w hipokampie, takich jak sprouting (tj. boczne wyrastanie wypu-
stek neuronalnych), czy odpowiedzi regeneracyjne, indukujac odrost uszkodzo-
nych wiékien nerwowych i stwarzajgc wiasciwe dla wzrostu mikrosrodowisko
(Gage iin. 1990). W badaniach wptywu egzogennego NGF na wzrost neurytow
pochodzacych zdomozgowych przeszczepdw nerwdw obwodowych badz ptodo-
wej tkanki mézgowej umieszczanych w miejscu przeciecia drog septo-hipokam-
palnych stwierdzono, ze ciggta infuzja NGF zastosowanego wraz z przeszczepem
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znacznie wzmacniata i przyspieszata odrosti penetracje aksondw cholinergicznych
do hipokampa (Hagg i in. 1990). NGF w tym wypadku przyczyniat sie do
zmniejszenia opornosci dojrzatej tkanki mézgowej na inerwacje cholinergiczna.
Nalezy tu jednak wspomnieé, ze terapia z zastosowaniem NGF ma tylko umiarko-
wany wplyw na wzrost neurytdw cholinergicznych u osobnikdéw dorostych
w obszarze bezpos$rednio przylegajgcym do miejsca przeciecia strzepka, a takze
nie wplywa na wrastanie wiokien cholinergicznych do odnerwionego hipokampa
(Junard i in. 1990). W licznych badaniach z uzyciem przeszczep6éw tkanki
ptodowej umieszczanych w miejscu przerwania potgczen cholinergicznych
u osobnikéw dorostych wykazywano natomiast znacznie bardziej nasilony odrost
i penetracje do hipokampa cholinergicznych aksonéw pochodzacych z przeszcze-
pu niz uszkodzonych akson6w biorcy przeszczepu. Wykazano takze, stosujac ten
sam model uszkodzenia, iz implantacja mysich fibroblastow zmodyfikowanych
genetycznie poprzez wprowadzenie aktywnego transkrypcyjnie genu R-NGF i
wydzielajgcych biologicznie czynny NGF wptywa w sposob znamienny statysty-
cznie na liczbe neurondw przezywajgcych przeciecie ich aksonéw. Wszczepione
w obreb rany pooperacyjnej fibroblasty wydzielaty NGF do korca badanego
okresu, to jest przez 6 tygodni (Stromberg iin. 1990).

NGF poza wpltywem na przezywalnos¢ neuronéw cholinergicznych, ich
potencjatregeneracyjny i plastycznos¢ pourazowa, wptywa takze na podtrzymanie
ich funkcji rozumianej jako wytwarzanie znacznikéw uktadu cholinergicznego.
Fotografia 3 ilustruje wptyw egzogennego NGF na immunoreaktywno$¢ ChAT w
przegrodzie po uszkodzeniu jej potgczen z hipokampem (Kromer 1987). Analiza
wplywu egzogennego NGF na parametry cholinergiczne w tym modelu wykazata
cze$ciowy powrot do normy obnizonej uszkodzeniem aktywnos$ci — zasadni-
czych enzyméw komorek cholinergicznych, transferazy acetylo-cholinowej
(ChAT) i esterazy acetylocholinowej (AChE), tak w hipokampie jak i w przegro-
dzie. NGF powodowat 20%-60% przyrosty aktywnosci enzymatycznej ChAT
w hipokampie i przegrodzie po stronie przeciecia (Fusco iin. 1989).

Dodatkowo zaobserwowano, ze NGF zwieksza poziom ChAT takze w stru-
kturach nieuszkodzonych u dorostych zwierzat (Fusco iin. 1989). Dziatanie NGF
napoziom ChAT jest przypisywane jego zdolnos$ci do swoistej indukcji w komor-
kach fenotypu cholinergicznego poprzez pobudzanie syntezy mRNA ChAT, co
potwierdzity ostatnie badania wykonane technikg hybrydyzacji in situ na neuro-
nach jadra podstawno - korowego (NBM).

Wiekszos$¢ prac dotyczgcych dziatania egzogennego NGF zostata wykonana
w modelu septo-hipokampalnym, jednak tak po uszkodzeniach jadra podstawno -
- korowego (Casamenti iin. 1989) jak i po odnaczynieniu kory (Cuello iin.
1989, Maysinger iin. 1992) uzyskiwano podobne wyniki. Co wiecej, wptyw
egzogennego NGF nauszkodzone neurony cholinergiczne obserwowano nie tylko
u szczurdw, ale i u naczelnych (Tuszynski iin. 1990, Koliatsos iin. 1991).
Wazny jest rowniez fakt, ze opisywane rezultaty uzyskiwano nie tylko po podaniu
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NGF otrzymywanego z naturalnego zrodta, jakim jest $linianka podzuchwowa
samca myszy, ale i po podaniu rekombinowanego ludzkiego NGF (Lapchak
1992). Na koniec warto wspomnie¢, iz NGF podawany zwierzetom z uszkodzo-
nymi potgczeniami cholinergicznymi zmniejsza powodowane przez te uszkodze-
nia ubytki behawioralne (Lapchak 1992).

Dodatkowo nalezy odnotowaé, iz NGF wykazuje synergistyczny efekt far-
makologiczny na neurony cholinergiczne z wieloma zwigzkami miedzy innymi
z gangliozydami. Gangliozydy — glikosfingolipidy zawierajgce kwas sjalowy, sg
naturalnymi sktadnikami bton komérkowych i wystepuja szczegdlnie obficie w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Majg wptyw na rédznicowanie si¢ neuronéw,
czas ich przezycia, a takze synaptogeneze. Gangliozydy wptywajg dobroczynnie
naregeneracje w obwodowym i osrodkowym uktadzie nerwowym. Synergistyczne
dziatanie NGF i gangliozydu GM1 obserwowano in vitro (przezywalnos¢ i neu-
rytogeneza) oraz in vivo: w modelu uszkodzen systemu podstawno - korowego
(Casamenti iin. 1989), a takze po odnaczynieniu kory u szczuréw (Cuello
iin. 1989). Fotografia 4 ukazuje ochronny wptyw tgcznego podawania NGF i GM1
w stosunku do zmian w neuronach cholinergicznych NBM, rejestrowanych jako
zmiany immunoreaktywnos$ci ChAT (Cuello iin. 1989). Synergistyczny wptyw
obu zwigzkéw obserwowano takze w odniesieniu do zachwianych uszkodzeniem
uktadu cholinergicznego funkcji poznawczych (Casamenti iin. 1989).

BADANIA NA MOZGACH STARYCH ZWIERZAT

Wobec istotnej roli endogennego czynnika wzrost nerwow dla uktadu choli-
nergicznego, a takze obiecujacych préb zastosowania tego czynnika w ekspery-
mentalnych uszkodzeniach tego ukfadu, imitujagcych przynajmniej czesciowo
zmiany zwigzane z wiekiem, zastosowano czynnik wzrostu nerwow w naturalnych
modelach starzenia sie, majac na celu przezwyciezenie pewnych jego znamion
zwigzanych z zanikiem neurondw cholinergicznych. | tak na przykitad, NGF
podawany chronicznie zapobiega obumieraniu cholinergicznych neuronéw prze-
grody u starych, 30-miesiecznych szczuréw (fot. 5) oraz powoduje znaczng
poprawe w testach orientacji przestrzennej (Fischer i in. 1991). Réwniez w
modelach uszkodzonego mézgu u starych szczuréw, tak po uszkodzeniu potaczen
cholinergicznych pomiedzy przegroda a hipokampem, jak i po uszkodzeniu syste-
mu podstawno - korowego, obserwowano dodatni wptyw czynnika wzrostu ner-
wow na przezywalnos$¢ neuronéw cholinergicznych, chociaz osiggniecie takiego
efektu wymagato dtugiego czasu podawania neurotrofmy (Yunshao iin. 1991).

Wielokrotnie demonstrowano, ze zachodzacy z wiekiem zanik cholinergicz-
nych komorek podstawnego przodomdézgowia dotyczy tych neuronéw, ktdre cha-
rakteryzuja sie immunoreaktywnoscig dla receptora NGF (Koh i in. 1989). Wy-
kazano, ze w trzech najwazniejszych podstawnych jadrach cholinergicznych
szczura, a mianowicie w jadrze przysrodkowym przegrody, jadrze pasma przekat-
nego i w jadrze podstawnym wielkokomdrkowym, obserwuje sie u starych zwie-
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rzat wyrazne zmniejszenie liczby receptorow NGF o niskim powinowactwie na
ciatach komérkowych i dendrytach. Regiony médzgu, w ktérych dochodzi do
obnizenia liczby receptorow NGF pokrywajg sie z obszarami o zmniejszonej
z wiekiem aktywnosci ChAT. Obnizony poziom receptora NGF moze wynikac
z zachwiania rownowagi w uktadzie NGF - recep.or NGF, brak howiem jednomy-

Fot. 4. £ gczny wptyw NGF i GML1 na
immunoreaktywno$¢ ChAT w neuro-
nach wielkokomérkowego jadra pod-
stawnego szczura po odnaczynia-
jacym uszkodzeniu kory. A — zwie-
rze naiwne; B — zwierze operowane;
C— zwierze operowane, ktéremu po-
dawano NGF i GM 1. Gwiazdki wska-
zujg zgrupowania komérek choli-
nergicznych, strzatki— komorki po-
jedyncze. Cienkie strzatki na (C)
wskazujg wybarwione wypustki ko-
morek cholinergicznych. (Cuello
iin. 1989).
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§Ilnosci co do zmian poziomu NGF u starych szczurow (Goedert i in. 1986,
Larsfors iin. 1987).

MECHANIZM DZIAE ANIANGF NA NEURONY CHOLINERGICZNE

NGF wywiera dziatanie troficzne na neurony cholinergiczne poprzez wigzanie
sie do swego receptora o wysokim powinowactwie. Kompleks NGF - receptor
NGF jest wstecznie transportowany do ciata komoérki nerwowej. Wydaje sie, ze
w mechanizmie dziatania NGF odgrywajg role, obok wspomnianego przemiesz-
czenia kompleksu NGF - receptor, takze specyficzne, przenoszone przez NGF
sygnaty. Wykazano, iz receptor NGF o niskim powinowactwie jest zaangazowany
w inicjacji fosforylacji tyrozyny, procesu, ktory jest niezbedny dla powstania
odpowiedzi fizjologicznych. Wykazano réwniez, ze aktywno$¢ kinazy tyrozyno-
wej protoonkogenu trk, wchodzacego w sktad kompleksu receptora o wysokim
powinowactwie, jest niezbedna, obok obecnosci receptora o niskim powinowac-
twie, aby mogto zajs¢ wigzanie NGF z receptorem o wysokim powinowactwie
i odpowiedz biologiczna. W nastepnym etapie przekazywania sygnatu wydajg sie
uczestniczy¢ biatka sygnatowe, takie jak biatka aktywujgce GTP-aze, ktdre wigzg
sie do ufosforylowanych w reszcie tyrozynowej peptydow. Aczkolwiek dalszy
szlak sygnatu nie jest znany, to pierwsze dane wskazuja, ze NGF wywiera swe
dziatanie na cholinergiczne komorki znajdujgce siew zrodtach unerwienia poprzez
aktywacje kinazy biatkowej C (PKC).

Mechanizmy dziatania NGF na neurony cholinergiczne zostaty szczeg6towo
przedstawione w artykutach przeglagdowych (Lapchakl1992,VantiniiSkaper
1992).

DZIALANIE EGZOGENNEGO NGF NA NEURONY NIECHOLINERGICZNE

Rola NGF w uktadzie cholinergicznym jest dobrze udokumentowana. Jednak
wydaje sig, ze endogenny NGF wptywa takze na funkcje neurondw niecholinergi-
cznych, przynajmniej w hipokampie. Ostatnie wyniki badan, uzyskane w kilku
niezaleznych laboratoriach, wskazujg na ochronne dziatanie egzogennego NGF po
uszkodzeniach mézgu wywotanych niedokrwieniem, w ktérym to modelu uszka-
dzane sg komorki niecholinergiczne, prawdopodobnie glutamatergiczne, to znaczy
neurony piramidalne pola CA1 hipokampa. W tym modelu egzogenny NGF
przeciwdziatat tak zwanej opéznionej $mierci neuronalnej (delayed neuronal death
— DND) (Shigeno i in. 1991, Yamamoto i in. 1992). Wptyw NGF na
op6zniong Smier¢ komdrkowa przejawia sie miedzy innymi wptywem na morfo-
logie komdrek niecholinergicznych (fot. 6).

Dziatanie ochronne NGF w do$wiadczalnym niedokrwieniu moze mie¢ od-
niesienie praktyczne, jako ze takze u ludzi pole CA1 hipokampa jest szczegdlnie
wrazliwe na niedokrwienie. Wskazujg na to czesto spotykane w materiale sekcyj-
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Fot. 6. NGF zapobiega zanikowym zmianom dendrytycznym w hipokampie gerbila poddanym
przejsciowemu niedokrwieniu. Gérna czes¢ ilustracji przedstawia fragmenty hipokampa pocho-
dzace od gerbila, ktéremu przed wywotaniem niedokrwienia nie podawano NGF. Zwraca uwage
zanik dendrytéw. Dolna czes¢ ilustracji prezentuje chronologiczne zmiany u zwierzecia, ktore
otrzymywato NGF (Shigeno iin. 1991).
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nym zmiany martwicze w tym polu u pacjentéw, u ktérych wystapi okresowe
zatrzymanie krazenia mézgowego.

Rozwaza sie kilka mozliwych mechanizméw ochronnego dziatania NGF
w zapobieganiu lub tez zmniejszaniu DND. Egzogenny NGF mogtby dziataé
bezposrednio na neurony piramidalne hipokampa, wywiera¢ wptyw przez swoje
receptory, ktorych ekspresje stymuluje, badz reagowaé krzyzowo z receptorami
innych cztonkéw rodziny NGF (Shigeno iin. 1991). Ponadto spekuluje sie, iz
ochronne dziatanie egzogennego NGF mogtoby by¢ posredniczone przez bloko-
wanie wytwarzania hipotetycznego ,,biatka Smierci” (killer protein). Hipoteze takg
wysunieto poréwnujac naturalnie wystepujaca w rozwoju ptodowym $mier¢ neu-
ronéw i postischemiczng opézniong $mier¢ neurondéw. W obu przypadkach mozna
jej zapobiega¢ chemicznymi inhibitorami syntezy biatek. Wiadomo tez, ze NGF
zapobiega wywotanemu hipoglikemig wzrostowi wewngtrzkomdrkowego pozio-
mu wapnia (Yamamoto iin. 1992).

ZABURZENIA FUNKCJI UKLADU CHOLINERGICZNEGO W CHOROBIE
ALZHEIMERA | W PROCESIE STARZENIA SIE A NGF

Od szeregu lat wiadomo, ze zmianom otepiennym i ostabieniu sprawnosci
proces6w poznawczych towarzyszy ostabienie funkcji uktadu cholinergicznego
mébzgu. W chorobie Alzheimera, charakteryzujacej sie postepujaca utratg pamieci,
obserwuje sie powazny spadek aktywnosci enzymatycznej ChAT w korze mézgo-
wej i hipokampie oraz utrate komorek w jadrze podstawnym Meynerta, ktore jest
gtownym komdrkowym zrédtem unerwienia cholinergicznego kory i, poprzez-
septum, hipokampa. Ubytki neuronéw cholinergicznych jader podstawnych méz-
gu naleza do najbardziej statych i najmocniej zarysowanych neurochemicznych
objawdw patologicznych w chorobie Alzheimera. Powyzsze fakty postuzyty do
sformutowania hipotezy mowiacej o tym, ze u podtoza choroby Alzheimera lezg
zaburzenia uktadu cholinergicznego przodomézgowia (Collerton 1986, Hefti
i Weiner 1986).

W procesie naturalnego starzenia sie, podobnie jak w chorobie Alzheimera,
dochodzi do utraty komérek cholinergicznych, jednak zmiany te sg znacznie
tagodniejsze. W 1982 r. R. Bartus sformutowat cholinergiczng hipoteze geriatry-
cznych zaburzen pamieci, wigzac zaburzenia pojawiajace sie w przebiegu starze-
nia sie z pogorszeniem funkcjonowania i obnizeniem sprawnosci uktadu choli-
nergicznego. Nowsze badania zmian parametrow uktadu cholinergicznego mézgu
u pacjentéw z chorobg Alzheimera i u 0sob starych zdajg sie potwierdzac role tego
uktadu dla proceséw pamieci i uczenia sie, wnoszac istotne nowe elementy
poznawcze. Obecnie sadzi sig, iz dawne hipotezy cholinergiczne dotyczace pato-
genezy choroby Alzheimera, w swej pierwotnej postaci nie sa prawdziwe.

W 1981 roku (Appel 1981) zostata zaproponowana hipoteza, ogélnie znana
pod nazwg hipotezy neurotroficznej, mowigca o tym, iz zwyrodnienie neuronow,
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obserwowane w réznych chorobach neurologicznych wieku starczego, jak
w chorobie Alzheimera, chorobie Parkinsona i w stwardnieniu zanikowym bocz-
nym, wynika ze zmniejszonej podazy specyficznych czynnikdw neurotroficznych
wytwarzanych przez struktury docelowe unerwiane z regionéw degenerujacych
komorek. Fakt, ze NGF podtrzymuje funkcje neuronéw cholinergicznych w po-
wigzaniu ze zjawiskiem znacznego zaniku tych neuronéw i spadkiem poziomuich
znacznikdw cholinergicznych, spotykanym u pacjentéw z chorobg Alzheimera,
spowodowat skoncentrowanie uwagi na NGF jako czynniku zaangazowanym
w patogenezie tej choroby. Jednak wyniki badain dotyczacycli poziomu NGF
w mobzgu w chorobie Alzheimera, jak i podczas normalnego starzenia sig, nie sg
jednoznaczne. Stwierdzano, na przyktad, spadki poziomu mRNA NGF w korze
i w hipokampie mézgéw pochodzacych od pacjentdw zmartych w przebiegu
choroby Alzheimera. Nie stwierdzono natomiast obnizenia sie poziomu biatka
NGF w tej chorobie, chociaz prowadzi ona do zmniejszenia sie liczby komorek
produkujacych NGF. Z kolei prace badajace poziom receptora NGF zgodnie
stwierdzajg zmniejszenie sie jego ekspresji w chorobie Alzheimera. W materiale
autopsyjnym pochodzacym od oséb starych w niektérych przypadkach stwierdza-
no obnizenie poziomu NGF w mdzgu, w innych nie obserwowano zmian (Goe-
dert iin. 1986). Warto tu wspomnie¢, ze podobne obserwacje wynikaty z badan
moézgéw zwierzat starych, co omoéwiono powyzej. Obserwowano mianowicie
wyrazne zmniejszenie sie liczby receptorébw NGF, a nadto regiony mozgu,
w ktdrych dochodzito do obnizenia sie liczby receptorow NGF, pokrywaty sie
z obszarami o zmniejszonej z wiekiem aktywnosci ChAT.

W obecnej chwili nie jest mozliwa konkluzja, czy NGF jest zaangazowany
w patogenezie choroby Alzheimera, jednakze wiele obserwacji wskazuje na istotne
znaczenie NGF w tej chorobie i w przebiegu procesu fizjologicznego starzenia sie.
Postuluje sie, ze niedobory ChAT w chorobie Alzheimerai w starzeniu sie mogtyby
by¢ spowodowane zaburzeniem interakcji NGF z jego receptorem, prawdopodob-
nie na skutek zmian produkcji receptora lub zachwiania normalnej transdukcji
sygnatu dla NGF na poziomie protoonkogenu trk.

Niezaleznie od faktu, czy rzeczywiscie endogenny NGF jest, czy nie jest
bezposrednio zaangazowany w patogenezie zaburzen cholinergicznych obserwo-
wanych w chorobie Alzheimera i w przebiegu starzenia sig, bardzo obiecujace
wyniki prac eksperymentalnych z podawaniem egzogennego NGF, omdwione
powyzej, zdaja sie wskazywac, iz terapia egzogennym NGF mogtaby by¢ wska-
zana chociazby ze wzgledu na poprawe funkcji nie dotknietych procesem choro-
bowym neuronéw cholinergicznych. W efekcie poprawy dziatania uktadu choli-
nergicznego nalezatoby sie spodziewac ogdélnej poprawy zaburzonych w chorobie
Alzheimera funkcji. Nadzieje zwigzane z NGF jako potencjalnym lekiem sg tym
bardziej zrozumiate, ze jak dotad nie udato sie stworzy¢ skutecznej strategii
korygowania deficytéw cholinergicznych spowodowanych chorobami neuro-
degeneracyjnymi czy starzeniem sie. Dziatanie stosowanych do tej pory srodkow
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jest dos¢ ograniczone, tym bardziej, ze w dawkach terapeutycznych wiekszos¢ z
nich powoduje wystepowanie objawdw ubocznych (Kumar i Calache, 1991).

NGF posiada cechy jakie powinna spetnia¢ poszukiwana substancja farmako-
logiczna, ktora wywierataby dodatni wptyw na degenerujgce neurony choliner-
giczne i zapobiegata rozszerzaniu sie tego procesu poprzez dziatanie troficzne
i ochronne, badz tez poprzez oddziatywanie na regulacje ich aktywnosci. Zapew-
nienie optymalnych warunkéw mikrosrodowiska dla neuronéw cholinergicznych
sprzyjatoby ich optymalnej aktywnosci. Ponadto, wptywajac w ten sposob rowniez
na inne, niecholinergiczne komarki nerwowe biorace udziat w procesach pamieci,
mogtaby poprawia¢ og6lng sprawno$¢ zaburzonych procesow poznawczych.

Wiekszo$¢ badaczy optuje za zastosowaniem NGF w terapii choroby Alzhei-
mera (Tuszynski i Gage 1990, Lapchak 1992). Jednakze niektérzy autorzy
sceptycznie odnosza sie do mozliwosci zastosowania NGF w terapii choroby
Alzheimera (Butcher i Woolf 1989) wychodzac z zatozenia, ze patogeneza
choroby Alzheimera jest zwigzana ze zmianami w regulacji biatek cytoszkieletal-
nych prowadzacymi do tego, iz architektura neuronéw staje sie w wiekszym
stopniu zdeterminowana przez biatka biorgce udziat w stanach strukturalnie labil-
nych. To z kolei prowadzitoby do aberracji zakoczen neuronalnych, niekontrolo-
wanego sproutingu, reaktywnej gliozy, czy nienormalnego wzrostu neuronéw, co
NGF mogtby nasilaé.

W chwili obecnej nie sg poznane wszystkie efekty uboczne podawania
egzogennego NGF. W pierwszych prébach klinicznych podejmowanych w latach
siedemdziesigtych, kiedy to mysi NGF podawany byt obwodowo dzieciom
z neuroblastoma, u czesci pacjentow pojawiat sie Swiad skory, wzrost cisnienia
krwi i bole glowy. Nalezatoby to przypisywac raczej ogolnym efektom toksycz-
nym niezbyt dobrze oczyszczonego w owych czasach biatka. Dalsze badania na
modelach zwierzecych powinny przynie$¢ dodatkowe informacje co do toksycz-
nosci NGF o sekwencjach homologicznych dla danego gatunku. Nie wiadomo
réwniez jaka bytaby najbardziej optymalna dawka. Jak dotad okre$lono jedynie
dawki skuteczne w badaniach eksperymentalnych.

Nie ma dotychczas badan, ktére mogtyby oceni¢ skutki dtuzszego niz piecio-
miesieczny okres podawania NGF in vivo. Znajdujemy siejeszcze na etapie badan
na modelach zwierzecych, ktére to badania sa jeszcze fragmentaryczne i dotycza
tylko niektérych aspektéw dziatania egzogennego NGF. Pomimo to nalezy odno-
towac pierwsze proby zastosowania czynnika wzrostu nerwdw w terapii choroby
Alzheimera (0 1son iin. 1992). Sgto jednak pojedyncze, wstepne préby, bowiem
nierozwigzany wecigz jest zasadniczy problem dla ewentualnego zastosowania
NGF w klinice, a mianowicie dostarczenie czynnej substancji do moézgu.

Ewentualna terapia ludzkich choréb neurodegeneracyjnych bedzie wymagac
dtugotrwatego, wieloletniego dostarczania NGF, a wiec nie wchodzi w gre poda-
wanie domézgowe. Znaczny postep w dziedzinie doskonalenia metod dostarczania
NGF dokonat sie ostatnio wraz z opracowaniem koniugatu NGF z przeciwciatem
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przeciwko receptorowi transferyny zdolnego do przekraczania bariery krew -
moézg (Fride n iin. 1993). Koniugat ten mdgtby by¢ zatem podawany obwodowo.
Jego badania znajdujg sie w fazie prob na modelach zwierzecych.

UWAGI KONCOWE

Z przedstawionego krotkiego przegladu dziatania czynnika wzrostu nerwow
w doswiadczalnych modelach imitujacych zaburzenia funkcji cholinergicznych
wynika, ze posiada on dziatanie hamujace zmiany zwyrodnieniowe w neuronach
cholinergicznych i dziatanie odwracajgce pewne znamiona starzenia sie tego
ukfadu. Te obiecujgce obserwacje przyczynig sie by¢ moze do unowocze$nienia
strategii naprawczych stosowanych w przezwyciezaniu zaburzer uktadu choli-
nergicznego. Nieliczne jeszcze, lecz obiecujace wyniki dotyczace zapobiegania
przez NGF zmianom degeneracyjnym w neuronach niecholinergicznych, jak
w zjawisku tak zwanej opdznionej $mierci neuronalnej wywotywanym przejscio-
wym niedokrwieniem mdzgu, réwniez zdajg sie budzi¢ nadzieje na przyszie
mozliwos$ci terapeutyczne zwigzane z tg neurotrofma. Czy NGF znajdzie szersze
zastosowanie terapeutyczne u ludzi zaleze¢ bedzie nie tylko od dalszego postepu
badan podstawowych, ale i od wynikéw pilotowych préb klinicznych. Jednocze$-
nie specyfika dziatania czynnikéw neurotroficznych czym z nich doskonate narze-
dzie do dalszych badan samych procesow naprawczych. Obecne badania zmierzaja
do wyjasnienia roli w osrodkowym uktadzie nerwowym najmniej poznanych
neurotrofin — BDNF i NT-3, nalezacych do rodziny neurotroficznej NGF, ich
interakcji z NGF oraz dziatania wszystkich neurotrofin w zespole. Ich poznanie
wymaga dalszych wielotorowych badan funkcjonalnych, molekularnych, komor-
kowych i biochemicznych.

ROLE OF THE NERVE GROWTH FACTOR IN BRAIN

Summary

This review provides an overview of the presence and significance of the nerve growth
factor (NGF) in the brain with respect to its importance as a maintenance factor for adult
cholinergic neurons. It also emphasizes its possible role in rescuing noncholinergic
hippocampal neurons.

The neurotrophic action of NGF on cholinergic neurons in vivo in lesion and aging
models, and on noncholinergic neurons in an ischemic model are presented .

In addition, this review provides information concerning the possible therapeutic use
of NGF to treat neurodegenerative diseases involving central cholinergic neurons, such as
Alzheimer's disease and ageing.
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