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NGF NA SZLAKU, CZYLI PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU TROFICZNEGO W NEURONIE

WSTĘP

Neurotrofiny to grupa spokrewnionych bia
łek syntetyzowanych w komórkach tkanek 
unerwianych poprzez neurony czuciowe i 
współczulne obwodowego układu nerwowego 
oraz w neuronach niektórych struktur mózgu. 
W skład rodziny klasycznych neurotrofin wcho
dzą: czynnik wzrostu nerwów (ang. nerve 
growth factor, NGF), czynnik neurotroficzny po
chodzenia mózgowego (ang. brain-derived neu- 
rotrophic factor, BDNF), neurotrofina-3 (ang. 
neurotrophin-3, NT-3), neurotrofina-4 (ang. 
neurotrophin-4, NT-4), neurotrofina-6 (ang. 
neurotrophin-6, NT-6) i neurotrofina-7 (ang. 
neurotrophin-7, NT-7). Słabo poznana jest rola 
neurotrofiny-6 i neurotrofiny-7 w układzie ner
wowym ssaków. Pierwszą substancją odkrytą i 
scharakteryzowaną jako związek o działaniu 
neurotroficznym był czynnik wzrostu nerwów. 
NGF, tak jak inne neurotrofiny, działa jako 
substancja sygnałowa pomiędzy komórkami, 
które go syntetyzują i komórkami, które nań 
odpowiadają. Od kilku lat substancjom tym 
poświęca się bardzo wiele uwagi, albowiem tro
ficzne właściwości neurotrofin mogą być wyko
rzystane w próbach naprawy uszkodzonego 
układu nerwowego lub w leczeniu chorób 
neurodegeneracyjnych (N iew iadom ska i M a łe 
cki 1998).

Jedną z najlepiej poznanych neurotrofin 
jest NGF. Jego rola troficzna w stosunku do 
obwodowych neuronów współczulnych i czucio
wych jest bardzo dobrze udokumentowana 
(Thoenen  i współaut. 1987, Vantin i i Skaper
1992). NGF wywiera podobne działanie także w 
ośrodkowym układzie nerwowym. Spośród róż
nych tkanek organizmu najwyższy poziom syn
tezy NGF-mRNA oraz białka NGF obserwowano 
w mózgu (M a ison p ierre  i współaut. 1990), 
szczególnie w nowej korze, hipokampie oraz

jądrach części przedniej mózgu (K o rsch in g  
1986, Th oen en  i współaut. 1987). Na podstawie 
wielu obserwacji uznaje się, że populacją neu
ronów w ośrodkowym układzie nerwowym 
szczególnie wrażliwą na NGF są neurony choli- 
nergiczne okolicy podstawnej mózgu. Wydaje 
się, że obecność NGF jest niezbędna, nie tylko 
do prawidłowego rozwoju układu cholinergicz- 
nego, ale także do jego funkcjonowania w czasie 
dorosłego życia. Układ cholinergicznyjest ściśle 
związany z procesami uczenia się i pamięci. 
Ponieważ zaburzenia pamięci u pacjentów z 
chorobą Alzheimera skorelowane są z obniże
niem poziomu markerów cholinergicznych w 
korze mózgu (M esulam  i G eu la  1988, 1991; 
P a sq u a l i współaut. 1991; Parasuram an i 
współaut. 1992; B lu s z ta jn  i B e rs e  2000) stra
tegie polegające na polepszeniu przekaźnictwa 
cholinergicznego budzą nadzieję na skuteczną 
terapię (T h a l 1994, Smith i współaut. 1999). 
Wyniki uzyskane w modelach zwierzęcych za
chęcają do wykorzystania neurotrofin w pró
bach leczenia pacjentów z chorobą Alzheimera. 
W badaniach tych wykazano, że egzogenne in- 
fuzje NGF chronią neurony cholinergiczne 
przed atrofią, zwiększają syntezę acetylocholiny 
oraz powodują poprawę pamięci w testach be
hawioralnych (F ish er  i współaut. 1987, M a rk o 
w ska  i współaut. 1994. Niew iadom ska i współ
aut. 2000). Zakłada się, że długotrwałe domóz- 
gowe podawanie egzogennego NGF mogłoby 
stanowić element terapii u pacjentów z chorobą 
Alzheimera. Rośnie liczba doniesień uzasadnia
jących racjonalność użycia NGF w postępowa
niu klinicznym (O lson  i współaut. 1992, 1994; 
Smith i współaut. 1999). Również pozostałe 
neurotrofiny mogą znaleźć zastosowanie w le
czeniu uszkodzeń w układzie ruchowym (Tu
szyński i współaut. 1996, W an g i współaut.
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1996) i układzie s łuchow ym  (Sta e c k e r  i w sp ó ł
aut. 1996).

W układzie nerwowym istnieje pozytywne 
sprzężenie zwrotne pomiędzy neuronami choli- 
nergicznymi a neuronami docelowymi ich pro
jekcji w korze i w hipokampie (S o fr o n ie w  i 
M o b le y  1993). Neurotrofiny pochodzące z 
miejsc docelowych projekcji regulują funkcje 
cholinergiczne neuronów okolicy podstawnej, 
powodując zwiększenie syntezy acetylotran- 
sferazy cholinowej oraz hipertrofię tych neuro
nów. Wzrost aktywności cholinergicznej jest z 
kolei sygnałem zwrotnym, podnoszącym po
ziom syntezy neurotrofin w miejscach docelo
wych projekcji. Zatem przekazanie in vivo syg
nału przez neurotrofiny zależy od mechani
zmów transportu aksonalnego. Być może, nie 
tyle niedobór neurotrofin, co zaburzenia tych 
mechanizmów, są podłożem zmian patologicz
nych obserwowanych w czasie starzenia się lub 
w stanach chorobowych. U starych zwierząt 
obserwowano zmniejszoną zdolność neuronów 
cholinergicznych do pobierania i transportowa
nia NGF, co z kolei prowadziło do atroficznych 
zmian w tych neuronach. Dane eksperymental
ne pokazały, że u pacjentów z chorobą Alzhei- 
mer’a poziom NGF jest nie obniżony, a nawet 
nieco wyższy niż w normie (Jette  i współaut. 
1994, S c o tt  i współaut. 1995). Jednocześnie 
udowodniono, że wsteczny transport NGF przez 
neurony cholinergiczne z miejsc docelowych ich 
projekcji jest upośledzony w chorobie Alzhei- 
mer’a (So b r e v ie la  i współaut. 1994, M u fso n  i 
współaut. 1997). Założono zatem, że jeżeli na
wet nie zmienia się poziom NGF, to pewne we
wnątrzkomórkowe zaburzenia w neuronach 
cholinergicznych powodują niezdolność do wy
korzystania osłaniającego działania neurotro
fin. Przypuszcza się, że przyczyną zaniku choli- 
nergicznego fenotypu neuronów okolicy pod
stawnej mogą być zaburzenia w aparacie tubu-

larnym transportu aksonalnego związane ze 
starzeniem się. To z kolei może prowadzić do 
zaniku dokorowej projekcji cholinergicznej i 
dalszych zmian neurodegeneracyjnych.

Wobec tych faktów, poznanie mechani
zmów przekazywania sygnału indukowanego 
przez neurotrofiny in vivo ma ogromne znacze
nie. Zdarzenia towarzyszące przekazywaniu 
sygnału troficznego w układzie nerwowym moż
na podzielić na kilka etapów: uwolnienie neu
rotrofin przez błonę postsynaptyczną, kierowa
nie uwolnionej neurotrofiny do błony presynap
tycznej, w której znajdują się jej receptory, po
łączenie się neurotrofiny z receptorem, inter
nalizacja kompleksu neurotrofina-receptor, 
transport kompleksu ligand-receptor wzdłuż 
aksonu, przekazanie sygnału neurotroficznego 
do jądra, degradacja sygnału neurotroficznego.

W przypadku NGF, większość danych doty
czących zdarzeń molekularnych zachodzących 
w komórce po jego związaniu z receptorami 
pochodzi z badań in vitro i w zasadzie dotyczy 
końcowego etapu w łańcuchu zdarzeń, czyli 
przekazania sygnału od błony komórkowej po
przez cytoplazmę do jądra. Jednak specyficzną 
cechą układu nerwowego w warunkach in vivo 
jest to, iż sygnał troficzny przenoszony jest z 
końca aksonu do wnętrza komórki. W przypad
ku neuronów w obwodowym układzie nerwo
wym droga ta często przekracza jeden metr. Do 
niedawna znano niewiele faktów dotyczących 
mechanizmów przenoszenia sygnału wzdłuż 
aksonu. Dopiero publikacje ostatnich kilku lat 
przynoszą informacje na ten temat. Wydaje się, 
że w uzupełnieniu do wcześniejszych publikacji 
(Sku p  1997, N ie w ia d o m sk a  i M a łe c k i 1999), 
dotyczących losów sygnału troficznego w cyto- 
plazmie komórki, warto przedstawić także zda
rzenia, jakie mają miejsce w czasie wędrówki 
sygnału z końca aksonu do ciała neuronu.

PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU TROFICZNEGO W UKŁADZIE NERWOWYM

W komórkach nieneuronalnych droga prze
kazywania sygnału jest krótka i prosta. Poprzez 
kaskadę zdarzeń biochemicznych, wywołanych 
połączeniem substancji czynnej z jej recepto
rem, informacja przenosi się z błony komórko
wej do jądra. Neurony, z racji swojej budowy, 
mają szczególne problemy w komunikowaniu 
się ze sobą. Długość komórki nerwowej, często 
przekraczająca kilka lub kilkadziesiąt centyme
trów, stanowi poważne wyzwanie dla aparatu 
biochemicznego przenoszącego sygnały z za
kończeń aksonalnych do jądra. Od 1970 r., 
kiedy odkryto wsteczny transport aksonalny,

jest oczywiste, że większość substancji sygna
łowych w układzie nerwowym wywiera swoje 
działanie wykorzystując ten mechanizm. Podo
bnie rzecz ma się z neurotrofinami. Przekazy
wanie sygnału troficznego drogą wstecznego 
transportu aksonalnego jest złożonym proce
sem, którego kolejne etapy zostaną omówione 
w tym artykule (Rye. 1).

UWALNIANIE NEUROTROFIN

Każda neurotrofina jest syntetyzowana z 
białek prekursorowych, które pod wpływem
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Rye. 1. Kolejne etapy wstecznego transportu sygnału troficznego w  komórkach nerwowych in vivo.

Tkanki docelowe projekcji nerwowej wydzielają neurotrofiny (NT), które wiążą się ze specyficznymi dla nich receptorami 
o wysokim powinowactwie (Trk) i ze wspólnymi dla wszystkich neurotrofin receptorami o niskim powinowactwie (p75), 
usytuowanymi w błonie cytoplazmatycznej zakończeń aksonalnych (błona presynaptyczna). Cząsteczki neurotrofiny w 
kompleksie z receptorami są internalizowane na drodze endocytozy zależnej od receptorów i zamykane w pęcherzykach 
opłaszczonych klatryną, bądź w kaweolach lub endosomach. Pęcherzyki są sortowane i kierowane do wstecznego 
transportu aksonalnego przy udziale kinazy tri — (PI-3) i tetrafosfatydyloinozytolu (PI-4) oraz białek rab5 i EEA1. Wsteczny 
transport aksonalny opłaszczonych kompleksów NT-receptor odbywa się po mikrotubulach dzięki aparatowi motoryczne- 
mu dyneiny cytoplazmatycznej. Po dotarciu do cytoplazmy perykarionu sygnał troficzny zostaje przekazany do jądra z 
udziałem kinaz MAP, a NT jest transportowana do lizosomów, gdzie ulega degradacji

procesów wewnątrzkomórkowych ulegają zmia
nie w dojrzałą formę białka. W układzie nerwo
wym neurotrofiny mogą pochodzić z tych sa
mych komórek, na które oddziałują (tzw. dzia
łanie autokiynne, autoregulujące czynność tro
ficzną komórki) lub z komórek sąsiadujących z 
tymi, na które oddziałują (tzw. działanie para- 
kiynne). Jednak NGF jest najczęściej uwalnia
ny przez komórki leżące w odległych miejscach 
od neuronów, od których otrzymują one uner
wienie (Rye. 1).

Do uwalniania NGF nie jest konieczna ani 
glikolizacja końca N cząsteczki, ani jej proteoli- 
za. Wydzielanie NGF zależy natomiast od 
aktywności bioelektrycznej neuronu i zachodzi 
pod warunkiem depolaryzacji błony i dostępno
ści jonów wapnia z wewnątrzkomórkowych za
sobów (Heym ach  i współaut. 1996).

Uwalnianie NGF z komórek mięśni gładkich 
naczyń, w których główne unerwienie stanowią 
neurony współczulne jest możliwe dzięki obe
cności podwyższonego stężenia wazopresyny i 
angiotensyny II oraz aktywacji receptora a-

adrenergicznego. Obecność hormonów oraz wy
dzielenie neurotransmitera przez neurony 
współczulne powoduje skurcz mięśniówki na
czyń, co z kolei prowadzi do uwalniania NGF 
przez komórki mięśniowe (Tu ttle  i współaut. 
1993).

Wiele badań koncentruje się na wydzielaniu 
neurotrofin w neuronach CNS w odpowiedzi na 
sygnał z neuronu presynaptycznego. W skra
wkach hipokampa szczura i w pierwszorzędo- 
wych kulturach neuronów hipokampalnych 
uwalnianie NGF zależy od aktywności bioele
ktrycznej błony i zewnątrzkomórkowego stęże
nia jonów Na. Wpływ na uwalnianie NGF mają 
także wewnątrzkomórkowe zasoby Ca2+, nato
miast poziom poza komórkowych jonów wapnia 
nie odgrywa istotnej roli w procesie wydzielania 
NGF (Blo c h l  i T h o en en  1995).

Ostatnio okazało się, że egzogenne podanie 
neurotrofin indukuje wydzielanie endogennych 
neurotrofin i to z części presynaptycznej. Neu
rotrofiny posiadają zatem zdolność do regulacji 
procesu uwalniania neurotrofin. W badaniach
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na neuronach hipokampalnych i komórkach 
linii PC 12 traktowanych egzogennym czynni
kiem troficznym stwierdzono, że podanie czyn
nika troficznego spowodowało indukcję wydzie
lania neurotrofin przez wymienione neurony i 
komórki (Canossa i współaut. 1997). Podobnie 
jak uzależnione od aktywności, tak i zależne od 
indukcji neurotroficznej wydzielanie neurotro
fin wymaga dostępności jonów wapnia z jego 
wewnątrzkomórkowej puli. Uwalnianie neuro
trofin indukowane przez neurotrofiny odbywa 
się na zasadzie pozytywnego sprzężenia zwrot
nego. Wydzielone tą drogą neurotrofiny wiążą 
się z receptorami Trk obecnymi w błonie presy- 
naptycznej, co prowadzi do wzmocnienia i sta- 
bilizacji połączeń synaptycznych (Thoenen
1995).

PRZYŁĄCZANIE SIĘ NEUROTROFIN DO RECEPTORA

Wszystkie klasyczne neurotrofiny posiadają 
zdolność do wiązania się i aktywowania specy
ficznych dla siebie receptorów z rodziny kinaz 
tyrozynowych Trk. NGF aktywuje receptor 
TrkA, BDNF i NT-4 mogą aktywować receptor 
TrkB, natomiast NT-3 preferuje aktywację 
TrkC, ale wykazuje również zdolność do akty
wacji receptora TrkA i TrkB. Wszystkie sklono
wane receptory neurotrofin są jednołańcu- 
chowe, zbudowane z podjednostek i składają się 
z trzech domen: zewnątrzkomórkowej, która 
zawiera miejsca wiążące neurotrofinę; transbło- 
nowej, która kotwiczy receptor w błonie komór
kowej i domeny wewnątrzkomórkowej (cytopla- 
zmatycznej) (Sk u p  1997).

Na podstawie badań kinetyki reakcji wiąza
nia liganda z receptorem stwierdzono dwa typy 
receptorów NGF: receptory TrkA i p75NT , z
których każdy ma zdolność wiązania NGF. Re- 

n t rceptor p75 ma masę cząsteczkową 75kD i 
niskie powinowactwo do NGF. Receptor NGF o 
wysokim powinowactwie do liganda to białko 
enzymatyczne, kinaza tyrozyny (TrkA lub 
gpi40trkj 0 masje cząsteczkowej 140kD. TrkA 
jest produktem protoonkogenu trk i ma zdol
ność wiązania NGF zarówno sam, jak i w kom-

N T Rpleksie z receptorem p75 (Chao i H em pstead
1995). Aktywacja jednego lub drugiego recepto
ra przez NGF powoduje odmienne skutki. Syg
nał troficzny, powodujący różnicowanie i prze
żywanie komórek przenoszony jest przez recep
tor TrkA. Pobudzenie wyłącznie receptorów 
p75NTR może wywoływać efekty troficzne, takie 
jak pobudzenie migracji i różnicowania neuro
nów, ale może również prowadzić, podobnie jak 
stymulacja innych receptorów cytokin z rodziny 
TNF, do hydrolizy sfingolipidów, produkcji ce- 
ramidu i w konsekwencji do programowanej

śmierci komórek, czyli apoptozy. Nie wiadomo, 
w jaki sposób receptor p75NT raz działa jako 
czynnik neuroprotekcyjny, a innym razem jako 
czynnik promujący apoptozę (Fe inste in  i współ
aut. 1995, Niew iadom ska i M a łec k i 1999).

Rola, jaką odgrywa receptor p75NTR w przy
łączaniu neurotrofin, nie jest jasna. Istnieje 
kilka hipotez próbujących wyjaśnić to zjawisko. 
Najnowsze dane (B ib e l i współaut. 1999, B re n 
nan i współaut. 1999) sugerują, że receptor 
p75NTR moduluje aktywność receptora TrkA 
tworząc z nim kompleksy. Sygnał troficzny 
przenoszony przez receptory TrkA ulega 
wzmocnieniu dzięki współdziałaniu z recepto
rem p75NTR. Ponadto wysoka aktywność recep
torów TrkA hamuje syntezę ceramidu i blokuje 
sygnał uruchamiający proces apoptozy przeka
zywany przez receptor p75NTR.

Pierwszym etapem transmisji sygnału trofi
cznego jest związanie się NGF z TrkA (Rye. 1). 
Związanie NGF z receptorem prowadzi do agre
gacji sąsiadujących receptorów i tworzenia ho- 
modimerów NGF-TrkA. Możliwe, że dochodzi 
także do oligomeryzacji receptorów i tworzenia 
klasterów podobnie, jak ma to miejsce dla in
nych receptorów typu kinazy tyrozyny (V a n t 
H o f  i współaut. 1989). Prawdopodobnym jest, 
że tworzenie klasterów NGF-TrkA zależy od 
udziału cytoszkieletu aktynowego, którego 
udział udowodniono w przypadku naskórkowe
go czynnika wzrostu EGF (Van B e lz e n  i współ
aut. 1990). Oligomeiyzacja powoduje wzrost 
powinowactwa receptora do liganda. Indukuje 
także zmiany konformacyjne w części zewną
trzkomórkowej receptora, co prowadzi do pobu
dzenia części cytoplazmatycznej, do autofosfo- 
rylacji reszt tyrozynowych i do wzrostu aktyw
ności kinazy tyrozynowej.

ENDOCYTOZA KOMPLEKSU NEUROTROFINA-RECEPTOR

NGF po związaniu się z receptorem ulega 
tzw. sekwestracji. Następuje ograniczenie do
stępności powstałego kompleksu dla czynników 
zewnątrzkomórkowych, a następnie internali
zacja kompleksu do wnętrza aksonu. Wykaza
no, że w tym procesie biorą udział zarówno 
receptory TrkA, jak i p75NTR i że zależy on od 
wzajemnej interakcji zewnątrzkomórkowych i 
wewnątrzkomórkowych domen obu receptorów 
NGF (G a rgan o  i współaut. 1997).

Internalizacja kompleksu NGF-receptor za
chodzi dzięki endocytozie zależnej od recepto
rów (Rye. 1). Dane eksperymentalne wskazują, 
że cała pula NGF może ulegać endocytozie trze
ma różnymi drogami. Pierwszą z nich jest po
bieranie NGF z udziałem pęcherzyków opłasz- 
czonych klatryną i a-adaptyną. Drugą jest nie
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zależny od klatryny proces endocytozy, w któ
rym pośredniczy aktyna, a trzecią, odkrytą w 
ciągu ostatnich kilku lat, jest endocytoza kom
pleksów NGF-TrkA zamkniętych w małych or
ganellach zwanych kaweolami.

KAWEOLE

Grim es i współaut. (1996, 1997) stwierdzili 
w swoich badaniach, że 10% związanego NGF 
znajduje się w małych pęcherzykach, które nie 
były pęcherzykami otoczonymi klatiyną, były 
różne od pęcherzyków synaptycznych i wczes
nych pęcherzyków endocytarnych. Te małe pę
cherzyki są ważnymi organellami, które mogą 
zapewniać sortowanie i transport sygnału 
neurotroficznego wzdłuż aksonu do wnętrza ko
mórki. Takimi pęcherzykami są kaweole.

W 1955 r. Yamada, który w swoich bada
niach zaobserwował, że komórki nabłonka wo
reczka żółciowego tworzą „małe pęcherzyki, 
jamki, wgłębienia, wnęki lub kieszonki komu
nikujące się z otoczeniem”, zaproponował, aby 
nazwać je caveolae intracellularis (małe jamki 
wewnątrzkomórkowe). Nazwa kaweole przyjęła 
się, a ponadto okazało się, że kaweole występują 
powszechnie w komórkach organizmu. Najno
wsze badania wskazują, że kaweole nie są jedy
nie tworami strukturalnymi, ale zawierają bar
dzo złożony aparat molekularny, służący do 
transdukcji sygnału i stanowią jeden z elemen
tów systemu kompartmentalizacji przekazywa
nia sygnału w komórce (A n d erson  1998).

Kaweole zbudowane są z białek, kaweolin, 
będących jednymi z białek błonowych. Kaweo- 
liny są produktem 4 multigenów: kaweoliny-la, 
kaweoliny-1 fi, kaweoliny-2 i kaweoliny-3. Ka- 
weolina-1 i -3 są bogate w cysteinę. Ekspresja 
kaweoliny-1 w komórkach jest skorelowana z 
pojawianiem się kaweoli. Jednak w niektórych 
typach kaweoli nie stwierdzono obecności ka
weoliny-1, co może sugerować, że nie jest to 
białko odpowiedzialne za mechaniczne formo
wanie kształtu błon, a raczej białko sygnałowe. 
Kaweoliny mogą asocjować białka G, Ras, Src, 
receptory kinazy tyrozynowej, izoformy syntazy 
tlenku azotu oraz kinazy białkowej C poprzez 
bezpośrednią interakcję białko-białko (Wu i 
współaut. 1997). Obecność w kaweolach dużej 
liczby substancji związanych z transdukcją 
sygnału świadczy o tym, że są one zaangażowa
ne nie tylko w transport, ale także w integrację 
i przetwarzanie informacji w błonie cytopla- 
zmatycznej (A n d erson  1998, M asserin i i współ
aut. 1999).

Mimo, że w komórkach nerwowych obser
wowano struktury podobne do kaweoli, to po
czątkowe badania nie wykazywały obecności

kaweolin, uważanych za główny czynnik iden
tyfikacji kaweoli, w tkance nerwowej. Jednak 
doniesienia ostatnich kilku lat pokazują, że 
białka te występują w błonie komórek nerwo
wych kory mózgu i móżdżku (Cam eron  i współ
aut. 1997, Wu i współaut. 1997), a także neu
ronów czuciowych zwojów korzeni grzbietowych 
(G a lb ia ti i współaut. 1998). Ponadto, używając 
różnych metod, takich jak immunoprecypita- 
cja, immunoblotting i immunocytochemia wy
kazano, że w komórkach różnorodnych tkanek, 
większość aktywowanych receptorów kinazy ty
rozynowej jest zlokalizowana właśnie w kaweo
lach (A n d erson  1998). Powyższe fakty wskazu
ją, że kaweole mogą brać udział w przekazywa
niu sygnału troficznego w układzie nerwowym.

W komórkach linii PC 12, a także w neuro
nach zwojowych korzeni grzbietowych ekspre
sja kaweoliny-1 ulega zwiększeniu po dodaniu 
do hodowli NGF. Wskutek mechanicznego usz
kodzenia różnicujących komórek PC 12 wzrasta 
także ekspresja kaweoliny-2, przy czym wzrost 
ten jest ściśle zależny od dostępności NGF (G a l
b iati i współaut. 1998). W badaniach z wykorzy
staniem ilościowych metod immunocytochemi- 
cznych wykazano, że zarówno receptory TrkA, 
jak i p75NTR są obecne w kaweolach, a ich 
stężenie w tych strukturach jest odpowiednio 
25 i 13 razy wyższe niż w pozostałych frakcjach 
błon. Jeżeli komórki PC 12 poddano działaniu 
NGF, to niemal wszystkie ufosforylowane recep
tory TrkA zlokalizowane były w kaweolach (Hu
an g  i współaut. 1999). Ponadto, wraz z aktyw
nymi receptorami TrkA w kaweolach obecne są 
białka związane z kaskadą przekazywania syg
nału przez receptoiy kinazy tyrozynowej, takie 
jak kinaza trifosfatydyloinozytolu (PI-3K), fosfo- 
lipaza C- (PLC-), białka She, Grb2, SOS-1, Ras, 
Raf-1 oraz MAP-kinazy, w tym kinaza ERK2 
(N iew iadom ska i M a łeck i 1999, P e ir o  i współ
aut. 2000, B ild e rb a c k  i współaut. 2001).

Wspomniano wcześniej w tym artykule o 
dwuznacznej roli receptora p75 , który z jed
nej strony współuczestniczy w przekazywaniu 
sygnału troficznego, ale może również inicjować 
proces apoptozy. Rodzaj generowanego sygnału 
zależy od interakcji pomiędzy receptorami TrkA 
i p75NTR. Okazuje się, że wzajemna regulacja 
aktywności obu receptorów NGF zachodzi także 
w kaweolach. W zmodyfikowanych fibrobla- 
stach oraz komórkach PC 12 NGF wiąże się z

N T Rreceptorem p75 , co prowadzi do hydrolizy
sfingomieliny. Produktem tej reakcji jest cera- 
mid, sfingolipid, związany z aktywacją apopto
zy. Wykazano (B ild e rb a ck  i współaut. 1997), że 
NGF indukuje hydrolizę sfingomieliny tylko we 
frakcji błon bogatej w kaweole, i że proces ten 
zależy od stężenia kaweoliny-1. Dalsze badania
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pokazały, że kaweolina nie reguluje hydrolizy 
sfingomieliny bezpośrednio, ale poprzez bloka
dę fosforylacji receptora TrkA (B ild e rb a ck  i 
współaut. 1999). Interakcja kaweoliny z recep
torem TrkA uniemożliwia mu regulację aktyw
ności receptora p75NTR, co prowadzi do syntezy 
ceramidu i uruchomienia apoptozy. Najnowsze 
dane pokazują, iż wzajemne oddziaływanie re
ceptorów TrkA i p75 R oraz blokowanie drogi 
przekazywania sygnału do śmierci komórkowej 
poprzez sfingolipidy regulowane jest przez kina- 
zę PI-3K i że proces ten ma miejsce w kaweolach 
(B ild e rb a ck  i współaut. 2001).

KIEROWANIE KOMPLEKSÓW NEUROTROFINA-RECEPTOR DO 

WSTECZNEGO TRANSPORTU AKSONALNEGO

W błonie presynaptycznej znajduje się za
wsze duża liczba pęcherzyków różnego typu, 
które podlegają bezustannie endo- i egzocyto- 
zie. Tak więc, musi istnieć w błonie synaptycz
nej mechanizm zdolny do porządkowania pę
cherzyków i kierowania ich na właściwą im 
drogę metaboliczną. Pęcherzyki zawierające 
kompleks neurotrofina-receptor Trk są kiero
wane do wstecznego transportu aksonalnego. 
Nie wiadomo jednak, jaki mechanizm to powo
duje. Kaweole odgrywają rolę jedynie w począt
kowych etapach integracji i przekazywania syg
nału troficznego, zachodzących w pobliżu błony 
presynaptycznej. Dalszym etapem przekazania 
sygnału jest przypuszczalnie połączenie pier
wotnych pęcherzyków zawierających kompleks 
NGF-receptor z endosomami, które z kolei są 
transportowane aparatem mikrotubularnym 
aksonu (Ryc. 1). Przemawiają za tym niektóre 
dane doświadczalne, z których wynika, że 
transport NGF zależy od aktywności kinazy PI
SK, odpowiedzialnej między innymi za formo
wanie cytoszkieletu komórkowego, od kinazy 
PI-4K zaangażowanej w polimeryzację filamen- 
tów aktynowych, od związanego z błonami en- 
dosomów białka EEA1, które umożliwia fuzję 
homotypowych endosomów oraz od białka 
Rab5, o którym wiadomo, iż reguluje proces 
endocytozy (R eyn o ld s  i współaut. 2000).

WSTECZNY TRANSPORT AKSONALNY NEUROTROFIN

Transport w komórce nerwowej odbywa się 
w znacznej mierze po szlakach wyznaczonych 
przebiegiem mikrotubul. W aksonie transport 
odbywa się w dwu kierunkach. Postępujący 
transport (ang. anterograde transport) aksonal- 
ny powoduje przemieszczenie się mitochon- 
driów, komponentów błony cytoplazmatycznej, 
pęcherzyków synaptycznych (neurotransmite- 
ry), białek funkcjonalnych (enzymy, neuropep-

tydy), fosfolipidów błonowych i gangliozydów z 
wnętrza komórki do zakończeń nerwowych. 
Wsteczny transport (ang. retrograde transport) 
aksonalny przebiega z zakończeń nerwowych 
do wnętrza peiykarionu i przenosi pęcherzyki 
zawierające głównie materiał egzogenny pobra
ny drogą endocytozy. Jest on niezmiernie waż
nym mechanizmem pozwalającym komórkom 
nerwowym otrzymywać informacji o zmianach 
zachodzących w środowisku otaczającym za
kończenia nerwowe. Elementy komórkowe są 
transportowane po mikrotubulach przez białka 
motoryczne należące do dwu nadrodzin: kine- 
zyn i dynein, które wykazują odmienną prefe
rencję kierunku ruchu. Kinezyny wędrują na 
ogół w kierunku zakończeń aksonalnych, a dy- 
neiny w kierunku od końca aksonu do ciała 
peiykarionu. Transport w kierunku do wnętrza 
komórki nerwowej odbywa się dzięki dużemu 
białku, dyneinie cytoplazmatycznej (V a l le e  i 
współaut. 1989, V a l le e  i B lo o m  1991). Białko 
to wiąże się z mikrotubulami przez domenę 
motoiyczną utworzoną z ciężkich łańcuchów 
dyneiny i przez białko pl50 (część kompleksu 
dynaktyny współuczestniczącej w transporcie), 
a z receptorami w błonie transportowanych pę
cherzyków poprzez dwa inne białka, spektiynę 
i anikrynę.

NGF był pierwszym czynnikiem troficznym, 
którego wsteczny transport aksonalny pokaza
no in vivo. Przeprowadzono wiele badań, w któ
rych udowodniono, że kompleks NGF-receptor 
jest wstecznie transportowany w aksonach i 
przy udziale aparatu mikrotubularnego dociera 
w formie aktywnej do jądra neuronu (H en d ry  i 
współaut. 1974, S to c k e l  i współaut. 1976). 
Wykazano, że egzogenny, znakowany jodem

I-NGF jest transportowany wstecznie przez 
neurony współczulne z prędkością 2-5 mm/h, 
a przez neurony czuciowe w tempie 10-13 
mm/h (H en d ry  i współaut. 1974, R icc io  i 
współaut. 1997). Transport 125I-NGF in vivo 
można całkowicie zablokować podając kolchi- 
cynę, która uszkadza proces polimeiyzacji mi- 
krotubuli (H en d ry  i współaut. 1974). Ta obser
wacja pozwala sądzić, że wsteczny transport 
aksonalny neurotrofin jest wysoce uzależniony 
od systemu mikrotubularnego. Udowodniono 
także związek pomiędzy aktywnością dyneiny a 
transportem NGF (R eyn o ld s  i współaut. 1998). 
Dyneina, podobnie jak inne białka motoryczne, 
jest ATP-azą. Zahamowanie jej aktywności ATP- 
azowej w neuronach współczulnych i czucio
wych in vivo powoduje zredukowanie wsteczne
go transportu aksonalnego 125I-NGF. Najno
wsze badania pokazały, że transportowany 
kompleks NGF-TrkA wiąże się z dyneiną cyto- 
plazmatyczną poprzez połączenie między lek
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kim łańcuchem 14 kDa dyneiny a dystalnym 
fragmentem domeny przybłonowej receptora 
TrkA (Yano i współaut. 2001). W testach immu- 
nochemicznych in vivo wykazano, że receptor 
TrkA wytrąca się wspólnie z lekkim — 14 kDa i 
średnim — 74 kDa łańcuchem dyneiny, z któ
rymi tworzy kompleks. Związek receptora TrkA 
z komponentami cząsteczki dyneiny świadczy o 
tym, że wsteczny transport pęcherzyków pla- 
zmalemmalnych, zawierających neurotrofinę i 
jej receptor odbywa się po mikrotubulach z 
wykorzystaniem motorycznego aparatu dynei
ny.

Obecnie jest oczywistym, że aktywowane 
przez neurotrofinę receptory Trk służą jako 
przenośniki sygnału troficznego do wnętrza ko
mórki. Jednak do niedawna nie wiadomo było 
czy wsteczna propagacja sygnału troficznego 
zachodzi dzięki przeniesieniu aktywnych recep
torów z neuiytów do wnętrza peiykarionu, czy 
też dzięki sekwencyjnej aktywacji zlokalizowa
nych wzdłuż aksonu receptorów Trk, poprzez 
przenoszenie grup fosforanowych z jednej czą
steczki receptora na drugą. Używając metod 
fluorescencyjneych do znakowania aktywności 
biologicznej tkanki wykazano, że aktywowane 
na końcu aksonu cząsteczki receptorów Trk są 
szybko przenoszone do wnętrza komórki nerwo
wej. Ten szybki transport zachodzi tylko pod 
warunkiem powiązania receptora z neurotrofi- 
ną, pobudzenia domeny kinazy tyrozynowej re
ceptora Trk oraz nienaruszenia integralności 
systemu mikrotubularnego aksonu (W atson  i 
współaut. 1999). Wiadomo, że po dotarciu do 
wnętrz neuronu, aktywny receptor Trk nadal 
tworzy kompleks z neurotrofiną zamknięty w 
pęcherzyku plazmalemmalnym. Ponadto, w 
bardzo eleganckich doświadczeniach R icc io  i 
współaut. (1997) udowodnili, że po to, aby syg
nał troficzny został przekazany do jądra komór
kowego, gdzie aktywuje czynnik transkrypcyjny 
CREB, konieczna jest aktywacja receptorów 
Trk przez neurotrofinę w zakończeniach akso- 
nalnych oraz przeniesienie aktywnego komple
ksu drogą wstecznego transportu z zakończeń 
nerwowych do ciała komórki.

DOTARCIE s y g n a ł u  d o  j ą d r a

Z założenia, przedmiotem tego artykułu 
miały być losy sygnału troficznego w drodze od 
zakończeń aksonalnych do wnętrza komórki.

Kaskada zdarzeń transdukcji sygnału poprzez 
cytoplazmę do jądra jest dobrze poznana (por. 
art. przegląd. Fredm an i G re e n e  1999, N iew ia
dom ska i M a łeck i 1999, Hetm an i X ia  2000, 
Kaplan i M i l l e r  2000), a zgromadzone na ten 
temat informacje stanowić mogą zawartość ob
szernego, oddzielnego artykułu przeglądowego. 
Zasygnalizuj myj edynie, że po stymulacji komó
rek przez NGF dochodzi do interakcji jego re
ceptora z licznymi białkami, które są następnie 
fosfoiylowane przez receptorową kinazę tyrozy- 
nową. Te białka to wtórne przekaźniki (np. PLC, 
kinaza PI-3K, białko adaptorowe She, seryno- 
wo/treoninowa kinaza Raf), które uczestniczą 
w aktywacji kinazy białkowej C i podwyższaniu 
stężenia jonów wapnia w cytoplazmie. Raf jest 
kinazą serynowo/treoninową uruchamiającą 
kaskadę kinaz MAP (ang. mitogen activated 
protein kinases). Kaskada ta polega na aktywa
cji przez fosfoiylację kolejnych kinaz białko
wych należących do rodziny MAP. Kinazy MAP 
nie działają wyłącznie w sąsiedztwie błony ko
mórkowej, ale przemieszczają się do jądra ko
mórkowego. W ten sposób sygnał neurotroficz- 
ny ulega przeniesieniu do jądra komórkowego. 
Aktywowane kinazy MAP fosfoiylują i aktywują 
szereg czynników traskrypcyjnych, w tym 
CREB i cFos, co prowadzi do indukcji genów 
wczesnej i późnej odpowiedzi komórkowej oraz 
syntezy nowych białek (Kamińska 1997).

DEGRADACJA SYGNAŁU NEUROTROFICZNEGO

Neurotrofiną, która aktywuje receptor i po
dróżuje z nim do wnętrza komórki otoczona 
pęcherzykiem plazmalemmalnym odbywa tę 
drogę tylko raz. Po dotarciu do cytoplazmy pe- 
rykarionu następuje transdukcja sygnału do 
jądra, po czym neurotrofiną ulega degradacji. 
Badania ultrastrukturalne sugerują, że wstecz
nie przetransportowany NGF jest ostatecznie 
wcielany do drugorzędowych lizosomów i utyli- 
zowany (Schwab i Th oen en  1977). Rozkład neu
rotrofiny wewnątrz lizosomów oznacza „wyłą
czenie” sygnału indukowanego przez neurotro
finę. NGF może być rozkładany również w tubu
lach gładkiego retikulum endoplazmatycznego 
(Ibanez 2000, X ie  i L o n go  2000). Jednak proces 
degradacji sygnału troficznego jest bardzo słabo 
poznany w porównaniu z procesami jego trans
dukcji.

PODSUMOWANIE

Neurotrofiny regulują przeżywalność, różni
cowanie, tworzenie połączeń synaptycznych, fe

notyp neurotransmiterowy oraz prawidłową 
funkcję wielu populacji neuronów. Po uwolnię-
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niu neurotrofin w miejscu docelowym projekcji 
nerwowej substancje te wiążą się ze specyficz
nymi dla nich receptorami. Kompleksy neuro- 
trofina-receptor są internalizowane do wnętrza 
zakończeń nerwowych na drodze endocytozy i 
zamykane w pęcherzykach plazmalemmalnych. 
Pęcherzyki są sortowane i kierowane do wste
cznego transportu aksonalnego. Procesy te za
leżą od aktywności kinazy PI-3K. Tak wysele
kcjonowane pęcherzyki są transportowane po 
mikrotubulach do wnętrza neuronu z wykorzy
staniem aparatu motorycznego dyneiny cyto- 
plazmatycznej. Kompleks neurotrofina-recep- 
tor pozostaje aktywny w czasie transportu i po

dotarciu do cytoplazmy perykarionu sygnał zo
staje przekazany do jądra komórki. Poznanie 
mechanizmów ważnych w przenoszeniu neuro
trofin drogą transportu aksonalnego, mechani
zmów wzajemnego oddziaływania ich recepto
rów o wysokim i niskim powinowactwie oraz 
mechanizmów przekazywania sygnału w ko
mórce może mieć bardzo duże znaczenie w zro
zumieniu roli neurotrofin w takich stanach 
patologicznych, jak choroby neurodegeneracyj- 
ne, w regeneracji i naprawie uszkodzeń w ukła
dzie nerwowym oraz w zapobieganiu skutkom 
procesu starzenia się organizmu.

NGF ON TRACK —  TRANSDUCTION OF TROPHIC SIGNAL IN THE NEURON

S u m m ary

Target-derived neurotrophins evoke diverse responses 
in presynaptic neurons, including effects on survival, neur- 
ite outgrowth, and synaptic modulation. Some of these 
effects are local in nature, whereas other responses require 
that neurotrophins, presented in nerve terminals, initiate 
an intracellular signal that travels through the axon to the 
remote cell body. Trafficking of neurotrophins is believed to 
be required not only for cell survival but also for modulatory 
effects on neuronal activity and synaptic function. Each 
neurotrophin is able to bind to the p75NTR receptor and a 
specific Trk tyrosine kinase receptor. Binding of neurotro
phins to Trk receptors results in receptor autophosphory
lation and association with adaptor protein. These 
interactions give rise to downstream phosphorylation cas
cades involving phosphoinositide lipid phosphorylation and 
activation of GTPases. Despite extensive information re
garding the generation of intracellular signals by neurotro
phin receptors, relatively little is known about the

mechanisms or regulation of transport of neurotrophins 
and their receptors. Both Trk and p75NTR receptors under
go retrograde transport. The NGF-Trk complex could be 
found in clathrin-coated vesicles, caveolae, and endosomes 
associated with tyrosine kinase substrates, such as phos- 
pholipase C or kinase PI-3. Several tyrosine-phosphorylated 
proteins are associated with the TrkA receptor during trans
port, suggesting that signaling by neurotrophins persists 
after internalization of their receptors. For example, activa
tion of the nuclear transcription factor cAMP response 
element-binding protein (CREB) in sympathetic neurons 
depends on transport of the neurotrophin-Trk complex. 
Activated receptors in complex with neurotrophin are dis
tributed throughout the axon using the dynein motor ma
chinery. After reaching the cytoplasm neurotrophins 
propagate second messengers signaling cascade to the 
nucleus, where they can influence gene transcription.
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