KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 54 2005
Numer 2-3 (267-268)
Strony 183-193

Polskie Towarzystwo Przyrodnikow im. Kopernika

MALGORZATA SKUP

Zaktad Neurofizjologii

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Pasteura 3, 02-093 Warszawa
e-mail: mskRup @nencki.gov.pl

DENDRYTY TEZ PRODUKUJA BIALKA: ROLA LOKALNEJ SYNTEZY W PLASTYCZNOSCI
POEACZEN SYNAPTYCZNYCH

WPROWADZENIE

Neurony porozumiewaja si€ za pomoca
synaps. Na kazdej komorce nerwowej sa ich
tysiace. To one lacza neurony w zlozona siec,
ktora przetwarza informacje docierajace do
ukladu nerwowego. Synapsa ciagle modyfiku-
je swoje wlasciwosci, zmieniajac wydajnos¢
przewodzenia impulsOw nerwowych zalez-
nie od poprzedzajacych ten przekaz zdarzen.
Ta niezwykla zdolnoS¢ nazywa sie plastycz-
noscia synaptyczna' i jest uwazana, miedzy
innymi, za komoérkowe podloze uczenia sie
i pamieci (BLISS i COLLINGRIDGE 1993, BAILEY
i wspotaut. 1996). Zdolnos¢ do przebudowy
i rozbudowy zlacza synaptycznego stuzy row-
niez doskonaleniu percepcji czuciowej i na-
bywaniu sprawnosci ruchowej. Plastycznos¢
synaps ujawnia si¢ tez po uszkodzeniach
tkanki nerwowej, kiedy to dochodzi do re-
organizacji sieci neuronowych kory mozgu,
osrodkow podkorowych i rdzenia kregowe-
go. Jest ona jednym z warunkow odbudowy
morfologicznej i czynnoSciowej tkanki ner-
wowej oraz kompensacji utraconych funkcji.

Od dawna zastanawiano sie¢, jakie me-
chanizmy komorkowe kieruja plastycznoscia
synaps. Spekulowano, ze plastycznoS¢ wia-
ze sie z modyfikacja aktywnoSci, sktadu sy-
naptycznego i ilosci biatek, niezbednych do
czynnosSci i budowy synaps, ale brakowalo
na to przekonujacych dowodoéw. Odkrycie,
ze aktywowanie niektorych drég nerwowych
krotkimi seriami bodZzcow o wysokiej cze-

stotliwosci powoduje dlugotrwala zmiane
efektywnoSci tak pobudzanych synaps spra-
wilo, ze zaczeto intensywnie badac podtoze
molekularne tej zmiany plastycznej. Sa dwie
glowne formy trwalej zmiany synaptycznej:
LTP (dhugotrwale wzmocnienie synaptycz-
ne) i LTD (dlugotrwale ostabienie synaptycz-
ne), ktore reprezentuja, odpowiednio, wzrost
i spadek wydajnoSci przewodzenia synap-
tycznego (neurotransmisji). Obie formy po-
budzenia rozwijaja si¢ w ciagu minut i mo-
ga trwac przez wiele godzin i dni. A wiec,
w komoérce musi istnie¢ zapis molekularny
tej utrzymujacej sie informacji. Wykazano, ze
w przebiegu LTP i LTD wystepuja zasadniczo
dwie fazy czasowe, z ktorych kazda ma inne
swymagania” molekularne. Zgromadzono
liczne dowody na to, ze krotkotrwale formy
plastycznoSci powstaja glownie dzieki mody-
fikacji juz istniejacych bialek synaptycznych,
w tym przede wszystkim ich szybkich fos-
forylacji i defosforylacji (GOELET i wspolaut.
1986). Natomiast formy dtugotrwate LTP wy-
magaja wzmozenia syntezy bialek; tych, juz
aktywnych w synapsie, jak tez nowych, ktore
wlaczane beda do procesu ,uplastyczniania”
synapsy. Bialka synaptyczne sa réznorodne;
tworza receptory, kanaly btonowe, enzymy,
naleza do nich réwniez bialka strukturalne
blony i szkieletu platformy aparatu podbtlo-
nowego oraz czasteczki regulatorowe i sy-
gnatowe. W komorce nerwowej wiele bialek

'Plastycznos$¢ synaptyczna — zdolnos¢ do zmiany reaktywnosci synapsy pod wpltywem kolejnych pobudzeq; ze-
spot zmian prowadzacych do modyfikacji sktadu i organizacji synapsy, w wyniku czego dochodzi do zmiany wy-

dajnoSci polaczenia synaptycznego
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Ryc. 1. Synapsa.

Schemat ilustruje budowe synapsy chemicznej, w ktorej informacja jest przekazywana z neuronu pre- do
postsynaptycznego za pomoca neuroprzekaznika (tu glutaminianu, Glu). W czeSci postsynaptycznej polacze-
nia wyrdzniono dwa typy receptorow jonotropowych, rozpoznajacych glutaminian: AMPA i NMDA (recep-
tory, petniace funkcje kanalow jonowych, zaleznych od neuroprzekaznika) oraz kanaly jonowe, zalezne od
napiecia i przewodzace jony wapnia i sodu. Nie uwzgledniono receptorow metabotropowych mGIluR dla
Glu. Wyrzut Glu do przestrzeni synaptycznej i zwiazanie Glu z NMDA lub AMPA powoduje zmiane¢ ukladu
przestrzennego podjednostek, z ktorych zbudowane sa te receptory, i otwarcie potozonych centralnie kana-
16w jonowych. Naplyw jonéw do wnetrza neuronu przez te kanaly inicjuje kaskade zmian biochemicznych

wewnatrz komorki.

gromadzi sie wybiorczo w czeSci postsynap-
tycznej zlacza nerwowego, a wiec w miejscu
odbioru informacji przez neuron. W kolcach
dendrytycznych (wyspecjalizowanych struk-
turach, ktore sa uwypukleniami pnia wypust-
ki dendrytycznej), biatka receptorowe i kana-
ly jonowe sa gesto osadzone w btonie post-
synaptycznej i tacza si¢ z uporzadkowana
struktura podblonowa, tzw. zageszczeniem
postsynaptycznym (Ryc. 1). Odgrywa ono de-
cydujaca role w funkcji komorki: wykrywa
informacj¢ docierajaca do blony komorkowe;j
i przekazuje ja do wnetrza neuronu. Gdzie
zachodzi synteza biatek, niezbedna do zajScia
dlugotrwatej zmiany plastycznej? Czy specy-
ficznie dendrytyczne biatka moga byC synte-
tyzowane w synapsach?

Klasyczny poglad zaktada, ze bialka s3
syntetyzowane w ciele komorki i stad trans-
portowane do specyficznych rejonoéw den-
drytu, miedzy innymi do synaps (Ryc. 1).
Jak jednak wytlumaczyC szybkie zmiany, za-
chodzace w pobudzonych synapsach w cia-
gu minut, jesli potozone sa one w duzych
odlegtosciach od ,centrum dowodzenia”, jak
przez dlugi czas postrzegano cialo neuronu?
Transport bialek w komorce nerwowej jest
zbyt wolny, by w tak krotkim czasie zasili¢
pobudzone synapsy w nowozsyntetyzowane
biatka. Zrozumienie tego staje si¢ mozliwe,
jesli przyjmiemy, ze jest mozliwa lokalna syn-
teza bialek w dendrytach w poblizu zlacza
synaptycznego. Te dwie hipotezy nie wyklu-
czaja si¢ wzajemnie; obecny stan wiedzy skla-
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nia do pogladu, ze oba proponowane mecha-
nizmy sa zZrédlem biatek synaptycznych. Co
wiecej, najnowsze dane ugruntowuja poglad,
ze inne, niz LTP, formy aktywacji neuronu,
rowniez stymuluja synteze biatek, i ze wla-
$nie lokalna synteza biatek, ktora jest induko-

wana przez pobudzenie neuronu i zachodzi
w dendrytach, a w szczegdolnoSci w kolcach
dendrytycznych, moze umozliwia¢ komorce
nerwowej zmiennoS¢ czynnoSciowa i pla-
stycznosS¢ synaps. W niniejszym artykule pod-
sumowuje najnowsze dane na ten temat.

ZNACZENIE LOKALNEJ SYNTEZY BIALKA

Lokalna synteza bialka w dendrytach
moze, teoretycznie, shuzyC szybkiej kontroli
sily synaps i ich innych wtasciwosci. Gdyby
neuron nie posiadat zdolnosci do lokalnej
syntezy bialek, to plastycznoSC neuronalna
musiataby si¢ opiera¢ na dwoch ztozonych
mechanizmach (SCHUMAN 1999):

1. mechanizmie, kierujacym kazdy od-
bierany na powierzchni komorki sygnat, kto-
ry mialby powodowac zwickszenie zasobow
okreslonego biatka dendrytycznego, z synap-
sy do ciala neuronu;

2. zabiegu precyzyjnego kierowania bia-
tek zsyntetyzowanych w ciele neuronu do
aktywnych wypustek dendrytycznych.

Aby w krotkim czasie zaszla zmiana pla-
styczna, komunikacja miedzy czesScia obwo-

dowa neuronu i cialem komorki musiataby
by¢ sprawna i niezwykle szybka. Bardziej
skuteczna powinna by¢ synteza dendry-
tyczna®?, w ktorej neuron konstruuje in
situ czasteczki wymagane do zajScia zmian
plastycznych, bez naktadu energii zwiaza-
nej z transportem i czasu niezbednego do
dostarczenia ich do miejsca ,akcji”. Bialka
syntetyzowane w pniach dendrytow mo-
glyby przemieszczac si¢ na niewielkie odle-
gltosci do oznakowanych molekularnie, ak-
tywnych synaps (FREY i MORRIS 1997) Taki
mechanizm umozliwialby przede wszystkim
szybkie, lokalne zmiany plastyczne i dowo-
dzil pewnej autonomii synaps.

CO JEST NIEZBEDNE DO DENDRYTYCZNEJ SYNTEZY BIALKA?

Do tego, by zaszta synteza biatka, niezbed-
na jest matryca (matrycowy RNA — mRNA),
zawierajaca zapis struktury pierwszorzedowej
przysztej czasteczki biatka, i ,wyposazenie
molekularne”, umozliwiajace odczyt tej in-
formacji: polirybosomy, na ktoérych dochodzi
do odczytu, transferowy RNA, dostarczajacy
aminokwasy do budowy czasteczki bialko-
wej, i enzymy inicjujace i regulujace odczyt

(translacj¢) i wydtuzanie (elongacje) powsta-
jacego tancucha biatkowego. W nastepnym
kroku nowozsyntetyzowane lancuchy biatka
ulegaja obrobce i modyfikacji, do ktorych
dochodzi przy udziale cystern reticulum en-
doplazmatycznego i cystern aparatu Golgie-
go. Czy sa dowody na wystgpowanie tych or-
ganelli i czasteczek w dendrytach?

DOWODY NA SYNTEZE BIALKA W DENDRYTACH

Cho¢ odkrycia rybosomoéw w dendrytach
dokonano juz w latach 60. (BODIAN 1965),
pozostalo ono niezauwazone do czasu, gdy
STEWARD i LEVY (1982) zaobserwowali w den-
drytach komorek ziarnistych i piramidalnych
hipokampa pakiety rybosoméw polaczonych
z cysternami reticulum endoplazmatycznego.

Te obserwacje staly si¢ znaczaca przestanka
do sformulowania tezy o lokalnej, dendry-
tycznej translacji mRNA i syntezy biatka. Ba-
dania, ktore wykazaly, ze w korze mozgowej
ok. 75% kolcow dendrytycznych zawiera po-
lisomy (SPACEK 1985), przemawiaja za tym,
ze synteza bialek w dendrytach moze by¢ zja-

*Dendrytyczna synteza bialek — proces lokalnej syntezy biatek w kolcach wypustek dendrytycznych, indukowany
przez aktywnoSC neuronalna. Umozliwia szybkie zmiany skladu biatek synaptycznych i odpowiada prawdopo-
dobnie za krotkotrwale zmiany plastyczne w synapsach, zmiany wydajnosci synaptyczne;j.
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wiskiem powszechnym. Wspotwystepowanie
mRNA i rybosomow i umiejscowienie mRNA
i polirybosomow u podstawy kolcow dendry-
tycznych wspieraly poglad, ze w dendrytach
sa syntetyzowane specyficznie biatka kluczo-
we dla budowy i czynnoSci potaczefi synap-
tycznych (PALACIOS-PRU i wspotaut. 1981, STE-
WARD i REEVES 1988). W dalszych badaniach
stwierdzono wystepowanie w dendrytach ry-
bosomalnego RNA (rRNA), biatek rybosomal-
nych, czynnikow translacyjnych regulujacych
inicjacj¢ i elongacje lancucha biatkowego,
a takze bton retikulum endoplazmatycznego
i aparatu Golgiego (TIEDGE i BROSIUS 1996,
GARDIOL i wspotaut. 1999, PIERCE i wspotaut.
2000, WANG i wspotaut. 2002). Najnowsze
badania wyjasniaja, ze mRNA jest transporto-
wane do dendrytow w postaci granul RNA,
ktore sa agregatami mRNA, bialek rybosomal-
nych, rRNA i biatek wiazacych RNA, takich
jak Staufen (KiM i wspotaut. 2005). Badania
sktadu bialkowego zageszczenn postsynap-
tycznych dowodza, ze 11% wszystkich bia-
tek wystepujacych w tym rejonie komorki,
stanowia biatka zwiazane z translacja (PENG
i wspotaut. 2004). Tym samym wykazano, ze
u ssakéw, w dendrytach neuronéw pocho-
dzacych z ro6znych struktur mozgu, znajduje
si¢ pelna maszyneria niezbedna i wystarcza-
jaca do zsyntetyzowania i obrobki tancucha
biatkowego.

Mimo to, do 2001 r. nie udalo si¢ uzy-
ska¢ jednoznacznych dowodow na dendry-
tyczna synteze bialka. Pierwsze badania nad
tym zagadnieniem przeprowadzono z uzy-
ciem radioaktywnej leucyny, znakowanej try-
tem [*H], ktora wstrzykiwano przyzyciowo,
do komor moézgu usSpionych zwierzat do-
Swiadczalnych. Wyniki tych badan pokazaty,
ze nowozsyntetyzowane bialka (zawierajace
wbudowana, znakowana leucyne), znajduja
sic w dendrytach (Kiss 1977). Nie wyjasniato
to jednak ich pochodzenia. Istniala bowiem
mozliwos¢, ze w tak przeprowadzonych do-
Swiadczeniach, w neuronach nastepowato
przemieszczanie si¢ bialek powstatych w cy-
toplazmie ciala komorki do dendrytéw.

WiekszoS¢ pOzniejszych danych, przema-
wiajacych za tym, ze synteza biatka moze
zachodzi¢ w dendrytach i Ze ten proces jest
niezbedny do zajScia zmian plastycznych
uzyskano in vitro, analizujac wlaczanie wy-
znakowanych izotopowo aminokwasow do
nowych bialek w preparatach synaptoneu-

i ~neuron niepobudzony
a

-

o 1 >+

Ryc. 2. Wplyw pobudzenia neuronu na groma-
dzenie sic mRNA w dendrytach.

W neuronie niestymulowanym tylko cialo komor-
ki i podstawne czeSci dendrytow zawieraja mRNA.
Groty strzalek wskazuja najdalej si¢gajace znako-
wanie mRNA. Pobudzenie neuronu jonami potasu
(10 mM KCI) powoduje powstanie potencjatu czyn-
nosciowego w pobudzanym neuronie i wzrost po-
ziomu mRNA BDNF w szczytowym odcinku dendry-
tu (strzalki wskazuja miejsca nasilonej akumulacji),
w miejscach domniemanej lokalnej syntezy biatka
BDNF (wg TONGIORGI i wspétaut., 1977, zmodyfiko-
wana).

rosomow? (RAO i STEWARD 1991, WEILER i
GREENOUGH 1993, WEILER i wspotaut. 1994).
Roéwniez w hodowlach komorek nerwowych,
w ktorych wypustki dendrytyczne oddziela-
no od cial neuronoéw, a nastepnie inkubowa-
no w roztworze radioaktywnej leucyny lub
transfekowano znakowanym mRNA, stwier-
dzono silne wyznakowanie preparatow, wska-
zujace na syntez¢ biatek i ich glikozylacje
w wyizolowanych dendrytach (TORRE i STE-
WARD 1992, 1996; CRINO i EBERWINE 1996).
Ta wspaniala technika, opracowana przez
Stewarda w 1992 r. (TORRE i STEWARD 1992),
nie byla jednak wolna od ryzyka kontaminacji
preparatow dendrytow frakcjami niedendry-
tycznymi. Rowniez wspolnym ograniczeniem
wymienionych podejs¢ doSwiadczalnych byto
ryzyko kontaminacji preparatow dendrytow

3Synaptoneurosom jest preparatem fragmentow dendrytow z kolcami dendrytycznymi, ktory uzyskuje si¢ w pro-

cesie biochemicznego izolowania struktur komérkowych
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frakcjami glejowymi (HENN i wsétaut. 19706),
wyrwanie z fizjologicznego kontekstu oraz
brak mozliwoSci Sledzenia zmian w funkcji
czasu. Badania te nie uchronily sie wiec od
zarzutu, ze obserwowany proces moze byc ar-
tefaktem. Bardziej przekonujacych dowodow
dostarczyly badania z laboratoriow Cattaneo
(TONGIORGI i wspoétaut. 1997) i Schuman
(OUYANG i wspotaut. 1999). Grupa Cattaneo
wykazala, ze pobudzanie neuronéw hipo-
kampa roztworami jonow potasu w duzych
stezeniach powoduje znaczacy wzrost den-
drytycznego poziomu mRNA dwoch biatek:
neurotrofiny BDNF? i receptora blonowego
BDNF, TrkB (Ryc. 2). Ci sami badacze wyka-
zali, ze akumulacji mRNA, ktora byla najwiek-
sza w czeSciach dendrytéw odlegltych od ich
nasady, a wiec z dala od ciala komoérkowe-
g0, towarzyszy rowniez dendrytyczny wzrost
biatka BDNF i TrkB (TONGIORGI i wspotaut.
2004). Doswiadczenia nad wplywem silne-
go, elektrycznego pobudzania neuronéw hi-

pokampa, na komorkowe stezenie CaMKII
(enzymu, kinazy bialkowej zaleznej od wap-
nia i kalmoduliny, ktora reguluje czynnosc
neuronu i wystepuje obficie w dendrytach)
(STEWARD 1997), wykazaly, ze zaledwie w 5
minut po tzw. tetanicznej stymulacji wlokien
Schaffera w hipokampie, wykrywa sie wzrost
poziomu biatka CaMKII w dendrytach komo-
rek docelowych tej projekcji, w miejscach,
ktore znajduja si¢ w odlegtosci 100-200 mi-
krometrow od cial komérkowych. Transport
tak duzych biatek, jak CaMKII, z cial komo-
rek nerwowych do ich zakoficzen, jest zbyt
wolny, by moégt ttumaczy¢ tak szybki wzrost
poziomu enzymu w dystalnych (odleglych
od podstawy) czeSciach dendrytow. Dlatego
szczegOlnie ten wynik mozna bylto interpre-
towac¢ z duzym prawdopodobienstwem, jako
skutek dendrytycznej syntezy biatka. Jednak
przelom w badaniach przyniosty dopiero na-
stepne doswiadczenia Erin Schuman.

DOWOD KORONNY: DOSWIADCZENIA POCHODZACE Z LABORATORIUM ERIN SCHUMAN

W 2001 r. grupa Erin Schuman przepro-
wadzila niezwykle doSwiadczenie na wyizo-
lowanych neuronach hipokampa (AAKALU
i wspotaut. 2001). Do badania lokalnej synte-
zy biatka w dendrytach neuronéw hipokam-
palnych uzyto stworzonego przez tych bada-
czy konstruktu, ztozonego z genu reportero-
wego bialka zielonej fluorescencji (ang. gre-
en fluorescent protein, GFP) i rejonu UTR
(ang. untranslated region) podjednostki alfa
CaMKII. W takim konstrukcie GFP jest swo-
istym, bardzo wiarygodnym, fluorescencyj-
nym ,wykrywaczem” syntezy biatka CaMKII,
a sekwencja UTR zawiera zapis, ktory powo-
duje ukierunkowywanie powstajacego mRNA
do dendrytow i jest miejscem regulacji
translacji (MAYFORD i wspotaut. 1996, MORI
i wspotaut. 2000). Transfekcja neuronow ta-
kim konstruktem umozliwila wiec Sledzenie
zmian lokalizacji i intensywnoSci fluorescen-
¢ji GFP, bedacej miara zachodzacej syntezy
biatka GFP po pobudzeniu neuronu.

PrzesSledzimy pokrotce to doswiadczenie.
Neurony hipokampalne pozyskiwano z mo-

zgow 2-3 dniowych oseskoOw szczurzych
i utrzymywano je w hodowli przez 14-21
dni, do osiagniecia dojrzatosci. Dojrzate
neurony transfekowano konstruktem GFP-
-UTRCaMKII i po 6 godzinach od transfekcji
sprawdzano, czy i w jakich rejonach komor-
kowych dochodzi do ekspresji konstruktu.
Badano wzmozenie ekspresji biatka GFP, czy-
li jego powstawania, pod wplywem BDNF.
Wspomniany juz wczeSniej BDNF jest nisko-
czasteczkowym biatkiem neurotroficznym,
wydzielanym przede wszystkim przez neuro-
ny. Reguluje ono przezywalnos¢ komorki ner-
wowej i pobudza jej czynnos¢. W neuronach,
ktore eksponowano na BDNF, nastepowatl
kilkukrotny wzrost fluorescencji GFP w cie-
le neuronu i na calej dlugosci dendrytow.
Te doSwiadczenia dowiodly, ze BDNF moze
stymulowac¢ synteze biatka w neuronach, ale
nie pokazywaly, w jakim przedziale komorko-
wym owa synteza ma miejsce. Badanie zmian
intensywnosci fluorescencji GFP na przebie-
gu dendrytow pod wplywem BDNF wykaza-
to znaczacy wzrost fluorescencji po 60 minu-

“BDNF — Brain Derived Neurotrophic Factor, czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego, niskoczastecz-
kowe biatko troficzne wydzielane przez neurony, ktore reguluje przezywalno$¢ komorki nerwowej i jej czynnoSc
za poSrednictwem receptorow blonowych TrkB i p75. In vitro BDNF ulatwia translokacje¢ czynnika regulujacego
inicjacje translacji eIF4E do kolcow dendrytycznych i laczenie sie tego czynnika z ziarnistosciami zawierajacymi
RNA, potaczonymi z cytoszkieletem (SMART i wspotaut. 2003).
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Ryc. 3. Przebieg translacji biatka zielonej fluorescencji (GFP) w dendrytach, w réznym czasie od
podania BDNF.

A — Fluorescencja GFP w dendrycie neuronu poddanego dziataniu BDNF, po 60, 120 i 180 minutach od
poczatku ekspozycji na neurotrofinge. Obraz w czasie ,0” przedstawia fluorescencj¢ GFP w dendrycie neuro-
nu kontrolnego. W warunkach kontrolnych, gdy komorek nie stymulowano BDNF, ekspresja GFP byta silna
w ciele neuronu, ale staba w dendrytach. B — Zmiany intensywnosci fluorescencji w dendrycie, bedace mia-
ra poziomu translacji mRNA GFP, w 2 godziny od podania BDNF. Wynik opracowano iloSciowo, probku-
jac fluorescencje dendrytu w mikroskopie konfokalnym. Pomiary w danym miejscu wypustki, na réznej gle-
bokosci (w ,skrawkach” o grubo$ci 0.3 um) uzyskane z 3 do 7 ,skrawkéw” sumowano, by uzyskac¢ wartos¢
Srednia dla grubosci dendrytu (1-2 um). Intensywnos$¢ fluorescencji na przebiegu dendrytow przedstawiano
w funkcji odlegtosci od ciata komorki (wg AAKALU i wspotaut. 2001, zmodyfikowana).

Ryc. 4. BDNF stymuluje synteze bialka w mechanicznie izolowanych, sprawnych czynno$ciowo
dendrytach.

Obrazy przecietych neuronéw (A) i ich tréojwymiarowe odwzorowania (B), ilustrujace zmiany fluorescencji
GFP w odcietych dendrytach przed (lewa strona rysunku) i w 120 minut po stymulacji za pomoca BDNF
(po prawej). IntensywnoS¢ zmian jest proporcjonalna do amplitudy i koloru wykresu (patrz skala na A).
Strzatki wskazuja miejsce przeci¢cia dendrytow (wg AAKALU i wspotaut. 2001, zmodyfikowana).
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tach od ekspozycji na neurotrofing, ktory byt
jednoczesny w cialach komorek i dystalnych
czesSciach dendrytéw (Ryc. 3A). Ten wynik
przemawial za jednoczesna synteza biatka
w ciele neuronu i synteza lokalna, nie wyklu-
czajac udzialu translokacji dodendrytycznej
nowopowstatych biatek. Wzrost byt znacza-
cy, bo oceniany dla catej dlugosci i szeroko-
sci dendrytu wynosil 60%. Uzyskane obrazy
wykazaly rOwniez pojawianie si¢ na przebie-
gu dendrytu tzw. goracych miejsc (ang. hot
spots), w ktorych wyznakowanie bylo znacz-
nie silniejsze. Analiza stopnia wzmozenia sy-
gnatu fluorescencyjnego w tych miejscach
ujawnila nawet oSmiokrotne wzrosty pozio-
mu syntezy biatka (Ryc. 3B). A wiec mogly
to by¢ miejsca szczegOlnie aktywnej synte-
zy! To, ze obserwowane zmiany byly nastep-
stwem syntezy bialka udowodniono, stosujac
inhibitor syntezy bialka, anizomycyne, ktora
hamowata efekt wywolany przez BDNF.

Zeby uzyskac niezbity dowod, ze synteza
zachodzi lokalnie, w nastepnym kroku odse-
parowano cialo komérki od dendrytu za po-
moca szklanej mikroelektrody. Taki zabieg
nie powinien byl powodowac upoSledzenia
funkcji i Smierci neuronu — w przeciwnym
razie wynik doswiadczenia mogt byc¢ artefak-
tem. Dlatego kazdorazowo testowano prze-
zywalno$¢ neuronow, stosujac jodek propy-
dyny, ktory wykrywa martwe komorki. Na
przestrzeni dwoch lat badan, sposroéd 300
komorek poddanych zabiegowi odci¢cia den-
drytu, tylko 10 spetnilo wymagane kryteria.
I wlasnie zmiany w tych neuronach udowod-
nity, ze w dendrytach odcietych i odseparo-
wanych od pozostatej czeSci komorki docho-
dzi pod wpltywem BDNF do syntezy biatka
(Ryc. 4). Niemal w tym samym czasie, JOB
i EBERWINE (2001) transfekujac juz odciete
dendryty mRNA GFP wykazali, ze w dendry-
tach, tym razem pobudzanych za posSrednic-
twem glutaminianu, ktory oddzialywatl na bto-
ne dendrytu przez receptory metabotropowe
mGluR, dochodzi do syntezy biatka. Badania
te udowodnily rowniez, ze inne, niz LTP, for-
my aktywacji neuronu, stymuluja dendrytycz-
na syntez¢ biatek.

Ze wzgledu na bardzo trudny technicz-
nie zabieg izolowania dendrytow, a w konse-
kwencji duze ryzyko upoSledzenia ich funk-
¢ji, narastajace w czasie od momentu izolacji,
dosSwiadczenia z preparatami dendrytow nie
sa optymalnym rozwigzaniem w intensyw-
nych badaniach nad lokalna synteza biatek.
Opracowano wiec alternatywne podejscie,
ktore polegato na tzw ,optycznej izolacji”

ciata komorkowego od dendrytéow z jedno-
czesnym zastosowaniem zmodyfikowanego
konstruktu GFP, wzbogaconego o sekwencje
zgodnoSci myristylacji (ang. myristoylation
concensus sequence). ,Optyczna izolacja” po-
lega na fotowybielaniu (ang. photobleaching)
fluorescencji, powodowanym przez naswietla-
nie wybranej czeSci komorki wiazka laserowa
o duzej mocy. Zabieg niszczy wi¢c sygnat flu-
orescencyjny, pochodzacy z niepozadanego
przedzialu komoérkowego. Z kolei sekwencja
myristylacji zmniejsza prawdopodobienstwo
dyfuzji nowozsyntetyzowanego GFP, gdyz
reszta mirystylowana ,nakazuje” zawierajace-
mu ja biatku wbudowywanie si¢ do bton. Ta
modyfikacja zmniejsza wi¢c udziat GFP zsyn-
tetyzowanego w ciele komorki w puli biatka
dendrytycznego. W dosSwiadczeniu Schuman
ciala neuronéw nasSwietlano przez godzine
wigzka o dhugosci fali 488 nm i mocy 5 mW.
W tak izolowanych (optycznie, ale nie fizycz-
nie) od ciala komérkowego dendrytach, do-
danie BDNF powodowalo gwaltowny i duzy,
niekiedy nawet 17-krotny wzrost translacji
mRNA GFP. Wielokrotne obrazowanie izolo-
wanych optycznie dendrytow pozwolilo usta-
li¢ precyzyjnie miejsca, w ktorych dochodzito
do wzmozenia translacji mRNA GFP w czasie
i wykazac, ze ,gorace miejsca” syntezy bia-
tek pojawiaja sie w dosS¢ stalych miejscach
dendrytu, stabilnych w czasie kilku godzin
trwania doswiadczenia. Wymapowanie tych
miejsc za pomoca przeciwcial, rozpoznaja-
cych biatka swoiste dla struktur zageszczenia
postsynaptycznego (takich jak PSD-95) lub
presynaptycznych (synapsyna I), pozwolito
ustali¢, ze miejsca syntezy dendrytycznej znaj-
duja si¢ przede wszystkim w tzw. pniach kol-
cow dendrytycznych i ze znajdowany sygnat
GFP bardzo czesto wspotwystepuje z bialka-
mi synaptycznymi. Byt to kolejny, mocny do-
wod na to, ze lokalnie zsyntetyzowane biatka
moga by¢ dostepne przede wszystkim dla sy-
naps sasiadujacych z miejscami syntezy i ze
moze to by¢ mechanizm ksztattujacy specy-
ficznos$¢ synaps (AAKALU i wspotaut. 2001).
Najnowsze badania grupy Schuman wska-
zuja, ze dendrytyczna synteze biatek mozna
wywola¢ réwniez przez pobudzenie elek-
tryczne neuronu, ktére powoduje powstanie
potencjalow czynnoSciowych. Co ciekawe,
miniaturowe potencjaly synaptyczne (tzw.
minis), powodowane przez bodzice podpro-
gowe, ktore nie prowadza do powstania
potencjalu czynnoSciowego, hamuja dendry-
tyczna synteze bialek, a wiec reguluja ja na
poziomie synaps (SUTTON i wspoétaut. 2004).
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Tabela 1. Biatka, ktérych mRNA zlokalizowano w dendrytach

Dendrytyczna lokalizacja
mRNA

Funkcja bialka

Grupa badawcza, ktora opisala
zjawisko

Podjednostka NR1 receptora
jonotropowego NMDA dla
glutaminianu

Podjednostka alfa receptora
glicynergicznego
Podjednostka rhol i rho2 re-

ceptora GABAC

Podjednostka alfa kinazy bial-
kowej zaleznej od wapnia
i kalmoduliny (CaMKII)

Arc/arg 3.1 — biatko ,natych-
miastowej odpowiedzi” zwia-

zane z cytoszkietem

Neurotrofina (BDNF)

Receptor neurotrofin BDNE/
NT-4 (TrkB)

Receptor IP3

Bialko zwiazane z mikrotu-
bulami (MAP-2)

Fragile X mental retardation
protein

Wazopresyna

Dendryna

Receptor jonotropowy  sprze¢zony
z kanalem wapniowym; posSredniczy
w pobudzeniu neuronu przez gluta-
minian

Posredniczcy w hamowaniu aktyw-
noSci neuronu przez glicyne

Receptor jonotropowy  sprze¢zony
z kanalem chlorkowym; posredniczy
w pobudzeniu neuronu przez GABA

Kinaza — fosforyluje receptory AMPA
i NMDA podczas LTP; brak kinazy po-
woduje zaburzenia LTP i uczenia si¢

Reguluje utrzymanie i konsolidacje
LTP; aktywowane przez BDNF

Reguluje przezywalno$¢ neuronu; ak-
tywator neuroprzekaZnictwa — regu-
luje wyrzut neuroprzekaznikow i ak-
tywuje receptory dla glutaminianu

Posredniczy w przekazie
BDNF i NT-4

sygnatu

Posredniczy w przekazie sygnatlu tri-
fosforanu inozytolu do reticulum en-
doplazmatycznego

Wspottworzy cytoszkielet dendrytow

Regulator translacji bialek; podle-
ga regulacji przez BDNF; brak tego
biatka powoduje zaburzenia rozwoju
umystowego

Regulator ciSnienia
i neuromodulator

naczyniowego

Niezidentyfikowana

BENSON 1997, GAZZALEY i wspolaut.
1997

RACCA i wspoétaut. 1997

ROzz0 i wspotaut. 2002

BURGIN i wspotaut. 1990; STEWARD
1997; OUYANG i wspotaut. 1997,
1999; BAGNI i wspotaut. 2000

LYFORD i wspoétaut. 1995;
STEWARD i wspoétaut. 1998, 2001

DUGICH-DJORDJEVIC i wspoétaut. 1992,
WETMORE i wspotaut. 1994,

CRINO i EBERWINE 1996, TONGIORGI
i wspotaut. 1997

TONGIORGI i wspoétaut. 2004, 1997

FURUICHI i wspotaut. 1993, BANNAI
i wspotaut. 2004

GARNER 1 wspotaut. 1988, BLICHEN-
BERG i wspotaut. 1999

WEILER i wspotaut.
i wspotaut. 1997

1997, FENG

PRAKASH i wspotaut. 1997

HERB i wspotaut. 1997

Na poczatku tego roku opublikowano wyni-
ki pracy wskazujace, ze aktywacja neuronow
hipokampa neuroprzekaznikiem dopamina,
ktora odgrywa pierwszorzedowa role w za-
chowaniu zwierzat — tak w fizjologii, jak i w
patofizjologii — powoduje pobudzenie lokal-

nej syntezy biatka za posSrednictwem recepto-
row dopaminowych D1-D5. W nast¢pstwie
pobudzenia dochodzi do wzrostu syntezy
podjednostek GIuR1 receptora AMPA dla
glutaminianu (Ryc. 1) i ich wbudowywanie
do btony postsynaptycznej (SMITH i wspol-
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aut. 2005). Uruchomienie tego mechanizmu
moze prowadzi¢ do aktywacji uprzednio nie-

czynnych, ,milczacych” synaps i do zwicksze-
nia czulosci potaczen synaptycznych.

CZY SYNTEZA BDNF ZACHODZI W DENDRYTACH IN VIVO?

Jak juz opisano, czynnik neurotroficzny
BDNF stymuluje dendrytyczna synteze¢ bia-
fek i sam jest syntetyzowany w pobudzonych
dendrytach hodowanych komorek nerwo-
wych (AAKALU i wspotaut. 2001). Ostatnio
wykazano (TONGIORGI i wspotaut. 2004), ze
rowniez w nastepstwie aktywacji neuronow
w mozgu zywego zwierzecia, BDNF nagro-
madza sic w dendrytach. Do dendrytyczne-
go wzrostu BDNF potrzebny jest szczegolny
rodzaj pobudzenia. Proces jest aktywowany
przez jonotropowe receptory NMDA dla glu-
taminianu (Ryc. 1). Stymulacja epileptogenna
pilokarpina lub kwasem kainowym, a takze
tzw. rozniecanie (ang. kindling) za pomoca
draznienia elektrycznego hipokampa prowa-
dzi do szybkiego nagromadzania sic mRNA
i biatka BDNF w SciSle okreSlonych war-
stwach dendrytycznych tej struktury mozgu.
Tego zjawiska nie obserwowano, gdy stoso-
wano silne bodZce nieepileptogenne, takie
jak stymulacja elektryczna o wysokiej czesto-
tliwosci lub elektrokonwulsje. Nagromadza-
nie si¢ BDNF jest wynikiem najprawdopo-
dobniej dwoch procesow: dodendrytycznego
transportu samego biatka z ciala komorki
nerwowej (ang. dendritic targeting) oraz
dodendrytycznego transportu mRNA BDNF
i nastepczej lokalnej syntezy BDNF na tej ma-
trycy. A wiec dendrytyczny BDNF jest praw-
dopodobnie zaangazowany w inicjacj¢ zmian
komorkowych, ktore prowadza do nadpobu-
dliwosci komorek i powstania epilepsji. Nie
wyklucza to odmiennego mechanizmu dzia-
lania BDNF w innych strukturach mozgu, np.
korze moézgowe;j.

Do dzi$ udato sie zidentyfikowa¢ w den-
drytach mRNA kilkunastu biatek, ktorych
funkcja jest SciSle zwiazana z aktywnoScia
neuronu: sa to bialtka receptorowe, przeka-
zujace impulsy pobudzeniowe do wnetrza
neuronu, jak tez bialka-egzekutory przekazu
sygnalu w komorce (Tabela 1).

Tak wiec bardzo istotnym aspektem regu-
lacji ekspresji biatek w komorce nerwowe;j
jest przemieszczanie si¢ matryc zapisu ich
struktury z ciala neuronu do wypustek den-
drytycznych, w ktérych dochodzi do regulo-
wanej lokalnie syntezy biatek. Lokalna synteza
biatka odgrywa role zaleznej od aktywnoSci
modyfikacji synaps. Znamy zjawisko lokalnej
syntezy bialek w stozkach wzrostu rosnacych
aksonow, w ktorych proces ten stuzy wydhu-
zaniu i ukierunkowywaniu wzrostu wiokna
nerwowego (ZHENG i wspotaut. 2001, VERMA
i wspotaut. 2005). Najnowsze wyniki badan
wykazuja, ze lokalnie, w dendrytach i akso-
nach, moze dochodzi¢ rowniez do degradacji
bialek (STEWARD i SCHUMAN 2003). Te nowe
dane odstaniaja potencjal dendrytéw i akso-
now w dwukierunkowej kontroli sktadu biatl-
kowego synaps.

Autorka serdecznie dzigkuje mgr Matyl-
dzie Macias za opracowanie rycin, ilustruja-
cych artykul. Publikacja powstata przy wspar-
ciu finansowym Min. Nauki i Informatyzaciji,
z funduszy przyznanych na dzialalnoS¢ statu-
towa Instytutu im. M. Nenckiego PAN i na
realizacj¢ polsko-niemieckiego proj. badaw-
czego PBZ-MIN-001/P05/13.

LOCAL PROTEIN SYNTHESIS IN NEURONAL DENDRITES: FUNCTION IN SYNAPTIC
PLASTICITY?

Summary

The article summarizes the most meaningful
studies which have provided evidence that protein
synthesis in the neuron can occur not only in cell
perikarya but also locally in dendrites. Dendrites
contain the complete machinery required to synthe-
size proteins. Until now 12 different mRNAs cod-
ing the proteins involved in neurotransmission and
modulation of synaptic activity have been identi-
fied in dendrites. Among these molecules is a BDNF

neurotrophic factor which is a strong regulator of
neuronal activity. It is postulated that the phenom-
enon of local synthesis provides the mechanism of
fast changes in the strength of neuronal connections
and is the molecular background of synaptic plastic-
ity. Local protein synthesis points to some autonomy
of dendrites which makes them “the brains of the
neurons” (Jim Eberwine).
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