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Stowa kluczowe:

Streszczenie

NerwiakowlSkniakowato$é typu I jest chorobg wielouktadowa charakteryzujaca sie pigmento-
wymi zmianami skérnymi, zwiekszong predyspozycja do wystapienia rozrostéw nowotworo-
wych, zaburzeniami neurologicznymi oraz wadami uktadu kostno-szkieletowego. Jest to cho-
roba monogenowa, dziedziczaca sie autosomalnie dominujgco, ktérej przyczyna sa mutacje
w genie NFI kodujacym neurofibromine - wielofunkcyjne biatko regulatorowe.

Podstawowg funkcja neurofibrominy jest regulacja aktywnosci biatka RAS, zaangazowanego w pro-
ces kontroli proliferacji i réznicowania komérek przez szlaki sygnatowe RAS/MAPK oraz RAS/
PI3K/AKT. Neurofibromina jest ponadto regulatorem aktywnosci cyklazy adenylowej, a zatem
szlaku sygnatowego cAMP/kinaza biatkowa A zaangazowanego m.in. w kontrole podziatéw ko-
mérkowych oraz regulujacego procesy uczenia sie i pamieci. Oddziatuje takze z wieloma innymi
biatkami, wplywajac na transport wewnatrzkomérkowy (tubulina, kinezyna), rearanzacje cytosz-
kieletu aktynowego (LIMK2, Rho i Rac) czy morfogeneze i funkcjonowanie komérek nerwowych
(syndekan, biatka CRMP).

Ekspresja i aktywno$¢ neurofibrominy sa $cisle regulowane przez ekspresje réznych izoform mRNA
w zaleznosci od typu tkanki i momentu rozwoju organizmu, lokalizacji biatka w komdrce czy jego
modyfikacje potranslacyjne (fosforylacja, ubikwitynacja) i oddzialywanie z innymi biatkami (np.
biatkiem 14-3-3). Udzial neurofibrominy w wielu procesach komérkowych powoduje, ze zaburzenia
jej funkcji wynikajace z matej dostepnosci biatka lub jego zmniejszonej aktywnosci beda znacza-
co wplywac¢ na funkcjonowanie komdrek, a tym samym catego organizmu, co skutkuje rozwojem
nerwiakowlékniakowatosci typu I. W artykule zostaly przedstawione podstawowe funkcje neuro-
fibrominy w kontekscie patogenezy molekularnej nerwiakowtékniakowatosci typu .

nerwiakowtokniakowatos¢ typu | - neurofibromina - szlak RAS/MAPK - szlak cAMP/PKA - modyfikacje potranslacyjne

Summary

Neurofibromatosis type I (NF1) is multisystemic disease characterized by pigmentary skin chan-
ges, increased susceptibility to tumor formation, neurological deficits and skeletal defects. The
disease is a monogenic, autosomal dominant disorder, caused by the presence of mutations in
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the NF1 gene encoding neurofibromin - a multifunctional regulatory protein. The basic function
of neurofibromin protein is modulation of the RAS protein activity necessary for regulation of
cell proliferation and differentiation by the RAS/MAPK and RAS/PI3K/AKT signal transduction
pathways. In addition, neurofibromin is a regulator of adenylate cyclase activity and therefore
may interfere with signaling by the cAMP/protein kinase A pathway that regulates cell cycle
progression or learning and memory formation processes. Neurofibromin also interacts with
many other proteins that are engaged in intracellular transport (tubulin, kinesin), actin cytoske-
leton rearrangements (LIMK2, Rho and Rac) or morphogenesis of neural cells (syndecans, CRMP
proteins). The activity of neurofibromin is strictly regulated by the expression of different NF1
mRNA isoforms depending on tissue type or period in organism development, the protein loca-
lization, posttranslational modifications (phosphorylation, ubiquitination) or interactions with
other proteins (e.g. 14-3-3). The fact that neurofibromin is engaged in many cellular processes
has significant consequences when the proper protein functioning is impaired due to decreased
protein level or activity. It affects the normal cell function and results in disturbances of organism
development that lead to the occurrence of clinical signs specific for NF1. In the article, the ba-
sic neurofibromin functions are presented in the context of the molecular pathogenesis of NF1.
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Wsrep

Nerwiakowtékniakowato$¢ typu I (NF1, OMIM 162200)
jest jedna z cze$ciej wystepujacych chordb genetycz-
nych wéréd dzieci (1:3500 urodzet). Jest to choroba wie-
louktadowa, ktérej objawy rozwijaja sie u 50% pacjentéw
przed ukoriczeniem 1 roku zycia, za$ petny obraz klinicz-
ny u znaczgcej wiekszo$ci pacjentéw (97%) rozwija sie
przed ukoficzeniem 9 r.z. [45,78].

Charakterystycznym objawem nerwiakowtékniakowato-
$ci typu 1, a zarazem jednym z gtéwnych kryteriéw dia-
gnostycznych jest obecno$é zmian barwnikowych na ské-
rze - plam w kolorze kawy z mlekiem (tzw. plamy CAL),
ktérym czesto towarzyszy piegowate nakrapianie okolic
pach i pachwin [1,9,13,45,78]. Nerwiakowtdkniakowato$é
typul jest réwniez chorobg predysponujaca do wystepo-
wania tagodnych i ztosliwych nowotworéw o$rodkowe-
go i obwodowego uktadu nerwowego. Wrodzona predys-
pozycja do rozwoju nowotworéw powoduje, ze u okoto
95% pacjentéw stwierdza sie obecno$¢ tagodnych zmian
rozrostowych - nerwiakowtékniakéw. Guzy te wywodza
sie z komérek ostonek nerwdw i tworzg sie wzdtuz lub
na zakoticzeniach nerwéw obwodowych. Ze wzgledu na
umiejscowienie guzéw wyrdznia sie nerwiakowtékniaki

skérne (zazwyczaj liczne i bezobjawowe), podskérne (guzy
twarde, dajace objawy neurologiczne, zwykle nieulega-
jace progresji do nowotworéw zto$liwych) oraz sploto-
we (obejmujace kilka wigzek nerwowych i ich potgcze-
nia) [9]. Nerwiakowldkniaki splotowe majg tendencje do
wzmozonego wzrostu, co moze prowadzi¢ do znaczacych
deformacji ciata, kompresji nerwéw i naruszenia struk-
tur kostnych oraz zwigzanych z tym powiktan. Skutkiem
czestych podziatéw komérkowych moze by¢ takze trans-
formacja nowotworowa i progresja zmiany tagodnej do
nowotworu zto$liwego - w tym przypadku ztosliwego guza
z ostonek nerwéw obwodowych (Malignant Peripheral
Nerve Sheath Tumours, MPNST). Rokowania w przypadku
tego nowotworu, stwierdzanego u okoto 2-3% pacjentéw
NF1, sa niekorzystne, co cze$ciowo moze by¢é zwigzane
z péZnym jego rozpoznaniem oraz brakiem skutecznych
programéw leczniczych [9,45,78].

U okoto 15-20% pacjentédw ze skérnymi zmianami wska-
zujacymi na rozpoznanie NF1, rozwijajag si¢ nowotwory
osrodkowego uktadu nerwowego, najczesciej glejaki ner-
wu wzrokowego lub gwiazdziaki. Wiekszo$¢ z tych nowo-
twordéw nie daje objawdw klinicznych, za§ w przypadkach
bardziej zaawansowanych obserwuje sie znaczny ubytek
widzenia, zmiany endokrynologiczne zwigzane z nacie-
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Ryc. 1. Schemat genu NFT i biatka — neurofibrominy. Na rycinie zaznaczono poszczegdine domeny biatka oraz odpowiadajace im eksony; CSRD — domena bogata w
cysteine i seryne, TBD — domena wiazaca tubuling, GRD — domena GTPazowa, SEC-PH — domena oddziatywujaca z fosfolipidami, CTD — domena C-koricowa,

FBD — domena wigzaca biatko FAK

kaniem podwzgdrza i/lub wytrzeszcz. U pacjentéw NF1
stwierdza sie takze czestsze zachorowania na nowotwory
uktadu krwiotwdrczego, w szczegélnosci wezesnodzie-
ciecg biataczke mielomonocytowa oraz zespoty mielody-
splastyczne, czy wystepowanie guzéw chromochtonnych
(pheochromocytoma) [45,78]. Jednym z charakterystycz-
nych objawdw NF1 sa takze guzki Lischa - zmiany o typie
hamartoma umiejscowione w obrebie teczéwki, zawiera-
jace m.in. komérki pigmentowe, co umozliwia ich tatwa
identyfikacje i powoduje, ze sa jednym z kryteriéw kli-
nicznych rozpoznania nerwiakowtékniakowato$ci typu
1[9,45].

Ponadto u pacjentéw NF1 obserwuje sie wiele objawéw
niezwigzanych z tworzeniem sie guzéw. U okoto 30-60%
chorych wystepuja trudnosci szkolne zwigzane z zaburze-
niami widzenia przestrzennego, koordynacji wzrokowo-
-ruchowej oraz problemami z koncentracja, planowaniem
i organizacja. U cze$ci pacjentéw obserwuje sie takze nie-
typowe zmiany kostne, np. dysplazje ko$ci klinowej, sko-
lioze, staw rzekomy kosci piszczelowej czy makrocefalie.
Moga takze wystepowaé zaburzenia w funkcjonowaniu
uktadu krazenia wynikajgce z nadmiernej proliferacji ko-
mdérek w wewnetrznej btonie naczyn krwionosnych, co
prowadzi do ich zwezenia, a w konsekwencji nadcinienia,
udardéw czy choroby wieficowej [1,71].

W diagnostyce klinicznej nerwiakowtékniakowatosci typu
Tabela 1. Kryteria National Institutes of Health (NIH) rozpoznania

nerwiakowt6kniakowatosci typu | (pacjent musi spetniac
przynajmniej 2 z nastepujacych objawdw klinicznych)

1. Co najmniej 6 plam cafe au lait (CAL) o Srednicy 5 mm przed okresem
dojrzewania lub 15 mm po tym okresie

2. Co najmniej dwa nerwiakowtdkniaki skérne lub jeden nerwiakowtékniak
splotowy

3. Piegowate nakrapianie okolic pach i pachwin
4. Glejak nerwu wzrokowego
5. Co najmniej 2 guzki Lischa (hamartoma teczéwki)

6. Charakterystyczne zmiany kostne (skrzywienie kosci dtugich, obecnos¢
stawu rzekomego, dysplazja kosci klinowej)

7. U krewnego pierwszego stopnia NF1

I szczegdlne znaczenie maja kryteria diagnostyczne opra-
cowane przez amerykanski Narodowy Instytut Zdrowia
(National Institutes of Health, NIH), ktére od wielu lat
sa podstawa do rozpoznania choroby przez klinicystéw
réznych specjalizacji (tabela 1) [13,45].

Nerwiakowtékniakowato$é typu I jest choroba mono-
genowa, dziedziczacg sie autosomalnie dominujaco. Jej
przyczyna jest obecno$¢ patogennych mutacji w genie
NF1 (17q11.2, ryc. 1), ktére prowadzg do zahamowania
syntezy lub utraty funkcji biatka neurofibrominy (NF1).
Do chwili obecnej zidentyfikowano ponad 1500 mutacji
w genie NF1 zwigzanych z patogeneza nerwiakowtdk-
niakowato$ci typu I. W wiekszosci sa to mutacje prowa-
dzgce do utraty funkcji - ponad 80% opisanych mutacji
germinalnych (mutacje punktowe typu nonsens, muta-
cje zaburzajace sktadanie mRNA, mate delecje i insercje;
rozlegte delecje) w genie NF1 powoduje powstanie skré-
conego, niefunkcjonalnego biatka lub jego brak. Rzadziej
sa opisywane mutacje typu missens, ktére powoduja
zmiane struktury i/lub aktywnosci neurofibrominy ze
wzgledu na umiejscowienie w domenach kluczowych
dla aktywnosci katalitycznej biatka (szczegétowo omé-
wione w [1]).

U zadnego z pacjentéw do tej pory nie stwierdzono obec-
noéci mutacji w obu allelach genu NF1, co sugeruje, ze przy-
najmniej jedna prawidlowa kopia genu jest niezbedna do
przezycia ptodu i péZniejszego funkcjonowania organizmu.
Badania przeprowadzone na modelu mysim wykazaty, ze
plody pozbawione aktywnego genu Nf (Nfi-/-) nie sg zdol-
ne do rozwoju i obumierajg pomiedzy 12,5 i 13,5 dniem
rozwoju embrionalnego z powodu uogélnionej odmy i wad
serca [14]. U myszy z jedna funkcjonalng kopia genu Nf1
(Nf1+/-) wystepowato zwiekszone ryzyko rozwoju nowo-
twordw, zwlaszcza guzéw chromochtonnych i biataczki
szpikowej, jednak nie byto objawdw charakterystycznych
dla nerwiakowtSkniakowatosci typu I [43].

Biatkowym produktem genu NFI jest neurofibromina
(ryc.1). Niedobér tego biatka badZ jego zmniejszona ak-
tywno$¢ sa zwigzane ze zmianami na poziomie komdrko-
wym, ktére prowadzg do wystapienia objawdw klinicz-
nych specyficznych dla NF1. Szerokie spektrum zmian
klinicznych obserwowanych u pacjentéw z NF1 sugeruje,
ze neurofibromina jest biatkiem wielofunkcyjnym zaan-
gazowanym w regulacje i dziatanie wielu komérkowych
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forma nieaktywna

Ryc. 2. Regulacja aktywnosci biatka RAS (a) z udziatem biatek pobudzajacych ich aktywnos¢ GTPazowa (GAP, np. neurofibromina) i biatek stymulujacych wymiane
nukleotydéw guaninowych (GEF) oraz schemat budowy domeny GRD neurofibrominy; a — na granatowo zaznaczono nukleotyd guaninowy, na czerwono
grupy fosforanowe; b— kolor zotty, niebieski, zielony — domeny neurofibrominy zaangazowane w oddziatywanie z biatkiem RAS, na czerwono zaznaczona
arginina w pozycji 1276 bezposrednio oddziatujacej z GTP. Model wykonany w programie Yasara na podstawie struktury TNF1z RCSB Protein Data Bank

szlakéw sygnatowych [13]. W niniejszym artykule zostata
omdwiona rola neurofibrominy w komérce w kontekscie
jej budowy i oddziatywan wewnatrzkomdrkowych. Neuro-
fibromina jest wielofunkcyjnym biatkiem biorgcym udziat
w regulacji wielu komdrkowych szlakéw sygnatowych,
m.in. szlaku RAS/MAPK. Reguluje takze aktywno$¢ cy-
klazy adenylowej oraz oddziatuje z takimi biatkami, jak:
tubulina, kinezyna, syndekany, kinazy biatkowe A i C, ka-
weolina czy biatko prekursorowe amyloidu [51,71]. Mimo
ze wiele funkgcji neurofibrominy nie zostato jeszcze do-
ktadnie poznanych, ponizej zostang przedstawione jej
podstawowe funkcje regulatorowe w kontekscie budowy
samego biatka.

PoDSTAWOWE FUNKCJE NEUROFIBROMINY

Regulacja aktywnosci biatka RAS i jego szlakéw
efektorowych

Podstawowg i najlepiej zbadang funkcja neurofibrominy
jest regulacja aktywno$ci biatka RAS, ktére jest jednym
z gtéwnych biatek w komdérce, uczestniczacym w wielu
szlakach transdukcji sygnatu odpowiedzialnych za re-
gulacje wielu proceséw komérkowych. Biatka z rodziny
RAS sg czasteczkami o wielko$ci 21 kDa, ktére odgrywa-
ja wazna role w przekazaniu sygnatu od aktywowanych
receptoréw czynnikéw wzrostowych umiejscowionych
w btonie komdrkowej do jadra komdrkowego. Pobudzenie
receptoréw blonowych powoduje aktywacje biatka RAS,
co jest zwiazane m.in. z przytaczeniem w centrum aktyw-
nym biatka - guanozyno-5’-trifosforanu (GTP). Hydroliza
GTP do GDP jest zwiazana z obnizeniem aktywnosci biat-
ka, a tym samym zahamowaniem szlakéw sygnatowych
regulowanych z udzialem biatek RAS [33].

Wewnetrzna aktywno$é GTPazowa biatek RAS jest bar-
dzo niska, jednak szacuje sie, ze wzrasta ona 10°-krotnie
dzieki dziataniu biatek pobudzajacych aktywno$é GTPa-
zowg biatek RAS (Ras GTPase-activating protein, GAP, ryc.
2a). Nieprawidtowe funkcjonowanie biatek GAP badZ ich
zmniejszony poziom w komérce bedzie prowadzi¢ do pod-
wyzszonej aktywno$ci biatek RAS i stymulacji szlakéw
transdukcji sygnatu od nich zaleznych. Poniewaz jednym
zwielu proceséw pobudzanych z udziatem szlakéw zalez-
nych od biatek RAS jest progresja cyklu komérkowego,
bardzo czesto biatka GAP sg okre$lane mianem supreso-
réw nowotworowych. Ich niedobér w komdrce moze pro-
wadzi¢ do zaburzen podziatéw komérkowych i powstania
nowotwordw [52].

Neurofibromina jest jednym z biatek z rodziny GAP, a do-
meng odpowiedzialng za oddziatywania z biatkiem RAS
jest domena GRD (GAP related domain), ktéra jest jed-
noczeénie najlepiej scharakteryzowana domeng tego
biatka. Domena GRD obejmuje okoto 330 aminokwaséw
(aminokwasy 1198-1530 zgodnie z NP_000258, ryc.2b)
umiejscowionych w centralnej czes$ci neurofibrominy,
za$ minimalna wielko$¢ peptydu, dla ktérego zostaje
zachowana aktywno$¢ katalityczna to 230 aminokwaséw
[3]. W strukturze drugorzedowej domeny GRD dominuja
a-helisy (16 struktur), za$ za oddziatywanie z biatkiem
RAS odpowiedzialne sa gtéwnie aminokwasy zlokali-
zowane w pozycjach: 1253-1304, 1331-1403 i 1412-1463
(ryc.1) [2]. Domena GRD biatka NF1 wykazuje znaczna
homologie z innymi domenami katalitycznymi biatek
z rodziny GAP, takimi jak ssacze biatko p120GAP, biatka
IRA1 oraz IRA2 z Saccharomyces cerevisiae, biatko GAP1
z Drosophila melanogaster oraz biatkiem sar1 z Schizosac-
charomyces pombe [7,61,79].
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Ryc. 3. Szlaki sygnatowe requlowane z udziatem biatka RAS; ERK - kinaza aktywowana dziataniem czynnikéw mitogennych, MEK — kinaza kinazy aktywowanej
dziataniem czynnikéw mitogennych, mTOR — kinaza mTOR, tzw. ssaczy cel rapamycyny, NF1 — neurofibromina, PIP2 - 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu,
PIP3 - 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu, PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, PKB — kinaza biatkowa B, RAS, RAL, RAC, RHEB — biatka z super rodziny

RAS, mate GTPAzy, TSCT — hamartyna, TSC2 — tuberyna

Neurofibromina wykazuje 50-100 razy wieksze powino-
wactwo do biatka RAS zwigzanego z GTP niz inne biatko
z rodziny GAP, P120GAP. Oddzialywania biatka RAS i NF1
opieraja sie na utworzeniu kompleksu pomiedzy domena
GRD a rowkiem centralnej domeny katalitycznej biatka
RAS. Struktura ta jest stabilizowana przez oddzialywanie
palca argininowego biatka NF1 ze specyficznymi amino-
kwasami znajdujgcymi sie w regionach przetgcznikéw
1111 biatka RAS [49]. Analizy strukturalne i biochemiczne
wykazaty, ze interakcja obu biatek prowadzi do hydrolizy
GTP. Kluczowa dla tej reakcji jest stabilizacja aminokwa-
séw na przetaczniku I 11, zwlaszcza glutaminy w pozycji
61 biatka RAS oraz stymulacja hydrolizy tréjnukleoty-
du przez bezposrednie oddziatywanie argininy w pozycji
1276 biatka NF1 z miejscem aktywnym biatka RAS. Tak
zwany palec argininowy NF1 neutralizuje fadunki ujem-
ne, ktére tworzg sie na GTP podczas przeniesienia grupy
fosforowej [68].

Jak wspomniano wcze$niej, biatko RAS jest jednym z gtéw-
nych biatek bioracych udziat w przekazywaniu sygnatu
w koméree (ryc.3). Jego nadmierna aktywacja, wynikaja-
ca z nieprawidtowego dziatania neurofibrominy, bedzie

prowadzi¢ do zaburzen cyklu komérkowego lub innych
proceséw komérkowych. Aktywne biatko RAS stymuluje
aktywacje wielu szlakéw sygnatowych, w tym kaskady
kinaz efektorowych szlaku RAS/MAPK (szlak przekazy-
wania sygnatu z udziatem kaskady kinaz aktywowanych
dziataniem czynnikéw mitogennych; mitogen activated
protein kinases, MAPK), wérdéd ktérych znajduja sie: kina-
za kinazy kinazy MAP (MAPKKK, MAP3K, biatka z rodziny
RAF), kinaza kinazy MAP (MAPKK, MAP2K, biatka MEK)
oraz kinaza MAP, nazywana réwniez biatkiem ERK. Aktyw-
ne biatka ERK ulegaja translokacji do jadra, gdzie sg odpo-
wiedzialne za aktywacje odpowiednich czynnikéw trans-
krypcyjnych, ktére pobudzaja ekspresje specyficznych
gendw zaangazowanych w regulacje cyklu komérkowego,
apoptoze, réznicowanie czy migracje komérek [17,33].

Innymi biatkami efektorowymi aktywnego biatka RAS
sa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K). Katalizujg one
reakcje przemiany 4,5-difosforanu fosfatydyloinozyto-
lu (PIP,) w 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP,),
ktéry wplywa na aktywacje biatka AKT/PKB poprzez jego
rekrutacje do btony komdrkowej, gdzie moze ulec fos-
forylacji z udziatem kinazy PDK1. Aktywne biatko AKT
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fosforyluje wiele biatek, w tym biatko TSC2 - sktadnik
kompleksu TSC1/TSC2. Kompleks ten jest negatywnym
regulatorem aktywno$ci GTPazy Rheb, ktéra jest nie-
zbedna do aktywacji biatka mTOR (ssaczy cel rapamycy-
ny, mammalian target of rapamycin). Aktywacja kinazy
mTOR jest zwigzana z pobudzeniem syntezy wielu bia-
tek, ktére maja wptyw na wzrost komérek, ich prolife-
racje, migracje i przezycie [44]. Kinaza PI3K jest réwniez
pozytywnym regulatorem biatka RAC - GTPazy, ktérej
aktywnos¢ jest zwigzana z reorganizacja cytoszkieletu,
adhezja komérek oraz oddziatywaniami miedzykomér-
kowymi. GTPaza RAC1 jest takze zaangazowana w rézni-
cowanie i migracje osteoklastéw, ktérych nieprawidtowe
funkcjonowanie, m.in. zwiekszona aktywno$¢ lityczna
prowadzi do wad uktadu kostno-szkieletowego obser-
wowanych u pacjentéw NF1 [57,80].

Efektem mutacji w genach kodujacych biatka RAS jest
stata ich aktywacja, co prowadzi do niekontrolowanej
proliferacji komérek wskutek zaburzer dzialania szla-
kéw RAS/MAPK i PI3K/AKT/mTOR i moze przyczynia¢
sie do transformacji nowotworowej lub zaburzen rozwo-
jowych. Podobny mechanizm bedzie dziatat w przypadku
mutacji w genie NF1 powodujacych powstanie skréconej,
nieaktywnej postaci biatka lub znaczne zmniejszenie jego
aktywno$ci. Utrata nawet jednej prawidtowej kopii genu
NF1 jest wystarczajaca, aby komérki mogly uzyskaé prze-
wage proliferacyjna, co oznacza, ze neurofibromina dziata
jak klasyczny supresor nowotworowy [51]. Bardzo czesto
o0 genie NF1 wspomina sie w kontekscie hipotezy dwéch
uderzen Knudsona, dotyczacej przyczyn powstawania
nowotworu [48]. Dowodem na prawdziwo$¢ tej hipote-
zy moga by¢ obecne w materiale pobranym z tagodnych
i ztodliwych guzéw pacjentéw NF1, dodatkowe mutacje
somatyczne w genie NF1. Ponadto w komdrkach nowo-
tworowych pacjentéw NF1 stwierdzono znaczny wzrost
aktywnosci szlaku RAS/MAPK i mTOR [26,56,58]. Okazato
sie takze, ze linie komérkowe uzyskane z komérek nowo-
twordw ztosliwych pobranych od pacjentéw NF1 sg wraz-
liwe na dziatanie rapamycyny - swoistego inhibitora ak-
tywno$ci mTOR. Sugeruje to mozliwe zastosowanie tego
leku w terapii nowotwordéw ztosliwych stwierdzanych
u pacjentéw z nerwiakowtékniakowato$cia typu I [31].

Biatko RAS jest takze regulatorem biatek RalGEF, odpowie-
dzialnych za aktywacje matych GTPaz - RalA i RalB. Biatka
te, w postaci aktywnej zwiazanej z GTP, sg odpowiedzial-
ne za regulacje wielu proceséw komérkowych, takich jak:
zmiany struktury cytoszkieletu, endo- i egzocytoza lub
transkrypcja szeregu gendéw, zwiazanych z przezyciem
i podziatem komdrek [62]. Badania in vitro i in vivo wyka-
zaly, ze szlak RalGEF /Ral jest szczegdlnie istotny dla zalez-
nego od biatka RAS procesu transformacji nowotworowej
- jego aktywno$¢ byta znacznie podwyzszona w nowotwo-
rach zwigzanych z mutacjami genéw z rodziny RAS (np.
rak jelita grubego, czerniak, rak trzustki). W kontekscie
NF1, stwierdzono, ze w liniach komérkowych uzyskanych
ztypowego dla NF1 nowotworu zto$liwego wywodzacego
sie z ostonek nerwéw obwodowych (MPNST), aktywno$¢
biatek z rodziny Ral byta znaczaco podwyzszona w po-

réwnaniu do prawidtowych komérek Schwanna [23,81].

Biatko RAS jest gtéwnym regulatorem szlakéw zwiazanych
z proliferacjg komdrek, ich réznicowaniem lub zdolno$cia do
migracji. Wykazano takze, ze aktywno$¢ szlaku RAS/MAPK
odgrywa znaczacg role w plastycznosci synaptycznej, pod-
stawowej dla rozwoju uktadu nerwowego. Liczne badania
wykazaly, ze zaburzona regulacja tego szlaku prowadzi do
zaburzen przewodnictwa nerwowego, w tym dtugotrwatego
pobudzenia synaptycznego (long term potentiation, LTP),
zwiazanego z procesami uczenia sie i ksztattowania pamieci.
Szlak RAS/MAPK jest takze zaangazowany w regulacje po-
wstawania kolcéw dendrytycznych, za$ jego nadmierna ak-
tywacja wynikajaca np. z niedoboru neurofibrominy bedzie
powodowaé zmniejszenie ich liczby, tym samym prowadzac
do zaburzen przekaZnictwa nerwowego [63]. Ponadto, bada-
nia przeprowadzone na modelu mysim, z delecja jednej kopii
Nfl wykazaly, ze zwiekszona aktywno$¢ kinaz ERK - efektoro-
wych biatek szlaku RAS/MAPK, byta zwigzana ze wzmozong
fosforylacjg synapsyny 1, ktdra jest istotna dla uwalniania
pecherzykéw z neurotransmiterami do przestrzeni synap-
tycznej. Przyktadowo w obrebie hipokampu zwiekszona
fosforylacja ERK powoduje zwiekszone wydzielanie kwa-
su y-aminomastowego (GABA) w neuronach hamujacych,
co moze prowadzi¢ do deficytéw w procesach uczenia sie
iksztattowania pamieci. Wydaje sie, ze regulacja wydzielania
neurotransmiteréw z udziatem neurofibrominy jest swoista
dla neuronéw GABA-ergicznych, gdyz wybiércza inakty-
wagja genu Nfl w neuronach pobudzajacych (glutaminer-
gicznych) nie wptywa na ich aktywno$¢ wydzielnicza [20].

Regulacja aktywnosci cyklazy adenylowej
i poziomu cAMP w komérce

Poza regulacjg aktywnosci biatka RAS, a tym samym jego
szlakéw efektorowych, neurofibromina bierze udziat
w kontroli innych, niezaleznych od biatka RAS, komér-
kowych szlakéw sygnatowych. Jednym z nich jest szlak
cykliczny AMP/kinaza biatkowa A (cAMP/PKA). Szlak
CAMP/PKA jest zaangazowany w wiele proceséw, takich
jak: kontrola masy ciata, procesy uczenia sie i pamieci czy
metabolizm cukréw i lipidéw. Fosforylacja réznych bia-
tek z udzialem PKA prowadzi do zahamowania wzrostu
komérki, indukcji apoptozy lub zatrzymania rearanzacji
cytoszkieletu, co skutkuje zmniejszeniem ruchliwo$ci i in-
wazyjnos$ci komdrek [35,38].

Pierwsze badania potwierdzajace role neurofibrominy
w regulacji szlaku cAMP/PKA zostaly przeprowadzone na
modelu Drosophila - osobniki nieposiadajace genu NfI mialy
obnizony poziom cAMP i okoto 20% mniejsze rozmiary niz
muszki prawidlowe. Fenotyp muszek mégt ulec zmianie
wskutek nadekspresji PKA, natomiast zmiana aktywnosci
biatka RAS nie dawata podobnego efektu. Dalsze badania
wykazaly, ze neurofibromina jest odpowiedzialna za regu-
lacje aktywnosci cyklazy adenylowej, ktéra jest mozliwa
dwoma sposobami (ryc. 4). Pierwszy sposdb, niezalezny od
aktywnosci biatka RAS, dla ktérego kluczowy jest C-kon-
cowy fragment neurofibrominy (aminokwasy 1748-2818),
wymaga aktywacji podjednostki a biatka Gs. Ten sposéb
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Ryc. 4. Regulagja aktywnosci cyklazy adenylowej i kinazy biatkowej A (PKA) przez neurofibromine w szlaku aktywowanym przez czynniki wzrostowe (GF) i zaleznym
od biatka RAS oraz w szlaku aktywowanym przez neurohormony (NT, serotonina, histamina) oddziatujace z receptorem sprzezonym z biatkami G (GPCR)

aktywacji cyklazy adenylowej jest charakterystyczny dla
dzialania neurotransmiteréw, takich jak serotonina czy hi-
stamina i moze by¢ réwniez zwigzany z regulacja wzrostu
organizmu. Drugi mechanizm regulacji aktywnosci cyklazy
adenylowej, zalezny od biatka RAS, jest zwigzany z aktywa-
cja receptoréw blonowych przez czynniki wzrostowe, np.
EGF i nie wymaga aktywacji biatek G [38,40,70].

W nerwiakowtékniakowatosci typu I stwierdzono, ze
neurofibromina odgrywa znaczacg role w regulacji po-
ziomu cAMP w komérkach gleju gwiazdzistego (astro-
cytach) i komérkach Schwanna, z ktérych wywodza sie
nowotwory obserwowane u pacjentéw NF1. Badania prze-
prowadzone na mysich liniach komérkowych wykazaty,
ze astrocyty z obnizona ekspresja neurofibrominy mia-
ty duzo nizszy poziom cAMP w odpowiedzi na dziatanie
neuropeptydu PACAP, co wynikato z nizszej aktywnosci
cyklazy adenylowej. Ponadto wykazano, ze podwyzszo-
ny poziom cAMP w komdrkach gleju gwiazdzistego miat
dziatanie antyproliferacyjne [22].

W przypadku komérek Schwanna dziatanie cAMP ma zu-
petnie inny charakter - obecnosé cyklicznego AMP jest
niezbedna do podtrzymania proliferacji komérek w odpo-
wiedzi na dziatanie czynnikéw wzrostowych. Jak wykazaty
badania, podwyzszony poziom cAMP oraz obecno$¢ czyn-
nikéw wzrostowych sg kluczowe dla wzrostu ekspresji
proproliferacyjnej cykliny D1 i utrzymania jej wysokiego
poziomu podczas faz G1i S cyklu komérkowego. Niedobér
neurofibrominy w mysich komdrkach Schwanna powodu-
je znaczacy wzrost poziomu cAMP oraz ekspresji cykliny
D1, co stymuluje podziaty komérkowe i moze sprzyjaé
procesom transformacji nowotworowej [47].

Regulacja szlakéw sygnatowych z udziatem cAMP i PKA
jest réwniez istotna w rozwoju i funkcjonowaniu ukta-
du nerwowego, zwlaszcza w procesie synaptogenezy czy
procesach uczenia sie i ksztattowania pamieci. Badania
komérek nerwowych prowadzone in vitro wykazaty, ze
poziom cAMP w neuronach o$rodkowego uktadu nerwo-
wego z niedoborem neurofibrominy byt znaczaco nizszy
niz w tych z prawidlowym poziomem biatka. Jednocze-
$nie zmieniona byta morfologia komérek - neurony miaty
znacznie mniejszg dtugo$¢ i mniejsze stozki wzrostu oraz
wykazywaly zwiekszony poziom apoptozy. Zmiany te byty
odwracalne - podanie forskoliny lub rolipramu, zwigzkéw
podwyzszajacych poziom cAMP w komérkach, powodo-
wato zmiane morfologii komdrek, jak réwniez zmniejsze-
nie poziomu ich apoptozy. Podobnych zmian nie obser-
wowano w przypadku komérek nerwéw obwodowych, co
wskazuje, ze oddziatywanie Nf1 ze szlakiem sygnatowym
cAMP/PKA jest swoiste dla komérek osrodkowego ukta-
du nerwowego. Wylaczenie ekspresji jednej kopii genu
Nf1 byto wystarczajace dla znaczacego zmniejszenia po-
ziomu cAMP w komdrkach i zmiany ich wlasciwosci. Jak
wykazaly dalsze badania, zmieniona morfologia komérek
z niedoborem neurofibrominy byta wynikiem zaburzet
budowy cytoszkieletu aktynowego, co z kolei byto spowo-
dowane zmniejszong aktywnoscig biatka Rho regulowa-
nego z udziatem kinazy biatkowej A [15,16].

Rola neurofibrominy w rearanzacji cytoszkieletu
aktynowego

Badania in vitro prowadzone na komdrkach PC12 wykazaty,
ze stymulacja komdrek czynnikiem wzrostu nerwdéw (nerve
growth factor, NGF) powoduje ich réznicowanie i tworzenie
wypustek nerwowych, co jest zwigzane ze zmianami struk-

1337



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2015; tom 69: 1331-1348

tury cytoszkieletu aktynowego. Jednocze$nie po uptywie
pewnego czasu od stymulacji NGF w komérkach stwierdzo-
no podwyzszenie aktywnosci GTPazowej neurofibrominy,
co moze wskazywaé na zwigzek miedzy tym biatkiem a re-
aranzacja filamentéw aktynowych. Dalsze badania wykazaty,
ze neurofibromina jest zaangazowana w regulacje GTPazy
Rho, ktéra stymuluje kaskade kinaz ROCK i LIMK2 odpo-
wiedzialnych za fosforylacje kofiliny - biatka zdolnego do
wigzania fibrylarnej i globularnej postaci aktyny, stymulu-
jacego jej depolimeryzacje. Przyltaczenie reszty fosforanowej
do kofiliny powoduje jej odtgczenie od czasteczek aktyny co
pobudza tworzenie sie filamentéw aktynowych. Zahamowa-
nie aktywno$ci neurofibrominy lub obnizenie jej poziomu
powoduje zalezna od domeny GRD aktywacje szlaku Rho/
ROCK/LIMK2 pobudzajaca ruchliwo$¢ komérek, ich inwa-
zyjno$¢ oraz zdolno$¢ do tworzenia agregatéw komérko-
wych. Wlasnie te zmiany moga by¢ jednym z mechanizméw
odpowiedzialnych za tworzenie sie nerwiakowtékniakéw
u pacjentéw NF1. Wydaje sie, ze szlak Rho/ROCK/LIMK/
kofilina moze by¢ takze zaangazowany w morfogeneze ko-
mdrek nerwowych, dla ktérej wazne sg zmiany w budowie
cytoszkieletu aktynowego [64].

Jak wspomniano wcze$niej, neurofibromina przez oddzia-
tywanie z biatkiem RAS uczestniczy réwniez w regulacji
aktywnosci kinazy PI3K, ktéra pobudza m.in. biatko Racl
zaangazowane w regulacje migracji i adhezji komdrkowej
przez wplyw na strukture cytoszkieletu aktynowego [80].
Biatko Rac aktywuje kinaze PAK, ktéra fosforyluje biatko
LIMK1 oddziatujace z kofiling. Niezalezne badania przepro-
wadzone na mysich fibroblastach ptodowych wykazaty, ze
regulacja aktywnosci biatka Rac z udziatem neurofibromi-
ny moze by¢ niezalezna od szlaku RAS/PI3K. Wykazano, ze
fragment neurofibrominy obejmujacy aminokwasy 1-1163
jest takze zdolny do inaktywacji biatka Rac1, indukcji zmian
w strukturze cytoszkieletu aktynowego i zahamowania
migracji komérek. Doktadny mechanizm tej regulacji nie
zostat poznany, sugeruje sie, ze neurofibromina moze ha-
mowac dziatanie biatek katalizujacych przytaczenie GTP do
biatka Rac, stymulowa¢ dziatanie biatek odpowiedzialnych
za hydrolize GTP lub sama dziata¢ jako biatko GAP wzgle-
dem biatka Rac [66].

Niezaleznie od regulacji biatek Rho i Rac, neurofibromina

moze takze bezpo$rednio oddziatywa¢ z biatkiem LIMK2
przez domene SEC14-PH. Bezposrednie oddziatywanie
tych dwéch biatek prowadzi do zmniejszenia aktywnosci
kinazowej biatka LIMK2 wzgledem kofiliny, czego przy-
czyng moze by¢ zablokowanie jego fosforylacji z udziatem
kinazy ROCK. Prowadzi to do zahamowania aktywnosci
kaskady Rho/ROCK/LIMK2/kofilina, co z kolei pobudza
depolimeryzacje aktyny [72].

Regulacja aktywnosci bialek CRMP

Analiza oddziatywan neurofibrominy z wykorzystaniem
spektrometrii masowej wykazata, ze w komérkach uktadu
nerwowego jednym z partneréw NF1 jest biatko CRMP-2
(collapsin response mediator protein). Biatka z rodziny
CRMP s3 zaangazowane swoiscie w regulacje rozwoju ukta-

du nerwowego, za$ biatko CRMP-2 stymuluje wydtuzanie
aksonu przez indukcje agregacji mikrotubul w okolicach
stozka wzrostu [65]. Badania przeprowadzone na modelu
szczurzym wykazaly, ze w trakcie rozwoju embrionalnego
oraz w okresie postnatalnym neurofibromina bezposrednio
oddziatywata z biatkami CRMP w komdrkach nerwowych,
co sugeruje, ze interakcja ta moze odgrywaé wazna role
w ksztattowaniu sie uktadu nerwowego. Natomiast obni-
zenie ekspresji neurofibrominy w komérkach PC12, stoso-
wanych jako model badawczy, spowodowato zahamowanie
wzrostu aksonéw, co sugeruje, ze prawidlowe funkcjonowa-
nie biatka CRMP wymaga interakcji z NF1. Dalsze badania
wykazaly, ze oddziatywanie tych dwéch biatek reguluje
fosforylacje CRMP-2 z udzialem swoistych kinaz, np. CDK5,
Rho czy GSK-3p. Fosforylacja prowadzi do odtaczenia sie
biatka CRMP od mikrotubul, co stymuluje zapadniecie sie
stozka wzrostu i zahamowanie wydtuzania sie aksonu [65].

Neurofibromina reguluje aktywno$¢ biatka CRMP réwniez
posrednio - aktywno$¢ kinaz fosforylujacych CRMP jest
zalezna od aktywnosci szlakéw sygnatowych zaleznych
od biatka RAS. Zahamowanie aktywno$ci nuerofibrominy
prowadzi do pobudzenia tych szlakéw, fosforylacji CRMP
i zahamowania procesu wydtuzania aksonéw réznicujg-
cych sie komérek [55,65].

Regulacja poziomu dopaminy w ukladzie
nerwowym

Badania z ostatnich lat wykazaty, ze neurofibromina moze
takze odgrywa¢ znaczaca role w regulacji homeostazy do-
paminy w uktadzie nerwowym. Przeprowadzone na my-
szach Nfl+/- badania PET z zastosowaniem syntetycznego
antagonisty receptora dopaminy D2 (raclopride) wykazaty
zwiekszone wiazanie analogu w komérkach nerwowych
prazkowia, co $wiadczyto o obnizonym poziomie dopami-
ny. Ponadto w neuronach postsynaptycznych prazkowia
stwierdzono obnizong fosforylacje zaleznej od dopaminy
i cAMP fosfoproteiny-32 (DARPP32). Niski poziom dopa-
miny i zwiazana z tym zmniejszona aktywacja receptoréw
dopaminergicznych byly spowodowane obnizona ekspre-
sja transporteréw dopaminy i hydroksylazy tyrozynowe;.
Niski poziom dopaminy stwierdzono takze w komdrkach
hipokampu myszy, w ktérym prawidtowe przewodzenie
nerwowe jest istotne dla proceséw uczenia sie i pamie-
ci. Myszy, u ktérych stwierdzono nieprawidtowe dziata-
nie systemu dopaminergicznego wykazywaly zaburzenia
funkcji poznawczych, zwtaszcza w zakresie rozwoju wizu-
alno-przestrzennego. Zatem zaburzenia metabolizmu do-
paminy moga by¢ potencjalng przyczyna obserwowanych
u dzieci z nerwiakowtékniakowatoscig typu I probleméw
z uczeniem sie czy deficytéw uwagi. Potwierdza to fakt,
ze zastosowanie lekdéw, ktdre specyficznie blokujg trans-
porter dopaminy, np. metylofenidatu, znacznie poprawia
funkcjonowanie chorych dzieci. Podobny efekt obserwuje
sie na modelach zwierzecych - zastosowanie lekéw, ktére
sg analogami dopaminy, zwiekszaja jej wytwarzanie w ko-
mdrkach nerwowych (L-DOPA) lub blokujg jej wychwyt
przez specyficzne transportery, powoduje poprawe zdolno-
$ci poznawczych myszy z deficytem neurofibrominy [28].
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Ryc. 5. Schemat szlakéw transportu wewnatrzkomdrkowego zaleznego od mikrotubuli; transport postepowy zalezny od kinezyny w kierunku wypustek
komérkowych, transport wsteczny zalezny od dyneiny w kierunku ciata komérki. Domena TBD neurofibrominy oddziatuje z mikrotubulami, a samo biatko
moze tworzy¢ kompleksy transportowe z biatkami motorycznymi (wg [17] zmodyfikowano)

Mimo ze zastosowanie lekéw powodujacych zwiekszenie
dostepnosci dopaminy w uktadzie nerwowym znacznie
poprawia zdolnosci poznawcze u myszy i dzieci z nie-
doborem neurofibrominy, to doktadny mechanizm od-
dziatywati neurofibromina/dopamina nie zostal pozna-
ny. Wydaje sie, ze jednym z mechanizméw zwigzanych
z zaburzeniami aktywnosci neuronéw dopaminergicz-
nych hipokampu jest nieprawidtowa aktywnos¢ cyklazy
adenylowej i zbyt niski poziom cAMP w komérkach ner-
wowych. Podanie L-DOPA myszom Nf1+/- spowodowato
zwiekszenie poziomu cAMP oraz poziomu fosforylacji
DARPP32 w hipokampie. Réwnocze$nie prowadzone bada-
nia in vitro wykazaly, ze dopamina lub agonista receptora
dopaminowego D1 (SKF38393) dodane do hodowli neuro-
néw hipokampu myszy Nf1+/- powodowaly przywrdcenie
prawidlowej morfologii komérek, tzn. zwigkszenie dtugo-
$ci aksondw i obecno$é stozkéw wzrostu o prawidtowych
rozmiarach [29].

Regulacja aktywnosci bialek sygnalowych poprzez
oddziatywanie z kaweolina-1

Jednym z biatek oddziatujacych z neurofibromina jest ka-
weolina-1 - biatko blonowe, bedgce sktadnikiem kaweoli
- specyficznych struktur w obrebie btony komdrkowej
bioracych udziat w przekazywaniu sygnatu w komérce
oraz endocytozie. W biatku NF1, w poblizu domen GRD
i Sec14-PH zidentyfikowano 4 miejsca potencjalnie wia-
zace kaweoline-1 (caveolin binding domains, CBDs) obej-
mujgce aminokwasy: 1606-1613, 1658-1666, 1678-1685

i 2102-2109. Domeny te uczestnicza w tworzeniu specy-
ficznego kompleksu, ktéry, jak wykazaty badania in vitro
prowadzone na mysich fibroblastach ptodowych, jest od-
powiedzialny za regulacje aktywnoéci, m.in. biatek RAS
oraz kinaz biatkowych - FAK i AKT [12].

Neurofibromina, poza regulacja aktywnoéci biatka FAK
z udziatem kaweoliny-1, réwniez oddziatuje z nim bez-
posrednio poprzez motyw TPPKM i domene obejmuja-
ca aminokwasy 2549-2556, umiejscowione w C-koficowej
czedci neurofibrominy. Biatko FAK jest niereceptorowa
kinazg tyrozynowa, ktéra jest krytycznym regulatorem
wielu proceséw komérkowych, takich jak: adhezja, proli-
feracja czy przezycie komérek. Badania in vitro wykazaty,
ze komérki pozbawione biatka NF1 wykazywaly zwiek-
szong adhezje do podtoza, a takze zmiany w organizacji
cytoszkieletu aktynowego oraz lokalizacji samego biatka
FAK, co sugeruje jej udziat w regulacji adhezji i wzrostu
komorek. Ponadto domena oddziatujaca z biatkiem FAK
pokrywa sie z sekwencja lokalizacji jadrowej NF1 (ami-
nokwasy 2534-2550), co sugeruje potencjalny wptyw od-
dziatywan tych dwéch biatek na lokalizacje komdrkowa
neurofibrominy [50].

Oddzialywanie neurofibrominy z mikrotubulami
i transport wewnatrzkomérkowy

Badania in vitro prowadzone na komdrkach mysiego gle-
ju gwiazdzistego wykazaly, ze niedobdr neurofibrominy
jest zwigzany ze zwiekszonag proliferacjg komdrek zalezng
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Ryc. 6. Izoformy mRNA dla genu NFT wraz z miejscem ekspresji

od biatek RAS i PKA. Jednak dodatkowo zaobserwowano,
ze astrocyty Nfl+/- wykazywaly zmniejszong adhezje do
podtoza hodowlanego. Dalsze badania wykazaty, ze obni-
zona ekspresja neurofibrominy byta zwigzana z wieksza
ruchliwo$ciag komérek oraz zmianami w strukturze cy-
toszkieletu aktynowego [37]. Obserwacje te sugerowaly
istnienie oddzialywan pomiedzy neurofibroming a biat-
kami cytoszkieletu, niezaleznych od aktywnosci biatka
RAS. Byto to réwniez potwierdzenie wynikéw badan pro-
wadzonych juz w latach 90. XX w., ktére wskazywaty na
oddziatywania neurofibrominy z mikrotubulami [10,34].
Domeng odpowiedzialng za te oddziatywania jest domena
wigzaca tubuline (tubulin binding domain, TBD), umiej-
scowiona w poblizu domeny GRD. Stwierdzono, ze obec-
no$¢ tubuliny powoduje obnizenie aktywno$ci GTPazowej
neurofibrominy, a badania in vitro wykazaty, ze zahamo-
wanie aktywnoéci jest znacznie silniejsze, jesli badane jest
biatko o pelnej dtugosci niz fragment zawierajacy tylko
domeny TBD i GRD (NF1-GRD). Wskazuje to na istnienie
dodatkowych miejsc, potencjalnie oddziatujacych z tubu-
ling, ktérych odwracalne modyfikacje moga wplywaé na
site tych oddziatywari [10].

Podstawowa domena odpowiedzialna za interakcje neu-
rofibrominy z tubuling jest umiejscowiona w N-koricowe;j
czedci regionu oddziatujacego z biatkiem RAS i obejmu-
je aminokwasy 1095-1194 (kodowane przez eksony 25-
27). Badania z wykorzystaniem spektrometrii masowej,
potwierdzone pézniej badaniami in vitro, wykazaly, ze
poza mikrotubulami domena TBD oddziatuje takze z tani-
cuchem ciezkim dyneiny i kinezyna-1 - biatkami moto-
rycznymi odpowiedzialnymi za transport organelli lub
duzych komplekséw wzdtuz widkien cytoszkieletu. Neu-
rofibromina w tych oddziatywaniach prawdopodobnie
petni role biatka adaptorowego miedzy okre$lonym ta-
dunkiem a biatkami motorycznymi odpowiedzialnymi za
zalezny od ATP transport postepowy (od jadra komérko-
wego do wypustek komérkowych, kinezyny) i wsteczny
(do ciata komérki, dyneiny) (ryc. 5) [18]. Oddziatywanie

neurofibrominy z biatkami motorycznymi bedzie zatem
szczeg6lnie istotne dla prawidlowego funkcjonowania ko-
mdrek posiadajacych dtugie wypustki cytoplazmatyczne,
takich jak melanocyty czy komérki Schwanna.

Badania prowadzone in vitro wykazaly, ze w melanocytach,
neurofibromina uczestniczy miedzy innymi w transporcie
melanosoméw wzdtuz widkien tubulinowych. W oddzia-
tywaniach tych uczestniczy takze biatko prekursorowe
amyloidu, ktére moze by¢ elementem kompleksu two-
rzonego przez melanosomy i neurofibromine z kinezyna.
Niedobér neurofibrominy lub zmiany jej oddziatywan
z biatkami motorycznymi - kinezyna czy dyneina - skut-
kuja zaburzeniami formowania kompleksu transportuja-
cego melanosomy i prowadzg do nieprawidtowego gro-
madzenia sie tych organelli w wypustkach melanocytéw.
Biorac pod uwage, ze pigmentacja skdry jest zalezna od
gestosci melanosoméw w obszarze dystalnym tych komé-
rek, to zwiekszenie gesto$ci melanosoméw w wypustkach
dendrytycznych obserwowane w komérkach z obnizonym
poziomem neurofibrominy moze by¢ odpowiedzialne za
zmiany pigmentacyjne (plamy CAL, piegowate nakrapia-
nie okolic pach i pachwin) obserwowane u pacjentéw
NF1 [4,6,30]. Jednocze$nie badania in vitro wykazaly, ze
ekspresja genéw kodujacych markery charakterystyczne
dla melanocytdéw jest regulowana przez szlak transdukcji
sygnatu RAS/MAPK. Utrata jednej kopii genu NF1, prowa-
dzgca do zwiekszenia aktywnosci biatka RAS, jest zwigza-
na z podwyzszeniem poziomu transkrypcji genéw specy-
ficznych dla melanocytéw, co dodatkowo moze wptywaé
na zaburzenia rozktadu pigmentu w skérze [27].

Réwniez w komérkach Schwanna neurofibromina jest zaan-
gazowana w transport wewnatrzkomérkowy. Jak wykazaty
badania in vitro jej specyficznym partnerem w tej funkgji jest
biatko LRPPRC (Leucine-rich PPR motif-containing protein),
ktérego doktadna funkcja nie zostata jeszcze opisana, ale
wiadomo, ze odgrywa wazna role w procesach transkrypcji
i transportu RNA oraz proceséw endo- i egzocytozy. W ko-
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Ryc. 7. Schemat budowy domeny SEC14-PH neurofibrominy (kolor 2oty —
domena SEC14, na czerwono zaznaczono aminokwasy 1663-1682
regulujace dostepnos¢ miejsca wiazacego ligand, kolor zielony — domena
PH, na niebiesko zaznaczono fragment domeny oddziatujacy z SEC14.
Model wykonany w programie Yasara na podstawie struktury 2D4Q

morkach Schwanna kompleks NF1-LRPPRC oddziatuje z ki-
nezyng oraz wtéknami mikrotubulinowymi, co sugeruje, ze
jest zaangazowany w transport postepowy. Dokladniejsze
badania wykazaly, ze ten specyficzny kompleks jest odpowie-
dzialny za wewngtrzkomdrkowy transport mRNA, poniewaz
stwierdzono jego kolokalizacje z granulami RNA, komplek-
sami rybonukleoproteinowymi, zawierajacymi m.in. mRNA
dla biatka MBP (myelin basic protein). Niedobér neurofi-
brominy w komérkach Schwanna moze zatem prowadzi¢
do niedoboréw mRNA MBP w przestrzeniach odlegtych od
jadrakomérkowego, tym samym prowadzac do nieprawidto-
wej syntezy mieliny - podstawowego biatka bedacego sktad-
nikiem otoczek witdkien komérek nerwowych. Zaburzenia
budowy otoczki mielinowej moga w konsekwencji prowadzié
do nieprawidtowego przewodzenia impulséw nerwowych.
Potwierdzily to badania na modelu mysim z selektywnie wy-
taczona ekspresja neurofibrominy w komérkach Schwanna
(Nf1fl/fl; Lrppre+/fl; PO-Cre+), u ktérych stwierdzono demie-
linizacje nerwéw obwodowych oraz specyficzne zaburzenia
motoryczne [4,5].

REGULACJA AKTYWNOSCI NEUROFIBROMINY

Aktywno$¢ neurofibrominy podlega regulacji na wiele
sposobdw, zalezy m.in. od ekspresji okreslonych izoform
mRNA i biatka w zalezno$ci od rodzaju tkanki, od lokali-
zacji biatka w komérce czy specyficznych modyfikacji po-
translacyjnych (np. fosforylacji), ktére moga modulowacé
jej oddziatywanie z innymi biatkami.

Ekspresja neurofibrominy oraz jej izoform

Ekspresja neurofibrominy rézni sie w zaleznosci od ro-
dzaju tkanki oraz etapu rozwoju organizmu. Jak wykazaty
badania prowadzone na modelu szczurzym na wczesnym
etapie rozwoju zarodkowego ekspresja neurofibrominy
jest stosunkowo niska i jednakowa we wszystkich typach
komérek. Dopiero okoto 11 dnia rozwoju zarodka w pew-
nych typach tkanek jej poziom gwattownie wzrasta, za$
maksymalny poziom ekspresji neurofibrominy przypada
na 16 dziefi od momentu zaptodnienia [24].

Zaréwno w okresie ptodowym, jak i u dorostych osobni-
kéw poziom neurofibrominy jest najwyzszy w komér-
kach uktadu nerwowego, co $wiadczy o szczegélnej roli
NF1 w rozwoju i funkcjonowaniu tego uktadu. Jednak na-
wet w obrebie uktadu nerwowego obserwuje sie znaczace
zmiany w poziomie ekspresji neurofibrominy. We wcze-
snym etapie rozwoju zarodkowego, okoto 12 dnia, kiedy
komérki nerwowe nie zaczely sie jeszcze réznicowaé, po-
ziom biatka jest réwnomierny we wszystkich komdrkach.
Okoto 16 dnia rozwoju zarodkowego, kiedy nastepuje spe-
cjalizacja komérek, ekspresja neurofibrominy w obrebie
uktadu nerwowego zaczyna sie zmieniaé. W dzielgcych sie
komorkach opuszki wechowej czy wewnetrznej warstwy
przykomorowej kory mézgowej poziom biatka znaczaco
spada, aw zréznicowanych, nieproliferujgcych neuronach
warstwy korowej czy wechomdzgowia pozostaje na wyso-
kim poziomie. Réwniez w komérkach tworzacych wiékna
nerwowe (fiber tracts) w obrebie §rédmdzgowia, tytomé-
zgowia i rdzenia kregowego poziom ekspresji neurofibro-
miny pozostaje wysoki. Ponadto w przypadku komdrek
z wysoka ekspresja neurofibrominy rézni sie jej lokali-
zacja komdrkowa - w obrebie widkien nerwowych biatko
jest obecne w aksonach, za§ w zréznicowanych neuro-
nach warstwy korowej w przestrzeni okotojadrowej [67].

Ekspresja neurofibrominy w komdrkach nienerwowych
w trakcie rozwoju embrionalnego i w okresie postnatal-
nym jest znaczaco nizsza. Po 11 dniu rozwoju zarodkowe-
g0 poziom neurofibrominy wzrasta w komérkach ptuca
(zwtaszcza w komérkach nablonkowych oskrzelikéw), ser-
ca, mies$ni szkieletowych, tkanki chrzestnej, skéry, nerek
i nadnerczy oraz w leukocytach. W okresie postnatalnym
ekspresja biatka w niektérych z tych tkanek znaczaco spa-
da (skdra, ptuco) lub zanika (tkanka chrzestna, mie$nie
szkieletowe). Zachowana zostaje ekspresja neurofibromi-
ny w komérkach chromochtonnych rdzenia nadnerczy,
dla ktérych prawidtowego funkcjonowania wydaje sie
ona niezbedna - obnizenie ekspresji NF1 w komdrkach
nadnercza moze by¢ zwiazane z rozwojem guzéw chro-
mochtonnych [74].

Gen NFI jest jednym z wiekszych gendéw w ludzkim ge-
nomie, a jego ekspresja jest obserwowana we wszystkich
tkankach dorostego organizmu. Najwyzszy poziom trans-
kryptu dla NF1 stwierdza sie w neuronach, komérkach
Schwanna, komérkach glejowych, komérkach chromo-
chtonnych nadnerczy, leukocytach, jadrach i jajnikach
[25,36]. Gen NF1 sktada sie z 57 eksonéw podstawowych
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Ryc. 8. Schemat budowy neurofibrominy wraz z zaznaczonymi miejscami fosforylacji dla kinaz biatkowych A i C, miejscem ubikwitynacji (UBI), miejscem wiazania

syndekandw (S1i52), kaweoliny (CBD) oraz sygnatem lokalizacji jadrowej

oraz 4 dodatkowych (9a/9br, 10a-2, 23a i 48a), ktére sa
wykorzystywane w alternatywnym sktadaniu mRNA. Do
tej pory zidentyfikowano 5 podstawowych izoform mRNA
dla neurofibrominy, ktére charakteryzujg sie réznym pro-
filem ekspresji w zaleznosci od rodzaju tkanki (ryc.6).

Podstawowy transkrypt (ryc. 6), o najwyzszej ekspresji we
wszystkich typach komdrek, koduje biatko o wielkosci ok.
280 kDa sktadajgce sie z 2818 aminokwaséw, ktére nie za-
wiera aminokwaséw kodowanych przez eksony dodatkowe.
Najcze$ciej opisywang izoformg mRNA jest transkrypt NF1
zawierajacy ekson 23a, ktéry koduje biatko dtuzsze o 23
aminokwasy od postaci podstawowej, okre$lane jako neu-
rofibromina typu II. Ekspresja tej izoformy jest obserwo-
wana we wszystkich typach komdrek - najwyzszy poziom
w stosunku do ekspresji izoformy I obserwuje sie w komér-
kach glejowych (75,5%), natomiast w neuronach poziom
tego transkryptu jest najnizszy (3,8%). Wysoki poziom eks-
presji dla transkryptu IT jest réwniez charakterystyczny dla
nadnerczy ijajnikéw (odpowiednio: 79,3 i 74,6%). Poniewaz
dodatkowe aminokwasy sa umiejscowione w obrebie dome-
ny GRD odpowiedzialnej za podstawowa aktywnos¢ biatka,
sugeruje sie, ze alternatywne sktadanie mRNA z wykorzy-
staniem eksonu 23a i wyzsza ekspresja jednego z trans-
kryptéw moze stanowi¢ mechanizm regulacji aktywnosci
neurofibrominy [39].

Kolejna izoforma jest transkrypt NF1 zawierajacy ekson
9a/9br, ktdry koduje biatko zawierajace 10 dodatkowych
aminokwaséw, za$ jego ekspresja wydaje sie ograniczo-
na do komérek centralnego systemu nerwowego [8]. Na-
tomiast izoforma mRNA z dodatkowym eksonem 10a-2
koduje biatko dtuzsze o 15 aminokwaséw wchodzacych
w sktad domeny $rédbtonowej. Wariant ten ulega eks-
presji na bardzo niskim poziomie we wszystkich typach
komdrek, jednak jego najwyzszy poziom stwierdza sie
w komdrkach centralnego uktadu nerwowego, komdérkach
gruczotowych sutka, jadra, gruczotu $linowego i weztéw
chtonnych. Biatko powstate z transkryptu zawierajacego
ekson 10a-2 (NF1-10a-2) znajduje sie w obrebie ziarni-
stego retikulum endoplazmatycznego, w okolicach jadra
komdérkowego. Wydaje sie, ze ekspresja tego transkryptu
jest jednym z mechanizmdw regulacji lokalizacji komér-
kowej neurofibrominy [46]. Wlaczenie do transkryptu
eksonu 48a powoduje powstanie biatka dtuzszego o 18
aminokwaséw, ktérego ekspresja jest najwyzsza w komér-
kach miesnia sercowego i miesni szkieletowych. Chociaz
funkcja tego transkryptu nie zostata jeszcze doktadnie

zbadana, to sugeruje sie, ze moze uczestniczyé w rozwoju
i réznicowaniu komdrek mie$niowych [71].

Lokalizacja komérkowa neurofibrominy - domeny
oddzialujace z elementami blony komérkowe;j

Jedna z lepiej poznanych domen neurofibrominy jest
dwucze$ciowa domena SEC14-PH (ryc.7) odpowiedzialna
gtdéwnie za wigzanie fosfolipidéw znajdujacych sie w bto-
nie komdrkowej. Jest umiejscowiona w C-koricowej czesci
biatka, dystalnie w stosunku do domeny GRD i sktada sie
z 2 cze$ci: segmentu SEC14 (aminokwasy 1560-1698) ho-
mologicznego do domeny Sec14p biatka z Saccharomyces
cerevisiae odpowiedzialnego za transport fosfatydyloino-
zytolu (PITP) oraz segmentu PH (aminokwasy 1715-1816,
pleckstrin homology like domain), charakterystycznego
takze dla biatek oddziatujacych z kwasami ttuszczowymi
[21,76]. Neurofibromina jest jedynym biatkiem, w kt4-
rym domena SEC14 jest umiejscowiona w bezposrednim
sasiedztwie domeny PH, co sugeruje, ze nie dziatajg one
jako niezalezne podjednostki biatka, lecz razem uczestni-
cza w oddziatywaniach wewnatrzkomdrkowych [21,76].

Segment NF1-SEC14 (ryc. 7 ) swojg strukturg bardzo przy-
pomina domeny Sec14 innych biatek oddziatujgcych z lipi-
dami, takich jak np. biatko PITP (phosphatidylinositol trans-
fer protein) z S. cerevisiae, biatko transportujace a-tokoferol
(aTTP), biatka regulatorowe z rodzin GAP i GEF (np. RhoGEF,
RhoGAP, RasGAP) czy fosfatazy tyrozynowe. Domena SEC14
neurofibrominy ma charakterystyczna budowe - w jej cen-
tralnej cze$ci znajduje sie wgtebienie utworzone z B-kartek,
zamkniete a-helisg (aminokwasy 1663-1682), ktéra praw-
dopodobnie reguluje dostepno$¢ miejsca wigzacego ligand
[21]. Domena PH neurofibrominy jest zbudowana z rdzenia
ztozonego z siedmiu B-kartek tworzacych tunel zamkniety
z jednej strony przez C-koricowa a-helise. Pomiedzy 3 i 4
p-kartka domeny PH taricuch aminokwasowy tworzy duzg
petle, w obrebie ktdrej znajduja sie 2 p-kartki. Petla ta bez-
posrednio oddziatuje z 5 a-helisa domeny SEC14 i moze
petnié role ,wieczka” regulujacego dostepno$é domeny
SEC14 dla oddzialywati z fosfolipidami [53] (ryc 1).

Domena NF1-SEC14-PH moze wigzaé glicerofosfolipidy
bedace podstawowym sktadnikiem bton komérkowych
i wykazuje zwiekszone powinowactwo do fosfatydyloeta-
noloaminy, fosfatydyloglicerolu i fosfatydylocholiny. Wy-
mienione fosfolipidy swoiécie oddziatuja z hydrofobowa
kieszenig w obrebie segmentu SEC14, za$ ta specyficzna
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Ryc. 9. Mechanizm ubikwitynadji neurofibrominy po pobudzeniu receptoréw czynnikéw wzrostowych; ERK - kinaza aktywowana dziataniem czynnikéw
mitogennych, MEK — kinaza kinazy aktywowanej dziataniem czynnikow mitogennych, NF1 — neurofibromina, PKC — kinaza biatkowa C

interakcja jest regulowana przez zmiany konformacyj-
ne biatka. Jednym ze zwiagzkdw, ktére reguluja zmiany
struktury przestrzennej jest fosfatydyloinozytol, oddzia-
tujacy z powierzchnig domeny. Charakter oddziatywan
domeny SEC14-PH z glicerolofosfolipidami ma znaczenie
dla blonowego umiejscowienia neurofibrominy. Jest ono
kluczowe dla mozliwo$ci oddziatywania NF1 z biatkiem
RAS, ktére w aktywnej postaci jest zwigzane z btona ko-
mérkowa [75].

0 znaczeniu domeny NF1-SEC14-PH dla prawidtowej ak-
tywno$ci neurofibrominy $wiadczy to, ze cze$é muta-
¢ji typu missens identyfikowanych u pacjentéw NF1 jest
umiejscowiona w opisywanym regionie. Badania funkcjo-
nalne wybranych mutacji: p.Lys1750del, p.lle1584Val i du-
plikacji tandemowej w eksonie 36 wykazaly, ze powodowaty
one zaburzenia oddzialywania neurofibrominy z lipidami,
mimo braku wplywu na poziom biatka w koméree [77].

Poza domeng NF1-SEC14-PH, neurofibromina zabiera dwa
regiony (S1-1356-1469 i S2 - 2619-2719) swoiscie wigzace

sie z syndekanami - biatkami §rédbtonowymi, gtéwnymi
proteoglikanami heparanosiarczanowymi znajdujacymi
sie na powierzchni komdrek. Syndekany mogg by¢ kore-
ceptorami oddziatujgcymi z receptorami o aktywnos$ci
kinazy tyrozynowej podczas ich pobudzenia przez spe-
cyficzne czynniki wzrostowe. Jednoczesnie ich pozako-
mdérkowe domeny moga wigza sie z biatkami macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM) i regulowad adhezje komérek
do podtoza i ich zdolno$¢ do migracji [42].

Sugeruje sie, ze oddziatywanie neurofibrominy z syn-
dekanami jest zwigzane z umiejscowieniem NF1 w ob-
rebie swoistych struktur blonowych zawierajacych spe-
cyficzne biatka np. CASK. Tego typu oddziatywar moze
wymagaé regulacja aktywnosci zwigzanego z btonami
biatka RAS w réznych typach komérek. Przyktadowo
wykazano, ze w komérkach nerwowych neurofibromi-
na oddziatuje swoiscie z syndekanem-2 zaangazowanym
w proces rozwoju wypustek dendrytycznych, a jej GTPa-
zowa aktywno$¢ jest niezbedna do prawidtowego prze-
kazywania sygnatu z udzialem biatek RAS. Stwierdzono,
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ze nadmierna aktywacja szlaku RAS/MAPK w komdor-
kach nerwowych wywotana niedoborem neurofibromi-
ny powoduje zmiany plastyczno$ci komérek nerwowych
[42,63]. Ponadto oddziatywanie syndekanu-2 z neurofi-
broming pobudza aktywno$¢ kinazy biatkowej A, ktéra
jest odpowiedzialna za fosforylacje biatek Ena/VASP za-
angazowanych w tworzenie wtdkien aktynowych, a tym
samym filopodii i wypustek dendrytycznych. Mozna za-
tem przypuszczaé, ze oddzialywanie syndekanu-2 z neu-
rofibroming i aktywacja obu szlakéw RAS/MAPK i PKA/
Ena/VASP jest niezbedna do prawidlowego réznicowania
komdrek nerwowych [56].

Sygnal lokalizacji jadrowej a rozmieszenie
neurofibrominy w komérce

Badania ekspresji réznych izoform neurofibrominy w mo-
delach komérkowych in vitro wykazaly, ze zmutowana po-
staé neurofibrominy, nieposiadajaca aminokwaséw kodo-
wanych przez ekson 51 (dawniej 43, NF1-AE43) nie ulega
translokacji do jadra komérkowego. Analiza sekwencji
aminokwasowej wykazata, ze w czeéci biatka kodowanej
przez ekson 51 znajduje sie sygnat lokalizacji jadrowej
(NLS) obejmujgcy aminokwasy 2534-2550 (ryc.8) [73].
Mimo ewidentnego dowodu na mozliwo$¢ translokacji
neurofibrominy do jadra komérkowego, do tej pory nie
udato sie ustali¢ jaka moze by¢ jej rola w tej strukturze
komérkowej. Sugeruje sie, ze neurofibromina moze pet-
ni¢ funkcje strukturalne, za$ sama translokacja do jadra
komdrkowego moze by¢ elementem regulacji aktywnosci
biatka w obrebie cytoplazmy i bton komérkowych. Nie-
dawne badania wykazaly takze, ze komdrkowe umiejsco-
wienie neurofibrominy moze zaleze¢ od jej fosforylacji
z udziatem kinazy biatkowej C (PKC) [59].

MoDYFIKACJE POTRANSLACYINE JAKO ELEMENT REGULAC)I
AKTYWNOSCI NEUROFIBROMINY

Wazne dla aktywnos$ci neurofibrominy sg réwniez mody-
fikacje potranslacyjne, ktére m.in. reguluja oddziatywa-
nie neurofibrominy z innymi biatkami (ryc.8). Domenami
zwigzanymi z regulacjg NF1 przez modyfikacje potransla-
cyjne, gtéwnie fosforylacje, sg: domena CSRD (cysteine/
serine-rich domain, aminokwasy 543-909, eksony 15-22)
oraz domena C-koricowa (C-terminal domain, aminokwa-
sy 2260-2818) [11].

Fosforylacja neurofibrominy zachodzi gléwnie z udzia-
tem kinazy biatkowej A (PKA), za$ potencjalne miejsca
fosforylacji sa umiejscowione w obrebie domeny CSRD
(Ser818, Thr586, Ser876) i CTD (Ser 2576, 2578, 2580, 2813
i Thr 2556). Fosforylacja tych reszt aminokwasowych jest
istotnym elementem w interakcjach miedzy neurofibro-
ming a innymi biatkami, m.in. biatkiem 14-3-3 czy DDAH
(N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase)
[61,69].

Biatko 14-3-3 jest jednym z regulatoréw aktywnosci bia-
tek szlaku RAS/MAPK. Oddziatuje miedzy innymi z kinaza
RAF, blokujac jej aktywnos¢ fosforylacyjng, ktéra moze

zostaé odblokowana przez aktywacje biatka RAS. W przy-
padku neurofibrominy zwigzanie biatka 14-3-3 hamuje
aktywno$¢ katalityczna GTPazy, jednak jego bezposrednie
oddziatywanie z NF1 wymaga fosforylacji biatka w dome-
nie CTD przez PKA [32].

Natomiast biatko DDAH odpowiedzialne jest za stymula-
cje fosforylacji neurofibrominy z udzialem PKA w obre-
bie domeny CSRD i CTD. Wydaje sie jednak, ze znaczenie
regulacyjne ma fosforylacja i oddzialywanie NF1-DDAH
w obrebie domeny CSRD, a zwlaszcza aminokwaséw 815-
834. Sekwencja aminokwasowa tego regionu przypomina
sekwencje biatek MAP2 i tau oddziatujacych z mikrotubu-
lami. Zaproponowano zatem, ze fosforylacja NF1 w tym
regionie moze by¢ odpowiedzialna za regulacje oddzia-
tywan neurofibrominy z mikrotubulami [69].

W obrebie domen CSRD i CTD znajdujg sie réwniez miej-
sca fosforylacji dla kinazy biatkowej C (PKC). Fosforylacja
miejsc w domenie CSRD jest niezbedna m.in. do wigzania
neurofibrominy z cytoszkieletem aktynowym, zwlaszcza z
F-aktyna, ktéra jest jednym z podstawowych biatek wcho-
dzacych w sktad filopodiéw, uczestniczacym w procesach
komoérkowych, takich jak migracja, podziaty komérkowe
czy adhezja. Zwigzanie neurofibrominy do cytoszkieletu
aktynowego powoduje wzrost jej aktywno$ci GTPazowej
i zahamowanie aktywno$ci szlaku RAS/MAPK. Badania in
vitro prowadzone na liniach komérkowych wyprowadzo-
nych z komérek uktadu nerwowego (neurondw i astro-
cytéw) wykazaly, ze sygnatem indukujgcym fosforylacje
neurofibrominy w obrebie domeny CSRD i wigzanie z fila-
mentami aktynowymi jest aktywacja receptora dla EGF, co
zkolei stymuluje pobudzenie szeregu biatek, w tym PKC,
RAS i PLC-y. Szczegélnie istotna wydaje sie aktywacja
kinazy biatkowej C w odpowiedzi na dziatanie plejotro-
powych czynnikéw wzrostu, ktéra powoduje zahamowa-
nie progresji cyklu komérkowego (aktywacja aktywno$ci
GTPazowej NF1 i hamowanie biatka RAS) i jednoczesng
stymulacje proceséw zwiagzanych z rearanzacja cytosz-
kieletu komérki (migracja i réznicowanie komérek) [59].

Z kolei fosforylacja domeny CTD z udziatem kinazy biat-
kowej C jest zwigzana z lokalizacjag komérkowa neurofi-
brominy. Stwierdzono, ze NF1 umiejscowiona w jadrze
komérkowym nie jest ufosforylowana w pozycji Ser2808,
ktéra ulega modyfikacji po aktywacji kinazy biatkowe;j C,
zwlaszcza PKC a i B. Fosforylacja Ser2808 jest zwigzana
z translokacja neurofibrominy z jadra komérkowego do
cytoplazmy, gdzie moze oddziatywaé z innymi biatkami
cytoplazmatycznymi, biatkami cytoszkieletu czy aktyw-
nym biatkiem RAS [54].

Ubikwitynacja jako mechanizm regulacji

aktywnosci neurofibrominy

Ubikwitynacja biatek jest modyfikacjg potranslacyjna,
ktéra stanowi sygnat do degradacji zmodyfikowanych
czasteczek w proteosomach. Przytaczenie reszt ubi-
kwitynowych do neurofibrominy jest wynikiem ak-
tywacji receptoréw btonowych o aktywno$ci kinazy
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tyrozynowej lub receptoréw sprzezonych z biatkami
G wskutek dzialania egzogennych czynnikéw wzro-
stowych. Degradacja neurofibrominy bedzie sprzyjaé
pobudzaniu szlaku RAS/MAPK, a tym samym progresji
cyklu komérkowego.

Sekwencje, do ktérych sa przylaczane reszty ubikwity-
nowe znajduja sie w poblizu domeny GRD neurofibro-
miny (aminokwasy 1095-1100). Po stymulacji komérek
w warunkach in vitro surowica lub wybranymi czynnika-
mi wzrostowymi dochodzi do szybkiej (5 minut) degra-
dacji neurofibrominy i pobudzenia hamowanych przez
nig szlakéw sygnatowych. Jednocze$nie w komérkach
stosunkowo szybko (30 minut) dochodzi do odtworzenia
wyj$ciowego poziomu biatka i powrotu do wyj$ciowego
poziomu regulacji komdrkowych szlakéw sygnatowych,
co zapobiega niekontrolowanym podziatom komérko-
wym [19].

Badania prowadzone in vitro na mysich fibroblastach pto-
dowych NIH3T3 wykazaly, ze zastosowanie inhibitoréw
proteosoméw (bortezomib+MG132) hamowato degradacje
neurofibrominy, mimo stymulacji komdrek czynnikami
wzrostowymi. Dalsze badania nad identyfikacja biatek
odpowiedzialnych za ubikwitynacje NF1 z zastosowaniem
techniki selektywnej degradacji transkryptéw z wykorzy-
staniem matych interferujacych RNA (shRNA) wykazaty,
ze proces ten jest zalezny od obecnosci kuliny 3 (cullin
3) i dziafania kinazy biatkowej C, ktéra jest aktywowa-
na w odpowiedzi na obecno$é czynnikéw wzrostowych.
W sktad kompleksu odpowiedzialnego za degradacje
neurofibrominy dodatkowo wchodza: biatko adaptoro-
we KBTBD7 (kelch repeat and BTB domain containing 7),
odpowiedzialne za przylaczenie substratu (NF1) do re-
akgji oraz biatka Rbx1/2 (RING-box prortein1/2) wiazace
enzym E2 odpowiedzialny za przytaczanie ubikwityny do
substratu (ryc.9). Dopiero w petni funkcjonalny kompleks
inaktywuje neurofibromine, czego efektem jest pobudze-
nie aktywno$ci szlaku RAS/MAPK i innych regulowanych
z udzialem NF1 [41].

PobsumowaNiE

nikéw wzrostowych. Udziat neurofibrominy w wielu od-
dzialywaniach komdrkowych powoduje, ze zaburzenia
jej funkcji wynikajace z matej dostepnosci biatka lub
jego zmniejszonej aktywnosci beda znaczaco wptywaé
na funkcjonowanie komérek, a tym samym catego or-
ganizmu.

Skutkiem tych zaburzen jest nerwiakowtékniakowa-
to$é typul, a pierwszym objawem jest obecno$¢ zmian
barwnikowych, ktérych przyczyng moze by¢ zaburzo-
ny transport melanosoméw w melanocytach z udzia-
tem neurofibrominy, jak réwniez nieprawidtowa regu-
lacja syntezy melaniny z udziatem szlaku RAS/MAPK.
Nerwiakowtékniakowato$¢ typu I jest réwniez chorobg
predysponujaca do wystapienia tagodnych i ztosliwych
nowotwordw, a zwiekszone ryzyko wystapienia zmian
rozrostowych moze wynikaé z faktu, ze neurofibromi-
na jest zaangazowana w regulacje szlakéw RAS/MAPK
i PI3K/AKT/mTOR odpowiedzialnych m.in. za prawidto-
wa proliferacje komérek. Ponadto prawidtowa aktyw-
no$¢ szlakéw RAS/MAPK i cAMP/PKA (takze regulowa-
ny z udziatem neurofibrominy) jest istotna dla rozwoju
uktadu nerwowego, zwtlaszcza morfogenezy komérek
nerwowych i plastyczno$ci synaptycznej, a tym samym
niezbedne dla prawidlowego przebiegu proceséw ucze-
nia sie i pamieci. Zaburzenia tych proceséw moga pro-
wadzi¢ do specyficznych objawéw neurologicznych ob-
serwowanych u pacjentéw z NF1.

Z cala pewno$cig, mimo intensywnych badan, nie udato
sie jeszcze doktadnie poznal wszystkich oddziatywan
neurofibrominy, na co wskazuja wyniki badat z zasto-
sowaniem drozdzowych systeméw dwuhybrydowych
czy badania interakcji biatkowych neurofibrominy
z wykorzystaniem spektrometrii masowej [5]. Opisa-
ne do chwili obecnej oddziatywania neurofibrominy
ijej rola w réznicowaniu komérek jednak w znacznym
stopniu wyjasniaja szerokie spektrum objawdéw klinicz-
nych obserwowanych u pacjentéw z nerwiakowtéknia-
kowatoscia typu L.

PobziekowaNiA

Neurofibromina jest biatkiem zaangazowanym w wiele
proceséw komérkowych - oddziatuje z réznymi biatka-
mi, przez co wptywa na aktywnos$¢é wielu komérkowych
szlakéw sygnatowych. Jej aktywno$é réwniez podlega
precyzyjnej regulacji zaleznej m.in. od obecno$ci czyn-
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