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Brain-derived neurotrophic factor as a potential therapeutic
tool in the treatment of nervous system disorders
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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (BDNF) petni wazna role w prawidlo-
wym funkcjonowaniu uktadu nerwowego. Reguluje wzrost i przezycie komérek nerwo-
wych, uczestniczy w procesach zwigzanych z pamiecia, uczeniem sie oraz plastycznoscia
synaptyczna. Nieprawidtowosci zwigzane z dystrybucja i sekrecja biatka BDNF towarzysza
wielu chorobom uktadu nerwowego, w przebiegu ktérych obserwuje sie istotny spadek
jego poziomu w mdzgu. Zaburzenia w transporcie BDNF moga wystepowaé m.in. w przy-
padku wystapienia polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w genie kodujagcym Bdnf
(Val66Met), moga sie réwniez pojawi¢ z powodu zaburzeri w funkcjonowaniu biatek zaanga-
zowanych w transport wewnatrzkomdrkowy, takich jak: huntingtyna (HTT), biatko zwigzane
z huntingtyng 1 (HAP1), karboksypeptydaza E (CPE) czy sortilina 1 (SORT1). Jednym z celéw
terapeutycznych w leczeniu chorych ze schorzeniami uktadu nerwowego moze by¢ regu-
lacja ekspresji i wydzielania biatka BDNF przez komérki nerwowe. Potencjalne strategie
terapeutyczne opieraja sie o bezposrednia iniekcje biatka do konkretnego obszaru mézgu,
stosowanie wektoréw wirusowych ekspresjonujacych gen Bdnf, przeszczepianie komdrek
wytwarzajacych BDNF, stosowanie substancji pochodzenia naturalnego, stymulujacych ko-
morki uktadu nerwowego do wytwarzania BDNF lub uzycie czasteczek aktywujgcych gtéwny
receptor BDNF, jakim jest receptor kinazy tyrozynowej B (TrkB). Odpowiedni styl zycia pro-
mujacy aktywno$é fizyczng przyczynia sie do podwyzszenia poziomu BDNF w organizmie.

W artykule podsumowano obecna wiedze na temat biologicznej roli biatka BDNF oraz bia-
tek zaangazowanych w transport wewnatrzkomdrkowy tej neurotrofiny. Ponadto przedsta-
wiono wspélczesne trendy badawcze majace na celu opracowanie metod terapeutycznych
prowadzacych do zwiekszenia poziomu biatka BDNF w mézgu.

czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego, BDNF, transport wewnatrzkomorkowy, choroby uktadu
nerwowego, strategie terapeutyczne

Summary:

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) plays an important role in the proper function-
ing of the nervous system. It regulates the growth and survival of nerve cells, and is crucial
in processes related to the memory, learning and synaptic plasticity. Abnormalities related
to the distribution and secretion of BDNF protein accompany many diseases of the nervous
system, in the course of which a significant decrease in BDNF level in the brain is observed.
Impairments of BDNF transport may occur, for example, in the event of a single nucleotide
polymorphism in the Bdnf (Val66Met) coding gene or due to the dysfunctions of the proteins
involved in intracellular transport, such as huntingtin (HTT), huntingtin-associated protein
1 (HAP1), carboxypeptidase E (CPE) or sortilin 1 (SORT1). One of the therapeutic goals in the
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treatment of diseases of the central nervous system may be the regulation of expression and
secretion of BDNF protein by nerve cells. Potential therapeutic strategies are based on direct
injection of the protein into the specific region of the brain, the use of viral vectors express-
ing the Bdnf gene, transplantation of BDNF-producing cells, the use of substances of natural
origin that stimulate the cells of the central nervous system for BDNF production, or the
use of molecules activating the main receptor for BDNF - tyrosine receptor kinase B (TrkB).
In addition, an appropriate lifestyle that promotes physical activity helps to increase BDNF
level in the body. This paper summarizes the current knowledge about the biological role of
BDNF protein and proteins involved in intracellular transport of this neurotrophin. Moreo-
ver, it presents contemporary research trends to develop therapeutic methods, leading to an
increase in the level of BDNF protein in the brain.
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lateral sclerosis), BDNF — czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (brain-derived neuro-
trophic factor), CPE - karboksypeptydaza E (carboxypeptidase E), CREB — czynnik transkrypcyjny
aktywowany w odpowiedzi na cAMP (cAMP response element binding protein), HAP1 - biatko
zwiazane z huntingtyna-1 (huntingtin-associated protein 1), HTT - huntingtyna (huntingtin),
LDCVs - duze pecherzyki o gestym rdzeniu (large dense-core vesicles), LTM — pamie¢ dtugotrwata
(long-term memory), LTP - diugotrwate wzmocnienie synaptyczne (long-term potentiation),
MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (mitogen-activated protein kinase), m-BDNF - dojrzaty
czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (mature brain-derived neurotrophic factor),
NGF - czynnik wzrostu nerwdéw (nerve growth factor), NT-3 — neurotrofina 3 (neurotro-
phin-3), NT-4/5 - neurotrofina 4/5 (neurotrophin-4/5), NT-6 — neurotrofina 6 (neurotrophin-6),
NT-7 - neurotrofina 7 (neurotrophin-7), OUN - o$rodkowy ukfad nerwowy (central nervous system),
pP75NTR/LNGFR - receptor nerwowego czynnika wzrostu o niskim powinowactwie (low-affinity
nerve growth factor receptor), PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase),
PLC - fosfolipaza C (phospholipase C), pre-pro-BDNF/pro-BDNF - niedojrzaty czynnik neurotro-
ficzny pochodzenia mézgowego (unmature brain-derived neurotrophic factor), SORT1 - sortilina
1 (sortilin 1), Trk - receptor z rodziny kinaz tyrozynowych (tyrosine kinase receptor).

nerwowych, ktére utworzyly nieprawidtowe potaczenia

synaptyczne. Wadliwe dziatanie jednego z tych mecha-

Mdzg sktada sie prawie ze 100 miliardéw neurondéw two-
rzacych gestg sie¢ [32]. Kazdy neuron odbiera sygnaly
od neurondéw sasiadujacych, generujac w odpowiedzi
wlasny sygnat, ktéry przekazuje dalej. Dzigki sprawnemu
i zintegrowanemu dzialaniu sieci neuronalnej mozna
odbiera¢ bodzce z otaczajacego nas $wiata, mys$le¢ oraz
podejmowal wlasciwe dziatania. Za prawidtowe funkcjo-
nowanie sieci neuronalnej centralnego uktadu nerwowego
(OUN, CNS, central nervous system) sg odpowiedzialne
zaréwno procesy kontrolujace powstawanie nowych komé-
rek nerwowych, ich dojrzewanie oraz funkcjonowanie, jak
réwniez procesy kontrolujace apoptoze tych komérek

nizméw moze zaburzy¢ funkcjonowanie centralnego
uktadu nerwowego. Stad procesy te podlega¢ musza bar-
dzo precyzyjnej kontroli, w ktéra sg zaangazowane m.in.
neurotrofiny.

Neurotrofiny tworza jedng z wazniejszych grup biatek
nalezacych do rodziny czynnikéw wzrostu, syntetyzo-
wanych w obrebie centralnego oraz obwodowego uktadu
nerwowego [75]. Nadrzedna rolg neurotrofin jest udziat
w procesach neurogenezy, takich jak réznicowanie, dojrze-
wanie czy przezywalno$é neurondw. Istotne sa takze dla
wzrostu aksondw, tworzenia rozgateziei dendrytycznych,

518



Kazana W. i Zabfocka A. — Czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego...

synaptogenezy, plastycznosci synaptycznej czy kontroli
homeostazy komdrkowej [30, 75]. Ich rola w regulacji tak
wielu proceséw mozliwa jest poprzez aktywacje réznych
szlakéw sygnatowych zaleznych m.in.: od aktywacji kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPKs, mitogen-activated
protein kinases), kinazy biatkowej B (Akt, protein kinase B),
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, phosphatidylinositol
3-kinase) czy fosfolipazy C (PLC, phospholipase C) [60].

Do grupy neurotrofin zalicza si¢: czynnik wzrostu nerwéw
(NGF, nerve growth factor), czynnik neurotroficzny pocho-
dzenia mézgowego (BDNF, brain-derived neurotrophic
factor), neurotrofine 3 (NT-3, neurotrophin-3), neurotro-
fine 4/5 (NT 4/5, neurotrophin-4/5), a takze neurotrofine
6 (NT-6, neurotrophin-6) i 7 (NT-7, neurotrophin-7) [33].
Mimo ze poszczegdlne neurotrofiny sa kodowane przez
rézne geny, ich struktury czwartorzedowe sa bardzo
podobne. Charakteryzuja sie ponad 50% homologia
w sekwencji aminokwasowej, podobng wielkoscig (200-300
reszt aminokwasowych), podobnymi etapami dojrzewa-
nia (ekspresja w postaci pre-pro-biatka) oraz tworzeniem
trzech mostkéw disiarczkowych budujacych wezet cyste-
inowy, co czyni je znacznie stabilniejszymi w $rodowisku
zewnatrzkomdérkowym [4, 75]. Wspdlna cechg neurotro-
fin jest réwniez ich wysokie powinowactwo do receptoréw
z rodziny receptoréw kinazy tyrozynowej (Trks, tyrosine
kinase receptors) typu A, B oraz C. Neurotrofiny wiazg sie
réwniez, lecz z mniejszym powinowactwem, z recepto-
rem nerwowego czynnika wzrostu o niskim powinowac-
twie (p75NTR/LNGFR, low-affinity nerve growth factor
receptor), ktéry nalezy do rodziny receptoréw czynnika
martwicy nowotworu [50].

CZYNNIK NEUROTROFICZNY POCHODZENIA MOZGOWEGO
— CHARAKTERYSTYKA

Ekspresja

Czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (BDNF,
brain-derived neurotrophic factor) jest druga, po NGF,
najlepiej poznang neurotrofing, wyizolowana po raz pierw-
szy przez Barde i wsp. [7]. Ludzki gen Bdnf zidentyfikowali
w 1991 r. Maisonpierre i wsp. [59] na krétkim ramieniu
chromosomu 11p13, rok pdzniej skorygowano jego pozycje
na 11p13-14 [31]. Gen Bdnf zbudowany jest z 11 eksonéw,
z ktdrych tylko jeden, ekson 9, zawiera sekwencje kodu-
jaca biatko. Pozostate eksony koduja promotory regulujace
ekspresje regionalng i swoistg dla danego typu komdrki
[85]. Glebsza analiza ludzkiego wariantu genu Bdnf ujaw-
nita istnienie dziewieciu promotoréw, ktére znajduja sie
pod kontrolg czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak
np. czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi
na cAMP (CREB, cAMP response element binding pro-
tein), czynnik stymulujacy-1/2(USF-1/2, upstream stimu-
latory factor-1/2), biatko wigzace metylo-CpG (MeCP2,
metyl CpG binding protein 2), czynnik transkrypcyjny
aktywowany w odpowiedzi na jony wapnia (CaRF, cal-
cium-responsive transcription factor). Aktywacja tych
czynnikéw moze sie odby¢ poprzez naptyw jonéw wapnia
do komérki lub stymulacje komérki przez czynniki wzrostu,

neurotrans- mitery lub hormony. W aktywacji biorg udziat:
receptor N-metylo-D-asparaginowy (NMDAR, N-methyl-D-
-apartate receptor), kanaty wapniowe bramkowane napie-
ciem (L-VGCC, L-type voltage-gated calcium channels),
receptory sprzezone z biatkami G (GPCR, G protein-coupled
receptor) oraz receptory z rodziny kinaz tyrozynowych
(Trk) [2, 98, 115]. Dzieki alternatywnemu splicingowi moz-
liwe jest powstanie co najmniej 17 transkryptéw genu Bdnf
[85], a ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania dwéch
miejsc poliadenylacji w regionie 3’'UTR, wyrdznia sie krét-
kie oraz dlugie fragmenty transkryptéw 5’UTR. Istnieja
dowody wskazujace na to, iz krétki transkrypt pozostaje
w ciele komdrki, natomiast dtugi transkrypt kierowany jest
do dendrytéw, gdzie odgrywa wazng role w dojrzewaniu
kolcéw dendrytycznych, regulacji plastycznosci synaps,
a takze w procesach indukgji dlugotrwatego wzmocnienia
synaptycznego (LTP, long-term potentiation) [5]. Krétki
transkrypt jest odpowiedzialny za translacje i utrzymanie
podstawowego poziomu biatka BDNF w neuronie spoczyn-
kowym, natomiast w neuronach aktywowanych to wta-
$nie dlugi transkrypt jest potrzebny do przeprowadzenia
translagji zaleznej od aktywacji komérki [49].

Biatko BDNF po raz pierwszy zostato wyizolowane jako cza-
steczka o wlasciwosciach kontrolujgcych przezycie neu-
ronéw czuciowych, a takze wzrost widkien nerwowych
[7]. Jego strukture, typowa dla rodziny neurotrofin, opi-
sali po raz pierwszy Robinson i wsp. [87]. Sposréd czynni-
kéw neurotroficznych, BDNF wyrdznia si¢ rolg w indukcji
LTP, dzieki aktywacji duzej liczby szlakéw sygnatowych.
LTP jest postacig plastycznos$ci synaptycznej zwigzanej
z procesem uczenia sie i tworzenia pamieci dtugotrwa-
tej [17]. U ssakéw najwyzsza ekspresja biatka BDNF zacho-
dzi w mézgu, w hipokampie i korze mézgowej (szczegélnie
w rejonach podstawnych przodomézgowia), a wiec
w obszarach, ktére odpowiadaja za: pamieé, uczenie sie
oraz wyzsze procesy psychiczne. Ponadto, inne obwodowe
Zrédta BDNF obejmujg: ptuca, serce, $ledzione, watrobe,
grasice, przewdd pokarmowy, skére oraz tkanke mie-
$niowa gtadka w naczyniach krwionosnych [8, 50]. Trudno
okresli¢, jaki jest prawidtowy poziom biatka BDNF w orga-
nizmie ludzkim, poniewaz zalezy to od wielu czynni-
kéw m.in.: plci, stanu zdrowia, diety, ogdlnego trybu zycia
[10]. Pomiary wykonane u zdrowych oséb wykazaly, ze
$rednie stezenie biatka BDNF w osoczu wynosito okoto
92,5 pg/ml (8,0-927,0 pg/ml), jednak zakres ten wcigz
wydaje sie dosy(¢ szeroki [8].

Synteza i uwalnianie biatka

Synteza biatka BDNF jest procesem wieloetapowym, ktéry
rozpoczyna sie w retikulum endoplazmatycznym, gdzie
powstaje postaé pre-pro-BDNF. Tam tez biatko ulega fal-
dowaniu oraz procesom N-glikozylacji, ktére wptywaja na
jego stabilno$¢ podczas procesu dojrzewania i transportu
[59, 68]. Pre-pro-BDNF transportowany jest do aparatu Gol-
giego, gdzie wewnatrzkomdrkowe proteazy odcinajg pep-
tyd sygnatowy tworzac postaé pro-BDNF o wielko$ci 32
kDa. Ta postaé zawiera 129 aminokwaséw w N-koricowej
prodomenie i 118 aminokwaséw w C-koricowej domenie
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Ryc. 1. Synteza i dojrzewanie biatka BDNF. Czasteczki mRNA po transkrypdji
kierowane s3 do retikulum endoplazmatycznego, gdzie nastepuje synteza
oraz fatdowanie biatka i powstaje forma pre-pro-BDNF. Nastepnie biatko
transportowane jest do aparatu Golgiego, gdzie zostaje pozbawione peptydu
sygnatowego przez wewnatrzkomdrkowe proteazy, tworzac forme pro-BDNF.
Pro-BDNF moze zostac przeksztatcony w sieci trans aparatu Golgiego przez furyne
do formy dojrzatej m-BDNF. Biatko (pro-BDNF lub m-BDNF) pakowane jest do
pecherzykdw wydzielniczych, w ktérych forma pro-BDNF moze by¢ poddana
dziataniu wewnatrzkomérkowych konwertaz. W macierzy miedzykomérkowej
znajduja sie metaloproteinazy oraz plazmina, ktdre réwniez moga bra¢ udziat
w dojrzewaniu BDNF

dojrzatej, w ludzkim wariancie biatka BDNF. W nastepnym
etapie pro-BDNF moze zostaé przeksztalcony w dojrzata
postaé BDNF (m-BDNF, mature BDNF) o masie czasteczko-
wej 14 kDa, przez odciecie prodomeny. Przeksztalcenie to
zachodzi w sieci trans aparatu Golgiego przez konstytu-
tywnie uwalniang furyne lub tez w pecherzykach sekrecyj-
nych, gdzie dzialajg wewnatrzkomérkowe konwertazy [30,
46, 68]. Wykazano, ze w retikulum endoplazmatycznym
powstaje réwniez niewielka ilo$¢ biatka pro-BDNF o masie
czgsteczkowej 28 kDa, zwanego takze kadtubowym BDNF
(t-BDNF, truncated BDNF). Jednak powstanie tej formy nie
jest konieczne do uzyskania dojrzatego biatka m-BDNF,
ajego funkgja nie zostala jeszcze poznana [60]. Ostatecznie,
komérka nerwowa wydziela do sSrodowiska BDNF w postaci
dojrzalej i niedojrzalej. Ponadto, w macierzy miedzykomér-
kowej znajdujg sie enzymy, takie jak: metaloproteinazy-2
i -9 (MMP2, metallo-proteinase-2; MMP9, metalloprote-
inase-9) oraz plazmina (plasmin), ktére réwniez moga
przeksztalcaé pro-BDNF do postaci dojrzatej m-BDNF [36,
77, 79]. Schemat syntezy i dojrzewania biatka BDNF przed-
stawiononaryc. 1.

Nowo zsyntetyzowany BDNF transportowany jest w peche-
rzykach sekrecyjnych anterogradowo (od$rodkowo), od
ciata komérki w strone zakoticzeti aksonéw lub dendrytéw
i wydzielany jest przez komérki w sposéb konstytutywny

lub regulowany. Transport odsrodkowy jest bardzo istotny
w regulacji plastyczno$ci synaptycznej, pamieci i proceséw
uczenia sie [30, 68]. Pecherzyki wydzielane konstytutywnie
to pecherzyki matej wielkosci (50-100 nm), ktdre sg trans-
portowane w kierunku blony komérkowej neuronu zaraz
po oddzieleniu sie od sieci trans aparatu Golgiego. Tam ule-
gaja fuzji z blong komdrkows, a ich zawarto$¢ jest uwal-
niana do macierzy zewnatrzkomdrkowej konstytutywnie,
bez dodatkowych czynnikéw aktywujacych. Pecherzyki
wydzielane w sposdb regulowany sa wieksze (100-300 nm)
i moga tworzy¢ tzw. duze pecherzyki o gestym rdzeniu
(LDCVs, large dense-core vesicles). Ich zawarto$é jest uwal-
niana pod wptywem zmian w wewngtrzkomérkowym ste-
zeniu jonéw Ca*, a ich fuzja z blong komérkowa zachodzi
w miejscach bogatych w cholesterol. Biatko BDNF wydzie-
lane jest przez komérki nerwowe konstytutywnie, lecz
w matych ilo$ciach. Dopiero bodZce zewnetrzne (aktywa-
cjareceptora, naptyw jonéw wapnia) aktywuja regulowany
system wydzielania biatka i stymulujg komérke do sekrecji
duzych ilosci BDNF. Biatko BDNF moze dziata¢ autokrynnie,
aktywujac receptory komérki wydzielajgcej badz parakryn-
nie, dzialajgc na receptory komdrek sasiednich [50].

Aktywacja receptora p7sNTR i TrkB

Transport retrogradowy (dosrodkowy), czyli z zakoficzett
aksondéw do ciata komérki, odgrywa wazng role w prze-
kazywaniu sygnatéw przez czynniki neurotroficzne, ktére
wigza sie z receptorami. Receptory, z ktérymi zwigzalo sie
biatko BDNF, moga przekazywal sygnat z powierzchni
komérki lub z endosomdw, ktére internalizujg kom-
pleksy BDNF-receptor. Endosomy te, zwane endosomami
sygnatowymi, to struktury dynamiczne, ktérych sktad
zalezy od przeznaczenia, np.: od aktywacji przez BDNF
szlakéw sygnatowych, zawrécenia BDNF z powrotem do
btony plazmatycznej czy degradacji lizosomalnej kom-
pleksu BDNF-receptor [37, 100]. W zalezno$ci od postaci
(dojrzata lub niedojrzata), biatko BDNF moze sie wigzaé
zréznymi receptorami, dzieki temu nadzoruje w komérce
procesy kontrolujgce przezycie oraz procesy apoptozy
(ryc. 2). 1 tak, czasteczka pro-BDNF wiaze sie preferencyj-
nie z receptorem nerwowego czynnika wzrostu o niskim
powinowactwie (p75NTR/LNGFR, low-affinity nerve
growth factor receptor), nalezacym do rodziny recepto-
réw czynnika martwicy nowotworu (TNF, tumor necrosis
factor), ktére wigza nieswoiScie wszystkie neurotrofiny.
Receptor p75NTR nie ma domeny katalitycznej, umozli-
wiajacej jego autoaktywacje, stad jego funkcje zaleza od
interakcji z innymi receptorami [18]. Zawiera natomiast
tzw. domene $mierci, ktéra jest podobna do domeny
$mierci receptoréw z rodziny TNF. Receptor p75NTR moze
dziata¢ zaréwno pro-, jak i antyapoptotycznie, w zalez-
noéci od rodzaju zwigzanego z nim receptora. Jednym
z takich receptordéw jest sortilina-1, ktéra réwniez bie-
rze udzial w regulowanym wydzielaniu pecherzykéw
sekrecyjnych. Utworzenie kompleksu pro-BDNF/p75NTR
/sortilina-1 moze spowodowa¢ aktywacje kinaz aktywo-
wanych stresem (JNKs, c-Jun N-terminal kinases), co pro-
wadzi do indukcji apoptozy lub aktywacji biatka Rho-A, a
to hamuje wzrost neurytéw [46, 86, 99].
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Ryc. 2. Szlaki komédrkowe aktywowane w wyniku interakgji BDNF z réznymi receptorami

Dojrzate biatko m-BDNF oddziatuje natomiast z recepto-
rem kinazy tyrozynowej B (TrkB, tyrosine receptor kinase
B). Receptor ten jest biatkiem blonowym, ktére zawiera
zewnatrzkomdrkowe domeny bogate w: powtdrzenia leu-
cynowe i cysteinowe, domeny immunoglobulinopodobne,
domerne transmembranowg oraz kinazy biatkowej. W ludz-
kim mézgu sa ekspresjonowane cztery izoformy receptora
TrkB: receptor o pelnej dtugoéci (TrkB-FL), dwie formy
skrécone niezawierajace domeny kinazy biatkowej (TrkB-
-T1, TrkB-Shc) oraz receptor TrkB-T-TK majgcy nieaktywna
domene katalityczna [76, 100]. Oddzialywanie receptora
TrkB-FL z dojrzalg formg m-BDNF inicjuje dimeryzacje i
autofosforylacje receptora, co prowadzi do aktywacji szla-
kéw zaleznych m.in. od: kinazy PI3K, kinaz MAPK, fosfo-
lipazy PLC, jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB
(nuclear factor kappa B) oraz GTPaz z rodziny biatek Rho.
Aktywacja tych szlakéw sygnatowych jest odpowiedzialna
za: kontrole proceséw plastycznosci synaptycznej, neuro-
geneze, dendrytogeneze oraz procesy kontrolujace przezy-
cie [8, 60, 84]. Receptor TrkB-FL jest aktywny jako dimer,
jednak moze tworzy¢ nie tylko homodimery, ale réwniez
heterodimery. W badaniach in vivo wykazano, ze jedna z
wazniejszych funkcji receptora p75NTR jest utatwianie
internalizacji receptora TrkB-FL. Heterodimer p75NTR
/TrkB-FL zwieksza powinowactwo wigzania m-BDNF
i powoduje wzmocnienie sygnatu oraz aktywacje tych
samych $ciezek kontrolujacych przezycie komérek, ktére
sg aktywowane przez ufosforylowany homodimer TrkB-
-FL [84, 86]. Receptor TrkB-T1 nie ma domeny katalitycz-
nej i moze dziata¢ hamujaco lub aktywujgco, w zalezno$ci
od jego umiejscowienia w komérce. Nadekspresja TrkB-T1
indukuje tworzenie dendrytycznych filopodiéw, czyli nie-
dojrzatych kolcéw dendrytycznych w neuronach hipo-
kampalnych, a utworzenie kompleksu m-BDNF/TrkB-T1

stymuluje gliogeneze i réznicowanie neuronalnych komé-
rek progenitorowych w kierunku komérek glejowych
[13, 76]. Powstanie heterodimeruTrkB-FL/TrkB-T1 powo-
duje natomiast to, Ze receptor petnej dtugosci jest nieak-
tywny, poniewaz biatko m-BDNF zostaje zwigzane przez
receptor TrkB-T1, co hamuje autofosforylacje TrkB-FL [76].

TRANSPORT WEWNATRZKOMORKOWY BDNF — ROLA BIALEK
HTT, HAP1, CPE, SORT1

Nieprawidtowosci zwigzane z sekrecja i dystrybucja biatka
BDNF w obrebie o$rodkowego uktadu nerwowego towa-
rzyszg wielu chorobom o podiozu neurodegeneracyjnym
i neuropsychiatrycznym [106]. Wykazano, ze zaburzenia
w transporcie wewnatrzkomérkowym wystepuja m.in.
w przypadku wystgpienia polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu w genie kodujacym Bdnf. Substytucja waliny na
metionine w kodonie 66 (Val66Met) nie wptywa na ekspre-
sje, dojrzewanie lub strukture biatka BDNF, lecz zaburza jego
transport dendrytyczny oraz synaptyczny, a takze wydzie-
lanie biatka w sposdb regulowany. Wystepowanie polimor-
fizmu Val66Met jest powigzane ze zmianami strukturalnymi
mébzgu (mniejsza objeto$¢ hipokampa, kory przedczotowej
i ciata migdatowatego) oraz ze zmianami funkcjonowania
mézgu (uposledzenie pamieci epizodycznej, ostabienie pro-
ceséw plastycznosci synaptycznej) [23, 65].

Transport wewnatrzkomérkowy pecherzykéw zawierajg-
cych BDNF odbywa sie za pomocg kompleksu biatek moto-
rycznych: kinezyny i dyneiny/dynaktyny, poruszajacych
sie po mikrotubulach rozmieszczonych w catym neuro-
nie. Niedawne badania wykazaty, ze w transporcie tym
znaczaca role odgrywaja réwniez inne biatka, takie jak
huntingtyna (HTT, huntingtin), biatko zwigzane
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Tabela 1. Biatka biorace udziat w transporcie BDNF i ich funkcje

HTT HAP1

SORT1 CPE

Regulowanie transkrypcji BDNF Tworzenie pecherzykéw zawierajacych

kompleks BDNF-receptor

Transportowanie BDNF pomiedzy
siecia trans aparatu Golgiego,
endosomami, lizosomami,
pecherzykami wydzielniczymi

Kierowanie BDNF na regulowang
$ciezke wydzielania

Kontrolowanie predkosci pecherzykdw
synaptycznych

Aktywowanie szlakéw zaleznych od
kompleksu BDNF-TrkB

Kierowanie BDNF na requlowang
Sciezke wydzielania

Niezbedna dla prawidtowej propagacji
sygnatéw przez uktad BDNF-TrkB

Regulowanie kierunku transportu
BDNF w zaleznosci od fosforylacji

Zapobieganie degradacji lizosomalnej
TrkB

Oddziatywanie z receptorem p75NTR
i pro-BDNF (indukcja apoptozy,
zahamowanie rozwoju stozka
neuronalnego)

z huntingtyng 1 (HAP1, huntingtin-associated protein 1),
karboksypeptydaza E (CPE, carboxypetidase E) czy sorti-
lina-1 (SORT1, sortilin 1; tab. 1). Zaburzenia w funkcjonowa-
niu tych biatek upo$ledzajg transport wewnatrzkomérkowy
i wydzielanie biatka BDNF, a takze propagacje sygnatéw
indukowanych przez aktywny kompleks BDNF-TrkB [29, 78].

Huntingtyna

Huntingtyna (HTT, huntingtin) jest wielodomenowym biat-
kiem, niezbednym wyzszym kregowcom, umiejscowionym
nie tylko w cytoplazmie, ale i jadrze [95]. Zaangazowana
jest w procesy zwiazane gléwnie z dynamika komérki,
takie jak: endocytoza, transport pecherzykéw i organelli
czy budowa cytoszkieletu [11]. W komérce pelni role rusz-
towania molekularnego, o czym $wiadcza jej wielkos¢ (348
kDa) oraz duza stabilno$é. Huntingtyna taczy wiele biatek
w kompleksy, co pozwala na sterowanie procesami komér-
kowymi i regulowanie tego w czasie i przestrzeni. HTT
jest istotna w procesie mitozy, podczas ktérego kierowana
jest do biegunéw wrzecion kariokinetycznych i pomaga
w prawidtowej orientacji wrzeciona [95]. Ponadto, HTT jest
zaangazowana w proces autofagocytozy, regulujac induk-
cje autofagii, rozpoznanie tadunku cargo, dynamike auto-
fagosoméw i lizosoméw [20, 90]. HTT odgrywa réwniez
wazng role w regulacji procesu transkrypcji, gdyz moze
wigza¢ duzg liczbe czynnikdw transkrypcyjnych, oddziatuje
ztranskrypcyjnymi aktywatorami i represorami oraz wigze
receptory jadrowe [95].

Patologiczne agregaty zmutowanej HTT sg gtéwng przy-
czyng choroby Huntingtona. Mutacja polega na wielo-
krotnym (36-250) powtérzeniu trypletu CAG, kodujacym
glutamine (polyQ-HTT). Obecno$¢ zmutowanej postaci
biatka powoduje zwyrodnienie neuronéw, czego skutkami
sa: zaburzenia dziatania kanaléw jonowych, struktur komér-
kowych, szlakéw sygnatowych, dysfunkcje mitochon-
driéw oraz zaburzenie réwnowagi energetycznej komérki
[47, 89]. W chorobie Huntingtona obserwuje sie obnizone
stezenie biatka BDNF, co moze wynika¢ z zaburzenia aktyw-
noéci czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za
transkrypcje Bdnflub z zaburzenia transportu aksonalnego
BDNF [120]. W 2001 r. Zuccato i wsp. [119] przedstawili
wyniki badari przeprowadzonych na mysich neuronach

korowych in vitro oraz in vivo, w ktérych wykazali, ze biatko
HTT jest istotne dla transkrypcji genu Bdnf. Gauthier
iwsp. [29] wykazali inng funkcje biatka HTT, jaka jest udziat
w transporcie pecherzykéw zawierajacych biatko BDNF.
Zaobserwowali zwiekszong szybko$¢ transportu peche-
rzykéw synaptycznych wzdtuz mikrotubul, w szczurzych-
-mysich neuronalnych komérkach hybrydoma NG108-15
oraz w mysich pierwotnych komdérkach nerwowych
wytwarzajgcych prawidlows postaé HTT, w poréwnaniu
z transportem tych pecherzykéw w komérkach wytwarza-
jacych zmutowang postaé biatka polyQ-HTT. Huntingtyna
jest zaangazowana w transport pecherzykéw poprzez bez-
posrednie oddziatywanie z dyneing oraz biatkiem HAP1,
ktére przytaczaja sie do podjednostek dynaktyny i kine-
zyny-1, tworzgcych kompleks biatek motorycznych [106].
W przypadku zmutowanego biatka HTT zaobserwowano
obnizong wydajno$¢ tego transportu, ze wzgledu na to, iz
zmutowane biatko HTT oddziatywato duzo silniej z biatkiem
HAP1, zmniejszajac tym samym asocjacje kompleksu pozo-
statych biatek motorycznych [29]. Colin i wsp. [15] wykazali
po raz pierwszy, ze fosforylacja pojedynczej reszty seryny
w pozycji 421 w biatku HTT usprawnia transport peche-
rzykéw zawierajgcych BDNF w kierunku od ciata komérki
nerwowej do zakoriczenia aksonu. Regulacja kierunku
transportu pecherzykéw przez HTT moze sie odbywa¢
przez rekrutacje kinezyny-1 do pecherzykéw i mikrotu-
bul przez ufosforylowane HTT. W przypadku defosforylacji
HTT, kinezyna-1 odtacza sie od kompleksu motorycznego
i wtedy przewaza transport pecherzykéw w kierunku ciata
komdérki nerwowej.

Biatko zwigzane z huntingtyng 1

Biatko zwigzane z huntingtyna 1 (HAP1, huntingtin-
-associated protein 1) jest biatkiem ekspresjonowanym
gtéwnie w neuronach, zwlaszcza w neuronach wydziel-
niczych podwzgérza. HAP1 jest biatkiem cytoplazma-
tycznym o wielkosci 75 kDa, obecnym w mikrotubulach,
mitochondriach, endosomach, lizosomach oraz pecherzy-
kach synaptycznych [88]. W swojej budowie ma C-koniec
bogaty w reszty glutaminianu oraz kilka a-helis w §rod-
kowej czesci struktury, dzieki ktérym moze oddziatywaé z
wieloma biatkami [102]. Wykazano, ze biatko HAP1 jest bar-
dzo istotne dla przezycia, gdyz delecja genu Hapl u myszy
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prowadzita do zaburzer odzywiania, opéznionego wzrostu
oraz wczesnej $mierci [34]. HAP1 oddziatuje z podjednostka
dynaktyny - p150 Glued, z taticuchem lekkim kinezyny-1
oraz z huntingtyna, biorgc tym samym udziat w transpor-
cie pecherzykéw sekrecyjnych wzdhuz mikrotubul [106].
Jednym z komplekséw transportowanych przez HAP1 jest
kompleks receptor-BDNF, ktéry powstaje po zwigzaniu sie
biatka BDNF z receptorem p75NTR lub TrkB na powierzchni
zakonczeni aksonéw. Kompleks ten jest transportowany do
ciata komérki, aby aktywowaé odpowiednie szlaki sygna-
towe [52, 106]. Poczatkowo wykazano, ze biatko HAP1
oddziatuje tylko z niedojrzala postacia biatka BDNF (pro-
-BDNF) poprzez reszty aminokwasowe (miedzy 65 a 90aa)
zawarte w prodomenie [106, 109]. Jednak w péZniejszych
badaniach Lim i wsp. [52] wykazali, ze biatko HAP1 oddzia-
tuje réwniez z dojrzala postacig biatka BDNF (m-BDNF)
itojedynie z ulegajaca internalizacji po przytaczeniu sie do
receptora, a nie z nowo syntetyzowang. W neuronach koro-
wych z delecja genu kodujacego biatko HAP1 (HAP1 KO),
w odpowiedzi na BDNF, nie zaobserwowano aktywacji kinaz
MAPK, Akt oraz fosfolipazy PLC. Natomiast efekt aktywa-
cji zachodzit w komérkach zawierajacych biatko HAP1
[52]. Badania te wskazuja na wazng role biatka HAP1 w
aktywacji szlakéw aktywowanych przez kompleks BDNF
/TrkB. Ponadto wykazano, ze biatko HAP1 oddziatujac
z receptorem TrkB, stabilizuje go i utatwia jego ponowne
wykorzystanie przez komdrke, zapobiegajac jego degrada-
Gji lizosomalnej [51, 106].

Sortilina-1 i karboksypeptydaza E

Yang i wsp. [109] wykazali, ze biatko HAP1 moze tworzy¢
kompleks z sortiling-1 (SORT1). Sortilina-1 jest ekspre-
sjonowana na wysokim poziomie w komdrkach nerwo-
wych, znajduje sie gtéwnie w sieci trans aparatu Golgiego,
a takze na powierzchni komérki, gdzie spelnia role recep-
tora sortujgcego [81, 109]. Sortilina zawiera zewnatrzko-
moérkowa domene, homologiczng do wakuolarnego biatka
sortujacego biatko 10 (VPS10p, vacuolar protein sorting-
-associated protein 10) wystepujacego u drozdzy [81].
Domena ta spetnia role wieloligandowego receptora, do
ktérego moga sie przytaczaé proneurotrofiny (pro-BDNF)
oraz receptor p75NTR, z ktérymi tworzy kompleks [109].
Domena wewngtrzkomdrkowa jest krétka i uczestniczy
w wewnatrzkomérkowym transporcie biatek, m.in. trans-
porcie biatka BDNF miedzy siecia trans aparatu Golgiego,
endosomami, lizosomami a pecherzykami wydzielni-
czymi oraz btong komdrkowa [72]. Pro-BDNF wiaze sie z
sortiling-1 przez reszty aminokwasowe 44-102, zawarte
w prodomenie. Zatem substytucja metioniny na waline
w kodonie 66 (powodujgca zaburzenia w regulowa-
nym wydzielaniu biatka BDNF) dotyczy regionu pro-
domeny BDNF, odpowiedzialnego za oddzialywanie z
sortiling. Wykazano réwniez, ze wyciszenie genu kodu-
jacego sortiline-1 badz ekspresja skréconej formy sorti-
liny-1 powodowata znaczace obnizenie ilosci biatka BDNF
uwalnianego w sposéb regulowany, przy jednoczesnym
wzro$cie wydzielania BDNF w sposéb konstytutywny
[12]. Razem z sortiling-1, w regulowanym transporcie biatka
BDNF bierze udziat karboksypeptydaza E (CPE, carboxypep-
tidase E) [75]. CPE jest enzymem, ktéry moze wystepowaé

w postaci wolnej (rozpuszczalnej) lub zwigzanej z mem-
brang. Rozpuszczalna postaé¢ CPE (rCPE) dziala jako
egzopeptydaza, ktéra hydrolizuje wigzania peptydowe
tworzone przez zasadowe reszty aminokwasowe od
strony C-korica bialek, przeksztatcajac czasteczki prohor-
mondw czy proneuropeptydéw w ich aktywne postaci
[28]. rCPE znana jest réwniez jako neurotroficzny czyn-
nik - a1 (NFa1, neurotrophic factor-a1), ktéry wydzielany
z komérek moze dziataé autokrynnie lub parakrynnie
i aktywuje w komérkach nerwowych szlaki sygnatowe
odpowiedzialne za neuroprotekcje [14, 107]. C-koniec biatka
CPE zawiera amfifilowa domene zbudowana z a-helisy oraz
6-aminokwasowego ogonu, ktére umozliwiaja CPE oddzia-
lywanie z membranami. CPE zwigzana z membrang (mCPE)
w sieci trans aparatu Golgiego dziata jako receptor sortu-
jacy, ktéry wigze sie z proneuropeptydami/prohormonami
i kieruje je na regulowang $ciezke wydzielania. Czasteczki
te sa pakowane w pecherzyki wydzielnicze i transporto-
wane wzdtuz mikrotubul w celu sekrecji [40]. mCPE zaan-
gazowana jest w transport pecherzykéw wydzielniczych
przez oddziatywanie z biatkami cytoszkieletu, takimi jak
dynaktyna/dyneina i kinezyna-2/kinezyna-3 [78]. Po fuzji
pecherzyka z membrana, jego zawarto$¢ uwalniana jest
z komoérki, a mCPE jest odzyskiwana z btony komérko-
wej do sieci trans aparatu Golgiego dzieki GTPazie ARF6
(ADP-ribosylation factor 6) [40].

Badania Lou i wsp. [55] wykazaly obecno$¢ aminokwaso-
wego motywu sortujgcego w biatku BDNF, ktérego pra-
widtowe rozpoznanie przez CPE warunkuje wydzielanie
biatka w sposéb regulowany. Rentgenografia strukturalna
wykazala, ze sa toreszty I E; 1. D, ktére znajduja sie
w obrebie domeny dojrzalej proBDNF. Wprowadzenie
mutacji punktowej w obrebie motywu sortujacego w cza-
steczce BDNF, w komérkach mysich guza przysadki AtT-20,
powodowato nieprawidlowe sortowanie biatka i skierowa-
nie go na konstytutywng $ciezke wydzielania. U myszy
z delecja genu kodujacego biatko CPE zaobserwowano:
istotne zahamowanie regulowanego wydzielania BDNF,
zaburzone wydzielanie glutaminianu oraz deficyty
pamieci [55, 105, 116]. Badania te wskazujg, ze obecno$¢
enzymu CPE jest niezbedna mechanizmom regulowanego
wydzielania biatka BDNF, a takze neurotransmiterom.
Wykazano réwniez, ze CPE jest niezbedna do prawidtowe;
propagacji sygnatéw przez uktad BDNF-TrkB w hipokam-
pie [107].

Lu i wsp. [57] zaproponowali $ciezke wspdlnego dziatania
sortiliny-1 i karboksypeptydazy E w transporcie biatka
BDNF. W pierwszym etapie, zaraz po syntezie, BDNF
wiaze sie z sortiling-1 umieszczong w sieci trans aparatu
Golgiego, by zapewni¢ prawidtowe faldowanie domeny
dojrzatej. Motyw sortujacy obecny w domenie dojrzale;
jest odpowiedzialny za zwigzanie sie z karboksypepty-
daza E, co powoduje sortowanie biatka BDNF do duzych
pecherzykéw LDCV, ktére sg komponentem regulowanej
$ciezki wydzielania [55]. Pojawienie sie nieprawidtowosci
w oddziatywaniu BDNF z CPE (wynikajacych np. z braku
motywu sortujgcego lub jego ztej konfiguracji) powo-
duje, Ze BDNF kierowany jest na konstytutywng $ciezke
wydzielania. Dla poréwnania, w przypadku biatka NGF,
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Ryc. 3. Potencjalne strategie terapeutyczne oparte 0 zwigkszong ekspresje lub dostarczanie biatka BDNF

interakcja prodomeny z sortiling-1 powoduje prawi-
dtowe sfatdowanie biatka, ale brak motywu kierujgcego
w domenie dojrzalej sprawia, ze NGF jest uwalniany
jedynie konstytutywnie [57]. Zatem, zaréwno pro-
domena, jak i motyw sortujacy w domenie dojrzatej
potrzebne sa do kierowaniu neurotrofin na regulowang
$ciezke wydzielania. Wydzielanie biatka BDNF w sposéb
regulowany jest istotnym mechanizmem, ktéry zapew-
nia swoistg kontrole aktywno$ci synaps i odpowiedZ na
potrzeby komérek przez uwalnianie czynnika neurotro-
ficznego w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe.

POTENCJALNE STRATEGIE UZUPELNIANIA NIEDOBOROW
BIALKA BDNF W ZABURZENIACH ZWIAZANYCH
Z CENTRALNYM UKEADEM NERWOWYM

Obnizone stezenie mRNA lub biatka BDNF w mdzgu
towarzyszy czesto wielu chorobom uktadu nerwowego
[2]. Sg to gtéwnie choroby neurodegeneracyjne, ale nie
tylko. Wyréznia sie wéréd nich: chorobe Alzheimera [71],
Huntingtona [117], Parkinsona [118], depresje [45],
zaburzenia kognitywne [110], chorobe afektywna

dwubiegunowg [25], schizofrenie [73], ADHD [112],
stwardnienie rozsiane [74], stwardnienie zanikowe
boczne [83], epilepsje [38], urazy rdzenia krego-
wego [104], a nawet zaburzenia odzywiania [70]. Spa-
dek poziomu BDNF w obrebie OUN moze wynikaé
bezposérednio ze zmniejszonej ekspresji Bdnf, ale réw-
niez z zaburzonego transportu lub wydzielania tego
biatka. W niektérych chorobach BDNF stanowi jeden
z wielu pomocnych biomarkeréw informujgcych
o postepie choroby. Ponadto, badania prowadzone
zaréwno na modelach komdrkowych, jak i zwierzecych
wykazaly, ze przywrécenie whasciwego poziomu BDNF
w OUN hamuje progresje choroby i przywraca komér-
kom ich prawidtowe funkcjonowanie. Obecnie prowadzi
sie liczne badania naukowe, majace na celu opracowanie
skutecznych narzedzi terapeutycznych, pozwalajgcych
na zwiekszenie ekspresji oraz wytwarzania biatka BDNF
w tych obszarach mézgu, ktére funkcjonuja nieprawi-
dtowo lub objete sg stanem chorobowym. Potencjalne
strategie uzupetniania niedoboréw BDNF w zaburze-
niach zwiazanych z centralnym ukladem nerwowym
przedstawiono na ryc. 3.
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Bezposrednia aplikacja biatka

Terapia wykorzystujaca bezposrednia aplikacje biatka BDNF
zostala zastosowana po raz pierwszy w stwardnieniu zani-
kowym bocznym (ALS, amyotrophic lateran sclerosis) [101].
Pacjentom podawano codziennie, przez 9 miesiecy, ludzki
rekombinowany metionylo-BDNF w iniekcji podskérnej,
w dawkach 25 ug (grupa 1) oraz 100 ug (grupa 2) biatka
BDNF na kg masy ciata. Uzyskane wyniki badat nie wyka-
zaly istotnego wplywu terapii biatkiem BDNF na czas prze-
zycia badanych pacjentéw z ALS. Jednak analizy post hoc
wykazaly, ze dla grupy pacjentéw z zaawansowang posta-
cig choroby i gorszym rokowaniem, otrzymujacych 100 ug
biatka BDNF, terapia istotnie zwiekszyla szanse przezycia,
w poréwnaniu z grupg otrzymujacg placebo. W badaniach
Schabitza i wsp. [96] BDNF podawano dozylnie szczurom,
u ktérych wczesniej wystapito niedokrwienie mézgu
o charakterze regionalnym. Podanie BDNF spowodowato
istotng redukcje obszaru niedokrwienia, spadek stezenia
biatka proapoptotycznego Bax (Bcl-2-like protein 4) oraz
wzrost poziomu biatka antyapoptotycznego Bcl-2 (B-cell-
lymphoma 2) w poréwnaniu z grupa kontrolng zwierzat.
W badaniach nad wptywem BDNF na trwalo$¢ pamieci
dlugotrwalej (LTM, long-term memory) wykazano, ze
bezposrednie dohipokampalne podanie tej neurotrofiny
wywotalo znaczaca redukcje deficytu LTM oraz istotna
poprawe jej trwatosci, przez przeksztalcanie nietrwa-
tego $ladu pamieci dtugotrwatej w $lad trwaly [9]. BDNF
jest czasteczkg nietrwata, o krétkim okresie pSttrwania
wynoszacym okoto 10 min [92]. Stad opracowanie stra-
tegii pozwalajacych na zwiekszenie jego biodostepnosci
dla komérek centralnego uktadu nerwowego jest bardzo
istotne. Jednym ze sposobéw zwiekszajacych skutecz-
no$¢ dostarczania BDNF do mézgu jest tzw. metoda ,.konia
trojatiskiego”. Metoda polega na zastosowaniu nosnika,
zdolnego do przekraczania bariery krew-mdzg, ktéry
skoniugowany z biatkiem BDNF przetransportuje je do
centralnego uktadu nerwowego. Nosnikami mogg by¢ cza-
steczki, ktére sa ligandami receptoréw znajdujacych sie na
powierzchni komérek $rédbtonka naczyri krwiono$nych
lub przeciwciatami skierowanymi przeciwko tym recepto-
rom. Zhang i Pardridge [113] skoniugowali biatko BDNF z
przeciwcialem monoklonalnym skierowanym przeciwko
transferynie, wykorzystujac oddziatywanie awidyna-bio-
tyna do potgczenia koniugatu. Tak powstaly kompleks
podawano dozylnie szczurom z udarem niedokrwien-
nym mézgu, co istonie zredukowalo obszar objety uda-
rem nawet 0 65%. Natomiast iniekcja biodegradowalnych
hydrozelowych mikroczasteczek, ktére zawieraty biatko
BDNF, zwiekszala istotnie migracje astrocytéw oraz hamo-
watla stan zapalny w obrebie uszkodzonego obszaru mézgu
[48]. Podanie biatka BDNF w tej postaci, pozwalajace na
kontrolowane uwalnianie leku w czasie i przestrzeni, moze
by¢ przydatne podczas regeneracji tkanek w mézgu bez
wywotywania reakeji zapalnych spowodowanych inter-
wencja chirurgiczna. Innym sposobem dostarczania biatka
BDNF do centralnego uktadu nerwowego jest aplikacja
donosowa. Jest to metoda nieinwazyjna, szybka z mini-
malng ekspozycja na lek oraz mozliwoscig wielokrotnego
dawkowania. Metoda wykorzystuje zwiazki, takie jak np.
chitozan, powodujace przejciowa permeabilizacje blony

$luzowej jamy nosowej. Wykazano, ze donosowe podawa-
nie biatka BDNF szczurom spowodowato wzrost jego steze-
nia w migzszu mézgu w czasie 30 min od podania, a takze
aktywacje receptora TrkB i kinazy Akt [3] oraz wywotato
neuroprotekcyjny efekt w przypadku udaru niedokrwien-
nego mézgu wywolanego u szczuréw [41].

Terapia genowa

Terapia genowa jest jedng z najnowocze$niejszych poten-
cjalnych metod uzupetniania niedoboréw biatka BDNF
przez dostarczanie genu Bdnf komérkom nerwowym,
w trybie ciaglym, za pomoca wektoréw adenowiruso-
wych i lentiwirusowych. Obecnie prowadzi sie liczne bada-
nia naukowe majace na celu opracowanie bezpiecznych
i skutecznych narzedzi pozwalajgcych na jej zastosowanie
w leczeniu choréb o podtozu neurologicznym u ludzi. Zala
i wsp. [111] wykazali, ze aplikacja wektoréw lentiwiruso-
wych kodujagcych Bdnf do szczurzych neuronéw pierwot-
nych ekspresjonujacych zmutowang postaé huntingtyny
chronita neurony przed apoptoza indukowang przez polyQ-
-HTT. Zastosowanie adenowiruséw w celu nadekspresji
Bdnf ztagodzito upo$ledzenie ruchowe i zredukowato sto-
pien uszkodzenia prazkowia u szczuréw potraktowanych
toksycznym kwasem chinolinowym [43] oraz u transge-
nicznych myszy R6/2 o fenotypie choroby Huntingtona
[6]. Iniekcja lentiwirusa zawierajgcego gen kodujacy biatko
BDNF do komory bocznej mézgu transgenicznych myszy,
z eksperymentalnym modelem choroby Alzheimera, zaha-
mowata apoptoze komérek nerwowych kory mézgowej
oraz zapobiegla pogorszeniu proceséw uczenia sie i pamieci
[69]. W badaniach nad ataksja Friedriecha, objawiajacg sie
zaburzeniami koordynacji ruchowej, zastosowanie herpe-
swirusa niosgcego gen Bdnf skutecznie podniosto stezenie
biatka BDNF w mdzgu, co zapobiegto rozwojowi zwyrod-
niei mézdzku oraz rozwojowi cech typowych dla ataks;ji,
zaréwno w mysich komdrkach neuronalnych in vitro, jak
i w mysich komdrkach mézdzku in vivo [42]. Istnieje kilka
probleméw zwigzanych ze stosowaniem terapii geno-
wej. Jedna z trudnodci jest brak mozliwoséci regulacji ilosci
wydzielanego biatka BDNF. Stosowanie wektoréw wiruso-
wych wiaze sie réwniez z ryzykiem mutagenezy insercyj-
nej oraz ryzykiem toksycznosci, co moze doprowadzi¢ do
indukgji reakcji zapalnej [118]. Stosowanie terapii geno-
wej w celu regulowania deficytéw biatka BDNF w mézgu
pociaga za soba konieczno$¢ opracowania wektora wiruso-
wego, ktdry nie bedzie patogenny czy immunogenny.

Przeszczepianie komorek

Metodg alternatywng dla terapii genowej jest przeszcze-
pianie komérek, zdolnych do statej ekspresji i wydzielania
BDNF. Pérez-Navarro i wsp. [80] wykonali transplantacje
wykorzystujac do tego szczurze fibroblasty, wytwarza-
jace biatko BDNF, a takze neurotrofine NT-3 oraz NT-4/5
w systemie konstytutywnym. Fibroblasty wszczepiono
do prazkowia szczuréw z eksperymentalnym modelem
choroby Huntingtona. Wykazano, ze neurotrofiny BDNF,
NT-3 oraz NT-4/5 wytwarzane przez te komdrki wykazaty
dzialanie neuroprotekcyjne na neurony projekcyjne praz-
kowia, zapobiegajac ich neurodegeneracji. Inne badania
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wykazaly, ze transplantacja ludzkich neuronalnych komé-
rek macierzystych szczurom z eksperymentalnym mode-
lem choroby Huntingtona, odwrdcita proces zwyrodnienia
neuronéw i zaburzenia zachowania, co wigzalo sie ze zdol-
noscia komdrek macierzystych do ekspresji i wydzielania
BDNF, a tym samym kompensowania niedoboréw tej neu-
rotrofiny [91]. Badania Dey i wsp. [21] z wykorzystaniem
mysich mezenchymalnych komérek macierzystych wytwa-
rzajacych BDNF wykazaly, Zze wstrzykniecie ich do prazko-
wia myszy YAC128, nadekspresjonujacych ludzka wersje
zmutowanego genu HTT, zwiekszylo przezywalno$¢ neu-
ronéw w prazkowiu oraz istotnie poprawito aktywno$é
motoryczng myszy. Badania Pollocka i wsp. [82] z uzy-
ciem ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych
wytwarzajacych BDNF, przeprowadzono na mysim modelu
YAC128, a takze na mysim modelu R6/2, ktéry ekspresjo-
nuje toksyczny C-koticowy fragment huntingtyny z eks-
pansja powtdrzeri CAG. Wszczepienie mezenchymalnych
komdrek macierzystych uwalniajacych BDNF do prazko-
wia, spowodowalo zmniejszenie atrofii prazkowia, zredu-
kowanie niepokoju towarzyszacego chorobie Huntingtona,
indukcje aktywno$ci neurogenezopodobnej oraz wydtu-
zenie czasu przezycia myszy R6/2. Wykorzystanie mezen-
chymalnych komérek macierzystych jako nosnika biatka
BDNF jest bardzo korzystne ze wzgledu na to, iz komérki te
samoistnie migrujg w obszary uszkodzenia i przyspieszaja
regeneracje tkanek. Jednak stosowanie ksenogenicznych
komérek wiaze sie z ryzykiem odpowiedzi immunologicz-
nej, odrzucenia przeszczepu badz tez moze doprowadzi¢ do
rozwoju nowotworu [118]. W celu unikniecia tego ryzyka
mozna zastosowaé biomaterialy optaszczajace wszcze-
piane komdrki, co utatwi przyjecie ich przez organizm.
W najnowszych badaniach Falcicchia i wsp. [24] wykorzy-
stali enkapsulowane biourzadzenia zawierajace ludzka
linie komérkowa nabtonka barwnikowego siatkéwki ARPE-
19 wydzielajaca BDNF i wszczepili je do hipokampa szczu-
réw traktowanych pilokarping, ktéra indukuje epilepsje.
Wykazano, ze spowodowato to znaczace obnizenie (o 80%)
wystepowania spontanicznych drgawek epileptycznych,
poprawe zdolno$ci poznawczych oraz odwrdcenie zmian
histopatologicznych zwigzanych z przewlekla padaczka
(zmniejszenie liczby komérek zwyrodnieniowych, norma-
lizacja objetoséci hipokampa, zwiekszenie liczby neurondw,
wzmochienie procesu neurogenezy).

Aktywacja receptora TrkB

Jedna z potencjalnych strategii terapeutycznych, maja-
cych na celu zwiekszenie stezenia biatka BDNF w mézgu,
opiera sie na mozliwosci zastosowania czasteczek zdolnych
do aktywacji gtéwnego receptora BDNF - TrkB. Wykazano,
ze czasteczki, takie jak agonisci lub modulatory TrkB [39,
62], przeciwciata agonistyczne wzgledem TrkB [64, 103] lub
peptydomimetyki [22, 26] wykazuja zdolno$¢ do aktywacji
tego receptora. Gléwnymi ich zaletami jest duza biodostep-
no$¢, zdecydowanie lepsza niz obserwowana dla czasteczki
BDNF (majacej ograniczong zdolno$¢ pokonywania bariery
krew-mdézg oraz krétki okres péitrwania) oraz duza
swoisto$¢ wzgledem receptora TrkB, co pozwala na unik-
niecie aktywacji receptora proapoptotycznego p75NTR,
aktywowanego réwniez przez biatko pro-BDNF. Natomiast

wady to konieczno$¢ indukcji utworzenia dimeru TrkB,
w celu jego aktywacji, dzialania niepozgdane w postaci
aktywowania dodatkowych niepozgdanych szlakéw, a takze
- w przypadku wiekszych czasteczek - problem z efektyw-
nym dostarczeniem ich do uktadu nerwowego [56].

Substancje pochodzenia naturalnego

Mozliwg strategia, pozwalajaca na zwiekszenie stezenia
biatka BDNF w mézgu, jest aktywowanie komdrek nerwo-
wych do ekspresji/sekrecji tej neurotrofiny przez egzo-
genne substancje. Obiecujace moze by¢ wykorzystanie
zwigzkéw pochodzenia naturalnego wykazujacych wiasci-
wosci neuroprotekcyjne. Biologicznie aktywne nutraceu-
tyki o wielokierunkowym dziataniu, zdolne do poprawy
funkcji poznawczych, sg bezpieczne, fatwo dostepne i tanie
w poréwnaniu z metodami bioinzynieryjnymi, dlatego
moga by¢ skutecznym $rodkiem terapeutycznym pozwala-
jacym utrzymaé mézg w dobrej kondycji.

Wazna grupa zwigzkéw sa polifenole ro$linne, naturalne
antyoksydanty wykazujace wiele wlasciwosci terapeu-
tycznych w leczeniu schorzeri uktadu nerwowego, krwio-
nosnego, a takze uktadu immunologicznego [67]. Badania
Abd El-Fattah i wsp. [1] z uzyciem resweratrolu (ktérego
cennym Zrédlem sg ciemne winogrona) oraz fumaranu
dimetylu, przeprowadzone na szczurzym modelu zabu-
rzen depresyjnych, wykazaly, ze zwiazki te dziatajg anty-
depresyjnie przez hamowanie neurozapalenia, stresu
oksydacyjnego, apoptozy, a takze poprzez wzrost ekspre-
sji hipokampalnego poziomu BDNF. Wzrost stezenia BDNF
moze wynikaé z obserowanego w badaniach Conti i wsp.
[16] wzrostu poziomu serotoniny i jej wptywu na aktywa-
cje czynnika transkrypcyjnego CREB kontrolujacego pro-
ces ekspresji biatka BDNF w hipokampie. Podobny wynik
uzyskano na szczurach z eksperymentalnym modelem
depres;ji, ktérym podano kurkumine, polifenol pochodzacy
z kurkumy dtugiej (fac. Curcuma longa). Jej dtugotrwate
podawanie zredukowato skutki chronicznego stresu przez
aktywacje czynnika CREB kontrolujgcego ekspresje biatka
BDNF w hipokampie [35, 108]. Jak wykazano dotychczas,
ponad 50% chorych na chorobe Alzheimera do$wiadcza
depresji badZ jej symptoméw [97], stad stosowanie prepa-
ratéw o dzialaniu antydepresyjnym moze istotnie wply-
waé na opdznienie rozwoju choroby Alzheimera. Badania
Zhao i wsp. [114] wykazaly, ze apigenina, bedaca biofla-
wonoidem roslinnym pozyskiwanym gléwnie z owocéw
grejpfruta (fac. Citrus paradisi), korzystnie wptywa na pro-
cesy uczenia sie oraz zapamietywania u myszy z amylo-
idoza, a zmiany te wynikaty z jej zdolnosci do aktywacji
szlaku sygnatowego zaleznego od kinaz MAPK oraz czyn-
nika CREB, odpowiedzialnych za kontrole ekspresji BDNF.
Podobne dziatanie do apigeniny wykazywata rutyna, nale-
zaca do grupy glikozydéw flawonoidowych pozyskiwanych
z gryki zwyczajnej (fac. Fagopyrum esculentum), podana
myszom traktowanym wczesniej toksycznym amyloidem f3
[66]. Badania wykazaly, ze kwas rozmarynowy uzyskiwany
m.in. z rozmarynu lekarskiego (fac. Rosmarinus officinalis),
znany z wla$ciwoéci antyoksydacyjnych oraz przeciwza-
palnych, ma réwniez wlasciwo$ci neuroprotekcyjne. Zwia-
zek ten byt zdolny do hamowania apoptozy neuronéw oraz
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wplywat korzystnie na wzrost ekspresji synaptofizyny
i BDNF w hipokampie. Jego pozytywne dziatanie zaobser-
wowano w zwierzecych modelach choroby Alzheimera,
Parkinsona czy tez w niedokrwieniu mézgu [27]. Na zainte-
resowanie zastuguje réwniez oroksylina A, bedaca jednym
z flawonoidéw obecnych w tarczycy bajkalskiej (fac. Scute-
laria baicalensis), ktéra podobnie jak apigenina wptywata na
wzrost ekspresji BDNF i aktywacje czynnika CREB, a tym
samym znaczgco poprawiata funkcje pamieciowe [44].

Wazng grupg zwiazkéw sg terpeny, w badaniach na mysim
modelu z zaburzeniami pamieci i wzrostem aktywnosci
acetylocholinoesterazy wykazano pozytywny wptyw sto-
sowania fukoksantyny. Fukoksantyna nalezy do grupy
karotenoidéw i jest wytwarzana przez rodzaj glonéw
- brunatnice (tac. Phaeophyta). Wykazano, ze zwigzek ten
jest zdolny do hamowania aktywnosci acetylocholinoeste-
razy, zwiekszania aktywnosci acetylotransferazy choliny
oraz do regulacji ekspresji biatka BDNF [53]. Stad fukoksan-
tyna przez korzystne dziatanie moze by¢ stosowana w pre-
wengji oraz leczeniu choroby Alzheimera. Innym zwigzkiem
jest kwas betulinowy, ktéry nalezy do grupy tréjterpenéw
i jest pochodna betuliny wystepujacej w znacznych ilo-
$ciach w korze brzozy (fac. Betula). Badania przepro-
wadzone na szczurach z eksperymentalnym modelem
choroby Alzheimera wykazaly, ze kwas betulinowy dzia-
tat przeciwzapalnie oraz regulowat poziom ekspresji BDNF
w hipokampie [94]. Bogatym Zrédlem terpendw jest réw-
niez miltorzab japotiski (fac. Ginkgo biloba). Uzyskane
dotychczas wyniki badan wykazaly, ze glikozydy flawonowe
i terpeny zawarte w li§ciach tej ro$liny maja silne dziata-
nie neuroprotekcyjne, m.in. przez ich zdolno$¢ do regulacji
metabolizmu energetycznego mézgu czy dziatanie anty-
oksydacyjne. Ponadto wykazano, ze ekstrakty terpenowe
pozyskiwane z liSci mitorzebu aktywowaly komérki ner-
wowe do zwiekszonego wytwarzania biatka BDNF w hipo-
kampie oraz korze przedczotowej. Lagodzity réwniez skutki
niedokrwienia mézgu, nadpobudliwo$¢ oraz wykazywaly
dziatanie antydepresyjne. Krocyna jest karotenoidem
i gtéwnym barwnikiem szafranu (tac. Crocus sativus), i jak
wykazano, ma wtaéciwo$ci neuroprotekcyjne. Podawana
dootrzewnowo przez 21 dni samcom szczuréw zwiekszyta
ekspresje genu oraz synteze biatka BDNF, a takze wywolata
dziatanie antydepresyjne [93].

Styl zycia

Wyniki badan ostatnich lat potwierdzaja, iz odpowied-
nia dieta oraz ¢wiczenia fizyczne majg istotny wpltyw
na zwiekszone wytwarzanie BDNF w organizmie [19, 54,
61]. W badaniach przedklinicznych wykazano, ze zdrowa
dieta i wzbogacone $rodowisko (promujace éwiczenia
fizyczne i stymulacje poznawczg) poprawialy ogdlng kon-
dycje mézgu, w tym procesy behawioralne i kognitywne
w mysich modelach choroby Alzheimera, Parkinsona czy
Huntingtona, w ktérych podwyzszone stezenie BDNF
byto jednym z wielu zaobserwowanych efektéw [63, 117].

Metaanaliza danych z wynikéw badati przeprowadzonych
u pacjentéw z chorobami neurodegeneracyjnymi, wykazata
pozytywny wplyw ¢wiczeti fizycznych na poziom obwodo-
wego BDNF we krwi [58]. Natomiast Liu i wsp. [54] przed-
stawili dane potwierdzajace zalezno$¢ miedzy ¢wiczeniami
tizycznymi, a ich wptywem na neurogeneze w hipokampie,
identyfikujac biatko BDNF jako gtéwna czasteczke posred-
niczaca w tym procesie.

PODSUMOWANIE

Czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (BDNF)
odgrywa wazng role w regulacji prawidtowego funkcjo-
nowania uktadu nerwowego. Biatko to reguluje wzrost
i przezycie komdrek nerwowych, jest kluczowe w proce-
sach zwiazanych z kontrola proceséw pamieci, uczenia
sie oraz plastycznosci synaptycznej. Zaburzenia ekspre-
sji, sekrecji oraz dystrybucji biatka BDNF towarzysza wielu
chorobom uktadu nerwowego, zaréwno tym o podtozu
neurodegeneracyjnym, jak i o podtozu neuropsychiatrycz-
nym. Dotychczasowe wyniki badati wykazaly, ze zaburzenia
w transporcie biatka BDNF moga sie pojawi¢ w przypadku
wystapienia polimorfizmu pojedynczego nukleotydu
w genie kodujacym Bdnf (Val66Met), ale réwniez moga sie
pojawi¢ w wyniku zaburzeri w funkcjonowaniu biatek zaan-
gazowanych w transport wewnatrzkomérkowy tej neuro-
trofiny. Biatkami zwigzanymi z kompleksem motorycznym
i istotnymi dla transportu BDNF sa: huntingtyna, biatko
zwiazane z huntingtyna-1, karboksypeptydaza E oraz sor-
tilina-1. Oprécz regulacji procesu transportu BDNF, biatka
te odgrywaja réwniez bardzo wazng role w regulacji trans-
krypcji genu Bdnf i aktywacji wewngtrzkomérkowych szla-
kéw sygnatowych, aktywowanych w wyniku utworzenia
kompleksu BDNF-TrkB.

Wykazanie istotnego spadku poziomu mRNA/biatka BDNF,
towarzyszgcemu rozwojowi choréb neurodegeneracyjnych,
takich jak: choroba Huntingtona, Alzheimera czy Parkin-
sona, pozwala przypuszcza¢, iz BDNF moze by¢ pomocnym
biomarkerem, informujgcym o postepach wielu choréb
zwigzanych z centralnym uktadem nerwowym. Jednym
z gléwych celédw terapeutycznych w leczeniu pacjentéw
z chorobami uktadu nerwowego jest poszukiwanie bez-
piecznych metod pozwalajacych zaréwno na zwiekszenie
stezenia, jak i biodostepnosci biatka BDNF w mdzgu. Jest to
trudne wyzwanie cho¢by ze wzgledu na krétki okres pét-
trwania tej neurotrofiny, jak i niewyjasniona jeszcze zdol-
no$¢ BDNF do pokonywania bariery krew-mdzg. Metody
aplikacji rekombinowanego biatka BDNF, mimetykéw badz
domézgowe przeszczepy komérek zdolnych do konsty-
tutywnego wytwarzania BDNF, wcigz wymagajg dopra-
cowania, tak aby oprécz duzej skuteczno$ci byly réwniez
bezpieczne w stosowaniu. Istotnym rozwigzaniem terapeu-
tycznym jest mozliwo$¢ stosowania substancji pochodzenia
naturalnego, ktére dziataja wielokierunkowo, sa substan-
cjami bezpiecznymi, tatwo dostepnymi i tanimi wzgledem
metod bioinzynieryjnych.
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