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Neurytogeneza komorek PC12-Tet-On
warunkowana indukowang
ekspresja genow kodujacych warianty
receptorowej kinazy tyrozynowej TrkC

Neurotrofiny stanowia grupe biatek warunkujacych wzrost, przezycie i prawidlowy rozwoj
komorek nerwowych. Neurotrofinami sg NGF (nerwowy czynnik wzrostu), BDNF (czynnik wzrostu
pochodzenia mozgowego), NT3 (neurotrofina 3) i NT4 (neurotrofina 4/5), ktére wiaza si¢ z wysokim
powinowactwem do receptorowych kinaz tyrozynowych rodziny Trk. NGF jest ligandem dla TrkA,
BDNF i NT4 dla TrkB, natomiast NT3 dla TrkC. NT3 moze taczy¢ si¢ z mniejszym powinowactwem
takze z TrkA 1 TrkB. W osrodkowym ukladzie nerwowym powszechne jest wystepowanie TrkB
i TrkC na tych samych komorkach nerwowych, co uzasadnia poszukiwanie roéznic w swoistosci
receptorow neurotrofin. Biatka Trk zawieraja domene zewnatrzkomorkowa warunkujaca odpowiednie
zwigzanie liganda, domen¢ trans-membranowa oraz domene¢ cytoplazmatyczna, zawierajaca rdzen
kinazy tyrozynowej i sekwencje regulatorowe. Trk wystepuje w formie dimera i potaczenie neurotrofiny
z receptorem prowadzi do zmiany konformacji w domenach cytoplazmatycznych, ktéore umozliwiaja
wzajemng fosforylacj¢ reszt tyrozyn w domenach cytoplazmatycznych. Skutkuje to utworzeniem miejsc
przytaczania  (ang. docking sites) dla  cytoplazmatycznych  bialek  adaptorowych
i enzymu fosfolipazy Cyl (PLCyl), zawierajacych domeny PTB i SH2, uruchamiajacych
wewnatrzkomorkowe kaskady sygnatowe, takie jak szlaki sygnatowe Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt
oraz PLCyl prowadzaca do powstania wtornych przekaznikow sygnatu. Warunkiem niezbednym do
fosforylacji i aktywacji PLCyl przez Trk jest rekrutacja PLCyl do fosforylowanej reszty tyrozyny
w regionie C-koncowym Trk. Celem sprawdzenia, czy roznica tylko dwoch reszt aminokwasowych
w regionach C-koncowych TrkB i TrkC, a $cislej w pozycjach -3 (S/T) i -1 (V/I) bezposrednio przed
miejscem przytaczenia PLCyl do receptora jest wystarczajagca do wywolania zréoznicowanego wzrostu
neurytow po aktywacji receptordw, a takze znaczenia reszty tyrozyny w miejscu rekrutacji PLCy1l do
TrkC, metodami ukierunkowanej mutagenezy otrzymano nastgpujace warianty TrkC: typu dzikiego;
z substytucjami T817S I819V przed miejscem wigzania PLCyl (z C-koncem takim jak w TrkB);
z substytucjg Y820F (z inaktywowanym miejscem wigzania PLCy]1).

Celem badan bylo wyjasnienie znaczenia sekwencji regulatorowych w C-koncu TrkC
w procesie neurytogenezy pobudzanej przez TrkC: miejsca wigzania PLCyl oraz sekwencji
bezposrednio poprzedzajgcej miejsce wigzania PLCyl.

Wyprowadzono i scharakteryzowano klony komoérek PC12-Tet-On, stabilnie transfekowane
genami trkC znajdujacymi sie pod kontrolg transkrypcyjng promotora tetracyklinowego. Transkrypcje
genu kodujacego pozadany wariant TrkC w klonach potwierdzono przez sekwencjonowanie. Wykazano
zalezno$¢ ekspresji genu trkC od stezenia doksycykliny, ktora w systemie Tet-On indukuje ekspresje
gendéw znajdujacych si¢ pod kontrolg promotora tetracyklinowego. Na powierzchni komorek
potwierdzono obecnos$¢ biatka TrkC oczekiwanej wielkosci. Wykazano fosforylacj¢ kinaz biatkowych
ERK1/2 w nastgpstwie pobudzenia egzogennego TrkC przez neurotrofing 3. Kinetyka fosforylacji
ERK1/2 byla podobna w badanych klonach, co jest zgodne z wynikami wcze$niejszych badan innych
autorow. Wyniki wlasnych badan wskazujg na tendencje do wyzszego poziomu fosforylacji ERK1/2
w klonach z wariantami TrkC zdolnymi do rekrutacji PLCy1 niz w klonach z wariantem TrkC Y 820F.

Proces neurytogenezy (czyli tworzenia struktur neuryto-podobnych) zachodzit w otrzymanych
klonach komérek PC12-Tet-On w nastepstwie pobudzania przez neurotrofing 3 komoérek zawierajacych
TrkC typu dzikiego. Traktowanie neurotrofing 3 nie indukowato neurytogenezy lub jej poziom byt
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bardzo niski w komorkach zawierajacych TrkC Y820F, co wskazuje na znaczenie reszty tyrozyny
w miejscu wigzania PLCy1 dla procesu neurytogenezy. Wykazano statystycznie istotng tendencj¢ do
mocniej pobudzanej przez neurotrofing 3 neurytogenezy komorek klonu zawierajacego wariant
TrkC T817S 1819V w pordéwnaniu z klonem zawierajgcym TrkC typu dzikiego. Wskazuje to, ze dla
pobudzanego przez neurotrofiny wytwarzania struktur neuryto-podobnych, oprocz kluczowej reszty
tyrozyny w miejscu przylaczania PLCyl do receptora neurotrofiny, znaczenie maja takze reszty
aminokwasow w regionie C-koncowym TrkC znajdujace si¢ poza wilasciwym miejscem rekrutacji
PLCyl.

Podsumowujac, zardowno miejsce dokowania PLCy1 w regionie C-koncowym TrkC, jak i reszty
aminokwasowe bezposrednio je poprzedzajace, sa znaczace dla pobudzanego przez TrkC wzrostu
neurytow w komorkach PC12-Tet-On.



