
Summary
Our research was concentrated about physiological and structural aspects of metal comple-
xes with GnRH, which were synthetized by Professor Henryk Kozłowski from the Uniwersity 
of Wrocław. We found that copper, nickel, zinc and cobalt complexes with GnRH stimulated 
the release of LH and FSH both in vivo and in vitro. The most stable and active was Cu-GnRH. It 
also exhibited the higher affinity to specific receptor than GnRH, had higher releasing power 
for LH and FSH and stimulated differently the intracellular signaling.
We suggest, that this complex in highly promissive as a new analog of GnRH with possible 
application to further research.
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Streszczenie
W pracy opisano badania skoncentrowane wokół aspektów fizjologicznych i strukturalnych 
kompleksów metali z GnRH, które otrzymał prof. Henryk Kozłowski z Uniwersytetu Wrocław-
skiego. Stwierdzono, że kompleksy miedzi, niklu, cynku i kobaltu stymulowały uwalnianie LH 
i FSH w warunkach in vivo i in vitro. Najbardziej trwały i obiecujący okazał się kompleks miedzi 
z GnRH (Cu-GnRH), miał większe powinowactwo do swoistego receptora niż natywny GnRH, 
większą siłę uwalniającą oraz stymulował odmienną ścieżkę sygnalizacji wewnątrzkomórko-
wej. Ocenia się, że jest on bardzo obiecującym analogonem GnRH i powinien być wykorzysty-
wanym w dalszych badaniach.
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Wprowadzenie

GnRH (gonadoliberina; hormon uwalniający gonadotropi-
ny; mGnRH; GnRH I; pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-
-Pro-Gly-NH2) został wyizolowany najpierw z podwzgórz 
owczych, bydlęcych i świńskich jest w wielu laboratoriach, 
wśród nich i w naszym [25,26,28], lecz w połowie lat 60 ubie-
głego wieku tylko dwa laboratoria mogły skutecznie praco-
wać nad strukturą GnRH. Jego struktura pierwszorzędowa 
została ustalona przez te dwie niezależne grupy badawcze 
kierowane przez profesorów Andrew V. Schally’ego i Rogera 
Guillemina [6,36], którzy zostali uhonorowani za te badania 
Nagrodą Nobla w roku 1977. Uważano wtedy, że istnieje tylko 
jedna struktura GnRH u wszystkich zwierząt i u ludzi speł-
niając jedną rolę fizjologiczną w regulacji uwalniania i bio-
syntezy LH i FSH z przedniego płata przysadki mózgowej. 

Podstawowe wiadomości o GnRH i jego receptorze

GnRH jest głównym peptydem podwzgórzowym przekazu-
jącym dyspozycję nerwową do zapoczątkowania całej skom-
plikowanej kaskady reakcji wewnątrzkomórkowych po jego 
związaniu się ze swoistym receptorem na powierzchni ko-
mórki przedniej części przysadki. Jest on syntetyzowany 
jako duża cząsteczka prohormonu w neuronach okolicy 
przedwzrokowej podwzgórza, a następnie poddany prze-
kształceniom w neuronach z tego dużego prohormonu do 
aktywnego dekapeptydu przez odpowiednie enzymy do po-
staci aktywnej, a następnie przechowywany w granulach 
sekrecyjnych, skąd jest transportowany do zewnętrznej 
wyniosłości pośrodkowej [34,40]. Peptyd ten jest uwalnia-
ny w sposób pulsacyjny, w pulsach zsynchronizowanych, 
z zakończeń nerwowych, z których przez krążenie wrotne 

Ryc. 1. �Sekwencja reszt aminokwasowych (w kodzie trzyliterowym) naturalnie występujących GnRH, które pojawiły się w ciągu 600 mln lat ewolucji zwierząt. Pogrubione 
litery skrótów aminokwasów (lewa i prawa strona) pokazują zachowawcze końcowe reszty NH2- i COOH, które pełnią istotną rolę funkcyjną. Pozostałe reszty są albo 
niezbyt istotne, albo są ważne tylko dla poszczególnego receptora GnRH. GnRH są nazwane tak jak nazwy gatunkowe zwierząt, u których były odkryte po raz pierwszy, 
chociaż występują nie tylko u jednego gatunku, np. ssaczy GnRH I jest powszechnie obecny u płazów i prymitywnych ryb ościstych; kurczęcy GnRH II (chicken II) jest 
obecny u większości kręgowców, łącznie z człowiekiem; łososiowy GnRH (GnRH III) jest prawdopodobnie obecny u wszystkich ryb kostnoszkieletowych (wg [40,48] – 
zmodyfikowano). 1) Ryżanka japońska – ryba, której długość nie przekracza 4 cm, charakteryzuje się krótkim okresem rozrodu; w 1994 roku 2 samice i 2 samce tej ryby 
odbyły 15-dniową podróż w kosmosie, przystąpiły do tarła; złożyły i zapłodniły ikrę. Wszystkie osobniki i narybek wróciły żywe na ziemię. 2) Ryba z rodziny Sparidae 
(Ameryka Płn.). Whitefish: angielska nazwa ryby z rodziny Coregonidae. Numery GnRH: 1-15: kręgowce; 16-24: bezkręgowce, przedstrunowce (Chelyosoma i Ciona); 
25-30: bezkręgowce: ośmiornica – głowonóg (Octopus vulgaris); jeż morski-szkarłupień (Strongylocentrotus purpuratus); zając morski – mięczak (Aplysia californica); 
skałoczep – mięczak (Lottia gigantea); robak morski – pierścienica (Capitella teleta), pijawka – pierścienica (Helobdella robusta)

 1 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  
1 Ssak* pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly NH2 
2 Kurczak I pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Gln Pro Gly NH2 
3 Świnka morska pGlu Tyr Tyr Ser Tyr Gly Val Arg Pro Gly NH2 
4 Żaba pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Trp Pro Gly NH2 
5 Seabream2 pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu  Ser Pro Gly NH2 
6 Łosoś*** pGlu His Trp Ser Tyr Gly Trp  Leu Pro Gly NH2 
7 Ryżanka jap.1 pGlu His Trp Ser   Phe Gly Leu  Ser Pro Gly NH2 
8 Zębacz pGlu His Trp Ser His Gly Leu  Asn Pro Gly NH2 
9  Whitefish  pGlu  His Trp  Ser Tyr Gly  Met   Asn  Pro Gly  NH2 
10 Śledź pGlu His Trp Ser His Gly Leu  Ser Pro Gly NH2 
11 Pies morski pGlu His Trp Ser His Gly Trp  Leu Pro Gly NH2 
12  Minóg morski II  pGlu  His  Trp  Ser His  Gly  Trp   Phe  Pro Gly  NH2 
13 Kurczak II** pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly NH2 
14 Minóg morski III pGlu His Trp Ser His Gly Trp  Lys Pro Gly NH2 
15 Minóg morski I pGlu His Tyr Ser  Leu Glu Trp  Lys Pro Gly NH2 
             
16 Chelyosoma I pGlu His Trp Ser Asp Tyr  Phe  Lys Pro Gly NH2 
17 Chelyosoma II pGlu His Trp Ser Leu Cys  His  Ala Pro Gly NH2 
18 Żachwa I pGlu His Trp Ser Tyr Ala  Leu  Ser Pro Gly NH2 
19 Żachwa II pGlu His Trp Ser Leu Ala  Leu  Ser Pro Gly NH2 
20 Żachwa III pGlu His Trp Ser Asn Gln  Leu  Thr Pro Gly NH2 
21 Żachwa IV pGlu His Trp Ser Tyr Glu  Phe  Met Pro Gly NH2 
22 Żachwa V pGlu His Trp Ser Tyr Glu Tyr  Met Pro Gly NH2 
23 Żachwa VI pGlu His Trp Ser Lys Gly Tyr  Ser Pro Gly NH2 
24 Żachwa VII pGlu His Trp Ser Asn Lys  Leu  Ala Pro Gly NH2 

 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  
25 Ośmiornica pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp His Pro Gly NH2 
26 Jeż morski pGlu Val His His Arg Phe Ser Gly Trp Arg Pro Gly NH2 
27 Zając morski pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp Tyr Ala - NH2 
28 Skałoczep pGlu His Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp Lys Ser - NH2 
29 Robak morski pGlu Ala Tyr His Phe Ser His Gly Trp Phe Pro - NH2 
30 Pijawka pGlu Ser Ile His Phe Ser Asn Ser Trp Gln Pro - NH2 
* ssak GnRH – mGnRH: GnRH I; ** kurczak II – cGnRH II: GnRH II; *** łosoś GnRH – sGnRH: GnRH III 

 
 
Ryc. 1. Sekwencja reszt aminokwasowych (w kodzie trzyliterowym) naturalnie występujących GnRH, które 
pojawiły się w ciągu 600 mln lat ewolucji zwierząt. Pogrubione litery skrótów aminokwasów (lewa i prawa 
strona) pokazują zachowawcze końcowe reszty NH2- i COOH, które pełnią istotną rolę funkcyjną. Pozostałe 
reszty są  albo niezbyt istotne, albo są ważne tylko dla poszczególnego  receptora GnRH.  GnRH są nazwane  
tak jak nazwy gatunkowe zwierząt, u których były odkryte po raz pierwszy, chociaż występują nie tylko u 
jednego gatunku, np. ssaczy GnRH I jest powszechnie obecny u płazów i prymitywnych ryb ościstych;  
kurczęcy GnRH  II  (chicken II)  jest  obecny  u  większości  kręgowców,  łącznie  z  człowiekiem;  łososiowy  
GnRH (GnRH III) jest prawdopodobnie obecny u wszystkich ryb kostnoszkieletowych (Millar i wsp., 2004; 
Roch i wsp., 2011 – zmodyfikowana; Kochman 2012). 1) Ryżanka japońska – ryba, której długość nie 
przekracza 4 cm, charakteryzuje się krótkim okresem rozrodu; w 1994 roku 2 samice i 2 samce tej ryby odbyły 
15-dniową podróż w kosmosie, przystąpiły do tarła; złożyły i zapłodniły ikrę. Wszystkie osobniki i narybek 
wróciły żywe na ziemię. 2) Ryba z rodziny Sparidae (Ameryka Płn.). Whitefish : angielska nazwa ryby z 
rodziny Coregonidae. Numery GnRH: 1-15: kręgowce; 16-24: bezkręgowce, przedstrunowce (Chelyosoma i 
Ciona); 25-30: bezkręgowce: ośmiornica – głowonóg (Octopus vulgaris); jeż morski-szkarłupień 
(Strongylocentrotus purpuratus); zając morski – mięczak (Aplysia californica); skałoczep – mięczak (Lottia 
gigantea); robak morski – pierścienica (Capitella teleta), pijawka – pierścienica (Helobdella robusta) 
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co 30-120 min dostaje się do przedniej części przysadki. Tam 
stymuluje uwalniane i biosyntezę hormonu luteinizującego 
(LH) i hormonu dopechęrzykowego (FSH) z gonadotropów 
po uprzednim związaniu się z receptorem GnRH typu I na 
błonie komórkowej. Każdy puls GnRH stymuluje sekrecję 
i biosyntezę LH i FSH [8,40], lecz pulsy FSH są mniej wy-
raźne. LH jest zgromadzony w przedniej przysadce i zależ-
ny od związania się GnRH z receptorem na błonie komórki 
przysadkowej, z której jest uwalniany. Częstotliwość pulsów 
jest największa podczas wyrzutu owulacyjnego, a najniższa 
w czasie fazy lutealnej cyklu płciowego. Zsynchronizowa-
ny układ wyrzutu LH i FSH wynika ze zmian pulsów GnRH, 
modulującego wpływu steroidów gonadowych i hormonów 
peptydowych na działanie stymulacyjne GnRH oraz różnice 
w okresie półtrwania tych hormonów [34,40].

W czasie intensywnych badań w latach następnych upewnio-
no się, że istnieje wiele odmian tego peptydu u kręgowców; 
obecnie zidentyfikowano i określono strukturę 30 różnych 
struktur GnRH. Spośród nich 15 zostało zidentyfikowanych 
u kręgowców [40,48], 9 form GnRH zidentyfikowano u przed-
strunowców, które są przodkami kręgowców [1,18], a także 
zidentyfikowano ciekawy homolog GnRH mający 12 reszt 
aminokwasowych u ośmiornicy oraz 5 GnRH u innych bez-
kręgowców (ryc. 1) [1,22,48]. Cząsteczki GnRH są obecne 
w wielu różnych tkankach u kręgowców, pełniąc w nich różne 
funkcje, łącznie z funkcją neuroendokrynną. Działają w spo-
sób parakrynny w łożysku i gonadach, w sposób autokrynny 
w neuronach GnRH, komórkach immunogennych oraz peł-
nią rolę neuroprzekaźników i neuromodulatorów w ośrod-
kowym i obwodowym układzie nerwowym, np. w zwojach 
sympatycznych i w śródmózgowiu [40]. Żadna z tych funkcji 
jednak nie zachodzi przez dostarczenie GnRH do komórki 
docelowej przez krążenie ogólne. Jedyna postać GnRH była-
by w stanie spełniać wszystkie te funkcje, ale przynajmniej 
dwie, a nawet trzy różne formy GnRH są obecne u większo-
ści kręgowców. GnRH II, wyizolowany początkowo z mózgu 
kurcząt, jest obecny u zdecydowanej większości gatunków 
zwierząt. Struktura GnRH II jest zachowana w sposób dosko-
nały w czasie ewolucji i jest obecna u wszystkich gatunków, 
od ryb kostnoszkieletowych do człowieka. Jest najwcześniej 
wyewoluowaną postacią, nazwana później GnRH II, podczas 
gdy GnRH podwzgórzowy został nazwany GnRH I [40]. 

U większości kręgowców zidentyfikowano również trzecią 
postać GnRH, bardzo zachowawczą (łososiowy GnRH), a zlo-
kalizowano ją w zakończeniach nerwowych w przednim mó-
zgowiu u ryb kostnoszkieletowych; nazwano ją GnRH III. 
GnRH III zachował pełną konserwację sekwencji, lecz jest 
obecny tylko u ryb kostnoszkieletowych, co oznacza, że jego 
gen został utworzony po ewolucyjnym zróżnicowaniu ryb 
kostnoszkieletowych i odłączeniu ich od ścieżki ewolucyjnej 
kręgowców. Należy odnotować interesujący fakt, że w geno-
mie ryby łososiowatej nerki istnieją dwa geny kodujące ten 
sam GnRH (GnRH III) [40].

Gen receptora GnRH typu I u człowieka jest pojedynczą kopią 
zlokalizowaną na chromosome 4q21.2 [2,24,33], przeciwnie 
do większości białek receptorów związanych z białkiem G 
(GPCR), które są bez intronów, składa się z trzech eksonów 
oddzielonych od siebie dwoma intronami i zajmuje więcej 
niż 15 kb wzdłuż chromosomu [8,15] (ryc. 2). Ekson l zawie-
ra region niepodlegający translacji 5’-UTR oraz pierwsze 
522 nukleotydy otwartej ramki odczytu, koduje również 
pierwsze trzy domeny transmembranowe (TM) oraz część 
czwartej domeny TM. Ekson 2 jest odpowiedzialny za ko-
dowanie następnych 220 nukleotydców w ramce odczytu, 
zawiera resztę czwartej domeny TM, piątą domenę TM oraz 
część trzeciego zwoju wewnątrzkomórkowego (IC). Ekson 3 
ma resztę sekwencji kodującej oraz 3-UTR. Granice między 
eksonami i intronami w ludzkim genie receptora GnRH są 
dobrze zachowane [8]. Pięć miejsc sygnalnych poliadenyla-
cji jest w okolicy 800 - bp i stanowią wiązkę ulokowaną w 3’-
UTR genu ludzkiego receptora GnRH [15]. 3’-UTR zawiera 
wiele motywów w sekwencji nukleotydów (ATTTA), które 
są odpowiedzialne za niestabilność mRNA; wykryto je rów-
nież w wielu innych RNA, które podlegają szybkiej degrada-
cji [17,49]. Wielkość mRNA receptora GnRH wnioskowana 
z długości sekwencji od 5’ do 3’-UTR jest około 5,5 kb, co się 
doskonale zgadza z opisanym dużym transkryptem (4,7-5 
kb), który jest tworzony w wyniku ekspresji genu w ludzkiej 
przedniej przysadce mózgowej [8].

Związanie się liganda (GnRH) do odpowiadającego mu swo-
istego receptora, należącego do nadrodziny białek związa-
nych z białkiem G - GPCR, takiego jak receptor GnRH, zawiera-
jącego siedem domen transmembranowych (TM), wywołuje 

 

 2 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

Gen receptora GnRH typu I człowieka         

     cDNA receptora GnRH typu I człowieka 
 

1 2 
 
2 

3 4 5 6 7 

Ekson 1 Ekson 2 Ekson 3 

1 328 bp 

5’UTR 522 bp 220 bp 245 bp 3’UTR 
 4.2 kb 5 kb    

Domeny transmembranowe (TM) 

 
Ryc. 2. Struktury cDNA oraz genu ludzkiego receptora GnRH typu I, który jest zlokalizowany na chromosomie 4.21.2 i 
składa się 3 eksonów przedzielonych dwoma intronami. Ekson 1 zawiera 5’-UTR (region niepodlegający translacji) oraz 
koduje pierwsze 3 domeny TM (transmembranowe) oraz część czwartej domeny TM. Ekson 2 składa się z 220 par zasad (bp) 
i koduje pozostałą część czwartej domeny TM, piątą domenę TM oraz część trzeciego wewnątrzkomórkowego zwoju IC. 
Ekson 3 koduje pozostałe części otwartej ramki odczytu oraz zawiera 3’-UTR (Cheng and Leung, 2005 – zmodyfikowana) 
 
 
 
 
 
 

Ryc. 2. �Struktury cDNA oraz genu ludzkiego receptora GnRH typu I, który jest zlokalizowany na chromosomie 4.21.2 i składa się 3 eksonów przedzielonych dwoma 
intronami. Ekson 1 zawiera 5’-UTR (region niepodlegający translacji) oraz koduje pierwsze 3 domeny TM (transmembranowe) oraz część czwartej domeny 
TM. Ekson 2 składa się z 220 par zasad (bp) i koduje pozostałą część czwartej domeny TM, piątą domenę TM oraz część trzeciego wewnątrzkomórkowego 
zwoju IC. Ekson 3 koduje pozostałe części otwartej ramki odczytu oraz zawiera 3’-UTR (wg [8] – zmodyfikowano)
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modyfikację konformacyjną tego receptora po powstaniu 
kompleksu, a to z kolei pozwala receptorowi na interakcję 
z białkiem G i na indukcję wymiany nukleotydu guanylowego 
na podjednostce α białka G i w konsekwencji na uwolnienie 
podjednostki α oraz βγ od kompleksu receptora z białkiem G. 
Białko G inicjuje aktywację klasycznych efektorów sygnali-
zacji wewnątrzkomórkowej, takich jak fosfolipaza C, cyklaza 
adenylanowa, kanały wapniowe oraz reguluje poziom we-
wnątrzkomórkowy fosforanów inozytolu, wapnia, cyklicz-
nego AMP oraz wiele innych przenośników sygnałów [34,40].

Siłą napędową badań nad strukturą receptora GnRH i jego 
interakcji z GnRH jest przekonanie, że taka informacja może 
dać racjonalną podstawę do stworzenia nowych analogonów 
GnRH o pożądanych własnościach. Aby zrozumieć własności 
i zależności struktura-funkcja receptora z cząsteczką GnRH 
oraz zmiany konformacyjne w rodzinie białek G po związaniu 
się różnych analogonów GnRH, należało również dokładnie 
zrozumieć i określić „kieszeń wiążącą” GnRH w receptorze. 
Aktywacja receptora wpływa na rotacje helis wewnątrz-
membranowych (TM) i ruchy części struktur helis TM 2, 3, 
6 i 7. Helisy są mocno upakowane w stanie nieaktywnym, 
a podlegają rozluźnieniu w czasie aktywacji receptora [40]. 

Rola miedzi w rozrodzie

O potencjalnym znaczeniu jonów miedzi w biochemii pep-
tydów mózgu można wnioskować z faktu, że stężenie tego 
metalu w zakończeniach aksonów podwzgórzowych jest 1-2 
albo więcej razy większe aniżeli w plazmie krwi [37]. Pepty-
dy zawierające resztę histydyny są zwykle bardzo dobrymi 
ligandami dla jonów metali, a zwłaszcza dla Cu2+ [35].

W 1936 r. Fevold i wsp. [16] wykryli jako pierwsi, że owulacja 
może być indukowana przez dożylne wstrzyknięcie soli mie-
dzi. Od tego czasu wielu innych badaczy wykryło, że podanie 

soli miedzi królikom [14,21,50,51,52] oraz owcom prowadzi 
do owulacji przez jej działanie na poziomie podwzgórza. 
Jony miedzi stymulowały uwalniane LH, zarówno podsta-
wowe jak i stymulowane przez GnRH z komórek przysadki 
niedojrzałych samic szczura in vitro [19]. Miedź jest również 
bardzo dobrym czynnikiem uwalniającym GnRH z izolowa-
nych granul podwzgórzowych, co potwierdza hipotezę, że 
miedź wpływa na neurony GnRH, a nie tylko na granule.

Barnea i wsp. w serii interesujących badań wykazali zna-
czenie miedzi w utrzymaniu stabilności podwzgórzowych 
granul zawierających GnRH i sugerują mechanizm uwalnia-
nia GnRH zarówno z wyizolowanych granul oraz z granul 
w ekplantach podwzgórzowych [3,9]. Inkubacja wyizolowa-
nych granul z Cu-ATP oraz z Mg-ATP oznaczała, że Cu-ATP 
stymuluje nie tylko uwalnianie GnRH niezależnie od KCl, 
ale była o wiele bardziej skuteczna od Mg-ATP. Wydaje się 
więc, że Cu-ATP oraz Mg-ATP mogą działać przez oddzielne 
mechanizmy w uwalnianiu GnRH [3], a granule sekrecyjne 
mogą być miejscem działania miedzi [3,4].

Amidacja GnRH

Monooksygenaza α-amidująca peptydyloglicyny (PAM) kata-
lizuje reakcję α-amidacji na karboksylowym końcu łańcucha 
peptydylo-glicyny. W wyniku tej reakcji hormony peptydo-
we i białkowe, nieaktywne biologicznie, są przekształcane 
do ich właściwych postaci aktywnych w podwzgórzu i przy-
sadce [44,45]. PAM jest umiejscowiona w komórce głównie 
w kompleksie Golgiego, jest także białkiem błonowym zwią-
zanym z granulami zawierającymi peptydy. Reakcja amidacji 
zachodzi w reakcji dwuetapowej, a katalizacja zachodzi za 
pośrednictwem jej dwóch enzymów składowych: PHM – mo-
nooksydazy peptydylo-α-hydroksyglicyny oraz PAL - liazy 
α-amidującej peptydyloglicylo-α-hydroksyglicyny, które ra-
zem noszą nazwę PAM [39].

 

 3 

PyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH-CH2-COO− 

(nieaktywna forma GnRH) 

2 Askorbinian 

2Cu2+,  O2 

PHM 

PyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH-CHOH-COO− 

(GnRH z -hydroksyglicyną) 

Zn2+ 

PAL 

PyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 + glioksal 

(aktywna forma GnRH) 

 
 
Ryc. 3. Amidacja  prohormonu GnRH jest bardzo ważna  dla uzyskania aktywnej cząsteczki GnRH.  PHM: 
monooksydaza peptydyloglycylo--hydroxyglicyny; PAL: liaza -amidująca peptydyloglicylo--
hydroksyglicyny [39] - zmodyfikowano 

Ryc. 3. �Amidacja prohormonu GnRH - bardzo ważna dla uzyskania aktywnej cząsteczki GnRH. PHM: monooksydaza peptydyloglycylo-α-hydroksyglicyny; PAL:  
liaza α-amidująca peptydyloglicylo-α-hydroksyglicyny (wg [39] zmodifikowano)
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Pierwszy stopień amidacji zachodzi z udziałem PHM, a drugi 
stopień jest katalizowany przez PAL. PHM zawiera dwa jony 
miedzi, które są między Cu2+ i Cu+ stanem utlenienia. Taka 
struktura sugeruje, że reakcja z udziałem PHM poprzedza 
aktywację substratu przez tlen związany z miedzią. Enzym 
PAM zawiera również atom cynku, który jest związany z PAL. 
Aktywność jego może być ograniczona przez takie czynni-
ki chelatujące jak srebro (Ag) czy EDTA i rekonstytuowana 
przez dodanie molarnego nadmiaru metali dwuwartościo-
wych (ryc. 3). Aktywność PAM zależy od tlenu cząsteczkowe-
go, askorbinianu i miedzi. Małe stężenia PAM i askorbinianu 
mogą uczynić reakcję α-amidacji czynnikiem ograniczają-
cym w syntezie biologicznie aktywnego peptydu. Miedź 

odgrywa istotną rolę w amidacji GnRH i nie może być za-
stąpiona przez żaden inny metal dwuwartościowy [29,46]. 

Kompleksy metali z GnRH jako analogony GnRH – osiągnięcia 
polskiej myśli naukowej

Znając rezultaty wielu badań dotyczących roli miedzi w re-
produkcji oraz badań nad połączeniem miedzi z amino-
kwasami, dwoje wybitnych polskich uczonych chemików 
– prof. Barbara Rzeszotarska zajmująca się syntezą chemicz-
ną GnRH (Uniwersytet Opolski) i prof. Henryk Kozłowski 
– specjalista od kompleksów miedzi z aminokwasami i pep-
tydami (Uniwersytet Wrocławski) powzięli myśl o syntezie 
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Ryc. 5. Uwalnianie FSH z przysadki do krwi u kastrowanych, potraktowanych uprzednio estradiolem i 
progesteronem samic szczura in vivo, 15 minut po dożylnym wstrzyknięciu GnRH albo kompleksów metali z 
GnRH. .  1- sól fizjologiczna (NaCl); 2 - GnRH (0,1 g); 3 - GnRH (1 g); 4 - Cu-GnRH (1 g); 5 - Cu-GnRH (5 
g); 6 - Ni-GnRH (1 g); 7 - Ni-GnRH (5 g); 8 - Zn-GnRH (1 g); 9 - Zn-GnRH (10 g); 4-9 vs 1-3 różnica 
statystycznie istotna 
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Ryc. 4.  Uwalnianie LH z przysadki do krwi u kastrowanych, potraktowanych uprzednio estradiolem i 
progesteronem samic szczura in vivo, 15 minut po dożylnym wstrzyknięciu GnRH albo kompleksów metali 
GnRH.  1- sól fizjjologiczna (NaCl); 2 - GnRH (0,1 g); 3 - GnRH (1 g); 4 - Cu-GnRH (1 g); 5 - Cu-GnRH  
(5 g); 6 - Ni-GnRH (1 g); 7 - Ni-GnRH (5 g); 8 - Zn-GnRH (1 g); 9 - Zn-GnRH (10 g); 4-9 vs 1-3 różnica 
statystycznie istotna 

 
 

Ryc. 5. �Uwalnianie FSH z przysadki do krwi u kastrowanych samic szczura, potraktowanych uprzednio estradiolem i progesteronem in vivo, 15 min po dożylnym 
wstrzyknięciu GnRH albo kompleksów metali z GnRH. 1- sól fizjologiczna (NaCl); 2 - GnRH (0,1 mg); 3 - GnRH (1 mg); 4 - Cu-GnRH (1 mg); 5 - Cu-GnRH (5 
mg); 6 - Ni-GnRH (1 mg); 7 - Ni-GnRH (5 mg); 8 - Zn-GnRH (1 mg); 9 - Zn-GnRH (10 mg); 4-9 vs 1-3 różnica statystycznie istotna

Ryc. 4. �Uwalnianie LH z przysadki do krwi u kastrowanych, potraktowanych uprzednio estradiolem i progesteronem samic szczura in vivo, 15 min po dożylnym 
wstrzyknięciu GnRH (5 mg) albo kompleksów metali GnRH. 1- sól fizjjologiczna (NaCl); 2 - GnRH (0,1 mg); 3 - GnRH (1 mg); 4 - Cu-GnRH (1 mg); 5 - Cu-GnRH 
(5 mg); 6 - Ni-GnRH (1 mg); 7 - Ni-GnRH (1 mg); 8 - Zn-GnRH (1 mg); 9 - Zn-GnRH (10 mg); 4-9 vs 1-3 różnica statystycznie istotna
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kompleksów GnRH z miedzią, niklem i cynkiem. Pierwsze 
badania strukturalne i biologiczne wypadły bardzo obiecu-
jąco [18,31]. Kompleksy w badaniach in vivo indukowały owu-
lację [18]. Te wyniki oznaczały, że w polskim laboratorium 
narodził się nowy interesujący analogon GnRH - Cu-GnRH. 
Wyżej wymienieni uczeni zwrócili się do mnie o dalsze kie-
rowanie tymi badaniami.

 Dalszym eksperymentem dotyczącym aktywności biologicz-
nej i mocy uwalniającej gonadotropiny przysadkowej była 
infuzja kompleksów bezpośrednio do przysadki szczurzy-
cy, odpowiednio przygotowanej według metody Ramireza 
i McCanna, służącej pierwotnie do testowania frakcji przy 
oczyszczaniu naturalnego GnRH (LHRF). 

Infuzja doprzysadkowa była opracowana w Instytucie w Ja-
błonnie przez profesora E. Domańskiego; za pomocą aparatu 
stereotaktycznego wprowadzono na stałe kaniule do przysad-
ki i po zaleczeniu rany pooperacyjnej użyto do eksperymentu. 
Rezultaty badań wykazały pełną aktywność uwalniającą LH 
przez kompleksy metali z GnRH, a zwłaszcza Cu-GnRH, któ-
rego siła uwalniania LH była większa od natywnego GnRH.

W następnym doświadczeniu, samicom owariektomizowa-
nym i potraktowanym uprzednio estradiolem i progeste-
ronem, aby zahamować uwalnianie endogennego GnRH, 
wstrzykiwano GnRH, Cu-GnRH, Ni-GnRH albo Zn-GnRH, aby 
po 15 minutach od dożylnego wstrzyknięcia pobrać krew 
i w niej oznaczyć, już nową metodą radioimmunologiczną, 
LH i FSH (ryc. 4 i 5). Wyniki tych badań wskazują, że uwal-
nianie LH i FSH przez Cu-GnRH było znacznie wyższe aniżeli 
przez natywny GnRH; Ni-GnRH wykazuje również moc uwal-
niającą chociaż znacznie niższą od Cu-GnRH [30].

Eksperymenty przeprowadzone na dużych grupach zwierząt 
i przy precyzyjnym oznaczeniu RIA hormonów ostatecznie 
potwierdziły dużą aktywność uwalniającą gonadotropiny 
przez kompleksy, a zwłaszcza dużą moc uwalniającą LH przez 
Cu-GnRH. W serii badań nad uwalnianiem LH z komórek 
przysadkowych stwierdzono aktywność uwalniającą kom-
pleksów metali, a zwłaszcza aktywność Cu-GnRH (ryc. 6). 
W dalszych naszych badaniach nad wiązaniem się komplek-
sów metali z receptorem wykazaliśmy, że kompleks Cu-GnRH 
wiązał się do receptora z większym powinowactwem w po-

równaniu z naturalnym dekapeptydem GnRH, natomiast 
kompleks Ni-GnRH wiązał się z receptorami przysadkowymi 
z mniejszym powinowactwem [29]. 

Dalsze badania wiązania się badanych kompleksów do recep-
tora przysadki owcy wykazały, że agonista GnRH buserelina 
(D-Ser-(tBu)6-Pro9-NHEt)-GnRH współzawodniczy z GnRH 
o swoiste miejsca wiążące receptora. Gdy porównywano 
kompleksy meta1-GnRH z wolnym GnRH stwierdzono, że 
wolny hormon i kompleks nikiel(II) oraz kobalt(II) wykazują 
mniejsze powinowactwo do receptora aniżeli Cu-GnRH [11]. 
Wyniki tych badań uzasadniają i poszerzają wcześniejsze 
wyniki, wykonane w badaniach z użyciem receptora przy-
sadki szczura, owcy i świni [11,29,42] i ostatecznie dowodzą, 
że jony metali pełnią istotną rolę w modulacji aktywności 
biologicznej hormonu GnRH.

W dalszych badaniach stwierdziliśmy, że kompleksy metali 
wykazywały inny profil sygnalizacji wewnątrzkomórkowej 
aniżeli natywny GnRH (ryc. 7 i 8). GnRH generował głównie 
syntezę fosforanu inozytolu w komórkach przysadki, nato-
miast wewnątrzkomórkowa synteza cAMP była znacznie pod-
wyższona po stymulacji komórek przysadkowych przez kom-
pleksy metali z GnRH, a szczególnie przez Cu-GnRH [5,27].

Stwierdziliśmy także, że kompleksy GnRH nie generowa-
ły desensytyzacji receptora po dłuższym czasie działania. 
Cu-GnRH odznacza się także znacznie większą stabilnością 
i mniejszą podatnością na degradację enzymatyczną [20].

Badania strukturalne kompleksów miedzi i niklu z GnRH

Podjęto wnikliwe badania strukturalne kompleksów Cu-
-GnRH oraz Ni-GnRH [42,43]. Badania z zastosowaniem ją-
drowego rezonansu magnetycznego (MR) oraz nowoczesnej 
metodyki pamięci molekularnej (MM), wykonane w ramach 
międzyrządowego porozumienia naukowego polsko-japoń-
skiego; pozwoliły ujawnić obecność dwóch domen struktu-
ralnych w cząsteczce natywnego GnRH, których orientacja 
przestrzenna jest modulowana przez dużą mobilność glicyny 
w pozycji 6 sekwencji.

Utworzenie się kompleksów metali z GnRH zostało po-
twierdzone przez pomiar spektrum metodą MALDI-TOF-
MAS. Z tych pomiarów wynika, że kompleks 1:1 Cu(II)-GnRH 
(m/z = 1245) jest najbardziej stabilny ze wszystkich trzech 
możliwych kompleksów metalu z GnRH, wnioskując z in-
tensywności występujących szczytów. Utworzenie stabilnej 
formacji kompleksu 1:1 Cu(II) – GnRH zostało również po-
twierdzone przez badania spektrum masowego FAB (m/z = 
1244). Metastabilne sygnały odpowiadające [GnRH)n-Cu]
m+(n, m # 1) nie były obserwowane, co sugeruje, że stosunek 
wiązania GnRH z miedzią (II) jest 1:1. 

Wiązanie się GnRH z jonami metalu było również moni-
torowane przez spektroskopię 1HNMR. Sygnały protonów 
z GnRH znacznie się rozszerzały ze zwiększającym się stęże-
niem jonów Cu(II), aż do stosunku 1:1 GnRH i Cu(II), podczas 
gdy rozszerzenie się sygnału nie zwiększa się już, gdy stosu-
nek sięga już 1:1. To oznacza, że stosunek wiązania metalu 
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Ryc. 6.  Uwalnianie LH z komórek przedniej części przysadki przez GnRH, Cu-GnRH oraz Ni-GnRH  
w stosunku do czasu inkubacji. Dane reprezentują średnią ±SEM; *P<0,05; **P<0,01 
 

Ryc. 6. �Uwalnianie LH z komórek przedniej części przysadki przez GnRH, Cu-
GnRH oraz Ni-GnRH w stosunku do czasu inkubacji. Dane przedstawiają 
średnią ±SEM; *P<0,05; **P<0,01
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do GnRH jest 1:1, co jest zgodne z rezultatami otrzymanymi 
z zastosowaniem metody MALDI-TOFMAS. Aby określić sto-
sunek wiązania GnRH i jonu miedzi (II), zastosowano metodę 
ciągłych zmian, którą dostosowano do pomiarów systemu 
metal-peptyd. Wynik maksimum około X = 0,5 oznacza, że 
stosunek wiązania jest 1:1. Ten wynik jest zgodny z pomia-
rami metodami MALDI-TOFMAS i 1HNMR. 

Reszta imidazolowa His jest głównym miejscem wiązania 
jonu Cu(II), więc struktura kompleksu między PyroGlu-
-His-Trp-NHCH3 i jonem metalu została określona przez 
obliczenia metodą pamięci cząsteczkowej 3(MM3), chociaż 
nie została doprowadzona idealnie do warunków optymal-
nych. Możliwe są trzy miejsca koordynacji: azot imidozolu 
(N- w pozycji 1) reszty histydyny, deprotonowanej azot ami-
dowy (N-) reszty histydyny oraz deprotonowany azot (N-) 
amidowy pierścienia kwasu pyroglutaminowego. Czwar-
tym miejscem koordynacji może być tlen (O) cząsteczki 
wody. Jak wiadomo, dla kompleksów Cu(II) konfiguracja 
kwadratowa płaska jest faworyzowana. W istocie, kom-
pleks pokazany na ryc. 9 ma taką konfigurację kwadrato-
wą płaską [42,43].

Badania strukturalne kompleksu Ni-GnRH wykonano mie-
rząc spektra 1H-NMR dla GnRH w DM|S|O przez ekspery-
menty TOCS4 i ROES4 [11] i są zgodne z danymi dotychczas 
opublikowanymi [7]. Zaobserwowane metodą ROES4, za-
chodzące na siebie piki były użyte jako wyznaczniki w ob-
liczeniach dynamiki molekularnej wykonanej za pomocą 
programu DYANA [11].

Obliczone struktury pokazano na ryc. 10 i 11. Nałożenie 
szkieletów z 30 najlepszych wyników struktur otrzymanych 
metodą DYANA pokazuje ogólną tendencję konformacyjną, 
ale jest względnie słabe, jak to wykazano przez duże warto-
ści średniej RMSD (0,188 ± 0,74 nm dla szkieletu oraz 0,206 ± 
0,101 nm dla atomów ciężkich).

Otrzymano dokładny wgląd w strukturę przez wzajemne 
nakładanie obwodów końców łańcucha peptydu. Peptyd 
jest ułożony strukturalnie prawidłowo na obu końcach, 
a nieuporządkowanie pochodzi od glicyny w pozycji 6. Mię-
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Ryc. 9. Struktura kompleksu PyroGlu-His-Trp-NHCH3 i miedzi Cu(II) obliczona metodą pamięci cząsteczkowej  
- MM3  
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Ryc. 11. Trzydzieści nakładających się na siebie struktur N-końca łańcucha  (A) i C-końca łańcucha (B) części  
kompleksu peptydu Ni-GnRH 

Ryc. 11. �Trzydzieści nakładających się na siebie struktur N-końca łańcucha (A) 
i C-końca łańcucha (B) części kompleksu peptydu Ni-GnRH
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Ryc. 10. Struktura Ni-GnRH o najniższej energii. Obliczone struktury z N-końca łańcucha, 4N obliczone w sferze 
koordynacyjnej jonów Ni w Ni-GnRH 

 
 

Ryc. 10. �Struktura Ni-GnRH o najniższej energii. Obliczone struktury z N-końca 
łańcucha, 4N obliczone w sferze koordynacyjnej jonów Ni w Ni-GnRH

Ryc. 9. �Struktura kompleksu PyroGlu-His-Trp-NHCH3 i miedzi Cu(II) obliczona 
metodą pamięci cząsteczkowej - MM3
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Ryc. 8.  Akumulacja wewnątrzkomórkowa cAMP w komórkach przysadki po inkubacji z GnRH, Cu-GnRH oraz 
Ni-GnRH. Wszystkie peptydy w stężeniu 10-7 M. Forskolina (10 M użyta jako pozytywna kontrola). Dane 
reprezentują średnią ±SEM; *P<0,05; ***P<0,001 
 
 

Ryc. 8. �Akumulacja wewnątrzkomórkowa cAMP w komórkach przysadki 
po inkubacji z GnRH, Cu-GnRH oraz Ni-GnRH. Wszystkie peptydy 
w stężeniu 10-7 M. Forskolina (10 mM użyta jako pozytywna kontrola). 
Dane przedstawiają średnią ±SEM; *P<0,05; ***P<0,001
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Ryc. 7.  Wewnątrzkomórkowa synteza fosforanu inozytolu  (IP) w komórkach przysadki po 30 min inkubacji z 
GnRH, Cu-GnRH oraz Ni-GnRH. Stężenie wszystkich peptydów były używane w stężeniu 10-7 M. Dane 
reprezentują średnią ±SEM; *P<0,05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ryc. 7. �Wewnątrzkomórkowa synteza fosforanu inozytolu (IP) w komórkach 
przysadki po 30 min inkubacji z GnRH, Cu-GnRH oraz Ni-GnRH. Stężenia 
wszystkich peptydów wynosiły 10-7 M. Dane przedstawiają średnią 
±SEM; *P<0,05
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dzycząsteczkowe zachodzenie na siebie pików ROES4 wy-
kryto wcześniej dla obu końców [7] oraz wokół Gly-6, co 
może spowodować utratę struktury wymuszonej; stwier-
dzono dużą mobilność Gly-6, a Cα stwierdzoną poprzed-
nio [12] w sytuacji małej mobilności węgli szkieletu Cα 
reszt aromatycznych [13]. Wzajemna orientacja części 
struktur może być modulowana przez mobilność szkiele-
tu przy Gly-6. Taka mobilność wydaje się istotna w konfor-
macyjnym dostosowaniu się do peptydu w miejscu wiąza-
nia się z receptorem, jak to sugeruje dramatyczna zmiana 
aktywności po zastąpieniu Gly-6 przez inny aminokwas 
[10,23,32,41,47]. Wyraźnie określona wzajemna orientacja 
pierścieni wewnątrz N- końca łańcucha w tych badaniach 
nie może być przesadnie korzystnie interpretowana z na-
stępujących powodów: 
1.� Wszystkie możliwe zachodzące na siebie piki wewnątrz-

cząsteczkowe zostały przekształcone w wymuszone odle-
głości; wśród nich niektóre, takie jak HN- Hα albo Hα - Hβ, 
dają bardzo wyraźne odległości i są po prostu odbiciem 
średniej konformacji.

2. �Te same przymusowe ograniczenia nie są w sprzeczno-
ści z innymi, ponieważ odnoszą się one do peryferyjnych 
części peptydu, które samoistnie mają wyższy stopień 
swobody poruszania się [11].

Uporządkowanie w łańcuchach bocznych stosunkowo ma-
łego peptydu, należy interpretować jako strukturę śred-
nią, gdzie mobilność moduluje względne orientacje pier-
ścieni do siebie. Średnia struktura jest jednak całkowicie 
wystarczająca, aby wytłumaczyć szeroki szczyt wykryty 
dla H4 histydyny. Takie rozszerzenie szczytu może być 
wyjaśnione tylko przez wymianę konformacyjną, w skali 
czasu milisekundy, dając rozkład wielkości przestrzennej 
zbliżony do wielkości rzeczywistej T2. Obecność wymia-
ny w tej skali, pokazuje ukształtowanie interakcji we-
wnątrzcząsteczkowej, która z kolei wyjaśnia znaczenie 
His-2 dla aktywności biologicznej cząsteczki Ni-GnRH 
[10,12,23,32,41,47].

Podsumowanie

Metale skompleksowane z GnRH [Cu(II)], [Ni(II)], [Co(II)] 
i [Zn(II)] wywierają istotny modulujący wpływ na wiąza-
nie GnRH z jego receptorem. Kompleks z miedzią dzia-
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ła na receptor jako rozbudowany agonista, natomiast 
wpływ [Ni(II)], [Co(II)] i [Zn(II)] w kompleksie działają 
mniej zdecydowanie jako agoniści. Zmieniają one rów-
nież ścieżki sygnalizacji wewnątrzkomórkowej przez 
receptor i z tego względu mogą być uważane jako ważne 
analogony GnRH, zarówno w badaniach nad zróżnico-
wanym działaniem receptora na sygnalizację w komórce 
i końcowy efekt fizjologiczny oraz oczekują na zastoso-
wanie ich w klinice po podjęciu badań testowych i kli-
nicznych w tym zakresie. 
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