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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W pracy opisano badania skoncentrowane wokét aspektéw fizjologicznych i strukturalnych
komplekséw metali z GnRH, ktdre otrzymat prof. Henryk Koztowski z Uniwersytetu Wroctaw-
skiego. Stwierdzono, ze kompleksy miedzi, niklu, cynku i kobaltu stymulowaly uwalnianie LH
i FSH w warunkach in vivo i in vitro. Najbardziej trwaly i obiecujacy okazal sie kompleks miedzi
z GnRH (Cu-GnRH), miat wieksze powinowactwo do swoistego receptora niz natywny GnRH,
wiekszg site uwalniajgcg oraz stymulowat odmienng $ciezke sygnalizacji wewngtrzkomdrko-
wej. Ocenia sie, ze jest on bardzo obiecujagcym analogonem GnRH i powinien by¢ wykorzysty-
wanym w dalszych badaniach.

GnRH - receptor GnRH - analogon GnRH - Cu-GnRH - Ni-GnRH - Co-GnRH - sygnalizacja wewnatrzkomérkowa

Summary

Our research was concentrated about physiological and structural aspects of metal comple-
xes with GnRH, which were synthetized by Professor Henryk Koztowski from the Uniwersity
of Wroctaw. 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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WPROWADZENIE

Popstawowe wiapomosci 0 GNRH 1JEGo RecEPTORZE

GnRH (gonadoliberina; hormon uwalniajacy gonadotropi-
ny; mGnRH; GnRH I; pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-
-Pro-Gly-NH,) zostat wyizolowany najpierw z podwzgérz
owczych, bydlecych i §witiskich jest w wielu laboratoriach,
wéréd nich i w naszym [25,26,28], lecz w potowie lat 60 ubie-
glego wieku tylko dwa laboratoria mogly skutecznie praco-
wacé nad strukturg GnRH. Jego struktura pierwszorzedowa
zostata ustalona przez te dwie niezalezne grupy badawcze
kierowane przez profesoréw Andrew V. Schally’ego i Rogera
Guillemina [6,36], ktérzy zostali uhonorowani za te badania
Nagroda Nobla w roku 1977. Uwazano wtedy, ze istnieje tylko
jedna struktura GnRH u wszystkich zwierzat i u ludzi spel-
niajac jedna role fizjologiczng w regulacji uwalniania i bio-
syntezy LH i FSH z przedniego plata przysadki mézgowe;j.

GnRH jest gtéwnym peptydem podwzgdrzowym przekazu-
jacym dyspozycje nerwowa do zapoczatkowania catej skom-
plikowanej kaskady reakcji wewnatrzkomérkowych po jego
zwigzaniu sie ze swoistym receptorem na powierzchni ko-
morki przedniej czedci przysadki. Jest on syntetyzowany
jako duza czgsteczka prohormonu w neuronach okolicy
przedwzrokowej podwzgdrza, a nastepnie poddany prze-
ksztatceniom w neuronach z tego duzego prohormonu do
aktywnego dekapeptydu przez odpowiednie enzymy do po-
staci aktywnej, a nastepnie przechowywany w granulach
sekrecyjnych, skad jest transportowany do zewnetrznej
wyniostosci posrodkowej [34,40]. Peptyd ten jest uwalnia-
ny w sposdb pulsacyjny, w pulsach zsynchronizowanych,
z zakoticzert nerwowych, z ktérych przez krazenie wrotne

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 Ssak*® pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly NH:
2 Kurczak | pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu GIn Pro Gly NH:
3 Swinka morska pGIuWIy[Wj Tyr Ser Tyr Gly Val Arg Pro Gly NH:
4 Zaba ) pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Trp Pro Gly NH:
5 Seabream® pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly NH:
6 Losos*™* pGlu His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly NH:
7 Ryzankajap.! pGlu His Trp Ser Phe Gly Leu Ser Pro Gly NH;
8 Zebacz pGlu His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly NH;
9  Whitefish pGlu His Trp Ser Tyr Gly Met Asn Pro Gly NH:
10 Sledz pGlu His Trp Ser His Gly Leu Ser Pro Gly NH;
11 Pies morski pGlu His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly NH:
12 Minog morskill pGlu His Trp Ser His Gly Trp Phe Pro Gly NH:
13  Kurczak II** pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly NH:
14 Minég morski lll pGlu  His Trp Ser His Gly Trp Lys Pro Gly NH;
15 Minég morskil pGlu His | Tyri Ser Leu Glu Trp Lys Pro Gly NH:
16 Chelyosomal pGlu His Trp Ser Asp Tyr Phe Lys Pro Gly NH:
17 Chelyosomall pGlu His Trp Ser Leu Cys His Ala Pro Gly NH:
18 Zachwa l pGlu His Trp Ser Tyr Ala Leu Ser Pro Gly NH;
19 Zachwa ll pGlu His Trp Ser Leu Ala Leu Ser Pro Gly NH;
20 Zachwa lll pGlu His Trp Ser Asn GIn Leu Thr Pro Gly NH:
21 Zachwa IV pGlu His Trp Ser Tyr Glu Phe Met Pro Gly NH;
22 ZachwaV pGlu His Trp Ser Tyr Glu Tyr Met Pro Gly NH:
23 Zachwa VI pGlu His Trp Ser Lys Gly Tyr Ser Pro Gly NH:
24 Zachwa VIl pGlu His Trp Ser Asn Lys Leu Ala Pro Gly NH;
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
25 Osmiornica pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp His Pro Gly NH:
26 Jez morski pGlu Val His His Arg Phe Ser Gly Trp Arg Pro Gly NH:
27 Zajgc morski pGlu Asn Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp Tyr Ala - NH:
28 Skatoczep pGlu His Tyr His Phe Ser Asn Gly Trp Lys Ser - NH:
29 Robak morski pGlu Ala Tyr His Phe Ser His Gly Trp Phe Pro - NH:
30 Pijawka pGlu Ser lle His Phe Ser Asn Ser Trp GIn Pro - NH;
* ssak GnRH — mGnRH: GnRH [; ** kurczak Il — cGnRH Il: GnRH II; *** toso$ GnRH — sGnRH: GnRH Il

Ryc. 1. Sekwengja reszt aminokwasowych (w kodzie trzyliterowym) naturalnie wystepujacych GnRH, ktdre pojawity sie w ciagu 600 min lat ewolugji zwierzat. Pogrubione
litery skrétow aminokwas6w (lewa i prawa strona) pokazuja zachowawcze koricowe reszty NH2- i COOH, ktdre petni istotna role funkcyjna. Pozostate reszty s3 albo
niezhyt istotne, albo s wazne tylko dla poszczegéInego receptora GnRH. GnRH s3 nazwane tak jak nazwy gatunkowe zwierzat, u ktdrych byty odkryte po raz pierwszy,
chociaz wystepuja nie tylko u jednego gatunku, np. ssaczy GnRH I jest powszechnie obecny u ptazow i prymitywnych ryb oscistych; kurczecy GnRH Il (chicken II) jest
obecny u wigkszosci kregowcdw, facznie z cztowiekiem; fososiowy GnRH (GnRH IIl) jest prawdopodobnie obecny u wszystkich ryb kostnoszkieletowych (wg [40,48] —
zmodyfikowano). 1) Ryzanka japoriska — ryba, ktdrej dtugos¢ nie przekracza 4 cm, charakteryzuje sie krdtkim okresem rozrodu; w 1994 roku 2 samice i 2 samce tej ryby
odbyty 15-dniowa podréz w kosmosie, przystapity do tarta; ztozyly i zaptodnity ikre. Wszystkie osobniki i narybek wrécity zywe na ziemie. 2) Ryba z rodziny Sparidae
(Ameryka Pin.). Whitefish: angielska nazwa ryby z rodziny Coregonidae. Numery GnRH: 1-15: kregowce; 16-24: bezkregowce, przedstrunowce (Chelyosomai Giona);
25-30: bezkregowce: osmiornica — gtowondg (Octopus vulgaris); jez morski-szkartupien (Strongylocentrotus purpuratus); zajac morski — mieczak (Aplysia californica);
skatoczep — mieczak (Lottia gigantea); robak morski — pierscienica (Capitella teleta), pijawka — pierScienica (Helobdella robusta)
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Domeny transmembranowe (TM)
1 328 bp
1. 2. '3 4 5 6 7 cDNA receptora GnRH typu | cziowieka
| xa AN %
1 V3 \ \ AY \
[ ’ \ LN \
1 4 \ \ N \
1 , \ \ AN \
U 7 \ \ N \\
Ekson1 \Ekson 2 s *. Ekson 3
\ A N
5UTR| 522bp /—220 bp //—{245bp| 3UTR | Gen receptora GnRH typu | cztowieka
~4.2 kb ~5 kb

Ryc. 2. Struktury cDNA oraz genu ludzkiego receptora GnRH typu |, ktéry jest zlokalizowany na chromosomie 4.21.2 i skfada sie 3 eksonéw przedzielonych dwoma
intronami. Ekson 1zawiera 5'-UTR (region niepodlegajacy translacji) oraz koduje pierwsze 3 domeny TM (transmembranowe) oraz cze$¢ czwartej domeny
TM. Ekson 2 skfada sie z 220 par zasad (bp) i koduje pozostaty czes¢ czwartej domeny TM, piata domene TM oraz cze$c trzeciego wewnatrzkomdrkowego
zwoju IC. Ekson 3 koduje pozostate czesci otwartej ramki odczytu oraz zawiera 3"-UTR (wg [8] — zmodyfikowano)

€0 30-120 min dostaje sie do przedniej czesci przysadki. Tam
stymuluje uwalniane i biosynteze hormonu luteinizujgcego
(LH) i hormonu dopecherzykowego (FSH) z gonadotropéw
po uprzednim zwiazaniu sie z receptorem GnRH typu I na
btonie komérkowej. Kazdy puls GnRH stymuluje sekrecje
i biosynteze LH i FSH [8,40], lecz pulsy FSH sg mniej wy-
razne. LH jest zgromadzony w przedniej przysadce i zalez-
ny od zwigzania sie GnRH z receptorem na btonie komérki
przysadkowej, z ktérej jest uwalniany. Czestotliwo$é pulséw
jest najwieksza podczas wyrzutu owulacyjnego, a najnizsza
w czasie fazy lutealnej cyklu piciowego. Zsynchronizowa-
ny uktad wyrzutu LH i FSH wynika ze zmian pulséw GnRH,
modulujacego wpltywu steroidéw gonadowych i hormondéw
peptydowych na dziatanie stymulacyjne GnRH oraz réznice
w okresie péttrwania tych hormondw [34,40].

W czasie intensywnych badar w latach nastepnych upewnio-
no sie, ze istnieje wiele odmian tego peptydu u kregowcéw;
obecnie zidentyfikowano i okreslono strukture 30 réznych
struktur GnRH. Spo$rdd nich 15 zostato zidentyfikowanych
ukregowcéw [40,48], 9 form GnRH zidentyfikowano u przed-
strunowcéw, ktdre sg przodkami kregowcdéw [1,18], a takze
zidentyfikowano ciekawy homolog GnRH majacy 12 reszt
aminokwasowych u o§miornicy oraz 5 GnRH u innych bez-
kregowcdéw (ryc. 1) [1,22,48]. Czasteczki GnRH sg obecne
w wieluréznych tkankach u kregowcdw, pelnigc w nich rézne
funkgje, facznie z funkcja neuroendokrynng. Dziataja w spo-
s6b parakrynny w tozysku i gonadach, w sposdéb autokrynny
w neuronach GnRH, komérkach immunogennych oraz pet-
nig role neuroprzekaznikéw i neuromodulatoréw w o$rod-
kowym i obwodowym uktadzie nerwowym, np. w zwojach
sympatycznych i w $rédmdzgowiu [40]. Zadna z tych funkgji
jednak nie zachodzi przez dostarczenie GnRH do komérki
docelowej przez krazenie ogdlne. Jedyna posta¢ GnRH byta-
by w stanie spelnia¢ wszystkie te funkcje, ale przynajmniej
dwie, a nawet trzy rézne formy GnRH sa obecne u wiekszo-
$ci kregowcdw. GnRH 11, wyizolowany poczatkowo z mdzgu
kurczat, jest obecny u zdecydowanej wiekszo$ci gatunkéw
zwierzat. Struktura GnRH II jest zachowana w sposéb dosko-
naly w czasie ewolugji i jest obecna u wszystkich gatunkéw,
od ryb kostnoszkieletowych do cztowieka. Jest najwczesniej
wyewoluowana postacig, nazwana pézniej GnRH 11, podczas
gdy GnRH podwzgbrzowy zostat nazwany GnRH I [40].

U wiekszo$ci kregowcdw zidentyfikowano réwniez trzecig
postaé GnRH, bardzo zachowawcza (fososiowy GnRH), a zlo-
kalizowano ja w zakoriczeniach nerwowych w przednim mé-
zgowiu u ryb kostnoszkieletowych; nazwano ja GnRH II1.
GnRH III zachowal pelng konserwacje sekwencji, lecz jest
obecny tylko uryb kostnoszkieletowych, co oznacza, ze jego
gen zostat utworzony po ewolucyjnym zréznicowaniu ryb
kostnoszkieletowych i odtgczeniu ich od $ciezki ewolucyjnej
kregowcdéw. Nalezy odnotowac interesujacy fakt, ze w geno-
mie ryby fososiowatej nerki istniejg dwa geny kodujace ten
sam GnRH (GnRH III) [40].

Genreceptora GnRH typu I u czlowieka jest pojedyncza kopia
zlokalizowang na chromosome 4q21.2 [2,24,33], przeciwnie
do wiekszosci biatek receptoréw zwigzanych z biatkiem G
(GPCR), ktdre sg bez introndw, sktada sie z trzech eksonéw
oddzielonych od siebie dwoma intronami i zajmuje wiecej
niz 15 kb wzdtuz chromosomu [8,15] (ryc. 2). Ekson | zawie-
ra region niepodlegajacy translacji 5'-UTR oraz pierwsze
522 nukleotydy otwartej ramki odczytu, koduje réwniez
pierwsze trzy domeny transmembranowe (TM) oraz czes$¢
czwartej domeny TM. Ekson 2 jest odpowiedzialny za ko-
dowanie nastepnych 220 nukleotydcéw w ramce odczytu,
zawiera reszte czwartej domeny TM, piata domene TM oraz
cze$é trzeciego zwoju wewnatrzkomdrkowego (IC). Ekson 3
ma reszte sekwencji kodujacej oraz 3-UTR. Granice miedzy
eksonami i intronami w ludzkim genie receptora GnRH sa
dobrze zachowane [8]. Pie¢ miejsc sygnalnych poliadenyla-
cji jest w okolicy 800 - bp i stanowig wiazke ulokowang w 3’
UTR genu ludzkiego receptora GnRH [15]. 3-UTR zawiera
wiele motywdéw w sekwencji nukleotydéw (ATTTA), ktére
sg odpowiedzialne za niestabilno$¢ mRNA; wykryto je réw-
niez w wielu innych RNA, ktére podlegaja szybkiej degrada-
gji [17,49]. Wielko§¢ mRNA receptora GnRH wnioskowana
z dhugosci sekwencji od 5" do 3-UTR jest okoto 5,5 kb, co sie
doskonale zgadza z opisanym duzym transkryptem (4,7-5
kb), ktdry jest tworzony w wyniku ekspresji genu w ludzkiej
przedniej przysadce mézgowej [8].

Zwigzanie sie liganda (GnRH) do odpowiadajacego mu swo-
istego receptora, nalezacego do nadrodziny biatek zwiaza-
nych zbiatkiem G - GPCR, takiego jak receptor GnRH, zawiera-
jacego siedem domen transmembranowych (TM), wywoluje
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modyfikacje konformacyjna tego receptora po powstaniu
kompleksu, a to z kolei pozwala receptorowi na interakcje
zbiatkiem G i na indukcje wymiany nukleotydu guanylowego
na podjednostce a biatka G i w konsekwencji na uwolnienie
podjednostki a oraz fy od kompleksu receptora z biatkiem G.
Biatko G inicjuje aktywacje klasycznych efektoréw sygnali-
zacji wewnatrzkomdrkowej, takich jak fosfolipaza C, cyklaza
adenylanowa, kanaty wapniowe oraz reguluje poziom we-
wnatrzkomérkowy fosforanéw inozytolu, wapnia, cyklicz-
nego AMP oraz wiele innych przeno$nikéw sygnatéw [34,40].

Sitg napedowg badati nad struktura receptora GnRH i jego
interakcji z GnRH jest przekonanie, ze taka informacja moze
daé racjonalna podstawe do stworzenia nowych analogonéw
GnRH o pozadanych wasno$ciach. Aby zrozumiec wlasnosci
i zaleznosci struktura-funkcja receptora z czasteczka GnRH
oraz zmiany konformacyjne w rodzinie biatek G po zwigzaniu
sie réznych analogonéw GnRH, nalezato réwniez doktadnie
zrozumied i okresli¢ , kieszern wigzaca” GnRH w receptorze.
Aktywacja receptora wpltywa na rotacje helis wewnatrz-
membranowych (TM) i ruchy czedci struktur helis T™M 2, 3,
6 i 7. Helisy sa mocno upakowane w stanie nieaktywnym,
a podlegajg rozluznieniu w czasie aktywacji receptora [40].

RoLa mIEDZI W ROZRODZIE

0 potencjalnym znaczeniu jonéw miedzi w biochemii pep-
tydéw mézgu mozna wnioskowac z faktu, ze stezenie tego
metaluw zakoriczeniach aksonéw podwzgdérzowych jest 1-2
albo wiecej razy wieksze anizeli w plazmie krwi [37]. Pepty-
dy zawierajgce reszte histydyny sa zwykle bardzo dobrymi
ligandami dla jonéw metali, a zwlaszcza dla Cu?* [35].

W 1936 1. Fevold i wsp. [16] wykryli jako pierwsi, ze owulacja
moze by¢ indukowana przez dozylne wstrzykniecie soli mie-
dzi. 0d tego czasu wielu innych badaczy wykryto, ze podanie

soli miedzi krélikom [14,21,50,51,52] oraz owcom prowadzi
do owulacji przez jej dziatanie na poziomie podwzgérza.
Jony miedzi stymulowaly uwalniane LH, zaréwno podsta-
wowe jak i stymulowane przez GnRH z komdrek przysadki
niedojrzatych samic szczura in vitro [19]. MiedZ jest réwniez
bardzo dobrym czynnikiem uwalniajgcym GnRH z izolowa-
nych granul podwzgérzowych, co potwierdza hipoteze, ze
miedZ wplywa na neurony GnRH, a nie tylko na granule.

Barnea i wsp. w serii interesujacych badan wykazali zna-
czenie miedzi w utrzymaniu stabilnoéci podwzgdrzowych
granul zawierajgcych GnRH i sugerujg mechanizm uwalnia-
nia GnRH zaréwno z wyizolowanych granul oraz z granul
w ekplantach podwzgdrzowych [3,9]. Inkubacja wyizolowa-
nych granul z Cu-ATP oraz z Mg-ATP oznaczata, ze Cu-ATP
stymuluje nie tylko uwalnianie GnRH niezaleznie od KCl,
ale byta o wiele bardziej skuteczna od Mg-ATP. Wydaje si¢
wiec, ze Cu-ATP oraz Mg-ATP mogg dziataé przez oddzielne
mechanizmy w uwalnianiu GnRH [3], a granule sekrecyjne
moga by¢ miejscem dziatania miedzi [3,4].

Amidacja GnRH

Monooksygenaza a-amidujaca peptydyloglicyny (PAM) kata-
lizuje reakcje a-amidacji na karboksylowym konicu faticucha
peptydylo-glicyny. W wyniku tej reakcji hormony peptydo-
we 1 biatkowe, nieaktywne biologicznie, sg przeksztatcane
do ich wlasciwych postaci aktywnych w podwzgérzu i przy-
sadce [44,45]. PAM jest umiejscowiona w komdrce gtéwnie
w kompleksie Golgiego, jest takze biatkiem blonowym zwia-
zanym z granulami zawierajacymi peptydy. Reakcja amidacji
zachodzi w reakcji dwuetapowej, a katalizacja zachodzi za
posrednictwem jej dwéch enzyméw sktadowych: PHM - mo-
nooksydazy peptydylo-a-hydroksyglicyny oraz PAL - liazy
a-amidujacej peptydyloglicylo-a-hydroksyglicyny, ktére ra-
zem noszg nazwe PAM [39].

PyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH-CH,-COO™

(nieaktywna forma GnRH)
2 Askorbinian
2Cu™, 0,

PHM

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

(GnRH z a-hydroksyglicyng)

zn*

ﬂ PAL

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

(aktywna forma GnRH)

liaza a-amidujaca peptydyloglicylo-a-hydroksyglicyny (wg [39] zmodifikowano)

Ryc. 3. Amidacja prohormonu GnRH - bardzo wazna dla uzyskania aktywnej czasteczki GnRH. PHM: monooksydaza peptydyloglycylo-a-hydroksyglicyny; PAL:
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Pierwszy stopieti amidacji zachodzi z udziatem PHM, a drugi
stopieti jest katalizowany przez PAL. PHM zawiera dwa jony
miedzi, ktére sa miedzy Cu® i Cu’ stanem utlenienia. Taka
struktura sugeruje, ze reakcja z udziatem PHM poprzedza
aktywacje substratu przez tlen zwigzany z miedzig. Enzym
PAM zawiera réwniez atom cynku, ktdry jest zwigzany z PAL.
Aktywno$¢ jego moze by¢ ograniczona przez takie czynni-
ki chelatujace jak srebro (Ag) czy EDTA i rekonstytuowana
przez dodanie molarnego nadmiaru metali dwuwartoscio-
wych (ryc. 3). Aktywno$¢ PAM zalezy od tlenu czasteczkowe-
go, askorbinianu i miedzi. Mate stezenia PAM i askorbinianu
mogg uczynic reakcje a-amidacji czynnikiem ograniczajg-
cym w syntezie biologicznie aktywnego peptydu. MiedZ

odgrywa istotna role w amidacji GnRH i nie moze by¢ za-
stapiona przez zaden inny metal dwuwarto$ciowy [29,46].

Kompreksy MeTaLI z GNRH Jako anaLoGoNy GNRH — osiAGNIECIA
POLSKIEJ MYSLI NAUKOWE)

Znajac rezultaty wielu badar dotyczacych roli miedzi w re-
produkgji oraz badat nad potgczeniem miedzi z amino-
kwasami, dwoje wybitnych polskich uczonych chemikéw
- prof. Barbara Rzeszotarska zajmujaca sie synteza chemicz-
na GnRH (Uniwersytet Opolski) i prof. Henryk Koztowski
- specjalista od komplekséw miedzi z aminokwasami i pep-
tydami (Uniwersytet Wroctawski) powzieli my$l o syntezie
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Ryc. 4. Uwalnianie LH z przysadki do krwi u kastrowanych, potraktowanych uprzednio estradiolem i progesteronem samic szczura in vivo, 15 min po dozylnym
wstrzyknieciu GnRH (5 mg) albo komplekséw metali GnRH. 1- s6l fizjjologiczna (NaCl); 2 - GnRH (0,1 mg); 3 - GnRH (1 mg); 4 - Cu-GnRH (1 mg); 5 - Cu-GnRH
(5mg); 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 réznica statystycznie istotna
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Ryc. 5. Uwalnianie FSH z przysadki do krwi u kastrowanych samic szczura, potraktowanych uprzednio estradiolem i progesteronem in vivo, 15 min po dozylnym
wstrzyknieciu GnRH albo komplekséw metali z GnRH. 1- 56l 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 rdznica statystycznie istotna
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komplekséw GnRH z miedzig, niklem i cynkiem. Pierwsze
badania strukturalne i biologiczne wypadly bardzo obiecu-
jaco[18,31]. Kompleksy w badaniach in vivo indukowaty owu-
lacje [18]. Te wyniki oznaczaty, ze w polskim laboratorium
narodzit sie nowy interesujgcy analogon GnRH - Cu-GnRH.
Wyzej wymienieni uczeni zwrdcili sie do mnie o dalsze kie-
rowanie tymi badaniami.

Dalszym eksperymentem dotyczacym aktywnosci biologicz-

nej i mocy uwalniajgcej gonadotropiny przysadkowej byta
infuzja komplekséw bezposrednio do przysadki szczurzy-
cy, odpowiednio przygotowanej wedtug metody Ramireza
i McCanna, stuzgcej pierwotnie do testowania frakcji przy
oczyszczaniu naturalnego GnRH (LHRF).

Infuzja doprzysadkowa byta opracowana w Instytucie w Ja-
blonnie przez profesora E. Domariskiego; za pomocg aparatu
stereotaktycznego wprowadzono na state kaniule do przysad-
kiipo zaleczeniu rany pooperacyjnej uzyto do eksperymentu.
Rezultaty badari wykazaly pelng aktywno$¢ uwalniajaca LH
przez kompleksy metali z GnRH, a zwlaszcza Cu-GnRH, kt-
rego sita uwalniania LH byta wigksza od natywnego GnRH.

W nastepnym do$wiadczeniu, samicom owariektomizowa-
nym i potraktowanym uprzednio estradiolem i progeste-
ronem, aby zahamowa¢ uwalnianie endogennego GnRH,
wstrzykiwano GnRH, Cu-GnRH, Ni-GnRH albo Zn-GnRH, aby
po 15 minutach od dozylnego wstrzykniecia pobraé krew
i w niej oznaczy¢, juz nowa metodg radioimmunologiczna,
LH i FSH (ryc. 4 i 5). Wyniki tych badat wskazujg, ze uwal-
nianie LH i FSH przez Cu-GnRH byto znacznie wyzsze anizeli
przez natywny GnRH; Ni-GnRH wykazuje réwniez moc uwal-
niajacg chociaz znacznie nizszg od Cu-GnRH [30].

Eksperymenty przeprowadzone na duzych grupach zwierzat
i przy precyzyjnym oznaczeniu RIA hormondw ostatecznie
potwierdzity duza aktywno$¢ uwalniajaca gonadotropiny
przezkompleksy, a zwlaszcza duza moc uwalniajacg LH przez
Cu-GnRH. W serii badai nad uwalnianiem LH z komdrek
przysadkowych stwierdzono aktywno$¢ uwalniajaca kom-
plekséw metali, a zwlaszcza aktywno$¢ Cu-GnRH (ryc. 6).
W dalszych naszych badaniach nad wigzaniem sie komplek-
séw metali z receptorem wykazali$my, ze kompleks Cu-GnRH
wigzat sie do receptora z wiekszym powinowactwem w po-

250 1 — kontrola
mm GnRH *x l
= Cu-GnRH
2007 — NiGnRH
5 .
2T 150
t 3
)
]
N & 100
T
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'} 50

15 30 60 180
Czas inkubacji, min

Ryc. 6. Uwalnianie LH z komérek przedniej czesci przysadki przez GnRH, Cu-
GnRH oraz Ni-GnRH w stosunku do czasu inkubagji. Dane przedstawiaja
$rednig =SEM; *P<0,05; **P<0,01

réwnaniu z naturalnym dekapeptydem GnRH, natomiast
kompleks Ni-GnRH wiazat sie z receptorami przysadkowymi
z mniejszym powinowactwem [29].

Dalsze badania wigzania sie badanych komplekséw do recep-
tora przysadki owcy wykazaly, ze agonista GnRH buserelina
(D-Ser-(tBu)®-Pro®-NHEt)-GnRH wspbtzawodniczy z GnRH
o0 swoiste miejsca wigzgce receptora. Gdy poréwnywano
kompleksy metal-GnRH z wolnym GnRH stwierdzono, ze
wolny hormon i kompleks nikiel(II) oraz kobalt(1l) wykazuja
mniejsze powinowactwo do receptora anizeli Cu-GnRH [11].
Wyniki tych badani uzasadniajg i poszerzaja wczesniejsze
wyniki, wykonane w badaniach z uzyciem receptora przy-
sadki szczura, owcy i $wini [11,29,42]1 ostatecznie dowodzg,
ze jony metali petnig istotng role w modulacji aktywnosci
biologicznej hormonu GnRH.

W dalszych badaniach stwierdzili$my, ze kompleksy metali
wykazywaly inny profil sygnalizacji wewnatrzkomérkowej
anizeli natywny GnRH (ryc. 7 i 8). GnRH generowat gléwnie
synteze fosforanu inozytolu w komdrkach przysadki, nato-
miast wewngtrzkomédrkowa synteza cAMP byta znacznie pod-
wyzszona po stymulacji komérek przysadkowych przez kom-
pleksy metali z GnRH, a szczegdlnie przez Cu-GnRH [5,27].

Stwierdziliémy takze, ze kompleksy GnRH nie generowa-
ly desensytyzacji receptora po dtuzszym czasie dziatania.
Cu-GnRH odznacza sie takze znacznie wieksza stabilno$cig
i mniejszg podatnoscig na degradacje enzymatyczna [20].

BADANIA STRUKTURALNE KOMPLEKSOW MIEDZI | NIKLU Z GNRH

Podjeto wnikliwe badania strukturalne komplekséw Cu-
-GnRH oraz Ni-GnRH [42,43]. Badania z zastosowaniem jg-
drowego rezonansu magnetycznego (MR) oraz nowoczesnej
metodyki pamieci molekularnej (MM), wykonane w ramach
miedzyrzadowego porozumienia naukowego polsko-japori-
skiego; pozwolily ujawni¢ obecno$é¢ dwéch domen struktu-
ralnych w czgsteczce natywnego GnRH, ktérych orientacja
przestrzenna jest modulowana przez duza mobilno$¢ glicyny
w pozycji 6 sekwengji.

Utworzenie sie komplekséw metali z GnRH zostato po-
twierdzone przez pomiar spektrum metodg MALDI-TOF-
MAS. Z tych pomiaréw wynika, ze kompleks 1:1 Cu(IT)-GnRH
(m/z = 1245) jest najbardziej stabilny ze wszystkich trzech
mozliwych komplekséw metalu z GnRH, wnioskujac z in-
tensywnosci wystepujacych szczytéw. Utworzenie stabilnej
formacji kompleksu 1:1 Cu(Il) - GnRH zostato réwniez po-
twierdzone przez badania spektrum masowego FAB (m/z =
1244). Metastabilne sygnaly odpowiadajace [GnRH)n-Cu]
™(n, m # 1) nie byly obserwowane, co sugeruje, ze stosunek
wigzania GnRH z miedzig (II) jest 1:1.

Wigzanie sie GnRH z jonami metalu bylo réwniez moni-
torowane przez spektroskopie 'HNMR. Sygnaty protonéw
zGnRH znacznie sie rozszerzaly ze zwiekszajacym sie steze-
niem jonéw Cu(Il), az do stosunku 1:1 GnRH i Cu(II), podczas
gdy rozszerzenie sie sygnatu nie zwieksza sie juz, gdy stosu-
nek siega juz 1:1. To oznacza, ze stosunek wigzania metalu
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Ryc. 7. Wewnatrzkomérkowa synteza fosforanu inozytolu (IP) w komérkach
przysadki po 30 min inkubacji z GnRH, Cu-GnRH oraz Ni-GnRH. Stezenia
wszystkich peptydow wynosity 10-7 M. Dane przedstawiaja srednig
+SEM; *P<0,05
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Ryc. 8. Akumulacja wewnatrzkomérkowa cAMP w komdrkach przysadki
po inkubacji z GnRH, Cu-GnRH oraz Ni-GnRH. Wszystkie peptydy
w stezeniu 10-7 M. Forskolina (10 mM uzyta jako pozytywna kontrola).
Dane przedstawiaja srednig £SEM; *P<0,05; ***P<0,001

do GnRH jest 1:1, co jest zgodne z rezultatami otrzymanymi
zzastosowaniem metody MALDI-TOFMAS. Aby okresli¢ sto-
sunek wigzania GnRH i jonu miedzi (1), zastosowano metode
cigglych zmian, ktéra dostosowano do pomiaréw systemu
metal-peptyd. Wynik maksimum okoto X = 0,5 oznacza, ze
stosunek wigzania jest 1:1. Ten wynik jest zgodny z pomia-
rami metodami MALDI-TOFMAS i 'HNMR.

Reszta imidazolowa His jest gtéwnym miejscem wigzania
jonu Cu(lI), wiec struktura kompleksu miedzy PyroGlu-
-His-Trp-NHCH, i jonem metalu zostata okreslona przez
obliczenia metoda pamieci czasteczkowej 3(MM3), chociaz
nie zostata doprowadzona idealnie do warunkéw optymal-
nych. Mozliwe sg trzy miejsca koordynacji: azot imidozolu
(N-w pozycji 1) reszty histydyny, deprotonowanej azot ami-
dowy (N°) reszty histydyny oraz deprotonowany azot (N°)
amidowy pierécienia kwasu pyroglutaminowego. Czwar-
tym miejscem koordynacji moze by¢ tlen (0) czasteczki
wody. Jak wiadomo, dla komplekséw Cu(ll) konfiguracja
kwadratowa plaska jest faworyzowana. W istocie, kom-
pleks pokazany na ryc. 9 ma taka konfiguracje kwadrato-
wa plaska [42,43].

Badania strukturalne kompleksu Ni-GnRH wykonano mie-
rzac spektra 'H-NMR dla GnRH w DM]S|O przez ekspery-
menty TOCS4 i ROES4 [11] i sa zgodne z danymi dotychczas
opublikowanymi [7]. Zaobserwowane metodg ROES4, za-
chodzace na siebie piki byly uzyte jako wyznaczniki w ob-
liczeniach dynamiki molekularnej wykonanej za pomoca
programu DYANA [11].

Obliczone struktury pokazano na ryc. 10 i 11. Natozenie
szkieletéw z 30 najlepszych wynikéw struktur otrzymanych
metoda DYANA pokazuje og6lng tendencje konformacyjna,
ale jest wzglednie stabe, jak to wykazano przez duze warto-
$ci $redniej RMSD (0,188 + 0,74 nm dla szkieletu oraz 0,206 +
0,101 nm dla atoméw ciezkich).

Otrzymano doktadny wglad w strukture przez wzajemne
naktadanie obwodéw koricéw taticucha peptydu. Peptyd
jest utozony strukturalnie prawidlowo na obu koricach,
anieuporzadkowanie pochodzi od glicyny w pozycji 6. Mie-

Ryc. 10. Struktura Ni-GnRH o najnizszej energii. Obliczone struktury z N-korica
faricucha, 4N obliczone w sferze koordynacyjnej jonéw Ni w Ni-GnRH

Ryc. 9. Struktura kompleksu PyroGlu-His-Trp-NHCH, i miedzi Cu(ll) obliczona
metoda pamieci czasteczkowej - MM3

Ryc. 11. Trzydziedci naktadajacych sie na siebie struktur N-korica faricucha (A)
i C-korica faficucha (B) czesci kompleksu peptydu Ni-GnRH
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dzyczasteczkowe zachodzenie na siebie pikéw ROES4 wy-
kryto wcze$niej dla obu koficédw [7] oraz wokét Gly-6, co
moze spowodowac utrate struktury wymuszonej; stwier-
dzono duza mobilno$¢ Gly-6, a Ca stwierdzong poprzed-
nio [12] w sytuacji matej mobilno$ci wegli szkieletu Ca
reszt aromatycznych [13]. Wzajemna orientacja cze$ci
struktur moze by¢ modulowana przez mobilno$¢ szkiele-
tu przy Gly-6. Taka mobilno$¢é wydaje sie istotna w konfor-
macyjnym dostosowaniu sie do peptydu w miejscu wigza-
nia sie z receptorem, jak to sugeruje dramatyczna zmiana
aktywnosci po zastapieniu Gly-6 przez inny aminokwas

[10,23,32,41,47]. WyraZnie okre$lona wzajemna orientacja

piericieni wewnatrz N- korica taricucha w tych badaniach

nie moze by¢ przesadnie korzystnie interpretowana z na-
stepujacych powodéw:

1. Wszystkie mozliwe zachodzace na siebie piki wewnatrz-
czasteczkowe zostaly przeksztatcone w wymuszone odle-
glosci; wéréd nich niektére, takie jak HN-H_albo H_ - Hﬁ,
daja bardzo wyrazne odlegto$ci i sg po prostu odbiciem
$redniej konformacji.

2. Te same przymusowe ograniczenia nie sg w sprzeczno-
$ci z innymi, poniewaz odnoszg si¢ one do peryferyjnych
czesci peptydu, ktére samoistnie maja wyzszy stopieri
swobody poruszania sie [11].

Uporzadkowanie w taricuchach bocznych stosunkowo ma-
tego peptydu, nalezy interpretowaé jako strukture $red-
nia, gdzie mobilno$¢ moduluje wzgledne orientacje pier-
$cieni do siebie. Srednia struktura jest jednak catkowicie
wystarczajaca, aby wyttumaczy¢ szeroki szczyt wykryty
dla H, histydyny. Takie rozszerzenie szczytu moze by¢
wyjasnione tylko przez wymiane konformacyjna, w skali
czasu milisekundy, dajac rozktad wielko$ci przestrzennej
zblizony do wielkosci rzeczywistej T,. Obecno$¢ wymia-
ny w tej skali, pokazuje uksztattowanie interakcji we-
wnatrzczgsteczkowej, ktéra z kolei wyjadnia znaczenie
His-2 dla aktywno$ci biologicznej czasteczki Ni-GnRH
[10,12,23,32,41,47].

PobsumowaNIE

ta na receptor jako rozbudowany agonista, natomiast
wplyw [Ni(I)], [Co(I1)] i [Zn(1T)] w kompleksie dziataja
mniej zdecydowanie jako agonisci. Zmieniajg one réw-
niez $ciezki sygnalizacji wewnatrzkomérkowej przez
receptor i z tego wzgledu moga by¢ uwazane jako wazne
analogony GnRH, zaréwno w badaniach nad zréznico-
wanym dziataniem receptora na sygnalizacje w komédrce
i koricowy efekt fizjologiczny oraz oczekuja na zastoso-
wanie ich w klinice po podjeciu badat testowych i kli-
nicznych w tym zakresie.

WsPOLPRACA W REALIZAC)I BADAN

« Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanow-
skiego Polskiej Akademii Nauk, Jablonna: Prof. dr hab. Ka-
zimierz Kochman, Dr hab. Alina Gajewska, prof. nadzw., Dr
Anna Michaluk, Mgr Helena Kochman

« Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii: Prof. dr hab.
Henryk Koztowski, Dr Kinga Kulon

* Wyzsza Szkota Pedagogiczna w Opolu, Katedra Chemii
(obecnie Uniwersytet Opolski): Prof. dr hab. Barbara Rze-
szotarska, Dr Elzbieta Masiukiewicz

« Uniwersytet Warmirisko-Mazurski, Katedra Fizjologii: Prof.
dr hab. Jadwiga Przata, Dr Iwona Bogacka, Dr Gabriela Siaw-
rys

« Instytut Rozrodu Zwierzat i Badari Zywno$ci PAN w Olsz-
tynie: Prof. dr hab. Adam Ziecik, Prof. dr hab. Agnieszka
Blitek, Dr Monika Kaczmarek

« Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu:
Prof. Lech Zwierzchowski, Dr Dagmara Robakowska-Hy-
zorek, Dr Pawel Lisowski

+ Physiologie de I'axe gonadotrope, Unité de Biologie Fonc-
tionnelle et Adaptative, Université Paris, France: Prof. Ray-
mond Counis

« Institute for Biological Resources and Functions, National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology
(AIST), Japan: Prof. Hiroaki Okuno, Dr Masato Kodaka, Dr
Kazuhiko Nakamura

PopziEkowANIE

Metale skompleksowane z GnRH [Cu(IT)], [Ni(I1)], [Co(IT)]
i[zn(11)] wywieraja istotny modulujacy wptyw na wigza-
nie GnRH z jego receptorem. Kompleks z miedzig dzia-
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