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Streszczenie: Hipokretyny (oreksyny) to zidentyfikowane w 1998 r. peptydy produkowane w neuronach
podwzgoérza. Uczestnicza one w regulacji roznorodnych zachowan, m.in. poszukiwania i przyjmowania
pokarmu, czuwania i snu, reakcji na stres. Zaburzenia w osrodkowej transmisji hipokretynowej leza u
podloza narkolepsji. Postuluje si¢ istotng rol¢ hipokretyn w regulacji bilansu energetycznego organizmu,
osi podwzgorze-przysadka-nadnercza, procesach uczenia si¢ i zapamigtywania bodzcéw wptywajacych na
uktad nagrody. Hipokretyny wywierajq réznorodne dziatania biologiczne przez pobudzenie specyficz-
nych receptoréw btonowych: Hertr-1 i Hertr-2 (OX1 i OXz)’ ktdre nalezg do rodziny receptorow sprz¢zo-
nych z biatkami G. Artykul omawia budowe oraz wyst¢gpowanie hipokretyn i receptoréw hipokretyno-
wych, szlaki transdukcji sygnatu, ktére sa uruchamiane w wyniku ich pobudzenia, proapoptotyczne dziata-
nie peptydow w komorkach nowotworowych i nowo odkryty mechanizm lezacy u jego podtoza.

Stowa kluczowe: hipokretyny, oreksyny, receptory hipokretynowe, Ca®*, cAMP, P, kinazy MAP, apoptoza.

Abstract: Hypocretins, also known as orexins, are hypothalamic peptides that have been implicated in a
variety of behaviors, e.g. food-seeking and feeding, arousal and sleep, reaction to stress. Disturbances in
the central hypocretin neurotransmission are believed to underlie narcolepsy. It has also been postulated
that hypocretins play an important role in the regulation of hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis,
energy homeostasis, acquisition and learning of reward system-stimulating signals. Hypocretins exert
their numerous actions by interacting with two membrane-bound, G protein-coupled receptors: Hertr-1
and Hertr-2 (0X, and O0X). This review summarizes experimental data on structure and localization of
hypocretins and hypocretin receptors, and signal transduction pathways triggered by their stimulation.
Special emphasis is given to the proapoptotic activity of hypocretins in cancer cells, and the novel me-
chanisms whereby they trigger apoptosis.
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WSTEP

W 1998 roku dwie grupy badawcze poszukujac nowych czasteczek sygnatowych
odkrytly hipokretyny (oreksyny). De Lecea i wsp. analizujac ekspresje genow w
podwzgorzu szczura wykazali, ze jeden sposrod 38 badanych mRNA koduje synteze
biatka zbudowanego ze 130 reszt aminokwasowych (aa), ktére jest prekursorem dwoch
nieznanych wczesniej peptydéw sktadajacych si¢ z 33 aa i 28 aa. Ze wzgledu na
wystepowanie tych peptydow w bocznej czesci podwzgdrza (hypothalamus) i ich
podobienstwo strukturalne do hormonéw z grupy inkretyn (incretins) — rodzina
peptydéw sekretyna/naczyniowoaktywny peptyd jelitowy/glukagon/polipeptyd aktywu-
jacy przysadkowa cyklaze adenylanowa), a w szczegolnosci do sekretyny, nadano im
nazwe hipokretyny (hypocretins): hipokretyna-1 (Hcrt-1) i hipokretyna-2 (Hert-2), a
biatko prekursorowe nazwano preprohipokretyna [15]. Warto nadmieni¢, ze ostatnio
postuluje sig, iz hipokretyny i sekretyna pomimo istotnych podobienstw w strukturze
pierwszorzedowej maja jednak odmienne pochodzenie ewolucyjne [63]. Sakurai i wsp.
poszukujac endogennych ligandow receptorow sierocych wyizolowali z podwzgorza
szczura dwa peptydy (33 aa i 28 aa), ktore pobudzaly receptor HFGAN72, a po
podaniu do komoér bocznych moézgu stymulowaty pobieranie pokarmu. Peptydy te
nazwano oreksynami (oreksyna A i oreksyna B) od orexis — greckiej nazwy apetytu
[47]. Po ustaleniu struktury pierwszorzedowej hipokretyn i oreksyn okazato sig¢, ze
hipokretyna-1 jest identyczna z oreksyna A, a hipokretyna-2 z oreksynag B. W
pismiennictwie uzywa si¢ synonimicznie obu nazw peptydow.

Hipokretyny charakteryzuja si¢ dziataniem plejotropowym. Uczestniczg w
regulacji czuwania i snu pelniac rolg¢ czynnika podtrzymujacego oraz konso-
lidujacego stan czuwania i umozliwiajacego prawidtowe, kontrolowane przej-scia
pomigdzy stanem czuwania a snem; hamuja faze REM snu [8, 39-41, 45].
Zaburzenia w osrodkowej transmisji hipokretynowej leza u podioza narkoleps;ji [8,
40, 45]. U wiekszosci pacjentow cierpiacych na narkolepsje stwierdzono bardzo
niskie lub niewykrywalne stgzenia hipokretyn w ptynie mézgowo-rdzeniowym, a
w badaniach post mortem obserwowano zanik neurondéw hipokretynowych w mozgu,
ktéry jak sig uwaza jest wynikiem proceséw autoimmunologicznych [6, 8, 40, 45].
U zwierzat objawy narkolepsji wystegpowaly na skutek uszkodzenia neurondéw
hipokretynowych w moézgu, wyciszenia genu kodujacego syntezg preprohipokretyny,
mutacji badz wylaczenia genu kodujacego synteze receptora typu 2 dla hipokretyn
[8, 40, 45]. Hipokretyny uczestnicza ponadto w regulacji zachowan poszukiwania
i przyjmowania pokarmu, kontroli bilansu energetycznego organizmu, regulacji
aktywnosci czgsci wspotczulnej uktadu wegetatywnego oraz modulacji osrodkowej
transmisji monoaminergicznej i glutaminianergicznej [1, 8, 11, 16, 18, 38, 48, 56,
57, 61]. Ostatnie doniesienia mowia takze o udziale neuronéw hipokretynowych w
procesach uczenia sie i zapamietywania bodzcow wptywajacych na uklad nagrody
[5, 49]. Sugeruje sig, ze hipokretyny sa zaangazowane w zlozony proces
powstawania uzaleznien od srodkow psychoaktywnych (plastyczno$¢ neuronalna
zwiazana z uzaleznieniami, zachowania poszukiwania zwiazku uzalezniajacego —
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reward-seeking behavior, utrwalanie ,,nagradzajacego” dziatania substancji
uzalezniajacej, powrot do nalogu po okresie abstynencji) [5, 49, 67]. Najnowsze
prace wskazuja na protekcyjne dziatanie hipokretyn w udarze niedokrwiennym
moézgu [20, 29].

Postuluje sig¢ istotng role hipokretyn w regulacji osi podwzgorze-przysadka-
nadnercza, a w szczegolnosci sekrecji kortykotropiny — ACTH (ang. adreno-
corticotropic hormon) i hormonu uwalniajacego kortykotroping — CRF (ang.
corticotropin-releasing factor) [25, 51]. Dane doswiadczalne wskazuja takze na
obwodowe dziatania hipokretyn, w tym wptyw na motoryke jelit, uwalnianie amin
katecholowych z rdzenia nadnerczy, syntezg i sekrecje¢ glikokortykosteroidow z kory
nadnerczy, metabolizm lipidow w tkance tlhuszczowej, sekrecje glukagonu i insuliny
[21, 25, 26]. Na uwage zastuguja wyniki badan Kima i wsp., ktére wykazaly, ze
hipokretyna-1 stymuluje proces angiogenezy [28].

BUDOWA HIPOKRETYN (OREKSYN)

Hipokretyny powstaja w wyniku proteolizy preprohipokretyny, ktdra u ssakow
(cztowiek, swinia, pies, mysz, szczur) sklada si¢ ze 130131 aa, kury — 148 aa,
zaby platany (Xenopus laevis) — 124 aa [63]. U ryb dlugos$¢ tancucha prepro-
hipokretyny wykazuje duze réznice migdzygatunkowe, np. u kolcobrzucha kartowa-
tego (Takifugu rubripes) jest to 120 aa, u danio pregowanego (Danio rerio) — 124
aa, u ryzowki japonskiej (Oryzias latipes) — 125 aa, u dorsza atlantyckiego (Gadus
morhua) — 143 aa, u plastugi zimowej (Pleuronectes americanus) — 159 aa [33,
63, 65]. Biatko preprohipokretyny cztowieka, przedstawione schematycznie na
rycinie 1, zawiera 33-aminokwasowa sekwencj¢ sygnalowa i trzy miejsca ciecia
przez enzymy proteolityczne. Dwa z czterech mozliwych produktow cigcia to
hipokretyna-1 (aminokwasy 34—66) i hipokretyna-2 (aminokwasy 69-97) [63]. Gen
preprohipokretyny wystepuje na chromosomie 17q21 cztowieka, 11 myszy, 27 kury,
3 danio pregowanego, 3 kolcobrzucha kartowatego. Budowa tego genu jest wysoce
konserwatywna; w jego sklad wchodza dwa egzony, przy czym dhuzszy egzon drugi
zawiera sekwencje dla hipokretyny-1 i hipokretyny-2 [63]. Hipokretyny prawdo-
podobnie nie wystepuja u bezkregowcow [48].

Regulacja ekspresji preprohipokretyny nadal pozostaje niejasna. Przypuszcza sig,
ze w modulacji transkrypcji genu preprohipokretyny moga uczestniczy¢ receptor
jadrowy NR6AI1 (ang. nuclear receptor subfamily 6, group A, member 1) [54] i
biatko 3 wiazace insulinopodobny czynnik wzrostu — IFGBP3 (ang. insulin-like
growth factor binding protein 3) [23]. Wykazano, ze ekspresja preprohipokretyny
w podwzgdrzu wzrastata pod wptywem neuroaktywnych hormondéw steroidowych
— dihydroepiandrosteronu i dihydrotestosteronu [36], w warunkach hipoglikemii,
w okresie glodzenia i ujemnego bilansu energetycznego [1, 9, 10, 38]. Z drugiej
za$ strony nasilenie syntezy hipokretyn obserwowano u szczuréw karmionych dieta
bogata w thuszcze i weglowodany [7, 64]. Wyniki ostatnich badan wskazuja na to, ze
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czynnik o martwicy nowotwordw — TNF-a (ang. tumor necrosis factor @) moze
peli¢ istotng rolg w regulacji uktadu hipokretynowego. Wykazano, ze TNF-«
nasilal degradacje mRNA dla preprohipokretyny. Ponadto, TNF-a aktywujac proces
ubikwitynacji zaleznej od komérkowych biatkowych inhibitorow apoptozy wywolywat
spadek poziomu biatka receptora typu 2 dla hipokretyn [69].

Hipokretyny maja czternascie identycznych aa (46% homologii strukturalnej),
przy czym najwigksze podobienstwo (68%) wystepuje w obrebie C-konca peptydow
(od Arg" w hipokretynie-1 i Arg!® w hipokretynie-2), natomiast fragmenty N-
koncowe (Pyr'-Cys'* hipokretyny-1 i Arg'-Gly’ hipokretyny-2) wykazuja tylko 11%
homologii strukturalnej [47, 63]. Hipokretyna-2 réznych gatunkdéw kregowcow
sktada si¢ z 28-29 aa, natomiast dlugos¢ tancucha hipokretyny-1 wykazuje znaczne
roéznice miedzygatunkowe, w szczegdlnosci u przedstawicieli gromady ryb [33, 53,
63]. Tabela 1 przedstawia podobienstwo w budowie pierwszorzedowej pomiedzy
hipokretynami a innymi peptydami nalezacymi do rodziny inkretyn, a tabela 2 —
poréwnanie homologii strukturalnej hipokretyn u réznych gatunkéw kregowcow.

W czasie modyfikacji potranslacyjnych obie hipokretyny ulegaja amidacji w obrebie
C-konca. Ponadto, hipokretyna-1 ssakéw ulega transaminacji w regionie N-konca, a
w wyniku tego procesu powstaje cykliczny pyroglutamyl [63]. W obrebie czasteczki
hipokretyny-1 ssakow wystepuja dwa mostki dwusiarczkowe utworzone pomigdzy
Cys®-Cys'? oraz Cys’-Cys'*. Polozenie reszt cysteinowych w obrebie lancucha
hipokretyny-1 zaby platany jest zblizone do tego opisanego dla peptydu ssakow. Z
kolei u ryb odlegltos¢ pomigedzy resztami cysteinowymi umozliwia powstanie tylko
jednego mostka dwusiarczkowego [63]. Badania nad struktura II-rzedowa hipokretyn
wskazuja, ze hipokretyna-2 tworzy dwie a-helisy (u cztowieka helisa I: Leu’-Gly"
i helisa II: Ala**-Met®®) polaczone gietkim lacznikiem, natomiast hipokretyna-1 trzy
a-helisy — jedna w obrebie N-konca (u czlowieka Cys®-GIn’) i dwie we fragmencie
C-koncowym potaczone gigtkim lacznikiem i ulozone wzgledem siebie pod katem
60-80° (u czlowieka helisa I: Leu'°~Ala® i helisa II: Asn®-Thr’?) [53]. Podobne
utozenie przestrzenne tancuchow hipokretyn opisano u dorsza atlantyckiego [65].
Przypuszcza sig, ze w wiazaniu do receptora hipokretynowego typu 1 kluczowa role
odgrywaja fragmenty peptydow tworzace klastery hydrofobowe. W przypadku
hipokretyny-1 czlowieka sa to: Leu'®, Leu'®, Leu®, Gly?, 1le*’, Leu®' i Thr?, a
hipokretyny-2 cztowieka: Leu'!, Leu'®, Leu'>, Gly**, 1le*, Leu®® i Thr*’ [53].

WYSTEPOWANIE HIPOKRETYN

Szacuje si¢, ze w mozgu cztowieka wystepuje 50 000-80 000 neuronéw produ-
kujacych hipokretyny [48]. U ssakow (a takze ptakow i gaddéw) lokalizacja
perikariondw neurondéw hipokretynowych jest w zasadzie ograniczona do bocznej
czesci podwzgoérza. Ich aksony tworza jednakze szeroka sie¢ obejmujaca rozlegle
obszary mdzgu i rdzenia krggowego. Najbardziej geste unerwienie hipokretynowe
zaobserwowano w tych rejonach mézgu, ktore uczestnicza w regulacji czuwania i
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Preprohipokretyna
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RYCINA 1. Schemat syntezy hipokretyn cztowieka i ich budowy pierwszorzgdowej. W wyniku cigcia
biatka prekursorowego, preprohipokretyny, przez peptydaze peptydu sygnatowego i pecherzykowa
konwertaz¢ prohormonu powstaje hipokretyna-1 (Hcrt-1) i hipokretyna-2 (Hcrt-2). Aminokwasy
identyczne w obu peptydach sa zaznaczone biatymi kétkami. W czasteczce Hert-1 wystepuja dwa mostki
dwusiarczkowe utworzone pomiedzy C°-C'? oraz C’-C'*, zmodyfikowano wg [18]

FIGURE 1. Synthesis and structure of human hypocretins. The precursor protein preprohypocretin is
cleaved by a signal peptide peptidase and a vesicular prohormone convertase to give rise to hypocretin-
1 (Hert-1) and hypocretin-2 (Hert-2). Common amino acids are indicated by lack of filling. Hypocretin-
1 contains two intramolecular disulphide bonds (C°-C'? oraz C"-C'*), modified from [18]

snu oraz dziatania motywacyjnego, tj. neuronach: noradrenergicznych miejsca
sinawego, histaminergicznych jadra guzowo-suteczkowatego, serotoninergicznych
jader szwu i dopaminergicznych brzusznego pola nakrywki. Ponadto neurony
hipokretynowe unerwiaja cholinergiczne i niecholinergiczne neurony przodo-
moézgowia i docieraja do kory mozgowej [8, 30, 39, 48, 63]. Liczba neuronow
hipokretynowych w mozgu zmniejsza si¢ wraz z wiekiem [27]. Poza osrodkowym
uktadem nerwowym neurony hipokretynowe zidentyfikowano w narzadach
obwodowych (przewdd pokarmowy) i gruczotach wydzielania wewnetrznego
(trzustka, nadnercza, jadra, szyszynka) [30].
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TABELA 2. Poréwnanie homologii strukturalnej hipokretyn u roznych kregowcow (wg [65])
TABLE 2. Homology comparison between hypocretins in several vertebrate groups [65]

Stopien homologii struktury I-rzedowej hipokretyny

czlowiek | mysz |kura |zaba |danio ryzowka | kolcobrzuch |dorsz

platana | pregowany | japonska | karlowaty

Hipokretyna- 1
czlowiek 100 100 92,5 (83,0 |34.0 43,4 52,8 34,0
mysz 100 92,5 (83,0 34,0 434 52,8 34,0
kura 100 84,9 {302 453 54,7 34,0
zaba platana 100 30,2 50,9 50,9 32,1
danio pregowany 100 30,2 37,7 35.8
ryzowka japonska 100 67,9 37,7
kolcobrzuch karlowaty 100 453
dorsz 100
Hipokretyna-2
czlowiek 100 92,9 1893 |75 53,6 51,9 50,0 42,9
mysz 100 (96,4 (67,9 50,0 48,1 46,4 42,9
kura 100 |64,3 |46.4 444 42,9 39,3
zaba platana 100 50,0 51,9 60,7 53,6
danio pregowany 100 66,7 67.9 60,7
ryzowka japonska 100 70,4 55,6
kolcobrzuch karfowaty 100 64.3
dorsz 100

Neurony hipokretynowe sa pobudzane przez neurony glutaminianergiczne,
cholinergiczne oraz neurony zawierajace peptydy: wazopresyne, oksytocyne,
neurotensyng, cholecystokining, hormon uwalniajacy kortykotroping i glukagono-
podobny peptyd-1 — GPL-1 (ang. glucagon-like peptide-1). Z kolei neurony GABA-
ergiczne, katecholaminergiczne, serotoninergiczne, zawierajace neuropeptyd Y lub
leptyng hamuja aktywnos$¢ neurondéw hipokretynowych [56].

RECEPTORY HIPOKRETYNOWE

Hipokretyny wywieraja dziatania biologiczne poprzez specyficzne receptory
btonowe. Sklonowano i opisano dwa receptory dla hipokretyn: receptor typu 1,
Hertr-1 (OX)) i receptor typu 2, Hertr-2 (OX)). Hipokretyna-1 pobudza Hertr-1 w
stezeniach nanomolowych, natomiast hipokretyna-2 ma do niego powinowactwo
nizsze o okolo 2 rzedy wielkosci. Oba peptydy wykazuja zblizone powinowactwo
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do Hertr-2 [47, 48]. Uwaza si¢ zatem, ze Hcrtr-1 jest receptorem selektywnym dla
hipokretyny-1, a Hertr-2 — receptorem nieselektywnym dla obu peptydéw. U ryb
wystepuje tylko jeden receptor dla hipokretyn, ktérego budowa jest zblizona do
Hertr-2 ssakéw [10].

U cztowieka geny kodujace receptory hipokretynowe wystepuja na chromosomie
1 (Hertr-1) i chromosomie 6 (Hcrtr-2) i sa zbudowane z siedmiu egzondéw [63]. Z
kolei u myszy Hcrtr-1 sklada si¢ z 9 egzonow, a Hertr-2 z 8 egzondw [63]. U
obydwu gatunkéw stwierdzono obecnos¢ specyficznych tkankowo wariantow
Hertr-2: 1A, 1B, 1C, 1 1C_ _ (czlowiek), oraz a i B (mysz), ktore powstaja w
procesie alternatywnego skiadanla [12, 13]. Transkrypty dla receptora 1B wystepuja
w roznych tkankach, ale ich obecnosci nie stwierdzono w nerkach i watrobie.
Ekspresja mRNA receptora typu 1A jest wysoka w mozgu, migsniach szkieletowych,
tozysku i jadrach. Wariant 1C,  ulega silnej ekspresji w mozgu, fozysku, trzustce
i jadrach; nie wystgpuje w miesniach szkieletowych, plucach, watrobie i sercu.
Transkrypty dla receptora 1C, ulegajq ekspresji na wysokim poziomie w mdzgu,
fozysku, jadrach i trzustce; sa nleobecne w migsniach szkieletowych i nerkach [12].

Receptory dla hipokretyn naleza do nadrodziny receptoréw sprzezonych z biatkami
G — GPCR (G protein-coupled receptors), do grupy f receptoréw rodopsynowych.
Do grupy tej naleza réwniez m.in. receptory dla takich peptydéw, jak: neuropeptyd
FF, neuropeptyd Y, cholecystokinina, neurotensyna, tachykinina, hormon tyreotropowy
— TSH (ang. thyroid stimulating hormone), wazopresyna i oksytocyna [17]. Stopien
homologii budowy pierwszorzedowej migdzy Hertr-1 a Hertr-2 wynosi 64%, natomiast
migdzy receptorami hipokretynowymi a innymi receptorami z grupy S tylko 25-31%
[30, 63]. Receptory hipokretynowe sa wysoce konserwatywne u ssakéw; ludzkie i
szczurze sg identyczne w 94% (Hertr-1) i 95% (Hertr-2) [8, 30, 63]. Dotychczas nie
udato si¢ zidentyfikowaé genow, ktore by kodowaly synteze receptordéw typu 1 u
innych gromad kregowcow niz ssaki. Przypuszcza si¢ zatem, ze Hrcrt-2 jest
ewolucyjnie starszym receptorem niz Hertr-1 [63].

Przez analogi¢ do innych receptorow GPCR uwaza sig, ze tancuchy biatek Hrctr-1
i Hertr-2 siedmiokrotnie przechodza przez blong komérkowa, tworzac w obrebie blony
siedem hydrofobowych a-helis (regiony transbtonowe — TM), potaczonych
naprzemiennie trzema petlami zewnatrzkomorkowymi — ecl-ec3 (ang. extracellular) i
trzema wewnatrzkomérkowymi — icl-ic3 (ang. intracellular). Budowa pierwszorzedowa
receptoréw dla hipokretyn wykazuje kilka interesujacych cech: wszystkie obszary TM,
petle ecl-ec3, icl iic3 sa wysoce konserwatywne. Z kolei ic2, N-koncowe i C-koncowe
fragmenty bialek obu receptorow wykazuja maly stopien homologii. W obu typach
receptoréw w ec2 wystepuja miejsca N-glikozylacji, w ic3 — miejsca fosforylacji
katalizowanej przez kinaze biatkowa A — PKA (ang. protein kinase A), a w ic2 — migjsca
fosforylacji katalizowanej przez kinazg biatkowa C — PKC (ang. protein kinase C) [61].

Oba typy receptoréw hipokretynowych wystepuja na wysokim poziomie w
podwzgorzu. Ponadto, duza gestos¢ Hertr-1 stwierdzono w grzbietowym jadrze
szwu, przykomorowym jadrze wzgorza, obszarze CA1 i CA2 hipokampa, miejscu
sinawym, przegrodzie i przysadce mdzgowej, oraz w siatkdwce. Hertr-2
zlokalizowano w guzku wechowym, warstwie VI komory moézgowej, jadrze
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potlezacym przegrody, obszarze CA3 hipokampa, grzbietowym jadrze szwu,
moézdzku i przysadce mozgowej [8, 30]. Poza osrodkowym ukladem nerwowym
receptory hipokretynowe dotychczas wykryto w przewodzie pokarmowym, trzustce
i nadnerczach [2, 14, 52].

Nasilenie ekspresji Hertr-2 obserwowano w tagodnym guzie gruczotu krokowego
czlowieka [34], a Hertr-1 w doswiadczalnie indukowanych stanach patologicznych:
niedokrwieniu mozgu wywolanym przez przejsciowe zamkniecie tetnicy szyjnej [37],
mechanicznym urazie mézgu [35] oraz w cukrzycy wywolanej przez streptozocyng
[2]. W modelu urazowego uszkodzenia moézgu wzrost immunoreaktywnosci dla
receptora typu 1 stwierdzano wokol miejsca uszkodzenia; poczatkowo w komorkach
mikrogleju, a nastgpnie réwniez w neuronach [35]. W przypadku doswiadczalnej
cukrzycy stwierdzono korelacj¢ pomigdzy liczba komorek w wysepkach Langerhansa,
w ktorych wystepowaty Hertr-1 a liczba komoérek z aktywna forma kaspazy-3, markera
apoptozy. Sugerowano zatem, ze w przebiegu cukrzycy receptory hipokretynowe typu
1 sa zaangazowane w apoptotyczna $mier¢ komoérek produkujacych insuling [2].

MECHANIZMY TRANSDUKCJI SYGNALU
URUCHAMIANE PRZEZ RECEPTORY HIPOKRETYNOWE

Wiedza nt. procesow wewnatrzkomorkowych uruchamianych przez receptory
hipokretynowe jest stosunkowo waska i pochodzi gltownie z badan przepro-
wadzonych na heterologicznych liniach komérkowych, w ktérych dokonano
ekspresji cDNA dla ludzkiego Hcrtr-1 badz Hertr-2. Najczesciej opisywanym
efektem pobudzenia receptoréw hipokretynowych jest wzrost wewnatrz-komorko-
wego stezenia jonéw wapniowych — [Ca*']i. U podloza tego zjawiska leza dwa
procesy: (1) pobudzenie szlaku biatko Gq = fosfolipaza C typu 8 (PLC-8) —=
inozytolo(1,4,5)trisfosforan (IP,) - uruchomienie Ca’" z siateczki $rédplaz-
matycznej, (2) aktywacja blonowych kanaléw kationowych TRPC3/6 (ang. transient
receptor potential channels); wzrost [Ca®>']i moze by¢ dodatkowo potegowany przez
dokomoérkowy naptyw Ca®' [19, 32, 47, 55, 70]. Przypuszcza sie, ze kanaty TRPC
sa pobudzane przez niskie stezenia hipokretyn, natomiast do aktywacji PLC-3 dochodzi
przy wyzszych stezeniach peptydow [32]. Receptory hipokretynowe moga, pobudzajac
rézne biatka G, hamowa¢ lub stymulowa¢ aktywnos¢ cyklazy adenylowej [19, 22,
62, 68, 70]. W komorkach kory nadnerczy indukowany przez hipokretyny wzrost
syntezy cAMP i aktywnosci PKA prowadzi do nasilenia produkcji i sekrecji
glikokortykosteroidow [25, 51]. Hipokretyny oddzialujac ze swoimi receptorami moga
takze pobudza¢ szlak kinaz aktywowanych przez miotogeny — MAPK (ang. mitogen-
activated protein kinases), prowadzac do fosforylacji p38 i kinazy aktywowanej przez
sygnaly zewnatrzkomérkowe — ERK1/2 (ang. extracellular regulated kinase) [3, 19,
43, 44, 52, 70]. W aktywacji ERK1/2 wykazano udziat szlakow Gq - PLC - kinaza
biatkowa C (PKC), Gs - c¢AMP - PKA oraz kaskady biatka Gi/o, z dominujaca
rola szlaku pierwszego. Do aktywacji p38 nie jest wymagane uruchomienie kaskady
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RYCINA 2. Szlaki transdukcji sygnatow wewnatrzkomdérkowych zwiazanych z pobudzeniem receptorow
hipokretynowych: AC — cyklaza adenylanowa, cAMP — cykliczny 3',5'-adenozynotrifosforan, CREB —
czynnik transkrypeyjny zalezny od cAMP, IP, — inozytolo(1.4,5)trisfosforan, DAG — 1,2-diacyloglicerol,
MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny, G — biatko G, PKA — kinaza biatkowa A; PKC —
kinaza biatkowa C, PLC — fosfolipaza C, SHP-2 — fosfatazy zawierajace domeny SH2, Src — kinaza Src,
StAR — biatko regulujace steroidogenezg, 1 — stymulacja/wzrost poziomu, | — spadek poziomu.
Indukowany hipokretynami wzrost poziomu wewnatrzkomorkowego st¢zenia jonow wapniowych
obserwowano w komorkach z rekombinowanym Hertr-1 oraz Hertr-2. Wywotang hipokretynami apoptoze
stwierdzono w nowotworowych komorkach jelita grubego, komdrkach neuroblastomy i komérkach CHO
z heterologiczng ekspresja Hcrtr-1. Pod wplywem hipokretyn obserwowano nasilenie syntezy
glikokortykoidow w komdrkach kory nadnerczy oraz testosteronu przez komorki Leydiga, wg [18],
zmodyfikowano

FIGURE 2. Intracellular signal transduction pathways triggered by activation of hypocretin receptors:
AC —adenylyl cyclase, cAMP — adenosine 3',5'-cyclic monophosphate, CREB — cAMP response element
binding protein, DAG — 1,2-diacyloglycerol, G— G protein, IP, — inositol(1,4,5)trisphosphate, MAPK—
mitogen activated protein kinase, PKA — protein kinase A, PKC — protein kinase C, PLC — phospholipase
C, SHP-2 — SH2 domain containing phosphatase 2; Src — kinase Src, StAR — steroidogenic acute regula-
tory protein, 1 — stimulation/increased level, | — decreased level. Increased intracellular level of cal-
cium ions, induced by hypocretin stimulations, was observed in cells with recombinant Hertr-1 and
Hertr-2. Hypocretins caused apoptosis in colon cancer cell lines, neuroblastoma cell lines and in CHO
cells with heterological Hertr-1 expression. Hypocretins evoked intensification of glucocorticoids syn-
thesis in adrenal gland corex cells and testosterone in Leydig cells. Modified from [18]

Gq - PLC - PKC, oraz wzrost aktywnosci PKA [55]. Wyniki najnowszych badan
pokazaty, ze wywotana przez hipokretyne aktywacja ERK1/2 odgrywa istotng role w
indukcji procesu angiogenezy komorek srodbtonka naczyniowego [28]. W wyniku
pobudzenia receptoréow hipokretynowych moze ponadto dochodzi¢ do aktywacji kinaz
PKCd, PKDI, PKD3; stymulacji fosfolipazy A, i uwalniania kwasu arachidonowego,
oraz niezaleznej od PLC-f produkcji monofosforanu inozytolu [22, 24, 42, 58]. Rycina
2 przedstawia najczesciej opisywane szlaki transdukcji sygnatu aktywowane w wyniku
pobudzenia Hertr-1 i Hertr-2.
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Badania przeprowadzone na komdrkach HEK 293 transfekowanych cDNA dla
ludzkiego Hertr-1 wykazaly, ze pod wplywem hipokretyny-1 nastepowato zwigkszenie
ekspresji 260 genow oraz zmniejszenie ekspresji 64 genow [50]. W pierwszej grupie
dominowatly geny kodujace biatka zwigzane ze wzrostem komoérki (30%), natomiast w
drugiej — geny kodujace biatka zwiazane z miedzykomérkowym przeplywem informacji
(16,6%). Hipokretyna zmieniala takze stopien transkrypcji szeregu gendéw dla bialek
zaangazowanych w metabolizm komdrkowy. Najwieksze zmiany, kilkunastokrotny
wzrost, obserwowano w przypadku genu HIF-la dla czynnika la  indukowanego
hipoksja (ang. Aypoxia-inducible factor I). Ponadto, hipokretyna zmniejszata transkrypcije
genu VHL (von Hippel-Lindau) — ligazy, ktora uczestniczy w procesie zaleznej od
ubikwityny proteosomalnej proteolizy biatka HIF-1. Powyzsze obserwacje sa szczegdlnie
interesujace w polaczeniu z danymi pokazujacymi, ze w wyniku indukowanego przez
hipokretyng wzrostu aktywnosci HIF-1 dochodzi do zwigkszenia wychwytu glukozy
do wnetrza komoérek i ich wigkszej aktywnosci glikolitycznej [50]. Sugeruje sig, ze
nasilenie ekspresji HIF-1 moze odgrywac istotna rolg w neuroprotekcyjnym dziataniu
hipokretyny w udarze niedokrwiennym mozgu [66].

PROAPOPTOTYCZNE DZIALANIE HIPOKRETYN

Wiasciwoscei proapoptotyczne hipokretyn odkryto podczas badania potencjalnej
zdolnosci peptydéw wystepujacych w przewodzie pokarmowym do hamowania
wzrostu komorek linii HT29-D4 wywodzacej si¢ z nowotworu jelita grubego
cztowieka. Dwa sposrod przebadanych 26 peptydow, tj. hipokretyna-1 i hipokretyna-
2, wywolywaly apoptoze komorek. Po 1-2 dniach inkubacji obserwowano zmiany
w obrazie komorek: stawaly si¢ one bardziej okragle i obkurczone, wykazywaly
typowa dla apoptozy kondensacje chromatyny i fragmentacj¢ jadra komoérkowego
na mate sferyczne czastki, oraz przesunigcie czasteczek fosfatydyloseryny z wew-
netrznej do zewnetrznej czesci blony komodrkowej (eksternalizacja fosfatydylo-
seryny). Hipokretyny nie wplywaly na cykl komoérkowy i proliferacje badanej linii
komodrkowej [46]. Analogiczne wyniki uzyskano w do$wiadczeniach przeprowa-
dzonych na innych liniach komoérkowych wywodzacych si¢ z nowotworu jelita
grubego, w ktorych potwierdzono obecnos¢ Hertr-1 (Caco-2, SW480, LoVo),
komorkach linii SK-N-MC wywodzacej si¢ z nerwiaka ptodowego (neuroblastoma)
czlowieka, oraz linii AR42J komorek groniastych z trzustki szczura AR42J, w ktorej
wystepuje natywny Hertr-2 [46, 59, 60]. Hipokretyny nie indukowaly apoptozy w
prawidtowych komédrkach sluzowki jelita grubego czlowieka [46].

Badania przeprowadzone w laboratorium prof. Laburthe'a sugeruja, ze kluczowa
role¢ w proapoptotycznym dziataniu hipokretyn odgrywaja dwa fragmenty w
fancuchu biatka receptorowego zbudowane z 6 aa i zawierajace tyrozyng: ITIM
(ang. immunoreceptor tyrosine-based motif; lle-lle-Tyr-Asn-Phe-Leu) i ITSM (ang.
immunoreceptor tyrosine-based switch motif, Thr-Asn-Tyr-Phe-lle-Val). ITIM i ITSM
sa zakonserwowanymi motywami receptoréw komoérek uktadu immunologicznego.
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RYCINA 3. Schemat proapoptotycznego dziatania hipokretyn: DAG — 1,2-diacyloglicerol, Cyt ¢ —
cytochrom c, P, — inozytolo(1,4,5)trisfosforan, PLC —fosfolipaza C, Src —kinaza Src, SHP-2 — fosfatazy
zawierajace domeny SH2. Pozostate wyjasnienia w tekscie, wg [31], zmodyfikowano

FIGURE 3. Proapoptotic action of hypocretins: DAG — 1,2-diacyloglycerol, Cyt ¢ — cytochrome ¢, IP, —
inositol(1,4,5)triphosphate, PLC — phospholipase C, Src — kinase Src, SHP-2 — phosphatase containing
SH2 domains, for other explanations: see the text, modified from [31]

W Hrectr-1 fragment ITIM znajduje si¢ w trzeciej petli cytoplazmatycznej (ic3)
taczacej TMVII z C-koncem bialka receptorowego. Z kolei fragment ITSM
wystepuje w icl, ktora taczy TMI z TMIIL. Pobudzenie Hertr-1 powoduje aktywacje
bialka Gq i jego dysocjacje na podjednostke a i dimer By. Dimery By aktywuja
kinazy Src (ang. sarcoma), ktore fosforyluja reszty tyrozynowe w domenach ITIM
i ITSM. Do ufosforylowanych reszt tyrozynowych przylaczaja si¢ fosfatazy
zawierajace domene SH2 — SHP-2 (ang. SH2 domain-containing phosphatase), ktore
ulegaja aktywacji i uruchamiajg kaskade apoptotyczna z uwolnieniem z
mitochondriow cytochromu c, a nastepnie aktywacja kaspazy 3 i kaspazy 7 (ryc.
3) [31, 59, 60]. Przylaczenie fosfatazy SHP-2 prowadzi ponadto do inaktywacji
STAT-5 (ang. signal transducer and activator of transcription 5), a co za tym idzie
do zmniejszenia ekspresji bialek znajdujacych si¢ pod kontrola STAT-5 (biatek
antyapoptotycznych, np. Ble-X |, kinazy serynowo-treoninowej Pim-1). Opisany
powyzej proces aktywacji apoptozy przebiega niezaleznie od indukowanego przez
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hipokretyny wzrostu aktywnosci PLC i zwigkszenia [Ca®']i [31, 59, 60]. Przypuszcza
sie, ze w procesie apoptozy uruchamianej w wyniku pobudzenia receptorow
hipokretynowych typu 1 moga ponadto uczestniczy¢ kinazy p38, ERK1/2 i Akt/
PKB (ang. protein kinase B) [4, 60].

PODSUMOWANIE

Hipokretyny naleza do grupy neuropeptydow charakteryzujacych si¢ dziataniem
plejotropowym. Dane doswiadczalne o proapoptotycznej aktywnosci hipokretyn w
stosunku do komoérek nowotworowych oraz informacje nt. zmian poziomow
hipokretyn i ekspresji receptoréw hipokretynowych w stanach patologicznych mézgu
(niedotlenienie/niedokrwienie, urazy mozgu) stwarzaja ptaszczyzng do poszukiwan
nowych mozliwosci terapeutycznego wykorzystania ligandow receptoréw
hipokretynowych.
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