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Streszczenie: GPR7 i GPR8 (G-protein-coupled Receptors) to dwa, ostatnio odkryte i strukturalnie podobne,
sieroce receptory zwi¹zane z bia³kiem G. Wystêpuj¹ one zarówno w centralnym uk³adzie nerwowym, jak i w
narz¹dach obwodowych. Ostatnio zidentyfikowano endogenne ligandy tych receptorów. Jeden z nich to po-
lipeptyd o d³ugo�ci 29 aminokwasów. Jest on unikalnie modyfikowany bromem i st¹d zosta³ nazwany neuro-
peptydem B (NPB). Drugi � neuropeptyd W (NPW)  zosta³ zidentyfikowany w dwóch formach molekular-
nych, odpowiednio 23- i 30-aminokwasowej (NPW23 i NPW30). Sekwencja aminokwasów NPW23 jest
identyczna z N-koñcowymi 23 resztami aminokwasów NPW30. Rozk³ad ekspresji genu w mózgu sugeruje,
¿e NPB bierze udzia³ w regulacji od¿ywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamiêci i
uczenia siê. Z kolei NPW wp³ywa na pobór po¿ywienia, stymuluje wydzielanie prolaktyny oraz reguluje
czynno�æ osi podwzgórzowo -przysadkowo- nadnerczowej.

S³owa kluczowe: neuropeptyd B (NPB), neuropeptyd W (NPW), receptory sieroce, rola biologiczna.

Summary: GPR7 and GPR8 (G-protein-coupled Receptors) are two recently discovered and structural-
ly related orphan receptors linked to protein G. They are present both in central nervous system and in
peripheral organs. Recently, endogenous ligands of these receptors have been identified. One of them is
a 29 amino acid residues long, uniquely modified with bromine and, thus, termed the neuropeptide B
(NPB). The other, neuropeptide W (NPW), has been identified in two molecular forms of, respectively,
23 and 30 amino acids (NPW23 and NPW30). Amino acid sequence of NPW23 is identical with first 23
N-terminal amino acids of NPW30. Distribution of the gene expression within the brain suggests that
NPB plays a role in feeding control, in control of the neuroendocrine axis, as well as in memory and
learning processes. NPW, in turn, affects alimentation, stimulates prolactin secretion and regulates
function of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis.
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88 A.  HOCHÓ£, M.  RUCIÑSKI

IDENTYFIKACJA NEUROPEPTYDU B I NEUROPEPTYDU W

Neuropeptyd B (NPB) oraz neuropeptyd W (NPW) s¹ nowo odkrytymi
polipeptydami uczestnicz¹cymi w regulacji homeostazy energetycznej organizmu. Nale¿¹
one do grupy polipeptydów stymuluj¹cych pobieranie pokarmu, czyli polipeptydów
oreksygennych. Do grupy tej nale¿¹ równie¿ takie polipeptydy, jak oreksyny A i B,
ghrelina, neuropeptyd Y, beacon. Okaza³o siê, ¿e NPB i NPW s¹ endogennymi ligandami
receptorów z rodziny GPCR (G-protein-coupled Receptors), okre�lanych jako GPR7
i GPR8. Sekwencja oraz lokalizacja tych receptorów zosta³y poznane stosunkowo
dawno, jednak przez d³ugi czas nie uda³o siê zidentyfikowaæ endogennych ligandów
tych receptorów, st¹d przez szereg lat okre�lano je jako receptory sieroce.

W celu wykrycia nowych peptydów oraz pó�niejszego ich dopasowania do receptorów
wykorzystano dwie strategie badawcze. Pierwsza z nich polega³a na rozdziale � przy
pomocy metody HPLC � ekstraktów tkankowych, co pozwoli³o wyodrêbniæ nowe
peptydy mog¹ce byæ ligandami receptorów sierocych. W drugiej strategii wykorzystano
analizy bioinformatyczne genomowej bazy danych. W tych ostatnich badaniach jako
argumentu do wyszukiwania u¿yto sekwencji peptydu sygnalnego. Z uzyskanych
wyników odrzucano sekwencje znanych ju¿ bia³ek. U¿ycie pierwszej strategii pozwoli³o
wyizolowaæ z podwzgórza �wini nowy, nieznany wcze�niej peptyd, który nazwano
neuropeptydem W [9]. Sekwencja aminokwasów wyizolowanego polipeptydu zosta³a
u¿yta do przeszukania ludzkiej genomowej bazy danych, co pozwoli³o zidentyfikowaæ
nowy, homologiczny do NPW, neuropeptyd bromowany na N koñcu, nazwany
neuropeptydem B [4]. W odkryciu NPB pomóg³ fakt, i¿ oba neuropeptydy wykazuj¹
znaczn¹ homologiê wynosz¹c¹ u cz³owieka 66%. U szczura homologia ta jest nieco
ni¿sza i wynosi 45% (ryc. 1).

Wysoki stopieñ homologii GPR7 i GPR8 do receptorów opioidów i somatostatyny
sugerowa³, ¿e ligandy tych receptorów mog¹ byæ podobne do opioidów lub somato-
statyny. Jednak¿e okaza³o siê, ¿e ani NPB, ani NPW nie wykazuj¹ podobieñstwa do
wspomnianych neuropeptydów.

RYCINA 1. Porównanie sekwencji aminokwasów neuropeptydu B oraz neuropeptydu W cz³owieka
oraz szczura. Czarne t³o � homologia 100. Dane Genebank, nr dostêpu: Homo sapiens NPB �
BAC07175.1, Homo sapiens NPW � BAC07172.1, Rattus norvergicus NPB � NP_695205, Rattus
norvergicus NPW � NP_695206
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IDENTYFIKACJA RECEPTORÓW NEUROPEPTYDU B
I NEUROPEPTYDU W

Kolejne badania dowiod³y, i¿ NPB i NPW wi¹¿¹ siê swoi�cie i specyficznie z
receptorami GPR7 oraz GPR8. W do�wiadczeniach tych jako modelu u¿yto linii komórek
jajnika chomika chiñskiego (CHO) z nadekspresj¹ genu GPR7 oraz genu GPR8. Na
tak zmodyfikowanych komórkach wykazano wi¹zanie siê NPB oraz NPW do badanych
receptorów. NPW w stê¿eniach nanomolarnych do subnanomolarnych wi¹¿e siê i
aktywuje receptory GPR7 i GPR8, podczas gdy NPB wykazuje a¿ 1000-krotnie wy¿sze
powinowactwo do GPR7 (w porównaniu z GPR8) [4]. Receptory GPR7 i GPR8 maj¹
64% identycznych sekwencji aminokwasów i wykazuj¹ znaczne podobieñstwo do
receptorów opioidów i somatostatyny (36�40%) [8]. O ile oba badane receptory obecne
s¹ u licznych naczelnych, o tyle u gryzoni wykryto tylko GPR7 [6]. U gryzoni wystêpuje
natomiast receptor podobny do GPR8 (GPR8-like), o pewnej homologii do GPR8.
Zarówno receptor GPR7, jak i GPR8 wykazuj¹ bardzo wysoki stopieñ homologii
miêdzygatunkowej, która wynosi ponad 90% (ryc. 2 i 3). Jak wiadomo, oba receptory,
jako receptory sprzê¿one z bia³kami G, zawieraj¹ 7 domen przezb³onowych.

RYCINA 2. Porównanie sekwencji aminokwasów receptora GPR7 cz³owieka, szczura, myszy i byd³a.
Czarne t³o � homologia 100%, szare t³o � homologia >50% <100%, ramka � domeny transb³onowe.
Dane Genebank, nr dostêpu: Homo sapiens � NP_005276, Rattus norvegicus � XP_232691, Mus
musculus � XM_136404, Bos taurus � NP_776499
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BIOSYNTEZA NEUROPEPTYDU B I NEUROPEPTYDU W

Zarówno NPB jak i NPW s¹ produktami proteolitycznego wycinania powy¿szych
peptydów z wiêkszych prekursorów bia³kowych � odpowiednio preproNPB i
preproNPW (ryc. 4 i 5). C-koñcowe miejsce wyciêcia jest �ci�le okre�lone poprzez
dwie zasadowe reszty argininy. Wewn¹trz sekwencji u dojrza³ej cz¹steczki NPW

RYCINA 3. Porównanie sekwencji aminokwasów receptora GPR8 cz³owieka i byd³a. Czarne t³o �
homologia 100%, ramka � domeny transb³onowe. Dane Genebank, nr dostêpu: Homo sapiens � P48146,
Bos taurus � NP_776500

RYCINA 4. Porównanie sekwencji aminokwasów ppNPW cz³owieka, szczura, myszy i �wini. Czarne
t³o � homologia 100%, szare t³o - homologia >50% <100%. Ramk¹ zaznaczono sekwencje NPW 23
oraz NPW 30. RR � dwie reszty argininy. Dane  Genebank, nr dostêpu: Homo sapiens � BAC07172.1,
Rattus norvegicus � NP_695206, Mus musculus � XP_354994, Sus scrofa � BAC07173
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wystêpuj¹ równie¿ dwie reszty argininy, co sugerowa³o, i¿ w warunkach naturalnych
mo¿e powstawaæ krótsza forma tego peptydu. W istocie zidentyfikowano dwie formy
NPW zbudowane odpowiednio z 23 i 30 aminokwasów (NPW23 i NPW30), z których
krótsza forma by³a N-terminaln¹ sekwencj¹ wiêkszego peptydu [9]. Jednak nie wykazano
ró¿nic w wi¹zaniu poszczególnych form polipeptydu do receptorów, co mo¿e �wiadczyæ
¿e brakuj¹ce 7 aminokwasów nie wp³ywa na proces wi¹zania siê z receptorem.
Porównanie sekwencji aminokwasów NPW u ró¿nych organizmów uwidacznia bardzo
wysoki stopieñ homologii tego polipeptydu wynosz¹cy 90%. W okre�leniu stopnia
homologii nie uwzglêdniono sekwencji NPW myszy, gdy¿ jest to prawdopodobnie (w
chwili obecnej) sekwencja niekompletna.

Dojrza³a forma neuropeptydu B obejmuje 29 aminokwasów. Jednak w sekwencji
aminokwasów polipeptydu pochodz¹cego od cz³owieka wystêpuj¹ � analogicznie jak w
przypadku NPW � dwie reszty argininy, umo¿liwiaj¹ce powstanie krótszej formy tego
peptydu, o d³ugo�ci 23 aminokwasów. Jak ju¿ wy¿ej wspomniano, peptyd ten ma bromowan¹
resztê tryptofanu w pozycji C-6 pier�cienia indolowego na koñcu N, jest to jedyny znany
dotychczas peptyd bromowany [4, 10]. O ile bromowanie nie wp³ywa ani na wi¹zanie, ani
na skuteczno�æ NPB wobec receptora GPR7 lub GPR8, sugeruje siê, ¿e N-terminalny
brom mo¿e stabilizowaæ NPB in vivo [10]. NPB jest endogennym ligandem zasadniczo
skierowanym do receptora GPR7 [4]. Porównanie sekwencji aminokwasów pomiêdzy
gatunkami uwidacznia wysoki stopieñ homologii miêdzy-gatunkowej badanego peptydu,
jednak¿e � w porównaniu z NPW � homologia ta jest ni¿sza i wynosi 62%.

LOKALIZACJA EKSPRESJI GENÓW NEUROPEPTYDU B
I NEUROPEPTYDU W

Zmapowano rozk³ad  mRNA NPB i NPW szeregu gatunków, w tym  cz³owieka,
szczura i myszy [2, 4, 5, 6, 8, 9, 10]. Okaza³o siê, i¿ istniej¹ znaczne ró¿nice gatunkowe w
ekspresji tych genów. Ogólnie NPB wykazuje  w o�rodkowym uk³adzie nerwowym

RYCINA  5. Porównanie sekwencji aminokwasów ppNPB cz³owieka, szczura, myszy i byd³a. Czarne
t³o � homologia 100%, szare t³o �  homologia >50% <100%. Ramk¹ zaznaczono sekwencje NPB 29, oraz
NPB 23 dla sekwencji ludzkiej. RR � dwie reszty argininy. Dane  Genebank, nr dostêpu: Homo sapiens
� BAC07175, Rattus norvegicus � NP_695205, Mus musculus � NP_695020, Bos taurus � NP_776369



92 A.  HOCHÓ£, M.  RUCIÑSKI

ALEBAT iakeiwo³zchcad¹zranw8RPGi7RPGANRmzaroWPNiBPNANRmajserpskE.1
,]4[.pswiiijuFzaro]2[.pswinollizerBhcynadeiwatsdopanonawocarpo,aruzczs P -anzoimasul

onadabein�BN,ijserpskeñeipotsonozc

BPN WPN 7RPG 8RPG

keiwo³zc ruzczs keiwo³zc ruzczs keiwo³zc ruzczs keiwo³zc ruzczs

gzóM +++ ++ + BN ++ ++ ++ karb

ezrógzwdoP ++ +++ � BN � +++ � karb

pmakopiH ++ +++ ++ BN +++ + +++ karb

ezrógzW + + � BN + + ++ karb

yno¿u³dezrpñezdR BN ++ BN BN BN ++ BN karb

ywogêrkñezdR +++ ++ � BN � ++ � karb

akdasyzrP � ++ � BN ++ + ++ karb

acyzcraT � ++ + BN � + � karb

ezcrendaN + + + BN � + ++ karb

aktsuzrT � ++ + BN � BN � karb

anoizdel� ++ +++ ++ BN - BN + karb

enno³hcy³zêW + +++ + BN - BN ++ karb

akreN + + + BN - BN - karb

ord¹J ++ + ++ BN + + + karb

acicaM + + ++ BN � +++ � karb

ywokelm.zcurG BN +++ BN BN BN � BN karb

kinjaJ ++ + ++ BN � + � karb

acu³P + + � BN + + + karb

aciwahcT + ++ +++ BN +++ + � karb

eikneicotileJ + + � BN � BN � karb

eburgotileJ � + � BN + + + karb
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szersz¹ ekspresjê  ni¿ NPW, podczas gdy na obwodzie jest odwrotnie. U ludzi mRNA NPB
najsilniej wystêpuje w obrêbie istoty czarnej, hipokampa, podwzgórza, rdzenia krêgowego, a
na obwodzie w tchawicy,
w¹trobie, ¿o³¹dku, �ledzionie,
³o¿ysku, macicy, j¹drach i jajni-
kach [2]. Z kolei inten-sywn¹
ekspresjê genu NPW stwierdza
siê w obrêbie istoty czarnej,
hipokampa, tchawicy i odbyt-
nicy cz³owieka. U szczura nato-
miast mRNA NPB wystêpuje
w korze czo³owej, hipokampie,
podwzgórzu; polu zaskrzy¿o-
waniowym, j¹drze przyko-
morowym, nadwzrokowym,
j¹drze grzbietowo-przy�rod-
kowym i brzuszno-przy�rod-
kowym, wzgórzu, a na obwo-
dzie w �ledzionie, wêz³ach
ch³onnych, macicy oraz gruczo-
le sutkowym [6, 4].

W tabeli 1 przedstawiono
wystêpowanie neuropepty-
dów B i W oraz ich recep-
torów wykazane przy pomo-
cy metody RT-PCR.Badania
immunohistochemiczne po-
twierdzi³y obecno�æ immu-
noreaktywnych komórek i w³ókien NPW23 w podwzgórzu i przysadce szczura, co
przedstawiono w tabeli 2 [3]. Taki schemat rozmieszczenia NPW23-podobnych
substancji sugeruje mo¿liw¹ rolê tego peptydu w uwalnianiu prolaktyny i zachowaniu
zwi¹zanym z od¿ywianiem.

MECHANIZM DZIA£ANIA NPB I NPW

Tylko nieliczne publikacje dotycz¹ wewn¹trzkomórkowych �cie¿ek sygnalnych
modyfikowanych przez NPB i NPW. W komórkach CHO z rekombinowanymi GPR7
i GPR8 wykazano, ¿e NPW23 i NPW30 wywieraj¹ podobny efekt hamuj¹cy na
produkcjê cAMP indukowan¹ forskolin¹. Jest to efekt wra¿liwy na toksynê krztu�ca,
przy czym nie towarzysz¹ temu zjawisku zmiany w �ródkomórkowym stê¿eniu jonów
Ca2+. Dane te sugeruj¹ drogê transdukcji sygna³ów indukowanych omawianymi
polipeptydami za po�rednictwem bia³ka G [9]. W tych¿e komórkach NPB efektywniej

ALEBAT 32WPNogenwytkaeronummieinawopêtsyW.2
]3[aruzczsikdasyzrpiazrógzwdophcaic�êzchcyrótkeinw

I enwytkaeronumm

ikrómok
32WPN

ankó³w
32WPN

)NVP(eworomokyzrpord¹J + +

)NOS(ewokorwzdanord¹J + +

ewoktadod�enjycerkesoruenard¹J + -

)CRA(etawoku³ord¹J + -

ewoineipelkso³okoord¹J + -

ewoinawo¿yzrksazeloP - +

enzcobiewoteibzrgewozrógzwdopeloP + +

awokdor�opæ�o³soinyW - +

etawo³adgimo³aiC - +

jewogzómikdasyzrpta³pindezrP + -

jewogzómikdasyzrpta³pynlyT + +
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hamuje produkcjê cAMP dzia³aj¹c przez GPR7 ni¿ przez GPR8, natomiast bromowanie
NPB nie ma wiêkszego wp³ywu na proces hamowania produkcji cAMP ani na wi¹zanie
siê liganda z receptorem [4, 10]. W przeciwieñstwie do tych obserwacji, NPB w �wie¿o
izolowanych komórkach strefy pasmowatej/siatkowatej kory nadnercza szczura
znacz¹co stymuluje syntezê cAMP, efektu takiego nie wywiera natomiast NPW
(obserwacje w³asne).

ROLA BIOLOGICZNA NPB

Rozk³ad ekspresji genu NPB w mózgu sugeruje, ¿e polipeptyd ten bierze udzia³: w
regulacji od¿ywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamiêci i uczenia
siê. Z tego zakresu istniej¹ tylko nieliczne publikacje. Wynika z nich, ¿e podanie
dokomorowe NPB myszom indukuje hyperfagiê w ci¹gu pierwszych 2 godz., po czym
nastêpuje hypofagia. Takie podawanie polipeptydu powoduje u szczurów równie¿
os³abienie reakcji na podskórne iniekcje formaliny, co sugeruje rolê tego neuropeptydu
w regulacji nadrdzeniowej zwi¹zanej z powstawaniem bólu [10].

ROLA NPW W REGULACJI SEKRECJI HORMONÓW

Zespó³ Shimomury w 2002 roku opisa³, i¿ podanie NPW w dawce 3 nmol do komór
bocznych mózgu szczura stymuluje uwalnianie prolaktyny (PRL) przez przedni p³at
przysadki mózgowej. Maksymalny (2�3-krotny) wzrost wydzielania tego hormonu
obserwowano w 20 min. od podania, natomiast powrót do warto�ci wyj�ciowej
nastêpowa³ w 60 min. W tych¿e warunkach do�wiadczalnych nie obserwowano zmian
w wydzielaniu FSH, LH, GH, ACTH i TSH. Z powodu braku danych o zale¿no�ci
odpowiedzi na NPW od dawki wprowadzanego polipeptydu, zespó³ Bakera w 2003
roku powtórzy³ do�wiadczenie Shimomury [1]. W ich do�wiadczeniu podanie 1 nmol
NPW do komór bocznych mózgu przytomnych samców szczurów powodowa³o 2-krotny
wzrost poziomu PRL i kortykosteronu w osoczu w stosunku do grupy kontrolnej.
Natomiast po dokomorowym wstrzykniêciu 3 nmol NPW obserwowano 5�7-krotny
wzrost poziomu PRL i 5-krotny kortykosteronu. W przeciwieñstwie do tych wzrostów,
poziomy hormonu wzrostu (GH) w osoczu by³y obni¿one zarówno przy dawce 1 nmol
jak i 3 nmol NPW.

Badania in vitro z zastosowaniem zawiesiny komórek przedniego p³ata przysadki
mózgowej szczura nie wykaza³y natomiast wp³ywu NPW na uwalnianie hormonów
tego p³ata przysadki, co sugeruje dzia³anie NPW na poziomie podwzgórza. Ta zdolno�æ
egzogennego peptydu do stymulacji zarówno wydzielania prolaktyny, jak i stymulowania
osi podwzgórzowo-przysadkowo-nadnerczowej sugeruje, ¿e NPW mo¿e braæ udzia³
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w odpowiedzi podwzgórza na stres [1]. Wstêpne wyniki badañ w³asnych wskazuj¹, i¿
w przypadku pierwotnej hodowli komórek kory nadnercza szczura NPW stymuluje
produkcjê kortykosteronu oraz proliferacjê badanych komórek.

ROLA NPW W REGULACJI £AKNIENIA

Wykrycie receptora GPR7 w j¹drach zwi¹zanych z regulacj¹ bilansu energetycznego
sk³oni³a zespó³ Shimomury do przeprowadzenia do�wiadczeñ maj¹cych na celu wykazanie
wp³ywu NPW na równowagê energetyczn¹ [9]. Po wstrzykniêciu 10 nmol NPW do komór
bocznych mózgu szczura, autorzy ci wykazali, ¿e pobór pokarmu przez szczury
otrzymuj¹ce NPW w ci¹gu 2 godzin by³ trzykrotnie wy¿szy ni¿ w grupie kontrolnej [9].
Podobne wyniki dotycz¹ce spo¿ywania pokarmu przez szczury stymulowane przez wy¿sze
dawki NPW obserwowali równie¿ w swoim do�wiadczeniu Baker i wsp. [1].

Jednak¿e powy¿ej przedstawione dane nie znajduj¹ potwierdzenia w ostatnich
doniesieniach. Mianowicie, Mondal i wsp. [7] wykazali, i¿ pojedyncze dokomorowe
podanie NPW hamuje spo¿ywanie pokarmu i wywo³uje wzrost wydatku energetycznego,
z kolei ci¹g³a infuzja dokomorowa polipeptydu (z zastosowaniem minipompy osmo-
tycznej) hamuje zarówno pobieranie po¿ywienia, jak i przyrost masy cia³a szczurów.
Autorzy ci wykazali tak¿e, i¿ podanie anty-NPW IgG stymulowa³o u tych zwierz¹t
pobieranie pokarmu.

Jak z przedstawionego przegl¹du pi�miennictwa wynika, NPB i NPW � z uwagi na ich
szerokie wystêpowanie i homologiê do innych neuropeptydów � najprawdopodobniej
odgrywaj¹ rolê w regulacji homeostazy energetycznej organizmu oraz regulacji uk³adu
neuroendokrynowego. Jednak¿e ich dok³adna rola w tym zakresie oczekuje na wyja�nienie.
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