POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 322005 NR 1 (87-96)

NEUROPEPTYD B (NPB) I NEUROPEPTYD W (NPW)
ORAZ ICH RECEPTORY - WYSTEPOWANIE I ROLA

NEUROPEPTIDE B (NPB) AND NEUROPEPTIDE W (NPW)
AND THEIR RECEPTORS — THEIR DISTRIBUTION AND ROLE

Anna HOCHOL, Marcin RUCINSKI

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii,
Akademia Medyczna im. K. Marcinkowskiego

Streszczenie: GPR7 i GPRS (G-protein-coupled Receptors) to dwa, ostatnio odkryte i strukturalnie podobne,
sieroce receptory zwigzane z biatkiem G. Wystgpuja one zarowno w centralnym uktadzie nerwowym, jak i w
narzadach obwodowych. Ostatnio zidentyfikowano endogenne ligandy tych receptoréw. Jeden z nich to po-
lipeptyd o dtugosci 29 aminokwasow. Jest on unikalnie modyfikowany bromem i stad zostat nazwany neuro-
peptydem B (NPB). Drugi — neuropeptyd W (NPW) zostat zidentyfikowany w dwoch formach molekular-
nych, odpowiednio 23- i 30-aminokwasowej (NPW23 i NPW30). Sekwencja aminokwasow NPW23 jest
identyczna z N-koncowymi 23 resztami aminokwaséw NPW30. Rozktad ekspresji genu w mdzgu sugeruje,
ze NPB bierze udzial w regulacji odzywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamigci i
uczenia si¢. Z kolei NPW wplywa na pobdr pozywienia, stymuluje wydzielanie prolaktyny oraz reguluje
czynnos¢ osi podwzgorzowo -przysadkowo- nadnerczowe;.

Stowa 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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IDENTYFIKACJA NEUROPEPTYDU B I NEUROPEPTYDU W

Neuropeptyd B (NPB) oraz neuropeptyd W (NPW) sa nowo odkrytymi
polipeptydami uczestniczacymi w regulacji homeostazy energetycznej organizmu. Naleza
one do grupy polipeptydéw stymulujacych pobieranie pokarmu, czyli polipeptydoéw
oreksygennych. Do grupy tej naleza roéwniez takie polipeptydy, jak oreksyny A i B,
ghrelina, neuropeptyd Y, beacon. Okazato sig, ze NPB i NPW sa endogennymi ligandami
receptorow z rodziny GPCR (G-protein-coupled Receptors), okreslanych jako GPR7
i GPRS8. Sekwencja oraz lokalizacja tych receptoréw zostaty poznane stosunkowo
dawno, jednak przez dtugi czas nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ endogennych ligandow
tych receptorow, stad przez szereg lat okreslano je jako receptory sieroce.

W celu wykrycia nowych peptydow oraz pdzniejszego ich dopasowania do receptoréw
wykorzystano dwie strategie badawcze. Pierwsza z nich polegata na rozdziale — przy
pomocy metody HPLC — ekstraktow tkankowych, co pozwolitlo wyodrebni¢ nowe
peptydy mogace by¢ ligandami receptoréw sierocych. W drugiej strategii wykorzystano
analizy bioinformatyczne genomowej bazy danych. W tych ostatnich badaniach jako
argumentu do wyszukiwania uzyto sekwencji peptydu sygnalnego. Z uzyskanych
wynikow odrzucano sekwencje znanych juz biatek. Uzycie pierwszej strategii pozwolito
wyizolowac¢ z podwzgorza $wini nowy, nieznany wczesniej peptyd, ktory nazwano
neuropeptydem W [9]. Sekwencja aminokwasow wyizolowanego polipeptydu zostata
uzyta do przeszukania ludzkiej genomowej bazy danych, co pozwolito zidentyfikowac
nowy, homologiczny do NPW, neuropeptyd bromowany na N koncu, nazwany
neuropeptydem B [4]. W odkryciu NPB pomogt fakt, iz oba neuropeptydy wykazuja
znaczna homologie wynoszaca u cztowieka 66%. U szczura homologia ta jest nieco
nizsza i wynosi 45% (ryc. 1).

Wysoki stopien homologii GPR7 i GPRS do receptoréw opioidow i somatostatyny
sugerowatl, ze ligandy tych receptorow moga by¢ podobne do opioidéw lub somato-
statyny. Jednakze okazato sig, ze ani NPB, ani NPW nie wykazuja podobienstwa do
wspomnianych neuropeptydow.
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RYCINA 1. Porownanie sekwencji aminokwasow neuropeptydu B oraz neuropeptydu W czlowieka
oraz szczura. Czarne tto — homologia 100. Dane Genebank, nr dostgpu: Homo sapiens NPB —
BACO07175.1, Homo sapiens NPW — BACO07172.1, Rattus norvergicus NPB — NP_695205, Rattus
norvergicus NPW — NP_695206
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IDENTYFIKACJA RECEPTOROW NEUROPEPTYDU B
I NEUROPEPTYDU W

Kolejne badania dowiodly, iz NPB i NPW wiaza si¢ swoiscie i specyficznie z
receptorami GPR7 oraz GPR8. W do$wiadczeniach tych jako modelu uzyto linii komorek
jajnika chomika chinskiego (CHO) z nadekspresja genu GPR7 oraz genu GPR8. Na
tak zmodyfikowanych komorkach wykazano wiazanie si¢ NPB oraz NPW do badanych
receptorow. NPW w stezeniach nanomolarnych do subnanomolarnych wiaze si¢ i
aktywuje receptory GPR7 1 GPR8, podczas gdy NPB wykazuje az 1000-krotnie wyzsze
powinowactwo do GPR7 (w poréwnaniu z GPRS) [4]. Receptory GPR7 i GPR8 maja
64% identycznych sekwencji aminokwasow i wykazuja znaczne podobienstwo do
receptoréw opioidow i somatostatyny (36—40%) [8]. O ile oba badane receptory obecne
sa u licznych naczelnych, o tyle u gryzoni wykryto tylko GPR7 [6]. U gryzoni wystgpuje
natomiast receptor podobny do GPRS8 (GPRS-like), o pewnej homologii do GPRS.
Zaréwno receptor GPR7, jak i GPR8 wykazuja bardzo wysoki stopien homologii
migdzygatunkowej, ktora wynosi ponad 90% (ryc. 2 i 3). Jak wiadomo, oba receptory,
jako receptory sprzgzone z biatkami G, zawieraja 7 domen przezbtonowych.
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RYCINA 2. Porownanie sekwencji aminokwasow receptora GPR7 cztowieka, szczura, myszy i bydta.
Czarne tto — homologia 100%, szare tlo — homologia >50% <100%, ramka — domeny transbtonowe.
Dane Genebank, nr dostgpu: Homo sapiens — NP_005276, Rattus norvegicus — XP_232691, Mus
musculus — XM_136404, Bos taurus — NP_776499
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RYCINA 3. Poréwnanie sekwencji aminokwasoéw receptora GPRS8 cztowieka i bydta. Czarne tlo —
homologia 100%, ramka — domeny transbtonowe. Dane Genebank, nr dostgpu: Homo sapiens —P48146,
Bos taurus — NP_776500

BIOSYNTEZA NEUROPEPTYDU B I NEUROPEPTYDU W

Zaréwno NPB jak i NPW sa produktami proteolitycznego wycinania powyzszych
peptydow z wigkszych prekursoréw biatkowych — odpowiednio preproNPB i
preproNPW (ryc. 4 1 5). C-koncowe miejsce wycigcia jest $cisle okreslone poprzez
dwie zasadowe reszty argininy. Wewnatrz sekwencji u dojrzalej czasteczki NPW
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RYCINA 4. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw ppNPW czlowieka, szczura, myszy i §wini. Czarne
tto — homologia 100%, szare tto - homologia >50% <100%. Ramka zaznaczono sekwencje NPW 23
oraz NPW 30. RR — dwie reszty argininy. Dane Genebank, nr dostgpu: Homo sapiens — BAC07172.1,
Rattus norvegicus — NP_695206, Mus musculus — XP_354994, Sus scrofa — BAC07173
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RYCINA 5. Poréwnanie sekwencji aminokwasow ppNPB cztowieka, szczura, myszy i bydta. Czarne
tto —homologia 100%, szare tlo— homologia >50% <100%. Ramka zaznaczono sekwencje NPB 29, oraz
NPB 23 dla sekwencji ludzkiej. RR — dwie reszty argininy. Dane Genebank, nr dostgpu: Homo sapiens
—BACO07175, Rattus norvegicus — NP_695205, Mus musculus — NP_695020, Bos taurus — NP_776369

wystgpuja rowniez dwie reszty argininy, co sugerowato, iz w warunkach naturalnych
moze powstawac krotsza forma tego peptydu. W istocie zidentyfikowano dwie formy
NPW zbudowane odpowiednio z 23 i 30 aminokwasdéw (NPW23 i NPW30), zktorych
krotsza forma byta N-terminalna sekwencja wigkszego peptydu [9]. Jednak nie wykazano
roéznic w wiazaniu poszczegdlnych form polipeptydu do receptorow, co moze swiadczy¢
ze brakujace 7 aminokwasoéw nie wplywa na proces wiazania si¢ z receptorem.
Poréwnanie sekwencji aminokwaséw NPW u roznych organizméw uwidacznia bardzo
wysoki stopien homologii tego polipeptydu wynoszacy 90%. W okresleniu stopnia
homologii nie uwzgledniono sekwencji NPW myszy, gdyz jest to prawdopodobnie (w
chwili obecnej) sekwencja niekompletna.

Dojrzata forma neuropeptydu B obejmuje 29 aminokwaséw. Jednak w sekwencji
aminokwasow polipeptydu pochodzacego od cztowieka wystepuja — analogicznie jak w
przypadku NPW — dwie reszty argininy, umozliwiajace powstanie krotszej formy tego
peptydu, o dlugosci 23 aminokwasow. Jak juz wyzej wspomniano, peptyd ten ma bromowana
reszte tryptofanu w pozycji C-6 pierscienia indolowego na koncu N, jest to jedyny znany
dotychczas peptyd bromowany [4, 10]. O ile bromowanie nie wptywa ani na wiazanie, ani
na skuteczno$¢ NPB wobec receptora GPR7 lub GPRS, sugeruje sig, ze N-terminalny
brom moze stabilizowa¢ NPB in vivo [10]. NPB jest endogennym ligandem zasadniczo
skierowanym do receptora GPR7 [4]. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw pomiedzy
gatunkami uwidacznia wysoki stopien homologii migdzy-gatunkowej badanego peptydu,
jednakze —w poréwnaniu z NPW —homologia ta jest nizsza i wynosi 62%.

LOKALIZACJA EKSPRESJI GENOW NEUROPEPTYDU B
I NEUROPEPTYDU W

Zmapowano rozklad mRNA NPB i NPW szeregu gatunkéw, w tym czlowieka,
szczuraimyszy [2,4,5, 6, 8,9, 10]. Okazalo sig, iz istnieja znaczne rdznice gatunkowe w
ekspresji tych genow. Ogolnie NPB wykazuje w osrodkowym uktadzie nerwowym
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TABELA 1. Ekspresja mRNA NPB i NPW oraz mRNA GPR7 i GPR8 w narzadach czlowieka i
szczura, opracowano na podstawie danych Brezillon i wsp. [2] oraz Fujii i wsp. [4], Plusami ozna-

czono stopien ekspresji, NB — nie badano

NPB NPW GPR7 GPRS
czlowiek | szczur | cZowiek | szczur | cZowiek | szczur | cZowiek | szczur
Mozg ++ ++ + NB ++ ++ ++ brak
Podwzgorze ++ +++ | — NB - +++ | - brak
Hipokamp ++ ++ |+ NB - + - brak
Wzgbrze + + - NB + + ++ brak
Rdzen przedhizony | NB ++ NB NB NB ++ NB brak
Rdzen krggowy ++ ++ - NB - ++ - brak
Przysadka - ++ — NB ++ + ++ brak
Tarczyca - ++ + NB - + - brak
Nadnercze + + + NB - + ++ brak
Trzustka - ++ + NB - NB - brak
Sledziona ++ +++ |+ NB - NB + brak
Wezty chlonne + ++ |+ NB - NB ++ brak
Nerka + + + NB - NB - brak
Jadro ++ + ++ NB + + + brak
Macica + + ++ NB - +H+ | - brak
Grucz. mlekowy NB +++ | NB NB NB - NB brak
Jajnik ++ + ++ NB - + - brak
Pluca + + - NB + + + brak
Tchawica + ++ +++ NB -+ + - brak
Jelito cienkie + + - NB - NB - brak
Jelito grube - + - NB + + + brak
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szersza ekspresje niz NPW, podczas gdy na obwodzie jest odwrotnie. U ludzi mRNA NPB
najsilniej wystepuje w obrebie istoty czarnej, hipokampa, podwzgorza, rdzenia kregowego, a

na obwodzie w tchawicy,
watrobie, zoladku, §ledzionie,
fozysku, macicy, jadrach i jajni-

TABELA 2. Wystgpowanie immunoreaktywnego NPW23
w niektorych czgsciach podwzgorza i przysadki szczura [3]

kach [2]. Z kolei inten-sywna
ekspresje genu NPW stwierdza Immamoreaktywne
si¢ w obrebie istoty czarnej, Komérki | wiokna
hipokampa, tchawicy i1 odbyt- NPW23 | NPW23
nicy cztowieka. U szczura nato-
miast mRNA NPB wystepuie Jadro przykomorowe (PVN) + +
wkorze czolowej, hipokampie, Jadro nadzwrokowe (SON) + +
podwzgorzu; polu zaskrzyzo-
waniowym, jadrze przyko- Jadra neurosekrecyjne — dodatkowe + -
morowym, nadwzrokowym, Jadro hikowate (ARC) n B
jadrze grzbietowo-przysrod-
kowym i brzuszno_przyér()d_ Jadro okolosklepieniowe + -
kOWym’ ’wzgo'rzu,. ana obwo- Pole zaskrzyzowaniowe - +
dzie w $ledzionie, weztach
chlonnych, macicy oraz gruczo- | Pole podwzgdrzowe grzbietowe iboczne | + +
le sutkowym [6, 4]. o

W tabeli 1 przedstawiono Wynioslos¢ posrodkowa ) -
wystgpowanie neuropepty- | Cialo migdalowate - +
déw B i W oraz ich recep-
torow wykazane przy pomo- Przedni pfat przysadki mozgowe;j + -
cy metody RT-PCR.Badania | g0 ot praysadki mozgowe; n n
immunohistochemiczne po-

twierdzily obecno$¢ immu-

noreaktywnych komorek i wtdkien NPW23 w podwzgorzu i przysadce szczura, co
przedstawiono w tabeli 2 [3]. Taki schemat rozmieszczenia NPW23-podobnych
substancji sugeruje mozliwa rolg tego peptydu w uwalnianiu prolaktyny i zachowaniu
zwiazanym z odzywianiem.

MECHANIZM DZIALANIA NPB I NPW

Tylko nieliczne publikacje dotycza wewnatrzkomdrkowych $ciezek sygnalnych
modyfikowanych przez NPB i NPW. W komoérkach CHO z rekombinowanymi GPR7
i GPR8 wykazano, ze NPW23 i NPW30 wywieraja podobny efekt hamujacy na
produkcje cAMP indukowang forskoling. Jest to efekt wrazliwy na toksyng krztusca,
przy czym nie towarzysza temu zjawisku zmiany w §rodkomorkowym st¢zeniu jonow
Ca?". Dane te sugeruja droge transdukcji sygnatow indukowanych omawianymi
polipeptydami za posrednictwem biatka G [9]. W tychze komdrkach NPB efektywniej
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hamuje produkcj¢ cAMP dziatajac przez GPR7 niz przez GPR8, natomiast bromowanie
NPB nie ma wigkszego wplywu na proces hamowania produkcji cAMP ani na wiazanie
si¢ liganda z receptorem [4, 10]. W przeciwienstwie do tych obserwacji, NPB w swiezo
izolowanych komorkach strefy pasmowatej/siatkowatej kory nadnercza szczura
znaczaco stymuluje synteze¢ cAMP, efektu takiego nie wywiera natomiast NPW
(obserwacje wiasne).

ROLA BIOLOGICZNA NPB

Rozktad ekspresji genu NPB w mdzgu sugeruje, ze polipeptyd ten bierze udzial: w
regulacji odzywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamigci i uczenia
si¢. Z tego zakresu istnieja tylko nieliczne publikacje. Wynika z nich, Zze podanie
dokomorowe NPB myszom indukuje hyperfagi¢ w ciagu pierwszych 2 godz., po czym
nastgpuje hypofagia. Takie podawanie polipeptydu powoduje u szczuréw rowniez
ostabienie reakcji na podskorne iniekcje formaliny, co sugeruje role tego neuropeptydu
w regulacji nadrdzeniowej zwiazanej z powstawaniem bélu [10].

ROLA NPW W REGULACJI SEKRECJI HORMONOW

Zespot Shimomury w 2002 roku opisat, iz podanie NPW w dawce 3 nmol do komor
bocznych mozgu szczura stymuluje uwalnianie prolaktyny (PRL) przez przedni ptat
przysadki mozgowej. Maksymalny (2—3-krotny) wzrost wydzielania tego hormonu
obserwowano w 20 min. od podania, natomiast powrot do wartosci wyjsciowej
nastgpowal w 60 min. W tychze warunkach doswiadczalnych nie obserwowano zmian
w wydzielaniu FSH, LH, GH, ACTH i TSH. Z powodu braku danych o zaleznosci
odpowiedzi na NPW od dawki wprowadzanego polipeptydu, zespdt Bakera w 2003
roku powtorzyt doswiadczenie Shimomury [1]. W ich do§wiadczeniu podanie 1 nmol
NPW do komoér bocznych mézgu przytomnych samcdw szczuréw powodowato 2-krotny
wzrost poziomu PRL i kortykosteronu w osoczu w stosunku do grupy kontrolne;j.
Natomiast po dokomorowym wstrzyknigciu 3 nmol NPW obserwowano 5—7-krotny
wzrost poziomu PRL i 5-krotny kortykosteronu. W przeciwienstwie do tych wzrostow,
poziomy hormonu wzrostu (GH) w osoczu byty obnizone zardwno przy dawce 1 nmol
jak i 3 nmol NPW.

Badania in vitro z zastosowaniem zawiesiny komorek przedniego ptata przysadki
mozgowej szczura nie wykazaty natomiast wptywu NPW na uwalnianie hormonow
tego ptata przysadki, co sugeruje dziatanie NPW na poziomie podwzgorza. Ta zdolnosé
egzogennego peptydu do stymulacji zarowno wydzielania prolaktyny, jak i stymulowania
osi podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowej sugeruje, ze NPW moze bra¢ udziat
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w odpowiedzi podwzgodrza na stres [ 1]. Wstepne wyniki badan wtasnych wskazuja, iz
w przypadku pierwotnej hodowli komorek kory nadnercza szczura NPW stymuluje
produkcje kortykosteronu oraz proliferacje badanych komorek.

ROLA NPW W REGULACJI LAKNIENIA

Wykrycie receptora GPR7 w jadrach zwiazanych z regulacja bilansu energetycznego
sktonita zespdt Shimomury do przeprowadzenia doswiadczen majacych na celu wykazanie
wplywu NPW na réwnowagg energetyczna [9]. Po wstrzyknigciu 10 nmol NPW do komoér
bocznych mozgu szczura, autorzy ci wykazali, ze pobor pokarmu przez szczury
otrzymujace NPW w ciagu 2 godzin byt trzykrotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej [9].
Podobne wyniki dotyczace spozywania pokarmu przez szczury stymulowane przez wyzsze
dawki NPW obserwowali rowniez w swoim doswiadczeniu Baker i wsp. [1].

Jednakze powyzej przedstawione dane nie znajduja potwierdzenia w ostatnich
doniesieniach. Mianowicie, Mondal i wsp. [7] wykazali, iz pojedyncze dokomorowe
podanie NPW hamuje spozywanie pokarmu i wywotuje wzrost wydatku energetycznego,
z kolei ciagla infuzja dokomorowa polipeptydu (z zastosowaniem minipompy osmo-
tycznej) hamuje zardbwno pobieranie pozywienia, jak 1 przyrost masy ciala szczurow.
Autorzy ci wykazali takze, iz podanie anty-NPW IgG stymulowalo u tych zwierzat
pobieranie pokarmu.

Jak z przedstawionego przegladu pi$miennictwa wynika, NPB i NPW —z uwagi na ich
szerokie wystepowanie i homologi¢ do innych neuropeptydéow — najprawdopodobniej
odgrywaja rolg¢ w regulacji homeostazy energetycznej organizmu oraz regulacji uktadu
neuroendokrynowego. Jednakze ich doktadna rola w tym zakresie oczekuje na wyjasnienie.
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