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W PRZEDNIM P£ACIE PRZYSADKI SAMIC SZCZURA

PEPTIDERGIC MODULATION OF GONADOTROPIN SUBUNIT GENE
EXPRESSION IN THE ANTERIOR PITUITARY OF FEMALE RATS
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Streszczenie: Aktywno�æ transkrypcyjna genów koduj¹cych podjednostki gonadotropin (α, LHβ, FSHβ)
w przednim p³acie przysadki samic szczura zale¿y od obecno�ci zestawów specyficznych elementów
cis- i transregulatorowych zlokalizowanych na promotorach tych genów. G³ównym stymulatorem ak-
tywno�ci transkrypcyjnej tych genów jest GnRH � hormon pulsacyjnie uwalniany z zakoñczeñ nerwo-
wych w wynios³o�ci po�rodkowej podwzgórza i  uwalniaj¹cy hormony gonadotropowe.Wykorzystuj¹c
model pulsacyjnych, dokomorowych infuzji GnRH, β-endorfiny, galaniny i wazoaktywnego peptydu
jelitowego (VIP) badano rolê tych peptydów w modulacji ekspresji podjednostek α i LHβ mRNA w
przednim p³acie przysadki owariektomizowanych samic szczura. Ekspresja genów α i LHβ by³a zale¿na
od czêstotliwo�ci pulsów GnRH: najwiêksz¹ ekspresjê mRNA obserwowano po infuzjach z czêstotli-
wo�ci¹ 1 pulsu/godzinê. β-endorfina znacz¹co obni¿a ekspresjê genów α i LHβ, wp³ywaj¹c tak¿e na
zmniejszenie stabilno�ci ich mRNA w komórkach gonadotropowych. Równie¿ VIP, dzia³aj¹c poprzez
specyficzne receptory VPAC

2,
 hamuje aktywno�æ uk³adu GnRH w podwzgórzu i obni¿a poziom mRNA

dla podjednostek α i LHβ w komórkach gonadotropowych. Natomiast galanina stymuluje ekspresjê
mRNA dla podjednostek α i LHβ w przysadce, jej wp³yw zale¿y od obecno�ci steroidów gonadowych,
odbywa siê poprzez pobudzaj¹ce oddzia³ywanie na aktywno�æ uk³adu GnRH w podwzgórzu i wymaga
zaanga¿owania specyficznych receptorów GALR1 i GALR2. Aktywacja ekspresji genu FSHβ zale¿y
zarówno od GnRH, jak i aktywiny, które dzia³aj¹c niezale¿nie i synergistycznie podwy¿szaj¹ poziom
FSHβ mRNA w przysadce. Peptydowa modulacja (stymulacja lub inhibicja) aktywno�ci endogennego
uk³adu GnRH w podwzgórzu prowadzi do znacz¹cych zmian w ekspresji genów koduj¹cych podjed-
nostki gonadotropin, wp³ywaj¹c po�rednio na ich biosyntezê w komórkach gonadotropowych przysadki
samic szczura in vivo.

S³owa kluczowe: ekspresja genów gonadotropin, przysadka, GnRH, β-endorfina, galanina, wazoaktyw-
ny peptyd jelitowy (VIP), aktywina.

Summary: Transcription activity of genes encoding three gonadotropin subunits: (α, LHβ, FSHβ) de-
pends on specific cis- and trans-acting regulatory elements located on their promoters. Gonadotropin
releasing hormone (GnRH) is a crucial neurohormon stimulating these genes transcriptional activity.
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Pulsatile intracerebroventricular microinjections of GnRH, β-endorphin, vasoactive intestinal peptide
(VIP) and galanin in ovariectomized rats revealed their significant role in the modulation of gonadotropin
subunits gene expression. LHβ and FSHβ mRNA expression were stimulated by low frequency GnRH
pulses whereas α subunit mRNA level was stimulated also by high frequency pulses. β-endorphin
reduced α and LHβ gene expression and diminished the stability of both mRNAs. VIP acting through its
specific receptors reduced endogenous GnRH system activity and decreased both α and LHβ  mRNA
level in pituitary gland. Instead, galanin up-regulated GnRH receptor activity and exerted stimulatory
effect on α and LHβ gene expression. Its effect depended on gonadal steroids and specific galanin
receptors. FSHβ gene expression was dependent both on GnRH and as well as on activin stimulation and
both peptides were acting independently and synergistically. Peptidergic modulation (stimulatory or
inhibitory) of endogenous GnRH system activity results in a significant changes of gonadotropin subunits
mRNA content and, in consequence, may indirectly influence on gonadotropin biosynthesis activity in
female rats.

Key words: gonadotropin genes expression, pituitary, GnRH, β-endorphin, galanin, VIP, activin.

WSTÊP

Gonadoliberyna (GnRH), dekapeptyd syntetyzowany i dojrzewaj¹cy w oko³o 1200
wyspecjalizowanych neuronach podwzgórza, a nastêpnie uwalniany z ich zakoñczeñ
nerwowych w zewnêtrznej warstwie wynios³o�ci po�rodkowej, stanowi kluczowe
ogniwo w neuroendokrynnej regulacji rozrodu. Do kr¹¿enia wrotnego przysadki
wydzielany jest w formie zsynchronizowanych pulsów powoduj¹cych pulsacyjne
uwalnianie LH i FSH z komórek gonadotropowych. Istnieje �cis³a korelacja czasowa
pomiêdzy ka¿dym pulsem LH i poprzedzaj¹cym go pulsem GnRH, jednak zale¿no�æ ta
nie jest tak rygorystyczna w przypadku pulsów FSH. Zmiany pulsacyjnego wzoru
uwalniania GnRH (dotycz¹ce zarówno amplitudy, jak i czêstotliwo�ci pulsów) charak-
teryzuj¹ce zmienne stany fizjologiczne w cyklu rozrodczym samic warunkuj¹ utrzymanie
ich funkcji rozrodczych. U samic szczura zidentyfikowano dwa g³ówne wzorce
uwalniania GnRH: uwalnianie podstawowe, odznaczaj¹ce siê nisk¹ amplitud¹ i czêsto-
tliwo�ci¹ pulsów GnRH oraz uwalnianie oko³oowulacyjne (zachodz¹ce po po³udniu
fazy proestrus cyklu), w którym gwa³towny wzrost aktywno�ci generatora pulsów
GnRH doprowadza do zdecydowanego zwiêkszenia amplitudy i czêstotliwo�ci pulsów
uwalnianego GnRH, wynikiem czego jest wyrzut LH [54]. Na b³onie komórek
gonadotropowych hormon ten wi¹¿e siê ze swym specyficznym, sprzê¿onym z bia³kiem
G

q/11α receptorem [77], stymuluj¹c aktywacjê fosfolipazy Cβ, która poprzez hydrolizê
fosfatydyloinizytolu uwalnia diacyloglicerol i 1,4,5-trójfosforan inozytolu. Gwa³towny
wzrost stê¿enia 1,4,5-trójfosforanu inozytolu w komórce odpowiada za natychmiastow¹
mobilizacjê wapnia wewn¹trzkomórkowego prowadz¹c¹ do uwolnienia LH i FSH z
komórek gonadotropowych przysadki. Aktywacja diacylogliceroli prowadzi do aktywacji
kilku izozymów kinazy bia³kowej C, czego konsekwencj¹ mo¿e byæ pobudzenie czterech
odmiennych szlaków kinaz aktywowanych mitogenem (MAP kinase): p42 MAPK
(p42 MAP kinase/extracellular signal-regulated kinase 2), JNK (c-jun N-terminal
kinase/stress-activated protein kinase) p38MAPK (p38 MAP kinase/cytokine
suppressive anti-inflammatory drug binding protein), BMK (Big MAP kinase/
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extracellular signal-regulated kinase 5) [62] w komórkach gonadotropowych.
Unikalna w³a�ciwo�æ kinaz MAP, polegaj¹ca na ich zdolno�ci do translokacji do j¹dra
komórkowego i aktywacji ró¿nych czynników transkrypcyjnych na promotorach genów,
powoduje, ¿e enzymy te nale¿¹ do wa¿nych regulatorów procesów transkrypcyjnych
w komórce, jednak ich precyzyjna rola w regulacji ekspresji genów koduj¹cych
podjednostki gonadotropin nie jest w pe³ni wyja�niona. Rodzina hormonów glikopro-
teinowych sk³ada siê z hormonów przysadkowych luteinizuj¹cego (LH), folikulo-
tropowego (FSH), tyreotropowego (TSH) oraz ³o¿yskowej gonadotropiny (CG) opisanej
u konia i naczelnych. Hormony te s¹ heterodimerami, sk³adaj¹cymi siê z glikoproteinowej
podjednostki α (αGSU) o sekwencji aminokwasowej identycznej dla wszystkich
hormonów tej rodziny oraz odrêbnej i odpowiedzialnej za specyficzno�æ ka¿dego
hormonu, podjednostki β. Obecny stan badañ nie pozwala jednoznacznie okre�liæ, poprzez
jakie szlaki kinaz MAP GnRH móg³by selektywnie regulowaæ ekspresjê genów
podjednostek gonadotropin w komórkach gonadotropowych. W badaniach Weck i wsp.
[95] transkrypcja genu podjednostki α by³a zale¿na od aktywacji szlaku PKC (protein
kinase C) i ERK (externally regulated kinase) w komórce, podczas gdy wzrost
stê¿enia wapnia preferencyjnie stymulowa³ transkrypcjê genu LHβ. Przeciwn¹
zale¿no�æ obserwowali Saunders i wsp. [71] wykazuj¹c, ¿e aktywacja promotora genu
α zale¿na by³a od wzrostu stê¿enia wapnia wewn¹trz komórki, natomiast genu LHβ
zachodzi³a przede wszystkim poprzez aktywacjê szlaku PKC. Pobudzenia szlaku PKC/
ERK w zale¿nej od GnRH transkrypcji genu LHβ nie obserwowali natomiast Yokoi i
wsp. [99] wykazuj¹c z kolei zaanga¿owanie szlaku JNK, który poprzez fosforylacjê
bia³ka transkrypcyjnego c-jun odpowiada za aktywacjê kompleksu transkrypcyjnego
AP-1. Jednak¿e wyniki otrzymane przez Harrisa i wsp. [28] wykazuj¹ stymulacjê
szlaków ERK i JNK w komórkach gonadotropowych zarówno w podstawowej, jak i
GnRH-zale¿nej aktywacji promotora genu LHβ.

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU ααααα

Obecnie wiadomo ju¿, ¿e na promotorach genów podjednostek α, LHβ i FSHβ
istniej¹ odrêbne uk³ady elementów cis- i trans-regulatorowych. Za specyficzn¹
aktywacjê genu α w komórkach gonadotropowych przysadki odpowiedzialny jest
zestaw kilkunastu elementów regulatorowych promotora, w�ród których szczególn¹
rolê odgrywa miejsce CRE (cAMP-responsive element) zlokalizowane w pozycji cis
pomiêdzy �150 a �200 pz promotora. U ludzi, na promotorze genu α wystêpuj¹ dwa (o
sekwencji TGACGTCA), za� u myszy jedno (o sekwencji TGATGTCA) palindromiczne
miejsce CRE, do których w pozycji trans mog¹ wi¹zaæ siê: bia³ko CREB, bia³ko
moduluj¹ce aktywno�æ CRE oraz bia³ko c-Jun aktywuj¹ce czynniki transkrypcyjne
ATF1 i ATF2 [29]. Elementem cis-regulatorowym zaanga¿owanym w podstawow¹
ekspresjê genu α w komórkach gonadotropowych jest tak¿e miejsce PGBE (pituitary
glycoprotein hormone basal element), wystêpuj¹ce na promotorze ludzkim w pozycji
�329/�320, za� na mysim pomiêdzy�344/�300 pz, do którego wi¹¿¹ siê trans-dzia³aj¹ce
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bia³ka LH2 [67], Lim3 [85] i pLIM [32] nale¿¹ce do rodziny bia³ek homeotycznych
LIM. Z miejscem PGBE s¹siaduje miejsce αBE (α basal element) sk³adaj¹ce siê z
obszaru αBE1 (�316/�302 pz) i αBE2 ( �296/�285 pz), do których wi¹¿¹ siê bia³ka
αBP1 i αBP2. Interakcja bia³ek wi¹¿¹cych siê do miejsc PGBE i αBE powoduje
synergistyczny wp³yw na transkrypcjê genu α [30].

W podstawow¹ transkrypcjê tego genu zaanga¿owane jest tak¿e, nale¿¹ce do rodziny
homeotycznej, bia³ko Pitx-1 (pituitary homeobox factor-1) wi¹¿¹ce siê do miejsca
Pitx-1-RE (na promotorze ludzkim w pozycji �80/-60 pz, za� mysim w pozycji �398/-
385pz) [85]. Bia³ko Pitx-1 kodowane jest przez gen nale¿¹cy do podrodziny genów
bicoid typu homeobox (bicoid-related homeobox genes) [19] i zaanga¿owane jest
w aktywacjê wielu genów w komórkach ju¿ zró¿nicowanych, w tym kluczowych w
aktywno�ci osi rozrodczej trzech genów podjednostek gonadotropin (α, LHβ, FSHβ) i
genu dla receptora GnRH. Do obszaru GSE (gonadotrophic specific element), w
pozycji �146/-111 pz (u ludzi) lub �398/-385pz (u myszy) wi¹¿e siê czynnik steroidogenny
SF-1 nale¿¹cy do nadrodziny bia³ek receptorów j¹drowych o nieznanym ligandzie
(orphan nuclear receptor), którego wp³yw na transkrypcjê genu α jest autonomiczny
i niezale¿ny od obecno�ci innych czynników transkrypcyjnych [30]. Badania aktywno�ci
transkrypcyjnej promotora ludzkiego genu α dowodz¹, ¿e do jej wzrostu przyczynia siê
tak¿e zlokalizowany w pozycji �161/-141 pz, cis-dzia³aj¹cy α-ACT (α activating
element), do którego w pozycji trans wi¹¿¹ siê poprzez palce cynkowe bia³ka GATA2
i GATA3 [78]. Nale¿¹ one do rodziny bia³ek (GATA binding proteins) rozpoznaj¹cych
sekwencjê GATA na promotorze. W procesie tym uczestnicz¹ równie¿ cis aktywne
obszary E-box promotora (pozycja �21/-16 oraz �51/-45), z którymi w pozycji trans
wspó³pracuj¹ bia³ka αEB1, αEB2 oraz czynnik USF (upstream stimulatory factor)
nale¿¹ce do rodziny bia³ek typu HLH (helix-loop-helix) [36]. Eksperymenty na mysich
liniach komórek gonadotropowych dowodz¹, ¿e za wra¿liwo�æ genu α na stymulacjê
GnRH odpowiedzialne s¹ dwa elementy regulatorowe. Jednym z nich jest po³o¿ony w
pozycji �416/-385 promotora obszar GnRH-RE (GnRH response element) [73], do
którego wi¹¿e siê trans dzia³aj¹ce bia³ko z rodziny bia³ek transkrypcyjnych Ets. Drugim
cis-regulatorowym elementem uczestnicz¹cym w aktywacji transkrypcyjnej genu po
stymulacji GnRH jest region PGBE promotora, do którego wi¹¿¹ siê bia³ka z rodziny
bia³ek homeotycznych LIM: LH2 [67] i Lhx [85].

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU LHβββββ

Znacz¹cy postêp w poznaniu budowy i dzia³ania promotora genu LHβ sta³ siê mo¿liwy
dziêki udanej generacji kilku linii myszy transgenicznych, a zw³aszcza mysiej, gonado-
tropowej linii komórkowej LβT2 charakteryzuj¹cej siê ekspresj¹ podjednostki LHβ
[1]. Wszystkie dotychczas zidentyfikowane elementy regulatorowe zlokalizowane na
promotorze genu LHβ  znajduj¹ siê w obszarze �500 pz od miejsca inicjacji transkrypcji,
a identyfikacja elementów cis-regulatorowych w obrêbie tego promotora doprowadzi³a
do wyodrêbnienia  dwóch  obszarów,  które  tworz¹  dystalny  region A (-490/352 pz)
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oraz proksymalny region. B (-207/82 pz). U szczura, w obszarze dystalnym promotora,
w pozycjach �450/-434 pz i pozycji �366/-354 pz znajduj¹ siê dwa cis-regulatorowe
miejsca wi¹¿¹ce czynnik transkrypcyjny Sp1. Bia³ko Sp-1 nale¿y do rodziny czynników
transkrypcyjnych Cys

2
-His

2
 wi¹¿¹cych siê z DNA za pomoc¹ palców cynkowych po

rozpoznaniu sekwencji bogatych w GC. Mutacje uniemo¿liwiaj¹ce wi¹zanie siê bia³ka
Sp-1 z tym regionem promotora znacz¹co redukuj¹ zarówno jego podstawow¹
aktywno�æ, jak te¿ os³abiaj¹ stymulacyjny wp³yw wywierany na ten gen przez GnRH
[39]. Ponadto w pozycji �443/-434 pz szczurzego promotora znajduje siê tzw. region
CArG (CArG box) o sekwencji CCATTTTTGG [94] odgrywaj¹cy krytyczn¹ rolê we
wra¿liwo�ci genu LHβ na pulsacjê GnRH. Sekwencja CArG nie wystêpuje na bydlêcym
promotorze genu LHβ i do tej pory nie poznano bia³ka regulatorowego wi¹¿¹cego siê do
tego obszaru promotora. Natomiast w obrêbie proksymalnej czê�ci promotora genu LHβ
do specyficznych cis-regulatorowych sekwencji wi¹¿¹ siê trzy trans-dzia³aj¹ce bia³ka
regulatorowe. Pierwszym  z  nich  jest  czynnik  steroidogenny  SF-1 (steroidogenic
factor-1), który do DNA promotora genu LHβ u szczura wi¹¿e siê w obrêbie dwóch
funkcjonalnych  miejsc GSE znajduj¹cych siê w pozycji �128/-121 (sekwencja TGACCTG)
i �59/-52 (sekwencja CGGCCTTG) [27], a których znaczenie w aktywacji tego genu
wykazano zarówno in vivo, jak i in vitro [34]. U myszy pozbawionych genu ftz-f1
koduj¹cego bia³ko SF-1, poziom mRNA dla podjednostki LHβ by³ niewykrywalny [35],
za� mutacja w obrêbie miejsca 5�-GSE bydlêcego promotora znacz¹co zmniejszy³a
ekspresjê genu w stosunku do poziomu stymulowanego przez niezmutowany promotor
[42]. Bia³kiem o kluczowej roli w regulacji transkrypcji genu LHβ jest bia³ko Egr-1
(early growth response protein) nale¿¹ce do rodziny bia³ek transkrypcyjnych
charakteryzuj¹cych siê obecno�ci¹ palców cynkowych z motywami Cys

2
-His

2 
i których

geny ulegaj¹ szybkiej aktywacji (immediate-early response genes). W komórkach
przysadki gwa³towna indukcja ekspresji tego bia³ka zachodzi tylko po stymulacji promotora
genu LHβ przez GnRH, dziêki czemu mo¿e byæ ono uwa¿ane za jeden z g³ównych
efektorów (downstream effector) stymulacji przez ten neurohormon [100]. Bia³ko
Egr-1 zawiera wewnêtrzn¹, 34-aminokwasow¹ domenê inhibitorow¹, a  bia³kami
reguluj¹cymi  aktywno�æ  bia³ka Egr-1 s¹ bia³ka Nab-1 i Nab-2 (nuclear growth
factor 1-A binding proteins), których funkcj¹ jest represja aktywno�ci bia³ka Egr-1
[83]. Wydaje siê, i¿ bia³ko Nab-1 mo¿e byæ jednym z istotnych elementów zaanga-
¿owanych w regulacjê aktywno�ci promotora genu LHβ. Miejscami cis-regulatorowymi
odpowiedzialnymi za wi¹zanie bia³ka Egr-1 na promotorze genu LHβ s¹ pozycje �112/
-105pz (sekwencja CGCCCCCG-) oraz �50/-42pz (sekwencja: CGCCCCCAC) [44],
a  mutacje w ich obrêbie ca³kowicie hamuj¹ zdolno�æ bia³ka Egr-1 do aktywacji tego
promotora [98]. W pozycji �100/-95pz (sekwencja AGATTA), pomiêdzy sekwencjami
wi¹¿¹cymi bia³ko Egr-1, znajduje siê miejsce wi¹zania bia³ka Pitx-1, czwartego czynnika
transkrypcyjnego zidentyfikowanego na promotorze genu LHβ [85]. Ekspresja bia³ka
Pitx1 w heterologicznych liniach komórkowych aktywuje promotor genu LHβ dziêki
interakcji z bia³kami SF-1 i Egr-1 [84]. Ostatnie badania wskazuj¹ na obecno�æ drugiego,
zlokalizowanego w pozycji �73/-52 pz miejsca wi¹¿¹cego bia³ko Pitx-1 na tym
promotorze [37]. Do pe³nej, zale¿nej od GnRH aktywacji promotora genu LHβ niezbêdne
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jest wspó³dzia³anie wszystkich wi¹¿¹cych siê doñ bia³ek regulatorowych. Ze wzglêdu
na specyfikê lokalizacji miejsc cis-regulatorowych, które odpowiadaj¹ za wi¹zanie tych
bia³ek do w³a�ciwych obszarów promotora, wydaje siê, i¿ aktywuj¹ca transkrypcjê
interakcja wszystkich bia³ek regulatorowych wymaga udzia³u niezidentyfikowanego
jeszcze kompleksu adaptorowego. Zaproponowano model [38], zgodnie z którym
pojawiaj¹ce siê po aktywacji receptora GnRH bia³ko Egr-1 wi¹¿e siê ze swymi miejscami
na promotorze i wraz z bia³kami SF-1 i Pitx1 tworzy trzyelementowy, proksymalny
kompleks regulatorowy synergistycznie oddzia³uj¹cy z dystalnie wi¹¿¹cymi siê bia³kami
Sp-1 i nieznanym bia³kiem z obszaru CArG. Kluczow¹ rolê w integracji wp³ywów
wywieranych przez bia³ka Sp-1 i Egr-1 pe³ni bia³ko SF-1 [38], za� bia³ko Pitx-1 pe³ni
rolê funkcjonalnego liganda dla bia³ka SF-1.

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU FSHβββββ

Stosunkowo najmniej poznany jest uk³ad cis- i trans-regulatorowych elementów
dzia³aj¹cych na promotorze genu FSHβ, jednak¿e uzyskanie linii gonadotropowej LβT2
pozwala na coraz pe³niejsz¹ identyfikacjê obszarów kluczowych dla aktywacji tego
genu. W pozycjach -120 i -83 pz promotora genu szczura zlokalizowano dwa miejsca
wi¹¿¹ce bia³ko aktywatorowe AP-1 (activator protein) [81], które s¹ zaanga¿owane
w zale¿n¹ od GnRH stymulacjê tego genu [33], lecz nie s¹ odpowiedzialne za stymulacjê
tego genu przez aktywinê. W aktywacji owczego promotora genu FSHβ (oFSHβ)
bior¹ te¿ udzia³ dwa miejsca cis-regulatorowe zlokalizowane w dystalnej czê�ci promoto-
ra: �4152/-2878 pz  oraz �2550/-1809 pz [90]. Natomiast w proksymalnej czê�ci
promotora genu FSHβ znajduj¹ siê dwa miejsca wi¹¿¹ce czynnik SF-1, a tak¿e jedno
miejsce wi¹¿¹ce czynnik transkrypcyjny NFY (nuclear transcription factor Y) [69].
Na 5�koñcu promotora owczego genu FSHβ, pomiêdzy pozycj¹ -2067 a -120 pz,
zidentyfikowano sze�æ, za� na promotorze szczurzego genu � trzy [64] miejsca wra¿liwe
na progesteron, dziêki którym mo¿e on bezpo�rednio modulowaæ aktywno�æ transkryp-
cyjn¹ genu. Równie¿ bia³ka z rodziny homeotycznej LIM uczestnicz¹ w regulacji
podstawowej aktywno�ci promotora genu FSHβ, gdy¿ do miejsca P2 (-140/-50- pz)
wi¹¿e siê bia³ko Ptx-1, za� do obszaru �230/-199 pz � bia³ko Pitx2 [82]. Ponadto,
bia³ka te zaanga¿owane s¹ równie¿ w aktywacjê zale¿n¹ od GnRH (Ptx1) oraz aktywiny
(Ptx2). Stymulacja aktywno�ci promotora genu FSHβ przez aktywinê odbywa siê przede
wszystkim poprzez kompleks bia³ek Smad 3/Smad 4 (mad related protein) bêd¹cych
homologami bia³ek Mad (Max dimerizer). Smad3/Smad4 wi¹¿¹ siê do sekwencji
palindromicznej GTCTAGAC lub do motywu CAGA. Na promotorze genu szczura
kompleks ten oddzia³uje w regionie SBE (Smad Binding Element) zlokalizowanym w
pozycji -281/-253 pz. Natomiast na promotorze owczego genu FSHβ zidentyfikowano
trzy regiony niezbêdne do pe³nej aktywacji promotora przez aktywinê: obszar dystalny
(-973/-962 pz) wi¹¿¹cy bia³ko Smad4, miejsce -134, do którego przy³¹cza siê kompleks
bia³ek Smad4 z nale¿¹cymi do rodziny bia³ek homeotycznych TALE (three amino
acid loop extension) bia³kami Pbx1 (pre B cell transformation-related transcription
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factor) i Prep1 (Pbx regulating protein-1) oraz miejsce -167 równie¿ wi¹¿¹ce bia³ka
Pbx1 i Prep1 [2]. Ostatnio wykazano tak¿e, i¿ nale¿¹ce do rodziny TGFβ (transforming
growth factors β) i odpowiedzialne za morfogenezê ko�ci i tkanki chrzêstnej bia³ka
BMP6 i BMP7 (bone morphogenetic proteins) stymuluj¹ aktywno�æ owczego
promotora genu FSHβ, a tak¿e ekspresjê mRNA dla tej podjednostki in vivo oraz in
vitro [34].

PULSY GnRH A EKSPRESJA GENÓW PODJEDNOSTEK
ααααα, LHβββββ I FSHβββββ IN VIVO

Zmienna czêstotliwo�æ pulsów GnRH jest nie tylko g³ównym elementem reguluj¹cym
podstawowe i oko³oowulacyjne uwalnianie gonadotropin, ale pe³ni te¿ krytyczn¹ rolê w
specyficznej aktywno�ci transkrypcyjnej genów ich podjednostek. Optymaln¹ technik¹
s³u¿¹c¹ badaniu zmian poziomu mRNA koduj¹cych podjednostki gonadotropin w
przednim p³acie przysadki in vivo jest infuzja do trzeciej komory mózgu (bezpo�rednio
w pobli¿e uk³adu podwzgórze-przysadka) substancji, które mog³yby wp³ywaæ na poziom
ich ekspresji. Takie podej�cie metodologiczne wydatnie zmniejsza, pojawiaj¹ce siê przy
podaniu do kr¹¿enia ogólnego, ryzyko degradacji infundowanych substancji, pozwalaj¹c
tym samym na stosowanie dawek zbli¿onych do stê¿eñ fizjologicznych, eliminuje
mo¿liwo�æ ich oddzia³ywania na inne tkanki, pozwala te¿ unikn¹æ trudno�ci w przenikaniu
tych substancji przez barierê krew-mózg. Dokomorowo infundowane substancje mog¹
przenikn¹æ do kr¹¿enia wrotnego przysadki przy udziale tanycytów, komórek wy�cie-
³aj¹cych �ciany i podstawê trzeciej komory [3] i w konsekwencji modulowaæ aktywno�æ
transkrypcyjn¹ genów koduj¹cych podjednostki gonadotropin w przysadce. W badaniach
w³asnych [20] wykorzystuj¹cych model owariektomizowanych samic, którym do trzeciej
komory mózgu pulsacyjnie infundowano GnRH, obserwowano zale¿n¹ od czêstotliwo�ci
tych pulsów ekspresjê genów koduj¹cych podjednostki LH. Analiza Northern-blot
wykaza³a bowiem, i¿ najwiêksza stymulacja poziomu mRNA dla podjednostki α i LHβ
wyst¹pi³a po infuzjach z czêstotliwo�ci¹ 1 puls/godzinê, natomiast po infuzjach z
czêstotliwo�ci¹ 4 pulsy/godzinê aktywacji ulega³ jedynie gen podjednostki α. Zatem,
promotory obu genów wydaj¹ siê odznaczaæ specyficzn¹ wra¿liwo�ci¹ na czêstotliwo�æ
pulsów GnRH: promotor genu α GSU mo¿e byæ bowiem aktywowany przez pulsy
GnRH o takiej czêstotliwo�ci, która jest ju¿ nieefektywna w aktywacji promotora genu
LHβ. W tych samych badaniach stwierdzono równie¿, i¿ u samic szczura w fazie
diestrus, a wiêc w okresie najmniejszej endogennej aktywno�ci uk³adu GnRH w
podwzgórzu, pulsacyjnie infundowany GnRH powodowa³ najwiêkszy wzrost poziomu
α i LHβ mRNA oraz uwalniania LH z komórek gonadotropowych przysadki, podczas
gdy w proestrus, w fazie maksymalnej aktywno�ci, wp³yw egzogennego GnRH na
ekspresjê mRNA obu podjednostek oraz uwalnianie LH, choæ znacz¹cy, by³ jednak
mniej wyra�ny ni¿ w diestrus [20]. GnRH jest tak¿e g³ównym regulatorem syntezy i
uwalniania hormonu folikulotropowego (FSH), niezbêdnego w procesie dojrzewania
pêcherzyków jajnikowych, którego brak w organizmie samicy wywo³uje bezp³odno�æ
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spowodowan¹ zablokowaniem folikulogenezy. Poziom ekspresji genu FSHβ odpowie-
dzialnego za specyficzno�æ biologiczn¹ tego hormonu, jest � podobnie jak genów
podjednostek α i LHβ � zale¿ny od czêstotliwo�ci pulsów GnRH oddzia³uj¹cych na
przysadkowy receptor GnRH. W badaniach w³asnych wykonanych na modelu samic
owariektomizowanych, a wiêc pozbawionych oddzia³ywañ sterydów gonadowych i
peptydów  jajnikowych  (aktywiny, inhibiny i folistatyny), najwiêkszy wzrost poziomu
FSHβ mRNA (mierzony technik¹ Northern-blot) oraz uwalniania tego hormonu z
komórek gonadotropowych stwierdzono po pulsach GnRH infundowanych do trzeciej
komory mózgu z czêstotliwo�ci¹ 1 puls/godzinê [21]. Jednocze�nie, w badaniach tych
obserwowano, i¿ ze wzrostem czêstotliwo�ci egzogennych pulsów GnRH zanika
wra¿liwo�æ genu FSHβ na stymulacyjne dzia³anie tego neurohormonu [21]. Zale¿n¹ od
niskiej czêstotliwo�ci pulsów GnRH ekspresjê genu FSHβ zaobserwowano tak¿e u
samców po iniekcjach do¿ylnych [26] oraz w komórkach linii gonadotropowej LβT2 [5].

βββββ-ENDORFINA  A  EKSPRESJA GENÓW α α α α α i LHβββββ
W PRZYSADCE IN VIVO

Uwalnianie GnRH, pozostaj¹c pod kontrol¹ endogennego generatora pulsów GnRH
[55], podlega tak¿e bezpo�rednim i po�rednim modyfikacjom dziêki neurotransmiterom
i peptydom wp³ywaj¹cym na aktywno�æ neuronów GnRH. Jednym z takich peptydów
jest β-endorfina, której prekursorem w organizmie jest proopiomelanokortyna (POMC).
W centralnym uk³adzie nerwowym istotnym �ród³em syntezy β-endorfiny s¹ neurony
POMC j¹dra ³ukowatego podwzgórza, sk¹d projektuj¹ do innych obszarów mózgu
[17]. Ponadto, β-endorfina syntetyzowana jest tak¿e w przednim i po�rednim p³acie
przysadki mózgowej [51] i taka lokalizacja w obrêbie uk³adu podwzgórze-przysadka
umo¿liwia jej znacz¹cy udzia³ w regulacji uwalniania zarówno neurohormonów
podwzgórzowych, jak i hormonów przysadkowych. Hamuj¹ce dzia³anie β-endorfiny
na uwalnianie LH z komórek gonadotropowych odbywa siê g³ównie poprzez aktywacjê
µ receptorów bêd¹cych produktem genu Mor-1 [92]. Wykazano, i¿ pobudzenie tych
receptorów, wystêpuj¹cych w j¹drze ³ukowatym [61] i w zawieraj¹cej cia³a neuronów
GnRH okolicy przedwzrokowej (MPOA) [12], powoduje zmiany w aktywno�ci pod-
wzgórzowych neuronów noradrenergicznych [63] i dopaminergicznych [66], co w
konsekwencji wp³ywa na zahamowanie uwalniania GnRH z wynios³o�ci po�rodkowej
podwzgórza. Hamuj¹ce dzia³anie β-endorfiny na uwalnianie GnRH z zakoñczeñ
nerwowych mo¿e tak¿e odbywaæ siê poprzez aktywacjê receptorów µ zlokalizowanych
na neuronach β-endorfinergicznych [41], czyli poprzez ultrakrótk¹ pêtlê sprzê¿enia
zwrotnego. Natomiast para- i/lub autokrynne oddzia³ywanie β-endorfiny mo¿liwe jest
poprzez zlokalizowane w obrêbie wynios³o�ci po�rodkowej receptory µ wystêpuj¹ce
zarówno na zakoñczeniach neuronów, jak i tanycytach [4]. Poprzez bezpo�rednie
po³¹czenia synaptyczne pomiêdzy aksonami neuronów proopiomelanokortynowych a
neuronami GnRH w obszarze przedwzrokowym podwzgórza istnieje tak¿e droga
bezpo�redniego wp³ywu opioidów na aktywno�æ neuronów GnRH [48] Udokumento-
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wane, hamuj¹ce zaanga¿owanie β-endorfiny w uwalnianiu GnRH z wynios³o�ci
po�rodkowej podwzgórza stwarza przes³anki do przypuszczenia, ¿e skutkiem takiego
dzia³ania mo¿e byæ nie tylko obni¿one uwalnianie LH z przysadki, lecz w konsekwencji
tak¿e zmniejszona biosynteza gonadotropin w komórkach gonadotropowych. W
badaniach w³asnych wykorzystuj¹cych technikê Northern-blot obserwowano, ¿e po
pulsacyjnych, dokomorowych infuzjach β-endorfiny nastêpuje obni¿enie poziomu mRNA
dla obu podjednostek LH w przysadce [20]. Nie mo¿na wykluczyæ, ¿e efekt ten by³
wynikiem bezpo�redniego, przysadkowego oddzia³ywania infundowanej β-endorfiny
na uwalnianie LH [13]. Jednak bardziej prawdopodobne wydaje siê byæ jej po�rednie,
via zahamowanie uwalnianie GnRH obni¿aj¹ce dzia³anie na zawarto�æ obu mRNA.
Ponadto, eksperymenty te wykaza³y tak¿e, i¿ GnRH oraz β-endorfina wywo³uj¹
przeciwstawne efekty na d³ugo�æ ogonków poliadenylacyjnych poly (A) na 3�koñcu α
i LHβ mRNA. O ile bowiem egzogenny GnRH spowodowa³ wyd³u¿enie regionu poly
(A) mRNA dla obu podjednostek w stosunku do wielko�ci obserwowanej po owariekto-
mii, to podanie β-endorfiny zmniejszy³o d³ugo�æ poly(A) na obu badanych mRNA do
poziomu obserwowanego u samic nieowariektomizowanych [20]. Tak wiêc zale¿na od
rodzaju interwencji fizjologicznej zmienna d³ugo�æ poly (A) obserwowana mo¿e byæ
nie tylko wskazówk¹ co do stabilno�ci poszczególnych mRNA, lecz tak¿e indeksem
stopnia ich stymulacji przez GnRH.

GALANINA A EKSPRESJA GENÓW α α α α α I LHβββββ
W PRZYSADCE IN VIVO

Tak¿e galanina, 29/30 aminokwasowy peptyd po raz pierwszy wyizolowany z
komórek jelita cienkiego �wini, a wkrótce wykryty zarówno w obwodowym, jak i
centralnym uk³adzie nerwowym [75], jest peptydem, który w znacz¹cym stopniu
uczestniczy w modulacji uwalniania GnRH/LH z uk³adu podwzgórze-przysadka. W
obrêbie centralnego uk³adu nerwowego najwy¿sze stê¿enia galaniny stwierdzono w
podwzgórzu, a zw³aszcza w obrêbie wynios³o�ci po�rodkowej, w obszarze przedwzroko-
wym w j¹drze ³ukowatym, przykomorowym, nadwzrokowym i grzbietowo-przy�rod-
kowym oraz poza podwzgórzem: w miejscu sinawym i j¹drze pasma samotnego.
Ekspresja mRNA dla galaniny w neuronach GnRH [52], jak te¿ zmieniaj¹ca siê w
cyklu estralnym jej zawarto�æ w wynios³o�ci po�rodkowej ze szczytem wystêpuj¹cym
w fazie proestrus [50] wskazywa³y, ¿e syntetyzowana w podwzgórzu galanina mo¿e
byæ bezpo�rednio zaanga¿owana w modulacjê neurosekrecji GnRH i oko³owulacyjnego
uwalniania LH z komórek przysadki. Ponadto, wyra�nie podwy¿szony poziom mRNA
dla galaniny obserwowany w neuronach GnRH ponad 24 godziny po uwolnieniu LH
[18] sugerowa³, ¿e jej synteza mo¿e byæ wymagana równie¿ w nastêpnych fazach
cyklu estralnego. Bior¹c pod uwagê fakt, i¿ galanina jest syntetyzowana w neuronach
podwzgórza, uwalnia siê pulsacyjnie i synchronicznie z GnRH, a jej antagonista hamuje
uwalnianie GnRH i pulsacjê LH [50], mo¿e byæ ona istotnym czynnikiem zaanga¿owa-
nym w fizjologiczn¹ regulacjê pulsacyjnej aktywno�ci neuronów GnRH. Istniej¹ zatem
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przes³anki, i¿ podobnie jak β-endorfina, tak¿e galanina mo¿e uczestniczyæ w modulacji
biosyntezy LH in vivo. Istotnie, w badaniach w³asnych wykonanych na owariektomizo-
wanych i suplementowanych steroidami gonadowymi samicach szczura, które otrzymy-
wa³y pulsacyjne (1 puls/godzinê przez 5 godzin), dokomorowe infuzje galaniny analiza
Northern-blot wykaza³a znacz¹ce podwy¿szenie poziomu mRNA dla podjednostek α
i LHβ w przysadce [24]. Efektywno�æ dokomorowych pulsów galaniny, podawanych
z czêstotliwo�ci¹ optymaln¹ do aktywacji tych genów przez GnRH, mo¿e byæ wiêc
konsekwencj¹ pobudzaj¹cego dzia³ania egzogennej galaniny na pulsacyjn¹ aktywno�æ
neuronów GnRH. Tak¿e niepodwy¿szony w odniesieniu do grupy traktowanej samym
GnRH poziom α i LHβ mRNA obserwowany po jednoczesnej infuzji GnRH i galaniny
wskazuje, ¿e to uk³ad GnRH w podwzgórzu odgrywa kluczow¹ rolê w modulacyjnych
oddzia³ywaniach galaniny na ekspresjê genów LH w przysadce [24]. Brak addytywnego
oddzia³ywania GnRH i galaniny sugeruje wspóln¹ dla obu neuropeptydów i zale¿n¹ od
GnRH drogê aktywacji jego receptora przez galaninê [24]. Istniej¹ce dane dowodz¹,
¿e modulacja pobudzenia neuronów GnRH mo¿e równie¿ odbywaæ siê po�rednio,
poprzez wp³yw galaniny na aktywno�æ neuronów POMC, które w podwzgórzu brzuszno-
przy�rodkowym tworz¹ synapsy z neuronami galaninergicznymi [31]. Ponadto, na
neuronach POMC zidentyfikowano te¿ receptory galaninergiczne [7]. W obszarze
j¹dra ³ukowatego, g³ównego miejsca lokalizacji neuronów POMC, galanina oddzia³uje
na nie zarówno na poziomie presynaptycznym [43] zmniejszaj¹c ich aktywacjê
glutaminergiczn¹, jak te¿ i na poziomie postsynaptycznym [65]. Je¿eli wiêc galanina
zmniejsza hamuj¹ce dzia³anie neuronów POMC wywierane na neurony GnRH, to tym
samym mo¿e równie¿ po�rednio stymulowaæ uwalnianie GnRH z zakoñczeñ nerwowych,
a zatem wp³ywaæ na aktywno�æ receptora GnRH. Konsekwencj¹ aktywacji receptora
GnRH jest pobudzenie aparatu biosyntezy gonadotropin w komórce. Istotnie, w badaniach
w³asnych wykazano, ¿e pulsacyjne dokomorowe infuzje galaniny podawane owariekto-
mizowanym i suplementowanym steroidami samicom szczura spowodowa³y zarówno
wzrost ilo�ci miejsc wi¹¿¹cych GnRH, jak i podwy¿szenie jego powinowactwa do receptora
w przednim p³acie przysadki [24]. Regulacyjne znaczenie dla aktywacji  receptora GnRH
mo¿e mieæ równie¿ kolokalizacja galaniny i GnRH wystêpuj¹ca w oko³o 45% neuronów
GnRH samic szczura [57], jak te¿ fakt, i¿ neuropeptydy te s¹ jednocze�nie uwalniane z
zakoñczeñ nerwowych. Wiadomo bowiem, i¿ zarówno sekrecja, jak i postsynaptyczne
dzia³anie neuropeptydu podlega modyfikacji przez substancje, które s¹ syntetyzowane,
przechowywane i uwalniane z tej samej komórki [44]. Istniej¹ te¿ dane wskazuj¹ce, i¿
galanina uwalniana z zakoñczeñ neuronów GnRH mo¿e wzmagaæ synchronizacjê i
wzmacniaæ oddzia³ywania GnRH na poziomie receptora [49].

Fizjologiczne funkcje galaniny s¹ regulowane przez specyficzne receptory b³onowe
nale¿¹ce do rodziny bia³ek G. Dotychczas zidentyfikowano trzy podtypy receptorów
galaniny, lecz w regulacji neuroendokrynnej zaanga¿owane s¹ tylko receptory GAL-R1
[60] i GAL-R2 [59], których mRNA wykryto w: podwzgórzu, pa�mie uko�nym Broca,
obszarze przedwzrokowym, j¹drze nadskrzy¿owaniowym, j¹drze oko³okomorowym, j¹drze
³ukowatym, j¹drze grzbietowo-przy�rodkowym i w obrêbie j¹dra ³ukowatego. Rozmiesz-
czenie miejsc wi¹¿¹cych galaninê w podwzgórzu szczura [45] jest skorelowane z
obecno�ci¹ gêstej sieci perikarionów, dendrytów i w³ókien galaninergicznych w obszarze
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przedwzrokowym, w j¹drze ³ukowatym, grzbietowo-przy�rodkowym, nadskrzy¿owa-
niowym oraz oko³o- i przykomorowym [75]. Choæ obecno�æ mRNA dla GAL-R2 wykry-
ta w obszarze przedwzrokowym, j¹drze grzbietowo-przy�rodkowym i ³ukowatym mo¿e
�wiadczyæ o post-synaptycznej lokalizacji receptorów, to brak mRNA dla GAL-R1 i GAL-R2
w wynios³o�ci po�rodkowej przy jednoczesnym wysokim wi¹zaniu znakowanej galaniny w
tej strukturze wskazuje, ¿e receptory te mog¹ byæ tak¿e transportowane z komórek
neurosekrecyjnych do zakoñczeñ nerwowych [59]. Eksperymentalne zastosowanie
antagonisty(ów) receptora pozwala na identyfikacjê funkcji tego receptora w badanym procesie.
Po dokomorowej infuzji antagonisty (galantide) receptora GAL-R1, jak i GAL-R2 [15]
zaobserwowano zahamowanie zarówno podstawowego, jak i stymulowanego przez galaninê
wzoru uwalniania GnRH i LH u samic szczura [70]. Na udzia³ podwzgórzowych receptorów
galaniny w po�redniczeniu jej oddzia³ywania na aktywno�æ sekrecyjn¹ neuronów GnRH, a w
konsekwencji na profil uwalniania LH wskazuje te¿ znacz¹ce obni¿enie ekspresji mRNA dla
obu podjednostek LH obserwowane u owariektomizowanych i suplementowanych
steroidami gonadowymi samic szczura, które otrzymywa³y jednoczesne infuzje
antagonisty receptora GAL i galaniny [24]. Nie mo¿na jednak wykluczyæ, i¿ stymuluj¹ce
dzia³anie galaniny na syntezê hormonu luteinizuj¹cego mo¿e tak¿e odbywaæ siê poprzez
aktywacjê receptorów galaniny bezpo�rednio w przysadce. Wprawdzie nie jest jasne, czy
i jakie podtypy receptora galaniny wystêpuj¹ na komórkach gonadotropowych u samic,
poniewa¿ GAL-R2 mRNA na  tych komórkach zidentyfikowano dotychczas jedynie u
samców [15]. Mo¿liwo�æ aktywacji takiego samego, zale¿nego od kinazy bia³kowej C
szlaku sygnalizacji wewn¹trzkomórkowej zarówno przez receptor GAL-R2 [91], jak i receptor
GnRH stwarza dodatkow¹ �cie¿kê modulacyjn¹, poprzez któr¹ galanina mog³aby wp³ywaæ
na poziom ekspresji genów podjednostek LH w przysadce.

WAZOAKTYWNY PEPTYD JELITOWY
A EKSPRESJA GENÓW α α α α α I LHβββββ IN VIVO

Okaza³o siê, ¿e równie¿ wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) wyizolowany z komórek
uk³adu pokarmowego jest szeroko rozpowszechniony w obwodowym i centralnym
uk³adzie nerwowym [46]. Wp³yw VIP na aktywno�æ podwzgórza zale¿y od dwóch
aferentnych szlaków VIP-ergicznych biegn¹cych z cia³a migda³owatego (amygdala)
poprzez pr¹¿ek koñcowy (stria terminalis) [68] i ze �ródmózgowia (midbrain) poprzez
wi¹zkê przy�rodkow¹ przodomózgowia (medial forebrain bundle) [53], jak te¿ od
syntezy tego peptydu w neuronach j¹dra nadskrzy¿owaniowego (SCN) i oko³okomoro-
wego (PVN) [40]. W j¹drze nadskrzy¿owaniowym, po³o¿onym obustronnie u podstawy
trzeciej komory mózgu w brzusznej czê�ci podwzgórza, jest zlokalizowany zegar
biologiczny odpowiedzialny za regulacjê rytmów oko³odobowych w organizmie ssaków.
J¹dro SCN aktywnie uczestniczy w regulacji oko³oowulacyjnego wyrzutu LH i
prolaktyny, a lezje tego obszaru podwzgórza powoduj¹ stan ci¹g³ego estrus u samic
nieowariektomizowanych [8] oraz eliminuj¹ zale¿ny od estradiolu wyrzut LH i prolaktyny
u zwierz¹t owariektomizowanych. Spo�ród kilku neuropeptydów zidentyfikowanych
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w SCN, g³ównie VIP syntetyzowany w jego brzuszno-bocznym (ventrolateral) regionie
jest odpowiedzialny za uczestnictwo SCN w zale¿nej od pory dnia synchronizacji
oko³owulacyjnego wyrzutu LH z komórek przysadki. Umiejscowione w SCN neurony
VIP wysy³aj¹ aksony m.in. do podwzgórza, w tym do obszaru przedwzrokowego, do
przedniego i bocznego podwzgórza, do narz¹du naczyniowego blaszki koñcowej
(organum vasculosum lamina terminalis) i do pasma uko�nego Broca (diagonal
band of Broca) [88]. Identyfikacja monosynaptycznego szlaku ³¹cz¹cego zlokalizowane
w SCN neurony VIP z ok. 45% neuronów GnRH w podwzgórzu [89] stwarza
neuroanatomiczne podstawy do bezpo�redniej, zale¿nej od VIP modulacji aktywno�ci
neuronów GnRH. Jednak¿e neurony VIP, dochodz¹c z obszaru SCN do j¹dra oko³o-
komorowego (PVN) i przykomorowego (Pe) [93], mog¹ równie¿ po�rednio wp³ywaæ
na aktywno�æ neuronów GnRH. Zablokowanie hamuj¹cego dzia³ania VIP na uwalnianie
LH obserwowane po lezji j¹dra PVN dowodzi bezpo�redniego dzia³ania VIP na neurony
PVN i wskazuje na po�rednicz¹c¹ rolê tego j¹dra w zale¿nej od VIP regulacji aktywno�ci
generatora pulsów GnRH [79]. VIP-ergiczna modulacja pulsacyjnego uwalniania GnRH
mo¿e zachodziæ tak¿e na poziomie wynios³o�ci po�rodkowej dok¹d projektuj¹ neurony
VIP i gdzie zidentyfikowano granule zawieraj¹ce ten neuropeptyd [58]. Niewykluczone
te¿, ¿e VIP uwalniany z neuronów PVN do p³ynu mózgowego mo¿e byæ transportowany
bezpo�rednio do wynios³o�ci po�rodkowej przez wyspecjalizowane komórki (tanycyty)
[3]. Tak¿e obserwowane po centralnych infuzjach VIP [96] zmniejszenie czêstotliwo�ci
pulsów LH bez jednoczesnych zmian w ich amplitudzie wskazuje, ¿e pierwotnym
miejscem moduluj¹cego dzia³ania VIP na profil uwalnianego z przysadki LH jest
podwzgórze. Choæ dotychczas nie wyja�niono, jakie substancje po�rednicz¹ w
hamuj¹cym oddzia³ywaniu VIP na aktywno�æ neuronów GnRH i w konsekwencji na
pulsacyjne uwalnianie LH, dotychczasowe dane wskazuj¹, ¿e w procesie tym nie jest
zaanga¿owana dopamina [80] ani endogenne opioidy [97]. Fizjologiczne efekty VIP
wywierane s¹ przez dwa, o stosunkowo nieznacznej (47%) homologii ich
pierwszorzêdowej struktury, podtypy receptora: VPAC

1
 i VPAC

2
 [86], których

pobudzenie wywo³uje aktywacjê szlaku cyklazy adenylanowej w komórce docelowej.
Ostatnie badania wskazuj¹, ¿e fizjologiczny wp³yw VIP na aktywno�æ neuronów GnRH
mo¿e odbywaæ siê za po�rednictwem receptorów VPAC

2
, które wykryto na ponad

40% neuronów GnRH u samic szczura [76]. Bior¹c po uwagê, ¿e VIP jest zaanga¿o-
wany w modulacjê pulsacyjnego uwalniania GnRH z wynios³o�ci po�rodkowej, podjêto
próbê wyja�nienia (podobnie do β-endorfiny i galaniny) jego roli w biosyntezie LH w
przysadce. W badaniach w³asnych wykazano, i¿ pulsacyjne (1 puls/godzinê przez 5 h)
infuzje VIP do trzeciej komory mózgu samic owariektomizowanych i suplementowanych
estradiolem spowodowa³y nie tylko zahamowanie uwalniania LH, lecz równie¿ znacz¹ce
zmniejszenie poziomu mRNA dla podjednostek α i LHβ w przednim p³acie przysadki
[23]. Natomiast po zablokowaniu aktywno�ci endogennego uk³adu GnRH przez
antagonistê (VIP-6-28) jego receptora [74] infundo-wany pulsacyjnieVIP nie powo-
dowa³ ju¿ dalszego obni¿ania zawarto�ci mRNA dla obu podjednostek LH. �wiadczy
to o kluczowej roli funkcjonalnie aktywnego uk³adu GnRH w odbiorze i przenoszeniu
modulacyjnych oddzia³ywañ VIP. Wykorzystuj¹c specyficznego antagonistê receptora w
badaniach tych wykazano te¿, ¿e moduluj¹cy wp³yw VIP na ekspresjê genów podjednostek
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LH odbywa siê poprzez receptory VIP, bowiem po jednoczesnych dokomorowych ko-infuzjach
VIP 6-28 i VIP samicom szczura, peptyd ten nie zmniejsza³ poziomu mRNA dla obu
podjednostek LH [23]. Nie mo¿na jednak wykluczyæ, i¿ infundowany dokomorowo VIP
mo¿e te¿ czê�ciowo dzia³aæ bezpo�rednio na poziomie przysadki, na przyk³ad zmieniaj¹c
przep³yw krwi w uk³adzie wrotnym i parametry uwalniania LH, tym samym wp³ywaæ hamuj¹co
na aktywno�æ genów dla obu podjednostek LH.

AKTYWINA A EKSPRESJA GENU PODJEDNOSTKI FSHβββββ
W PRZYSADCE IN VIVO

O ile modulacyjny wp³yw peptydów na poziom ekspresji genów α i LHβ odbywa
siê po�rednio, poprzez ich wp³yw na aktywno�æ uk³adu GnRH w podwzgórzu, to
ekspresja genu FSHβ w przysadce jest bezpo�rednio regulowana przez aktywinê,
inhibinê i folistatynê [56]. Peptydy te pierwotnie wyizolowano z p³ynu pêcherzykowego
w jajniku [87], a nastêpnie z komórek przysadki, gdzie syntetyzowane s¹ zarówno w
komórkach gonadotropowych, jak  i komórkach pêcherzykowo-gwia�dzistych (folliculo-
stelate cells). Aktywina i inhibina nale¿¹ do nadrodziny bia³ek TGFβ i s¹ heterodimerami
podjednostek αβ

A
 i αβ

B 
(inhibina A i B) lub β

A
β

A
, βB

β
B 

i
 
β

A 
β

B 
(aktywina A, B i AB)

Aktywina jest stymulatorem uwalniania FSH i ekspresji genu FSHβ [47], wp³ywa
bezpo�rednio na transkrypcjê tego genu [6], indukuje aktywno�æ jego promotora w
konstruktach z genem reporterowym [2], a tak¿e zwiêksza stabilno�æ FSHβ mRNA w
komórkach przysadki [9]. Zale¿ne od aktywiny pobudzenie sygnalizacji wewn¹trz-
komórkowej poprzedzone jest seri¹ zmian konformacyjnych w obrêbie jej receptora na
b³onie komórkowej. Najpierw aktywina wi¹¿e siê do jednej z dwóch podjednostek typu
II swego receptora (ActRII lub ActRIIB), co umo¿liwia uformowanie heteromerycznego
kompleksu z podjednostk¹ I receptora (ActRI lub ActRIB). Po utworzeniu takiego
kompleksu aktywacji ulega kinaza serynowo/treoninowa podjednostki typu II, która
fosforyluj¹c podjednostkê typu I zapocz¹tkowuje kaskadê fosforylacji na poziomie post-
receptorowym. Choæ aktywacja receptora aktywiny uruchamia kilka szlaków sygnalizacji
wewn¹trzkomórkowej, najwa¿niejsz¹ jest kaskada bia³ek Smad [11]. Spo�ród o�miu
poznanych bia³ek Smad, aktywina pobudza bia³ka Smad-2 i Smad-3, które s¹
fosforylowane przez podjednostkê typu I receptora i nastêpnie tworz¹ wi¹¿¹cy siê z
DNA kompleks z bia³kiem Smad-4 [72]. Ostatnio wykazano korelacjê pomiêdzy
indukowanym aktywin¹ wzrostem transkrypcji genu FSHβ w komórkach przysadki a
zwiêkszon¹ fosforylacj¹ bia³ek Smad-2 i Smad-3 [14]. Stymuluj¹ce oddzia³ywanie
aktywiny na poziom ekspresji w³asnych receptorów w komórkach gonadotropowych
[10] mo¿e znacz¹co wp³yn¹æ na intensywno�æ sygna³u aktywuj¹cego transkrypcjê
genu FSHβ. Odrêbno�æ szlaków sygnalizacji wewn¹trzkomórkowej aktywowanych
przez GnRH i aktywinê wskazuje na niezale¿ne oddzia³ywanie obu peptydów na
uwalnianie FSH i ekspresjê genu FSHβ. Istotnie, w badaniach w³asnych obserwowano
odmienn¹ dynamikê aktywacji uwalniania FSH z komórek gonadotropowych po
do¿ylnych iniekcjach aktywiny i busereliny, gdy¿ po stymulacji buserelin¹ (agonist¹
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receptora GnRH) znacz¹cy wzrost uwalniania FSH nastêpowa³ szybciej i trwa³ d³u¿ej
ni¿ po stymulacji aktywin¹ A [22]. O zaanga¿owaniu ró¿nych �cie¿ek regulacyjnych w
komórkach gonadotropowych po ich stymulacji aktywin¹ lub buserelin¹ �wiadczy te¿
obserwowana w tych badaniach odmienna czasowo dynamika zmian poziomu FSHβ
mRNA: ju¿ po 3 godzinach po iniekcji ka¿dy peptyd znacz¹co stymulowa³ ekspresjê
tego genu, jednak dalszy (po 5 godzinach) wzrost ekspresji obserwowano tylko po
stymulacji buserelin¹. Równie¿ wy¿sza zawarto�æ mRNA dla tego genu obserwowana
po jednoczesnych iniekcjach tych peptydów [22] �wiadczy o synergistycznym oddzia-
³ywaniu aktywiny A i busereliny na ekspresjê genu FSHβ. Ostatnio, w badaniach na
komórkach linii gonadotropowej LβT2 wykazano, ¿e synergizm aktywiny i GnRH w
regulacji aktywno�ci transkrypcyjnej promotora genu FSHβ wymaga ekspresji bia³ka
Smad3 i zwi¹zany jest z palindromicznym, cis-dzia³aj¹cym elementem regulatorowym
zlokalizowanym w pozycji �266/-259 promotora tego genu [25]. Pobudzaj¹ce dzia³anie
aktywiny na uwalnianie i biosyntezê FSH mo¿e tak¿e odbywaæ siê poprzez jej
stymuluj¹cy i niezale¿ny od GnRH wp³yw na syntezê receptorów GnRH zachodz¹cy
na poziomie transkrypcji genu receptora [16]. Mo¿liwe jest tak¿e jej oddzia³ywanie na
poziomie post-receptorowym, poprzez zaanga¿owanie w modulacjê zale¿nego od GnRH
stê¿enia wapnia w komórce gonadotropowej.

PODSUMOWANIE

Zmienny wzorzec pulsacyjnie uwalnianego GnRH decyduje nie tylko o podstawowym
i oko³oowulacyjnym uwalnianiu gonadotropin, lecz pe³ni te¿ krytyczn¹ rolê w aktywacji
transkrypcji genów α, LHβ i FSHβ, których promotory odznaczaj¹ siê specyficzn¹
wra¿liwo�ci¹ na czêstotliwo�æ pulsów GnRH. W badaniach in vivo wykazano, ¿e
wy¿sza czêstotliwo�æ egzogennych pulsów efektywnie aktywuje ekspresjê tylko genu
α, za� poziom mRNA dla podjednostek LHβ i FSHβ  istotnie wzrasta dopiero po
pulsach GnRH o ni¿szej czêstotliwo�ci. Moduluj¹cy wp³yw na ekspresjê genów koduj¹-
cych podjednostki gonadotropin wywieraj¹ syntetyzowane w podwzgórzu peptydy, które
uczestnicz¹ w modulacji uwalniania GnRH. Po pulsacyjnych, dokomorowych infuzjach
β-endorfiny obserwowano obni¿enie poziomu mRNA dla podjednostek α i LHβ w
komórkach gonadotropowych i efekt ten móg³ czê�ciowo wynikaæ ze zmniejszonej
stabilno�ci mRNA obserwowanej po infuzjach tego peptydu. Równie¿ VIP dzia³aj¹c
poprzez swe specyficzne receptory obni¿a aktywno�æ endogennego uk³adu GnRH w
podwzgórzu i wp³ywa hamuj¹co na poziom α i LHβ  mRNA w przysadce. Wzrost
ekspresji genów α i LHβ obserwowano natomiast po dokomorowych infuzjach galaniny,
która podwy¿szaj¹c aktywno�æ endogennego uk³adu GnRH powoduje zwiêkszenie
aktywno�ci receptora GnRH. Stymuluj¹ce dzia³anie galaniny na poziom α i LHβ mRNA
zale¿y od obecno�ci sterydów gonadowych i wymaga aktywacji specyficznych
receptorów dla galaniny. Poziom FSHβ mRNA w przysadce podwy¿szany jest
zarówno przez GnRH,  jak i aktywinê. Peptydy te niezale¿nie i synergistycznie
symuluj¹ ekspresjê genu FSHβ.
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