MSc Grzegorz Kotarba
,»Osrodkowy wptyw kompleksu Cu-gonadoliberyna na aktywnos$¢ transkrypcyjng wybranych
genow sieci gonadotropowej w przednim ptacie przysadki samicy szczura”

Streszczenie

Kompleks Cu-gonadoliberyna (Cu-GnRH), zachowujgc sktad i sekwencje
aminokwasow natywnego GnRH; jest dekapetydem zawierajacym jon miedzi (Cu?")
stabilnie zwigzany z atomami azotu pochodzacymi z pierécienia imidazolowego His?
oraz grupy amidowej pGlu® i His?. Wyniki dotychczasowych badan dotyczacych
roznych aspektow aktywnosci kompleksu ujawnily, ze przylaczenie jonu miedzi
zmienia konformacj¢e GnRH, czego konsekwencja jest specyficzna aktywno$¢
biologiczna tak powstatego analogonu. Kompleks wykazuje wyzsze powinowactwo do
receptora GnRH, jest silniejszym, niz GnRH stymulatorem uwalniania LH i FSH w
warunkach in vivo i in vitro, odznacza si¢ zwigkszong odpornoscig na dziatanie
podwzgorzowych 1 przysadkowych enzyméw proteolitycznych, a w komorkach
przedniego plata przysadki aktywuje szlak cAMP/PKA poprzez mechanizm zalezny od
wapnia wewnatrzkomoérkowego. Skutkiem aktywacji wewnatrzkomérkowych $ciezek
przekazywania sygnatu sg takze procesy zachodzace na poziomie transkrypcji. Jednak
ten aspekt aktywnosci kompleksu Cu-GnRH pozostawal niezbadany.

Celem podjetych badan bylo: (i) okreslenie indukowanej przez Cu-GnRH
i PACAP 133 dynamiki zmian aktywnosci Kkinazy biatkowej A ex Vivo;
(ii) scharakteryzowanie poziomu ekspresji mRNA genow Egrl, Nrbal, Ctnnbl, Lhb,
Fshb, Gnrhr, Adcyaplrl, Prkaca, Prkgl, Nosl, Fst i Nrd4al po dokomorowych
infuzjach Cu-GnRH i PACAP-u 138 in vivo; (iii) okreslenia, czy transkrypcyjna
efektywnos¢ Cu-GnRH i PACAP-u 138 zalezy od wzoru stymulacji przysadki; (iv)
okres$lenia, czy farmakologiczne zahamowanie aktywno$ci receptora GnRH i
receptora PAC1 wplynie na efektywnos¢ Cu-GnRH w regulacji ekspresji mRNA
badanych genow i uwalniania gonadotropin. Do oznaczenia aktywnosci PKA w
izolowanych przednich ptatach przysadki pobranych od samic szczura w fazie diestrus
zastosowano metod¢ ELISA. Poziomy ekspresji mRNA badanych genow w
przednich ptatach przysadki pobranych od owariektomizowanych i dokomorowo
infundowanych samic szczura oznaczano metoda real-time gqPCR, a st¢zenia LH

1 FSH w osoczu metodg RIA.



Streszczenie

Otrzymane wyniki wykazaty, ze Cu-GnRH z takg sama efektywnoS$cig jak
PACAP 1.33 aktywuje PKA po jednogodzinnej stymulacji przysadki ex vivo. Badania in
vivo ujawnity, ze wplyw kompleksu na aktywno$¢ transkrypcyjng gendow sieci
gonadotropowej zalezy od wzoru stymulacji przysadki. Tylko po infuzjach Cu-
GnRH podawanych z czestotliwo$ciag 2 pulséw/godzing obserwowano bowiem
jednoczesng stymulacje ekspresji EQrl mRNA i Nr5al mRNA, jak tez ekspresje
mRNA gendéw zaleznych od szlaku cAMP/PKA: Nosl i Prkaca. Zmiana aktywnos$ci
receptora GnRH zmniejszyla stymulacyjny wptyw Cu-GnRH na ekspresj¢ mRNA
genow Egrl, Prkaca i Nr4al mRNA, natomiast zmiana aktywnos$ci receptora PACI
obnizyta indukowang przez Cu-GnRH ekspresje Egrl mRNA, Nr5al mRNA, Nosl
MRNA, Prkaca mRNA i Nr4dal mRNA. W obecnosci antide i PACAP-U 6-38 obnizeniu
ulegat tez stymulujacy wptyw Cu-GnRH na uwalnianie LH i FSH do krazenia
ogblnego. Takze PACAP 133 indukowal wzrost ekspresji Egrl mRNA i Nr5al
mRNA jednak efekt ten nie zalezat od wzoru stymulacji przysadki. W sposob zalezny
od wzoru stymulacji przysadki PACAP 1.33 genowo-specyficznie wplynat na
ekspresj¢ Nos1 mMRNA, Prkaca mRNA i Nr4al mRNA. Zwigkszenie poziomu Nosl
mRNA wystapito tylko po podawania PACAP-U 1-38 w sposob pulsacyjny, podczas gdy
po jednorazowym podaniu PACAP-u 1-38 wzrost ekspresji mRNA dotyczyt jedynie
genow Prkaca i Nrdal mRNA. Podobnie, indukowang przez PACAP 1-33 stymulacje
uwalniania LH i FSH obserwowano tylko po jednorazowej infuzji tego neuropeptydu.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze kompleks Cu-GnRH jest analogiem
gonadoliberyny o stymulacyjnym oddzialywaniu na aktywno$¢ transkrypcyjng
wybranych gendéw sieci gonadotropowej, a wewnatrzkomorkowa efektywno$¢
kompleksu Cu-GnRH wymaga stymulacji receptorow GnRH i PACL1 przez pulsy o
wysokiej czestotliwosci. Pro-transkrypcyjna aktywno$¢ kompleksu Cu-GnRH oraz
PACAP 133 w komorkach przysadki samic szczura in vivo wynika z aktywacji $ciezki
cAMP/PKA, czego wyrazem jest taki sam zestaw genéw aktywowanych przez kazdy z

badanych peptydow.
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