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Streszczenie: Oreksyna A oraz oreksyna B sg nowoodkrytymi neuropeptydami o plejotropowym
dziataniu w osrodkowym uktadzie nerwowym ssakow. Lacza si¢ z receptorami oreksynowymi: 112,
ktore naleza do rodziny receptorow metabotropowych zwiazanych z biatkiem G. Neurony oreksyner-
giczne mozna odnalez¢ w okolicy bocznego podwzgorza (ang. lateral hypothalamic area) i zarbwno
potozenie tych neurondéw jak isama struktura aminokwasowa oreksyn sa bardzo konserwatywne
w obrebie wielu gatunkéw kreggowcow. Uklad oreksynergiczny, rozlegle unerwiajacy prawie caty
mozg, jest uwazany za nadrzedny uklad niespecyficzny mézgowia, a jego podstawowa funkcja jest
wzbudzenie (ang. arousal) wielu struktur osrodkowego uktadu nerwowego ssakow. Molekularny
mechanizm dziatania oreksyn rozni si¢ w zaleznosci od struktury docelowej, a ich efektem neurofiz-
jologicznym jest depolaryzacja lub zwigkszenie pobudliwosci komorki docelowej. Gtowna Sciezka
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej aktywowana przez oreksyny jest szlak: biatko G — fosfolipaza
C — kinaza biatkowa C. Efektem jego aktywacji jest wplyw na wiele kanatow jonowych w blonie
komorkowej, takich jak: kanaly potasowe (w tym kanaly prostownicze zalezne od biatka G), kanaty
wapniowe zalezne od napigcia, wymiennik sodowo-wapniowy, czy niespecyficzne kanaly kation-
owe, w tym kanaty z rodziny TRP oraz kanaty jonowe aktywowane hyperpolaryzacja i bramkowane
cyklicznymi nukleotydami.

Stowa kluczowe: oreksyny, receptory oreksynowe, Gq, PLC, PKC, kanaty jonowe

Summary: Orexin A and orexin B are two newly discovered neuropeptides with pleiotropic function
in mammalian central nervous system. They activate two G-protein coupled receptors: orexin recepe
tor 1 and 2. Orexinergic neurons were found in lateral hypothalamic area and both localisation and
aminoacids sequence are very conservative among many vertebrates specious. Orexinergic system,
densely innervating various structures among whole brain, is believed to be the major nonspecific
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system, whose main function is arousal. Molecular mechanism varies depending on the brain structure,
although the effect of the modulation is either depolarisation, or increasing the neuronal excitability.
The main intracellular signalisation pathway, involved in orexins modulation, is connected with G
protein — phospholipase C — protein kinase C activation. As the effect of this activation, these neu-
ropeptides can modulate many ionic channels placed in cellular membrane, as: potassium channels
(including G-protein dependent inward rectifiers), voltage-dependent calcium channels, sodium-calci-
um exchanger, or nonspecific cationic channels, like TRPC channels and hyperpolarisation-activated
cyclic nucleotides-gated channels.

Key words: orexins, orexin receptors, Gq, PLC, PKC, ion channels

WSTEP

W 1998 roku, a wiec doktadnie 15 lat temu, dwie niezalezne grupy badawcze,
opublikowaty odkrycie dwoch nowych neuropeptydow: oreksyn, zwanych rowniez
hipokretynami (nazwy te zarowno w kontekscie peptydow, jak iich receptorow,
sa uzywane synonimicznie) [10, 26]. Oreksyna A (OX-A)/hipokretyna-1 (Hcrt-1)
i oreksyna B (OX-B)/hipokretyna-2 (Hcrt-2) syntetyzowane sg przez grupg neu-
rondw zlokalizowanych w bocznym podwzgorzu (ang. lateral hypothalamus).
Gen prekursora oreksyn potozony jest u cztowieka na chromosomie 1721, a jego
produktem jest preprooreksyna, ktora w wyniku proteolizy dzielona jest na dwa
funkcjonalne peptydy — OX-A i OX-B. Obie czasteczki sag wysoce konserwatywne
wérod wielu gatunkow ssakow, a u myszy i szczura sg identyczne [10].

Dwa receptory oreksynowe, bedace receptorami metabotropowymi sprzgzony-
mi z biatkiem G: receptor oreksynowy 1 (OX R)/hipokretynowy 1 (Hertr-1) i re-
ceptor oreksynowy 2 (OX, R)/hipokretynowy 2 (Hcrtr-2), mozna odnalez¢ w obre-
bie prawie wszystkich struktur mozgowia [15]. Receptory oreksynowe nie r6znig
si¢ miedzy sobg tylko powinowactwem do swoich endogennych ligandow (OX-
A10X-B), lecz takze rodzajem biatka G, z ktorym si¢ tacza. Jest to niezwykle
wazne, poniewaz odmienne bialka G, mogg uruchamia¢ w komorce rdzne szlaki
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej, co niesie za sobg odmienne konsekwencje. Po-
krywa sig to z rézng fizjologiczng rolg obu receptorow. OX R, w przeciwienstwie
do OX,R, nie wigze si¢ z biatkiem G niewrazliwym na toksyne krztusca (PTX-nie-
wrazliwym) — G_,, lecz obydwa receptory wchodzg w interakcje z jednym z bia-
tek wrazliwych na PTX (PTX-wrazliwym) — G, [36]. Efekty dziatania sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej uruchamianej przez te dwa typy biatek sg przeciwne. Dy-
socjacja biatka G_, prowadzi w konsekwencji do hyperpolaryzacji neuronow przez
dzialanie na kanaty potasowe. Aktywacja biatka G, powoduje odwrotny efekt — de-
polaryzacje komorki. Wedlug wszystkich doniesien pismiennictwa, oreksyny dzia-
tajac w sposob bezposredni na neurony, wykazuja w warunkach fizjologicznych
efekt pobudzajgcy i nie prowadzg do hyperpolaryzacji, nawet dziatajac przez OX R.
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Dzieje si¢ tak dlatego, iz aktywacja obu wyzej wymienionych biatek G, prowadzi
sumarycznie do depolaryzacji komoérki docelowej [20]. W trakcie prowadzenia ba-
dan na zywych neuronach, nie wykryto, aby oreksyny dziataty jedynie przez OX R
potaczony funkcjonalnie tylko z biatkiem G _,. Zarowno OX R jak i OX R wykazuja
wysoki stopien konserwatywnosci wsrod wielu gatunkow. Prawdopodobnie istnie-
ja podtypy OX R i OX R wynikajace z alternatywnego splicingu tych bialek, nie
rozniace si¢ jednak powinowactwem do ligandoéw [9]. Szczegdlowe, molekularne
podtoze dziatania oreksyn, mozna odnalez¢ w pracy przegladowej K. Bieganskiej
1 wspotpracownikdw, publikowanej na tamach tego czasopisma [3].

Dzigki szerokim badaniom wptywu oreksyn na r6zne funkcje osrodkowego uktadu
nerwowego, ustalono istotny wptyw oreksyn na wzbudzenie mézgowia (ang. arousal)
[6], klasyfikujac uktad oreksynergiczny jako nadrzedny uktad niespecyficzny mozgo-
wia ssakow. Najbardziej znang patologia tego uktadu jest narkolepsja, charakteryzu-
jaca si¢ nadmierng sennoscig w ciagu dnia (ang. Excessive Daytime Sleepiness, EDS),
a w skrajnych przypadkach nieoczekiwanym zasypianiem, chwilowa utrata napiecia
migsniowego (katapleksja), czy porazeniem przysennym i omamami przysennymi
[28, 34]. Wielos¢ funkcji [13], posrednio wynikajacych z niespecyficznego charakteru
uktadu oreksynergicznego, wciaz zaskakuje badaczy, ktorzy proponuja nowe miejsca
komorkowej modulacji przez oreksyny. Celem pracy byto zebranie dotychczasowych
informacji na temat oreksyn, ze szczeg6lnym naciskiem na molekularne mechanizmy
oreksynowej modulacji neuronow osrodkowego uktadu nerwowego.

MECHANIZMY MOLEKULARNE DZIALANIA OREKSYN

Od czasu odkrycia oreksyn przez Sakurai i de Lecea w 1998 roku [10, 26], poja-
wilo si¢ wiele artykuldw podejmujacych temat, mozliwego wplywu tych peptydéw na
aktywno$¢ neuronalng réznych struktur w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
ssakow. W tej pracy opisujemy wyniki badan, bezposredniego wptywu oreksyn na
neurony ssakow, probujac naswietli¢ podstawowe mechanizmy, lezace u podtoza ich
modulujacej aktywnosci. W badaniach in vivo pojawity si¢ doniesienia o0 hamujacym
efekcie tych peptydow na aktywno$¢ badanych struktur. Najprawdopodobniej, byt
to jednak wynik pobudzajacego dzialania oreksyn na neurony hamujace [27]. Zadna
z publikacji dotyczacych tego tematu, nie pokazata jednak bezposredniego, hyperpo-
laryzujacego dziatania oreksyn, dlatego w dalszej czgsci tej pracy, przyblizony zosta-
nie pobudzajacy efekt dziatania tych podwzgdérzowych peptydow.

Pobudzajace dziatanie oreksyn, moze by¢ spowodowane przez dwa rdzne typy
ich aktywnosci. Cze$¢ receptorow oreksynowych zlokalizowanych jest w btonie
presynaptycznej. Oreksyny dziatajac na te receptory moga zwigksza¢ prawdopodo-
bienstwo uwalniania neuroprzekaznika pobudzajacego [18]. Wiekszos¢ receptorow
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OXR, jak 1 OX,R, podlega jednak ekspresji w btonie postsynaptycznej — zarowno
w ciele komdérkowym, jak i dendrytach. Przylaczenie liganda do receptora na btonie
postsynaptycznej, moze powodowac depolaryzacje neuronu poprzez oddzialywanie
na wiele kanatow jonowych [7, 11, 12, 14, 16, 21, 22, 31, 32, 33], lub prowadzi¢
do wzrostu pobudliwosci komoérek, modulujac aktywnos¢ kanatow jonowych na
wypustkach dendrytycznych [17].

Efekt dziatania oreksyn zalezy od aktywacji ich receptorow (OXR), ktore nale-
73 do grupy receptorow sprzezonych z biatkiem G, a wiec receptoréw metabotropo-
wych. Aby zmiana konformacji receptora metabotropowego doprowadzita do efek-
tu komorkowego, aktywowana jest wewnatrzkomorkowa droga sygnalizacyjna.
Proponowany przez badaczy szlak sygnalizacyjny, zaktada aktywacj¢ fosfolipazy
C (PLC) przez podjednostke a biatka G, co prowadzi do rozktadu jednego z blono-
wych fosfolipidow — fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforanu (PIP,). Produkty jego
rozktadu: inozytolo(1,4,5)trisfosforan (IP,) oraz 1,2-diacyloglicerol (DAG) sg wtor-
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nymi przekaznikami aktywujacymi wiele $ciezek sygnalizacji wewnatrzkomorko-
wej. DAG aktywuje kinaze biatkowa C (PKC), ktéra bezposrednio fosforyluje wie-
le kanalow jonowych, umozliwiajac przeptyw jonéw przez btong komorkowa, co
prowadzi do zmiany jej polaryzacji (ryc. 1) [16, 33].

MECHANIZM DZIALANIA OREKSYN NA NIESPECYFICZNE
KANALY JONOWE (NSCC)

Aktywno$¢ neuronalna zalezy przede wszystkim od kinetyki (otwierania i za-
mykania) kanatow jonowych, ktore sa biatkowymi kompleksami w nieprzepusz-
czalnej btonie komoérkowej, pasywnej dla czgsteczek natadowanych. Stan aktywacji
tych bialek zalezy od wielu czynnikow, zarowno wewnatrz- jak i zewnatrzkomor-
kowych. Kanaty jonowe mozna podzieli¢ na wiele grup w zaleznosci od mechani-
zmu ich bramkowania, przepuszczalnosci dla konkretnego rodzaju jondw, przewod-
nos$ci, czy podobienstw w sekwencji aminokwasowej. Bazujac na tym zatozeniu,
mozna wyodrebni¢ nadrodzing nieselektywnych kanatéw jonowych (NSCC), dla
ktorych wypadkowym pradem jonowym przeplywajacym przez $wiatlo kanatu jest
mieszanina pradow czastkowych: sodowego, wapniowego i potasowego. Efektem
aktywacji kanatow NSCC jest jednak depolaryzacja, ktéra wynika z wigkszego
udziatu pradu dokomodrkowego w pradzie catosSciowym. Wyzej wymieniona cha-
rakterystyka dotyczy wszystkich ,,cztonkéw” nadrodziny omawianych kanatow,
mimo ich odrebnego pochodzenia molekularnego. W obrebie obszernej nadrodziny
NSCC mozna wyr6zni¢ rodziny kanalow jonowych, takie jak: kanaty transient re-
ceptor potential (TRP), kanaty jonowe wrazliwe na kwasy (ASIC), nieselektywne
kanaty jonowe zalezne od jonow wapnia (ICAN), czy kanaty jonowe aktywowane
hyperpolaryzacja i bramkowane cyklicznymi nukleotydami (HCN) [25].

W modulacji aktywnosci neuronow przez oreksyny, wazna rolg¢ odgrywaja
kanaty z rodziny TRP. Zostaty one odkryte u muszki owocowej Drosophila mela-
nogaster, a nastepnie odnotowano ich konserwatywne wystgpowanie w wielu or-
ganizmach: od drozdzy Saccharomyces cerevisiae, przez bezkregowce, az do kre-
gowcow. Kanaty TRP posiadaja ekspresje w prawie wszystkich typach komorek,
we wszystkich blonach z wyjatkiem btony jadrowej i mitochondrialnej. Rodzina
TRP dzieli si¢ na siedem podrodzin: TRPC (klasyczne TPR), TRPV (wanilloidowe
TRP), TRPM (melastatynowe TPR), TRPP (policystynowe TRP), TRPML (muko-
lipinowe TRP), TRPA (ankirynowe TRP) i TRPN (inne od pozostatych TPR), te
ostatnie zostaly odnalezione jedynie u bezkregowcow iryb. Cata rodzina cechuje
si¢ bardzo duza r6znoscig mechanizméw aktywacji, poczawszy od bramkowania —
ligandem i napieciem, czy wrazliwosci na zmiany temperatury, a skonczywszy na
modulacji reszt nukleofilowych przez wiele czynnikow cytoplazmatycznych. Akty-
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wowane kanaty TRP powoduja gwattowny naptyw pradu sodowo-wapniowego do
komorki, przy jednoczesnym potasowym pradzie odkomorkowym, co w rezultacie
powoduje depolaryzacje komoérki nerwowej [23].

Podrodzina kanatow TRPC zostata odkryta w latach 1995/96 przez zespot Abra-
mowitz i Bimbaumer przy okazji prowadzenia badan nad zmianami przeplywu pra-
dow wapniowych w neuronach, przy aktywacji szlaku sygnalizacji komorkowej za-
leznego od biatka Gq 1 fosfolipazy Cp (PLCPB) [5]. Odkryte kanaty okazaty si¢ by¢
nieselektywnie przepuszczalne dla jondw wapnia, sodu i potasu, a takze powodowaly
zarowno dokomorkowy prad wapniowy, jak i depolaryzacje komorki. Poniewaz no-
woodkryte kanaty wykazywaly duze podobienstwo do kanalow z rodziny TRP, wy-
odrebniono osobng podrodzing nazwang pézniej — klasyczne TRP (TRPC). Ten sam
zespot scharakteryzowat siedem rodzajow kanalow TRPC, ktore wystepuja zarbwno
w postaci homo-, jak i heterodimeréw. Co najciekawsze, TRPC1, 3 i 6 aktywowane
sa pod wplywem oreksyn na komorke posiadajaca koekspresje OXR i TRPC [1].

Kanaty TRPC okazaly si¢ jednym z wazniejszych szlakoéw modulacji aktyw-
nos$ci neuronalnej przez oreksyny. Najdoktadniejsze badania proponuja $ciezke sy-
gnalizacyjng, ktora prowadzi od OXR do aktywacji TRPC. Wykazano, ze oreksyny
aktywuja prady przez NSCC (tzw. ,,noisy cationic current”) w takich strukturach
mozgowia ssakow jak: miejsce najdalsze (ang. area postrema) [31], czy skorupa
jadra potlezacego (ang. shell of nucleus accumbens) [21]. W grzbietowych jadrach
szwu (ang. dorsal raphe nuclei) oraz w grzbietowo-bocznej nakrywce (ang. ven-
trolateral tegmentum nuclei), neurony pobudzane przez oreksyny, aktywowane sa
pradem przez kanaty NSCC, jak i wapniowym przez kanaty wapniowe typu L [14].
Udziat tych dwoch mechanizméw stwierdzono réwniez w sztucznie indukowanych
komoérkach neuronalnych, wyprowadzonych z linii oocytow chomika chinskiego
[23]. Tym samym potwierdzono udziat PLC w aktywowaniu szlaku komérkowego,
prowadzacego do efektoéw modulacji przez oreksyny, czyli depolaryzacji komorki
docelowej. W jadrze pasma samotnego (ang. nucleus of the solitary tract), orek-
syny wykorzystujg mechanizm aktywacji NSCC przy jednoczesnym hamowaniu
pradu potasowego I, [32]. Proponowana $ciezka sygnalizacji przebadana przy uzy-
ciu selektywnych blokeréw kinaz, potwierdza szlak wyznaczony przez odkrywcow
TRPC. W wypadku tych kanatow, fosforylacja przez aktywna kinaze powoduje
zwigkszenie prawdopodobienstwa otwarcia kanalu, a tym samym wplywa na po-
wstanie depolaryzujacego pradu dokomorkowego (ryc. 1).

Kanaty jonowe aktywowane hyperpolaryzacja i bramkowane cyklicznymi nu-
kleotydami (HCN) sg jednymi z nadrodziny NSCC, poniewaz przeptywa przez nie
prad jonowy zlozony z pradu wapniowego, sodowego i potasowego. Ciekawa cecha
tych kanatow jest ich aktywacja w czasie duzej hyperpolaryzacji (zaleznie od rodza-
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ju kanatu od -70 do -100 mV). Otwarcie ich pozwala komoérce wroci¢ do poten-
cjatu spoczynkowego, dzigki przeptywajgcemu przez HCN pradowi [, majacemu
wlasciwosci depolaryzujace (przewaga sktadowego pradu sodowego i wapniowego
nad potasowym). Odkryto 4 rodzaje kanalow HCN: odpowiednio HCN1-4. Kazdy
z czterech rodzajow tworzy homotetramery, o odmiennych wtasciwosciach fizyko-
chemicznych. Kanaty HCNI1 i 3 bramkowane sg przede wszystkim przez PIP,, kto-
ry podnosi ich prog aktywacji o okoto 20 mV. HCN2 i 4 zalezne sa glownie od cy-
klicznego adenozynomonofosforanu (cAMP), ktory podnosi ich prog aktywacji od
10 do 25 mV. Wszystkie kanaty z tej rodziny mogg by¢ regulowane rowniez przez
wiele innych czynnikow wewnatrzkomorkowych, takich jak fosforylacja przez ki-
nazy biatkowe [29].

Jedna z wazniejszych funkcji kanatow HCN jest udziat w integracji dendrytycz-
nej, odpowiedzialnej za modulowanie pobudliwo$ci komoérki nerwowej. Zagadnie-
nie to zostato szczegdlowo przebadane w neuronach hipokampa i komorkach pira-
midowych kory. Kanaty HCN sg zlokalizowane gradientowo na catej powierzchni
btony komorkowej wypustek dendrytycznych. Co ciekawe, w komoérkach hipokam-
pa, gradient ten jest odwrocony, w stosunku do neurondéw piramidowych kory. Ak-
tywacja pradu I, dziata wigc jak filtr przestrzenny, ktory obniza aktywnos¢ wejs¢
synaptycznych zlokalizowanych na dystalnych czgsciach dendrytow komorek hipo-
kampa. W komorkach kory, efekt ten jest odwrotny. Z drugiej strony mechanizmy
dezaktywujace prady przez kanaty HCN, moga stuzy¢ jako nieselektywny wzmac-
niacz pobudliwo$ci neurondéw, prowadzacy do ich depolaryzacji. W taki wlasnie
sposob dziataja oreksyny [4, 29].

Mechanizm modulacji przez oreksyny kanatow HCN badano w warstwie V (pi-
ramidowej) kory przedlimbicznej (ang. prelimbic cortex) moézgu myszy, bedacej
homologiem kory przedczotowej (ang. prefrontal cortex) naczelnych. Aktywacja
gradientowo utozonych kanatéw HCN na dendrytach, powoduje zmniejszenie po-
budliwos$ci tych neuronéw. Udowodniono, ze oreksyny sg funkcjonalnie zaangazo-
wane w aktywnos¢ tych kanalow, a efektem ich dziatania jest dezaktywacja pradow
przez HCN. Co wigcej, wykazano, ze wykorzystywana $ciezka sygnatowa, prowa-
dzaca od receptora do kanatu jest zalezna od PKC [17].

Istnieja dwa mozliwe wyttumaczenia mechanizmu, ktory lezy u podstaw wy-
zej opisanego zjawiska. Jednym z nich jest bezposrednia fosforylacja kanatlu przez
PKC, powodujaca zwigkszenie prawdopodobienstwa jego zamknigcia [17]. Drugi
mechanizm odpowiadajgcy za dezaktywacje kanatu, to brak PIP,, ktéry jest roz-
ktadany przez aktywng PLC. Obecno$¢ PIP, jest czynnikiem bramkujacym kanaty
HCNI i 3, a to wlasnie kanaty HCN1 odgrywaja najwazniejsza rolg w regulacji po-
budliwo$ci komorki przez modulacje integracji dendrytycznej ( ryc. 1) [29].
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DZIALANIE OREKSYN NA KANALY POTASOWE

Kanaty potasowe sga bardzo wazne w utrzymaniu polaryzacji blony komorek
nerwowych w spoczynku na odpowiednim poziomie. Sg tez celem modulacji wielu
neuroprzekaznikdéw i neuromodulatorow. Neurony OUN ssakow posiadaja ekspre-
sje wielu rodzajoéw kanatow potasowych, ktore mozna podzieli¢ na trzy istotne gru-
py, biorac pod uwage mechanizm ich modulacji przez neuroprzekazniki. Pierwsza
znich stanowig kanaty potasowe zalezne od jonéw wapnia (K ) lub jonow sodu
(K,)- Kolejng grupg stanowig prostownicze kanaty potasowe, do ktorej zalicza sig
kanaty zalezne od biatka G (GIRK). Ostatnig grupa sa kanaty potasowe bramkowa-
ne napigciem (K, ), ktore funkcjonalnie mozna podzieli¢ na dwie podgrupy, charak-
teryzujac rodzaj przeptywajgcego przez nie pradu: [, — prad ciagly (sustained) oraz
I, — prad krotkotrwaty (transient).

Badania pokazuja wptyw oreksyn na aktywno$¢ wielu rodzajow kanatow pota-
sowych [12, 22, 32, 36]. Poniewaz oreksyny w licznych obszarach mézgowia zmie-
niajg opdr btony komorkowej, mozna wnioskowaé, ze modulacja przez te peptydy
polega na zamykaniu pewnej populacji kanalow jonowych. Dalsze badania wykazaty,
ze OX-A 1 OX-B powoduja zmniejszenie odkomoérkowych pradéw potasowych przez
szereg kanatow, depolaryzujac neurony docelowe i zwiekszajac czgstotliwos¢ gene-
rowanych potencjalow czynnosciowych, poprzez skrocenie fazy repolaryzacji [35].

Pierwsze badania pokazujace wptyw oreksyn na depresje pradu potasowego
przez K, oraz r6znicujgce modulacje konkretnego typu pradu, zostaty opubliko-
wane przez Yang i Ferguson w 2003 roku. Badacze wykazali, ze w jadrze pasma
samotnego (ang. Nucleus of the Solitary Tract, NTS) oreksyny hamuja odkomor-
kowy prad I, nie wywierajgc wptywu na prad I, [32]. Zaproponowali takze me-
chanizm hamowania tego pradu przez oreksyny. Wykazali, ze oreksyny dziataja
przez biatko G, ktore aktywuje kaskade przekaznictwa komoérkowego zaleznego
od kinazy biatkowej C (PKC), lecz niezaleznego od kinazy biatkowej A (PKA)
[33]. Identyczny efekt dzialania peptydow zaobserwowali badacze w miejscu si-
nawym (ang. Locus Coeruleus, LC) [22], a takze w skorupie jadra podtlezacego
(ang. Shell of the Nucleus Accumbens, NAcSh) [21].

Kanaty potasowe zaangazowane sg rOwniez w powstawanie potencjatow czyn-
nosciowych. Szczego6lny udziat tych kanatéw mozna zaobserwowaé w koncowe;j
fazie potencjalu czynnosciowego, zwanej hyperpolaryzacja nastgpcza (AHP),
w ktdrej potencjal btonowy osiaga wartosci nizsze od potencjatu spoczynkowego
neuronu. W tworzeniu si¢ tej komponenty bierze udzial wiele kanatow jonowych,
takich jak kanaty wapniowe, potasowe zalezne od sodu (K ), czy potasowe zalezne
od wapnia (K ). K, ze wzgledu na ich wiasciwo$¢ mozna podzieli¢ na kanatly pota-
sowe zalezne od wapnia o matej przewodnosci (SK . ), oraz te o duzej przewodnosci
(BK,). AHP mozna podzieli¢ na nast¢pujgce po sobie fazy: szybka (FAHP), $rednig
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(mAHP) i wolna (sAHP), a kazda z tych faz posiada odrebna charakterystyke pra-
dowa. Szybka pojawia si¢ od razu po iglicy i aktywowane sg w niej kanaty BK .,
ktorych otwarcie prowadzi do duzej hyperpolaryzacji. Nastepnie rozpoczyna si¢
faza $rednia, w ktorej otwierajg si¢ niewrazliwe na napigcie SK .. Ostatnia, wolna
faza, odgrywa bardzo wazng rolg w procesie modulacji ksztattu potencjatoéw czyn-
nosciowych przez rézne neuroprzekazniki. SAHP jest wrazliwa na st¢zenie jondw
wapnia i sodu, poprzez udzial w niej zard6wno kanatow K, jak 1 K oraz wielu ty-
pow kanalow wapniowych [24]. Co ciekawe, na skrocenie tej fazy, a tym samym na
wzrost czgstotliwosci potencjalow czynnosciowych, maja wptyw wtorne przekaz-
niki takie jak cykliczny adenozynomonofosforan (cAMP), czy PKC. Wykazano, ze
w przykomorowym jadrze wzgorza (ang. Paraventricular nucleus of the Thalamus,
PVT) oreksyny modulujg aktywno$¢ neurondéw, wpltywajac witasnie na skracanie
fazy wolnej hyperpolaryzacji nastepczej, aktywujac Sciezke sygnalizacyjng zalezna
od PKC, lecz niezalezng od PKA [35].

Komunikacja miedzy komoérkami, wymaga posrednictwa czasteczek trans-
miterow takich jak lipidy, aminy, biatka czy peptydy. Wiele znich laczy si¢
z receptorami, bedacymi cztonkami rodziny receptorow wspolpracujacych z biat-
kiem G — heterotrimerem ztozonym z podjednostek a, B oraz y. Przylaczenie liganda
do receptora, prowadzi do zmiany konformacji biatka receptorowego, a to prowa-
dzi do wymiany guanozynodifosforanu (GDP) na guanozynotrifosforan (GTP) przy
podjednostce Ga i w rezultacie do dysocjacji podjednostki Ga od GBy. Podjednost-
ka GBy PTX-wrazliwych biatek G bierze udzial w modulacji kanatow zaleznych
od bialka G, takich jak GIRK, poniewaz przytaczenie Gy do wewnatrzkomorko-
wej czesci kanatu prowadzi do jego otwarcia. W ten sposob GIRK kontrolowane sg
przez neuroprzekazniki hamujace, takie jak kwas gamma-aminomastowy (GABA),
ktory powoduje otwarcie kanatu, odkomoérkowy prad potasowy i hyperpolaryzacje
neuronu [20]. Podjednostka Ga PTX-niewrazliwych biatek G, prowadzi natomiast
do uruchomienia wielu szlakow komorkowych, ktore finalnie moga doprowadzi¢
do fosforylacji pewnych kanatow w btonie komorkowej. Przyktadem peptydow
dziatajacych przez receptory zwiazane z biatkiem G, (PTX-niewrazliwym) sg orek-
syny [36]. OX-A lub OX-B wigzac si¢ do receptora, uruchamia kaskad¢ wewnatrz-
komoérkowa prowadzaca do fosforylacji GIRK, zwigkszenia prawdopodobienstwa
zamkniecia kanalu, a tym samym do blokady odkomoérkowego pradu potasowego
i depolaryzacji komorki. Na przestrzeni ostatnich lat, ukazaty si¢ prace dotyczace
wptywu oreksyn na wybrane struktury OUN, opisujace wiasnie ten mechanizm mo-
dulacji aktywnosci neuronalnej. Mechanizm proponowany przez badaczy, to uru-
chomienie §ciezki sygnalizacyjnej biatko G-PLC-PKC, opisanej we wczes$niejszym
rozdziale. Uruchomienie tego mechanizmu prowadzi réwniez do rozktadu czynnika
bramkujgcego kanaty GIRK, jakim jest PIP, a tym samym do zamknigcia tych ka-
natéw (ryc. 1) [12].
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WPLYW OREKSYN NA WEWNATRZKOMORKOWE
STEZENIE JONOW WAPNIA

Kanaty wapniowe petnig wazna rol¢ zarowno w prawidlowym funkcjonowaniu
komorek, jak tez moga by¢ przyczyna wielu stanéw patologicznych. Wapn, jako
jeden z wtornych przekaznikéw, uruchamia wiele kaskad sygnalowych wewnatrz
komorki i jest czesto niezbedny do transmisji sygnatu z przestrzeni zewnatrzkomor-
kowej. Dlatego tez regulacja naptywu jonéw wapnia do cytoplazmy, zar6wno z ze-
wnatrz komorki, jak i z magazynow wewnatrzkomorkowych — siateczki sarkopla-
zmatycznej (SER), jest konieczna do prawidlowego funkcjonowania pobudliwych
komorek nerwowych [8].

Badania nad kanatami wapniowymi bramkowanymi napi¢ciem rozpoczely sie
juzw latach 80’ XX wieku, kiedy to badacze probowali zrozumie¢ zjawiska fizyczne
wystepujace w neuronach zmystowych. Scharakteryzowali wtedy dwa rodzaje ob-
serwowanych pradow wapniowych, zaleznych od napigcia. Pierwszy podziat, dzi$
nadrzedny, wyroznia prady wapniowe aktywowane niskim napigciem (ang. Low
Voltage Activity, LVA) i prady wapniowe aktywowane wysokim napigciem (ang.
High Voltage Activity, HVA). W obrebie drugiej grupy scharakteryzowano wiele
podgrup w zaleznos$ci od rodzaju pradu, jego biofizycznych wtasciwosci, czasu
trwania, czy w koncu wystgpowania w réznych rodzajach komoérek nerwowych [8].

Pierwszym z odkrytych komponentow HVA byt prad wapniowy typu L
(ang. long lasting — dlugotrwaty). Zidentyfikowano go nie tylko w neuronach, ale
takze w prawidlowej pracy zlacz nerwowo-mig$niowych i przesylania potencjatu
wzdtuz T-tubul [8]. W komodrkach nerwowych kanaly wapniowe typu L sa modulo-
wane za posrednictwem wielu neuroprzekaznikéw, w tym rowniez oreksyn [14, 30].

Bardzo waznym rodzajem pradéow wapniowych jest prad wapniowy typu T
(ang. transient — krotkotrwaty). Prad ten wystepuje w komorkach charakteryzuja-
cych si¢ wystepowaniem tak zwanych ,,paczek potencjatoéw” (ang. burst) i to dzigki
niemu obserwuje si¢ niskoprogowe potencjaty wapniowe (LTS). Kanaty typu T sa
jednym z nowych obiektow badan, dotyczacych modulacji przez oreksyny. Bada-
cze wykazali oddzialywanie tych neuropeptydéw na prad wapniowy typu T w ko-
morkach jadra przykomorowego wzgorza (PVT), ktore jest ggsto unerwione przez
zakonczenia neuronow oreksynergicznych [35].

Nastepnie przy uzyciu rozmaitych selektywnych blokeréw, odkryto prady wap-
niowe inne niz prad typu L, bazujac na ich wlasciwosciach biofizycznych. Sa to:
prad wapniowy typu N (,,nie-typu-L” lub neuronalny), prad wapniowy typu P (od-
naleziony w komorkach Purkinjego), czy prad wapniowy typu Q (zazwyczaj wyste-
pujacy razem z pradem typu P — stad czesto uzywana nazwa prad P/Q) [8].

Naplyw jonow wapnia do komorki jest jednym z mechanizméw modulacji
aktywnosci neuronow docelowych przez oreksyny. Oreksyny mogg wptywaé na
zwigkszenie wewnatrzkomorkowego st¢zenia jonow wapnia nie tylko poprzez akty-
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wacje kanatlow TRPC, lecz réwniez przez dzialanie na kanaly selektywnie przewo-
dzace dokomorkowy prad wapniowy. Przyktadem, najlepiej opisanego w literaturze
wptywu oreksyn na kanaty wapniowe jest aktywacja kanalow wapniowych typu L.

Badacze zajmujacy si¢ tym zagadnieniem, zaproponowali mechanizm we-
wnatrzkomoérkowej aktywacji kanatow wapniowych typu L, ktéora w sztucznie
indukowanych komorkach neuronalnych [19] nie rézni si¢, od tej obserwowanej
w doswiadczeniach na skrawkach moézgu in vivo [16]. Model zaktada klasycz-
ny szlak biatko G-PLC-PKC, konczacy si¢ fosforylacja kanatu wapniowego typu
L, czyli zmiang jego konformacji, zwickszajacej prawdopodobienstwo otwarcia
swiatta kanalu. W ten sposob oreksyny zwigkszaja populacje otwieranych kana-
6w w odpowiedzi na stymulacj¢ napieciowa (ryc. 1).

Ta metode modulacji aktywnosci neuronalnej odkryto w takich strukturach
mozgu, jak kora przedczotowa [30], grzbietowe jadra szwu i grzbietowo-boczne
jadro nakrywki (wraz z aktywacja NSCC) [14]. Dzieki temu mechanizmowi orek-
syny moga modulowa¢ funkcje kognitywne oraz te zwigzane ze wzbudzeniem
(ang. arousal) calego mozgowia.

Wazna role w regulacji wewnatrzkomoérkowej homeostazy jonow wapnia od-
grywa wymiennik sodowo-wapniowy (NCX). NCX to biatko o dziewigciu do-
menach transbtonowych, wystepujace zarowno w OUN, jak i w sercu. W mdzgu
wystepuje w trzech odmianach (NCX1, 2 i 3), natomiast w sercu odkryto jedynie
forme¢ pierwsza (NCX1). Wymiennik moze pracowa¢ w dwoch trybach, zaleznie
od roznicy stezen jondw wapnia z obu stron btony komorkowej. W czasie gdy bto-
na komorkowa jest w potencjale spoczynkowym i nastepuje nagly naptyw jondéw
wapnia do cytoplazmy, NCX, chcac przywr6ci¢ stan rownowagi, dziata w trybie
przednim (forward mode), wyrzucajac z cytoplazmy jeden dwudodatni jon wapnia,
w zamian za trzy jednododatnie jony sodu pompowane do wnetrza. W tym trybie,
w cytoplazmie gromadzony jest tadunek dodatni — wymiennik ma charakter elektro-
geniczny. Podczas duzej depolaryzacji, na przyktad w czasie nadstrzatu potencjatu
czynnosciowego, wymiennik dziata w trybie wstecznym (reverse mode), wymie-
niajac jony wapnia i sodu w odwrotnych kierunkach. Ten antyport moze odgrywac
wazng role w fizjologii neuronow, a jego dysfunkcja moze towarzyszy¢ przebiego-
wi wielu chor6b neurodegeneracyjnych [2].

Badania wskazuja, ze oreksyny moga wykorzystywa¢ wymiennik sodowo-wap-
niowy, jako potencjalny efektor szlaku sygnalizacyjnego, uruchamianego przez
biatko G potaczone z OXR. Efektem uruchomienia takiej Sciezki jest depolaryzacja
komorki, przez dokomorkowy prad sodowy przeciwstawiajacy sie¢ odkomorkowe-
mu pradowi wapniowemu. W tym wypadku, rola NCX nie sprowadza si¢ jednie
do utrzymania rownowagi jondw wapnia w cytoplazmie neuronu, lecz do depola-
ryzacji komoérki. Mechanizm ten moze by¢ jedynym, uruchamianym przez oreksy-
ny, tak jak to jest w komorkach GABA-ergicznych jadra tukowatego (ang. Arcuate
nucleus, ARC), odpowiedzialnego za integracje sygnatow metabolicznych catego
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organizmu. Odkrycie w 2003 roku, bezposredniego, postsynaptycznego dzialania
oreksyn na ARC jest bardzo wazne w zrozumieniu modulacyjnego wptywu tych
neuropeptydow na zachowania zwigzane z pobieraniem pokarmu. Poznanie mecha-
nizmu tego oddziatywania, z pradem jonowym przeptywajacym przez NCX, dalo
podstawe do dalszych badan [7].

Dwa lata wczesniej odkryto udziat NCX w modulacji aktywnosci neuronow
przez oreksyny, w jadrze guzowo-suteczkowatym (ang. Tuberomammillary Nucle-
us, TMN), jednak jest to tylko jeden z dwoch mechanizméw odpowiedzialnych za
catkowitg depolaryzacje w tych komorkach. W neuronach TMN bowiem, oreksyny
oprocz NCX, aktywuja rowniez kanaty wapniowe. Prad przeptywajacy przez te ka-
naly, moze aktywowa¢ wymiennik, zgodnie z mechanizmem proponowanym przez
autoréw [11]. Oreksyny dziatajac na OXR, aktywujg biatko G, ktore z kolei dzia-
ta na PLC. Substratem reakcji prowadzonej przez fosfolipazg C jest PIP,, ktorego
produktami rozktadu sg DAG i IP,. Wysokie stgzenie DAG jest dodatnio skorelo-
wane z aktywnoscig NCX. Nie wiadomo jednak, czy DAG dziala bezposrednio na
wymiennik, przez aktywacj¢ PKC, czy jest produktem ubocznym reakcji, w ktorej
to IP, petni zasadniczg rolg. IP, otwiera kanaty wapniowe znajdujace si¢ w btonie
siateczki sarkoplazmatycznej (SER), bedacej wewnatrzkomdorkowym magazynem
jondéw wapnia. Prad wapniowy skierowany z SER do cytozolu, powoduje zwigk-
szenie stezenia jondéw wapnia w cytoplazmie, a tym samym aktywacje wrazliwego
na zmiany w poziomie jonow wapnia, NCX. Aktywacja dokomérkowych pradow
wapniowych przez kanaty w btonie komorkowej, moze wzmacnia¢ efekt tej Sciezki
sygnalizacyjnej poprzez zwigkszenie cytoplazmatycznego stezenia jonéw wapnia,
a tym samym aktywacj¢ wigkszej populacji NCX (ryc. 1) [2, 11].

PODSUMOWANIE

Oreksyny, nowoodkryte pobudzajace neuropeptydy podwzgorza, odgrywaja nie-
zwykle znaczacg funkcje w mozgowiu ssakow. OX-A oraz OX-B po przylaczeniu si¢
do swoich receptorow: OX R i OX R, sg w stanie modulowa¢ aktywno$¢ neuronow
docelowych w obrebie prawie calego mozgowia ssakow, majac tym samym bardzo
istotng role zarowno w fizjologii, jak i wielu stanach patologicznych o$rodkowego
uktadu nerwowego. Ekspresja receptoréw oreksynowych wraz z analiza rozleglego
unerwienia mozgowia przez komorki oreksynergiczne zlokalizowane w LHA, po-
twierdza niespecyficzny charakter tego bardzo konserwatywnego uktadu.

Oreksyny modulujg pracg neurondéw poprzez oddziatywanie na rozmaite $ciezki
sygnalizacyjne, co prowadzi do wplywu na stan otwarcia wielu kanatoéw jonowych
w btonie komoérkowej. Przykladami zbadanych mechanizméw molekularnych s3:
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aktywacja pradow przez nieselektywne kanaly kationowe (NSCC) z rodziny TPR,
czy zamykanie kanatéw jonowych aktywowanych hyperpolaryzacja i bramkowa-
nych cyklicznymi nukleotydami (HCN). Innym dziataniem oreksyn jest zamyka-
nie kanatow potasowych (w tym kanalow prostowniczych zaleznych od biatka G;
GIRK), otwieranie kanatlow wapniowych zaleznych od napigcia (Ca,)) czy aktywa-
cja wymiennika sodowo-wapniowego (NCX). Wewnatrzkomoérkowy szlak sygna-
lizacyjny, prowadzacy do wyzej wymienionych efektow, zostal doktadnie opisany
ijest to $ciezka biatko G-PLC-PKC (ryc. 1).

Praca ta jest podsumowaniem 15 lat badan dotyczacych mechanizmoéw ko-
morkowych, uruchamianych przez jedne z wazniejszych modulatorow aktywnosci
neuronalnej mozgowia ssakow. Oreksyny, jako potencjalny srodek farmaceutyczny,
pozostaja goragcym tematem w zakresie badan naukowcow, zajmujacych si¢ zarow-
no fizjologia, jak i stanami patologicznymi zwierzat i ludzi. Ciagle ,,Swiezy” temat,
rozwija si¢ w zaskakujacym tempie, czego dowodem jest prawie 3 tysiace publika-
cji, dotyczacych uktadu oreksynergicznego.
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