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WYKAZ SKROTOW

5-HT
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NAM

OUN

5-hydroksytryptamina, serotonina
nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

Amerykanska Kolekcja Kultur Typowych (ang. American Type Culture
Collection)

kwas bis-cynchoninowy (ang. bicinchoninic acid )
albumina surowicy wotowej (ang. bovine serum albumin)

cykliczny adenozyno-3’,5-monofosforan  (ang. 3',5'-cyclic adenosine
monophosphate)

skorygowane zliczenia na minut¢ (ang. corrected counts per minute)
pozywka dla komorek (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s medium)
ditiotreitol, odczynnik Clelanda

kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

rezonansowe przeniesienie energii wzbudzenia fluorescencji (ang.
Fluorescence Resonance Energy Transfer)

genetycyna
receptory sprzezone z biatkami G (ang. G-protein-coupled receptor)
ludzkie komorki embrionalne nerki (ang. Human Embryonic Kidney 293)

Miegdzynarodowa Unia Podstawowej 1 Klinicznej Farmakologii (ang.
International Union of Basic and Clinical Pharmacology)

dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)
dietyloamid kwasu lizergowego (ang. lysergic acid diethylamide)

bromek 3-(4,5-dimetyltriazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolu (ang. 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

negatywny modulator allosteryczny (ang. negative allosteric modulator)

o$rodkowy uktad nerwowy
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STRESZCZENIE

Allosteria to proces regulacji wielu protein. Mimo, ze od kilkunastu lat intensywnie
badany w grupie receptorow zwigzanych z biatkami G, w rodzinie metabotropowych
receptoréw serotoninowych (5-HT) wykryty tylko w czterech przypadkach. Jednym z
nich jest, odnotowany w testach in vitro, hamujgcy wplyw jondéw cynku na
powinowactwo selektywnych ligandéw: antagonisty ([BHJWAY-100635) i agonisty
([®H]8-OH-DPAT) do receptoréw 5-HTia. Mechanizm tych oddziatywan, zostal
zdefiniowany jako negatywna modulacja allosteryczna w odniesieniu do obu ligandow.
Jednak niejednoznaczne wyniki, na ktérych oparto ocen¢ zmian w aktywnos$ci
[*H]8-OH-DPAT-u, mogty rodzi¢ watpliwosci, czy przypisanie tego typu modulacji w
stosunku do oddzialywan agonisty z receptorami 5-HT1a jest wlasciwe. Szczegdlnie, ze
w $wietle badan prowadzonych w Instytucie Farmakologii PAN, przeciwdepresyjne
dziatanie jonow cynku w behawioralnych modelach depresji, byto odwracane po podaniu
antagonisty WAY-100635, a to sugerowato odwrotny kierunek wplywu.

Biorac zatem pod uwagg brak spdjnosci pomiedzy przedstawianymi wynikami, pierwsza
czg$¢ badan pracy doktorskiej, poswigcono wyjasnieniu mechanizmu bezposredniego
oddziatywania jonow cynku z receptorami 5-HT1a wzgledem obserwowanych zmian w
aktywnoS$ci agonistow. W tym celu przeprowadzono szereg eksperymentoOw wigzania
specyficznego radioliganda  ([*H]8-OH-DPAT): saturacji, kompetycji, testow
Kinetycznych asocjacji i dysocjacji, jak tez funkcjonalnych (test komorkowy LANCE) do
oceny efektow stymulacji receptorow. We wszystkich do§wiadczeniach wykorzystywano
komorki liniit HEK293 ze stabilng ekspresja receptorow 5-HT1a.

Na podstawie otrzymanych wynikow, wykazano zlozony (zalezny od stezenia)
mechanizm dziatania jonow cynku. W stezeniach sub-mikromolarnych (10 pM)
obserwowano nasilenie wigzania agonisty do receptordw 5-HT1a, jak tez wzrost efektow
aktywacji receptora w tescie funkcjonalnym. Natomiast uzycie jonow cynku w stezeniu
500 uM, obnizaly powinowactwo agonisty w eksperymentach wigzania radioliganda.
Otrzymane dane byly zgodne z agonistycznymi i antagonistycznymi efektami dziatania
cynku obserwowanymi w badaniach in vivo.

Celem drugiej czesci badan, byta ocena czy jony cynku, bedac endogennym modulatorem
receptorow 5-HTi1a (oraz kilku innych typow receptorow GPCR) moga regulowac

allosterycznie takze receptory typu 5-HT7. Przestankami wskazujgcymi ten kierunek
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badan byly: wspolna z receptorami 5-HTia, lokalizacja w limbicznych strukturach
moézgu, odpowiedzialnych m.in. za kontrole nastroju i pamigé, oraz wykrycie regulacji
allosterycznej receptora 5-HT7 przez inng endogenng substancj¢ — oleamid.

Podobnie jak w przypadku receptoréw 5-HTia, wplyw jondéw cynku badano
w eksperymentach wigzania znakowanych radioligandow oraz funkcjonalnych.
Doswiadczenia prowadzono z zastosowaniem komoérek HEK?293 wykazujacych
nadekspresje receptorow 5-HT7 oraz wobec trzech réznych radioligandow: agonisty
[*H]5-CT oraz antagonistow [*H]SB-269970 i [*H]mesulerginy. W testach
funkcjonalnych, dodatkowo okreslono wptyw jonéw cynku w stgzeniu 10 uM na
aktywno$¢ konstytutywng receptorow 5-HT7. W przeprowadzonych badaniach cynk
wykazywal glownie dzialanie hamujagce w stosunku do aktywnosci badanych
ortosterycznych  ligandow. Zatem, na podstawie wynikdw  otrzymanych
w eksperymentach wigzania specyficznych radioligandéw, mechanizm dziatania cynku
w receptorach 5-HT; mozna bylo zaklasyfikowa¢ jako negatywng modulacje
allosteryczng zaré6wno wobec agonistow jak 1 antagonistow. Natomiast w testach
funkcjonalnych cynk, badany w stezeniu 10 pM, przejawial cechy neutralnego
antagonisty. Biorac pod uwagg, ze stezenie znajdujacego si¢ pozakomorkowo cynku jest
nizsze od 100 uM, efekty zaobserwowane w badaniach w obecnosci 10 uM cynku,
przyjeto jako reprezentacje jego prawdopodobnego mechanizmu dziatania w warunkach
fizjologicznych zaréwno wobec receptorow 5-HT1a jak i 5-HT?.

Co istotne, okreslone dla cynku typy modulacji allosterycznej byty zgodne pod wzglgdem
profilu funkcjonalnego z agonizmem do receptorow 5-HTia 1 antagonizmem do
receptorow 5-HT7, ktore odpowiadaja za aktywno$¢ przeciwdepresyjna ligandow
w réznych modelach behawioralnych. Zatem, w $wietle otrzymanych wynikéw, mozna
byto uzna¢, iz pozytywna allosteryczna modulacja receptorow 5-HT1a Oraz negatywna
alloteryczna modulacja receptoréw 5-HT7 moga odgrywaé role w mechanizmie

przeciwdepresyjnego dziatania jondw cynku.
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ABSTRACT

The allosteric regulation of G-protein-coupled receptors is a well-known phenomenon,
but there are only a few examples of allosteric modulation within the metabotropic
serotonergic receptor family. Among them, negative allosteric modulatory properties of
Zn ions against selective antagonist ([?H]WAY-100635) and agonist ([*H]8-OH-DPAT)
in in vitro binding at 5-HT1a receptors were reported. However, the effects observed for
[*H]8-OH-DPAT were particularly complex in the light of the efficacy of zinc in the
behavioral models of depression in vivo, which was blocked by the 5-HT:a receptor
antagonist WAY-100635. As allosteric modulation is strongly probe-dependent, the
evaluation of the effects of Zn on agonist activity should be of primary importance to its
action observed in vivo.

Thus, the first part of the research was devoted to mechanistic insight into the nature of
direct Zn interactions at 5-HT1a receptors in in vitro radioligand experiments and
functional assays. In the study, HEK293 cells expressing 5-HT1a receptors were used,
which provide a homogeneous system to study the effects attributed to the 5-HTia
subtype. The influence of Zn ions on agonist binding was investigated by saturation,
competition and both association and dissociation kinetic studies using [°H]8-OH-DPAT
as well as in the functional LANCE test.

The obtained results showed zinc non-competitive interactions toward agonist binding at
serotonin 5-HT1a receptors, in which biphasic effects, involving potentiation of both
agonist binding and function at sub-micromolar concentrations (10 uM) of zinc ions along
with the inhibition of agonist affinity at sub-millimolar zinc concentrations (500 uM)
were observed. These data were consistent with both the agonist and antagonist-like
effects of zinc observed in in vivo studies.

In the second part of the thesis, it was of interest to assess whether direct interactions
between zinc and any subtype other than 5-HT1a could be recognized and quantified using
radioligand binding experiments and functional assays. Therefore, we focused on 5-HT~
receptors, which are highly co-expressed with 5-HT1a receptors in the majority of brain
structures and, similarly to zinc ions, have been reported to be important for the treatment
of depression.

As aresult of the research, zinc allosteric inhibition of both agonist and antagonist binding
at human recombinant 5-HT+7 receptors stably expressed in HEK293 cells were observed
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by radioligand binding studies as well as zinc neutral antagonism was displayed by the
concentration of 10 uM in the functional assay.

Given that zinc potentiation of agonist activity at 5-HT1a receptors and its inhibiting
properties on 5-HT7 receptors signaling, were detected at low concentrations of zinc ions,
it could be hypothesized that these effects may represent the most likely direction of zinc
activity under physiological conditions. Thus, among numerous zinc-regulated proteins,
both 5-HT1a and 5-HT7 receptor subtypes can be considered as serotonergic targets for

zinc modulation in the CNS.
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1 PODSTAWY TEORETYCZNE BADAN

1.1 Allosteria — wprowadzenie

Termin allosteria pochodzi od zlozenia dwoch greckich stow allos (inny) i steros
(solidny, staly), ktore znaczeniowo przektadaja si¢ na okreslenie ,,inny przestrzennie” [1].
W pi$miennictwie naukowym pierwsza wzmianka o allosterii pojawia si¢ juz w 1961
roku [2], a definicja pojecia dwa lata pozniej. Zgodnie z nig allosteryczna zmiana
w aktywno$ci enzymu nast¢puje w wyniku wigzania liganda do innego miejsca
W czgsteczce biatka niz punkt uchwytu specyficznego substratu [3].

Zjawisko allosterii, jako proces biologiczny, jest mechanizmem regulacji wielu bialek,
w tym takze receptorowych. W warunkach fizjologicznych oddziatywanie endogennego
liganda (agonisty) z receptorem zachodzi w tzw. miejscu ortosterycznym (gr. orthos —
prosty), a kazdag inng lokalizacj¢ wigzania liganda przyjeto okresla¢ mianem miejsca
allosterycznego [4, 5]. Ligandy ortosteryczne i modulatory allosteryczne, ze wzgledu na
przestrzenng odrgbnos¢ miejsca wigzania w biatku, bezposrednio nie konkurujg ze soba,
ale czasteczka allosteryczna przytaczajac sie¢ do receptora zmienia jego konformacje
| posrednio wptywa na aktywnos$¢ zwigzanego liganda ortosterycznego. Przejawia sig to
zmianami obserwowanymi w powinowactwie i/lub aktywnosci wewnetrznej
ortosterycznego agonisty, przy czym wywotywane efekty sg niezalezne od siebie.
Kierunek tych zmian wyznacza najbardziej podstawowy podzial modulatorow
allosterycznych na: pozytywne — PAM-y (ang. positive allosteric modulators)
zwigkszajace i negatywne — NAM-y (ang. negative allosteric modulators) obnizajace
aktywnos$¢ ortosterycznego liganda oraz neutralne — SAM-y (ang. silent allosteric
modulators), ktore nie wptywajg na aktywnos$¢ endogennego agonisty, lecz modyfikuja
dziatanie innych ligandoéw allosterycznych [6].

Zgodnie z koncepcja modulacji allosterycznej zatwierdzong przez Migdzynarodowa Unig
Podstawowej i Klinicznej Farmakologii — IUPHAR (ang. International Union of Basic
and Clinical Pharmacology) [5] wymienione typy modulatorow nie wykazuja
samodzielnego dziatania, ktore ujawnia si¢ dopiero w obecnosci endogennego liganda
lub innego zwigzku wigzacego si¢ z receptorem w miejscu ortosterycznym. Tym niemniej
w praktyce eksperymentalnej identyfikuje sie przyklady zwigzkow wykazujacych
wlasciwosci zarowno modulatorow allosterycznych jak i agonistow. W tym przypadku

nalezy odr6zni¢ dziatanie allosterycznych agonistéw, majacych zdolnos$¢ aktywacji
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receptora po zwigzaniu z miejscem allosterycznym, od ago-allosterycznych modulatoréw
— ligandéw o podwojnych cechach agonistow imodulatorow. W eksperymentach
funkcjonalnych tego typu zwigzki same dziatajg jak czg¢sciowi agoniSci, a ich podanie
lacznie z endogennym agonista wywotuje efekt addytywny zwigkszajgc intensywnosc
sygnatu (Emax) agonisty [7].

1.2 Cechy modulacji allosterycznej

Wsrod wihasnosci wymienianych jako specyficzne dla modulatoréw allosterycznych na
pierwszym miejscu wyszczegolnia si¢ selektywnos$¢ dziatania. Cecha ta, wynika gtéwnie
z wickszego zréznicowania strukturalnego miejsc allosterycznych receptoréw, ktore
W przeciwienstwie do ortosterycznych kieszeni wiagzacych, nie zachowaly w toku
ewolucji trwalej sekwencji aminokwasoéw dla utrzymania zdolno$ci oddzialywania
z endogennymi ligandami. W konsekwencji ligandy allosteryczne powinny wykazywaé
znacznie wyzszg selektywno$¢ dziatania receptorowego, co jest szczeg6lnie istotne dla
rodziny receptorow sprzezonych z biatkiem G (GPCR, ang. G-protein-coupled receptor),
gdzie poszczeg6lne typy i podtypy receptoréw wykazuja wysoka homologi¢ miejsc
ortosterycznych (tzw. konserwowanie ewolucyjne). Majac na uwadze potencjalne
wlasnosci terapeutyczne licznych receptorow GPCR, brak selektywnos$ci dziatania jest
czegsto przyczyng efektow niepozadanych i w tym aspekcie upatruje si¢ przewagi
modulacji allosterycznej nad klasycznym mechanizmem oddziatywania leku
Z ortosterycznym miejscem wigzacym receptora [8].

Zdolnos¢ rownoczesnego wigzana allosterycznego modulatora i zwigzku ortosteryczego
z czasteczka biatka receptorowego powoduje, ze interakcja pomiedzy tymi dwoma
ligandami zachodzi poprzez zmiang¢ konformacji receptora. Oznacza to, ze zamiast
konkurencji 0 miejsce wigzace wystepuje tzw. kooperatywno$¢, zaznaczajaca si¢ jako
wzajemny wpltyw jednej czasteczki na wigzanie drugiej. Z tego faktu wynikajg
specyficzne cechy allosterycznej modulacji: odrgbny wpltyw modulatora na
powinowactwo zwiazku ortosterycznego i na zdolno§¢ przekazywania sygnatu
(aktywnos$¢ wewnetrzng) receptora, wysycenie efektu (ang. saturability) oraz zalezno$¢
obserwowanego efektu od zastosowanego liganda ortosterycznego (ang. probe
dependance) [8].

Rozdzielenie efektow allosterycznych w odniesieniu do powinowactwa (ang. affinity)

I zdolnosci przekazywania sygnatu pod wzgledem sity (ang. potency) oraz intensywnosci
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lub tez skutecznosci (ang. efficacy) powoduje, ze dany modulator moze wptywacé tylko
na jeden z tych parametréow, a wywolujac zmiany zaréwno w powinowactwie jak
i aktywnosci wewngtrznej moze dziala¢ przeciwstawnie. Zestawione na rysunku
1 kombinacje potencjalnych kierunkéw oddzialywan modulatora na agoniste
(zobrazowane jako zmiany w przebiegu krzywej stezenie-efekt) wyznaczaja podziat
allosterycznych ligandow na trzy typy glowne (z ktorych dwa pierwsze moga

wystepowaé w dwoch wariantach) [8].

Negatywny Allosteryczny Modulator Pozytywny Allosteryczny Modulator PAM-Antagonista
(NAM) (PAM) i3
“ e g 1.0
g 1.0 % 5
@
8 08 N 06
goe % 0.4
g 04 So02
502 ]
Q=" 0.0 v = - - )
.0+ e v v 3 0.0 9 @B F & 8 4 3
-9 -8 7 -6 -5 -4 -3 -9 Log [Agonisty]
Log [Agonisty] Log [Agonisty]
NAM-Agonista PAM-Agonista

: ] : s 3 7 & 5 4 3
Log [Agonisty] Log [Agonisty]

Rysunek 1. Wplyw allosterycznych modulatorow na przebieg krzywych stezenie-odpowiedz.
Allosteryczne ligandy moga zwigkszaé, nie zmienia¢ lub zmniejsza¢ powinowactwo i efektywnos¢. Efekty
te moga produkowac przesuniecia krzywej w lewo lub prawo, zwigkszajac lub zmiejszajac maksymalna
odpowiedz. Dodatkowo allosteryczny modulator moze wykazywaé bezposrednie dziatanie w celu
wywotania agonistycznej odpowiedzi w systemie receptorowym [8].

Dla Typu 1 charakteryzujacego modulatory NAM, wyrdznia si¢ na dwa rodzaje
ligandow: klasyczne NAM-y, obnizajace zardwno powinowactwo jak 1 sygnat
wewnatrzkomoérkowy agonisty i NAM-agonistow, ktore obnizajac powinowactwo, maja
zdolnos¢ do bezposredniej aktywacji receptora. Podobnie dla PAM-6w (Typ 2) wyrdznia
si¢:  klasyczne PAM-y podwyzszajace jednocze$nie powinowactwo agonisty
| przekazywany sygnat (co na wykresie skutkuje przesunigciem krzywej w lewa strong)
oraz PAM-agonistow, gdzie dodatkowo obserwuje si¢ dzialanie wiasne modulatora

uruchamiajgce szlak sygnalizacyjny. Odrebny profil reprezentuje dziatanie
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PAM-antagonistow (Typ 3) charakteryzujace si¢ wzrostem powinowactwa endogennego
agonisty z jednoczesnym ostabieniem sity aktywacji receptora [8].

Drugag, specyficzng dla allosterycznej modulacji, cechg jest tzw. efekt wysycenia (ang.
saturability ceiling effect), czyli limit st¢zenia powyzej ktorego nie obserwuje si¢ dhuzej
wplywu modulatora na dziatanie zwigzku ortosterycznego. W przeciwienstwie do
ligandéw ortosterycznych, konkurujacych o to samo miejsce w receptorze (i majacych
teoretycznie mozliwos$¢ nieograniczonego zwigkszania sity dziatania wraz ze wzrostem
dawki), stezenie liganda allosterycznego, wyzsze od wysycajacego miejsca allosteryczne,
nie wplywa na sitl¢ wigzania zwigzku ortosterycznego z receptorem. Wiasno$¢ ta ma
istotne znaczenie dla bezpieczenstwa potencjalnego zastosowania liganda
allosterycznego w terapii, poniewaz zmniejsza ryzyko przedawkowania leku, oraz
podobnie jak w przypadku selektywno$ci oddziatywan, moze minimalizowaé objawy
uboczne [8].

Kolejna cecha charakteryzujaca dziatanie modulatorow allosterycznych to zalezno$¢
efektu od rodzaju liganda zajmujacego miejsce ortosteryczne. Jest ona okreslana
angielskim terminem probe dependence, co mozna tlumaczy¢ jako zalezno$¢ od
probnika. Fakt, ze modulator allosteryczny modyfikuje konkretng konformacje
kompleksu biatka receptorowego z danym ligandem ortosterycznym powoduje, ze sita
i kierunek obserwowanych efektow koncowych moga by¢ odmienne dla réznych
ligandow ortosterycznych. Oznacza to, ze modulator allosteryczny powodujac np. wzrost
powinowactwa (lub sily przekazywania sygnatu) agonisty do okreslonego biatka
receptorowego, moze nie wywota¢ zadnych zmian lub zadziata¢ przeciwne w stosunku
do innego agonisty badanego w tym samym systemie receptorowym. Zaleznos¢ od
probnika utrudnia eksperymentalng identyfikacj¢ modulatoréw allosterycznych, stad tez
przyjmuje si¢ praktyke oceny potencjalnej aktywnosci modulatora wobec endogennego

agonisty lub liganda ortosterycznego o zblizonej strukturze chemicznej [8].

1.3 Allosteria w rodzinie receptorow sprz¢zonych z biatkiem G

Wprawdzie koncepcja modulacji allosterycznej jako mechanizmu dziatania wielu protein
(np. kooperacyjnego wigzania tlenu do hemoglobiny) zostata odkryta juz kilkadziesiat lat
temu, to w grupie receptoréw zwigzanych z biatkami G oddziatywania allosteryczne
zaczeto identyfikowac dopiero stosunkowo niedawno [9, 10]. Co ciekawe, najbardziej

rozpowszechnionym allosterycznym modulatorem w receptorach GPCR jest samo biatko
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G [11, 12] ale takze wiele innych wystepujacych endogenne substancji wykazuje takie
cechy. Do tej grupy zaliczaja si¢ np. jony metali (sod, cynk i magnez); lipidy, a wérod
nich przede wszystkim cholesterol, endokanabinoidy (anandamid
i 2-arachidonyloglycerol), pregnenolon, progesteron i oleamid; aminokwasy i peptydy
(L-Phe, L-Trp, L-Tyr, glutatione, pepcan-12), jak tez przeciwciata wystepujace zarowno
w osrodkowym jak i obwodowym uktadzie nerwowym [13].

W tabeli 1 zamieszczone zostaly przyktady substancji endogennych wykazujacych

dziatanie allosteryczne z wyszczegdlnieniem receptoréw GPCR bedacych ich punktem

uchwytu.

Tabela 1. Wykaz endogennych allosterycznych modulatoréw GPCR.

 Modulator | Bialkoreceptorowe |

Jony:
Na*

Zn%

M92+
Mn?*

Aminokwasy i pochodne:
I-Phe/I-Trp/l-Tyr
I-Leu/I-1le/1-Phe
Homocysteina
Agmatyna

Peptydy:

MSHIH (czynnik hamujacy
uwalnianie melanotropiny)
5-HT — modulina

Glutation

Wigksze peptydy/bialka:
Pepcan-12
Dynorfina-A
Protamina
MBP (zasadowe biatko mieliny)

Lipidy:

Oleamid

Anandamid

2-AG

Kwas arachidonowy

Lipoksyna A4

Progesteron (Pa4)

5p-Dihydroprogesteron

Cholesterol

Pregnenolon
Przeciwciala:

m.in.: u-OR, 6-OR, A1R, AzaR, AsR, aoa-AR,

p2-AR, D2R, CB1R, HiR, H3R, B2R

m.in.: u-OR, DR, D2R, D3R, MC1R, MC2R, a1-AR,

ﬁz-AR, 5-HT1AR
4-OR, k-OR, f1-AR
1-OR, 6-OR, x-OR, f-AR

CaSR
GABA&R
D:R
o20-AR

D2R

5-HT110R
CaSR

CB:R

Mz mAChR
M. mAChR
M. mAChR

5-HT2craR, 5-HT1aR, 5-HT7R
M, mAChR, AsR

AsR

mAChR

CBiR

OTR

OTR

Rodopsyna, $>-AR, OTR, AzaR, 5-HT1aR

CB:R
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5-HTR, a1-AR, AT1R, B1-AR, S>-AR, CaSR, DR,
IgG ETaR, GABAgR, M; mMAChR, MomAChHR,
Ms mAChR, mGIluR1, mGIuR5, TSH-R

Uzyte skroty: AiR, A2aR, AsR, receptory adenozynowe typow: A1, Aza i As; AT1R receptor angiotenzynowy Il typu 1;
a1-AR, a2a-AR, azp-AR, receptory adrenergiczne a typow: ai, oea i az2o; f1-AR, f2-AR, receptory adrenergiczne S
typow: f1i f2a; B2R, receptor bradykininowy typu 2; CaSR, receptor wapnia zewnatrzkomoérkowego; CB1R, receptor
kanabinoidowy typu 1; DiR, D2R, D3R, receptory dopaminowe typow: D1, D2 i D3; ETAR, receptor endoteliny typu A;
GABAG&R, metabotropowy receptor dla kwasu y-aminomastowego; mGIUR1, mGIuR5 metabotropowe receptory
glutamatergiczne typéw 11 5; HiR, H3R receptory histaminowe typéw: Hi i Hs; M1 mAChR, M2 mAChR, Mz mAChR
receptory muskarynowe typow: Mi, Mz i Ms; MC1R, MCzR receptory melanokortynowe MC1 i MCz; OTR, receptor
oksytocynowy; x-OR, u-OR, 5-OR, receptory opioidowe typdw: «, i i 6-OR; TSH-R, receptor tyreotropowy; 5-HT1aR,
5-HTiei1DR, 5-HT2c2aR, 5-HT4R, 5-HT7R: receptory serotoninowe typoéw: 5-HTia, 5-HTieip, 5-HT2crea , 5-HT4R
i 5-HT7.

Istnienie dodatkowych (w stosunku do endogennych) miejsc wigzacych w czasteczce
receptora ma istotne znaczenie dla mozliwosci regulacji jego funkcji, stad tez allosteria
jest uwazana za jeden z kluczowych mechanizméw biochemicznych. W rodzinie GPCR
najwiekszg liczbe egzogennych modulatoréw allosterycznych znaleziono dla receptorow
glutamatergicznych nalezacych do klasy C GPCR. Natomiast w najliczniejszej grupie
receptorow klasy A GPCR, przyklady allosterycznej regulacji opisano gtownie dla
receptoréw muskarynowych i adenozynowych [7, 14]. W odniesieniu do receptorow
serotoninowych, ktore z wyjatkiem typu 5-HT3, naleza do klasy A GPCR, do tej pory
znane s3 tylko 4 przyktady modulacji allosterycznej 1 dotycza one dzialania oleamidu na
receptory 5-HT2a i 5-HT7 [15, 16], zwiazku PNU-69176E [17] pozytywnie modulujacego
receptor 5-HT>c oraz allosterycznej inhibicji receptora 5-HT1a wywotanej jonami cynku
[18] (Tabela 2).

Tabela 2. Przyktady modulatoroéw allosterycznych receptorow klasy A GPCR.

\ Receptory adenozynowe

PD-81723 [19] LUF-5484 [20]

As

Az WI)\
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VU-5455 [22] \VU-8504 [23]
AN AN
DU-124183 [24]

O/Nl at
Receptory muskarynowe

Brucyna [25] BQCA [26] TBPB [27]
oyt Py
77-LH-28-1 [28] Takryna [29] Staurosporyna [30]

HC N He
y = o
|
™ o
NH, e o
N

Az
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Strona 23 z 127



Galamina [31] LY-2119620 [32]

" 5

WIN-62577 [33]

HO e

) sy
p— CH,
HC=
N
. =\
N

VU-0152100 [34] LY-2033298 [35] VU-10010 [36]

Mgy
VU-0152099 [37] Chlorek alkuronium [33]
_
NH \ \ |

Receptory serotoninowe

5-HT,a Oleamid [15]

S-HT \/\/\/\/=\/\/\/\)J\
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PNU-69176E [17]

5-HT2C m MN?U/\/\/\/\/\/

1.4 Teoretyczne modele oddziatywan ligand-receptor

Zdefiniowanie mechanizmu farmakologicznego dziatania zwigzku na poziomie
oddziatywan z receptorem, zaktada badanie szerokiego zakresu jego stezen i ocene
wywieranych efektow bezposrednio w dedykowanym systemie receptorowym lub na
podstawie modyfikacji aktywnosci innego liganda w tym samym systemie. Otrzymane
wyniki sg analizowane przy uzyciu ilosciowych modeli matematycznych dla interakcji
lek-receptor. Stopien zgodnosci danych eksperymentalnych z konkretnym modelem
stanowi podstawe do przypisania ligandowi okreslonego mechanizmu dzialania oraz
wyznaczenia liczbowych parametréw charakteryzujacych aktywno$¢ biologiczng
zwigzku. W niniejszym rozdziale przedstawiono rozwdj koncepcji teoretycznych

stuzacych do klasyfikacji ligandow i iloSciowej oceny ich aktywnosci [38].

1.4.1 Réwnanie prawa dzialania mas

W analizie oddziatywan lek-receptor procesem zrodtowym jest prawo dziatania mas
Guldberga i Waagego [39]. Zostalo ono definiowane w drugiej potowie XIX w. dla
odwracalnych reakcji chemicznych 1 podaje matematyczng zalezno$¢ pomiedzy
stezeniami substratow 1 produktow w stanie rownowagi: [A] + [B] <« [A’] + [B’],
a zastosowane w farmakologii w stanie rOwnowagi przyjmuje postac:

Réwnanie 1

ki[A][R] = k2[AR]

gdzie: [A], [R] 1 [AR] oznaczajg odpowiednio ilosci (stezenia molowe) leku A, receptora
R i kompleksu lek-receptor AR; symbole k1 i k2 odpowiednio state szybkoSci asocjacji
leku z receptorem i dysocjacji leku od receptora.

Z prawa dziatania mas wynika wzor na stalg rtownowagi procesu:
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Kp = ks _ [Al[R] Rownanie 2
VY

Zaktadajac, ze calkowita ilo$¢ receptorow w badanym uktadzie [Rt] = [R] + [AR]:
[A]([RT]-[AR]) Réwnanie 3

Kp = [AR]

W ujeciu oddziatywan farmakologicznych, stata réwnowagi Kp , zwana takze stalg
dysocjacji jest miarg powinowactwa (ang. affinity) leku do danego receptora i okresla
stezenie leku konieczne do zajecia potowy miejsc wigzacych receptora.

Po przeksztalceniu rownania 3, mozna obliczy¢ ilos¢ kompleksu lek-receptor [AR]:

RoOwnanie 4

_ [AllR7]
[AR]= [A]+[Kp]

Powyzsze, proste rownania sg wykorzystywane dla analizy danych eksperymentalnych
otrzymanych droga wigzania znakowanego radioizotopowo liganda do receptora (ang.
radioligand binding assay) i wyznaczenia warto$ci parametrow, ktore ilosciowo okreslaja
bezposrednie oddzialywania liganda z receptorem tj. powinowactwa Kp zwigzku
ortosterycznego i maksymalnej ilo$¢ receptorow Rt. Warto zwrdci¢ uwage, ze symbol Rt
jest tozsamy z oznaczeniem Bmax definiowanym jako maksymalna liczba miejsc
wigzacych (ang. binding sites) receptora zajetych przez ligand, oraz ze rownanie 4 jest
funkcjonalnie identyczne z rownaniem Michaelisa-Menten stosowanym do opisu
Kinetyki reakcji enzymatycznej [38].

Poniewaz wykrywane w badaniach efekty sg mierzone dla poszczegdlnych stezen

liganda, réwnanie 4 mozna przeksztalci¢ do postaci:

[AR] (A] Roéwnanie 5

[Bmax] [A]+[Kp]

lloraz [AR]/[Bmax], okre$lany terminem fractional occupancy, definiuje te czgs¢
receptorow, do ktorej wigze si¢ dane stezenie badanego zwigzku 1 wywotuje mierzony
efekt. Angielski termin funkcjonujagcy w literaturze przedmiotu mozna tlumaczy¢ na
jezyk polski jako ,,obsadzenie utamkowe”, jednak biorac pod uwage¢ dominujace
pisSmiennictwo angloj¢zyczne, wprowadzanie polskiego thumaczenia tylko na potrzeby
niniejszej pracy, nie ma racjonalnego uzasadnienia.

Wykresem rownania 5 w skali liniowej jest hiperbola, zwana takze izoterma wigzania lub

krzywa saturacji, natomiast w skali potlogarytmicznej krzywa sigmoidalna (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Zalezno$¢ stezenie-odpowiedz w skali liniowej oraz logarytmicznej.

Stopien dopasowania danych doswiadczalnych do wykresow teoretycznych rownan
okresla zgodno$¢ z modelem wigzania, ktory wynikajac bezposrednio z prawa dziatania
mas opisuje mechanizm o stechiometrii oddziatywan 1:1, tj. zawsze tylko jednej
czasteczki liganda z jedng czasteczka receptora. Ponadto, jego zakres stosowalnos$ci
wyznaczaja zatozenia:
- odwracalno$ci procesu tworzenia kompleksu ligand-receptor,
- jednakowej dostepnosci wszystkich receptoréow dla ligandow,
- wystepowania tylko dwoch standw receptorow: wolnego badz zwigzanego z ligandem,
- zachowania wtasnosci liganda i receptora po utworzeniu kompleksu (tj. utworzenie
kompleksu nie zmienia wtasnosci liganda i receptora) [38].
Model ten, definiujac  klasyczny  mechanizm  konkurencji  (kompetycji)
W oddziatywaniach z receptorem, jest z powodzeniem wykorzystywany do ilosciowe;j
oceny poziomu wigzania ligandéw ortosterycznych. Parametrami okre$lajacymi
aktywno$¢ badanego zwigzku sa wymienione wyzej stala powinowactwa (dysocjacji) Kp
I Bmax 0raz w przypadku eksperymentow wypierania radioliganda z miejsc wigzgcych
przez nieznakowany zwigzek, wartos¢ ICso (ang. inhibition constance) okreslajaca
stezenie liganda wypierajace 50% radioliganda z miejsc wigzacych. Wartos¢ ICsp mozna
przeliczy¢ na statag hamowania bezwzglednego K przy uzyciu rownania Cheng-Prusoff’a
sformutowanego w 1973 r. [40]:

Ki = Ls[g\] Rownanie 6

1+E

Bezposrednie zastosowanie modelu powinno by¢ jednak ograniczone tylko do iloSciowe;j
oceny poziomu wigzania liganda ortosterycznego, poniewaz zmiany konformacyjne
biatka receptorowego wywolane przytgczeniem agonisty lub modulatora allosterycznego

naruszajg ostatnie z wymienionych wyzej zatozen [38].
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W celu oceny stymulacji farmakologicznej receptora wywotanej przez agoniste, jak tez
efektow wynikajacych z réwnoczesnego wigzania modulatora do miejsca
allosterycznego, opracowane zostaty nowe modele matematyczne, przy czym w opisie
tych procesow proste rownanie odwracalnego wigzania ligand-receptor stanowi
podstawowy element sktadowy ztozonego uktadu roéwnan. Wyniki eksperymentow
ukierunkowanych na badanie tego typu oddziatywan mozna analizowaé¢ wedtug jednego
z dwoch gtownych modeli, tj. modelu dwoch stanow (ang. two-state model — TSM) [41]
lub modelu operacyjnego (ang. operational model) [42], ktorych rownania zostaly
wyprowadzone najpierw dla opisu efektow aktywacji receptorow, a nastegpnie
dostosowane dla oddziatywan allosterycznych.

1.4.2 Model dwoch stanéw (TSM)

Model dwoch stanow, poczatkowo opracowany dla kanatow jonowych przez Castillo
i Katza w 1957 roku [43], zostal zmodyfikowany w pracy Monoda (1965) [44],
a nastgpnie zastosowany do oddziatywan ligand-receptor [45-47].

Jest on oparty na zatozeniu, Ze receptor w sposdb odwracalny zmienia konformacj¢ ze

stanu nieaktywnego (R) w aktywny (R*):

co powoduje, ze podczas oddziatywan z ligandem A tworza si¢ dwa dodatkowe stany

zwigzane: AR 1 AR*:

K
A+R o AR: K = 2R
[AR]
A+ R* If_/o)(AR*’ K _ [A]l[R+]
o [ARx*]
ol ) _ [AR#], _ [R][AR%]
* _—
AR & AR*; ol = AR] o= [RA[AR]

W sumie, rozwazany uktad sktada si¢ z czterech stanow: dwdch wolnych R 1 R* 1 dwoch
zwigzanych z ligandem AR 1 AR*, ktorych stezenia sg okreslone przez cztery rownowagi

chemiczne i trzy state niezalezne: L, K 1 a (Rysunek 3) [48].
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Rysunek 3. Schemat modelu dwoch standw (A) oraz symulacja zalezno$ci efektu od stezenia z réznymi
warto$ciami parametru o (B) [48].

Parametr L okresla sktonno$¢ wolnego receptora R do przechodzenia w stan aktywny R*,
K jest miara powinowactwa liganda A do nieaktywnego stanu R, o jest miarg
wewngtrznej skutecznoscei (ang. intrinsic efficacy) liganda A. Warto$¢ o > 1 oznacza
wzrost, oo = 0 brak zmian, a a < 1 obnizenie w proporcji receptorow aktywnych [48].
Rownanie funkcji f dla frakcji aktywnych receptorow (Rownanie 7) okresla odpowiedz
receptora:

f= [R]active_ KL+ aL[A] Réwnanie 7

[Rlt  K(A+L)+(1+ aL)[A]

w ktérym:
[Rlactive = [R*] + [AR*]
Rr=[R] + [AR] + [R*] + [AR*]

Geometrycznymi deskryptorami krzywe;j sa:

Lewa asymptota charakteryzujaca odpowiedz podstawowa receptora tj.: f dla [A] = O:

1
Basal = oI

Prawa asymptota: warto$¢ funkcji f gdy [A] — oo:

Top=—
1+E

Punkt srodkowy: wartos$¢ [A] w potowie maksymalnej wartosci funkcji f

_ K(@+L)
[A50] B 1+oL

[Aso] jest mniejsze, rowne i wigksze od K dla agonistow (a > 1), neutralnych
antagonistow (o = 1) i odwrotnych agonistow (a < 1).
Pozorna stata dysocjacji Kapp odnoszaca si¢ do obu (wolnego i zwigzanego) stanow

receptora jest okreslona rOwnaniem 8:
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_ ([R]+[R«])[A] _ K(1+L) Réwnanie 8
&P [ARJ+[AR+] 1+l

1.4.3 Operacyjny model agonizmu i jego rozszerzenie

Opracowany 1983 roku przez Blacka’a i Leff’ego [42] jako model aktywacji receptora
jest prostym, liniowym rownaniem sktadajacym si¢ z dwoch krokéw: wigzania liganda
z receptorem i funkcji przetwarzajacej stan zwigzania receptora z agonista, w odpowiedz
biologiczng [48].

A+R & ARZE

Ligand (agonista) A wigze si¢ do receptora R ze statg rownowagi dysocjacji K, a miara
skuteczno$ci przetwarzania stanu zwigzania receptora z agonista w odpowiedz, jest K,
bedaca warto$cig [AR] dla ktérej obserwuje si¢ 2 mozliwego efektu maksymalnego Em.

Wykresem zaleznos$ci pomiedzy stezeniem kompleksu ligand-receptor, a obserwowanym

efektem jest hiperbola opisana rownaniami 9 i 10:

f= E _ [AR] Roéwnanie 9
Em Kg +[AR]
f= E _ T[A] Réwnanie 10

Em K+ +71)[A]

W roéwnaniu 9 parametr Ke okresla operacyjng skuteczno$¢ wyznaczajac granice gornej
asymptoty (ang. top f value).

Rownanie 10 zawiera dwa parametry: K — stalg dysocjacji liganda i T — operacyjna
skuteczno$¢ systemu bedacy ilorazem pomiedzy catkowita iloscig receptoréw [R]r,

a wewnetrzng skutecznoscig agonisty Ke:

= 2 [Rlr = [R] + [AR]

Geometrycznymi deskryptorami krzywej sg:

Lewa asymptota charakteryzujaca odpowiedz podstawowg receptora tj.: f dla [A] = 0:
Basal =0

Prawa asymptota: warto$¢ funkcji f gdy [A] — oo:

TOp:L

14+
T

Wraz ze wzrostem t wzrasta asymptotyczna granica gorna (ang. top values) dla

aktywnoS$ci agonistow.
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Pelny agonista osigga gorne wartosci bliskie 1, czg§ciowy agonista znacznie nizsze od 1.

Punkt srodkowy: warto$¢ [A] w potowie maksymalnej wartosci funkcji f:

[Aso] = —

1+t

[Aso] jest nizsze niz K i im bardziej skuteczny jest agonista tym wigksza jest roznica
miedzy K, a [Aso].

Operacyjny model agonizmu nie przewiduje aktywnosci spontanicznej receptoréw i nie
moze by¢ wykorzystany do opisu funkcji odwrotnych agonistow. Umozliwia to rownanie
rozszerzonego modelu agonizmu, zaproponowane przez Slack’a i Hall’a w 2012 roku
[49]:

stymulacja

(s)
[R] E[AR]

Rysunek 4. Operacyjny model agonizmu zawierajacy opis konstytytywnej aktywnosci receptora [48].

W modelu tym przyjeto, ze calkowita ilo$¢ receptorow [R]+ = [R] + [AR], a aktywnos¢
spontaniczna (konstytutywna) jest uwzgledniona poprzez zdefiniowanie sygnatu

receptora:
S =[R] + e[AR],

w ktorym [R] 1 [AR] to stezenia wolnego 1 zwigzanego z ligandem receptora, a € okresla
r6zng zdolno$¢ kompleksu ligand-receptor do generowania sygnatu w odniesieniu do
wolnego receptora.
Zalezno$¢ pomiedzy sygnatem S i obserwowanym efektem opisuje rownanie hiperboli
(Rownanie 11):

E S Rownanie 11

f=—=

Em Kg+S

gdzie Ke podobnie jak w poprzednim modelu oznacza wewnetrzng skuteczno$¢ agonisty.
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Uwzglednienie konstytutywnej aktywnosci niezwigzanych z ligandem receptorow

poprzez zdefiniowanie parametru x = [iﬁ i kolejne przeksztalcenia prowadzg do
E

réwnania 12:

Ky+ex[A] Roéwnanie 12

T KA+ 0)+(1+e0)[A]

Rownanie 12 zawiera trzy parametry: y, okreslajace zdolnosc¢ receptorow do generowania
spontanicznej aktywnosci, K bedace stalg rownowagi dysocjacji liganda od receptora
I € charakteryzujace sygnat kompleksu ligand-receptor. Dla agonistow & > 1
charakteryzuje wartosci gornej asymptoty wyzsze niz dla odpowiedzi spontanicznej;
warto$¢ € = 1 opisuje profil neutralnych antagonistow, dla ktérych gérna asymptota jest
réwna z odpowiedzig podstawowa receptora, a € < 1wyznacza odwrotnych agonistow gdy
gorna asymptota lezy ponizej wartosci odpowiedzi oznaczonych dla wolnego receptora.

Ze wzgledu na matematyczng réwnoznaczno$¢ rOwnania 12 z rownaniem 7, otrzymany
wykres hiperboli bedzie identyczny jak dla modelu dwoch stanow (Rysunek 3B), jesli te
same warto$ci zostang uzyte dla K, y i € jak dla parametréw K, L 1 o (z modelu dwoch
stanow).

Geometryczne deskryptory krzywej:

Lewa asymptota charakteryzujaca odpowiedz podstawowg receptora tj.: f dla [A] = O:

1
Basal = oI

Prawa asymptota: warto$¢ funkcji f gdy [A] — oo:

Top=
P=T=z
&

Punkt srodkowy: warto$¢ [A] w potowie maksymalnej wartosci funkcji f:

K(1+x)
1+&y

[Aso] =

dla agonistow: [Aso] < K (¢ > 1), dla neutralnych antagonistow: [Aso] = K (¢ = 1), dla
odwrotnych agonistow: [Aso] > K (e < 1) [48].

1.4.4 Allosteryczny model potrojnego kompleksu (TCM)
Odkrycie modulatoréw allosterycznych receptorow GPCR i1 mechanizméw lezacych
U podstaw ich wlasciwosci farmakologicznych, spowodowato potrzebe rewizji

I rozszerzenia istniejacych modeli opisujacych klasyczne oddziatywania z receptorami.
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Prototypem rownan dla modulacji allosterycznej byt model potrojnego kompleksu (ang.
ternary complex model — TCM), ktory zostal opracowany w 1980 roku przez Delean’a
i wsp. [50], jako rozszerzenie liniowego modelu dwoch standéw, o interakcje biatka G

z receptorem [51] (Rysunek 5A).

A B
f K N Ka
a + B+R+A B+AR
A+R AR
K K
Kg vKg B _B
(o ]
A+RG ARG BR+A ARB
VK, Ka
a

Rysunek 5. Schemat modelu potrdjnego kompleksu (TCM) (A) [51] oraz allosterycznego modelu
potréjnego kompleksu (ATCM) (B) [1].

W sktad systemu wchodza: receptor (R), agonista (A) i zwigzane z proteing receptora
biatko G. Odpowiedz komoérkowa receptora nastgpuje po aktywacji biatka G w wyniku
przylaczenia agonisty do receptora i utworzeniu kompleksu ARG. Parametr y definiuje
rézne powinowactwo biatka G do receptora, gdy receptor jest zwigzany z ligandem A lub
w rozne powinowactwo liganda do zwigzanego z biatkiem G receptora; Ka to stata
asocjacji agonisty do wolnego receptora, Kg jest stalg asocjacji biatka G do receptora.
Warto$¢ parametru y > 1 oznacza pozytywna kooperatywnos¢; y = 1 brak oddziatywania
ay <1 negatywna kooperatywnos¢ [48].

W 1988 roku model TCM zostat zastosowany do oddziatywan allosterycznych zastepujac
oddziatywanie biatka G, wigzaniem drugiego liganda B w dodatkowej kieszeni receptora
[52], stad w pozniejszych pracach przyjeto si¢ okresla¢ go jako allosteryczny model
potrojnego kompleksu (ang. allosteric ternary complex model — ATCM; Rysunek 5B).
ACTM opisuje interakcje dwoch ligandow A 1 B z jednym receptorem 1 utworzenie
potréjnego kompleksu ARB, ktory ma odmienne wtasciwos$ci niz wolny receptor.
Ligand A wigze si¢ do miejsca ortosterycznego receptora tworzac kompleks AR, ligand
B jako allosteryczny modulator, wigze si¢ do kieszeni allosterycznej i jego kompleks jest
oznaczony BR. State Ka i Kg 0znaczaja state rownowagi dysocjacji dla wigzania A i B.

Kazda z dwuczasteczkowych reakcji modelu zachowuje si¢ wedlug schematu
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klasycznego prawa dziatania mas stosowanego do oceny oddziatywan w miejscu
ortosterycznym.

Tym niemniej, modulacje allosteryczng oprocz statych Ka i Kg, charakteryzuje
dodatkowo wspoétczynnik kooperatywnosci a [52-54] bedacy jednostkg skalujaca,
stuzacg do pomiaru wielko$ci efektu wywieranego w stanie rownowagi przez zwigzek
allosteryczny na dziatanie liganda ortosterycznego [55]. Wartos¢ o > 1 $Swiadczy
0 pozytywnej kooperacji, czyli charakteryzuje dziatanie PAM; 0 < a < 1 okresla
negatywng kooperacje dla NAM; o = 1 oznacza, ze oddzialywanie allosteryczne nie
wptywa na aktywnos$¢ liganda ortosteryczego i jest klasyfikowane jako tzw. neutralna
modulacja. Warto wspomnie¢, ze przypadku klasycznego oddziatywania dwoéch
ligandow konkurujacych w receptorze o miejsce ortosteryczne o = 0, stad tez gdy
wyznaczone na podstawie eksperymentu warto$ci tego parametru sg zblizone do 0,
bardzo trudno wowczas odrézni¢ dziatanie badanego zwigzku od konkurencyjnego
antagonizmu [1].

Ponizej zamieszczono rownania dla stalych rownowagi wynikajace z procesoéw
przedstawionych na rysunku 5B.

[Al[R] [RI[B] K _ [Al[RB] K _ [AR][B]

A~ Trap1 B~ Tpol —_— =

[AR]

Rt — catkowita ilo$¢ receptorow w badanym uktadzie: [R1]=[R]+[AR]+[RB]+[ARB];

pa — parametr charakteryzujacy frakcje receptorow zwigzang z ligandem ortosterycznym

A (ang. fractional occupancy) jest zdefiniowany wzorem: pa = —[AR][;U]\RB]
T
__ [ARJ+[ARB] _ [AR]+[ARB] Rownanie 13
Pa = [Rr]  [R]+[AR]+[RB]+[ARB]

Kolejne przeksztatcenia rownania 13:
1

Podstawiajac —— do prawej strony:
odstawiajac 40P j y
[AR] . [ARB] Rownanie 14
[AR]+[ARB] _ [AIR] " [AI[R]
[Rr] — _[Rl__ [AR]  [RB]  [ARB]

[Al[R] ' [A][R] ' [A][R] " [A][R]

Robigc podstawienia do rownania 14:

_ [AIR], _ olARI[B], (1 _ KalRE]
Ka="Tary’ [ARB] K [R] [B]

Otrzymujemy:
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[AR] + [ARB] _ K, T KgKa
R 71 1 «[B] [B]
T I R TG
1 a[B]
[AR] + [ARB] _ K. T K.Kg /*[R]
[Rr] 1, 1. oB]  [B] T
Ka * [A] ° KgKy ° [A]Kp

1 B
(K_A+ I?;EK]B) [Re]
1 ([A] [Al[B] . [B]
[A](KA+” Kok * K—B>

[AR] + [ARB] =

Podstawienie: Y = [AR] + [ARB]

[8] B

v = [RT](K_A-I_I((XAKB) [ ]RT(KA KZKB) B
1 ([A] «[BI[A] B KeA , KiKg , o[BI[A] | Ks[B]
a i+ 1+ +KB) i + e + S Jaly

Kp o[B]
_ [Al[Rr] (KAKB + KAKB) _
- KBX + KAKB + aBA + KA[B] -
K,Kg

[Al[R7](Kg + a[B]) _ [A][R7](Kp + a[B]) 1

Otrzymujemy:
y—___ [AlIRe]
M)+ A
[AR] + [ARB] _ [A]
[A] _ [A]
M+ ST AR T

[A] ([A] ¥ %) [A] (1] + S0t BD) A K
Kp+a[B]
A'(Ks + [B]) _ [AI(Ks + [B'])
KB + O([B] N KB + (X[B’]

/:[A][A]
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Kg+[B]) _ (Kg+[B']
[A](Kg + «[B]) ~ [A'](Kg + a[B'])
[ [B

[AJ(5 + o[B) _ [AT(Ks +o[B) _
Kp + [B] Kg + [B']
A'(K B’

log( (KE i ([XB[] ])) = logd

log([A'](Kg + «[B'])) — log(Kg + [B']) = logd

log[A'] + log(Kg + a[B']) —log(Kg + [B']) = logd

log(Kg + a[B’]) —log(Kg + [B']) — logd = —log[A'] Rownanie 15
Rownanie 15 zostalo wykorzystane do oceny zjawiska allosterii w eksperymentach
saturacyjnych niniejszej rozprawy doktorskiej. Dla tatwiejszej analizy wyrazenie zostato
przepisane do rownania 23.

W przypadku pozytywnej kooperatywnosci pomigedzy oddziatywaniami ligandow A 1 B
w receptorze (a > 1), wykres krzywej wigzania ortosterycznego liganda A do receptora
w obecnosci modulatora B bedzie przesunigty w lewo w odniesieniu do krzywej wigzania
wykreslonej dla samego liganda A. Negatywna kooperatywno$¢ pomigdzy A i B (a < 1)

zaznaczy si¢ przesuni¢ciem wykresu w przeciwnym kierunku.

= = = = =1 o~
2 100] ©=01 2 100] @=10 2 100 -0
£ 5 5

S S S

(5] @ @

c c c

§ s0 3§ 50 5 504

(=] (=) o

[s} o (s}

° ° °

o =) o

B ES S

o

=)
-
=)

o

8 7 6 5 4 3 5 B 7 % 5 4 5 8 7 & 5 4 3
Log [liganda] (M) Log [liganda] (M) Log [liganda] (M)

’
©
Y
=)

Rysunek 6. Przebieg krzywych stezenie-efekt w modelu ATCM. Pozytywna (A) i negatywna (B)
kooperatywnos¢ w poréwaniu do kompetencyjnego antagonizmu (C).

Przebieg wykresow wigzania liganda ortosterycznego do receptora, otrzymanych
W obecno$ci rosngcych stezen liganda typu NAM (o = 0,1), PAM (o = 10)
I kompetencyjnego antagonisty (o ~ 0), przedstawiono na rysunku 6. Wykresy A i B
ilustruja, charakterystyczny dla modulacji allosterycznej, efekt putapowy tj. graniczne
stezenie modulatora, przy ktorym nie obserwuje si¢ dalszych zmian w aktywnosci liganda

ortosterycznego [56].

1.4.5 Operacyjny model allosteryzmu
Jak wspominano w rozdziale 1.2 ligandy allosteryczne oprocz kooperatywnos$ci

oddziatywania z ligandem ortosterycznym (decydujacej o zmianach w powinowactwie)
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moga wptywac na skuteczno§¢ wywotywania sygnatu komorkowego przez agonistg, jak
tez same posiada¢ aktywno$¢ wewnetrzng. Wiadomo tez, ze modulacja powinowactwa
wystepuje niezaleznie od modulacji aktywnosci wewnetrznej zwigzku ortosterycznego
i kierunek wywotywanych zmian nie jest ze sobg skorelowany. Uwzgledniajac te
ztozonos¢ i roznorodnos¢ potencjalnych efektow, w 2007 roku opracowano operacyjny
model allosteryzmu [7]; taczacy ze sobg cechy operacyjnego modelu agonizmu Blacka’a
i Leff’ego [42] oraz modelu allosterycznego ATCM [48].

A M T ;
stymulacja a - 3 |
(s) § EA[AR]<—37 AR &=——> ARB > €,s[ARB]
K istymulacja
K - ()
a
M
R+——>RB > &[RB]
B M T :
stymulacja ; a 3
(s) I EJARl«———— ARGT————————" ARB — > E,[ARB] 3
K istymulacja
K - (s)
a
M
EA[R] < R<—————>"RB ———> §&RB]

Rysunek 7. Podstawowy operacyjny model allosteryzmu (A) oraz uwzgledniajacy aktywno$¢
konstytutywna (B) [48].

Jest on opisany czterema rdéwnaniami reakcji dwodch ligandow ortosterycznego
A i allosterycznego B z receptorem R i zdefiniowany odpowiednio przez cztery state

réwnowagi 1 trzy niezalezne parametry: K, M 1 .

K
A+R o AR: K = AR
[AR]
M
B+R o RB: M= Rl
[RE]
M
AR + B &5 ARB; ¢ = MIARE]
[BI[AR]
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K[ARB]
[A][AR]

K/a
RB+A <« ARB; a=

Receptory sg oznaczone jako: niezwigzane z ligandem R, zwigzane z jednym ligandem
ortosterycznym AR lub allosterycznym BR lub potrdjny kompleks z oboma ligandami
ARB. Stale K i M sa miarg powinowactwa odpowiednio agonisty A i modulatora B do
receptora, a wspotczynnik a jest miarg kooperatywnosci pomiedzy wigzaniem A i B.
Sygnaty czgstkowe od poszczegdlnych komplekséw sg okreslone przez: Sar = ea[AR];
Ser = e8[RB]; Sars = €aB[ARB], a sygnatl calkowity stanowi ich sume¢ S = ea[AR] +
es[RB] + eas[ARB].

Rownanie hiperboli  (16) okresla zalezno$¢ pomiedzy sygnalem catkowitym,

a obserwowanym efektem:

f = E _ s Rownanie 16

Em Kg +S

Em oznacza efekt maksymalny, Ke to stala okreslajaca skuteczno$¢ przeksztatcania

procesu wigzania receptora z ligandem w sygnat.

— Ktg[B]+ to(M+af[B])[A] Réwnanie 17
K(M+(1+tp)[B)+(M(1+ ta)+ a0 (1+ taB)[BD[A]

parametry t okres$lajg operacyjng skutecznos$¢ uktadu; indeksy dolne opisuja odpowiednie

kompleksy ligand-receptor:

ealRlT . Te = eg[R]T . _ eaB[R]r _ BealRlT _ Bta
Kg '’ B Kg ' AB Kg Kg

Tp =
[Rlr=[R] + [AR] + [RB] + [ARB]

Geometryczne deskryptory krzywych:

Lewa asymptota dla odpowiedzi podstawowej przy [A]=0i [B] =0
Basal =0

Lewa asymptota gdy [A] =0

— Bl
Bottom = Mt (1+ 15)[B]
Prawa asymptota: warto$¢ funkcji f gdy [A] — oo:

ta(M+ oB[B])
M(1+ tpa)+ a(1+ taB)[B]

Top=
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Punkt srodkowy: warto$¢ [A] dla potowy maksymalnego efektu:

K(M+(1+ t)[B]
M(1+ ta)= a(1+ taB)[B]

[Aso] =

Réwnanie operacyjnego modelu allosteryzmu (Réwnanie 17) opisujace zaleznos¢ efektu
od stezenia, zawiera state dysocjacji K i M dla agonisty i modulatora; wspotczynniki
kooperatywnosci a oraz B odnoszacy si¢ do zdolno$ci modulatora B do zmiany
skutecznosci wywotywania sygnatu przez A (eas = €gp).

Modyfikacja operacyjnego modelu allosteryzmu jest uwzglednienie aktywnos$ci
konstytutywnej receptora przez wprowadzenie do roéwnania 17 parametru

uwzgledniajacego sygnat pochodzac od wolnych receptoréw R (Rysunek 7B).

Calkowity sygnat jest wowczas zdefiniowany jako S = [R] + ea[AR] + &g[RB] +

E S
eas[ARB], a obserwowany efekt T s

Roéwnanie 18 opisujace ten model przyjmuje postac:

E Kx(M+ e5[B])+ 5 oS[B])[A] Roéwnanie 18

f = 5T KMGT0TATen0BIT M+ s+ a(i+ cacnb0BDA]

[A] 1 [B] oznaczaja odpowiednio stezenia agonisty i modulatora, K jest stata dysocjacji
agonisty, M — stata dysocjacji modulatora, x charakteryzuje konstytutywng aktywnos¢
[R]T,

receptoraiy = K. EA— Wewngtrzng aktywno$¢ agonisty A, eg — wewngtrzng aktywnos¢
E

modulatora B, o to wspotczynnik kooperatywno$ci pomigdzy wigzaniem ligandow A i B
z receptorem, & wspdlczynnik kooperatywnosci aktywacji receptora przez
A w obecnosci B.

Catkowita ilos¢ receptoréw [R]T = [R] + [AR] + [RB] + [ARB].

Geometryczne deskryptory krzywych:

Lewa asymptota dla odpowiedzi podstawowej przy [A]=01i [B] =0

1
Basal = oI

Lewa asymptota gdy [A] =0

x(M+ eg[B])

Bottom = M+(1+ x)+ [B](1+ €gX)

Prawa asymptota: warto$¢ funkcji f gdy [A] — oo:
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xea(M+ egad[B])
M(1+ eax)+ a(1+ eaegSY)[B]

Top=

Punkt srodkowy: wartos¢ [A] dla potowy maksymalnego efektu:

K(x(M+ eg[B])+M+[B]
xea(M+ eg8a[B])+M+a[B]

[Aso] =

Przebieg krzywych st¢zenic-efekt, na podstawie rdéwnania 18 dla: a) agonisty
A w obecnosci rosnagcych stezen modulatora B 1 b) modulatora B w obecnosci rosnacych

stezen agonisty A przedstawiono na rysunku 8 [48].

1.0 1.0
— [B]=0 — [A]=0
0.84 — [B]=107 0.84 — [A]=107
£ 0.6 — [B]=10° £ 0.6 — [A]=10°
11} w
" o4y T BI=107 W g — [A1=10"
— [B]=10" — [Al=10"
0.2 [Bl 0.2 A
0.0 T T T T T 1 0.0 T T T T T 1
0 9 -8 7 6 5 -4 10 9 8 -7 -6 -5 -4
log [A] log [A]

Rysunek 8. (A) Krzywe typu stezenie-efekt dla agonisty w obecnosci i nicobecno$ci wzrastajgcych stezen
allosterycznego modulatora B. (B) Krzywe typu st¢zenic-efekt dla modulatora w obecnosci i nicobecnos$ci
wzrastajacych stezen agonisty A wobec tych samych farmakologicznych parametrow jak dla przypadku
(A) [48].

1.4.6 Allosteryczny model dwoch stanow (ATSM)

Rownolegltym podej$ciem do matematycznego opisu oddziatywan allosterycznych jest
zastosowanie allosterycznego modelu dwoch stanow (ang. allosteric two-state model —
ATSM) (Rysunek 9) [57], opracowanego jako rozwinigcie modelu TSM [48].

A B .
[P /1 - — brakB
/A 0.8 — 5=1
v bt c 06 — &=10?
R < ——”RB K/ays w ]

0.4

N
’ }
E/
I
[=11
1
=3

M/ By 0.2

0.0 T T T T T 1
/ A; |. 40 9 -8 -7 -6 -5 -4
log [A]

AR 4——MY___ pre

Rysunek 9. Allosteryczny model dwoch standw (ATSM) (A). Symulacja krzywych stezenie-efekt dla
modelu ATSM (B) [48].

Oprocz kooperacyjnego wigzania modulatora do miejsca allosterycznego receptora,
model ten daje takze mozliwo$¢ oceny wlasnosci agonistycznych modulatora jak tez
przewiduje konstytutywng aktywnos$¢ receptora.

State rownowagi modelu L, K, M sa zdefiniowane nastepujaco:
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L *
Re R L= [l; ] (stata izomeryzacji)
K o 1 _IAlR] - :
A+R e AR K= TAR]. (stata dysocjacji ortosterycznego agonisty)

M
B+R e BR; M= % (stata dysocjacji modulatora allosterycznego)

[R
M K

A+B <& ARB: RB+A & ARB: y = RIARE]
[ARI[RB]

al . _[RIAR]

AR & AR’ o= [RIAR]

BL _._ . _[RI[R*B]

RB < RB; b= Rrs]

“][AR][RB][AR*B]
I[AR*][R*B][ARB]

SL
ARB <% AR'B: 6§ + {ﬁ

Roéwnanie funkcji f dla frakcji aktywnych receptoréw (rownanie 19) przyjmuje postac:

f = [Rlactive _ KL(M + B[B])+ aL(M+ ByS[B])[A] Rownanie 19

T [Rlt  KM@+L)+(1+ BL)[BD+(M(1+aL)+y(1+aBSL)[B])[A]

w ktorym: [R]active = [R*] + [AR*] + [R*B] + [AR*B],

[R]r =[R] + [AR] + [RB] + [ARB] + [R*] + [AR*] + [R*B] + [AR*B]

W powyzszych rownaniach: y — wspolczynnik kooperatywno$ci wigzania pomigdzy
AiB (kooperatywnos$¢: y = 1 neutralna, y > 1 pozytywna, y < 1 negatywna); o —
wewnetrzna aktywnos¢ A; B — wewngtrzna aktywno$¢ B; 6 — wspdlczynnik
kooperatywnosci aktywacji receptora przez A i B (kooperatywnos¢: 6 = 1 neutralna, 6 >

1 pozytywna, é < 1 negatywna).
Geometryczne deskryptory krzywych:

Lewa asymptota dla odpowiedzi podstawowej przy [A] =01 [B] =0

1
Basal = I

Lewa asymptota gdy [A] =0

L(M+ B[B])
M+(1+ L) +(1+ BL)[B]

Bottom =

Prawa asymptota: warto$¢ funkcji f gdy [A] — oo:

Strona 41 z 127



_ La(M+ ByS[B])
Top = M(1+ aL)+ y(1+ aBSL)[B]

Warto zauwazy¢, ze jesli y=0to [ARB]=[AR*B]=01Top = ﬁ, €O 0znacza sytuacje
La

ekstremalnie negatywnej kooperatywnosci, w ktorej ligandy wzajemnie wykluczaja
swoje wigzanie z receptorem.

Punkt srodkowy: warto$¢ [A] dla potowy maksymalnego efektu:

[A ] - K(M+ B[B])+M+[B]
01 = La(M+ ByS[B)+ M+ y[B]

Wiasno$ci agonistyczne modulatora B sa, jak juz wspomniano, okre$lone przez parametr
B; w sytuacji gdy B jest ,,czystym” modulatorem allosteryczym 3 = 1 (bottom = basal);
jesli B jest agonistag B > 1 (bottom > basal) natomiast gdy p < 1 (bottom < basal) to B
ujawnia wiasciwosci odwrotnego agonisty. Rysunek 9B ilustruje zachowanie modelu dla
modulatora B wykazujacego negatywng aktywnos¢ wewnetrzng B < 1, gdy
kooperatywnos¢ aktywacji & pomigdzy A i B jest: neutralna (3 = 1), pozytywna (& > 1)
lub negatywna (6 < 1), natomiast kooperatywno$¢ wigzania y pomiedzy A i B jest
neutralna (y = 1).

W poréwnaniu do krzywej referencyjnej dla samego agonisty ([B] = 0), wykresy
krzywych otrzymanych w obecno$ci B charakteryzuja si¢ potozeniem dolnej krawedzi
krzywej (bottom — lewa asymptota) ponizej odpowiedzi podstawowej receptora (B < 1)
i dodatkowo dla: 6 = 1 przesunigciem w dot catej krzywej (obnizenie gornej krawedzi);
dla § = 102 przesunieciem zaréwno w lewo, jak i w gore (ligand A charakteryzuje si¢
wowczas wyzszg sita dzialania i skutecznoscia); gdy & = 1072, nastepuje prawie catkowita
blokada efektu receptorowego; dla bardzo niskich wartosci 8 (na przyktad & = 107%) gérna
krawedZ krzywej (prawa asymptota) spada ponizej dolnej krawedzi (lewej asymptoty),
a wiec efekt spowodowany obecno$cig zaréwno A, jak 1 B, jest nizszy niz wtedy, gdy

z receptorem oddzialuje tylko B [48].

1.4.7 Model typu ,,bell-shape”

Wisréd teoretycznych modeli opisujacych oddziatywania allosteryczne ligand-receptor na
uwage zastuguje takze rownanie wyprowadzone dla sytuacji, w ktorej modulator moze
wigzac¢ si¢ zard6wno z ortosterycznym jak i allosterycznym miejscem w receptorze [58,
59]. Tego typu przypadek, zostal nazwany modelem ,,bell-shape”, od obserwowanego
podczas analizy wynikow eksperymentalnych, charakterystycznego przebiegu krzywe;j

zalezno$ci stezenie-efekt. Na rysunku 10 przedstawiono schemat modelu (A) oraz
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przyktadowy wykres (B) wskazujacy na wzrost (wyrazna ,,gérka’) i hamowanie wigzania
ortosterycznego radioliganda przez odpowiednio niskie i wysokie st¢zenia modulatora
[56].

Ka Kgy
B+B+AR B+R+A+B A+B+B,R 1.57
1.0
Kz Ks, Kz S
B 0.5
B+ARB, B,R+A+B B,RB,+A 0.0
Ka Kes 8 -8 4 2
B Log [B] (M)

Rysunek 10. Schemat rownan (A) oraz wykres (B) modelu typu ,,bell-shape” [1].

W powyzszym modelu: [A] to stezenie ortosterycznego radioliganda A; [B] to stezenie
liganda B, ktory wiaze si¢ zar6wno do miejsca ortosterycznego receptora oznaczonego
indeksem dolnym 1, jak i allosterycznego oznaczonego indeksem 2; Ka jest stata
dysocjacji ortosterycznego radioliganda, Kg1 i Ks2 oznaczaja state rownowagi dysocjacji
dla odpowiednich miejsc wigzania liganda B; wspolczynnik o mierzy kooperatywno$¢
miedzy wigzaniem do receptora ligandow A i B; wspotczynnik B okresla kooperatywnosé
oddziatywania liganda B w dwdch miejscach receptora.

Frakcja receptorow zwigzanych z ligandem ortosterycznym A (ang. fractional

occupancy) w stanie rownowagi jest zdefiniowana wzorem (réwnanie 20):

[A] a[B] Réwnanie 20
0 = i (1+7G,)
LA] [B] [B] , [B] [B]
K (1 Koo )+ ¥ i+ i (15,

Model typu ,bell-shape” znajduje zastosowanie do charakterystyki zwigzkéw
wykazujacych mieszany ortosteryczno/allosteryczny mechanizm dziatania [1] i rOwnanie
20 zostato uzyte do ilosciowej oceny aktywnosci jonéw cynku wobec receptorow
serotoninowych typu 5-HT1a, co jest przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej. Tym
niemniej trzeba zaznaczy¢, ze w literaturze przedmiotu nieczgsto spotyka si¢ analize

wynikow eksperymentalnych oparta na tym modelu.

1.4.8 Modele uwzgledniajace interakcje biatka G z receptorem
Receptory GPCR, ktorych funkcja zwigzana jest z przylaczeniem biatka G, stanowig
grupe endogennie allosterycznych protein. Stad tez modele mechanizméw dziatania

GPCR powinny oprécz interakcji z ligandami orto- i allosterycznymi uwzglednia¢ takze
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wigzanie z biatkiem G. Najprostszym modelem ujmujacym ten proces jest omowiony juz
wyzej ATCM oraz jego rozszerzenie (ang. extended ternary complex model — ETCM)
[60], w ktorym dodatkowo przewidziano aktywno$¢ Kkonstytutywng receptora.
W odpowiedzi na roznorodnos$¢ efektow wywotywanych przez modulatory GPCR,
dalszy rozwdj doprowadzil do opracowania allosterycznego modelu poczwdrnego

kompleksu (ang. quaternary complex model — QCM of receptor allosterism) [1].

1.4.8.1 Rozszerzony model potroéjnego kompleksu (ETCM)
Rozszerzony model potrojnego kompleksu (Rysunek 11), dajagcy mozliwos¢ oznaczenia
aktywno$ci odwrotnych agonistow, zostal opublikowany w 1989 roku przez Coste

i Herza [60, 61].

G
aL YK
AR, AR, = AR,G
Ky ak, ayK,
L
R, R, R,G
KG
G

Rysunek 11. Schemat rozszerzonego potrdjnego kompleksu [62].

Wedhug tego modelu receptor moze istnie¢ zardbwno w stanie aktywnym (Ra) jak
I nieaktywnym (Ri) a ligand (A) moze oddziatywac z obiema formami. Z kolei biatko
G wiaze si¢ tylko do standw aktywnych receptora tj. do wolnego i zwigzanego
z ligandem. Parametry: Ka, Kg, sa zdefiniowane tak jak w modelu TCM; stata L = [Ra] /
[Ri] opisuje sktonno$¢ receptora do spontanicznego przechodzenia w stan aktywny; stata
a definiuje roznice pomigdzy aktywnoscig agonisty (A) do receptora w stanie aktywnym
Ra w odniesieniu do powinowactwa do receptora nieaktywnego Ri, np. a. = 5 oznacza, ze
ligand A ma 5-krotnie wyzsze powinowactwo do Ra niz do Rj; stata B definiuje rozne
powinowactwo receptora w stanie aktywnym do bialka G; stata 1y definiuje
powinowactwo receptora zwigzanego z ligandem do biatlka G w stosunku do
powinowactwa receptora niezwigzanego z ligandem, np. y = 20 oznacza, ze kompleks
ligand-receptor ma 20-krotnie wyzsze powinowactwo do biatka G niz wolny receptor.

Frakcja receptorow zdolnych produkowaé¢ odpowiedz biologiczng (tj. kompleksy: ARG

[AR,G] + [RaG]

I RaG) jest oznaczona jako p = =
T

I moze by¢ wyliczona z réwnania 21:
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ay[A] Ré6wnanie 21
L[G]Kg(1+5% )

p= [A] [G]
KA[1+aL(1+‘;([g])] ' L(l ' G) 1

W tym réwnaniu Ka oznacza stata rownowagi dysocjacji ligand-receptor, a Kg statg

réwnowagi dysocjacji receptor-biatko G [8].

1.4.8.2 Model poczwornego kompleksu (QCM)
Model poczwornego kompleksu (ang. quaternary complex model — QCM) (Rysunek 12)
zaktada tworzenie kompleksow przez ligand ortosteryczny, modulator allosteryczny

I biatko G z receptorem, ktory wystepuje zaréwno w konformacji aktywnej (AR*BG) jak
i nieaktywnej (ARBG) [1].

ARG4:> AR*G ARB @7 > AR*B BRGG > < BR*G
A
[
AR G ape
/|
RG G o — 2 R*G & R*B — > R*G

by / / .:4” /

Rysunek 12. Schemat modelu QCM [1].

Skomplikowany schemat reakcji jest zdeterminowany az przez 15 r6znych parametrow
(definicje podane w tabeli 3) i szczegbtowy opis zachowania modelu wykracza poza ramy

niniejszego opracowania. Dla porzadku przedstawiono ponizej koncowe rownanie dla
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frakcji receptorow zwigzanych z ligandem ortosterycznym A (ang. fractional occupancy)

W obecno$ci modulatora B (Rownanie 22) [1]:

%(1 +al+ %(1 + )+ Y]E_i](l + SaBL + %}E‘ﬂu + AU]SBa(L)

pa =
N tLe %(1+(L)+%(1+BL+ %](H nBcL))+%[1+aL+%](1+la<L)+%(1+5aBL+%£B](1+ AndBadL)

Réwnanie 22

Tabela 3. Opis parametrow dla réwnania 22.

Definicja parametréw przedstawionych na schemacie
L

Stata izomeracji receptora
Ka Réwnowagowa stata asocjacji dla ortosterycznego liganda [A]

Ks Réwnowagowa stata asocjacji dla allosterycznego modulatora [B]

A
o

Rownowagowa stata asocjacji dla biatka G [G]

Wspotczynnik kooperatywnosci [A] dla niezwigzanego receptora
Wspodtezynnik kooperatywnosci [G] dla niezwigzanego receptora
Kooperatywnos$¢ migdzy wigzaniem [A] i1 [G]

Kooperatywnos¢ miedzy aktywacja [A] i [G]

Kooperatywno$¢ miedzy wigzaniem [B] i [G]

Wspodtczynnik kooperatywnosci [B] dla niezwigzanego receptora

Kooperatywno$¢ miedzy aktywacja [B] i [G]

@ T NO D> 1w >

Kooperatywno$¢ miedzy wigzaniem [A] i [B]

Py

Kooperatywnos¢ miedzy aktywacja [A] i [B]
Kooperatywno$¢ migdzy wigzaniem [A], [B] i [G]

A

A Kooperatywno$¢ miedzy aktywacja [A], [B] i [G]

Mimo, wyczerpujacego opisu reakcji zachodzacych podczas oddzialywania dwoéch
czasteczek ligandow (ortosterycznego 1 allosterycznego) w receptorze GPCR, niezwykle
ztozony schemat rownan modelu QCM nie jest mozliwy do praktycznego zastosowania
podczas analizy danych eksperymentalnych.

Réznorodnos¢  efektow  modulacji  allosterycznej  jest powodem  trudnosci
w eksperymentalnej identyfikacji ligandoéw allosterycznych jak rowniez wyzwaniem dla
ilosciowego ujecia obserwowanych zmian. Zjawiska allosteryczne mozna wykry¢
stosujgc testy in vitro wigzania znakowanego liganda (radioliganda) oraz testy
funkcjonalne na zywych tkankach lub na liniach komoérkowych. Poniewaz efekty
modulacji allosterycznej sg subtelne i mogg charakteryzowacé si¢ odmiennymi kierunkami
kooperatywnosci, dlatego oprocz stosowania réoznych metod eksperymentalnych istotny

jest wybor odpowiedniego modelu do analizy wynikow [1].
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1.5 Cynk, wystepowanie 1 rola w OUN

Wsrod endogennych substancji organizmu ludzkiego, w ktérych dzialaniu ujawniajg si¢
cechy modulacji allosterycznej, jony cynku zajmuja wazne miejsce. Szacuje sie¢, ze okoto
10% wszystkich biatek zawiera cynk, co oznacza, ze w sposob bezposredni lub posredni
bierze on udziat w r6znorodnych procesach komorkowych. Pelnione przez cynk funkcje,
w najbardziej ogdélny sposdéb mozna podzieli¢ na katalityczne, strukturalne oraz
regulacyjne [63, 64]. Cynk jest metalem niezbednym dla aktywno$ci wszystkich klas
enzymow i zasadniczym sktadnikiem okoto ponad 300 biatek enzymatycznych. Jest takze
istotnym elementem protein zaliczanych do czynnikéw transkrypeyjnych, kontrolujacych
ekspresj¢ gendw. Oprocz roli elementu strukturalnego, cynk uwalniany
wewnatrzkomorkowo lub  w  otoczeniu  zewnatrzkomérkowym, — uczestniczy
w przekazywaniu sygnalu. Wewnatrz komorki, jony cynku wplywaja na szlaki
sygnalizacyjne, ktére kontrolujg proliferacje, roznicowanie i apoptoze, a dziatajac jako
mediator miedzykomorkowy maja szczegdlne znaczenie w os$rodkowym uktadzie
nerwowym (OUN), gdzie petnig funkcj¢ jednego z neuroprzekaznikéw [63-66].

Biorgc pod uwage szerokie dzialanie cynku, nic dziwnego, Ze jest pierwiastkiem
niezb¢dnym dla prawidlowego wzrostu i rozwoju organizmu. Zaburzenia mechanizmow
regulujacych komodrkowa homeostaze cynku, zaliczane sa do czynnikéw lezacych
U podtoza wielu choroéb: immunologicznych, nowotworowych, zwyrodnieniowych czy
nieprawidlowosci pojawiajacych sie w czasie wzrostu i rozwoju organizmu (jak np.
zahamowanie wzrostu i dojrzewania ptciowego). Ostatnio coraz wigcej uwagi poswigca
si¢ wptywowi cynku na choroby OUN, gdyz jego nieprawidlowy metabolizm moze by¢
jedng z przyczyn =zaburzen psychicznych, neurosensorycznych 1 procesow
zwyrodnieniowych [65-69]. Ztozony mechanizm dziatania cynku, obejmujacy zardwno
jego potencjalny wplyw neurotoksyczny jak i neuroprotekcyjny pozostaje jednak w duze;j
mierze niewyjasniony [68, 69].

Badania nad biologiczng rolg cynku rozpoczety sie¢ w 2. potowie XIX w., Kiedy Jules
Raulin odkryt jego istotne znaczenie dla rozwoju grzyba Aspergillus Niger. Endogenna
obecno$¢ tego pierwiastka w ludzkich tkankach, wskazujaca na zaangazowanie
w procesy fizjologiczne, zostala wykryta w latach 20. ubiegtego wieku. Wyniki badan
biochemicznych opublikowanych w 1939 roku, pozwolily na okreslenie
stechiometrycznej ilosci jondéw cynku w erytrocytach oraz ich udziatu w aktywnosci

enzymatycznej. Rozwo6j metod analitycznych zwigzanych z izolacjg bialek 1 pomiarem
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zawartosci metali w materiale biologicznym umozliwit odkrycie kolejnych protein
zawierajacych cynk, wsrod wszystkich klasach enzymow (oksydoreduktazy, transferazy,
hydrolazy, izomerazy, ligazy, itp.) [63]. Duzym postepem w badaniach, byta
identyfikacja malych domen biatkowych zawierajacych aminokwasy, ktorych tancuchy
boczne umozliwialy tworzenie koordynacyjnego wigzania jonéw metalu. Domeny te, po
raz pierwszy zostaly zaobserwowane w 1985 r. jako motyw w genie TFIIIA (ang.
transcription factor 111A), kodujagcym czynnik transkrypcyjny zaby szponiastej (Xenopus
laevis). Charakterystyczng cechg ich struktury jest wystepowanie w okreslonej kolejnosci
cystein 1 histydyn (ich reszty aminokwasowe maja zdolno$¢ kompleksowania kationo6w
cynku) rozdzielonych aminokwasami niekompleksujacymi. Taka sekwencja powoduje,
ze domeny stabilizowane jonami cynku, przyjmuja okreslony trojwymiarowy ksztatt, od
ktorego pochodzi nazwa: ,,palce cynkowe” [63, 70, 71]. Wchodza one w sktad biatek
wigzacych DNA i biorg udziat w zwigzaniu czasteczki kwasu nukleinowego przez biatko.
Ze wzgledu na konfiguracje reszt cysteiny i histydyny, w rodzinie palcow cynkowych
wyrdznia si¢ dziesie¢ klas, z ktorych najczesciej wystepujacy motyw zawierajacy dwie
cysteiny i dwie histydyny (C2H2), wigze jon cynku (Zn?") tetraedrycznym wigzaniem
koordynacyjnym. Inne, czgsto spotykane sekwencje aminokwasow obejmuja: cztery
cysteiny (Ca), trzy cysteiny i jedng histydyne (C3H) jak tez asparaginian i trzy histydyny
(DH3) [70, 71]. Szacuje si¢, ze w ludzkim genomie znajduje si¢ ponad 900 genoéw
kodujacych czynniki z motywem palcow cynkowych [70, 71].

Rysunek 13. Trojwymiarowa struktura pojedynczego palca cynkowego (PDB ID: 1ZNF). Obraz
wygenerowany przy uzyciu programu The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger,
LLC.
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Wystepuja one w wielu czynnikach transkrypcyjnych, jak np.: hormondéw tarczycy,
kwasu retinowego czy jadrowych receptoréw hormondéw sterydowych. Do struktur
biatkowych zdolnych do wigzania cynku zaliczane sg takze motyw potrojnej szczeliny
(ang. Treble Cleft Motif), wstazki cynkowej, oraz niskoczgsteczkowe metalotioneiny
zawierajace liczne reszty cysteiny (~ 20) [70, 71]. Ostanie z wymienionych bialek, dzigki
mozliwos$ci przylaczenia wielu jondw metalu jednocze$nie, odgrywaja role
w detoksykacji organizmu i1 uczestniczg w reakcji obronnej zwigzanej ze stresem
oksydacyjnym. Metalotioneiny biorg rowniez udziat w transporcie cynku, odpowiadajac
za utrzymanie wzglednie stalego st¢zenia cynku, zarowno wewnatrz komorek, jak
I W przestrzeniach zewnatrzkomorkowych.

Przeplyw jondéw regulowany jest takze przez dwie inne rodziny biatek: btonowe
transportery ZnT (ang. Zinc Transporters) i proteiny transporterow regulowanych
cynkiem i zelazem Zip (ang. Zinc-regulated transporters, iron-regulated transporter-like
proteins). Ich dziatanie jest przeciwstawne — transportery ZnT powoduja obnizenie puli
cynku w cytozolu, przemieszczajac go poza komorke 1 do organelli
wewnatrzkomorkowych, natomiast biatka Zip zwickszaja zawarto§¢ cynku
w cytoplazmie komorki, transportujac go z zewnatrz [69, 72].

Oprocz potaczen z biatkami, cynk wystepuje w organizmie w postaci wolnych,
dwuwarto§ciowych  jonéw. Zmiany w stezeniu cynku w  przestrzeniach
wewnatrzkomorkowych 1 zewnatrzkomorkowych sa, jak juz wspomniano, zwigzane
z jego funkcja sygnalizacyjng. Dopiero stosunkowo niedawno zajeto si¢ wyjasnieniem
mechanizmow molekularnych lezacych u podstaw tej sygnalizacji oraz rolg jaka
odgrywaja w réznorodnych procesach fizjologicznych i patologicznych [65, 66, 73].
Pierwsze wyniki badan, prowadzonych w tym kierunku, charakteryzowaly komorki
trzustki [74]. Cynk wraz z proenzymami trawiennymi jest obecny w pecherzykach
wydzielniczych trzustki, a jego funkcja sygnalizacyjna polega na przekazywaniu
sygnatlow o obecnosci insuliny, wydzielaniu glukagonu oraz trzustkowych
egzoenzymow. Niedobor jak i nadmiar cynku w organizmie powoduje obnizenie ilo$ci
enzymoOw trawiennych. Obecnie wiadomo, ze poza trzustka, komorki wydzielajace cynk
znajdujg si¢ takze w innych organach, m.in.: w gruczole slinowym, w nabtonku gruczotu
krokowego, w jelicie [75, 76]. Zaliczajg si¢ do nich takze komorki tuczne, trzy typy
granulocytow, komorki przysadki moézgowej i neurony OUN [76-78]. W ostatnich
latach, gtowne zainteresowanie neurobiologéw cynkiem, skupia si¢ na jego funkcji
sygnatowej w OUN [65, 77, 78].
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Wigkszo$¢ cynku w mozgu jest SciSle zwigzana z enzymami i innymi biatkami (np.
czynniki transkrypcyjne i metalotioneiny), a okoto 10% wystepuje w postaci wolnych
jonéw, ktore znajduja si¢ w pecherzykach presynaptycznych okreslonego rodzaju
neurondéw. Neurony te uwalniajg rOwniez glutaminian, stad tez do ich opisu stosuje si¢
czesto nazwe ,,neurony gluzinergiczne” [79, 80]. Wystepuja one w strukturach kory
moézgowej oraz uktadu limbicznego, odpowiedzialnych za odbieranie i przetwarzanie
wrazen zmystowych (wech, smak, shuch, widzenie, odczuwanie boélu), zarzadzanie
emocjami oraz uczenie si¢ i pamie¢ [79, 80].

Podstawowa funkcja wolnego cynku znajdujacego si¢ w pecherzykach synaptycznych,
wydaje si¢ by¢ modulacja wielu receptoréw postsynaptycznych. Po pobudzeniu neuronu
cynk razem z neuroprzekaznikiem uwalniany jest do szczeliny synaptycznej, gdzie wigze
si¢ ze specyficznymi miejscami na neuronach postsynaptycznych. Wplywajac na
aktywno$¢ receptorow glutamatergicznych, receptoréw GABA 1 wielu innych
zlokalizowanych postsynaptycznie biatek receptorowych, moduluje ogélng pobudliwos¢
mozgu (Tabela 4) [66]. Tak wielowatkowe dziatanie wskazuje na ztozony mechanizm
dziatania cynku i udziat w patogenezie roznych proceséw OUN [66, 67, 77].

Brak cynku zaburza syntez¢ DNA, RNA i bialek, co podczas rozwoju mézgu przyczynia
si¢ do powstawania wad uktadu nerwowego. Niewystarczajacy poziom u dzieci wigze si¢
z obnizong zdolno$cig uczenia si¢, apatia 1 opdznieniem umystowym. Zakldcenie
homesotazy cynku w mozgu moze prowadzi¢ do rozwoju zaburzen nastroju, takich jak
depresja i leki oraz do neurodegeneracji i otgpienia obserwowanych w chorobie
Alzheimera [67, 77, 81]. Ostatnio wskazuje si¢ takze na zalezno$¢ procesoOw neurogenezy
postnatalnej od cynku, co ma znaczenie dla funkcji hipokampa, w tym uczenia si¢

| pamigci oraz kontrolowania emocji i nastroju [82—86].

Tabela 4. Biatka receptorowe oddziatujace z cynkiem w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Specyficzne biatko Gléwny efekt cynku

Receptory glutaminianu
Zwigkszenie i zmniejszenie liczby

AMPA , [87]
receptorow

NMDA Toniczne zmniejszenie liczby receptorow = [88, 89]

Metabotropowe Zmniejszenie liczby receptorow [90]

Inne receptory

GABAA PI‘ZCW&Z{IIC zmniejszenie liczby [91, 92]
receptorow

GABAs NasladO\fvczy, Zmniejszenie liczby [93]
receptorow

Glicyny Zwigkszenie liczby receptorow [94]
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Sigma 2 Nasladowczy [95, 96]
Zwigkszenie i zmniejszenie liczby

Acetylocholiny receptordw [97]

Adenozyny Zwif;ksz?nie 1 zmniejszenie liczby [98]
receptorow

Serotoniny Zmniejszenie liczby receptorow [99]

Dopaminy Zwif;ksz?nie 1 zmniejszenie liczby [100, 101]
receptorow

Katecholaminy ZWikaz?nie i zmniejszenie liczby [102]
receptorow

Melanokortyny Zwigkszenie liczby receptorow [103]

Receptor cynku Mobilizuje wewnatrzkomérkowy Ca?* [104]

Receptor pobudzany .

protonem Synergizm cynk- proton [105]

Opioidowe Zmniejszenie liczby receptorow [106]

Kanaly

Ca? Blokowanie, hamowanie [107]

K Zwikaz?nie i zmniejszenie liczby [108]
receptorow

Na* Rozbiezne wyniki [109, 110]

Cl Stymuluje [111]

Ca?* - amyloid Blokowanie [112]

Transportery
Glutaminianu Zmniejszanie wychwytu [113, 114]
Dopaminy Zmniejszanie wychwytu [115, 116]

Uzyte skroty: AMPA, kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy; GABAA/GABAs, kwas
y-aminomastowy typu A/B; NMDA, kwas N-metylo-D-asparaginowy.

Oproécz wymienionych w tabeli 4 proponowanych punktow uchwytu cynku w OUN,
istotng role odgrywa, nalezace do podrodziny greliny, biatko GPR39 [117]. Cynk
swoiscie aktywuje receptor GPR39 1 jest uznawany za jego endogennego agonistg.
Wysoka ekspresja tego receptora, (oprocz uktadu pokarmowego) zostata odkryta w OUN,
a gléwnie w korze frontalnej, hipokampie 1 w ciele migdalowatym, tj. strukturach
moézgowych zwigzanych z emocjami. Badania przeprowadzone na myszach 1 szczurach
pokazaly, ze brak cynku powoduje znaczne obnizenie gestosci GPR39 w OUN; podobna
zmian¢ zaobserwowano takze u samobodjcow [118]. Co wiecej, wyrazne zachowania
depresyjne i lekowe przejawiaja myszy pozbawione GPR39 [119], wskazujac na rolg tego
receptora w depresji. W dalszych badaniach zwrocono takze uwage na powigzania
pomigdzy aktywacja przez cynk receptora GPR39, a sygnalizacjg glutamatergiczng
I monoaminergiczng [120], ktérych zaburzenia przyczyniajg si¢ do rozwoju objawow
choroby.

Z drugiej strony, o przeciwdepresyjnych wilasnos$ciach cynku §wiadcza wyniki badan

przedklinicznych prowadzonych z zastosowaniem modeli zwierzecych: wymuszonego
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plywania i zawieszenia za ogon u myszy i szczuréw, usuni¢cia opuszek wechowych
I modelach tagodnego oraz chronicznego stresu u szczurow [121-124].

Podsumowujac, przeciwdepresyjne wilasnosci cynku zostaly dobrze udokumentowane
w licznych publikacjach, jednak mechanizmy lezace u podstaw tego dziatania, w dalszym
ciggu pozostaja niewyjasnione. Oprocz bezposrednie] interakcji z receptorem GPR39,
ktory jest ostatnio sugerowany jako nowy cel w terapii depresji, wskazuje si¢ takze na
role uktadu serotoninowego [125-127]. Badania modulacji funkcji receptoréw 5-HT1a

I 5-HT7 przeprowadzone w toku niniejszej pracy doktorskiej wpisuja si¢ w t¢ tematyke.

1.6 Receptory serotoninowe, ogdlna charakterystyka i rola w OUN

Serotonina (5-hydroksytryptamina, 5-HT) jest aming biogenna, ktéra pelni funkcje
hormonu tkankowego i chemicznego neuroprzekaznika w OUN [128]. Po raz pierwszy
wykryta w jelitach w 1937 roku zostata poczatkowo nazwana enteraming. Z surowicy
krwi wyizolowano ja w 1948 roku jako substancj¢ zwegzajaca naczynia krwionosne. Rok
p6zniej okreslono jej struktur¢ chemiczng, a na poczatku lat 50. XX. wieku
zidentyfikowano w mozgu ssakow jak tez ustalono tozsamos¢ z enteraming [128]. Wtedy
takze pojawity si¢ pierwsze sugestie, ze serotonina jest chemicznym przekaznikiem
sygnatléw pomigdzy neuronami. Poglad ten zostal w pelni zaakceptowany dopiero
W potowie lat siedemdziesigtych, kiedy zaliczono ja do podstawowych
neuroprzekaznikow OUN. Serotonina powstaje z tryptofanu w neuronach o$rodkowego
i obwodowego uktadu nerwowego, w komorkach $cian przewodu pokarmowego
I w komorkach tucznych. Nie majac jednak zdolno$ci przenikania bariery krew-moézg,
tworzy wzglednie niezalezne od siebie uktady: obwodowy i osrodkowy [128].

Uktad, w ktorym serotonina jest przekaZznikiem neuronalnym nalezy do najstarszych
ewolucyjnie systemOw neurotransmisyjnych. Receptory serotoninowe wyksztalcity si¢
w organizmach eukariotycznych okoto 700 — 800 milionéw lat temu, a ich zr6znicowanie
na poszczegolne typy nastgpito znacznie wczesniej niz w uktadach: adrenergicznym
dopaminergicznym czy cholinergicznym [129]. Obowigzujaca klasyfikacja rodziny
receptorow serotoninowych na 7 typow gtownych (5-HT1-5-HT7) 1 14 podtypdw, zostata
przeprowadzona w oparciu o trzy gléwne kryteria: (1) pierwotng sekwencje
aminokwasowa, (2) rodzaj uruchamianej $ciezki sygnatowe;j i (3) profil farmakologiczny.

Z wyjatkiem receptora 5-HT3 (ktory jest kanalem jonowym) wszystkie pozostale typy
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naleza do rodziny receptorow sprzezonych z biatkiem G (ang. G-protein-coupled
receptors — GPCR) (Rysunek 14) [130, 131].

o
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Rysunek 14. Drzewo filogenetyczne receptoréw serotoninowych (wszystkie z wyjatkiem szczurzego
5-HTsg pochodzg od cztowicka) wykonane za pomoca aplikacji Tree Of Life v3.4.3 [132].

W ciggu 70 lat badan nad uktadem serotoninergicznym ustalono, ze serotonina
w organizmie reguluje wiele funkcji fizjologicznych takich jak: krazenie krwi, prace
serca [133], sen [134, 135], stany emocjonalne [135, 136], pamig¢ [137], bol [138],
zachowania seksualne [139] i pobieranie pokarmu [140]. Poszerzona zostata takze wiedza
o roli receptorow 5-HT w powstawaniu réznych procesow patologicznych OUN: depresji
[135, 141], schizofrenii [142] leku [135], migreny [139], zaburzen: taknienia [140, 143],
snu [135, 144, 145], funkcji poznawczych, uczenia si¢ i konsolidacji pamieci [146].
Wyniki prowadzonych prac wniosty ponadto znaczny wklad w opracowanie lekow
0 dziataniu przeciwdepresyjnym (inhibitory wychwytu serotoniny — fluoxetyna,
paroxetyna, sertralina), przeciwlekowym (buspiron, tandospiron), przeciwmigrenowym
(sumatryptan), jak tez przeciwpsychotycznym (tzw. atypowe antypsychotyki — ziprasidon
I risperidon) [147].

Ztozono$¢ neurotransmisji serotoninowej, (zréoznicowanie receptorow 5-HT i wzajemne
powigzania miedzy poszczegdlnymi typami 1 podtypami receptorow S5-HT oraz biatkami
receptorowymi innych systemoéw neuroprzekaznikowych), funkcjonujacej w szeroko

rozproszonej, docierajacej do prawie kazdej struktury modzgu sieci neuronalnej,
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powoduje, ze na poziomie molekularnym fizjologiczne i patologiczne mechanizmy
pozostaja jednak w duzej mierze niewyjasnione.

W niniejszej rozprawie doktorskiej badano wplyw jonow cynku na receptory
serotoninowe 5-HTia i 5-HT7, miedzy ktérymi istniejg podobienstwa i powigzania
funkcjonalne, przejawiajace si¢ w szczego6lnos$ci wspotwystgpowaniem w strukturach
moézgu, zaangazowanych w kontrole nastroju, funkcji poznawczych i pamigé, oraz

wspoétudziatem w efektach terapeutycznych lekow psychotropowych [148-150].

1.6.1 Receptory 5-HT1a, zwigzek z depresja i mechanizmem przeciwdepresyjnego
dzialania cynku
Wsréd receptorow rodziny 5-HT, najlepiej przebadany pod katem biologicznych podstaw
zaburzen neuropsychiatrycznych jest typ 5-HTia. Receptor ten bedac zwigzany
z biatkkiem Gi hamuje aktywno$¢ cyklazy adenylanowej i zmniejsza st¢zenie cAMP
w komorce [151].
Zaburzenia jego funkcji sg zwigzane z takimi chorobami jak depresja, stany lekowe,
choroba Parkinsona, schizofrenia czy choroba Alzheimera [152, 153]. W OUN wystepuja
dwie populacje receptorow 5-HT1a: presynaptyczne autoreceptory znajdujace si¢ glownie
w jadrach szwu pnia moézgu, oraz postsynaptyczne heteroreceptory, najliczniejsze
w korze mozgowej i strukturach uktadu limbicznego (hipokamp, przegroda boczna, ciato
migdatowate). Poza neuronami, receptory 5-HTia rozmieszczone sg rowniez na
astrocytach i innych komoérkach glejowych [154].
Aktywacja postsynaptycznych receptorow 5-HTia w obszarach korowo-limbicznych
prowadzi do zwigkszenia, przekaznictwa serotonergiczego, korzystnego dla dzialania
lekow przeciwdepresyjnych. Przeciwne efekty wywoluje pobudzenie autoreceptorow,
bowiem hamowanie sekrecji endogennej serotoniny do przestrzeni synaptycznej oslabia
aktywno$¢ neurotransmisji serotoninowej [155].
Rola receptora 5-HT1a w zaburzeniach depresyjnych zostata udowodnione w licznych
badaniach. Wskazuje na to przede wszystkim mechanizm dziatania lekow
przeciwdepresyjnych, ktore posrednio (jak np. selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny — SSRI) lub bezposrednio (wortioksetyna, wilazodon) wptywaja na
aktywno$¢ receptorow 5-HTia [155-158]. W efekcie przyjmowania lekow
przeciwdepresyjnych nastepuje wzrost aktywnos$ci receptoréw postsynaptycznych oraz
spadek presynaptycznych [159, 160]. Obserwacje te potwierdzaja badania post mortem,

struktury hipokampa mozgu, pobranego od zmartych ze zdiagnozowana depresja,
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w ktorych wykryto zmniejszong gestos¢ receptorow 5-HTia [159]. Podobne wyniki
otrzymano dla pacjentow z czynng ostra postacig choroby, za pomoca pozytonowej
tomografii emisyjnej PET (ang. positron emission tomography) [160, 161]. Z kolei
W mozgach samobojcOw z objawami depresji, stwierdzono zwigkszong ilos¢
autoreceptorow 5-HT1a w obszarze jader szwu pnia mézgu. Dodatkowych dowodow na
role receptorow 5-HT1a w zaburzeniach nastroju dostarczaja wyniki eksperymentow na
zwierzetach transgenicznych wskazujace, ze zachowanie myszy pozbawionych genu
odpowiedzialnego za ekspresj¢ receptora 5S-HT1a charakteryzuje podwyzszony poziom
Igku 1 brak odpowiedzi na podanie lekow z grupy SSRI [162].

Nalezy takze wspomnie¢, o zaangazowaniu neurotransmisji serotonergicznej oraz
receptora 5-HT1a w przeciwdepresyjne dziatanie cynku. Wskazuja na to wyniki wielu
badan prowadzonych w Instytucie Farmakologii PAN, a w szczegdlnosci:

o zwickszenie gestosci receptoréw 5-HTia w hipokampie szczuréw po
chronicznych (14 dni) podaniach cynku [127];

e blokada przeciwdepresyjnego efektu cynku w tescie wymuszonego plywania
(ang. forced swimming test) FST po podaniu selektywnego antagonisty receptora
5-HT1a — zwigzku WAY-100635 [123];

e nasilenie dziatania lekéw przeciwdepresyjnych z grupy SSRI w tescie FST
w wyniku wspolnych podan z cynkiem, ktére jest blokowane przez zwigzek
hamujacy syntezg serotoniny — p-chlorofenyloalaning [127, 163].

Rezultaty zacytowanych prac sugeruja, ze cynk moze wplywa¢ na transmisje
serotoninergiczng poprzez modulowanie funkcji receptora 5-HT1a. Przemawia za tym
takze, mechanizm allosterycznej regulacji receptora 5-HT1a zaobserwowany w testach in
vitro (czg$¢ wynikéw przedstawiono w niniejszej dysertacji), na podstawie ktorych
przeprowadzono ocen¢ bezposredniego wplyw jondw cynku na aktywnos¢ receptorow
5-HT1a [18, 164].

1.6.2 Receptory 5-HT7, potencjalna rola w terapii zaburzen OUN

Receptor 5-HT7 jest ostatnim typem, ktory zaklasyfikowano do rodziny receptoréw
serotoninowych. Zostal odkryty przez kilka niezaleznych zespotéw naukowych, ktore
W 1993 roku niemal jednoczes$nie opublikowaty wyniki swoich prac [165-167]. Na
poziomie molekularnym receptor 5-HT7 jest zwigzany z biatkiem Gs, ktorego stymulacja

prowadzi do aktywowania cyklazy adenylowej katalizujacej powstawanie cyklicznego
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AMP (cAMP). Wykazano takze, ze aktywacja receptora moze dodatkowo uruchamiaé
szlak sygnalizacyjny biatka G12 [168].

Receptor 5-HT7 zostal wykryty w organizmie cztowieka, $wini oraz gryzoni: myszy,
szczuréw i $winek morskich [169]. W OUN wystepuje glownie w obrebie wzgorza,
podwzgorza, hipokampa oraz pnia mozgu, a na obwodzie w naczyniach krwiono$nych
I jelitach [169, 170]. Lokalizacja w wymienionych regionach mézgu odzwierciedla jego
rol¢ w kontrolowaniu réznorodnych funkcji, w tym gléwnie: rytméw okotodobowych,
termoregulacji, nocycepcji, standéw emocjonalnych, zwigzanych z pamie¢cig, nauka
I plastycznoscia moézgu [169, 171-174]. Konsekwentnie, udzial nieprawidtowe;j
sygnalizacji za posrednictwem receptora 5-HT7 jest sugerowany w licznych procesach
neuropatologicznych, wsrod ktorych na najcze$ciej wymieniane sg: schizofrenia, Igk,
depresja 1 zaburzenia funkcji poznawczych. W $wietle opublikowanych wynikow,
istnieje wyrazny zwigzek miedzy regulacja receptora 5-HT7, a terapeutyczng
skutecznoscig lekow przeciw-psychotycznych 11 generacji oraz przeciwdepresyjnych
[172, 175], w ktorych mechanizmie zaznacza si¢ silne dziatanie antagonistyczne do tego
receptora. Farmakologiczna, selektywna blokada receptora wptywa takze na normalizacj¢
przesunigcia fazy rytmu aktywnos$ci lokomotorycznej myszy (wywotanego $wiattem lub
podaniem agonisty receptora 5-HTi1a) [176], co ma istotne znaczenie w kontekscie
wystepujacej w depresji desynchronizacji rytmu dobowego.

Licznych dowodow na zaangazowanie receptora 5-HT7 w patomechanizm depresji
dostarczaja ponadto badania prowadzone na zwierzg¢tach z wylagczonym genem 5-HTz
[145, 177]. W testach behawioralnych stuzacych do przewidywania aktywnosci
przeciwdepresyjnej tj. : zawieszenia za ogon i FST, myszy genetycznie zmodyfikowane
zachowywaly si¢ tak jak po podaniu lekéw przeciwdepresyjnych, natomiast po podaniu
antagonistow receptora 5-HT7 zmiany w reakcji zwierzat obserwowano w zaleznosci od
fazy rytmu dobowego [145, 177].

W odniesieniu do zaburzen przebiegajacych z dysfunkcja poznawcza wystepujacych
m.in.: w zaburzeniach spektrum autyzmu, zespole famliwego chromosomu X i chorobie
Alzheimera, interesujace wyniki uzyskano w badaniach wplywu regulacji receptora
5-HT7 na mechanizm plastycznosci synaptycznej. Na podstawie przeprowadzonych
doswiadczen wykazano, ze konsekwencja stymulacji receptora jest zmiana morfologii
neuronéw poprzez wydluzenie neurytow oraz wzrost liczby kolcow 1 synaps
dendrytycznych, co skutkuje wzmocnieniem pobudzenia synaptycznego [168, 178].

Specyficzno$¢ opisanych zmian zostala zweryfikowana w eksperymentach z uzyciem
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selektywnego antagonisty oraz myszy pozbawionych receptora 5-HT7 [179]. Co wigcej,
opisywane badania wskazuja, ze receptor 5-HT7 przyczynia si¢ nie tylko do ksztaltowania
obwodoéw neuronowych podczas wczesnego zycia, ale takze do przebudowy potaczen
neuronalnych w dojrzatym mozgu. Zatem obserwacje te majg znaczenie dla zrozumienia
i leczenia zaburzen psychiatrycznych zaréwno pochodzenia neurozwojowego (np.
spektrum zaburzen autyzmu) jak i1 innych charakteryzujacych si¢ wystgpowaniem
niedoboréw poznawczych (schizofrenia i depresja) [179].

Odrebnym zagadnieniem, o ktérym jednak warto na koniec wspomnie¢ w kontekscie
tematu pracy doktorskiej, jest mozliwos$¢ regulacji allosterycznej receptora 5-HT7. Jak do
tej pory, z wyjatkiem cynku, ktérego wplyw na aktywnos$¢ receptora przedstawiono
W niniejszej dysertacji, tylko dziatanie oleamidu ostato opisane jako allosteryczna
modulacja receptora 5-HT7 [15, 180]. Oleamid nalezy do grupy endogennych,
amidowych lipidow wystepujacych w osoczu i ptynie mézgowo-rdzeniowym u ssakow
[181, 182] i jak wynika z opublikowanych badan, oprocz receptora 5-HT7, moduluje
allosterycznie takze dwa inne podtypy 5-HT1a i 5-HT2a/2c [16, 183]. W odniesieniu do
receptorow 5-HT7 wykazano, ze oleamid aktywuje neurony 5-HT7 we wzgoérzu
I podwzgoérzu myszy [180], natomiast badany w testach in vitro wywoluje spadek
powinowactwa [®H]5-HT do receptora 5-HT7, nie zmieniajac maksymalnego poziomu
wigzania [15]. Wyniki te dowiodty, Ze receptor 5-HT7 podlega regulacji allosterycznej

I stanowity przestanki dla podjecia badan w ramach mojej pracy doktorskie;j.

Strona 57 z 127



Strona 58 z 127



2 IDEA | CEL PRACY

Tematyka badan przedstawionych w pracy doktorskiej jest zwigzana z mechanizmami
allosterycznej modulacji, uznawanej obecnie za uniwersalny proces regulacji biatek
nalezacych do rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem G (GPCR).

Ich celem byta charakterystyka oddziatywan jonow cynku z receptorami serotoninowymi
5-HT1a 1 5-HT7 pod wzgledem ilo$ciowej oceny obserwowanych zmian w aktywnosci
receptoréw zachodzacych droga modulacji allosteryczne;.

Przestankami do podjecia tej tematyki byty nieliczne przyktady interakcji tego typu
zidentyfikowane w grupie metabotropowych receptoroéw serotoninowych. Obejmujg one:
dziatanie oleamidu na receptory 5-HT2a 1 5-HT7[15, 16], potegujacy aktywnosc¢ receptora
5-HT2c wplyw zwigzku PNU-69176E [17] oraz modulacje receptora 5-HT1a przez jony
cynku [18]. Ostatni z wymienionych przyktadow, dotyczacy allosterycznego hamowania
przez jony cynku, aktywno$ci selektywnych ligandow (antagonisty WAY-100638
I agonisty 8-OH-DPAT) do receptorow 5-HT1a, stanowil punkt wyjscia badan podjetych
w pracy doktorskiej. Otrzymane przez hiszpanskich badaczy wyniki [18] mimo, ze
wskazywaty na bezposredni wptyw modulujacy jonéw na receptory 5-HT1a, byly jednak
czgsciowo sprzeczne z agonistyczo/antagonistycznym profilem dzialania cynku
ujawnionym w testach charakteryzujacych funkcjonalng aktywnos¢ receptoréw 5-HT1a
in vivo, ktore wykonano w Instytucie Farmakologii PAN [164]. Zatem w celu wyjasnienia
tych niescistosci, w ramach pracy doktorskiej zaplanowano znacznie szerszy (W stosunku
do przedstawionych w omawianej pracy) zakres badan nad wptywem jonoéw cynku na
aktywno$¢ agonistow do receptorow 5-HT1a.

Biorgc pod uwage wspolng lokalizacj¢ receptoréw 5-HT1a i 5-HT7 w strukturach mézgu,
oraz wspomniany wyzej fakt, ze obecnos¢ allosterycznych miejsc wigzacych dla
endogennego oleamidu zostata wykazana w receptorach 5-HT7, uznano za celowe
sprawdzenie mechanizmu dziatania jonow cynku rowniez w stosunku do tego typu
receptorow.

W wyniku realizacji zaplanowanych badan, wyczerpujaco scharakteryzowano sposoby
oddzialywania jonoéw cynku z receptorami serotoninowymi 5-HTia oraz 5-HTz,
I wskazano bezspornie na istnienie allosterycznych miejsc wigzacych cynk w obu typach

receptorow.
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Uzyskana nowa wiedza przyczyni si¢ do szerszego rozumienia zaréwno roli cynku
w o$rodkowym uktadzie nerwowym jak i mechanizméow modulacji allosterycznej

W badanej grupie receptorow.
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3 WYNIKI BADAN

3.1 Analiza ekspresji receptorow 5-HT1a Oraz 5-HTg w linii HEK293

Eksperymenty in vitro, ktorych wyniki zostaly opisane i przedyskutowane w niniejszej
rozprawie, wykonano przy uzyciu linii embrionalnych komorek ludzkiej nerki HEK293
(ang. Human Embryonic Kidney) wykazujacych stabilng nad-ekspresj¢ biatka ludzkich
receptorow serotoninowych 5-HT1a i 5-HT7g. Obie linie otrzymano w ZChL IF PAN.

Analiza produktow reakcji RT-PCR potwierdzita obecno§¢ mRNA ludzkich receptorow
5-HT1a oraz 5-HT7s w komorkach macierzystej linii HEK293. Nie stwierdzono ekspresji

mRNA wyzej wymienionych receptorow w komorkach nietransfekowanych.

Rysunek 15. Panel gorny — przyktadowa analiza ekspresji receptoréw 5-HT1a oraz 5-HT7s metoda RT-PCR
w badanych liniach komérkowych HEK293. Sciezki nieparzyste — rozdziat elektroforetyczny produktow
reakcji PCR z wykorzystaniem starterow dla 5-HT7g; $ciezki parzyste — rozdziat elektroforetyczny
produktow reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw dla 5-HTia. Sciezki 1 i 2 — bez matrycy cDNA
(kontrola specyficznosci starterow), 3 i 4 — cDNA uzyskane z nietransfekowanej linii HEK293 (kontrola
negatywna), 5 i 6 — matryce cDNA uzyskane z transfekowanych linii. Panel dolny — przyktadowa analiza
ekspresji czynnika elongacyjnego EF-2 — reakcje kontrolne. Uktad probek w $ciezkach identyczny jak
w panelu gérnym. M — marker A DNA.
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Ekspresj¢ receptorow 5-HT1a Oraz 5-HT7g na poziomie biatka, potwierdzono metoda
Western Blot. W transfekowanych liniach komorkowych, w wyniku reakcji ze
specyficznym przeciwcialem, stwierdzono obecnos$¢ prazkéw na wysokosci okoto 50
kDa. Nie zaobserwowano ekspres;ji tych biatek receptorowych w nietransfekowanej linii
HEK?293.

5-HT1A 5-HT7B

Rysunek 16. Przyktadowa analiza ekspresji receptoréw 5-HT1a i 5-HT7g metodg Western Blot w liniach
HEK?293. K — nietransfekowane komorki HEK293 (40 ng biatka na $ciezke) stanowigce kontrole
negatywna. Dla transfekowanych linii komérkowych naktadano trzy rozne iloSci biatka na $ciezke: 10, 20
140 pg.

3.2 Cytotoksyczne dziatanie jonow cynku na komorki HEK293

Ze wzgledu na toksyczne dzialanie cynku wykrywane w wielu systemach komoérkowych
[184, 185], jego wpltyw na zywotnos¢ i integralnos¢ bton komorek linii HEK293 zbadano
w testach $miertelnosci komorek wykorzystujacych dehydrogenazg mleczanowa (LDH)
oraz zywotnosci komorek z wykorzystaniem soli tetrazolowej (MTT) (Rysunek 17).
Stwierdzono, ze jony cynku do stezenia 200 pM, nie miaty wptywu na liczbg zywych

komorek.
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Rysunek 17. Cytotoksyczno$¢ cynku w komérkach HEK293 oceniano (A) za pomocg testu MTT oraz (B)
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Komorki traktowano stezeniami cynku w zakresie od 10
do 500 uM. Wyniki przedstawiono jako $rednig £ SD (n = 3); *p < 0,05.

3.3 Oddziatywanie jonéw cynku z odczynnikami zestawu LANCE Ultra
CAMP

Ze wzgledu na wihasciwosci  kompleksujace cynku, sprawdzono potencjalne
oddziatywanie jonéw Zn?* ze zwigzkami wchodzacymi w sktad zestawu do wykrywania
CAMP — LANCE Ultra cAMP (PerkinElmer), zastosowanego w testach funkcjonalnych
(Rysunek 18).

= : [ ] ZIICIZ
g Control N U .'......!.ll- ...... .......l....!.l.!....‘ s NaCl
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Rysunek 18. Wptyw jondéw cynku (w postaci dwoch soli) w roztworze roboczym PerkinElmer LANCE
Ultra na znacznik Eu-cAMP i ULight anti-cAMP. Chlorek sodu zastosowano jako kontrole testu.

Zgodnie z nota aplikacyjng producenta, kationy metali cigzkich moga thumic
fluorescencje [186]. W wyniku przeprowadzonego testu zaobserwowano, ze jony Zn?*
w stezeniu wiekszym niz 30 uM, negatywnie wptywaja na sygnal fluorescencji i1 efekt

ten wystepuje dla obu badanych soli cynku. Dlatego aby unikngé¢ zafalszowania
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wynikow, w eksperymentach funkcjonalnych, aktywno$¢ cyklazy adenylowej badano
tylko stezania do 10 uM Zn?*.

3.4 Ocena ilosciowa wplywu jondéw cynku na aktywnos$¢ receptorow
serotoninowych 5-HT1a

3.4.1 Wptyw wybranych jonéw metali na wigzanie specyficznego radioliganda do
receptoréow 5-HT1a
W pierwszym etapie badan sprawdzono czy jony cynku oddzialuja na receptory
serotoninowe 5-HTia w komorkach linii HEK293 oraz czy oddzialywanie jest
specyficzne dla tych jonéw. W tym celu okreSlono poziom wigzania radioliganda
[*H]8-OH-DPAT (ktory jest selektywnym, pelnym agonista) do receptora 5-HTia
W obecno$ci dwoch stezen (5 mM i 500 uM) wybranych, dwu i jednowartosciowych
jonoéw metali. Wyniki przedstawione na rysunku 19 pokazuja, ze w przypadku stezenia
5 mM, oprdcz jondéw cynku (powodujacych 95% hamowania wigzania [°H]8-OH-DPAT)
statystycznie znamienny wplyw wywieraly takze jony potasu (ok. 30%); a dla st¢zenia
500 uM, najwigksze hamowanie wigzania (o ok. 40%) bylo obserwowane tylko dla
cynku, natomiast dla pozostatych jonéw nie wykryto statystycznie istotnych roznic
w stosunku do poziomu zarejestrowanego w probkach kontroli (bez dodatku jonow

metali).

KC1 5mM
KC1 500uM
NaCl 5mM
NaCl 500uM
MgCl2 5SmM
MgCl2 500uM
CaCl2 5SmM
CaCl2 500uM
ZnCl2 5SmM
ZnCl2 500pM

0 50 100
% wiazania specyficznrgo

Rysunek 19. Poroéwnanie wptywu wybranych jonéw metali na wigzanie specyficznego radioliganda
[*H]8-OH-DPAT z receptorami 5-HT1a, wyrazonego jako % wigzania specyficznego.

Strona 64 z 127



3.4.2 Oznaczenie parametréw wiazania [2H]8-OH-DPAT do receptoréw 5-HT1a

W nastepnej kolejnosci, metoda analizy saturacyjnej, wyznaczono parametry wigzania
radioliganda [*H]8-OH-DPAT do receptorow serotoninowych 5-HTia we frakcji
btonowej komorek HEK293. Aby okresli¢ ilos¢ tworzonego kompleksu uzyto 8 stezen
radioliganda w zakresie 0,1 — 12,8 nM. Wyznaczona doswiadczalnie warto$¢ stalej
dysocjacji Kp = 2,9 + 0,1 nM miesci si¢ przedziale danych literaturowych (1 — 4,5 nM)
[187], a gestos¢ receptoréw Bmax rzedu 4,5 pM/mg $wiadczy o nadekspresji biatka
receptorowego. Obie wartosci przyjeto jako kontrolne w eksperymentach
przeprowadzonych w obecno$ci jonéw cynku. Ponizej przedstawiono przyktadowa

krzywa z trzech wykonanych niezaleznych eksperymentow (Rysunek 20).

- Kp=2,9 nM

pM/mg biatka
o &

-
1

<

0 5 10 15
[PH]8-OH-DPAT [nM]

Rysunek 20. Krzywa saturacyjna receptora 5-HT1a dla [?H]8-OH-DPAT.

3.4.3 Oznaczenie parametrow wiazania [°H]8-OH-DPAT do receptorow 5-HTia
W obecnosci jonow cynku
W serii eksperymentow saturacji badano wptyw szesciu rosngcych stezen jonow cynku
(w zakresie od 10 uM do 5 mM) na wiazanie radioliganda [*H]8-OH-DPAT. Krzywe
saturacyjne dla wszystkich stezen Zn?* przedstawiono na rysunku 21A, a obliczone
wartosci Kp 1 Bmax zamieszczono w tabeli 5. Poréwnanie otrzymanych wynikow
z wartoscig statej dysocjacji wyznaczong w doswiadczeniu kontrolnym wskazuje, ze
wraz ze zwigkszaniem zawarto$ci cynku w poszczegdlnych eksperymentach, wartosci
wyznaczanych statych Kp dla [?H]8-OH-DPAT rosty znamiennie, co oznacza ostabienie
powinowactwa radioliganda do receptora 5-HTia pod wplywem jondéw cynku.
W odniesieniu do oznaczen poziomu gestosci receptoréw, zaobserwowano nietypowe
zmiany warto$ci Bmax W zaleznosci od stezenia jonow. Mianowicie, obecno$¢ 10 uM
cynku powodowata wzrost specyficznego wigzania 0 okoto 28% (5,8 + 0,7 pM/mg
biatka) w stosunku do wyznaczonego dla kontroli (4,5 + 0,3 pM/mg biatka); w stezeniach

0,51 1 mM cynku nastgpowat powrdt do wartosci wyjsciowych (odpowiednio: 4,7 = 0,7
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14,0+ 0,6 pM/mg), natomiast dwa najwyzsze z zastosowanych stezen cynku (2,515 mM)
znaczaco obnizaty wigzanie specyficzne [*H]8-OH-DPAT do wartosci Bmax = 3,1 £ 1,0
i 2,5+ 0,8 pM/mg biatka.

® E40000- —+ kontrola 9.0
52 = +10 uM ZnCl,
€ 2 —— + 100 pM ZnCly 4
o = ~ 85
g < —— +500 pM ZnCl, g
= - +1mM2ZnCl, N .
35 - +2.5mM ZnCl, 2 o s .
N & 10000+ -+ +5mM ZnCl,
=&
0 . , . 7.5 . r ,
0 5 10 15 0.000 0.002 0.004 0.006
ZnCl, [M]

[2H]8-OH-DPAT (nM)

Rysunek 21. Wplyw wzrastajacych stezen cynku na wigzanie radioliganda [*H]8-OH-DPAT do receptorow
5-HT1a. (A) Krzywe saturacyjne otrzymane dla 6 stezen ZnCly. Probe kontrolng stanowito wigzanie
radioliganda do receptoréw bez dodatku jondow Zn?*; (B) Regresja nieliniowa krzywych saturacyjnych na
podstawie roéwnania 23.

Otrzymane wyniki analizowano metoda regresji nieliniowej zgodnie z rownaniem 23.
Wyznaczono przesuni¢cia krzywych saturacyjnych wzgledem siebie poprzez obliczenie
wspotczynnika kooperatywnosci o, a charakterystyczny dla mechanizmu modulacji
allosterycznej [56] rozktad zmian wartosci statych dysocjacji Kp w zalezno$ci od stezenia
cynku przedstawiono na rysunku 21B. Otrzymana warto$§¢ wspotczynnika
kooperatywnosci o= 0,37 $wiadczy o zachodzeniu zjawiska negatywnej
kooperatywnosci, tj. o ostabieniu wigzania ortosterycznego radioliganda do receptorow
5-HT1a.

Tabela 5. Wartosci Kp oraz Bmax dla krzywych saturacji wigzania agonisty [°*H]8-OH-DPAT do receptoréw
5-HT1a. Dane stanowia wartosci Srednie z trzech oznaczen + standardowe odchylenie. Istotnos¢

statystyczna rdznic migdzy $rednimi zostata obliczona testem t-Studenta. Wyniki przy poziomie istotno$ci
p < 0,05 oznaczono *.

Zn* [uM] Ko [nM] Bmax [pM/ mg bialka]
0 2,9+0,10 45+0,3

10 5,0+ 0,09 58+0,7*

100 6,0+ 0,42 6,2+2,0

500 6,9 £ 0,02 47 +0,7

1000 8,2+ 0,90 4,0+0,6

2500 8,6 £0,65 3,1+1,2*

5000 9,6 £ 0,64 2,5+0,8*
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3.4.4 Badanie wypierania [®*H]8-OH-DPAT z miejsc wiazacych w receptorach 5-HT1a
przez jony cynku
Ze wzgledu na specyficzny rozklad zmian wartoSci Bmax Obserwowany
w eksperymentach saturacji, w kolejnym kroku badano oddziatywania jonéw Zn?*
z receptorami serotoninowymi 5-HT1a wobec pojedynczego stezenia [*H]8-OH-DPAT
(~ Kp = 2,5 nM) dla serii 12 stgzen ZnClo. W przebiegu, wykreslonej na podstawie
otrzymanych wynikéw, krzywej typu ,,bell-shape” (Rysunek 22), uwidoczniony zostat
wzrost wigzania specyficznego radioliganda (odnotowany takze w eksperymentach
saturacji), ktore osiggngto maximum przy Stezeniu 10 pM jonow cynku. Natomiast
powyzej 100 uM nastepowato wyrazne hamowanie wiazania [°H]8-OH-DPAT. Stosujac
odpowiedni model matematyczny (Réwnanie 20) do analizy wynikow wyznaczono
parametry powinowactwa jondéw cynku do ortosterycznych Kgi1 = 46,3 uM
i allosterycznych Kgo = 5,44, miejsc wigzacych receptora 5-HT1a oraz wspolczynnik
kooperatywnosci o = 5,43. Wskazaly one na wyzsze powinowactwo cynku do miejsc

allosterycznych oraz na pozytywna modulacje receptorow 5-HT1a.

150+

-

(=3

o
1

(4]
o
1

% Wigzania specyficznego
[*H]8-OH-DPAT

4 § 4 2 0
Rysunek 22. Wykres zalezno$ci specyficznego wigzania [*H]8-OH-DPAT do receptoréw 5-HTia od

stezenia jonow cynku. Krzywa typu ,,bell-shape” dla 12 stezen ZnCl, wystymulowana za pomocg rownania
20.

3.4.5 Wptyw jonéw cynku na proces wspolzawodnictwa o miejsca wigzania
w receptorach 5-HT1a pomiedzy [*H]8-OH-DPAT a serotoning

Charakterystyczny przebieg krzywej ,,bell-shape” wskazywat na mozliwos$¢ regulacji
aktywnos$cig receptora 5-HT1a przez jony cynku w zaleznosci od stgzenia tj.: nizsze
stezenia powinny wywotlywaé efekty pozytywnej modulacji, a wyzsze powodowac
hamowanie wigzania agonisty.

Bioragc pod uwagg dziatanie cynku w organizmie, uznano za zasadne sprawdzenie
wplywu jondéw cynku w odniesieniu do serotoniny, ktora jest endogennym

ortosterycznym agonista w uktadzie receptorow 5-HT. Dodatkowo, efekty dwoch stezen
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cynku (10 i 500 pM) zbadano takze w odniesieniu do wigzania nieznakowanego
radioizotopowo 8-OH-DPAT, (Rysunek 23A) i serotoniny (Rysunek 23B).

>
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Rysunek 23. Przyktadowe wykresy otrzymane w eksperymentach kompetycji dla agonistow receptorow
serotoninowych 5-HT1a w obecnosci dwoch stezen jonéw cynku 10 uM (m) i 500 M (A) w poréwnaniu
do kontroli nie zawierajacej cynku (e).

Dodanie cynku w stezeniu 10 uM spowodowato niewielkie, lecz statystycznie znamienne
zwigkszenie powinowactwa serotoniny do receptora 5-HT1a (Ki=5,4+ 0,2 nM vs 8,7 +
0,65 dla kontroli) i mniej znaczng zmiang, zaobserwowang dla 8-OH-DPAT (Ki = 2,6 +
0,10 vs 3,2 £ 0,12); przy wyzszych stezeniach Zn?* powinowactwo 5-HT i 8-OH-DPAT

pozostato niezmienione (Tabela 6).

Tabela 6. Wartosci powinowactwa ligandow receptoréw serotoninowych 5-HTia 0 agonistycznej
aktywno$ci wewnetrznej. Wartosci usrednione z trzech eksperymentdw z odchyleniem standardowym.
Istotno$¢ statystyczna réznic miedzy Srednimi zostata obliczona testem F. Wyniki przy poziomie istotnosci
p < 0,05 oznaczono *.

Zn** [uM]

0 10 500
(R)-(+)-8-Hydroxy-DPAT 32+0,12 2,6+0,10 * 3,3+0,30
Serotonina 8,7+ 0,65 54+0,20 * 8,1+ 0,64

3.4.6 Wptyw jonéw cynku na parametry kinetyczne procesu wigzania [*H]8-OH-DPAT
z receptorami 5-HT1a

Dynamika odwracalnego procesu tworzenia kompleksu ligand-receptor zmienia si¢ wraz

z wprowadzeniem do dwuczgsteczkowej reakcji trzeciego sktadnika. Woéwcezas wpltyw

allosterycznego modulatora typu PAM zaznacza si¢ poprzez zwigkszenie szybkos$ci

asocjacji i/lub zmniejszenie dysocjacji, a odwrotne efekty wywoluje typ NAM.

Natomiast, jesli do uktadu zostanie wlaczony ligand konkurujacy o miejsce ortosteryczne

W receptorze, to zwigkszajac czas potrzebny do osiaggniecia stanu rownowagi reakcji
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tworzenia kompleksu, spowolni asocjacj¢, ale nie powinien zmienia¢ szybkosci
dysocjacji [1]. Z tego powodu w klasyfikacji mechanizmu badanego procesu istotne
Znaczenie majg wyniki otrzymane w testach dysocjacji.

Ze wzgledu na ztozone, zalezne od st¢zenia, efekty modulacji receptora 5-HT1a przez
jony cynku, eksperymenty kinetyczne, ktére przeprowadzono w toku dalszych badan
obejmowaly wyznaczenie wartosci statych szybkosci dysocjacji jak tez asocjacji
[*H]8-OH-DPAT z miejsc wiazacych w receptorach 5-HT1a w obecnosci dwoch stezen
cynku (Tabela 7). Wykresy przedstawiono na rysunku 24.

A

oy}

15000 ’ E
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T 10000 ; 4

5000 000
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Wiazanie [3H]8-OH DPAT [ccpm]
Wiazanie [*H]8-OH-DPAT [ccpm]
»

o

10 20 30 20 40 60
Czas [minuty] Czas [minuty]

[=]
=

Rysunek 24. Wplyw cynku na szybko$¢ przebiegu reakcji (A) dysocjacji i (B) asocjacji [*H]8-OH-DPAT
W obecnosci dwoch stezen jonow 10 uM (m) 1 500 uM (A ) w poroéwnaniu do kontroli nie zawierajace;j
cynku (e).

W wyniku przeprowadzenia testow kinetycznych dysocjacji zaobserwowano, ze
W obecnosci jondw cynku w stezeniul0 pM, dwufazowy proces dysocjacji radioliganda
[*H]8-OH-DPAT (Kofftast = 2,33 £ 0,3 1min i Koftslow = 0,21 = 0,02 mint) zmienit przebieg
na jednofazowy, a wyznaczona w tym eksperymencie stata Koffobs = 0,25 + 0,04 min™! byta
zblizona do wartosci  Koffsow otrzymanej bez obecnosci jonow cynku dla
[?H]8-OH-DPAT. Z kolei, obie fazy procesu zostaly zachowane przy wysokim stezeniu
(500 uM Zn?"), ulegajac jednak wydhuzeniu bez zmian w proporcji (Koffobsfast = 0,57 =
0,07mint i Koffobssiow = 0,06 £ 0,02 min'!). Sumarycznie, rezultaty uzyskane dla obu stezen
cynku wskazaty na zmniejszenie szybkosci dysocjacji radioliganda, co $wiadczy o
zmianie wynikajacej z wptywu jonéw cynku na konformacje receptora 1 jest zgodne z
wczesniej opisywanymi wynikami sugerujacymi mechanizm allosterycznej modulacji
receptora 5-HT1a.

Na podstawie przeprowadzonych testow asocjacji (Tabela 7), wykazano, ze
[*H]8-OH-DPAT wiaze sie do receptorow 5-HT1a ze stalg szybkosci (kob) rowng 3,4 +

0,4 x 108 mint. W obecnosci jonow Zn** o stezeniu 10 pM zaobserwowano niewielki,

Strona 69 z 127



lecz znamienny statystycznie, wzrost wartosci kop, = 6,4 + 0,8 x10*® min?t a przy

wyzszym stezeniu (500 pM), nie odnotowano istotnych zmian.

Tabela 7. Warto$ci statych dysocjacji i asocjacji dla wigzania [3H]8-OH-DPAT do receptoréow 5-HTia.
Wartos$ci usrednione z trzech eksperymentdéw z odchyleniem standardowym. Istotno$¢ statystyczna roznic
miedzy $rednimi zostata obliczona testem t-Studenta. Wyniki znamienne oznaczono przy poziomie
istotnos$ci *p < 0,07 lub ** p < 0,05. Symbolem 2 0znaczono kinetyke jednofazows.

kofffast [min-l] koffslow [min-l]
kontrola 3,4+0,4x10%® 2,33+0,31 0,21 + 0,02
+10 pM Zn? 6,4 +0,8 x10"8* 0,25+0,042
+500 uM Zn?* 3,6 £ 0,3 x10" 0,57 £ 0,07 ** 0,06 £ 0,02 **

3.4.7 Wptyw cynku na efekty stymulacji receptorow 5-HT1a

Receptor 5-HT1a sprzezony jest z biatkiem Gi, ktérego pobudzenie obniza komodrkowy
poziom cAMP i w badaniu dziatania agonisty wymagana jest wcze$niejsza stymulacja
komorek forskoling. Aby jednak unikngé biednej interpretacji wynikow, zwigzanych
z efektami  poza-receptorowego oddziatywania jonéw cynku (w stosowanej
rekombinowanej linii komoérkowej HEK293), wykonano eksperyment wyprzedzajacy,
W ktérym sprawdzono wptyw 1 uM i 10 uM Zn?* na dzialanie same;j forskoliny (Rysunek
25). Ze wzgledu na (Tabela 8) brak efektow przyjeto, ze potencjalne zmiany
obserwowane w testach funkcjonalnych beda zwigzane ze specyficznym oddziatywaniem
cynku z receptorami 5-HT1a w linii HEK293.

E 150001
s —~ 02ZnCl
8 — 1uMZnCl,
100007 - 10 M ZnCl,
>
5000
o
L
&

0 r : . }

12 -10 -8 -6 -4

Log [Forskoliny] (M)

Rysunek 25. Wptyw jondéw cynku na stymulowane forskoling komorki linii HEK293 z ekspresja
receptorow 5-HTa.

Tabela 8. Wptyw jonoéw cynku na stymulacje receptorow 5-HT1a przez forskoling.

ZnCl, [uM] Forskolina ECso [nM]

0 501 + 63
1 538 £45
10 496 + 47
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W wyniku kolejno przeprowadzonych testow funkcjonalnych wykazano, ze pelny
agonista receptora 5-HT1a R-(+)-8-OH-DPAT, hamuje produkcje cAMP na poziomie
ECs0 = 32 nM (Emax = 100%), natomiast jony cynku w stezeniu 1 uM oraz 10 uM
powoduja rownolegte przesuniecie w lewa strong, Krzywej otrzymanej dla tego agonisty
(Rysunek 26, Tabela 9) izmieniaja wartosci ECso odpowiednio na 16 nM i 19 nM
I jednoczesnie nie wpltywajg na warto$¢ Emax.

-+ Kontrola

-=- 1 uMZnCl,
- 10 pM ZnCl,

-

(=]

(=]
1

(4]
(=]
1

Produkcja cAMP
(%; 1 uM Forskoliny )

(=]
L

41 10 9 8 7 € 5 -4
Log [R-(+)-8-OH-DPAT] (M)

Rysunek 26. Krzywe zalezno$ci stezenie-efekt dla R-(+)-OH-DPAT wobec receptoréw 5-HT1a (HEK293)
w obecnos$ci [1 uM (m); 10 uM(A) ] i nieobecnosci (@) jonow cynku.

Tabela 9. Wplyw jondéw cynku na warto$¢ ECsq agonisty w badaniach funkcjonalnych. *p < 0.05.

Zwi K ECso [nM]
wiaze Kontrola + 1 pM ZnCl + 10 uM ZnCl
R-(+)-8-OH-DPAT 32 + 6* 16 + 8* 19+ 8*

3.5 Ocena wplywu jonéw cynku na aktywnos¢ receptorow serotoninowych
5-HT;

Wplyw jondéw cynku na receptory 5-HT7 oceniano za pomoca badan wigzania
radioliganda i testow funkcjonalnych z zastosowaniem rekombinowanych komorek
HEK293 z nadekspresjg receptora 5-HT7. Eksperymenty saturacji, kompetycji oraz
kinetyki wykonano przy uzyciu trzech réznych znakowanych izotopowo ligandow:
agonisty [*H]5-CT oraz dwoch antagonistow, selektywnego [PH]SB-269970 i nie
selektywnej [*H]mesulerginy.

3.5.1 Wplyw wybranych jonéw metali na specyficzne wigzanie radioligandéw do

receptorow serotoninowych 5-HT7
Podobnie jak w przypadku receptora 5-HTia, na wstgpie prowadzonych badan

sprawdzono specyficznos¢ oddziatywania jonow cynku z receptorami serotoninowymi
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5-HT7 wyznaczajac poziom wigzania badanych radioligandow w obecno$ci dwoch stgzen
(500 uM oraz 5 mM) jedno i dwuwartosciowych jonow metali: Na*, K*, Mg?*, Ca?*i Zn?
(Rysunek 27). Jednowartosciowe jony (Na* i K*) w obu stezeniach oraz jony Ca?* i Mg?*
w stezeniu 500 uM nie powodowaly zadnych zmian w wigzaniu badanych radioligandow.
Cynk w stezeniu 500 uM, nie miat wplywu na poziom wigzania [*H]SB-269970, ale
obnizyt wigzanie [®*H]5-CT i [*H]mesulerginy odpowiednio 0 67% i 55% (Rysunek 27).
Znaczgce Statystycznie zmiany w wigzaniu wszystkich radioligandow z receptorem
5-HT7 zaobserwowano dla jonow dwuwartosciowych w stezeniu 500 pM, przy czym o ile
dla jonéw Mg?* i Ca?* sygnat zmniejszyt sie tylko o 10 do 20% w stosunku do poziomu
kontrolnego, to Zn** spowodowat zmiany siegajace do 90%. W zwigzku z powyzszym
zatozono, ze potencjalne efekty obserwowane w toku kolejnych badan powinny wynikac

ze specyficznego wptywu jonéw cynku na receptory 5-HT?.

B PujscT
B PH]SB-269970
B [*H]mesulergina

KCl 5 mM
KCI 500 uM
NaCl 5 mM

NaCl 500 pM
MgClz 5 mM
MgCl2 500 pM
CaCl2 5 mM
CaCl2 500 uyM
ZnCl2 5 mM
ZnCl2 500 pM

0 50 100

% wiazania specyficznrgo

Rysunek 27. Poréwnanie wptywu (wyrazonego jako % wartosci kontrolnej) wybranych jonéw metali na
wigzanie radioligandéw z receptorami 5-HT7.

3.5.2 Oznaczenie parametrow wigzania radioligandéw do receptorow 5-HT7

W doswiadczeniach saturacji przeprowadzonych bez jonow cynku (eksperyment
kontrolny), wigzanie kazdego z radioligandéow z receptorami 5-HT7 charakteryzowat
wspotczynnik Hilla ~ 1, co wskazywalo na oddzialywanie z jednorodng populacja miejsc
wigzacych. Tym niemniej oznaczony poziom wigzania specyficznego Bmax dla agonisty
[*H]5-CT (50,0 pmol/mg biatka) byt 0 ok 40 % nizszy od zmierzonego dla antagonistow
[*H]SB-269970 (81,1 pmol/mg biatka) i [*H]mesulerginy (91,2 pmol/mg biatka).
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Podobne wyniki przedstawiono w publikacji Albertsa i wsp. [188], ktorzy wykazujac, ze
agonista [®H]5-CT znakuje 60% receptoréw 5-HT7 w poréwnaniu z antagonista
[*H]mesulerging, postulowali jednak obecnoé¢ dwoch standéw powinowactwa
w receptorach 5-HT7 linii komoérkowej HEK293. Z kolei, autorzy innych prac
poswigconych oddzialywaniu ligandow z receptorami 5-HT7, otrzymali zblizone wartosci
Bmax dla agonisty [®H]5-CT i selektywnego antagonisty [2H]SB-269970 [189], a takze dla
[*H]mesulerginy i [°H]5-CT [190].

W niniejszych badaniach, analiza statystyczna (GraphPad Prism 7.0) danych
z eksperymentdéw saturacyjnych prowadzonych w nieobecnosci jondéw cynku, nie
ujawnita jednak preferencji do przyjmowania przez receptory 5-HT7 konformacji
zwigzanej z mozliwoscig jednoczesnego wyznaczenia dwoch wartosci: wysokiego
i niskiego powinowactwa. W kazdym razie, obliczone warto$ci statych powinowactwa
dla [*H]5-CT Kp = 0,8 nM, [3H]SB-269970 Kp = 3,0 nM oraz [*H]mesulerginy Kp = 9,6
nM na podstawie przeprowadzonych przeze mnie testow (Rysunek 28), byly niewiele
wyzsze od tych, ktore podano w wyzej wymienionych publikacjach (odpowiednio: 0,4;
1,41 6,2 nM) [188-190].

50- Kp=0.8 M 100- Kp=3,0 nM 50- Kp=9,6 nM
40+ 80+
E: e I 2%
E 304 T 60 T
=) o o
= o o 40
E 20- E 401 E
z 2 2
104 204 201
0 0 0

0 2 4 6 8 10 0 5 10 15 20 0 10 20 30
[PH]5-CT {(n\) [*HISB-269970 (nM) [*Hmesulergina (nM)

Rysunek 28. Krzywe saturacji dla receptorow 5-HT> dla agonisty [°?H]5-CT (A) oraz dwéch antagonistow
[BH]SB-269970 (B) i [*H]mesulerginy (C).

3.5.3 Oznaczenie parametroéw wigzania radioligandow do receptoréw 5-HT7 w obecnosci
jonow cynku

Wyniki eksperymentow saturacji badajacych wplyw rosnacych stezen jondw Zn?* (10

uM — 5 mM) na oddziatywanie trzech radioligandéow z receptorami 5-HT7, zostaty

przedstawione odpowiednio na rysunku 29 oraz w tabeli 10.

Strona 73 z 127



60 9.5
- 5mMZnCly
© -~ 2.5 mM ZnCl,
X
T4 —~ 1mM2ZnCl a 9.0
K] <€
= - 500 uM ZnCl, Na
£ o}
=20 —— 200 uM ZnCl, 8.51
o .
y = 100 pM ZnCl, .
04 - 10 pM ZnCl, 8.0 T T .
0201 0.000 0.002 0.004 0.006
- Dot ZnCl, (M)
100 9.0
- 5mMZnCl,
T -~ 2.5mM ZnCl, 854
8 :
5 — 1mMZnCl, a
S 50 g
o —— 500 uM ZnCl, & 801
£ s
= — 200 pM ZnCl, - .
-o- 100 pM ZnCl,
0 = 10 M ZnCl, . : :
0.000 0.002 0.004 0.006
- 0ZnCl,
[PHISB-269970 (nl) ZnCls (M)
C 80+ 8.5
- 5mM ZnCl,
g - 2.5mMZnCl, 8.04
3 — 1mM2ZnCl; 2 k
a 7.51
2 - 500 M ZnCl, o4 = >
- -
z ~— 200 M ZnCl, 7.0
-o~ 100 pM ZnCl,
T T T y 10 uM ZnCl, 6.5 T T 1
0 5 10 15 20 0 7nC 0.000 0.002 0.004 0.006
- n
[*Hmesulergina (nM) 2 ZnCl, (M)

Rysunek 29. Wptyw cynku na parametry wigzania (Kp i Bmax) [°H]5-CT (A), [*H]SB-269970 (B) oraz
[EH]mesulerginy (C), wyznaczonych w eksperymentach saturacji.

Cynk spowodowat wzrost wartosci Kp kazdego z trzech radioligandow, przy czym zakres
wykrytych efektow hamujacych byt zréznicowany. W przypadku [3H]5-CT
i [*H]mesulerginy, statystycznie istotne réznice w wartosciach Kp zaobserwowano dla
wszystkich stezen Zn?* (10 uM — 5 mM), a wartoéci graniczne (efekt putapowy)
osiagnieto przy stezeniu 1 mM cynku [7]. Dla [*H]SB-269970, widoczne zmiany w Kp
wykryto przy stezeniu 200 uM Zn?', a efekt putapowy odnotowano przy dwoéch
najwyzszych stezeniach Zn?* (Tabela 10). W odniesieniu do liczby miejsc wiazacych,
zmiany warto$ci Bmax byly réwniez obserwowane dla kazdego z radioligandow
I wykazywaty podobng tendencj¢. Poziom wigzania specyficznego stopniowo wzrastat
do osiggnigcia maximum przy stezeniach cynku w zakresie 500 pM — 1 mM, a nastgpnie
obnizat si¢, osiagajac w przypadku [*H]5-CT i [*H]mesulerginy znacznie nizsze wartosci,
niz oznaczone jako kontrolne, a w przypadku [*H]SB-269970 wracat do wartosci

poczatkowych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wzrost liczby miejsc wigzacych
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zaobserwowany szczegdlnie dla [*H]5-CT oraz [*H]SB-269970 zostal wyznaczony na
podstawie ekstrapolacji do bardzo wysokich stgzen radioligandow (ze wzgledow
praktycznych nie uzywanych w niniejszych eksperymentach) i w zwigzku z tym moze
by¢ zawyzony. Przemawia za tym takze fakt, ze wyzszym od kontroli warto§ciom Bmax
nie towarzyszyl wzrost powinowactwa, jak to ma miejsce w przypadku pozytywnej
allosterycznej modulacji, lecz odwrotnie, stale wigzania Kp byly rowniez wyzsze tj.
powinowactwo omawianych radioligandow ulegato ostabieniu. Wydaje si¢ natomiast, ze
spadek Bmax ponizej wartoéci kontroli, odnotowany dla [*H]5-CT i [*H]mesulerginy
wynikat prawdopodobnie z allosterycznej modulacji prowadzacej do zmiany konformacji
receptora 5-HT7, ktora utrudniata dopasowanie radioligandow do ortosterycznej kieszeni
wigzace]. W tym wypadku mozna uzna¢ te zmiany za specyficzne dla jonow cynku,
poniewaz inne, testowane wczesniej kationy w stezeniu 5 mM, nie wykazywaty tak
silnego hamowania wigzania radioligandow, a wigc wzrost sity jonowej nie odgrywat
istotnej roli w niespecyficznym wigzaniu zwigzkéw. Warto w tym miejscu wspomniec,
ze obnizenie warto$ci Bmax przy mikromolarnych st¢zeniach cynku obserwowano jako
efekt allosterycznej modulacji innych GPCR, a wiec podczas wigzania [?H]WAY-100635
oraz [®H]8-OH-DPAT do receptoréw 5-HTia ($wiadcza o tym réwniez nasze badania)
[164], jak tez w oddzialywaniach antagonistow z receptorami dopaminowymi Di i D2
[101], oraz w hamowaniu receptoréw az-adrenergicznych [102].

Mechanizm, za pomoca ktérego cynk hamowal wigzanie radioligandow w testach
saturacyjnych analizowano metodg regresji nieliniowej w oparciu 0 réwnanie 23.
Otrzymane wartosci wspotczynnikoéw kooperatywnosci o= 0,15 dla [*H]5-CT, a = 0,06
[PH]SB-269970 ia = 0,25 dla [*H]mesulerginy, $wiadcza o tym, ze podczas
oddziatywania badanych zwiazkéw z receptorem 5-HT7 cynk dziata jako negatywny
allosteryczny modulator. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w wyniku badania wptywu cynku
na wigzanie antagonisty [®H]SB-269970 otrzymano bardzo niska, zblizong do zera,
warto$¢ wspotczynnika a, CO 0znacza mechanizm oddzialywania trudny do odrdéznienia

od konkurencji o miejsce ortosteryczne w receptorze [7, 56].
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Tabela 10. Warto$ci statych powinowactwa Kp [nM] i gestosci receptorow Bmax [pM/mg biatka]
wyznaczone dla trzech radioligandow wobec szeregu stezen ZnCl,. Warto$ci usrednione z odchyleniem

standardowym. * p < 0,05.

Zn2+

[FH]5-CT

[H]SB-269970 [*H]mesulergina

[pM/mg] [pM/mg] [pM/mg]

0 0,8+0,1 50,0+7,3 3,0+0,2 81,1 +£13,5 9,6 +0,8 91,2+ 10,0
10 1,1*+0,1 52,5+9,0 3,1+04 78,8 14,7 19,7 £ 0,1 76,4 +12,1
100 L,1*+0,1 551+35 3,606 89,2+10,2 21,7+ 1,6 72,2 +9,4
200 19*+0,1 57,744 64*+03 93,7+150 31,4*+£1,5 116,7 24,8
500 2,5%*+0,2 60,6+10,2 12,1*+0,6 1243*+10,9 43,8%+272 105,6 + 13,9
1000 59*+03 71,7*+7,2 18,1*+0,3 110,1*+7,1 58,3*+49 51,0+3,9
2500 44*+0,2 43,0+£10,2 272*+14 1074*+8,7 | 39,9*+0,5 39,0% + 10,2
5000 4,3*+0,3 385*+25 28,7%+3,0 83,5+16,2 34,6*%+ 1,8 12,1 £2,6

3.5.4 Badanie wypierania radioligandow z miejsc wigzacych w receptorach 5-HT7 przez
jony cynku
W ramach przeprowadzonych eksperymentdéw wyznaczono przebieg krzywych
wypierania trzech badanych radioligandow (w stezeniu < Kp) z ich miejsc wigzacych
w receptorach 5-HT7 przez seri¢ 12 stgzen cynku (Rysunek 30). Obliczone na tej
podstawie wartosci statych hamowania ICso dla wiazania [*H]5-CT i [*H]mesulerginy
charakteryzowaty si¢ zblizonymi mikromolarnymi wartosciami (odpowiednio ICso = 346
i 241 pM), natomiast w przypadku [3H]SB-269970 otrzymana warto$¢ ICso = 1170 pM

oznaczata znacznie stabsze oddziatywanie.
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Rysunek 30. Krzywe wypierania radioligandow: (A) [H]5-CT , (B) [*H]SB-269970 oraz (C)

[®H]mesulerginy z miejsc wigzacych w receptorach 5-HT7 przez cynk.

3.5.5 Wplyw jondéw cynku na konkurencyjne wypieranie specyficznych radioligandow
Z receptorow 5-HT7

W kolejnym etapie sprawdzono wptyw dwoch stezen jonow cynku (10 i 500 uM) na

proces konkurencyjnego wypierania badanych radioligandow ([*H]5-CT, [*H]SB-269970

i [*H]mesulerginy w stezeniach < Kp) z miejsc wiazacych w receptorach 5-HT7 przez
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ortosteryczne ligandy: 5-CT, SB-269970 i klozaping (nieselektywny antagonista 5-HT7).
Otrzymane warto$ci powinowactwa (Ki) zestawiono w tabeli 11.

W homologicznych testach kompetycji, wszystkie otrzymane krzywe wypierania
radioliganda [*H]5-CT przez 5-CT (zaréwno w oznaczeniach kontrolnych, jak
I W obecnos$ci jonow cynku), byly zgodne z modelem charakteryzujacym wigzanie do
jednego miejsca wigzacego. Obnizenie wigzania [3H]5-CT (wzrost wartosci Ki) do
receptorow 5-HT7, byto widoczne przy obu stezeniach cynku, co potwierdzato wyniki
eksperymentow saturacji. Dodanie jonow wptywalo rowniez na heterologiczne
wypieranie [*H]5-CT przez antagonistow klozapine i SB-269970 z miejsc wiazacych
receptorow 5-HT7. Obserwowane efekty byly jednak stabsze niz wykryte dla 5-CT,
poniewaz zmiany w wigzaniu obu antagonistow, (tj. 1,4-krotny wzrost wartosci K; dla
klozapiny i 1,7-krotny dla SB-269970) zostaty wykryte tylko dla stezenia 500 uM cynku.
Podobnie, w eksperymentach kompetycji z udzialem [*H]SB-269970, powinowactwo
zarowno agonisty 5-CT jak i antagonisty klozapiny obnizylo si¢ (odpowiednio 6,9
i 3,9-krotnie) wytacznie w obecnosci wyzszego stezenia cynku.

W przypadku wigzania [*H]mesulerginy oba steZzenia Zn?" hamowaty aktywnoséé 5-CT,
ale statystycznie istotne zmiany stwierdzono tylko w obecnosci 500 pM Zn?*, jak réwniez
tylko przy wyzszych stgzeniach jondéw obserwowano ostabienie konkurencyjnego
hamowania oddziatywan klozapiny z receptorami 5-HT7.

Dla kazdej krzywej kompetycji heterologicznego wigzania ligand/radioligand, najlepsze

dopasowanie uzyskano stosujgc model jednego miejsca wigzgcego.

Tabela 11. Wplyw jonow cynku w stezeniach 10 pM i 500 uM na powinowactwo 5-CT, SB-269970
i klozapiny wyznaczone w eksperymentach kompetycji z [*H]5-CT (0,8 nM), [®H]SB-269970 (2,5 nM)
oraz [*H]mesulerging (10 nM). * p < 0,05.

[®H]5-CT [®H]SB-269970 [?H]mesulergina
o
269970 269970 269970
0 0,76 36,00 2,82 0,85 23,55 N.D. 0,79 35,45 N.D.
+0,13 +1,41 +0,06 +0,21 +4,95 +0,61 + 6,36
10 1,36* 32,50 2,40 1,05 25,31 N.D. 1,31 43,18 N.D.
+ 0,08 +2,12 +0,06 +0,07 +12,73 + 0,64 + 8,49
500 3,76* 51,41* 4,86* 5,92* 92,56* N.D. 13,21*  126,38* N.D.
+ 0,43 +7,18 +093  =+£0,07 +12,02 +458 | +32,14

3.5.6 Wplyw jondéw cynku na kinetyke procesu dysocjacji radioliganow z miejsc
wiazacych receptorow 5-HT7

Potwierdzeniem mechanizmu allosterii jest wykrycie zmian w Kkinetyce dysocjacji

ortosterycznego liganda [7, 56], a w przypadku negatywnej modulacji (szczegdlnie gdy
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a — 0) wyrazniejsze efekty kinetyczne uwidoczniaja si¢ z reguty dopiero przy wyzszych
stezeniach modulatora [191]. Biorgc pod uwage ten fakt oraz wyniki wcze$niej
przeprowadzonych eksperymentow, wplyw cynku na kinetyke procesu dysocjacji
[*H]5-CT, [®H]SB-269970 oraz [*H]mesulerginy z miejsc wiazacych receptorow 5-HT7
wykonano przy stezeniu 500 uM jonoéw (Tabela 12, Rysunek 31).

Tabela 12. Stale szybkos$ci dysocjacji [3H]5-CT, [*H]SB-269970 oraz [*H]mesulerginy z kompleksu
z receptorem 5-HT7, w nieobecnosci i w obecnosci 500 pM jondéw cynku. * p < 0,05.

Zn2* Stala szybkosci  [*H]5-CT [®H]SB-269970 [*H]mesulergina
[uM] dysocjacji

0 Kott [Min?] 0,070 + 0,008 0,075 + 0,008 0,059 + 0,035
500 Koffobs [Mint] 0,092* + 0,005 0,068 + 0,003 0,100* = 0,007

Wyniki wszystkich wykonanych testow wskazaty na jednofazowy przebieg procesow
dysocjacji badanych radioligandow, zaréwno bez dodatku jonéw cynku jak i w ich
obecno$ci. Zmiany po wlaczeniu do eksperymentdw cynku, zostaly wykryte
w oddziatywaniach [°?H]5-CT i [*H]mesulerginy, dla ktorych zaobserwowano znamienne
statystycznie zwickszenie warto$ci stalych szybkosci dysocjacji Koffons (Tabela 12,
Rysunek 31). W przypadku [?H]SB-269970 obecno$¢ jonéw cynku nie miata znaczacego
wplywu na kinetyke badanego procesu (Tabela 12, Rysunek 31).
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Rysunek 31. Wplyw cynku na proces dysocjacji (A) [?H]5-CT, (B) [*H]SB-269970 oraz (C)
[®H]mesulerginy z miejsc wigzacych receptoréw 5-HT7 w komorkach linii HEK293.

Opisane zmiany sg spojne z wczesniej odnotowanymi wynikami eksperymentow
saturacji i1 kompetycji, poniewaz skrocenie czasu dysocjacji cechuje zazwyczaj
negatywng modulacje¢ allosteryczng i ten kierunek dziatania byl szczegdlnie widoczny dla
[*H]5-CT i [*H]mesulerginy. Z kolei brak wplywu na stalg Koffors antagonisty
[PH]SB-269970 pozostawal w zgodzie z wyznaczong dla tego radioliganda niska
wartoscig wspoOtczynnika kooperatywnosci o, ktéra charakteryzuje wowczas

oddziatywania trudne do odroznienia od kompetycji.
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3.5.7 Wplyw cynku na aktywnos$¢ funkcjonalng receptorow 5-HT7

Wysoki poziom cAMP, wykryty bez uprzedniej stymulacji receptorow 5-HT7, $wiadczyt
0 aktywnosci konstytutywnej w stosowanej rekombinowanej linii komérkowej HEK293.
Umozliwito to charakterystyke odwrotnego agonizmu ligandéw SB-269970 oraz
mesulerginy (Rysunek 32), ktoérych doktadny profil farmakologiczny zostatl opisany przez
innych autorow [192, 193]. Poniewaz w naszych testach funkcjonalnych, partie komoérek
HEK293 uzywane w Kolejnych doswiadczeniach wykazywaly pewne roznice
w podstawowym poziomie cAMP (35 — 50%), dlatego efekty wptywu SB-269970,
mesulerginy oraz cynku na aktywnos$¢ konstytutywna receptora 5-HT7 nie zostaty

wyznaczone ilosciowo lecz tylko przedstawione graficznie na rysunku 32.

501 - S5B-269970
—— SB-269970 + 10 pM ZnCl,
g —— mezulergina
% mezulergina + 10 uM ZnCl,
x -= ZnCl,
5]
E [} e
) \\‘
N
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@
2
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o
©
s} _E
-50 ¥ I
-10 -8 -6 4
log [liganda] (M)

Rysunek 32. Poréwnanie wptywu SB-269970, mesulerginy i cynku na aktywno$¢ konstytutywna
receptorow 5-HT-.

W przeprowadzonym eksperymencie, SB-269970 zachowywat si¢ jak pelny odwrotny
agonista, a mesulergina wykazywala cechy czgsciowego odwrotnego agonizmu, co byto
zgodne z wynikami przedstawionymi w zacytowanych pracach. Z kolei cynk nie zmieniat
poziomu aktywnosci konstytutywnej, ani tez nie wptywal w istotny sposob na blokade
spontanicznej aktywnosci receptoréw 5-HT7 przez badane ligandy ortosteryczne.

W kolejnym etapie badan funkcjonalnych, okreslono profil farmakologiczny badanych
ligandow ortosterycznych, wyznaczajgc iloSciowe parametry aktywnosci agonistycznej
5-CT oraz antagonizmu SB-269970 i mesulerginy. Zgodnie z charakterystyka pelnego
agonisty, 5-CT stymulowal wytwarzanie cAMP ze skutecznos$cia Emax = 100%,
a oznaczona warto$¢ ECso = 0,84 nM korespondowata z jego powinowactwem (Ki = 0,8
nM) otrzymanym w badaniach radioizotopowych. SB-26670 i mesulergina, wykazywaty
cechy silnych antagonistow receptorow 5-HT7, hamujac indukowang poprzez 10 uM

5-CT akumulacjg¢ cAMP W tym wypadku, obliczone warto$ci statych Kp = 1,75 nM dla
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SB-26670 i 31 nM, dla mesulerginy miescily si¢ w zakresie opublikowanych danych
[193, 194].

Nastgpnie zbadano wplyw cynku na efekty odpowiedzi funkcjonalnej receptorow 5-HT7
na dziatanie ligandow ortosterycznych. Jak wczesniej zaznaczono, ze wzgledu na
interakcje¢ cynku z odczynnikiem LANCE, testy funkcjonalne przeprowadzono tylko dla
10 uM cynku. Wykazano, ze obecno$¢ cynku w tym stezeniu, powoduje réwnolegle
przesunigcie w prawg strong Krzywej stezenie-efekt, wyznaczonej dla 5-CT i nie wptywa
na zmiane Emax, CO W rezultacie zwigksza 3,2-krotnie wartosci ECso agonisty (Rysunek
33, Tabela 13).

2 E E

E 100 = 100 2 1004

2 E E

= - 07nCl, - -+ 0ZnCly = - 07nCl

Z 50 - 10pMZnCl 2 50 = 10uMAnCl 5 504 = 10 M ZnCly

g 0 Z 04 F 04

a T T T 1 o T T T T = T T T +
-10 -8 -6 -4 -10 -8 -6 -4 -10 -8 -6 -4

log [5-CT] (M) log [SB-269970] (M} Log |mesulergina] (M)

Rysunek 33. Wykresy krzywych zaleznosci stezenie-efekt (A) agonisty 5-CT oraz antagonistow (B)
SB-269970 i (C) mesulerginy, wyznaczonych bez cynku (¢) i w obecnosci st¢zenia 10 uM jonow cynku
(m) w receptorach 5-HT7.

Tabela 13. Wptyw cynku na whasciwosci funkcjonalne 5-CT (ECsg) oraz SB-269970 i mesulerginy (Kp)
wobec receptoréw 5-HT7. * p < 0,05.

. 0 pM ZnCl, 10 pM ZnCl,
Agonista ECaso [M]

5-CT 0,84 +0,21 2,67*+£0,32
SB-269970 1,75 £ 0,07 2,90* + 0,06
Mesulergina 31,05+ 7,51 37,15 £ 6,86

Dodatkowo, badajac wptyw cynku w stezeniu 10 uM na skuteczno$¢ blokady efektow
aktywacji receptorow 5-HT7, zaobserwowano niewielki (ale statystycznie znamienny),
wzrost wartosci Ky dla SB-269970 i brak zmian parametrow funkcjonalnego antagonizmu
dla mesulerginy (Rysunek 33, Tabela 13).

Otrzymane wyniki potwierdzity, zidentyfikowane uprzednio w eksperymentach wigzania
radioligandéw, hamujace dzialanie cynku na aktywno$¢ badanych zwigzkéw

ortosterycznych w stosunku do receptoréw serotoniowych typu 5-HT7.
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4 DYSKUSJA WYNIKOW

Modulacja allosteryczna jest obecnie powszechnie uznanym mechanizmem regulacji
wielu protein. W rodzinie receptorow GPCR, dla ktorych allosteria to integralny proces
wynikajacy z funkcji biatka G, najwigcej prac poswigcono metabotropowym receptorom
glutaminianu z klasy C GPCR [195, 196]. Natomiast w najliczniejszej (bo obejmujace;j
80% wszystkich GPCR) klasie A, glowne badania koncentrowaly si¢ na receptorach
muskarynowych i adenozynowych [7, 197-200] i jak do tej pory przedstawiono tylko
pojedyncze przyktady modulacji allosterycznej receptorow serotoninowych GPCR.
Obejmujg one oddziatywanie endogennych substancji: oleamidu z receptorami 5-HT2a
I 5-HT7 [15, 16], oraz cholesterolu z receptorami 5-HT1a [201], a takze egzogennego
zwigzku PNU-69176E wykazujacego pozytywng modulacje receptoréw 5-HToc [17].
W 2009 roku ukazata si¢ ponadto publikacja charakteryzujaca allosteryczne efekty jonow
cynku na aktywno$¢ receptoréw 5-HT1a [18]. W odniesieniu do badan nad rolg cynku
w wielu procesach w OUN, a szczeg6élnie w depresji, prowadzonych w Instytucie
Farmakologii PAN [68, 123, 124], przedstawione przez autorow tej publikacji wyniki,
stanowily punkt wyjscia dla prac zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy

doktorskiej.

4.1 Wptyw jondw cynku na receptory 5-HTia

We wspomnianej publikacji Barondo i Sales [18] na podstawie eksperymentow in vitro,
opisali negatywna allosteryczng modulacj¢ jonow cynku zarowno w stosunku do
wigzania antagonisty ([PH]JWAY-100635) jak i agonisty ([*H]8-OH-DPAT)
z receptorami 5-HT1a w homogenatach kory mézgu szczura. Jednakze wnioski dotyczace
wplywu cynku na oddziatlywanie [*H]8-OH-DPAT, zostaly oparte tylko na wynikach
eksperymentdéw saturacji (wykazujacych wzrost warto$ci statej dysocjacji Kp 1 ztozone
zmiany w poziomie Bmax), ktore, jak zaznaczyli autorzy, byly niejednoznaczne i z tego
powodu trudne do interpretacji. Ze wzgledu na charakteryzujaca oddzialywania
allosteryczne zalezno$¢ obserwowanego efektu od zastosowanego liganda
ortosterycznego (ang. probe dependance), ocena aktywnosci modulatora wobec wigzania
agonisty ma pierwszorzedne znaczenie dla potencjalnego dziatania in vivo. Stad tez
w celu okreslenia nie budzacego watpliwosci mechanizmu wptywu cynku na wigzanie

agonisty [®H]8-OH-DPAT do receptorow 5-HTia, zakres testow in vitro do pracy
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doktorskiej zostal znacznie rozszerzony, a otrzymane wyniki w pelni potwierdzity
stuszno$¢ podjetych badan.

W istocie, zgodnie w wynikami przedstawionymi przez Barondo i Salesa [18],
przeprowadzone eksperymenty saturacji wskazaty na negatywng allosteryczng modulacje
wigzania [*H]8-OH-DPAT do receptorow 5-HTia. Tym niemniej, kolejne badania
ujawnily, ze przyjecie tego modelu oddziatywania nie pozwalato opisa¢ wszystkich
ztozonych efektow obserwowanych dla jonow cynku.

Po pierwsze, charakterystyczny przebieg wykresu wypierania [*H]8-OH-DPAT z miejsc
wigzacych receptoréw 5-HT1a, wskazywal poczatkowo na wzrost specyficznego wigzania
radioliganda przy niskich st¢zeniach cynku (10 uM ), a nastgpnie na hamowanie wigzania
zachodzace przy wyzszych stezeniach (> 100 uM) jonow (Rysunek 22). Taki ksztatt
krzywych wypierania radioliganda (okreslony jako typ ,,bell-shape”) obserwowano
réwniez dla kilku allosterycznych modulatorow receptorow adenozynynowych Az [1, 58,
202]. Otrzymane w tych badaniach wyniki interpretowano jako dowdd podwdjnego,
zaleznego od stezenia mechanizmu dziatania, wg ktorego niskie st¢zenia zwigzkow
rozpoznawaly kieszen allosteryczna, ale W wyzszych wigzaly si¢ takze w ortosterycznym
miejscu receptora, taczac dwa modele dziatania: allosterycznej pozytywnej modulacji
I konkurencyjnego hamowania [1, 58, 202].

Kolejnym potwierdzeniem zlozonych oddzialywan cynku, byly wyniki testow
kompetycji, w ktorych odnotowany w obecnosci 10 uM Zn?" wzrost wiazania
endogennego agonisty (serotoniny) do receptorow 5-HTia, nie byl obserwowany
W stezeniu 500 pM Zn?*. Podobnie, kinetyczne eksperymenty asocjacji [*H]8-OH-
DPAT, wykazaty wzrost wartosci stalej szybkosci kob radioliganda tylko przy niskim (10
uM) stezeniu jonow Zn?*, (Rysunek 24, Tabela 7). Natomiast, w testach kinetycznych
dysocjacji, chociaz obydwa stezenia Zn?* powodowaty zwolnienie procesu dysocjacji
radioliganda (co jest zazwyczaj wigzane z pozytywng modulacjg allosteryczng), to jednak
efekt ten byt znacznie silniej zaznaczony w stezeniu 10 uM cynku, przy ktérym zanikta
szybka faza dysocjacji (Rysunek 24, Tabela 7). Dodatkowe potwierdzenie
wzmacniajacego aktywnos$¢ agonistyczng, do receptora 5-HTia, dziatania niskiego
stezenia jonoOw cynku, dostarczyly wyniki eksperymentow funkcjonalnych, w ktorych
wykazano okoto dwukrotne obnizenie warto$ci ECsg dla R-(+)-8-OH-DPAT bedgcego
pelnym agonistg receptora 5-HT1a.

Podsumowujac, wszystkie rezultaty przeprowadzonych eksperymentow potwierdzity, ze

wczesniejsze (postulowane w pracy Barrondo Sales [18]) zatozenie modelu negatywnej

Strona 82 z 127



kooperatywnosci dla opisu efektéw wptywu Zn?* na oddziatywanie zaréwno antagonisty
jak 1 agonisty z receptorami 5-HTia, jest niewystarczajace. Pomimo faktu, iz cynk
W testach saturacji wykazuje aktywnos¢ typu NAM w stosunku do wigzania
[*H]8-OH-DPAT, o czym $wiadczy warto$¢ wspotczynnika kooperatywnosci a = 0,37,
to w testach kompetycji, kinetycznych i funkcjonalnych, niskie st¢zenia cynku (10 uM)
ujawniajg cechy dodatniej modulacji allosterycznej wobec agonisty do receptorow
5-HT1a.

Warto zauwazy¢, ze W przypadku wspomnianych powyzej ligandow receptorow
adenozynowych A: odnotowano, ze zwiazki te dziatajac w niskim st¢zeniu, z jednej
strony charakteryzowala pozytywna kooperatywnos¢ w odniesieniu do interakcji
agonistow z receptorami, ale w obecnosci antagonistow te same modulatory, wykazaty
tylko wlasciwosci hamujace [58, 202]. Podobne wnioski mozna wysuna¢, zestawiajac
obecnie uzyskane dane dla efektow wplywu cynku na aktywno$¢ agonisty
[’H]8-OH-DPAT, z negatywna modulacja allosteryczng wigzania antagonisty
[P*H]WAY-100635 do receptoréow 5-HT1a, opisang w pracy Barrondo i Salesa [18].
Nalezy takze wspomnie¢, ze ztozony mechanizm dziatania cynku zostat wykryty rowniez
dla innych biatek receptorowych. W badaniach elektrofizjologicznych receptora 5-HT3,
niskie stezenie Zn?* (0,3 — 10 pM) wzmacniato, a wysokie stezenie Zn?* (30 — 200 pM)
obnizato odpowiedz komoérek wywolywang przez 5-HT [203]. Zalezne od stezenia
allosteryczne dziatanie cynku wykryto takze wobec jonotropowych receptoréw glicyny
[204]. Podobne efekty wykazano rowniez dla receptorow fz-adrenergicznych, w ktorych
obecno$¢ 5 uM Zn?* wzmacniata powinowactwo agonisty, podczas gdy 500 pM Zn?*
hamowalo wigzanie antagonisty [102].

W koncu, co niemniej istotne, przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej wyniki
odnoszace si¢ do receptorow 5-HTia, wykazaly znakomita zbiezno$¢ z podwdjnym
agonistyczno/antagonistycznym profilem dziatania cynku wykrytym w testach
behawioralnych in vivo, ktore zostaly rownolegle przeprowadzone w Instytucie
Farmakologii PAN i opublikowane tacznie z otrzymanymi przez mnie rezultatami
W pracy:

Satata G, Duszynska B, Stachowicz K, Rafalo A, Pochwat B, Luckhart C, Albert PR,
Daigle M, Tanaka KF, Hen R, Lenda T, Nowak G, Bojarski AJ, Szewczyk B.

Concentration-Dependent Dual Mode of Zn Action at Serotonin 5-HT1a Receptors: In
Vitro and In Vivo Studies. Mol Neurobiol. 2016, 53 (10):6869-6881.
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4.2 Wptyw jondw cynku na receptory 5-HT>

W szeregu badan wigzania radioligandow 1 testow funkcjonalnych wykazano, ze oprocz
modulacji receptoréw 5-HT1a, cynk wptywatl takze na regulacje receptorow typu 5-HT7.
W eksperymentach saturacji przeprowadzonych w obecnos$ci rosngcych stezen cynku,
zaobserwowano zmiany w powinowactwie wszystkich badanych radioligandow tj.:
agonisty [®H]5-CT oraz antagonistow [3H]SB-269970 i [®*H]mesulerginy, przy czym
wielkosci obserwowanych efektow byly rozne, co wyrazaly ilosciowo wartosci
wyznaczonych wspdtczynnikéw kooperatywnosci a. W przypadku wigzania [*H]5-CT
i [®H]mesulerginy obliczone wartoéci o (odpowiednio 0,15 i 0,25) $wiadczyty
o mechanizmie negatywnej allosterii, a wyznaczony dla [*H]SB-269970 bardzo niski
wspotczynnik kooperatywnosci o = 0,06 sugerowat mozliwos¢ konkurencyjnego
antagonizmu [7, 56]. Powyzsze wnioski potwierdzono w eksperymentach kinetycznych,
w ktorych w obecnosci 500 uM cynku odnotowano, znamienny dla modulacji typu NAM
[56], wzrost wartosci statych szybkosci dysocjacji dla [*H]5-CT i [*H]mesulerginy.
Podobnie, w przypadku [*H]SB-269970 zaobserwowany brak wptywu na szybko$é
dysocjacji, tak samo jak wcze$niej wyznaczony w eksperymentach saturacji
wspotczynnik o — 0, wskazywal na kompetencyjny antagonizm. Roéznice wykryte
w efektach dziatania cynku wobec poszczegdlnych radioligandow receptoréw 5-HTz,
odzwierciedlaty charakterystyczng dla allosterii zalezno$¢ od probnika. Analogiczne
przyktady modulatorow, ktére cechuje rézny stopien kooperatywnosci mozna znalezé
w licznych publikacjach. W grupie najczgsciej badanych receptorow muskarynowych,
prototypowy allosteryczny modulator, alkuronium, powodowat dziesigciokrotng zmiane
w powinowactwie acetylocholiny do receptorow muskarynowych Mo, ale tylko
1,7-krotng zmiang¢ w powinowactwie do innego agonisty — arekoliny [7]. Z drugiej strony,
w odniesieniu do antagonistow [3H]metylo-QNB i [*H]atropiny, alkuronium obnizat
wigzanie pierwszego a zwigkszal wigzanie drugiego radioliganda [205].

W toku przeprowadzonych w pracy doktorskiej badan, réznice w efektach dziatania
cynku wobec ortosterycznych radioligandow receptorow 5-HT7, wykryto roéwniez
w wyznaczonych (w eksperymentach kompetycji), warto$ciach 1Cso. Wskazaly one na
3 —4-krotnie silniejsze hamowanie wigzania [*H]5-CT i [*H]mesulerginy niz
[*H]SB-269970. Co wigcej, w przypadku eksperymentéw kompetycji krzyzowe;
z wykorzystaniem nieznakowanych ligandow ortosterycznych: 5-CT, SB-269970 oraz
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klozapiny, obecno$¢ 500 uM jonow cynku spowodowata umiarkowane, ale statystycznie
istotne, obnizenie ich powinowactwa.

Dodatkowo zostal rowniez zbadany wptyw Zn?* na wewnatrzkomoérkowa sygnalizacje
receptora 5-HT7, za pomocg testu funkcjonalnego LANCE. Wedlug przedstawianych
w literaturze wynikow, cynk wptywajac na aktywnos¢ wewnetrzng wielu GPCR, moze
zachowywac¢ si¢ zarowno jak agonista, allosteryczny modulator lub odwrotny agonista
[102, 103, 206-210]. Testy funkcjonalne przeprowadzone w naszej linii komorkowe;j,
(ktéra charakteryzuje si¢ wysokim poziomem konstytutywnej aktywnosci), dowiodty, ze
cynk w stezeniu 10 uM zachowywat si¢ jak neutralny antagonista. Nie zmieniat poziomu
spontanicznej aktywnos$ci receptora i blokowal indukowana przez 5-CT, produkcje
CAMP. Ponadto badane stezenie cynku, nie miato zadnego wplywu na sit¢ hamowania
spontanicznej aktywnosci receptoréw 5-HT7 przez odwrotnych agonistow SB-269970
I mesulergine, jednakze obecno$¢ 10 puM jonoéw ostabiata funkcjonalne efekty
selektywnego antagonisty receptora 5-HTz, tj. zwigzku SB-269970, poprzez blokade jego
zdolno$ci do hamowania odpowiedzi wywotanej przez agoniste.

Omowione wyzej wyniki odnoszace si¢ do receptoréw serotoninowych typu 5-HT7

zostaty opublikowane w pracy:

Satala G, Duszynska B, Lenda T, Nowak G, Bojarski AJ. Allosteric Inhibition of
Serotonin 5-HT7 Receptors by Zinc lons. Mol Neurobiol. 2017, 28. doi:10.1007/s12035-
017-05360.

Podsumowujac, uzyskane rezultaty wykazaty, ze w odniesieniu do receptorow 5-HTz
cynk jest negatywnym allosterycznym modulatorem wobec badanych ortosterycznych
ligandow o aktywnoS$ci agonistycznej 1 antagonistycznej, a zastosowany w testach
funkcjonalnych w stezeniu 10 uM, przejawia cechy neutralnego antagonisty.

Biorac pod uwagg, ze stezenie identyfikowanego pozakomoérkowo Zn?* jest nizsze od 100
uM [211], efekty zaobserwowane w naszych badaniach w obecno$ci 10 uM cynku, moga
reprezentowac jego prawdopodobny mechanizm dziatania w warunkach fizjologicznych
zar6wno wobec receptorow 5-HT1a jak i 5-HT7. Pomimo, ze oba receptory réznig si¢ pod
wzgledem kierunku sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;j, to wzrost stymulacji receptora
5-HT1a sprzezonego z biatkiem Gij [212-214], oraz obnizenie efektow aktywacji
receptora 5-HT7 (sprzgzonego z biatkiem Gs [168]), powinny prowadzi¢ do zmniejszenia
produkcji CAMP, a co za tym idzie mie¢ taki sam wpltyw na pobudliwo$¢ neuronow
w OUN.
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Ponadto, poniewaz receptory 5-HTia i 5-HT7 wspotwystepuja w strukturach moézgu
odpowiedzialnych m.in. za kontrol¢ nastroju, a ich funkcjonalne powigzania sugerowano
w zaburzeniach depresyjnych [150, 215], regulacja ich aktywnosci za posrednictwem
jonéw cynku moze by¢ potencjalnym mechanizmem utrzymywania homeostazy
w uktadzie serotoninowym. Co wigcej, okreslone dla cynku, wobec receptorow 5-HT1a
I 5-HT7 typy modulacji allosterycznej sa zgodne pod wzgledem profilu funkcjonalnego
z agonizmem do receptorow 5-HTi1a i1 antagonizmem do receptorow 5-HT7, ktore
odpowiadajg za wlasnosci przeciwdepresyjne ligandow, i sg identyfikowane w r6znych
modelach behawioralnych [216-221]. Zatem, w $wietle otrzymanych wynikow, mozna
uznaé, iz pozytywna allosteryczna modulacja receptorow 5-HTia oOraz negatywna
alloteryczna modulacja receptoréw 5-HT7 odgrywaja role w mechanizmie

przeciwdepresyjnego dziatania jonow cynku.

4.3 Podsumowanie wynikow

Efekty zaobserwowane dla jonow cynku w stosunku do receptorow serotoninowych
5-HT1a i 5-HT7 w badaniach in vitro przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej
obejmuja:

1) pozytywna allosteryczng modulacj¢ W receptorach 5-HT:1a wykryta w niskich
(10 uM) stezeniach cynku wobec agonistow (5-HT i 8-OH-DPAT)
w eksperymentach wigzania radioliganda i w testach funkcjonalnych,

2) obnizenie powinowactwa agonistow do receptorow 5-HTia przez wysokie
(500 uM), a wiec niefizjologiczne stezenia cynku w testach wigzania
radioliganda,

3) negatywng allosteryczng modulacj¢ w receptorach 5-HT7 wykrytg w niskich
I wysokich stezeniach cynku dla agonisty (5-CT) oraz tylko w wysokich (500 uM)
stezeniach dla antagonistow w testach wigzania radioliganda,

4) hamowanie odpowiedzi funkcjonalnej receptorow 5-HT7 przez niskie (10 uM)
stezenie cynku o cechach neutralnego antagonizmu.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze regulacja aktywnoS$ci receptorow serotoninowych

przez cynk moze uczestniczy¢ w procesie Utrzymywania homeostazy, co jest

zwigzane z plejotropowym dziataniem cynku w OUN, ktore obejmuje m.in.
modulacj¢  allosteryczng  biatek  receptorowych ~w  roznych  ukladach

neurotransmisyjnych.
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Ponadto, zidentyfikowany dla receptorow 5-HT1a i 5-HT7 mechanizm allosterycznej
modulacji, moze réwniez czgéciowo wyjasnia¢ skuteczno$¢ suplementacji cynku,

w leczeniu depresji.

Strona 87 z 127



Strona 88 z 127



5 MATERIALY

5.1 Hodowla komorkowa

Wszystkie plyny 1 odczynniki do hodowli komérek (DMEM, surowica, PBS, trypsyna,

G418) zostaty zakupione w firmie Lonza. W tabeli 14 do 18 wyszczeg6lniono odczynniki

zastosowane do oceny skutecznosci transfekcji.

Tabela 14. Odczynniki uzyte do izolacji RNA.

Nazwa
2-Propoanol
Chloroform
TRIzol

| Producent
POCH
POCH
Invitrogen

Tabela 15. Odczynniki wykorzystane do reakcji odwrotnej transkrypcji (RT).

NEVANE]
Inhibitor RNAz

Startery Oligo-dT

Zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji (Omniscript Reverse
Transcription Kit)

Tabela 16. Reagenty uzyte do reakcji tancuchowej polimerazy (PCR).

NEVALE]

Mieszanina reakcyjna (Taq PCR Master Mix) zawierajaca
roztwor Taq polimerazy wraz z nukleotydami dNTP
Sekwencje oligonukleotydow

Tabela 17. Odczynniki do elektroforezy w zelu agarozowym.

Nazwa

Agaroza

Bromek etydyny

Bufor obciazajacy do probek (6x Orange Loading Dye
Solution)

EDTA

Kwas Borowy

Marker A DNA
Trizma

Tabela 18. Produkty uzyte w metodzie Western Blot.

Nazwa
Akrylamid/Bisakrylamid 40%

| Producent
Applied Biosystem
Fermentas
Quiagen

| Producent
Qiagen

Genomed

| Producent
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fermentas

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fermentas

Sigma-Aldrich

Producent
Sigma-Aldrich
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Albumina Sigma-Aldrich

APS Sigma-Aldrich
BCA zestaw Thermo Scientific
BM Chemiluminescence Western Blotting kit Roche

DTT Sigma Aldrich
Glicyna Sigma-Aldrich
Inhibitory proteaz Sigma-Aldrich
Metanol POCH
Przeciwciata skierowane przeciwko receptorom 5-HT1a, Sigma-Aldrich
5-HT7g oraz B-aktynie

Restore Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific
SDS Sigma-Aldrich
TEMED Sigma-Aldrich
Trizma Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich

5.2 Radioligandy wykorzystane w testach in vitro

Wszystkie znakowane trytem radioligandy, ktére uzyto w eksperymentach in vitro
zostaty zakupione w firmie PerkinElmer. [3H]8-OH-DPAT stosowano w badaniach
wptywu jondéw cynku na aktywno$¢ receptorow S5-HTia, natomiast [*H]5-CT,
[*H]SB-269970 i [*H]mesulerging wobec receptorow 5-HT7 (Tabela 19).

Tabela 19. Wykaz uzytych radioligandow.

Aktywnos¢

Radioligand Struktura chemiczna

specyficzna

[*H]8-OH-DPAT 139,7 Ci / mmol

NH,

[*H]5-CT *H 75,2 Ci/mmol

HN
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[*H]SB-269970 3H H 34,5 Ci/mmol

O—s—/o0
HyC |
N
~J
H
I Y
N
\s/ CH,4
HC—N /Y ~ _
[*H]mesulergina — ) © | 84,7 Ci/mmol
CH,

He |
CH,

UWAGA: Brak danych o lokalizacji podstawien [*H]
na stronie producenta.

5.3 Odczynniki i materialy zuzywalne wykorzystane w testach in vitro

Tabela 20. Lista odczynnikow.

Nazwa Producent
5-CT Sigma-Aldrich
8-OH-DPAT Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich
EDTA Sigma-Aldrich
Klozapina Sigma-Aldrich
Kwas askorbiniowy Sigma-Aldrich
Mesulergina Sigma-Aldrich
MgCl, POCH
Pargilina Sigma-Aldrich
Plyn scyntylacyjny Ultima Gold PerkinElmer
SB-269970 Sigma-Aldrich
Serotonina Sigma-Aldrich
Trizma® (pH 7,7) Sigma-Aldrich
ZnCl, Sigma-Aldrich
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Tabela 21. Lista materiatlow zuzywalnych.

Nazwa

Clear Seal 3730

Mikroptytki 96-dotkowe

Nieprzewodzace koncowki RoboRack do automatycznej stacji
pipetujacej Janus

Pojemniczki do MultiProbe Il HT EX Tip (25 ml oraz 60 ml)
Probowki szklane 5 ml (12 1 75 mm)

Tape Multiscreen® Harvester Clear

5.4 Aparatura

Tabela 22. Wykaz aparatury uzytej w badaniach.

Nazwa
Aparat do elektroforezy biatek Mini protean II
Aparat do elektroforezy DNA

Automatyczna stacja pipetujaca JANUS Automated Workstation —

Expanded Platform
Czytnik M1000 Pro

Homogenizator pojemnosciowy Ultra-Turrax T8
Inkubator CO, Galaxy 170R HeraSafe KS12

Komora z przeptywem laminarnym

Licznik fluorescencyjny Infinity M1000

Licznik scyntylacyjny MicroBeta TriLux

Maszyna filtrujaca UNIFILTER HARVESTER
Mikroptytkowy zgrzewacz ALPS™ 50 V

Odwro6cony mikroskop optyczny z kontrastem faz — DMIL LED
Spektrofotometr Multiscan Spectrum

Stacja do usuwania nadsaczy znad hodowli

System detekcji luminescencji — Fuji LAS-4000
Termocykler T3000

Transiluminator UV do wizualizacji zeli Fuji-LAS 1000
Vortex mikser GVVLab

Waga analityczna LE 26P-OCE

Waga analityczna PG203

Wirowka laboratoryjna z chtodzeniem 3-16PK

Zestaw pipet laboratoryjnych

5.5 Wykaz uzytych zasobdéw internetowych 1 programéw komputerowych

Tabela 23. Bazy danych.

Nazwa bazy | Opis Wiasciciel
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| Producent
Thermo Scientific
PerkinElmer
PerkinElmer

PerkinElmer
Lab-Szkto
Millipore

| Producent
BioRad
Invitrogen

PerkinElmer

Tecan

IKA

New Brunswick
Scientific
Thermo Scientific
Tecan
PerkinElmer
PerkinElmer
Thermo Scientific
Leica

Thermo Labsystem
Gilson

Fuji

Biometra

Fuji

Gilson

Sartorius

Mettler Toledo
Sigma-Aldrich
Eppendorf

Link



PDSP Baza danych Strona jest finansowana https://kidbdev.me

gromadzaca wyniki przez Program Badan Lekéw — d.unc.edu/database
eksperymentalnych Psychoaktywnych NIMH s/pdsp.php
badan powinowactwa oraz przez dary od Heffter
zwiazkow do receptorow  Research Institute. [222]

RCSB PDB | Baza danych WorldWide PDB WWW.rcsh.org
gromadzaca struktury www.wwpdb.org [223]
krystalograficzne biatek

UniProtKB Baza danych 2002- 2017 UniProt http://www.uniprot
zawierajaca informacje o Consortium [224] .org/
sekwencji i funkcji
biatek

Tabela 24. Oprogramowanie.

Nazwa .| Opis Wersja | Autor/ Producent
oprogramowania

PHOLIELT E0 BT ) GraphPad Software, San Diego

GraphPad Prism g O WA Tyl o 7.0 California USA,

g?:&?:}%%ﬁ;gﬁc}l www.graphpad.com
. Oprogramowanie do
\'\//Ivlocrrlgs?aettc?n Iic_znika scynt_ylacyjnego 4.0 PerkinElmer
MicroBeta TriLux.
Pakiet zawierajacy edytor
Microsoft Office  tekstu oraz arkusz 2010 Microsoft Corporation
kalkulacyjny.
Multiskan Oprogramowanie do
Spectrum spektrofotometru 1.1 Thermo Labsystem
Software Multiskan Spectrum
i ERelL Program do wizualizacji
Molecular 9 I 18 Schrodinger, LLC
Graphics System SRS,
Oprogramowanie do
robota pipetujacego
WinPREP JANUS Automated 4.1 PerkinElmer
Workstation — Expanded
Platform
Program do analizy
Image Gauge SUTEEAN P2 Yo7 4.0 FujiFilm Corporation

membran z analiz
Western Blot
Oprogramowanie do
Primer3-BLAST | projektowania starterow 3.0 NCBI
do reakcji PCR
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6 METODY

6.1 Hodowla komorek linii HEK293 z ekspresjg receptorow 5-HTia oraz
5-HT+s

6.1.1 Warunki hodowli

Wykorzystane w badaniach komorki charakteryzujace si¢ ekspresja receptoréw 5-HT1a
oraz 5-HT7s s3 rutynowo uzywane w Zakladzie Chemii Lekow IF PAN
w eksperymentach wyznaczania powinowactwa do receptorow metoda wigzania
radioliganda i w testach funkcjonalnych efektow stymulacji receptorow. Otrzymano je
poprzez transfekcje komorek HEK293 (ATCC) plazmidami pcDNA 3.1 kodujacymi
cDNA dla w/w biatek (cDNA.org) ipodzniejsza selekcje¢ komorek wykazujacych
ekspresj¢ genu opornosci na neomycyng przy uzyciu antybiotyku genetycyny (G418).
Hodowle linii komoérkowych prowadzono w naczyniach o powierzchni 75cm?,
w standardowych warunkach (37°C, wilgotna atmosfera zawierajaca 5% CO2)
w pozywce DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) z wysoka zawartoscia
glukozy, wzbogaconej w 10% ptodowa surowice wotowa oraz antybiotyk selekcyjny
G418 o stezeniu 500 pg/ml, ktéry pomijano w przypadku hodowli komorek

nietransfekowanych.

6.1.2 Pasaze komorek

Po osiagnieciu przez komorki okoto 90% konfluencji, usuwano pozywke znad hodowli
po czym przeptukiwano ja ogrzanym do temperatury pokojowej roztworem soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS, 154 mM NacCl, 5,6 mM Na;HPOs, 1 mM
KH2POs). Po usunigciu PBS-u, do naczyn dodawano 2 ml mieszaniny 0,25% trypsyny
1 0,02% kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) i inkubowano je okoto 2 minuty.
W tym czasie enzym hydrolizuje biatka umozliwiajace interakcje komoérek migdzy soba,
jak i z podtozem hodowlanym. Natomiast EDTA chelatuje jony Ca?", ktére s3 niezbedne
w adhezji komorek z wykorzystaniem kadheryn. W rezultacie tej inkubacji, komorki
odrywaja si¢ od podloza iilos¢ potaczen komorka-komorka drastycznie spada. Po
zablokowaniu i rozcienczeniu trypsyny poprzez dodanie 10 ml pelnego medium
| przepipetowaniu catosci, mieszaning przenoszono do probowek typu falcon i wirowano

przez 5 minut z predkoscig 180 x g. Nadsacz dekantowano, a pozostaty osad komérkowy
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zawieszano w $wiezej pozywce. 1/10 tej zawiesiny przenoszono do nowego naczynia,

w ktorym kontynuowano hodowle komorek.

6.1.3 Przygotowanie hodowli komodrkowych do badan funkcjonalnych

Po osiagnieciu przez komorki okoto 90% konfluencji, usuwano pozywke znad hodowli
po czym komorki inkubowano przez 2 godziny w pozywce DMEM, bez dodatku
surowicy. Po tym czasie, ponownie usuwano medium hodowlane, a komorki po
przeptukaniu roztworem PBS, zawieszano w 0,02% roztworze EDTA w PBS. Po
wirowaniu przez 5 minut z predkoscig 180 x g, nadsgcz dekantowano, a komorki

zawieszano w 1 ml buforu HBSS.

6.1.4 Przygotowanie hodowli komoérkowych do badania powinowactwa metoda liganda
znakowanego izotopowo

W celu przygotowania membran przeznaczonych do badania powinowactwa in vitro
metoda liganda znakowanego izotopowo, komorki wysiewano na butelkach
0 powierzchni 150 cm? i hodowano do momentu osiagnigcia 90% konfluencji. Nastepnie
przemywano je buforem PBS po czym zawieszano w PBS z dodatkiem 0,1 mM EDTA
i 1 mM ditiotreitolu (DTT). Zawiesing wirowano z predkoscig 200 x g przez 5 minut, po
czym nadsgcz dekantowano, a osady komoérkowe zamrazano i przechowywano
w temperaturze -80°C do czasu etapu homogenizacji.

Zamrozone osady komorek HEK293 ze stabilng ekspresja receptora 5-HT1a oOraz 5-HT7,
homogenizowano przez 15 s (Ultra Turrax tissue) w buforze Tris-HCI (50 mM pH 7,7)
Z dodatkiem 0,1 mM EDTA, a nastgpnie dwukrotnie wirowano przez 20 min w 4°C
(35000 x g). Pomigdzy wirowaniami osady inkubowano przez 15 min w 37°C.
Odwirowany material zawieszano w suplementowanym buforze Tris-HCI. Probki
0 zawartosci 1 ml zamrazano iprzechowywano w -80°C do momentu uzycia
w eksperymencie. Stezenie biatka w probowkach okreslono metoda Bradforda (opis
w punkcie 6.2.2).

6.2 Ocena eckspresji receptorow 5-HTia 1 5-HT7g W komorkach linii
HEK293

Przed przystapieniem do badan in vitro posiadane linie komorkowe, poddano walidacji

pod katem oceny skutecznos$ci ekspresji receptorOw na poziomie mRNA 1 biatka.
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6.2.1 Ocena ekspresji mRNA metodg RT-PCR
Izolacja RNA

Komoérki wysiano na szalki hodowlane o powierzchni $rednicy 3,5 cm w ilosci 3 x 10,
a nastepnie hodowano w warunkach selekcyjnych do uzyskania okoto 90% konfluencji.
Po przeptukaniu komoérek buforem PBS, zawieszano je w 300 pl odczynnika do izolacji
RNA (Trizol). Po pi¢ciominutowej inkubacji, do lizatdw komoérkowych dodano 60 pl
chloroformu, po czym cato$¢ wytrzasano i wirowano przez 15 minut z pr¢dkoscig 12 000
x g. Nastepnie gorna, wodng faze, przenoszono do nowych probéwek i wytragcano RNA
poprzez dodanie izopropanolu w stosunku objg¢toSciowym 1:1 i dziesigciominutowa
inkubacj¢. Mieszaning wirowano przez 10 minut z predkoscig 12 000 x g, a nadsacz
odrzucono. Powstaty w ten sposob bezbarwny osad RNA ptukano w 75% etanolu poprzez
wirowanie przez 5 minut z predkoscig 7500 x g. Po ponownym odrzuceniu nadsaczu,
RNA znajdujace si¢ w peletce wysuszono, a nastepnie zawieszono w wodzie wolnej od
RNA. Po rozpuszczeniu osadu, zmierzono absorbancje probki przy A =260 nm i A = 280
nm. Korzystajac z faktu, ze absorbancja RNA o st¢zeniu 40 mg/ml wynosi 1, obliczono
stezenie wyizolowanych probek RNA. Stosunek A260 nm/A280 nm wynoszacy okoto
1,7 $wiadczyt o wystarczajacej czystosci otrzymanego RNA.

Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT)

Reakcje syntezy cDNA na matrycy RNA przeprowadzono z wykorzystaniem starterow
oligo dT. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito 1ug RNA wyizolowanego z hodowli
otrzymanych klonow komorek, 0,5ul oligo dT, 1ul dNTP, 2ul 10 x stezonego buforu RT
oraz 1 pl odwrotnej transkryptazy. Cato$¢ dopetniano woda do objetosci 20 pl. Reakcje
prowadzono przez 1 godzing w 37°C po czym zdegradowano pozostale RNA
I inaktywowano enzym poprzez inkubacje¢ probek w 72°C przez 5 minut.

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje powielania fragmentéw CDNA receptoréw 5-HTia i 5-HT7s prowadzono
W obecnosci specyficznych starterow przy uzyciu zestawu Taq PCR Master Mix Kit
(Qiagen). Jako matryce¢ uzyto 20 ng otrzymanego uprzednio cDNA, a w sktad mieszaniny
reakcyjnej wchodzito ponadto 1 pul 10 x stezonego buforu reakcyjnego, 1 ul polimerazy
Taq oraz 5 uM kazdego ze starterow. Calos¢ dopelniono wodg do objetosci 10 ul
I umieszczano w termocyklerze. Warunki reakcji przedstawiono w tabeli 25. A powstate
w jej wyniku produkty rozdzielono na 1,2% zelu agarozowym. Jako kontrolg

przeprowadzono reakcje PCR wykrywajacg cDNA dla czynnika transkrypcyjnego EF-2.
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Tabela 25. Sekwencje starterow oraz warunki reakcji PCR amplifikujacej cDNA receptorow 5-HTia
i 5-HT-g oraz dla czynnika elongacyjnego EF-2.

5-HT;s Forward5’- 95°C 30s, 56°C 30s, 72°C 455 — 138 pz
TCTCTATGGGCGCATATTCC-3> 30 cykli
Reverse 5°-
CCCGACTCTCCATTCACACT-3’
5-HT7,s Forward 5’- 95°C 30s, 56°C 30s, 72°C 45s — 123 pz
TCAGCCAGGACTTTGGCTAT-3" 30 cykli
Reverse 5°-
TGTGTTTGGCAGCACTCTTC-3’
EF-2  Forward 5’- 95°C 30s, 60°C 50s, 72°C 30s — 218 pz
GACATCACCAAGGGTCAG-3> 35 cykli
Reverse 5°-
GCGGTCAGCACAATGGCATA-
e

Rozdzial elektroforetyczny w zelu agarozowym

1,5 g agarozy podgrzano w 100 ml buforu TBE (89 mM Tris/kwas borowy pH 8,3; 2 mM
EDTA) do catkowitego jej rozpuszczenia, a po ostudzeniu dodano bromek etydyny, tak
aby jego koncowe stezenie wynosito 0,1%. Przygotowany w ten sposob roztwor
wylewano do specjalnej formy i zostawiano do zastygnigcia. Nastepnie, zel umieszczano
w komorze wypelnionej buforem TBE, po czym naktadano do studzienek standard DNA
oraz produkty reakcji PCR wymieszane z buforem obcigzajacym (10 mM Tris pH 7,6;
0,15% Orange G; 0,03% Cyjanol ksylenu; 60% glicerol; 60 mM EDTA) w stosunku 1:6.
Rozdziat prowadzono przy statym napigciu 90 V. Czas rozdziatu uzalezniony byt od
wielkos$ci analizowanych fragmentéw DNA. Do wizualizacji prazkéw wykorzystano

system FujiLas-4000.

6.2.2 Ocena ekspresji biatka metodg Western Blot

Izolacja bialek z linii komorkowych

Komorki przeznaczone do pomiaroéw ilosci biatka, po osiagnieciu okoto 90% konfluencji
przemyto dwukrotnie PBS-em, a nastgpnic zawieszano w buforze lizujacym
zawierajacym 150 mM NaCl, 1.0% NP-40, 0,5% deoksycholan sodu, 0,1% SDS, 50 mM
Tris, pH 8,0 oraz mieszaning inhibitoréw proteaz. Lizaty komoérkowe wirowano przy
10 000 x g w 4°C przez 15 minut po czym nadsacze przenoszono do $wiezych probowek
I poddawano dalszej analizie.

Pomiar stezenia biatka metodg kolorymetryczng
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Oznaczenie st¢zenia bialka wykonano metoda kolorymetryczng Bradforda.
W eksperymencie wykorzystano zestaw Coomasie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo
Scientific). Podczas oddziatywania biatka z barwnikiem Coomassie nastepuje
natychmiastowe przesuni¢cie maksimum absorpcji z 465 nm do 595nm, co wigze si¢
z jednoczesng zmiang koloru z brazowego na niebieski. W oznaczeniach wykorzystano
protokot podany przez producenta. Po zmieszaniu 150 pl odezynnika ze 150 pl badanej
probki catos¢ krotko wytrzasano, po czym inkubowano przez 10 min w temperaturze
pokojowej 1 zmierzono absorbancj¢ przy diugosci fali 595nm na spektrofotometrze
ptytkowym Multiscan Spectrum. St¢zenie biatka obliczono w odniesieniu do absorbancji
otrzymanych dla krzywej standardowej albuminy wotowej (BSA) (Tabela 26).

Tabela 26. Przygotowanie krzywej kalibracyjnej (BSA). Wyjsciowe stezenie roztworu albuminy wynosito
2 mg/ml.

Schemat rozcienczen dla zakresu 1-25 pg/ml

Probka

Woda BSA Koncowe stezenie BSA
A 2370 pl 30 ul stoku 25 pg/ml
B 4950 pl 50 pl stoku 20 pg/ml
C 3970 ul 30 pl stoku 15 pg/ml
D 2500 pl 2500 pl roztworu B 10 pg/ml
E 2000 pl 2000 pl roztworu D 5 pg/ml
F 1500 pl 1500 pl roztworu E 2,5 png/ml
G 5000 pl 0 pg/ml
T Schemat roscicicsed dla zakresu 1002000 gl
Probka Woda BSA Koncowe stezenie BSA
A 0 ul 300 pl stoku 2000 pg/ml
B 125 ul 375 ul stoku 1500 pg/ml
C 325 ul 325 ul stoku 1000 pg/ml
D 175 pul 175 pl roztworu B 750 pg/ml
E 325 ul 325 pl roztworu C 500 pg/ml
F 325 ul 325 pl roztworu E 250 pg/ml
G 325 pl 325 pl roztworu F 125 pg/ml
H 400 pl 100 pl roztworu G 25 ng/ml
| 400 pl 0 pl 0 pg/ml

Przygotowywanie zeli poliakrylamidowych

Do rozdziatu i detekcji bialek receptorow 5-HTia i 5-HT7s o masie okoto 50 kDa
stosowano 10% zel rozdzielajacy oraz 4% zel zaggszczajacy, ktorych sklad

przedstawiono w tabeli 27.
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Tabela 27. Sktad Zeli zastosowanych w eksperymentach.

Skladnik 10% zel rozdzielajacy 4% 17el zageszczajacy
Woda 4,845 ml 3,17 ml

Tris-HCI 2,5ml 1,5M, pH 8,8 1,25 ml 0,5M, pH 6,8
10% SDS 100 pl 50 pl

40% akrylamid 2,5ml 0,5 ml

10% APS 50 pl 25 pl

TEMED 5ul 5ul

Przygotowanie probek do rozdziatu elektroforetycznego

Biatko wyizolowane z hodowli komorkowych (10, 20 i 40 pg w przypadku
transfekowanych linii komérkowych Iub 40 pg w przypadku natywnej linit HEK293)
mieszano w stosunku 1:6 z buforem obcigzajacym (0,1 M Tris-HCL, 4% SDS, 0,01%
glicerol, 0,001% biekit bromofenolowy, pH 6.8) oraz 1:20 z 2M ditiotreitolem. Probki
dopetniano do 20 pl buforem lizujacym. Biatko zawarte w probkach denaturowano przez
5 minut w 95°C, a nastepnie krotko wirowano i nakladano do studzienek zelu
poliakrylamidowego.

Rozdzial elektroforetyczny

Spolimeryzowane zele mocowano w kasecie, a nastepnie umieszczano w komorze
wypetnionej buforem elektrodowym zawierajagcym 250 mM Tris, 192 mM glicyng¢ oraz
0,1% SDS, pH 8,6. Uprzednio przygotowane probki biatek wprowadzano do studzienek
w zelu zageszczajacym. Elektroforez¢ prowadzono przy napigciu 100 V, az do
osiggnigcia przez probki poziomu zelu rozdzielajacego, po czym rozdziat kontynuowano
przy napigciu 160 V do momentu, w ktorym barwnik osiggnat koniec tego polimeru.

Transfer biatek na membrane nitrocelulozowg

Transfer rozdzielonych elektroforetycznie biatek z Zelu na membrane nitrocelulozowa
przeprowadzano w buforze zawierajgcym 250 mM Tris, 192 mM glicyne, pH 8,6 oraz
5% metanol. Aby zapobiec przegrzewaniu si¢ zelu, procedure prowadzono w lodzie przy
statym napigciu 100 V przez 1 godzing.

Immunodetekcja

Membrane nitrocelulozowg przeptukano w roztworze soli fizjologicznej buforowane;j
trisem (TBST, 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,05% Tween 20, pH 7,5) po czym blokowano
wytrzasajac w 3% roztworze albuminy w TBST przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Nastepnie membrany inkubowano przez noc w 4°C w 1% roztworze

albuminy w TBST zawierajacym przeciwciata pierwszorzedowe, skierowane przeciwko
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5-HT1a lub 5-HT7g, rozcieniczone 1:1000. Inkubacje membran w 1% roztworze alouminy
w TBST zawierajagcym przeciwciata drugorzedowe w rozcienczeniu 1:10 000, sprzezone
z peroksydaza chrzanowa, prowadzono przez 1 godzing z wytrzgsaniem, w temperaturze
pokojowej. Po kazdym z etapow inkubacji z przeciwciatami, membrany ptukano
trzykrotnie w roztworze TBST przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Prazki
biatkowe wizualizowano poprzez inkubacj¢ z substratem dla peroksydazy chrzanowej
przez 1 minut¢ a nastepnie przeprowadzono detekcje luminescencji w urzadzeniu Fuji
Film LAS-4000. Jako kontrole procedury, wykorzystano reakcje z przeciwciatami
wykrywajagcymi f-aktyne. W tym celu, po immunodetekcji bialek receptorowych,
membrany plukano w roztworze TBST przez 10 minut, a nast¢gpnie inkubowano
w temperaturze pokojowej przez kolejne 30 minut w roztworze Restore Western Blot
Stripping Buffer. Dzigki temu, zwigzane przeciwciata oddysocjowywaly i nastepowato
wygaszenie sygnatu chemiluminescencyjnego. Po kilku kolejnych plukaniach membran
w TBST, blokowano je ponownie w 3% roztworze albuminy w TBST w 4°C przez noc.
Nastgpnie, membrany inkubowano przez 2 godziny w 1% roztworze albuminy w TBST
zawierajacym przeciwciata pierwszorzedowe, skierowane przeciwko [-aktynie,
rozcienczone 1:10 000. Inkubacje¢ membran w 1% roztworze albuminy w TBST,
zawierajgcym przeciwciala drugorzedowe w rozcienczeniu 1:25 000 prowadzono przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Ptukania pomig¢dzy inkubacjami, jak i wizualizacje

reakcji przeprowadzono tak, jak opisano powyzej.

6.3 Analiza zywotnos$ci komorek

6.3.1 Test $miertelnosci komorek wykorzystujacy dehydrogenaze mleczanowg (LDH)

W celu oceny potencjalnego wptywu ZnClz na $miertelno$¢ komorek, zastosowana
zostata metoda kolorymetryczna. Uszkodzenie integralnosci blony komorkowej (Smier¢
komorki) powoduje uwolnienie LDH do otoczenia. 1l0§¢ zewnatrzkomérkowego LDH
mozna okresli¢ wykorzystujac sprzezony uktad reakcji enzymatycznych, w ktorych LDH
katalizuje konwersje mleczanu do pirogronianu przez redukcje NAD* do NADH.
Nastepnie diaforaza wykorzystuje NADH do redukcji soli tetrazolowej do czerwonego
formazanu, ktorego absorbancja moze by¢ mierzona przy diugosci fali 490 nm.
Wszystkie procedury przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta (Thermo
Scientific™ Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit, Waltham, Massachusetts, USA).

W skrocie, komorki rozsiano na ptaskodennej ptytce 96-dotkowej, poziom LDH
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uwalniany z uszkodzonych komoérek do pozywki hodowlanej zmierzono po uptywie 30
minut po ekspozycji na rézne stezenia ZnCl, w ptytkach 96-dotkowych (Rysunek 34).
Wolne od komorek nadsgcze hodowli zebrano z kazdej studzienki i inkubowano
Z odczynnikami w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Intensywnos$¢ koloru
czerwonego utworzonego w tym tescie, byta mierzona przy pomocy spektrofotometru
(Multiscan, Thermo Fisher Scientific). Dane normalizowano do aktywno$ci LDH
uwolnionego z komorek traktowanych buforem lizujacym (100%) 1 wyrazono jako

procent catkowitego sygnatu + SEM z trzech oddzielnych doswiadczen.

/ - pirogronian NAD s6l tetrazolowa
“’ :\ > | DH diaforeza
Q" > ’ mleczan NAD+ formazan

uszkodzona
komarka

Rysunek 34. Schemat dziatania testu LDH.

6.3.2 Test zywotno$ci komorek z wykorzystaniem soli tetrazolowej (MTT)

Redukcja soli tetrazolowej jest powszechnie akceptowang metodg do badania proliferacji
komorek. Zotty MTT jest redukowany przez dehydrogenazy metabolicznie aktywnych
komorek, tworzac NADH i NADPH. Ilos¢ powstajacego W wyniku reakcji purpurowego,
wewnatrzkomorkowego formazanu mierzy si¢ przy uzyciu spektrofotometru (Rysunek
35). W celu przeprowadzenia testu, komorki rozsiano na plaskodennej ptytce
96-dotkowej. Aby oceni¢ zywotno$¢ komorek po 30 minutowej ekspozycji na rézne
stezenia ZnCly, zastosowano zestaw Vybrant MTT Celi Proliferation Assay zgodnie
z protokotem producenta (Thermo Fisher Scientific). Pokrotce, MTT dodano do kazdego
dotka ptytki, tak aby jego koncowe stezenie wynosito 0,15 mg/ml i inkubowano przez
1 godzing w temperaturze 37°C. Powstaly w wyniku reakcji barwnik solubilizowano
w DMSO i mierzono jego absorbancje w spektrofotometrze przy dtugosci fali 570 nm
(Multiscan Thermo Fisher Scientific). Dane znormalizowano do absorbancji komodrek
kontrolnych (100%) i wyrazono jako procent kontroli + SEM ustanowionych z trzech

oddzielnych do§wiadczen.
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Rysunek 35. Schemat dziatania testu MTT.

6.4 Badania in vitro prowadzone z zastosowaniem ligandow znakowanych

radiozotopowo

Do oceny witasnosci allosterycznych cynku, zastosowano metody wigzania specyficznego
radioliganda prowadzone w stanie rownowagi wiazania kompleksu ligand-receptor tj.
eksperymenty saturacji, i kompetycji, oraz eksperymenty kinetyczne okreslajace
szybkos¢ asocjacji i dysocjacji radioliganda z kompleksu z receptorem .

Zmiany w wyznaczanych parametrach, tj. wartosci: Kp (stata powinowactwa
ortosterycznego zwiagzku do danego receptora), Bmax (maksymalna ilos¢ receptorow), Ki
(stata powinowactwa nieznakowanego liganda ortosterycznego wyznaczona
w eksperymencie kompetycji), oraz kob (Stata asocjacji) i Kofr (Stata dysocjacji) postuzyty
do oceny allosterycznej modulacji receptorow 5-HTia i 5-HT7 przez jony cynku.
Szczegotowe protokoty eksperymentow opieraja sie na opublikowanych metodach
opracowanych w Zaktadzie Chemii Lekow dla badan oddziatywan ligandéw w miejscu
ortosterycznym [225, 226]. Ponizej przedstawiono sktad buforow stosowanych

w eksperymentach (Tabela 28).

Tabela 28. Sktad buforow stosowanych w badaniach in vitro.

Receptor Sklad buforu \
50 mM Tris-HCI (pH 7,7),
0,1% kwas askorbinowy,

sl 10 uM MgCl,,

10 uM pargilina

50 mM Tris-HCI (pH 7,7),
5-HT, 4 mM MgCIz,

10 uM pargilina,
0,1% kwas askorbinowy
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6.4.1 Procedura oznaczenia warto$ci Kp I Bmax W eksperymentach saturacji
W badaniach zastosowano radioligandy znakowane trytem: [*H]8-OH-DPAT dla
receptorow 5-HTia oraz [®H]5-CT, [®H]SB-269970 i [*H]mesulerging dla receptorow
5-HT7.
Do wyznaczenia krzywej wigzania do receptorow serotoninowych 5-HTia 1 5-HT7
przygotowano 8 st¢zen odpowiednich radioligandow w suplementowanym buforze
Tris-HCI (pH 7,7):

e [*H]8-OH-DPAT w zakresie 0,1 — 14 nM

e [*H]5-CT w zakresie 0,1 — 7 nM

e [*H]SB-269970 w zakresie 0,1 — 16 nM

e [*H]mesulergina w zakresie 0,1 — 21 nM
Pomiary prowadzono w 96-dotkowych ptytkach plastikowych o pojemnosci 0,2 ml.
Oznaczenia wykonano w tryplikacie, dla kazdego radioliganda wykonano pomiar
wigzania niespecyficznego (NS) oraz pomiar wigzania catkowitego (TOTAL). Wszystkie
czynno$ci pipetowania wykonano przy uzyciu stacji pipetujacej JANUS Automated
Workstation — Expanded Platform (PerkinElmer) (Rysunek 36). Wyniki do$wiadczen

analizowano przy uzyciu programu GraphPad Prism 7.0.

Rysunek 36. Automatyczna stacja pipetujagca JANUS Automated Workstation — Expanded Platform
(PerkinElmer).

Aby wyznaczy¢ stalg dysocjacji Kp oraz gestos¢ receptorow Bmax 0znaczono specyficzne

wigzanie radioliganda do konkretnego typu receptorow serotoninowych. Poniewaz
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w zawiesinie blon komoérkowych moga znajdowa¢ si¢ inne struktury zdolne do
oddziatywania z radioligandem wazne jest okreS$lenie poziomu wigzania
niespecyficznego (NS). W tym celu do kazdego zastosowanego stezenia radioliganda
okre$lono wigzanie niespecyficzne zaréwno do receptoréw 5-HTia i 5-HT7 poprzez
dodanie 10 pM serotoniny. Catkowite wigzanie (TOTAL) okreslane jest jako ilo$¢
zwigzanego radioligandu bez obecnosci konkurencyjnego zwigzku. Poziom wigzania
specyficznego dla badanego receptora okresla rdznica pomi¢dzy wartosciami TOTAL
i NS.

W celu =zmierzenia rzeczywistego stezenia radioliganda w poszczegdlnych
doswiadczeniach 25 pl kazdego radioliganda odpipetowano do dotkéw ptytki, a nastepnie
zalano 35 pl ptynu scyntylacyjnego i zmierzono aktywno$¢ w liczniku MicroBeta TriLux.
Uzyskane wyniki wyrazone w ccpm (ang. corrected counts per minute), przeliczano wg

Wzoru:

Crl = 500V =3A

gdzie: Crl — rzeczywiste st¢zenie radioliganda w probce [nM], A — zmierzona aktywnos¢
probki [ccpm], V — koncowa objetos¢ badanej probki [ml], SA — aktywnosc¢ specyficzna
radioliganda [Ci/mM].

W celu wyznaczenia wigzania catkowitego (TOTAL) przygotowano probki zawierajace
25 ul buforu (sktad opisany w punkcie 6.4), a dla pomiaru wigzania niespecyficznego
(NS) probki zawierajace 25 pl 10 uM serotoniny.

Do kazdej pary probek TOTAL-NS dodano po 25 pl z kolejnych stezen odpowiedniego
radioliganda, a na koncu do wszystkich probek dodano po 150 ul zawiesiny komorek,
ktora uprzednio przygotowano z zamrozonej porcji (punkt 6.1.4), przez homogenizacjg
w 35 ml odpowiednio suplementowanego buforu Tris-HCI (Tabela 28). Probki
inkubowano do momentu osiggnigcia stanu rownowagi (w przypadku receptorow 5-HT1a
inkubacja przez 60 min w temperaturze pokojowej, w przypadku receptorow 5-HTz
inkubacja przez 60 min w 37°C). Po tym czasie, w celu oddzielenia niezwigzanego
radioliganda od puli zwigzanej z receptorem, probki przesaczano przez ptytki UniFilter
zwierajace filtry z widkna szklanego GF/B w przypadku receptora 5-HT7 oraz GF/C
w przypadku receptora 5-HTia przy pomocy urzadzenia Unifilter Harvester. Po
kilkukrotnym przemyciu osadu zimnym (4°C) buforem Tris-HCI filtry pozostawiono

W temperaturze pokojowej na 12 godzin w celu wysuszenia. Nastepnie dno plytki
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zabezpieczano folia Tape Multiscreen® Harvester Clear, a po dodaniu 35 pl ptynu
scyntylacyjnego Ultima Gold (PerkinElmer) do kazdego z dotkow, gore zaklejono tasma
Clear Seal (Thermo Scientific) za pomoca zgrzewarki ALPS™ 50 V. Ostatecznie poziom
radioaktywnos$ci pozostatej na filtrach mierzono w liczniku MicroBeta TriLux.

Otrzymane wyniki analizowano przy uzyciu programu GraphPad Prism 7.0. Wartosci Kp
I Bmax obliczono w oparciu o rownanie hiperboli, ktérym opisano krzywa wigzania

ligand-receptor dla modelu pojedynczego miejsca wigzacego:

pM ] _ Bmax * CRL
"~ Kd + CRL

mg biatka
gdzie: Bmax — maksymalna aktywno$¢ probki [ccpm]; CRL — rzeczywiste stezenie
radioliganda w probce [nM]; Kp — stata dysocjacji radioliganda [nM].

Wartosci Bmax wyrazone w ccpm przeliczono na [pM/mg biatka] przy pomocy rownania:
[ pM ] B Bmax [ccpm]
mg biatkal = 2220 * SA * mbiatka [mg]

Bmax

gdzie: SA — aktywno$¢ specyficzna radioliganda [Ci/mM]; mbiatka — ilo$¢ biatka

W probce [mg].

W analogiczny sposéb wyznaczono parametry Kp i Bmax W obecnosci jonow Zn?*

w zakresie stezen 0,01 —5 mM.

6.4.2 Badanie wplywu wybranych jonow metali na wigzanie specyficznego
radioliganda

Eksperymenty wptywu jonéw: K*, Na*, Ca?*, Mg?*, Zn?', na wigzanie specyficznych
radioligandow z receptorami 5-HT1a 1 5-HT7 przeprowadzono na ptytkach 96-dotkowych
przy uzyciu stacji pipetujacej JANUS Automated Workstation — Expanded Platform
(PerkinElmer). Stosujac state st¢zenie radioliganda (rowne wyznaczonej wartosci Kp),
wyznaczono wigzanie catkowite (TOTAL). W tym celu przygotowano mieszaning 25 pl
radioligandu, 25 pl jonow (500 uM i 5 mM) oraz 150 pl zawiesiny komoérek. Dla pomiaru
wigzania niespecyficznego (NS) przygotowano probki zawierajace, zamiast jonow, 25 pl
10 uM serotoniny dla obu receptorow 5-HT1a i 5-HT7. Analogicznie do poprzednich

eksperymentéw, po osiggnigeciu stanu réwnowagi przez uktad, reakcje wigzania
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zakonczono poprzez przesaczenie przez odpowiednie filtry, a po wysuszeniu i dodaniu

ptynu scyntylacyjnego zmierzono poziom aktywnos$ci W liczniku scyntylacyjnym.

6.4.3 Badanie wspolzawodnictwa o miejsce wigzania pomiedzy ligandem
ortosterycznym a specyficznym radioligandem (testy kompetycji)
Aby wyznaczy¢ parametr Ki, czyli stala wigzania dla liganda ortosterycznego,
przeprowadzono testy kompetycji opierajace si¢ na wspotzawodnictwie ligandow
ortosterycznego i specyficznego radioligandea 0 miejsce wigzania w badanym
receptorze. Pomiary prowadzono w 96-dotkowych ptytkach. Kazde oznaczenie
wykonano w tryplikacie. Przy uzyciu stacji pipetujacej JANUS Automated Workstation
— Expanded Platform (PerkinElmer). w dotkach ptytki umieszczono kolejno: 25 ul
roztworu radioliganda w st¢zeniu ~ Kp (Tabela 29), 25 ul liganda ortosterycznego

(Tabela 30) w o$miu roznych stgzeniach oraz 150 ul zawiesiny komorek.

Tabela 29. Wartosci Kp dla stosowanych w badaniach radioligandow.

Receptor Ko [nM] Radioligand

5-HTia 2,5 [*H]8-OH-DPAT
0,8 [*H]5-CT

5-HT; 3,0 [*H]SB-269970
9,6 [H]mesulergina

Kolejne kroki byly analogiczne z opisanymi dla eksperymentow saturacji (punkt 6.4.1).
Po 60 min inkubacji reakcj¢ wigzania zakonczono poprzez przesaczenie catosci
mieszaniny przez odpowiednie filtry, a po wysuszeniu i dodaniu ptynu scyntylacyjnego

zmierzono aktywnos$¢ w liczniku.

Tabela 30. Ligandy ortosteryczne receptoréw 5-HT1a i 5-HT7 badane w eksperymentach in vitro.

Ligand ortosteryczny Aktywnos¢ wewnetrzna

Dla receptoréw 5-HT1a Serotonina agonista
(R)-(+)-8-Hydroxy-DPAT agonista
5-CT agonista

Dla receptoréw 5-HT- Klozapina antagonista
SB-269970 antagonista

W opisany powyzej sposob przeprowadzono takze badanie wspotzawodnictwa o miejsce
wigzania pomig¢dzy ligandami ortosterycznymi, a specyficznymi radioligandami

W obecnosci jondw cynku, ktore uzyto w dwoch stezeniach: 10 i 500 uM.
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6.4.4 Testy kinetycznych dysocjacji wigzania radioligand-receptor

Testy kinetyczne prowadzono stosujac te same warunki, jakie opisano dla
eksperymentow kompetycji (6.4.3) do momentu osiggni¢cia przez uklad stanu
rownowagi. Dla wyznaczenia wigzania calkowitego (TOTAL), na ptytkach
96-dotkowych przygotowano mieszaning 25 pl radioliganda (w st¢zeniu ~ Kp, Tabela
29), 150 pul zawiesiny komorek oraz 25 pl czystego buforu (Tabela 28). Niespecyficzne
wigzanie (NS) okreslono stosujagc mieszaning o takim samym skladzie zawierajaca
zamiast 25 ul czystego buforu, 25 ul serotoniny w stezeniu 10 uM. Po osiggni¢ciu stanu
rownowagi, zarowno do dotkow zawierajacych probki TOTAL jak i NS, dodawano
10 uM serotoniny w celu wyparcia radioliganda. Reakcj¢ prowadzono w réwnych
odstgpach czasowych od 0 do 60 min, konczac ja szybka filtracja. Radioaktywnosc¢
pozostatego na filtrach osadu zmierzono w liczniku scyntylacyjnym.

W analogiczny sposéb przeprowadzono testy kinetyczne dysocjacji w obecnosci dwoch
stezen (101500 uM) jondow cynku dla receptoréw 5-HT1a, oraz w stezeniu 500 uM cynku
dla receptoréw 5-HT7.

6.4.5 Testy kinetyczne asocjacji radioliganda z receptorem

Testy prowadzono tylko do receptorow 5-HTia wyznaczajac czas potrzebny do
osiggnigcia  stanu  rownowagi  procesu tworzenia kompleksu  radioliganda
([®H]8-OH-DPAT) z receptorem 5-HT1a. W plytkach 96-dotkowych prébki dla oznaczen
warto$ci TOTAL zawieraty 25 pl radioliganda, 25 pl buforu oraz 150 pl tkanki, natomiast
dla oznaczen NS: 25 ul radioliganda (2,5 nM), 25 ul serotoniny 10 uM oraz 150 pl
zawiesiny komorkowej. Dodajac radioligand w rownych odstepach czasu od 0 do 60
minut, wyznaczono stalg asocjacji dla wigzania specyficznego, wyliczonego po odjeciu
warto$ci wigzania NS od wartosci TOTAL.

Analogicznie zbadano czas asocjacji radioliganda [*H]8-OH-DPAT do receptoréw

5-HT1a W obecnosci jonéw cynku w dwoch stezeniach 10 uM Iub 500 uM .

6.5 Badanie wptywu cynku na efekty stymulacji receptorow

Catkowity poziom cAMP mierzono stosujac zestaw LANCE Ultra cAMP Detection Kit
(PerkinElmer), zgodnie z instrukcja podang przez producenta. Zasada dziatania testu
(przedstawiona na rysunku 37) opiera si¢ na kompetycji pomig¢dzy chelatem europu (Eu)
zwigzanym z cAMP, a specyficznym wobec cAMP przeciwcialem monoklonalnym

znakowanym ULight™ (ULight-mAb). Kiedy przeciwciala sa zwiazane do Eu-cAMP
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impuls $wietlny przy dtugosci fali 320 lub 340 nm pobudza czasteczke chelatu Eu
w znaczniku. Energia emitowana przez wzbudzony chelat Eu jest przenoszona przez
zjawisko FRET na przeciwciata do czasteczek ULight™ , ktore z kolei emituja $wiatto
przy 665 nm. Pozostala energia z chelatu Eu wytwarza §wiatlo przy dtugosci 615 nm.
W przypadku braku wytworzonego przez komoérki cAMP osigga si¢ maksymalny sygnat
FRET (Rysunek 37, lewy panel). Wolny cCAMP wytwarzany przez stymulowane komorki
konkuruje ze znacznikiem Eu-cAMP w celu wigzania si¢ z ULight-mAb, powodujac

spadek sygnatu FRET (Rysunek 37, prawy panel).

Przy braku wolnego cAMP Przy obecnosci wolnego cAMP

Wzbudzenie
Emisja FRET 320 lub 340 nm 2)
665 nm
Wzbudzenie ?f\,’ ( : >
320 lub 340 nm

Emisja fluorescencji
Emisja fluorescencji 5) Wolny cAMP
615 nm

Rysunek 37. Zasada dziatania testu LANCE Ultra cAMP (PerkinElmer).

Eksperymenty prowadzono w 384-dotkowej nieprzezroczystej biatej ptytce
mikrotitracyjnej. W kazdym dotku umieszczano 5 pl komoérek (co odpowiadato liczbie
200 i 1000 komoérek odpowiednio dla receptoréw 5-HT1a i 5-HT7), ktore inkubowano ze
zwigzkiem/zwigzkami (5 pl) przez 30 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie w celu
zatrzymania reakcji i wywotania lizy komorek, dodawano 10 pl roztworu roboczego (5 pl
Eu-cAMP i 5 pl ULight anty-CAMP), po czym plytke inkubowano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Rezonansowe przeniesienie energii wzbudzenia fluorescencji
(FRET) mierzono w czytniku M 1000 Pro (Tecan) stosujgc ustawienia zgodne z instrukcja
LANCE Ultra cAMP Detection Kkit.

6.5.1 Testy aktywnosci wewngtrznej agonisty do receptora 5S-HT1a

Wtasciwosci funkcjonalne agonisty (R)-(+)-8-OH-DPAT oraz jonéw cynku, badano
poprzez zdolno$¢ do hamowania produkcji cAMP w stymulowanych forskoling (1 uM)
komorkach linii HEK293 z ekspresja receptorow 5-HT1a. Agoniste (R)-(+)-8-OH-DPAT
testowano w 8 stezeniach w zakresie 10" — 10* M, a jony cynku w dwoéch stezeniach:

1 uM i 10 uM. Procedure przygotowania komorek opisano w rozdziale 6.1.3.
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6.5.2 Testy aktywnosci wewngtrznej ligandow receptoréw 5-HT7

Wtasciwosci funkcjonalne badanych zwigzkow oceniano: w przypadku agonisty 5-CT
poprzez wpltyw na zdolno$¢ do zwigkszania produkcji cAMP, natomiast dla antagonistow
SB-269970 i mesulerginy mierzono stopien hamowania produkcji CAMP wywotanej
przez 10 nM 5-CT (tj. w stezeniu ~ ECg0) w komorkach linii HEK293 z nad-ekspresja
receptorow 5-HT7. Kazdy zwiazek testowano w 8 stezeniach zakresie 107 — 104 M.
Wptyw jony cynku na efekty stymulacji i blokady receptoréw 5-HT7 badano w stezeniu

10 uM. Procedurg przygotowania komorek opisano w rozdziale 6.1.3.

6.6 Analiza danych

Wszystkie wyniki zostaty uzyskane z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow.
Dane eksperymentalne analizowano za pomocg programu GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com), a wyniki
przedstawiono jako warto$ci srednie + odchylenie standardowe (SD).

Dane z eksperymentéw saturacji (Kp), kompetycji (Ki) oraz kinetyki (Kob/Koff)
dopasowywano do modelu jednego lub dwoch miejsc wigzacych, a wyboru dokonano
w oparciu o test F sumy kwadratow (ang. extra sum-of-squares F test).

Dla danych otrzymanych w doswiadczeniach saturacji, kompetycji i asocjacji lepsze
dopasowane uzyskano do modelu jednego miejsca wigzacego, natomiast wyniki testow
dysocjacji [3H]-8-OH-DPAT do modelu dwdch miejsc. Krzywe saturacyjne wykreslono
stosujac rownanie hiperboli podane w rozdziale (6.4.1).

Dane uzyskane z eksperymentow saturacyjnych analizowano zgodnie z rownaniem

uwzgledniajacym interakcje allosteryczne:

Réwnanie 23

pKapp = —log([B] + 10'°8Ke) + log(a[B] + 10'°8%8) — logd

gdzie: pKapp to ujemny logarytm obserwowane;j stalej rownowagi dysocjacji radioliganda
A w obecnos¢ modulatora B (ZnCl); Ka — stata rownowagi dysocjacji radioliganda ; Kg
— state rownowagi dysocjacji modulatora allosterycznego; logD — stala reprezentujgca
logarytm ilorazu Ka i a; a — wspotczynnik kooperatywnosci (wielko$¢ zmiany statej
rownowagi dysocjacji dla liganda do jego miejsca ortosterycznego spowodowana przez
modulator). Wartosci a mniejsza niz 1, ale wigksze niz zero, oznacza ujemnag
kooperatywnos¢, natomiast wartosci wigksze niz 1 oznaczaja pozytywnag
kooperatywno$¢. Wartosci nieznacznie roznigce si¢ od 1 wskazujg kooperatywnosé

neutralng.
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W testach kompetycji wobec znakowanego izotopowo liganda, stata powinowactwa (Ki)
byla obliczana za pomocg rownania Chenga-Prusoffa [40]:

Rownanie 6
IC5p
Ki ==

gdzie: ICsp jest stgzeniem zwigzku produkujacego 50% inhibicje wigzania radioliganda,
[A] jest stezeniem uzytego radioligandu, a Kp to statg rownowagi dysocjacji, ktora zostata

wyznaczona eksperymencie saturacji.

Wykres krzywej typu ,,bell-shape” otrzymano poprzez dopasowanie danych do modelu

[56] w oparciu o rownanie:

[A] [B] Rownanie 20
op = K 1+ ?(?
AT [AL(, , afB] 8] . 18] . B[B]
Ka (1 + KBZ) +[1+ Kg1 + Kz, 1+ KBl)

w ktorym: pa oznacza frakcj¢ zwigzanego receptora przez ortosteryczny ligand; [A] i [B]
sg stezeniami liganda ortosterycznego oraz modulatora; Ka, Kgi | Kg2 to stale
rownowagowe dysocjacji, liczby 1 oraz 2 oznaczaja odpowiednio wigzanie liganda B do
miejsca ortosterycznego 1 allosterycznego; wspotczynnik kooperatywnosci o opisuje

wzajemne oddziatywanie B 1 A; B okresla interakcje miedzy dwoma ligandami B.

Dane z eksperymentow kinetyki dysocjacji bylty dopasowane do modeli rozpadu jednej

lub dwoch faz opisanych roéwnaniami 24 i 25:

Réwnanie 24
Bt = BO . e_koffobs't

Réwnanie 25
Bt = BOfast ' e_kOffObeaSt.t + BOSIOW . e_koffobSSIOW't

gdzie: Bt oznacza poziom radioaktywnosci zmierzony w czasie t, Bo to poziom
radioaktywnosci przed dodaniem modulatora, Koffobs to obserwowana stata szybkosci
dysocjacji w obecnosci modulatora, Bofast | Boslow 0znaczaja obliczone poziomy
radioaktywnos$ci bez modulatora dla dwoch faz dysocjacji: szybkiej i wolnej; Koffobsfast
I Koffobsslow to obserwowane w obecno$ci modulatora state szybkosci dysocjacji dla fazy
szybkiej i wolnej. Kiedy modulator jest nicobecny state Koffons, Koffobsfast | Koffobsslow S8

odpowiednio oznaczone jako: Koff, Kofffast 1 Koffsiow.

Dane z eksperymentow asocjacji analizowano za pomocg réwnania:

Strona 111 z 127



Réwnanie 26

Y= Yyax (1 — e_kObt)

Obserwowana stala asocjacji, kob jest miarg szybkosci z jaka reakcja osigga stan
rownowagi, Y oznacza poziom radioaktywno$ci w czasie t, Ymax 0 warto$é

maksymalnego sygnatu po osiggnieciu plato.

Stata rownowagi dysocjacji antagonisty (Kp) w testach funkcjonalnych, byta obliczana

z wariantu rownania Chenga-Prusoffa [227]:

Roéwnanie 27

ICsg

A

Kb=

w ktorym: A — stezenie agonisty uzytego do wywotania odpowiedzi funkcjonalnej, 1Cso
— stezenie antagonisty hamujace o 50% odpowiedz receptorows, ECso — st¢zenie agonisty

wywolujace potowe maksymalnej odpowiedzi receptorowe;.

Istotnos¢ statystyczna pomiedzy roznicami wartosci $rednich zostata oceniona za pomocag

testu t-Studenta. Statystyczny poziom istotno$ci ustalono na p < 0,05.
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