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TYTUL ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Allosteryczna modulacja receptorow serotoninowych 5-HTia i 5-HT7 przez jony cynku.

STRESZCZENIE

Allosteria to proces regulacji wielu protein. Mimo, ze od kilkunastu lat intensywnie badana
jest w grupie receptorOw zwigzanych z biatkami G, to znane przyklady allosterycznej
modulacji w rodzinie metabotropowych receptorow serotoninowych obejmuja tylko cztery
przyktady. Jednym z nich jest, wykryty w badaniach in vitro, hamujacy wptyw jondéw cynku
na powinowactwo selektywnych ligandow: antagonisty ([*H]JWAY-100635) i agonisty
([3H]8-OH-DPAT) do receptoréow 5-HT1a. Zostat on zdefiniowany jako negatywna modulacja
allosteryczna w odniesieniu do obu ligandéw, jednak, niejednoznaczne wyniki, na ktorych
oparto ocene efektow cynku wobec [*H]8-OH-DPAT-u, mogly rodzi¢ watpliwosci, ze
przypisanie tego mechanizmu dzialania w odniesieniu do agonisty jest przedwczesne.
Szczegoblnie, ze w $wietle badan prowadzonych w IF PAN, przeciwdepresyjne dziatanie
jondéw cynku obserwowane w behawioralnych modelach depresji, jest odwracane po podaniu
antagonisty WAY-100635, co sugeruje odwrotny kierunek wptywu.

Zatem, pierwsza cz¢$¢ badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej zostata po§wiecona
wyjasnieniu mechanizmu bezposredniego oddziatywania cynku na aktywno$¢ agonistow do
receptorow  5-HTia. W tym celu przeprowadzono szereg eksperymentow wigzania
specyficznego radioliganda ([*H]8-OH-DPAT): saturacji, kompetycji, testow kinetycznych
asocjacji i dysocjacji, jak tez funkcjonalnych (test komoérkowy LANCE) do oceny efektow
stymulacji receptorow. We wszystkich doswiadczeniach wykorzystywano komorki linii
HEK293 ze stabilng ekspresja receptorow 5-HT1a.

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

in vivo.



Celem drugiej czgsci badan, byta ocena czy jony cynku, bedac endogennym modulatorem
receptorow 5-HTi1a (oraz kilku innych typow receptorow GPCR) moga regulowaé
allosterycznie takze receptory typu 5-HT7. Przestankami wskazujacymi ten kierunek badan
byty: wspdélna z receptorami 5-HTia, lokalizacja w limbicznych strukturach moézgu,
odpowiedzialnych m.in. za kontrol¢ nastroju i pamig¢, oraz wykrycie regulacji allosterycznej
receptora 5-HT7 przez inng endogenng substancje — oleamid.

Podobnie jak w przypadku receptorow 5-HTia, wplyw jondw cynku badano
w eksperymentach ~ wigzania  znakowanych  radioligandow oraz  funkcjonalnych.
Doswiadczenia prowadzono z zastosowaniem komoérek HEK293 wykazujacych nadekspresje
receptorow 5-HT7 oraz wobec trzech réznych radioligandéw: agonisty [*H]5-CT oraz
antagonistow [*H]SB-269970 i [*H]mesulerginy. W testach funkcjonalnych, dodatkowo
okreslono wplyw jondw cynku w stezeniu 10 uM na aktywnos$¢ konstytutywnag receptorow
5-HT7. W przeprowadzonych badaniach cynk wykazywal gltéwnie dzialanie hamujace w
stosunku do aktywnosci badanych ortosterycznych ligandow. Zatem, na podstawie wynikoéw
otrzymanych w eksperymentach wigzania specyficznych radioligandow, mechanizm dziatania
cynku w receptorach 5-HT; mozna byto zaklasyfikowa¢ jako negatywna modulacje
allosteryczng zardwno wobec agonistow jak 1 antagonistow. Natomiast w testach
funkcjonalnych cynk, badany w stezeniu 10 uM, przejawiat cechy neutralnego antagonisty.
Bioragc pod uwage, ze Stgzenie znajdujgcego 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
zarowno wobec receptorow 5-HT1a jak i 5-HT7.

Co istotne, okreslone dla cynku typy modulacji allosterycznej byty zgodne pod wzgledem
profilu funkcjonalnego z agonizmem do receptoréw 5-HT1a i antagonizmem do receptorow
5-HT7, ktore odpowiadaja za aktywnos$¢ przeciwdepresyjna ligandow W rdznych modelach
behawioralnych. Zatem, w $wietle otrzymanych wynikoéw, mozna byto uznaé, iz pozytywna
allosteryczna modulacja receptorow 5-HTia oOraz negatywna alloteryczna modulacja
receptorow 5-HT7 mogg odgrywac role w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania jonow

cynku.



