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Cynk jest wymieniany wsrod endogennych czynnikow, ktore
poprzez mechanizmy allosteryczne reguluja funkcje GPCR,
interesujacym Jest sprawdzenie czy zjawisko opisane dla
receptora 5-HT,, [1] moze by¢ zidentyfikowane takze dla
Innych typow receptorow serotoninowych. W tym celu sposéb
oddzialywania jonoéw cynku z receptorem 5-HT, badano w
porownaniu do efektow obserwowanych dla receptora 5-HT 4.

[1] Barrondo S, Sallés J. Allosteric modulation of 5-HT, 4 receptors by zinc: Binding studies. Neuropharmacology. 2009, 56, 455-62.
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Przestanki wskazujagce na mozliwos¢ modulacji allosterycznej w grupie receptorow
serotoninowych przez jony cynku

-

Zn?* jest modulatorem allosterycznym receptoréw: dopaminowych, adrenergicznych i
serotoninowych (5-HT,).

[1] Barrondo S, Sallés J. Allosteric modulation of 5-HT, , receptors by zinc: Binding studies. Neuropharmacology. 2009, 56, 455-62.

[2] Ciolek J, Maiga A, Marcon E, Servent D, Gilles N.Pharmacological characterization of zinc and copper interaction with the human
alpha(1A)-adrenoceptor. Eur J Pharmacol. 2011, 655, 1-8.

[3] Swaminath G, Lee TW, Kobilka B. Identification ofan allosteric binding site for Zn?* on the beta2 adrenergic receptor. J Biol Chem.
2003, 278, 352-6.

[4] Swaminath G, Steenhuis J, Kobilka B, Lee TW. Allosteric modulation of beta2-adrenergic receptor by Zn(2+). Mol Pharmacol. 2002,
61, 65-72.

[5] Schetz JA, Sibley DR. Zinc allosterically modulates antagonist binding to cloned D, and D, dopamine receptors. J Neurochem. 1997,
68, 1990-7.

[6] Liu Y, Teeter MM, DuRand CJ, Neve KA. Identification of a Zn?*-binding site on the dopamine D, receptor. Biochem Biophys Res
Commun. 2006, 339, 873-9.

[7] Schetz JA, Sibley DR. The binding-site crevice of the D, dopamine receptor is coupled to three distinct sites of allosteric modulation.
J Pharmacol Exp Ther. 2001, 296, 359-63.

Dla receptorow serotoninowych typu 5-HT,,, 5-HT,;, 5-HT, znane sa przyklady
modulacji allosterycznej.

[1] Hedlund PB, Carson MJ, Sutcliffe JG, Thomas EA. Allosteric regulation by oleamide of the binding
properties of 5-hydroxytryptamine7 receptors. Biochem Pharmacol. 1999, 58, 1807-13.

[2] Thomas EA, Carson MJ, Neal MJ, Sutcliffe JG. Unique allosteric regulation of 5-hydroxytryptamine
receptor-mediated signal transduction by oleamide. Proc Natl Acad Sci USA. 1997, 94, 14115-9,
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Przyjeta metodyka

__—| 1. Badanie wplywu Zn?* na wigzanie specyficznych radioligandow do danego typu
receptora.

Antagonista

5-HT, [3H]5-CT [3H]SB-269970
5-HT, [3H]8-OH-DPAT [BH]WAY-100635

: : ] PAORPAN  gdzie: DR — affinity shift”; [A] — stezenie modulatora;
Rownanie 1 IS K, - stata powinowactwa modulatora; o — wspotezynnik
kooperatywnosci [0>1 PAM ; a<1 NAM ]

[A]

Rownanie 2 PKpapp = —log([A] + 107P%4) + log (7 + 10_pKA) —log ¢

gdzie: pKpapp — ujemny logarytm stalej powinowactwa radioliganda w obecno$ci modulatora [A] ;
log ¢ — wspotczynnik korelacji.
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Plan eksperymentowe....

1 Ocena specyficznosci oddzialywan cynku w stosunku /=
do danego receptora poprzez analize wplywu Szeregu
réznych jonéw metali (dwu i jednowartosciowych) na
wiazanie danego radioliganda.

cyficzne

[SH] 5-CT (% maksimum)

2. Wyznaczenie wartosci 1C., oraz K, dla cynku do danego
receptora w eksperymentach kompetyciji.

spe

Wigzanie

-----------------

3. Wyznaczenie wartosci parametrow Ky 1 B dla g
wigzania specyficznych radioligandow w stanie i
rownowagi W obecnos$ci roznych stezen oraz bez jonow . T

cynku, przeprowadzenie analizy Schilda.

Log [*H] 5-CT [M]

)

4. Ocena wplywu Zn?* na stala dysocjacji radioliganda
(Koff)-

nie specyficzne

[*H] 5-CT (ccpm
2

Wiaza

Czas (minuty)
[PHISB-269970

5. Badanie wptywu cynku na wigzanie znanych ligandow \
do danego typu receptora. :
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Wnioski
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* Podwyzszone wartosci Ky wzgledem wigzania bez cynku (przy czym osiagga ono
plateau w stezeniu > 1mM ) wskazuje na niekompetycyjny charakter interakcji o
cechach negatywnej modulacji allosterycznej, poniewaz w przypadku oddziatywan
kompetycyjnych wzrost st¢zenia jednego liganda powinien obniza¢ powinowactwo
bez ograniczen.

« Wartosci wspodlczynnika alfa $wiadczg 0 negatywnej kooperacji oddziatywania
modulatora i ortosterycznego liganda z receptorem.

« Obserwowany wzrost wartosci statej dysocjacji K ¢ W wyniku dziatania cynku jest
kolejnym dowodem negatywnej modulacji allosterycznej
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