STRESZCZENIE

Przez wiele lat uwazano, ze receptory sprzezone z biatkami G (GPCRs), stanowigce
najliczniejszg i najbardziej zréinicowang grupe biatek receptorowych, funkcjonujg jako
monomery. Koncepcja oligomeryzacji GPCRs nie tylko spowodowata inne podejscie do
zrozumienia mechanizméw przekaznictwa nerwowego, ale réwniez rzucita nowe Swiatto na
dziatanie lekéw. Oligomery wykazujg bowiem unikalne wifasciwosci farmakologiczne i
funkcjonalne, odmienne od pojedynczych receptorow i mogg stanowi¢ nowa strategie w
leczeniu choréb. Zjawisko oligomeryzacji moze mieé szczegdlne znaczenie w leczeniu depresji,
ktéra pomimo kilkudziesieciu lat intensywnych badan, jest stale narastajgcym problemem
klinicznym i spotecznym. Leki przeciwdepresyjne stosowane obecnie w klinice maja
ograniczong skutecznos¢ u okoto 30% pacjentdw, a takze czesto powodujg niepozgdane skutki
uboczne. Istnieje zatem koniecznos¢ poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych.
Znalezienie $ciezek zaangazowanych w patofizjologie choroby, w ktérych posredniczg wtasnie
interakcje pomiedzy receptorami, moze umozliwi¢ opracowanie nowej strategii leczenia. Ze
wzgledu na powszechnie przyjetg monoaminergiczng teorie depresji, poznane dotad
mechanizmy dziatania lekdw przeciwdepresyjnych koncentrujg sie gtdwnie na dwdch uktadach
neuroprzekaznikowych: uktadzie serotoninergicznym i noradrenergicznym, ale ostatnio coraz
czesciej sugeruje sie role innych neurotransmiteréw, ktére pozostawaty dotad poza
zainteresowaniem badaczy.

Wyniki licznych badan behawioralnych i biochemicznych sugeruja wzajemne
oddziatywanie uktadu dopaminergicznego i somatostatynergicznego wynikajagce ze
wspotwystepowania receptoréw dopaminowych i somatostatynowych na neuronach w
okres$lonych regionach mézgu, m.in. prazkowiu. Molekularnym podfozem interakcji tych
dwodch systeméw wydaje sie by¢ interakcja na poziomie receptorowym, szczegdlnie iz
receptory dopaminowe oraz somatostatynowe, podobnie jak inne GPCRs, wystepujg w btonie
komérkowej w formie homo- badzZ heterooligomerdw. W ostatnich latach wykazano, iz pod
wptywem dziatania specyficznych ligandéw receptory somatostatynowe ssts i receptory
dopaminowe D; sg zdolne do tworzenia heterodimeréw o zmienionych wtasciwosciach
farmakologicznych i funkcjonalnych.

Poniewaz istniejg badania dowodzgce istotnej roli wzajemnej regulacji systemu

dopaminergicznego i somatostatynergicznego w patomechanizmie depresji oraz mechanizmie



dziatania lekéw przeciwdepresyjnych, w ramach niniejszej pracy postanowiono zbada¢ wptyw
wybranych lekdow przeciwdepresyjnych na zjawisko heterodimeryzacji receptorow
dopaminowych D, i somatostatynowych ssts. Badania wykonano wykorzystujgc modele in
vitro oraz ex vivo. W pierwszym kroku zastosowano zaawansowane techniki biofizyczne,
oparte na pomiarze zjawiska FRET, do badania heterodimeryzacji receptoréw dopaminowych
D, i somatostatynowych ssts w modelowych komédrkach eukariotycznych. Komérki linii HEK
293 transfekowano przejsciowo stworzonymi konstruktami biatek fuzyjnych, zawierajgcymi
cDNA receptoréw - somatostatynowego ssts oraz dopaminowego D;, potgczonych z biatkami
fluorescencyjnymi. Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity doniesienia literaturowe
Swiadczace o heterodimeryzacji tych receptoréw oraz o pozytywnym wptywie naturalnych
agonistdw na to zjawisko. W nastepnym kroku zbadano wptyw wybranych lekéw
przeciwdepresyjnych: imipraminy, dezipraminy i escitalopramu na formowanie
heterokompleksdw D;-ssts.

W celu weryfikacji wynikdw otrzymanych w heterologicznym uktadzie doswiadczalnym
kolejne eksperymenty wykonano w uktadach wykazujacych endogenng ekspresje badanych
receptorow. Badania wptywu wybranych lekéw przeciwdepresyjnych na formowanie
heterokomplekséw D»-ssts przeprowadzono z wykorzystaniem mysiej pierwotnej hodowli
komérek nerwowych prazkowia; myszy, ktorym podano wybrane leki jednorazowo oraz
wielokrotnie (przez 21 dni) oraz szczuréw poddanych procedurze chronicznego tagodnego
stresu (CMS) —zwierzecego modelu depresji. Badania wykonano z uzyciem stosunkowo nowej
techniki biochemicznej —in situ PLA.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, iz rézne leki przeciwdepresyjne wptywajg na
heterodimeryzacje receptoréw dopaminowych D, i somatostatynowych ssts w odmienny
sposob. Dezipramina i escitalopram promujg formowanie heterokomplekséw D;-ssts, z kolei
dziatanie imipraminy wigze sie z rozprzeganiem istniejgcych w btonie komodrkowej
heterodimeréw. Dodatkowo, wykorzystanie zwierzat poddanych procedurze CMS pozwolito
wykazaé, ze rowniez stres prowadzi do formowania heterodimerdw D,-ssts.

Zastosowanie biofizycznych i biochemicznych metod badawczych w ukfadach in vitro
oraz ex vivo pozwolito potwierdzi¢ obserwowane zmiany w badanym zjawisku oligomeryzacji
i wykaza¢, ze heterokompleksy D;-ssts mogg mie¢ znaczenie w mechanizmie dziatania lekdw

antydepresyjnych.



