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Annex I
Receptor de Serotonina 5-HTg

6.1  Receptor de Serotonina 5-HTg

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) va ser identificada com a neurotransmissor del
sistema nervios central (SNC) a finals de 1940, de forma independent, per dos grups
d’investigacio: a Estats Units on va ser anomenada serotonina i a Italia on s’anomena
enteramina. Pero, no va ser fins a principis del 1950 que la seva sintesi es porta a terme.

La serotonina és un dels
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receptors es troben presents al SNC i

periféric, aixi com a nombrosos teixits no Figure 6.1.1. 5-HT Receptors’
neuronals de I’intesti, sistema cardiovascular i en cél-lules sanguinies, modulant una
varietat de processos biologics importants, com per exemple la vasodilatacio-
vasoconstriccid, regulacié de la temperatura corporal, la son, regulacié hormonal, la
contractibilitat de la musculatura llisa, I’agregaci6 plaquetaria o la cognicio-percepcio.
Per altra part, la seva similitud estructural entre ell i el, llavors, descobert agent
al-lucinogenic LSD (acid dietilamidalisérgic) feia especular que la serotonina devia
estar implicada en el mecanisme d’acci6 de substancies psicoactives jugant un paper en
I’estat animic aixi com en diferents desordres mentals.

Fins a la data, s’han identificat 7 families de receptors de serotonina
(5HT:-5HT>) que alhora es divideixen en 14 subtipus (veure Taula 6.1.1), els quals es
troben acoblats a proteines G (Figura 6.1.2), amb la excepcio del receptor 5-HT3 que

actua a través de mecanismes de canals ionics.

! Imatge extreta de L. E. Schechter i col., NeuroRx®: The Journal of the American Society for

Experimental NeuroTherapeutic, 2005, 2, 590-611.
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Extracellular fluid

Figure 6.1.2. Schematic diagram of the general structure of G-prtoein-coupled receptors?

L’amplia implicaciéo d’aquests receptors en diferents funcions fan d’ells
excel-lents dianes biologiques per molts agents terapéutics, com antidepressius,
antipsicotics, ansiolitics, antimigranyosos, antiemetics i al-lucinogens. En consequéncia,
s’han focalitzat els estudis més recents al desenvolupament de lligands selectius pels
receptors de serotonina, centrant especial atencié en el descobriment de candidats pel

receptor 5-HTsg.

Table 6.1.1. Classification and nomenclature for the various populations of 5-HT receptors®

Populations and Second Messenger Currently Accepted

Subpopulations System® Nama" Comments
5HT,
5-HT s AC(=) 5-HT ., Cloned and pharmacological 5-HT ., receptors
5-HT 5 AG(=) 5-HT s Rodent homologue of 5-HT,y receptors
3HT gy A mouse homologue of he-HT x receptors
5-MT,g Sites identitied in binding studies using human and calf brain
homogenates
5-HT i, AC(=) h&=HT,q A cloned human 5HT,5 subpopulation
5-HT o AC(=) h&-HT 5 A second cloned human 5-MT . subpopulation; human counterpart
of rat 5-HT,
5-HT ¢ AC(=) 5-HT ¢ Sites identilied in binding studies using brain homoganates and
cloned receplors
5-HT e, An alternate name that has been used for cloned human 5-HT,,
receptors
5:HT e AC(-) S-hity; A cloned mouse homaologue of 5-HT - recaptors
5-HT A cloned human &-HT, receptor population
5-HT,
5-HT, Pl SHT, COriginal "5-HT;™ {sometimes called 5-HT,,) receptors
5-HT Fl 5HT = E-HTlike receptors originally found in rat fundus
5-HT ol 5HT Originally described as 5-HT ¢ (5-HTy,) recepiors
5-HT,
5-HT5 lon ehannel 5-HT, An on channe| receptor
5-HT, AC{+) 5-HT, 5-HT, population originally described in funchonal studies
5-HTyq Short form of cloned 5-HT, receptors
5-HTy Long form of cloned 5-HT, receptors
5-HT iyt Reacently identified human 5HT, recepior isoforms
5-HT;
S-HTeu ? 5-HT:s Cloned mause, rat and human 5-HT; receptors
5-HT ? 5-HT. Clonad mouse and rat 5-HTy,-ike receptor
5-HT;
5-HT, AC(+) 5HTg Cloned rat and hurnan 5-HT receptor
5-HT,
5-HT; AC(+) 5-HT, Cloned ral, mouse, guinea pig and human 5-HT receptors
"AC = adenylate cyclase; (=) = negatively coupled: (+) = positivedy coupled; Pl = phospholipase coupled

“urrently accepted names are 1aken from Hoyer el al. (B).

% Imatge extreta de W. Kroeze i col. J. Cell. Sci, 2003, 116, 4867-4869.
® Taula extreta de R.A. Glennon i col. In FOYE’S Principles of Medicinal Chemistry, 6th. Ed, 2008,
417-443.
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El receptor 5-HTg €s un dels membres de la familia de receptors de serotonina
descobert més recentment, identificat al 1990 i clonat al 1993 i 1994 per la rata i el
ratoli, respectivament, mentre que el primer receptor 5-HTs huma clonat fou en el 1996.

El receptor 5-HTs huma és un polipeptid de 440 aminoacids que presenta un
89% d’homologia en la seqiiéncia amb el receptor 5-HT¢ de rata. Es una proteina
integral de membrana que presenta set dominis transmembranals (TM), on s’uneixen els
Iligands, tres segments intracel-lulars (i1-i3) i tres segments extracel-lulars (e1-e3), com
es pot veure a la Figura 6.1.3, que es troben positivament acoblats a sistemes efectors de

segon missatger de I’adenilat ciclasa.

cHO
FENOREE L/ GECE 0NN EXTRACELLULAR

&
&
@
G
@

@ 2
D0, o! o
INTRACELLULAR . GG 060000, % %
& 6]
s < 28
Yog 5 peEC® 0!
con-DOOOROEDIR0CDCE, . GDGOOBGGBG@ © 0@
YCO0OEEDE, o >
TO.00 - 000680000600 000, LGOHDO ~ ee

R P OO C0E "G CCoCo0rPECOCOR "CEoO0 " CREE (60 1o

Figure 6.1.3. Schematic representation of a human 5-HT6 receptor polypeptide chain’

La seva importancia clinica es troba associada a tres factors: i) la seva
localitzaci6 selectiva, quasi exclusiva a nivell del SNC, associat a les arees
d’aprenentatge i memoria, ii) la regulacié que exerceix sobre I’activitat neuronal
colinérgica i glutaminérgica, iii) I’elevada afinitat que presenta amb els antidepressius i
antipsicotics. Tots aquests factors suggereixen la implicacié del receptor 5-HTg en
malalties del SNC, relacionats amb la cognicié (p.ex: esquizofrenia, malaltia
d’Alzheimer), desordres del moviment com la malaltia de Parkinson o desordres

alimentaris com la obesitat, la bulimia o I’anoréxia.

* Imatge extreta de W.D. Hirst i col. Mol. Pharmacol., 2003, 64, 1295-1308.
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6.2 Glossari

La literatura sobre farmacologia presenta diferents tipus de nomenclatura i de simbols.
Per aquestes raons, és important establir una terminologia comu, on la proposta de la IUPHAR
(The International Union of Basic and Clinical Pharmacology) sembla ser la més rellevant i la
que es segueix com a principi general, tot i que amb possibles variacions i/o ampliacions,
segons els requeriments farmacologics.'

Conceptes general emprats per descriure I’accié del compost:

Farmac: substancia quimica que modifica la funcié fisiologica, d’una manera molt
determinada.

Receptor: molécula diana amb la que es combina el farmac per produir un efecte fisiologic
especific.

Agonista: molécula que activa el receptor. Lligand que s’uneix als receptors donant com a
resultat una resposta biologica.

Antagonista: molécula que redueix 1’accié d’altres compostos, generalment agonistes. Aquest
s’uneix al receptor sense activar-lo. El terme fisiologic emprat, també, descriu I’accié d’una
substancia que exerceix un efecte oposat a la del agonista.

Mesura empirica en I’accid del compost:
a. Mesures generals

Activacio del receptor s’entén quan la molécula unida altera al receptor de manera que indueix
una resposta tissular.

Afinitat: capacitat d’un farmac d’unir-se al receptor. Si no hi ha afinitat no existeix possibilitat
d’accié farmacologica.

Eficacia: capacitat d’un farmac d’activar el receptor, un cop s’ha unit a ell i produir 1’accio
farmacologica.

L’afinitat i I’eficacia son la base de I’acci6 farmacologica.

Potencia: capacitat d’accio farmacologica d’una substancia quimica per unitat de pes, ja sigui
en termes de concentracié com en quantitat necessaria per produir un efecte determinat. Tot i
que aquest concepte €s imprecis i hauria de ser més concretat amb altres parametres (veure
ECso, 1Cs, etc).

b. Agonistes
Emax: resposta maxima que pot produir un compost.

ECs00 [Also: concentracié molar d’un agonista que produeix el 50% o meitat de I’efecte maxim
possible d’aquest agonista.

PECso 0 p[Also: logaritme negatiu amb base 10 de I’ECs, d’un agonista.
També es pot trobar el terme pD, , sobretot en la literatura més antiga.

C.

'R. R. Neubig, M. Spedding, T. Kenakin i A. Christopoulos, Pharmacol. Rev., 2003, 55, 595-606.
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Antagonistes
Imax: Tesposta inhibitoria maxima que pot produir un compost.
I1Cs: concentracié molar d’un antagonista que redueix una resposta especifica al 50% del seu

valor maxim, o concentracié molar d’un compost (agonista o antagonista) que causa la reduccid
del 50% de I’afinitat d’un radiolligand (veure determinaci6 de I’afinitat).

> Activacio d’un Receptor i Naturalesa de I’Eficacia

Els agonistes i antagonistes s’uneixen als receptors, perdo només els primers els activen,
de forma que el receptor ocupat pot canviar de conformacio, des del seu estat de repos (R) al seu
estat activat (R*), sent R* afavorit per la unié d’un agonista pero no per la d’un antagonista.

Agonista
Invers Agonista

}a" ‘.~~\

® EE —
Estat en Estat
repos \ ) activat

.
.

Antagonis.ta
Figura6.2.1

Normalment, quan no hi ha un lligand present, ’equilibri es desplaga molt cap a
I’esquerra, observant pocs receptors en estat R*.

En el cas dels receptors actius de forma constitutiva, una proporcié considerable d’ells
adopten la configuracié R* en abséncia de lligands.

Els agonistes mostren més afinitat per R* que per R, afavorint I’activacio del receptor, i
I’equilibri es desplaga cap a la dreta. Quant més gran es 1’afinitat relativa per R* en comparacid
amb R, més gran és I’eficacia de I’agonista.

Si té preferéncia important per R*, quasi tots els receptors ocupats adoptaran la
configuracio R* i el compost sera un agonista total o complet (amb eficacia positiva).

Un agonista invers mostra més afinitat per R que per R*, el que desplaga I’equilibri cap
a I’esquerra (eficacia negativa).

Un antagonista neutre competitiu t€¢ la mateixa afinitat per R que per R* i no altera
I’equilibri de configuracions, tot i que redueix la uni6 d’altres lligands per competicio.

L’eficacia és una propietat que depén de 1’afinitat relativa d’un lligand per R i R*.

> Determinacio de I’ Afinitat

En els ultims anys els radiolligands han permeés I’examen especific de la interaccio
inicial entre una substancia i els seu lloc d’acoblament.
Podem distingir dos tipus d’assajos d’acoblament amb radiolligands:

- Assajos d’unié directes que mesuren la interaccid directa d’un radiolligand amb un
receptor, permetent la determinacidé de propietats cinétiques i d’equilibri, i
proporcionant estimacions de la densitat de receptors.

- Assajos d’uni6 indirecta o de desplagament. Utilitzats, com és el nostre cas, per
determinar 1’afinitat dels compostos pel receptor.
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Els assajos d’uni6 indirecta determinen la inhibicié d’acoblament d’un radiolligand a un
receptor per competéncia amb un altre compost no marcat pels mateixos llocs d’uni6 del
receptor. D’aquesta manera es dedueix indirectament 1’afinitat dels receptors pel lligand no
marcat, o dit d’una altra forma, les interaccions de lligands no marcats amb un receptor poden
caracteritzar-se estudiant la seva capacitat d’inhibir la uni6 d’un radiolligand.

La metodologia emprada en els assajos de desplagament competitius indirectes es: (a)
s’equilibra la concentracié de radiolligand a la preparacié del receptor; (b) s’addicionen
diferents concentracions del lligand no marcat i (c) es determina 1’1Cs, concentracié necessaria
per desplagar el 50% dels radiolligands del receptor i la seva constant d’inhibici6 (Kj).

Equacié de Cheng-Prussof 2

=
(=1
(=}

]

Radioactive
Binding (%)
2
(=]
\

IC750=K,'(1+[L]] — Kf: IC[jE]
K 1+

d

e

G T T 1
1 10 100
Concentration of unlabeled ligand

ICs: concentracio que produeix un 50%

d’inhibici6 de la unié del radiolligand als seus receptors

[L] : concentraci6 de radiolligand lliure

Kg: constant de dissociacio del radiolligand al receptor

Ki : constant indirecta que mesura la concentraci6 de moleécula no marcada necessaria
per al desplacament del 50% del radiolligand del receptor.

Interessen valors de K; baixos — [L] 1 — 1 [lligand o molécules no marcades unides]

Vist d’una altra manera, en funcio als equilibris establerts dels radiolligands i el
compost no marcat amb el receptor:

K,
Equilibri del radiolligand: [L*R] ‘__K [L*] + [R]
-1
1
Equilibri del compost-farmac: [F*] + [R] =—= [FR]

N
k.1: constant de I’interval d’associacio.
k.1: constant de I’interval de dissociacio.

d[L*R
Nombre de receptors units al radiolligand: % = K,[L*][R] - K{[L*R]

oqe . Kl [L*R]
En equilibri: KAIL¥IR] = K [LR] == [Ki= == = {qg]

Interessen valors de radiolligand lliure [L*] elevats i valors de radiolligand unit al
receptor [L*R] baixos, fet que es tradueix en el fet que el compost d’estudi I’ha desplagat per
unir-se ell al receptor. Aixi, s’explica que quant més baix ¢és el valor de K;, millor és 1’afinitat
del compost pel receptor.

% . Gabrielson i D. Weiner, Pharmacokinetic and Pharmacodynamic Data Analysis: concepts and
applications, 3". Ed. 2000.
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> Determinacio de la Funcionalitat

La monitoritzacié de les concentracions d’AMPc intracel-lular és una de les técniques
més emprades per la caracteritzacié farmacologica dels receptors acoblats a proteines G
(GPCR). Aixi, les concentracions d’AMP, augmenten quan s’uneix un lligand a GPCR per
activacio de 1’adenil ciclasa (AC), la qual converteix ’ATP en AMP, (Figura 6.2.2)

G, coupled GPCR G; coupled GPCR
e.z. BAR e.g. a2AR
U u n
I_ .co
u 'o
- PO
“I‘ "'-____-"‘ "'
[} I3 ——— - "
“aus® ATP  cAMP —
PKA
1
i Nucleus

¥
C} Luciferase

CRE

Figura 6.2.2. Agonist-sensitive AC system’

La técnica de fluorescéncia emesa en el temps o Homogeneous time-resolved
fluorescent (HTRF) so6n immunoassaigs competitius no radioactius, que permeten la deteccid
d’AMP, mitjancant la determinacid de la fluorescéncia emesa pel complex anticos-AMP,
marcat. Aixi, la produccié d’AMP, per la c¢l-lula provoca un desplagament del AMP, marcat de
I’anticos, amb la conseqiient disminucio6 de la fluorescéncia (Figura 6.2.3).

L’assaig de funcionalitat de la ciclasa s’utilitza per identificar la potencia o afinitat dels
agonistes per estimulacié de 1’adenilil ciclasa, amb 1’augment de producci6 d’AMP, i la
conseqiient disminuci6 de fluorescéncia en HTRF i dels antagonistes per la inhibicié de I’AMP,
induit per la serotonina, que es tradueix amb un increment de fluoresceéncia.
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Figura 6.2.3

? Imatge extreta de D. Gabriel i col., ASSAY and Drug Devel.Techn., 2003, 1, 291-303.
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