FARMAKOTERAPIA W PSYCHIATRII I NEUROLOGII, 2001, 2, 175-198

Urszula Pych, Anna Tonderska,
Andrzej Bidziviski, Adam Plaznik

Transporter serotoniny

Zaklad Neurochemii Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie
Katedra i Zaktad Farmakologii Doéwiadczalnej i Klinicznej
Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie

Wychwyt zwrotny serotoniny z przestrzeni synaptycznej odbywa si¢ przy pomocy transportera
serotoniny (5-HTT). Aktywnos¢ 5-HTT jest regulowana przez kinazg biatkowa C i fosfatazg 2A.
Trwaja intensywne badania nad zmianami w obwodowej i ofrodkowsj aktywnoSci transportera,
poprzez analizowanie kinetyki wychwytu zwrotnego, szybkosci maksymalnej (Vmax) oraz stalej
powinowactwa (Km). Celem tej pracy jest przeglad najbardziej interesujacych prac badawczych
na temat zmian w ekspresji 5-HTT, skorelowanej z chorobami psychicznymi (jako ligandow uzywa
si¢ [3H]imipraminy, [3H]paroksetyny, [3H]citalopramu).

Summary

The termination of serotoninergic neurotransmission is accomplished by rapid uptake of the
released 5-HT by serotonin transporter (5-HTT). Activity 5-HTT is regulated by kinase C and
phosphatase 2A. Changes in peripheral and central activity of 5-HTT (its uptake kinetic, Vmax and
Km) are intensively studied. Many reports show modification in the binding of platelet presynaptic
5-HT uptake sites in psychiatric illnesses (with [3H]imipramine, [3H]paroxetine, [3H]citalopram used
as ligands). This papers reviews some of the most important data from this field of research.

1. Wstep

W ukladzie nerwowym u organizmo6w wyzszych przekaznictwo chemiczne jest
gtéwna droga komunikacji migdzyneuronalnej. Do substancji przekazniko-
wych naleza miedzy innymi acetylocholina, adrenalina, noradrenalina, dopa-
mina, serotonina, niektére aminokwasy (kwas gamma-aminomastowy, glicy-
na, kwas glutaminowy). Waznym przenosnikiem chemicznym jest serotonina
(5-hydroksytryptamina, 5-HT), syntetyzowana z egzogennego aminokwasu
L-tryptofanu (rys. 1) (30, 92), w komoérkach btony Sluzowej jelit i w OUN (8).
Serotonina reguluje procesy morfogenetyczne (proliferacje komorkowa, migra-
cje i réznicowanie komorek nerwowych). Neurony serotoninergiczne pelnia
istotna role w réznych czynno$ciach moézgu (rys. 2) (92). 5-HT obecna jest
w najwigkszych iloSciach w plytkach krwi, w przewodzie pokarmowym,
w mozgowiu i siatkéwee (23). Wprawdzie plytki krwi nie moga syntetyzowad
5-HT, ale sa w stanie ja wychwytywa¢, magazynowac i uwalniac.
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Rys. 1. Schemat przedstawiajacy synteze i metabolizm 5-HT (wg Kostowski 1996)

Uwaza sig, ze zaburzenia w czynnosci serotoninergicznego unerwienia OUN sa
wazne z punktu widzenia patomechanizmu chordb afektywnych, lekowych,
uzaleznijen, tendencji samobdjczych, migreny, bulimii, otylosci, zaburzen snu
i pamieci. Na precyzje migdzykomorkowej komunikacji w OUN duzy wplyw ma
czas trwania i intensywno§¢ dzialania neuroprzekaznika w szczelinie synaptyczne;.
40 lat temu odkryto, Ze neuroprzekazniki sa inaktywowane przez tzw. wychwyt
zwrotny, w ktory sa zaangazowane selektywne biatka no$nikowe — transportery.
Dotad scharakteryzowano 20 réznych transporteréw (29), przypisujac im istotny
udzial przy przekazywaniu impulséw nerwowych, bowiem przyczyniaja si¢ one do
zakonczenia sygnalu w komorce nerwowej (50).

W przekaznictwie synaptycznym serotoniny bierze udziat 15 réznych typow
receptoréw, a za usunigcie serotoniny znajdujacej si¢ w przestrzeni synaptycz-
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Ryc. 2. Schemat lokalizacji gtéwnych szlakow serotoninergicz-
nych w moézgu: CM - cialo migdalowate, H — hipokamp,
M — mobzdzek, P — przegroda, PR — prazkowie, PW - pod-
wzgbrze, W —wzgorze, B1-B9 —jadra szwu (wg Zahorodna 2000)

nej jest odpowiedzialny transporter serotoniny (5-HTT) (rys. 3) (8, 70) (inna
nazwa SERT tzn. presynaptyczny transporter serotoniny) (11). 5S-HTT wy-
chwytujac serotoning z przestrzeni synaptycznej wkrotce po uwolnieniu modu-
Iuje jej zawarto$¢ w przestrzeni synaptyczne;j.

2. Historia odkrycia transportera serotoniny i transportera noradrenaliny

Transporter noradrenaliny (NET) i 5-HTT sa transporterami monoaminowy-
mi. W zwiazku z tym, iz sa one miejscem dzialania wielu lekow przeciwde-
presyjnych, wzroslo zainteresowanie ich budowa oraz funkcjonowaniem (29).

Pierwszym poznanym transporterem byl transporter GABA (91), nastepnie
odkryto transporter noradrenaliny. W 1991 roku udalo si¢ zlokalizowaé ludzki
gen kodujacy transporter noradrenaliny. Gen kodujacy ten transporter (znaj-
duje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 16) (36, 55). Wiadomo tez, ze
zar6wno NET jak rowniez 5-HTT jest hamowany przez trdjpierScieniowe leki
przeciwdepresyjne, kokaine i amfetamine. Z mozgu szczura wyizolowano row-
niez fragment DNA, ktory koduje transporter serotoniny (91).

3. Lokalizacja transporteréw

Do lokalizacji transporteré6w uzywa si¢ metod immunochemicznych oraz hy-
brydyzacji in situ. Okre$lenie polozenia transporter6w w mozgu czlowieka
stalo si¢ mozliwe dzigki zastosowaniu selektywnych radioligandow (55). Wy-
kazano, ze ekspresja transportera serotoniny zachodzi w neuronach i komér-
kach glejowych, a najwigksze jego zageszczenie wystepuje w srodmozgowiu,
mofdcie, wzgorzu i podwzgorzu (93). Stwierdzono wystepowanie 5-HTT w licz-
nych komorkach poza neuronami — w plytkach krwi i limfoblastach oraz
w lozysku (50). W celu zlokalizowania transmembranowych helis bedacych
fragmentami 5-HTT wykorzystuje sie przeciwciata (tzw. SERT specyficzne)
oraz techniki immunofluorescencyjne (50).
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4. Budowa transportera serotoniny

Ze wzgledu na miejsce dzialania transportery neuroprzekaznikéw dzieli si¢ na

dwie rodziny:

1. blonowe znajdujace sic w blonie presynaptycznej, odpowiedzialne za wy-
chwyt zwrotny neuroprzekaznika. Aktywnos¢ tych transporterow zalezy
przede wszystkim od gradientu Na™*, a dodatkowo od CI~ i K ™.

2. pecherzykowe transportujace serotonine z cytoplazmy do wnetrza pecherzy-
kéw magazynujacych shuzacych do przechowywania neurotransmiterow (29).
Klasycznymi transporterami blonowymi sg SCDNT (transportery neuro-

transmiteréw zalezne od sodu i chloru), do ktérych nalezy m.in. 5-HTT.

U ssakow transporter serotoniny wykazuje homologi¢ budowy z transpor-

terem dopaminy i norepinefryny. Ma on strukture odpowiadajaca ogblnemu

schematowi budowy SCDNT (rys. 4) (36, 91), a mianowicie sklada sie z poje-
dynczego lancucha polipeptydowego zlozonego z 630 aminokwasow, kibérego
konce -NH, i -COOH umieszczone sa od strony wewngtrznej blony komorki.

Yancuch ten dwunastokrotnie ,,przebija” podwodjna warstwe lipidowa blony

komorkowej tworzac w ten sposob 12 helikoidalnych transmembranowych

domen (TM1-TM12), ktore sktadaja si¢ z 15-25 aminokwasow. Helisy od-
dzielone sa poprzez petle (jest 6 zewnatrz- i 5 wewnatrzkomorkowych petli).

Duza petla zewnatrzkomorkowa zawiera prawdopodobnie cztery miejsca do

N-glikozylacji. Przypuszcza si¢, ze domeny TM1-TM4 moga byé zaangazo-

wane w transport Na*, Cl~, a domenom TM7-TM12 przypisuje sie role

w rozpoznawaniu substratu 5-HT i wiazaniu inhibitora. Region TM12 ma

wysokie powinowactwo do trdjpierScieniowych lekéw przeciwdepresyjnych,

a TM1 ma wysokie powinowactwo do mazindolu, citalopramu i kokainy

(50, 91). 5-HTT ma dwa miejsca do przylaczenia si¢ serotoniny i dwa miejsca

do przylaczenia si¢ kokainy (91).

COOH NH,

Rys. 4. Schemat budowy transportera serotoniny (wg Lesch 1998)
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5. Regulacja

Mechanizm transportu serotoniny przez 5-HTT jest zwiazany z udzialem Na ™,
Cl™ (rys. 5) (50). Do zewnetrznej strony blony transportera przylaczaja sie
jony Na+, Cl-. W wyniku tego zachodza zmiany konformacyjne, umozliwia-
jace przylaczenie substratu, np. 5-HT. Nastepnie po przeniknigciu do wngtrza
komorki od wewngtrznej strony blony odlacza si¢ substrat i zostaja uwolnione
jony Na*, Cl™. Transporter wraca do pierwotnego stanu przy udziale jonéw
K*. Tak wiec 5-HTT jest zalezny od jonéw Na*, Cl~ (po zewnetrznej stronie
blony komérkowej) oraz od K™ (po cytoplazmatycznej stronie transportera).
Prawdopodobnie transportery monoaminowe sa regulowane przez fosforylacje
przy udziale kinazy biatkowej i defosforylacje przy pomocy fosfatazy. Fosfo-
rylacja zmienia aktywnoS§¢ transportera przy pomocy podobnych mechaniz-
méw jak to ma miejsce w przypadku receptoréw zwiazanych z bialtkiem G
(GPCRs). Badania wykazaly, ze wychwyt zwrotny S5-HT jest regulowany przez
kinaze biatlkowa C (PKC) zalezna od diacyloglicerolu. Sugeruje sie, ze przy
udziale kinazy nastepuje fosforylacja, co powoduje obnizenie transportu (11).
Zahamowanie aktywnoSci fosfataz, a szczeg6lnie fosfatazy 2A (ktore sa enzy-
mami defosforylujacymi transporter) nasila fosforylacje. Badania wykazalty, ze
serotonina moze obnizaé fosforylacje transportera serotoniny i tym samym
nasila¢ czynnos¢ 5-HTT (11, 65).

Dziatalno§é 5-HTT jest ponadto regulowana na poziomie genetycznym.
Badania in vitro wykazaly, Ze ekspresja genu omawianego transportera jest
regulowana przez cAMP oraz hormony steroidowe i leki przeciwdepresyjne.

4585
3620

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy wychwyt zwrotny neuroprzekaznika przy udziale jondow
(opis rysunku w tekscie). S — substrat (wg Nelson 1999)

+
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VNTR-17 (9-12 powtérzen)
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Rys. 6. Budowa i regulacja ekspresji genu transportera serotoniny. Dwie formy genu 5-HTTLPR:
forma L (dtuga), forma S (krétka), VNTR-17: intron II genu promotora (wg Lesch 1998)

Gen transportera serotoniny jest umiejscowiony na chromosomie 17q11.1-q12,
a w jego budowie wyrdzniamy 14 egzondéw obejmujacych 35 kpz. Opisano
polimorfizm tego genu (rys. 6) — jedna postaé dotyczy intronu 2 i polega na
zmiennej liczbie tandemowych powtdorzen (VNTR — variable number of tan-
dem repeats). W tym przypadku motyw jest powtérzony 9, 10 lub 12 razy
i liczy 16-17 pz. Sugeruje sie na podstawie badan genetycznych, ze wystapienie
9 powtbrzen moze by¢ zwiazane z wystgpowaniem depresji jednobiegunowej,
natomiast 12 powtorzen z wystgpowaniem depresji dwubiegunowej (36). Inny
polimorfizm insercyjno-delecyjny wystepuje w rejonie kontrolujacym trans-
krypcje genu transportera 5-HTT. Charakteryzuje si¢ wystgpowaniem dwoch
form alleli, ktore reguluja aktywno$¢ promotora. W populacji ludzi spotyka
sig trzy fenotypy: 1l, s, ss. W przypadku wystgpowania homozygoty typu Il
dochodzi do zwigkszone] aktywnos$ci transkrypcyjnej genu, co wiaze sie row-
niez ze zwigkszeniem wychwytu zwrotnego serotoniny. Natomiast wystgpowa-
nie fenotypu ss jest zwiazane ze zmniejszonym wychwytem zwrotnym 5-HT,
a takze wystgpowaniem szeregu chorob np. choroby afektywnej, anoreksji,
bulimii, depresji, uzaleznien alkoholowych czy tendencji samobojczych (36, 60,
84, 87). Do nieprawidlowosci dochodzi rowniez na poziomie transkrypciji (duze
znaczenie moze mie¢ tutaj kinaza biatkowa zalezna od cAMP), translacji lub
przemieszczenia transportera do blony komorkowe;.

Zastosowania osiagnie¢ genetyki i biologii molekularnej w farmakologii
jest ogromnym krokiem naprzéd w badaniu mechanizmu dziatania lekow. Pod
wplywem lekoéw przeciwdepresyjnych dochodzi do zmian w ekspresji gendow
kodujacych wiele kluczowych dla systemu nerwowego bialek, takich jak hydro-
ksylaza tyrozyny, biatko 5-HTT, receptory glukokortykoidowe, receptory mo-
noaminergiczne (47).
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6. Wiazanie radioligandéw do transportera

Badanie funkcji serotoninergicznych na poziomie obwodowym datuje si¢ od
lat siedemdziesiatych, kiedy uznano, ze plytki krwi przez swoje podobienstwo
morfologiczne i biochemiczne (tabela 1) do neurondéw serotoninergicznych sa
doskonalym narzedziem badawczym dla ukladu serotoninergicznego (75, 77).

Tabela 1. Porownanie plytek krwi i neuronu (wg Owens 1994)

Piytka Neuron

Transporter blonowy (5-HTT)
Transporter pecherzykowy (5-HTT)
Wychwyt i transport 5-HT
Uwalnianie 5-HT

Synteza 5-HT

MAO typu B

Enolaza neuronalna

+ +

+ 4+ 1+ ++
i

Ocene obwodowej aktywnosci transportera u ludzi mozna dokona¢ stosu-
jac rozne metody:

1. Poprzez badanie kinetyki wychwytu zwrotnego, oceniajac szybko$¢ mak-
symalng transportu serotoniny (Vmax), oraz stalg powinowactwa (Km);
oba te parametry moga byc¢ zaburzone w chorobach, u podioza ktorych lezy
dysfunkcja uktadu 5-HT.

2. Badanie wigzania radioligandow, bedacych specyficznymi antagonistami
transportera, [3H]imipraminy[IMT], [3H]paroksetyny i [3H]citalopramu. Ta
metoda dostarcza informacji o maksymalnej ilosci miejsc wiazacych radio-
ligand, Bmax, oraz o Kd, stalej dysocjacji (26).

Obie te metody badania parametréow serotoniny na obwodzie znalazly
zastosowanie w ocenie roznic pomigedzy chorymi na depresje i inne zaburzenia
psychiczne a osobami zdrowymi. Metody te stosuje si¢ rowniez do oceny
postmortem aktywnosci 5S-HTT w mozgu. Obecnie mozliwe sa takze badania
in vivo przy uzyciu metod obrazowania mézgu z wykorzystaniem specyficznych
radioligandéw jak [123-J}-beta-CIT ([124-1]-metylo3beta-/jodofenylo/-tropan).
Metody te to PET-pozytronowa tomografia emisyjna, SPECT-fotonowa to-
mografia emisyjna, oraz bardziej dostepny i mniej kosztowny funkcjonalny
rezonans magnetyczny (66). Czesto stosuje si¢ w badaniach molekularnych
metode hybrydyzacji in situ do okreslenia ilo$ci powstajacego, nowego mRINA
dla biatka transportera.

A. Badania wiazania imipraminy (IMI) do transportera serotoniny

Przez ostatnie dwie dekady powstala bardzo duza ilo§¢ prac badawczych
na temat wigzania imipraminy do transportera znajdujacego sig w plytkach
krwi u chorych z depresja. Wczesne badania (tabela 2) dowodzily, Ze wiazanie
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Rys. 7. Indywidualne wartosci Bmax dla [3HJimipraminy w plytkach oso6b chorych
i zdrowych u kobiet i mgzczyzn. Wyniki dla chorych w obu grupach wiekowych sa
znacznie nizsze niz u osé6b zdrowych (p <0,01).

Oznaczenia: K — grupa kontrolna, D — chorzy na depresje, A ® — mezczyzni,
AQ - kobiety (wg Owens 1994)

to jest znamiennie obnizone w depresji jedno- 1 dwubiegunowej (46, 56, 57, 64).
Poniewaz zjawisko redukcji wiazania bylo powtarzalne (65-75% autorow
stwierdzalo obnizenie wiazania), fakt ten zostal uznany za istotny marker
depresji, mimo bardzo duzych rozrzutow wartosci Bmax w grupach chorych
i zdrowych oraz znacznego ,,zachodzenia’ na siebie wynik6w otrzymanych dla
chorych i zdrowych w tym samym eksperymencie (rys. 7).

Sytuacja nie jest jednak jednoznaczna, bowiem Paul (1981), Suranyi-Cadotte
(1985), Gay i wsp. (1983) badajac grupg chorych leczonych elektrowstrzasami lub
lekami przeciwdepresyjnymi wykazali, Ze niezaleznie od klinicznej reakcii chorych
na terapie wiazanie imipraminy nie roznito si¢ od wartoéci przed leczeniem.

Problem, czy obnizone wiazanie imipraminy jest markerem cechy czy stanu
(depresyjnego) do dnia dzisiejszego nie zostal rozstrzygniety. Wiekszos¢ auto-
row przyjela zjawisko zredukowanego wigzania imipraminy raczej za markera
cechy niz markera stanu depresyjnego. W innych zaburzeniach zmiany w wiaza-
niu imipraminy nie osiagaly poziomu znamiennosci statystycznej (rys. 8) (52).
Takze sponsorowane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia wieloosrodkowe
badanie nie wykazalo réznic w wiazaniu imipraminy miedzy grupami chorych
z depresja a osobami zdrowymi. Obecno$¢ dwdch populacji miejsc o wysokim
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Rys. 8. Specyficzno§¢ obnizonego wiazania [3Hl]imipraminy w depresji w poréwnaniu
z innymi kategoriami diagnostycznymi
* — p<0,05 w poréwnaniu z pozostalymi grupami.
U podstawy kazdego stupka zaznaczono liczbe chorych z kazdej gropy (wg Owens 1994)

i niskim powinowactwie do imipraminy (9), lacznie z wadami metodycznymi
moglo stanowi¢ przyczyng duzej rozbieznosci i zmiennosci wynikow. Wartosci
Bmax i Kd zaré6wno u 0s6b zdrowych jak i wérod chorych z depresja wahaja sie
od 100 do 2400 femtomoli na mg biatka, wartos¢ Kd dla imipraminy — od 0.2
do 3 nM (dane z metaanalizy Ellisa 1994). Jeszcze inne czynniki mogly przyczy-
niaé¢ sig¢ do tych rozbieznosci — jak wynika z badan Rauscha (1982), Healy
(1990) i D’Hondta (1994) — wiazanie imipraminy podlega rytmom dobowym
i sezonowym zar6wno u 0sob zdrowych jak i chorych na depresje niesezonowa
i sezonowa oraz w znaczacy sposob zalezy od wieku. Metaanaliza danych
dotyczacych wartoéci Bmax i Kd dla wiazania imipraminy w depresji, obejmuja-
ca ponad 1900 chorych wykazala, 7e niezaleznie od metody oznaczania, wigza-
nie imipraminy u chorych jest jednak znacznie obnizone. W badaniach post-
mortem stwierdzono w tkance moézgowej, podobnie jak w plytkach, znaczna
redukcje wiazania w korze i hipokampie u osob z depresja i samobdjcow (59,
79), oraz znaleziono szereg réznic regionalnych w moézgu samobdjcow dotycza-
cych wigzania imipraminy — najwyzsze, w pordéwnaniu z kontrola wiazanie
w formacji hipokampu, najnizsze w sklepieniu i niektorych regionach kory.
Parametry wychwytu zwrotnego 5-HT réwniez byly badane w depresiji,
cho¢ nie tak intensywnie jak wiazanie ligandéw do 5-HTT. Wielu autorow
zgadza sig, ze wychwyt u nieleczonych chorych jest obnizony (19, 81, 90),
a parametry transportu serotoniny podlegaja rytmom dobowym i sezonowym.
Udoskonalone metodycznie badania wiazania IMI w depresji sa kontynuowa-
ne, poniewaz s3 juz dostgpne radioligandy z grupy selektywnych inhibitoréw
wychwytu serotoniny — paroksetyna i citalopram, ktore maja znacznie wicksze
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powinowactwo do transportera serotoniny. Prace te sa jednak nieliczne, ale
i one nie wyjasniaja wielu problemow, zwiazanych m.in. z faktem, ze miedzy
Bmax dla imipraminy i Bmax dla paroksetyny nigdy nie stwierdzono korelacji,
wykonujac oznaczenia u tych samych chorych. Potwierdza to przypuszczenia,
ze te dwa ligandy wiaza sie do odrgbnych miejsc w czasteczce transportera.
W nowszych pracach (tabela 2, 1994-1999), znaczny spadek wiazania imip-
raminy w grupach chorych z depresja zaobserwowali Nemeroff (1994), Rosel
(1999) oraz Iny (1994). Wiazanie imipraminy bylo rowniez znamiennie obni-
zone w dystymii, niepokoju i napadach leku panicznego (28).

Biorac pod uwagg fakt, ze transporter plytkowy i neuronalny sa produk-
tami tego samego genu, wskazniki plytkowe powinny odzwierciedla¢ zmiany
zachodzace w mozgu w zwiazku z prowadzeniem terapii lekami przeciwde-
presyjnymi. U zdrowych ochotnikéw obserwowano wzrost Bmax transportera
plytkowego po podaniu amitryptyliny i dezypraminy (13, 14, 24), natomiast
amineptyna, maprotylina, mianseryna i imipramina nie wywieraly zadnego
efektu na Bmax (62, 81, 88). Chlorimipramina po 7 dniach stosowania wywo-
lala znaczny wzrost wigzania trytowanej imipraminy (62).

U chorych z depresja notowano wzrost wiazania [3H]imipraminy w plyt-
kach po farmakoterapii zimelidyna, alaproklatem i dezypramina (3, 86), oraz
po podaniu imipraminy i lofepraminy (24). Natomiast Wagner (1987) po
nortryptylinie nie stwierdzita Zadnych zmian w wiazaniu IMI do transportera
plytkowego u chorych z depresja. Z kolei Healy (1990) oprocz zmian w Bmax
obserwowal rowniez znaczny wzrost wartosci stalej dysocjacji Kd dla
[3H]imipraminy w plytkach po leczeniu imipramina i lofepramina.

B. Wiazanie paroksetyny

Paroksetyna jest okolo 10 razy bardziej selektywnym ligandem niz IMI (Kd
w mozgu szczura wynosi 0.05-0.15 nM). Jej wiazanie w mozgu, w odroznieniu od
imipraminy, jest prawie kompletnie zahamowane przez chemiczne zniszczenie
serotoninergicznych zakonczen nerwowych i dotyczy tylko jednej populacji miejsc.
W mobzgu czlowieka paroksetyna wykazuje identyczna charakterystyke farmako-
logiczna jak w moézgu szczura. Zdolnosé antagonistow transportera 5-HT do
hamowania wiazania paroksetyny koreluje z hamowaniem przez nie wychwytu
zwrotnego serotoniny. W mozgu szczura wiazanie specyficzne paroksetyny
stanowi 90% wiazania calkowitego, natomiast w synaptosomach kory cztowieka
tylko 40%, podczas gdy wiazanie citalopramu az 80%. Swiadczy to dobitnie
o tym, Ze citalopram jest lepszym ligandem do badan 5-HTT. Lezja neuronéw
serotoninergicznych powoduje calkowity zanik wiazania citalopramu (44).

W wigkszosci badan wigzanie paroksetyny (tabela 3 — wybrane wartosci)
u chorych z depresja przed leczeniem nie roznito sig od wartosci obserwowanych
w grupie kontrolnej (5, 16, 17, 27, 28, 34, 35, 48). Zmiany Bmax w depresji
odnotowal natomiast Nemeroff (1994) i Alvarez (1999), to znaczy w obu
przypadkach u chorych wystapilo znacznie obnizone wiazanie paroksetyny
w poréwnaniu z osobami zdrowymi (tabela 4) (73). U pacjentow z niepokojem
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Tabela 4. Stale dysocjacji lekow przeciwdepresyjnych dla 5-HTT i NAT (Kd, nM) i wspotczynnik
selektywnosci 5S-HTT/NAT (wg Tatsumi 1997)

Lek 5-HTT SD NAT SD 5-HAT/NAT
Amitryptylina 4,30 0,12 35 2 8,1
Imipramina 1,40 0,03 37 2 27
Kiomipramina 0,28 0,01 38 1 130
Dezypramina 17,6 0,7 0,83 0,05 0,047
Lofepramina 70 4,05 5.4 0.4 0,077
Nortryptylina 18 1,0 4,37 0,07 0,24
Maprotylina 5800 200 11,1 0,3 0,0019
Nefazodon 200 20 360 40 1,8
Oksaprotylina 3900 100 4,9 0,2 0,0012
Zimelidyna 152 6 9400 100 62
Mirtazapina > 100000 4600 -
Wenlafaksyna 89 0,3 1060 40 120
Citalopram 1,16 0,01 4070 80 3500
Demetylocitalopram 3,6 0,2 1820 40 500
Sertralina 0,29 0,01 420 20 1400
Demetylosertralina 3,0 0,2 390 10 130
Fluoksetyna 0,81 0,02 240 10 300
Fluwoksamina 2,2 0,2 1300 30 580
Paroksetyna 0,13 0,01 40 2 300

i panika Bmax bylo réwniez obnizone (Iny 1994), a w alkoholizmie II typu
— podwyzszone (4). Marazziti w serii badan dotyczacych wiazania paroksetyny
stwierdzila jej obniZone wiazanie u nie leczonych uprzednio osb6b z napadami
paniki, choroba obsesyjno-kompulsywna i innymi zaburzenjiami zwiazanymi
z kontrola impulsywnosci, jak kleptomania i zespot Touretta (41, 42, 43).

Wplyw farmakoterapii na wiazanie paroksetyny i wychwyt serotoniny jest
ostatnio przedmiotem licznych badan. Alvarez (1999) badajac ludzi chorych na
depresje, Black (1990) pacjentow z choroba obsesyjno-impulsywna obserwo-
wali spadek wiazania paroksetyny po leczeniu klomipramina, réwniez flu-
oksetyna obnizala wiazanie paroksetyny u chorych z depresja (1). Z kolei
Bakish (1997) u chorych z depresja nie obserwowal zmian w wiazaniu, nato-
miast stwierdzil znaczne podwyzszenie Kd dla paroksetyny oraz redukcje
szybkosci maksymalnej transportu po leczeniu SSRI — paroksetyna i fluoksety-
na. Natomiast Sallee (72) w grupie dzieci i mlodziezy z depresja, leczonych
sertralina obserwowal redukcje powinowactwa [3H]paroksetyny do 5-HTT.

Interesujace wyniki otrzymal Sallee i wsp. (1996) u dzieci i mlodziezy
z choroba obsesyjno-kompulsywna. Wyjsciowa warto§¢ Bmax rbznicowala
osoby reagujace poprawa na leczenie SI-SHT, byly to osoby z wyzsza ponad
dwukrotnie wartoscia Bmax w poréwnaniu z grupa chorych nie reagujacych
na farmakoterapie. Jednak warto$¢ tego spostrzezenia jako ewentualnego
predyktora skutecznej terapii wymaga dalszych badan.

Odrebna grupe stanowia badania dotyczace os6b, ktore dokonaly proby
samobdjczej. Dane psychofarmakologiczne, genetyczne oraz neurochemiczne
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sugeruja, ze transporter i receptory 5-HT stanowia integralna czgs¢ patofiz-
jologii depresji i prob samobdjczych. Wiadomo, Ze obroty serotoniny w pniu
mozgu sa zmniejszone w tej grupie osob, a antagonisci transportera serotoni-
ny zmniejszaja czesto$¢ ideacji i zachowan samobojczych (85). W doSwiad-
czeniach eksperymentalnych SI-SHT nasilaja aktywno$¢ serotoninergiczng
w srodmozgowiu (76). We wezesniejszych badaniach postmortem stwierdzono
w tkance moézgowej, podobnie jak w plytkach, znaczna redukcje wiazania
trytowanej imipraminy w korze i hipokampie u 0séb z depresja i samobdjcow
(31, 59, 79). W nowszych badaniach, w przodomozgowiu, stwierdzano ob-
nizone wiazanie radioligandéw — inhibitor6w wychwytu 5-HT (2, 33). Badanie
autoradiograficzne wiazania [3H]paroksetyny w okolicy jader szwu — miejsc
syntezy serotoniny nie wykazalo jednak istotnej réznicy u chorych z depresja,
ktoérzy dokonali proby samobodjczej (12). Natomiast Malison i wsp. (1998)
obserwowali spadek ilosci 5-HTT przy uzyciu metody obrazowania mozgu
z beta-CIT w strukturach $rédmoézgowia u chorych z depresja. Jest wiele
danych wskazujacych, ze w przypadku mysli samobojczych istotne znaczenie
moga mie¢ zmiany aktywnosSci transportera noradrenaliny.

Alkoholizm jest kolejna choroba, w ktorej patofizjologii moze mieé udziat
system serotoninergiczny a antagoniSci transportera 5-HT znajduja zastoso-
wanie w przedtluzaniu okresow abstynencii i lagodzenia symptomow zespolu
abstynencyjnego. Badania genetyczne sugeruja zwiazek alkoholizmu z poli-
morfizmem regionu promotora genu 5S-HTT, ale nie znaleziono jednoznacz-
nego zwiazku funkcjonalnego formy | i s z wiazaniem [3H]paroksetyny w tej
grupie osob (53). Obrazowanie przy pomocy fotonowej tomografii kompu-
terowej (SPECT) z ligandem beta-CIT wykazalo znaczna redukcje gestosci
5-HTT w pniu moézgu, dodatkowo korelujaca z okresem konsumpcji alkoholu
oraz skala depresji i niepokoju podczas okresu abstynenciji (25). Te badania
wymagaja jednak potwierdzenia, poniewaz byly wykonywane ze wzgledow
ekonomicznych na malych liczebnie probach.

C. Wiazanie radioligandéw u o0s6b z choroba afektywna sezonowa

Choroba afektywna sezonowa (SAD) jako kategoria zaburzen nastroju
istnieje relatywnie od niedawna. Zostala opisana przez Rosenthala (1984), ktory
zidentyfikowal jej postaé letnia i zimowa. Wielu ludzi do$wiadcza zmian nastroju
w zaleznosci od pory roku, ale do zdiagnozowania tych zaburzen jako choroby
afektywnej niezbedne jest spelnienie szeregu warunkow: epizody obniZzonego na-
stroju wystepujace jesienia lub zima, niekiedy ze spontaniczna remisja na wiosne,
zaburzenia snu, wzrost apetytu, przyrost masy ciala. Przyczyny depresji tego
rodzaju nie sa do konca znane, podobnie jak pozostaltych zaburzen afektywnych.
Przypuszcza sig, Ze u chorych wystepuja zaburzenia rytméw dobowych, a $wiatlo
o odpowiedniej dhugosci fal przywraca ‘wlasciwy’ rytm dobowy (37). Niektorzy
badacze sugeruja, ze w patofizjologie tej choroby zaangazowana jest melatonina,
do syntezy ktorej niezbedny jest tryptofan, a serotonina lezy na szlaku tej syntezy
(38). By¢ moze przyczyna jest sezonowy niedobOr serotoniny, ktory zostaje
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wyrownany przez fototerapie. Penev (1997) wykazal, ze $wiatto podnosi poziom
serotoniny w mozgu kroélika. Wiadomo takze, ze fenfluramina i fluoksetyna sa
skutecznymi lekami w depresji sezonowej (71), co moze posrednio oznaczac,
iz serotonina jest zaangazowana w patofizjologie tej choroby.

Obnizona iloé¢ miejsc wiazacych imipramine oraz wzrost Bmax po foto-
terapii — zostala zaobserwowana przez Szadoczky i wsp. (1989). Przy za-
stosowaniu jako liganda bardziej selektywnej paroksetyny nie udalo si¢ jednak
powtorzyc tej obserwacji, nie wystapita roznica w wigzaniu paroksetyny mieg-
dzy chorymi a grupa kontrolna, jak rowniez fototerapia nie zmienita Bmax dla
wigzania paroksetyny (54). Z kolei Mellerup (1993) i Smedh (1999) badajac
niezaleznie wiazanie paroksetyny do preparatu blon plytkowych otrzymali
zblizone wyniki: wiazanie paroksetyny przed leczeniem bylo podwyzszone
w poréwnaniu z grupa osob zdrowych, szczegélnie w grupie chorych reaguja-
cych poprawa na fototerapie. Po leczeniu Bmax paroksetyny u tych chorych
ulegatl znamiennemu obnizeniu. Tak wiec wylania sie interesujaca mozliwosé
roznicowania chorych pod wzgledem podatnosci na fototerapi¢ na podstawie
wiazania paroksetyny do transportera plytkowego. Najistotniejszym faktem
wynikajacym z tych doswiadczen jest stwierdzenie, ze skuteczna fototerapia
zwiazana jest ze znacznym spadkiem wiazania paroksetyny, korelujac ze spad-
kiem punktacji na skali depresji Hamiltona.

Podwyzszone wiazanie paroksetyny obserwowane w depresji zimowej moze
by¢ zjawiskiem odpowiedzialnym za obnizenie czynnoSci serotoninergicznej u tych
chorych (nasilony wychwyt zwrotny neurotransmitera). E.acznie z innymi sympto-
mami Swiadczacymi o niedoczynnosci uktadu 5-HT, jak zwigkszony apetyt,
nasilone zapotrzebowanie na sen, wyniki tych badan podkreslaja role systemu
serotoninergicznego mobzgu w patomechanizmie depresji sezonowe;.

Przeciwne wyniki do Smedh (1999) i Mellerupa (1993) uzyskat Stain-
-Malmgren (1998) badajac wiazanie paroksetyny oraz parametry wychwytu
zwrotnego serotoniny. Chorzy reagujacy poprawa na fototerapig mieli w tym
badaniu znacznie nizsza warto$¢é Bmax niz chorzy bez poprawy oraz znacznie
wyzsza Km, co $wiadczy o zmianie powinowactwa transportera do serotoniny.
Obnizone wiazanie paroksetyny (Bmax) wzrosto po fototerapii do poziomu
obserwowanego w grupie osob zdrowych. Wyniki otrzymane przez Stain-
-Malmgren sugeruja, ze choroba afektywna sezonowa jest zwigzana z zabu-
rzeniami w procesie wychwytu zwrotnego 5-HT.

Liczne badania z uzyciem imipraminy wskazuja, ze redukcja iloéci trans-
portera serotoniny jest charakterystyczna w pewnych podgrupach depresii,
okre§lanych dawniej jako endogenne (31). Mellerup (1993) sugeruje, ze depre-
sje 0s6b niereagujacych na fototerapie zaliczy¢ mozna do tej wladnie kategorii.
Przeciwnie jesli wiazanie paroksetyny przed leczeniem jest wysokie, to zabu-
rzenia podgrupy chorych reagujacych na fototerapi¢ moglyby naleze¢ do
kategorii depresji nieendogennej (46).

Zastosowanie fotonowej tomografii emisyjnej (SPECT), z uzyciem jako
ligandu [123-J]-beta-CIT, wykazalo spadek liczby transporteréw serotoniny
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u chorych z SAD (89) w okolicy wzgobrza i podwzgdrza (bez zmian w $rod-
mozgowiu). Ten fakt wyjasniatby specyficzng symptomatologi¢ SAD, ponie-
waz wiele nietypowych objawow tej postaci depresji odzwierciedla zaburzenia
funkcji podwzgorza.

7. Wilasnos$ci farmakologiczne transpertera

Do transportera serotoniny wiaza si¢ z duzym powinowactwem leki przeciwdepre-
syjne, ktore sa antagonistami 5-HTT, oraz substancje psychostymulujace, np.
kokaina. Obie te grupy zwiazkow podwyziszaja zewnatrzkomorkowe stezenie
5-HT, tym samym wydtuzaja czas i sile przekaznictwa serotoninergicznego.

Badania farmakologiczne transportera serotoniny mozna przeprowadzac
na synaptosomach z mozgu szczura lub czlowieka, ale ostatnio wigkszo$¢ tego
typu badan wykonuje si¢ na transfekowanych genem transportera 5-HT liniach
komoérkowych tkanek nieneuralnych, np. HEK-293 (ludzka tkanka embrio-
nalna nerki). Zaleta tej metody jest brak wplywu innych blonowych bialek
wystepujacych w tkance nerwowej, ktore moglyby interferowac z oznaczeniami
biochemicznymi.

Naturalnym substratem transportowanym przez 5-HTT jest serotonina,
a egzogennym np. fenfluramina. Wsrod substratéw nietransportowanych sa
podstawione amfetaminy np. metamfetamina, metkatinon, MDMA, natomiast
antagonistamii transportera sa kokaina i leki bedace inhibitorami wychwytu
zwrotnego serotoniny. Do tej grupy naleza zar6wno klasyczne leki trojpierscie-
niowe jak i nowa generacja selektywnych inhibitoréw wychwytu serotoniny
(SSRI), ktore aczkolwiek nie przewyzszaja lekow trojeyklicznych pod wzgledem
skutecznosci klinicznej to jednak pozbawione sa wielu dzialan niepozadanych
(Stahl 1998). Endogenne inhibitory transportera serotoniny nie sa znane. W pis-
miennictwie jest wiele prac dotyczacych charakterystyki farmakologicznej trans-
portera serotoniny. Przedstawione w tabeli 4 dane, otrzymane w modelu
z transfekowanym genem transportera, pochodza z pracy Tatsumi i wsp. (1997)
_ 1 przedstawiaja stale dysocjacji oraz wspolczynniki selektywnosci dla 37 réznych
lekoéw przeciwdepresyjnych, bedacych inhibitorami wychwytu NA i 5-HT.

Wirod lekdéw antydepresyjnych paroksetyna, nalezaca do grupy SSRI, jest
najsilniejszym antagonista transportera serotoniny, Kd-0.13+/-0.01 nM. Jednak
najbardziej selektywny okazat si¢ citalopram, jego powinowactwo do transportera
noradrenaliny (NAT) wynosi 1/3500 powinowactwa do 5-HTT i jest znacznie
nizsze niz paroksetyny. Metabolity tych lekow, demetylocitalopram i demetyloser-
tralina, dzialaja rowniez bardzo silnie antagonizujaco wobec 5-HTT, w odréznie-
niu od drugorzedowych metabolitow imipraminy i amitryptyliny, ktore sa
bardziej specyficzne wobec transportera noradrenaliny. Czterocykliczne leki
antydepresyjne jak maprotylina, oksaprolina, mianseryna, mirtazepina oraz
inhibitory MAO maja bardzo stabe dzialanie antagonizujace 5-HTT.

Owens 1 wsp. (1997) stwierdzil, stosujac tkanke mo6zgowa czlowieka i szczu-
ra oraz lini¢ komoérkowa HEK, ze wenlafaksyna jest silniejszym antagonistg
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transportera serotoniny, mimo ze w badaniach na zwierzgtach wykazywata
podobne powinowactwo do NAT i 5-HTT. Klinicznie wenlafaksyna wykazuje
wlasnoSci antagonistyczne takze wobec NAT. Podobnie Owens stwierdzit znacznie
wyzsze powinowactwo imipraminy i amitryptyliny do 5-HTT u czlowieka
w poréwnaniu z transporterem w mozgu szczura, mimo bardzo duzej homologii
obu transporterow — 92%. To zjawisko jest prawdopodobnie zwiazane z rdznica
miedzy tymi transporterami w 12 domenie czasteczki. Ogolnie, wigkszos¢ SSRI nie
wiaze si¢ do innych receptoréw neuroprzekaznikowych z wyjatkiem paroksetyny,
ktora wykazuje umiarkowane powinowactwo do receptora muskarynowego
i sertraliny, ktora wiaze si¢ do receptora alfa-1 (53, 32).

Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny stosowane sa nie
tylko w leczeniu depresji, gdzie ich skutecznos¢ jest porownywalna z lekami
trojpierScieniowymi. Znalazly zastosowanie rowniez w farmakoterapii napa-
déw paniki, zaburzeniach kontroli impulsywnosci, zespolach natrectw, fobii
spolecznej i zaburzeniach laknienia. Dziatanie wszystkich lek6w przeciwdepre-
syjnych ttumaczy si¢ wzrostem dostepno$ci amin biogennych w synapsach (49,
76). Stosunkowo niedawno zaproponowano udzial w patofizjologii depresji
oraz w mechanizmie dzialania lekoéw przeciwdepresyjnych receptoréw z grupy
SHTI1-A. Te somatodendrytyczne receptory w jadrach szwu kontroluja uwal-
nianie 5-HT. W przedklinicznych modelach depresji wykazuja nadwrazliwosc,
tzn. pobudzone niewielkimi dawkami 5-HT hamuja jej uwalnianie (ujemne
sprzgzenie zwrotne), co hamuje przekaznictwo serotoninergiczne. Hamowanie
transportera serotoniny przez leki antydepresyjne powoduje, poprzez dlugo-
trwale podwyzszanie iloSci serotoniny w synapsie, odwrazliwienie receptorow
5-HTI1A (tzw. regulacja w ,,do”) (76).

8. Wplyw substancji psychostymulujacych na funkcje transportera

Szereg substancji psychostymulujach zmienia aktywnos¢ transportera dopami-
ny, serotoniny i noradrenaliny (21, 61). Niektére np. kokaina, hamuja wy-
chwyt zwrotny neuroprzekaznik6w. Inne, jak podstawione amfetaminy, ulat-
wiaja uwalnianie serotoniny do szczeliny synaptycznej poprzez odwrdcenie
funkcji transporterow, powodujac na drodze jeszcze niepoznanego do kofica
mechanizmu, wymiang jednej czasteczki serotoniny do synapsy na jedna czas-
teczke Srodka stymulujacego do wnetrza komorki. Zwiazki te odwracaja wiec
funkcje transporterow. Nalezy zauwazy¢, ze pomimo hamowania aktywnosci
transportowej 5S-HTT i wydluzenia przez to czasu dzialania serotoniny w sy-
napsie, substancje z tej kategorii nie maja dzialania przeciwdepresyjnego.

Na transporter serotoniny $rodki psychostymulujace dziataja podobnie jak na
dopaminowy, aczkolwiek duzo slabiej. Pojedyncza dawka metamfetaminy,
metkatinonu lub MDMA powoduje bardzo szybki spadek funkcji 5-HTT
w prazkowiu szczur6w o blisko 20%. Po wielokrotnych dawkach amfetaminy,
katinonu, MDMA i metamfetaminy aktywnos¢ transportera spada o 40 do 60%
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(tabela 5) (21). Fleckestein i wsp. (1999, 2000) postuluje, ze wplyw srodkow
psychostymulujacych na inaktywacje 5S-HTT odbywa si¢ poprzez aktywowanie
kinazy bialkowej typu C (PKC), ktora katalizuje fosforylacje transportera
i redukuje transport serotoniny. Uwaza si¢, ze kokaina jest, podobnie jak
inhibitory wychwytu serotoniny, kompetycyjnym antagonista transportera seroto-
niny, a Bauman (2000) znalazt dowody, ze kokaina na poziomie molekularnym
zwiazana jest w kompleks z enzymem — fosfataza biatkowa typu 2A. Wiadomo
takze, ze wysokie dawki metamfetaminy i innych analogéw amfetaminy powo-
duja dlugotrwale uszkodzenie neuronoéw serotominergicznych, spada stezenie
serotoniny i jej wychwyt zwrotny oraz wiazanie ligandow do receptorow 5-HT.

Tabela 5. Wplyw substancji psychoaktywnych na funkcje transportujaca
5-HTT (IC 50 w uM) (wg Fleckestein i wsp. 1999)

Pojedyncza ‘Wielokrotna
Lek 1C50 dawka (%) | dawka (%)
Amfetamina 8+/-3 92+/—5 60+/~3
Metylofenidat 26+/-3 87+/—3 100
Metamfetamina 94/-3 83+ /-4 494-/—-2
Kokaina 0,54+/—0,05 115+/-7 89+4/—4
Metkatinon 21,24+ /—4 79+4/-3 62+ /-7
Katinon 144/—4 93+4/—4 42+ /—6
MDMA 2,64+/—0,3 80+/—3 62+/—3
Fenfluramina 54+/-2 99+/—5 94+ /—4

Badano takze wplyw substancji psychoaktywnych na wiazanie radioligan-
dow do 5-HT. U szczuréw, ktérym podawano kokaing, wzrastalo wigzanie
imipraminy w niektérych obszarach mozgu np. w jadrze grzbietowym szwu
(15). Belej (1996) stwierdzil wzrost wiazania paroksetyny w 53 regionach
mozgu u szczurdéw, ktore same pobieraly kokaing (self-administration). Do
roku 1998 ukazala si¢ tylko jedna praca zajmujaca si¢ wplywem chronicznie
stosowanej kokainy na funkcj¢ transportera 5-HT u ludzi (39). Autor metoda
ilosciowej autoradiografii wykazal obnizona gesto$é wiazania [125-J]-beta-CIT
w regionach srodmoézgowia: w jadrach szwu i w istocie czarnej, w badaniu
postmortem u osob uzaleznionych od kokainy.

Interesujace, ze naduzywanie alkoholu powoduje przeciwne skutki wzgle-
dem 5-HTT, a jednoczesne chroniczne stosowanie kokainy i alkoholu w nie-
znamiennym stopniu zmienia wigzanie CIT w badanych strukturach (39).

9. Podsumowanie

Badania nad ekspresja i aktywno$cia S5-HTT w plytkach krwi i mozgu
chorych na zaburzenia afektywne oraz w moézgu zwierzat w modelach psy-
chopatologii afektywnej, pomimo wielu lat badan, pozostawiaja wiele kwestii
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nie rozstrzygnietych i ciagle zawieraja duzy potencjal poznawczy, zwiazany
z analiza patomechanizmu depresji. Wprowadzenie nowych metod badaw-
czych (funkcjonalny NMR, SPECT, PET) oraz selektywnych ligandow
5-HTT, otwiera nowe perspektywy badawcze. Takze postepy w diagnostyce
i klasyfikacji roznych zaburzen afektywnych przyczyniaja si¢ do zmniejszenia
rozrzutow wynikow, tworzenia bardziej homogennych grup badanych, a co za
tym idzie, lepszej interpretacji zmian w wigzaniu ligandéw do 5-HTT. Otrzy-
mane do tej pory wyniki sugeruja szczegblnie silny zwiazek penetycznie
uwarunkowanych zmian w ekspresji 5-HTT z depresja jednobiegunowa i dwu-
biegunowa oraz tendencjami samobojczymi. Nie ulega watpliwosci, Ze biorac
pod uwage mechanizm dzialania najpopularniejszej grupy leko6w antydepresyj-
nych — SSRI, dalsze badania nad 5-HTT zastuguja na szczegdlna uwage.
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