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SISSEJUHATUS

Aju talitlusel pole piire! Aga sellele vaatamata iiritatakse teadusmaailmas
neid piire avastada voi kunstlikult tekitada, et luua siisteeme, milles inimmdistus
suudaks orienteeruda.

G valkudega seotud retseptorid (GPCR) on suurim raku pinnaretseptorite
perekond, millega on seotud paljud haigused ja nende ravi. Koguni 50-60 %
tanapdeva farmakoloogiatddstuse toodangust on suunatud GPCR-te selektiivsele
mdjutamisele.

Dopamiinergilised retseptorid on G-valk-seotud retseptorid, mis on seotud
erinevate aju funktsioonidega, nagu nditeks motoorika ja tunnetuslike protsesside
reguleerimine ning hormoonide talitlus.

Adenosiini  A; ja dopamiini D; retseptorid aju juttkehas on
kolokaliseerunud iihistes neuronites, nagu ka adenosiini Ax ja dopamiini D,
retseptorid. Nii ajukoes kui kunstlikes siisteemides on ndidatud nende
retseptoritevahelist koostoimet. Adenosiini A; retseptori aktiveerimine pdhjustab
dopamiini D, retseptori signaali norgenemist. Ndidatud on ka vastupidist toimet -
adenosiini A; retseptori blokeerimine suurendab dopamiini D; retseptori signaali
intensiivsust, mis avaldub niiteks kdrgenenud motoorika néol [1,2,3].

Kédesolevas to0s uuritigi adenosiini A; retseptori aktivatsiooni toimet
dopamiini D; retseptori sidumisomadustele, kasutades mudelsiisteemina Sf9
(Spodoptera frugiperda) rakumembraane. T66 oli jatkuks minu bakalaureusetoole,
kus iseloomustati dopamiini D, retseptori spetsiifilise antagonisti, ["TH]SCH23390,
seostumise kineetilisi aspekte ning agonistide ja antagonistide sidumisomadusi Sf9
rakumembraanides. Kéesolevas t60s lisandus sellele vordlus roti aju juttkeha

dopamiini D, retseptoritega.



KIRJANDUSE ULEVAADE

DOPAMIINERGILINE SUSTEEM

VIRGATSAINE DOPAMIIN

Monoamiin, dopamiin, on perifeerse ja keskndrvisiisteemi (KNSi) ks
tahtsamatest virgatsainetest, mis tekib juba organismi varajases embriionaalses
arengus, méngides iihtlasi suurt rolli KNSi viljakujunemises [4].

Dopamiinil on organismis védga erisuguseid funktsioone, mdjutades
motoorikat (liigutuste ja kone sujuvust), kognitiivseid omadusi (mélu, Oppimist,
motivatsiooni), samuti hormoonide siinteesi ja siidameveresoonkonna ning neerude
tegevust. Dopamiinergilise  siisteemi  hidiretega on seotud mitmed
psiihhoneuroloogilised haigused, nagu skisofreenia, tdhelepanudefitsiidi ja
hiiperaktiivsuse hdire (ADHD-attention deficit hyperactivity disorder), bipolaarne
hidire, ravim- ja narkosoltuvus, samuti Parkinsoni tobi, Gilles de la Tourette’i
stindroom ning perifeersed ja hormonaalsed héired, nagu hiipertensioon ja
hiiperprolaktineemia, ning paljud teised [5,6].

Katehoolamiinide - dopamiin, noradrenaliin, adrenaliin - siintees
organismis ldhtub aminohappest, tiirosiinist (Joonis 1), mida inimene saab toiduga
(liha, juust, piim, jogurt jt.) voi siinteesitakse see maksas L-feniililalaniinist, millest
ensiitimi fentiiilalaniin hiidroksiilaas toimel saab tiirosiin. Tiirosiin on l&hteaineks
ka melaniinile (pigment) ja kilpnddrme hormoonidele tiiroksiinile ja

trijodotiironiinile [7].

DOPAMIINI RETSEPTORID

Dopamiinergilise siisteemi ja sellega seotud héirete uurimisel 1dhtutakse nii
kaitumuslikust, fiisioloogilisest kui biokeemilisest aspektist. Muuhulgas uuritakse

ka dopamiini retseptoreid — nende regionaalset paiknemist, omadusi, mis neid



teineteisest eristab voi iihendab ning voimalikke koostoimed teiste retseptorite ning
moju avaldavate valkudega.

Dopamiini  efekt avaldub seitsme-transmembraansete  (7-TM -
transmembrane) G-valk-seotud retseptorite (GPCR- G-protein coupled receptor)
kaudu. Hilisemas kirjanduses kasutatakse nimetuste 7-TM ja GPCR asemel ka
termineid heptahelical, heptaspanning ja seven-membrane-spanning, viidates kdik
seitsmele membraani l&bivale omavahel rakusiseste ja —viliste aasadega ithendatud
valguheeliksile retseptori struktuuris [6,8,9]. Kédesolevas t60s piirdume antud tiitipi
retseptorite nimetamisel selguse huvides nende kdige enamlevinud lithendiga - (7-
TM) GPCR.

Dopamiini retseptorid on kodeeritud viie erineva geeniga. Retseptorite
alatiilipe eristab eelkdige erinev afiinsus dopamiini suhtes ja spetsiifiline
seondumine erinevate heterotrimeersete G valkudega [5]. Viimasest ldhtuvalt on
juba varasemalt, enne kui sai véimalikuks geeni kloneerimine, DA retseptorid
jagatud kaheks, millest D;-tiilipi retseptorid, seondudes Gs-tiilipi G valkudega,
stimuleerivad ensiilimi adeniilaadi tsiiklaas (AC) aktiivsust, avaldudes rakusisese
efektori, tstiklilise adenosiin monofosfaadi (cAMP), tootlikkuse kasvus. D,-tiitipi
retseptorid, seostudes Gj, valguga, vastupidi, vdhendavad vOi ei mojuta AC
aktiivsust ning cAMP tootlikkust [10].

Dopamiini retseptorid mojutavad ka kaltsiumi ja kaaliumi kanaleid. D,-
tiilipi retseptorite aktiveerimisel rakuviline K™ kontsentratsioon suureneb, toimub
raku hiiperpolarisatsioon, olenevalt tingimustest kas Gq1.3, Gao V. Goi valkude
vahendusel. DA toimemehhanism kaltsiumi kanalitele on modlemat tiiiipi
retseptorite korral aga keerulisem. Lisaks K™ ja Ca®" kanalitele mdjutavad DA
retseptorid ka arahhidoonhappe vabanemist, Na'/H" vahetust (mdjutades rakusisest
pH-d ja ruumala) ja Na'/K' ATPaasi ehk ioonpumpa, mis vastutab raku
elektrokeemilise gradiendi séilitamise eest [11].

D,-tiitipi retseptorid (D; ja Ds, nérilistel vastavalt D4 ja D;g) on véga
sarnase aminohappelise jérjestusega. Nende TM-piirkonna sarnasus on 80%,
mistottu on senini puudus headest alatiilipspetsiifilistest D;/Ds selektiivsetest
ligandidest. D; ja Ds retseptorid eristuvad siiski teineteisest tdnu erinevale
piirkondlikule, rakulisele ja rakusisesele paiknemisele ning erinevusele ligandide

ja G valkudega seostumises ning edastavas signaalis [6]. On néidatud, et erinevus



D; ja Ds retseptorite  neljanda rakusisese aasa primaarstruktuuris maéérab
retseptorite seondumise erinevate G valgu Yy-alatiiipidega ehk seega erineva
kompositsiooniga heterotrimeersete G valkudega, mistottu ilmnevad ka erinevused
adeniilaadi tsiiklaasi aktiveerimisel D ja Ds retseptorite poolt [12].

D,-tiiiipi retseptoritel (Dy1/Dss, D3, D4) on vorreldes D -tiilipi retseptoritega
pikem 7-TM ahela kolmas rakusisene aas, mille pikkus médarab ka D, (long-pikk)
ja Dys (short-lithike) alatiitipideks jaotumise, eristades neid teineteisest 29
aminohappejddgi vorra. Organismis leidub enam D, retseptorit, kuid
farmakoloogiliselt D,y ja D,s alatiiiibid oluliselt ei erine. TM-piirkonna sarnasus
D, ja D3 ning D, ja D4 retseptorite vahel on vastavalt 75% ja 53% [11,13].

D, -tiitipi retseptoritel on seitse korda pikem rakusisene karboksiiiiterminaal
kui D,-tiilipi retseptoritel, sisaldades hulgaliselt seriini ja treoniini jddke ning
tsiisteiini jadki tisna karboksiiiilterminaali alguses. Tsiisteiin, mis sisaldub koigis
GPCR-tes, on vdimeline moodustama tioestersidet rasvhappe, palmitaadiga,
mistOttu arvatakse, et tsiisteiin ankurdab retseptori karboksiililterminaali
rakumembraani kiilge. D,-retseptoritel asub tsiisteiini jaék karboksiiiilterminaali
16pus. Pikk kolmas rakusisene aas on iseloomulik paljudele Gj valkudega

seostuvatele ning lithike aas G valkudega seostuvatele 7-TM retseptoritele [11].

DOPAMIINI RETSEPTORITE PAIKNEMINE

Kesknérvisiisteemis leidub dopamiini retseptoreid juttkehas (striatum), s.h.
sabatuumas (nucleus caudatus) ja putamenis ehk koorikus (putamen), naalduvas
tuumas (nucleus accumbens), haistekobrukestes (tuberculum olfactorium) ja
ajukoores (cortex). Perifeersetest kudedest leidub neid neerudes, silmavorkkestas,
aju-ja  siidameveresoontes, neeru-, peensoolekinniti-  (mesenterium) ja
bronhiaalarterite membraanides [14], ajuripatsis, neerupealses ning siidames
[7,15].

Dopamiini retseptorite paiknemine on tihedalt seotud dopamiinergiliste
juhteteedega ehk neuronitest koosnevate narvikiududega, milles toimub dopamiini
litkkumine siinteesipaiga ja sihtpunkti vahel. Dopamiinergilisi juhteteid on kokku

neli: 1) nigrostriataalne - projektsioonidega mustollusest (substantia nigra- SN)



juttkehasse, tipsemalt sabatuuma ja koorikusse, 2) mesokortikaalne — kdhtmisest
katendialast (tegmentum ventralis — VTA-ventral tegmental area, inglk.)
ajukoorde, 3) mesolimbiline - VTA-st limbilisse siisteemi: naalduvasse tuuma,
septaalsesse piirkonda, mandelkehasse, ning 4) tuberoinfundibulaarne -
hiipotalamuse ehk nédgemiskiihmualumikust (hypothalamus) ajuripatsisse e.
hiipofiitisi [11,16,17]. D; ja D, retseptorid esinevad koigis dopamiinergilist
aktiivsust omavates piirkondades.

Kdige levinum ning suurima ekspressiooniga on dopamiin D; retseptori
alatiitip, mille mRNA-d on leitud juttkehast, naalduvast tuumast,
haistekobrukestest, limbilisest siisteemist, hiipotalamusest ja talamusest. D,
retseptori valk, kuid mitte mRNA, leidub ka entopedunkulaartuumas (nucleus
entopeduncularis) ja SN vorkmikuosas (SN pars reticulata), paiknedes peamiselt
nigrostriataalsetes GABAergilistes neuronites koos substants P-ga.

Retseptori Ds alatiilip on oluliselt vihem ekspresseeritud. Ds mRNA-d on
leitud hipokampuses, lateraalses e. killgmises nibutuumas (nucleus mamillare
lateralis), talamuse parafastsikulaartuumas (nucleus parafascicularis), eesaju
rostraalses e. ninamises piirkonnas, k.a. ajukoores, kiilgmises talamuses, juttkehas,
viahesemal médral ka mustolluses ja keskmises talamuses (thalamus medialis). Ds
mRNA-d on viga vihe voi praktiliselt puudub dorsaalses e. selgmises juttkehas,
naalduvas tuumas ja haistekobrukestes. Mairkimisvddrsel hulgal on aga Ds
retseptorid ekspresseeritud neerudes [7].

D, retseptoreid on leitud peamiselt juttkehas, haistekobrukestes ja naalduva
tuuma slidamikus, enkefaliine sisaldavates striatopallidaalsetes GABAergilistes
neuronites, ning naalduva tuuma kesta septaalsel kiiljel neurotensiini sisaldavates
neuronites. D, mRNA leidub ka erinevates ajukoore osades, septaalpiirkonnas,
mandelkehas, hipokampuse formatsiooni graanulrakkudes, SN kompaktses osas
(SN pars compacta), VTA-s dopamiinergilistes neuronites. Kuigi D; ja D,
retseptorite tihedus juttkehas on ithtmoodi suur, eristub siiski selgelt nende
regionaalne paiknemine — juttkeha selgmises osas esineb enam D, tiilipi ning
kohtmises osas D; tiiiipi retseptoreid [18]. Harva on D, ja D, retseptorid
ekspresseeritud ilihes rakus. D, retseptoreid esineb hulgaliselt ka presiinaptiliselt
autoretseptoritena, moduleerides sellega dopamiini tagasihaaret ja siinteesi.
Prestinaptilisi D,R-eid leidub mustolluses ja VTA-s. Perifeersetest kudedest

esinevad D,R-id ajuripatsis, neerupealses ja silma vorkkestas [7].



Ds retseptorid paiknevad peamiselt limbilises piirkonnas, nagu néiteks
naalduva tuuma ventromediaalkestas substants P-d ja neurotensiini sisaldavates
neuronites, haistekdbrukestes, Calleja saartel, viga vihe selgmises juttkehas. D;
mRNA-d leidub ka SN kompaktses osas (pars compactas), VTA-s
dopaminergilistes neuronites, viikeajus (cerebellum). Vihem leidub Dj;
retseptoreid ka hipokampuses, septaalpiirkonnas ning erinevates ajukoorekihtides
ja keskmises oimusagaras (Iobus temporalis medialis). D;R-id esinevad nii auto-
kui postsiinaptiliste retseptoritena.

Korge D4 retseptori mRNA tase on otsmikukoores, mandelkehas,
hipokampuses, hiipotalamuses, keskajus (mesencephalon), samuti silma
vorkkestas, madal seevastu basaaltuumades (mustollus, mandelkeha, talamuse
alune tuum, juttkeha) [19]. Ajukoores ja hipokampuses paiknevad D, retseptorid
GABAergilistes interneuronites, moduleerides neis piirkondades GABAergilist
ilekannet. D4 retseptoreid on leitud ka globus palliduse ja mustolluse vorkmikuosa
(SN pars reticulata) ning talamuse vdrkja tuuma (nucleus reticularis)
GABAergilistes neuronites. Perifeersetest kudedest leidub D4R-eid siidames, kus

neid on ~20 korda enam kui ajus [7].

G VALKUDE ROLL SIGNAALIULEKANDEL

G VALKUDE KLASSIFIKATSIOON JA OMADUSED

Nagu juba eespool mainitud, on seitsme transmembraansete retseptorite
signaalililekandel tdhtis osa heterotrimeersetel guaniini nukleotiide siduvatel
valkudel ehk lithidalt G valkudel, mille alaiihikud seostuvad erinevate rakusiseste
efektorvalkudega nagu adeniilaadi tsiiklaasid (AC), fosfolipaas C beeta (PLC[),
Ca*" ja K' kanalid, Na'/H" vahetid, fosfoinositiid 3-kinaas (PI; kinaas),
fosfolipaas D (PLD), guaniini nukleotiidide vahetusfaktorid (RasGEF ja RhoGEF)
jpt. [20,21].



Heterotrimeersed G valgud koosnevad kolmest erinevast alaiihikust,
milledest a-alatihik on méadratud 16, [3-alaiihik 5 ning y-alaiihik 12 erineva geeniga.
Ga, GB ja Gy molekulmassid on vastavalt 39-52 kDa, 35-36 kDa ja 7-16 kDa.

Ga alaiihikute sarnasuse pohjal jagatakse G valgud nelja perekonda: Gai,
Ga,, GOg11, GOyy/13. O-alatihik koosneb kahest domeenist: GTPaasne domeen, mis
on seotud guanosiintrifosfaadi (GTP) seostumise ja hiidroliilisumisega, ning
helikaalne domeen, mis haarab GTP valgu sisemusse. GO-alaiihikute spetsiifilisuse
retseptor-G  valk-efektor interaktsioonides maéédrab tdendoliselt just helikaalne
domeen, kuna see on piirkond, mis Ga-alatihikutel kdige enam erineb. GPCR-itest
suurem osa (~43%) seostub G0y, alatiiiibiga, G011 ja GO, alatiilibiga seostub
vastavalt ~33% ja ~25% retseptoreid. ~11% koikidest GPCR-itest saab seostuda
aga G valgu erinevate alatiiiipidega, kusjuures konkreetne valik on maéératud
toendoliselt retseptori rakusiseste domeenide konformatsiooniga, mis  sdltub
eelkdige retseptorit aktiveerivast ligandist. G valgu perekonnad ja a-alatiiiibid koos
nende poolt mdjutatavate efektoritega on toodud tabelis 1 [21].

Gp-alaiihik on [-propeller struktuuriga koosnedes seitsmest WD-40
kordusest (triiptofaan-aspartaat 10puga struktuurikordus, mis sisaldab ~40
aminohappejédéki, iga kordus asetub beeta-leht konformatsiooni, mis omavahel
paigutudes moodustavad tsirkulaarse beeta-propeller struktuurikonformatsiooni,
mis on omane koikidele WD-kordus tiitipi valkudele [22]). GB ja Gy-alaiihikute N-
terminaalsed piirkonnad on omavahel tihedasti kokkupdimunud. Poimumisi leidub
ka mujal struktuuris, mistottu G ja Gy moodustavad enamasti dimeerse terviku,
mis on vOimeline seostuma hiidrofoobsesse taskusse Ga-GDP struktuuris . GTP
seostumisel hiidrofoobne tasku Iohutakse ning side GPYy-dimeeri ning GO vahel

norgeneb.

G VALGU AKTIVATSIOON

Inaktiivses olekus on G valk heterotrimeersel kujul ning seotud
guanosiindifosfaadiga (GDP), mille vabanemine on kiirust limiteeriv staadium G

valgu aktivatsioonil. GDP spontaanse vabanemise kiirus varieerub soltuvalt Ga-

10



alaithikust. GPBy-dimeer ning Mg*" ioonide puudumine suurendab GDP afiinsust
Gao-alaiihikule, s.t. stabiliseerib G valgu inaktiivset olekut. Seetdttu on G valgu
aktiveerimiseks vajalik Mg®" ioonide olemasolu. GDP vabanemist soodustab G
valgu retseptoraktivatsioon, mis leiab aset agonisti seostumisel GPCR-le. GDP
vabanemiseks piisab vdhesest konformatsiooni muutusest a-alatihikus. Vdorreldes
retseptori kristallstruktuuri ja biokeemilisi andmeid on tuletatud, et retseptori ja Go
kontakti ala asub rohkem kui 20 A kaugusel Ga GDP sidumistaskust, millel seega
otsene kontakt retseptoriga puudub. Heterotrimeerse G valgu struktuuris, GO ja
GPy vahel, on aga suhteliselt suur O0nsus, mis arvatakse olevat suunatud
rakumembraani poole, vOimaldades retseptori aktiveeritud rakusisestel aasadel
kasutada seda GO ja GPY lahku 166miseks, I1o6hkudes sellega ka a— ja [-alaiihikute
vahel kontakti, mis on seotud GDP vabanemisega. GPy roll G valgu
retseptoraktivatsioonis oleks niisiis ,kangi meetodil” vabastada GDP Ga
sidumistaskust [21].

On firitatud ka ndidata, et heterotrimeerse G valgu aktiveerimiseks ei
pruugi selle alatihikute dissotsieerumine olla iileiildse vajalik [23]. Konkreetsuse
huvides jddme esialgu siiski G valgu enamlevinud ja kinnitust leidnud
aktivatsiooniskeemi juurde, kus O- ja By- alaiihikud aktiveerimisel lahku liitiakse.

G valgu heterotrimeeri dissotsieerumisel seostuvad Ogrp- ja By-alaiihikud
neile spetsiifiliste efektorvalkudega (vt. tabelid 1 ja 2), mis omakorda mdjutavad
edasist signaaliteed.

G valgu inaktiveerimine ning iihtlasi signaali katkemine soltub a-alatihiku
GTPaassest aktiivsusest ehk aktiveeritud alalihikuga seotud GTP hiidroliiiisi
aktiivsusest, mis varieerub soOltuvalt a-alaiihiku tiilibist. Hiudroliilisi aktiivsus
sOltub mitte niivord GTPaassest domeenist, kuna see on erinevatel alaiihikutel
praktiliselt homoloogne, sisaldades kiilgahelas konserveerunud GTPaasset
aktiivsust médravat arginiini jadki, vaid pigem seda limbritsevast keskkonnast. G-
valkude inaktivatsiooni kiirus sOltub lisaks Ga-alatihiku sisemisele GTPaassele
aktiivsusele ka n.0. vilistest valkudest, mida nimetatakse iildistavalt GTPaasi
aktiveerivateks valkudeks (GAP-GTPase acitvating proteins), mille alla kuuluvad
nii juba tuntud efektorvalkude (nt. PLC, PDE ) teatavad alaiihikud kui ka RGS-
valgud e. G valgu signaali reguleerivad valgud (RGS-regulators of G protein

signaling), mida imetajatel on tdnaseks avastatud 30 ringis. Seega on G valgu
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inaktivatsioon suhteliselt komplitseeritud protsess, sisaldades endas nii tagasisidet
efektoritelt, kui RGS-valkude mdju. GPCR-te wuurimisel soovitakse tihtipeale
saavutada aga just olukorda, kus signaal jddks piisima. Sellistel juhtudel
kasutatakse G valgu aktiveerimiseks GTP analooge (nt. GTPYS e. guanosiin-5’-[y-
tio]-trifosfaat ja Gpp(NH)p ehk guaniiliitilimidodifosfaat), mis GTPaasi toimel ei
hiidroliiiisu. Sel moel on vdimalik saavutada G valgu piisiv aktivatsioon, mis
avaldub retseptori madalas afiinsuses agonistide suhtes.

Signaali 16ppemisele viib ka G valgu ja retseptori vahelise seose katkemine
retseptori fosforiileerimise tulemusena. Fosforiileerimine toimub sekundaarsete
virgatsainete (nt. CAMP) poolt reguleeritud retseptorkinaaside (GRKs - G protein
coupled receptor kinases, nt PKA) toimel 7-TM ahela kolmanda rakusisese aasa
ning karboksiililterminaali ~seriini ja treoniini jddkidel. Fosforiileeritud
piirkondadele seostub aga valk, [B-arrestiin, mis takistab edasise retseptor-G valk
tthinemise [24]. D; retseptori mutatsioonide baasil on arvatud, et [-arrestiini
seondumiseks on vajalik retseptori C-terminaali ja 7-TM kolmanda
tsiitoplasmaatilise aasa jarjestikune fosforiileerimine, et need domeenid omavahel
lahku ajada ning voOimaldada [-arrestiinil seostuda sel moel aktiveeritud
kolmandale aasale. Arrestiini n.6 peidetud sidumiskohaga seletatakse ka seda, miks
retseptor basaalses olekus arrestiini ei seo, sdilitades seega stabiilse kompleksi G
valguga [25].

G valkude funktsioneerimist mojutavad lisaks ka kovalentsed
modifikatsioonid G valgu fosforiileerimise ja lipideerimise nédol. Fosforiileerimine
voib toimuda nt. proteiinkinaas C (PKC) vahendusel ning mdjutab moningatel
juhtudel otseselt ka GTPaasi aktiveerivate valkude (GAP) aktiivsust. G valgu N-
terminaali kiilge rasvhappejdégi (miiristiiiil-, palmitiitil-, preniitil-) sidumine
atakeerib G valgu membraani kiilge, mdjutab valgu alaiihikute omavahelist seost

ning seost efektorvalkudega [21].

DOPAMIINI D; RETSEPTORIGA SEOTUD G VALGUD

D, retseptor on seotud adeniilaadi tsiiklaasi aktiveeriva G valguga.

Juttkehas aga, kus on D; retseptorite tihedus kdige suurem, on G valke ddrmiselt
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vidhe. Selle asemel on seal oluliselt rohkem G valke, mille aminohappeline
jarjestus kattub G valguga 88% ulatuses ning mis toimib samuti adeniilaadi
tsiikklaasi aktiveerivalt. On niidatud, et juttkehas kulgeb D, retseptori signaal just
ile Ggr valgu. D-Gs ja D;-Gge signaaliraja erinevus ilmneb arvatavasti
seostumises erinevate AC alatiilipidega. On leitud, et nigrostriataalses ja
mesokortikaalses dopamiinergilises juhtetees korreleerub G valgu ekspressioon
AC1 ning Ggr valgu ekspressioon ACS alatiilibiga [26,27]. Adeniilaadi tsiiklaasi

alatiilipide spetsiifikasse siinjuures ei lasku.

7-TM RETSEPTORITEVAHELISED INTERAKTSIOONID

RETSEPTOR-RETSEPTOR INTERAKTSIOONIDE ILMINGUD

Mudelid, mis kirjeldavad interaktsioone 7-TM retseptorite ja G valkude
vahel pohinevad enamasti eeldusel, et retseptor eksisteerib monomeersel kujul ning
ligandi seostumine retseptori ning selle seostumine G valguga toimub 1:1:1
stohhiomeetrias. Kuid juba 1970.-ndate 16pust périnevad esimesed kaudsed
ilmingud  retseptor-retseptor  interaktsioonidest positiivse ja  negatiivse
kooperatiivsuse ndol retseptor-ligand seostumistes. 1990.-ndatel on seoses
retseptorspetsiifiliste antikehade kasutuselevotuga joudsalt arenenud erinevad
immuuntehnikad, mis on vdimaldanud juba otseselt ndidata retseptor-oligomeeride
esinemist nii mudelsiisteemides kui looduslikes kudedes.

GPCR-te interaktsioonides vdivad erinevate retseptorite korral osaleda
erinevad domeenid erinevate sidemetega. [3,-adreno-D,-retseptordimeeri korral on
tegu transmembraansete domeenide mittekovalentse interaktsiooniga, kaltsium-
tundliku ja metabotroopse glutamaadi mGlus retseptoritevaheline interaktsioon
hdlmab aga endas nii kovalentseid disulfiidsidemeid kui ioonilisi ja hiidrofoobseid
interaktsioone. C-terminaalse osa interaktsioonid osalevad GABAg(1) ja GABAg()
retseptoritevahelise ~ dimeeri  moodustumisel. Enamasti on  retseptorite

oligomeriseerumisel tegu siiski seguga erinevatest interaktsioonidest.
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Retseptorite oligomeriseerumine v. dimeriseerumine voib leida aset nii raku
sees endoplasmaatilises retiikulumis (ER) kui agonistide toimel raku pinnal.
Agonistide toime dimerisatsioonile on siiski lahtine, kuna on niidatud nii seda, et
agonistid suurendavad kolokalisatsiooni kui seda, et dimeerid moodustuvad juba
raku sisemuses, enne vOimalikku kontakti agonistiga. GABAg() ja GABAg()
retseptorite  omavaheline dimeriseerumine toimub ER-s. GABAg() retseptori
transportimiseks siinteesipaigast rakumembraani on vajalik GABAg ) olemasolu.
GABAg(;), vastupidi, on voOimeline rakusisemusest membraanini joudma ka
iseseisvalt, kuid korrektseks funktsioneerimiseks sellest ei piisa — modlema
retseptori jaoks on koekspressioon oluline agonisti kdrge afiinsusega seostumiseks
e. funktsionaalse sidumiskoha tekkeks.

GPCR-te oligomerisatsiooni vodimalikud rollid vdiksid olla signaali
voimendamine ja retseptori desensitisatsioon, mis avalduvad vastavalt positiivse ja
negatiivse kooperatiivsuse ndol. Positiivne kooperatiivsus tihistab siin néhtust, kui
ligandi seostumine retseptorile pohjustab ligandi afiinsuse tdusu naabruses
paiknevatele sidumiskohtadele vOi agonisti efektiivsuse kasvu. Negatiivse
kooperatiivsuse  korral, vastupidi, védheneb ligandi seostumisel afiinsus
naabersidumiskohtadele voi viheneb agonisti efektiivsus.

Kuna G valkude poolt vahendatav retseptori signaali vdimendumine
tuleneb asjaolust, et iiks retseptor on voimeline aktiveerima jérjestikku mitmeid G
valke, siis arvatakse, et analoogne ndhtus vOiks aset leida ka ligand-retseptor
tasandil. S.t. iihe ligandi seostumisel oligomeersele retseptor-kompleksile
aktiveeruvad ka otsese sidumiskoha naabruses paiknevad retseptorid, mis kdik on
voimelised G valke aktiveerima, tdstes sellega oluliselt ligandi efektiivsust e.
signaali intensiivsust [28,29,30]

Funktsionaalsete oligomeeride suuruse kohta puudub seni kindel seisukoht.
Immuunoblot analiilisiga on ndidatud tetrameeride esinemist, ligandi seostumise
kooperatiivsuse matemaatilisel analiilisil on aga ndidatud kuni oktameersete
oligomeeride olemasolu. Ridkides retseptor oligomeeridest kasutatakse aga koige
sagedamini moistet dimeer, mis iseloomustab vidikseimat oligomeerset olekut
[8,28,29,30].

Ténaseks pdevaks on piisavalt tdendeid selle kohta, et retseptorid esinevad
signaali edastamisel pigem oligomeersete kui monomeersetena. Samal ajal on

jouliselt hakatud esitama mudeleid, mis analiiiisivad ligandi seostumist l&htuvalt
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dimeerist [9,31]. Samuti on pakutud seletusi retseptori aktivatsiooni allosteerilisele
mudelile, mille korral esineb tasakaal retseptori inaktiivse (R) ja aktiivse (R*)
oleku vahel, tdlgendades olekuid R ja R* vastavalt retseptori monomeerse ja

dimeerse vormina [30].

RETSEPTORITE HOMO- JA HETEROMEERID

Agonistid on véimelised retseptorite dimeriseerumist v. oligomeriseerumist
nii suurendama (nt. adrenergiline [3,-r.) kui vdhendama (nt. opioidne &-r.) aga ka
iildse mitte mojutama (nt. muskariinne ACh Mj3-r.).

Agonist-indutseeritud dimerisatsiooni iiks funktsioon voib olla G valgu
aktiveerimine retseptori poolt - [3,-adrenergilise retseptori korral on ndidatud, et kui
dimeeri teke on takistatud, védheneb agonisti mdju adeniilaadi tsiiklaasi
aktivatsioonile.

Muteeritud retseptorite kasutamisega on demonstreeritud, et muskariinse
atsettiiikoliini M3 ja Ca-tundliku retseptori agonistide ning antagonistide afiinsuse,
samuti Ca-tundliku r. agonistide toime kiiruse sdilitamiseks on vajalik kovalentne
side retseptorite vahel. Mittefunktsionaalse mutandi ja funktsionaalse retseptori
koekspressioonil on ndidatud agonisti afiinsuse ja toime vihenemist (kemokiini r.),
signaali osalist taastumist aga on tdheldatud erinevate mittefunktsionaalsete Ca-
tundlike retseptori mutantide kombineerimisel. Huvitav on veel see, et
dimerisatsioon vdib tingida ka baasaktiivse retseptori tekke — ndhtus, mis ilmneb
vereliistakut aktiveeriva faktori retseptori wild-type ja G valguga seondumatu
mutandi koekspressioonil; suurenenud on samuti agonisti efektiivsus. Seega,
ainuliksi retseptorite internaliseerumine voib kéivitada signaaliraja [30].

Eelnev jutt nii agonistide toimest dimerisatsioonile kui dimerisatsiooni
toimest ligandide afiinsusele ja efektiivsusele, samuti baasaktiivsusele kehtib
iildistavalt nii homodimeersete ehk sama tiiiipi kui heterodimeersete ehk erinevat
tiilipi retseptorpaaride kohta. Tabelis 3 on toodud nditeid homo- ja
heterodimeersetest GPCR-test.

Esimesed vihjed GPCR-te heterodimeeride olemasolule périnevad téodest,

kus tdheldati, et virgatsaine seostumisel talle vastava retseptoriga muutuvad teise
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virgatsaine retseptori omadused [32,33]. Analoogselt homomeeridega, on ndidatud
agonistide suurenenud afiinsust nt. dopamiini ja somatostatiini koekspresseeritud
retseptoritele [34]. d-opioidse ja [3;-adrenergilise retseptori koekspressioon mdjutab
aga retseptorite rakusisest litklemist [30].

Ténasel pdeval voib Oelda, et heterodimeriseerumine GPCR-te seas on
suhteliselt laialt levinud ndhtus ja holmab iihtaecgu nii sarnast tiilipi, nagu nt.
eelpool mainitud GABAg; ja GABAp, r., kui ka erinevat tiilipi retseptorite
(opiodne + adrenergiline, dopamiini + somatostatiini, dopamiini + adenosiini jne.)
komplekse [1,2,30,34,35]. Lisaks sellele toimub heteromeriseerumine ka erinevast
klassist retseptorite vahel. Dopamiini Ds ja D; retseptorid nditeks moodustavad
heterodimeere vastavalt GABA, ja NMDA ioonkanalretseptoritega. Antud
juhtudel vdheneb NMDA retseptori ioonide voog dopamiini retseptori
aktiveerimisel, ioonkanalretseptori aktiveerimine aga DsR dopamiini signaali

stimuleerib ning DR signaali inhibeerib [36,37].

ADENOSIINI A; JA DOPAMIINI D; RETSEPTORITE
HETEROMEERID

Adenosiin on endogeenne neuromodulaator, nukleosiid, mis kditub mitmes
narviringis kui pidurdusvirgatsaine, pérssides teiste virgatsainete vabanemist.
Adenosiini retseptorid (Aj, Asza, Azp, A3z) on 7-TM-sed G valkudega seotud
retseptorid, mis paiknevad iile terve organismi. Adenosiini leidub kogu rakuvilises
alas, erinevalt nditeks siinaptiliselt vabastatavast dopamiinist, kuhjudes drkveloleku
ajal ning vidhenedes unega. Adenosiini retseptorite blokeerimine  retseptori
antagonistidega (nt. kofeiin) vdhendab adenosiini pidurdavat toimet.

A; ja Aja retseptorid juttkehas vastutavad adenosiini agonistide ja
antagonistide motoorikat pérssiva ja stimuleeriva moju eest. Suurem osa juttkeha
adenosiini retseptorist paiknevad GABAergilistes neuronites, mis moodustavad
90% kogu juttkeha neuronite populatsioonist. D, retseptoreid sisaldavates
striatopallidaalsetes GABAergilistes neuronites leidub nii A4 kui A; retseptoreid.

D, retseptoreid sisaldavates nigrostriataalsetes GABAergilistes neuronites leidub
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aga vaid A, retseptoreid. Adenosiini ja dopamiini retseptorite kolokalisatsioon ongi
andnud aluse uurida funktsionaalsete heteromeeride olemasolu.

Adenosiin deaminaas (ADA) paikneb nii tsiitosoolis kui rakumembraanil
ning kataliilisib adenosiini lammutamist inosiiniks. On ndidatud, et ADA on vajalik
A, retseptori agonistide kdrge afiinsusega seostumiseks ning arvatakse, et ADA
roll voiks olla A retseptori ja G valgu vahel efektiivse seose loomine [2,35,38,39].

Ligandi seostumisega on ndidatud, et A;R agonistid kaotavad ADA
juuresolekul agoniste korge afiinsusega siduva D; retseptorite fraktsiooni viies
retseptori madala afiinsusefa olekusse. AjR aktivatsioooni moju D;R-le on seega
analoogne GTPYS toimele. AR efekt avaldub ka adeniilaadi tsiiklaasi tasandil. A,
ja D; retseptorid mojuvad AC-le vastupidiselt, kuna iiks aktiveerib G;, teine Gy
(Goir) valgu. On niidatud, et AR agonisti juuresolek vihendab ning antagonisti
juuresolek suurendab dopamiini poolt indutseeritud cAMP akumulatsiooni [1,8].
Kéitumuslikul tasandil on sama efekti tdheldatud D;R agonistide indutseeritud
motoorse aktiivsuse vdhenemise ja suurenemise ndol vastavalt AjR agonistide ja

antagonistide (nt kofeiin) poolt [3].

RETSEPTORITE UURIMINE MUDELSUSTEEMIS

Ulalkirjeldatu taustal vdib vaid aimata, kui keeruline on biokeemiline
signaalililekanne organismis. Ténapdeval kasutatakse laialdaselt erinevaid
mudelsiisteeme, mis lihtsustab oluliselt GPCR-te uurimist. Viirusinfektsiooni abil
ckspresseeritakse =~ GPCR-eid  nii  bakteritesse ~ (Escherichia  coli) ja
parmseenerakkudesse (Saccharomyces cerevisiae) [40] kui imetaja- (CHO-Chinese
hamster ovary, HEK 293-Human embryonic kidney, BHK 21- Baby hamster
kidney) ja putuka- (Sf9-Spodoptera frugiperda) rakkudesse [41,42].
Mudelsiisteemi valik soltub moistagi eesmargist.

Retseptorite funktsionaalsuse uurimiseks on oluline luua vdimalikult lihtne,
kuid retseptoritele ja signaaliraja komponentidele loomuldhedane keskkond,
seetdttu sobivad selleks kodige paremini imetaja- ja putukarakud. Putukarakud on
oma omadustelt imetajarakkudele suhteliselt sarnased. Nende eelis imetajarakkude

ees seisneb aga selles, et neis praktiliselt puudub endogeensete GPCR-te
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taustamiira, vihendades tulemuste valeinterpretatsiooni. Putukarakkudes on ka
suhteliselt vdhe endogeenseid G valke, mis oleksid vdimelised spetsiifiliselt
seostuma ekspresseeritud retseptoritega. Nédidatud on G, Gg, G, valkude esinemist,
kuid seda enamasti allpool taset, mis oleks vajalik retseptor-G valk seose
ilmnemiseks. Seetottu saab eksogeensete G valkude ekspresseerimisega
putukarakkudes uurida ka retseptor-G valk- ning G valgu alatiilipspetsiifilisi
efekte. Putukarakkudes saavad toimuda ka koik olulisemad translatsioonijirgsed
modifikatsioonid, nagu fosforiileerimine ja rasvhappe atsetiileerimised (palmitiitil-,
preniiiil-, miiristiitilrihma sidumised), mis, nagu juba {ilalpool mainitud, on
vajalikud nii retseptori kui G valkude ning efektorite korrektseks
funktsioneerimiseks [42,43,44].

Sf9 rakud on liblika munasarja rakud, mis on levinud mudelsiisteem
GPCR-te uurimisel, kuna nende kasvatamine on vorreldes imetajarakkudega
suhteliselt odav ja lihtne ning neis ekspresseeritavad valgud {ihtivad enamasti

omadustelt vastavate natiivsete vormidega [43].
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EKSPERIMENTAALNE OSA

MATERJALID

[*H]SCH23390 (71,0 Ci/mmol ) ja ["H]DPCPX (124 Ci/mmol) osteti
firmalt Amersham Biosciences. Dopamiin, (+)-butaklomool ja  Tris-
(hiidroksiimetiiiil)-aminometaan firmalt Sigma-Aldrich Co., SCH23390 ((R)-(+)-7-
kloro-8-hiidroksii-3-metiiiil- 1 -feniiiil-2,3,4,5-tetrahiidro- 1 H-3-bensasepiin),
SKF83566  (8-bromo-2,3,4,5-tetrahiidro-3-metiiiil-5-feniiiil- 1 H-3-bensasepiin-7-
ool), SKF38393 ((+)-1-fentiiil-2,3,4,5-tetrahiidro-(1H)-3-bensasepiin-7,8-diool ),
dihiidreksidiin (DHX), A 77636 (3-(1'-adamantiiiil)-1-aminometiiiil-3,4-dihtidro-
5,6-dihiidroksti-1H-2-bensopiiraan), DPCPX (8-tsiiklopentiiiil-1,3-
diproptiiilksantiin), N-CPA (N(6)-tsiiklopentiiiiladenosiin ja ADA (adenosiin
deaminaas) firmalt Tocris Cookson Inc., GTPYS firmalt Roche Diagnostics,
EDTA (etiileendiamiintetradddikhape) firmalt Merck, BSA firmalt Boehringer
Mannheim ja DTT (ditiotreitool) firmalt Reanal, EGTA (etiileengliikool bis(2-
aminoetiitil  eeter)-N,N,N'N'-tetradddikhape), PMSF (feniiiilmetiiiilsulfontiiil
fluoriid), bensamidiin ja aprotiniin firmalt Sigma. Monede kéesolevas t60s
kasutatud tihendite ning retseptorligandide struktuurvalemid on toodud joonisel 3.

S19 rakud osteti firmalt Quattromed ning inimese A, ja D; retseptorite ning
veise G valgu alatihikute (Ga;, Gai;, GB1Y,) ekpressiooniks vajalik bakuloviirus
valmistati Dr. Johnny Nésmani poolt Uppsala Ulikoolis varemkirjeldatud meetodil
[45]. Selleks vajalikud retseptorite ¢cDNA-d saadi prof. K. Fuxe’lt (Karolinska
Institutet, Rootsi) ja G valgu alaiihikute {iilekandevektorid prof T. Haga’lt
(Gakushin University, Tokio, Jaapan).
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MEETODID

A,;JA D, RETSEPTOREID NING G VALKE EKSPRESSEERIVATE
SF9 RAKKUDE KASVATAMINE

Sf9 rakke kasvatati 500 ml kolvis rotatsioonsegistil 27 °C juures SF900 L-
glutamiiniga sd66tmes (Gibco), millele oli lisatud penitsilliini (50 U/ml, Gibco) ja
streptomiitsiini (50 pg/ml Gibco), tihedusel (0,5-3)*10° rakku/ml. Rakud nakatati
A ja Dy retseptoreid ning G valgu alaiihikuid - Gas, Ga; ja Ggy - kodeerivate
DNA 16ike sisaldavate viirustega kombinatsioonides A D, +
Go;Ga;GBY A1D1GsGi) ja D; + Ga,GPy (D1Gs). 48 tundi pédrast nakatamist
koguti rakud tsentrifuugimisega (1500 rpm, 10 min) ning sidumiskatsete tarbeks

valmistati neist membraanpreparaadid, nagu kirjeldatud alljargnevalt.

MEMBRAANPREPARAATIDE VALMISTAMINE

Sf9 rakud homogeniseeriti ultraheliga (3x 10s, voimsusel 70 W, 70%;
Bandelin Sonopuls sonikaator) homogeniseerimispuhvris 1 (HP1: 20 mM Tris-HC1
(pH=7,4), 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,1 mM PMSF (feniiiilmetiitilsulfontiiil-
fluoriid), 1 pg/ml aprotiniin, 0,25 mM bensamidiin) ning saadud suspensioon
tsentrifuugiti (10 000 g, 10 min, 4 °C), mille kidigus eraldati segust suuremad
rakuosakesed ja rakutuumad. Rakumembraanide eraldamiseks saadud supernatant
tsentrifuugiti (30 000 g, 40 min, 4 °C) ning settinud membraanid pesti kahel korral
HP1 puhvris homogeniseerimise (3x 10s) ja tsentrifuugimise (30 000 g, 40 min, 4
°C) teel. Pestud membraanid homogeniseeriti (3x 10s) sidumispuhvris 1 (SP1: 50
mM Tris-HCI1 (pH=7,4), 5 mM, MgCl,, 1 mM EDTA) valgu kontsentratsioonil 1
mg/ml ning sdilitati 1 ml portsjonitena -80 °C juures. A; retseptorite
ekspressiooniga membraane inkubeeriti enne eksperimenti endogeense adenosiini

lammutamiseks adenosiin deaminaasi (ADA, 5 U/ml) juuresolekul 30 min 25 °C
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juures. ADA lisati ka koigisse A;D;GsGi membraanpreparaadi sidumisi
puudutavatesse katsepuhvritesse (SP1+1 U/ml ADA).

Roti aju juttkeha membraanpreparaadi valmistamiseks kaaluti ~1 g
ajukudet (8 erinevat juttkeha), millele lisati 50 ml homogeniseerimispuhvrit 2
(HP2: 2,5 mM Tris-HCI (pH=7,4), 2 mM EGTA) ning homogeniseeriti ultraheliga
kuni segu oli  {htlane.  Seejdrel lisati  suspensioonile 50 ml
homogeniseerimispuhvrit 3 (HP3: 50 mM Tris-HCI (pH=7,4), 2 mM EGTA), lahus
segati korralikult ning tsentrifuugiti (16 000 rpm, 40 min, 4 °C). Supernatant valati
pealt ning jddgile lisati pesemiseks sidumispuhvrit 2 (SP2: 30 mM Tris-HCI
(pH=7,4), 100 mM NaCl, 7,5 mM KCI, 5 mM MgCl, 0,75 mM EGTA),
homogeniseeriti (3x 10s) ja tsentrifuugiti (16 000 rpm, 40 min 4 °C), jadgiga
korrati homogeniseerimist ja tsentrifuugimist. Rakuliisaat sdilitati SP2 puhvris -80
°C juures 1,5 ml portsjonitena valgu kontsentratsioonil ~2,6 mg/ml.

Valgu sisaldus membraanisuspensioonis maddrati modifitseeritud Lowry

meetodiga, kasutades standardainena veise seerumi albumiini [46].

[PH]SCH23390 JA [’H]DPCPX TASAKAALULINE SEOSTUMINE

Kiilmutatud Sf9 rakkudest valmistatud membraanpreparaat sulatati
toatemperatuuril ning homogeniseeriti sidumispuhvris 1 (SP1). Tasakaaluline
kiillastussidumine membraanisuspensioonis viidi ldbi radioligandi erinevatel
kontsentratsioonidel ([PH]SCH23390: 0,1 nM - 9 nM; ["H]DPCPX: 0,1-10 nM).
[*H]SCH23390 mittespetsiifiline seostumine médrati 1 pM SCH23390 vo6i 1 uM
butaklomooli juuresolekul, [*H]DPCPX mittespetsiifiline seostumine aga 1 UM
DPCPX juuresolekul. AR ligandide m&ju [PH]SCH23390 seostumisele kontrolliti
10 nM N-CPA voéi DPCPX lisamisega katsesegusse. Lahuseid inkubeeriti 60 min
25 °C juures. Reaktsiooni peatamiseks filtreeriti reaktsioonisegu ldbi eelnevalt
niisutatud klaasfiiberfiltri (Whatman GF/B) ning pesti jadkiilma pesupuhvriga (3x
5 ml). Filtrid viidi viaalidesse, lisati 4 ml stsintillatsioonikokteili (OptiPhase
“HiSafe” 3, Wallac Scintillation Products) ning jéeti toatemperatuuril ~12 tunniks
seisma.  Seejdrel loendati  filtritele  jddnud  radioaktiivsus  vedelik-

stsintillatsioonspektromeetriga.
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Spetsiifilise  seostumise  saamiseks lahutati {ildisest sidumisest
mittespetsiifiline sidumine, mis méérati margistamata antagonisti juuresolekul.

Tasakaaluline konkureeriv sidumine viidi 14bi kasutades erineva
kontsentratsiooniga, enamasti 0,1 nM - 1 mM, konkureeriva ligandi ja fikseeritud
kontsentratsiooniga radioligandi (erinevates katsetes 1,9-3,9 nM) juuresolekul.
Katsetes dopamiiniga lisati sidumispuhvrisse ligandi oksiideerumise véltimiseks 1
mM DTT-d. G valkude aktivatsiooni mdju hindamiseks lisati katsesegusse 100 uM
GTPYS ning adenosiini retseptori toimet D;R sidumisomadustele hinnati 10 nM N-
CPA ja/vdi DPCPX juuresolekul konkureeriva seostumise katsetes.

Reaktsioon peatati filtreerimise teel ja loendati seostunud radioaktiivsus
nagu kirjeldatud tlal.

Koik ajukoe katsed viidi 1dbi sidumispuhvris 2 (SP2) ning katsesegu
inkubeeriti 30 °C juures 45 min.

[PH]SCH23390 SEOSTUMISE KINEETIKA

[PH]SCH23390 assotsiatsioonikineetikat Sf9 membraanidele mdddeti
radioligandi erinevatel kontsentratsioonidel (0,4-3,6 nM) sidumispuhvris 1
temperatuuril 25 °C.

[*H]SCH23390 dissotsiatsiooni  kineetika méédramiseks inkubeeriti
membraane 60 minutit 25 °C juures radioligandi kontsentratsioonil, mis jii
erinevates katsetes vahemikku 1,2-2,1 nM. [PH]SCH23390 dissotsiatsioon
retseptoritelt algatati 1 UM butaklomooli vd6i 1 mM dopamiini lisamisega
inkubatsioonisegusse. A retseptori selektiivse agonisti, N-tsiiklopentiitiladenosiini
(N-CPA), moju [PH]SCH23390 dissotsiatsioonikineetikale A, ja D; retseptorit
koekspresseerivates  mebraanides hinnati 10 pM  N-CPA  lisamisega
katsekeskkonda.

Kineetika mddotmisel voeti ajahetkel t reaktsioonisegust proov (500 pl),
milles reaktsioon peatati kiire filtreerimisega GF/B —1 ja pesemisel jdédkiilma

pesupuhvriga (3x3 ml). Seostunud radioaktiivsus loendati nagu kirjeldatud {ilal.
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ANDMETE TOOTLEMINE

Andmed toodeldi kasutades programmi GraphPad Prism” 4.00 (GraphPad
Software, Inc.) ning analiilisiti mittelineaarsete vdhimruutude meetodil. Katsed
tehti duplikaatides ning andmed esitati kujul keskmine +SEM. Ligandi
dissotsiatsioonikonstant ~ K;  leiti =~ Cheng-Prusoffi  teisendusega  [47]:
Ki=IC50/(1+[L]/K4, kus [L] on radioligandi kontsentratsioon ning K4 radioligandi

dissotsiatsioonikonstant.

TULEMUSED JA ARUTELU

DOPAMIINI D, JA ADENOSIINI A; RETSEPTORITE
EKSPRESSIOON SF9 RAKKUDES

Retseptorite ekspressiooni DR ja G valke (0, B1Y,) ning DiR, AR ja G
valke (0, Qi1, B1Y2) kodeeriva bakuloviirusega nakatatud Sf9 rakkudes kontrolliti
DR ja AR selektiivsete radioaktiivse mirgistusega antagonistide, ["TH]SCH23390
ja [PH]DPCPX, seostumisega membraani suspensioonis. D;Gi nakatatud rakkude
membraanidele oli ["H]SCH23390 seostumine homogeenne ning radioligandi
afiinsus (Kg4) ja retseptorite tihedus (Bmax) vastavalt 1,1+20,1 nM ja 7,4+0,2
pmol/mg valk, kusjuures [°"H]DPCPX spetsiifilist sidumist nendele membraanidele
ei Onnestunud médrata. Kiill aga oli mdlema radioligandi sidumine A;D;GsGi
nakatatud membraanidele homogeenne ja kiillastuv. Neid sidumisi iseloomustasid
dissotsiatsioonikonstandid, K4=1,1£0,1 nM ja K4=2,1£0,8 nM ning retseptorite
tihedused Bax=2,2120,1 pmol/mg valk ja Bpn,=2,9+0,4 pmol/mg valk, vastavalt
[*H]SCH23390 ja [’H]DPCPX jaoks (joonised 4 ja 5).

Saadud tulemused langevad kokku Sf9 rakkude kohta kirjanduses
avaldatud Ky vdidrtustega (0,8-1,9 nM) [44,48,49] ning ekspresseeritud GPCR-te
tihedusega (Bmax—=1,5-24,8 pmol/mg valk) [44,48,50]. Seega vOib viita, et
mdlemad retseptorid on korrektselt ekspresseeritud ja antud membraanpreparaat

kasutatav A;/D; retseptorite vahelise modulatsiooni uurimiseks. AR aktiveerimine
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10 nM N-CPA ja blokeerimine 10 nM DPCPX poolt ei mdjutanud oluliselt
[3 H]SCH23390 sidumisomadusi DR retseptoritele (+10 nM N-CPA: K4=1,240,2
nM, Byax=2,3+0,1 pmol/mg valk; + 10 nM DPCPX: K4=1,1£0,1 nM, B;;,,x=2,1%0,1
pmol/mg valk).

[’H]SCH23390 SEOSTUMISE KINEETIKA SF9 RAKKUDES

Katsetes kasutatava kasutatava DR  selektiivse  radioligandi
[*H]SCH23390 [51,52] kineetika uurimisel leiti, et radioligandi dissotsiatsiooni
kiiruskonstant ning poolestusaeg Sf9 rakumembraanides (D;Gs) on vastavalt
kos=0,11+0,01 min’! ja 1=6,5+0,7 min. AjR ja D;R koekspressioon ning A;R
agonisti (N-CPA) juuresolek dissotsiatsiooni kineetikat oluliselt ei mdjutanud
(kos=0,13£0,02 min’l). Samuti ei s6ltunud dissotsiatsiooni kiirus sellest, millist
reagenti kasutati véljatdrjuva ligandina, kas D;R agonisti, dopamiini
(kog=0,1240,01 min'l) vOi antagonisti, butaklomooli (kos=0,1340,01 min'l).
[PH]SCH23390 dissotsiatsiooni ~ poolestusacg A ;D;GsGi  ekspressiooniga
membraanides on  1=5,0+0,7 min (joonis 6.). Sellest ldhtuvalt otsustati, et
inkubatsiooniaeg 60 minutit (ajukatsetes 45 min) on antud katsetingimustes piisav
radioligandi tasakaaluliseks seostumiseks koigil kontsetratsioonidel.

[PH]SCH23390 assotsiatsioonikineetika uurimisel leiti, et see protsess oli
kiire ja kiillastuv (1;,=3,7+0,3 min 0,4 nM ja T1;,=1,6+0,2 min 3,6 nM radioligandi
juures, joonis 7). Varieerides [PH]SCH23390 kontsentratsiooni, leiti, et ndiv
assotsiatsioonikiirus soltub lineaarselt radioligandi kontsentratsioonist (joonis 8),
viidates sellele, et antud katsetingimustel kehtib ligandi seostumisel retseptoriga
lihtne bimolekulaarne reaktsiooniskeem (R+L<>RL) [53]. Assotsiatsiooni ndiva
kiiruskonstandi (kebs) lineaarne sdltuvus radioligandi kontsentratsioonist pseudo
esimest jirku reaktsiooni tingimustes (joonis §) vdimaldas arvutada ka
assotsiatsiooni teist jarku kiiruskonstandi ko,=0,20+0,02 nM'min” ning sirge
telgldigu jargi hinnata dissotsiatsiooni kiiruskonstanti kos=0,14+0,02 min™. Kuna
kot ja Kg véirtused erinevates membraanpreparaatides (D;Gsja A;D;GsGi)

langesid iiksteisega hdsti kokku ning kos, mis méérati dissotsiatsioonikatsetest

24



langeb kokku joonisel 8 toodud sirge telgldiguga, ei ole pohjust kahelda, et kdigis
uuritud membraanpreparaatides kehtib [PH]SCH23390 seostumisel D;R-ga lihtne
itheastmeline bimolekulaarne reaktsiooniskeem, mis ei sisalda endas kineetiliselt
detekteeritavat retseptor-ligand kompleksi isomerisatsioonietappi

(R+L—RL+RL*) nagu see esineb monede teiste GPCR-te korral [54,55].

D,R LIGANDIDE SIDUMISOMADUSED KONKUREERIMISEL
[PH]SCH23390-GA

Dopamiini D;R osaline agonist [56], SKF38393, inhibeeris ["H]SCH23390
sidumist Sf9 membraanidele (A;D;GsGi) kontsentratsioonist soltuvalt, mida
iseloomustas plCsy=5,90+0,06 (joonis 9, tabel 4). G valgu «a-alaiihiku
aktiveerimine, GTPaasi suhtes resistentse tio-riihma sisaldava nukleotiidi analoogi,
GTPyS toimel [44] ning A R antagonisti (DPCPX) juuresolek ei avaldanud olulist
moju ei SKF38393 seostumise afiinsusele, pIC50 vadrtused vastavalt 5,78+0,08 ja
5,83+0,08, ega Hilli koefitsiendile (ny~1). Tulemus viitab retseptor-G valk norgale
seosele voi selle puudumisele A;D;GsGi membraanpreparaadis. D;Gs nakatatud
Sf9 membraanides siiski tdheldati moningast seost retseptori ja G valkude vahel
(tabel 4) — neis esines korge afiinsusega agonisti (SKF38393) siduv retseptorite
fraktsioon (%Ry=17+5), mis kadus GTPYS toimel. Sama efekt ilmnes ka DA korral
(%Rp=21+£8). Erinevalt SKF38393-st esines DA-I ka A;D;GsGi membraanides
korge afiinsusega seostumist (%Rp=23+8), mis vihenes GTPYS toimel 13+4%
tasemele (joonis 10). Vorreldes SKF38393-ga suudab dopamiin, kui endogeenne
DR téisagonist, oluliselt tugevamini adentiilaadi tsiiklaasi aktiveerida, mis viitab
sellele, et DA toimel on retseptoril efektiivsem seos G valkude voi teiste signaali
holbustavate valkudega. Sellest vOoib tuleneda ka ndiv erinevus G valkudega
seostunud retseptorite tasemes, mis ilmneb korge afiinsusega agoniste siduva
fraktsioonina DA ja SKF38393 konkureerimisel radioligandiga. Kuigi saadud
tulemuste pdhjal D;R seos G valkudega A;D;GsGi membraanpreparaadis néib
kaheldav, siis fakt, et retseptori aktiveerimisel DA ja SKF38393-ga Onnestus

modta agonisti kontsentratsioonist soltuvat cAMP kontsentratsiooni kasvu, niitab,
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et D;R-I funktsionaalne seos G valkudega antud membraanpreparaadis siiski
esineb (Ain Uustare, andmed avaldamisel)[57].

AR aktiveerimine agonist N-CPA-ga ei mojutanud DA afiinsust (N-CPA-
ga plC50=5,32+0,06 ja ilma pIC50=5,35+0,06; joonis 11), ndidates et nende
retseptorite vahelist modulatsiooni, mida on dnnestunud maéérata roti aju juttkeha ja
fibroblasti membraanides [2,3] pole vOimalik iseloomustada Sf9 rakkude
membraanides. Kas pdhjuseks on D;R-te ebapiisav seos G valkudega v4i on
tegemist Sf9 rakkudele omase efektiga, jadb antud t66 kontekstis selgusetuks.

Dopamiinergiliste antagonistide konkureerimine [*H]SCH23390-ga Sf9
rakumembraanides on toodud tabelis 4. Butaklomooli afiinsus antud
katsetingimustel oli nii D;Gs ja A;D;GsGi ekspressiooniga Sf9 rakumembraanides
kui ka roti juttkeha membraanides (tabel 5) oluliselt madalam (K; véirtused
vastavalt 180 nM, 210 nM ja 120 nM) vorreldes varem ajukudedes (K;=0,9-16,6
nM) [46,51,58,59] ja Sf9 rakkudes (Ki=2,3 nM) [48] saadud tulemustega.
Butaklomooli eripdra avaldus ka véljatdrjumisgraafiku erakordselt jérsu languse
niol, mida iseloomustavad Hilli koefitsiendid np>2 katsetes Sf9
rakumembraanides. Adeniilaadi aktiivsuse (AC) inhibeerimise meetodil maaratud
butaklomooli K; védrtus roti juttkeha membraanides (K; 95% usaldusvahemik: 0,7-
9,3 nM - Argo Vonk’i avaldamata andmed) aga ei erinenud kirjanduses avaldatud
tulemustest. Katsekeskkond AC aktivatsiooni katsetes oli sama, mis radioligandi
valjatdrjumisel antud t66s (SP2: 30 mM Tris-HCI (pH=7,4), 100 mM NacCl, 7,5
mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,75 mM EGTA). Butaklomool on teadaolevalt dopamiini
D, ja D, retseptoritele ligikaudu vordselt korge afiinsusega seostuv antagonist
[51,58], millel Hilli koefitsient radioligandi viljatdrjumiskatsetes on ~1 [46,59].
Korge Hilli koefitsient viitab positiivsele kooperatiivsusele butaklomooli
seostumisel, kuid selle pdhjus ja mehhanism jii antud t06 raames avamata.

[PH]SCH23390  viljatdrjumisel — mirgistamata ~SCH23390-ga  Sf9
rakumembraanidest saadi radioligandi kiillastussidumisest madratud Ky viirtusega
ideaalselt kokkulangevad tulemused - kdigil juhtudel afiinsus 1,1 nM (tabel 4,
joonis 4). Juttkeha membraanides médratud SCH23390 K4 ja K; véirtused olid
veidi madalamad (K4=0,8+0,1 nM (joonis 12), K;=0,5 nM (joonis 13, tabel 5)).
SCH23390 on korge afiinsusega DR selektiivne antagonist [51,52], mille Ky (Kj)
vadrtus ajukudedes on sageli < 0,5 nM [10,46,51,60,61,62,63]. Kineetiliste
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konstantide pdhjal arvutati valemist Kq=kof/Kon [3H]SCH23390 afiinsuseks 0,7
nM.

[PH]SCH23390 tasakaaluline seostumine roti juttkeha membraanidele oli
homogeenne ja kiillastuv (joonis 12), sidumisparameetritega K4=0,8+0,1 nM ning
Bmax=0,24+0,01 pmol/mg valk. Kirjanduse andmetel on roti juttkehas ndidatud
DR tiheduseks 0,06-0,36 pmol/mg valk. [46,61,63], harvem ka 1 pmol/mg valk
suurusjérgus [59]. Kéesolevas t60s kasutatud roti juttkeha membraanpreparaadis
on seega D R-te ekspressioon suhteliselt kdrge.

DR tdisagonistide, dopamiin ja DHX, konkureerimist radioligandiga
juttkeha membraanpreparaadis iseloomustasid Hilli koefitsiendid 0,65 (tdpsed
véddrtused on toodud tabelis 5) ning selgelt eristuv kdrge ja madala afiinsusega
agonisti siduv retseptorite fraktsioon, mis vdhenes GTPYS toimel (joonised 14 ja
15). Osalise agonisti (SKF38393) korral seevastu kdrge ja madala afiinsusega
seostumine ei eristunud (ny=0,82+0,11), kuid GTPYS juuresolek siiski alandas
SKF38393 afiinsust kaks korda (joonis 16). A77636 Kkiitus [PH]SCH23390
védljatdrjumisel korge afiinsusega agonistina (K;=0,7 nM), mille seostumist
iseloomustas Hilli koefitsient 0,60+0,06. A77636 afiinsus GTPYS toimel vdhenes
samuti kaks korda, ilma et oleks tdheldatud olulist muutust korge afiinsusega
agonisti siduvas retseptori fraktsioonis (joonis 17).

A77636 ja DHX seostuvad nii dopamiini D; kui D, retseptoritele, omades
suuremat afiinsust DR suhtes (A77636 koguni 150 korda DR selektiivsem, DHX
viahem selektiivne). Ravimpreparaatidena kasutamisel on antud iihendite korral
takistuseks farmakokineetilised piirangud (DHX) ja kditumusliku tolerantsi teke
(A77636) [16,64], mille pdhjused on kidesoleval hetkel veel ebaselged. AC
aktiveerimise efektiivsuselt sarnanevad DHX ja A77636 dopamiinile [56].

SKF38393 efektiivsus adeniilaadi tsiiklaasi aktiveerimisel in vitro on 45-
70% dopamiini efektiivsusest [56] vOi isegi madalam [65]. Meie to60grupis aga
SKF38393-ga AC aktivatsiooni roti juttkeha membraanides ndidata ei dnnestunud,
samas kui DjR tdisagonistid (DHX ja A77636) [56], aktiveerisid AC isegi
korgemale DA aktivatsiooni tasemest (Argo Vonk’i avaldamata andmed). Antud
t60s saadi ["H]SCH23390 viljatdrjumisel DR agonistidega roti aju juttkeha
membraanides suhteliselt hésti adeniilaadi tsiiklaasi aktivatsiooniga ehk agonistide

efektiivsuse mdodduga korreleeruvad tulemused, mis viitab taaskord sellele, et
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tédisagonistidel on suurem voime luua (voi avastada) retseptor-G valk seoseid, mis

on midravaks signaaliiilekandel.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t00s uuriti adenosiini A; ja dopamiini D; retseptoritevahelist
interaktsiooni Sf9 rakkudes, kus retseptorid olid koekspresseeritud koos neile
vastavate G valkudega (G0, Ga; ja Gpy). Adenosiini A retseptori aktivatsiooni
moju dopamiini D; retseptori sidumisomadustele Sf9 rakumembraanides paraku
ndidata ei Onnestunud, vastupidiselt varem avaldatud andmetele ajukoe ja
fibroblasti rakkudega [1,2,3]. Seevastu ilmnes A;R agonisti toime teiseste
virgatsainete tasandil D;R aktiveeritud cAMP akumulatsiooni védhenemises,
sealjuures ndidati, et A;R-i poolseks modulatsiooniks on vajalik G; valkude
ekspressioon [57].

Dopamiini D; retseptori sidumisomadusi Sf9 rakumembraanides vorreldi
roti aju juttkeha D;R sidumisomadustega. Kokkuvdtvalt vaib delda, et suhteliselt
selgelt eristusid antud silisteemides tdis- ja osalised agonistid, mis avaldus
erinevuses korge afiinsusega agoniste siduvas retseptorite fraktsioonis. Samuti voib
oelda, et G valkudega seotud retseptorite osakaal roti aju juttkehas oli méargatavalt
korgem kui SfY9 rakumembraanides. Sf9 rakumembraanides avastatud
butaklomooli anomaalne seostumine, mis avaldus varem avaldatud andmetest ~2
suurusjarku madalama afiinsuse néol leidis kinnitust ka roti aju juttkeha
membraanides. Butaklomooli anomaalia seisnes ka erakordselt korges Hilli
koefitsiendi véaartuses, mis Sf9 rakumembraanides oli >2, viidates sidumise
positiivsele kooperatiivsusele. Teiseste virgatsainete tasandil butaklomooli eripdra

aga ei ilmnenud (Argo Vonk’i avaldamata andmed).
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SUMMARY

Adenosine A; and dopamine D, receptor-receptor interaction in Sf9 cells
coexpressed with their respective G proteins (Go,, Ga; ja Ggy) was studied.
Activation of A; receptor had no influence on dopamine D; receptor binding
properties, on the contrary to the previous findings where brain tissues and
fibroblast cells had been used [1,2,3]. Nonetheless, the effect of AR activation
appeared on the second messenger level by inhibition of dopamine D; receptor
activated cAMP accumulation, whereby expression of G; proteins was necessary
for the AR modulation [57].

Additionally, dopamine D; receptor binding properties in Sf9 cell
membranes was compared with its properties in rat striatum. In brief, on the basis
of high affinity agonist binding fraction of receptors quite clear distinction can be
made between full and partial D;R agonists in both systems used. In striatum,
however, the fraction of receptors bound to G proteins was significantly higher
than in Sf9 cell membranes. Considerably low affinity binding of butaclamol,
approximately 2 orders of magnitude lower than stated previously, was seen both
in rat striatum and Sf9 cell membranes. An extremely high Hill coefficient, with a
value above 2 in Sf9 cell membranes, refers to a positive cooperativity in
butaclamol binding. Though, abnormal propterties of butaclamol was not seen on

the level of second messengers (Argo Vonk’s unpublished data).
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Tanuavaldused

Suurim tinu kuulub Ajukeemiale, mis andis pdhjuse t60 alustamiseks ja
mis kriitilistel hetkedel aitas selle ka lopule viia.

Samavord olulised on olnud ka nii téogrupi kui Oppetooli sisesed
,motivatsioonitiritused” — siigisesed miittamised ja kevadised viliseminarid ning
nendega seotud inimesed, paigad ja loodusolud.

Eraldi tdnan oma juhendajat, professor Ago Rinkenit tema
vastutulelikkuses, ja kes ikka ja jille oskab ndha positiivset ka negatiivsetes
tulemustes ja suudab seda usku ka teistesse siistida; Gerdat, tinu kellele iildse
»ajukeemikute” juurde sattusin; Askot, kes lihtsalt vahetevahel koridori peal
varrukast kinni haarab; Railit, kes alati oma Volvoga meie kdikvoimalikke ideid

",

aitab ellu rakendada; Aini, kes on ,,alati valmis!” (ka lauda katma); ja Laurat, kes

on meie labori hing.
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Turosiin HO DOPA

H H hudroksulaas i dekarboksiilaas
HO ﬁ C— O >— —c MH=
cr::r:m COOH '

Tiirosiin DOPA
DA-[- HO
dehidroksiilaas
—_ o / \\—r r NHy ——p HO >7r.: C—NHz ——
Dopamiin Noradrenaliin

Fentuletanoolamiin
N-metilitransferaas :: }c _e_NH

Adrenaliin

Joonis 1. Dopamiini ja adrenaliini silinteesiskeem
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Rakuviline ala )(L\
-_E|i| = NH
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Joonis 2. DA retseptori struktuur. Niidatud on Dj-retseptori struktuuri-

Tsutoplasma
LHH

elemendid. D,-tiilipi retseptoritel on lithem COOH-terminaliga ahel ja pikem
kolmas rakusisene (I3) aas. Dopamiini sidumisega seotud aminohappejdédgid on
mirgitud membraani l4bivatel (TM) domeenidel. Kolmanda rakusisese aasa (I3) ja
COOH-terminali peal on mérgitud tdendolised fosforiileerimispiirkonnad. NH;
terminalil on margitud voimalikud gliikosiileerimise kohad. EI1-E3: rakuvélised

aasad; 1-7: transmembraansed (TM) domeenid; 12-13: rakusisesed aasad [11].
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Tabel 1. Ga-alatiitipide klassifikatsioon ja nende vastavad efektorid

Perekond Alatiilip Efektor
Gg Gags) TAC
GO 1 tubuliini GTPaas
1 src
Goie TAC
Gi Ga;; l AC
Ga;, Rap 1 GAP
Ga;3 GRIN 1 ja 2
GOoa 1 tubuliini GTPaas
G0os 1 src
Ga, Ca”" ja K" kanalid
Gayy 1 cGMP-PDE
Gayg,
Ga, Teadmata
Gy Ga, 1 PLCB
Gay; 1 Bruton’i tiirosiini kinaas (G0)
Gayy
G5 vsi 16
G2 Ga, T NHE-1
T PLD
Gay; 1 pl115RhoGEF
TiNOS

PDE - fosfodiesteraas A; iNOS — indutseeritav lammastikoksiidi siintaas; NHE —
Na'/H" vahetusfaktor; PLD — fosfolipaas D; GEF — guaniini nukleotiidi
vahetusfaktor [21].
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Tabel 2. GBydimeeride poolt reguleeritavad efektorid

Efektor

Regulatsioon

PLCB

ACI

ACIL IV ja VII

K" kanalid (GIRK}_ 5, 4)

Ca”" kanalid

—| > > «—| >

G valk seotud retseptori kinaas

Membraani juurde
sidumine(recruitment)

PI; kinaas )
Bruton’i tiirosiini kinaas 1
Tsk tiirosiini kinaas 1
Proteiinkinaas D 1

Kalmoduliin Kalmoduliin kinaas |
Tubuliin GTPaasne aktiivsus 1
Diinamiin [ GTPaasne aktiivsus 1

Shc fosforiileerimine

MAPK kaudne akitvatsioon

Raf-1 proteiinkinaas

Gy sekvestreerimine

Ras vahetusfaktor

MAPK kaudne akitvatsioon

KSR-1

Gy sekvestreerimine

1 - stimuleerimine, | - inhibeerimine [21].
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Tabel 3. Homo- ja heteromeere moodustavad G-valk-seotud

retseptorid

Homomeersed retseptorid

Heteromeersed retseptorid

[3,-adrenergiline

B> - a, adrenergilised

O-adrenergiline

2-adrenergiline-6-opioidne

Adenosiini A

2-adrenergiline-K-opioidne

Dopamiini D 5,3

Adenosiini A;- mGly,

M,, 3 muskariinne ACh

Adenosiini A;— dopamiini D,

Histamiini H 4

Adenosiini A;— purinergiline P2Y

Serotoniini 5-HT g, 1p

Adenosiini A,— dopamiini D,

Metabotroopne glutamaadi mGlu, s

Dopamiini D, - Ds

Melatoniini MT;

Dopamiini D,- somatostatiini SST;¢

Opioidne p—, d—, K—

Dopamiini D;- somatostatiini SSTR 5

Angiotensiini II AT,

0. adrenergiline- M3 muskariinne ACh

Vasopressini V;

M, - M3 muskariinne ACh

Bradiikiniini B,

Serotoniini 5-HT 5 -5-HT ip

Somatostatiini SSTR 4, 18, 1c, 24

Melatoniinit MT;-MT ,

Gonadotropiini vabastava hormooni .

0—ja K—opioidsed

Tiirotropiini

p— ja d-opioidsed

lg-Hepta

Kemokiini CCR2-CCR5

GABAg; GABAg,

Angiotensiini AT;-AT,

Kemokiini CCR;, 5, CXCR4

Angiotensiini AT;-bradiikiniini B,

Ca” -tundlik r.

Somatostatiini SSTR,A-SSTR 5

Vereliistakuid aktiveeriva faktori r.

Somatostatiini SSTRjA-SSTR ¢

Somatostatiini SSTR 5-U-opioidne

GABAg-GABAg;

Kemokiini CCR, -CCR 5

Koletsiistokiniini-dopamiini

[28,29,30]
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Joonis 3. Toos kasutatud ligandid

Dopamiini D, retseptori agonistid:

Dopamiin SKF 38393
NH
2 O OH

OH

Iz

OH

A 77636 DHX
HO

BN
HO o NH,

Dopamiini D, retseptori antagonistid:

SCH 23390 Butaklomool SKF 83566
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Adenosiini A, retseptori ligandid:

N-CPA DPCPX
NH

N* | |N 0
H
k\N ) CH30H2CH2\N N
HOCH,a__O //J\ Y
o N N
HO\C II/OH CH20H2C|'|3

Tels toos kasutatud Uhendeid:

EDTA GTPyS

HN N
D
o H N

N
0
| A 2 8 9
HO-C—C, T COH S—P—0—P-0—P—0— |
N—CH,CH;—N_ 5 k-
HO-C—C C—C-OH
Il H H, Il
o *? O

EGTA DTT
(@]
HoJ\ 0 C|3H25H
HO N/\/O\/\o/\/N OH H_Cl:_OH
O H(OH HO—Cl:-H
o) CH,SH
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Tabel 4 [’H]SCH 23390 konkureeriv viljatdrjumine DA D retseptori ligandidega Sf9 rakumembraanides

+GTPYS® +N-CPA*
Ligand pIC50 Ki, KuwKi, Ru, pIC50 Ki, Ry pIC50 Ki, Ry,
(ny)® nM nM % (ny) & M % (ny) & nM %
Dopamiin 5,94+0,07 330 34/560 | 21+8 5,86+0,07 400 ET'
(0,85+ 0,10) (1,204 0,21)
b 5,35+0,06 1200 110/2200 = 23+8 5,22+0,11 1600 13+4 5,32+0,06 1300 1745
(0,77+0,06) (0,84+0,14) (0,77+0,08)
+DPCPX*®
SKF38393 @ 6,22+0,04 170 6,5250 | 17+£5 5,96+ 0,06 310 ET
(0,78+0,05) (0,83+0,11)
b 5,90+0,06 350 ET' ET' 5,78+0,07 450 ET' 5,83+0,08 400 ET'
(1,06+0,14) (0,96+0,14) (1,06+0,19)
SCH23390 *? 8,30+0,08 1,1
(0,81+0,11)
b 8,32+0,09 1,1
(0,72+0,06)
Butaklomool ? 6,50+0,09 180
(2,86+0,54)
b 6,07+0,04 210 6,03+0,07 240
(2,23+0,42) (2,04+0,69)

D, G; ekspressiooniga Sf9 rakumembraanid
A 1D G4G; ekspressiooniga S9 rakumembraanid

“de 100 uM GTPyS, 10 nM N-CPA ja 10 nM DPCPX toime ligandide seostumisele

& ng- Hilli koefitsient

ET - ei tiheldatud: analiiiisil sobis kahe sidumiskohaga mudeli asemel paremini iihe sidumiskohaga mudel (F-test P>0,05)



Tabel 5 [*H]SCH 23390 konkureeriv viljatdrjumine DA D; retseptori ligandidega roti aju juttkeha membraanides

+GTPyS *
Juttkeha 1”(39 iy Kﬁf? IE}* szj? KinM  Ru%
A—
s | gmn v w w | gmex W
DHX <812§i328§> " 410 AT (g:éiigzgg) 20 26+9
PR % e w9
Butaklomool (?géigg; 120 (?xfig(l)‘z‘) e
SKF83566 T 00t0.20) b4 05720.12) "

100 uM GTPYS toime ligandide seostumisele
ng — Hilli koefitsient
ET - ei tdheldatud: analiiiisil sobis kahe sidumiskohaga mudeli asemel paremini iihe sidumiskohaga mudel (F-test P>0,05)
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Joonis4

[*H]SCH23390 gpetsiifiline  seostumine D retseptoritele  Sf9
rakumembraanides (A;D1G¢G;). Eelnevalt ADA-ga inkubeeritud (5 U/ml, 30
min, 25 °C) membraanid lisati erineva kontsentratsiooniga [*H]SCH23390
lahustele ning inkubeeriti 60 minutit temperatuuril 25 °C sidumispuhvris SP1 (50
mM Tris-HCl (pH=7,4), 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA). Mittespetsiifiline
seostumine méérati 1 uM SCH23390 juuresolekul. K4=1,1£0,1 nM, B,,x=2,2%0,1
pmol/mg valk.

(+10 nM N-CPA: Kg=1,240,2 nM, Bmx=2,3#0,1 pmol/mg valk.; + 10 nM
DPCPX: K4=1,1+0,1 nM, Bpax=2,1+0,1 pmol/mg valk (Graafikul esitamata)).
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Joonis 5

[*H]DPCPX spetsiifiline seostumine D; retseptoritele Sf9 rakumembraanides
(A1D1GG)). Eelnevalt ADA-ga inkubeeritud (5 U/ml, 30 min, 25 °C) membraanid
lisati erineva kontsentratsiooniga [’H]DPCPX lahustele ning inkubeeriti 60
minutit temperatuuril 25 °C sidumispuhvris SP1 (50 mM Tris-HCI (pH=7,4), 5
mM MgCl,, 1 mM EDTA, + 1 U/ml ADA). Mittespetsiifiline seostumine méarati 1
uM DPCPX juuresolekul. K4=2,1+0,8 nM, B,.x=2,9%0,4 pmol/mg valk.
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Joonis 6

[*H]SCH23390 dissotsiatsioonikineetika Sf9 rakumembraanides (A1D1GG;).
Eelnevalt ADA-ga t66deldud (5 U/ml, 30 min, 25 °C) membraane inkubeeriti
sidumispuhvris SP1 [PH]SCH23390 juuresolekul (erinevates katsetes konts. 1,7-2,1
nM) 60 minutit temperatuuril 25 °C. AR agonisti sisaldavates katsetes oli
radioligandi lahusesse lisatud N-CPA (10 uM). Dissotsiatsiooni algatamiseks lisati
ajahetkel ty reaktsioonisegusse butaklomool (Ioppkonts. 1 puM) vdi dopamiin
(I6ppkonts. 1 mM). Sidumispuhver SP1: 50 mM Tris-HCI (pH=7,4), 5 mM MgCl,,
1 mM EDTA + 1 U/ml ADA, + 1 mM DTT (DA sisaldavates katsetes).
Dissotsiatsiooni_kiiruskonstant k.; (min™): 0,12+0,01 (DA); 0,1340,02 (DA+N-

CPA); 0,13+0,01 (But.); 0,13+0,01 (But.+N-CPA). Poolestusaeg 1=5,0+0,7 min.
(D,Gs: dissotsiatsioon 1 pM butaklomooliga: k1= 0,11+0,01 min™, 7=6,5+0,7 min

(Graafikul esitamata)).
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Joonis 7

[*H]SCH23390 spetsiifiline seostumine Sf9 rakumembraanidele (D:Gy).
Ajahetkel to lisati membraanilahusele [*H]SCH23390 lahus
(I6ppkontsentratsiooniga: A 0.4 nM ja o 3,6 nM) ning mdddeti seostunud
radioaktiivsus erinevatel ajahetkedel (B;). Mittespetsiifiline sidumine méérati eraldi
katses 1 uM butaklomooli juuresolekul. Spetsiifilise seostumise saamiseks lahutati

iildisest sidumisest mittespetsiifiline sidumine.
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[*H]SCH23390], M

Joonis 8

[PH]SCH23390 seostumise naiva  kiiruskonstandi  (keps)  SOltuvus
[*H]SCH23390 kontsentratsioonist Sf9 rakumembraanides (D:Gs). Niiva
kiiruskonstandi ~ véértused  (kops) on  leitud  erinevatel  radioligandi
kontsentratsioonidel teostatud assotsiatsioonikineetika andmete ldhendamisel
vorrandile: B=By.* (1- e'k"bs*t), kus B on seostunud ligand, By - spetsiifiliselt
seostunud ligand tasakaalu tingimustes ja t — aeg. Parameetri ko,s vddrtus on
esitatud kujul keskmine +SEM. Sirge lahendamisel saadi assotsiatsiooni ja
dissotsiatsiooni kiiruskonstandid k,=0,20+0,02 nM'min"' ja ko= 0,140,02 min™
(Kobs')-
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Joonis 9

[*H]SCH23390 valjatérjumine SKF38393-ga Sf9 rakumembraanidest
(A1D1GG)). Eelnevalt ADA-ga inkubeeritud (5 U/ml, 30 min, 25 °C) membraanid
lisati [*H]SCH23390 lahusele (I6ppkonts. 2,9 nM), millele oli lisatud erineva
kontsentratsiooniga SKF38393 ja GTPYS (Ioppkonts. 100 pM), DPCPX
(I16ppkonts. 10 nM ) voi puhver SP1 (50 mM Tris-HCI (pH=7,4), 5 mM MgCl,, 1
mM EDTA + 1 U/ml ADA). Inkubeeriti 60 minutit temperatuuril 25 °C. K; =350
nM, ng=1,06+0,14; +GTPYS: K;=400 nM, nyg=1,06+0,19.
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Joonis 10

[*H]SCH23390 véljatérjumine dopamiiniga Sf9 rakumembraanidest
(A1D1GG).

Eelnevalt ADA-ga inkubeeritud (5 U/ml, 30 min, 25 °C) membraanid lisati
[*H]SCH23390 lahusele (I6ppkonts. 3,0 nM), mis sisaldas erinevatel
kontsentratsioonidel dopamiini ja GTPYS (1oppkonts. 100 uM) v&i puhvrit SP1 (50
mM Tris-HCI (pH=7,4), 5 mM MgCl,, | mM EDTA + 1 U/ml ADA, + 1 mM
DTT). Inkubeeriti 60 minutit temperatuuril 25 °C. K; =1200 nM, ny=0,77+0,06;
%Rp= 2348; +GTPYS: Ki=1600 nM, ny=0,84+0,14; %Ry=13+4.
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[*H]SCH23390 véljatérjumine dopamiiniga Sf9 rakumembraanidest
(A1D1GG).

Eelnevalt ADA-ga inkubeeritud (5 U/ml, 30 min, 25 °C) membraanid lisati
[PH]SCH23390 lahusele (Ippkonts. 3,0 nM), millele oli lisatud erineva
kontsentratsiooniga dopamiini lahused ja N-CPA (I16ppkonts. 10 nM) vdi puhver
SP1 (50 mM Tris-HCI (pH=7,4), 5 mM MgCl,, | mM EDTA + 1 U/ml ADA, + 1
mM DTT). Inkubeeriti 60 minutit temperatuuril 25 °C. K; =1200 nM,
np=0,77£0,06; %Ryz= 23+8; +GTPYS: K;=1300 nM, ny=0,77+0,08; %Ryz=17%5.

55



O
N
g

o
N
Q

0.151

0.101

0.051

seotud [°H]SCH23390, pmol/mg v.

Scatchardi graafik
0.30
SN}
0.25

©
£ 0.20
T 0.15

2
$o.10

0.05

0.00
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Seotud

0.00

Joonis 12

[*H]SCH23390 spetsiifiline seostumine D; retseptoritele roti aju juttkeha
membraanides. Membraanid lisati erineva kontsentratsiooniga [PH]SCH23390
lahustele ning inkubeeriti 45 minutit temperatuuril 30 °C sidumispuhvris SP2 (30
mM Tris-HCI (pH=7,4), 100 mM NaCl, 7,5 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,75 mM
EGTA). Mittespetsiifiline seostumine méédrati 1 pM SKF83566 juuresolekul.

2 3 4 5 6
[*H]SCH23390, nM

K4=0,8%£0,1 nM, B,,,,=0,25%£0,01 pmol/mg valk.
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Joonis 13

[*H]SCH23390  valjatérjumine SCH23390-ga roti aju  juttkeha
membraanidelt. Membraanid lisati [’H]SCH23390 lahusele (Ippkonts. 2,1 nM),
millele oli lisatud erineva kontsentratsiooniga SCH23390 ja GTPYS (l16ppkonts.
100 uM) voi puhver SP2 (30 mM Tris-HCI1 (pH=7,4), 100 mM NacCl, 7,5 mM KClI,
5 mM MgCl,, 0,75 mM EGTA). Inkubeeriti 45 minutit temperatuuril 30 °C. K;=0,5
nM, ny=0,98+0,06; +GTPYS: K;=0,6 nM, ny=1,08+0,07.
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Joonis 14

[*H]SCH23390 valjatsrjumine dopamiiniga roti aju juttkeha membraanidelt.
Membraanpreparaat lisati [*H]SCH23390 lahusele (16ppkonts. 1,7 nM), millele oli
lisatud erineva kontsentratsiooniga dopamiin ja GTPYS (16ppkonts. 100 uM) véi
puhver SP2 (30 mM Tris-HCl (pH=7,4), 100 mM NacCl, 7,5 mM KCIl, 5 mM
MgCly, 0,75 mM EGTA + 1 mM DTT). Inkubeeriti 45 minutit temperatuuril 30 °C.
K;=2000 nM, ng=0,65+0,09; %Ryx=65+7; +GTPYS: Ki=15 000 nM, ny=0,63+0,07;
%Rp=26+6.
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Joonis 15

[*H]SCH23390 valjatérjumine dihidreksidiiniga roti aju juttkeha
membraanidelt. Membraanpreparaat lisati [’H]SCH23390 lahusele (I3ppkonts.
1,7 nM), millele oli lisatud erineva kontsentratsiooniga DHX ja GTPYS (1oppkonts.
100 uM) vai puhver SP2 (30 mM Tris-HCI (pH=7,4), 100 mM NaCl, 7,5 mM KClI,
5 mM MgCl,, 0,75 mM EGTA). Inkubeeriti 45 minutit temperatuuril 30 °C. K;= 86
nM, ny=0,65+0,05; %Ry=47+7; +GTPYS: K;=210 nM, ny=0,66+0,05; %Ryz=26+9.
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Joonis 16

[*H]SCH23390 valjatérjumine dihidreksidiiniga roti aju juttkeha
membraanidest. Membraanpreparaat lisati ["TH]SCH23390 lahusele (I3ppkonts.
1,7 nM), millele oli lisatud erineva kontsentratsiooniga SKF38393 ja GTPYS
(16ppkonts. 100 uM) voi puhver SP2 (30 mM Tris-HCI (pH=7,4), 100 mM NacCl,
7,5 mM KCl, 5 mM MgCl,, 0,75 mM EGTA). Inkubeeriti 45 minutit temperatuuril
30 °C. K= 97 nM, ny=0,82+0,11; +GTPYS: K;=180 nM, ny=0,91+0,09.
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Joonis 17

[*H]SCH23390 véljatérjumine A77636-ga roti aju juttkeha membraanidelt.
Membraanpreparaat lisati [*H]SCH23390 lahusele (16ppkonts. 1,9 nM), millele oli
lisatud erineva kontsentratsiooniga A77636 ja GTPYS (loppkonts. 100 pM) vodi
puhver SP2 (30 mM Tris-HCI (pH=7,4), 100 mM NaCl, 7,5 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 0,75 mM EGTA). Inkubeeriti 45 minutit temperatuuril 30 °C. K;= 0,7 nM,
np=0,60£0,06; %Rpy=64+5; +GTPYS: Ki=1,4 nM, ny=0,64+0,07; %Ry=53+6.
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