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KASUTATUD LUHENDID

AC — ensiitim adentilaadi tsiiklaas

AH — aminohape

APO — apomorfiin

cAMP — tsiikliline adenosiinmonofosfaat

Ci — kiirii

cpm — lugemit minutis (counts per minute)
D, — dopamiini D, retseptori pikk isovorm
D,s — dopamiini D, retseptori lithike isovorm
DA — dopamiin

DAR — dopamiinergiline retseptor

DMEM - Dulbecco modifitseeritud rakusdode
DMSO — dimetiitilsulfoksiid

DPBS — Dulbecco sooladega fosfaatpuhver
DTT — ditiotreitool

EDTA - etiileendiamiintetraatsetaat

FBS — veiseloote seerum

G418 — selektsiooniantibiootikum genetitsiin
GDP — guanosiindifosfaat

GPCR — G-valguga seotud retseptorid

GTP — guanosiintrifosfaat



KASUTATUD LUHENDID

G-valk — guaniininukleotiide siduv valk
H — triitium
HEK-293 — inimese embriionaalsed neerurakud 293

ICso — mérgistamata ligandi kontsentratsioon, mis inhibeerib radioligandi sidumist 50%

ulatuses

K; — inhibeerimiskonstant

Kp — radioligandi dissotsiatsiooni tasakaalukonstant
[L] —radioligandi molaarne kontsentratsioon

ny — Hilli koefitsient

PD — Parkinsoni tobi

Raklopriid — 3,5-dikloro-N-[[(2S)-1-etiitil-2-piirrolidiniitil |metiitil ]-2-hiidroksii-6-

metoksiibensamiid

SCH23390 — (R)-(+)-7-kloro-8-hiidroksii-3-metiiiil-1-feniiiil-2,3,4,5-tetrahiidro- 1 H-3-

bensasepiin
TM — transmembraanne

Tris — 2-amino-2-hiidrokstimetiiiil-propaan-1,3-diool



SISSEJUHATUS

Inimese ajus on sadu miljardeid nérvirakke. Selleks, et inimesed suudaksid erinevatele
muutustele reageerida, peavad rakud vastu votma, todtlema ja edastama mitmesuguseid
narvisignaale. Signaalide vahendamiseks on rakkude pinnal olemas valgud, mida nimetatakse
retseptoriteks ning millega seostuvad signaali edastamisel erinevad signaalmolekulid. Kdige
suurema ja mitmekesisema membraansete retseptorite perekonna moodustavad G-valguga
seotud retseptorid. Héiired G-valguga seotud retseptorite aktivatsioonis on seotud
mitmesuguste erinevate haigustega. Just seetottu on need retseptorid mérklauaks véga suurele

hulgale ravimitele.

Antud t66s keskendutakse dopamiinergilistele retseptoritele, mis kuuluvad samuti G-valguga
seotud retseptorite suurde perekonda. Dopamiini retseptorid mdjutavad mitmeid erinevaid
protsesse, nditeks motivatsiooni, naudinguid, méilu, dppimisvdimet ja motoorikat. Probleemid
dopamiinergilises stisteemis pohjustavad mitmesuguseid haigusi, millest tuntuimad on
Parkinsoni tdbi ning skisofreenia. Nende haiguste ravimiseks iiritatakse pidevalt leida

tohusamaid ja minimaalsete kdrvaltoimetega iihendeid.

Kédesoleva magistritoé eesmérgiks oli rakendada radioligandi viljatdrjumismeetodit erinevate
dopamiinergiliste ihendite iseloomustamiseks. Loppeesmargiks oli leida uusi, véimekamaid ja

selektiivsemaid ravimikandidaate.



1 VALDKONNA ULEVAADE

1.1  Signaali iilekanne

Koik elusorganismid koosnevad rakkudest. Rakud suudavad ellu jddda ainult siis, kui nad on
pidevas infovahetuses timbritseva keskkonnaga. Rakuni joudnud signaal kiivitab raku sees
keemiliste reaktsioonide rea, mida nimetatakse signaali tilekandeks (Kilk 2007). Erinevaid
bioloogilisi signaale ning neile vastavaid bioloogilisi muutusi on palju. Ometi kasutavad
organismid signaali iilekandeks vaid monda evolutsiooni kidigus sdilinud mehhanismi.
Olulisteks signaali iilekande vahendajateks on retseptorid. Antud t66 raames keskendutakse G-
valguga seotud retseptoritele (GPCR), mis moodustavad suurima raku pinnal olevate valkude

perekonna (Lehninger et al. 2005).
1.2  G-valguga seotud retseptorid

G-valkudeks nimetatakse guaniininukleotiide siduvaid regulaatorvalke, millel on oluline roll
rakku tulevate keemiliste signaalide iilekandes raku sisemusse. G-valgud kuuluvad GTP-
aaside hulka ning need jagunevad kahte suurde perekonda: monomeersed véikesed GTP-aasid
ja heterotrimeersed ehk suured G-valgud. Retseptoritega on vahetult seotud just
heterotrimeersed G-valgud, mis koosnevad kolmest poliipeptiidsest alaiihikust: alfa (a), beeta
(B) ja gamma (y) (Joonis 1), millel omakorda on mitmeid erinevaid alatiilipe. Beeta ja gamma
alaitthikud moodustavad omavahel dimeeri, mis dissotsieerub vaid denatureerimisel. Alfa
alatihikul on voime siduda ja hiidroliitisida guanosiintrifosfaati (GTP) guanosiindifosfaadiks

(GDP) ja seda reguleerivad mitmed regulaatorvalgud (Kleuss et al. 1994).

G-valgud aktiveeruvad G-valguga seotud retseptorite kaudu, mis asuvad rakumembraanil ja
millele on omane seitsmetransmembraanne struktuur. G-valguga seotud retseptoritel on
oluline roll nérvisignaali iilekandes. Hiired signaalitilekanderadades on seotud mitmesuguste
haigustega, mistottu on GPCR-d tdhtsad ravimite mérklauad. Ligikaudu 50% tdnapdeva
farmaatsiatdostuse retseptiravimitest on suunatud just selle retseptorite perekonna selektiivsele
mdjutamisele. G-valguga seotud retseptorite tdhtsust illustreerib ka 2012. aasta Nobeli
keemiaauhind, mis anti B. Kobilkale ning R. Lefkowitzile GPCR-de struktuuri ja omaduste

avastamise eest (Linse 2012).



G-valgud reguleerivad mitmesuguseid ensiilime ja ioonkanaleid. Sihtmérgiks olevaid enstiiime
ja ioonkanaleid kutsutakse efektoriteks, sest muutused nende aktiivsuses pdhjustavad muutusi
erinevate ioonide vdi sekundaarsete virgatsainete tasemes rakus. Rakusisesteks virgatsaineteks
on nditeks tsiikliline guanosiinmonofosfaat, Ca**, fosfatidiiiilinositool, arahhidoonhape, NO jt.
Dopamiinergiliste retseptorite puhul on oluliseks sekundaarseks virgatsaineks tsiikliline

adenosiinmonofosfaat (cAMP) (Neer 1995, Filmore 2004).

Puhkeolekus on retseptoriga seotud heterotrimeerne G-valk, kusjuures a-alaiihiku kiilge on
seotud GDP (Joonis 1). Retseptori aktiveerimisel sobiva ligandiga muutub retseptori
konformatsioon. Selle tulemusel muutub ka o-alaiihiku konformatsioon ning GDP
dissotsieerub. Kuna GTP kontsentratsioon rakus on korgem kui GDP-I, siis seostub eelistatult
a-alaiihikule GTP. Tagajirjeks on G-valgu dissotsieerumine retseptori kiiljest ning selle
jagunemise kaheks: a-alaiihik koos GTP-ga ning Py dimeer. Mdlemad kompleksid saavad
edasi aktiveerida erinevaid sihtmark-efektoreid. G-valgu aktivatsioon kestab seni kuni GTP
hiidroliiiisitakse a-alaithiku poolt GDP-ks. Inaktiivne o-alaiihik saab taas seostuda teiste
alatihikute ja retseptoriga, moodustades uuesti puhkeolekus G-valgu trimeeri (Neer 1995,

Siegel et al. 2012).

Adeniilaadi |

ph

Joonis 1. G-valk ja rakumembraani libiv G-valguga seotud retseptor. GPCR sisaldab
seitset rakumembraani ldbivat hiidrofoobset alfa-heeliksit. Vilja on toodud ka G-valgu o-
alatihiku GDP vahetamine GTP vastu. Joonisel olev ensiiim adeniilaadi tsiiklaas on efektor,

mille kaudu GPCR-i signaal rakus edasi kandub.



G-valguga seotud retseptorite perekonna tépne suurus on teadmata. Praeguseks on avastatud
enam kui 800 unikaalset liiget (Gloriam er al. 2007), mis jagatakse klassikaliselt kolme

pohiklassi (Alexander ef al. 2011):

e Klass A (rodopsiinilaadsed)
o Klass B (sekretiinilaadsed)

e Klass C (metabotroopsed glutamaadilaadsed)

G-valguga seotud retseptorite klassifitseerimiseks on olemas mitmeid erinevaid stisteeme.
Niiteks jagatakse GPCR-d sageli jérjestuste homoloogia ja funktsionaalsete sarnasuste alusel
viieks. Lisaks eespool mainitud retseptoritele tuuakse siis eraldi vidlja ka adhesiooni ja
Frizzled-retseptorid. Kdige suurem on klass A, kuhu kuulub ligikaudu 85% GPCR-dest.
Kéesolevas to6s huvi all olevad dopamiini retseptorid kuuluvad samuti A klassi GPCR-de
hulka. (Lagerstrom ja Schicth 2008, Fredriksson ef al. 2003). Lisaks voib eraldi klassina vilja
tuua retseptorid, mille puhul pole avastatud organismile omast ligandi ning samuti pole teada
nende bioloogiline funktsioon. Selliseid retseptoreid nimetatakse orbretseptoriteks. Uute
ravimimérklaudade leidmiseks {iritatakse orgretseptorite arvu pidevalt vidhendada. (Civelli et

al. 2013).

G-valguga seotud retseptorite ligandid on viga erinevad. Mitmesugused ioonid, 16hnaained,
amiinid, peptiidid, valgud, lipiidid, nukleotiidid ja isegi footonid kannavad signaali edasi
GPCR-de kaudu. Lisaks ligandidele on suur varieeruvus ka G-valguga seotud retseptorite
vahel. Erinevatel GPCR-del on siiski kaks pohilist sarnasust: seitse rakumembraani ldbivat
hiidrofoobset alfa-heeliksit ning retseptori voime aktiveerida trimeerseid G-valke (Fredriksson

et al. 2003).
1.3 Dopamiinergilised retseptorid

Dopamiin (DA), IUPAC-i nomenklatuuri jargi 4-(2-aminoetiiiil)benseen-1,2-diool, on
organismis oluline neurotransmitter ehk virgatsaine. DA on katehhoolamiin, mis tdhendab, et
see on kahe fenoolse hiidroksiitilrithmaga fiisioloogiliselt aktiivne monoamiin (Joonis 2).
Lisaks dopamiinile kuuluvad katehhoolamiinide hulka ka serotoniin, noradrenaliin ja
adrenaliin. Organismis siinteesitakse dopamiini enamasti aminohappest tiirosiin (Joonis 2)
(Lehninger et al. 2005). DA funktsiooni virgatsainena avastas 1957. aastal Arvid Carlsson
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(Carlsson et al. 1957). Signaalmolekulina avaldab DA mdju organismis dopamiinergiliste

retseptorite (DAR) kaudu.

O O

HO HO NH,
OH OH
— —_—
NH, NH,
HO HO HO
Tarosiin DOPA Dopamiin
Joonis 2. Dopamiini biosiintees tiirosiinist. Siintees algab L-tiirosiinile hitidroksiiiilriihma
lisamisest meta-asendisse. Tulemuseks on L-DOPA, millelt karboksiiiilriihma eemaldamisega

saadaksegi dopamiin. Mdnedes neuronites muudetakse DA edasi noradrenaliiniks vdi

adrenaliiniks.

Dopamiini retseptorid kuuluvad G-valguga seotud retseptorite suurde perekonda. Neid leidub
nii perifeersetes kudedes kui ka kesknérvisiisteemis (Zhang et al. 2008). Dopamiini
retseptoreid on viis erinevat alatiitipi: Dy, D,, D3, D4 ja Ds (Joonis 3). Struktuurilise sarnasuse
ja rakusiseste efektorite mdjutamise alusel jagatakse dopamiini retseptorid kahte alamklassi

(Missale et al. 1998):

e D-tiiiipi (D, ja Ds)
e Do-tiiiipi (Da2s, Daor, D3 ja Dy)

D, -tiitipi retseptorid on seotud Gs-valguga ning aktiveerivad enstiimi adentilaadi tsiiklaas
(AC). Ds-tiitipi retseptorid inhibeerivad Gj,-valgu kaudu AC aktiivsust ja Ca”" kanaleid ning
aktiveerivad K" kanaleid. Adeniilaadi tsiiklaasi regulatsiooni kaudu muutub rakus tsiiklilise

adenosiinmonofosfaadi tase (Missale ef al. 1998, Siegel et al. 2012).

Adeniilaadi
tsiikklaas

GTP GDP ATP cAMP GTP GDP

Joonis 3. Rakumembraanil paiknevad dopamiinergilised retseptorid. D; ja Ds aktiveerivad,

D,, D;s ja D4 aga inhibeerivad ensiitimi adeniilaadi tsiiklaas. Modifitseeritud (Siegel et al. 2012).



1.3.1 Dopamiini retseptorite tiihtsus

Dopamiini retseptorid mdjutavad organismis mitmeid erinevaid funktsioone, sealhulgas
motoorikat (liigutuste ja kone sujuvus), kognitiivseid omadusi (mélu, O&ppimine,
motivatsioon), emotsioone, toitumist ja endokriinset siisteemi. Dopamiinil on oluline roll ka
siidameveresoonkonna ja neerude t66s (Missale et al. 1998). Lisaks sellele on avastatud
dopamiinergilise siisteemi seos seksuaalsete funktsioonidega (Benassi-Benelli et al. 1979,

Sanna et al. 2011).

Probleemid dopamiinergilises stisteemis pdhjustavad mitmeid neurodegeneratiivseid ning
psithholoogilisi haigusi, millest tuntuimad on néiteks Parkinsoni tdbi (PD), bipolaarne hiire
ning skisofreenia. Parkinsoni tdve korral on tegemist dopamiinergilise siisteemi alatalitlusega,
mis pOhjustab mitmesuguseid motoorseid hédireid — vérinaid, bradiikineesiat ning kone- ja
tasakaaluhdireid. Siimptomite leevendamiseks kasutatakse sageli dopamiini prekursorit L-
DOPA-t, mis erinevalt dopamiinist suudab ldbida vere-aju barjddri. Skisofreenia puhul on
vastupidiselt tegemist dopamiinergilise siisteemi {ilereguleeritusega. Paljud tdnapdeva

antipsiihhootikumid baseeruvad dopamiini retseptori D, antagonistidel (Zhang et al. 2008).

Viimase paarikiimne aasta viljakutseks on olnud leida selektiivseid dopamiinergilisi ravimeid,
mis ei pdhjustaks ebameeldivaid kdrvaltoimeid. Kdige keerulisem on leida selektiivsust tihte

alamklassi kuuluvate retseptorite alatiitipide vahel (Missale, er al. 1998, Siegel et al. 2012).
1.3.2 Dopamiini retseptorite struktuur

GPCR-de puhul raagitakse rakuvilisest osast, transmembraansest (TM) alast ning rakusisestest
domeenidest. Lisaks voib eraldi vélja tuua C- ja N-terminaalsed otsad. Erinevate retseptorite
alatliipide vordlemisel poorataksegi tdhelepanu eespool nimetatud struktuuriiiksustele.
Samasse alamklassi kuuluvad dopamiini retseptorid on omavahel struktuurilt kiillaltki
sarnased. D; ja Ds retseptoritel on 80% transmembraansest alast identne. D, ja Dj retseptorite
TM ala sarnasus on 75% ning D, ja D4 puhul on homoloogia 53%. Dopamiini retseptorite N-
terminaalse saba aminohapete arv on sarnane kdigi DAR alatiitipide puhul, kuid erinevad

vodivad olla kohad, kus toimub valgu gliikosiileerimine (Missale ef al. 1998).

10



D, -tiitipi retseptorite puhul on C-terminaalne osa ligikaudu seitse korda pikem kui D»-tiitipi
retseptoritel (Joonis 4). D,-alamklassi kuuluvatel retseptoritel on jdllegi pikem kolmas
rakusisene aas. Selline omadus on iseloomulik paljudele Gi-valkudega seotud retseptoritele.
Luihike kolmas rakusisene aas (nagu on D, -tiilipi retseptoritel) viitab aga interaktsioonidele G-
valguga. Sarnaselt paljudele teistele GPCR-dele on dopamiinergilistel retseptoritel teises ja
kolmandas rakuvilises aasas kaks tsiisteiinijadki. Need aminohappejddgid moodustavad

molekulisisese disulfiidsilla, mis aitab stabiliseerida retseptori struktuuri (Missale et al. 1998).

Joonis 4. Dopamiini retseptorite iildstruktuur. Joonisel on nédidatud D;-tiilipi retseptorite
struktuursed tiksused. D--tiiiipi retseptoritel on lithem C-terminaalne saba ning pikem kolmas
rakuviline aas. E1-E3 — rakuvilised aasad, 1-7 — transmembraansed domeenid, 12-13 —
rakusisesed aasad. Potentsiaalsed fosforiileerimise kohad (tdhistatud P-ga) asuvad 3. rakusisesel
aasal (I3) ja C-terminaalses osas. Vdimalikud gliikosiileerimise kohad on illustreeritud N-

terminuses. Modifitseeritud (Missale et al. 1998).

Erinevate agonistide (ka dopamiini) seostumine retseptoriga toimub hiidrofoobsete
transmembraansete heeliksite kaudu. Niiteks kolmas transmembraanne heeliks (Joonis 4)
sisaldab aspartaadijdgki, millega seostub dopamiini aminoriihm. Viienda TM ala kaks
seriinijadki  saavad olla  vesiniksideme doonoriks, andes interaktsioone DA
hiidroksiitilrithmadega. Lisaks aitavad sidumisele kaasa ka kuuendas TM heeliksis oleva
fentiiilalaniinijédgi ja dopamiini aromaatse tuuma vahel esinevad dispersioonijoud (Missale et

al. 1998).



1.3.2.1 Dj retseptor

Taiskasvanud inimese ajus on dopamiini retseptoritest enim ekspresseeritud D, retseptoreid.
Neil retseptoritel on kdrge afiinsus bensasepiinide suhtes. Selline iihend on niditeks SCH23390
(Joonis 8), mis on D, retseptori antagonist. Triitiumiga méargistatud SCH23390 kasutatakse

laialdaselt selle retseptori alatiiiibi uurimiseks (Siegel et al. 2012).

D; ja Ds retseptorid on farmakoloogiliselt sarnased, kuid Ds on DA suhtes kdrgema
afiinsusega (Siegel et al. 2012). Suurimad erinevused nende kahe alatiiiibi vahel on kolmandas
rakusiseses aasas ning C-terminaalses sabas. Lisaks on erinevused teises rakuvélises aasas —
see on D retseptoril lithem (27 aminohappejééki) kui Ds retseptoril (41 AH-jadki). Samuti on

Ds retseptori ekspressioon organismis madalam kui D; retseptoril. (Missale et al. 1998).
1.3.2.2 D, retseptor

D, retseptoril on kaks erinevat vormi: lithike (Dys) ja pikk (Djp). Pikemal variandil on
kolmandas rakusiseses aasas 29 aminohappejééki rohkem. Praeguseks on kindlaks tehtud, et
D,s retseptor tootab peamiselt presiinaptilise autoretseptorina ning D, on pohiliselt
postsiinaptilise funktsiooniga. D, retseptoreid leidub paljudes erinevates ajuosades ning just
selle alatiiiibiga seostuvaid dopamiinergilisi ligande kasutatakse antipsiihhootikumidena ning

Parkinsoni tdve ravimitena (Missale et al. 1998, Siegel et al. 2012).
1.3.2.3 Dj; retseptor

D; retseptoreid ekspresseeritakse organismis vidhem kui D; ja D, retseptoreid. Dopamiinil on
aga D; suhtes 20 korda kdrgem afiinsus kui D, retseptoril. See tuleneb peamiselt alatiitipide
kolmanda rakusisese aasa primaarjdrjestuste erinevusest. D,-tlilipi dopamiini retseptoritega
seostuvad hiésti bensamiidid. Naiteks raklopriid (Joonis 8) seostub ligikaudu sama korge
afiinsusega nii D, kui ka Dj retseptoriga. Selle iihendi triitiumiga maérgistatud varianti
kasutataksegi laialdaselt nende retseptorite uurimiseks (Zhang, et al. 2008, Missale et al.

1998).
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1.4 Apomorfiin

Apomorfiin (APO) on {ihend, mida saadakse morfiinist happelisel kataliiiisil. Bioloogiliselt on
aktiivne APO R-isomeer. Apomorfiini avastasid 1869. aastal A. Mathiesen ja C. R. Wright
ning esialgu kasutati seda peamiselt oksendamist esilekutsuva ravimina miirgituse korral
(Subramony 2006). Hiljem on apomorfiini kasutatud ka mitmesuguste teiste haiguste ravis,

kuid just oksendamine on piiranud APO laialdasemat kasutamist (Ribaric 2012).

Kuna apomorfiin on oma struktuuri poolest sarnane dopamiinile, siis suudab see samuti
aktiveerida nii Di-tlitipi kui ka D, tiitipi dopamiinergilisi retseptoreid. Seega on APO
mitteselektiivne dopamiini retseptorite agonist. Apomorfiini sidumisel DA retseptoritega on
olulisteks struktuurielementideks tertsiaarne amiin, kaks hiidroksiiiilrithma ning poliitsiiklid
(Joonis 5). Oma struktuuri tdttu on APO lipofiilne ning vees keskmise lahustuvusega. Ohu

ning valguse kées toimub aga APO kiire oksiideerumine (Ribari¢ 2012, Subramony 2006).

Joonis 5. Apomorfiini struktuur

Lisaks dopamiinergilisele aktiivsusele on apomorfiin ka antiokstidant ning vabade radikaalide
piitidja. Hiljaaegu nédidati ka mitte-retseptor-vahendatud neurokaitsvat efekti Alzheimeri tove
korral (Himeno et al. 2011). Lisaks on apomorfiini kasutatud unetuse, depressiooni,
skisofreenia, sOltuvuse ning seksuaalsete probleemide ravimiseks. Koige laialdasemalt
kasutatakse apomorfiini siiski hilises staadiumis Parkinsoni tdve siimptomite ravimiseks. APO
oli ka esimene dopamiini retseptorite agonist, mida PD ravis katsetati. Ravimina on selle

toime kiire, kuid kestab liihikest aega (Ribari¢ 2012).

Apomorfiini puuduseks on vidhene selektiivsus erinevate dopamiini retseptori alatiitipide

vahel. Pidevalt otsitakse selektiivsemaid iihendeid, mis oleks sama hea voi korgema
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afiinsusega kui apomorfiin. Uheks vdimaluseks on muuta apomorfiini struktuuri ning uurida
selle mdju sidumisomadustele. Meie tooriihmas tegeletaksegi erinevate apomorfiini
derivaatide uurimisega. Apomorfiini struktuuri siistemaatilise modifitseerimise tulemusena on
avastatud mitmeid retseptorile seostumise jaoks olulisi struktuurielemente, mille asendamine
pole otstarbekas. Samas on kindlaks tehtud erinevaid funktsionaalrithmi, mis sidumisomadusi
ning selektiivsust parandavad. Enne kidesoleva t60 tegemist oli testitud nelja erinevat
apomorfiini derivaatide seeriat (Herm et al. 2009, Reinart et al. 2011, Reinart-Okugbeni et al.
2013).

Kédesoleva t60 raames testitakse kolme erinevat apomorfiini derivaatide seeriat, lootes leida

veelgi vdimekamaid ja selektiivsemaid potentsiaalseid ravimikandidaate.
1.5 Lunasiin

Lunasiin on 43-st aminohappejaédgist koosnev poliipeptiid, mida leidub sojaubades. Esimesena
kirjeldasid seda 1987. aastal Jaapani teadlased (Odani et al. 1987), kes eraldasid lunasiini
sojavalgust ning avastasid peptiidil ebatavalise, mitmest L-asparagiinhappejaédgist koosneva
C-terminaalse osa (Joonis 6). Lunasiini avastajaks peetakse sageli ka A. Galvezi, kes vdttis
kasutusele termini lunasiin ning uuris selle peptiidi bioloogilist aktiivsust (Galvez ja de Lumen

1999).

Lunasiini puhul on avastatud mitmesuguseid tervist parandavaid omadusi. Néiteks seostatakse
seda vdhki haigestumise ennetamisega — lunasiin hoiab dra normaalsete rakkude muundumise
viahirakkudeks (Hernandes-Ledesma et al. 2009b, de Lumen 2005). Erinevad uuringud on
ndidanud peptiidi pdletikuvastast efekti (Hernandez-Ledesma ef al. 2009a, de Meija ja Dia
2009). Lisaks seostatakse lunasiini kolesterooli alandava toimega (Galvez 2012). Vihe on aga
uuritud lunasiini toimet kesknérvisiisteemile. Ometi on kindlaks tehtud, et lunasiin suudab
labida vere-aju barjdidri ning jouab seega ajuni (Hsieh et al. 2010). Seetdttu on oluline uurida
peptiidi moju kesknérvisiisteemile. Kédesolevas t60s uuriti lunasiini mdju dopamiinergilisele

stisteemile (Dzirkale et al. 2013).
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Joonis 6. Lunasiini primaarjirjestus. Poliipeptiid koosneb 43-st aminohappejdigist. C-

terminaalses osas paiknevad asparagiinhappejdiagid. Modifitseeritud (Kyle et al. 2012).

Joonisel 6 on ndha lunasiini neli erinevat regiooni (tdhistatud erinevate vérvidega).
Aminohappejddkide 1-22 funktsioon on teadmata. Jargmise osa (23-31) tilesandeks on
lunasiini lokaliseerimine kromatiini juurde. Kromatiin on DNA ja sellega seostunud
histoonide kompleks, millest moodustuvad kromosoomid. Aminohappejddgid 32-34 aitavad
kaasa lunasiini liikumisele rakutuuma. Poltiasparagiinhappejddgid (35-43) vastutavad aga

lunasiini seostumise eest kromatiini histoonidega (Kyle ef al. 2012).
1.6 Ligandi sidumiskatsed

G-valguga seotud retseptorid on véga olulised ravimite mérklauad, mistottu arendatakse
pidevalt erinevaid meetodeid uute ligandide sidumisomaduste kindlaks maaramiseks. Ligandi
sidumiskatsed on peamine meetod retseptori ja ligandi vaheliste interaktsioonide
iseloomustamiseks. See annab informatsiooni ligandide afiinsuse, seostumise ning
dissotsiatsiooni kiiruse kohta. Lisaks on vdimalik uurida kudedes vdi rakkudes ekspresseeritud

retseptorite tihedust (Zhang ja Xie 2012).

G-valguga seotud retseptorite kaudu oma mdju avaldavate ravimite toime v3ib olla erinev.
Ravimid v&ivad matkida organismile omase virgatsaine toimet ning aktiveerida retseptoreid.
Sellisel juhul on tegemist agonistidega. Teine voimalus on kasutada ravimitena antagoniste,
mis seostuvad retseptoriga ilma bioloogilist vastust pdhjustamata. Seda tiilipi iihendid
blokeerivad retseptori ja organismile omane virgatsaine ei saa enam signaali edasi kanda.
Sidumiskatsetes on agonistide ja antagonistide eristamine keeruline, mistottu koikidele

tihenditele viidatakse kui ligandidele (Davenport ja Russell 1996).

Esimesed radioligandi sidumiskatsed viidi l&bi juba 1970ndatel aastatel (Paton ja Rang 1965,
Lefkowitz et al. 1970). Sellest ajast alates on meetodit laialdaselt kasutatud uute ravimainete

leidmiseks. Peamiselt kasutatakse *H voi '*’I isotoopidega mirgistatud ligande. Kuigi
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radioligandi sidumiskatsed annavad usaldusvéérseid tulemusi, on meetodil ka moned
puudused.  Traditsioonilised  radioligandi  sidumiskatsed nduavad pesemis- ja
filtreerimisetappe, mistottu vdikseim vdimalik formaat on 96 siivendiga plaat. Lisaks sellele
on radioligandid kiillaltki kallid ning mdnda radioligandi saab lithikese poolestusaja tottu
kasutada vaid vidhest aega. Probleemiks on ka katsete kdigus tekkinud jddtmete kditlemise
keerukus. Koikide nende puuduste tottu arendatakse pidevalt uusi, mitteradioaktiivseid

meetodeid ligandide iseloomustamiseks (Zhang ja Xie 2012).

Sidumiskatsete ldbiviimiseks on olemas kolm erinevat ldhenemist (Hulme ja Trevethick

2010):

o Kineetilised eksperimendid — seostumist jélgitakse erinevatel jarjestikustel ajahetkedel,
kasutades iihte vOi mitut erinevat radioligandi kontsentratsiooni. Tulemuseks saadakse
seostumise voi dissotsiatsiooni kiiruskonstandid.

e Tasakaalulise kiillastussidumise katsed — vaadeldakse radioligandi seostumist
erinevatel radioligandi  kontsentratsioonidel, kusjuures oodatakse tasakaalu
saabumiseni. Sellise meetodiga on vdimalik maédrata radioligandi jaoks
afiinsuskonstant,  dissotsiatsioonikonstant  ning  spetsiifiliste  sidumiskohtade
kontsentratsioon.

e Konkureeriv sidumine — radioligandi kontsentratsioon hoitakse konstantsena ning
varieeritakse margistamata ligandi kontsentratsiooni. Ka siin uuritakse tasakaalulisi

protsesse. Mdidratakse mérgistamata ligandi inhibeerimiskonstandi (K;) véértus.
1.6.1 Radioligandi viljatorjumine ehk konkureeriv sidumine

Seda tiitipi katsetega iseloomustatakse radioaktiivselt mérgistamata ligandide interaktsiooni
retseptoriga, uurides nende vdimet inhibeerida radioligandi seostumist retseptoriga. See on nii-
Oelda kaudne meetod maérgistamata ligandide sidumisomaduste uurimiseks. Retseptorite

allikana kasutatakse peamiselt rakumembraane.

Kédesolevas t60s leiti margistamata testainete afiinsuste vordlemiseks kdoigi {ihendite
inhibeerimiskonstantide véartused. K; iseloomustab margistamata ligandi afiinsust

radioligandi sidumiskohtadele. Selle arvutamiseks kasutatakse Cheng-Prusofti vorrandit, mida

16



saab kasutada vaid siis kui tegemist on konkureeriva sidumisega ning on saavutatud tasakaal
(Cheng ja Prusoff 1973):
ICsq

B [L]
o (1.1

i

kus, K, - inhibeerimiskonstant;
ICso — mérgistamata ligandi kontsentratsioon, mis inhibeerib radioligandi sidumist 50%
ulatuses;
[L] —radioligandi kontsentratsioon katses;

Kp —radioligandi dissotsiatsiooni tasakaalukonstant.

Inhibeerimiskonstandi arvutamiseks on vaja katse kdigus kindlaks médrata radioligandi
kontsentratsioon. Lisaks sellele on vaja teada ka radioligandi dissotsiatsiooni
tasakaalukonstanti Kp ning ICsy véédrtust. ICsy iseloomustab mérgistamata ligandi vdimet
inhibeerida radioligandi seostumist 50% ulatuses. 1Csy védrtus leitakse viljatdorjumiskdveralt
(Joonis 7).

Totaalne
seostumine

S LY

Mitte-
spetsiifilinel - - - - - ______
seostumine

Seostunud radioligand

L()g IC50
Log C (mérgistamata aine)

Joonis 7. Viljatorjumiskdveralt log ICsy véirtuse leidmine. Log ICsy ehk logaritm testaine
kontsentratsioonist, mille juures on radioligandi sidumine inhibeeritud 50% v&rra. K&vera
iilemine platoo iseloomustab radioligandi seostumist juhul kui mérgistamata testainet pole
lisatud vdi on lisatud nii vidhe, et see ei suuda veel radioligandiga konkureerida. K&vera
alumine osa on vordne mittespetsiifilise seostumise osakaaluga. Modifitseeritud (Motulsky and
Christopoulos 2003).

17



Dissotsiatsiooni tasakaalukonstant Kp iseloomustab ligandi ja retseptori vaheliste
interaktsioonide tugevust. Definitsiooni jargi on Kp ligandi kontsentratsioon, mille juures on
hoivatud 50% koikidest retseptoritest. Korge afiinsusega ligandiks peetakse tihendit, mille
tasakaalukonstandi véértus on 1 nM vai vdiksem. Heal radioligandil peakski olema Kp < InM.
See tagab piisavalt korge spetsiifilise seostumise osakaalu vorreldes mittespetsiifilise
seostumisega. Mida madalam on radioligandi mittespetsiifiline seostumine, seda parem
(Davenport and Russell 1996). Antud t66 raames kasutati radioligandidena triitiumiga
margistatud ligande SCH23390 ja raklopriid (Joonis 8). Esimest neist kasutati D; retseptori ja

teist D, ja Dj retseptorite uurimiseks.

CH,
0
OH N
OH
Cl
Cl H3C/O 0

SCH23390 Raklopriid
Joonis 8. Dopamiini retseptorite antagonistid. Viljatdrjumiskatsete ldbiviimiseks kasutati

thendite radioaktiivseid (triitiumiga margistatud) vorme.

Viljatrjumiskdvera (Joonis 7) pdhjal saab teha mitmeid jireldusi. Uheks oluliseks niitajaks
on semilogaritmilistes koordinaatides esitatud kdvera tous, mida iseloomustatakse Hilli
koefitsiendiga (ny). Koefitsienti kasutatakse enamasti selleks, et hinnata bioloogilise vastuse
tekitamiseks vajaminevate ligandi molekulide hulka (Weiss 1997). Hilli koefitsiendi véértuse
jargi on vOimalik otsustada ligandi seostumise homo- vdi heterogeensuse iile. Peamiselt
vaadeldakse seda, kas kdvera tdusu absoluutvdidrtus on suurem, vdiksem voi vOrdne {ihega.
Homogeense sidumise korral seostub radioligand sidumiskohtadele tihesuguse afiinsusega
ning Hilli koefitsiendi absoluutvéartus on iiks. Kui ligand seostub sidumiskohtadele erineva
afiinsusega on tegemist heterogeense sidumisega ning viljatdrjumiskdver on laugem (ny < 1)

(Motulsky ja Christopoulos 2003).

Heterogeenset sidumist vdivad pdhjustada mitmed erinevad asjaolud. Esimeseks voimaluseks

on sidumiskohtade tihe paiknemine ja osaline kattumine, mistottu mérgistamata tihendi
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sidumine iihe sidumiskohaga vdib pdhjustada ligandi afiinsuse vdhenemist 1dhedal asuvatele
sidumiskohtadele (negatiivne kooperatiivsus). Lisaks vdib heterogeense sidumise pdhjuseks
olla ka see, et mirgistamata tihend ei seostu koigile retseptoritele ithesuguse afiinsusega.
Kolmanda vdimalusena tuuakse sageli vilja see, et G-valguga seotud ja seostumata retseptorid

voivad siduda agoniste erineva afiinsusega (Motulsky ja Christopoulos 2003).

Lisaks eelpool mainitud variantidele v3ib Hilli koefitsiendi absoluutvéértus olla ka suurem kui
tiks. Sellisel juhul on véljatorjumiskdvera tdus jarsem kui tavaliselt. Seda voib pdhjustada
positiivne kooperatiivsus, mille puhul sidumiskohad paiknevad tihedalt (néiteks {iihel
retseptoril mitu sidumiskohta) ning mairgistamata ligandi seostumine tihele sidumiskohale

suurendab ligandi afiinsust teistele sidumiskohtadele (Motulsky ja Christopoulos 2003).
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Kasutatud materjalid ja aparatuur

Katsed dopamiini retseptoritega viidi l4dbi inimese embriio neerurakkudes HEK-293
(American Type Culture Collection). Rakkude kasvatamiseks kasutati poliiliisiiniga kaetud
Petri tasse (Nunc). Dulbecco modifitseeritud Eagle’i sodde (DMEM), penitsilliin,
streptomiitsiin, genetitsiin (G418), triipsiin, Dulbecco sooladega fosfaatpuhver (DPBS) osteti
firmalt PAA Laboratories GmbH. Veiseloote seerum (FBS) soetati firmast Gibco. Tris, HCI,
dimetiitilsulfoksiid (DMSO), KCI, EDTA, ditiotreitool (DTT), NaCl, MgCl, osteti firmast
AppliChem.

Rakkude loendamiseks ja elumuse miiramiseks kasutati rakulugejat TC10™ Automated Cell
Counter (Bio-Rad Laboratories). Rakkude elumuse middramiseks kasutati triipaansinist
(Sigma-Aldrich). Rakuplaatide rutiinseteks vaatamiseks kasutati mikroskoopi Olympus

CKX3I. Tsentrifuugimine viidi labi Sigma Laborzentrifugen mudeliga 3K30.

Katsete ldbiviimiseks ja lahjenduste tegemiseks kasutati 96-kohalisi plaate (BRANDplates).
Vordlusaineteks kasutati agoniste dopamiin (Sigma-Aldrich) ja apomorfiin (Tocris).
Radioaktiivsetes katsetes kasutati triitiumiga mirgistatud antagoniste [*H]SCH23390
(84,3 Ci/mmol) ning [*H]Raklopriid (76,0 Ci/mmol), mis osteti firmalt Perkin Elmer.
Apomorfiini derivaadid siinteesiti professor Attila Sipose toorithmas Debreceni Ulikoolis
Ungaris. Stinteetiline lunasiin (CASLO Laboratory ApS) saadi professor Vija Klusa kdest Lati
Ulikoolist.

Reaktsiooni peatamiseks radioligandi sidumiskatsetes filtreeriti reaktsioonisegu lédbi
klaaskiudfiltermattide (GF/B, Perkin Elmer), kasutades selleks filtreerimissiisteemi FilterMate
Harvester (Perkin Elmer). Radioaktiivsuse loendamiseks sulatati kuumpressi Meltilex ™
Heatsealer (Wallac) abil filtrisse tahke stsintillant Meltilex ™ B/HS (Perkin Elmer).
Madtmiseks kasutati loendurit Wallac MicroBeta TriLux 1450 LSC Luminescence Counter

(Perkin Elmer).

Koikide tulemuste analiiiisiks ja graafiliseks esitamiseks kasutati programmi GraphPad

Prism™ 5.00.
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2.2 HEK-293 rakkude kasvatamine

Rakuliini HEK-293 kasvatati 37 °C juures niiskus-reguleeritud inkubaatoris 5% CO;
juuresolekul. Eelnevalt oli loodud kolm erinevat rakuliini, mis ekspresseerivad piisivalt
rekombinantseid D, Dy vdi Dj; retseptoreid (Reinart-Okugbeni et al. 2012). Antud t66 raames
kasutati jargmisi kloone: D;R(E), D, R(B) ja D3;R(B). Koiki rakke kasvatati poliiliisiiniga
kaetud Petri tassidel. Rakusootmena kasutati DMEM High Glucose (4,5 g/1) séddet, millele oli
eelnevalt lisatud 10% FBS, 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. DAR geeni
sisaldavate rakkude selekteerimiseks kasutati 400 pg/ml antibiootikumi G418. Rakke jagati

iga 3-4 péeva tagant. Rakuarvu ja elumuse midramiseks kasutati 0,4% triipaansinise lahust.
2.3 Rakumembraanide valmistamine

Membraanpreparaatide valmistamiseks kasvatati DA retseptoreid ekspresseerivaid HEK-293
rakke Petri tassidel konfluentsuseni 90-95%. Seejdrel kontrolliti rakkude elumust ning méérati
rakuarv iihel Petri tassil. Ulejasnud rakkudelt eemaldati s66de ja lisati 2 ml DPBS-i iihe plaadi
kohta. Rakkude lahti pipeteerimiseks Petri tassidelt kasutati automaatpipette ning
rakususpensioon koguti 50 ml plasttuubidesse. Iga retseptori alatiiiibi jaoks kasutati eraldi
tuubi. Saadud suspensioonid tsentrifuugiti toatemperatuuril 5 minuti jooksul 1000 g juures.
Seejarel lahus dekanteeriti ning sadet hoiustati -80 °C juures kuni membraanpreparaadi

valmistamiseni.

Membraanpreparaatide valmistamisel hoiti koiki lahuseid jadvannis ning tsentrifuugimised
viidi 1dbi 4 °C juures. Jadvannis sulatatud 20 Petri tassi rakud resuspendeeriti 20 ml-s
jéadkiilmas pesupuhvris (50 mM Tris-HCI, pH = 7,4) ning tsentrifuugiti 800 g juures 5 minuti
jooksul. Saadud sade resuspendeeriti uuesti 20 ml-s pesupuhvris ning homogeniseeriti
mehaaniliselt (homogenisaator Parmer LabGen 125) vihemalt 30 sekundi jooksul (kuni lahus
oli homogeenne). Tuubid tasakaalustati puhvriga ning tsentrifuugimine viidi 1dbi 30 000 g
juures 20 minuti jooksul. Seejdrel supernatant dekanteeriti ja sade resuspendeeriti uuesti 20
ml-s jadkiilmas pesupuhvris. Jirgmise sammuna viidi taaskord l4bi lahuse homogeniseerimine
ning tsentrifuugimine 20 minuti jooksul 30 000 g juures. Viimane homogeniseerimine sooritati

katsepuhvris (50 mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM KCI, 1 mM EDTA, pH =
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7,4) arvestusega, et lahuses oleks 10 miljonit rakku/ml-s. Saadud homogeenne lahus jagati 1

ml kaupa alikvootidesse ning hoiti -80 °C juures kuni katseni.
2.4 Membraanpreparaatide testimine

Membraanide testimise eesmirgiks oli vilja selgitada ainete sdelumiseks (radioligandi
viljatorjumiskatseteks) sobiv membraanpreparaadi kogus. Samuti saab membraanide testimise

abil hinnata mittespetsiifilise seostumise osakaalu.

Katse labiviimiseks kasutati katsepuhvrit (50 mM Tris, 120 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 5 mM
KCI, 1 mM EDTA, pH = 7,4), millele lisati vahetult enne katset | mM DTT. Katses hoiti
konstantsena radioligandide kontsentratsioon (ligikaudu 1 nM [’H]SCH23390 v&i
[PH]Raklopriid). Radioligandi  mittespetsiifilise ~ seostumise  madramiseks  kasutati
butaklamooli, mis on mitteselektiivne dopamiini retseptorite antagonist. Ka butaklamooli
kontsentratsioon hoiti katses konstantsena (1 uM). Katse ldbiviimisel varieeriti erinevate
membraanpreparaatide  kontsentratsiooni  (arvestuslikult 5-104, 1-10°, 2:10°, 4-10°

rakku/siivendis).

Katse sooritati 96-siivendiga katseplaadil ning lahuse ruumala siivendis oli 250 ul (50 ul
radioligandi, 50 pl katsepuhvrit v&i butaklamooli ja 150 pul membraanpreparaati). Katse viidi
1abi duplikaatides. Parast ainete lisamist inkubeeriti plaati loksutil 60 minutit 25 °C juures.
Seejarel eraldati lahuses olev seostumata radioligand membraani ja radioligandi kompleksist.
Selleks filtreeriti reaktsioonisegu ldbi klaaskiudfiltri. Filtrit pesti 5 korda jddkiilma
filtreerimispuhvriga (20 mM K-fosfaat, 100 mM NaCl, pH = 7,4). Seejérel kuivatati filtreid
mikrolaineahjus 800 W juures 2 minuti jooksul. Kuivatatud filtritesse sulatati tahke

stsintillant. Jirgmise sammuna mdddeti loenduri abil filtrile jadnud radioaktiivsus.
2.5 Radioligandi viljatorjumiskatsed

Koikidest testainetest ning apomorfiinist tehti 10 mM alglahused DMSO-s. Lunasiini 1 mM
ning dopamiini 100 mM alglahused valmistati Milli-Q vees. Katsete teostamiseks kasutati
katsepuhvrit, millele lisati vahetult enne katset 1 mM DTT. Ko&ik madramised teostati
triplikaatides. Katsed viidi ldbi U-kujulise pohjaga 96-stivendilistel plaatidel. Kdigepealt
pipeteeriti plaadile 50 pl radioligandi. Radioligandide Kkontsentratsioon Kkatstes hoiti
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konstantsena (ligikaudu 1 nM) ning katste kdigus maérati ka kasutatud radioligandi tdpne
kontsentratsioon, mida hiljem kasutati testainete inhibeerimiskonstantide arvutamiseks.
Selleks pipeteeriti 50 pl radioligandi lahust vedelasse stsintilleeruvasse ainesse ning

radioaktiivsus moddeti hiljem loenduri abil.

Jargmisena lisati plaadile 50 pl testainet voi standardainet. Véljatorjumiskatsete jaoks tehti
tihenditest seerialahjendused katsepuhvris nii, et iga tihendi korral kasutati kaheksat erinevat
kontsentratsiooni. Viimasena pipeteeriti katseplaadile 150 pl eelnevalt kindlaks tehtud sobiva
lahjendusega membraanpreparaati (katse 10ppruumala 250 pl). Seejdrel inkubeeriti
reaktsioonisegu pidevalt segades 25 °C juures 90 minuti jooksul. Inkubatsiooniaeg peab olema
tasakaalu saavutamiseks piisavalt pikk. Vaba radioligandi eraldamiseks kasutati taaskord
filtreerimist (vt membraanpreparaatide testimine). Pérast filtri pesemist, kuivatamist ja tahke

stsintillandi sulatamist filtrisse mdddeti radioaktiivsus.

Viljatdrjumiskatsetes kasutati radioligandidena triitiumiga (*H) mirgistatud iihendeid.
Triitium on vesiniku isotoop, mille poolestusaeg on 12,32 aastat. Ebastabiilse triitiumi
lagunemisel tekib B-kiirgus, mis on madala energiaga ning pole ohtlik. Radioaktiivsuse
modtmine antud t66s pohinebki P-kiirguse interakteerumisel stsintilleeruva molekuliga
(tavaliselt mdni aromaatne tihend), mille tagajérjel viimane ergastub. Oma energia annab see
molekul mone aja moodudes édra valguskiirguse sdhvatusena, mida detekteerivad
valgustundlikud detektorid stsintillatsiooniloenduris. Iga stivendit mdddeti 4 minutit, ning

keskmistatud tulemused saadi iihikutes cpm (counts per minute).

Viljatorjumiskatsete teostamiseks kasutati rakumembraane. Vastavad dopamiini retseptoreid
pusivalt ekspresseerivad rakuliinid on varasemalt iseloomustatud (Reinart-Okugbeni et al.
2012). Kéesolevas toos kasutati iihendite inhibeerimiskonstantide arvutamiseks eelnevalt Reet
Reinart-Okugbeni poolt kindlaks maédratud radioligandide tasakaalukonstante, mis on

jargmised:

e DR— Kp([’H]SCH23390) = 0,48 + 0,06 nM
e D,R— Kp([*H]Raklopriid) = 0,66 + 0,07 nM
e D;R— Kp([*H]JRaklopriid) = 0,83 + 0,13 nM
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3 TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 Membraanide testimine

Koik radioligandi véljatorjumiskatsed viidi 1abi membraanpreparaatidel, mis sisaldasid D;, D,
vOi Dj retseptoreid. Pérast uute rakumembraanide valmistamist teostati alati membraanide
testimise katse. Testimist viidi ldbi selleks, et selgitada vélja radioligandi viljatdrjumiskatsete
jaoks sobiv membraanpreparaatide kogus. Radioligandi soovituslik totaalne seostumine
kéesoleva t60 katsetes peaks olema vahemikus 800-1200 cpm-i ehk seostub vdhem kui 10%

lahuses olevast vabast radioligandist.

Joonisel 9 on niidisena toodud membraanide testimise tulemus D, retseptori jaoks. Antud
katse pohjal on sobiv membraanpreparaadi kogus punktis, mis vastab 150 000 rakule. Kuna
membraanid siilitatakse alikvootides 107 rakku/ml, siis tuleks katse jaoks kasutada 10-kordset
lahjendust alglahusest. Lisaks on katse pdhjal voimalik ndha radioligandi mittespetsiifilise

seostumise madalat osakaalu (véartused alla 150 cpm).

40007 [ Totaalne seostumine
Il Mittespetsiifiline seostumine
'E 3000 1
) I
=,
=1
=
£2000-
=
<
=
=
2~ 10004
0-
5 10 20 40

Rakuarv punktis - 10*

Joonis 9. Membraanide testimine radioligandi viljatorjumiskatsete jaoks. Graafikul on
toodud triplikaatides teostatud katse keskmised tulemused + SEM. Katse pdhjal on sobiv

membraanpreparaadi kogus 150 000 rakku/punktis (10-kordne lahjendus alglahusest).
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Samasugused katsed viidi l&dbi ka D; ja Dj; retseptorite jaoks. Joonisel 9 vilja toodud D,
retseptoriga samal ajal valmistatud D; retseptori jaoks oli sobiv membraanpreparaadi hulk
75 000 rakku/punktis (20-kordne lahjendus alglahusest) ning D3 retseptori jaoks 150 000
rakku/punktis (10-kordne lahjendus). Mdlema retseptori puhul oli taaskord vdimalik néha
madalat  mittespetsiifilise seostumise  osakaalu, mis  viitab  kvaliteetsetele

membraanpreparaatidele.
3.2 3-asendatud apomorfiini derivaadid

Kédesolevas to0s testiti esimesena {iihendeid, mille puhul varieeriti funktsionaalrithmi
apomorfiini kolmandas positsioonis (Joonis 10). Eelnevalt on meie to6riihmas testitud nelja
erinevat apomorfiini derivaatide seeriat. Seetdttu on laborisisese téhistusviisi jargi tegemist

viienda seeriaga. Seeria moodustavad kaheksa erinevat 3-asendatud apomorfiini derivaati.

R

H—N
/

H3C H

cr OH

OH

Joonis 10. 3-asendatud apomorfiinide struktuuri iildvalem. Seeria koosneb kaheksast
derivaadist, mille puhul apomorfiini  kolmas  positsioon asendati  erinevate

funktsionaalrithmadega.

Koik 3-asendatud apomorfiini derivaadid konkureerisid radioligandiga ning néilised afiinsused
jéid vahemikku 0,12-1300 nM (Tabel 1). Madtmiste kdigus selgus, et viiendas seerias on kuus
tihendit, millel on parem afiinsus D, retseptorile kui apomorfiinil. Viiel testainel on kdrgem
afiinsus D, ja neljal iihendil D; suhtes varreldes apomorfiiniga. Madalamaid K; vaartusi, kui
organismile omasel virgatsainel dopamiin, on vdimalik ndha vastavate retseptorite alatiilipide
jaoks peaaegu koigi viienda seeria iihendite puhul. Enamus testitud {ihendeid (vilja arvatud

U5-2 ja U5-3) on mitteselektiivsed dopamiini retseptorite ligandid.

25



Tabel 1. 3-asendatud apomorfiini derivaatide keskmised K; = SEM véirtused, mis on arvutatud triplikaatides
teostatud vihemalt kolme korduskatse tulemustest (n > 3). Inhibeerimiskonstant K; iseloomustab {ithendi vdimet
inhibeerida radioligandi sidumist. Selektiivsus viljendab {ihendi erinevate retseptori alatiiiipide

inhibeerimiskonstantide suhet.

Uhend Asendaja K;(nM) + SEM Selektiivsus
DR D, R D;R Dy/D, | Dy/D; | Dy /D3

U5-1 Kloro- 110+ 16 90 + 20 53+7 1,2 2,1 1,7
U5-2 Bromo- 440 + 49 38+ 15 0,12+ 0,06 12 3700 320
Us5-3 Hiidroksiiiil- 1300+ 100 48+1,1 [030+0,11 270 4300 16
U54 Metiiiil- 130+ 17 30+ 5 18,1 +0,3 43 7,2 1,7
U5-5 Feniiiil- 555 15+3 11+£5 3,7 5,0 1,4
DERE 5046 50+ 12 30+ 1 12 | 20 | 17

US6 | gimetiiiil-4- ; ; ;

aminofeniiiil-
Us5-7 4-hiidroksii- 46+1,8 9.0+2,0 4,9+0,5 0.5 0.9 1,8
feniiiil-
U5-8 4-dibenso- 46+ 10 26+ 7 27+ 4 1,8 1,7 1,0
furaniiiil -

Apo Hiidriidil- 370 £ 45 39+7 15+£2 9,5 25 2,6
DA = 10000 £+ 1200 | 2000 £+ 690 35+5 5,0 290 57

Radioligandi viljatdrjumiskatsete tulemusena avastati viiendas seerias mitu silmapaistvat
tihendit. Kdige parema afiinsusega ithend D, retseptorile on 4-hiidroksiifeniiiil-asendajaga
apomorfiini derivaat (U5-7, K; = 4,6 = 1,8 nM). Uhendi inhibeerimiskonstandi viirtused on
samas suurusjirgus ka D, (K;= 9,0 £ 2,0 nM) ja D; (K; = 4,9 £ 0,5 nM) retseptorite jaoks.

Seega on iihend U5-7 mitteselektiivne dopamiini retseptorite ligand.

Kui vorrelda 4-hiidroksiifentiti-asendajat (U5-7) hiidrokstiiilasendajaga (U5-3), on néha, et
DR inhibeerimiskonstandid erinevad ligikaudu 300 korda. Selle pdhjal vdib jareldada, et
4-hiidrokstifentiiil-asendaja on sobival kaugusel selleks, et OH-riihm saaks interakteeruda D,
retseptoriga. Lisaks voib tihendi US5-7 parem afiinsus D, retseptorile olla seotud aromaatse
tuuma 7-w interaktsioonidega voi sellega, et aromaatse tuuma kiiljes olev hiidroksiitilriihm on

happelisem kui alifaatne OH-riihm. D, retseptorite puhul on iihendite U5-7 ja US5-3
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inhibeerimiskonstandid viikse erinevusega. Uhend U5-3 on aga Ds retseptori jaoks ootamatult

kdrge, subnanomolaarse afiinsusega (K;= 0,30 £ 0,11 nM).

Tabelis 1 on vdimalik niha hiidroksiiiilasendajaga aine (U5-3) unikaalset selektiivsust. Uhend
seostub D; retseptorile 270 korda paremini kui D; retseptorile. Veelgi suurem selektiivsus on
saavutatud D; ja Dj retseptorite vahel — iihendi afiinsus Dj retseptorile on ligikaudu 4300
korda parem. Kdige raskem on saavutada selektiivsust iihte alamklassi kuuluvate retseptorite
vahel, kuid tihendi U5-3 puhul on vdimalik ndha 16-kordset selektiivsust D, ja Dj retseptori

vahel.

Viienda seeria kdige madalama K; védrtusega tihend on bromoasendajaga U5-2. See tihend on
korge afiinsusega Ds retseptori suhtes (K;= 0,12 + 0,06 nM). Sellest tulenevalt on ka selle
tthendi puhul ndha huvitavat selektiivsusprofiili: K; vaértused retseptoritele Dy ja D, on 12-
kordse erinevusega. Testaine U5-2 seostub Dj retseptorile 3700 korda paremini kui D
retseptorile. Viienda seeria silmapaistvaimaks tulemuseks on 320-kordne selektiivsus Dj
retseptorile vorreldes D, retseptoriga. Kdrge selektiivsusega iihendid on aga perspektiivsed
ravimikandidaadid, sest korvalmdjude viltimiseks eelistatakse iihendeid, mis seostuvad

eelistatult soovitud sihtmirgile.
3.3 9,10-asendis modifitseeritud apomorfiini derivaadid

Jargmise seeria puhul muudeti asendajaid apomorfiini iiheksandas ja kiimnendas positsioonis
(Joonis 11). Kuues seeria koosneb seitsmest erinevast iihendist, mille puhul apomorfiinile
lisati 9- ja 10-asendisse 1,3-oksasolo rithm ning asendajaid varieeriti lisatud

funktsionaalrithma 2-asendis.

Koik 9,10-asendis modifitseeritud apomorfiini derivaadid konkureerisid radioligandiga, kuid
inhibeerimiskonstantide védirtused jdid vahemikku 0,15-10 uM. Katsete tulemusel nihti, et
koigi iihendite afiinsused erinevatele DA retseptoritele on madalamad kui apomorfiinil

(Tabel 2). Seega ei dnnestunud leida selektiivsemaid ja parema afiinsusega {ihendeid.
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Joonis 11. 9,10-asendis modifitseeritud apomorfiini derivaadid. Seeria moodustavad seitse
ithendit, mille puhul lisati apomorfiinile 1,3-oksasolo riihm ning asendajaid varieeriti lisatud

funktsionaalriihma 2-asendis.

Kdige paremini seostus dopamiini retseptoritele hiidriitilasendajaga tihend U6-9, mis oli kdige
suurema afiinsusega Dj retseptorile (K; = 150 + 12 nM). Samas suurusjirgus
inhibeerimiskonstandi véartus oli iihendil ka D, retseptori jaoks (Kj = 170 £ 28 nM). D,

retseptorile seostus ithend kuni 10 korda madalama afiinsusega kui D, ja Dj retseptoritele.

Tabel 2. 9,10-asendatud apomorfiini derivaatide keskmised K; £ SEM véértused, mis on arvutatud triplikaatides
teostatud vihemalt kolme korduskatse tulemustest (n > 3). Selektiivsus viljendab testaine erinevate retseptorite

jaoks leitud inhibeerimiskonstantide suhet.

Uhend | Asendaja K; (nM) = SEM Selektiivsus
D;R D, R D;R D/Dy. | Di/D; | Dy /D3

U6-9 Hudriiiil- 1400 + 190 170 +£ 28 150+ 12 8,2 9.3 1,1

U6-10 An}moo- 10000 £+ 1000 | 6400 +2100 | 6900 + 830 1,6 1.4 0,9
nium-

U6-11 Feniiiil- 4400 £+ 340 1100 + 140 | 4400 + 930 4,0 1,0 0,3

U6-12 | 2-hiidroksii- 4700 £ 570 2700+ 370 | 3100+ 230 1,7 1.5 0.9
feniiiil-

U6-13 | 3-hiidroksii- 6800 £ 470 1000 £+ 80 1800 £ 90 6.8 3,8 0,6
feniiiil-

U6-14 | 4-hiidroksii- 6800 = 1200 1700+ 190 | 1500 + 240 4,0 4.5 1,1
feniiiil-

U6-15 3-metoksii- 2600 + 400 1000 £ 120 | 1700 + 200 2,6 1.5 0,6
feniiiil-

Apo - 540 £ 73 48 +£ 4 27+9 11 20 1,8
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Kuuenda seeria iihendite madalad afiinsused viitavad sellele, et apomorfiini iiheksandas ja
kiimnendas positsiooni ei ole mdistlik suuri funktsionaalrithmi kasutada. IImselt on madalam
afiinsus tingitud sellest, et apomorfiini struktuuris on asendatud iiks hiidroksiitilriihm.
Arvatakse, et nii dopamiini kui apomorfiini kaks hiidrokstiiilriihma on DA retseptoritele
sidumisel olulisteks vdtmeelementideks (Subramony 2006). Seda hiipoteesi toetavad ka

kuuenda seeriaga labiviidud sidumiskatsed.
3.4 2-asendatud apomorfiini derivaadid

Viimase seeria moodustavad kiimme iihendit, millel puhul varieeriti asendajad apomorfiini
teises positsioonis (Joonis 12). Kdigile tihenditele oli lisatud APO teise asendisse vidavli

aatom, mille kiiljes olevaid funktsionaalrithmi seitsmendas seerias varieeriti.

S
R
+
H—N
/
HsC H
or OH
OH

Joonis 12. 2-asendatud apomorfiini derivaatide struktuur. Seeria koosneb kiimnest

tithendist, mis kdik sisaldavad 2-asendis vddvli aatomit.

Tabelis 3 on vilja toodud 2-asendatud apomorfiini derivaatide inhibeerimiskonstantide
vadrtused. Koigi iihendite inhibeerimiskonstantide vadrtused erinevatele DA retseptoritele jdid
vahemikku 0,12 nM kuni 5800 nM. Vorreldes apomorfiiniga leiti seitsmendas seerias kolm
tihendit, millel oli korgem afiinsus D; retseptorile kui APO-l endal. Lisaks sellele tehti
kindlaks, et vordluses apomorfiiniga on viiel derivaadil korgem afiinsus D, ja D3 suhtes.
Katsete tulemusena leiti mitu ihendit, millel oli suurem selektiivsus erinevate DAR alatiiiipide

suhtes kui apomorfiinil.
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Tabel 3. 2-asendatud apomorfiini derivaatide keskmised K; = SEM véirtused, mis on arvutatud triplikaatides

teostatud vdhemalt nelja korduskatse tulemustest (n > 4). Selektiivsus viljendab testaine erinevate retseptorite

jaoks leitud inhibeerimiskonstantide suhet.

Uhend

Asendaja

K; (nM) + SEM

Selektiivsus

DR

D, R

D;R

DI/DZL DI/DS

D;1/D;

U7-1

(E)-2-feniiiil-
eteniiiil-

590+ 98

57+ 15

68+ 11

10 8,7

0,8

U7-2

(Z)-2-feniitil-
eteniiiil-

110+ 8

8314

11+1

13 10

0,8

U7-3

(E)-2-
karboksiiiil-
eteniiiil-

1200 + 320

47 £ 12

100 + 21

26 12

0,5

U74

(E)-2-(N-
metiitilamiid)-
eteniitil-

1400 + 30

39+09

0,33 +£0,07

360 4200

12

U7-5

(E)-2-(N,N-di-
metiiiilamiid)-
etentitil-

62+ 15

9,3+1,7

12+2

6,7 5,2

0,8

U7-6

(E)-2-(N-
etiitilamiid)-
eteniiiil-

1000 + 110

2,4+0,7

0,12 £ 0,04

420 8300

20

u7-7

(E)-2-(N-
propiiiilamiid)
-eteniitil-

1000 + 80

25+3

12+£5

40 83

2,1

U7-8

(E)-2-(N-
butiitilamiid)-
eteniiiil-

2300 £ 190

660 + 64

730 £ 160

3,5 3,2

0,9

U7-9

(E)-2-
(hiidroksii-
metiileen)-

etentiiil-

2138

290+ 73

350+ 22

0,1 0,1

0,8

U7-10

(E)-2-(bromo-
metiileen)-
eteniitil-

5800 + 530

3600 + 1250

1300 + 130

1,6 4,5

2,8

Apo

530+ 79

30+5

20+ 4

18 27

1,5

Seitsmenda seeria esimese kahe {lihendi puhul on apomorfiinile lisatud 2-feniiiiletentiiil
asendaja, kuid tegemist on geomeetriliste isomeeridega. Tabelist 3 on n#ha, et cis-
konformatsioonis olev iihend U7-2 on kdikide testitud dopamiini retseptorite suhtes kdrgema
afiinsusega kui trans-vormis olev testaine U7-1. K&ige paremini seostuvad molemad ithendid
D, retseptorile — trans-vormi K; = 57 £ 15 nM ning cis-vormi Ki = 8,3 = 1,4 nM. Suurimad
inhibeerimiskonstantide védrtused on aga nendel testainetel D; retseptorite suhtes. Tabelis 3
on vilja toodud ka iihendite U7-1 ja U7-2 selektiivsus. Huvitav on nidha, et kahe geomeetrilise

isomeeri selektiivsused on viga sarnased.
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Kogu seeria iiheks silmapaistvamaks iihendiks on testaine U7-4 (Joonis 13), mille
funktsionaalriihmaks on N-metiitilamiid. Testaine on kdrge afiinsuse ja selektiivsusega D,-
tiitipi retseptoritele, kusjuures eriti hésti seostub iihend Dj retseptorile (K; = 0,33 + 0,07 nM).
D, retseptorile on sidumine aga ligikaudu 12 korda madalama afiinsusega (K; = 3,9 +
0,99 nM) kui Ds;R-le. D; retseptorile seostub iihend aga ligikaudu 4200 korda madalama
afiinsusega kui Dj retseptorile. Seeria jargmise iithendi (U7-5) puhul lisati amiidsele
lammastikule teine metiitilrihm ning selle tulemusena kaotati tihendi selektiivsus. Tulemuseks

on mitteselektiivne DA retseptorite ligand.
U7-4 U7-6

1004 = e D,R 1004
L4 [ D3R

Radioligand [cpm]
ES
1
Radioligand [cpm]
n
<
1

I

c=0 -11 9 7 5 3 c=0 -11 9 7 5 3
Log C [M] Log C [M]

DR
D;R
D;R

100+

T

Radioligand [cpm]
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T_

9 7 5 3
Log C [M]

L |
Cc=0 -11

Joonis 13. Seitsmenda seeria apomorfiini derivaatide U7-4 ja U7-6 vordlus apomorfiiniga.
Uhendid U7-4 ja U7-6 on antud seeria kdrgeima afiinsuse ja selektiivsusega iihendid. Joonisel
on toodud iga iithendi jaoks véljatdrjumiskdverad DAR erinevatele alatiiiipidele. On niha, et
testained U7-4 ja U7-6 on selektiivsed D,-tiiiipi retseptorite suhtes ning kdige korgema
afiinsusega D; retseptorile. Vordlusainena kasutatud apomorfiin on DA retseptorite
mitteselektiivne ligand. Katsed on teostatud neljas korduses, triplikaatides. Joonisel on toodud
tthe eksperimendi tulemused. Graafik on normaliseeritud arvestades 100%-ks radioligandi

sidumist retseptoritele juhul, kui mérgistamata testainet pole lisatud.
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Jargmise kolme tihendi puhul varieeriti amiidse ldammastiku kiiljes oleva alkiiiilahela pikkust.
Selgelt paistab vilja tendents, mis on sdltuvuses alkiiiilahela pikkusest. Tabelis 3 toodud
tulemustest on nédha, et mida lithem on alkiitilahel (U7-6), seda kdrgem on afiinsus kdigile
dopamiinergilistele retseptoritele. Butiitilriihmaga testainel U7-8 on kdige korgemad K;
vadrtused ning ka kdige védiksem selektiivsus erinevate retseptorite suhtes. Propiiiil-asendajaga
tthend U7-7 on selektiivne D,-tiilipi retseptoritele, kusjuures sidumine D, ja Dj retseptoritele
on ligikaudu samasuguse afiinsusega. Seitsmenda seeria kdige huvitavamaks tihendiks on
etliilrthmaga testaine U7-6 (Joonis 13). See apomorfiini derivaat on kogu seeria kdige
kdrgema afiinsusega iihend nii D, (K; = 2,4 = 0,7 nM) kui ka D; (K; = 0,12 = 0,04 nM)
retseptorile. Lisaks paistab silma iihendi selektiivsusprofiil — testaine seostub ligikaudu 8300
korda korgema afiinsusega Ds retseptorile kui D;R-le. Samuti on tihend ligikaudu 420 korda
selektiivsem D, retseptorile vorreldes D;R-ga. Mérkimisvddrne 20-kordne selektiivsus on
saavutatud ka D,-tiilipi retseptorite vahel. Vorreldes omavahel iihendeid U7-6 ja U7-7 on
néha, et D, retseptori puhul on inhibeerimiskonstantide erinevus ligikaudu 10-kordne ning D3

retseptori puhul 100-kordne.

Hiidrokstitilrihmaga testaine U7-9 on seitsmenda seeria kdige korgema afiinsusega tihend D,
retseptorile (K; = 21 £ 8 nM). Testaine afiinsus D, retseptori suhtes on kuni 14 korda
madalam. Djs retseptorile seostub iihend veelgi halvemini, kusjuures vorreldes D, retseptoriga
on afiinsuste erinevus 17-kordne. Seeria jdrgmise testaine puhul (U7-10) asendati

hiidroksiitilrithm broomiga ning tulemuseks saadi madala afiinsusega mitteselektiivne tihend.
3.5 Lunasiin

Peptiidi dopamiinergilist aktiivsust testiti samuti radioligandi viljatdrjumiskatsetes. Katsed
teostati seetottu, et kditumiskatsetes on nahtud lunasiini mdju kesknérvisiisteemile, kuid otsest
sihtmérki, millele peptiid mdjub, pole teada. Katsete ldbiviimiseks valiti iiks DA retseptor, mis
on seotud Gs-valguga (D;R) ja teine, mis kannab signaali iile Gj,-valgu kaudu (D;R). Katsete
tulemused publitseeriti koosto6s Liti Ulikooli teadlastega teadusartiklis (Dzirkale et al. 2013).

Katsete tulemusena néhti, et lunasiin seostub D; retseptorile arvestatava afiinsusega. Kahe
duplikaatides teostatud korduskatse tulemusel saadi lunasiini inhibeerimiskonstandiks K; = 60

+ 15 uM (Joonis 14). Samas suurusjargus on ka organismile omase virgatsaine dopamiini
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inhibeerimiskonstandi vidrtus K; = 36 £+ 7 uM. DA retseptorite ligandid on valdavalt
madalmolekulaarsed iihendid, kui katsete pdhjal néhti, et dopamiinergilistele retseptoritele
voivad seostuda ka peptiidid. Lunasiini sidumiskatsetes D;R retseptoritele ei ndhtud olulist

efekti kuni peptiidi kontsentratsioonini 32 uM.
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Joonis 14. Radioligandi [’H]SCH23390 viiljatorjumine dopamiini (DA) voi lunasiiniga D,
retseptoriga rakumembraanides. Graafik kujutab iihe eksperimendi tulemusi.
Inhibeerimiskonstandi véirtused arvutati kahe korduskatse tulemustest. Dopamiini jaoks K; =

60 £ 15 uM ja lunasiinil K; =36 = 7 uM.

Radioligandi viljatorjumiskatsete pohjal n#hti, et peptiid lunasiin vdib mdjutada
dopamiinergilist stisteemi ning selle kaudu avaldada moju kesknérvististeemile. Lisaks
dopamiini retseptoritele voib lunasiin aktiveerida ka teisi GPCR-e. Seetdttu on huvitav edasi
uurida peptiidi mdju nii dopamiinergilisele siisteemile kui ka teistele G-valguga seotud
retseptoritele. Praeguseks on kindlaks tehtud, et lunasiin ei mdjuta serotoniini 1A retseptoreid

(avaldamata andmed).
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KOKKUVOTE

Kédesolevas magistritods uuriti erinevate iihendite sidumisomadusi dopamiinergilistele
retseptoritele, eesmirgiga leida uusi, alatiitip-selektiivseid ja korge afiinsusega ligande.
Testimiseks kasutati dopamiini retseptoreid D;, D, ja D;, mida ekspresseeriti HEK-293
rakuliinis. Ligandide esmaste farmakoloogiliste omaduste iseloomustamiseks kasutati

radioligandi véljatdrjumiskatseid.

Teoreetilises osas kirjeldati G-valguga seotud retseptoreid, sealhulgas dopamiinergilisi
retseptoreid, ning nende téhtsust organismis. Lisaks anti lithike iilevaade ligandi sidumisest,
peatudes pikemalt radioligandi véljatdrjumiskatsetel. PGgusalt radgiti ka apomorfiinist ning

sojavalgus leiduvast peptiidist lunasiin.

Suure osa kéesolevas t60s testitud {ihenditest votsid enda alla erinevad apomortfiini derivaadid.
Katsete kdigus leiti mitmeid nanomolaarse afiinsusega D, retseptori ligande. Samuti tehti
kindlaks mitu subnanomolaarse afiinsuse ja mirkimisvéddrse D; retseptori selektiivsusega
tihendit. Kokkuvottes tuvastati mitmeid sidumisomadusi parandavaid struktuurielemente, mis
on abiks uute, efektiivsete dopamiinergiliste ravimikandidaatide arendamisel. Lisaks sellele
uuriti esimest korda lunasiini toimet kesknérvisiisteemile ning avastati, et peptiid seostub
dopamiini retseptoritele ligikaudu kaks korda madalama afiinsusega kui organismile omane

virgatsaine DA.

T66 dopamiinergiliste retseptoritega jatkub. Ligandide sidumisomadusi on plaanis uurida ka
Ds ja Ds retseptoritele. Lisaks on kavas rakendada DA retseptorite uurimiseks
fluorestsentsmeetodeid, mille abil retseptor-ligand interaktsioone veelgi tdpsemalt jdlgida.
Kéesoleva t00 raames avastati mitmeid {ihendeid, mida oleks vdimalik kasutada

dopamiinergiliste fluorestsetsligandide arendamiseks.

Antud t66 tulemused on publitseeritud tihes teadusartiklis (Dzirkale et al. 2013). Lisaks on

koostamisel teise artikli kasikiri ning tiks patenditaotlus.
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CHARACTERIZATION OF NOVEL DOPAMINERGIC
LIGANDS BY COMPETITIVE RADIOLIGAND BINDING
ASSAY

Anni Allikalt

SUMMARY

This Master’s thesis characterizes binding properties of different dopaminergic ligands. Aim
of the study was to apply the D;, D, and D3 dopamine receptor stable cell lines for ligand
binding studies. The main purpose of this work was to discover novel, subtype-selective, high-

affinity dopaminergic ligands.

G-protein-coupled receptors (GPCRs) are involved in many diseases and are therefore targets
of approximately 50% of prescription drugs. The theoretical part of the thesis describes
GPCRs, including dopamine receptors, and their importance in cellular signal transduction. In
addition, a short overview of ligand binding, focusing on radioligand competition assay, was

given. Moreover, apomorphine and a soy peptide lunasin were briefly described.

Most of the experiments in the thesis were done with apomorphine derivates. Several
compounds with nanomolar affinities for D, receptor were described. Also, some compounds
with subnanomolar affinity and notable selectivity for D3 receptor were identified. In
summary, some promising functional groups, which improved binding properties of
apomorphine derivates, were discovered. This is an additional step towards novel, subtype-
selective dopaminergic drugs. In addition, the effect of lunasin on the central nervous system
was investigated for the first time. It was discovered that lunasin has two times lower affinity

towards D; receptor than dopamine itself.

Work with dopaminergic receptors continues. The goal is to characterize binding properties of
novel ligands towards D4 and Ds receptors. In addition, the aim is to implement different
fluorescence methods for dopamine receptors. This would help to understand and characterize
receptor-ligand interactions in further details. Several new compounds identified in the thesis

could be applied for development of novel fluorescent ligands.
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HIGHLIGHTS

® For the first time central effects of peptide lunasin are studied.

® Lunasin possesses markedly expressed neuroleptic/cataleptic effect in mice.

® Lunasin does not influence ketamine and bicuculline effects in mice.

* Binding assay demonstrates modest affinity of lunasin for the dopamine D1 receptor.

® Lunasin antagonises apomorphine effect on cAMP accumulation.
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The present study for the first time is devoted to identify central effects of synthetic lunasin, a
43 amino acid peptide. A markedly expressed neuroleptic/cataleptic effect was observed at low
(0.1-10 nmol/mouse) centrally administered doses in male C57BI/6 mice. Lunasin considerably reduced
the amphetamine hyperlocomotion but weakly apomorphine climbing behaviour. No influence on
ketamine and bicuculline effects was observed. Binding assay studies demonstrated modest affinity of
lunasin for the dopamine D; receptor (K;=60+15 uM). In a functional assay of cAMP accumulation on

!L{S)r’l';’;:js" live cells lunasin antagonised apomorphine effect on D, receptor activation (pECsg =6.1+0.3), but had
Behaviour no effect in cells expressing D, receptors. The obtained data suggest that lunasin’s action at least in part

Dopamine receptors is provided via dopaminergic D1 receptor pathways. However, other non-identified mechanisms (prob-
cAMP ably intracellular) may play an important role in lunasin’s central action. Nevertheless further studies of
lunasin are promising, particularly taking into account a necessity for novel type of antipsychotic drugs.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lunasin is a biologically active 43 amino acid peptide
(SKWQHQQDSCRKQKQGVNLTPCEKHIMEKIQGRGDDDDDDDDD),
which was first discovered by Dr. Alfredo Galvez [1,2] by isolating
it from soybeans. Afterwards lunasin was found in cereal grains
[3-7] and other plants [8,9]. Since its discovery, many health-
promoting effects of lunasin and its mechanisms of action have
been described. The cancer-preventing activity is explained by
lunasin’s ability to inhibit histone acetyltransferase [10-13], anti-
inflammatory effects by suppression of NF-kB, cyclooxygenase-2,
iNOS, PGE2 and interleukine-13 production in macrophages
[14,15], cholesterol-lowering properties by inhibition of the

* Corresponding author. Tel.: +371 29276263; fax: +371 67366306.
E-mail address: vijaklus@latnet.lv (V. Klusa).

0166-4328/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2013.08.002

expression of HMG-CoA reductase gene and upregulation of the
LDL-receptor gene [ 16] and the immune-modulating action by the
activation of NK cells [17]. Lunasin protects DNA from oxidation
[18] and increases the glutathione peroxidase activity, and shows
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity
[4]. However, despite lunasin’s medical importance, its exact
three-dimensional structure is not very clearly characterized,
though using the method of classical molecular dynamics the
conformational profile of three ci-helical bundles has been demon-
strated [19]. Previously a cell adhesion motif RGD and a carboxyl
acid tail of nine aspartic acid residues were identified [11].
Studies in animals [20] and human beings [21] have shown that
lunasin administered orally can enter target tissues, even brain
tissue [20]. However up to now, we have not found any data
about lunasin's influence on the central nervous system functions.
Therefore, the present study for the first time is devoted to the
examination of the synthetic full sequence (43 amino acids) of
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lunasin on behaviour after its central (intracisternally) adminis-
tration in mice. Pharmacological properties in vitro (ligand binding
and signal transduction modulation) of lunasin on dopamine recep-
tors D, and D, were also evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male C57Bl/6 mice were obtained from the Laboratory of Experimental Animals,
Riga Stradins University, Riga, Latvia. Animals weighing 22 + 2 g were housed under
standard conditions (21-23 °C, 12-h light-dark cycle) with unlimited access to food
and water. Experimental groups consisted of 6-8 mice. All experimental procedures
were carried out in accordance with the EU Directive 2010/63/EU and local laws
and policies on the protection of animals were used for scientific purposes, and
were approved by the Animal Ethics Committee of the Food and Veterinary Service
(Riga, Latvia). All efforts were made to minimize animal sufferings and to reduce the
number of animals used.

2.2, Materials

Synthetic lunasin was purchased from CASLO Laboratory ApS (Technical
University of Denmark, Denmark), reference drugs amphetamine, apomorphine,
ketamine and bicuculline from Sigma/Aldrich (St. Louis, USA). [*H]SCH23390 and
[*H]raclopride were from PerkinElmer (Massachusetts, USA), as well as all the equip-
ment and materials used for counting radioactivity. The biological activity of lunasin
on live cells was assessed using "EpacV cAMP biosensor |22, Cell culture media and
supplements were from PAA (Westborough, USA); foetal bovine serum was from
Sigma/Aldrich (St. Louis, USA).

2.3. Intracisternal injection

Lunasin was dissolved in sterile water for stock solution, and then diluted for
necessary concentrations with the artificial cerebrospinal fluid (aCSF). The pep-
tide was injected into cisterna magna (intracisternally, i.c.) in conscious mice via
a J-shape needle connected to a Hamilton syringe as described previously [23,24].
Lunasin was tested at doses 0.1, 1.0 and 10.0 nmol/mouse/5 pl. The mostly used dose
was 0.1 nmol/mouse. For the control group, mice received aCSF i.c. (5 pl).

2.4. Open field test

2.4.1. Influence on locomotion

Locomotor behaviour was evaluated in open field (wooden square box
50cm x 50cm x 20cm) using video-tracking programme with software Panlab
Smart Version 2.5. Lunasin was injected at doses 0.1, 1.0 and 10.0 nmol/mouse/5 p.l.
i.c. 10 min before testing. Horizontal locomotor activity was quantified as the total
distance travelled in centimetres during 5 min testing.

2.4.2. Influence on amphetamine-induced hyperactivity

The influence of lunasin at a dose 0.1 nmol/mouse on hyperlocomotion induced
by amphetamine (injected 2.5mg/kg i.p. 20 min before peptide) was assessed in
open field as in Section 2.4.1.

2.4.3. Influence on ketamine-induced locomotion
Ketamine was administered at a dose 15 mg/fkg i.p.10 min before i.c. injection of
lunasin at dose 0.1 nmol/mouse. Locomotion was registered as in Section 2.4.1.

2.5. Influence on apomorphine-induced climbing behaviour

The experimental procedure was carried out according to that described else-
where|25,26]. Animals received injection of apomorphine (5 mg/kg s.c.) dissolved in
0.1% sterile ascorbic acid solution, or 0.1% ascorbic acid solution for control, 10 min
before i.c. administration of lunasin. After 5 min, the mouse was placed in wire-
mesh cage and observed for climbing behaviour at a 5 min interval for 30 min. The
climbing behaviour was scored as follows: 0, all four paws on the floor; 1, one paw
on the wall of the cage; 2, two paws on the wall of the cage; 3, three paws on the
wall of the cage, and 4, four paws on the wall of the cage. Thus, the climbing scores
can vary from 0 to 24 for each animal.

2.6. Catalepsy test

The catalepsy test was performed 5, 30 and 60 min after lunasin administra-
tion by placing both forepaws of the mouse over a horizontal bar (diameter 0.2 cm),
elevated 6cm from the surface of the desk. The time required for the animal to
move all four paws (latency) was scored in seconds [27]. The influence of apomor-
phine (5 mg/kg s.c. 10 min before lunasin injection) and amphetamine (2.5 mg/kg
i.p. 20min before lunasin injection) on peptide-induced catalepsy was also tested.

2.7. Influence on bicuculline-induced seizures

Seizure threshold was determined according to the method described pre-
viously [28,29]. The seizure threshold was determined by intravenous infusion
(Syringe Infusion Pump, Model SP100iZ; World Precision Instruments, USA) of bicu-
culline (dissolved in saline to a final concentration of 2 mg/ml) at a constant rate of
0.5 ml/min and by recording the bicuculline dose that caused the first myoclonic
jerk of the head and neck. Bicuculline dose per mgfkg bodyweight in the pres-
ence and absence of lunasin was calculated. Lunasin at dose 0.1 nmol/mouse was
administered 10 min before bicuculline infusion.

2.8. Radioligand displacement assay

The affinities of lunasin for dopamine receptors were estimated by their ability
to displace the specific binding of and [*H]SCH23390 for D, and [*H|raclopride for
Ds receptors, The used competitive radioligands [*H]SCH23390 and [*H]raclopride
have high affinity for Dy -like (Ky: 0.5nM) and Dz-like (K;: 0.7 nM) dopamine recep-
tors, respectively. The experiments were performed on cell membrane suspensions
of HEK293 cells stably expressing recombinant dopamine Dy or D; receptors [30].

The cell membrane suspensions were prepared and the competition assays were
performed as described previously [31]. For eight-point competition assay, the con-
centration of radioligand was fixed to near K4 value (1 nM) and concentration of
lunasin was varied from 50 pM to 1 nM.

2.9. cAMP biosensor assay

The biological activity of lunasin was tested by its ability to either activate or
inhibit cAMP synthesis in HEK293 cells stably expressing recombinant dopamine
D, or D; receptors |30]. For monitoring the changes in cAMP in live cells TEpac*V
biosensor [22| was used. For the expression of "Epac'V cAMP biosensor in HEK293
cells BacMam system was generated and used and described previously [32].

Cyclic AMP levels in live cells were measured as described by Mazina et al.
[32] with minor modifications. Fluorescence from "Epac' biosensor was measured
using PHERAstar plate reader (BMG Labtech GmbH) at 37°C. Background fluores-
cence intensities were detected in non-stimulated cells by excitation at 427{20) nm
{mTurquoise excitation) and measuring dual emission of the excited fluorophores
at 480(20)nm (mTurquoise emission) and 530(20) nm (Venus emission).

2.10. Statistics

The behavioural data were analysed with GraphPad Prism 5 software (GraphPad
Software Inc., CA): one-way ANOVA with Bonferroni's comparison test for selected
pairs of columns as post hoc analysis. The results were expressed as mean + SEM. A
significance level was set at p<0.05.

All in vitro pharmacological data were normalized to 100% response values and
analyzed by means of non-linear least squares regression analysis using the Graph-
Pad Prism 5. Changes in FRET and the corresponding biological activities of the ligand
were calculated as described previously [32] using MATLAB 7.8.0 (R2009a) (Math-
‘Works, Natick, Massachusetts, USA), The results are represented as mean +SEM of
at least two independent experiments carried out in triplicates.

3. Results

In open field test, the influence of lunasin on locomotor
activity was observed by video tracking at the doses 0.1, 1.0
and 10nmol/mouse injected i.c. The peptide caused a consider-
able decrease in locomotor activity (F(3,24)=10.18, p<0.0002) by
reducing the total length of track. The more pronounced effect was
observed at the lowest tested dose of 0.1 nmol/mouse (reduction
of track length by 75% vs. control, p<0.001); at the higher tested
doses of 1.0 and 10.0 nmol/mouse the effect was even less than
that of the lowest one (reduction of track length by about 63% vs.
control, p<0.01) (Fig. 1).

For further experiments we used the lowest active dose of
0.1 nmol/mouse. This dose significantly (by about 40%) inhibited
hyperlocomotion induced by amphetamine (F(3,23)=28.7,
p<0.0001) (Fig. 2A), and reduced (by 15%) the apomorphine-
induced climbing effect (F(3,20)=43.8, p<0.0001) (Fig. 2B). No
significant influences on ketamine-induced locomotor activity
were observed (Fig. 3A), however ketamine per se reduced horizon-
tal activity in open field test (F(3,26)=12.15, p<0.0001). Lunasin
also did not change bicuculline-induced convulsions (Fig. 3B).

At a dose 0.1nmol/mouse lunasin caused a pronounced
catalepsy (F(3,20)=55.59, p<0.0001) (Fig. 4), which started in
5 min after lunasin injection and lasted for 30 min (F(3,20)=67,37,
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Fig. 1. Influence of lunasin on locomotor activity in open field test in C57BI/6 mice.
Lunasin (Lun) at doses 0.1, 1.0 and 10 nmol/mouse/5 pl or aCSF for control (Contr)
was injected i.c. 10 min before testing. Horizontal locomotor activity was quantified
as the total distance travelled in centimetres during 5 min testing. Data are expressed
as mean =+ SEM. **p <0.01 and ***p<0.001 vs. Contr.

p<0.0001) (and even 60 min, not shown). Pre-treatment with apo-
morphine or amphetamine completely prevented lunasin-induced
catalepsy (Fig. 4).

Radioligand displacement assay studies demonstrated modest
affinity of lunasin for the D; receptor with Kj=60+ 15 uM (Fig. 5
circles), however no effect on 1nM [3H]raclopride binding to D,
receptors could be detected at peptide concentrations up to 100 pM
(data not shown).

In cAMP assay lunasin inhibited the cAMP formation initiated
by 10nM apomorphine in cells expressing dopamine D; receptor
activation with apparent pECsg value 6.1 £ 0.3 (n=5), whereas D;-
specific antagonist's SCH 39166 had pECsq=7.61+0.03 (n=5) in

4000 A

*
*
*

3000

2000

Distance, cm

1000~

RN

YR

1 1 1 )
Contr Amp Lun0.1 Amp+Lun 0.1

this system. No effect on cAMP accumulation (neither agonistic nor
antagonistic) was evident in cells expressing D receptors at lunasin
concentrations up to 100 M.

4. Discussion

The ability of lunasin, a 43-amino acid natural peptide, to pen-
etrate the blood-brain barrier [20] evokes our interest to assess its
influence on the functions of the central nervous system. For the
first time, we have found that the synthetic lunasin induced very
clearly expressed motionless and catalepsy, even at small doses,
such as 0.1 nmol/mouse. Taking into account the well-established
phenomenon of catalepsy, which is provided mostly via dopamine
receptor antagonism, first of all we studied the interactions of
lunasin with drugs related to dopaminergic system. When we
pre-treated mice with apomorphine, a dopamine receptor agonist,
which activates both D; and D; subtypes of dopamine receptors,
and which causes a considerable climbing behaviour, surprisingly
we found only 15% reduction of climbing activity when lunasin was
injected.

The binding of lunasin to dopamine D; and D, recep-
tors assessed in a radioligand displacement assay on HEK293
cell membranes showed a significant binding to D; receptors
(K; =60+ 15 M), but no binding to D, receptors.

The cAMP assay in live HEK293 cells expressing D, receptors
showed neither agonistic nor antagonistic properties of lunasin,
while in cells expressing D; receptors it inhibited the activa-
tion of 10nM apomorphine with average efficacy ECsg=0.8 M.
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Fig. 2. Influence of lunasin on amphetamine-induced hyperactivity (A) and apomorphine-induced climbing behaviour (B) in C57Bl/6 mice. Amphetamine (Amp) 2.5 mgfkg
i.p. administered 20 min before lunasin at dose 0.1 nmolfmouse/5 pl (Lun 0.1) or aCSF (Contr) for control i.c. injection. Locomotor activity in open field test was assessed
10 min after i.c. injection and scored as the total distance travelled in centimetres during 5 min testing.

Apomorphine (Apo) 5 mg/fkg s.c. administered 10 min before Lun 0.1 or aCSF for control i.c. injection. The climbing behaviour was observed starting 5 min after the i.c.
injection, and scored at 5 min interval for 30 min. Data are expressed as mean + SEM. *p <0.05 and ***p <0.001 vs. Contr; *p<0.05 and **p <0.01 vs. Amp (A} or Apo (B).
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Fig. 3. Influence of lunasin on ketamine-induced locomotion in open field test (A) and bicuculline-induced seizures (B) in C57BI/6 mice. Ketamine (Ket) was administered
15 mg/kg i.p. 10 min before lunasin 0.1 nmol/mouse/(5 w1} (Lun 0.1) or aCSF (Contr) for control i.c. injection. Locomotor activity in open field test was assessed 10 min after i.c.
injection and scored as the total distance travelled in centimetres during 5 min testing. Lun 0.1 or aCSF was administered i.c. 10 min before bicuculline 2 mg/ml i.v. infusion.
Seizure threshold was calculated as bicuculline dose per mg/kg bodyweight. Data are expressed as mean +SEM. **p<0.01 and ***p<0.001 vs. Contr.
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Fig. 4. Influence of amphetamine and apomorphine on lunasin-induced catalepsy, which was assessed 5 and 30 min after peptide i.c. injection in C57BI/6 mice. Apomorphine
(Apo) 5 mg/kg s.c. wasinjected 10 min before lunasin (Lun 0.1 nmol/mouse/(5 1) and amphetamine (Amp) 2.5 mg/kg i.p. 20 min before Lun 0.1 or aCSF for control i.c. injection.
The time required for the animal to move all four paws was scored in seconds (latency). Data are expressed as mean + SEM. ***p<0.001 vs. Contr; **¥p<0.001 vs. Lun 0.1.
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Fig. 5. Displacement of [3H]SCH23390 by dopamine and lunasin at dopamine D1
receptors in HEK293 cell membranes. Data on graph are from a single representative
experiment. The affinity constant values from two independent experiments for
dopamine: Ki=3647 uM and lunasin Ki=60+15uM,

The obtained data allow us to suggest that D; receptors rather
than D; receptors play an essential role in lunasin's central
effects. However, the dopaminergic mechanism of lunasin can-
not be attributed only to the D; receptor-mediated action,
because in catalepsy test, both apomorphine (receptor agonist)
and amphetamine (dopamine releaser) completely prevented
lunasin-induced catalepsy. Moreover, lunasin caused a pronounced
(by 40%) inhibition of amphetamine locomotion, indicating that
intracellular dopaminergic processes affected by lunasin may be
involved in its central effects. In this context, the possibility of
lunasin to be internalised in the cell via the RGD cell adhesion motif
and C-terminal nine aspartic acid tail [33] is not to be ruled out.

The present datademonstrated that lunasin did not significantly
influence the locomotor activity induced by ketamine, which is
classified as an NMDA receptor antagonist, and did not change
the dose of bicuculline (a GABA-A receptor GABA site ligand) to
induce seizures. Therefore these findings indicate that glutamate
and GABAergic systems do not play an essential role in lunasin’s
central effects.

5. Conclusions

The obtained results are intriguing because for the first time they
demonstrated clearly expressed motionless and cataleptic action of
the peptide lunasin that at least in part is provided via dopaminer-
gic pathways, however other non-identified mechanisms may play
an important role in lunasin's central action. Nevertheless further

investigation of this peptide is promising particularly taking into
account a necessity for novel type of antipsychotic drugs.
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