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KIRJANDUSE ULEVAADE

Sissejuhatus

Rakkudevahelise signaaliulekande toimimisel on vaga tahtsal kohal G-valgud
ja nendega seotud retseptorid (GPCR). GPCR-id on suurim rakupinna retseptorite
perekond, mis vahendavad suurel hulgal erinevaid rakust valjaspoolt tulevaid signaale
raku sisse. Kuna mitmed haigused on seotud nende retseptorite vaartalitlusega, siis on
GPCR-id tanapaeva ravimitoostuses lheks oluliseimaks ravimmarklauaks. Dopamiini
retseptorid, mis samuti GPCR-de alla kuuluvad, on tanapéeval theks véga oluliseks
ravimsihtmargiks, sest talitlushédired dopaminergilises slisteemis on mitmete haiguste
nagu Parkinsoni tove, skisofreenia ja Tourette’i siindroomi pohjustajaks.

Kuna nendele haigustele pole veel leitud piisavalt tdhusaid ja kérvalmdjudeta
ravimeid, siis on palju tdhelepanu pdoératud uute ja ohutute hendite véljatootamiseks,
mis dopaminergilisele siisteemile mdju avaldaksid. Kuna GPCR-de ndol on tegemist
keerulise siisteemiga, mille aktiveerumisel kéivituvad mitmed erinevad signaalirajad,
siis peab ainete mdju uurimiseks valitud meetod olema piisavalt tundlik ka vaga
véikestele muutustele raku keemilises koostises.

Kui varem olid retseptor-ligand vastastikmd@jude iseloomustamiseks laialdaselt
kasutusel erinevad radioaktiivsusel pdhinevad meetodid, siis tdnapéeval eelistatakse
aina enam fluorestsentsil pdhinevaid meetodeid tanu nende ohutusele ja suuremale
tundlikkusele. Seetdttu on ka kaesolevas t06s bioloogiliselt aktiivsete ainete
iseloomustamiseks  radioaktiivsete  meetodite asemel vdetud kasututusele
fluorestsenstil p6hinev sensor.

Ké&esoleva t60 eesmérgiks oli tsuklilise adenosiinmonofosfaadi (CAMP)
efektorvalgul (Epac) pOhineva biosensori kohandamine dopamiin D2 ja D3
retseptorsiisteemidele ning selle abil 1-asendatud apomorfiini derivaatide bioloogilise

aktiivsuse madramine dopamiin D2 ja D3 retseptori alatliupidele.



Signaalitilekanne G-valguga seotud retseptorite kaudu

Rakud saavad informatsiooni edastada nii elektriliselt kui ka keemiliselt.
Nérvirakkudes kandub signaal mddda aksonit (narviraku jatke) edasi elektriliselt.
Aksoni membraan on tanu ioonide ebavordsele jaotusele erineval pool membraani
polariseeritud. Signaali saabumisel avanevad pinge-sdltuvad ioonkanalid, mistottu
ioonide jaotus 0Uhtlustub ja membraan depolariseerub. See depolarisatsioonilaine
kandub mdodda aksonit edasi narviraku teise otsa, kus saabunud signaal keemiliselt
jargmisele rakule edasi antakse. Signaali vastuvotjaks on raku membraanil olevad
retseptorid, mis votavad vastu valjastpoolt rakku tuleva signaali ning kutsuvad esile
muutuse raku sees. (Siegel et al. 2012) Suurim signaalililekandega seotud
membraansete valkude perekond on G-valguga seotud retseptorid (GPCR). G-valguga
seotud retseptoreid leidub  eukarlootides, sealhulgas péarmis, taimedes,
kaelusviburlastes ja loomades (Marinissen ja Gutkind 2001).

GPCR-id méngivad olulist rolli ndgemisel, maitsmisel ja haistmisel ning
samuti vahendavad nad paljude hormoonide, ioonide ja virgatsainete signaale. GPCR-
id on ravimmérklauaks ule pooltele turul olevatele retseptiravimitele (Wu 2010).

GPCR on a-helikaalne seitsme transmembraanne (7-TM) valk. Retseptori N-
ots asub rakust véljaspool ning C-ots raku sees. Seitse membraani labivat heeliksit on
omavahel seotud kuue aasaga, millest kolm asuvad raku sees ja kolm rakust valjas.
Rakust valjapoole jadvad aasad sisaldavad kahte tslsteiinijaéki, mis moodustavad
omavahel disulfiidsideme ja seega stabiliseerivad retseptori struktuuri. GPCR-id on
seotud rakumembraani sisemises kihis asuva heterotrimeerse G-valguga (joonis 1).
Oma nime on G-valgud saanud selle jargi, et nad seovad guaniinnukleotiide:
puhkeolekus guanosiindifosfaati (GDP), mis retseptori aktiveerimisel asendub
guanosiintrifosfaadiga (GTP). (Siegel et al. 2012)

Heterotrimeersete G-valkude struktuur ja aktivatsioon

GPCR-dega seotud heterotrimeersed G-valkud koosnevad kolmest alatihikust:
alfa (a), beeta (B) ja gamma (y) (joonis 1). Beeta ja gamma alaiihikud moodustavad
dimeerse kompleksi. Alfa alaihikut on mitu erinevat tulpi, mille jargi G-valke ka
liigitatakse. G-valgu alfa alalihikuid v3ib pohiliselt jagada neljaks. Ggo-alalihik



reguleerib ensuumi fosfolipaas Cps, mis omakorda reguleerib rakusiseste
signaalmolekulide, nagu fosfatidulinositool 4,5-bifosfaat (PIP,), inositool 1,4,5-
trifosfaat (IPs) ja Ca®*, tootmist. Giyssa-alaiihik aktiveerib véikeste GTPaaside Rho
perekonda kuuluvaid guaniinnukleotiidide vahetusfaktoreid (Rho-GEF). Gsa-alatihik
stimuleerib enstiimi adendlaadi tsiklaas (AC) (joonis 1), mistdttu téuseb tsuklilise
adenosiin-3’-5’-monofosfaadi (CAMP) kontsentratsioon ning Gja-alaiihik inhibeerib
adeniilaadi tsiiklaasi ning alandab cAMP kontsentratsiooni rakus. Erinevate a-
alatihikute molekulmass jaab vahemikku 38-52 kDa. Samuti on leitud 5 erinevat -

alatihikut ja 11 erinevat y-alaiihikut. (Siegel et al. 2012)

GTP GDP

Joonis 1. Gs-valguga seotud retseptori aktivatsiooni skeem. Puhkeolekus G-valk koosneb a-, B- ja y-
alatihikust ning a-alaiihik seob guanosiindifosfaati (GDP). Ligandi seostumisel retseptorile toimub
muutus retseptori konformatsioonis. SeetSttu dissotsieerub a-alatihikult GDP ning see asendub
guanosiintrifosfaadiga (GTP) aktiveerides sellega G-valgu. o-alaithik ning Py-dimeer eralduvad
Uksteisest ja retseptorist ning on v@imelised md&jutama erinevaid efektormolekule. Sellel skeemil
aktiveerib a-alatihik adenilaadi tsuklaasi (AC), mis toodab adenosiin-5’-trifosfaadist (ATP) tsuklilist
adenosiinmonofosfaati (CAMP). Kohandatud. (Wikimedia Commons).

Puhkeolekus G-valk koosneb omavahel seotud a-, - ja y-alathikust, mis on
ndrgalt seotud GPCR-ga ning kus a-alatuhik on seotud GDP-ga. Ligandi seostumisel
GPCR-ga  muutub  retseptori  konformatsioon. See  omakorda tekitab
konformatsioonilise muutuse G-valgu a-alaiihikus. Selle tulemusena seondub a-

alaiihik retseptoriga ja vdheneb a-alaiihiku afiinsus GDP-le. GDP dissotsieerub ja



selle asemel seondub a-alalihikuga GTP, mille kontsentratsioon on rakus mérksa
suurem kui GDP oma. GTP seostumine pdhjustab Py-kompleksi eraldumist a-
alatihikust ning ka G-valgu eraldumist retseptorist. Selle tulemusena tekib kaks
bioloogiliselt aktiivset kompleksi, GTP-ga seotud a-alaithik ja Py-kompleks, mis
saavad rakus liikuda ja mojutada mitmeid erinevaid Glalloetletud efektormolekule
(joonis 1). Aktiveeritud G-valk naaseb puhkeolekusse, kui ligand eraldub retseptorilt,
a-alathik, oma loomupérase enstimaatilise aktiivsuse kaudu, hudroliiusib GTP tagasi
GDP-ks ja kdik kolm G-valgu alaiihikut moodustavad taas heterotrimeerse kompleksi.
(Siegel et al. 2012)

Adenulaadi tsuklaas

Adenulaadi tsuklaas on rakumembraanil asuv enstium, mis katalliisib cAMP
ja purofosfaadi teket adenosiintrifosfaadist (ATP). Selleks reaktsiooniks vajaminev
energia tuleb katiooniga (tavaliselt Mg®*) seotud ATP molekulilt. Reaktsiooni kaigus
tekkinud cAMP on sekundaarne virgatsaine, mis mdjutab signaali edasist kulgu

mitmete rakuliste efektorvalkude kaudu. (Siegel et al. 2012)
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Joonis 2. Rakumembraani labiva adeniilaadi tsiiklaasi (AC) skeem. AC koosneb kahest
hudrofoobsest osast (M1 ja M2), mis mdlemad sisaldavad kuus transmembraansest osa ning kahest
hidrofiilsest katalUttilisest domeenist (C1 ja C2). (Siegel et al. 2012)

AC koosneb kahest hiidrofoobsest osast, mis mdlemad labivad membraani

kuus korda ning kahest vahem hudrofoobsest osast, mis jadvad raku sisse ning on



seotud cAMP katallitsiga (joonis 2). G-valgu a-alatihik seostub nii C1 kui C2 osaga,
kuid pohiliselt C1 osaga. (Siegel et al. 2012)

Adenilaadi tsiiklaasid on jagatud kuute rihma, millest eukartootsetes
organismides leidub vaid 11l riihma esindajaid (Kamenetsky et al. 2006). Il rihmas
on erinevaid adenilaadi tsiiklaase kokku kimme ning nad on jagatud kahte
perekonda: esimene koosneb (iheksast transmembraansest AC-st (AC1-9) ning teine
uhest lahustuvast AC-st (SAC). Membraansed AC-id on omakorda jagatud nelja
rihma. Esimesse AC-ide rihma kuuluvad AC1, 3 ja 8. Neid aktiveerib nii Gsa-
alatihik kui Ca**/kalmoduliin. Teisse riihma kuuluvad AC2, 4 ja 7. Neid ensiilime ei
mojuta Ca®*/kalmoduliini tase, vaid neid aktiveerib Py-dimeer. Kolmandasse AC
rihma kuuluvad AC5 ja 6. Nad aktiveeruvad Gso-alaiihiku toimel ning neid
inhibeerivad Gja-alathik ja Ca**. Kalmoduliin selle riihma AC-e ei mdjuta. AC5 ja
ACS6 on unikaalsed, sest neid inhibeerib Ca®* ka madalal kontsentratsioonil (0.2-0.6
uM). Teiste AC riihmade inhibeerimiseks peab Ca®* kontsentratsioon jaama
vahemikku 10-25 puM. Neljandasse rihma kuulub ainsana AC9, mis erineb teistest
transmembraansetest AC-st selle poolest, et seda ei mdjuta otseselt Gja-alaiihik ega

iooniline v6i kalmoduliiniga seotud kaltsium. (Siegel et al. 2012)
Forskolin
Kaheksat transmembraanset adenulaadi tsiklaasi (AC1-8) on véimalik otseselt

stimuleerida Ghendiga nimega forskolin (joonis 3). Lahustuvat AC-i ja membraanset
AC9 vormi forskolin ei mdjuta (Siegel et al. 2012).

Joonis 3. Forskolini struktuur.



Forskolin on looduslik diterpeen, mida saadakse taime Coleus forskohlii
juurest. See on rasvlahustuv aine, mis on v@imeline l&bima rakumembraani (Wagh et
al. 2012). Forskolin mgjub otse AC-le ning see reaktsioon on kiire ning poorduv.
Kristallograaflised uuringud on naidanud, et forskolin seondub AC sidumisdomeenide
C1 ja C2-ga ning see seostub ATP sidumiskoha vastasesse sidumiskohta. Forskolin
seob C1 ja C2 sidumisdomeenid omavahel vesiniksidemete ja hudrofoobsete
vastastikmdjude kaudu, tostes seelédbi AC ensiimaatilist aktiivsust (Pavan et al. 2009).
Seega forskolin tdstab cAMP kontsentratsiooni rakus G-valku aktiveerimata. Seda
efekti kasutatakse sageli Gj-susteemi uurimisel (ka kéesolevas t66s), kus mdddetakse
cAMP kontsentratsiooni vahenemist rakus ning milleks tuleb cAMP taset kbigepealt

forskoliniga tOsta.

Raku sekundaarne virgatsaine cCAMP

Tsukliline adenosiin-3’-5’-monofosfaat enk cAMP (joonis 4) on 1958. aastal
Sutherland ja Ralli poolt avastatud sekundaarne virgatsaine. Sekundaarne seepérast, et
see vBimendab valjastpoolt rakku tuleva primaarse virgatsaine poolt toodetud signaali
ning suunab erinevate efektormolekulide kaudu signaali edasist kulgu. CAMP, nagu
ka tsukliline guanosiinmonofosfaat (cGMP), IP; ja Ca**, on hiidrofiilne, kuid on
olemas ka hidrofoobseid (nt diatstiilglitserool ja fosfatidttlinositool) ja gaasilisi (nt
NO ja CO) sekundaarseid virgatsaineid. Signaali edasikandmise kdrval on
sekundaarsed virgatsained ka olulised signaali véimendajad, seega v6ib ihe ligandi
molekuli seostumine retseptorile tuua kaasa suuri muutusi raku sees. Enamik
sekundaarse virgatsaine molekulidest on vaikesed, et nad saaksid Kiiresti 1&bi
tsutoplasma difundeeruda ja efektormolekulide kaudu signaali edasi anda. (Kimball
2011, Cooper 2013)

NH2
N XX
(T )
=
o) N N

Joonis 4. Tsuklilise adenosiin-3’-5’-monofosfaadi (CAMP) struktuur
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CAMP tasakaalu rakus mdjutavad kaks ensulimide perekonda: AC-id ja
fosfodiesteraasid (PDE). CAMP toodetakse ATP-st AC poolt ning lagundatakse PDE
poolt adenosiin-5’-monofosfaadiks (AMP). Mélemaks reaktsiooniks on tarvis Mg?*
molekuli. (Siegel et al. 2012)

Alates cCAMP avastamisest on huvi selle molekuli funktsiooni ja regulatsiooni
kohta rakus jarjest kasvanud. P&hjus seisneb selles, et cCAMP mdjutab mitmeid olulisi
bioloogilisi protsesse nagu nditeks metabolism, raku jagunemine ja migratsioon,
insuliini tootmine, malu ja immuunsussisteem (Nikolaev et al. 2004).

CAMP mdjutab pdhiliselt kolme efektorvalgu tlupi: cAMP-sbltuv
proteiinkinaas ehk proteiinkinaas A (PKA), tsukliliste nukleotiidide poolt reguleeritud
katioonkanalid (cNGC) ja cAMP-sdltuv guaniini nukleotiidide vahetusfaktor Epac
valk (ingl Exchange protein activated by cAMP) (Siegel et al. 2012).

cAMP kontsentratsiooni muutuste jalgimisel elusrakkudes on véimalik hinnata

ligandide bioloogilist aktiivsust.
Dopamiini retseptorid

Dopamiin (DA) on epinefriini ja nonepinefriini kdrval kolmas pdhiline
katehhoolamiinide perekonda kuuluv virgatsaine imetajate ajus (Missale et al. 1998).
Selle struktuur koosneb kahealuselisest fenoolrihmast nimega katehhool ning sellega
seotud etldlamiinist vOi selle derivaadist (joonis 5). Dopamiini toodetakse
narvirakkudes aminohappest tirosiin ning sellest saab edasi toota virgatsaineid
epinefriin ja norepinefriin (Beaulieu ja Gainetdinov 2011, Siegel et al. 2012). DA on

primaarseks ligandiks dopamiini retseptoritele, mis on G-valguga seotud retseptorid.
HO NH,,
Hoj@/\/
Joonis 5. Dopamiini struktuur.
Esimest korda mainiti dopamiini retseptoreid 1972. aastal, kui J.W. Kebabian

ja D.B. Calne avastasid, et dopamiiniga saab stimuleerida ensuimi AC (Missale et al.
1998). Kuigi dopaminergiliste narvirakkude osakaal ajus on véga vaike (<1/100000
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ajus olevas narvirakust) on dopaminergiliste slsteemide uurimine kaasaegses
meditsiinis védga oluline, sest need on ravimsihtmargiks haigustele nagu Parkinsoni
tobi, tahelepanupuudus- ja hiperaktiivsushdire (ADHD), skisofreenia, bipolaarne
héire, Huntingtoni tdbi ja Tourette’i siindroom (Rondou et al. 2010; Beaulieu ja
Gainetdinov 2011).

DA retseptoreid leidub pdhiliselt kesknarvislisteemis, kus nad reguleerivad
mitmeid neuroloogilisi protsesse, sealhulgas liitkumist, tunnetust ja emotsioone. DA
retseptoreid leidub moningal mé&&ral ka valjaspool aju, pohiliselt neerudes ja
perifeerses veresoonkonnas, kus nad reguleerivad néiteks naatriumi homeostaasi,
kardiovaskulaarseid funktsioone ja hormoonide eraldumist. (Missale et al. 1998)

DA retseptoreid on kokku viis alatiiupi: D1, D2, D3, D4 ja D5. Retseptorite
molekulmassid jaadvad vahemikku 41-53 kDa, olenevalt retseptori alattitibist (Beaulieu
ja Gainetdinov 2011). Need alatuilibid on funktsiooni alusel jagatud kahte perekonda:
D1- ja D2-tulpi retseptorid. D1-tlupi retseptorite alla kuuluvad D1 ja D5 retseptorite
alattiubid. Need on seotud Gsa-alauhikuga, mis stimuleerib enstiiimi AC ning seega ka
stimuleerib cAMP tootmist ATP-st. D2-tlitpi retseptorite alla kuuluvad D2, D3 ja D4
retseptorite alattilibid ning need on seotud Gja-alatihikuga, mis inhibeerib enstimi
AC ning seega alandab cAMP kontsentratsiooni rakus. (Siegel et al. 2012)

Lisaks funktsioonile erinevad dopamiini retseptorite alattiiibid veel leviku,
asukoha ja struktuuri poolest. D1R on levinuim dopamiini retseptor inimajus (Siegel
et al. 2012). Asukoha poolest leidub D1-tulpi retseptoreid ning D4R vaid
postsiinaptilisel membraanil (Rondou et al. 2010), kuid D2R ja D3R leidub nii
poststinaptilisel kui ka prestnaptilisel membraanil (Sokoloff et al. 2006; Rankin et al.
2010). See tédhendab, et D2 ja D3 retseptorid saavad kéituda ka kui autoretseptorid
ning reguleerida virgatsaine vabanemist.

Struktuuriliselt erinevad D1-tllpi retseptorid D2-tlupi retseptoritest selle
poolest, et neil on lihem kolmas rakusisene aas ning seitse korda pikem C-ots. Samuti
puuduvad D1-tiilpi retseptoreid kodeerivatel geenidel intronid, kuid D2R geenil on
kuus, D3R geenil viis ja D4R geenil kolm introni. Intronid on mittekodeerivad
geeniosad, mis l6igatakse mMRNA molekuli genereerimisel RNA molekulist vélja.
Seda protsessi nimetatakse splaissimiseks. Seega saabki vaid D2-tlilipi retseptoritel
olla erinevate splaissimiste tottu mitmeid splaissvariante. (Beaulieu ja Gainetdinov
2011, Siegel et al. 2012)
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Erinevate vaheltl6ikuste tdttu neljanda ja viienda introni vahel asuval eksonil
D2R mRNAs on D2 retseptoreid kahte liiki: pikk D2 (D2.) ja lihike D2 (D2s)
retseptor (Maggio ja Millan 2009). D2, retseptoril on kolmandas rakusiseses aasas 29
aminohappejééki ronkem kui D2s retseptoril (Usiello et al. 2000). Kui varem arvati,
et mblemal retseptoril on Uhesugune funktsioon, siis 2000. aastal avaldatud artiklis
leidsid Usiello et al., et nende funktsioonid siiski erinevad. D2, retseptoril on
pohiliselt postsiinaptilise retseptori funktsioonid ning D2s retseptoril on pdhiliselt
presiinaptilise autoretseptori funktsioonid.

Kuigi on silnteesitud isna selektiivseid ligande D1- ja D2-tlilpi retseptoritele,
siis kdllaltki suure struktuurilise sarnasuse tottu retseptorite alatliipide vahel on
keeruline sunteesida piisavalt selektiivseid ligande D1- vdi D2-tulipi retseptorite
perekonna erinevatele alattitipidele. D1 ja D5 retseptoritel on 80% ulatuses ihesugune
transmembraanne sidumisdomeen. D3 ja D4 retseptoritel on D2 retseptoriga vastavalt
75% ja 53% Uhesugused sidumisdomeenid (Beaulieu ja Gainetdinov 2011). Kdige
suurem selektiivsus on suudetud saavutada D4R antagonistide puhul, mille afiinsus
D4 retseptorile erineb rohkem kui 1000 korda afiinsusest teistele alattiipidele. D3R
antagonistide afiinsus erineb sealjuures vaid kuni 100 korda afiinsusest D2
retseptorile (Beaulieu ja Gainetdinov 2011). D1-tulpi retseptoritel on kdrge afiinsus
bensoasepiinidele, mida kasutatakse rahustitena, unetuse raviks ja lihaste
I6dvendamiseks. Samas on D1-tliupi retseptoritel madal afiinsus bensamiidide suhtes
nagu naiteks sulpiriid, mis on kliiniliselt kasutatav D2 ja D3 retseptorite selektiivne
antagonist. D1 ja D5 retseptorid on farmakoloogiliste omaduste poolest sarnased, kuid
D5 retseptoril on suurem afiinsus dopamiini suhtes kui D1 retseptoril. D2-tiupi
retseptorid on olulised marklauad antipstihhootikumidele ning Parkinsoni tdve
ravimitele. Kui Parkinsoni t6bi on seotud dopaminergilise ststeemi tundlikkuse
langusega, siis skisofreenia on seotud tundlikkuse kasvuga. Arvatakse, et skisofreenia
on seotud just D2 ja D3 retseptorite suurenenud tundlikkusega. Kdik tdnapéeva
meditsiinis kasutusel olevad antipsiihhootikumid, v.a aripiprasool, on D2-tliupi
retseptorite antagonistid, kuid aina enam arvatakse, et mitmetel funktsioonidel, mida
reguleerib pdhiliselt D2 retseptor, on tegelikult suur roll ka D3 retseptoritel. (Beaulieu
ja Gainetdinov 2011, Siegel et al. 2012) Seetbttu on viimase aja Uks suurimaid
valjakutseid toota D3R selektiivseid ligande, kuid see on keeruline, sest enamik

ligande, mis mdjuvad D3R-le, mdjuvad ka D2R-le (Carlsson et al. 2011).
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Sama oluline kui on selektiivsete ligandide véljato6tamine dopamiini
retseptoritele, on ka nende ligandide mdju uurimine ja kvantifitseerimine. G¢-stisteemi
puhul on see killaltki lihtne modtes cCAMP taseme tdusu elusrakkudes. Retseptori
agonist stimuleerib cAMP tootmist rakus ning ligandi efekt avaldubki cAMP taseme
tdusus. Gj-seotud retseptorite puhul, mida on rakkudes rohkem kui Gs-seotud
retseptoreid, on ligandi m&ju uurimine palju keerulisem, sest agonist inhibeerib cCAMP
tootmist rakus. Seega tuleb cAMP taseme languse mootmiseks kdigepealt suurendada
CAMP kontsentratsiooni rakus. Selleks lisatakse rakkudele forskolini (joonis 3), mis
otse AC-le mdjudes cAMP taset rakus tdstab. Veel keerulisem on aga uurida G-
stisteemi antagonistide mdju, sest sellisel juhul tuleb pérast forskolini ja agonisti
lisamist agonist retseptoritelt antagonistiga vélja torjuda, mistdttu cAMP taseme
muutuse maidrab kolme erineva aine kontsentratsioonide vahekord (Zhang ja Xie
2012).

cAMP taseme maaramise meetodid

Eelmistel kiimnenditel on levinuimaks cAMP mé&&dramise meetodiks olnud
radioaktiivsel margistusel pshinev meetod, kus lisatakse rakkudele eelnevalt [*H]-
adeniiniga margistatud adeniini  nukleotiidid. Pdarast ligandi lisamist on
Dowex/Alumina kolonnkromatograafia abil vdimalik maarata tekkinud [*H]JcAMP
hulka rakkudes. Selle meetodi eelisteks on suur tundlikkus ja suur dinaamiline
madramisala. (Hill et al. 2010)

Teine levinud in vitro meetod cAMP kontsentratsiooni madramiseks rakus
pohineb radioimmuunanaltisil (RIA). Rakus olev cAMP konkureerib radioaktiivselt
margistatud [**IJcAMP-ga cAMP-vastasele antikehale sidumisel. Radioaktiivse
CAMP-ga seotud antikeha hulka saab mddta kasutades stsintillandiga (ioniseeriva
kiirgusega ergastamisel luminestseeruv materjal) kaetud plaate. Stsintillandid
tekitavad valgussignaale olles piisavalt lahedal [**°IJcAMP-ga seotud antikehadele.
Radioaktiivse  antikeha hulk on  poordvordeline rakus oleva CcAMP
kontsentratsiooniga. Meetod on tundlik ja mé&aramisala on lai, samuti on eeliseks see,
et stimulatsioon ja CAMP hulga mé&&ramine toimub Uhes lahuses. Meetod on aga

destruktiivne ning seega pole vdimalik mdo6ta kontsentratsiooni muutumist ajas.
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Samuti eelistatakse ohutumaid ja odavamaid mitteradioaktiivseid meetodeid.
(Williams 2004, Nikolaev ja Lohse 2006)

Meie tod6ruhmas on varem uuritud ligandide moju D1, D2 ja D3 retseptoritele,
kasutades radioaktiivse [H]JcAMP meetodit. Selle puhul konkureerivad rakus
stinteesitud  cAMP  molekulid [*H]JcAMP  molekulidega kindlale cAMP-
sidumisvalgule seostumisel in vitro. Raku liisaadis leiduva cAMP ja [*H]cAMP
suhtest on vOimalik leida ligandi seostumisel tekkinud cAMP hulga muutus (Vonk et
al. 2008). Selle meetodiga andsid usaldusvaarseid tulemusi vaid katsed D1 ja D2
retseptoritega. Selle p&hjusteks arvati olevat D3 retseptori ndrk sidumine G-valguga
vOi ka meetodi liiga véike tundlikkus.

CAMP kontsentratsiooni on voimalik mddta ka selle seostumise kaudu cAMP
poolt mdjutatavatele efektorvalkudele. Uks lihtsamaid sellelaadseid meetodeid
pdhineb omadusel, et cCAMP kontsentratsioon mdjutab PKA-le sidumise kaudu the
kindla, uuritavasse rakku lisatud, reportergeeni ekspressioonitaset. Selleks, et CAMP
reportegeeni ekpressiooni mdojutada saaks, peab geen sisaldama CAMP vastus-
elementi (CRE). Reportergeen reguleerib mingi kindla enstiumi voi fluorestseeruva/
biolumineeruva valgu ekspressiooni, mille signaali taset on véimalik mddta.
Reportervalk peab olema kergesti eristatav teistest Uhenditest ning sellel peab olema
Iuhike poolestusaeg, et valgu basaalne akumulatsioon oleks vdimalikult vdike ja seega
meetodi tundlikkus véimalikult suur. Meetodi puuduseks on see, et CAMP-I on peale
PKA veel ka teisi efektorvalke ning seega vOib cAMP mdjutada hoopis teisi
signaaliradasid, mis ei aktiveeri PKA-d. Seega ei pruugi reportervalgu hulk olla
proportsionaalne cAMP tegeliku hulgaga rakus. (Hill et al. 2010)

Praegusel ajal kasutatakse CAMP maédramiseks enim erinevaid Forsteri
resonantsenergia Ulekandel (FRET) p6hinevaid biosensoreid. Sensorid koosnevad
doonor ja aktseptor fluorofooridest ning FRET on kiirgusvaba energiatilekanne nende
fluorofooride vahel. Selleks, et FRET saaks toimuda, peab doonor fluorofoori
kiirgusspekter olulisel maéaral kattuma aktseptor fluorofoori ergastusspektriga. FRET-i
efektiivsus sOltub mitmetest faktoritest, sealhulgas fluorofooride omavahelisest
kaugusest (FRET-i toimumiseks ei tohi see olla suurem kui 10 nm) (Klarenbeek et al.
2011) ja orientatsioonist. Flourofooride vahele on olenevalt sensorist lisatud cCAMP
efektorvalk voi selle cAMP siduv domeen, mis cAMP-ga seostudes muudab
fluorofooride omavahelist kaugust ja orientatsiooni ning seega ka FRET-i efektiivsust.
FRET signaali muutuse kaudu ongi véimalik mé&&rata cCAMP taseme muutust rakus.
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FRET-il pdhineva sensori pohiliseks eeliseks on selle mittedestruktiivsus ning
elusrakkudes on vdimalik jalgida cAMP kontsentratsiooni muutust ajas. (Nikolaev ja
Lohse 2006)

FRET-il pdhinevate CAMP biosensorite arendus

Esimene FRET-il pbhinev meetod cAMP Kkontsentratsiooni méa&aramiseks
pdhines PKA dissotsieerumisel ning sensori nimeks sai FICRhR. Selleks margistati
PKA C ja R alathikud vastavalt fluorestsiini (FI) ja rodamiiniga (Rh). Mitteaktiivses
olekus moodustasid alatihikud kdrge FRET-ga tetrameerse kompleksi. Nelja cAMP
molekuli seondumisel alathikud dissotsieerusid ning seega ka Fl ja Rh kaugenesid
teineteisest alandades FRET-i. FICRhR-i puudusteks on mérgistatud alatihikute
keeruline tootmine ja ebastabiilsus. Sensor tuleb mikromolaarsetes kogustes
rakkudesse sustida ning see v@ib tuua kaasa muutuse CAMP kineetikas ning muudes
rakulistes protsessides. (Nikolaev ja Lohse 2006)

Nende puuduste korvaldamiseks modifitseerisid 2000. aastal Zaccolo et al.
FICRhR-t ning votsid FI ja Rh asemel kasutusele rohelise fluorestseeruva valgu
analoogid sinise ja rohelise ning hiljem veelgi mugavama kollase (YFP) ja helesinise
(CFP) FRET paari. CFP kiirgusspekter on kullaltki lai ning sellel on markimisvaarne
kattuvus YFP ergastusspektiga. Vdimalikuks sai sensori geneetiline kodeeritus, seda
sai ekspresseerida erinevates rakutlilpides ning mikrosistimise vajadus jai é&ra.
Vaatamata paljude puuduste k&rvaldamisele, on PKA-I p&hineval sensoril siiski
mitmeid olulisi kitsaskohti. Sensori toimimiseks on tarvis, et kdik neli alalhikut
oleksid rakus vordsel maaral ekspresseeritud, margistatud alatihikud vdivad seonduda
margistamata endogeensete alalihikutega ning C alathiku Uleekspressioon vdib
kahjustada rakku ja viia raku havinemisele. Lisaks on PKA dissotsiatsioon
mitmesammuline kooperatiivne protsess, mis ladbib enne C alalihikute eraldumist
mitmeid konformatsioonimuutusi, mis aeglustavad sensori kineetikat vorreldes CAMP
tegeliku kineetikaga. (Nikolaev ja Lohse 2006, Hill et al. 2010)

Epac valgul pdhinevad biosensorid

CAMP mé&ramise meetodite edasiarendusena on valmistatud ka efektorvalgul
Epac pdhinevaid biosensoreid. Selleks paigaldati YFP ja CFP geenijarjestuste vahele
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taispikk Epac valgu jarjestus. Kui cCAMP pole sensoriga seostunud, asuvad YFP ja
CFP valgud teineteisele piisavalt ldhedal, et ergastamisel 436 nm juures toimub
FRET. Uhe cAMP molekuli seostumisel Epac valguga muutub sensori
konformatsioon selliselt, et fluorofoorid kaugenevad teineteisest ja FRET véheneb.
(Ponsioen et al. 2004)

Samaaegselt tootasid Epac valgul pdninevat sensorit vélja ka Nikolaev et al.,
kuid nende sensoris paigaldati YFP ja CFP vahele vaid Epac2 valgult périnev
tstiklilisi nukleotiide siduv domeen (CNBD). Sensor sai nimeks Epac2-camps (joonis
6) (Nikolaev et al. 2004). Seejarel loodi sensorid kasutades Epacl cAMP siduvat
domeeni (Epacl-camps) ja PKA RII alalihikut (PKA-camps). Nii Epacl-camps kui
PKA-camps néitasid samuti FRET-i muutust CAMP kontsentratsiooni muutumisel,
kuid cAMP afiinsus sensoritele oli ligikaudu 2,5 korra madalam kui Epac2-camps-le
(ECso véartused: 0.92 + 0.07 uM (Epac2-camps), 2.35 + 0.42 uM (Epacl-camps),
1.88 £ 0.37 uM (PKA-camps)) (Nikolaev et al. 2004). K&esolevas t60s kasutati
bioloogilise aktiivsuse m&aramiseks Epac2-camps biosensorit (kingitus prof Martin
Lohselt).

Nikolaev et al. ja Ponsioen et al. néitasid, et Epac valgul pdhinevad sensorid
on tundlikud just cAMP-le ja palju vahem tundlikud teistele tsuklilistele
nukleotiididele. Samuti to6tavad need sensorid palju kiiremini kui PKA-I pdhinev
sensor, sest FRET-i muutuse nagemiseks piisab tUhe molekuli cAMP seostumisest
vorreldes PKA sensoriga, kus sensori aktiveerimiseks on tarvis nelja cCAMP molekuli.
Epac2-camps vastust limiteerib cAMP tootmise kineetika, kuid PKA sensori vastust
limiteerib pohiliselt PKA alalihikute keerukast dissotsiatsioonist tingitud sensori enda
kineetika. Epac valgu cAMP sidumisdomeenil pGhinevate sensorite eeliseks on see, et
neil puudub kataltittiline aktiivus ja seega on nad rakkudes inertsed, samas kui PKA
vOib mdjutada mitmeid rakuprotsesse. Lisaks sellele on Epac valgul pdhinev sensor
monomolekulaarne ning seega on YFP ja CFP vordselt ekspresseeritud. (Nikolaev et
al. 2004, Ponsioen et al. 2004)

Van der Krogt et al. arendasid Epac valgul pdhinevaid sensoreid edasi, uurides
teiste fluorestseeruvate valkude mdju FRET-i muutusele. Nad leidsid, et YFP (heks
puuduseks on UV kiirguse all ilmnev fotokromism (p66rduv nahtus, kus
elektomagnetkiirguse toimel muundub thend thest vormist teiseks ning eri vormidel

on erinevad neeldumisspektrid) (Durr ja Bouas-Laurent 2003), seega pole fluorofoor
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piisavalt fotostabiilne. Samuti s6ltuvad YFP fluorestsentsomadused teatud mééral pH-
st ja Cl, kontsentratsioonist. Teine suurem puudus oli CFP ja YFP kiirgusspektrite
lilgne kattuvus, mis vOib viia CFP signaalilekke tottu YFP detektsioonikanalisse
signaali mitmekordsele ndrgenemisele. Seega putdsid nad leida YFP/CFP paarile
alternatiive, mis oleksid fotostabiilsed, ei sdltuks keskkonna pH-st ega ioonsest joust
ning mille kiirgusspektrite kattuvus oleks minimaalne. (Krogt et al. 2008)

Nad leidsid, et YFP asendamine Venusega parandas mitmeid sensori
parameetreid. Madalama pK, vaartuse tottu on Venuse soltuvus pH-st palju vaiksem
kui YFP-I. Samuti oli Venus vorreldes YFP-ga palju fotostabiilsem, sest UV kiirguse
all ei ilmnenud fotokromism. Venuse kasutamine sensoris tostis FRET-i efektiivust (E
=0,31) vorreldes CFP-Epac-YFP sensoriga (E = 0,25) (Krogt et al. 2008).

Optimeerides fluorofooride orientatsiooni teineteise suhtes leidsid nad, et
kdige parema FRET-i efektiivsuse andis Venuse orientatsiooniline mutant nimega
cp*™Venus (cp = circulary permuted). Jargmisena katsetasid nad tandemaktseptoreid,
mis vaatamata puudusele mdotmetelt, peaksid suurendama FRET-i efektiivsust, tdstes
aktseptori efektiivset neelduvust. Krogt et al. leidsid, et parim FRET-i efektiivsus
saavutati cp'”*Venus-Venus tandemit kasutades (E = 0,36) (Krogt et al. 2008).

Klarenbeek et al. arendasid samas riihmas Epac valgul p6hinevat sensorit
edasi, asendades CFP uue doonor fluorofooriga mTurquoise. Sensori nimeks sai
mTurquoiseA-Epac(CD, ADEP)-cp*”*Venus-Venus ehk liuhendatult "EpacYV. Nad
leidsid, et uue sensoriga suurenes cAMP mé&&ramise diinaamiline ulatus, paranes
signaal-mira suhe ning tdusis FRET-i efektiivusus ja seda nii fluorestsents-
intensiivsust (FI) kui ka -eluiga mddtes. Viimase puhul toob FRET-i muutus kaasa
muutuse doonor fluorofoori elueas t ning selle kaudu on véimalik iseloomustada
cAMP taseme muutust rakus. Vorreldes “Epac”" sensoriga (Krogt et al. 2008) tdusis
"Epac*V korral fluorestsentsi eluea modtmisel FRET-i efektiivsus 35% ja FI
modtmisel 22%. "Epac”" on ka eredam kui eelnevad sensorid, mis tiheltpoolt tdstab
FRET-i efektiivsust, kuid teisalt suurendab ka mTurquoise signaali lekkimist Venus
detektsioonikanalisse (Klarenbeek et al. 2011), mis aga ei ole probleemiks mdotmistel

fluorestsentselueal pdhinevate meetoditega.

18



Kérge FRET Madal FRET

o Y

Q. -
480 nm
T o)
. = CAVP

535 nm YFP

Joonis 6. Epac valgul pdhineva cAMP biosensori td6pdhimdte. Sensor koosneb kahest fluorofoorist
CFP ja YFP, mille vahel paikneb cAMP siduv domeen (CNBD). Kui CAMP pole sensorile seondunud,
on fluorofoorid teineteisele piisavalt ldhedal, et tekiks FRET. cAMP seondumisel kaugenevad
fluorofoorid teineteisest ja seeldbi FRET vaheneb. Kohandatud. (Nikolaev ja Lohse 2006).

CAMP biosensorite BacMam ekspressioonisisteem

BacMam ekspressioonististeem pakub tdhusa ja lihtsa mooduse soovitud valgu
ekspresseerimiseks vajalike geenide toimetamiseks imetajarakkudesse. Termin
BacMam tuleneb sdnadest bakuloviirus (ingl baculovirus) ja imetajarakk (ingl
mammalian cell). Bakuloviirused on putukarakkude DNA viirused, mis on
vOimelised nakatama enam kui 500 putukaliiki (Hu 2008). Kui algul arvati, et
bakuloviiruste abil saab valke ekspresseerida vaid putukarakkudes, siis 1990-ndatel
aastatel avastati, et kui viiruse genoomi viia lisaks soovitud geenile ka
imetajarakkudes efektiivselt todtav promootor, siis on rekombinantsete valkude
tootmine vdimalik ka imetajarakkudes (Fornwald et al. 2007, Hu 2008). Kéaesolevas
t06s kasutatakse BacMam ekspressioonististeemi FRET-il pdhinevate biosensorite
geenijarjestuste viimiseks imetajarakkudesse.

BacMam ekspressioonisusteemil on mitmeid eeliseid vorreldes teistel
vektoritel (nt retro-, lenti- vOi adenoviirused) pdhinevate ekspressioonisusteemidega.
Bakuloviirused ei paljune imetajarakkudes, nad pole rakkudele mdirgised ning
lagunevad rakkudes aja jooksul, seega on nende rakendamine biotehnoloogias ohutu.
Bakuloviiruse genoomi on vdimalik sisestada kuni 38 kbp suurune geenijérjestus,
seega on voimalik ekspresseerida suuri valke ning ka mitut valku samaaegselt.
Bakuloviiruseid on kullalt lihtne konstrueerida ning soodne toota suurtes kogustes,

sest piisab vaid rakkude viirusega nakatamisest ning nende paljundamisest. Kuna
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bakuloviirused on putukaviirused, siis puuduvad imetajatel bakuloviiruste vastu
antikehad ja T-rakud, mistdttu pole ohtu, et viirus pérast sisestamist havitatakse, nagu
vOib juhtuda nditeks adenoviiruse korral. Samuti on BacMam siisteem (isna
universaalne, vGimaldades nakatada mitmeid erinevaid rakukultuure. Viiruse doosi
varieerimise abil on vbimalik reguleerida valgu ekspressiooni taset rakus.
Bakuloviiruse ekspressioon rakus pole pusiv, vaid moddub bakuloviiruse DNA
lagunemise tottu enamiku rakkude korral 7-14 pdeva jooksul. Samas on vdimalik
toota ka pusivalt viirust ekspresseerivat rakuliini. Néaiteks leiti, et nakatades hiina
hamstri munasarja CHO (ingl chinese hamster ovary) rakke neomdtsiini
fosfotransferaasi ekspresseeriva bakuloviirusega ning selekteerides vastavat geeni
ekspresserivad rakud G418 antibiootikumiga, sisenevad suvalise pikkusega
bakuloviiruse fragmendid raku kromosoomi. Seega tekivad CHO rakud, mis on
vBimelised valku ekspresseerima kuni viis kuud. (Fornwald et al. 2007, Kost et al.
2007, Hu 2008)

Vaatamata paljudele eelistele on BacMam ekspressioonisusteemil ka
puuduseid. Néaiteks on piisava valgu ekspressiooni jaoks tarvis kasutada korge tiitriga
viirust, sest lahja viiruse lisamisel oleks lisatav ruumala liiga suur. Seega on tarvis
viiruseid kontsentreerida ja seda on vbéimalik teha néiteks tsentrifuugimisega. Samuti
on viirus tundlik valgusele ning seda saab puhverdatud soolalahuses +4°C juures
séilitada vaid moned kuud. Samas séilib viiruse lahus vedelas lammastikus v6i -80°C
juures kauem, kuid viiruse varu sulatamine toob kaasa moningad kaod viiruse

degradeerumise tottu.
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EKSPERIMENTAALNE OSA

Materjalid ja aparatuur

Dulbecco modifitseeritud Eagle’i so6de (DMEM), penitsilliin, streptomiitsiin,
genetitsiin  (G418), Roswell Park Memorial Institute rakusédde (RPMI) ning
Dulbecco fosfaatpuhverdatud soolalahus (DPBS) osteti firmalt PAA Laboratories
GmbH. Veiseloote seerum (FBS) osteti firmalt Gibco. Naatriumbutanaat (NaBu),
triipaansinise lahus ja dopamiin osteti firmalt Sigma-Aldrich Co. Forskolin osteti
firmalt Tocris.

Inimese embrio neerurakkudel (HEK293) (American Type Culture
Collection) pohinevad pusiliinid, mis toodavad vastavalt rekombinantseid D2, voi D3
retseptoreid, loodi meie laboris Reet Reinart-Okugbeni poolt (Reinart-Okugbeni et al.
2012). Rakke kasvatati polilusiiniga kaetud Petri tassidel vdi 6-kohalistel plaatidel
(Nunc) niiskus-reguleeritud inkubaatoris, 37°C ja 5% CO, juures.

Rakukultuuride rutiinseks vaatluseks kasutati Olympus CKX31 mikroskoopi
ning rakkude elumuse hindamiseks kasutati rakulugejat TC10™ Automated Cell
Counter-it (Bio-Rad Laboratories), kus surnud rakkude vérvimiseks kasutati 0,4%-list
triipaansinise lahust.

Epac2-camps  sensorvalku  kodeeriv  plasmiid, pcDNA3.1(+)-EYFP-
epac2B(murine)-ECFP saadi kingituseks prof Martin Lohselt Wiirzburgi Ulikooli
Farmakoloogia ja Toksikoloogia Instituudist, Saksamaalt. Epac2-camps biosensori
BacMam ekspressioonisiisteem loodi meie laboris Olga Mazina poolt (Mazina et al.
2012).

Funktsionaalsed katsed teostati PheraStar (BMG Labtech) plaatfluorimeetris
37°C juures. Ergastusfiltri l&bilaskvus oli 427(20) nm ja kiirgusfiltrite l&bilaskvus
530(20) nm (kanal A) ja 480(20) nm (kanal B). Mdlema kanali detektorite vOimendus
(GAIN) oli 1000. Fokaalkorguseks oli 4,2 mm. Fluorestsentsintensiivsuse modtmine
toimus iga 5 minuti tagant 20 minuti jooksul. Iga mddtmise korral toimus ergastamine
ja detekteerimine 20 jarjestikuse valgusimpulsina. FRET muutused arvutati vastavalt

valemile (Mazina et al. 2012):
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YFP, YFP

A YFP  CFPR, CFP
CFP YFP,

CFP,

kus YFPg ja CFP, téhistavad fluorestsentskiirgust vastavalt 480 nm ja 530 nm juures
enne ligandi lisamist ning YFP ja CFP parast ligandi lisamist. Muutus CAMP tasemes

péarast ligandi lisamist esitati FRET-i protsentuaalse muutusena.

HEK?293 rakuliini kasvatamine

Rakusodtmena kasutati Dulbecco modifitseeritud Eagle’i s66det (DMEM),
millele oli lisatud 10% veiseloote seerumit (FBS), 100 IU/ml penitsilliini ja 100 pug/ml
streptomatsiini. Sootmele lisati ka 400 pg/ml genetitsiini (G418), mis on

antibiootikum DAR geeni sisaldavate rakkude selekteerimiseks.

Sensorvalgu ekspresseerimine HEK293 rakuliinis

Katseks vajaminevaid rakke inkubeeriti 2-3 pdeva enne BacMam viirustega
nakatamist G418 vabas so0tmes Petri tassidel. Katsele eelneval péeval eemaldati
rakuplaatidelt rakus6dde ning igale plaadile lisati 4 ml seerumivaba RPMI (Rosewell
Park Memorial Institute rakusodde) lahust ja 250 ul 10x BacMam viirust Epac2-
camps sensori geeniga nakatuskordsusega (MOI) 200 (ca 10° viiruseosakest plaadil).
Rakke inkubeeriti kaks kuni kolm tundi ning seejarel lisati igale plaadile 8 ml
tavapdrast rakusoodet (DMEM + 10% FBS + 100 1U/ml penitsilliin + 100 ug/ml
streptomutsiin),  millele  oli  lisatud naatriumbutanaati  (NaBu). NaBu
I6ppkontsentratsioon plaadil oli 5 mM ning seda kasutati sensorvalgu ekspressiooni
vOimendamiseks. Rakke inkubeeriti vdhemalt 24 tundi 37°C juures, sensorvalgu

piisava ekspressiooni saavutamiseks.

Funktsionaalsed katsed

Biosensorit ekspresseerivad rakud pesti plaatidelt s66tmelahusega lahti ning
tsentrifuugiti 5 min 800 rmp juures (Centrifuge CM-50). Pérast tsentrifuugimist
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suspendeeriti rakud Dulbecco fosfaatpuhverdatud soolalahuses (DPBS), milles oli
Ca®* (1,2 mM) ja Mg** (0,5 mM) ioone. Rakud kanti mustale, lamedap6hjalisele, 96-
kohalisele plaadile (Corning, toote nr. 3993), igasse suvendisse 90
rakususpensiooni. Uhe Petri tassi rakud jagati ihele 96-kohalisele plaadile, seega iihes
stivendis 30 000 kuni 60 000 rakku. Rakkudel lasti katseplaadile kinnituda vahemalt
tund aega. Uuritavatest ligandidest tehti 10-kordsed seerialahjendused alustades 10
puM-st lahusest.

Ligandide seerialahjendused valmistati milli-Q vette, kuhu oli lisatud
forskolini. Forskolini 16ppkontsentratsioon katseplaadi suvendis oli 10 uM. Katse
esimeses etapis moddeti katseplaadi baastaseme FI. Seejarel lisati sivenditesse 10 pul
ligandilahust (I8ppruumala sivendis 100 ul) ja jatkati fluorestsentsintensiivsuse

modtmist.

Andmete tootlemine

Andmete tootlemisel kasutati programmi MatLab version 7.12.0.635 (R2011a)
(MathWorks, Inc.) ja tulemuste analilsil ja graafilisel esitamisel programmi
GraphPad Prism™ 5.00.
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TULEMUSED JA ARUTELU

Gj-seotud retseptorite vahendatud cAMP taseme muutuste

maaramine elusrakkudes

Katsetingimuste optimeerimine

Varasemalt ei ole meie laboris FRET biosensoriga Gij-seotud retseptori
aktivatsiooni méaratud ning uue metoodika kasutuselevdtt vajas katseparameetrite
optimeerimist. Esimeses etapis varieeriti nakatuskordsust, mis on Epac2-camps
sensori ekspresseerimisel vaga oluline. Liiga kérge MOI juures on slisteem sensoriga
killastunud, mis tahendab, et sensori kontsentratsioon on palju suurem kui cCAMP
kontsentratsioon rakus. Kuna tegemist on fluorofooride intensiivsuste suhtel pdhineva
meetodiga, siis sensori Uleekspresseerimisel jadvad véiksemad muutuseid cAMP
kontsentratsioonis detekteerimata, sest selle tulemusel tekkiv intensiivsuste suhte
muutus on vaga vaike. Liiga vdikese MOI juures on aga sensor juba enne forskolini
lisamist basaalse cAMP-ga kullastunud ning raku stimulatsioonil tekkivat cAMP
hulka on keeruline detekteerida.

MOI optimiseerimiskatsed teostati D2R ekspresseerival HEK293 rakuliinil
MOI vahemikus 200-600. Vahema viiruse kogusega piisavat sensori ekspressiooni ei
saavutatud. Ligandidena kasutati dopamiini ning apomorfiini (APO). Saadud
kontsentratsioon-vastus koveratelt tulenes, et nakatuskordsuse tdstmine ligikaudu 4-
5%-list signaaliakent ei suurendanud. Seega otsustati viiruse kulu véhendamiseks
jaada edaspidi MOI 200 juurde.

Jargmise etapina optimeeriti rakkudele lisatava forskolini kontsentratsiooni.
Liiga korge forskolini kontsetratsiooni korral tekib suures koguses cAMP-d ja
vaikesed muutused cAMP kontsentratsioonis jadvad detekteerimata. Liiga madala
forskolini kontsentratsiooni korral ei teki piisavalt palju cAMP-d, ning seet6ttu
kannatab sensori tundlikkus.

Optimeerimiskatsed teostati samuti D2R ekspresseerival rakuliinil ning
retseptori agonistina kasutati dopamiini. FI-d mdddeti nelja erineva forskolini
kontsentratsiooni juures: 10, 32, 50 ja 100 uM. Parimad signaal-mra suhted saadi 10
ja 32 uM forskolini kasutamisel ning lisaaine koguse minimaliseerimiseks otsustati

jaada 10 uM kontsentratsiooni juurde.
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Epac2-camps sensori valideerimine

Pdrast katsetingimuste optimeerimist sooviti ndha, kas antud sensoriga saadud
tulemused Uhtivad kirjanduses toodud andmetega. Samuti vaadati, kas sensor suudab
eristada agonisti ja antagonisti ning kas tulemused erinevad D2 ja D3 retseptorite
korral. Selleks kasutati ligandidena selektiivset D3R agonisti 7-OH-PIPAT ning
antagonisti NGB2904 (joonis 7).

Cl Cl

g AT

Joonis 7. Selektiivse D3R agonisti 7-OH-PIPAT (vasakul) ja antagonisti NGB2904 (paremal)
struktuurid.

Saadud graafikult (joonis 8) v6ib naha, et 7-OH-PIPAT alandas cAMP taset
ststeemis ning NGB2904 ei omanud efekti CAMP tasemele. 7-OH-PIPAT pECsg
vaartused olid heas kooskdlas kirjanduses toodud andmetega (Chumpradit et al.
1994), kuid selektiivsus D3R-le oli minimaalne (pECs, vaartused D2R ja D3R-le olid
vastavalt 7,94 ja 7,99).

7.5=
m  10ul FSK + 7-OH-PIPAT

A 7-OH-PIPAT (no forskolin)

S
— 5.0+
i ¢ NGB2904 (no forskolin)
Q
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<
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Joonis 8. D3 retseptorile selektiivse agonisti (7-OH-PIPAT) ja antagonisti (NBG2904) m&ju cAMP
tasemele D3 retseptorit ekspresseerivas HE293 rakuliinis. Katsed on teostatud triplikaatides 15 minutit
parast ligandi lisamist.
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Uurimaks, kas Epac2-camp sensoriga on vBimalik méérata ka antagonisti 1Cs
vaartusi, teostati katse, kus NGB2904 konkureeris agonistiga (DA ja APO) retseptori
sidumiskohale. Kahjuks oli sensori detektsiooniaken kolmekomponendilise katse
jaoks (antagonist, agonist ja forskolin) liiga vdike ja mura tase osutus usaldusvaarsete
ICso vadrtuste madramiseks liiga suureks. Kolmest korduskatsest jareldus, et
kéesoleva sensoriga ei ole vBimalik maérata D2R vdi D3R antagonisti méju cAMP
hulgale, selleks oleks vaja kasutada laiema diinaamilise mé&&ramisvahemikuga cAMP
biosensorit. Esimesed positiivsed tulemused antagonistide 1Csy véartuste maaramisel
on saavutatud 'Epac” sensoriga (Klarenbeek et al. 2011) (meie td6riihma avaldamata

andmed).

1-asendatud apomorfiini derivaatide bioloogilise aktiivsuse maaramine

Apomorfiin (Joonis 9) on dopamiini retseptorite agonist, mida kasutatakse
muuhulgas Parkinsoni tdve raviks (Zhang et al. 2007). Erinevate asenduste kaudu
uhendi struktuuris Uritatakse apomorfiini farmakoloogilisi omadusi parandada.
Ungaris, Debreceni Ulikoolis, professor Attila Sipose téoriihmas siinteesiti
koostooprojekti raames kuus 1-asendatud apomorfiini derivaati. Kéaesolevas td0s
maarati 1-asendatud apomorfiini derivaatide (Tabel 1) bioloogilne aktiivsus Epac2-
camps FRET biosensoriga.

Meie todriihmas on varem radioaktiivse [*H]JcAMP meetodil uuritud samade
uhendite mdju D1, D2 ja D3 retseptoritele, kuid usaldusvaarseid tulemusi andsid vaid
D1 ja D2 retseptorid. Funktsionaalsed katsed Epac2-camps biosensoriga (Tabel 3)
andsid reprodutseeritavaid tulemusi aga kdigi kolme dopamiini retseptori alatiiibi
jaoks. Nii cCAMP biosensori kui ka [*H]cAMP meetodil m&&detud siisteemis kaitusid
koik Uhendid apomorfiiniga vOrreldes téisagonistidena. Koigi 1-asendatud
apomorfiini derivaatide afiinsus dopamiini retseptoritele oli vé&hemalt alla

mikromolaarse (Tabel 2).
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OH

Joonis 9. Apomorfiini struktuur asendusrihmadega R1, R2 ja R3. Apomorfiini korral
on asendusrihmadeks vesinikuaatomid.

1-asendatud apomorfiini
derivaadid
Uhend | R1,R2=H;R3 =

1 —CH,

e | MO
3 ~_-OH
T

CliH
NH

OH
3
+
5 \/(j/ \CH?:
OH

a

Tabel 1. 1-asendatud apomorfiini derivaatide asendusriihmade struktruurid.

Meie t6oriihmas on Reet Reinart-Okugbeni poolt samuti tehtud sidumiskatseid
radioaktiivse ligandiga D1, D2 ja D3 retseptoritele. Selleks lisati rakumembraanide
homogenaadile sama kontsentratsiooniga radioligandi: D1R korral D1-spetsiifilist
ligandi [*H]SCH23390 ja D2R ja D3R korral D2-spetsiifilist ligandi [*H]rakolpiriid.
Katsed teostati 96-kohalistel katseplaatidel. Uuritavatest ligandidest tehti

seerialahjendused (0,1 — 100 uM) ning lisati need rakuplaadile membraani ning
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radioligandi lahusele. Reaktsioonid peatati filtreerimisega labi GF/B klaasfiiber filtrite

ning filtrite radioaktiivsuse hulk maérati stsintillatsiooniloenduriga. (Reinart-
Okugbeni et al. 2013)
Sidumiskatsed radioaktiivse ligandiga
Ki (nM) £ SEM Selektiivsus
Uhend | R-rilhm D2 D3 D2/D3
1 Me 54+ 10 23+5 2,4
2 Bn 7720 559 14
3 OH-Me 43 +13 17+4 2,6
4 4-OH-bensudl 47+9 2816 1,7
S 3ir’;llé|:|UUIaminobensUUI 793l 5312 15
6 (4-OH-1-naftudl)-metaal 170 £ 64 130 £ 30 1,3
APO | H 53+ 15 17+3 3,2

Tabel 2. 1-asendatud apomorfiini derivaatide sidumiskatsete tulemused. K; on inhibeerimiskonstant,
mis iseloomustab Gihendi véimet inhibeerida [?H]SCH23390 (D1 korral) v&i [*H]rakolpiriidi (D2 ja D3
korral) sidumist retseptori alatiiubile HEK293 membraanil. Selektiivsus néditab D2 ja D3 retseptorite K;
véartuste suhet. Tulemused on esitatud viisil keskmine + SEM vahemalt kolmest duplikaadis voi
triplikaadis tehtud korduskatsest. (Reinart-Okugbeni et al. 2013)

Bioloogilise aktiivsuse méaramine Epac-2-camps biosensoriga
PECsy = SEM Selektiivsus
Uhend R-riihm D2 D3 D2/D3
1 Me 796+0,29 | 8,16 +0,21 1,6
2 Bn 8,31+0,33 | 7,87 0,25 0,4
3 OH-Me 8,43+0,37 | 8,59+0,31 1,4
4 4-OH-bensudl 8,33+0,25 | 8,19+0,22 0,7
5 éiméTUUIaminobensUUI 7,10+0,08 7.67£0,40 3.7
6 (4-OH-1-naftudl)-metudl 7,49+0,07 | 7,68+0,24 1,5
APO | H 8,70+0,12 | 8,56 +0,09 1,5
DA 8,53+0,13 | 8,71+0,04 0,7

Tabel 3. 1-asendatud apomorfiini derivaatide bioloogiline aktiivsus dopamiini D2 ja D3 reteptoritele
mdddetud Epac2-camp sensoriga. pECsy: negatiivne logaritm  ligandi  poolefektiivsest
kontsentratsioonist. Selektiivsus nditab D2 ja D3 retseptorite pECs, vaartuste suhet. Esitatud vahemalt
kolme korduskatse keskmine + SEM, katsed teostatud triplikaatides.

Sidumiskatsetest radioaktiivse ligandiga (tabel 2) tuleneb, et nii apomorfiin
kui ka koik selle derivaadid on selektiivsed D3 retseptorile. Funktsionaalkatsetest

CAMP biosensoriga (tabel 3, joonis 10 ja 11) ilmneb aga, et Ghendid 2 ja 4 on
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selektiivsed D2R-le. Funktsionaalkatsete tulemustest vdib seega jareldada, et
asendades apomorfiini struktuuris R1 rithma nukleofiilse fendil- vdi fenoolriihmaga
muutub  UGhend selektiivseks D2R-le. See vdib viidata D2R sidumistasku
positiivsemale laengule vorreldes D3R-ga.

Sidumiskatsete pdhjal on kdige suuremad selektiivsused D3 retseptorile
uhenditel 1 ja 3 (vastavalt 2,4 ja 2,6 korda), kuid need jaid alla apomorfiini
selektiivsusele (3,2 korda). Tulemustest vdib jareldada, et alifaatsed asendusriihmad
alandavad  Uhendi selektiivsust D3R-le kdige vdhem  vorreldes teiste
asendusrihmadega. Uhendid 1 ja 3 on cAMP aktivatsioonil aga oma selektiivuse
D3R-le kaotanud. Samuti on apomorfiini selektiivsus D3R-le rohkem kui poole
vaiksem vdrreldes sidumiskatsetest saadud andmetega.

CAMP biosensoriga saadud tulemustest eristub thend 5, mis on 3,7 korda
selektiivsem D3R-le, Uletades seega pea 2,5 kordselt apomorfiini selektiivsust ja olles
seega suurimat selektiivsust omav aine. Seega suurendab 4-N,N-dimetiilamino-
benstulrihm Ghendi selektiivsust D3R-le, mis v6ib olla seotud asendusrihma
positiivse laenguga. See vOib viidata D3R sidumiskoha negatiivsemale laengule
vorreldes D2R-ga. Uhendi mdjusus mdlemale retseptorile on aga koigist teistest
madalam. Sidumiskatsetes ei oma tUhend 5 aga méarkimisvéarset selektiivsust D3R-le
ning Uhendi afiinsus mdlemale retseptorile on ks madalamaid.

Afiinsuse suur védhenemine toimus thendi 6 korral, kus afiinsus D2R-le on ule
kolme korra vaiksem ning D3R-le peaaegu kaheksa korda véiksem vdrreldes
apomorfiiniga. Sama Uhend omab sidumiskatsetes ka kdige vaiksemat D3R
selektiivsust. Samuti on thendi 6 m&jusus D2 ja D3 retseptoritele ks madalamaid.
Seega naftiitlrihma lisamine vahendab nii Ghendi afiinsust kui ka mdjusust D2R ja
D3R-le. Pdhjuseks voib olla naftaleenrihma suurus ning steeriliste takistuste tottu
vOib olla raskendatud Uhendi seondumine retseptorile.

Peaaegu kdigi 1l-asendatud apomorfiini derivaatide mdjusus oli apomorfiini
omast madalam. Ka thendite afiinsused olid tldiselt apomorfiini omast madalamad
kui vélja arvata Uhendid 3 ja 4, mille afiinsus D2R-le oli apomorfiini omast veidi

suurem.
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Joonis 10. 1-asendatud apomorfiini derivaatide mdjusus D2 retseptorit ekspresseerivate rakkude
cAMP tasemele. Katsed on teostatud kolmes korduses, triplikaatides ja graafik on normaliseeritud
arvestades 100%-ks maksimaalset FRET muutust antud katsepéeval.
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Joonis 11. 1-asendatud apomorfiini derivaatide mdjusus D3 retseptorit ekspresseerivate rakkude
cAMP tasemele. Katsed on teostatud kolmes korduses, triplikaatides ja graafik on normaliseeritud
arvestades 100%-ks maksimaalset FRET muutust antud katsepéeval.

Apomorfiin, mis on mdjus dopamiini retseptorite téisagonist, on Uks
tanapdeval kasutatavaid Parkinsoni tdve ravimeid. Uhendi modifitseerimisega
uritatakse leida uusi suurema D3R selektiivsusega aineid, mis oleksid veelgi paremate
farmakoloogiliste omadustega. Sidumisafiinsus on ks parameetritest, mille jargi on
vOimalik Ghendi farmakoloogilisi omadusi uurida. See annab meile informatsiooni
aine sidumise tugevusest retseptorile ning selle jargi on ka vdimalik ennustada

sidumismehhanismi. Meie to6rihmas on mdodetud 1-asendatud apomorfiini
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derivaatide sidumisafiinsused radioaktiivse ligandi seostumise meetodil ning saadud
andmete pdhjal ei leitud Ghtki apomorfiinist D3-selektiivsemat —ainet.
Sidumisafiinsuse korval on teiseks oluliseks parameetriks veel ainete mdjusus ehk
efekti suurus, mida aine retseptorile seondudes tekitab. 1-asendatud apomorfiini
derivaatide bioloogilist aktiivsust on meie tooriihmas eelnevalt uuritud [*H]camp
konkureerimise meetodil, kuid D3R puhul ei ©&nnestunud antud meetodiga
usaldusvéarseid tulemusi saada. POhjuseks arvati olevat D3 retseptori ja sellele
vastava G-valgu ndrk seondumine vdi ka sobiva AC vormi puudus, mistottu ligandi
seondumine retseptorile ei tekitanud rakus piisavalt suurt cAMP taseme muutust, et
seda maéarata raku llsaadis totaalse CAMP méaédramise meetodiga ning takistuseks
vOiski saada antud meetodi liiga véike tundlikkus.

Ké&esolevas to6s on samade ainete bioloogilist aktiivust uuritud Epac valgul
pdhineva sensoriga, mis vdimaldab erinevalt eelnevatest meetoditest viia katseid labi
reaalajas ning elus rakkudel. Sisse seatud metoodika abil saadi usaldusvééarseid
tulemusi ka D3R korral ning erinevalt varasemast, voimaldab k&esolev metoodika
esimest korda teostada vaikesemahulisi sOeluuringuid Gj-seotud retseptorite
ligandidele. See on oluline samm edasiseks ligandide arenduseks, sest v6imaldab
teostada sdeluuringuid erinevate D2 ja D3 retseptorite ligandidele ning leida uusi
potentsiaalseid ravimikandidaate néiteks Parkinsoni tdvele ja skisofreeniale, mis on
seotud just Gj-seotud retseptorite vaartalitlusega. Vorreldes eelnevate radioaktiivsusel
pdhinevate meetoditega on kaesolev fluorestsentsintensiivsusel pdhinev meetod
ohutum, suurema tundlikkusega ning suurimaks eeliseks on funktsionaalkatsete
teostamise vOimalikkus elus rakkudes.

Tulemused radioaktiivse cCAMP (Reinart-Okugbeni et al. 2013) ning Epac
valgul pdhineva sensori meetodiga D2R-le ei lange 1-asendatud apomorfiini
derivaatide iseloomustamisel tdiel madral kokku ning seda ilmselt meetodite
tundlikkuse erinevuse tdttu. Samuti ei véimalda [*H]camp meetod teostada katseid
reaalajas ega elus rakkudel, mistdttu véivad tulemused erineda cAMP sensoriga
moddetud tulemustest. CAMP sensoriga leiti, et suurimat potentsiaali edasi uurimiseks
omab Uhend 5, sest asendades 1. positsioonis vesiniku 4-N,N-dimetlulamino-
bensttilrihmaga suureneb selektiivsus D3 retseptorile ligi 2,5 korda. Ullatavalt on aga
sidumisandmete pdhjal Ghendi 5 selektiivsus D3R-le peaaegu 3 korda vaiksem
apomorfiini selektiivsusest. Sidumisandmete pohjal olid kdige D3 selektiivsemateks

aineteks thendid 1 ja 3 (vastavalt 2,4 ja 2,6 korda), mis aga CAMP biosensoriga
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mddtes olid peaaegu poole oma selektiivsusest kaotanud (vastavalt 1,6 ja 1,4 korda).
Ligandide sidumisafiinsuste ja mdjususte omavaheliste tendentside mdningane
lahknemine vajab veel l&hemalt uurimist.

Kuigi stinteesitud uhendid mdjutasid selektiivsust D1 retseptorile vorreldes D2
ja D3 retseptoritega, siis markimisvaarset selektiivsust D2 ja D3 retseptoritele ei
leitud. Kuna D2R ja D3R kuuluvad mdlemad D2-tiilipi retseptorite alla ning nende
sidumisdomeenid on 75% ulatuses Uhesugused (Beaulieu ja Gainetdinov 2011), siis
ongi suure struktuurilise sarnasuse tottu keeruline selektiivseid aineid sunteesida.

Kuna D3 retseptori kristallstruktuur on teada (Chien et al. 2010), siis edaspidi
vOiks uute potentsiaalsete ligandide vélja s6elumiseks lisaks sidumis- ja
funktsionaalkatsetele kasutada ka molekulaarset modelleerimist ja pokkumist (ingl
docking). See vdimaldaks juba enne aine stinteesimist ennustada selle aine seostumist
ja mdju dopamiini retseptoritele ning seega vahendada ajakulu, mis muidu kaasneks
aine slinteesimisele ja katsete teostamisele. Seega saaks sdeluuringuid labi viia vaid
ainetel, mille potentsiaal dopamiini retseptorite ligandina on juba eelnevalt arvutuslike
meetoditega tOestatud.

Samuti vdiks sidumisafiinsuse madramiseks votta kasutusele fluorestsentsil
pdhinev meetod. Radioaktiivsed ligandid on ohtlikud, kallid ning neid on keeruline
kéidelda. Fluorestsentsil pdhineva meetodi eelisteks oleks meetodi suurem ohutus,
odavus ning saavutatav on ka kdrgem tundlikkus. Samuti v6imaldaks see teostada
katseid reaalajas ning kaoks vajadus erinevateks pesemisprotsessideks, mistdttu oleks
vBimalik ka ligandide kiiremad s@eluuringud. Fluorestsentsmeetodi kasutuselevétu
puudusteks vdib olla sobivate fluorofooride puudus, mis ligandile seostudes ei
muudaks selle konformatsiooni ja sidumisomadusi. Selliste fluorestseeruvate
ligandide arendus on véga keeruline ning ligandid ise Usna kallid.

Kéesoleva t60 eesmargiks oli sisse seada Epac2-camps biosensoril p&hinev
meetod Gj-seotud retseptorite aktivatsiooni maaramiseks ning selle abil 1-asendatud
apomorfiini derivaatide bioloogilise aktiivsuse uurimiseks dopamiini D2 ja D3
retseptorites. Antud metoodika vdimaldas méérata Gj-seotud retseptorite ligandide
bioloogilist aktiivsust elus rakkudes, mida varem polnud meie laboris vdimalik
madrata. MOOteti 1-asendatud apomorfiini derivaatide bioloogilist aktiivust, kuid
méarkimisvaarset selektiivsust D3 retseptorile Uhegi aine korral ei leitud.
Sellegipoolest vé&rivad moningad ained edasist arendust kombineerituna
molekulaarse modelleerimise ja pokkumisega. Nendeks on ained 1, 3 ja 5, kus
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asendusrihmadeks on vastavalt metul-, hidrokstmetdl- ja 4-N,N-dimetiilamino-
bensullrihm, mis néitasid suurimat selektiivsust D3 retseptorile (vastavalt 2,4, 2,6 ja
3,7 korda).
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KOKKUVOTE

Dopamiini retseptorid on fusioloogiliselt olulised G-valguga seotud
retseptorite perekonda kuuluvad retseptorid, mis on seotud rakkudevahelise
signaalililekandega. Nende véartalitlus vdib pdhjustada mitmeid raskeid haiguseid,
nagu nditeks skisofreenia ja Parkinsoni tdbi. Kéesoleva t66 eesmérgiks oli kohandada
Epac valgul pohinev biosensor “Epac2-camps” Gj-seotud dopamiini D2 ja D3
retseptorite alatiitipidele ning uurida Debreceni Ulikoolis siinteesitud 1-asendatud
apomorfiini derivaatide bioloogilist aktiivsust nendele retseptoritele.

TOO teoreetilises osas anti Ulevaade signaalitilekande mehhanismidest G-
valkudega seotud retseptorite kaudu, samuti erinevate dopamiini retseptorite
alatiupide  bioloogilisest  rollist ning erinevatest meetoditest  tstklilise
adenosiinmonofosfaadi (CAMP) mé&aramiseks. Eksperimentaalses osas kirjeldati
HEK293 rakuliini kasvatamist, rekombinantse sensorvalgu ekspresseerimist ning
funktsionaalsete katsete teostamist elus rakkudel.

Ké&esolevas t00s seati sisse fluorestsentsil pOhinevat meetod cAMP
madramiseks elus rakkudes, millega on v&imalik uurida nii Gs- kui ka G;-seotud
retseptorsiisteeme. Pérast sensori kohandamist D2 ja D3 retseptoritele uuriti ka 1-
asendatud apomorfiini derivaatide mdju retseptoritele ning vorreldi neid nii meie
laboris kui ka kirjanduses avaldatud tulemustega. Olulise arenguna saadi
usaldusvaarsed tulemused ka D3 retseptori alatiilibile, mis eelnevate meie laboris
kasutatud meetoditega ei olnud osutunud vB@imalikuks.

Koik uuritud apomorfiini derivaadid osutusid apomorfiiniga vdrreldes
taisagonistideks ning kdigi thendite afiinsus D2 ja D3 retseptoritele oli vahemalt alla
mikromolaarse. Kuigi sunteesitud thendid vahendasid selektiivsust D1 retseptorile
vOrreldes D2 ja D3 retseptoritega, siis méarkimisvéarset selektiivsust D2 ja D3
retseptoritele ei leitud. Saadud tulemused annavad véartuslikku informatsiooni uute

selektiivsete Uhendite edasiarenduseks tulevikus.
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SUMMARY

Dopamine receptors represent a physiologically important family of G-protein
coupled receptors involved in signal transduction between cells. Malfunctioning of
these receptors can cause several severe illnesses, e.g. Schizophrenia, PD, etc. The
aim of the present study was to adapt an Epac-based biosensor “Epac2-camps” for
studies of G; coupled dopamine D2 and D3 receptor subtypes. Additionally, biological
activity of 1-substituted apomorphine derivatives, synthesized in the University of
Debrecen, was investigated on both of these receptor subtypes.

In the theoretical part of the thesis, signal transduction mechanisms involving
G-protein coupled receptors, the physiological role of different dopamine receptor
subtypes and several methods for determining cyclic adenosine monophosphate
(cCAMP) were reviewed. In the experimental part, the maintenance of HEK293 cell
line, the expression of the recombinant sensor protein and the functional experiments
on live cells were described.

In the present study, a fluorescence based method for determination of cCAMP
in live cells was implemented, that allows investigating both G¢- and G;-coupled
receptor systems. After adapting the sensor to the D2 and D3 receptors, the effects of
1-substituted apomorphine derivatives were measured and compared to former data
obtained with previous methods from our laboratory and from the litearature.
Importantly, reliable results were obtained for the D3 receptor subtype, which had not
been possible using previous methods available in our laboratory.

All of the tested apomorphine derivatives behaved as full agonists compared
to apomorphine itself and showed at least submicromolar affinity for D2 and D3
receptors. Although the synthesized compounds decreased the selectivity for D1R
compared to D2 and D3 receptors, there was only a slight effect on the selectivity for
D2 and D3 receptors. The obtained results give valuable information for the

development of new selective compounds in the future.
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