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KASUTATUD LUHENDID

A68930 — (1R,3S)-1-(aminometiiiil)-3-feniitil-3,4-dihiidro-1H-isokromeen-5,6-diool
AC — adeniilaadi tsiiklaas

APO — apomorfiin

CAMP — tsiikliline adenosiin-3-5-monofosfaat

BV — bakuloviirus

DA — dopamiin

DMEM — Dulbecco modifitseeritud rakuséode

DPBS — Dulbecco sooladega fosfaatpuhver

DTT — ditiotreitool

ICso — ligandi kontsentratsioon, mis blokeerib radioligandi sidumist 50% ulatuses
EDTA — etiileendiamiintetraatsetaat

FBS — veiseloote seerum

G418 — antibiootikum genetitsiin

GDP — guanosiindifosfaat

GPCR — G-valguga seotud retseptorid

GTP — guanosiintrifosfaat

G-valk — guaniininukleotiide siduv valk

*H — triitium

HEK293 — inimese embriionaalsed neerurakud 293

Ki — inhibeerimiskonstant

Kp — radioligandi dissotsiatsioonikonstant



LE300 - 6,7,8,9,14,15-Heksahiidro-7-metiiiil-5H-indoolo[3,2-f][ 3]bensasetsiin
MOI — nakatuskordsus

MNPA — 2-metoksii-10,11-dihiidroksii-N-propiiiilnorapomorfiin hiidrokloriid
PD — Parkinsoni tobi

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

bensasepiin
SKF81297 — R-(+)-6-kloro-7,8-dihtidroksii-1-feniiiil-2,3,4,5-tetrahiidro-1H-3-bensasepiin

TM — transmembraanne



SISSEJUHATUS

G-valguga seotud retseptorid (GPCR-id) on suurim inimese genoomi kodeeritud retseptorite
perekond, mille erinevad liikkmed osalevad signaaliiilekande protsessides. Neil on vdime
vahendada viljaspoolt rakku tulevaid signaale raku sisse. Héired GPCR-de vahendatud
signaaliiilekandes pdohjustavad mitmesuguseid haigusi. Seetdttu on iile 50% ténapdeva
retseptiravimites suunatud just G-valguga seotud retseptoritele. Antud t66s keskenduti

dopamiini retseptoritele, mis kuuluvad samuti G-valguga seotud retseptorite hulka.

Aastakiimnete jooksul iiheks usaldusvdirseimaks retseptorite uurimismeetodiks on vélja
kujunenud radioaktiivsusel pohinev meetod. Selle meetodiga on vOimalik uurida ja
iseloomustada retseptori ja ligandi vahelisi interaktsioone. Kaesolevas t60s rakendatakse
radioaktiivsusel pohinevat meetodit erinevate retseptorpreparaatide iseloomustamiseks. Antud
to0s vorreldi kolmes erinevas ekspressioonisiisteemis toodetud dopamiini D; retseptoreid.
Eesmirgiks oli vilja selgitada, kas koik retseptorpreparaadid sobivad D; retseptori
ekspresseerimiseks ja uurimiseks. Lisaks traditsioonilistele ekspressioonisiisteemidele
(rakumembraanid) prooviti antud t66 raames esimest korda rakendada bakuloviiruseid
radioligandi sidumiskatsete labiviimiseks. Antud ekspressioonisiisteemis on valgu tootmine
lihtne ja suhteliselt odav ning valku on vdimalik toota suurtes kogustes. Lisaks on eeliseks

valgupreparaadi pikaajaline stabiilsus.

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli selgitada vilja, kas erinevad retseptorpreparaadid sobivad D;
retseptorit uurimiseks radioaktiivsusel baseeruva meetodiga. Selleks viidi 1dbi erinevad
katsed, mille tulemusena leiti mitmesuguseid retseptori ja ligandi vahelisi interaktsioone
kirjeldavaid suurusi (radioligandi tasakaalukonstant, retseptorpreparaatide maksimaalne
seostumiskohtade hulk, mérgistamata ligandide inhibeerimiskonstandid). Nende pohjal on

voimalik omavahel vorrelda erinevaid retseptorpreparaate.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1  Signaali iilekanne

Koik elusorganismid koosnevad erinevatest rakkudest. Raku elutegevuse kdigus toimub pidev
informatsioonivahetus timbritseva keskkonnaga ning sealt tulevad signaalid mojutavad
mitmesuguseid biokeemilisi reaktsioone rakus. Kui raku vélispinnale jouab mingisugune
signaal, siis see kdiivitab keemiliste reaktsioonide raja, mida nimetataksegi signaali
tilekandeks. On olemas mitmeid erinevaid bioloogilisi signaale nagu on ka erinevaid

bioloogilisi vastuseid nendele signaalidele. [1]

Eukariiootsetel rakkudel on kuus peamist signaaliiilekande mehhanismi: ioonkanalid;
retseptor-ensiitimid; membraansed valgud, mis toimivad 1dbi G-valgu; tuumvalgud, mis
seovad steroide ja aktiveerivad transkriptsiooni faktoreid; membraansed valgud, mis
aktiveerivad proteiinkinaase; adhesiooni retseptorid, mis kannavab informatsiooni rakuvélise
maatriksi ja tsiitoskeleti vahel. Erinevate signaaliiilekande mehhanismide tundmine lihtsustab
uute ravimite véiljatootamist, sest selektiivsemad ravimid, mis mojutavad kindlalt
signaaliiilekande vahendajat, on patsientidele ohutumad. Antud t66s keskendutakse G-
valguga seotud retseptoritele, mille kaudu avaldavad oma md&ju mitmesugused erinevad

laialdaselt kasutusel olevad ravimid. [2]

1.2 G-valguga seotud retseptorid

G-valguga seotud retseptor on rakumembraani ldbiv valk, mida iseloomustab seitsme
hiidrofoobse transmembraanse (TM) alfa-heeliksi olemasolu. GPCR-id avaldavad oma moju
rakus G-valkude kaudu. G-valkude nimetus tuleneb asjaolust, et need seovad erinevaid
guaniininukleotiide — puhkeolekus guanosiindifosfaati (GDP), mis retseptori aktiveerumisel
asendub guanosiintrifosfaadiga (GTP). G-valgud on olulised nérvisignaali {ilekandmisel ja
mojutavad paljusid erinevaid rakuprotsesse, sealhulgas rakkude kasvu ja valkude siinteesi.
Imetajate  G-valgud jagunevad kahte pohikategooriasse: vidiksed G-valgud ning

heterotrimeersed G-valgud. Just heterotrimeersed G-valgud on seotud GPCR-dega.



Heterotrimeersed G-valgud koosnevad kolmest alaiihikust alfa (o), beeta (B) ja gamma (y).
Enamus G-valgu omadusi on mdératud a-alaithikuga ning iiks rakk suudab ekspresseerida
kuni kiimme erinevat a-iihikut, kusjuures nende molaarmassid jadvad vahemikku 38-52 kDa.
G-valgu alfa alaithikud jaotatakse nelja suuremasse riihma (Goq, Ga12, Gas jJa Ggi). Gog-alaiihik
reguleerib ensiitimi fosfolipaasi, mille tulemusel hakatakse tootma signaalmolekule. Ggi»-
alatihik aktiveerib aga GTPaaside perekonda kuuluvaid guaniini nukleotiidide
vahetusfaktoreid. G, -alaiihik aktiveerib ensiilimi adeniilaadi tsiiklaasi (AC), mis pohjustab
tstiklilise adenosiin-3-5-monofosfaadi (CAMP-i) kontsentratsiooni tousu rakus. Gg-alalihik
toimib aga vastupidiselt ja inhibeerib ensiiimi AC ning alandab cAMP-i kontsentratsiooni
rakus. Koik erinevate a-alaiihikutega heterotrimeersed G-valgud on voimelised osalema

mitmesugustes signaaliiilekande protsessides. [3-4]

GPCR-id on suurim inimese genoomis kodeeritud retseptorite perekond, mis on marklauaks
paljudele tinapieval kasutuses olevatele ravimitele. Ule 50% retseptiravimitest on suunatud
just GPCR-dele [5]. G-valguga seotud retseptorid reageerivad tervele reale keemilistele
effektoritele nagu néiteks valgus, 15hn, maitse, feromoonid, hormoonid ja neurotransmitterid.
G-valguga seotud retseptorid kannavad nérvisignaali viliskeskkonnast rakku sisse, kus G-

valkude kaudu aktiveeritakse juba jargnevaid signaaliradu. [6]

G-valguga seotud retseptorite perekonna tdpne suurus on veel teadmata, kuid tédnaseks on
leitud iile 800 erineva liikme. Need jagunevad kolmeks pohiliseks perekonnaks (A, B ja C),
millest perekond A (rodopsiinilaadsed) on suurim ja sisaldab retseptoreid paljudele
erinevatele  ligandidele (nditeks peptiididele, lipiididele, katehhoolamiinidele ja
nukleotiididele). Rodopsiinilaadsete retseptorite alla kuuluvad ka antud t66s kasitletud

dopamiinergilised retseptorid. [7-8]

1.3 Retseptori ja ligandi vahelised interaktsioonid

Lisaks teadaolevatele endogeensetele ehk kehaomastele ligandidele vdivad retseptorid olla
interaktsioonis laias laastus kahe riithma ligandidega — antagonistide ja agonistidega.
Antagonisti madratletakse molekulina, mis pédrast retseptoriga seostumist takistab

bioloogiliselt aktiivse molekuli (hormooni vOi agonisti) interakteerumist retseptoriga.



Antagonist ise ei suuda retseptorit aktiveerida. Agonist on aga molekul, mis seostub

retseptoriga ning aktiveerib retseptori, andes bioloogilise efekti. [9]

Agonistid  jagunevad omakorda tdisagonistideks, osalisteks agonistideks ning
poordagonistideks. Erinevaid agoniste iseloomustatakse omadusega, mida nimetatakse
efektiivsuseks. See omadus nditab agonistide vOimet aktiveerida biokeemilisi protsesse.
Osalised agonistid on molekulid, millel on biokeemilise protsessi aktiveerimisel véiksem
efektiivsus, kui tdisagonistil. On ka teisi agonisti-retseptori interaktsiooni teooriaid, néiteks
kolmekordse kompleksse mudeli teooria [10]. Antud mudel eeldab, et retseptor eksisteerib
kahes erinevas konformatsioonis — aktiivne (aktiveerib G-valku) ja inaktiivne. Agonist
stabiliseerib retseptori aktiivset konformatsiooni, samas kui pddrdagonist stabiliseerib
inaktiivset. Kolmekordse kompleksse mudeli tuletised vodimaldavad aga ka enamate

konformatsioonide moodustamist.

Biokeemilised katsed on ndidanud, et ithe ja sama retseptori erinevad agonistid vdivad
kiivitada rakus erinevaid protsesse. Seda nimetatakse stiimuli ninhkumiseks ehk kallutatud
agonismiks. See tdhendab, et voib olla mitu aktiivset retseptori konformatsiooni. Selle mudeli
puuduseks on asjaolu, et seal ei arvestata tasakaalu guaniini nukleotiidide ja G-valkude vahel.
Seetottu rakendatakse sageli kataliiiitilist kineetilist mudelit, kus on arvestatud interaktsioone
agonisti, retseptori, G-valgu ja nukleotiidi vahel. Selles mudelis muutub tasakaal aktiivsete ja

inaktiivsete olekute vahel (mitte ainult agonisti, vaid ka G-valgu nukleotiidide vahel).

Paljudel retseptoritel on olemas mitu kohta, kuhu ligand saab seostuda. On olemas
ortosteeriline sidumiskoht, kuhu ligand tavaliselt seostub. Lisaks teatakse ka retseptorite
allosteerilisi sidumiskohti. Teadaolevalt seostub hulganiselt molekule erinevate retseptorite
allosteerilisele sidumiskohale ning paljud neist iihenditest on tuntud kui kdrge selektiivsusega
ravimid. Allosteerilised sidumiskohad asuvad ortosteerilistest saidist eemal ja modjutavad
mdne teise ligandi seostumist ortosteerilisse saiti. Uldjuhul ei ole allosteerilistel ligandidel
tiksinda mdju biokeemilistele protsessidele, kiill aga need kiirendavad voi takistavad teiste

ligandide toimet. Retseptorite allosteerilistest modulaatoritest on teada niiteks GABA. [11]

Ajalooliselt on radioaktiivsusel baseeruv meetod kdige levinum viis retseptori ja ligandi
vaheliste interaktsioonide uurimiseks. Sidumiskatsetes kasutatakse kdige rohkem °H ja **I
isotoobiga maérgistatud ligande. Radioligandi sidumiskatsed annavad usaldusvdirseid

tulemusi, kuid sellel meetodil on ka moningaid puudusi. Radioligandid on kiillaltki kallid ning
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mondade radioligandide lihikese poolestusaja tottu saab neid kasutada ainult lithikest aega.
Samuti on ka katsete kédigus tekkinud radioaktiivsete jadtmete kditlemine ja utiliseerimine
keerukas protsess. SeetOttu kasutatakse aina rohkem mitteradioaktiivseid meetodeid, néiteks
fluorestsentsil baseeruvaid katsesiisteeme. Ometi on radioaktiivsusel baseeruv meetod endiselt

laialdaselt kasutusel retseptori ja ligandi vaheliste interaktsioonide kirjeldamiseks. [4]

On kolm erinevat laadi ldhenemist selleks, et viia 1dbi sidumiskatseid: Kkineetilised
eksperimendid, tasakaaluline kiillastussidumine ja konkureeriva sidumise katsed. Kineetilistes
katsetes jalgitakse erinevatel ajahetkedel radioligandi seostumist retseptorile (iihel voi mitmel
erineval radioligandi kontsentratsioonil) ja tulemusteks saadakse seostumise- vd&i
dissotsiatsiooni kiiruskonstandid. Tasakaalulise kiillastussidumise katsetes uuritakse ligandi
seostumise médra erinevatel radioligandi kontsentratsioonidel, kusjuures oodatakse tasakaalu
saabumiseni. Selle tulemusena on vdimalik méérata radioligandi dissotsiatsioonikonstant ja
sidumiskohtade hulk retseptorpreparaadis. Konkureerivate sidumiskatsete kdigus hoitakse
radioligandi  kontsentratsioon  konstantsena ja varieeritakse maérgistamata ligandi
kontsentratsiooni.  Selliste  katsete  tulemusena  saadakse  maérgistamata  iihendi
inhibeerimiskonstandi  (K;) véértus, mis isecloomustab mérgistamata ligandi afiinsust

retseptorile. [12]

1.4  Dopamiini retseptorid

Dopamiin (DA) on oluline katehhoolamiinide perekonda kuuluv virgatsaine imetajate ajus,
kus see reguleerib mitmesuguseid funktsioone, sealhulgas liilkumist, tunnetust, emotsiooni ja
toitumist. DA struktuur koosneb benseenist, mille kiiljes on kaks hiidroksiiiilrithma ja samuti
ka etiitilamiin voi selle derivaat (Joonis 1) [3]. IUPAC-i nomenklatuuri jargi on DA 4-(2-
aminoetiitil)benseen-1,2-diool. Antud katehhoolamiin méngib tdhtsat rolli ka véljaspool aju,

néiteks sidameveresoonkonnas, neerude funktsioneerimisel ning seedeelundite t50s.

HO
NH

OH

Joonis 1. Dopamiini struktuur
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Dopamiinergilisi siisteeme on laialdaselt uuritud iile 30 aasta. PShiliseks pdhjuseks on see, et
mitmesuguseid patoloogilisi seisundeid nagu Parkinsoni tdbe (PD), skisofreeniat ja Tourette’i
stindroomi seostatakse dopamiinergilise siisteemi desiiregulatsiooniga. Dopamiini retseptorite
antagoniste kasutatakse ravimitena selleks, et leevendada hallutsinatsioone ja luulusid, mis
esinevad skisofreeniahaigetel. Lisaks on DA retseptorite antagonistid efektiivsed Parkinsoni
tove stimptomi hiipokineesia leevendamisel. DA retseptorite blokeerimine vdib aga omakorda
kaasa tuua soovimatuid efekte, mis tdhendab niiteks seda, et tekib dopamiini retseptorite
alatalitlus. Sellisel juhul saab liiga vdhe dopamiini retseptoritele seostuda ning néarvisignaali
edasi kanda. Niiteks PD puhul manustatakse L-DOPA-t, mis muudetakse ajus dopamiiniks,
mistottu nérvisignaali iilekanne muutub efektiivsemaks. Suured doosid DA agoniste vdivad
aga pohjustada psithhoosi. Seega on dopamiinergilise siisteemi ala- voi iiletalitlusest

tulenevate haiguste ravi seotud tdsiste korvalmojudega. [13]

DA retseptorid kuuluvad G-valguga seotud retseptorite perekonda ja jagunevad D;-tiilipi ja
D,-tiitipi  retseptoriteks (Joonis 2) [9]. Need kaks perekonda on selgelt eristatavad nii
struktuuri kui ka funktsionaalsuse poolest. D; ja D, klassifikatsioon tdotati vilja 1970. aastate
16pus ja see kehtib tdnapédevani. Ds ja Dy retseptoreid loetakse D;-tiitipi retseptoriteks, kuna
nende transmembraansed alad on ligi 80% ulatuses sarnased, kuid kohad, kus neid ajus
ekspresseeritakse on erinevad. D,, D3 ning D4 kuuluvad Do-tiiiipi retseptorite perekonda ja
nende transmembraane sarnasus D, ja D3 retseptorite vahel on 75% ning D, ja D4 vahel 53%.
Kuna samasse perekonda kuuluvad dopamiini retseptorid on omavahel homoloogilise

struktuuriga, siis on alatiitipspetsiifiliste ligandide leidmine keeruline.

D, ja Do-tiitipi retseptorite funktsionaalne erinevus tuleb sellest, et need on seotud erinevate
G-valgu alfa alaiihikutega. Lisaks on D;-tiilipi retseptorite perekonnal ligikaudu seitse korda
pikem C-terminaalne domeen kui D,-tiitipi retseptoritel. D;-tiitipi retseptorid on seotud G-
alatihikuga, mis stimuleerib ensiitimi AC ja ka cAMP-i siinteesi rakus. D, tiitipi retseptorid on
seotud Gg-alaiihikuga inhibeerides ensiitimi AC, mistottu CAMP-i siinteesi rakus on samuti
inhibeeritud [3]. Erinevus D,-tiilipi ning D;-tiilipi retseptorite vahel on ka see, et Dy ja Ds
retseptoreid kodeerivad geenid ei sisalda introneid oma kodeerimisregioonides. See on

sarnane enamiku G-valguga seotud retseptoritega. [12-13]
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Rakuviline

Joonis 2. Dopamiini retseptorite iildstruktuur. Joonisel on nédidatud D;-tiilibi retseptorite
struktuursed tiksused. Dy-tiitipi retseptorite perekonna C-terminaalne domeen on umbes seitse korda
pikem kui D, sarnastel retseptoritel. D,-tiilipi retseptoritel on aga pikem kolmas rakuvéline aas (E3).
E1-E3 — rakuvilised aasad, 1-7 — transmembraansed domeenid, 12-13 — rakusisesed aasad. Joonisel on
vélja toodud kohad, kust retseptor on tavaliselt fosforiileeritud (P) ning lisaks on niidatud

gliikosiileerimis kohad N-terminuses. [14]

1.5 Dopamiin D; retseptori ligandid

D, retseptori ligande hakati uurima tunduvalt varem kui teiste DA retseptorite ligande. D,
ligandide terapeutilist potentsiaali hakati iha enam ndgema 1990. aastatel. Arvukalt korge
afiinsusega ligande D; retseptorile siinteesiti juba 1980. aastatel. Suurem osa uurimistdost
piirdus iihe keemiliste ainete klassiga, milleks olid bensasepiinid. Antud klassist leiti mitmeid
korge afiinsusega D, retseptori selektiivseid ligande, mille hulgas oli nii antagoniste, kui ka
agoniste. Nende ligandide korge afiinsus ei olnud aga kooskolas suure efektiivsusega — need
ligandid seostusid retseptoritele histi ent, ei tekitanud maksimaalselt bioloogilist efekti

(aktivatsiooni voi inhibeerimist).
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Korge afiinsuse ja D; retseptori selektiivsuse tottu on erinevaid bensasepiinide derivaate
piititud rakendada Parkinsoni tdve slimptomite leevendamiseks vOi antipsithhootiliste
ravimitena. Nende ravimite laialdast kasutamist piirab aga viike efektiivsus. Lisaks on
probleemiks see, et nende suukaudne manustamine on raskendatud ning nende suhtes tekib
kiiresti ka resistentsus. Ainsaks ravimiks, mis turule on joudnud, on fenooldopaam. Kuigi D;
retseptori selektiivsed ligandid voeti kasutusele juba enam kui kaks aastakiimmet tagasi, on
ravimitena efektiivsed D; retseptori selektiivsed ligandid pigem haruldased. Tanapéeval on
enamik dopamiinergilisi ravimeid suunatud pigem D,-tiilipi retseptoritele. Klassikalisi
bensasepiini analooge kasutatakse aga laialdaselt farmakoloogiliste vahenditena D; retseptori

uurimiseks. [15]

1.6 Bakuloviirustel ja Sf9 rakkudel pohinev ekspressioonisiisteem

Ligandi ja G-valguga seotud retseptori vaheliste interaktsioonide uurimiseks on viga
erinevaid ldhenemisi, alustades loomse koe kasutamisest kuni puhastatud algupédraste voi
rekombineeritud valkudeni. Bakuloviirustel ja Sf9 (Spodoptera frugiperda) rakkudel
pohinevast ekspressioonisiisteemist on saanud iiks laiema kasutusalaga meetodeid
rekombinantsete valkude tootmiseks. Selles ekspressioonisiisteemis toodetud rekombinantsed
valgud on inimese organismis leiduvatele valkudele sarnasemad, kui nditeks parmides voi
bakterites toodetud valgud. Antud siisteemi eelis imetajarakkude ees on aga see, et valkude
tootmine on tunduvalt odavam. Lisaks on vdimalik toota vajalikku valku suurtes kogustes.
Sf9 putukarakkudes saavad ka toimuda olulisemad posttranslatoorsed modifikatsioonid, mis
on vajalikud G-valguga seotud retseptorite korrektseks funktsioneerimiseks. [17-18]

Bakuloviirusel ja Sf9 rakkudel pohinev ekspressioonisiisteem on tuntud kui ohutu
tehnoloogia, mida on edukalt kasutatud paljude valkude ekspresseerimiseks ja mida voib
kasutada ka selleks, et wuurida valke bakuloviirusega nakatatud putukarakkude
rakumembraanides. Sf9 rakuliin on liblika munasarja koest eraldatud ning neid rakke
kasutatakse laialdaselt GPCR-de uurimisel. Sf9 rakke nakatatakse viirusega, millesse on
kodeeritud soovitav transgeen efektiivse polithedriini promootori alla, mille abil hakatakse
tootma rekombineeritud valku suurtes kogustes. Tanu mitmesugustele tehnoloogilistele

uuendustele on vabanetud mitmest tiilikast ja aegandudvast etapist, mis olid varem vajalikud
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rekombinantsete viirusosakeste identifitseerimiseks ja isoleerimiseks ning seetSttu on

stisteemi populaarsus pidevalt kasvanud. [16-19]

Bakuloviirused on DNA viirused, mis périnevad putukarakkudest ja on voimelised nakatama
iile 500 erineva putukaliigi. Esialgsete tulemuste kohaselt arvati, et bakuloviirustega saab
ekspresseerida valke ainult putukarakkudes. Hilisemate wuuringute tulemusena jouti
jéareldusele, et rekombinantsete valkude tootmine on vdimalik siiski ka imetajarakkudes.
Selleks on vaja viiruse genoomi viia peale soovitud geeni ka imetajaterakkudes efektiivselt
tootav promootor. Bakuloviiruste kasutamine biotehnoloogias on ohutu, kuna nad ei paljune
imetajarakkudes ja lagunevad rakkudes teatud aja jooksul. Samuti on nende kasutamise
eeliseks see, et bakuloviiruste genoomi saab sisestada kuni 38 kbp suuruse geenijirjestuse.

Seega on voimalik ekspresseerida suuri valke ning ka mitut valku korraga. [21]

Antud ekspressioonisiisteemi toimimiseks nakatatakse Sf9 rakk viirusega. Viirus hakkab
rakus paljunema. Sellest tingituna hakkab rakk oma membraani tootma soovitud GPCR-i.
Modne aja moddudes hakkavad viirusosakesed rakust vélja punguma, vottes tiikikese
rakumembraani endaga kaasa — nii saadaksegi rekombinantsed valgud viirusosakeste pinnale
(Joonis 3). Antud ekspressioonisiisteemis saab valgupreparaadina kasutada nii Sf9
rakumembraane kui ka bakuloviiruseid. Sf9 rakumembraanide kasutamiseks kogutakse rakud
siis, kui elumus ei ole mirgatavalt langenud (elumus > 90%, ligikaudu 48 tundi pérast
nakatamist). Bakuloviiruste kasutamiseks oodatakse seni kuni elumus on langenud alla 50%
(enamus rakke on surnud, kuna nende rakumembraan saab viirusosakeste pungumisel
kahjustada).
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Sf9 rakk

Pungunud bakuloviirused

Joonis 3. Bakuloviiruste pungumine peremeesrakust. Joonisel on ndidatud kuidas pungunud

viirusosakesed véljuvad Sf9 rakust. Selle kdigus vdtavad need tiikikesed peremeesraku membraani
endaga kaasa, mistottu on toodetud retseptoreid ka bakuloviiruste pinnal. Samuti on néha, et

viirusosakesed on viga pisikesed vOrreldes peremeesrakuga.

Bakuloviiruste kasutamise eeliseks on see, et viirusosakesed on véga stabiilsed (mddtmisi
voib teostada isegi 10 tunni viltel ja valk ei lagune). Bakuloviiruste stabiilsuse tottu
kasutataksegi neid laialdaselt fluorestsentsanisotroopia meetodis. Bakuloviirused on
pulgakujulised, kusjuures osakeste 1dbimodt on 40-50 nm ja pikkus 200-400 nm [20].
Viikeste moOtmete tottu arvati, et need ei sobi radioligandi sidumiskatseteks, kuna
filtreerimisetapi kdigus tuleb eemaldada vaba radioligand retseptoriga seotud radioligandist.
Bakuloviiruste vidikeste modtmete tdttu vOib see aga olla komplitseeritud, kuna

retseptorpreparaat ei pruugi klaaskiudfiltrisse kinni jaéda.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Materjalid ja aparatuur

G-valguga seotud retseptorite tootmiseks kasutati kolme erinevat ekspressioonisiisteemi:
bakuloviiruseid, Sf9 rakke ja HEK293 rakke (American Type Culture Collection). Erinevate
katsete labiviimisteks ja lahjenduste tegemiseks kasutati 96-siivendiga U-kujulise pdhjaga
katseplaate (Nunc). Standardainetena kasutati nii agoniste (apomorfiin, dopamiin, MNPA,
SKF81297 ja A68930) kui ka antagoniste (LE300, butaklamooli, SCH23390, spiperoon)
(Joonis 4). Radioaktiivsetes katsetes kasutati triitiumiga mirgistatud ligandi [*H]SCH23390,
mille eriaktiivsus oli 84,3 Ci/mmol (kuni 05.02.15) voi 81,9 Ci/mmol (alates 06.02.15).
Radioligandid osteti firmalt Perkin Elmer.

HBr

/
HiC—0

A68930 LE300 Butaklamool

H%?
—~ O

e 0
HO
O N—CHs
cl .

SCH23390 Spiperoon

Joonis 4. Dopamiinergiliste agonistide ja antagonistide struktruurid
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Sidumiskatsetes kasutati reaktsiooni peatamiseks filtreerimissiisteemi FilterMate Harvester
(Perkin Elmer), millega filtreeriti reaktsioonisegu ldbi klaaskiudfiltermattide (GF/B, Perkin
Elmer). Klaaskiudfiltermattide kuivatamiseks kasutati mikrolaineahju. Filtrisse tahke
stsintillandi Meltilex™ B/HS (Perkin Elmer) sulatamiseks, kasutati kuumpressi Meltilex™
Heatsealer (Wallac). Luminestsentsi mdotmiseks kasutati loendurit Wallac Microbeta TriLux
1450 LSC Luminescense Counter firmalt Perkin Elmer.

Rakkude loendamiseks ja elumuse méiramiseks kasutati rakuloendurit TC10™ Automated
Cell Counter (Bio-Rad Laboratories). Rakkude elumuse rutiinseteks médramiseks kasutati
0,4% triipaansinist (Sigma-Aldrich). Rakuplaatide vaatamiseks kasutati mikroskoopi
Olympus CKX31. Tsentrifuugimine viidi ldbi Sigma Laborzentrifugen mudeliga 3K30.

Rakkude homogeniseerimiseks kasutati homogenisaatorit Parmer LabGen 125.

Kodikide andmete tootlemiseks kasutati programmi Graphpad Prism"™ 5.00.

2.2 Retseptorite ekspresseerimine ja retseptorpreparaatide valmistamine.

2.2.1 Sf9 rakud

Sf9  putukarakke kasvatati Ex-Cell rakusootmes suspensioonikultuurina. Inkubaatori
temperatuur hoiti 27 °C juures. Antud rakkude puhul ei lisatud s66tmesse antibiootikume.
Viiruse tootmiseks nakatati Sf9 rakke tiheduse juures 1,5 min/ml. Viirusosakeste ja rakuarvu
suhe oli 5 viirusosakest iihe raku kohta, ehk MOI=5. Rakke kasvatati 48 tundi (kuni elumus
oli ligikaudu 90%). Jargmisena tsentrifuugiti rakud 1000 g juures 5 minuti jooksul. Seejérel
valati lahus pealt &ra ning sadet hoiustati -80 °C juures kuni membraanpreparaadi

valmistamiseni.

Membraanpreparaatide valmistamisel hoiti koiki lahuseid jdal ning tsentrifuugimised viidi
labi 4 °C juures. Sulatatud rakud resuspendeeriti jadkiilmas pesupuhvris (50 mM Tris-HCI,
pH=7,4) ning tsentrifuugiti 800 g juures 5 minuti jooksul. Esimesel korral lisati puhvrisse ka
EDTA-vaba proteaasi inhibiitorit (Roche Diagnostics GmbH). Saadud sade resuspendeeriti
uuesti pesupuhvris ning homogeniseeriti mehaaniliselt vdhemalt 30 sekundi jooksul (kuni

lahus oli homogeenne). Jargmiseks viidi 1dbi tsentrifuugimine 30 000 g juures 20 minuti
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jooksul. Seejirel eemaldati supernatant ja sade resuspendeeriti uuesti jadkiilmas pesupuhvris.
Peale seda viidi taaskord 1dbi lahuse homogeniseerimine ning tsentrifuugimine 20 minuti
jooksul 30 000 g juures. Viimane homogeniseerimine viidi 1dbi katsepuhvris (50 mM Tris-
HCI, 120 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM KCI, 1 mM EDTA, pH = 7,4). Katsepuhvrit lisati
nii palju, et 10pp kontsentratsioon oleks 10 miljonit rakku/ml-s. Saadud lahus jagati 1 ml
kaupa alikvootidesse ning hoiustati -80 °C.

2.2.2 Bakuloviirused

Sf9 putukarakke kasvatati tiheduseni 2,0 min/ml. Viiruse tootmiseks oli MOI taaskord 5. Sf9
rakke kasvatati seni kuni elumus langes alla 50% (ligikaudu 72 tundi). Seejérel tsentrifuugiti
rakud 1000 g juures 5 minuti jooksul. Jirgmisena eraldati supernatant ning viiruse
kontsentreerimiseks viidi 1dbi uus tsentrifuugimine (48 000 g, 40 minutit, temperatuur 4 °C).
Seejdrel eemaldati supernatant ning sade resuspendeeriti katsepuhvris nii, et 1dpptulemuseks
saadi 25 korda kontsentreeritud viirus. Saadud lahus jagati 500 pl kaupa alikvootidesse ning
hoiti -80 °C juures kuni katseni.

2.2.3 HEK?293 rakud

Meie tooriihmas on vélja tootatud piisiliin D retseptori ekspresseerimiseks HEK293 rakkudes
[22]. Antud rakke kasvatati Dulbecco modifitseeritud Eagle-i rakus66tmes (DMEM), millele
oli lisatud 10% veiseloote seerumit (FBS), 100 IU/ml penitsilliini, 100 pg/ml streptomiitsiini ja
400 pg/ml genetitsiini (G418). Neist viimane on oluline antibiootikum DA retseptorite geeni
sisaldavate rakkude selekteerimiseks. Rakke kasvatati niiskus-reguleeritud inkubaatoris
temperatuuril 37 °C. Inkubaatoris oli lisaks ka 5 % CO,. Membraanpreparaatide
valmistamiseks kasvatati HEK293 rakke Petri tassidel konfluentsuseni 90-95%. Seejdrel
kontrolliti rakkude elumust ning maédrati rakuarv (ithel Petri tassil). Rakkude lahti
pipeteerimiseks teistelt Petri tassidelt kasutati automaatpipette. Selleks lisati 2 ml DPBS-i iihe
plaadi kohta ning saadud rakususpensioon koguti 50 ml plasttuubidesse. Saadud

suspensioonid tsentrifuugiti toatemperatuuril 5 minuti jooksul 1000 g juures. Sadet hoiustati -
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80 °C juures kuni membraanpreparaadi valmistamiseni. Rakumembraanide katseks

ettevalmistamine viidi 14bi samamoodi nagu Sf9 rakkude puhul.

2.3 Retseptorpreparaadi testimine

Retseptorpreparaatide testimine oli vaja 1dbi viia selleks, et leida edasiste Kkatsete
(kiillastussidumise ja radioligandi viljatdrjumiskatsete) jaoks sobiv retseptorpreparaadi kogus.
Soovituslik totaalne seostumine peaks olema vahemikus 800-1200 cpm ehk seostub <10%
lahuses olevast vabast radioligandist. Samuti oli eesmargiks uurida mittespetsiifilise
seostumise osakaalu, mis voimaldab hinnata erinevate retseptorpreparaatide kvaliteeti. Katsed
viidi 1dbi kolme erineva valgupreparaadiga: Sf9 ja HEK293 rakkudes toodetud D;R-i ning
bakuloviirustes  ekspresseeritud  D;  retseptoriga.  Katsetes  varieeriti  erinevate
retseptorpreparaatide kontsentratsiooni (5,0-10-4,0-10° rakku/siivendis rakumembraanide
puhul ja 3,1:10°-24,9-10° rakku/siivendis bakuloviiruste jaoks).

Katsete ldbiviimiseks kasutati katsepuhvrit RIB (pH=7,4), mille valmistamiseks kasutati
jargmiseid aineid: 50 mM Tris, 120 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5mM KCI ja 1 mM EDTA.
(sobiva pH saamiseks kasutati HCI). Vahetult enne katsete labiviimist lisati katsepuhvrile 1
mM DTT. Radioligandi kontsentratsiooni hoiti konstantsena (ligikaudu 1 nM). Radioligandi
mittespetsiifilise secostumise méaidramiscks kasutati dopamiini retseptorite mitteselektiivset
antagonisti butaklamooli, mille kontsentratsioon hoiti samamoodi konstantsena (1 uM).
Totaalse seostumise méddramiseks lisati katseplaadi siivenditesse butaklamooli asemel vordne

ruumala katsepuhvrit.

96-siivendiga katseplaatidele lisati jargnevad ained: 50 pl radioligandi, 50 pl butaklamooli voi
katsepuhvrit ja 150 ul membraanpreparaati voi bakuloviirust (16ppruumala oli 250 pl). Katsed
teostati triplikaatides. Parast ainete lisamist pandi katseplaat inkubeerima loksutile (60
minutit, 25 °C, 400 rpm), et piistituks tasakaal. Peale inkubeerimisaja 1oppu eraldati lahuses
olev vaba radioligand radioligand-retseptor kompleksist. Vaba radioligandi eemaldamine
voimaldab detekteerida vaid seotud radioligandi hulka. Selleks filtreeriti reaksioonisegu lébi
klaaskiudfiltri, kasutades selleks jadkiilma filtreerimispuhvrit (20 mM K3PO,4, 100 mM NacCl,

pH=7,4). Filtri kuivatamine toimus mikrolaineahjus (2 minutit, 800W).

18



Radioligandiks kasutati triitimiga (*H) mirgistatud bensasepiini derivaati [*H]SCH23390.
Kuna triitiumi tekitatava B-kiirguse detekteerimine on keeruline, siis kasutatakse seostunud
radioligandi hulga maédédramiseks kaudset meetodit. Selleks sulatatakse filtrisse tahke
stsintilleeruv aine MeltiLex B. Triitiumi lagunemisel interakteerub tekkinud B-kiirgus tahke
stsintilleeruva ainega (sisaldab mitmesuguseid aromaatsed iihendeid). Stsintilleeruv aine
annab oma energia mone aja moddudes &dra valguskiire sdhvatusena, mida detekteeritakse
stsintillatsiooniloenduris valgustundliku detektori abil. Filterile jddnud radioaktiivsus

moddetakse cpm-des (counts per minute) ja iga siivendi mootmine toimub 4 minuti jooksul.

2.4 Kiillastussidumine retseptorpreparaatidele

Antud katse eesmirgiks on uurida radioligandi seostumise méara erinevatel radioligandi
kontsentratsioonidel. Sellise katse kdigus on voimalik maédrata radioligandi afiinsust,
(dissotsiatsioonikonstanti (Kp)) ja tihtlasi hinnata sidumiskohtade hulka retseptorpreparaadis
(Bmax)- Nende nditajate pdhjal on voimalik iseloomustada ja vorrelda erinevaid
retseptorpreparaate. Saadud radioligandi dissotsiatsioonikonstanti kasutatakse hiljem

erinevate margistamata tihendite inhibeerimiskonstantide (K;) arvutamisel.

Katse viidi samamoodi 1dbi 96-siivendiga katseplaatidel. Katsepuhviks kasutati RIB (pH=7,4),
millele vahetult enne katset lisati 1 mM DTT. Erinevate radioligandi kontsentratsioonide
saamiseks tehti radioligandi seerialahjendused ja katsed viidi ldbi duplikaatides. Katseid
teostati 3-5 korda (n=3-5). Katseplaadile pandi 50 pl erinevate kontsentratsioonidega
radioligandi, 50 pl puhvrit v3i mittespetsiifilise seostumise madramiseks butaklamooli (1 uM)
ja 150 pl rakumembraane voi bakuloviirust (I16ppruumala 250 pl). Koikide lahuste
valmistamine ja hoidmine viidi 1dbi jdél. Peale seda pandi 96-kohaline katseplaat inkubeerima
loksutile (60 minutit, 25 °C, 400 rpm). Peale inkubeerimist viidi labi filtreerimine jaakiilma
puhvriga (20 mM K3PQO,4, 100mM NaCl, pH=7,4). Seejarel kuivatati filter mikrolaineahjus ja
sellesse sulatati tahke stsintillant. Viimasena pandi filter stsintillatsiooniloendurisse, et modta

filtrile jaanud radioligandi hulk cpm-des.

Maidrati ka radioligandi seerialahjenduste kontsentratsioonid ehk vaba radioligandi

kontsentratsioon. Radioligandi kontsentratsiooni médramiseks pipeteeriti 50 pl radioligandi
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lahust vedelasse stsintilleeruvasse ainesse (V=3 ml). Saadud proovid lisati hiljem koos

filtritega stsintillatsiooniloendurisse.

2.5 Viljatorjumiskatsed

Viljatorjumis- ehk konkureeriva sidumise katsete kdigus hoitakse radioligandi
kontsentratsioon konstantsena (ligikaudu 1 nM) ja varieeritakse mérgistamata ligandi
kontsentratsiooni. Katsete tulemusena saadakse mérgistamata tthendi inhibeerimiskonstandi
(Kj) vairtus, mille kaudu on voimalik hinnata mérgistamata iihendi afiinsust vastavale

retseptorile.

Katsetes kasutati taaskord RIB katsepuhvrit, millele on lisatud 1 mM DTT. Katsete
tegemiseks kasutati U-pohjalisi Katseplaate ning méadramised teostati triplikaatides. Kd&ik
katsed teostati vdhemalt kahes korduses. Esialgu lisati plaadile 50 pl radioligandi. Peale
radioligandi pipeteerimist katseplaatidele lisati 50 pl maérgistamata ligandi erinevaid
seerialahjendusi. Koikide lahuste valmistamine toimus jéil. Testitavatest ligandidest tehti 8-
kordsed seerialahjendused, mille kidigus saadi seitse erinevat maérgistamata ligandi
kontsentratsiooni. Seejarel lisati 150 ul rakumembraane voi bakuloviirust (eclnevalt méaaratud
kindlaks lahjendusega). Plaatidele kantud lahused pandi inkubeerima loksutile. Plaate
inkubeeriti 90 minutit 25 °C juures (loksutamisega 400 rpm). Jargmisena eraldati vaba
radioligand filtreerides jddkiilma puhvriga, peale mida toimus filtrite kuivatamine
mikrolaineahjus 2 minuti véltel. Klaaskiudfiltrisse sulatati kuumpressi abil MeltiLex B ja

seejarel asetati filtrid stsintillatsiooniloendurisse.

Katse 10pus maddrati kindlaks katses kasutatud vaba radioligandi kontsentratsioon, mida

rakendati hiljem inhibeerimiskonstantide arvutamisel.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 Retseptorpreparaadi testimine

Radioligandi sidumiskatsete labiviimiseks kasutati D; retseptori allikana bakuloviiruseid ja
kahte erinevat membraanpreparaati (HEK293 ja Sf9). Alati peale uue retseptorpreparaadi
valmistamist peaks teostama retseptorite olemasolu hindamise. Uhtlasi peaks selgitama vilja
kiillastussidumise ja viljatorjumiskatsete jaoks sobiliku retseptorpreparaadi koguse. Edasiste
katsetes jaoks kdige sobilikum maksimaalne signaal on 800-1200 cpm-i ehk siis selles

vahemikus peaks olema radioligandi totaalne seostumine.

Sobiva retseptorpreparaadi koguse testimiseks tehti viirustest ja rakumembraanidest erinevad
lahjendused. Lahjendused teostati nii, et 15pplahuse kontsentratsioon oleks 5,0-10*4,0-10°
rakku/siivendis rakumembraanide puhul ja 3,1:10°-24,9-10° rakku/siivendis bakuloviiruste
jaoks. Katse tulemusena leiti erinevate retseptorpreparaatide lahjendused, mille juures totaalne

seostumine on ligikaudu 1000 cpm-i (Joonis 5).
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Joonis 5. Retseptorpreparaatide testimise tulemused. Graafikul on vilja toodud totaalse seostumise
(TS) ja mittespetsiifilise sidumise (MS) keskmised véédrtused = SD. Graafikult on niha, millise
retseptorpreparaadi lahjenduse juures on totaalne seostumine ligikaudu 1000 cpm-i. Lisaks on

voimalik ndha mittespetsiifilise seostumise osakaalu.

Sf9 rakkude puhul on totaalne seostumine ligikaudu 1000 cpmi siis kui kasutatakse rakuarvu
150 000 rakku/punktis (totaalne seostumine = 1070 cpm-i). Sellise rakuarvu saamiseks oli
vaja teha 10-kordne lahjendus algstockist. HEK rakkude arv peaks olema ligikaudu 50000
rakku/punktis (totaalne seostumine = 914 cpm-i) ehk siis 30-kordne lahjendus algstockist.
Bakuloviiruste puhul peaks edasistes katsetes kasutama rakuarvu 580000 rakku/punktis
(totaalne seostumine = 1125 cpm-i) mis tdhendab 25-kordset lahjendust algstockist.

Samuti méadrati iga retseptorpreparaadi kohta mittespetsiifiline seostumine. Sf9 puhul on
mittespetsiifika rakuarvu 150 000 raku/punktis juures 117 cpm-i (ehk 11% totaalsest
seostumisest). Kui HEK rakkude jaoks kasutada lahjendust 50000 rakku/punktis siis on
mittespetsiifiline seostumine 32 cpm-i (3% totaalsest seostumisest). Bakuloviiruste puhul on

mittespetsiifika lahjendusel 580000 rakku/punktis 45 cpm-i (moodustab totaalsest
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seostumisest 4%). Tulemustest on nédha, et Sf9 rakumembraanide puhul on mittespetsiifiline
seostumine kodige korgem. Bakuloviiruste ning HEK rakkude puhul on mittespetsiifilise
seostumise osakaal ligikaudu sama madal (3-4%). Mida madalam on mittespetsiifiline
seostumine vorreldes totaalse seostumisega, seda suurem on spetsiifiline seostumine. Madal
mittespetsiifiline seostumine niitab seda, et koik retseptorpreparaadid sobivad haésti

radioligandi sidumiskatsete teostamiseks.

3.2 Kiillastussidumine retseptorpreparaatidele

Kiillastussidumise kaigus vaadatakse radioligandi seostumist erinevatel radioligandi
kontsentratsioonidel. Selle katse tulemusena leiti radioligandi dissotsiatsiooni konstant (Kp),
mida saab kasutada selleks, et arvutada erinevate maérgistamata {ihendite
inhibeerimiskonstandid viljatorjumiskatsetes. Kp iseloomustab ka radioligandi afiinsust D
retseptorile. Selles osas saadud andmete pohjal leitakse kdikide retseptorpreparaatide jaoks
Bmax, Mis iseloomustab retseptorite hulka valgupreparaadis. Nii Kp kui ka Bpmax
iseloomustavad erinevaid retseptorpreparaate, mistottu nende parameetrite abil on voimalik

erinevaid preparaate omavahel vorrelda.

Joonis 6 néitab radioligandi spetsiifilist seostumist D; retseptorile HEK ja Sf9
rakumembraanides ning bakuloviirustes. Joonisel on ndha seostunud radioligandi hulk
erinevatel radioligandi kontsentratsioonidel. Spetsiifilise seostumise saamiseks lahutati

totaalsest seostumisest mittespetsiifiline seostumine.
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Joonis 6. Radioligandi spetsiifiline seostumine D, retseptorile HEK ja Sf9 rakumembraanides
ning bakuloviirustes. Graafikutelt on naha, et katseteks kindlaks méératud retseptorpreparaatide
lahjenduste korral on suurim signaal (cpm-des) Sf9 rakkudel. Bakuloviirustel ja HEK rakkudel on

signaaliaken katses kasutatud lahjenduste korral sarnase suurusega.

Alltoodud tabelis on vilja toodud kiillastussidumise katsete tulemused (Tabel 1). Tabelis on
selgelt ndha, et radioligandi dissotsiatsioonikonstandid on rakumembraanides iiksteisele
suhteliselt sarnased. Sf9 rakkudes on radioligandi dissotsiatsioonikonstant 0,86 = 0,23 nM ja
HEK rakkudes on see 0,55 + 0,13 nM (ligikaudu 1,6 kordne erinevus). HEK rakkudes leitud
radioligandi Kp on sarnane ka Reet Reinart-Okugbeni poolt HEK rakkudes méaratud Kp-ga
(0,5 nM) [22]. Bakuloviirustes ekspresseeritud D; retseptori dissotsiatsioonikonstant 1,42 +
0,31 nM on suurem, kui teistel retseptorpreparaatidel. Sf9 rakkudega vorreldes on
bakuloviirustest midratud Kp ligikaudu 1,6 korda suurem ning HEK rakkudega vorreldes
ligikaudu 2,6 korda suurem. Seda on voimalik ndha ka jooniselt 6, kus bakuloviiruste puhul

on kdvera tdus laugem kui Sf9 ning HEK rakkude puhul.
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Tabel 1. Erinevaid retseptorpreparaate iseloomistavad suurused B.., ning Kp. Tabelis on
viljatoodud S9 ja HEK rakkude ning bakuloviiruste B, védirtused ning radioligandi K erinevates

retseptorpreparaatides.

Sf9 D1IR HEK D1R Bakuloviirus D1R
Kp (M) + SEM: 0,86+ 0,23 0,55+0,13 1,42+0,31
Bmax (fmol/min rakku) = SEM: 290,5 + 38,0 430,8 £ 60,7 107,5+11,5

Hinnangu retseptorite sidumiskohtade hulgast annab Bpa.x véértus. Radioligandi
sidumiskohtade hulk Sf9 rakkudes on 290,5 + 38,0 fmol/mIn raku kohta, HEK rakkudes 430,8
+ 60,7 fmol/mln rakku ja bakuloviirustes 107,5 + 11,5 fmol/mIn rakku. Kdige suurem B
vaartus on HEK rakkudes toodetud retseptorpreparaadil. Vorreldes Sf9 rakkudega on see
ligikaudu 1,5 korda suurem. Vorreldes HEK rakke bakuloviirustega on erinevus ligikaudu 4

korda.

3.3 Viljatorjumiskatsed

Retseptorpreparaatide iseloomustamiseks D; retseptori néitel testiti erinevaid dopamiinergilisi
ligande. Erinevate preparaatide kasutamise valideerimiseks ja vordlemiseks on mdistlik
kasutada laialdaselt kasutusel olevaid D; retseptori ligande. Nende iihendite afiinsused D,
retseptorile on eelnevalt kirjanduses iseloomustatud. Nii on voimalik meie tulemusi vorrelda
ka teistes laborites saadud tulemustega. Margistamata ligandi afiinsuse iseloomustamiseks D
retseptorile kasutatakse inhibeerimiskonstandi véirtust. Selle leidmiseks on vaja kasutada
Cheng-Prusoffi vorrandit, mille eelduseks on see, et on saavutatud tasakaal seotud ja vaba

radioligandi vahel.

(1)

Ki— inhibeerimiskonstant;

ICs0 — ligandi kontsentratsioon, mis blokeerib radioligandi sidumist 50% ulatuses;

25



(L) — radioligandi kontsentratsioon, mida kasutati katsetes;
Kp — radioligandi dissotsiatsioonikonstant;

Selleks, et kasutada seda vorrandit on vaja teada radioligandi kontsentratsiooni (méératakse
igas katses). Radioligandi dissotsiatsioonikonstandi saab vilja arvutada kiillastussidumise
katsest. 1Csy saadakse viljatdrjumiskdveralt, ning see iseloomustab inhibeerimist 50%
ulatuses. Valjatorjumis katsetes kasutati erinevaid ligande (agoniste ja antagoniste) ja koikide
jaoks arvutati eraldi loglCsy ning K; véartused.

Tabel 2. Viljatorjumiskatsetes saadud kolme erineva retseptorpreparaadi logIC50 + S.E.M
vairtused erinevate agonistide ja antagonistidega.

loglCso = S.E.M
SO DIR HEK D1R Bakulo D1R
APO -6,19 + 0,15 -5,88+ 0,19 -5,96 = 0,11
DA -4,76 £ 0,19 -4,09 + 0,09 -4,99 + 0,05
LE300 -8,08 + 0,03 -7,74 + 0,46 -8,22 + 0,15
MNPA -5,60 = 0,06 -5,84 = 0,52 -5,31+ 0,06
Butaklamool -9,00 + 0,49 -8,70+ 0,14 -8,78+ 0,31
SKF81297 -6,81 + 0,08 -7,60 + 0,50 -6,93 + 0,07
SCH23390 -8,90 + 0,62 -8,72+ 0,17 -8,75+ 0,12
Spiperone -6,15+ 0,11 -5,76 + 0,03 -6,29 + 0,02
A68930 -7,86 + 0,25 -7,16 + 0,18 -7,59 + 0,19

Tabelis 2 on nidha, et loglCsp vadrtused on koigis kolmes preparaadis viga sarnased. Sarnased
ICso védrtused nditavad seda, et vidljatdrjumiskdveralt leitud mérgistamata ligandi
kontsentratsioon, mille juures radioligandi seostumine on 50% ulatuses inhibeeritud, on koigis
retseptorpreparaadis sarnane. K&ige sarnasemad tulemused andis membraanpreparaatides ja
viirustes antagonist SCH23390, kus Sf9 logICsy = -8,90 + 0,62, HEK logICso = -8,72 + 0,17
ning bakuloviirustel loglCso = -8,75 + 0,12. Kdige suuremad erinevused esinevad dopamiini
puhul. Sf9 loglCsy = -4,76 + 0,19, HEK loglCso = -4,09 + 0,09 ja bakoloviirustel loglCso = -
4,99 + 0,05.

HEK rakkudes on suuremad logIC50 vairtused (madalamad afiinsused), kuid on ka iiks
erand. Agonist MNPA on teistes retseptorpreparaatides pisut madalama afiinsusega, kui HEK
rakkudes.
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Tabel 3. Viljatorjumiskatsetes saadud K; =+ S.E.M viirtused erinevate testainetega.
Inhibeerimiskonstant iseloomustab nii agonistide kui ka antagonistide voimet inhibeerida radioligandi

sidumist retseptorile ja annab informatsiooni erinevate ligandide afiinsuse kohta.

Ki£S.E.M
Sf9 D1R HEK D1R Bakulo D1R
APO 360+ 120 720+ 220 780+ 190
DA 9900 + 3900 44000 + 15000 7000 + 800
LE300 44+0,3 14+99 44+1,4
MNPA 1200 + 160 1200 + 980 3200 =+ 300
Butaklamool 0,86+ 0,71 0,91+0,34 1,4+0,87
SKF81297 76+89 19+ 16 77+95
SCH23390 13+1,1 0,85+0,28 1,2+0,27
Spiperone 370+ 95 760+ 53 330+ 17
A68930 81+4.2 33+ 13 17+77

Apomomorfiini afiinsus D; retseptorile on Sf9 rakumembraanides kdige parem K; = 360 +
120 nM, kuid omavahel sarnasemad tulemused andsid HEK rakud ( K; = 720 + 220 nM) ja
BV-d ( Ki = 780 + 190 nM). Kirjanduses leiduv APO K; vairtus (K; = 400 nM) on sarnaseim
Sf9 rakkudes saadud tulemusega. Endogeense agonisti dopamiini (DA) inhibeerimiskonstandi
puhul voib 6elda, et HEK rakkudes saadud K; (44000 + 15000 nM) on mitmeid kordi suurem
kui bakuloviirustes (K;j = 7000 + 800 nM) ja Sf9 (K= 9900 + 3900 nM) rakumembraanides
saadud tulemused. Antud t60s leitud DA K; véértusest on sarnaseim kirjanduses leiduvate

tulemustega (K; = 2500 nM) bakuloviirustes saadud tulemused. [23]

Koige sarnasemaid K; tulemusi kdigi kolme retseptorpreparaadi kohta andis SCH23390
tthend. Sf9 rakkudes on K; véirtus 1,3 = 1,1 nM, HEK rakkudes 0,85 + 0,28 nM ja
bakuloviirustes 1,2 + 0,27 nM ehk ligandi SCH23390 afiinsus on véga sarnane nii membraan-
kui ka viiruspreparaadis. SCH23390 maérgistamata ligand on kdige parema afiinsusega D;
retseptorile ja selle K; vdartus HEK rakkudes on samas suurus jargus kirjandusest leitud
vadrtusega (K; = 0,32 nM). Sarnaseid inhibeerimiskonstantide tulemusi andis ka butaklamool,
mille puhul Sf9 rakkude K; = 0,86 + 0,71, HEK rakkudes K; = 0,91 + 0,34 nM ning BV-s K; =
1,4 + 0,87 nM. Need véirtused erinevad iile kahe korra kirjanduses antud véartusega (K; = 3,2
nM) [23]. Margistamata iihenditest andsid antagonistid kolmes retseptorpreparaadis
sarnasemaid tulemusi, kui agonistid. Uldjoontes langevad iihendite afiinsused kokku

Kirjandusest leitud andmetega.
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Joonis 7 illustreerib seda, et bakuloviiruste kasutamisel on vdimalik saada korralik
vérjatdrjumiskover. See omakorda tdhendab, et bakuloviiruseid saab kasutada radioaktiivsel
baseeruval meetodil retseptorpreparaadina. Eelpool vélja toodud tulemustest on ndha, et
bakuloviirustes leitud sidumiskonstandid on sarnased tulemusi vorreldes teistes
retseptorpreparaatides saadud tulemustega. Joonisel 6 on ndha, et apomorfiini ja dopamiini

afiinsused (suuremad ICsy véartused) on D; retseptorile tunduvalt madalamad, kui antagonistil

SCH23390.

1500+
® APO
E o ® DA
o &
S 10004 ® SCH23390
()]
o
o
(q\]
T
Q@ 5004
T
o
O | | - w | | | | L} L} L}
C=0 -11 -9 -7 -5 -3

Log C (Ligand), M

Joonis 7. Radioligandi viljatérjumine mirgistamata ligandidega APO, DA vé6i SCH23390
bakuloviiruse preparaadis. Kovera iilemine osa iseloomustab totaalset seostumist ehk siis seda, et
maérgistamata ligandi seal pole vdi selle kontsentratsioon on liiga véike, mistdttu mérgistamata ligand ei
suuda radioligandiga konkureerida. Alumine osa néitab mittespetsiifilist seostumist, kus on aga olukord
vastupidine ja mirgistamata ligand suudab radioligandi vilja tdrjuda. Antagonist SCH23390 on kdrgema

afiinsusega (viiksem ICg, vddrtus) kui agonistid APO ja DA.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas bakalaureusetods vorreldi kolmes erinevas ekspressioonisiisteemis toodetud
dopamiini D; retseptorit. Eesmargiks oli selgitada vilja, kas kdik kolm retseptorpreparaati
sobivad D; retseptori ekspresseerimiseks ja uurimiseks. Vordluste tegemiseks kasutati
radioaktiivsusel baseeruvat meetodit, mille kdigus leiti mitmesuguseid retseptori ja ligandi
vahelisi interaktsioone  kirjeldavaid  suurusi  (radioligandi  tasakaalukonstant,
retseptorpreparaatide maksimaalne sidumiskohtade hulk ja maérgistamata ligandide
inhibeerimiskonstandid). Retseptorpreparaatideks kasutati bakuloviiruseid, Sf9 putukarakke ja
HEK imetajarakke. Antud t60s piiiiti esmakordselt rakendada bakuloviiruseid retseptorite

allikana radioligandi sidumiskatsete 1&biviimiseks.

Teoreetilises osas anti iilevaade G-valguga seotud retseptoritest, retseptori ja ligandi
vahelistest interaktsioonidest ning dopamiini retseptoritest. Pikemalt peatuti dopamiini
retseptori D; alatiilibil ning selle ligandidel. Samuti kdsitleti ka bakuloviirustel ja Sf9 rakkudel
pohinevat  ekspressioonisiisteemi.  Eksperimentaalses osas  kirjeldati  retseptorite
ekspresseerimist erinevates retseptorpreparaatides ning ka nende testimist. Samuti anti ka

ulevaade erinevate katsete labiviimisest.

Kéesoleva t66 tulemused néitasid, et bakuloviiruseid on voimalik rakendada D; retseptori
uurimiseks radioligandi sidumiskatsetes.. Méargistamata tihendeid uurides néhti, et erinevates

retseptorpreparaatides leitud inhibeerimiskonstandid on sarnased.

Kéesoleva t66 tulemused on plaanis publitseerida iihe osana teadusartiklist.
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Characterizarion of different receptor preparations -

example of D; receptor

Alivar Soome

SUMMARY

In current thesis Dopamine D;-receptors produced in three different expression systems were
compared. The aim was to find out whether all three receptor sources are suitable for the
expression of the D1-receptor. Radioactivity-based method was used to compare these three
expression systems. In this work a variety of different values, which describe receptor-ligand
interactions were found (for example radioligand equilibrium dissociation constant, maximum
number of binding sites and inhibition constants of different unlabelled ligands).
Baculoviruses, Sf9 insect cells and HEK mammalian cells were used as receptor sources. For
the first time baculoviruses were applied to carry out different radioligand binding
experiments. An overview of receptors, receptor-ligand interactions and dopamine receptors
was presented in the theoretical part. Dopamine receptor's subtype D; and its ligands were
discussed at greater length. Expression system based on baculoviruses and Sf9-cells was also
mentioned. Expression of receptors in different receptor preparations was described in
experimental part, as well as testing of these receptor sources. Also, an overview of various

binding experiments was given.

The results of this study showed that despite their small dimensions, baculoviruses could be
applied to explore the D; receptor in radioligand binding assays. Experiments with unlabelled
compounds showed that Sf9 and HEK cells as well as baculoviruses give similar results -
inhibition constant values were comparable. Affinities obtained with three different receptor
sources were compared with the values obtained from literature. Most of the values were in

good agreement.

The results of this study will be published as a part of a scientific article.
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