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Zaczynajqc przygode z pomiarami fluorescencyjnymi siegamy do lektury
podstaw spektroskopii fluorescencji napisanej i rozszerzanej przez Lakowicza
(Lakowicz 2006), ktéra niewqtpliwie nalezy do kanonu ,lektur”
obowiqzkowych. Kiedy nastepnie dochodzimy do momentu, w ktorym
przyzwoite opisanie uzyskanych wynikéow wymaga poszerzenia wiedzy
wlasnej 1 wprowadzenia czytelnika w opowiadanqg historie to ponownie
zasiadamy do owej lektury. Wowczas nastepuje trudny moment wyboru tych
zagadnien, ktore sq nie tylko niezbedne, ale rownoczesnie ciekawe. To prawie
tysiqcstronicowe opracowanie szybko doprowadza nas do wniosku, ze nasza
praca musi pokonac¢ bariere, ktora wydaje sie niemozliwa do pokonania
— czy to limitu stow w przypadku publikacji, czy tez limitu zdrowego
rozsqdku w przypadku niniejszej pracy.

Przystepujqc do kolejnego ponad tysiqcstronicowego opracowania,
jakim jest podrecznik mikroskopii konfokalnej, jesteSmy juz catkowicie
pozbawieni ztudzen — czeka nas twardy orzech do zgryzienia. Niemozliwym
jest poruszenie absolutnie wszystkich aspektow prezentowanego zagadnienia,
ktore jest nie tylko skomplikowane w samej swej naturze, ale rowniez
w odniesieniu do innych obszernych zagadnien biologicznych (natura biatek
fluorescencyjnych, metody inzynierii genetycznej), biochemicznych (analiza
saturacyjna wiqzania receptor-ligand), nie wspominajqc o skomplikowanej
istocie zagadnienn z zakresu neuropsychiatrii, czy neurofarmakologii
receptorow dopaminowych. Autorka podjeta jednak prébe zarysowania
poruszanych aspektow z nadziejq zwieztego i przystepnego przedstawienia
tych zagadnien.

Zastosowane metody do pomiarow zjawiska FRET sq wysoce
precyzyjne, trzeba jednak byé swiadomym ich stabszych stron i eliminowac je
poprzez odpowiedni dobor warunkow eksperymentu. W wielu przypadkach

mikroskopia czasow Zzycia fluorescencji, jak i mikroskopia konfokalna
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uzupetniajq sie i przy uwaznym zaplanowaniu doswiadczen potwierdzajq
wyniki uzyskane za pomocq kazdej z tych metod z osobna. Nalezy zaznaczyd,
ze opisane badania mogaq byé prowadzone w uktadach modelowych in-vitro,
ale czesto stanowiq uzupetnienie, a niejednokrotnie i wyjasnienie wynikow
uzyskanych innymi technikami.

Badania oligomeryzacji receptorow prowadzone in-vitro pozwalajq
na ocene wplywu mutacji punktowych w obrebie badanych receptorow.
Mutacje te mozna wprowadzaé w celu identyfikacji reszt aminokwasowych
biorqcych udzial w samym procesie oligomeryzacji, albo tez wprowadzaé
zmiany w tych miejscach, ktore znane sq jako tzw. polimorfizmy receptorow
(tym samym mozna okresli¢ osobnicze réoznice w funkcjonowaniu receptorow).
Poniewaz postuluje sie korelacje pewnych polimorfizmow ze zwiekszong
podatnosciq na wystepowanie danego schorzenia lub odmienng wrazliwosciq
na terapie, dlatego tez wydaje sie, ze badanie wplywu polimorfizméw na
oligomeryzacje receptorow moze pomoc w zrozumieniu mechanizmow tych
zjawisk. W efekcie moze przyczyni¢ sie do opracowania nowoczesnych,
bardziej specyficznych czynnikow terapeutycznych, ktére bedq dziataé
poprzez stymulacje bqdZ hamowanie powstawania heterooligomerow

w obrebie okreslonych receptoréow btonowych.

Katarzyna Grymek
Krakow, 15. Lipca 2009 roku
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S5HT (ang. 5-hydroxytryptamine) — serotonina (5-hydroksytryptamina)

A (ang. adenine) — adenina (6-aminopuryna)

AC (ang. Adenylate Cyclase) — cyklaza adenylowa

AMP (ang. adenosine monophosphate) — 3'-5'-adenozynomonofosforan

BFP (ang. Blue Flnorescent Protein) — niebieskie biatko fluorescencyjne

BRET (ang. Bioluminescence Resonance Energy Transfer) — rezonansowe przeniesienie energii

wzbudzenia bioluminescencji

BSA (ang. Bovine Serum Albumin) — albumina surowicy wolowej

C (ang. ¢ytosine) — cytozyna (4-amino-2-hydropirymidyna)

cAMP (ang. ¢yelic adenosine monophosphate) — 3'-5'-cykliczny adenozynomonofosforan
CFP (ang. Cyan Fluorescent Protein) — jasnoniebieskie biatko fluorescencyjne
cGMP (ang. cyelic guanosine monophosphate) — 3'-5'-cykliczny guanozynomonofosforan
CK1 (ang. casein kinase T) — kinaza kazeinowa 1

DAG (ang. diacylglicerol) — diacyloglicerol
DNA (ang. deoxcyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

dpm (ang. disintegrations per minute) — liczba rozpadoda) na minute

EBFP (ang. Enhanced Blue Fluorescent Protein) — wzmocnione niebieskie biatko fluorescencyjne
ec (ang. extracellular loop) — petla zewnatrzkomoérkowa

ECFP (ang. Enhanced Cyan Fluorescent Protein) — wzmocnione jasnoniebieskie biatko

fluorescencyjne

EGFP (ang. Enbanced Green Flnorescent Protein) — wzmocnione zielone biatko fluorescencyjne
ER (ang. endoplasmic reticulun) — siateczka endoplazmatyczna

EYFP (ang. Enhanced Yellow Fluorescent Protein) — wzmocnione zétte biatko fluorescencyjne
FBS (ang. Foetal Bovine Serum) — ptodowa surowica bydleca

FP (ang. Fluorescent Protein) — biatko fluorescencyjne

FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer) — rezonansowe przeniesienie energii

w mechanizmie Forstera

FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer) — rezonansowe przeniesienie energii
wzbudzenia fluorescencji

G (ang. gnanine) — guanina (2-amino-6-oksypuryna)

GABA (ang. y-aminobutyric acid) — kwas y-aminomaslowy

GFP (ang. Green Fluorescent Protein) — zielone biatko fluorescencyjne

11
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GMP (ang. guanosine monophosphate) — 3'-5'-guanozynomonofosforan
GPCR(s) (ang. G-Protein Coupled Receptor/ s) — receptot(y) sprzezone z biatkiem G
HEK293  (ang. Human Ewmbryonic Kidney 293) — ludzkie komoérki embrionalne pochodzenia

nerkowego, eukariotyczna linia komérkowa

ic (ang. intracellular loop) — petla wewnatrzkomoérkowa

1Ps (ang. 7nositol 1,4,5-trisphosphate) — 1,4,5-trifosforan inozytolu

mRNA (ang. messenger RN.A) — matrycowy RNA

NIR (ang. Near Infra Red) — bliska podczerwien

NMDA  (ang. N-Methyl-D-aspartic acid) — kwas N-metylo-D-asparaginowy

OUN — o$rodkowy uklad nerwowy

PBS (ang. phosphate buferred saline) — bufor fosforanowy

PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — taticuchowa reakcja polimerazy

PKA (ang. protein kinase A) — kinaza biatkowa A

PLC (ang. phospholipase C) — fosfolipaza C

RNA (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

SNP (ang. single nucleotide polimorphism) — polimorfizm pojedynczego nukleotydu
T (ang. tymine) — tymina (5-metylo-2,4-dioksypirymidyna)

TCSPC (ang. Time-Correlated  Single Photon Counting) — skorelowane w czasie zliczanie

pojedynczych fotonéw

™ (ang. transmembrane domain) — domena transblonowa
uv (ang. ultraviole?) — ultratiolet
YFP (ang. Yellow Flnorescent Protein) — z61te biatko fluorescencyjne
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RoOzDzIAY. 1. WPROWADZENIE

1. WPROWADZENIE

W ciagu ostatnich 20 lat znaczaco wzrosto zainteresowanie metodami
fluorescencyjnymi w szeroko pojetych naukach biologicznych. Metody fluorescencyjne
pelnia istotna role w biologii molekularnej czy sekwencjonowaniu DNA. Olbrzymi postep
metod fluorescencyjnych mozna zauwazy¢ zaréwno w badaniach strukturalnych
makromolekul, jak i w technikach obrazowania komoérek. Spektroskopia fluorescencji oraz
fluorescencja rozdzielcza w czasie naleza obecnie do podstawowych metod stosowanych
w badaniach biochemicznych 1 biofizycznych. W niniejszej pracy zastosowano
zaawansowane techniki pomiaru zaniku fluorescencji w czasie oraz fluorescencyjna
mikroskopi¢ konfokalng do zbadania oddzialywania receptoréw dopaminowych D, i D,,

a takze wplywu na to oddzialywanie polimorfizméw w obrebie receptora D,.
1.1 Zjawisko fluorescenciji

Zjawisko emisji $wiatla przez dowolng substancje nazywane jest luminescencja.
Natura stanu wzbudzonego, z ktérego zachodzi emisja, jest podstawa podzialu zjawiska
luminescencji na: fluorescencjg i fosforescenchl.

Fluorescencja to emisja fotonu przy przejéciu elektronu z singletowego stanu
wzbudzonego (S,) do stanu podstawowego (S;) (Lakowicz 2006). Przejscie migdzy stanami
o tej samej multipletowosci jest dozwolone przez kwantowo-mechaniczng regute wyboru
i emisja jest natychmiastowa (zachodzi z szybkoscia rzedu 10°s™), a typowy czas zycia
fluorescenciji jest bliski 10 ns. Jako czas zycia fluorescencii (ang. fluorescence lifetime) okresla
si¢ $redni czas przejscia miedzy stanem wzbudzonym a podstawowym.

Fluorescencje wykazuja m. in. czasteczki licznych barwnikéw; w tym rodamina B,
fluoresceina czy chinina, ktora jest najczesciej spotykanym fluoroforem. Blado niebieska
poswiate toniku wystawionego na stonce zaobserwowal John Herschel w roku 1845.
Co cickawe, ten pierwszy poznany fluorofor przyczynil si¢ do powstania pierwszego

spektrofluorymetru (w latach 50-tych XX. wieku), ktory byl efektem prac prowadzonych

! Fosforescencja to emisja fotonu przy przejsciu z trypletowego stanu wzbudzonego (T1), w ktérym orientacja spinu elektronu
na orbitalu wzbudzonym jest taka sama jak elektronu w stanie podstawowym (So). PrzejScie miedzy tymi stanami jest
wzbronione, a czas zaniku fosforescencji jest stosunkowo diugi, rzedu milisekund lub sekund (Lakowicz 2006). Po ekspozycji
na $wiatlo substancje fosforyzuja nawet kilka minut, a zjawisko to wykorzystano np. w zabawkach.
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nad $rodkiem antymalarycznym — chining. Wtasnosci fluorescencyjne wykazuja czasteczki
aromatyczne, w tym antracen, wykorzystywany do badan zanieczyszczenia srodowiska oraz
molekuly biologiczne jak aromatyczne aminokwasy (tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina)
czy szeroko stosowane w badaniach biologicznych biatka fluorescencyjne. Natomiast
do molekutl niearomatycznych wykazujacych fluorescencje naleza lantanowce (np. europ

czy terb) (Kawski 1992, Lakowicz 2000).

1.1.1 Diagram Jabtonskiego

Procesy molekularne zachodzace w stanie wzbudzonym mie¢dzy absorpcja a emisjq

$wiatla ilustruje tzw. diagram Jablonskiego (rycina 1.1-1).

SZ 1
T
| Konwersja
wewnetrzna L
Przejicie
51 T— === _iedzysystemowe
______ » —— 1
Absorpcja
hv, hv, hv
. ] b hv,
Fluorescencja
Fosforescencja
2
So 1

1}

Rycina 1.1-1. Diagram Jabtonskiego (wg Lakowicz 2006 zmodyfikowano).

W wyniku absorpcji §wiatla nastgpuje wzbudzenie fluoroforu do wyzszego poziomu
wibracyjnego stanu S; (lub S,), przy czym — poza nielicznymi wyjatkami — molekuly
natychmiast wracaja do najnizszego energetycznie poziomu wibracyjnego stanu S,, a proces
ten nazywany jest konwersja wewnetrzna i zachodzi w czasie rzedu 107 s, zatem jest
zakonczony przed emisja fluorescencji (Lakowicz 2006, Kawski 1992).

Molekuly w stanie singletowym S, moga ulec konwersji spinu do pierwszego stanu
trypletowego (T)), jest to tzw. konwersja miedzysystemowa. Poniewaz przejscie T,—S; jest
wzbronione to stala szybkosci tego procesu jest kilka rzedow wielko$ci mniejsza niz dla

fluorescencji (Lakowicz 2000).

1.1.2 Wtasciwosci fluorescenciji

Maksimum emisji fluorescencji jest przesunigte w kierunku nizszych energii (badz
dluzszych fal) w stosunku do maksimum absorpcji, jest to tzw. przesuniecie Stokesa.
George Stokes w roku 1852 po raz pierwszy zaobserwowal, ze energia emisji fluorescencji

jest nizsza od energii absorbowanego fotonu, a przyczyna strat energii sa migdzy innymi
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procesy konwersji wewnetrznej (Lakowicz 2006). Dodatkowo dochodza jeszcze straty
zwigzane z reakcjami stanéw wzbudzonych, tworzeniem komplekséw czy transferem
energii oraz innymi zjawiskami zachodzacymi w roztworach fluoroforéw.

Ponadto, zgodnie z tzw. regula Kash’a, widmo fluorescencji jest niezalezne od
dlugosci fali wzbudzenia. Po wzbudzeniu do wyzszych stanéw elektronowych lub
wibracyjnych nadmiar energii szybko ulega dyssypacji, a molekula fluoroforu przechodzi do
najnizszego poziomu wibracyjnego stanu S, (Lakowicz 2006). W wyniku nagtej relaksacji
stanow widma emisyjne sa zazwyczaj niezalezne od dlugosci fali wzbudzenia. Istnieja
jednak wyjatki, jak np. fluorofory wystepujace w dwodch stanach jonizacji czy molekuly
emitujace ze stanu S,.

Do najwazniejszych parametréw charakteryzujacych fluorofor naleza wydajnosé
kwantowa 1 czas zycia fluorescencji. Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji to stosunek liczby
fotonéw emitowanych do fotonéw zaabsorbowanych i moze by¢ wyrazona jako frakcja
fluoroforéw wzbudzonych, ktére w wyniku emisji fluorescencji powracaja do stanu

podstawowego (Lakowicz 2006):

Réwnanie 1.1-1

gdzie: Q — wydajno$¢ kwantowa, I' — szybko$¢ emisji fluorescencji [s],

Ky — szybkosé przejscia bezpromienistego [s1].
Wydajnos¢ kwantowa jest bliska jednosci jezeli szybko$¢ przej$¢ bezpromienistych jest
duzo mniejsza od szybkosci przej$¢ promienistych (fluorescencii), wéwczas obserwowana
emisja jest najjasniejsza (jak np. w przypadku rodaminy). Przy czym, z uwagi
na przesunigcie Stokesa, wydajno$¢ kwantowa jest zawsze mniejsza od jednosci.

Czas zycia stanu wzbudzonego jest definiowany jako $redni czas spedzany przez

molekule w stanie wzbudzonym, zanim powrdci do stanu podstawowego (Lakowicz 2000):

1

C T T ke

Rownanie 1.1-2

gdzie: T — czas zycia stanu wzbudzonego [s], I' — szybko$¢ emisji fluorescencji [s],

Ky — szybkosé przejscia bezpromienistego [s1].

Fluorescencja jest zjawiskiem losowym i tylko pewne czasteczki emituja fotony dokladnie
w czasie T. W przypadku zaniku monoeksponencjalnego 63% molekul emituje w czasie

krétszym niz T, a dla pozostalych 37% czas emisji jest wigkszy od 7.
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Procesy wygaszania (ang. guenching) powoduja obnizenie intensywnosci fluorescencji
1 moga zachodzi¢ w oparciu o rézne mechanizmy, do ktérych zaliczane sa m. in. zderzenia
kolizyjne stanu wzbudzonego z czasteczka tzw. wygaszacza. Szeroka gama molekul moze
petni¢ funkcje wygaszacza, naleza do nich czasteczki tlenu, halogenki czy aminy. Oprocz
wygaszania kolizyjnego, obnizenie intensywnodci fluorescencji moze wynikaé z tworzenia
niefluorescencyjnych komplekséw pomiedzy fluoroforem a czasteczka wygaszacza lub

pochtaniania emitowanych fotonéw przez inne molekuly osrodka.

1.2 Rezonansowe  przeniesienie  energii = wzbudzenia

fluorescencji

Ponad 60 lat temu, w roku 1948, niemiecki naukowiec Teodor Forster zauwazyl,
ze Dbliskie sasiedztwo dwoch  chromoforéw  zmienia ich  wlasnosci  spektralne
w przewidywalny sposob. Jezeli zatem np. dwie molekuly biologiczne oddzialuja ze soba
w zywej komorce, to spowoduje to zblizenie chromoforéw przylaczonych do tych
molekul. Teoria Forstera wyjadnia zjawisko rezonansowego przeniesienia energii (FRET,
ang. Forster Resonance Energy Transfer), jako oddzialywania typu dipol-dipol pomiedzy
molekutami znajdujacymi si¢ wystarczajaco blisko siebie (w odleglosci rzedu 2-10 nm)
(Lakowicz 2006). Dalsze prace nad zjawiskiem FRET oraz potencjalne zastosowania
w biologii przy wykorzystaniu czasteczek fluorescencyjnych pojawily si¢ w latach 90-tych
(Clegg 1992, Tsien 1998). Zjawisko to nazywane jest réwniez rezonansowym
przeniesieniem energii wzbudzenia fluorescencji, jezeli donor jest fluoroforem (FRET,
ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer). W niniejszej pracy skrét FRET bedzie odnosit sig
do zjawisk fluorescencyjnych lecz nalezy pamigtaé, iz opisywane procesy zachodza
w mechanizmie Forstera.

FRET zachodzi wowczas, gdy widmo emisji fluorofora (nazywanego donorem)
pokrywa si¢ z widmem absorpcyjnym drugiej molekuly (akceptora), obecnosé
odpowiedniego akceptora skraca czas jaki donor spedza w stanie wzbudzonym na skutek

bezpromienistego przekazania energii do akceptora (rycina 1.2-1).
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Rycina 1.2-1. Przykladowe widma absorpcji i emisji pary fluoroforéw CFP (ang. Cyan
Fluorescent Protein) 1 YFP (ang. Yellow Fluorescent Protein) stosowanych w metodzie FRET.

Szybkos¢ przeniesienia energii (k¢) dla pary donor-akceptor znajdujacych si¢ w odleglosci r

jest opisywana zaleznoscig (Lakowicz 2000):

0pic2 19000(In10)\ [
k = ( ) j Fr(M)e (M)A*dA
1) = 22 (Ggmert) | FoDa@
0
Réwnanie 1.2-1
gdzie: Qp — wydajnos¢ kwantowa donora w nieobecnosci akceptora,

n — wspoélezynnik zalamania $wiatla (dla biomolekul w roztworze wodnym przyjmuje
warto$¢ 1,4), Ny — liczba Avogadro (6,022:10%> M), T — czas zycia fluorescencji
donora w nieobecnosci akceptora [ns|, 7 — odleglo§¢ miedzy fluoroforami [nml],
A — dlugoéé fali [nm], Fp(4) — znormalizowana intensywno$¢ fluorescencji donora
w przedziale dlugosci fali od 4 do A + dA, €,4(4) — molowy wspélczynnik absorpcji

[M-lem 1], k% — wspolezynnik orientacji dipoli przejscia donora i akceptora.

Efektywnos¢ przekazu energii zalezy takze od stopnia nalozenia widma emisji donora

1 widma absorpcji akceptora (LLakowicz 2000):

o8]
I = [ Foea(tar
0
Roéwnanie 1.2-2
gdzie: J(A) — calka nalozenia widma emisji donora i absorpcji akceptora
[nm*M-lem 1], 4 — diugos¢ fali [nm|, Fp(1) — znormalizowana intensywnosé

fluorescencji donora w przedziale dlugosci fali od 4 do 1+ dA, g4(1) — molowy
wspotczynnik absorpcji [M-lem1].
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W doswiadczeniach biochemicznych czedciej stosowany jest parametr okreslajacy
odleglos¢ oddziatujacych fluoroforéow; woéwcezas rownanie 1.2-1 mozna wyrazi¢ przy
pomocy odleglosci Forstera (Ry), przy ktorej potowa molekul donora przekazuje energie

bezpromieniscie w zjawisku FRET:

(o]
9000(In10)Qp k>
6 _ 4
= Fp(A) e (A)A*dA
0
Réwnanie 1.2-3
gdzie: Qp — wydajnos¢ kwantowa donora w nieobecnosci akceptora,

n — wspolczynnik zalamania $wiatla (dla biomolekul w roztworze wodnym przyjmuje
warto$¢ 1,4), Ny — liczba Avogadro (6,022-:102 M), A — dlugosé¢ fali [am],
Fp(A) — znormalizowana intensywno$¢ fluorescencji donora w przedziale dlugosci
fali od A do A+dA, g(1) — molowy wspolczynnik absorpcji [M-em ],
Kk? — wspolczynnik orientacji dipoli przejécia donora i akceptora.
Wyrazenie to pozwala na obliczenie odleglosci Forstera w oparciu o wlasnosci spektralne

donora i akceptora oraz wydajno$¢ kwantowg donora. Poniewaz wyrazenie 1.2-3 zawiera

wiele statych, mozna je uprosci¢ do nastgpujacej postaci:

6 K2 p)
R, = 0,211 QLL{()
n

Roéwnanie 1.2-4
gdzie: K%~ wspolczynnik orientacji dipoli przejscia donora i akceptora,
Qp — wydajnos¢ kwantowa donora w nieobecnosci akceptora, J (A1) — catka nalozenia

widma emisji donora i widma absorpcji akceptora, n — wspdlczynnik zatamania

$wiatfa (dla biomolekul w roztworze wodnym przyjmuje wartos¢ 1,4).
Wspélczynnik wzajemnej orientacji przestrzennej dipoli przejécia (k2):

k% = (cosOr — 3cos0pc0s0,)?
Réwnanie 1.2-5

gdzie: 07 — kat pomiedzy dipolem przejscia emisyjnego donora a dipolem przejscia

absorpcyjnego akceptora, 8p 1 84 — katy miedzy tymi dipolami i wektorem taczacym

donor z akceptorem.
Wspotezynnik k? moze przyjmowaé wartosci od 0 do 4. W praktyce okreslenie
rzeczywistej orientacji jest trudne, przyjmuje si¢ losowa orientacj¢ bialek fluorescencyjnych,
nawet gdy sa polaczone z makromolekutami, wowczas usredniona wartosé k% wynosi 2/3
(Majoul i wsp. 20006, Lakowicz 20006). Jednak wydaje si¢, ze interpretujac wyniki nalezy bra¢
pod uwage fakt, ze fuzja donora i akceptora z biatkami receptorowymi prawdopodobnie
ogranicza swobode ruchu, co moze przeklada¢ si¢ na réznice w wydajnosci zjawiska

(Pfleger i Eidne 2005).
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Znajac warto$¢ Ry, szybko$¢ przeniesienia energii kt(r) mozna obliczy¢ jako:

1 (Ry\°®
k() = ()
D
Réwnanie 1.2-6

gdzie: Ry — odleglo$¢ Forstera [nm],  — odleglo$¢ miedzy donorem a akceptorem

[nm], Tp — czas zycia fluorescencji donora [ns].
Wydajno$¢ FRET (E) jest stosunkiem szybkos$ci przeniesienia energii do calkowitego
zaniku fluorescencji donora w obecnosci akceptora:

k()
ot 4 k(1)

Rownanie 1.2-7

gdzie: k(1) — szybko§¢ przeniesienia energii [s'], 7 — odleglo$¢ miedzy donorem

a akceptorem [nm], Tp —czas zycia fluorescencji donora [ns].
A po uwzglednieniu zaleznosci 1.2-6 wyrazenie to moze przybraé nastgpujaca postac:

1

1+ (r/RO)6

E =

Réwnanie 1.2-8
odzie: E — wydajnosé przekazania energii, R, — odleglos¢ Forstera [nm],

7 — odleglos¢ miedzy donorem a akceptorem [nm].

Zatem dla fluoroforéw znajdujacych si¢ w odlegloséci Forstera wydajnos$¢ transferu energii
bedzie wynosita 50%. Wydajno§¢ FRET bardzo silnie zalezy od odleglosci pomiedzy
czasteczkami 1 — jak wynika z danych literaturowych — wydajne przekazanie energii
zachodzi dla odleglosci rzedu 2-8 nm (Lakowicz 20006, Patterson i wsp. 2000). Poniewaz
odleglosci Forstera sa porownywalne z rozmiarami molekul biologicznych, np. srednica
bialek czy gruboscia blon lipidowych (3-6 nm), zatem FRET jest doskonala ,linijka
spektroskopows” (Stryer 1978) znajdujaca zastosowanie w ukladach biologicznych.
Zjawisko to jest szeroko wykorzystywane do badania odleglosci mi¢dzy poszczegdlnymi
domenami biatek lub pomigdzy bialtkami a blona komérkowa. Dodatkowo umozliwia ono
badanie zmian mikrootoczenia powodujacych zmiany konformacyjne makroczasteczki,
a zatem 1 zmiang¢ odleglosci miedzy donorem i akceptorem.

Czesto wykorzystywanymi znacznikami fluorescencyjnymi sa odmiany zielonego
biatka fluorescencyjnego (rozdzial 1.5). Wykazuja one stosunkowo niewielkie przesunigcie
Stokesa, zatem obliczone wartosci Ry dla pewnych par biatek fluorescencyjnych pozwalaja
na ich wykorzystanie w metodzie FRET (Patterson i wsp. 2000, 2001). Przykladowe

wartosci Ry dla kilku par donor-akceptor pokazano w tabeli 1.2-1.
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Tabela 1.2-1. Wartosci odleglosci Forstera Ry dla par donor-akceptor (wg. Patterson i wsp. 2000).

Akceptor
Donor GFP YFP CFP
CFP 4,82 nm 4,92 nm 3,28 nm
GFP 4,65 nm 5,64 nm 1,93 nm
YFP 3,25 nm 5,11 nm 1,00 nm

Wydajnosé¢ przeniesienia energii moze by¢ obliczona takze na podstawie wzglednej
intensywnosci fluorescencji lub czaséw zZycia fluorescencji donora, odpowiednio
w obecnosci (Tp,) 1 nieobecnosci (Tp) akceptora:

E=1——

Tp
Rownanie 1.2-9

Poniewaz monoeksponencjalne zaniki fluorescencji sa stosunkowo rzadkie w przypadku
czasteczek biologicznych nalezy uzywaé $redniego czasu zycia fluorescencji, ktory jest

proporcjonalny do intensywnosci fluorescencii.
1.3 Pomiary fluorescencji

Pomiary fluorescencji mozna najogdlniej podzielic na dwie klasy: pomiary
stacjonarne (ang. steady-state fluorescence), w ktorych probka oswietlana jest ciagla wiazka
Swiatla 1 rejestrowana jest intensywnos¢ fluorescencji lub widmo emisji oraz pomiary
rozdzielcze w czasie (ang. #ime-resolved fluorescence), w ktérych prébka wzbudzana jest
impulsem $wiatla i rejestrowany jest zanik intensywnosci (Lakowicz 2006). Podczas gdy
pomiary stacjonarne s3 stosunkowo proste, to nanosekundowe pomiary rozdzielcze
W czasie wymagaja zaawansowanej technologicznie 1 kosztownej aparatury. Nasuwa si¢
zatem pytanie co jest zaleta tak skomplikowanych badan? Okazuje sig, ze liczne istotne
informacje molekularne moga by¢ tracone na skutek procesu usredniania w czasie pomiaru
stacjonarnego. Przykladowo, zanik intensywnosci moze wujawni¢ dwa czasy zycia
fluorescencji odpowiadajace dwom odrebnym konformacjom molekuly, podczas gdy
pomiar stacjonarny tej samej probki pozwoli na pomiar jedynie pewnej $redniej, a zatem
informacja o stanach konformacyjnych zostanie utracona. Ponadto, w przypadku zjawiska
przeniesienia energii, zaniki intensywnos$ci umozliwiaja rozréznienie miedzy odmiennymi
populacjami donoréw o zblizonych wlasciwosciach absorpcyjnych 1 emisyjnych lecz

réznych czasach zycia fluorescencji. Ponadto, jezeli nie jest znana charakterystyczna

wydajnos§¢ przekazu energii dla badanego oddzialywania, pomiary stacjonarne
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intensywnosci fluorescencji nie umozliwia iloSciowych pomiaréw FRET nawet przy
przeprowadzonej normalizacji (Hoppe 1 wsp. 2002).

Alternatywnym podejsciem jest metoda fotowybielania, w ktorej wydajnos¢ FRET
moze by¢ wyznaczona przez fotowybielanie zaréwno akceptora (ang. acceptor-photobleaching
FRET) (Wouters i wsp. 1998), jak 1 donora (ang. donor-photobleaching FRET) (Bastiaens
1 Jovin 1996). W pierwszym przypadku mierzona jest intensywnosc¢ fluorescencji akceptora
przed 1 po fotowybieleniu, w drugim wykorzystywana jest réznica w szybkosci
fotowybielania donora w obecnosci i nieobecnosci akceptora.

Bezposrednie pomiary wydajnosci FRET moga by¢ oparte o pomiary zaniku
fluorescencji donora w czasie, ktére sq niezalezne od stezenia fluorofora i nie wymagaja
dodatkowego pomiaru czasu zycia fluorescencji akceptora. Technika ta zostala szeroko

wykorzystana w niniejszej pracy i szerzej omowiona w jej dalszej czesci.
1.4 Pomiar zaniku fluorescencji w czasie

Powszechnie stosowane sa dwie gléwne metody pomiaru fluorescencii rozdzielczych
w czasie. Plerwszg jest metoda impulsowa (ang. Zime-domain), w ktorej probka wzbudzana
jest mozliwie krotkim impulsem $wiatla (czas trwania impulsu jest krétszy niz czas zycia
fluorescencji probki) (Lakowicz 20006). Nastepnie rejestrowany jest zanik intensywnosci
fluorescencji I(t), a czas zycia fluorescencji (T) oblicza si¢ z nachylenia krzywej logI(t)
lub z czasu, przy ktérym intensywno$¢ fluorescencji spada do wattosci 1/e (§. ~37%
warto$ci poczatkowej).

Alternatywna jest metoda modulacji fazowej (ang. frequency-domain lub  phase-
modulation), w ktorej probka jest wzbudzana $wiatlem o sinusoidalnie modulowanej
intensywnosci (Gratton i wsp. 2003, Lakowicz 2000). Swiatlo emitowane ma te sama
czestotliwosé, a czas zycia fluorescencji mozna obliczyé z przesunigcia fazowego. Czas
zycia fluorescencji uzytego fluoroforu powoduje réwniez obnizenie wysokosci maksimum
emisji w stosunku do modulowanego wzbudzenia, na tej podstawie takze mozna go

okreslic.
1.4.1 Metoda skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonéw

Metoda skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonéw TCSPC
(ang. Time-Correlated Single Photon Counting) jest obecnie najczg¢sciej stosowana w pomiarach

metoda impulsowa. Pomiar czasu opdznienia pomiedzy detekcja pojedynczego fotonu
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a emisjg impulsu wzbudzajacego jest prowadzony sekwencyjnie. Mierzony czas jest
skorelowany z powrotem do stanu podstawowego puli fluoroforéw wzbudzonych
nieskoniczenie krétkim impulsem $wietlnym. Metoda TCSPC jest czula i wymaga bardzo
niskiego poziomu wzbudzenia, dzicki czemu jest nieoceniona w badaniach zywych
komoérek, gdyz nie powoduje ich uszkodzenia w wyniku depozycji energii.

Impuls wzbudzajacy probke jest réwniez sygnalem, ktéry przechodzi przez
dyskryminator (mierzacy czas przybycia impulsu) 1 jest przesytany do konwertera czasowo-
amplitudowego (TAC, ang. Time-to-Amplitude Converter) generujacego sygnal napigcia
rosnacy liniowo w czasie. Zatem przyrost napigcia jest proporcjonalny do czasu miedzy
wzbudzeniem a emisjg fotonu i moze by¢ wzmocniony lub zamieniony na wartosé
liczbowsa przy pomocy konwertera analogowo-cyfrowego (ADC, ang. Analogue-to-Digital
Converter). Odpowiedni histogram uzyskiwany jest poprzez wielokrotne powtérzenia
opisanego procesu, a odczyty falszywe redukowane sa przy uzyciu dyskryminatora (User
Guide IBH 2000, Kawski 1992). W praktyce czeéciej stosowany jest tryb odwrdcony,
w ktérym impuls emisji startuje TAC, a impuls wzbudzenia zatrzymuje konwerter TAC,
co wynika z wysokiej czgstotliwosci repetycji stosowanych zrodel $wiatla 1 koniecznosci
wyzerowania TAC przed kazdym impulsem. Przykladowy schemat wurzadzenia
wykorzystanego w niniejszej pracy przedstawiono na rycinie 4.5-1. Z czasem reakcji
konwertera TAC, ktory przeksztalca przerwe czasows miedzy sygnalem START i STOP na
sygnal napieciowy, zwiazany jest tzw. efekt pife-up. W ramach jednego cyklu urzadzenie
wykonuje jeden proces konwersji, co oznacza, ze jezeli dotrze do niego w tym czasie wigcej
niz jeden foton to zostanie on pominiety (Lakowicz 2006, User Guide IBH 2000).
W konsekwencji przyczynia si¢ do powigkszenia rozrzutu, a tym samym skrécenia
mierzonego czasu zaniku w stosunku do czasu rzeczywistego. Parametrem opisujacym to
zjawisko jest wspolczynnik a wyrazony wzorem:

a = i 100%
So

Rownanie 1.4-1

Gdzie: Sy — szybko$¢ startowania TAC, Sy — szybko$¢ zatrzymywania TAC.

Podejmowanych jest wiele prob majacych na celu wyeliminowanie lub korekcje tego
zaburzenia, niemniej jednak powszechnie akceptowane jest, aby wspolczynnik «
przyjmowal wartosci nie wyzsze niz 2%.

Dodatkowo, aby zapewni¢ pomiar pierwszego fotonu przy danym wzbudzeniu,

szybko$¢ zliczen musi by¢ nizsza niz 1% czestotliwosci impulséw wzbudzajacych.
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W przypadku nowoczesnych ukladéw elektronicznych czas martwy zostal zredukowany
nawet do 120 ns (Lakowicz 2000), lecz nadal jest on duzo dluzszy od mierzonych czasow
zycia fluorescenciji, co zapobiega odbieraniu wielu fotonéw z danego wzbudzenia,
a w praktyce powoduje ograniczenie szybkosci akwizycji danych.

W metodzie TCSPC wymagane jest wzbudzenie krétkim impulsem, ktérego
szerokos$¢ bylaby zaniedbywalna w poréwnaniu z dlugosciq czasu zaniku fluorescencii.
Do roku 2000 najczg¢sciej stosowane byly pikosekundowe lasery barwnikowe (Nd:YAG)
lub lampy blyskowe (niska intensywnos¢ impulsu i mata czestotliwosé repetycji 20-100 kHz
przyczyniaja si¢ do wolnej akwizycji danych), obecnie zastepowane sa femtosekundowymi
laserami Ti:sapphire, ktore sa prostsze w obsludze i pomimo wysokiej ceny znajduja
zastosowanie (Lakowicz 2000). Wprowadzenie na rynek didd laserowych LD (ang. Laser
Diode) 1 LED (ang. Light-Emission Diode) przyczynilo si¢ do zmniejszenia zuzycia energii
oraz ulatwienia obsltugi urzadzen, co sprawilo, ze staly si¢ dostgpne dla szerszego grona
badaczy. Diody laserowe i LED pozwalaja na szybkq akwizycje danych (czestotliwosé
repetycji 40 MHz) 1 umozliwiaja dokladniejszy pomiar czaséw zycia fluorescencii
(szerokos¢ impulsu diody LD wynosi ok. 70 ps) (Lakowicz 2000).

Przeprowadzono rowniez doswiadczenia, w ktérych wykorzystano do wzbudzen
promieniowanie synchrotronowe, ktérego niewatpliwa zaleta jest szerokie spektrum
uzyskiwanych dlugosci fal o jednakowym rozkladzie czasowym. Okazalo sig, ze uzycie tego
zrédla Swiatla jest wysoce niepraktyczne z uwagi na konieczno$¢ zainstalowania
poszczegdlnych elementéw omawianego ukladu w réznych punktach synchrotronu
(Lakowicz 20006).

Jako detektory stosowane sa fotopowielacze mikrokanalowe lub kompaktowe
(ang. microchannel plate photomultiplier tube b compact photomultiplier tube) czy fotodiody
(ang. photodiode), ktére sa szybsze i tansze od fotopowielaczy mikrokanalowych, jednak maja

mniejsza objetos¢ czynna, a zatem i czulo$¢ (Lakowicz 2000).

1.4.2 Zastosowania pomiaru czaséw zycia fluorescencji

Nowoczesne urzadzenia do pomiaru zaniku fluorescencji w czasie zapewniajq
uzyskanie wysokiej jakosci danych w krétkim czasie, a dodatkowo moga by¢ zestawione
ze standardowym mikroskopem fluorescencyjnym lub mikroskopem konfokalnym.
Rozdzielcza w czasie mikroskopia fluorescencyjna umozliwia $ledzenie zmian w ukladzie

biologicznym zachodzacych w nanosekundowych przedzialach czasowych. Dodatkows jej

zaleta jest brak zaleznosci czasu zycia fluorescencji od st¢zenia samego fluoroforu, ktére
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trudno byloby kontrolowa¢ wewnatrz komorki (Lakowicz 2006). Metoda ta jest ponadto
niezalezna
od fotoblaknigcia samej probki, majacego duze znaczenie w stacjonarnych pomiarach
intensywnosci fluorescencji. Polaczenie pomiaru czaséw zycia fluorescencji i FRET
zapewnia wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenng (nm) i czasowy (ns) (Elangovan 1 wsp 2003).
Pomiary FRET przy uzyciu metody TCSPC pozwalaja na obserwacje oddziatywania
receptoréw w pojedynczych komoérkach. Wykorzystujac pomiary czaséw zycia fluorescencji
potwierdzono heterooligomeryzacje receptorow dopaminowych D, i D, (Dziedzicka-
Wasylewska 1 wsp. 2004) oraz homo- i heterooligomeryzacje receptoréw: adenozynowego
A,, oraz serotoninowego 5HT,, (Lukasiewicz i wsp. 2007, 2009), a co réwnie wazne —
pokazano i oszacowano wplyw niektérych ligandéw na ten proces (Faron-Goérecka
1 wsp. 2008). Pomiar czaséw zycia fluorescencji wykorzystano do badania zmian wartosci
pH (Sanders i wsp. 1995) i stezenia jonéw wapnia Ca®" (Lakowicz i wsp. 1994), proceséw

proteolizy, zmian potranslacyjnych czy tez fosforylacji (Bastiaens i Squire 1999).

1.4.3 Analiza zanikow fluorescencji

Od lat 70-tych XX. wieku zaproponowano wiele metod analizy zanikéw
fluorescenciji, jak metoda najmniejszych kwadratéw (Grinvald i Steinberg 1974) czy rzadko
stosowane: metoda momentéw (Small 1992), transformata Laplace’a (Ameloot i Hendrickx
1983), metoda maksimum entropii (Brochon 1994), a takze transformacja sinusoidalna
(Lopez 1 wsp. 1992) czy metoda fazowa (Novikov 1998).

W analizach biochemicznych 1 biofizycznych najczesciej stosowana jest metoda
najmniejszych kwadratéw, w ktorej obierany jest okreslony model opisujacy otrzymywane
wyniki. Celem przeprowadzanej analizy jest sprawdzenie czy ten model jest spojny
z uzyskanymi danymi oraz otrzymanie parametrow, ktore zapewnia najlepsze dopasowanie
pomiedzy zanikiem fluorescencji zmierzonym N(ti), a oczekiwanym N (t;) (Lakowicz
2000). Jako$¢ dopasowania jest uzyskiwana poprzez minimalizacje zredukowanego

parametru y%:
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n
1 1
X = ;Z = IN(ty) — Ne(t)|?
k=1

Rownanie 1.4-2

gdzie: 1 — liczba kanaléw, v — liczba stopni swobody, 62 — odchylenie standardowe,

N(ty) — zmierzony zanik fluorescencji, N,.(t;) — oczekiwany zanik fluorescencji.

Jezeli niepewnos$¢ zwiazana jest jedynie ze statystyka zliczen i gdy nie ma bledu
systematycznego to, zgodnie z rozkladem Poisson’a, odchylenie standardowe mozna opisaé

nastepujaco (Lakowicz 2000):

0.2 = Z\IN(tk)

gdzie: 0% — odchylenie standardowe, N (t;) — zmierzony zanik fluorescencii.

Rownanie 1.4-3

Prawo zaniku fluorescencji okresla szybko$¢ zaniku fluorescencji populacji fluorofora
w stanie wzbudzonym n(t) na skutek zaniku radiacyjnego z szybkoscia I' oraz
nieradiacyjnego z szybkoscia Ky, ktéry opisany jest rownaniem (Lakowicz 2000):

dn(t)
dt

= T+ kp)n(®)
Réwnanie 1.4-4
gdzie: I' — szybkos$¢ zaniku radiacyjnego, ky, — szybko$¢ zaniku nieradiacyjnego,
n(t) — populacja fluorofora w stanie wzbudzonym.
W modelu multicksponencjalnym intensywnos¢ fluorescencji I(t) jest opisana jako
suma pojedynczych eksponent:

n

I(t) = Z a;e /T

i=0
Rownanie 1.4-5

gdzie: a; — amplituda sktadowa dla czasu t = 0, n — ilo$¢ sktadowych, 7; — sktadowa

czasu zycia fluorescencji.

Model multieksponencjalny jest czgsto stosowany, chociaz interpretacja poszczegdlnych

parametréw moze by¢ rézna w zaleznosci od doswiadczenia.
1.5 Biatka fluorescencyjne w badaniach biologicznych
Fluorofory sa jednym 2z wazniejszych narzedzi szeroko stosowanych technik

fluorescencyjnych. Najogélniej mozna je podzieli¢ na fluorofory wewnetrzne, czyli zwiazki

naturalnie  fluorescencyjne  (jak aminokwasy aromatyczne: tryptofan, tyrozyna,
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tenyloalanina, kofaktory enzyméw: NADH 1 NADPH czy chlorofil) i zewnetrzne, ktore sq
dodawane do probki aby zmieni¢ jej wlasciwosci spektralne (np.: fluoresceina, rodamina
1 in.) (Lakowicz 2006). Wlasnosci fluorescencyjne wykazuja réwniez takie zwigzki
organiczne jak Cy3 czy Alexa568, jednak nie moga one by¢ wykorzystane do znakowania
bialek w procesie ich ekspresji w zywych komoérkach (Tramier i wsp. 2005). Oprocz
zwigzkoéw drobnoczasteczkowych (jak fluoresceina), znacznikami moga by¢ tez biatka
fluorescencyjne (FPs, ang. Fluorescent Proteins), pochodne zielonego biatka fluorescencyjnego
(GFP, ang. Green Fluorescent Protein), ktére zrewolucjonizowalo zastosowanie metod
fluorescencyjnych w biologii.

Historia biatek fluorescencyjnych rozpoczela si¢ od odkrycia i wyizolowania GFP
z meduzy Aeguorea 1Victoria (Shimomura 1 wsp. 1962, Shimomura 1995), lecz ming¢to okoto
30 lat do praktycznego zastosowania tego narzedzia w biologii komoérki (Chalfie 1 wsp.
1994, Tsien 1998, Lippincott-Schwartz i Patterson 2003, Prasher 1 wsp. 1992). Donioslosé
tych odkry¢ doceniono przyznajac badaczom (Osamu Shimomura, Roger Y. Tsien i Martin
Chalfie) nagrody Nobla w dziedzinie chemii w roku 2008. Zastosowanie GFP oraz
mozliwos¢ obrazowania zywych komorek w polaczeniu z FRET 1 innymi metodami
biofizycznymi, pozwolily na badanie rozleglych biochemicznych szlakoéw sygnalizacyjnych
na poziomie pojedynczej komoérki (Miyawaki 1 wsp. 1999, Janetopoulous i wsp. 2001,
Kusumi 1 wsp. 2005).

Biatko GFP sklada si¢ z 11 tzw. struktur 3, ktére ukladajq si¢ antyrownolegle
1 tworza tzw. B-beczulke oslaniajaca umieszczony wewnatrz chromofor (rycina 1.5-1), ktory
powstaje spontanicznie w procesie faldowania tafdcucha polipeptydowego, co stanowi
olbrzymig zalet¢ tego biatka. Chromofor GFP ulega wzbudzeniu niebieskim $wiatlem
(395 nm) i w wyniku transferu wewnetrznego emituje zielone $wiatto fluorescencyjne

(508 nm) (Heim i Tsien 1996).

Rycina 1.5-1. Struktura bialka fluorescencyjnego GFP.

Rysunek wykonany w oparciu o wspélrzedne struktury
zamieszczone w bazie Protein Data Bank (1EMA).
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Wprowadzenie szeregu mutacji punktowych w biatku GFP pozwolilo na uzyskanie
nowych odmian o lepszych wlasciwosciach spektralnych i fizykochemicznych, umozliwiajac
tym samym szersze ich zastosowanie (Shaner i wsp. 2005, Arun i wsp. 2005). Stworzenie
EGFP (ang. Enbanced Green Fluorescent Protein) o wigkszej wydajnosci fluorescenciji oraz
lepszej fotostabilnos$ci dalo poczatek calej rodzinie bialek fluorescencyjnych.
Wprowadzono szereg odmian emitujacych §wiatlo w réznym zakresie dlugosci fal
1 o ulepszonych wtasnosciach. W rezultacie powstaly odmiany §wiecace na niebiesko BFP
1 EBFP (ang. Ewbanced Blue Flnorescent Protein), z6tto YFP 1 EYFP (ang. Enbanced Yellow
Fluorescent Protein) oraz jasnoniebiesko CFP 1 ECFP (ang. Enhanced Cyan Fluorescent Protein)
(Nagai i wsp. 2002, Arun 1 wsp. 2005). Emisja fluoroforéw obejmuje zakres od nadfioletu
(UV, ang. ultraviolel) do bliskiej podczerwieni (NIR, ang. Near Infra Red) a dostepne
znaczniki charakteryzuja si¢ zaréwno krotkimi (ns), jak i dtugimi (ms) czasami zycia.

Biatko GFP wraz z dwoma wariantami, CFP i YFP, cieszy si¢ szczegdlnym
zainteresowaniem w badaniach lokalizacji réznych molekul, jak 1 w pomiarach zjawiska
FRET (Heim i Tsien 1996, Tsien 1998, Patterson 1 wsp. 2001). Biatko CFP powstato przez
wprowadzenie mutacji S65A, Y66W, S72A, N146I, M153T oraz VI163A w biatku GFP
(wykaz jednoliterowych skrétow aminokwaséw zamieszczono w APPENDIX V). CEFP ulega
wzbudzeniu przy 434 nm, a maksimum emisji ma przy 474 nm. Drugi wariant, biatko YFP
r6zni si¢ od GFP wprowadzonymi mutacjami S65G, V68L, S72A i T203Y. Ulega ono
wzbudzeniu przy 514 nm, natomiast maksimum jego emisji przypada na 527 nm (Tsien
1998). Widma emisyji i absropcji biatek CFP oraz YFP przedstawiono na rycinie 1.2-1.

Biatka fluorescencyjne stanowig wspaniale narzedzie w badaniach biologicznych
ze wzgledu na mozliwos$¢ tworzenia — technikami biologii molekularnej — bialek fuzyjnych,
tj. czasteczek ztozonych z biatka badanego z dolaczonym do niego okreslonym bialkiem
fluorescencyjnym. Wydajna ekspresja takich bialek w komorce, przy rownoczesnym braku
efektow toksycznych, sprawia, ze jest to bardzo dogodne narzedzie w badaniach. Duza
liczba dostgpnych obecnie bialek fluorescencyjnych o réznych wlasciwos$ciach
tizykochemicznych umozliwia wybranie odpowiedniej do potrzeb eksperymentu pary
fluoroforow (Karasawa i wsp. 2004, Griesbeck i wsp. 2001, Elslinger i wsp. 1999). Ponadto,
w badaniach FRET szczegélnie istotna jest wysoka wydajnos$¢ kwantowa donora i duzy
wspotczynnik absorpcji akceptora, a sygnal emisji fluorescencji powinien byé znacznie
wickszy od autofluorescencji komoérek (Shaner 1 wsp. 2005). W niniejszej pracy
wykorzystano par¢ wzmocnionych biatek fluorescencyjnych EYFP oraz ECFP

sprze¢zonych z receptorami dopaminowymi D, i D, do zbadania oddzialywania migdzy tymi
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receptorami oraz wplywu cichych polimorfizméw w genie receptora dopaminowego D,
na te oddziatywania. W dalszej cz¢sci pracy postuzono si¢ jedynie skrotami CFP i YFP do
opisu stosowanych biatek fluorescencyjnych w miejsce ECFP i EYFP. Schemat ukladu

modelowego do badania tych interakcji metoda FRET przedstawiono na rycinie 1.5-2

| - ‘ Blona komérkowaJ

| ——’
| ‘ Blona kamérkowa J

w vep x FRET

Rycina 1.5-2. Schemat ukladu modelowego do badania heterodimeryzacji receptoréw
dopaminowych D1 i D potaczonych z biatkami fluorescencyjnymi, odpowiednio YFP i CFP.

Para EYFP-ECFEP jest jedna z cz¢Sciej wykorzystywanych w badaniach oddziatywan bialek
receptorowych metoda FRET (Milligan 2004, Piston i Kremers 2007), chociaz obecnie
podejmowane s3 badania z wykorzystaniem bialek o wyzszej wydajnosci kwantowej, jak
mCerulean i mVenus czy ECFP-mCitrine (Shaner 2004, Millington i wsp. 2007, Rizzo
1 wsp. 2004, 2000).

Liczaca obecnie siedem klas rodzina biatek fluorescencyjnych stanowi nieocenione
narzedzie w molekularnej biologii komoérki. Nie tylko umozliwia badanie uktadow zywych,
ale rowniez ulega w nich ekspresji. Stosujac metody inzynierii genetycznej mozliwe jest
tworzenie biatek fuzyjnych zlozonych z GFP (lub pochodnych) i badanego biatka,
co pozwala na obserwacje lokalizacji w komorce okreslonej molekuly lub zmian
konformacyjnych i jej aktywnosci wywolanych wplywem czynnikéw srodowiskowych,

takich jak pH czy stezenie niektérych jondw.
1.6 Sygnalizacja mi¢dzy komérkami
Kazda zywa komorka jest bardzo wrazliwa na obecno$¢ rozmaitych zwiazkow

chemicznych w otoczeniu, moze ona dostosowywac¢ metabolizm lub korygowa¢ wzorce

ekspresji gendéw w zaleznosci od zmian §rodowiska zewnetrznego.
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W przypadku organizméw wielokomoérkowych bodzce chemiczne maja kluczowe

znaczenie w procesach koordynacji réznych procesow fizjologicznych w  nich
zachodzacych. Uwalnianie np. komérkowego czynnika wzrostu w odpowiedzi na zraniene
stymuluje odpowiednie komoérki do wzrostu 1 podzialéw. Z kolei w sytuacji zagrozenia,
nadnercza uwalniaja adrenaling, ktéra — najogdlniej rzecz ujmujac — uruchamia zapasy
energii i prowadzi do usprawnienia pracy ukladu krazenia. W tych przyktadowych
sytuacjach komorka otrzymuje informacje o przekroczeniu stezenia progowego konkretnej
czasteczki w jej otoczeniu. Ladcuch zdarzen, ktére zamieniajg pierwotng informacje
na ostateczna reakcje fizjologiczng nazywany jest przekazywaniem sygnatu.

Szlaki sygnalizacyjne sa zazwyczaj bardzo rozgalezione i zawieraja wiele elementow,
zatem mogg by¢ wysoce skomplikowane. Tym bardziej, ze pewne polaczenia i molekuly
moga by¢ wspodlne dla réznych $ciezek sygnalizacyjnych. Badanie mechanizmoéw jakim
podlegaja elementy wspélne pozwala na poznanie zasad funkcjonowania istniejacych
szlakow sygnalizacyjnych (Krauss 2008, Berg i wsp. 2007). Podstawowym elementem

nerwowych szlakéw sygnalizacyjnych jest komérka nerwowa (neuron), ktéra schematycznie

przedstawiono na rycinie 1.6-1.

SYNAPSA

Szezelina
synaptyczna

SzorStka siate czha

o
= Zakonczenie aksonu
endoplazmatycina

Polirghasomy

Przewsgieniz Ranvizra
Rybosomy

Aparat Golgiego

Otoczka mizlinowa
(kemérkischwanna)
Jadro

Jaderko
Blona
Mikratubule

Mikrofilame nty
Mikrotubule
Akson

Rycina 1.6-1. Komoérka nerwowa — podstawowy element szlakéw  sygnalizacyjnych
(wg. www.chemistry.ucsc.edu zmodyfikowano).

Wigkszos¢ czasteczek sygnalizacyjnych nie wchodzi do komérki, natomiast istnieja
szczegolne bialka blonowe, zwane receptorami, ktore rozpoznajq 1 wiaza odpowiednie
molekuly i przenosza informacj¢ do wnetrza komoérki. Receptory osadzone sa w blonie

komorkowej, w obrebie ich domeny zewnatrzkomoérkowej znajduja si¢ miejsca specyficznie
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wigzace 1 rozpoznajace czasteczki sygnalowe (ligandy). Oddzialywanie receptor-ligand
wywoluje zmiany konformacyjne w obrebie receptora, przenoszace si¢ na jego domeng

wewnatrzkomorkowas.

1.6.1 Receptory

Receptory to wyspecjalizowane biatka, ktére odbieraja bardzo rézne sygnaly
ze §rodowiska zewnetrznego. Sygnaly niosace informacj¢ o zmianach mikrootoczenia moga
by¢ w postaci chemicznej, np. hormony, neuroprzekazniki, neuromodulatory, czynniki
wzrostu, antygeny czy gazy (NO, CO 1 CO,) lub moga mie¢ charakter fizyczny, np. §wiatlo
(Krauss 2008, Zawilska 2004). Ligandami receptoréw moga by¢ zaréwno zwiazki
endogenne, jak i strukturalnie do nich zblizone zwiazki egzogenne, ktore swoidcie wiaza si¢
z receptorem powodujac pobudzenie lub blokade receptora. Olbrzymia liczba lekow dziata
wladnie w ten sposob. Substancje, ktorych zwigzanie powoduje zmiange konformacyjna
receptora prowadzaca do wyzwolenia kaskady sygnalizacyjnej nazywa si¢ agonistami.
Natomiast zwigzanie antagonisty nie wywoluje zmiany konformacyjnej biatka
receptorowego, a ponadto uniemozliwia przylaczenie innych substancji sygnalizacyjnych.
Naturalne zwiazki sygnalizacyjne to z reguly agonisci o wysokim stopniu powinowactwa do
okreslonego typu receptora i niskim do pozostalych receptoréw.

W oparciu o budowe bialka receptorowego i przeplyw sygnaléw, receptory mozna
podzieli¢ na cztery nadrodziny:

" receptory bedace zarazem kanalem jonowym; maja zlozona budowe
podjednostkowa, a po aktywacji odpowiednim ligandem wulegaja otwarciu
umozliwiajac przeplyw jonéw do wnetrza komoérki (np. jonéw Cl' w przypadku
receptora GABA, albo jonéw Ca®* w przypadku receptora dla glutaminianu typu
NMDA);

" receptory wykazujagce aktywno$¢ kinazy tyrozynowej Trk (np.: dla cytokin
1 czynnikéw wzrostu);

" receptory jadrowe (np. receptory hormondw steroidowych czy witamin
rozpuszczalnych w tluszczach);

" receptory zwiazane z ukladem efektorowym przez biatka G tzw. GPCRs (dla

,»powolnych” neuroprzekaznikéw i hormonow).
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1.6.2 Receptory zwigzane z biatkami G

Receptory zwigzane z biatkami G (GPCRs, ang. G-Protein Coupled Receptors) stanowia
najwigksza nadrodzing bialek odbierajacych sygnaly, ktérych geny obejmuja 3-5% calego
genomu u zwierzat. U ssakow zidentyfikowano dotychczas ok. 800-1000 podtypéw GPCR
(Bouvier 2001, Kobilka 2007), do ktérych nalezqg receptory dla wickszosci
neuroprzekaznikéw 1 neuromodulatoréw (np. receptory adrenergiczne, dopaminowe,
serotoninowe, opioidowe, cholinergiczne i in.), a takze hormondéw (np. glukagon czy

oksytocyna) oraz receptory w nablonku wechowym i rodopsyna (Kroeger 1 wsp. 2004).

1.6.3 Struktura receptoréw sprzezonych z biatkami G

Wspolng cecha poznanych GPCR jest homologia strukturalna pojedynczego
tanicucha polipeptydowego tworzacego siedem hydrofobowych domen transblonowych
o strukturze a-helisy (rycina 1.6-2), stad tez ich alternatywna nazwa to 7TMRs (ang. seven-
transmembrane  receptors).  Domeny TM  polaczone sa  hydrofilowymi  petlami
zewnatrzkomorkowymi ecl-3 (ang. extracellular loop), ktére wraz z N-koncem lancucha
polipeptydowego odpowiadaja za wigzanie liganda oraz petlami wewngtrzkomérkowymi
ic1-3 (ang. intracellular loop), ktoére wraz ze zlokalizowanym w cytoplazmie C-koncem
tanicucha polipeptydowego zapewniaja interakcje z biatkami G (Dziedzicka-Wasylewska
1 Zawilska 2004, Kobilka 2007).
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Rycina 1.6-2. Schemat receptora sprz¢zonego z biatkiem G (zmodyfikowano wg Oldham
i Hamm 2008).
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O ile w obrebie domen blonowych receptory te wykazuja wysoka homologie, o tyle
rozmiar 1 struktura elementéw zewnatrz- 1 wewnatrz-komérkowych zmieniaja  si¢
w szerokim zakresie, od najbardziej ,kompaktowego” biatka jakim jest rodopsyna,
az po receptory z dluga petla ic-3 (jak np. receptory dopaminowe D,) czy dlugim
C-konicem (jak np. receptory dopaminowe D). Poza gléwnymi elementami strukturalnymi
do wspolnych cech receptoréow 7TM naleza:

* mostki  disiarczkowe — pomiedzy  resztami  cysteiny na  petlach
zewnatrzkomorkowych, ktére umozliwiaja rearanzacje a helis odpowiednia dla
zwigzania danego przekaznika;

"  miejsce potranslacyjnej palmitylacji w obrebie C-konca;

"  miejsca glikozylacji w rejonie N-konca;

* miejsca fosforylacji w obrebie petli wewnatrzkomérkowych i C-konica, ktore
pelnia funkcje w procesach desensytyzacji i internalizacji receptoréw (Vauquelin
1 von Mentzer 2007).

W oparciu o homologi¢ sekwencji receptory sprze¢zone z biatkami G podzielono na trzy
klasy (lub rodziny): A, B 1 C (Bouvier 2001, Minneman 2007, Vauquelin i von Mentzer
2007).

Klasa A (ang. rhodopsin-like) stanowi najwicksza, bo obejmujaca ok. 90% GPCRs,
grupe receptoréw wigzacych mate molekuly 1 ligandy peptydowe w obszarze kieszeni
hydrofobowej. Dlugos¢ C-konca i petli ic-3 sgq niezwykle zréznicowane w tej klasie
receptoréw. W przypadku ok. 260 przedstawicieli w obrebie C-kofica moze wystepowaé
motyw strukturalny, tzw. helisa VIII (Ballesteros i Palczewski 2001). W obrebie N-konca,
petli ic-3 oraz C-konca zidentyfikowano réwniez wewnetrznie nieustrukturalnione regiony
— 1UP-like (ang. intrinsically unstructured proteins) (Jaakola 1 wsp. 2005). Kluczowa role
w wiazaniu ligandow przez receptory klasy A odgrywaja obszary transblonowe, bardziej
szczegdlowo opisane dla receptoréow dopaminowych w rozdziale 1.7-2.

Do typowych przedstawicieli receptoréw klasy A oprécz rodopsyny naleza receptory
dla amin biogennych, w tym receptory adrenergiczne o i § czy dopaminowe D, i D,,
receptory peptydow takich jak opioidy oraz receptory w nabtonku wechowym. Czasteczka
rodopsyny byla pierwszym, 1 do niedawna jedynym, biatkiem nalezacym do GPCR,
dla ktérego zidentyfikowano strukture krystaliczna (Palczewski i wsp. 2000, Kobilka 2007,
Mustafi 1 Palczewski 2009), na podstawie ktérej podejmowano liczne proby tworzenia
modeli komputerowych pozostalych receptoréow klasy A GPCR (Mobarec 1 Filizola 2008,

Topiol i Sabio 2009). W ostatnim czasie opisano na poziomie atomowym czasteczke
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receptora adrenergicznego {3, (Cherezov i wsp. 2007, Rasmussen i wsp. 2007, Rosenbaum
1 wsp. 2007, 2009) oraz okredlono strukture krystaliczna ludzkiego receptora
adenozynowego A,, (Jaakola 1 wsp. 2008). Okreslenie struktury przestrzennej receptoréw
7TM, jak 1 innych bialek zakotwiczonych w blonie jest niezwykle trudne, gléwnie
z powodu trudnosci z uzyskaniem stabilnego, homogennego bialka.

Klasa B to mala grupa receptoréow dla duzych peptydéw, takich jak cytokiny,
glukagon czy parathormon. Receptory te majgq relatywnie dlugi N-koniec tancucha
polipeptydowego, na ktérym zlokalizowane sq domeny wigzace hormony. Zaliczane sa tu
tez receptory kortykoliberyny (CRF, ang. corticotropin releasing factor).

Klasa C jest najmniej liczna grupa, ktéra tworza receptory dla glutaminianu (mGlu)
1 GABA (GABAj), receptory smakowe oraz receptory dla wapnia czy niektérych
feromonéw (Minneman 2007). Miejsce wigzania ligandéw jest zlokalizowane na
charakterystycznie dtugim N-koncu biatka (Devi 2001, Pin 1 wsp. 2007).

Nalezy doda¢, ze duza cze¢s¢ receptoréw sprzezonych z biatkami G stanowia tzw.
receptory sieroce o znanej strukturze aminokwasowej lecz o nieznanym, jak na razie,

ligandzie.

1.6.4 Przekazywanie sygnatu przez GPCR

Pomimo réznorodnosci strukturalnej pierwszy etap sygnalizacji w przypadku
wszystkich GPCRs jest jednakowy: po zwiazaniu czasteczki sygnalowej aktywny receptor
(R*) katalizuje wymiane nukleotydu GDP (ang. guanosine diphosphate) na GTP (ang. guanosine
triphosphate) prowadzaca do dysocjacji heterotrimerycznego biatka G na: podjednostke o
1 kompleks By, ktore sa zdolne do aktywacji lub blokady szerokiej gamy efektoréw (Kobilka
2007) (rycina 1.6-3).

Biatka G to rodzina zwigzanych z blona polipeptydow posredniczacych
w przekazywaniu sygnalu pomiedzy receptorem a efektorem (Johnston i Siderovski 2007).
Zbudowane sa z trzech podjednostek: podjednostki o (38-52 kDa) wiazacej nukleotyd
guaninowy i stanowigcej element rozpoznawalny przez receptor, podjednostki § (35kDa)
1 podjednostki y (8-10 kDa), ktére wystepuja w postaci kompleksu B-y pelnigcego funkcje
pomocniczg w stosunku do podjednostki o (Vauquelin i von Mentzer 2007). W oparciu
o sekwencj¢ aminokwasowg podjednostki o, biatka G zostaly podzielone na cztery rodziny
(Johnston 1 Siderovski 2007):

" G, — zawlierajace podjednostke o lub o (Wystepujaca w nabtonku wechowym)

stymulujace cyklaze adenylowa (AC, ang. andenylate cyclase);
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* G, — skladajace si¢ z trzech odmiennych rodzajéw podjednostek o (o, o, %5
lub ich wariantéw mieszanych) - hamujace AC, podjednostek o, (o, i o) -
aktywujace kanaly potasowe K, dwoch o, (o, i o) - hamujace kanaly wapniowe

Ca’’, podjednostki o, — wystepujaca w nablonku smakowym oraz podjednostki

qust
o, - aktywujaca fosfodiesteraze;

" G, —rodzina sktadajaca si¢ z nastepujacych podjednostek oz o, oy, oy, 05 1 0ty
(przy czym dwie ostatnie podjednostki wydaja si¢ by¢ ludzkim 1 mysim
odpowiednikiem tego samego genu) - hamujace fosfolipaze¢ C (PLC, ang.
phospholipase C),

"  Gyyy; — skladajaca si¢ tylko z dwoch typéw podjednostek ay, 1 o3 0 nieznanej
dokladnie funkciji, ale opisano ich oddzialywanie na wymiennik jonowy Na'/H"
(Cabrera-Vera i wsp. 2003).

Aktywny receptor podlega specyficznej fosforylacji przez kinaz¢ biatkowsg zalezna od
cAMP (PKA, ang. protein kinase A) lub rodzing kinaz GRK (ang. G-Protein Coupled Receptor
Kinases), co prowadzi do dezaktywacji receptora 1 preferencyjnego wigzania -arestyny do
aktywnej ufosforylowanej formy receptora, a w efekcie zapobiega dalszej aktywacji biatka
G (Gurevich i Gurevich 2004, Moore i wsp. 2007, Pfleger i wsp. 2007). Nastepuje wtedy
internalizacja receptora, a w efekcie przekierowanie informacji na kaskade wtérnych
szlakow sygnalizacyjnych (rycina 1.6-3) (DeWire i wsp. 2007). Enzymy efektorowe,
do ktérych dociera sygnal od receptora poprzez odpowiednie biatko G, prowadza do
powstania wtornych przekaznikéw, w tym: cAMP (cykliczny AMP), cGMP (cykliczny
GMP), DAG (diacyloglicerol) i IP; (1,4,5-trifosforan inozytolu), ktére z kolei prowadza
m. in. do aktywacji kinaz, otwarcia kanaléw Ca® i K' czy tworzenia kwasu

arachidonowego (Vauquelin i von Mentzer 2007, Cabrera-Vera i wsp. 2003).
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Rycina 1.6-3. Schemat transmisji sygnalu GPCRs przez réznorodne szlaki przekaZnictwa
wewnatrzkomorkowego, ktére reguluja procesy komoérkowe, jak: wzrost, réznicowania
komorek czy angiogeneza. Uzyte skroty: AC — cyklaza adenylowa, DAG — diacyloglicerol,
FSH — hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone), GEF — czynnik wymiany
nukleotydu guaninowego (ang. guanine nucleotide exchange factor), LH — hormon luteinizujacy (ang.
lenteinizing hormone), LPA — kwas lizofosfatydowy (ang. hsophosphatidic acid), PAF — czynnik
aktywujacy plytki kewi (ang. platelet activating factor), PI3K — kinaza 3 fosfatydoloinozytolu (ang.
phosphoinositide 3-kinase), PKC - kinaza biatkowa C, PLC - fosfolipaza C, S1P — fosforan
sfingozyny (ang. sphingosine-1-phosphate); TSH — hormon tyreotropowy (ang. thyroid-stimulating
hormone) (wg. Marinissen i Gutkind 2001 zmodyfikowano).

Warto zauwazy¢, iz nieprawidlowosci w procesie zaréwno aktywacji, jak 1 terminacji
Sciezek sygnalizacyjnych moga prowadzi¢ do zaburzen w funkcjonowaniu komorek,
objawiajacych si¢ czg¢sto cigzkimi schorzeniami.

Receptory sprzezone z bialtkami G odpowiadaja na rézne bodzce zewnetrzne
(Swiatlo, zapach), jak i wewnetrzne (hormony, neurotransmitery, zewnatrzkomoérkowy
poziom jonéw wapnia Ca”" iin.). Sq one celem dzialania ponad polowy lekéw stosowanych
obecnie w terapii (Milligan 2007, 2009; Johnston i Siderovski 2007), a ich znaczenie
biologiczne uzasadnia olbrzymi wysilek wkladany w wyjasnienie mechanizmow
funkcjonowania. Wydaje si¢ to tym bardziej istotne w kontekscie opisywanego udziatu
drobnych zmian w sekwencji genéw kodujacych GPCR w etiopatogenezie réznych
schorzenn (Schoneberg 1 wsp. 2004), np. polimorfizmy w obrebie receptoréw
dopaminowych D, jak 1 D, wydaja si¢ mie¢ znaczenie w etiopatogenezie schizofrenii (Liu

1 wsp. 2003, Duan i wsp. 2003), dlatego tez poznanie dokladnych mechanizméw
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wplywajacych na dzialanie tych receptorow moze by¢ kluczowe dla znalezienia lepszych

lekéw przeciwpsychotycznych.
1.7 Transmisja dopaminergiczna

Transmisja sygnalu poprzez GPCR ma ogromne znaczenie w przekazywaniu
informacji pomiedzy komoérkami nerwowymi, gdyz poprzez te receptory dzialaja m.in.
aminy biogenne, ktére sa glownymi — obok aminokwaséow 1 peptydow —
neuroprzekaznikami. Przedmiotem niniejszej pracy sa badania dotyczace receptorow
dopaminowych, dlatego tez ponizej przedstawiono ich charakterystyke, poprzedzajac ja
krotkim omoéwieniem roli dopaminy w funkcjonowaniu osrodkowego ukiadu nerwowego

(OUN).

1.7.1 Dopamina w funkcjonowaniu o$§rodkowego uktadu nerwowego

Dopamina (3,4-hydroksyfenyloetyloamina) nalezy do amin katecholowych i podobnie
jak noradrenalina i adrenalina pelni funkcje neuroprzekaznika w mézgu ssakow. Kontroluje
ona aktywnos$¢ lokomotoryczna, funkcje poznawcze, emocje, tzw. uklad nagrody,
pobieranie pokarmu oraz reguluje uwalnianie prolaktyny. Pelni réwniez liczne funkcije

obwodowe jako modulator funkcji naczyn krwionosnych czy nerek (Missale i wsp. 1998).

H-N

OH

OH

Rycina 1.7-1. Struktura chemiczna dopaminy (4-(2-aminoetylo)benzeno-1,2-diol). Struktura
wykonana przy uzyciu programu CHEMSKETCH V.12.

Poczatkowo jej rola byla niedoceniana, dopiero pod koniec lat 50-tych Arvid
Carlsson wykazal, ze pelni ona rol¢ neuroprzekaznika niezaleznie od noradrenaliny,
a doswiadczalnie wywolany jej niedobér w mézgu powoduje zaburzenia lokomotoryczne,
analogiczne do objawow choroby Parkinsona. Badania nad tq amina przyczynily si¢
w pozniejszym czasie do sformutowania tzw. dopaminowej hipotezy schizofrenii (Seeman
1 wsp. 1987, Seeman 2009). Zaobserwowana przez Paula Greengarda inicjacja fosforylacji

biatek w komoérkach postsynaptycznych wywolana aktywacja receptoréow dopaminowych
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oraz utrwalanie §ladu pamieciowego udowodnione przez Erica Kandella przyczynily sie¢ do
przyznania wymienionej tréjce naukowcow Nagrody Nobla w roku 2000 w dziedzinie
fizjologii i medycyny. Zainteresowanie uktadem dopaminergicznym w ciggu ostatnich 30 lat
wynika z faktu, iz w pewnych stanach patologicznych, takich jak choroba Parkinsona,
schizofrenia, syndrom Tourette’a czy hiperprolaktynemia zaobserwowano zaburzenia

wlasnie transmisji dopaminergicznej (Seeman 2009).

1.7.2 Receptory dopaminowe

Ogromy postep w dziedzinie badan nad transmisjq dopaminergiczng dokonal si¢ po
wprowadzeniu metod klonowania do badan nad receptorami, ktére — w przeciwienstwie do
tego, co sadzono wczesniej — wykazaly wysoki poziom zlozonosci. Wyizolowano DNA
1 scharakteryzowano pieé¢ podtypéw receptorow dopaminowych, co pozwolilo na
okreslenie struktury biatek receptorowych, ich lokalizacjc w OUN oraz umozliwito
ekspresje receptorow zu-vitro 1 ich charakterystyke farmakologiczng. Podjeto rowniez proby
wyznaczenia mozliwych korelacji zmian w obrebie sekwencji gendéw receptorow
dopaminowych ze specyficznymi jednostkami chorobowymi. Zastosowanie metod
hybrydyzacji zn-sitn 1 tancuchowej reakcji polimerazy PCR (ang. Polhymerase Chain Reaction),
przy uzyciu poznanych sekwencji genéw kodujacych receptory, pozwolito okresli¢
lokalizacje¢ receptoréow dopaminowych we wiasciwych strukturach moézgu oraz tkankach
obwodowych.

Zgodnie z ujeciem klasycznym okreslenie funkcji pojedynczego receptora jest
mozliwe na podstawie identyfikacji jego selektywnych agonistéw oraz antagonistow
(Missale 1 wsp. 1998). W ten sposéb wyjasniono czesciowo role receptorow dopaminowych
D, oraz D, w kontroli licznych funkcji organizmu a zarazem ich interakcji z innymi
neuroprzekaznikami. Wobec stosunkowo niskiej ekspresji receptoréw typu Dy, D, i D, oraz
braku wysoce selektywnych ligandéw tych receptoréw, trudne jest pelne poznanie ich
funkcji. Wyciszanie ekspresji gendéw, przy uzyciu homologicznych rekombinacji, do
inaktywacji wybranego genu pozwolito na nowe podejscie do badania funkcji
poszczegdlnych podtypéw receptoréw dopaminowych, co przyczynito si¢ do pokonania

niedogodnosci zwigzanej z brakiem selektywnych ligandow.
1.7.2.1 Klasyfikacja receptoréw dopaminowych

W latach 70-tych zaobserwowano dwie populacje receptoréw dopaminowych

o odmiennych wiasnosciach, a w roku 1979 Kebabian i Calne zaproponowali podzial
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receptoréw dopaminowych na dwie podrodziny: jedna byla dodatnio sprz¢zona z cyklaza

adenylowa AC (podrodzina D1), a druga wydawala si¢ dziala¢ niezaleznie od cAMP

(podrodzina D2) (Kebabian i Calne 1979). Po wprowadzeniu i zastosowaniu metod

klonowania wyodrebniono trzy nowe typy receptoréw dopaminowych, ktére nazwano D,

(Sokoloff 1 wsp. 1994), D, (Van Tol i wsp. 1991) oraz D, (Sunahara i wsp. 1991).

Na podstawie zaawansowanych badan strukturalnych, farmakologicznych i biochemicznych

zaobserwowano, ze wszystkie typy receptorow dopaminowych mozna sklasyfikowaé

zgodnie z zaproponowanym w roku 1979 podzialem na dwie podrodziny (Kebabian

1 Calne 1979). Obecnie wyrézniamy:

podrodzine D1 (ang. D7-/ike) — ktéra obejmuje receptory D, i D, kodowane
przez geny o strukturze ciaglej, nie zawierajace intronéw w obrebie sekwencji
kodujacej. Oprocz pozytywnej stymulacji cyklazy adenylowej, moga by¢ one
sprzezone z innymi drogami sygnalizacyjnymi: stymulacja PLC, produkcja IP,
(Undie i wsp. 1994), regulacja kanaléw wapniowych Ca®", hamowaniem
antyportu Na'/H" i Na'/K'-ATPazy. Pos$rednio uczestnicza réwniez
w aktywacji fosfolipazy A, 1 stymulacji kanaléw potasowych typu GIRK
(ang. G-protein-dependent inward rectifier) (Dziedzicka-Wasylewska 1 Zawilska 2004,
Missale i wsp. 1998);

podrodzine D2 (ang. D2-/ike) — ktéra obejmuje receptory D,, D5 i D, kodowane
przez geny o strukturze nieciaglej, zawierajace zmienna liczbe introndw.
W przypadku receptora dopaminowego D, zidentyfikowano dwie izoformy
rézniace si¢ odcinkiem dlugosci 29 aminokwaséw w obrebie petli ic-3: krotka

D, (ang. shord) 1 dtuga D, (ang. /ong). Niedawno odkryto izoforme D ktora

2Longer
zawiera dodatkowo, w stosunku do D,, waling 1 glutaming (Liu
1 wsp. 2000). Podrodzina D2 charakteryzuje si¢ ujemnym lub neutralnym
wplywem na AC, receptory te moga by¢ sprzezone =z hydrolizg
fosfatydyloinozytolu, regulujg aktywnos¢ kanaléw jonowych i aktywuja szlak
kinaz MAP (ang. mitogen-activated protein). Podobnie jak podrodzina receptoréw
D1, hamuja one Na'/K'-ATPazy i aktywuja fosfolipaze A,
(Dziedzicka-Wasylewska 1 Zawilska 2004, Missale i wsp. 1998).
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Tabela 1.7-1. Charakterystyka receptoréw dopaminowych (na podstawie Missale i wsp. 1998).

Podrodzina D1 Podrodzina D2
D
Dy Ds Ds; Dy
DL Dss

Dtlugos¢ tanicucha 4462a 477aa 414aa 4432a 400aa 387-515aa
Dtugosé petli ic-3 57aa 50aa 134aa 443aa 120aa 101-261aa
Dtugos¢ C-konca 113aa 116aa 16aa 16aa 18aa
Liczba intronéw - - 6 5 3
Lokalizacja chromosomalna 5q35.1 4p15.1-16.1 11q22-23 3q13.3 11p15.5

1.7.2.2 Budowa receptoréw dopaminowych

Receptory dopaminowe to glikoproteiny nalezace do klasy A GPCR, zbudowane
z siedmiu domen transblonowych oznaczonych symbolami TMI-VII. Na podstawie analizy
sekwencji wykazano wysoki stopien homologii domen dla réznych typéw receptorow.
Odcinki transbfonowe sa polaczone ze soba petlami zewnatrzkomérkowymi ec1-3 oraz
petlami  wewnatrzkomérkowymi  icl-3.  N-koniec tych receptoréw, zlokalizowany
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, zawiera podobna liczbe aminokwasow i zmienng ilo$¢
miejsc glikozylacji (O’ Dowd 1993). Budowa C-konica, umieszczonego w cytoplazmie, jest
zasadniczo rézna dla obu podrodzin: receptory D1 charakteryzuja si¢ siedmiokrotnie
dtuzszym C-koficem (rycina 1.7-2), bogatym w reszty seryny i treoniny oraz zawierajacym
resztg  cysteiny,  ktérej  palmitylacja  wspomaga  zakotwiczenie  receptora
w blonie. Kolejna réznica dotyczy dlugosci petli ic-3, ktéra w przypadku receptorow D2
jest diuga, co jest cecha charakterystyczng receptoréw hamujacych AC (poprzez biatko G)).
Receptory dopaminowe D1 maja krétka petle ic-3, podobnie jak inne receptory sprzezone
z biatkiem G..

Ukierunkowana  mutageneza 1 metody modelowania  bialek  wykazaly,
ze hydrofobowe domeny TM biora udzial w wigzaniu agonistow, wysoce konserwatywne
reszty aminokwasowe tworza tzw. kieszen hydrofobowa (Mansour i wsp. 1992, Ballesteros
1 wsp. 2001). Szczegdlne znaczenie maja: reszta kwasu asparaginowego w TM III (wigzanie
grupy aminowej do tancucha bocznego dopaminy), dwie reszty seryny w TM V (wigzanie
wodorowe z grupami hydroksylowymi uktadu katecholowego dopaminy (Cox i wsp. 1992,
Tomic 1 wsp. 1993) oraz fenyloalanina w TM VI (stabilizuje oddziatywania z pier§cieniem
aromatycznym). Dodatkowo w aktywacji receptoréw dopaminowych (D, i D,) oraz
w wigzaniu liganda uczestniczy reszta kwasu asparaginowego w TM II (Tomic i wsp. 1993,

Neve i wsp. 1991).
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Rycina 1.7-2. Struktura receptora dopaminowego D1 (wg Missale i wsp. 1998 zmodyfikowano).
1.7.2.3 Transdukcja sygnalu przez receptory dopaminowe

Od momentu zidentyfikowania receptoréw dopaminowych prowadzono liczne
badania dotyczace polaczen szlakéw dopaminergicznych 2z ukladami wtérnych
przekaznikow. Pierwotnie doswiadczenia wykonywane byly na tkance moézgowe;,
a po sklonowaniu receptoréw dopaminowych zastosowano linie komoérkowe, w ktérych
mozna bylo prowadzi¢ ekspresj¢ odpowiedniego typu receptora. Zaleta takiego ukladu jest
uzyskanie czystej populacji danego receptora, podczas gdy wickszo$¢ obszaréw mézgu
zawiera kombinacje receptorow dopaminowych réznych typéw. Niemniej jednak
heterologiczny uklad komoérkowy posiada te wade, iz moga nie wystgpowaé w nim
wszystkie potrzebne biatka G lub wtérne przekazniki, co w efekcie moze czasem
przyczynic si¢ do uzyskania sprzecznych wynikow.

Pobudzenie receptoréw dopaminowych D, i D, prowadzi do stymulacji AC
(sprzezenie z podjednostka o biatka G) 1 wzrostu produkcji cAMP. Receptory
dopaminowe D, hamuja aktywnos¢ AC (poprzez biatko G), a tym samym obnizaja
podstawowa 1 stymulowana forskoling synteze cAMP. Pobudzenie receptora D,
nie wplywa na aktywnos¢ AC lub tylko stabo hamuje syntez¢ cAMP stymulowana
forskolina. Schemat regulacji aktywnosci AC przez receptory dopaminowe D, 1 D,

przedstawiono na rycinie 1.7-3.
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Rycina 1.7-3. Stymulacja aktywnosci cyklazy adenylowej (AC) za posrednictwem biatek G.
Pobudzenie receptoréw Dy prowadzi do stymulacji AC przez biatka G,. W rezultacie nastepuje
odpowiednia stymulacja kinazy biatkowej A (PKA). Receptory dopaminowe Dy hamuja AC
przez biatka G; (w oparciu o Vauquelin i von Mentzer 2007).

Receptory dopaminowe (D, i D,) wplywaja na wewnatrzkomérkowy poziom wapnia
poprzez hydrolize fosfatydyloinozytolu prowadzaca do uwalniania Ca®* z magazynéw
wewnatrzkomoérkowych czy stymulacje aktywnosci kanaléw wapniowych (Missale 1 wsp.
1998). Ponadto pobudzenie receptoréw D, prowadzi do stymulacji aktywnosci PLC (za
posrednictwem  bialek G,/G,). Wykazano nie tylko sprzezenie receptoréw D,
z kanatami potasowymi K, ale opisano réwniez aktywacje wymiennika Na'/H" (regulacja
pH we wnetrzu komorki) i stymulacje Na'/K'-ATPazy, ktora jest odpowiedzialna za
pobudliwos¢ komorek nerwowych oraz aktywacje bialek Ras i szlaku kinaz MAP
(Dziedzicka-Wasylewska 1 Zawilska 2004, Missale 1 wsp. 1998, Vauquelin i von Mentzer
2007). Nalezy jednak doda¢, ze wyniki przedstawiane w literaturze czgsto sa przeciwstawne,

co wynika z prowadzenia badan na réznych tkankach 1 liniach komérkowych.
1.8 Oligomeryzacja receptoréw sprzezonych z biatkami G

Przez wiele lat uwazano, ze GPCR funkcjonuja w postaci monomeréw aktywujacych
serie wtornych przekaznikow w wyniku zwigzania ligandu i aktywacji biatek G,
a pojawiajace si¢ juz w latach 70-tych doniesienia dotyczace potencjalnej dimeryzacji GPCR
(Limbird i Lefkowitz 1976) nie zostaly powszechnie uznane. Poczatkowo GPCR
opisywano jako przelaczniki bimodalne mi¢dzy stanem podstawowym (R) a wzbudzonym
(R"). Réwnowaga miedzy tymi stanami warunkowala podstawowa aktywno$é receptora,

a efektywnos¢ ligandu zwigzana byla z jego zdolnoscia do przesunigcia tej rdwnowagi.
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Zgodnie z tym modelem ligand stabilizujacy forme R to pelny agonista. Czesciowi agonisci
wykazuja powinowactwo zaréwno do formy R jak i R’, natomiast odwrotni agonisci
stabilizuja forme R'. Antagonisci nie maja wplywu na podstawows aktywnos¢ receptora,
blokuja dostep innych ligandéw do niego (Kobilka 2007, Vauquelin i von Mentzer 2007).
Okazuje si¢ jednak, ze w przypadku wigkszosci GPCR transmisja jest duzo bardziej
skomplikowana, a powyzszy model stosunkowo dobrze opisuje jedynie rodopsyne. Model
kompleksu potrojnego (ang. ternary complex) zaklada, ze receptor moze przyjmowaé
konformacj¢ stanu aktywnego nawet gdy jest sprzezony z biatkiem G oraz, ze biatko G
moze ulec sprzezeniu nawet w nieobecnosci agonisty. Obecnie najszerzej akceptowanym
jest tzw. rozszerzony model kompleksu potréjnego (Samama i wsp. 1993), inaczej model
dwoch stanéw, w ktorym receptor w stanie R* moze przyjmowaé rézne konformacje, gdy
jest 1, gdy nie jest zwigzany z biatkiem G. Opisano takze teoretyczne modele transdukcji
sygnatu za posrednictwem GPCR i bialek G. Pierwszy to model dyfuzyjny, w ktérym
zwigzanie agonisty do receptora indukuje aktywacj¢ wielu bialek G. Drugi model zaktada
istnienie kompleksu tworzonego przez receptor, bialka G i efektory — model
stechiometryczny. Liniowy model przekazywania sygnalu obowiazywal do polowy lat
90-tych XX. wieku.

Poniewaz dimeryzacja receptoréw zostala zaobserwowana w rekombinantowych
systemach komoérkowych (Maggio 1 wsp. 1993, Scarselli i wsp. 2001, Hebert 1 wsp. 1996,
Zeng i Wess 1999), gtéwnym zarzutem przeciwnikdéw tej koncepcji jest to, ze proces ten
moze by¢ wynikiem nadekspresji receptora i stad tez moze nie mieé¢ znaczenia
fizjologicznego. Jednak obecnie hipoteza oligomeryzacji jest coraz powszechniej
akceptowana, chociaz nadal nie wiadomo dokladnie, do jakiego stopnia zjawisko to jest
powszechne (Pin i wsp. 2007). Wydaje si¢ jednak, ze zjawisko oligomeryzacji receptorow
jest niezwykle wazne w wielu aspektach biogenezy i1 funkcji receptora takich jak:
dojrzewanie, faldowanie, prawidlowa blonowa ekspresja, transdukcja sygnatu,
specyficznosé czy desensytyzacja (Bulenger 1 wsp. 2005, Genedani i wsp. 2005, Lee 1 wsp.
2002, Terrillon i Bouvier 2004, Torvinen i wsp. 2005).

GPCRs, podobnie jak wszystkie biatka, sa syntetyzowane na szorstkiej siateczce
endoplazmatycznej (RER, ang. rough endoplasmic reticulum). Powstajacy receptor musi przej$é
wiele etapow: syntezy i ,,kontroli jako$ci” w ER oraz modyfikacji potranslacyjnych, zanim
zostanie przetransportowany do blony komoérkowej. Nie wiadomo dotychczas czy
receptory sa dostarczane do blony w formie monomerycznej czy tez jako oligomery, nie

wiadomo réwniez w jakiej formie wystepuja one w kolejnych etapach procesu dojrzewania

42



RoOzDzIAY. 1. WPROWADZENIE

(Agnati 1 wsp. 2005, Devi 2001, Ferre i wsp. 2007, Fuxe 1 wsp. 2008, Hernanz-Falcon 1 wsp.
2004, Milligan 2007, 2009). Poniewaz jednak Zadna ze stosowanych metod nie pozwala
stwierdzi¢ czy powstajace kompleksy sa dimerami, czy tez oligomerami, w niniejszej pracy
—jak 1w literaturze — okreslenia te zastosowano zamiennie.

Dla wielu receptoréw konstytutywne tworzenie homodimeréw jest wymagane do
prawidlowego transportu na powierzchnie komoérki (White 1 wsp. 1998). Bez jednoznacznej
odpowiedzi pozostaje jednak pytanie czy dimeryzacja jest zjawiskiem konstytutywnym czy
tez promowanym wiazaniem liganda. I o ile ta ostatnia koncepcja przeczylaby
oligomeryzacji w trakcie biosyntezy, tym niemniej w literaturze mozna znalez¢ doniesienia
ja potwierdzajace (Kroeger i wsp. 2001). Nalezy jednak pamietad, ze z uwagi na szeroka
game stosowanych metod badawczych i trudnosci interpretacyjne, uzyskiwane wyniki
czesto sa niespojne.

Podstawows funkcje jaka przypisuje si¢ homooligomeryzacji receptoréw jest
tworzenie powierzchni formowania wielobiatkowych komplekséw  funkcjonalnych
(zawierajacych receptory, biatka G, molekuly efektoréw oraz bialka adaptorowe).
W tworzeniu powierzchni dimeryzacji sugerowany jest udzial réznych domen GPCR,
oddziatywan kowalencyjnych oraz niekowalencyjnych (Romano i wsp. 2001, Zhang i wsp.
2001). Zaproponowano dwa alternatywne modele przestrzennej organizacji dimeréw
GPCR. Pierwszy z nich, model tzw. wymiany domen (ang. domain swapping) zaklada,
ze kazda podjednostka dimeru podzielona jest na dwie substruktury wymieniane miedzy
sobg przez dimeryzujace monomery, w obrebie ktérych dochodzi do duzych zmian
konformacyjnych (Gouldson i wsp. 2000). Drugi, model tzw. kontaktu domen (ang. domain
contact lub  contact dimer), formowanie dimeru tlumaczy oddzialywaniem powierzchni
molekularnych bez duzych zmian konformacyjnych w strukturze monomeru (Fotiadis
1 wsp. 2003, Guo 1 wsp. 2003, Lee i wsp. 2003, Milligan 2008, Nemoto i Toh 2004).
Dimeryzacja moze by¢ wymagana do aktywacji receptora, a konstytutywna dimeryzacja
moze wyjasnia¢ konstytutywng transmisj¢ sygnalu przez receptor (Gazi i wsp. 2003,
Kroeger i wsp. 2001).

Oligomery GPCR niewatpliwie moga pelni¢ funkcje kompleksu sygnatowego,
a nabywanie odmiennej selektywnosci sprzggania z biatkiem G 1 odpowiednim efektorem
przez dimery stanowi bezposredni efekt heterooligomeryzacji mogacy zmienia¢ sygnatl
generowany wewnatrz komorki (Fuxe 1 wsp. 2008). Wiasnos$¢ ta zostala opisana m. in.
takze dla receptoréw dopaminowych D, i D,. Okazuje si¢ bowiem, ze jednoczesna

stymulacja obydwu receptoréw tworzacych heterodimery prowadzi do selektywnego
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oddziatywania z biatkiem G, (rycina 1.8-1), podczas gdy kazdy z receptoréw stymulowany
indywidualnie wchodzi w interakcje z bialkiem G, (D,) lub G, (D,) (George i O’Dowd
2007, Lee 1 wsp. 2004, Rashid i wsp. 2007). W dalszych badaniach wykazano ponadto,
ze jednoczesna stymulacja obydwu wymienionych receptoréw dopaminowych nasila proces
heterodimeryzacji (Dziedzicka-Wasylewska 1 wsp. 2000), stad mozna wysnu¢ wniosek, ze to
dimery D;-D, wchodza w interakcje z bialkiem G, chociaz na razie nie ma na to

bezposrednich dowodow.
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Rycina 1.8-1. Schemat aktywacji alternatywnego szlaku bialek Gq przy jednoczesnej stymulacji

heterodimeréw receptoréw dopaminowych Di-Da prowadzi do aktywacji fosfolipazy C (PLC).

Znaczenie oligomeryzacji w procesie rozpoznawania ligandow i sygnalizacji dobrze
ilustruje przyklad receptora GABAj, ktory jest funkcjonalny jedynie jako heterodimer
utworzony z dwoch naturalnie wystepujacych lecz osobno niefunkcjonalnych receptoréw
GABARR1 1 GABAZR2 (Ng 1 wsp. 1999, White i wsp. 1998), ponadto natywne receptory
mGluR5 wystepuja prawie wylacznie jako homodimery (Romano i wsp. 1996, 2001).

Zjawisko dimeryzacji moze mie¢ szczegélne znaczenie W neurotransmisji
zapewniajac dodatkowy poziom regulacji (Fuxe 1 wsp. 2007, 2008, George 1 wsp. 2000,
Milligan 2008), szczegdlnie z uwagi na fakt, ze do tworzenia heterodimeréw moze
dochodzi¢ tylko wtedy, gdy okreslone receptory znajduja si¢ na tym samym neuronie.
Ostatnie doniesienia wyraznie podkredlaja istotng role tego zjawiska zaréwno
w mechanizmie dzialania lekéw przeciwpsychotycznych, jak 1 etiopatogenezie choréb
o podlozu psychotycznym (Gonzalez-Maeso i wsp. 2008, Fuxe 1 wsp. 2008, Seeman 2009).
Opublikowane dane wskazuja na wzajemna regulacje receptora serotoninowego 5HT,,
1 metabotropowego mGluR2 (Gonzalez-Maeso 1 wsp. 2008), a zaburzenie tej regulacji
wydaje si¢ by¢ odpowiedzialne za zmiany proceséw poznawczych obserwowane

w schizofrenii. Wydaje si¢ rowniez, ze niektore leki wazne w terapii schizofrenii wplywaja
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na zjawisko heterodimeryzacji receptoréw dopaminowych D-D, (Faron-Goérecka 1 wsp.

2008).

1.8.1 Metody stosowane w badaniach oligomeryzacji GPCRs

Coraz wigcej prac pokazuje, ze dimeryzacja GPCRs moze wplywaé na wigzanie
ligandéw zmieniajac czg¢sto ich profil farmakologiczny. Pierwszych dowodéw na istnienie
struktur wyzszego rzedu w obrebie receptorow dostarczyly badania farmakologiczne.
Kompleksowa analiza wigzania z uzyciem agonistow, jak i antagonistow, wskazywala na
dodatniag i ujemna kooperacje pomiedzy ligandami, co tlumaczono jakim§ rodzajem
tizycznej interakcji monomeréw (Limbird 1 Lefkowitz 1976, Mattera i wsp. 1985).
Dodatkowych dowodéw dostarczyly badania przeprowadzone technika inaktywacii
promieniowaniem (ang. radiation inactivation), w ktérej przyjmuje si¢, ze dawka
promieniowania jonizujacego prowadzaca do inaktywacji molekuly jest odwrotnie
proporcjonalna do rozmiaru tej molekuly. Metoda ta wykazala, ze GPCR funkcjonuja
w wigkszych kompleksach niz oszacowane na podstawie masy monomeru, a wyniki takie
uzyskano m.in. dla receptoréw dopaminowych D, (Lilly i wsp. 1983) i opioidowych typu
delta (Ott i wsp. 1986).

Bardziej spektakularne dowody przemawiajace za dimeryzacja GPCRs pochodza
z badan opartych na tzw. transkomplementagi. Maggio i wsp. (1993) wykazali, ze koekspresja
dwoch, osobno niefunkcjonalnych bialek chimerycznych, w ktérych zamieniono odcinek
C-konica (TM VI-TM VII) receptoréw adrenergicznego «, i muskarynowego M;, prowadzi
do rekonstytucji funkcjonalnej obu receptoréw. Ostatnio przeprowadzono badania
z udzialem chimery receptoréw dopaminowych D,/D; i réwniez w tym przypadku
koekspresja obu receptoréw doprowadzila do odzyskania wlasnodci funkcjonalnych
1 farmakologicznych kazdego z receptoréow (Scarselli i wsp. 2001).

Wsréd powszechnie stosowanych metod biochemicznych do badania oddziatywania
miedzy receptorami nalezy metoda kozmmunoprecypitagi, w ktérej do obu badanych
receptoréw przylaczane sa odmienne epitopy. Tak skonstruowane receptory sa nastepnie
syntetyzowane w heterologicznych ukladach komoérkowych. Do izolacji badanych
receptoréw stosowane sg specyficzne przeciwciala skierowane przeciwko wprowadzonym
epitopom. Przeciwciala wobec jednego epitopu sluza immunoizolacji catlego kompleksu
receptoréw (pod warunkiem, ze zachodzi dimeryzacja), ktéry jest wizualizowany przy
uzyciu przeciwcial specyficznych wobec drugiego epitopu. Podstawows wada tej techniki

jest niespecyficzna agregacja GPCR w  trakcie przygotowywania probki (Gurevich
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1 Gurevich 2008, Kroeger i wsp. 2004, Vauquelin i Von Mentzer 2007). Metode¢ t¢
wykorzystano do uzyskania dowodéw potwierdzajacych homodimeryzacje receptorow
dopaminowych D, (George i wsp. 1998) oraz D, (Lee i wsp. 2003), a takze
heterodimeryzacje receptorow dopaminowych D, z adenozynowymi A,, (Fuxe i wsp. 2008,
Hillion i wsp. 2002).

Potezne narzedzie w badaniach oligomeryzacji receptoréw stanowia techniki
biofizyczne (Grymek i wsp. 2008), w tym szeroko stosowane metody oparte na zjawisku
bioluminescencji (BRET, ang. Bioluminescence Resonance Energy Transfer) lub fluorescencii
(FRET, ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer), w ktorych badany receptor polaczony jest
z biatkiem fluorescencyjnym (akceptorem). W przypadku metody BRET emisja $wiatla

nastepuje w procesie katalitycznej degradacji substratu przez odpowiedni enzym,
a emitowane $wiatlo wzbudza akceptor. Metoda FRET (rozdzial 1.2) wykorzystuje jako
donor energii inne biatko fluorescencyjne (najczesciej CFP), ktére po wzbudzeniu
zewnetrznym zrodlem $wiatla, emituje promieniowanie wzbudzajace molekuly akceptora
(najczeséciej YFP) (Marullo i Bouvier 2007, Milligan 2004). W obu przypadkach widmo
emisji fluorescencji moze by¢ zmierzone, jesli donor i akceptor sa zlokalizowane
wystarczajaco blisko siebie (w odleglosci 2-10nm). W oparciu o t¢ technike zbadano
dimeryzacje réznych typéw GPCR, w tym réwniez receptoréw dopaminowych D,
(O’Dowd 1 wsp. 2005, Wurch 1 wsp. 2001), heterodimeréw D,-D, (Dziedzicka-Wasylewska
1 wsp. 2000, So i wsp. 2005) czy D,-A,, (Canals i wsp. 2003).

Ponadto w badaniach oligomeryzacji receptorow wazne sa badania krystalograficzne
oraz wyniki uzyskiwane z zastosowaniem mikroskopii sit atomowych (Fotiadis 2003,
Lodowski 1 wsp. 2009, Topiol i Sabio 2009). Poznanie tréjwymiarowej struktury krysztalow
moze dostarczy¢ bezcennych informacji o konformacji przestrzennej biatka w stanie
podstawowym i wzbudzonym. Do niedawna jedyna dostepna strukturg receptora pelnej
dlugoéci  byla struktura rodopsyny. Dane krystalograficzne (rozdzielczosé  2,8A)
potwierdzily, ze receptor ten ma budowe dimeryczng (Lodowski i wsp. 2009, Palczewski
1 wsp. 2000). Doswiadczenia tego typu przeprowadzono réwniez na fragmentach
receptoréw z uwagi na trudnosci z uzyskaniem krysztaléw GPCR. Struktura krystaliczna

wiazacej ligand domeny zewnatrzkomoérkowej receptora mGluR1 ujawnila obecnosé

disiarczkowych polaczent miedzy dimerami (Kunishima i wsp. 2000).
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest zbadanie wplywu dwéch mutacji punktowych (tzw. cichych, tzn. nie
zmieniajacych sekwencji aminokwaséw w bialku) w obrebie receptora dopaminowego D,
na interakcje z receptorem dopaminowym D,. Mutacje te zostaly wybrane ze wzgledu na
ich postulowany udzial w etiopatogenezie schizofrenii. Istnieja dane potwierdzajace, Ze
pewne naturalnie wystepujace polimorfizmy w obrebie genéw receptoréw dopaminowych
mogg wplywaé¢ na podatnos¢ na schizofrenie (Litt 1 wsp. 1991, Liu i wsp. 1995, Ohara
1 wsp. 1993) lub zmienia¢ indywidualna odpowiedZ pacjenta na terapi¢ (Ferreira i wsp.
2008, Glatt i Jénsson 20006, Jénsson i wsp. 2003, Kawanishi i wsp. 2000, O'Donovan i wsp.
2009, Wong 1 wsp. 2000).

W obrebie sekwencji kodujacej gendéw (egzony) moga spontanicznie pojawiac si¢
zmiany pojedynczych nukleotydéw tzw. polimorfizmy (SNPs, ang. single nucleotide
polimorphisms), prowadzace do zmiany sekwencji aminokwasowej (mutacje zmiany sensu,
ang. missense) lub takie, ktore z uwagi na tzw. degeneracje kodu genetycznego nie zmieniajq
sekwencji aminokwasowej, dlatego tez nazywane s3 one mutacjami cichymi lub
synonimicznymi (ang. sient lub  synonymous). Okazuje sig, ze prawie 99,8% zmian
w sekwencji DNA nie zmienia sekwencji bialek, a mutacje ciche wystepuja zdecydowanie
czesdciej od mutacji zmiany sensu’ i polimorfizméw w obrebie sekwencji niekodujacej
(Duan i wsp. 2003, Schoneberg i wsp. 2004, Venter 1 wsp. 2001). Do niedawna uwazano, ze
mutacje synonimiczne sg funkcjonalnie neutralne, aczkolwiek ostatnio pojawiaja si¢ coraz
liczniejsze doniesienia literaturowe, ktére w sposob przekonywujacy pokazuja, ze moga one
przyczynia¢ si¢ do zmiany funkcjonowania powstajacego biatka (Schoneberg i wsp. 2004,
Duan i wsp. 2003). W $wietle stosunkowo nowej koncepciji, ze receptory dopaminowe D,
tworza heterodimery z receptorami dopaminowymi D, 1 proces ten moze mie¢ znaczenie
w mechanizmie dzialania lekéw przeciwpsychotycznych, w niniejszej pracy postanowiono
sprawdzi¢ czy mutacje ciche w obrebie receptora dopaminowego D, majg wplyw na jego

oddzialywanie z receptorem D,.

2 Na przyklad dla receptora dopaminowego D: zostaly opisane liczne polimorfizmy, w tym cztery nieregularne mutacje zmiany
sensu, skorelowane ze schizofrenia (V96A, V1541, P310S i S311C), a takze polimorfizm (-141C Ins/Del) w tegionie
promotorowym genu kodujacego receptor D2 (Duan i wsp. 2003, Glatt i Jénsson 2006, Grandy i wsp. 1989, Itokawa i wsp.
1993, Jonsson i wsp. 2003, Wong i wsp. 2000). Zmiana powinowactwa lekéw przeciwpsychotycznych do receptoréw
dopaminowych D2 z wprowadzonymi mutacjami typu missense zostata zbadana i zaanalizowana w literaturze (Cravchik i wsp.

1996, Cravchik i wsp. 1999, Itokawa i wsp. 1993, Faron-Gérecka i wsp. 2008, Faron-Goérecka 2009, Jones i Peroutka 1998).
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Cel ten zostal zrealizowany poprzez nastepujace cele szczegdlowe:

* konstrukcj¢ wariantéw  genetycznych receptora D, 1 ich ekspresje
w modelowych komoérkach eukariotycznych (linia HEKZ293); zbadanie
parametréw wigzania, takze w obecnosci receptora dopaminowego D,;

*  konstrukcje biatek fuzyjnych, tj. receptoréw dopaminowych D, (i jego mutein)
oraz D,, polaczonych z bialkami fluorescencyjnymi;

" zbadanie fizycznej interakcji receptoréw dopaminowych D, z receptorami
dopaminowymi D, poprzez pomiar zaniku fluorescencji w czasie metoda
TCSPC i obliczenie wydajnosci FRET;

* doswiadczalne  zbadanie wplywu cichych polimorfizméw  receptora
dopaminowego D, na zjawisko heterodimeryzacji receptorow D,-D,
1 wyznaczenie wydajnosci FRET;

"  zastosowanie zaawansowanej metody analizy skladowych czaséw zycia
fluorescencji do wyznaczenia wydajnosci FRET w pomiarach czaséw zycia
fluorescenciji;

» zbadanie wplywu mutacji na lokalizacjc w komoérce powstalych wariantéw
genetycznych receptora dopaminowego D,.

Cel pracy realizowano nowoczesnymi technikami z zakresu biologii molekularne;j
(mutageneza punktowa, konstrukcja bialek fuzyjnych, ekspresja pozadanych biatek
receptorowych w modelowych komorkach eukariotycznych), biochemii (analiza wiazania
receptor-ligand) oraz zaawansowanymi metodami biofizycznymi (pomiar rezonansowego
przeniesienia energii) mozliwymi do zastosowania dzigki aparaturze pozwalajacej na pomiar

czasow zaniku fluorescenciji w pojedynczej komorce.
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3. MATERIALY

3.1 Plazmidy

Charakterystyke plazmidéw wykorzystanych w pracy przedstawiono w tabeli 3.1-1.

Tabela 3.1-1. Charakterystyka plazmidéw.

Nazwa

Producent Charakterystyka

pcDNA3.1(+)/DRD1

UMR cDNA Resource Center Plazmid  ekspresyjny  do  komorek
(University of Missouri-Rolla, eukariotycznych z genem kodujacym ludzki
MO, USA) receptor dopaminowy D1

pcDNA3.1(+)/DRD2

UMR cDNA Resource Center Plazmid  ekspresyjny  do  komorek
(University of Missouri-Rolla, eukariotycznych z genem kodujacym ludzki
MO, USA) receptor dopaminowy D2

pEYFP-N1

Plazmid = zawierajacy gen dla  biatka

BD Biosciences, Clontech fluorescencyjnego EYFP

pECFP-N1

Plazmid = zawierajacy gen dla  biatka

BD Biosciences, Clontech fluorescencyjnego ECEP

Charakterystyke plazmidéw skonstruowanych w prezentowanej pracy przedstawiono

w tabeli 3.1-2.

Tabela 3.1-2. Charakterystyka skonstruowanych plazmidéw.

Nazwa

Charakterystyka

pcDNA3.1(+)/DRD1619%A

Plazmid  zawierajacy gen  kodujacy  receptor  dopaminowy  Dj
z wprowadzona mutacjg punktows (zamiana guaniny na adening w pozycji
198), skonstruowany w oparciu o plazmid pcDNA3.1(+)/DRD1 (tabela 3.1-1;
rozdziat 4.1.2).

pcDNA3.1(+)/DRD161263

Plazmid = zawierajacy gen  kodujacy  receptor  dopaminowy  Dj
z wprowadzona mutacja punktows (zamiana guaniny na adening w pozycji
1263), skonstruowany w opatciu o plazmid pcDNA3.1(+)/DRD1
(tabela 3.1-1; rozdziat 4.1.2).

pEYFP-N1/DRD1

Plazmid zawierajacy gen kodujacy receptor dopaminowy D z dolaczonym
do C-konca biatkiem fluorescencyjnym EYFP, skonstruowany w oparciu
o plazmid pEYFP-NT1 oraz pcDNA3.1(+)/DRD1 (tabela 3.1-1).

pECFP-N1/DRD2

Plazmid zawierajacy gen kodujacy receptor dopaminowy D; z dolaczonym
do C-konica biatkiem fluorescencyjnym ECFP, skonstruowany w oparciu
o plazmid pECFP-N1 oraz pcDNA3.1(+)/DRD2 (tabela 3.1-1).

pEYFP-N1/DRD16198A

Plazmid = zawierajacy gen  kodujacy  receptor  dopaminowy  Dj
(z wprowadzona mutacja punktowa w pozycji 198) z dotaczonym do C-kofica
biatkiem fluorescencyjnym EYTP, skonstruowany w oparciu o plazmid
pEYFP-N1 oraz pcDNA3.1(+)/DRD1G198A (rozdzialy 4.1.3 — 4.1.7).
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Plazmid = zawierajacy gen  kodujacy  receptor  dopaminowy  Di
(z wprowadzona mutacja punktowa w pozycji 1263) z dolaczonym do

pEYFP-N1/DRD1612634 C-kofica biatkiem fluorescencyjnym EYFP, skonstruowany w oparciu
o plazmid pEYFP-N1 oraz pcDNA3.1(+)/DRD1G1263A (rozdzialy
413 -4.1.7).

Wykorzystane w pracy plazmidy zawieraly biatka fluorescencyjne o ulepszonych
wlasnosciach fotochemicznych EYFP 1 ECFP (APPENDIX IV), jednak dla przejrzystosci

do opisu syntezowanych bialek, w niniejszej pracy zostala uzyta notacja YFP — zamiast

EYFP i CFP — zamiast ECFP.
3.2 Hodowla bakteryjna

Plazmidy namnazano w komorkach Escherichia coli szczep DH5a(Dam+) z firmy
Novagen. Hodowle bakteryjna prowadzono na pozywce LB (Luria Bertani) w zawiesinie
lub na podlozu stalym na szalkach Petriego (tabela 3.2-1) z odpowiednim czynnikiem

selekcyjnym (tabela 3.2-2).

3.2.1 Bufory i roztwory do hodowli bakteryjnej

Poszczegélne bufory i roztwory przygotowano na wodzie uzdatnianej w systemie

Millipore, a nastepnie filtrowano je przez filtry o $rednicy poréow 0,22 um oraz 0,45 um

(Millipore) 1 przechowywano w temperaturze 4°C lub zamrazano w temperaturze -20°C.

Tabela 3.2-1. Sktad buforéw do hodowli i transformacji bakterii.

Nazwa Sktad Producent
10% pepton (Bacto-tryptone) BD

Pozywka LB3 10% NaCl POCh
5% ckstrakt drozdzowy (Bact Yeast Extraci) DIFCO Laboratories
10% pepton (Bacto-tryptone) BD

I.B-agar 10% NaCl POCh
5% ckstrakt drozdzowy (Bact Yeast Extraci) DIFCO Laboratories
15% agar DIFCO Laboratories
0,2 M NaOH POCh

Bufor NSS 20% sacharoza POCh
0,5% SDS (siarczan dodecylu sodu) Sigma

3.2.2 Antybiotyki stosowane w hodowlach bakteryjnych

W zaleznosci od plazmidu do pozywki bakteryjnej dodawano odpowiedni antybiotyk,
jako czynnik selekcyjny (tabela 3.3-3).

3 pH 7,0 w temperaturze pokojowej
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Tabela 3.2-2. Antybiotyki w hodowlach bakteryjnych.

Plazmid Antybiotyk Stezenie w pozywce Producent
pcDNA3.1(+)/DRD1 o .
pcDNA3.1(+)/DRD2 ~ “mpieylina 100 pg/ul Sigma
pEYFP-N1

pECFP-N1 Kanamycyna 30 pg/pl Jelfa

3.3 Hodowla komé6rkowa

3.3.1 Eukariotyczna linia komérkowa

Do ekspresji bialek rekombinowanych wykorzystano lini¢ komoérkows HEK293
(ang. Human Ewmbryonic Kidney 293) pochodzaca z banku linii komérkowych ATCC
(ang. American Type Culture Collection) w Manassas, VA, USA (rycina 3.3-1). Hodowle
prowadzono na suplementowanej pozywce MEM (ang. Modified Essential Medium) (tabela
3.3-1) w inkubatorze INNOVA-CO2 (37°C, 5% CO,) w butelkach plastikowych. Do

eksperymentéw rozsiewano komorki na szalki Petriego @100 mm (Nune) lub na szkietka

nakrywkowe @24 mm (Manzel) jak opisano w rozdziale 4.3.2.

| e
-

Rycina 3.3-1. Komoérki HEK293 (https://www.atcc.org.).
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3.3.2 Bufory do hodowli i transfekcji komérek HEK293

Do hodowli, rozsiewania i transfekcji komoérek HEK293 stosowano bufory

o skltadzie podanym w tabeli 3.3-1.

Tabela 3.3-1. Sktad buforéw i roztworéw do hodowli eukariotycznej linii komérkowe;.

Nazwa Sktad Producent
89% MEM GIBCO™(Invitrogen)
Pozywka hodowlana 10% EBS (Foetal Bowge Serun) GIBCO™(Invitrogen)
plodowa surowica bydleca
1% L-glutamina (200 mM) Sigma
280 mM NaCl POCh
HBS* 50 mM HEPES Sigma
1,5 mM Na,HPO4 POCh
137 mM NaCl POCh
PBSS 10 mM Na,HPO4 PAOCh
2,7 mM KCl Sigma
2mM KH>PO, Merck
137,5 mM NaCl POCh
10 mM NaHCO; POCh
6 mM KCl Sigma
Roztwor trypsyny® 5,6 mM Glukoza POCh
4 mM HEPES Sigma
0,7 mM EDTA Sigma
0,25% Trypsyna Sigma
Mieszanina do 180 ul Trypan Blue GIBCO™(Invitrogen)

pomiaréw w komorze

Biikera 20 ul Zawiesina komorek HEK293

3.3.3 Bufory i roztwory do utrwalania preparatéw i pomiaréw

fluorescencji

Sktad roztworéw do utrwalania preparatéw komorkowych oraz buforéow do

pomiaréw podano w tabeli 3.3-2.

4pH 7,05 w temperaturze pokojowej
5> pH 7,4 w temperaturze pokojowej
¢ pH 7,6 w temperaturze pokojowej
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Tabela 3.3-2. Sktad buforéw do preparatyki i pomiaréw.

Nazwa Sktad Producent
137 mM NaCl POCh
PRS” 10 mM Na,HPOy4 POCh
2,7 mM KCl1 Sigma
2 mM KH,PO4 Merck
137,5 mM NaCl POCh
10 mM HEPES Sigma
6 mM KCl1 Sigma
Bufor H7 5,6 mM Glukoza POCh
1,3 mM MgCl, POCh
1,3 mM CaCl, Sigma
0,4 mM NaH,POy4 POCh
4% Paraformaldehyd Sigma
roztwor PAS 50 ml PBS
200 mM NaCl POCh
R?{Z't\;]?: do zatapiania ZLngl ﬁilgtyna ISJl(g)rEi
szrIele 50 ml Gliceryna POCh

3.4 Bufory i roztwory do elektroforezy Zelowej DNA

Rozdzial elektroforetyczny DNA prowadzono w 0,8% zelu agarozowym, ktérego
sktad podano w tabeli 3.4-1. Standard masowy GeneRuler™ 1£b DNA Ladder zakupiono

w firmie Fermentas (APPENDIX IV).

Tabela 3.4-1. Sktad buforéw i zelu do elektroforezy DNA.

Nazwa Skfad Producent
40 mM Tris-HCI Sigma
Bufor TAE? 20 mM CH;COOH POCh
1 mM EDTA Sigma
25% Blekit bromofenylu POCh
Bufor obciazajacy 1 30% Glicerol POCh
H>O
Bufor obciazajacy 11 Blue Juice 10x GibcoBRL
1x TAE
Zel agarozowy 0,8% Agaroza Sigma
4ul Bromek etydyny Invitrogen

7 pH 7,4 w temperaturze pokojowej
8 pH 7,3 w temperaturze pokojowej
9 pH 8,0 w temperaturze pokojowej
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3.5 Mutageneza

3.5.1 Startery

Startery do modyfikacji genu DRD1 zaprojektowano przy pomocy programu PRIMER
v.1.01  (tabela  3.5-1). Sekwencje oligonukleotydéw  zakupiono w  Pracowni

Sekwencjonowania i Syntezy DNA, IBB PAN w Warszawie.

Tabela 3.5-1. Sekwencje starterdw.

Startery wykorzystane przy wprowadzaniu mutacji punktowych w genie DRD1

G198Afor 5_TCATCTCCITAGCTGTGTCAGATCT-3' Wprowadza mutacje  punktowa
w DRD1 - zamiana guaniny na
G198Arev 5_ATCTGACACAGCTAAGGAGATGACA-3'  adening w pozycji 198.

G1263Afor  5—-GCCCTATCAGTCATATTGG-3' Wprowadza mutacje  punktowa
w DRD1 - zamiana guaniny na
G1263Arev  5—CCAATATGACTGATAGGGC-3' adening w pozycji 1263.

Startery wykorzystane przy wklonowaniu zmodyfikowanego genu DRD1 do plazmidu
zawierajacego geny dla biatek fluorescencyjnych: pECFP i pEYFP

Uniwersalny starter dla plazmidu
pcDNA3.1(+).

Wprowadza miejsce cigcia dla
dlrevxho 5'-CCGCTCGAGGGTTGGGTGCTGAC-3' restryktazy Xhol 1 jednoczesnie
usuwa kodon stop w DRDI1.

pcDNAfor 5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGACCC-3'

3.5.2 Zestaw do wprowadzenia mutacji

Do modyfikacji genu receptora dopaminowego D, zastosowano metode
ukierunkowanej mutagenezy przy uzyciu zestawu (Quick Change Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene), ktory pozwala na wprowadzenie mutacji punktowych w podwodjnej nici DNA.
W niniejszej pracy dokonano zamiany pojedynczych aminokwaséw: guaniny (G) na adening

(A) w pozycji 198 oraz w pozycji 1263 genu DRDI.
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Tabela 3.5-2. Zestaw do ukierunkowanej mutagenezy (Quick Change).

Enzym Charakterystyka
PfuTurbo polimeraza, ktéra powiela obie nici DNA z wysokim stopniem odwzorowania
Dpnl endonukleaza, ktéra rozpoznaje specyficznie metylowane i hemimetylowane

DNA (5-GmGATC-3).

3.5.3 Reakcje enzymatyczne

W reakcjach enzymatycznych uzyto enzymoéw oraz buforéw firmy Fermentas.

Tabela 3.5-3. Reakcje enzymatyczne.

Reakcja Bufor Producent
PCR polimeraza Pfu bufor Pfu Fermentas
Ligacja ligaza faga T4 bufor T4 Fermentas
Trawienie DNA bufor Dpnl Fermentas
bufor TANGO 1x Fermentas
bufor TANGO 2x Fermentas

lub bufor R

3.5.4 Zestawy do izolacji i oczyszczania DNA

DNA plazmidowe oczyszczano przy pomocy komercyjnie dostgpnych zestawdw

(tabela 3.5-4) zgodnie z zaleceniami producentow.

Tabela 3.5-4. Zestawy do izolacji i oczyszczania DNA.

Zastosowanie Nazwa Producent

Izolacja ultraczystego plazmidowego DNA g .

2 hodowli bakteryinej (1,5 — 3 ml) Plasmid Mini A&A Biotechnology
Izolacja ultraczystego plazmidowego DNA  Plasmid Midi AX A&A Biotechnology
z hodowli bakteryjnej (50 — 100 ml) Plasmid Midi Qiagen

Izolacja DNA z Zelu agarozowego Gel-Out A&A Biotechnology
Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych Clean-Up A&A Biotechnology
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3.6 Analiza saturacyjna

3.6.1 Bufory do analizy saturacyjnej

Bufory do analizy saturacyjnej wiazania radioligandéw sporzadzono na wodzie

uzdatnianej w systemie Millipore.

Tabela 3.6-1. Sktad buforéw do analizy saturacyjnej.

Nazwa Sktad Producent
. 42 mM Tris-HCl Sigma
) 10
Bufor Tris-HCI 8 mM Trisma Base Sigma
50 mM Tris-HCl Sigma
120 mM NaCl POCh
. 5 mM KCl Sigma
Bufor Tris-HCl wzbogacony 4 mM MoCl, POCh
1,5 mM CaCl, Sigma
1 mM EDTA Sigma

3.6.2 Radioligandy

W pracy stosowano ligandy receptoréw dopaminowych znakowane trytem ['H].

Tabela 3.6-2. Radioligandy.

Radioligand Budowa chemiczna

[*H]spiperon [Benzen-3H] (Perkin Elmer) F =

8- [4-(4-Fluorophenyl)-4-oxobutyl]-1-phenyl-1,3,8- |

triaza spiro[4,5 |decan-4-one hydrochloride i

o
WN Py

M
Aktywno$¢ specyficzna: 0
15 Ci/mM (555 MBq/mM) el
i
0

[PH]SCH23390 [N-metyl-3H] (Perkin Elmer) MM

(R)-(+)-7-Chloro-8-hydroxcy-3-methyl-1-phenyl-
2,3,4,5-tetrabhydro-1H-3-benzazepine hydrochloride HO HC

/

Aktywno$¢ specyficzna:
85 Ci/mM (3145 MBq/mM)

Y

10 pH 7,4 w temperaturze pokojowej
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3.6.3 Zestaw do oznaczania st¢zenia biatka

Zawartos$¢ biatka oznaczano metoda Lowry’ego przy pomocy zestawu firmy Sigma

(tabela 3.6-3).

Tabela 3.6-3. Zestaw do oznaczania st¢zenia biatka.

Zestaw do oznaczania ilo$ci biatka (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit)

Reagent A Bicinchoninic Acid Solution 4900 pl
Reagent B Copper (1) Sulfate Pentahydrate 4% 100 ul
Standard Protein Standard Solution (BSA - Bovine Serum Albumin) 25l

3.7 Standardy fluorescencyjne

Erytrozyna B (ang. erythrosine B, Sigma)
p-terfenyl (ang. p-terphenyl, Sigma)

3.8 Inne zwigzki

Woda do wstrzykiwan Agqua pro injectione POLPHARMA SA
Chlorowodorek butaklamolu (+) butaclamol hydrochloride Sigma
cis-flupentiksol cis(Z)-flupentixol Lundbeck

Plyn scyntylacyjny Agquascynt BioCare

Etanol POCh
Izopropanol POCh

Metanol POCh

3.9 Aparatura

Autoklaw MLS 3781-L Sanyo

Autoklaw Prestige Medical
Aparat do elektroforezy DNA Agagel Mini Biometra

Aparat do elektroforezy DNA PAC 300 BioRad

Blok filtréw dichroicznych 458/514 RPC Chroma

Blok filtrow BV-2A Nikon

Blok filtrow UV-2A Nikon

Blok filtrow 41028 YEL GFP C57111 Nikon

Blok VHS 510 DCLP Chroma

Dioda laserowa NanoLed N10 Hortiba Jobin Yvon

Filtr interferencyjny (wzbudzenie) FF01-438/24

Filtr interferencyjny (emisja) FF01-438/32
Filtr odcigcia >475 nm
Homogenizator Ultra Turrax T25

Semrock, Rochester
Semrock, Rochester
Endower Corp.
TKA-Labortechnik
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Inkubator CO; Innova CO-170

Inkubator laboratoryjny

Inkubator z wytrzasaniem INNOVA 43

Komora laminarna

Lampa rteciowa 100W T-DH

Laser argonowy 100mW

Licznik scyntylacyjny LS 650

T.aznia wodna z wytrzasaniem SW 20

Yaznia wodna z wytrzasaniem SW 22

t.aznia wodna

Mieszadto laboratoryjne LME-1

Mikroskop fluorescencyjny odwrécony Eclipse 2000 TE
Mikroskop konfokalny Nikon Diaphot z systemem MRC1024
Mikroskopy optyczny Ec/jpse TS100

Modut detekeyjny TBX-4

Obiektyw immersyjny PlanApo 60x, NA 1,4

Pipetor automatyczny

pH-metr

Spektrofotometr Cary 300

Spektrofotometr UV1202

Spektrofotometr plytkowy UV/Vis

Spektrofotometr NanoDrop ND1000

Termoblok TB1

Termoblok Red-Hot 35

Termocykler Gradient

Transiluminator UV 953

Transiluminator UV T2201

Waga analityczna

Waga analityczna ONYX OX-610

Waga analityczna AC 210 S

Wiréwka laboratoryjna 1-15

Wiréwka laboratoryjna 2-16PK

Wiréwka laboratoryjna 3K30

Wiréwka laboratoryjna 6K15

Wiréwka laboratoryjna MiniSpin

Wiréwka laboratoryjna 5424

Worteks Reax Top

Zasilacz do aparatu do elektroforezy DNA E833
Zasilacz do aparatu do elektroforezy DNA Z-5001
Zestaw do filtracji prézniowej

Zestaw filtréw interferencyjnych: CFP 480/20 nm
Zestaw filtréw: HQ 540/30M oraz 485/30M
Zestaw rejestrujacy: Data Station Hub
Zestaw do wizualizacji Zeli Bio-Capt MW
Zestaw do wizualizacji zeli Fuji LAS-1000

Inne

Butelka plastikowa do hodowli komérkowej 75 cm?

Butelka plastikowa do hodowli komérkowej 25 cm?
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New Brunswick Scientific
Termaks

New Brunswick Scientific
ESCO Biotech

Nikon

ILT

Beckman

Julabo Labortechnik GmbH
Julabo Labortechnik GmbH
JWElectronic

DHN

Nikon

Nikon/Bio-Rad

Nikon

Horiba Jobin Yvon
Nikon

HTL

Elmetron

Varian

Shimadzu

Thermo Scientific
NanoDrop Technologies
Biometra

DNA Gdansk 1T s.c.
Biometra

JWElectronic

Sigma

Sigma

Fawag S.A.

Sartorius

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Eppendorf

Eppendorf

Heidolph GmbH
Consort

INCO

Brandel

Semrock, Rochester
Chroma

Horiba Jobin Yvon
Vilber-Lourmat

Fujifilm Corporation

TPP
TPP
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Filtry GF/C Whatmann

Filtry 0,22 pm Millipore

Filtry 0,45 pm Millipore

Koncéwki do pipet laboratoryjnych Eppendorf

Papierki lakmusowe (pH strips) Sigma

Pipety serologiczne (2 ml, 5 mli 10 ml) BD Biosciences

Szalka Petriego @ 100 mm Nunc

Szalka 6-dotkowa Nunc

Szalka 96-dotkowa TPP

Szkietko podstawowe 76x26 mm? Manzel GmbH & Co. KG
Szkietko nakrywkowe @ 24 mm Manzel GmbH & Co. KG
Zestaw pipet laboratoryjnych (10, 20, 100, 200 i 1000 ul oraz 5 ml) Eppendorf

3.10 Oprogramowanie

BioCaptMW Vilber-Lourmat

ChemSketch Advanced Chemistry Dvelopment Inc.
Clone 4 Scientific & Educational Software
Finch TV 1.4.0 Geospiza, Inc.

GCUA 2.0 http://gcua.schoedl.de

GIMP 2.6 GIMP Development Team

IBH Data Station IBH, Hortiba Jobin Yvon

IBH Decay Analysis System DAS 6 IBH, Hortiba Jobin Yvon

Image Gauge 4.0 Fujifilm Corporation

Image ] http://tsb.info.nih.gov/ij/

Image Pro+ (v. 4.5) Media Cybernetics Inc.

mFOLD http://mfold.bioinfo.rpi.edu
Multiscan Spektrum/Scanlt Thermo Scientific

Microsoft Office 2000 Microsoft Corporation
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4. METODY

4.1 Metody inzynierii molekularne;j

W oparciu o metody inzynierii genetycznej uzyskano:

»  plazmidy zawierajace warianty polimorficzne receptora D;: D,"** oraz D, ",

*  konstrukty fuzyjne w/w z genami bialek fluorescencyjnych CFP i YFP.
Otrzymane DNA uzywano nastepnie do transfekcji przejsciowej komorek linii HEK293,
w ktorej ulegalo ono ekspresji, prowadzac do powstania bialek receptorowych, ktorych

interakcje stanowia przedmiot niniejszej pracy.

4.1.1 Projektowanie starterow

W celu wprowadzenia mutacji punktowych w genie receptora dopaminowego DRD1
zaprojektowano w oparciu o jego sekwencje nukleotydowa odpowiednie startery,
G198Afor/G198Arev oraz G1263Afor/G1263Arev. W tym celu uzyto programéw
PRIMER V.1.01 oraz CLONE V.4 (tabela 3.5-1). Dlugos$¢ starteréw dobrano tak, aby ich
wlasciwosci fizyczne byly zblizone do wlasciwoscl startera uniwersalnego, pcDNAfor.
Parametry starteréw wyliczono w programie OLIGO CALCULATOR V.4.20 (tabela 4.1-1).

W pracy wykorzystano rowniez startery zaprojektowane wczedniej w Zakladzie

Biochemii Fizycznej WBBiB U], ktorych parametry zebrano w tabeli 4.1-2.

Tabela 4.1-1. Wtasciwosci zaprojektowanych starterow.

Nazwa Sekwencja Dtugos¢ [bp] Twn [°C] GC [%]
G198Afor 5" TCATCTCCTTAGCTGTGTCAGATCT-3' 25 56 44
G198Arev 5'-ATCTGACACAGCTAAGGAGATGACA-3' 25 56 44
G1263Afor  5-GCCCTATCAGTCATATTGG-3' 19 68 47
G1263Arev 5-CCAATATGACTGATAGGGC-3 19 68 47
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Tabela 4.1-2. Wtasciwosci pozostalych uzytych starteréw.

Nazwa Sekwencja Dtugos¢ [bp] T. [°C] GC [%]
pcDNAfor 5 TAATACGACTCACTATAGGGAGACCC 3’ 26 58,0 46,2
dlrevxho 5" CCGCTCGAGGGTTGGGTGCTGAC 3 23 64,2 69,6

4.1.2 Wprowadzenie mutacji punktowych — Quick Change

Do modyfikacji genu receptora dopaminowego D, zastosowano metode
ukierunkowanej mutagenezy przy uzyciu zestawu Quick Change (tabela 3.5-2), ktoéry pozwala
na wprowadzenie mutacji punktowych w podwojnej nici DNA 1 zostal uzyty do zamiany
pojedynczych aminokwaséw w obrebie genu DRD1: guaniny (G) na adening (A) w pozycji
198 oraz w pozycji 1263. Proces przebiega w kilku etapach, ktoére opisano ponizej

1 schematycznie przedstawiono na rycinie 4.1-1.

A)

Rycina 4.1-1. Schemat metody QuickChange. A) Plazmid z genem wyizolowany z bakterii DH5a
(dam+) z zaznaczonym miejscem wprowadzenia mutacji. B) Startery wprowadzajace mutacje
sa komplementarne wzgledem sicbie. C) Powiclenie obu nici plazmidowego DNA
i wprowadzenie mutacji. D) Trawienie DNA bakteryjnego, usuniecie nici nie zawierajacych

mutacji.

4.1.2.1 Synteza zmutowanego plazmidu — reakcja PCR

W pierwszym etapie przeprowadzono reakcje lancuchows polimerazy PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction) do powielenia plazmidu pcDNA3.1(+)/DRD1 oraz
wprowadzenia mutacji punktowych G198A 1 G1263A w obrebie genu DRD1. W tym celu
uzyto polimerazy DNA PfuTurbo, ktéra replikuje obie nici plazmidu z wysokim stopniem
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odwzorowania. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze dla trzech stezen matrycowego
DNA w stosunku 2,5:5:10, aby ustali¢ optymalne warunki reakcji (tabela 4.1-3). Kontrole
negatywng prowadzono dla stezenia srodkowego bez obecnosci polimerazy. Reakcje

prowadzono w calkowitej objetosci 50 ul, a profil temperaturowy przedstawiono w tabeli

4.1-4.

Tabela 4.1-3. Sktad mieszanin do reakcji PCR — wprowadzenie mutacji punktowych.

Reagent 1 2 3 kontrola
dH0 do 50 ul

bufor Pfu 5,00 ul 5,00 ul 5,00 ul 5,00 ul
matryca: pcDNA3.1(+)/D1 0,25 ul 0,5 ul 1,00 pl 0,50 pl
starter FOR: G198Afor 1,25 pl 1,25 ul 1,25 ul 1,25 ul
starter REV: G198Arev 1,25 pl 1,25 ul 1,25 ul 1,25 ul
dNTP mix (10 mM) 1,00 pl 1,00 ul 1,00 ul 1,00 ul
polimeraza Pfu Turbo 2,00 pl 2,00 ul 2,00 ul -

Tabela 4.1-4. Profil temperaturowy reakcji PCR — wprowadzenie mutacji punktowych.

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95 120 1
Denaturacja 95 30

Hybrydyzacja starterow 55 60 18
Wydluzanie starterow 68 390

Koncowe wydtuzanie produktu 72 600 1

4.1.2.2 Trawienie Dpnl i namnazanie produktu

Do strawienia matrycowego DNA i wyselekcjonowania zsyntetyzowanego DNA,
ktére zawieralo pozadang mutacje, zastosowano endonukleaz¢ Dpnl (tabela 3.5-2).
Po dodaniu enzymu Dpnl (5U/reakcje), probki delikatnie wymieszano i zwirowano
1min/11000g. Reakcj¢ prowadzono przez 1 h w 37°C, nastepnie — w celu weryfikacji —

przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny poszczegoélnych probek.

4.1.2.3 Transformacja komérek DH5«

Plazmid po reakcji enzymatycznej oczyszczono przy uzyciu zestawu Clean-Up (A&A
Biotechnology), stransformowano nim komoérki kompetentne DH5a 1 wysiano na szalki
LB-agar z ampicyling (rozdzial 4.2.2). Nastepnie wyrosle kolonie poddano analizie,
namnozono je w hodowli plynnej i wyizolowano DNA. Po ponownej elektroforezie
wybrane plazmidy wyslano do sekwencjonowania do Pracowni Sekwencjonowania

1 Syntezy DNA, IBB PAN w Warszawie.
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4.1.3 Wprowadzenie miejsc ci¢cia dla enzyméw Nhel i Xhol

Reakcje PCR przeprowadzono w celu wprowadzenia w plazmidzie zawierajacym
zmutowany gen DRD1 miejsc cigcia dla enzyméw restrykeyjnych Nhel 1 Xhol oraz
usuniecia kodonu STOP. W tym celu wykorzystano startery pcDNAfor oraz dlrevxho,
a jako matryca postuzyl plazmid zmutowanego genu receptora dopaminowego D, —
pcDNA3.1(+)/DRD1°"*, Reakcje prowadzono w calkowitej objetosci 100 ul, a sktad
mieszaniny oraz profil temperaturowy reakcji PCR podano odpowiednio w tabelach 4.1-5

oraz 4.1-7.

Tabela 4.1-5. Sktad mieszaniny reakcji PCR — wprowadzenie miejsc cigcia
dla enzyméw Nhel 1 Xhol (matryca pcDNA3.1(+)/DRD161984),

Reagent Obijetosc¢ [ul]
dH:O do 100

bufol‘ (NH4)2504 10

MgClz (25 mM) 5,0

dNTP mix (10 mM) 2,0

matryca: pcDNA3.1(+)/DRD1619%84 2,0

starter FOR: pcDNAfor 2,5

starter REV: d1revxho 2,5
polimeraza Pfu 4,0

W przypadku wprowadzenia miejsc cig¢cia dla enzyméw Nhel 1 Xhol w plazmidzie
pcDNA3.1(+)/DRD1°** reakcje prowadzono na dwéch matrycach o réznym stezeniu
poczatkowym. Pierwszgq byl plazmid oryginalny (matryca 1), druga — plazmid $wiezo
oczyszczony z hodowli bakteryjnej (matryca 2). Ilos¢ DNA plazmidowego dobrano

doswiadczalnie, a ostateczny sklad mieszanin reakcyjnych podano w tabeli 4.1-6.

Tabela 4.1-6. Sktad mieszanin reakcji PCR - wprowadzenie miejsc cigcia dla enzyméw Nhel i Xhol (matryca
pcDNA3.1(+)/DRD1612634),

Reagent Matryca 1 Matryca 2
dH>O Do 100wl Do 100ul
bufor (NH4)2SO4 10wl 10 wl
MgClz (25 mM) 5,0 ul 5,0 ul

10 mM dNTP mix 2,0 ul 2,0 ul
matryca: pcDNA3.1(+)/DRD161263A 1,0 ul 2,0 ul
starter FOR: pcDNAfor 2,5ul 2,5ul
starter REV: d1revxho 2,5ul 2,5 ul
polimeraza Pfu 4,0 ul 4,0
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Tabela 4.1-7. Profil temperaturowy reakcji PCR.

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95 180 1
Denaturacja 95 30

Hybrydyzacja starteréw 55 30 25

Elongacja 72 45

Koficowe wydtuzanie produktu 72 300 1

4.1.4 Elektroforeza produktow PCR i izolacja DNA z zelu

Rozdzial elektroforetyczny mieszaniny poreakcyjnej przeprowadzono w  celu
oddzielenia produktu PCR od matrycowego DNA oraz starteréw i nukleotydow, ktére nie
przereagowaly. Przed nalozeniem na zel probke DNA mieszano z buforem obciazajacym
(tabela 3.4-1). Elektroforeze prowadzono w 0,8% zelu agarozowym w buforze TAE przy
napieciu 70 V. Przy pomocy transiluminatora oceniono polozenie pozadanego prazka
o dlugosci ok. 1 kbp, a nastepnie skalpelem wycieto z zelu fragment zawierajacy
namnozone DNA. Do izolacji DNA z Zelu agarozowego uzyto zestawu Ge/-Out (A&A

Biotechnology).

4.1.5 Trawienie enzymami restrykcyjnymi Nhel i Xhol

Do trawienia plazmidowego DNA wykorzystano enzymy restrykcyjne Nhel i Xhol.
Plazmid pEYFP-N1 oraz zmodyfikowany gen receptora dopaminowego D, (z usuni¢tym
kodonem STOP i wprowadzonym miejscem cigcia dla enzymu Xhol) strawiono
restrykeyjnie w dwoch etapach, gdyz enzymy wymagaly buforu w réznym stezeniu.
Zgodnie ze specyfikacja producenta enzym Nhel uzyskuje 100% efektywnos$ci w buforze
TANGO 1x stezonym, natomiast restryktaza Xhol w buforze TANGO 2x stezonym
(tabela 3.5-5). Odpowiedni stosunek ilosci plazmidu pEYFP do produktu PCR dobrano
na podstawie intensywnosci prazkéw po rozdziale elektroforetycznym. Sklad mieszanin
reakcyjnych oraz czas i temperature przebiegu reakcji trawienia podano w tabelach 4.1-8

14.1-9.
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Tabela 4.1-8. Trawienie enzymami Nhel i Xhol (matryca pcDNA3.1(+)/DRD161%4 i pEYFP).

Etap I. Trawienie enzymem Nhel 5h/37°C

1 2
dH,O do 50 ul

bufor TANGO 10x 5,0 ul 5,0 ul
pEYFP-N1 7,5 ul -
pcDNA3.1(+)/DRD161984 5l
(produkt PCR) ) H
Nhel (10 U/pl) 5,0 ul 5,0 ul

Etap II. Trawienie enzymem Xhol cata noc/25°C

objetos¢ reakgji 48 pl 48 ul
bufor TANGO 10x 5,0 ul 5,0 ul
Xhol (10 U/ul) 5,0 ul 5,0 ul

Tabela 4.1-9. Trawienie enzymami Nhel i Xhol (matryca pcDNA3.1(+)/DRD161263A | pEYFP).

Etap I. Trawienie Nhel 2,5h/37°C

1 2 3
dHO do 50 wl
TANGO 10x 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul
pEYFP 4,0 pl - -
pcDNA3.1(+)/DRD1612634 10 ul
(produkt PCR, matryca 1) H i
pcDNA3.1(+)/DRD161263A 20 ul
(produkt PCR, matryca 2) ) K
Nhel (10 U/pl) 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul

Etap II. Trawienie Xhol 4h/37°C

objetos¢ reakgji 45 ul 45 ul 45 ul
TANGO 10x 4,5ul 4,5ul 4,5ul
Xhol 4,0 ul 4,0 ul 4,0 ul

Jakos§¢ trawienia kontrolowano przeprowadzajac elektroforeze probek kazdej
z mieszanin. Produkty reakcji trawienia oczyszczano zestawem Clean-Up (A&A
Biotechnology) 1 przeprowadzano rozdzial elektroforetyczny, aby dobra¢ odpowiednie

warunki kolejnych reakcji.

4.1.6 Ligacja

Reakcje ligacji prowadzono dla réwnych objetosciowo  ilosci  wstawki
(zmodytikowanego genu pcDNA3.1(+)/DRD1™4 o) oraz wektora
(PEYFP-N1,xn) z uwagi na stosunek stezen plazmidéw uzytych do reakcji trawienia

enzymatycznego, molowo uzyskano wigc dwukrotnie wigksza ilos$¢ wstawki (tabela 4.1-10).
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W przypadku ligacji plazmidu pcDNA3.1(+)/DRD1°#%% | z wektorem
PEYFP-N1, . o reakcje prowadzono w stosunku 1:1 oraz 2:1, jak podano w tabeli 4.1-11.

Reakcje prowadzono przez noc w temperaturze 25°C, a nastgpnie enzym inaktywowano

przez 10 minut w temperaturze 65°C.

Tabela 4.1-10. Sklad mieszaniny ligacyjnej I (pcDNA3.1(+)/DRD 16198y 1 xno1).

Sktadnik 10§¢ [ul]
bufor T4 (10x) 2,5
pcDNA3.1(+)/DRD1G1%A, . xpo1 10,0
PEYFP-N1xherxhot 10,0
ligaza DNA T4 (1 U/pl) 2,5
objeto$¢ reakcii 25,0

Tabela 4.1-11. Sklad mieszaniny ligacyjnej I (pcDNA3.1(+)/DRD161263A\pe1 xnol).

Sktadnik Tlo&¢ [ul]

bufor T4 (10x) 2,5 4,0
pcDNA3.1(+)/DRD161263A\ 1 Xhol 10,0 20,0
PEYFP-N1nher,xhot 10,0 10,0
ligaza DNA T4 (1 U/pl) 2,5 4,0
dH,O - 2,0
objetos¢ reakeji 25,0 40,0

4.1.7 Analiza kolonii — metoda Toothpick

Mieszaning po ligacji transformowano ok. 100 ul zawiesiny komoérek kompetentnych,
przygotowanych zgodnie z procedura opisang w rozdziale 4.2.1, a nastepnie wysiewano
na szalki LB-agar z kanamycyna (tabela 3.2-2) i hodowano przez noc w temperaturze 37°C.
Po uplywie doby wybierano z kazdej szalki po ok. 30 kolonii i przeprowadzano ich analiz¢
zmodyfikowana metoda Toothpick (Sambrook 1 wsp. 1985). Wybrane kolonie numerowano
1 kopiowano sterylng koncéwka na nowa szalke LB-agar, a reszt¢ przenoszono do
podpisanych probowek typu Eppendorf. Szalki inkubowano przez calg noc w 37°C,
po czym przechowywano w lodéwce do uzyskania wynikéw analizy.

Do eppendorféw natomiast dodano 50 pl sterylnego 10 mM EDTA (pH 8,0) 1 50 pl
roztworu NNS (tabela 3.2-1), po czym worteksowano 30 s i inkubowano 5 minut w 70°C.
Nastepnie schladzano do temperatury pokojowej, dodawano 1,5 pl 4M KCl
1 worteksowano 30 s. Po 5-minutowej inkubacji na lodzie, mieszaniny wirowano
3min/14000g, a supernatant odbierano do nowej probéwki i prowadzono rozdzial

elektroforetyczny.
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Na podstawie analizy polozenia prazkéw w zelu elektroforetycznym wybrano
kolonie, ktére zawieraly pozadany plazmid 1 namnozono je w hodowli ptynnej przez noc
w 37°C. Plazmidy wyizolowano (rozdzial 4.2.4) i przeprowadzono analize¢ restrykcyjna
klonéw. W tym celu wyizolowane plazmidy poci¢cto enzymem restrykcyjnym Xhol. Reakcje
prowadzono w catkowitej objetosci 10 pl (tabela 4.1-12 1 4.1-13).

Jako kontrole trawiono plazmid pEYFP-N1 nie zawierajacy wstawki. Reakcje
dla konstruktu D,“"*-YFP prowadzono przez 1 h w temperaturze 37°C, natomiast

dla konstruktu D,“*®*-YFP czas reakcji wydtuzono do 100 minut w temperaturze 37°C.

Tabela 4.1-12. Sktad mieszaniny do kontrolnego trawienia plazmidowego DNA (D;5198A-YFP).

Reagent Kolonia 2 Kolonia 3 Kolonia 7 Referencja
dH,O 6,0 ul 6,0 ul 6,0 ul 6,5 ul

D G198AYFP 1,0 ul 1,0 wl 1,0 wl -
pEYFP-N1 - - - 0,5 ul
bufor TANGO 10x 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul

Xhol 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
objetos¢ reakeji 10 wl 10 pl 10 pl 10 pl

Tabela 4.1-13. Sktad mieszaniny do kontrolnego trawienia (DG1203A-YFP).

Reagent Kolonia A4  Kolonia Bl Kolonia C1 Kolonia D1  Referencja
dH.O 4,5 ul 4,5 ul 4,5 u 4,5 ul 7,0 Wl
D,G1263A-YFP 3,5ul 3,5ul 3,5ul 35u -
pEYFP-N1 - - - - 1,0 pl
bufor R 10x 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul

Xhol 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
objetos¢ reakeji 10 ul 10w 10w 10w 10w
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4.2 Hodowla komérek bakteryjnych

Do namnazania plazmidéw wykorzystano komorki E. e/, ktére hodowano na
podlozu LB odpowiednio w hodowli ptynnej w kolbach Erlenmajera lub na podlozu

stalym LB-agar na szalkach Petriego. Medium LB, ktérego sklad podano w tabeli 3.2-1,

byto sterylizowane przez autoklawowanie w temperaturze 120°C przez 15 minut.

4.2.1 Wprowadzenie komdrek w stan kompetencji

Komorki bakteryjne DH5a wprowadzano w stan kompetencji metoda chemiczna.
W tym celu 10 ml pozywki LB zaszczepiano pojedyncza kolonia bakteryjna pobrana
z szalki. Hodowl¢ prowadzono przez noc w tazni wodnej z wytrzasaniem 240-250 rpm
w temperaturze 37°C. Po tym czasie zawiesing bakterii przenoszono do $wiezej pozywki
1 hodowano przez ok. 6 h do osiagniecia gestosci optycznej OD,,=0,4.

Po schlodzeniu kolby na lodzie, zawiesing witowano 10 min/4°C/5000g, a nadsacz
zlewano. Powstaly osad zawieszano w 50 ml schlodzonego 50 mM roztworu CaCl,
1 inkubowano 10 minut na lodzie. Po tym czasie ponownie wirowano, a osad zawieszano
w 5 ml 50 mM CaCl, z 10% dodatkiem glicerolu. Przygotowane w ten sposéb komorki
porcjowano do sterylnych probowek typu Eppendorf po 100-200 ul 1 zamrazano w cieklym

azocie. Tak przygotowane banki przechowywano w temperaturze -80°C.

4.2.2 Transformacja komorek kompetentnych DH5x«

Do 100 ul kompetentnych komérek DH5« dodawano okolo 50 ng plazmidowego

DNA lub cato$¢ mieszaniny ligacyjnej i delikatnie mieszano, a nastgpnie inkubowano przez

30 minut na lodzie. Po inkubacji probéwki umieszczano na 45 s w termobloku
w temperaturze 42°C i natychmiast przenoszono na l6d. Po uplywie 5 minut dodawano
1 ml LB ogrzanego do temperatury 37°C i inkubowano przez 45-60 minut w temperaturze

37°C. Nastepnie komérki wirowano 3 min/3000g, a osad zawieszano w 200 ul LB. Na
szalkg LB-agar z antybiotykiem: (tabela 3.2-2) wysiewano calo$¢ zawiesiny bakteryjnej

i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C do wzrostu kolonii bakteryjnych.
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4.2.3 Namnazanie plazmidéw w ptynnej hodowli komérek DH5«

Plazmidy wykorzystywane w pracy namnazano w hodowlach plynnych
stransformowanych kompetentnych komoérek DH5a. W tym celu pojedyncza kolonig
komoérek DH5a wyrosta na szalce LB-agar zaszczepiano 10 ml podloza LB z dodatkiem
odpowiedniego antybiotyku. Tak przygotowana hodowle wstepna prowadzono w cieplarce
lub tazni wodnej z wytrzasaniem 6 h/37°C/240 rpm. Po tym czasie zakladano hodowle
wladciwa poprzez przeniesienie 100 pl zawiesiny do 100 ml LB z odpowiednim
antybiotykiem. 200-500 ml zawiesiny hodowano w cieplarce lub lazni wodnej

z wytrzasaniem 24 h/37°C/240 rpm. Po uplywie doby hodowl¢ bakteryjna porcjowano

po 50-100 ml i wirowano 20 min/4°C/5000g. Powstaly osad oczyszczano od razu

lub zamrazano do pézniejszego oczyszczenia.

4.2.4 Izolacja DNA plazmidowego

Do izolacji plazmidowego DNA z matlych objetosci ptynnych hodowli bakteryjnych
stosowano zestaw Plasmid Mini zgodnie z zaleceniami producenta (tabela 3.5-4).
Do rozbicia komoérek stosowana byla liza alkaliczna, a po usunigciu zanieczyszczen takich
jak biatka czy blony komérkowe, plazmidowe DNA zawieszone w roztworze o wysokim
stezeniu soli chaotropowych bylo wiazane do zloza krzemionkowego. Wolne od
zanieczyszczen DNA wyplukiwano z kolumienek woda.

Do izolacji wigkszych ilodci plazmidowego DNA z hodowli plynnej 50-100 ml
stosowano zestawy Plasmid Midi lab Plasmid Midi AX (tabela 3.5-4). Zestawy te opieraja si¢
na wykorzystaniu membran jonowymiennych, ktére bardzo wydajnie wigza DNA. Wszelkie
zanieczyszczenia przechodza przez kolumne nie ulegajac zwiazaniu. Nastepnie DNA jest
wymywane roztworem o wysokiej sile jonowej, odsalane 1 zageszczane przez precypitacje
alkoholowa. Zestaw Plasmid Midi AX zawiera dodatkowo barwny system LjySee, ktory

pozwala kontrolowac¢ kolejne etapy lizy alkaliczne;.

4.2.5 Pomiar st¢zenia plazmidowego DNA

Stezenie oczyszczonego DNA  mierzono na spektrofotometrze NanoDrop,
dodatkowo oznaczano stosunek absorbancji fali o dltugosci 260 nm (A,y) do absorbancji
fali o dtugosci 280 nm (A,y). Dla dobrze oczyszczonego DNA stosunek A, /A, byt

nie mniejszy niz 1,89, a na obrazie elektroforetycznym widoczny byl wyrazny prazek.

69



RoOzDZzIAY. 4. METODY

4.2.6 Elektroforeza DNA

Rozdzial elektroforetyczny DNA plazmidowego przeprowadzano na 0,8% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w buforze TAE (tabela 3.4-1). Elektroforeze
prowadzono przy napigciu 70-90 V| przy czym czas trwania rozdziatu zalezal od wielkosci
rozdzielanych fragmentéw. Jako obciazenie stosowano zamiennie Blue [uice lub bufor
obciazajacy sporzadzony zgodnie z opisem w tabeli 3.4-1. Natomiast sktad prébek podano
w tabeli 4.2-1.

Tabela 4.2-1. Sktad prébek do elektroforezy Zelowej DNA.

Reagent Prébka Referencja
DNA 50-150 ng -

Standard masowy - 3-5ul
Bufor obciazajacy 1x -

4.2.7 Sekwencjonowanie DNA

Plazmidy potencjalnie zawierajace wprowadzane mutacje W genie receptora
dopaminowego D, zostaly wystane do Pracowni Sekwencjonowania i Analizy DNA, IBB
w Warszawie. Wyniki analizy zostaly dostarczone w postaci elektronicznej. Na podstawie
tej analizy potwierdzono, ze mutacje zostaly wprowadzone prawidlowo, a plazmidy mogly

by¢ uzyte do dalszych prac.
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4.3 Hodowla komoérek eukariotycznych

4.3.1 Hodowla linii komé6rkowej HEK293

Hodowle komorek eukariotycznych linii HEK293 prowadzono w inkubatorze
INNOVA CO-170 (New Brunswick Scientific) w temperaturze 37°C i 5% CO,. Komorki
hodowano na pozywce MEM, do ktérej dodawano 10% termicznie inaktywowanej
plodowej surowicy bydlecej (FBS) oraz 1% L-glutaminy (tabela 3.3-1). Hodowlg zakladano
poprzez rozbankowanie komorek przechowywanych w cieklym azocie, a nastepnie
prowadzono w butelkach. Do kolejnych doswiadczen komoérki rozsiewano odpowiednio na

plastikowych szalkach o $rednicy 100 mm, 30 mm lub na szalce 6-dotkowe;.

4.3.2 Rozsiewanie komoéorek HEK293

Komoérki hodowano w butelkach do osiagniecia przez nie ok. 80% konfluenci,
a nastepnie pasazowano. W tym celu usuwano z butelek pozywke i przeplukiwano 5 ml
PBS ogrzanego do temperatury pokojowej, ktérego sklad podano w tabeli 3.3-1. Nastepnie
dodawano 5 ml 0,25% roztworu trypsyny, ktora usuwano po 30 s, a butelke inkubowano w
temperatutze 37°C przez ok. 2 minuty. Po tym czasie dodawano suplementowang pozywke
zatrzymujac proces trypsynizacji 1 dokladnie rozpipetowywano. Komorki przeliczano przy
uzyciu komory Biurkera i przenoszono do nowej butelki lub rozsiewano do dalszych
doswiadczen (tabela 4.4-1). Komorki pasazowano regularnie, przy czym maksymalna

catkowita liczba pasazy nie przekraczala 30.

Tabela 4.3-1. Liczba komoérek wysiewanych do doswiadczet.

Zastosowanie Liczba wysiewanych komoérek

Butelka 75 cm? Hodowla 2,0-106

Analiza  parametréw  wigzania
receptor-ligand

Preparaty do pomiarow
fluorescencyjnych

Szalka ¥100 mm 3,5:100

Szkietko nakrywkowe @24 mm 0,2-10¢

4.3.3 Transfekcja komérek HEK293

Komorki transfekowano, gdy byly w fazie logarytmicznego wzrostu i osiagnely
konfluencje okolo 60%. Godzing przed planowana transfekcjg zmieniano pozywke

na $wieza. Komorki transfekowano metoda koprecypitacji (wytracania) DNA z chlorkiem
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wapnia w buforze HBS 2x (tabela 3.3-1) (Sambrook i wsp. 1985). Mieszaning transfekcyjna
(tabela 4.4-2) przygotowywano przez zawieszenie odpowiedniej ilosci DNA w wodzie
1 dodanie 2,5 M CaCl,, caloé¢ delikatne pipetowano do buforu HBS 2x i inkubowano
15 minut. Po tym czasie mieszaning ostroznie wkraplano na szalke z komoérkami lub
szkietko nakrywkowe umieszczone w szalce 6-dotkowej. Po minimum 6 h zmieniano
pozywke na $wieza, a po uplywie ok. 48 h prowadzono pomiary lub zbierano komorki
w buforze PBS, odwirowywano 5 min/25°C/160g i zamrazano do czasu dalszych

dos$wiadczen.

Tabela 4.3-2. Sktad mieszaniny do transfekeji przejsciowe;.

Sktadnik Szalka O 100 mm Szkietko @ 24 mm
DNA 15 ug 2-3 ug

H,O 540 ul 45 ul

2,5M CaCl, 60 ul 5ul

HBS 2x 600 pl 50 wl

4.4 Pomiar parametréw wigzania receptor-ligand

Metoda wigzania znakowanych ligandéw do receptoréw jest stosowana do okreslenia
powinowactwa réznych zwigzkéw do receptora (analiza kompetycyjna), jak 1 okreslenia
gestosci receptoréw w badanej tkance (analiza saturacyjna).

W pracy zastosowano metode analizy saturacyjnej do oznaczenia parametréw
wiazania receptor-ligand, w tym do okreslenia stalej dysocjacji K; [nM] oraz gestosci
receptoréw Bpa, [PM/mg biatka]. Do pomiaru wykorzystano znakowane trytem ['H]
ligandy receptoréw dopaminowych D, i D, (tabela 3.6-2) w odpowiednich zakresach
stezen, dla kazdego oznaczano w duplikacie wigzanie catkowite (T) oraz wigzanie
niespecyficzne (NS). Zastosowane procedury oparto o schematy doswiadczen opisanych
w literaturze (Armstrong i Strange 2001, Dziedzicka-Wasylewska i wsp. 2000, Jackson
1 wsp. 2000, Seeman i wsp. 1992, So 1 wsp. 2005). Wyniki doswiadczenr analizowano przy
uzyciu programu PRISM 4.0 (GraphPad Software).
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4.4.1 Przygotowanie materiatu biologicznego do analizy wigzania

Do oznaczenia parametrow wigzania receptor-ligand wykorzystano komorki
HEK293, ktére w tym celu rozsiewano w liczbie 3,5:10° komérek na 100 mm szalke
Petriego zgodnie z procedura opisang w podrozdziale 4.3.2. Transfekcje przeprowadzano,

gdy komorki osiagnely 60-70%  konfluencji (rozdzial 4.3.3). Sklad mieszaniny
transfekcyjnej oraz ilo§¢ DNA uzytego do transfekcji podano w tabelach 4.4-1 1 4.4-2.

Tabela 4.4-1. Sktad mieszaniny do transfekcji przejsciowej (analiza saturacyjna).

Reagent Ilos¢
DNA 15 pg
H>O 540 ul
2,5M CaCl, 60 pl
HBS 2x 600 pl

Do analizy wykorzystano komoérki HEK293, w ktorych ekspresji ulegaly receptory
dopaminowe: D, i D,, jak i warianty receptora dopaminowego D, z wprowadzonymi

mutacjami  punktowymi: D,%""** D, 1%,

Doswiadczenia prowadzono réwniez
na komorkach kotranstekowanych plazmidami zawierajacymi receptory dopaminowe D,
i D, lub D, i jeden z wariantéw genetycznych receptora dopaminowego D;: D,%"™** lub
D" (tabela 4.5-3). Analogiczne eksperymenty prowadzono dla  receptoréw
dopaminowych polaczonych z biatkami fluorescencyjnymi: D,-YFP i D,-CFP.

Po uplywie 48 h od transfekcji komorki zbierano i odwirowywano w buforze PBS

5min/160g. Nastepnie zlewano nadsacz, a osad zamrazano w temperaturze -30°C do

dalszej analizy.

Tabela 4.4-2. Ilo§¢ plazmidowego DNA uzyta do transfekcji komoérek HEK293 (analiza saturacyjna).

Plazmid Ilos¢ DNA [ng]
pcDNA3.1 (+)/DRD1 15
pcDNA3.1(+)/DRD16G1984 15
pcDNA3.1(+)/DRD161263A 15
pEYFP-N1 /DRD1 15
pEYFP/DRD1G193A 15
pEYFP/DRD1G1263A 15
pcDNA3.1(+) /DRD2 15
pECFP-N1 /DRD2 15
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Tabela 4.4-3. Ilo§¢ plazmidowego DNA uzyta do kotransfekcji komérek HEK293 (analiza saturacyjna).

Plazmid Ilos¢ DNA [pg]
pcDNA3.1(+)/DRD1 75
pcDNA3.1(+)/DRD2 75
pcDNA3.1(+)/DRD16G1984 7.5
pcDNA3.1(+)/DRD2 75
pcDNA3.1(+)/DRD1612634 75
pcDNA3.1(+)/DRD2 75
pEYFP-N1/DRD1 75
pECFP-N1/DRD2 75
pEYFP-N1/DRD161984 7.5
pECFP-N1/DRD2 75
pEYFP-N1/DRD1612634 7.5
pECFP-N1/DRD2 75

Po sporzadzeniu buforéw (sklad podano w tabeli 3.6-1) przystepowano do
przygotowania tkanki. Dla prawidlowego oznaczenia istotne jest dokladne wyplukanie
ligandéw endogennych i innych molekul, ktére potencjalnie moglyby zaburza¢ wiazanie
radioligandu.

W tym celu zamrozone osady komoérek HEK293  zawieszano w3 ml

suplementowanego buforu Tris-HCl o temperaturze 4°C. Nastepnie komorki

homogenizowano i odwirowywano 15 min/4°C/16500g, aby uzyskaé frakcje blonowa.
Homogenizacje 1 wirowanie powtarzano dwukrotnie. Osad komoérkowy zawieszano w 6 ml
suplementowanego buforu Tris-HCI i oznaczano stezenie biatka (rozdzial 4.4.3). Frakcje
blonowa zawieszano w suplementowanym buforze Tris-HCI, tak aby ostateczna ilo§¢
biatka w prébce wynosita 10-20 pg dla receptora dopaminowego D, i 30-40 pg dla
receptora dopaminowego D,.

W celu poréwnania wynikéw uzyskanych w uktadzie modelowym znz-vitro (komorki
HEK?293, w ktérych doszlo do ekspresji receptoréow dopaminowych) z wynikami
uzyskanymi w ukladzie natywnym, pomiary parametréw wigzania receptor-ligand
przeprowadzono takze dla tkanki pobranej z mézgu szczura (samiec rasy Wistar). Pobrane
prazkowie (striatum) wazono 1 zawieszano w 10 ml buforu Tris-HCl. Nastepnie réwniez
dwukrotnie homogenizowano i odwirowywano 15 min/4°C/16500g. Ostatecznie tkanke
zawieszano w buforze Tris-HCl w stezeniu 5 mg/ml. Zawiesing komorek oraz tkanki

inkubowano na lodzie do czasu dodania pozostalych substratow reakcii.
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4.4.2 Oznaczenie stezenia biatka — metoda Lowry’ego

Zawarto$¢ bialka w uzyskanej frakcji blonowej komoérek oznaczano przy uzyciu
zestawu Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma) (tabela 3.6-3). Metoda pomiaru opiera si¢
na opisanej przez Lowry 1 wsp. (1951) reakcji tworzenia barwnego kompleksu jonéw
miedzi Cu*" z wiazaniem peptydowym w biatku w §rodowisku alkalicznym, a nastepnie
redukcija jonéw miedzi Cu®* do Cu'". Tlo§¢ zredukowanych jonéw miedzi Cu'’, z ktérymi
BCA tworzy barwny kompleks jest proporcjonalna do ilosci biatka w roztworze. Zatem
mierzona spektrofotometrycznie zmiana barwy, czyli gestosci optycznej badanej probki,
w odniesieniu do wyznaczonej krzywej standardowej, pozwala na oznaczenie stezenia
biatka w zawiesinie. Metoda ta jest bardziej czula niz reakcja biuretowa lub standardowa
procedura Lowry’ego, ponadto jest fatwa 1 szybka w uzyciu.

Tto zmierzono dla 25 pl wody sterylnej, natomiast krzywg standardowa wyznaczono
ptzy uzyciu znanych stezed albuminy surowicy wolowej BSA: 100 mg/ml, 200 mg/ml,
400 mg/ml, 600 mg/ml, 800 mg/ml i 1000 mg/ml. Prébki o nieznanej ilosci biatka
oznaczano w duplikatach. Do wszystkich dotkéw na plytce pomiarowej dodawano 200 ul
aktywnego reagenta BCA przygotowanego zgodnie z opisem w rozdziale 3.6-3. Skiad

poszczegblnych dotkéw pomiarowych podano w tabeli 4.4-4. Calos¢ inkubowano przez

30 minut w temperaturze 37°C, a nastgpnie mierzono na spektrofotometrze plytkowym.

Tabela 4.4-4. Oznaczenie stezenia biatka we frakeji blonowej komérek HEK293 - metoda Lowry'ego.

Reagent [pl/dotek]

Kolejno$¢ dotkow

H,0 BSA Zawiesina komorek BCA
0 BLANK 25 - - 200
1 BSA 100 - 25 - 200
2 BSA 200 - 25 - 200
3 BSA 400 - 25 - 200
4 BSA 600 - 25 - 200
5 BSA 800 - 25 - 200
6 BSA 1000 - 25 - 200
7-8 TEST 1 - - 25 200
9-10 TEST2 - - 25 200

4.4.3 Przygotowanie radioligandow

Radioligand powinien wykazywaé¢ wysokie powinowactwo do badanego typu
receptora oraz niskie powinowactwo do receptorow innego typu i stosunkowo wysokaq

aktywnos¢ wlasciwa. Dlatego na ogol stosowane radioligandy to antagoniici receptorow,
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w tym antagonisci receptorow dopaminowych (rozdzial 3.6-2). Do wyznaczenia krzywej
wiazania receptorow dopaminowych D, oraz D, uzyto 12 stezen (szesciu ponizej statej Ky
oraz pieciu powyzej) odpowiednio:

*  [H]SCH23390 w zakresie 0,12 — 8 nM dla receptora dopaminowego D,

*  [’H]spiperonu w zakresie 0,03 — 3 nM receptora dopaminowego D,.
Do znanej objetosci buforu Tris-HCl dodawano obliczona z réwnania 4.4-1 objetosé
radioligandu, aby uzyska¢ najwyzsze jego stezenie. Konicowa objeto$¢ probek wynosita
0,5 ml, a aktywnosci wlasciwe podano w tabeli 3.6-2.

_ Ve
Vour = sa v

Roéwnanie 4.4-1
gdzie: Vp,r — znana objetos¢ buforu [ml], Vi, — objetosé radioligandu [ul],
SA — aktywno$é wlasciwa radioligandu [Ci/mM], V — koficowa objetosé badanej
probki [ml], cpi™* — oczekiwane najwyzsze stezenie radioligandu [nM].
Obliczong objetos¢ radioligandu dodawano do buforu Tris-HCl 1 worteksowano,
aby dokladnie wymiesza¢ sktadniki. Nastepnie pobierano odpowiednio 200 ul najwyzszego
stezenia ['H]SCH23390 lub 50 ul ['H]spiperonu, zalewano plynem scyntylacyjnym
1 mierzono aktywnos$¢ na liczniku scyntylacyjnym. Uzyskany wynik wyrazony w liczbie
rozpadéw na minute, dpm (ang. disintegrations per minute), przeliczano na stezenie [nM]

zgodnie z réwnaniem:

~ A
“RL = 5200V -S4

Réwnanie 4.4-2
gdzie: cpp— rzeczywiste stezenie radioligandu w probee [aM], A — zmierzona
aktywnosé probki [dpml], V — koficowa objetosé badanej probki [ml], SA — aktywnosé
wlasciwa radioligandu [Ci/mM].
Po uzyskaniu najwyzszego stezenia radioligandu (#12) przygotowano kolejne polowiczne
rozcienczenia w buforze Tris-HCl, az do uzyskania stezenia najnizszego (#1).
Przygotowane w ten sposob rozcienczenia pipetowano analogicznie w duplikatach
po 200 ul w przypadku ["H]SCH23390 i 50 ul w przypadku ["H]spiperonu do plastikowych
naczyniek, zalewano plynem scyntylacyjnym 1 mierzono w liczniku scyntylacyjnym.

Uzyskano w ten sposéb punkty pomiarowe krzywej saturacyjnej wigzania receptor-ligand.
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4.4.4 Oznaczenie wigzania niespecyficznego

W celu wyznaczenia stalej dysocjacji K4 oraz gestosci receptoréw By, g, konkretnego
typu receptora, okreslano specyficzne wiazanie radioznacznika do tego typu receptora.
Z uwagi na potencjalna obecno$¢ w zawiesinie komorek 1 tkanki innych struktur mogacych
wigza¢ radioligand, istotne byto okreslenie ilosci tych tzw. miejsc niespecyficznych. W tym
celu dla kazdego stezenia oznaczano réwniez wiazanie niespecyficzne poprzez dodanie
50 ul odpowiednio:

*  cis(Z)-flupentiksolu w stezeniu 50 uM, blokujacego wiazanie do receptora

dopaminowego D;
"  (+)butaklamolu w stezeniu 50 uM, blokujacego wiazanie do receptora
dopaminowego D,.
Ilo$¢ radioligandu zwiazanego z receptorem przy braku liganda nieznakowanego okresla si¢
jako wigzanie calkowite (ang. #wtal binding), a po odjeciu wiazania niespecyficznego
(ang. non-specific binding) uzyskuje si¢ wiazanie wlasciwe dla badanego receptora (ang. specific
binding) zgodnie z réwnaniem:

T=NS+S

Rownanie 4.4-3

gdzie: T — wiazanie catkowite [dpm]|, NS - wiazanie niespecyficzne [dpm],

S — wiazanie wlasciwe [dpm)].
4.4.5 Oznaczenie parametréw wigzania receptor-ligand

Po przygotowaniu wszystkich substratéw przystepowano do pipetowania.
Dla kazdego stezenia przygotowywano w duplikacie probki do oznaczenia wiazania
calkowitego (od T1 do T12) oraz, rowniez w duplikacie, oznaczano wigzanie

niespecyficzne (od N1 do N12).

Tabela 4.4-5. Sktad mieszanin do oznaczenia parametréw wigzania receptor-ligand.

Typ receptora Wigzanie catkowite Wigzanie niespecyficzne
200 wl [PH]SCH23390 (#123.....12) 200 ul [PH]SCH23390 #123,...12)
D, 200 wl bufor Tris-HCl 150 ul bufor Tris-HCl
100 wl zawiesina komorek/tkanki 100 wl zawiesina komorek/ tkanki
50 ul cis(Z)-flupentiksol
50 }Ll [3H]spiper0n (#1,2,3,...,12) 50 },Ll [3H] spiperon (#1,2,3,...,12)
D, 200 wl bufor Tris-HCl 150 ul bufor Tris-HCl
250 ul zawiesina komorek/ tkanki 250 ul zawiesina komorek/ tkanki

50 pl (+)butaklamol
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Catkowita objetos$¢ mieszaniny wynosita 0,5 ml (tabela 4.4-5). Probki inkubowano
do osiagniccia stanu rownowagi przez 2 h w temperaturze 25°C w przypadku receptora D,
lub 30 minut w temperaturze 37°C w przypadku receptora D,. Po tym czasie, w celu
oddzielenia niezwigzanego radioligandu od puli zwiazanej, probki filtrowano przez filtry
Whatman GF/C, przeplukiwano kilka razy buforem Tris-HCl o temperaturze 4°C, a krazki
filtrow 2z osadzonymi na nich frakcjami receptor-ligand przenoszono do naczyniek
scyntylacyjnych 1 zalewano pltynem scyntylacyjnym. Zestaw do filtracji prézniowej (Brandel)
zostal zaprojektowany tak, aby jednoczesnie filtrowa¢ 48 préobek. Tym samym zapewnia on
nie tylko powtarzalno§¢ procedury, lecz przede wszystkim skraca czas filtracji, co zapobiega
ewentualnemu oddysocjowaniu radioligandu z kompleksu receptor-ligand. Doswiadczenia

powtorzono co najmniej 4-krotnie.

4.4.6 Analiza wynikow

W przypadku pomiaru parametréw wiazania receptor-ligand metoda analizy
saturacyjnej rozne stezenia radioligandu Cg, sa inkubowane z receptorem, a iloé¢
powstajacego  kompleksu receptor-ligand (B [pM/mgbiatka]) opisana jest hiperbola
o réwnaniu:

B[ pM ] _ Brax * CreL
mg biatka (Kd + CRL)

Réwnanie 4.4-4
gdzie: ¢y — kolejne stezenia radioligandu [pM], Byax — zmierzona aktywnosé, czyli

ilos¢ kompleksu receptor-ligand w prébee [dpm], Ky — stala dysocjacji radioligandu

[nM].

Aktywnosé¢ filtréw mierzono na liczniku scyntylacyjnym, a uzyskany wynik
analizowano przy pomocy programu PRISM V. 4.0 (GraphPad Software). Po odjeciu
wiazania niespecyficznego od frakcji catkowitej, uzyskano wartos¢ wiazania wlasciwego
(réwnanie 4.4-3). W wyniku analizy uzyskano wartosci By, wyrazone w [dpm] ktore

przeliczano na [pM/mg biatka] przy pomocy réwnania:

Bmax

pPM ] _ Brax [dpm]
mg biatka 2200 - SA - Mpiagtka
Roéwnanie 4.4-5
gdzie: Byax — zmierzona aktywnosé, czyli ilos¢ kompleksu receptor-ligand w préobcee
[dpm], Mp;atrq — ilos¢ dodanego biatka [mg], SA — aktywno$¢ wlasciwa radioligandu

[Ci/mM].
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Otrzymano w ten sposob krzywe wigzania receptor-ligand (B) w funkcji stezenia
radioligandu cg; dla receptora dopaminowego D, jego wariantéw genetycznych D,%"”**

G1263A
D,

oraz , jak 1 receptora D,. W oparciu o model pojedynczego miejsca wiazania

obliczono stata dysocjacji Kq oraz gestosc receptotow By (téwnanie 4.4-4).

4.4.7 Statystyczna analiza wynikow

Doswiadczenia powtarzano w kilku seriach, a nastgpnie obliczono wartosci $rednie
i odchylenia standardowe parametréw By, oraz Kg. Znamiennosci statystyczne uzyskano
w tescie jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) 1 poréwnano testem post-hoc
Dunnett’a, w ktérym wartosci parametréw Bpq, oraz Kg uzyskane dla wariantéw
genetycznych receptora dopaminowego D, poréwnano z wartoSciami uzyskanymi
dla receptora natywnego.

Dla uktadéw, w ktérych jedna z odmian polimorficznych receptora dopaminowego
D, (D, lub D, ulegala ekspresji wraz z receptorem dopaminowym D, policzono
$rednie wartosci Bpay oraz Kq zaréwno dla wiazania ['H]SCH23390, jak i ["H]spiperonu.
Znamienno$ci statystyczne uzyskano ponownie w tescie jednoczynnikowej analizy wariancji
(one-way ANOVA) 1 poréwnano testem post-hoc Dunnett’a wzgledem parametrow
uzyskanych dla ukladu D,-D,. Analogicznie postegpowano dla komorek, w ktorych ulegaty

ekspresji receptory dopaminowe sprzezone z biatkami fluorescencyjnymi.
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4.5 Metody fluorescencyjne

W pomiarach fluorescencyjnych wykorzystano komoérki HEK293  przejsciowo
kotranstekowane plazmidami zawierajacymi gen biatka fluorescencyjnego YFP lub CFP
dolaczony do C-konca receptora dopaminowego odpowiednio D, lub D,, jak réwniez
plazmidami kodujacymi warianty genetyczne receptora D1 z dolaczonym do ich C-konca
bialkiem fluorescencyjnym YFP (D,“"***-YFP oraz D,°"***-YFP). Charakterystyke uzytych

plazmidéw przedstawiono w tabelach 3.1-11 3.1-2.

4.5.1 Przygotowanie preparatow

Do pomiaréw fluorescencyjnych wykorzystano komoérki HEK293, ktére rozsiewano
na szkietka podstawowe zgodnie z procedura opisang w podrozdziale 4.3-2. Szkietka
umieszczano na szalce 6-dotkowej. Ilos¢ DNA uzytego do kotransfekcji oraz skiad

mieszaniny do transfekcji przejsciowej podano ponizej.

Tabela 4.5-1. Ilo§¢ plazmidowego DNA uzytego do transfekcji komérek - pomiary fluorescencyjne.

Plazmid Ilos¢ DNA [pg]
pEYFP-N1/DRD1 1
pECFP-N1/DRD2 2
pEYFP-N1/DRD16198A 1
pECFP-N1/DRD2 2
pEYFP-N1/DRD1612634 1
pECFP-N1/DRD2 2

Tabela 4.5-2. Sktad mieszaniny transfekcyjnej - pomiary fluorescencyjne.

Reagent Ilos¢
DNA 3ug
H0O 45 ul
2,5M CaCl, 5ul
HBS 2x 50 ul

4.5.2 Pomiar zaniku fluorescencji w czasie

Do pomiaréw czaséw zycia fluorescencji zastosowano metode skorelowanego
w czasie pojedynczego zliczania fotondw TCSPC (ang. Time-Correlated Single Photon Counting)

przy uzyciu odwréconego mikroskopu fluorescencyjnego Eclipse TE-2000 (Nikon).
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Pomiary przeprowadzono w Zakladzie Biochemii Fizycznej WBBiB UJ. Schemat uzytego

zestawu przedstawiono na rycinie 4.5-1.

PROBKA
Y

~ Zrodio $wiatta

Dioda laserowa
NanoLED N10

Filtr emisyjny

Fotopowielacz

Uy

MCA

Dyskryminator

“\__Modut detekcyjny TBX -04

A 4
UKLAD
REJESTRUJACY

Rycina 4.5-1. Schemat zestawu do rozdzielczych w czasie pomiaréw zaniku fluorescencji.
Uzyte skroty: TAC — konwerter czasowo-amplitudowy (ang. Time to Amplitude Converter),
MCA — analizator wielokanatowy (ang. Multi Channel Analyzer). Schemat wykonany przy uzyciu
programu Microsoft Office Visio 2007).

Jako zrédlo $wiatla uzyto impulsowej diody laserowej Nanol.ed N10 (Horiba Jobin
Yvon), dla ktérej dlugos¢ fali wzbudzenia (A.) wynosita 434 nm, czestotliwo$¢ repetycji
1 MHz, a czas trwania impulsu 70 ps (max 200 ps). Modul detekcyjny TBX-04 byt
zintegrowany z fotopowielaczem, stabilizatorem wysokiego napiecia, przedwzmacniaczem
1 dyskryminatorem pikosekundowym. Dane zbierano przy pomocy ukladu DATA STATION
HUB (Hotiba Jobin Yvon). Rozdzielczo$¢ czasowa ukladu wynosita 0,0567 ns/kanal.
Poprzez regulacje ustawienia filtrow neutralnych oraz napiecia przykladanego do
fotopowielacza utrzymywano staly (nie wickszy niz 1,8%) stosunek fotonéw docierajacych
do detektora i emitowanych z probki.

W celu przeprowadzenia pomiaru czaséw zycia fluorescencii szkietka z komorkami
mocowano na pierScieniu i uszczelniano silikonem, a nastgpnie zalewano ogrzanym
do temperatury 37°C buforem H. Po uplywie 48 h od transfekcji prowadzono pomiar na
pojedynczej komoérce, w ktorej ulegaly ekspresji biatka fuzyjne, odpowiednio D-YFP,
D,“™AYFP i D,°®"*“.YFP wraz z bialkiem D,-CFP. Natomiast jako odniesienie
stosowano komorki, w ktorych syntezie ulegalo jedynie biatko D,-CFP. Obserwacje
prowadzono na obiektywie CF160 o 40-krotnym powigkszeniu przy uzyciu zestawu filtréow
BV-2A  (Nikon) wyposazonych w lustro dichroiczne (455 nm) oraz dwa filtry
interferencyjne FF01-438/24 (wzbudzenie) i FF01-438/32 (emisja). Do wizualizacji biatek
CFP i YFP stosowano lampe rteciowa T-DH 100 W. W przypadku fluorescencji biatka
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YFP dodatkowo zmieniano blok filtréw 41028YEL GFP C57111. Pomiar profilu
rozproszenia lampy/diody laserowej prowadzono przed kazda seria w wodnym roztworze
glikogenu lub ludoksu (koloidalny tlenek krzemu SiO, o bardzo dobrej rozpuszczalnosci
w poréwnaniu do sproszkowanego glikogenu) przy uzyciu bloku filtrow UV-2A (Nikon),
w sktad ktérego wchodzilo tylko lustro dichroiczne (400 nm).

Wszystkie pomiary przeprowadzono w temperaturze 37°C utrzymywanej przez
odpowiednio opracowany system regulacji temperatury. Czas zycia fluorescencji dla danej
serii pomiarowej usredniano z ok. 15-20 niezaleznych pomiaréw z czterech niezaleznych
transfekcji.

Dane zmierzonego zaniku fluorescencji z analizatora wielokanalowego (MCA) byly
nastepnie analizowane przy uzyciu programu DAS6, w ktérym po dekonwolucii
zmierzonego  zaniku  fluorescencji z  profilem  diody dopasowano  model
multieksponencjalny opisany rownaniem:

I(t) = Z a; e_t/TL'

i
Rownanie 4.5-1

gdzie: I(t) — intensywnosé fluorescencji w czasie [liczba zliczedi/s], @; — czastkowa

amplituda [%], T; — czas zycia fluorescencji i-tego skladnika [ns].
4.5.3 Analiza $rednich czaséw zycia fluorescencji

W dalszej analizie postuzono si¢ modelem dwueksponencjalnym, opisanym
réwnaniem:
I(t) = A+ Bie /Tt + B,e~ /T
Roéwnanie 4.5-2
gdzie: A — tlo [liczba zliczet/s|, B; — amplitudy czastkowe [%], T; — sktadowe czasu
zaniku fluorescencji [ns].
Oraz modelem tréjeksponencjalnym, opisanym réwnaniem:
I(t) = A+ Bie /T + Bye /T2 4+ Bye™/Ts
Roéwnanie 4.5-3

gdzie: A — tlo [liczba zliczed/s|, B; — amplitudy czastkowe [%], Tj — sktadowe czasu

zaniku fluorescencji [ns].
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Jakos¢ dopasowania danych dos$wiadczalnych i wybranego modelu okreslano na podstawie

parametru y*:

n 2
2 _ N(ty) — Ne(ty)
X =

o
k=1
Roéwnanie 4.5-4

gdzie: N(tg) — zmierzony zanik fluorescencji, N.(ty) — oczekiwany zanik
fluorescencji (funkcja dopasowania), 0 — odchylenie standardowe, n — liczba

analizowanych kanatéw.

Doktadnos¢ dopasowania oceniano na podstawie rezydudw (ang. residuals), wyrazonych

jako stosunek rzeczywistego do oczekiwanego rozrzutu danych pomiarowych i opisanych

réwnaniem:
N(ty) — Ne(ty)
R(t) = < -
o
Réwnanie 4.5-5
gdzie: N(tx) — zmierzony zanik fluorescencji, N.(tx) — oczekiwany zanik

fluorescencji (funkcja dopasowania), 0 — odchylenie standardowe.

Rezydua sa istotnym czynnikiem pozwalajacym okresli¢ jako$¢ dopasowania, gdyz pokazuja
gdzie rozbieznosci miedzy uzyskanym doswiadczalnie zanikiem a dopasowanym modelem
sa najwigksze. Z kolei ich normalizacja pozwala na poréwnanie jakosci dopasowania
z roznych serii, gdyz kompensuje rozrzut miedzy kolejnymi pomiarami lub seriami
pomiarowymi. Dodatkowo wyrazenie rezyduéw R(t) poprzez odchylenia standardowe

umozliwia bezposrednie obliczenie wartosci x%

x° = Z[R(t)]2

n
Réwnanie 4.5-6

Na podstawie analizy rezyduéw wyselekcjonowano najdokltadniejsze pomiary, dla ktérych

obliczono $redni czas zycia fluorescencji jako:

(7) = zn: B;-1;
i=1

Pomiar czasu zycia fluorescenciji donora pozwala na obliczenie wydajnosci transferu

Rownanie 4.5-7

energii wzbudzenia w mechanizmie Forstera (FRET) w ukladzie, w ktérym odlegtosé
pomiedzy donorem i akceptorem wynosi 1-10 nm. Czas zycia fluorescencji donora (CEFP)

ulega skréceniu w obecnosci akceptora (YFP), w stosunku do czasu mierzonego w ukladzie
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bez akceptora, czyli takim, w ktérym nie zachodzi przekazanie energii. Powyzsze
zagadnienia oméwiono szerzej w rozdziale 2.4 oraz w dyskusji 6.3.

Wydajno$¢ zjawiska rezonansowego przekazania energii wzbudzenia w mechanizmie
Forstera (FRET) liczona dla $rednich czaséow zycia donora w obecnosci akceptora (Tpn)
oraz przy jego braku (Tp) obliczano z zaleznosci:

E=1—-—

Tp
Rownanie 4.5-8

gdzie: E — wydajno$¢ rezonansowego przeniesienia energii [%], Tp — sredni czas zycia
fluorescencji donora [ns|, Tpy — Sredni czas zycia fluorescencji donora w obecnosci
akceptora [ns].

Warto$é niepewnosci wydajnosci transferu FRET (u(E)) obliczono z prawa przenoszenia

niepewnosci pomiarowej, jako:

u(E) = i[g—ium)]z - [ ] +[putenn]

2 2
_ || _Tpa: u(7p) + [_ u(TDA)]
TIZ) TD
Réwnanie 4.5-9

gdzie: u(E) — niepewno$¢ wyznaczenia wydajno$ci przeniesienia energii [ns],

u(tp) — odchylenie standardowe czasu zycia fluotescencji donora [ns],
u(tpy) — odchylenie standardowe czasu zycia fluorescencji donora w obecnosci
akceptora [ns].

Znamienno$¢ statystyczna uzyskano w jednoczynnikowej analizie wariancji (one-way
ANOVA) wraz z testem post-hoc Dunnett’a. Natomiast niepewnosci $rednich czasow zaniku

obliczono jako odchylenie standardowe.

4.5.4 Analiza skfadowych modelu multieksponencjalnego

Analogicznie do modelu zaproponowanego przez Millingtona i wsp. (2007)
obliczono wydajnosci rezonansowego przekazania energii pomiedzy oddzialujacymi
konformacjami fluoroforéw. W tym celu przyjeto, ze chromofor biatka CFP moze
wystepowac w dwoch konformacjach rézniacych sie czasami zycia fluorescencii, opisanymi
odpowiednimi skltadowymi modelu dwueksponencjalnego, czyli Ty 1 T,, wraz
z odpowiadajacymi im amplitudami (B; oraz B,). Wlasciwos¢ ta wynika z oddzialywania

z aminokwasami otaczajacymi bezposrednio chromofor w tym biatku (Bae 2003).
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7, pomiaréw NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance) wynika dodatkowo, ze nastepuje
konwersja pomiedzy obiema konformacjami w czasie rz¢du milisekund, znaczaco dtuzszym
od czasow zycia fluorescenciji (Seifert 1 wsp. 2002). W konsekwencji obie konformacje
mogg niezaleznie oddzialywac z bialkiem YFP, a zatem kazda z nich nalezy uwzgledniaé
w pomiarach wydajnosci FRET. W przypadku biatka YFP wykazano, Zze wystepuje ono
w konformacji uprotonowanej oraz nieuprotonowanej, z ktorych tylko ta druga moze by¢

akceptorem fluorescencji (Elsliger i wsp. 1999).

Wartosci srednie kazdej sktadowej odpowiedniego zaniku obliczono jako:

Rownanie 4.5-10

Roéwnanie 4.5-12

n
i=1
n
Roéwnanie 4.5-11
Az Ty
i=1
n

n
= 1 Réwnanie 4.5-13
By ==) ay;
n .
=1
n
= 1 Réwnanic 4.5-14
By == ) a3
n 3
i=1
n
= 1 Réwnanie 4.5-15
B3 =—) az;
n .
i=1

gdzie: n — liczba pomiaréw, a; — amplituda czastkowa skladowej czasowej zaniku

fluorescenciji.

Do dalszej analizy wykorzystano modele ,,37t” oraz ,,4t”. W pierwszym dochodzi do
oddziatywania pomi¢dzy donorem reprezentowanym przez dluga skladowa oraz aktywna
konformacja akceptora (rozdziat 2.4). Model ,,41t” zaklada natomiast oddzialywanie obu
konformacji CFP z aktywna konformacja fluorofora YFP. W oparciu o te zalozenia
obliczono czasy zycia fluorescencji donora uzyskane z dopasowania dwueksponencjalnego
(Tpy oraz Tpy) (réwnanie 4.5-2) oraz czasy zycia fluorescencji w ukladzie donor-akceptor
uzyskane z dopasowania tréjeksponencjalnego (Tpaq, Tpaz Oraz Tpysz) (rOwnanie 4.5-3).
Na podstawie tych obliczenn wyznaczono wydajnos¢ FRET (réwnanie 4.5-8) 1 niepewno$é
u(E) (ré6wnanie 4.5-9). Znamiennos$¢ statystyczna uzyskano w jednoczynnikowej analizie

wariancji (one-way ANOVA) wraz z testem post-hoc Dunnett’a.
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4.5.5 Okreslenie lokalizacji na mikroskopie konfokalnym

Po uplywie 48 h od transfekcji przeprowadzano procedure utrwalania komoérek na
szkietkach. W tym celu kazde szkietko przeptukiwano 1 ml PBS i dodawano 2 ml 4% PA
(tabela 3.3-2). Calo$¢ inkubowano przez 20 minut, a nastepnie przeptukiwano dwukrotnie

wodg i po odwrdceniu montowano na szkietkach podstawowych przy pomocy roztworu
do zatapiania szkielek ogrzanego do temperatury 37°C. Tak przygotowane preparaty

mikroskopowe umieszczano w temperaturze 4°C i przechowywano do czasu pomiaréw,
lecz nie dtuzej niz dwa tygodnie.

Obrazy uzyskano przy pomocy odwréconego mikroskopu konfokalnego (mikroskop
odwrécony Nicon Diapoth 300 sprzezony z systemem BioRad MRC1024) wyposazonego
w obiektyw immersyjny PlanApo x60 1,4NA oraz 100 mW laser argonowy chlodzony
powietrzem (ITL). Biatko CFP wzbudzano fala o dlugosci 457 nm natomiast biatko YFP —
falag 514 nm przy uzyciu bloku filtréw dichroicznych z458/514rpc (Chroma). Blok filtréw
VHS oraz filtry emisyjne HQ485/30 i GQ540/30 uzyto do oddzielenia fluorescencji
pochodzacej od bialek CFP i YFP. Obrazy analizowano przy pomocy programu LASER
SHARP V.3.2. Wspodlczynnik Pearson’a obliczono na podstawie analizy obrazow
w programie IMAGE PRO+.

Kolokalizacja jest miarg wspolwystgpowania dwoch lub  wigcej czasteczek
fluorescencyjnych w tym samych obszarze. Polaczenie bialek receptorowych z biatkami

fluorescencyjnymi pozwolilo na obserwacje lokalizacji receptoréw dopaminowych
w komorce, jak 1 na pomiary stopnia kolokalizacji receptora dopaminowego D,
z receptorem dopaminowym D, oraz wariantéw genetycznych receptora dopaminowego
D, O™ i D,°*" 2z receptorem D, Do pomiaru stopnia kolokalizacji uzyto

wspotczynnika Pearson’a:

R = Zi(Ri - Rav) : (Gi - Gav)
\/Zi(Ri - Rav)z Zi(Gi - Gav)z

Réwnanie 4.5-16

gdzie: Ry, Gj — intensywnosci kanatu, odpowiednio, czerwonego (R) i zielonego (G),

Rav, Gay — Stednie intensywnosci odpowiednio R; i G;.

Wspolczynnik ten jest uzywany do okreslenia korelacji rozkladu intensywnosci
pomiedzy skladowa czerwona i zielona obrazu dwukanalowego. Dla kazdego obrazu
wyznaczono tlo poprzez pomiar $redniej intensywnosci sygnalu fluorescencji w obrebie
zdefiniowanego obszaru AOI (ang. .Area Of Interesty wolnego od komorek. Nastepnie

warto$¢ t¢ odejmowano od obrazu wlasciwego. Wspolczynnik Pearson’a zostal obliczony
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dla dowolnie wybranych obszaréw obrazu pojedynczej kotransfekowanej komorki,
dla ktérych intensywnosci fluorescencji CEFP i YFP byly poréwnywalne.
Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji

(one-way ANOVA) oraz testu post-hoc Dunnett’a.
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5. WYNIKI

5.1 Metody inzynierii molekularne;j

5.1.1 Wprowadzenie mutacji punktowych w genie receptora

dopaminowego DRD1

Do wprowadzenia mutacji punktowych w genie receptora dopaminowego D,
zastosowano metode ukierunkowanej mutagenezy (QuickChange) (rozdzial 4.1.2), ktéra
pozwala na szybka modyfikacje plazmidéw poprzez wprowadzenie mutacji, delecji lub
insercji. Dlatego tez zastosowano ja do stworzenia dwoch polimorficznych odmian
receptora dopaminowego D;, w obu zamieniono nukleotyd guaninowy (G) na adeninowy
(A), uzyskujac odpowiednio zmodyfikowane receptory dopaminowe: D,“"** i D, ",

Plazmid zawierajacy gen receptora dopaminowego D,, pcDNA3.1(+)/DRD1, uzyto
jako matryce. Startery zaprojektowano tak, aby byly komplementarne do matrycy,
a w czedci srodkowej zawieraly zamieniony nukleotyd (rozdzial 4.1.1). Oba warianty
genetyczne receptora dopaminowego D, uzyskano metoda opisana w rozdziale 4.1.2,
a przykladowy rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji PCR  Quick  Change
przeprowadzonej dla trzech stezen matrycowego DNA (0,25 ul, 0,5 wl 1 1 pul)

przedstawiono na rycinie 5.1-1.

1 2 E; 4 Ll
Rycina 5.1-1 Elektroforeza DNA po reakeji Quick Change — DRD1G198A, M — standard masowy
(GeneRuler™ 1kb DNA Ladder), 1 — 0,25 pl matrycy, 2 — 0,5 ul matrycy, 3 — 1 ul matrycy,
4 — kontrola bez polimerazy 0,5 pl matrycy.

W kolejnym etapie produkt reakcji PCR poddano trawieniu enzymem Dpnl,
aby po strawieniu matrycowego DNA wyselekcjonowac zsyntetyzowane DNA zawierajace
pozadang mutacj¢. Plazmid oczyszczono i stransformowano nim komoérki kompetentne

DHb5a, a nastepnie rozsiano na szalki LB-agar. Wyroste kolonie analizowano metoda
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Toothpick pod katem obecnosci w nich plazmidéw z mutacjq (rozdzial 4.1.7). Wybrano
siedem kolonii, z ktérych wyizolowano DNA i przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny

(rycina 5.1-2).

Rycina 5.1-2 Analiza kolonii bakteryjnych po transformacji. M — standard masowy (GeneRuler™
1kb DNA Ladder), k1-k7 — DNA wyizolowane z kolejnych kolonii bakteryjnych (1 ul
oczyszczonego DNA + 4 ul buforu).

Probki zostaly zsekwencjonowane w Pracowni Syntezy i Sekwencjonowania DNA
IBB PAN. Przykladowy wynik sekwencjonowania przedstawiono na rycinie 5.1.3.

& =]

Flle Edit Wew Finch Help
2R00 wad 2BE8/a 1] s

Goto Base o Find Sequence |atg
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C .61
Vertical
Scale

ETECE0T CeAEC O TOAC CARAE TP ETTTOTEAT C T T TG & T 6T T CA 6 AT TLT TG0 T 4oict

A S

Reset Soales Harizontal Scale 1)

Rycina 5.1-3 Przykladowy wynik sekwencjonowania: DNA wyizolowane z kolonii k3,
chromatogram uzyskany przy uzyciu programu FINCH TV.

Nie powiodla si¢ préba sekwencjonowania DNA z kolonii k7. Natomiast pozostate
kolonie zawieraly DNA z wprowadzong mutacja, ale jedynie DNA z kolonii k3 (rycina
5.1-3) nie zawieralo innych zmian punktowych niz planowana mutacja D,“"***. Tego DNA

uzyto do dalszej pracy.

5.1.2 Wprowadzenie genow zmodyfikowanego receptora

dopaminowego do plazmidu pEYFP-N1 (pECFP-N1)

Przy uzyciu programu CLONE 4 sprawdzono czy w genie DRD1 nie ma wigcej miejsc
cigcia dla enzyméw Nhel 1 Xhol. Na tej podstawie zdecydowano si¢ na wprowadzenie przy
ich uzyciu zmodyfikowanego genu DRD1 (D,“"** i D,“****) do pEYFP-NT1 (oraz pECFP-
N1). W wyniku reakcji PCR w genie DRD1 (D,°"*" i D,“"***) wprowadzono miejsce cigcia
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dla enzymu Xhol przy jednoczesnym usuni¢ciu kodonu STOP (rozdzial 4.1.3). Otrzymano
specyficzny produkt o wielkosci ok. 1,3 kbp, ktéra odpowiada spodziewanej dlugosci
namnazanego fragmentu. Wynik rozdzialu elektroforetycznego przedstawiono na rycinach

5.1-415.1-5.

1,3 kb

Rycina 5.1-4 Rozdzial elektroforetyczny produktu PCR. Reakcja PCR prowadzona przy
2,5 mM stezeniu jonéw magnezu Mg?". Matryca — pcDNA3.1(+)/DRD161%84, M — standard
masowy (GeneRuler™ 1&b DNA Ladder).

1,3 kb

Rycina 5.1-5. Rozdzial elektroforetyczny produktu PCR. Reakcja PCR prowadzona przy
2,5 mM stezeniu jonéw magnezu Mg?*. Matryca - pcDNA3.1(+)/DRD161203A, M — standard
masowy (GeneRuler™ 1&b DNA Ladder).

Nastepnie wyizolowano z zelu produkt reakcji (rozdziat 4.1.4) 1 poci¢to namnozong
wstawke (zmodyfikowany gen DRD1) oraz plazmid pEYFP-N1 (lub pECFP-N1)
enzymami Nhel i Xhol (rozdziat 4.1.5).

Aby dobra¢ warunki reakcji trawienia przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny
plazmidu pEYFP-N1 oraz produktu PCR  oczyszczonego z zelu
(pcDNA3.1(+)/DRD1°""). Na podstawie intensywnosci prazkéw zdecydowano
przeprowadzi¢ reakcje dla 2-krotnie wigkszego stezenia wstawki (D,“"*") do plazmidu

pEYFP (rycina 5.1-6).
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1ul Zul 1ul : M
pEYFPR-H1 produkt po iuz=zelu

N —

Rycina 5.1-6. Rozdzial elektroforetyczny produktu PCR oczyszczonego z zelu i plazmidu
pEYFP - dobranie warunkéw trawienia. M — standard masowy (GeneRuler™ 14b DNA Ladder).

Analogicznie dobrano warunki trawienia restrykcyjnego dla plazmidu pEYFP-NI1
(pECFP-N1) oraz produktu PCR oczyszczonego z zelu (pcDNA3.1(+)/DRD1°7%Y),
W tym przypadku zwigkszono 2,5-krotnie ilo§¢ wstawki w stosunku do wektora pEYFP-
N1 (pECFP-N1) na podstawie intensywnosci prazkow, ktore dla obu wektoréw sa duzo

jasniejsze (rycina 5.1-7).

Rycina 5.1-7. Rozdzial elektroforetyczny produktu PCR oczyszczonego z zelu - dobranie
warunkéw trawienia. M — standard masowy (GeneRuler™ 1,b DNA Ladder).

Skutecznos$¢ trawienia kontrolowano na zelu. Zgodnie z oczekiwaniami uzyskano
fragment odpowiadajacy genowi DRDI1, ok. 1,3 kbp, oraz pusty liniowy plazmid
pcDNA3.1(+) o dlugosci ok. 5,5 kbp (rycina 5.1-8).
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Rycina 5.1-8. Kontrolny rozdzial elektroforetyczny. Produkty trawienia
enzymami Nhel i Xhol. M — standard masowy (GeneRuler™ 1kb DN.A Ladder).

b hontrola

zania 'Clean-Up' i dobranie waru ik 1 EL

ul + Sul buf
ul + 5ul buf

Rycina 5.1-9. Kontrolny rozdzial elektroforetyczny. Produkty trawienia
enzymami Nhel i Xhol. M — standard masowy (GeneRuler™ 1kb DN.A Ladder).

G1263A: :
) po oczyszczeniu

W przypadku drugiego z wariantéw genetycznych (D,
strawionych plazmidéw przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny w celu dobrania
odpowiednich warunkoéw ligacji (rycina 5.1-9).

Nastepnie przeprowadzono reakcje ligacji plazmidéw z wstawka (rozdzial 4.1.0).
Otrzymano biatka fuzyjne, w ktérych do C-konca biatka receptorowego z wprowadzona

mutacja punktowa (D,°** i D,°"”%) dolaczone jest bialko fluorescencyjne YFP (lub
CEP).

5.1.3 Analiza kolonii bakteryjnych — metoda Toothpick

Mieszaning ligacyjng stransformowano komoérki kompetentne DH5a 1 rozsiano na
szalki LLB-agar, a wyrosle kolonie analizowano metoda Toothpick pod katem obecnosci

w nich plazmidéw z wstawka (rozdzial 4.1.7).
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5.1.3.1 Analiza kolonii bakteryjnych — D,“”**-YFP

Rozdzial elektroforetyczny plazmidéw wyizolowanych z wybranych 33 kolonii

przedstawiono na rycinie 5.1-10.

g 10 11

M Ref 12 13 14 15 16 47 18 190 20 21 22

—
—
—
T
—-—
—

Rycina 5.1-10 Analiza kolonii bakteryjnych po transformacji. Rozdziat elektroforetyczny DNA
plazmidowego po ligacji plazmidu pEYFP ze zmodyfikowanym genem DRD161%84, Kolejne
numery odpowiadaja koloniom wyrostym na szalce. M — standard masowy (GeneRuler™ 14b
DNA Ladder), Ref — plazmid pEYFP bez wstawki.

Na podstawie roznic w wielkosci prazkéw do analizy restrykcyjnej wybrano trzy
kolonie (oznaczone jako 2, 3 i 7) i zastosowano enzymy Nhel i Xhol. Dla plazmidu
wyizolowanego z koloni 2 zaobserwowano po trawieniu dwa fragmenty (rycina 5.1-11):
prazek dlugosci ok. 1,3 kbp odpowiadajacy DRD1°"™** oraz liniowe DNA dlugosci
ok. 5 kbp odpowiadajace plazmidowi pEYFP-N1 (4,7 kbp).

kontrala
1 pEVFP-H1

Rycina 5.1-11. Analiza restrykcyjna klonéw 2, 3 i 7.
DNA wyizolowane z kolonii 2, 31 7 trawiono enzymami
Nhel i Xhol. Kontrola — plazmid pEYFP-N1
nietrawiony. M — standard masowy (GeneRuler™ 1#b
DN.A Ladder).
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Rezultat ten wskazuje, ze otrzymano pozadany konstrukt D,“"™*-YFP (rycina 5.1.11).

Dodatkowe potwierdzenie uzyskano po zsekwencjonowaniu uzyskanego plazmidu.

Kpnil
Hincil
G/a1ss Xhol
Pmel l
Nhe IWW Human DRD1

T T T 1 1 1 U 1 1 1 1 1
N, 100 200 200 400 500 800 700 800 @00 1000 1100 1200 Javt

Al
Asp7181

MCS
(591-G341

II;’('.Il'\d‘o.! IE

PYA - pEYFP-N1
4.7kb
Kan'/

Rycina 5.1-12. Schematyczna mapa konstruktu D6198A-YFP. Wynik fuzji zmodyfikowanego
genu receptora dopaminowego DRD1 z plazmidem zawierajacym zo6lte biatko fluorescencyjne
YFEP przy uzyciu enzyméw Nhel i Xhol.
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5.1.3.2 Analiza kolonii bakteryjnych — D,°***.YFP

Dla kazdej transformacji wybrano po 5 kolonii na szalke 1 wyizolowano z nich DNA

plazmidowe, ktérego rozdzial elektroforetyczny przedstawiono na rycinie 5.1-13.

Rycina 5.1-13. Analiza kolonii bakteryjnych po transformacji. Rozdzial elektroforetyczny DNA

plazmidowego po ligacji plazmidu pEYFP oraz pECFP ze zmodyfikowanym genem
DRD1612034, Kolejne numery odpowiadaja koloniom wyrostym na szalkach. M — standard
masowy (GeneRuler™ 1&b DNA Ladder), Ref — plazmid pEYFP bez wstawki.

Na podstawie roznic w wielkosci prazkéw do analizy restrykcyjnej wybrano kolonie
oznaczone jako: A4, B1, C1, D1, E1, F3, G1 i H1, ktére poddano trawieniu enzymem
Xhol (rozdziat 4.1.5). Wynik trawienia kontrolnego (rycina 5.1-14) wskazywal na obecno$é
pozadanej wstawki w plazmidzie pEYFP w przypadku kolonii C1 oraz w kolonii El
w  przypadku plazmidu pECFP. W celu potwierdzenia uzyskanego wyniku
zsekwencjonowano obie probki.

Wynik sekwencjonowania potwierdzil obecnos¢ wprowadzonej mutacji punktowej
w genie receptora DRD1 wklonowanego do plazmidu pEYFP (1 pECFP). W dalszej czesci
pracy wykorzystano konstrukt D,“***-YFP, ktéry schematycznie przedstawiono na rycinie

5.1-15.
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Rycina 5.1-14. Analiza restrykcyjna klonéw A4, B1, C1, D1, E1, F3, G1 i H1. DNA
wyizolowane z kolonii trawiono enzymem Xhol. Ref — plazmid pEYFP-N1 nie trawiony.
M — standard masowy (GeneRuler™ 1&b DNA Ladder).
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Rycina 5.1-15. Schematyczna mapa konstruktu D1G12034-YFP. Wynik fuzji zmodyfikowanego
genu receptora dopaminowego DRD1 z plazmidem zawierajacym z6lte biatko fluorescencyjne
YFEP przy uzyciu enzyméw Nhel i Xhol.
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5.2 Pomiar parametrow wigzania receptor-ligand

Metoda analizy saturacyjnej przy uzyciu znakowanych radioligandéw (rozdzial 4.4)
wyznaczono parametry wigzania receptor-ligand receptoréw dopaminowych D, 1 D,
w ukladzie zn-vitro (transfekowane komoérki HEK293) (rozdzialy 5.2.2 1 5.2.3) oraz
w ukladzie natywnym (tkanka moézgowa szczura) (rozdzial 5.2.1). Analogicznie uzyskano
parametry wigzania dla wariantéw genetycznych receptora dopaminowego D;: D,°"”** oraz
D,“"%* (rozdzial 5.2-2)

Nastepnie zbadano wplyw koekspresji receptora dopaminowego D, (lub jednej
z jego mutein) z receptorem dopaminowym D,. Analiz¢ saturacyjna przeprowadzono przy
uzyciu [H]SCH23390 oraz ['H]spiperonu i ponownie wyznaczono stale Bpay i Kg
(rozdziat 5.2.4).

W ostatnim etapie doswiadczen biochemicznych sprawdzono wplyw przytaczonego
biatka fluorescencyjnego na parametry wigzania receptor-ligand, dla ukladu w ktérym
syntezie ulegaly niezaleznie D,-YFP, D,“”**-YFP lub D,“"***-YFP (rozdzial 5.2.5) oraz dla
ukladu kotransfekowanego, w ktérym wystepowalo réowniez biatko fuzyjne D,-CEFP
(rozdziat 5.2.0).

Znamienno$§¢  statystyczna uzyskanych wynikéw wyznaczono przy uzyciu

jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) oraz testu post-hoc Dunnett’a.

5.2.1 Pomiar parametréw wigzania ["TH]SCH23390 oraz [*H]spiperonu

w tkance moézgowej szczura (prazkowie)

W pierwszym etapie zmierzono parametry wigzania znakowanych radioligandéw do
receptoréw dopaminowych w tkance moézgowej szczura (prazkowie). Uzyskane wyniki
(tabela 5.2-1) oraz przykladowe krzywe saturacyjne wiazania [[H]SCH23390 do receptora

D, oraz [’H]spiperonu do receptora dopaminowego D, pokazano ponizej (rycina 5.2-1)
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Kq=1,10nM
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[*H]SCH23390 [nM]
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Rycina 5.2-1. Przyktadowy wynik analizy saturacyjnej. A) wiazanie [*H]SCH23390 do teceptora
dopaminowego D1 w tkance mézgowej szczura. B) wigzanie [*H]spiperonu do receptora

dopaminowego D> w tkance mézgowej szczura.

Tabela 5.2-1. Parametry wiazania receptor-ligand w tkance mézgowej szczura (n=4-6).

Ukdad K, + SEM [nM] Bonax + SEM [fM/mg tkanki]
D 1,08 0,01 60 + 2
D> 0,45 + 0,04 33+ 4

5.2.2 Pomiar parametréw wigzania [H]SCH23390 do receptora

dopaminowego D, oraz wariantéw D,%%** i D,¢126%4

W metodzie wiazania radioligandu ["H]SCH23390 w modelowym uktadzie HEK293
zaobserwowano specyficzne wigzanie tego zwigzku do receptora dopaminowego D,.

Doswiadczalnie uzyskana $rednia warto$¢ By, charakteryzujaca gesto$¢ receptoréw D,
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wyniosta 4,19 pM/mg bialka, a przykladowy wynik dos$wiadczenia przedstawiono
na rycinie 5.2-2. Wartos$¢ stalej dysocjacji Ky wyniosta 1,17 nM, a zatem nie rézni si¢
od podawanej w literaturze (So i wsp. 2005) i wyznaczonej dla prazkowia wartosci 1 nM.
Ponizej przedstawiono uzyskane doswiadczalnie krzywe saturacyjne wigzania
[PH]SCH23390 do receptora dopaminowego D, (rycina 5.2-2) oraz do polimorficznych
wariantéw receptora dopaminowego D;: D,“™* lub D,°*"* (ryciny 52-3 i 5.2-4),

ktore ulegaly biosyntezie w modelowym uktadzie komérkowym HEK293.

4

Wigzanie wiasciwe [pM/mg biatka]
v

Kq=1,09nM

' | ' | ' | ' |
8 10

N
5
(o))

[PH]SCH23390 [nM]

Rycina 5.2-2. Przykladowa krzywa wigzania [PH]SCH23390 do receptora dopaminowego Dy
w modelowym ukladzie komérkowym HEK293.

Wigzanie wiasciwe [pM/mg biatka]
Y

Kq=1,09nM
' [ ' [ ' [ ' 1
4 6 8 10

[*HISCH23390 [nM]

o
N —

Rycina 5.2-3. Przykladowa krzywa wigzania [PH|SCH23390 do receptora dopaminowego
D6198A w modelowym uktadzie komérkowym HEK293.
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Rycina 5.2-4. Przykladowa krzywa wigzania [PH|SCH23390 do receptora dopaminowego
D;61263A w modelowym ukladzie komérkowym HEK293.

Uzyskane wartosci stalej dysocjacji K4 dla obu wariantéw receptora D, nie r6znia si¢
znaczaco od wartosci zmierzonej w tkance moézgowej szczura (1,08 nM) ani od wartosci
uzyskanej dla receptora natywnego D, (1,17 nM) 1 wynosza 1,31 nM oraz 1,1 nM
odpowiednio dla D,%"** i D,“"* (tabela 5.2-2). W tabeli 5.2-2 podano réwniez wartosci
uzyskanej gestosci receptoréw Bpqy, we frakcji blonowej przejSciowo transfekowanych
komoérek HEK293. Uzyskane wyniki wskazuja na znamiennie nizsza ekspresje
polimorficznego wariantu receptora dopaminowego D,“"** w stosunku do receptora D,
(p<0,001), jak i drugiego wariantu polimorficznego D,*"*** (p<0,05). Gestosé receptoréw

G1263A
D>

w przeliczeniu na miligram biatka w przypadku wariantu jest nizsza w stosunku

do receptora natywnego D, ale wyzsza od gestosci uzyskanej dla wariantu D, %",

Tabela 5.2-2. Parametry wigzania [PH|SCH23390 do receptora dopaminowego Di i jego wariantéw
genetycznych w modelowym ukladzie komoérkowym HEK293. Znamienno$¢ statystyczna uzyskana
w jednoczynnikowej analizie wartiancji (ome-way ANOVA) oraz w teScie post-hoc  Dunnett’a:
(") DyG19%8A vs Dy p<0,001; * DyG1263A vs Dy p<0,05, (%) Dy G1263A ys D G197 <0,05 (n=5-9).

Uktad K, + SEM [nM] Bax £ SEM [pM/mg biatka]
D, 1,17 £ 0,04 4,19 £ 0,39

D, 61984 131+ 0,14 2,18 £ 0,24 (", %)

D, 612634 1,10 + 0,05 3,20 £ 0,20 ()
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5.2.3 Pomiar parametréw wigzania ['H]spiperonu do receptora

dopaminowego D,

Metoda analizy saturacyjnej uzyskano parametry wiazania ['H]spiperonu do receptora
dopaminowego D, we frakcji blonowej komérek HEK293. Wyznaczona doswiadczalnie
warto$¢ stalej K; wyniosta 0,51 nM i nie rézni si¢ znamiennie od warto$ci uzyskanej dla
prazkowia (tabela 5.2-1). Gestos$¢ receptora dopaminowego D, syntetyzowanego
w modelowym uktadzie HEK293 wyniosta 2,54 pM/mg biatka (tabela 5.2-3). Przyktadowy

wynik analizy saturacyjnej przedstawiono na rycinie 5.2-5.

Tabela 5.2-3. Parametry wiazania [*H]spiperonu do receptora dopaminowego D2 w modelowym ukladzie
komoérkowym HEK293.

Uktad K, + SEM [nM] Bnax + SEM [pM/mg biatka]

D2 0,51 + 0,05 2,54 + 0,48

Wigzanie wiasciwe [pM/mg biatka]
N
1

K4 =0,56nM
0 ] T | T | T T |
1 2 3 4

[3H]spiperon [nM]

Rycina 5.2-5. Przykladowa krzywa wiazania [*H]spiperonu do receptora dopaminowego D>

w modelowym ukladzie komérkowym HEK293.

5.2.4 Pomiar parametréw wigzania ["TH]SCH23390 oraz [’H]spiperonu

w uktadzie kotransfekowanym

W kolejnym etapie zbadano wplyw obecnosci receptora D, w ukladzie, w ktérym
ulegaly ekspresji réwniez receptory D,, D,“*** lub D,°***, Zmierzono parametry wiazania

[PH]SCH23390 do receptora dopaminowego D, oraz ['H]spiperonu do teceptora
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dopaminowego D,. Uzyskane wartosci stalej dysocjacji K; oraz gestosci receptorodw B, gy

dla [’H]SCH23390 zebrano w tabeli 5.2-4, natomiast dla [’H]spiperonu w tabeli 5.2-5.

Tabela 5.2-4. Parametry wiazania [PH]SCH23390 do receptora dopaminowego Di, DiG1%84 oraz DyG1263A
w ukladach, w ktérych wystepowal on razem z receptorem Dj. Znamiennos$¢ statystyczna uzyskana
w jednoczynnikowej analizie watiancji (one-way ANOVA) oraz w tescie post-hoc Dunnett’a: (7) DiC1%84-D,
vs D1-D2 p<0,05 (n=3-5).

Uktad Ky + SEM [nM] Bouax + SEM [pM/mg biatka]
DD, 1,25 + 0,20 2924043

D, G194, 1,00 + 0,06 1,74 +0,14 ()

DC126A D), 1,06 + 0,08 3,04 + 0,30

Tabela 5.2-5. Parametry wiazania [*H]spiperonu do receptora dopaminowego Dz w uktadach, w ktérych
wystepowal on razem z receptorem D1 lub jednym z wariantéw genetycznych: D161984 albo 11612634,

Uktad K, + SEM [nM] B pnax = SEM [pM/mg biatka)
Di-D2 0,60 £ 0,06 4,14 £ 0,61
D;G198AD, 0,57 £ 0,08 4,19 £ 0,69
D;61263A.1), 0,49 £ 0,09 4,32 £ 0,89
6
5
g
<
o 44
g
2 s-
=
7
+ 2+ d
E
14
0
D,-D, D16198A_ D, D1(31263A_ D,

Rycina 5.2-6. Gesto$¢ receptoréow dopaminowych D; wyznaczona metoda wigzania
[PH]SCH23390 w modelowym ukladzie komérkowym HEK293, w ktérym wystgpowat
receptor dopaminowy D> wraz z receptorem Di lub receptor D; wraz z wariantem

genetycznym Dj. Znamiennos$¢ statystyczna uzyskana w jednoczynnikowej analizie wariancji
(one-way ANOVA) oraz w teScie post-hoc Dunnett’a: () DiG98A-Dy vs Dy-Dy p<0,05,
(*) D1C198A-D; vs D1G1263A-D, p<0,05 (n=3-5).

Ponownie zaobserwowano nizsza eckspresje polimorficznej odmiany receptora
dopaminowego D, w stosunku do receptora natywnego D, w ukladzie
kotransfekowanym (rycina 5.2-6) przy jednakowym poziomie ekspresji receptora D,
w badanych ukladach (rycina 5.2-7). Jednoczesnie nie stwierdzono zmiany wartosci stalej

dysocjacji K, co pozwala sadzi¢, iz obecno$¢ receptora dopaminowego D, nie powoduje
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miany wlasciwosci receptora dopaminowego ani jeco odmian genetycznych:
zmiany wlasct 1 receptora d 1 D, ani dmi znych: D,

G1263A
oraz D777

B = SEM [pM/mg biatka]

D, D, D,C1%8AD, D,C126%4p,

Rycina 5.2-7. Gestosé receptoréow Dz wyznaczona metoda wiazania [*H]spiperonu
w modelowym ukladzie syntetyzujacym receptor dopaminowy D> wraz z receptorem Dy lub

receptor Dy wraz z wariantem genetycznym D.

5.2.5 Pomiar parametro6w wigzania receptor-ligand - wplyw

dotaczonego biatka fluorescencyjnego

W kolejnym etapie zbadano wplyw dolaczonego bialka fluorescencyjnego,
odpowiednio CFP lub YFP na parametry wiqzania receptor-ligand. W tabeli 5.2-6
przedstawiono wyniki uzyskane dla wiazania ['H]spiperonu do D,-CFP oraz [’H]SCH23390
do D,-YFP, D,°"**-YFP lub D, ***-YFP.

Tabela 5.2-6. Parametry wiazania [*H]spiperonu do receptora dopaminowego D potaczonego z biatkiem
fluorescencyjnym (D2-CFP) oraz [PH]SCH23390 do receptora: Di-YFP, D{CIAYFP i D;G123A-YFP,
Znamienno$¢ statystyczna uzyskana w jednoczynnikowej analizie wariancji (one-way ANOVA) oraz w tescie
post-hoc Dunnett’a: (™) D1G198A-YFP vs D1-YFP p<0,001; (") D1C1283A-YFP vs D1-YFP p<0,05 (n=3-5).

Uktad K, + SEM [nM] Biax £ SEM [pM/mg biatka]
D,-CFP 0,60 £ 0,03 3,13 £ 0,59

Di-YFP 127 + 0,13 5,88 + 2,52

D G19%8A-YFP 1,16 £ 0,13 2,04 £ 0,35 (")

D;G1263A-YFP 1,15 £ 0,23 3,07 £ 0,44 ()

Dotaczenie biatka fluorescencyjnego do C-konca receptora dopaminowego, zaréwno
D, jak i D,, nie zmienia wartosci stalej Ky, jak wykazano w analizie saturacyjnej. Podobnie
nie zaobserwowano zmiany wartosci stalej dysocjacji K; dla wariantéw genetycznych
receptora dopaminowego D, polaczonych z bialkiem fluorescencyjnym YFP. Pozwala to

wnioskowa¢, ze nie ulegly zmianie wlasciwosci funkcjonalne badanych receptoréw.
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aobserwowano natomiast obnizenie ekspresji wariantow: - i -
Zaobserw: tomiast obnizenie ekspresji 1ant D,“"AYFP i D, YFP

w stosunku do receptora D;-YFP (rycina 5.2-8).
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Rycina 5.2-8. Gestos¢ receptoréw dopaminowych polaczonych z biatkiem fluorescencyjnym:
Di-YFP, D{C1AYFP lub D;G1263A-YFP wyznaczona metoda wiazania [PH|SCH23390
w  modelowym  ukladzie = komérkowym. — Znamiennosé  statystyczna  uzyskana

w jednoczynnikowej analizie wariancji (one-way ANOVA) oraz w tescie post-hoc Dunnett’a:
(") D1G18A-YFP vs Dy-YFP p<0,001, () D1G'263A-YFP vs D1-YFP p<0,05 (n=3-5).

5.2.6 Pomiar parametréw wigzania receptor-ligand w uktadzie
kotransfekowanym - wplyw dotaczonego biatka

fluorescencyjnego

W dalszym etapie pracy okreslono parametry wigzania ['H]SCH23390 oraz
[’H]spiperonu do receptoréw dopaminowych w ukladzie, w ktérym obok receptora
D,-YFP, D,“"*-YFP lub D,“"”**.YFP wystepowal receptor D,-CFP. Przykladowe krzywe
wiazania radioligandéw przedstawiono na rycinach 5.2-9 oraz 5.2-10. Natomiast uzyskane
warto$ci stalej dysocjacji K4 oraz gestosci receptoréw Bpgy dla [PH]SCH23390 zebrano

w tabeli 5.2-7, natomiast dla ["H]spiperonu w tabeli 5.2-8.

Tabela 5.2-7. Parametry wigzania [H]SCH23390 do receptora dopaminowego Di-YFP, DC198A-YFP oraz
D;G1263AYFP w ukladach, w ktérych wystepowal on razem z receptorem D-CFP. Znamiennos¢ statystyczna
uzyskana w jednoczynnikowej analizie wariancji (one-way ANOVA) oraz w teScie post-hoc Dunnett’a:
(™) D1-YFP vs D1C198A-YFP p<0,01, (##) D C1263A-YFP vs D C1%A-YEP p<0,01 (n=4-7).

Uktad K, + SEM [nM] Biax £ SEM [pM/mg biatka]
D1-YFP | D,-CFP 1,18 £ 0,11 3,76 £ 0,42

D G198A-YFP | D-CFP 1,39 £ 0,12 1,57 £ 0,28 (*##)

D,G1263A-YFP | D»-CFP 1,26 £ 0,11 3,57 £ 0,53
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WIgzanie wiasciwe [pM/mg biatka]
Y

Kg=1,25nM
0 . , . , . , . |
0 2 4 6 8

[BHISCH23390 [nM]

Wigzanie wiasciwe [pM/mg biatka]
Y

Kq=0,39nM

T T 1
0 1 2 3 4

[Hlspiperon [nM]

o

Rycina 5.2-9. Przykladowa krzywa wiazania radioligandu w ukladzie D,-CFP|D;-YFP:
A) [PH]SCH23390, B) [*H]spipeton.
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Rycina 5.2-10. Przykladowa krzywa wiazania radioligandu w uktadzie D,-CFP | DG1263A-YFP:
A) [PH]SCH23390, B) [*H]spipeton.

Uzyskane gestosci receptoréw, Biay, dla wiazania ["H]SCH23390 (rycina 5.2-11)
potwierdzaja wczesniejsze obserwacje znamiennie obnizonej (p<0,01) ekspresji wariantu
genetycznego D, “""-YFP, takie w obecnosci receptora dopaminowego D,-CFP.
Jednoczesnie nie wykazano réznicy wartosci stalej dysocjacji Kg4, a zatem dolaczenie biatka
fluorescencyjnego takze w ukladzie kotransfekowanym nie powoduje zmiany wlasnosci

badanych bialek receptorowych (tabela 5.2-7).

106



ROZDZIAY. 5. WYNIKI

5
T ] T
s
o]

g 34

s

s>

5 2-

n

+l

mé 14
0

D-YFP|D-CFP  D,®'*®4YFP|D-CFP D,%'?**3AYFP|D,-CFP

Rycina 5.2-11. Gestosé receptoréw Di-YFP wyznaczona metoda wiazania [PH]SCH23390
w modelowym ukladzie syntetyzujacym receptor dopaminowy D,-CFP wraz z Di-YFP lub
receptor D,-CFP wraz ze zmutowana odmiana Di-YFP. Znamienno$¢ statystyczna uzyskana

w jednoczynnikowej analizie wariancji (one-way ANOVA) oraz w tescie post-hoc Dunnett’a:
(™) D1-YFP vs D1C198A-YFP p<0,01, (##) DC1263A-YFP vs D C1%8A-YEFP p<0,01 (n=4-7).

W przeprowadzonej analizie saturacyjnej nie wykazano znamiennych statystycznie
réznic parametréw wiazania ['H]spiperonu do receptora dopaminowego D,-CFP, ktory
ulegal ekspresji w komérkach linii HEK293 wraz z receptorem: D,-YFP, D,“"”**~-YFP lub
D,“"P“YFP wzgledem ukladu kotransfekowanego, w ktérym receptory te nie byly
polaczone z biatkami fluorescencyjnymi (tabela 5.2-4 1 5.2-5). Pozwala to wnioskowac,

ze przylaczone bialka fluorescencyjne nie wplywajq na wigzanie receptor-ligand (rycina

5.2-12).

Tabela 5.2-8. Parametry wigzania [*H]spipetonu do receptora dopaminowego D2-CFP w ukladach, w ktérych
wystepowal on razem z receptorem Di-YFP lub jednym z wariantéw genetycznych DiG18A-YFP oraz
D,G126A YFP (n=3-5).

Uktad K, + SEM [nM] Bonax + SEM [pM/mg biatka]
D;-YFP | D,-CFP 0,52 % 0,06 3,38 + 1,01
D;G19%A-YFP | D,-CFP 0,65 % 0,05 3,91 40,59
D;G126A-YFP | D,-CFP 0,53 % 0,02 422+ 0,44
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Bpex £ SEM [pM/mg biatka]

D,-YFP|D-CFP  D,®'®*AYFP|D,-CFP D,®*?%*AYFP|D,-CFP

Rycina 5.2-12. Gestos¢ receptoréw D,-CFP wyznaczona metoda wigzania [*H]spiperonu
w modelowym uktadzie syntetyzujacym receptor dopaminowy D,-CFP wraz z receptorem
Di-YFP lub receptor D,-CFP wraz ze zmutowang odmiang Dq-YTP.

5.3 Pomiar czasow zycia fluorescencji

5.3.1 Standardy fluorescencyjne

Standardy fluorescencyjne, czyli zwiazki chemiczne o znanych czasach zycia
fluorescencji, wykorzystano do sprawdzenia czulosci uktadu pomiarowego i powtarzalnosci
uzyskanych wynikéw. W pracy wykorzystano dwa standardy fluorescencyjne o réznych
czasach zycia fluorescencji: erytrozyne B oraz p-terfenyl (rozdzial 3.7). Pomiary
przeprowadzono w temperaturze 22°C dla skali czasowej 100 ns, a uzyskane wyniki
zebrano ponizej.

Tabela 5.3-1. Czasy zycia fluorescencji zmierzone dla standardéw - skala czasowa 100 ns. Dane literaturowe

w oparciu o Boens i wsp. (2007).

Zmierzone czasy zycia fluorescencji Dane literaturowe
Standard
T + SD [ps] T = SD [ps]
p-terfenyl/cykloheksan 938 + 3,6 980 *+ 30
erytrozyna B/MeOH 444 £ 355 470 £ 20
erytrozyna B/MeOH 7915 893

Uzyskane do$wiadczalnie czasy zycia fluorescencji uzytych standardéw nie réznia sie
od wartosci dostepnych w literaturze (Boens 1 wsp. 2007), a zmierzone zaniki fluorescenciji
maja charakter monoeksponencjalny, zgodnie z oczekiwaniami. Na rycinach 5.3-1 oraz

5.3-2 przedstawiono przykladowy wynik pomiaru zaniku fluorescencji w czasie
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z dopasowanym modelem monoeksponencjalnym dla obu standardéw oraz uzyskany
rozklad rezyduéw.

Nastepnie zmierzono zanik fluorescencji erytrozyny B w metanolu — ze wzgledu na
czas zycia fluorescencii ok. 450 ps najblizszy najkrétszej sktadowej czasu zycia fluorescencii
donora stosowanego w niniejszej pracy (D,-CFP) — dla skali czasowej 50 ns. Pomiary
przeprowadzono po wzbudzeniu dioda laserowsg (dlugosci fali wzbudzenia 434 nm, czas
trwania impulsu 70 ps) oraz dioda LED (dlugos$¢ fali wzbudzenia 465 nm, czas trwania
impulsu 1,3 ns). Uzyskane wartodci poréwnano z pomiarami uzyskanymi dla skali czasowej

100 ns (tabela 5.3-2).

Tabela 5.3-2. Czasy zycia fluorescencji zmierzone dla erytrozyny B w metanolu dla dwéch skali czasowych.

Czas zycia fluorescencji [ps]

Standard Wzbudzenie Skala czasowa
T+ SD
erytrozyna B/MeOH 465 nm 100 ns 444 £ 355
erytrozyna B/MeOH 434 nm 50 ns 424 £ 44
erytrozyna B/MeOH 465 nm 50 ns 448 £ 1,8
p-terfenyl/cykloheksan
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Rycina 5.3-1. Przykladowy wynik dopasowania modelu monoeksponencjalnego (szara linia)
do doswiadczalnego pomiaru zaniku fluorescencji w czasie dla p-terfenylu w cykloheksanie

(czarne punkty) wraz z rozkladem rezydudw. Szare punkty reprezentuja zmierzony profil
diody.
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Rycina 5.3-2. Przyktadowy wynik dopasowania modelu monoeksponencjalnego (szara linia)
do zmierzonego zaniku fluorescencji w czasie dla erytrozyny B w metanolu (czarne punkty)
wraz z rozkladem rezydudw. Szare punkty reprezentuja zmierzony profil diody.

Nie zaobserwowano réznicy w uzyskanych wartosciach czasu zycia fluorescencji dla
erytrozyny B rozpuszczonej w metanolu w funkcji zastosowanej skali czasowej. Ponadto
dla wzbudzenia dioda LED, ktérej szeroko$¢ impulsu (1,3 ns) jest wicksza od mierzonego
czasu zycia (ok. 0,44 ns) uzyskano wartosci zgodne z danymi literaturowymi, co pozwala
stwierdzi¢, ze stosowany uklad pomiarowy jest odpowiednio czuly do przeprowadzenia

dalszych doswiadczen, a uzyskane wyniki sq powtarzalne.

5.3.2 Czasy zycia fluorescencji — heterodimeryzacja D,-D,

Pomiar zaniku fluorescencji w czasie uzyto do oszacowania stopnia
heterodimeryzacji receptoréw dopaminowych D, i D, oraz receptora dopaminowego D,
: : 2 : G198A G1263A : :

1 wariantéw polimorficznych receptora D;: D, oraz D, . Na podstawie zmian
dlugosci czasu zycia fluorescencji donora (D,-CEFP), w obecnosci i przy braku akceptora
(D,-YEP), obliczono wydajnos¢ rezonansowego przeniesienia energii FRET.

Zaniki fluorescencji w czasie zmierzono metoda pojedynczego zliczania fotondw

TCSPC szczegdlowo opisang w rozdziale 4.5.2. Odpowiednio przygotowane komorki

(rozdzial 4.5.1) wzbudzano $wiatlem o dlugosci fali 434 nm. Pomiary wykonano w kilku
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seriach na komorkach linii HEK293, w ktérych doszlo do ekspresji donora energii

wzbudzenia (bialka fuzyjnego D,-CFP) oraz w komorkach, w ktérych ekspresji ulegaly

zarowno donor, jak 1 akceptor energii wzbudzenia (D,-CFP|D,-YFP). Nastepnie

zmierzono czasy zycia fluorescencji dla komérek HEK293, w ktorych koekspresji ulegaty

badane warianty genetyczne receptora dopaminowego D, z wprowadzonymi mutacjami:

D,“"™AYFP lub D,“?"*-YFP oraz bialko fuzyjne D,-CFP (uklad donor-akceptor).

Przykladowy zanik fluorescencji w czasie zmierzony w ukladzie 7n-vitro przedstawiono

na rycinie 5.3-3.

| donor: D,-CFP
10000 £ donor-akceptor: D,-CFP|D,-YFP
.« 1000 |
[(h] -
N ¥
= -
ﬁ -
© | [
o 3
o 100F @
4 E H
10F, .2
r L L 1 L 1 1 .I L L 1 L
20 30 40 50 60 70
10
R donor: D,-CFP
¥ O
10 L L 1 L L L L 1 1 1 L 1
20 30 40 50 60 70
10
donor-akceptor: D,-CFP|D,-YFP
v 0
_10 L L 1 L L L L 1 L 1 L 1 L L L 1 L L
20 30 40 50 60 70
Czas [ns]

Rycina 5.3-3. Przykladowy wynik pomiaru zaniku fluorescencji w czasie wraz z rozktadem
rezyduéw: donor (D2-CFP — linia niebieska) oraz uklad donor-akceptor (D-CFP|D;-YFP —

linia czarna). Zmierzony profil diody pokazano jako szare punkty.

Pomiary przeprowadzono w kilku niezaleznych seriach dla ok. 15-20 komorek,

a nastepnie obliczono warto$¢ $rednig czasu zycia fluorescencji donora przy braku
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akceptora (Tp) 1 w jego obecnosci (Tp,), zardwno w oparciu o model dwueksponencjalny
(tabela 5.3-3), jak i trojeksponencjalny (tabela 5.3-4). Na podstawie uzyskanych $rednich
czasow zycia fluorescencji obliczono wydajno$¢ rezonansowego przeniesienia energii

wzbudzenia (E), jak opisano w rozdziale 4.5-4, a wyniki przedstawiono na rycinie 5.3-4.

Tabela 5.3-3. Wartosci S$rednie  zmierzonych czaséw zycia fluorescencji uzyskane w modelu

dwueksponencjalnym i odpowiadajace im wydajnosci FRET. Znamienno$¢ statystyczna uzyskana
w jednoczynnikowej analizie wartiancji (ome-way ANOVA) oraz w teScie post-hoc  Dunnett’a:
(™) D2-CFP|DS18A-YFP vs D,-CFP | Di-YFP p<0,001, (###) D,-CFP|D61263A-YFP vs D»-CFP | Di-YFP

p<0,001 (n=18-30).

Sredni czas zycia fluorescencji [ns] Wydajnos¢ FRET [%]
Uldad Tp + SD Tpa = SD E+u(E)
D,-CFP 2,51 0,02 - -
D,-CFP|Di-YFP - 2,38 £ 0,05 5,22 £ 0,02
D,-CFP| D C198A-YFP - 2,46 + 0,04 2,22 0,02
D>-CFP | DCR203A-YFP - 2,43 0,03 3,02 £ 0,01 ###

Tabela 5.3-4. Wartosci $rednie  zmierzonych czaséw zycia fluorescencji uzyskane w modelu
tréjeksponencjalnym i odpowiadajace im wydajnosci FRET. Znamienno$¢ statystyczna uzyskana
w jednoczynnikowej analizie wariancji (ome-way ANOVA) oraz w teScie post-hoc  Dunnett’a:
(™) D2-CFP | DG198A-YFP vs D»-CFP|D:-YFP p<0,001, (###) D,-CFP|D61263A-YFP vs D,-CFP | D;-YFP
p<0,001 (n=18-30).

Sredni czas zycia fluorescencji [ns] Wydajnos¢ FRET [%]
Uktad
Tp + SD Tpa = SD E+u(E)

D,-CFP 2,52 + 0,02 - -
D»-CFP|Di-YFP - 2,40 £ 0,05 4,71 £0,02
D,-CFP | DC198A-YFP - 2,47 £ 0,05 1,64 £ 0,02
D>-CFP| D CR203A-YFP - 2,45 10,03 2,55 + 0,01 ###

6

54

4

#it#

Wydajnos¢ zjawiska FRET [%]
w
|

D-YFP|D-CFP  D,°'%®4YFpP|D,CFP D,°'*®YFP|D,-CFP

Rycina 5.3-4. Wydajnos¢ FRET obliczona w oparciu o dopasowanie tréjeksponencialne.
Znamienno$¢ statystyczna uzyskana w jednoczynnikowej analizie wariancji (one-way ANOVA)
otaz w tescie post-hoc Dunnetta: (**) Dp-CFP|DG1%AYFP vs D,-CFP|Dy-YFP p<0,001,
(###) D,-CFP | D126 YFP vs D,-CFP | Di-YFP p<0,001 (n=18-30).
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7, poréwnania zanikéw intensywnosci fluorescencji dla komorek, w ktorych ekspresji
ulegal sam donor (D,-CFP) oraz donor w obecnosdci akceptora (D,-CFP|D;-YFP)
zaobserwowano skrocenie $redniego czasu zycia fluorescencji donora, ktéry wynosil
2,51 ns w ukladzie bez akceptora oraz 2,41 ns w ukladzie, w ktérym byl obecny akceptor
(odpowiednio 2,52 ns oraz 2,42 ns dla modelu tréjeksponencjalnego). Skrécenie czasu zycia
fluorescenciji, jest interpretowane jako wynik interakcji receptoréw dopaminowych — ich
heterodimeryzacji. W ukladach, w ktérych biatko D,-CFP obecne bylo z jednym
z wariantéw polimorficznych receptora dopaminowego D;: D,“***-YFP lub D,*"*”*-YFP
réwniez zaobserwowano skrécenie czasu zycia fluorescencji donora. Odpowiednie $rednie
czasy zycia fluorescencji wynosza 2,46 ns (2,47 ns) dla D,°"***-YFP|D,-CFP oraz 2,43 ns
(2,45 ns) dla D,“”**.YFP|D,-CFP. Zmiany czaséw zycia fluorescencji przektadaja si¢ na
zmiang wydajnosci przeniesienia energii wzbudzenia — wydajnosci FRET (tabela 5.3-3).
Uzyskane wyniki pokazuja dobra zgodnos¢ obu modeli, lecz w obu przypadkach obliczone
wydajnosci transferu energii wydaja si¢ niewielkie. Nalezy jednak zauwazy¢, iz wydajnosc¢
FRET w uktadzie CFP-YFP, czyli dwoch biatek potaczonych tacznikiem aminokwasowym,
obliczona ta metoda wynosi ok. 36%, co jest traktowane jako warto$¢ maksymalna, ktora
odpowiada oddzialywaniu bialek polaczonych ze soba (Dziedzicka-Wasylewska
1 wsp. 20006, Lukasiewicz 2008).

5.3.3 Analiza sktadowych czasow zycia fluorescenciji

W kolejnym etapie pracy zastosowano metode analizy poszczegolnych skiadowych
oraz ich amplitud zaproponowana przez Millingtona 1 wsp. (2007) (rozdzialy 2.4 oraz
4.5.4). Na podstawie dopasowania dwueksponencjalnego przeanalizowano zaniki
fluorescencji donora, natomiast do analizy ukladu donor-akceptor posluzono sie¢
dopasowaniem tréjeksponencjalnym, z uwagi na pojawiajaca si¢ dodatkowsa skladowa
czasowq zaniku fluorescencji w ukladzie donor-akceptor (rozdzial 2.4). Usrednione
warto$ci skladowych czasowych oraz odpowiadajace im amplitudy obliczone dla donora
fluorescencji (D,-CFP) przedstawiono w tabeli 5.3-5, natomiast dla ukladu donor-akceptor
w tabeli 5.3-6.

Analiza  uzyskanych  czaséw  zycia  fluorescencji  wykazala, Ze model
dwueksponencjalny dobrze dopasowuje si¢ do zmierzonego zaniku fluorescencji donora
D,-CFP, a skladowe czasy zycia fluorescencji Ty i T, wynosza odpowiednio 3,1520,03 ns
oraz 0,84%0,04 ns. Natomiast odpowiadajace im amplitudy B1 1 By: 72,4%0,9%
1 27,6£0,9% (tabela 5.3-5). Dluzsza skladowa czasu zycia fluorescencji D,-CFP tylko
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nieznacznie rézni si¢ od wartosci uzyskanej dla biatka CFP, natomiast sktadowa T, jest
znaczaco krotsza, w stosunku do wartosci uzyskanej dla CEFP, lecz autorzy nie podaja
niepewnosci wyznaczonych czaséw zycia fluorescencji (Millington i wsp. 2007).

Dla komorek, w ktérych ekspresji ulegal donor i akceptor (D,-CFP i D,-YFP),
uzyskano dobre dopasowanie przy uzyciu modelu tréjeksponencijalnego, z czasami Ty, T,
i T3 (tabela 5.3-6) i odpowiadajacymi im amplitudami B1, B, i Bs.

Tabela 5.3-5. Wartosci $rednie skladowych czaséw Zycia fluorescencji donora D,-CFP i odpowiadajace im

amplitudy — dwueksponencjalny model zaniku fluorescencji (wyniki dla biatka CFP na podstawie Millington
iwsp. 2007).

Wartosci $rednie skfadowych [ns] Amplitudy odpowiednich sktadowych [%]

Uktad
T,+SD T, + SD B, +SD B, +SD

CEP 3,04 1,36 62+ 6 38+ 6

D,-CFP 3,15 + 0,03 0,84 + 0,04 72+ 1 28 + 1

Tabela 5.3-6. Wartosci $rednie skltadowych czaséw zycia fluorescencji i ich amplitud w ukladzie donor-
akceptor — tréjeksponencjalny model zaniku fluorescencji (wyniki dla biatka fuzyjnego CFP-YFP
na podstawie Millington i wsp. 2007).

WartosSci $rednie sktfadowych [ns] Amplitudy [%]
Vidad T,+SD T, +SD T3 £SD B, +SD B, +SD B3 = SD
CFP-YFP 3,11 1,65 0,65 30 £ 10 507 20£9
B?:S{Eg 379036 196%*0,16 0,46 £ 0,05 378 49£6 14£2
BTE%FSEYFP 393£052 1,99+0,19 0,42 %0,02 38+9 507 14+2
D CEP 385*£035 1,90+0,17 0,41 =%0,05 39110 4717 145

D 1(} 12()31\_YFP

Z powyzszego poréwnania wynika, ze warto§¢ komponenty o dlugim czasie zycia
fluorescencji (ok. 3 ns) zasadniczo nie ulegla zmianie, podczas gdy jej amplituda zmalata
o ok. 40% w stosunku do uzyskanej dla D,-CFP. Zmianie tej towarzyszy pojawienie si¢
trzeciej sktadowej czasowej T3 o amplitudzie B3, ktora réwnowazy spadek amplitudy Bj.

W oparciu o uzyskane wartosci czasow zycia fluorescenciji obliczono wydajnosé
rezonansowego przeniesienia energii (E) w oparciu o model ,,3t” i ,,41”, szczegdlowo

opisane w rozdziatach 2.4 1 4.5.4, a uzyskane wyniki zebrano w tabeli 5.3-7.
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Tabela 5.3-7. Wydajno$¢ FRET obliczona w oparciu o zaproponowane modele ,,37” oraz ,,41”.

Czas zycia fluorescencji [ns] Wydajnos¢ FRET [%]
Uidad Tp1 £ SD  Tps1+SD  Tp £SD Ty +SD E{tu(E) E,+u(E)
D»,-CFP 3t 3,15+0,03 0,46 +0,05 0,84 £0,04 - 85,51 0,02 -
Di-YFP 4t 315+0,03 196+0,16 0,84 +0,04 0,46+0,05 37,7%x0,05 455 =% 0,06
D,-CFP 3t 3,15%£0,03 093%+0,02 0,84=*0,04 - 70,6 + 0,01 -
DCAYFP  4r 315+0,03 199+0,19 0,84+0,04 042+002 37,0+006 50,3+ 0,03
D,-CFP 3t 3,15+0,03 1,23+0,05 0,84+ 0,04 - 60,9 + 0,02 -

DyGRGAYFP 470 315+0,03 1,90+0,17 084+0,04 041+0,05 398+0,05 50,7+ 0,06

W oparciu o skladowe czaséw zycia fluorescencji oraz model uwzgledniajacy
oddzialywanie tylko jednej konformacji donora uzyskano wydajno$¢ przeniesienia energii
dla pary D,-YFP | D,-CFP réwna 85,5120,02%, natomiast w uktadzie, w ktérym doszto do

ekspresji  wariantéw  genetycznych receptora dopaminowego D, oraz receptora
dopaminowego D,-CFP wydajnosci transferu okazaly si¢ nizsze 1 wynioslty odpowiednio
70,6+0,01% dla D,*"**-YFP|D,-CFP oraz 60,970,02% dla D,****-YFP|D,-CFP, co
potwierdzito wyniki uzyskane w metodzie §rednich czaséw zycia. Zmniejszona wydajno$é
FRET moze $wiadczy¢é o obnizonej heterodimeryzacji receptoréw dopaminowych
D,“™AD, i D,°"*.D, na skutek zmian wywolanych wprowadzona mutacja w genie
DRD1, co zostalo szerzej omoéwione w dyskusji (rozdzial 6.3).

7. powyzszego porownania wynika ponadto, ze czas zycia fluorescencji obu
konformacji donora we wszystkich badanych uktadach donor-akceptor nie ulega zmianie
w porownaniu z ukladem, w ktérym obecny byl jedynie donor D,-CFP. Zaobserwowano
natomiast skrocenie czasu zycia fluorescencji w oddziatlywaniach donora z konformacja
AC1 akceptora w ukladzie z wariantami genetycznymi receptora dopaminowego
D,“"™~YFP|D,-CFP oraz D,°*"“.YFP|D,-CFP w stosunku do ukladu natywnego
D,-YFP|D,-CFP. Moze zatem wprowadzone mutacje moga wplywa¢ na réwnowage
przejs¢ miedzy konformacja aktywna (nieuprotonowana — ACIl) 1 nieaktywna
(uprotonowana — AC2) chromofora biatka YFP.

5.4 Okre$lenie lokalizacji receptoré6w dopaminowych przy

uzyciu mikroskopii konfokalne;j

Kolejnym etapem pracy bylo sprawdzenie lokalizacji w komorce receptorow
dopaminowych D, oraz D, oraz mutein receptora D, sprzezonych z odpowiednimi
biatkami fluorescencyjnymi. W tym celu komoérki HEK293 rozsiano na szkietka

nakrywkowe i przejSciowo transfekowano wyznakowanymi fluorescencyjnie plazmidami
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zawierajacymi gen receptora dopaminowego D,-CFP oraz D,-YFP, D,*“YFP lub
D,“"PLYFP (rozdzial 4.5.5). Przykladowy obraz komérek HEK293 kotransfekowanych
D,-YFP | D,-CFP uzyskany na mikroskopie konfokalnym przedstawiono ponizej.

Rycina 5.4-1. Przyktadowy obraz mikroskopowy komérek linii HEK293, w ktérych doszto do
syntezy wyznakowanego fluorescencyjnie receptora dopaminowego Di-YFP (czerwony) wraz

wyznakowanym receptorem D»-CFP (zielony).

W oparciu o uzyskane obrazy mikroskopowe obliczono wspélczynnik kolokalizacji
Pearsona (réwnanie 4.5-16). W tym celu dla kazdego obrazu wyznaczano tlo poprzez
pomiar intensywnosci w wybranym obszarze AOI, wartosci te odejmowano nastepnie
od calego obszaru (rozdzial 4.5.4). Obszar blony z wyznakowanymi fluorescencyjnie
receptorami D,-YFP oraz D,-CFP poddawano dalszej analizie. W obszarze blony
komoérkowej, w obrebie ktorej intensywnosci §wiecenia byly poréwnywalne, zaznaczano
ponownie obszary AOI, dla ktérych liczono wspélczynniki Pearsona. Przykladowy wynik
nalozenia dwéch obrazéw D,-YFP (czerwony) 1 D,-CFP (zielony) przedstawiono na rycinie
54-2 oraz 54-3. Widoczny 2z6lty obszar jest wizualnym potwierdzeniem
wspolwystepowania obu typéw receptora dopaminowego, co wyznaczono rowniez

w oparciu o pomiar wspoélczynnika kolokalizacji Pearsona.
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Rycina 5.4-2. Obraz mikroskopowy komorek linii HEK293, w ktérych doszto do syntezy
wyznakowanych fluorescencyjnie receptorow dopaminowych: Di-YFP (czerwony) i D,-CFP
(zielony) oraz ich ztozenie (z6lty).

Obliczone wartos$ci wspolczynnika Pearsona, ktory jest miarg stopnia kolokalizacji
zestawiono w tabeli 5.4-1. Jednoczynnikowa analiza wariancji (ome-way ANOVA) oraz test
post-hoc Dunnett’a nie wykazaly znamiennych statystycznie réznic wartosci obliczonych

wspolczynnikéw Pearsona.

Tabela 5.4-1. Wartosci wspotczynnika kolokalizacji Pearson’a (n=9-15).

Uktad Wspotczynnik Pearsona +SEM
D,-CFP |D;-YFP 0,85 £ 0,04
D,-CFP | D;G198A-YFP 0,77 £ 0,07
D,-CFP | D 61263 YFP 0,82 + 0,05

Rezultaty pomiaru kolokalizacji nie wykazaly, aby warianty polimorficzne receptora
dopaminowego D,: D, lub D,°”* mialy odmienna lokalizacjc od receptora
natywnego D,. Ponadto potwierdzono wspoélwystepowanie w blonie komoérkowej obu
wariantow receptora dopaminowego D, z receptorem dopaminowym D,, co uwidoczniono
przy uzyciu mikroskopii konfokalnej i przedstawiono na ponizszych rycinach. Wyniki te

wskazuja, ze wprowadzone mutacje w obrebie genu DRD1 nie powoduja odmiennej

117



ROZDZIAY. 5. WYNIKI

(np. cytoplazmatycznej) lokalizacji receptora, ktéora moglaby powodowaé obnizenie

wydajnosci FRET uzyskane w pomiarach czaséw zycia fluorescencji (rozdziat 5.3).

D : GIEGAR

Rycina 5.4-3. Obraz mikroskopowy komorek linii HEK293, w ktérych doszlo do syntezy
wyznakowanych fluorescencyjnie receptoréw dopaminowych: D1G1%8A-YFP lub D C1203A-YFP
(czerwony) 1 D»>-CFP (zielony) oraz ich zlozenie (Z6lty).
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6. DYSKUSJA

6.1 Wybor obiektu badan

Dysfunkcje uktadu dopaminergicznego w moézgu odgrywaja kluczows role w wielu
istotnych ~ zaburzeniach, jak choroba Parkinsona, schizofrenia, zespél! Tourette’a
czy uzaleznienia, dlatego tez receptory dopaminowe sa czesto celem dzialania lekéw
stosowanych w terapii. Jednocze$nie, mozliwa korelacja miedzy wystgpowaniem
polimorfizméw (SNPs) w obrebie genéw kodujacych receptory dopaminowe a chorobami
neuropsychiatrycznymi jest przedmiotem licznych badan od czasu wprowadzenia
do powszechnego uzycia metod biologii molekularnej. Oprécz polimorfizmu dlugosci
fragmentéw restrykcyjnych rozpoznawanych przez enzym EcoR1 (Grandy i wsp. 1990)
1 Taql (Litt 1 wsp. 1991), trzy inne polimorfizmy receptora dopaminowego D, zostaly
opisane przez Liu i wsp. (1995) w tym: -48A/G w tegionie 5 egzonu 2 oraz zamiana
nukleotydow w czesci  kodujacej: 198G/A i 1263G/A. Chociaz zaden z tych
polimorfizméw nie wplywa na zmiange sekwencji aminokwasowej, to w badaniach
genotypowania zostaly one skorelowane z wystepowaniem schizofrenii (Ohara i wsp.
1993). Badania te nie byly jednak kontynuowane, gdyz powszechnie uznawano,
ze tzw. ciche mutacje nie zmieniaja aktywnosci biologicznej lub profilu farmakologicznego
receptora. Z drugiej strony, niedawno ukazaly si¢ dane poddajace w watpliwos¢ to
zalozenie 1 podkreslajace role takich cichych mutacji w biosyntezie bialek (Chamary
1 Hurst 2005, Duan 1 wsp. 2003, Fung i wsp. 2009, lida i Akashi 2000, Kimchi-Sarfaty
1 wsp. 2007, Komar 2007, Parsons 1 wsp. 2004, Sauna i wsp. 2007a, Sauna i wsp. 2007b,
Shen 1 wsp. 1999, Tsai i wsp. 2008, Xie i Ding 1998). Dlatego tez w niniejszej pracy podjeto
prébe zbadania wplywu dwoéch cichych polimorfizméw w obrebie sekwenciji kodujacej
receptor dopaminowy D, (D,°"*** oraz D,“"**) na parametry wiazania i heterodimeryzacije
z receptorem dopaminowym D,. Ten drugi aspekt jest niezwykle istotny w $wietle coraz
powszechniej akceptowanej koncepcji oligomeryzacji GPCRs, ktéra moze mie¢ duze
znaczenie dla lepszego zrozumienia mechanizmu dzialania lekéw. Pokazano ostatnio, ze
przynajmniej cze$¢ receptorow dopaminowych D, 1 D, tworzy heterodimery, a ligandy
specyficzne wobec obu typow tych receptorow maja wplyw na ten proces

(Dziedzicka-Wasylewska 1 wsp. 2000, Lukasiewicz 1 wsp. 2009). Dodatkowo, koekspresja
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obu receptoréw w tej samej komoérce ma silny wplyw na powinowactwo lekéw
przeciwpsychotycznych (Faron-Goérecka i1 wsp. 2008) oraz na tworzenie wtérnych
przekaznikow informacji w komoérce (Lee 1 wsp. 2003), co wskazuje, ze fizyczne
oddziatywania miedzy receptorami moga miec istotne znaczenie w mechanizmie dzialania
lekéw, dlatego sa istotne w procesie poszukiwania nowych zwigzkéw o potencjale
terapeutycznym.

Do zbadania dimeryzacji receptoréw D, 1 D, zastosowano metody farmakologiczne
(analiz¢ wiazania receptor-ligand, rozdzial 4.4) oraz techniki fluorescencyjne (rozdzial 4.5),
w tym mikroskopi¢ czasow zycia fluorescencji oraz mikroskopie konfokalna, ktére
pozwolily na badanie oddzialywania bialek receptorowych w pojedynczych zywych
komorkach. Badane receptory zostaly wyznakowane fluorescencyjnie (rozdzial 4.1) przy
uzyciu z6itego (YFP) i jasnoniebieskiego (CFP) bialka fluorescencyjnego i ulegaly ekspresji
w komoérkach linii HEK293. Opierajac si¢ na pomiarach wydajnosci fluorescencyjnego
rezonansowego  przeniesienia energli oszacowano heterodimeryzacje  receptoréw

dopaminowych.

6.1.1 Czy efekty wywotane cichymi mutacjami powinny by¢ pomijane?

Obserwacje kliniczne rozpoczete w latach 50-tych XX. wieku wykazaly szerokie
zrdznicowanie odpowiedzi poszczegdlnych pacjentéw na terapig, a dodatkowo zauwazono,
ze taka odmienna reakcja moze by¢ réwniez dziedziczona. Liczne badania prowadzone
w nastgpnych latach potwierdzily wplyw czynnikéow genetycznych na heterogenicznosc
indywidualnej odpowiedzi na terapic w aspekcie zaréwno toksycznosci lekow,
jak 1 efektywnodci ich dziatania (Evans i Johnson 2001). I chociaz wykazano, ze standardy
postepowania terapeutycznego oparte na danych populacyjnych czesto posiadaja niska
skuteczno$¢ w indywidualnych przypadkach (Haselden 1 Nicholls 20006), to jednak
trudno$ci zwigzane ze skojarzeniem czynnikéw genetycznych z wrazliwoscia na leki
1 ewentualnymi efektami toksycznymi w przypadku danego osobnika byly prawie nie do
pokonania (Evans i Johnson 2001).

Olbrzymi postep w genomice funkcjonalnej, bioinformatyce i w tzw. badaniach
przesiewowych (ang. sereening), jaki dokonat si¢ po zakonczeniu projektu sekwencjonowania
ludzkiego genomu (HGP, ang. Human Genome Project) sklonil grono naukowcow do
urzeczywistnienia marzen o spersonalizowanej terapii. Analiza sekwencji ludzkiego genomu
wykazala, ze zmienno$¢ genetyczna w obrebie populacji jest duzo wigksza niz uprzednio

szacowano (Sachidanandam 1 wsp. 2001), a do najpowszechniej wystepujacych zmian
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naleza polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNPs). Jak si¢ okazuje, SNPs sg gléwnym
wyznacznikiem odmiennej podatnosci na pewne choroby, odpowiedzi na terapi¢ i efekty
toksyczne (Risch 2000). Podjeto wigc dodatkowe prace, ktorych celem bylo racjonalne
zmniejszenie liczby zidentyfikowanych SNPs, ktore nalezalo zbada¢. Risch podzielit SNPs
na pie¢ typéw zgodnie z hierarchig waznosci. Niestety jedng z ,,ofiar” tego systemu byly
polimorfizmy ciche. Opierajac si¢ na zalozeniu, ze nie zmieniaja one sekwencji
aminokwasowej, uznano, ze nie moga wplywac na ekspresj¢ biatka ani na jego funkcje.
Badania genetyczne prowadzone od kilku lat wskazuja jednak, ze mutacje synonimiczne
moga mie¢ znaczne konsekwencje oraz, ze zauwazalna jest pewna tendencja w uzyciu
zbednych kodonéw przez organizmy zywe ,,wspomagana” przez ewolucje¢ (Parmley 1 Hurst
2007). Na przyklad niedawno wykazano, ze ciche SNPs zmieniaja oddzialywanie
transportera ABCB1 — inaczej zwany ludzkim biatkiem opornosci wielolekowej MDR1 —
z jego substratami i inhibitorami w wyniku przerw w procesie translacji wywolanych
wystepowaniem rzadkich kodonéw wynikajacych wiasnie z cichych mutacji (Kimchi-
Sarfaty 1 wsp. 2007). Badania te wydaja si¢ sugerowad, ze wykluczanie cichych
polimorfizméw z analiz farmakogenetycznych moze by¢ zbytnim uproszczeniem.

W niniejszej pracy wykazano, metoda analizy saturacyjnej przy uzyciu znakowanych
radioligandéw, znacznie obnizong ekspresje polimorficznego wariantu receptora
dopaminowego D, w stosunku do jego formy natywnej. Drugi z wariantéw
genetycznych, D, ulegal obnizonej ekspresji w stosunku do receptora natywnego,
jednoczesnie jednak jego ekspresja byla wydajniejsza niz wariantu D, Wyniki te
wskazuja, ze oba polimorfizmy w obrebie sekwencji kodujacej — cho¢ ciche, jako ze nie
zmieniaja sekwencji aminokwasowej — wydaja si¢ mie¢ znaczenie, zmieniajac liczbe
receptoréw obecnych w blonie komérkowej.

Na podstawie przedstawionych wynikéw intrygujace wydaje si¢ pytanie w jaki sposob
biatka o identycznej strukturze pierwszorzedowej, czyli jednakowej sekwencji

aminokwasow, mogg by¢ ,,produkowane” przez komoérke z r6zna wydajnoscia?

6.1.2 Wplyw mutacji cichych na struktur¢ mRNA i spowolnienie

rybosomow

Przydomek ,,ciche” opisujacy mutacje lub SNPs wywodzi si¢ z reguly Anfinsena,
zgodnie z ktora jedynie sekwencja aminokwasoéw (tzw. struktura pierwszorzedowa)
determinuje tréjwymiarowa strukture biatka, a zatem 1 jego funkcje. Badania zaréwno

genetyczne, jak i biochemiczne, sugerowaly jednak, Zze podejscie takie moze by¢ zbytnim
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uproszczeniem. Istnieja bowiem dane doswiadczalne $wiadczace o nieprzypadkowym
uzyciu kodonéw synonimicznych: preferowane kodony silnie korelujg ze wzglednym
rozpowszechnieniem odpowiednich typow transportujacego RNA (tRNA), a mutacje
synonimiczne wydaja si¢ elementem selekcji naturalnej (Sauna i wsp. 2007b). Ustawicznie
poszerza si¢ lista cichych polimorfizmoéw, ktére prowadza do licznych zaburzen (Chamary
1 wsp. 2006). Wykazano miedzy innymi, ze ciche mutacje w genie apoE sa skorelowane
z podwyzszonym ryzykiem rozwoju choroby Alzheimera (AD, ang. A/lzheimer’s Disease)
(Laws 1 wsp. 2003), a ostatnie badania tacza SNPs w genie biatka zwigzanego z receptorem
LDL (ang. low-density lipoprotein) z wystepowaniem tej choroby (De Ferrari i wsp. 2007).
Rownoczesnie ukazaly si¢ wyniki badan, z ktérych wynika, ze synonimiczne SNPs
wplywaja na ekspresje biatka, a zatem jego funkcje, poprzez zmiany stabilnosci mRNA
(Nackley 1 wsp. 2006). Na podstawie danych uzyskanych przy uzyciu programu MFOLD
(Zuker 2003) w niniejszej pracy sprawdzono wplyw cichych polimorfizméw na
drugorzedowsq strukture mRNA kodujacego receptor dopaminowy D,, co pozwolito
przypuszczaé, ze ewentualne zmiany moga mie¢ wplyw na proces translacji. Model
faldowania struktury drugorzedowej mRNA zbudowano w oparciu o sekwencje mRNA
dlugosci ok. 200 bp zawierajaca osobno kazda z badanych mutacji. Uzyskano jedenascie
réznych struktur dla polimorfizmu G198A, z ktérych kazda wykazywala zmiany wynikajace
z podstawienia guaniny w miejsce adeniny w pozycji 198 oraz szes¢ réznych struktur dla
polimorfizmu G1263A, ale wprowadzona mutacja zmieniala strukture mRNA tylko
w jednym przypadku. Zatem pierwszy z polimorfizmoéw wydaje si¢ indukowaé znamienne
zmiany w strukturze drugorzedowej mRNA w poréwnaniu z receptorem natywnym.
Przykladowe = struktury drugorzedowe mRNA uzyskane dla wariantéw receptora

dopaminowego D, przedstawiono na rycinie 6.1-1.
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D,Rwt D1RG|25M

Rycina 6.1-1. Przyklady drugorzedowej struktury mRNA uzyskane przy uzyciu programu
MFOLD dla fragmentu sekwencji kodujacej. A) struktury zaproponowane dla D;G1984
(nukleotydy 70-300), B) struktury zaproponowane dla 1612034 (nukleotydy 1140-1341).

Strzatki wskazuja zmienione zasady.

Wyniki te moga by¢ pomocne w interpretacji mechanizmu prowadzacego do zmian
w gestosdci receptorow. Wydaje si¢ bowiem, ze to zmiany na etapie translacji w procesie
biosyntezy biatka moga leze¢ u podstaw obserwowanych efektéw. Podobny wniosek
wynika z ostatnio opublikowanych danych wskazujacych, ze mutacje synonimiczne moga
silnie wplywac¢ na kinetyke translacji (Fung i Gottesman 2009), gdyz rzadkie kodony
wymagaja mniej powszechnie wystepujacych typow tRNA (Kimchi-Sarfaty 1 wsp. 2007).
Translacja jest procesem wieloetapowym, w ktérym sekwencja nukleotydowa mRNA jest
»przepisywana” na sekwencje aminokwaséw w bialku, a sklada si¢ z inicjacji translacji,
elongacji 1 terminacji. Istnieje wiele czynnikdéw, ktére wplywaja na szybkos$¢ syntezy
polipeptydu, m. in. oddzialywanie kodon-antykodon, sasiedztwo innych kodonow,
drugorzedowa struktura mRNA czy wreszcie dostepnos¢ odpowiednich typow tRNA
(Fung i Gottesman 2009, Varenne 1 wsp. 1989, Wen 1 wsp. 2008). Mniej wydajne etapy
moga powodowac dysocjacje tRNA od rybosomu prowadzac do spowolnienia procesu lub
jego naglego zatrzymania i wznowienia. Czasami jednak rybosomy spowalniaja i rozpoznajq
nowy kodon po przesunigciu si¢ o pojedynczy nukleotyd 1 wéwczas moze nastgpowac
tzw. przesuniecie ramki odczytu (ang. frame-shiff). W najgorszym przypadku spowolnienie
moze by¢ odebrane przez komorke jako sygnal ,,stop”, wowczas rybosom nie przesunie si¢

wzdluz transkryptu i ulegnie oddzieleniu od kompleksu (Fung i Gottesman 2009).
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Dodatkowo, cz¢§¢ z wymienionych sytuacji uruchomi endogenny system naprawy
prowadzacy do degradacji RNA.

W oparciu o analiz¢ czegstosci wystgpowania kodondw ustalono, ze czedciej wystepuja
tranzycje w kierunku G—A niz A—G (Cooper 1 Krawczak 1989) a ponadto okazuje sig,
ze nukleotyd guaninowy ulega dokladniejszej translacji niz pozostale nukleotydy (Negre
1 wsp. 1988). Wykazano réwniez, ze adenina (A) i tymina (T) destabilizuja wiazanie kwasow
nukleinowych w obszarze TATA 1 w regionie poly-A, co sugeruje ze potrojne wiazanie
wodorowe miedzy guaning (G) i cytozyna (C) stabilizuje oddzialywanie mRNA-antykodon.
7, wynikoéw przedstawionych przez Epstein 1 wsp. (2000) wynika, ze najwigksze znaczenie
ma zamiana w ostatniej pozycji kodonu. A zatem, jezeli na ostatniej pozycji kodonu
wystepowaltaby A lub T — bardziej podatne na bledy translacji — to wybor pary GC bedzie
preferowany, co w nastepstwie naturalnej selekcji w procesie ewolucji doprowadzi do jego
wickszej wydajnosci (Epstein i wsp. 2000). Majac to na uwadze sprawdzono czestotliwosé
wystepowania kodonéw w  przypadku obu wariantéw genetycznych receptora
dopaminowego D;: D,“"™* i D °"?"* Jako$¢ kodonéw moze byé okreslona dwoma
sposobami. Pierwszy polega na okresleniu czestotliwosci wystegpowania danego kodonu
na podstawie dostepnych danych literaturowych, drugi okresla wzgledna zdolno$¢
do adaptacji kodonu (ang. relative adaptiveness) 1 bierze pod uwage czestotliwos¢ uzycia
danego kodonu w odniesieniu do wszystkich kodonéw kodujacych dany aminokwas.
Przykladowa analize w prezentowanej pracy przeprowadzono przy pomocy dostepnego
komercyjne analizatora graficznego GCUA (ang. Graphical Codon Usage Analyser) (Fuhrmann

1 wsp. 2004) w oparciu o baze KAZUSA (Nakamura 1 wsp. 2000) (rycina 6.1-3).
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Rycina 6.1-2. Czestotliwo$¢ uzycia kodonéw wyrazona jako wzgledna zdolnosé do adaptaciji.
A) natywna sekwencja receptora dopaminowego Di w pozycji 198 (Leu), B) wariant
z wprowadzona mutacja D614, C) natywna sekwencja receptora dopaminowego D
w pozycji 1263 (Ser), D) wariant z wprowadzona mutacjga D161263A, Wyniki uzyskano przy

pomocy analizatora GCUA (V.2.0).

W przypadku obu wariantéw genetycznych badanych w niniejszej pracy zmiana
obejmuje trzecia zasade w kodonie (rycina 6.1-0), jednak okazuje sig, ze o ile w przypadku
wariantu G198A nastepuje zamiana kodonu czestszego (TTG) na rzadszy (TTA), o tyle dla
wariantu G1263A nastepuje zamiana kodonu rzadszego (TCG) na czestszy (TCA). Wynik
taki posrednio tlumaczy nizsza ekspresje receptora D,%"*** oraz wigksza w stosunku do
niego ekspresje receptora D" (nizsza jednak, niz w przypadku receptora natywnego).
Nie jest jasne czy kontrola kinetyczna przy uzyciu rzadkich kodonéw pelni w naturze
funkcje regulacyjne. Wydaje si¢, ze ewolucyjne przystosowanie takiego mechanizmu
regulacyjnego w celu uzyskania odmiennych konformaciji powstajacego bialka jest jednak
stosunkowo mato prawdopodobne, gdyz byloby rozwiazaniem zbyt ryzykownym.

Roéwniez Tsai 1 wsp. (2008) zasugerowali, ze mutacje ciche oraz obecnos¢ rzadkich
kodonéw prowadza do tzw. opdznienia rybosoméw, a skala czasowa tego zjawiska bedzie
determinowac faldowanie obszaréw przed pauza 1 za nia. W przejrzysty sposob autorzy

dyskutujg hipotez¢ tworzenia zmian w obrebie biatek na skutek wydajnego spowolnienia
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translacji przez wprowadzong mutacje. W mysél tej koncepcji wprowadzenie mutacji
»podzielifoby” sekwencje na dwie czedci: pierwsza, znajdujaca si¢ przed miejscem
spowolnienia translacji i druga — za mutacja. W efekcie, spowolnienie procesu translacji
prowadzitoby do odmiennych mechanizmoéw faldowania biatka w zaleznoéci od tego, ktory
fragment ulegalby procesowi faldowania szybciej (Tsai i wsp. 2008). Wydaje si¢ zatem, ze
zlokalizowana na poczatku genu biatka receptorowego mutacja cicha G198A prowadzilaby
do wigkszych zmian niz polimorfizm G1263A zlokalizowany pod koniec fafncucha — w tym
przypadku wigkszo§¢ sekwencji uleglaby translacji, zanim nastapitoby spowolnienie tego
procesu. Poniewaz biatka sa krytycznymi elementami proceséw biologicznych, zatem
zapewnienie ich odpowiedniej funkcji jest niezwykle istotne i wymaga odpowiedniej
strtuktury we wladciwej populacji 1 przy energetycznie preferowanej konformacii.
Mechanizmy ,,inzynierii bialka” wytworzone przez natur¢ sa bardzo skomplikowane, a dla

nas nie tylko sam mechanizm faldowania, ale tez mechanizm kontroli tego procesu nie sa

jeszcze catkiem jasne.
6.2 Metody fluorescencyjne w biologii

Pelne zrozumienie oddzialywan miedzy biatkami na poziomie molekularnym, ktore
jest celem nie tylko poznania funkcji receptorow, ale przede wszystkim opracowania
nowych strategii leczenia szerokiego zakresu choréb neuropsychiatrycznych, wymaga
poznania rozkladu bialek i ich zachowania w warunkach zz-vitre. Kluczowe znaczenie ma
znajomos¢ molekularnych mechanizméw oddzialywania biatek receptorowych z innymi
elementami komorki, w tym réwniez z innymi biatkami. Stosowane w badaniach biologii
komorki metody pomiarowe powinny zatem umozliwia¢ sledzenie zmian strukturalnych
towarzyszacych oddzialywaniom bialek z jednej strony 1 powinny by¢ jak najmniej
inwazyjne dla samej komorki z drugiej strony.

Mikroskopia fluorescencyjna okazala si¢ jedna z wazniejszych metod obrazowania
w biologii, gtéwnie z uwagi na wysoka czulos¢ i szeroki wybor selektywnych znacznikéw.
Podczas gdy konwencjonalna mikroskopia fluorescencyjna ma ograniczona rozdzielczo$é
przestrzennga (limit dyfrakcyjny ok. 200 nm), to przy uzyciu skaningowej mikroskopii
konfokalnej mozna osiagna¢ duzo wyzsze rozdzielczosci. Ponadto do badan biologicznych
wprowadzane sa coraz bardziej zaawansowane techniki jak: mikroskopia wielofotonowa,
stymulowany zanik emisji, mikroskopia 4-Pi czy skaningowa mikroskopia bliskiego pola

(Elangovan i wsp. 2003, Garini 1 wsp. 2005, Pawley 20006). Polepszaja one nie tylko
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rozdzielczo§¢, ale na przyklad wykorzystanie do wzbudzen promieniowania bliskiej
podczerwieni NIR w przypadku mikroskopii wielofotonowej pozwala na zmniejszenie
efektow fototoksycznych w komérkach w poréwnaniu z klasyczna metoda jednofotonows
wykorzystujaca promieniowanie UV (Duncan i wsp. 2004).

Alternatywne  podejscie  wykorzystuje  zalety  zjawiska  fluorescencyjnego
rezonansowego przeniesienia energii (FRET), czyli obserwacje przekazania energii
pomiedzy wzbudzonymi molekulami: donorem i akceptorem (rozdzial 1.2). Wydajnosé
tego zjawiska jest odwrotnie proporcjonalna do szoéstej potegi odleglosci miedzy tymi
fluoroforami, a zatem jest wyjatkowo czula na zjawiska zachodzace w odleglosciach rzedu
1-10 nm (Lakowicz 2006, Pawley 2000, Selvin 2000). Nalezy réwniez podkreslic, ze szeroki
wybor dostepnych fluoroforéw umozliwia dostosowanie znacznika do prowadzonych
badan. Istnieje mozliwos¢ znakowania badanych biatek fluoroforami bezposrednio
w komoéree (Gritfin 1 wsp. 1998) lub poprzez polaczenie gendéw badanych biatek z genami
wybranych bialtek fluorescencyjnych (Tsien 1998). W ostatnim czasie najwazniejsze miejsce
zajmuja biatka fluorescencyjne, od pierwotnie odkrytego GFP az po cale spektrum jego
odmian o ulepszonych wlasnodciach spektralnych i fizykochemicznych (rozdziat 1.5).
Szczegblne miejsce zajmuja kolorowe warianty stosowane jako komplementarne pary
donor-akceptor wlasnie w badaniach FRET. 1 chociaz znaczniki te zapoczatkowaly
olbrzymi postep w badaniach biologicznych, to nalezy mie¢ na uwadze fakt, iz uzyskanie
losciowej informacji jest zadaniem nietrywialnym. W niniejszej pracy wykorzystano metody
fluorescencyjne do zbadania oddzialywania receptoréw dopaminowych D, i D, oraz
wplywu na to oddzialywanie dwoch mutacji synonimicznych wprowadzonych w genie

receptora dopaminowego D, (D,%"** i D, "),

6.2.1 Wybor pary fluoroforé6w do pomiaré6w FRET

Biatka fluorescencyjne ulegaja ekspresji w wigkszosci linii komoérkowych, a ich
fluorofor tworzy si¢ spontaniczne wewnatrz komoérki, co stanowi duzg zalete w badaniach
proceséw komorkowych. Wydajnosé ekspresji biatka fluorescencyjnego powinna byé
wysoka, ale réwnocze$nie nie moze wywolywaé efektéw toksycznych. W badaniach
fluorescencyjnych w liniach komoérkowych istotne jest, aby sygnal emisji fluorescencji
przewyzszal autofluorescencje samych komoérek (Shaner 1 wsp. 2005). Dodatkowo
w pomiarach FRET istotnymi parametrami sa: wysoka wydajnos¢ kwantowa donora i duzy

wspolczynnik absorpcji akceptora (Berney i Danuser 2003).
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W niniejszej pracy wykorzystano powszechnie uzywana pare fluoroforow:
jasnoniebieskie biatko fluorescencyjne CFP (donor) oraz zoélte biatko YFP (akceptor),
ktéra — chociaz wykazuje tendencje do spontanicznej oligomeryzacji (Zacharias 1 wsp.
2002) — to jest ona nieznaczna i nie wplywa na pomiary FRET (Biener-Ramanujan 1 wsp.
2000). Przy zastosowaniu metod biologii molekularnej biatka fluorescencyjne (YEFP i CEFP)
zostaly przylaczone do C-koncéw receptorow dopaminowych, odpowiednio D,
1 D,, aby nie zaburzaé¢ ciaglosci genu, funkcji biatka lub jego lokalizacji. Przeprowadzona
analiza restrykcyjna wykazala, ze otrzymano pozadane sekwencje (rozdzial 5.1).
Sprawdzenie funkcjonalnosci otrzymanych konstruktéw 1 wykluczenie ewentualnych
btedow powstalych w czasie klonowania wymagato ekspresji stworzonych biatek fuzyjnych
w eukariotycznym ukladzie komoérkowym (linia HEK293). Weryfikacje funkcjonalng
receptoréw przeprowadzono stosujac analize saturacyjna i wykazano, ze przylaczenie
biatek fluorescencyjnych nie powodowalo zmian parametrow wigzania receptor-ligand
(rozdzial 5.2), a obrazy uzyskane w mikroskopie konfokalnym potwierdzily blonowa
lokalizacje receptorow (rozdziat 5.4).

Dla uzytej pary fluorfororéw CFP-YFP odlegltos$¢ Forstera (Ry) wynosi ok. 4,9 nm
(Lakowicz 20006, Patterson i wsp. 2000), lecz z uwagi na cylindryczny ksztalt bialek
(Srednica ok. 2,5 nm oraz dlugo$¢ 4 nm) (Tsien 1998) efektywna odlegltos¢ Ry moze by¢
mniejsza. Na wydajnos$¢ zjawiska FRET ma wplyw nie tylko rozmiar i umiejscowienie
biatek, ale réwniez ich wzajemna orientacja (k). Zblizone warto$ci czaséw zycia pomiedzy
réznymi komoérkami wskazuja, Zze wzajemna orientacja dipoli przejscia donora i akceptora
ulega usrednianiu dynamicznemu, a zatem nawet jesli przyjeta wartos¢ KkZ = 2/3
(Kenworthy 2001, Lakowicz 20006, Tsien 1998) jest nie do kornica prawidlowa, to zaleznosci

miedzy pozostalymi wielko$ciami nie ulegna zmianie.

6.3 Pomiar zaniku fluorescencji w czasie — wyznaczenie

wydajnosci FRET

W przypadku pomiaréw stacjonarnych fluorescencji réznice w intensywnosci
fluorescencji moga by¢ wynikiem zmian mikrootoczenia, réznic w stezeniu fluoroforéw czy
tez artefaktow wynikajacych z optyki ukladu. Poniewaz czas zycia fluorescencii nie zalezy
od stezenia fluoroforéw, to jego pomiar pozwala omina¢ problemy metod opartych
na pomiarach intensywnosdci fluorescencji. Mikroskopia obrazowania czaséw zycia

fluorescencji jest coraz powszechniej wykorzystywana do badania przekazywania energii
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w komorkach (Clegg i wsp. 2003, Duncan 2006, Gadella i wsp. 1995, Ng i wsp. 1999).
Niemniej jednak zaniki fluorescencji czgsto sa skomplikowane, a przy analizie ilo§ciowej
wydajnosci FRET dynamika ukladu powinna by¢ brana pod uwage (Grailhe 2000,
Millington 1 wsp. 2007, Rizzo 1 wsp. 2006, Tramier 1 wsp. 2006, Verveer i wsp. 2000, Zeng
1 wsp. 2006). Zmiana wydajnosci FRET moze tez bezposrednio zaleze¢ od wielkosci zmian
konformacyjnych wywotanych ligandem, ktére to zmiany dla szeregu receptorow wynosza
typowo ok. 0,1 nm i nie stwierdzono, aby byly wigcksze niz 0,2 nm (Garnier 1 wsp. 2007,
Hoffmann i wsp. 2005). W literaturze wykazano, ze maksymalna zmiana transferu w takim
ukladzie wynositaby 0,51% (Faron-Goérecka 1 wsp. 2008), czyli bylaby znacznie nizsza od
warto$ci wydajnosci przeniesienia energii uzyskiwanych w badaniach FRET. Mozna zatem
sadzi¢, iz nawet w przypadku aktywacji receptora ligandem (co nie miatlo miejsca
W prezentowanej pracy) to nie zmiany konformacyjne w obrebie receptoréw sg zrédlem
obserwowanych zmian wydajnosci transferu energii, ktére interpretuje si¢ jako wynik
oddzialywania badanych receptoréw.

W niniejszej pracy zastosowano metode skorelowanego w czasie zliczania fotondéw
(TCSPC) do pomiaru skomplikowanych zanikéw fluorescencji w czasie uzyskiwanych
w zywych komorkach eukariotycznych (linia HEK293), ktére moga dostarczy¢ informacji
o zjawisku FRET, a w szczegblnosci o oddzialywaniu receptoréw blonowych.
Przeprowadzono analize¢ czaséw zycia fluorescencji do zbadania heterodimeryzacji
receptoréw dopaminowych D, i D, oraz wplywu na to oddzialywanie dwoch
polimorfizméw cichych wprowadzonych w genie receptora D, (D,“"** i D,°"***). Schemat
modelowy badanego ukladu przedstawiono na rycinie 1.5-2.

Niewatpliwa zaleta pomiaréw zaniku fluorescencji w czasie w poréwnaniu
z metodami opartymi na pomiarach intensywnosci (Lakowicz 2000) jest to, ze czas zycia
fluorescencji nie zalezy ani od stgzenia fluorofora ani od dlugosci drogi optycznej. Jednak,
gdy w otoczeniu fluorofora obecny jest akceptor, czas zycia fluorescencji ulega skroceniu
1 umozliwia $ledzenie procesu przeniesienia energii. Nalezy jednak pamigtaé, ze ten sam
fluorofor w zaleznosci od otoczenia moze wykazywaé rézne czasy zycia fluorescenci,
co mozna wykorzystaé do monitorowania zmian pH i temperatuty, stezenia jondw Ca’', CI
czy tlenu (Bastiaens i Jovin 1996, Bastiaens i Squire 1999, Jayaraman 1 wsp. 2000, Lakowicz
2006, Ng 1 wsp. 1999). Przy pomiarach na zywych komoérkach nalezy bardzo starannie
optymalizowa¢ warunki doswiadczenia, przez m.in. utrzymanie stabilnej temperatury,
uzycie stabilnego zrédla §wiatla 1 zestawu filtréw neutralnych do kontroli intensywnosci

wiazki wzbudzajacej, a takze ukladu filtréw polepszajacych stosunek sygnalu do szumu.
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6.3.1 Standaryzacja pomiaréw i analiza $rednich czasé6w ZzZycia

fluorescencji

Problemy powstajace w czasie pomiarow maja wplyw na uzyskiwany wynik, a zatem
istotne jest poznanie potencjalnych przyczyn tych niepewnosci. Ich Zzrédlem moga by¢
niedoskonalosci aparatury, dualizm korpuskularno-falowy $wiatla, wlasciwosci komoérek
1 wlasnosci fizyczne uzytych fluoroforéw.

W prezentowanej pracy wykorzystano dwa standardy fluorescencyjne do oceny
mozliwosci pomiarowych i czulosci aparatury. Zwiazki te charakteryzuja si¢ znanymi
czasami zycia fluorescencji, a ich emisja ma charakter monoeksponencjalny (Boens i wsp.
2007). Wybrano dwa standardy rdznigce si¢ czasami zycia, a mianowicie p-terfenyl
rozpuszczony w cykloheksanie, o czasie zycia fluorescencji 938 ps i erytrozyne B, ktéra po
rozpuszczeniu w metanolu ma czas zycia fluorescencji 444 ps, natomiast w wodzie — 79 ps.
Wyniki pomiaréw (tabela 5.3-1) pozostaja w zgodzie z danymi publikowanymi w literaturze
(Boens i wsp. 2007), a przykladowe zaniki fluorescenciji przedstawiono na rycinach 5.3-1
1 5.3-2. Rezultaty te pozwalaja stwierdzi¢, ze stosowany uklad pomiarowy jest odpowiednio
czuly do mierzonych zanikéw fluorescencii biatek CFP i YFP, a wyniki sa powtarzalne.

Nalezy jednak pamigtaé, ze komorka jest ukladem dynamicznym 1 ulega efektom
fototoksycznym, a dodatkowo efekty niekorzystne jakim moze ulega¢ sam fluorofor (np.
fotoblakniecie), moga prowadzi¢ do lokalnych réznic w jego stezeniu. Z kolei przy
zageszczeniu fluorofora mozna nie mie¢ pewnosci, czy skrocenie czasu zycia fluorescencji
jest wynikiem FRET, czy tez wygaszania fluorescencji na skutek przypadkowych zderzen.
Wazna jest zatem optymalizacja etapu transfekcji i zachowanie odpowiedniego stosunku
losci donora do akceptora. Z badan wlasnych (dane niepublikowane) oraz z danych
literaturowych wynika, ze najbardziej optymalny stosunek donora do akceptora — przy
zachowaniu réwnowagi pomiedzy poziomami ekspresji bialek fuzyjnych, a najbardziej
optymalng wydajnoscia FRET — wynosi 2:1 (Berney i Danuser 2003). Przy pomiarach
w komorkach kotransfekowanych zawsze sprawdzano fluorescencje obu fluoroforéw, CFP
1 YFP, z uwagi na mozliwos¢ braku jednego z nich w komoérce, gdyby transfekcja byta
mniej wydajna. Trudno bowiem zagwarantowac, ze w pomiarach tego typu wydajnosé
transfekcji jest zawsze jednakowa, gdyz wiele czynnikéw moze mie¢ na nia wplyw (np.:
wydajnos¢ oczyszczania plazmidowego DNA).

Kolejny istotny aspekt pomiaréw czasoéw zycia fluorescencji to analiza uzyskiwanych

wynikéw. Zaniki fluorescencii wigkszosci biatek fluorescencyjnych maja ztozony przebieg,
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a u$rednianie moze prowadzi¢ do niedoszacowania wydajnosci FRET. W przypadku biatka
CFP przyjmuje si¢ dwueksponencjalny model zaniku fluorescencji, w ktérym dwie
skladowe odpowiadaja obecnosci dwéch konformeréw odmiennie oddziatlujacych
z otaczajacymi resztami aminokwasowymi (Bae i wsp. 2003), a ktérych obecnosé
potwierdzily badania NMR (Seifert 1 wsp. 2002). Uzyskane wartosci czaséw zycia
fluorescencji dla konstruktu fuzyjnego D,-CFP wynosza 3,15 ns i1 0,84 ns, a odpowiadajace
im amplitudy 72,4% 1 27,6%. Wyniki te koreluja z czasami uzyskanymi dla biatka CFP
przez Becker i wsp. (2004): 2,8-2,9 ns (60%) 1 1,2-1,3 ns (40%), Tramier 1 wsp. (2002):
3,84 ns (47%) i 1,3 ns (53%), Duncan i wsp. (2004): 2,19 ns (62%) i 0,42 ns (38%),
Millington i wsp. (2007): 3,04 ns (62%) i 1,36 ns (38%). Ponadto uzyskano réwniez dwa
czasy zycia fluorescencji dla fluorofora CFP w roztworze (Rizzo 1 wsp. 2004): 3,6 ns (86%)
i 1,2 ns (14%), Borst i wsp. (2005): 3,72 ns (66,5%) i 1,14 ns (33,5%). Natomiast Habuchi
1 wsp. (2002), zaobserwowali oprocz dwoch skladowych: 3,3 ns (89%) i 1,1 ns (10%),
dodatkows krotka sktadowa 0,24 ns o niewielkim 1% udziale w calkowitym zaniku.
7, uwagl na pojawiajace si¢ rozbieznosci, w niniejszej pracy do analizy wynikéw
wykorzystano takze model tréjeksponencjalny, lecz uzyskane $rednie czasy Zycia
fluorescencji dla D,-CFP nie réznily si¢ znamiennie. Zaobserwowano jednak, ze jako$¢
dopasowania  modelu  trojeksponencjalnego  byla  gorsza niz  w  modelu
dwueksponencjalnym, a ponadto algorytm analizy nie we wszystkich przypadkach
prawidlowo rozdzielal sktadowe.

W komorkach kotransfekowanych, w ktérych obecne byly obydwa receptory,
D,-CFP i D;-YFP, uzyskano $redni czas zycia fluorescencji donora 2,38+0,05 ns, ktory
nie réznil si¢ znamiennie od wartoséci uzyskanej przy dopasowaniu tréjeksponencjalnym
(2,40£0,05 ns). W poréwnaniu z komoérkami, w ktérych obecny byl tylko D,-CFP
zaobserwowano skrécenie czasu zycia fluorescencji donora w wyniku zjawiska FRET.
Uzyskana w modelu tréjekspotencjalnym wydajnosé FRET (4,71+0,02%), byla nizsza od
wartosci obliczonej z dopasowania dwueksponencjalnego (5,2210,02%), co pozwala sadzic,
ze dopasowanie dwueksponencjalne przeszacowuje wydajnosci przekazania energii
prawdopodobnie z powodu niedokladnego okreslenia skltadowych czasowych zycia
fluorescencji. Niemniej jednak wydajnosci transferu byly nieznacznie wyzsze od uzyskanej
wczesniej w podobnym uktadzie doswiadczalnym wydajnosci FRET dla pary receptorow
dopaminowych D;-D,, ktéra wynosita 3,73% (Dziedzicka-Wasylewska i wsp. 2000).

W przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano znamienne zmniejszenie
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wydajnosci transferu w przypadku obu wariantéw polimorficznych receptora D, (rozdziat

5.3.2).

6.3.2 Analiza sktadowych zaniku fluorescencji — okreslenie wydajnosci
FRET

W niniejszej pracy zastosowano takze bardziej zaawansowang niz poprzednio
(Dziedzicka-Wasylewska 1 wsp. 2006) metode analizy multieksponencjalnych zanikéw
fluorescencji zaproponowang przez Millingtona 1 wsp. (2007) i opierajaca si¢ na analizie
poszczegdlnych skladowych, w ktérej amplitudy kazdej skladowej okreslaja pule
oddziatujacych receptoréow sprzezonych z fluoroforami CFP 1 YFP. Nasuwa si¢ zatem
pytanie czy na podstawie tak przeprowadzonej analizy uzyskujemy znamienne réznice
w interpretacji wynikéw oraz uzyskanych wydajnosci FRET w poréwnaniu z raczej
standardowo stosowana metoda analizy §rednich czaséw zycia fluorescencji?

Pomiar zaniku fluorescencji w czasie w ukladzie donor-akceptor wykazal obecnosc
trzech skladowych czasowych, z ktérych dwie byly zblizone do wartoéci sktadowych
zaniku dwueksponencjalnego zmierzonego dla donora D,-CFP. Te dwie skladowe
przypisano obecnosci dwoch konformacji fluorofora biatka CFP (Tpy; 1 Tpy):
krotkozyciowej DC1 (ok. 1 ns) i dlugozyciowej DC2 (ok. 3 ns). Jak si¢ okazalo, wartos§é
amplitudy B, (okreslajacej pule donora w konformacji dlugozyciowej bioracej udzial
w emisji) nie ulegala zasadniczo zmianie w ukladzie donor-akceptor, podczas gdy
amplituda B, malala. Zmiana ta okazala si¢ by¢ réwnowazona przez pojawienie si¢ trzeciej,
najkrotszej skladowej czasowej o amplitudzie Bz. Zmierzone czasy zycia fluorescencii
w naszym ukladzie do$wiadczalnym dobrze korelowaly z wynikami uzyskanymi przez
zespol Millingtona, co pozwolito na posluzenie si¢ zaproponowanym modelem w dalszej
analizie.

Autorzy modelu oparli si¢ na doswiadczeniach, w ktérych wykazano, ze
uprotonowany chromofor YFP (AC2) nie moze by¢ akceptorem fluorescencji (Elsliger
1 wsp. 1999). Na rycinie ponizej przedstawiono schematycznie obecnosé¢ dwdch
konformacji fluorofora YFP, z ktérych tylko jedna bierze udzial w zjawisku przekazania
energii (AC1). Zatem jedynie oddzialywanie donora z akceptorem w konformaciji ACI
bedzie skutkowalo zmiang czasu zycia fluorescencji, odpowiednio (Tps;) — dla
oddziatywania z donorem w konformacji DC1 lub (Tp4;) — dla oddziatlywania z donorem

w konformaciji DC2.
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Rycina 6.3-1. Schemat zaproponowanych modeli. A) réwnowaga dynamiczna miedzy dwoma
konformacjami donora CFP (DC1 i DC2). Wzbudzenie §wiattem 434 nm skutkuje emisjq
fluorescencji o charakterystycznym dla kazdej konformacji czasie zaniku (rp, i 7p,). YFP
wystepuje w réwnowadze miedzy aktywna (AC1) i nieaktywna (AC2) konformacja. Tylko AC1
bierze udzial w zjawisku FRET i emituje fluorescencje o czasie zaniku 7, ,,. B) model 1 —
FRET zachodzi migdzy jedna konformacja donora i aktywna konformacja akceptora (AC1),
przy zalozeniu ze druga konformacja donora (DC2) nie bierze udzialu w zjawisku
(jej amplituda B, i czas zycia ok. 1 ns nie ulegajg zmianie). C) model 2 — FRET zachodzi
miedzy kazda z konformacji donora a aktywna konformacja akceptora (AC1). Pojawiajace si¢
trzy skladowe zaniku sugeruja, ze dwa sposréd czasow zaniku (7, i 7p,,) sa podobne

i nie moga by¢ rozréznione.

Pojawia si¢ zatem pytanie, jak interpretowac zmierzone zmiany amplitud i czaséw
zaniku fluorescenciji w ukladzie donor-akceptor. Rozwazania mozna oprzeé o tzw. ,,model
37”7 (model 1 — rycina 6.3-1 B) lub ,,model 4t (model 2 — rycina 6.3-1 C). W najprostszym
przypadku zalozono oddzialywanie tylko jednej z dwoéch konformacji donora (DC1),
co koreluje z brakiem zmiany skladowej 7,1 jej amplitudy B,, jako ze konformacja DC2 nie
bierze udzialu w zjawisku FRET. Warto$¢ amplitudy B, mozna interpretowaé wowczas
jako liczbe¢ molekul donora bioracych udzial w przeniesieniu energii. O ile model taki
wydaje si¢ prawdopodobny, to uwzgledniajac dynamiczne zmiany konformacji chromofora
CFP, wydaje sig, ze nie mozna wyodrebni¢ osobnej puli nieoddziatujacych molekut donora.
Drugi model (rycina 6.3-1 C) uwzglednia oddzialywanie obu konformacji donora CFP

1 pojawiaja si¢ cztery skladowe zaniku fluorescencji (stad alternatywna nazwa ,,model 417),
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przy czym dwoch nie mozna rozdzielié, gdyz ich wartosci s zbyt zblizone do siebie,
a w rezultacie skladowa T, i jej amplituda B, nie ulegajqa zmianie (wzrost amplitudy
sktadowej Tpy1 bedacy wynikiem oddzialywania DC1 z AC1 jest rownowazony spadkiem
amplitudy skladowej Tp, na skutek przekazania energii od DC2 do AC1). W obu
przypadkach pula niewygaszanych molekul donora jest jednakowa 1 wynosi ok. 30%. Majac
na uwadze, ze badane komérki utrzymywano w roztworze o pH 7,4 mozna przyjaé, ze
ok. 24% chromoforéw YFP powinno by¢ w formie nieaktywnej (Millington i wsp. 2007,
Nagai i wsp. 2002). Uwzgledniajac niepewnos¢ okreslenia wewnatrzkomoérkowego pH,
mozna zalozy¢, ze w ukladzie istnieje réwnowaga miedzy uprotonowang (AC1)
1 nieuprotonowana (AC2) konformacja chromofora YFP.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze metoda analizy $rednich czaséw zycia fluorescencji
zaniza wydajnosci przeniesienia energii, a zmiana wydajnoéci FRET obliczona na podstawie
nowych modeli jest bardziej znamienna. Wydaje si¢ zatem, ze przedstawione rezultaty
przemawiajgq na korzy$¢ zastosowanej techniki TCSPC i wydaje sig, ze pozwalaja odrzucié
pojawiajace si¢ czasem zarzuty o niskiej wydajnosci FRET uzyskiwanej metodq TCSPC.
Rzeczywiscie wyniki uzyskane metoda S$rednich czaséw zycia oscyluja wokol 4-14%
w ukladzie wyznakowanych fluorescencyjnie receptoréw, ale nalezy uwzglednié, ze
wydajno§¢ FRET dla biatka CFP polaczonego odcinkiem 15 aminokwaséw z akceptorem
YFP wynosi ok. 37%, co uznano za warto$§¢ maksymalng w tej metodzie, obliczong
w oparciu o $rednie czasy zycia fluorescencji (Dziedzicka-Wasylewska 1 wsp. 2000,
Faron-Goérecka 2009, Lukasiewicz 2008). Uzyskane zmiany korelujq z danymi obliczonymi
na podstawie wartodci $rednich, aczkolwiek duzo wyzsze wydajnosci FRET (40-85%)
wydajq si¢ przemawia¢ na korzy$¢ analizy zastosowanej w prezentowanej pracy,
pozwalajacej na oszacowanie udzialu populacji receptoréw w badanych oddziatywaniach.
Co ciekawe, dla obu dopasowan uzyskano znamienne obnizenie wydajnosci transferu
energii pomiedzy receptorem dopaminowym D, a kazdym 2z dwodch wariantéw
genetycznych receptora dopaminowego D,.

Pomiar czaséw zycia fluorescencji do oznaczenia wydajnosci FRET jest wysoce
miarodajny i pozwala wyznaczy¢ frakcje donora, ktéra bierze udzial w przeniesieniu energii,
co umozliwia dokladniejszy pomiar odleglosci miedzy donorem a akceptorem.
Dodatkowo, analizy przeprowadzone w niniejszej pracy wykazuja, ze technika ta jest
odpowiednio czula i dostarcza powtarzalnych wynikéw, co réwniez wynika z pomiaréw

czasow zaniku fluorescencji standardéw.
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6.4 Mikroskopia konfokalna

W dalszym etapie pracy wykorzystano mikroskopi¢ konfokalng do okrelenia
lokalizacji utworzonych biatek fuzyjnych (receptoréw dopaminowych D, i D, polaczonych
z biatkami fluorescencyjnymi YFP i1 CFP oraz wariantéw receptora D,) w komorcee,
co mialo na celu wyjasnienie przyczyn obnizonej heterodimeryzacji wariantéw
polimorficznych receptora dopaminowego D,. Okazuje si¢ bowiem, ze obnizenie
wydajnosci FRET moze nie wynika¢ bezposrednio ze zmian heterodimeryzacji lecz — jak
wykazano dla wariantéw receptora dopaminowego D, z usunigtymi resztami Arg z petli ic3
— z odmiennej lokalizacji biatka receptorowego w komoree (Lukasiewicz 1 wsp. 2009).

Wyzsza rozdzielczos¢ zdjeg¢ — w pordéwnaniu z uzyskiwanymi w tradycyjnym
mikroskopie fluorescencyjnym — pozwolita okreslic rozmieszczenie bialek w komorce.
Poniewaz obrazy uzyskano na preparatach utrwalonych, to nie trzeba bylo utrzymywac
stalej temperatury, stezenia CO, 1 pH, co pozwolito na wigksza swobodg¢ pomiaru. Chociaz
proces samego utrwalania zmienia wiasciwosci fluorescencyjne biatka CFP i1 zmniejsza
wydajnos¢ FRET (Dobrucki 2004), to z uwagi na fakt, ze w tym etapie badan nie
przeprowadzono pomiaréw ilosciowych FRET, efekt ten nie mial wickszego znaczenia.
Zaobserwowano natomiast efekt fotoblakniecia, szczegdlnie silnie obserwowany dla biatka
YFP, ktory co prawda utrudnia dluga wizualizacj¢ komoérek (Bernas i wsp. 2004, Song
1 wsp. 1995), ale przy ograniczeniu liczby zdje¢ pojedynczej komoérki mozna uzyskac obrazy
dobrej jakosci.

Obrazy uzyskane przy uzyciu mikroskopu konfokalnego pozwolily stwierdzié, ze
zarowno receptor dopaminowy D, jak 1 D, sq zlokalizowane w blonie oraz, ze podobna
lokalizacje maja oba warianty genetyczne receptora dopaminowego D, (D,%"** i D,%"%%).
Zauwazono réwniez nieznaczna lokalizacje cytoplazmatyczng receptora D,, ktéra moze
wynika¢ z niewydajnej obrobki receptora D, lub z internalizacji receptora niezaleznej od
agonisty (Prou i wsp. 2001, So i wsp. 2005, Vickery i Von Zastrow 1999). Jednak
obserwacja lokalizacji receptora na obrazach komoérek z kilku niezaleznych transfekeji nie
wykazala, aby zjawisko to mialo znaczacy udzial, co nastepnie potwierdzono w analizie

kolokalizacji.

6.4.1 Analiza kolokalizacji

Zagadnienie kolokalizacji w mikroskopii jest dosy¢ niejednoznaczne. Istnieje szereg

metod analizy, od prostych obliczen nakladajacych si¢ punktéw obrazu az po grupe
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rozwigzan bardziej skomplikowanych, wigkszos¢ z nich bazuje na globalnej analizie
statystycznej rozkladu intensywnosci pojedynczych punktéw obrazu (Costes i wsp. 2004,
Li 1 wsp. 2004, Manders 1 wsp. 2003). Zlozono$¢ niektérych z tych narzedzi utrudnia
implementacje metody najbardziej odpowiedniej i odzwierciedla fakt, iz badanie
kolokalizacji w kazdym przypadku wymaga niestandardowego podejscia.

Kolokalizacje dwoch lub wigcej znacznikéw w obrebie struktur komoérkowych
mozna zdefiniowa¢ jako calkowite lub cze$ciowe fizyczne zachodzenie na siebie grup
znacznikéw w obrebie pewnego obszaru. Ograniczona zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu
wprowadza niepewnos¢ dokladnego okreslenia fizycznej lokalizacji malego obiektu
w obszarze dwuwymiarowym, a tym bardziej tréjwymiarowym. Wspotczynnik Pearsona
pozwala na okreslenie stopnia kolokalizacji obrazu poprzez wyznaczenie fluorogramu, na
ktérym intensywno$ci kazdego z kanaléw odkladane sa na odpowiednich osiach
(intensywno$¢ kanatu zielonego — of x, a kanalu czerwonego — 0§ y). Jezeli znakowanie
dwoma znacznikami jest proporcjonalne, a detekcja w kazdym kanale jest liniowa,
to w rezultacie otrzymywany jest fluorogram o rozkladzie liniowym, ktérego nachylenie
odzwierciedla stechiometri¢ uzytych fluoroforéw, modulowang wydajnoscia detekcji
kazdego z nich. Wspolczynnik Pearsona okresla zgodnos$¢ dopasowania liniowego
fluorogramu z rozkladem intensywnosci, aczkolwiek dosy¢ silnie zalezy od intensywnosci
fluorescencji i szumoéw. Metoda ta zostala zastosowana w pomiarach czasowych
1 przestrzennych replikacji DNA w interfazie (Manders i wsp. 1992). Do oznaczenia
kolokalizacji stosuje si¢ tez wspolczynnik Mandersa, ktéry bazuje na wspolczynniku
Pearsona, ale nie postuguje si¢ usrednionymi warto§ciami intensywnosci lecz warto$ciami
wzglednymi danego kanalu (w obszarach, w ktérych intensywnos¢ fluorescencji w kanale
drugim jest wigksza od zera), w stosunku do catkowitej intensywnosci tego kanatu.
Wspotczynniki M1 1 M2 s3 dobrymi wyznacznikami koincydencji kanalu zielonego
z czerwonym powyzej ich intensywnosci calkowitej, nawet wowczas gdy intensywnosci
w obu kanatlach si¢ réznia. Wspdlczynnik ten jest bardzo czuly na szumy ukladu lub tzw.
efekt cross-talk.

Kolejna metoda okreslenia wspotwystepowania znacznikéw w zadanym obszarze jest
przeprowadzana w dwoch etapach metoda Costes’a (Costes 1 wsp. 2004), ktéra chociaz
wydaje si¢ wskazywac rzeczywista kolokalizacje nawet przy wysokich szumach, to jednak
jest dosy¢ silnie ograniczona, gdy wzrasta odchylenie standardowe szumu i zalezy od
sposobu przeprowadzenia testu. Autorzy proponowali powtarzanie procedury 200-krotnie,

aby uzyska¢ rozklad znamienny statystycznie i prowadzacy do eliminacji wyniku falszywie
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pozytywnego. Spore zainteresowanie wzbudzila réwniez praca Li 1 wsp. (2004), w ktorej
rozwinigto graficzng metode interpretacji grup obrazéw w oparciu o ich odpowiednie
intensywnosci. Stanowi ona duzy krok naprzéd w stosunku do opisanych histograméw
1 pozwala na bezposrednie okreslenie kolokalizacji lub jej wykluczenie.

Jakosciowe, jak i iloSciowe badania kolokalizacji na poziomie subkomérkowym sa
kluczowe z uwagi na dynamiczne przemieszczanie bialek zachodzace w procesach
komoérkowych. Rozwdj technik fluorescencyjnych umozliwia badanie zachodzacych
proceséw, a analiza obrazéw stanowi pewne wyzwanie. Chociaz obrazy sa jedynie pewnym
odzwierciedleniem rzeczywistosci, to jednak sporo uwagi wymaga sposob ich uzyskiwania.
Szczegdlnie istotny jest odpowiedni wybor systemu zbierania danych przystosowanego do
rozmiaru i struktury obiektéw kolokalizujacych oraz minimalizacja wszelkich szumoéw.

W niniejszej pracy w oparciu o obliczone wspolczynniki Pearsona okreslono
kolokalizacje receptoréow dopaminowych D, i D, oraz ewentualny wplyw na nia cichych
polimorfizméw receptora dopaminowego D,. Przy uzyciu wspolczynnika Pearsona
oceniano  stopien  wspotwystepowania obu receptoréw  polaczonych z  biatkami
fluorescencyjnymi. Na podstawie wartosci wspolczynnika Pearsona, ktéra w badanych
ukladach wynosita 0,77-0,85 wywnioskowano, ze receptory dopaminowe dobrze
kolokalizuja, a wprowadzone mutacje w genie receptora dopaminowego D, nie zmieniaja
lokalizacji powstatych mutein w stosunku do receptoréw natywnych. Wykazano ponadto,
ze obnizona ckspresja obu wariantow nie jest wynikiem cytoplazmatycznej lokalizacji
wariantow genetycznych receptora D,. Podobnie obnizona heterodimeryzacja wariantow
genetycznych receptora dopaminowego D, z receptorem D, nie jest wynikiem odmiennej

lokalizacji tych bialek w komoree.

6.5 Oddziatywania molekularne odpowiedzialne za tworzenie

heterodimerow

Mechanizmy molekularne wyjasniajace interakcje bialko-biatko w  procesie

dimeryzacji receptoréw nie sa do kofca poznane. Postuluje si¢ udzial zaréwno
kowalencyjnych (wigzania disiarczkowe), jak 1 niekowalencyjnych (oddziatywania
hydrofobowe, tzw. coiled-coil) oddzialywan w tym procesie (AbdAlla i wsp. 1999, Carillo
1 wsp. 2003, Fotiadis 1 wsp. 2006, Guo i wsp. 2003, Hebert 1 wsp 1996, Hernanz-Falcon
1 wsp. 2004, Kaupmann 1 wsp. 1998, Kunishima i wsp. 2000, Liang i wsp. 2003, Pagano

1 wsp. 2001, Zeng i Wess 1999). W tworzenie stabilnych niekowalentnych kompleksow
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biatkowych moga réwniez by¢ zaangazowane oddzialywania elektrostatyczne.
Oddzialywania te moga wystgpowaé pomigdzy charakterystycznymi powierzchniami
oddziatywania, z ktorych jedna zawiera grupe kationowsa (grupa guanidynowa lafcucha
bocznego Arg), a druga sklada si¢ z anionowej grupy karboksylowej Asn lub Glu
i/lub anionowej grupy fosforanowej obszaru ufosforylowanego (Agnati i wsp. 2006, Schug
1 Lindner 2005, Wang 1 wsp. 2005, Woods 1 Ferre 2005, Woods i wsp. 2005). Wykazano, ze
motywy sekwencji skladajace si¢ z dwoch przylegajacych reszt Arg (,RR” lub ,,RKR”) na
jednym peptydzie i dwoch przyleglych reszt Asn (,DD”) lub Glu (,EE”) i/lub jednej
ufosforylowanej Ser w bliskim sasiedztwie drugiej (APPENDIX V), bylo wystarczajace do
powstania  stabilnego ~ kompleksu  pomiedzy  dwoma = peptydami  (Jackson
1 wsp. 2005, 2006; Woods i wsp. 2003). Ponadto Jackson i wsp. (2006) wykazali, ze
oddzialywanie obejmujace tylko jedna grupe fosforanowa jest prawie tak stabilne jak
oddziatywanie zawierajace wielokrotne reszty Glu. Dodatkowo pokazano, ze obecnosé
ufosforylowanego obszaru powodowala znaczacy wzrost stabilnosci oddzialywan
nickowalencyjnych pomiedzy powierzchniami dimeryzacji bialek (Jackson i wsp. 2000).
Jednoczesnie, podkresla si¢ znaczenie proceséw fosforylacji-defosforylacji w modulacji
oddzialywan elektrostatycznych (Woods 1 Ferre 2005).

Roézne prace sugeruja, ze mechanizm zaangazowany w heterodimeryzacje niektorych
GPCRs moze by¢ zwigzany z obecnoscigq opisanych motywéw, neutralizowaniem
wzajemnym swojego tadunku elektrycznego 1 tworzeniem mostkéw solnych (Canals 1 wsp.
2003, Fiorentini i wsp. 2003, Lee i wsp. 2002, Woods i Ferre 2005). Ostatnio F.ukasiewicz
1 wsp. (2009) wykazali, ze oddzialywanie elektrostatyczne pomigdzy bogatymi w Arg
epitopami/obszarami w petli ic3 receptora D,, a dwoma przylegltymi resztami Glu C-koica
receptora dopaminowego D, biora udzial w heterodimeryzacji pomiedzy tymi receptorami.
Podobne oddzialywania  zostaly opisane dla receptora dopaminowego D,
1 kanabinoidowego CB, (Lee i wsp. 2002) oraz dla jonotropowego receptora glutaminianu
typu NMDA (podjednostka NR1) i receptora dopaminowego D, (Jackson i wsp. 2005).
Ponadto Ciruella 1 wsp. (2004) przy uzyciu spektrometrii masowej sugerowali,
ze heterodimeryzacja receptoréw adenozynowego A,, 1 dopaminowego D, silnie zalezy od
elektrostatycznych oddziatywan pomiedzy bogatym w Arg obszarem petli ic3 receptora D,,
a Asn w obszarze C-konca receptora A,,. Podkredlili oni réwniez istotna role fosforylacji
Ser374 (zlokalizowanej na C-konicu receptora A,, w obszarze sekwencji konsensusowe kinazy
kazeinowej CK1) w tym procesie. Ponadto wykazano, ze w przeciwienistwie do sekwencji

CK1, dwie przylegle reszty Asn nie byly zachowywane miedzy gatunkami, co sugeruje, ze
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heterodimeryzacja jest najprawdopodobniej skojarzona z obszarami ufosforylowanymi
(Ciruella i wsp. 2004).

Powszechnie wiadomo, ze fosforylacja Ser odgrywa kluczowa role w regulacji
réznych proceséw komoérkowych, a mutacje w obrebie miejsca fosforylacji substratu moga
prowadzi¢ do rozwoju pewnych zaburzen (Cohen 2001). Polimorfizm G1263A, bedacy
przedmiotem niniejszej pracy, jest zlokalizowany w obrebie kodonu kodujacego Ser
w pozycji 421 czyli na C-konicu receptora dopaminowego D,, dlatego sprawdzono czy Ser
w tej pozycji ulega fosforylacji. Przy pomocy bazy PHOSIDA (ang. phosphorylation site database),
zaprojektowanej do identyfikacji miejsc fosforylacji (Gnad i wsp. 2007) okreslono, ze
Ser421 jest miejscem potencjalnie rozpoznawanym przez CKI1, gdyz jest zlokalizowana
w obrebie obszaru zawierajacego sekwencje konsensusowq kinazy CK1 (S-X;-pSS) (Pearson
1 Kemp 1991). Kinaza kazeinowa CK1 nalezy do rodziny kinaz biatkowych specyficznych
wobec ukladu Ser/Thr, ktérych powszechno$¢ wystgpowania sugeruje istotna role
regulacyjna tego biatka (Chergui i wsp. 2005). Wykazano, ze CK1 nasila zalezna od agonisty
fosforylacje receptora muskarynowego M; i posredniczy w fosforylacji rodopsyny
w odpowiedzi na stymulacje $wiatlem (Chergui 1 wsp. 2005, Tobin 2002). Poniewaz badany
polimorfizm G1263A — jak sugerowano powyzej — moze prowadzi¢ do spowolnienia
procesu translacji 1 nastepnie zmiany struktury bialka, zatem wydaje si¢ mozliwe, Ze reszta
Ser421 moze by¢ inaczej przestrzennie zlokalizowana w takiej czasteczce biatka — mniej
dostepna dla kinazy, co moze ostabia¢ lub spowalnia¢ proces fosforylacji. Chociaz jest to
sugestia oparta wylacznie na rozwazaniach teoretycznych, wydaje si¢ uprawniona i moze
by¢ jedng z przyczyn obserwowanego ostabienia heterodimeryzacji wariantu genetycznego
D,y receptorem D,

Coraz czedciej wskazuje si¢ na role heterodimeryzacji receptoréw dopaminowych
D,-D, w mechanizmie dzialania lekéw przeciwpsychotycznych (Faron-Gorecka 1 wsp.
2008). Dlatego uzyskane w niniejszej pracy wyniki wydaja si¢ wskazywa¢ na mozliwe
molekularne mechanizmy odpowiedzialne za zwiazek obu polimorfizméw receptora

G198A = 7~ G1263A
iD, )

dopaminowego D, (D, ze zmieniona odpowiedzia na terapie.
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7. WNIOSKI KONCOWE

Zaproponowany uklad doswiadczalny, w ktérym zastosowano nowoczesne narzedzia
z zakresu biologii molekularnej (mutageneza punktowa, bialka fuzyjne, ekspresja
pozadanych bialek w ukladzie modelowym in-vitro) oraz zaawansowane techniki
biofizyczne (pomiar wydajnosdci zjawiska FRET z uzyciem czaséw zycia fluorescencii),
a takze wykorzystanie technik bioinformatycznych (modelowanie struktury II-rzedowej
RNA przy uzyciu programu MFOLD, zastosowanie symulatora PHOSIDA i analizatora
GCUA), wydaje si¢ bardzo dobrym zestawem narzedzi, ktére moga by¢ zastosowane
w przyszlosci do badania mechanizméw heterodimeryzacji wielu réznych par receptoréow
o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

W niniejszej pracy nie zaobserwowano zmiany wartosci stalej powinowactwa Ky,
wyznaczonej dla zmutowanych receptoréw dopaminowych D, w poréwnaniu z receptorem
natywnym, co uznawane jest za wyznacznik braku zmian konformacyjnych w obrebie
struktury bialtka, a przynajmniej w rejonie domen odpowiedzialnych za wiazanie liganda.
Jednak oddziatywanie tych mutein z receptorem dopaminowym D, ulegalo zmianie,
jak wynika z badan FRET. Obserwowana zmiana w heterodimeryzacji wariantéw
genetycznych receptora dopaminowego D, z receptorem dopaminowym D, nie wynikala
z ich zmienionej lokalizacji, bo oba warianty genetyczne kolokalizowaly z receptorami D,
w blonie komérkowej w podobnym stopniu co natywny receptor D;. Uzyskane wyniki
wydajq si¢ potwierdza¢ hipoteze Tsai 1 wsp. (2008) sugerujaca Scisly zwiazek kinetyki
procesu translacji z faldowaniem powstajacego biatka. Oczywiscie, obserwowana zmiana
oddziatywania moze wynika¢ z prostego faktu zanizonej ekspresji wariantéw genetycznych
w stosunku do poréwnywalnej z innymi danymi ekspresji receptora dopaminowego D,.
Niemniej jednak, niezwykle istotne jest, ze w taki czy inny sposéb obserwowany efekt jest
wynikiem wplywu mutacji cichych, ktére — zgodnie z tym co si¢ powszechnie uwaza — nie
powinny powodowac zadnych zmian.

Zastosowana metoda analizy czaséw zycia fluorescencji z rozkladem na skladowe
okazala si¢ lepsza niz analiza $rednich czaséw zycia fluorescencji. Prezentowane w pracy
techniki doswiadczalne oraz uzyskane rezultaty dowodza, ze stosowane metody sa

odpowiednio czulte do wykrycia zmian wywolanych zanizona ekspresja, a zatem
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potwierdzono przydatnos¢ i wiarygodnos$¢ zastosowanego ukladu doswiadczalnego

1 aparatury.
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Organizmy zZywe sq niezwykle skomplikowanymi  uktadami
biologicznymi, ktorych kompleksowa natura nie jest jeszcze do konca
poznana (czy kiedykolwiek bedzie?). Jezeli przyjmiemy, Ze istota
n-wymiarowa jest w stanie pojqé¢ idee jedynie n-1 wymiaréw, mozemy
obawiac sie tego, ze nigdy w petni nie poznamy wtasnej natury. Warto jednak
zblizac sie do kresu poznania choé¢by malutkimi krokami.

Od poczqtku swego istnienia cztowiek interesowal sie naturq zarowno
otoczenia, jak i siebie samego. Do dnia dzisiejszego zgromadzono wyniki
licznych prac poznawczych, jednakze pomimo catego ogromu wiedzy w nich
zawartej w dalszym ciqgu pewne kwestie pozostajq nieodgadnione.
Moze jeszcze nie posiadamy odpowiednich narzedzi, aby zgromadzié¢
wystarczajqco duzo danych, a moze zgromadzilismy ich za duzo aby je
w petni zrozumieé. Niniejsza praca stanowi — w nadziei Autorki — niewielki,
aczkolwiek wazny wkitad do poznania niezwykle skomplikowanych
zagadnienn natury biologicznej, biofizycznej czy neurofarmakologicznej,
dostarcza narzedzi do lepszego ich zrozumienia oraz przynosi pewne
odpowiedzi. Czy zatem przybliza nas do celu czy oddala od niego?
Na to pytanie odpowiedzie¢ moze sobie czytelnik.

Niniejsze opracowanie nie miato na celu opisania wszystkich mozliwych
aplikacji zastosowanych metod fluorescencyjnych, zostata podjeta préba
zastosowania odmiennej, bardziej zaawansowanej analizy zmierzonych
zanikow fluorescencji w czasie w kontek$cie oddziatywania receptorow
dopaminowych. W kolejnych etapach prezentowanej pracy badano efekty
wprowadzenia mutacji w genie DRDI i jak sie okazato — interpretacja
uzyskanych wynikéow jest nie tylko trudna, ale rowniez czesto
niejednoznaczna. Prawdopodobnie najbardziej fascynujocym elementem
nauki samej w sobie jest ten dreszczyk emocji towarzyszacy kazdemu

doswiadczeniu, a element zaskoczenia sprawia, ze nauka jest nie tylko
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interesujqca, ale wrecz pociqgajaca. Badanie mechanizmow stworzonych,
lecz skrzetnie ukrywanych, przez nature, stanowi wyzwanie. Szukanie
odpowiedzi na jedno pytanie, otwiera drzwi do kolejnych zagadek,
tamigtowek. I chociaz pojawiajq sie liczne pytania to nie na wszystkie
poznamy odpowiedzi.

Zaczynajqc niniejsze opracowanie zaprezentowano dwie niezwykle
istotne pozycje literaturowe, czyli podrecznik podstaw fluorescencji oraz
mikroskopii konfokalnej, ktérych uwazne przestudiowanie nie uczyni nikogo
specjalista, ale bez nich ani rusz. Albowiem znany jest poglqd, ze mistrzostwo
osiqga sie po, bagatelka, dziesieciu tysiqcach godzin (Ericsson i Smith 1991,
Chi i wsp. 1988). Pot litra oczyszczonego plazmidu..., pozZniej jesteSmy juz
pewni, Zze owe dziesieé tysiecy godzin jest niezbedne do osiqgniecia perfekcji.
Po uplywie niezliczonych godzin pipetowania 1 transfekcji dochodzimy

do wniosku, ze to dopiero poczqtek. Poczqtek nauki, przygody, fascynacji...

Katarzyna Grymek
Krakow, 7. PaZdziernika 2009 roku
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Szlaki  dopaminergiczne i  rozmieszczenie = receptorow

dopaminowych w mézgu

W mézgu wystepuja cztery, wyraznie zroznicowane szlaki dopaminergiczne:

1. Nigrostriatalny — laczy substancje czarna z prazkowiem 1 wchodzi w sklad
tzw. ukladu pozapiramidowego. Zmniejszenie aktywnosci tego szlaku powoduje
zaburzenia ruchéw dowolnych i napigecia migdniowego obserwowanych w chorobie
Parkinsona, natomiast nadczynnos¢ wywoluje objawy plasawicy Huntingtona.

2. Mezolimbiczny (srédmoézgowiowo-rabkowy) — odgrywa wazng role w regulacji
zachowan emocjonalnych i poznawczych.

3. Mezokortykalny (Srédmoézgowiowo-korowy) — reguluje procesy uczenia sig,
zachowan motywacyjnych i funkcje poznawcze.

4. Guzkowo-lejkowy — zwigzany jest z regulacja czynnosci hormonalnych.

Dopamina wystepuje réwniez w narzadach obwodowych, takich jak serce, nerki, nadnercza,
trzustka 1 in. Pelnienie funkcji regulacyjnej i homeostatycznej jest sugerowane przez wielu
autoréw, potwierdzalyby to rozlegle zaburzenia wickszosci funkcji moézgu wywolane lezja
neuronéw dopaminergicznych (Missale 1 wsp. 1998, Dziedzicka-Wasylewska 1 Zawilska 2004,
Jaber 1 wsp. 1996).

Rozmieszczenie receptoréw w mozgu jest zrdznicowane (tabela 1), przy czym najbardziej
rozpowszechnionymi typami, wystepujacymi w wickszosci obszaréw mozgu sa receptory D, 1 D,
(rycina 1). Natomiast receptory D;, D, oraz D; sa rozmieszczone przede wszystkim w malych
$cidle okreslonych strukturach mézgowych (Dziedzicka-Wasylewska i Zawilska 2004).

Kolokalizacja réznych typoéw receptorow dopaminowych na tych samych komorkach
dotyczy ok. 30% neurondéw (rycina 1) (Aizman i wsp. 2000). Wspolwystepowanie wydaje si¢
zjawiskiem niezwykle istotnym w kontekdcie synergistycznego dzialania receptorow
dopaminowych, (Dziedzicka-Wasylewska 1 Zawilska 2004). Receptory dopaminowe
zlokalizowano réwniez obwodowo: w naczyniach krwionosnych i1 nadnerczach (D, 1 D,), a takze

w nerkach (gtéwnie D)) 1 sercu (D).
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Tabela 2. Rozmieszczenie receptoréw dopaminowych w mézgu.

Typ receptora Lokalizacja anatomiczna

a D1 prazkowie (ang. Stiatum), jadro pollezace (ang. Nucleus Accumbens): rdzed 1 powloka
< (ang. core i shell), wysepki Calleja

g

By

B D5 hipokamp (ang. Hippocampus) (obszary CA1, CA2, CA3 i CA4), zawdj zebaty hipokampa
E (ang. Dentate Gyrus)

D2 prazkowie, jadro péllezace (rdzen i powloka), istota czarna (ang. Substantia Nigra), pole

8 brzuszne nakrywki (ang. Ventral Tegmental Area)

g jadro pollezace (powloka), wysepki Calleja, mézdzek (ang. Cerebellum) (warstwy 9 i 10), istota
S D3 czarna, pole brzuszne nakrywki, hipokamp (obszary CA1, CA2, CA3 i CA4), zawdj z¢baty
_sg hipokampa

& D4 kora czolowa (ang. Frontal Cortex), hipokamp (obszary CA1, CA2, CA3 i CA4), zawdj zebaty

hipokampa, mézdzek

coronal section mid-sagittal section

{caudate nucleus . white limbic system

corpus _matter  cerebral cortex

striatum | putamen .

globus pallidus .\ thalamus __

N\

_hypothalamus 5

R
S
=Nl

ventricles ) ventricles )
.

D1-DS \ E pituitary gland
cerebral cortex
limbic system

midbrain
D3 + D5

hypothalamus

cerebellum
D1+D2
corpus striatum

substantia nigra

Rycina 2. Rozmieszczenie 1 wspolwystgpowanie réznych typéw  receptoréw dopaminowych
w mézgu (www.CNSforum.com).
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APPENDIX 11

Profil farmakologiczny receptorow dopaminowych

W oparciu o wyniki badan z wykorzystaniem technik biologii molekularnej ustalono,
ze wystepuje duzo wigcej podtypoéw receptorow dopaminowych niz wskazywaly na to badania
czysto farmakologiczne 1 funkcjonalne. Jednym z powodoéw jest wysokie podobienstwo budowy
domeny wigzacej ligandy w obrebie podrodziny, stopien homologii obszaru transblonowego
wynosi 86% dla receptoréw dopaminowych D, i D.. Konsekwencjq tego faktu jest brak
selektywnych ligandow, ktore wigzaltyby si¢ tylko z jednym podtypem receptora. Zwiazki, ktorymi
dysponujemy pozwalaja na badania poréwnawcze jedynie podrodziny D, i D,. Agonista
podrodziny D, (SKF39393) 1 antagonista (SCH23390) majg 100-10000 razy wicksze
powinowactwo do receptorow D, i D; niz do receptorow D,, D; i D,, a z kolei antagonista
podrodziny D,, sulpiryd, wiaze si¢ 1000 razy silniej z receptorami podrodziny D2 niz D1 (Missale
1 wsp. 1998, Dziedzicka-Wasylewska i Zawilska 2004, Seeman 2009).

Charakterystyka farmakologiczna receptoréw podrodziny D1

Oceng profilu farmakologicznego receptoréw D, i D, prowadzono na heterologowych
liniach komoérkowych, w ktorych doszto do ekspresji cDNA kazdego z receptoréw, a ocenie
podlegalo hamowanie wiazania selektywnych agonistéw ("H]SCH23390 lub [*T]SCH23982)
lub modulacja aktywnos$ci AC (Dziedzicka-Wasylewska i Zawilska 2004).

Zbadano powinowactwo zaréwno antagonistow (SCH23390>(+)butaklamol>haloperidol
11n.), jak i agonistow receptorow dopaminowych (fenoldopam>SKF39393>dopamina i in.), lecz
nie wykazano zasadniczej réznicy w profilu powinowactwa tych lekéw do receptora D, i Ds,
sklonowanego, jak i naturalnie wystepujacego w prazkowiu szczura. Zasadnicza réznica to
powinowactwo dopaminy, ktora wigze si¢ 5-20 razy silniej do receptora D; niz do D, co sugeruje
potencjalny udzial receptoréw D, w regulacji podstawowej transmisji dopaminergicznej, a z kolei

butaklamol 10-krotnie silniej blokowal receptor D, (Missale i wsp. 1998).
Charakterystyka farmakologiczna receptoréw podrodziny D2

Dominujacym spoéréd podrodziny D2 jest receptor D, ktéry moze stanowi¢ do 90% calej

populacji podrodziny D2 w zaleznosci od badanej struktury moézgu. Analiza profilu
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farmakologicznego podrodziny D2 oparta na doswiadczeniach prowadzonych na receptorach
ulegajacych ekspresji w modelowych ukladach komoérkowych, nie wykazala znaczacych réznic
w powinowactwie badanych zwiazkéw do izoform receptora D,. Ocenie podlegalo hamowanie
wiazania selektywnych antagonistéw D, (m.in. [’H]spiroperidolu), modulacja aktywnosci AC,
uwalnianie kwasu arachidonowego 1 wytwarzanie fosforanéw inozytolu.

Profil receptora D, wykazal, Zze pewne zwiazki pozwalaja odrézni¢ go od receptora D,. Na
przykiad dopamina wykazuje ok. 20-krotnie wyzsze powinowactwo do receptora D; niz D,
podobnie wyzsze powinowactwo do D; uzyskano dla 7-OH-DPAT i kwinpirolu. Wigkszos¢
neuroleptykow (lekéw przeciwpsychotycznych) wykazala nanomolarne powinowactwo do obu
receptorow, aczkolwiek haloperidol (klasyczny neuroleptyk) i spiperon maja 10-20-krotnie wyzsze
powinowactwo do D, niz D;, podczas gdy klozapina (atypowy lek przeciwpsychotyczny, lek
nowej generacji) nie umozliwia rozréznienia tych typoéw receptorow (Missale i wsp. 1998,
Dziedzicka-Wasylewska i Zawilska 2004).

Analiza profilu farmakologicznego receptora dopaminowego D, przypomina profil
pozostalych czlonkéw podrodziny D2. Najwazniejsza réznica to wyzsze pOwinowactwo
klozapiny do receptorow D, i D;, a z kolei chloropromazyna ma 10-20-krotnie nizsze

powinowactwo do receptorow D, niz do D, i D,

147



APPENDIX 111

APPENDIX III

Analiza saturacyjna

Przez dlugi czas receptory pozostawaly pod postacia poje¢ koncepcyjnych, ktore pozwalaly
wyjasnia¢ farmakologiczne efekty zachodzace w tkankach. Jednak od polowy lat 70-tych
XX. wieku mozliwe stalo si¢ ich badanie przy uzyciu techniki wigzania znakowanych ligandéw.
Analiza saturacyjna pozwala na okreslenie parametréw wiazania praktycznie dowolnego zwiazku
do danego receptora blonowego (Vauquelin i von Mentzer 2007), a tworzenie odwracalnego
kompleksu receptor-ligand jest jej podstawowym zalozeniem. Najczesciej stosowane sg ligandy
znakowane trytem (["H]) lub jodem (["*’I)).

Wigzanie radioligandu rozpoczyna si¢ poprzez proces inkubacji znakowanego
radioaktywnie zwiazku z komorkami, homogenatem komoérkowym lub wyizolowang frakcja
blonows receptoréw; ta ostatnia zostala wykorzystana w niniejszej pracy. W kolejnym etapie
przeprowadzany jest proces filtracji kompleksu receptor-ligand, ktéry osadza si¢ na membranie
filtracyjnej, od wolnego radioligandu, ktory nie ulega zwigzaniu z filtrem. Metoda ta zaklada, ze
mierzone scyntylacje pochodza od kompleksu radioligand-receptor i pozwalaja na obliczenie
parametréw wigzania: stalej dysocjacji K4 oraz gestosci receptoréw By gy

Wiazanie radioligandu do interesujacego receptora powinno by¢ nasycone z uwagi na
obecnoé¢ skonczonej liczby receptoréw w materiale biologicznym. Nalezy jednak uwzglednié
obecnos¢ innych niespecyficznych miejsc wigzania (inne receptory, miejsca niereceptorowe takie
jak no$niki biatkowe, enzymy, elementy komoérkowe z odpowiednimi uktadami chemicznymi czy
nawet elementy niekomérkowe, jak filtry czy probowki) (Vauquelin i von Mentzer 2007).

Analiza saturacyjna pozwala na oznaczenie gestosci receptorow (Bjqy) lub poréwnanie
losci réznych receptoréw w tkance, co pozwala na monitorowanie zmian fizjologicznych,
efektow wywolanych terapig lub stanéw patofizjologicznych. W doswiadczeniach tego typu stata
objetos¢ zawiesiny blonowej jest inkubowana ze zwigkszajaca si¢ loscia radioligandu, w rezultacie
otrzymywana jest krzywa saturacyjna, czyli zalezno$¢ wigzania catkowitego w funkcji stezenia
uzytego radioligandu. Uzyskane wyniki podlegaja analizie w oparciu o rézne modele.

W najprostszym przypadku oddzialywanie radioligandu (L) z receptorem (R) mozna przedstawic

jako prostg reakcje odwracalna:
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W stanie rownowagi stala dysocjacji Kz [nM] opisana jest zaleznoscia (Vauquelin i von Mentzer

2007):

K_k_l_L [R]
A

Roéwnanie 17

gdzie: kqy — stala szybko$ci wiazania, k_; — stala szybkosci dysocjacji, [L] — ilo$¢ wolnego liganda,

[R — L] — ilo$¢ frakcji zwiazanej recptot-ligand.

Zwiazek pomiedzy iloScig zwiagzanych receptorow (B), a stezeniem radioligandu (Cgy,) jest opisany

nastepujacq hiperbola:
B = Binax
14K
CRL

Réwnanie 18
gdzie: Bpg, — calkowita liczba receptoréw [pM/mg biatka], Ky — stala dysocjacji [nM],

CrL — stezenie radioligandu.

Z zaleznoSci powyzszej widaé, iz poczatkowo nastepuje prawie liniowy wzrost B
ze zwigkszajacym si¢ stezeniem radioligandu, aby nastepnie ulec wysyceniu. Warto$¢ graniczna
wyznacza paramett Bpg,. Warto zauwazy¢ iz warto$¢  Bpg, zostanie osiagnigta dla
nieskonczonego stezenia liganda, a zatem w praktyce mozemy jedynie zbliza¢ si¢ do niej, ale
nigdy nie osiagniemy. Stala Kz odpowiada takiemu ste¢zeniu radioligandu, przy ktérym polowa
receptorow ulega zwiazaniu, jest zatem miara powinowactwa badanego zwigzku do receptora,
przy czym dla wysokich wartosci Kz powinowactwo jest niskie i na odwrot.

Metoda wiazania radioligandu dostarcza bezposdrednich informacji o powinowactwie
zwigzkoéw chemicznych (agonistow i antagonistow) do receptoréw. Pozwala rowniez na detekeje
wspolwystepowania réznych typow receptoréw w danej tkance, a w pewnych przypadkach takze
na rozroznienie miedzy agonista 1 antagonista. Z uwagi na prostote i dokladnosé, jest ona bardzo
uzytecznym narzedziem w identyfikacji, klasyfikacji i odkrywaniu nowych receptoréw, jak
réwniez w badaniach powinowactwa 1 specyficznosci nowych substancji o potencjalnym

znaczeniu terapeutycznym.
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Mapa plazmidu pcDNA3.1(+)

Standard masowy

GeneRuler 1R0 DNA Ladder firmy Fermentas
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Mapa plazmidu pEYFP-N1
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Tabela 3. Kod genetyczny (w oparciu o Berg i wsp. 2007).

U C
UuU UCU UAU UGU U

. uuC Phe uce St UAC Tyr UGC Cys C
UUA Leu UCA UAA Stop UGA Stop A
uuG UcG UAG UGG Trp G
CcuU CCU CAU e CGU U

c CuC Leu cce Pro CAC CGC Arg C
CUA CCA CAA o CGA A
CUG CCG CAG CGG G
AUU ACU AAU AGU U

Asn Ser

N AUC Tle ACC e AAC AGC C
AUA ACA AAA o AGA N A
AUG Met ACG AAG s AGG '8 G
GUU GCU GAU Asp GGU U
GUC GCC GAC GGC C

G GUA Val GCA Ala GAA - GGA Gly A
GUG GCG GAG . GGG G

Jednoliterowe skroty aminokwasow

Ala (A) — alanina
Cys (C) — cysteine

Asp (D) — kwas asparaginowy
Glu (E) — kwas glutaminowy
Phe (F) — fenyloalanina

Gly (G) — glicyna
His (H) — histydyna

Ile (I) — izoleucyna
Lys (K) — lizyna

Leu (L) — leucyna
Met (M) — metionina
Asn (N) — asparagina
Pro (P) — prolina
Gln (Q) — glutamina

152

Arg (R) — arginina
Ser (S) — seryna
Val (V) — walina

Trp (W) - tryptofan
Thr (T) — treonina

Tyr (Y) — tyrozyna
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