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Przekazywanie sygnaléw w ukladzie dopaminergicznym — lokalizacja i oddzialywanie
receptora dopaminowego D; z bialkami G.

Receptory zwigzane z biatkami G, GPCRs (ang. G-protein coupled receplors),
reprezentujg najliczniejsza i najbardziej zroznicowana rodzing receptoréw transbfonowych
oraz stanowig cel dzialania blisko 50% dostepnych na rynku srodkow farmaceutycznych.
Zidentyfikowano ponad 800 ludzkich genéw kodujgcych receptory dla réznego rodzaju
zewnatrzkomérkowych ligandow: jonéw, odorantéw organicznych, amin, peptydéw, bialek,
lipidow, nukleotydow, a takze fotonéw. Zwigzanie agonisty do receptora prowadzi do
utworzenia aktywnego kompleksu receptor—biatko G. Heterotrimeryczne biatka G zbudowane
sg z podjednostek a, B i vy, wiazac nukleotyd guaninowy petnig role molekularnych
przetgcznikow, ktore w odpowiedzi na aktywacje receptora na powierzchni komorki
uruchamiajg wewngtrzkomoérkows kaskade¢ sygnalizacyjng. Funkcja ta realizowana jest przez
dimer GPy oraz podjednostke Ga, ktéra oscyluje pomigdzy konformacja spoczynkowa,
odpowiedzialng za oddzialywanie z aktywnym receptorem, a konformacja sygnalizacyjna,
zdolng do modulowania aktywnosci biatek efektorowych. Jako pierwszorz¢dowy posrednik
miedzy receptorem i efektorem, heterotrimeryczne biatlka G odgrywajg istotng role
w determinowaniu specyficznosdci i przejsciowej charakterystyki odpowiedzi komérkowej na
réznego rodzaju zewngtrzkomorkowe czynniki stymulujace.

Pomimo bardzo intensywnych badan prowadzonych przez ostatnie trzy dekady
w dalszym ciggu nie udato sie¢ odpowiedzie¢ na kilka bardzo waznych pytan dotyczacych
dziatania uktadu przekazywania sygnatow. Wcigz jednoznacznie nie wyjasniono, czy
kompleks receptor-biatko G jest trwaty w stanie spoczynkowym i przechodzi w stan aktywny
natychmiast po zwiazaniu przez receptor liganda (precoupling model), czy tez tworzy si¢ po
ekspozycji agonisty, w ktérym to przypadku oddzialywanie pomiedzy receptorem a biatkiem
G jest ograniczane przez dyfuzje (collision coupling model). Obecnie badacze maja coraz
wiecej przestanek za tym, ze $rodowisko lipidowe i jego sklad mogg pelni¢ istotng rolg
w przekazywaniu sygnatéw. Znane sg doniesienia, w ktorych udowodniono lokalizacje
receptorow z rodziny GPCR w domenach lipidowych o zréznicowanym skladzie.
W takich strukturach jak tratwy lipidowe czy kaweole odnajdywano rowniez podjednostki Ga.

biatek G i ich biatka efektorowe.



Celem pracy bylo zweryfikowanie hipotezy o lokalizacji i oddzialywaniu w obrgbie
domen lipidowych receptora dopaminowego D1 z réznymi podjednostkami Ga biatek G
w modelowych komodrkach eukariotycznych. Do dokladnego okreslenia wspolczynnikow
dyfuzji lateralnej badanych biatek wykorzystano mikroskopie odrostu intensywnosci
fluorescencji po fotoblaknigciu (ang. fluorescence recovery after photobleaching).
Badania te prowadzono w komorkach eukariotycznych linii HEK 293 transfekowanych
przejsciowo wektorami, ktore zawieraty sekwencje kodujgce biatka fuzyjne podjednostek Ga
z pochodng biatka zielonej fluorescencji oraz sekwencje¢ receptora dopaminowego DI
sprzegnigta z pochodnymi biatka zielonej lub czerwonej fluorescencji. Uzyskane wyniki
wskazuja na znaczaco rozng lokalizacje w btonie komdrkowej biatek Gas oraz bialek rodziny
Gai, jednoczesnie bialka G pozostajg w biskim sasiedztwie receptora dopaminowego DI
w stanie spoczynkowym. Co wigcej, otrzymane wyniki nie potwierdzaja obecnosci trwatego
kompleksu nieaktywowanego receptora D1 z biatkiem G.

W kolejnych przeprowadzonych eksperymentach sprawdzano wplyw roznych
modyfikacji lipidowych podjednostek Gy na dyfuzj¢ lateralng heterotrimerycznego biatka G.
Obecnos¢ odmiennych podjednostek Gy istotnie zmienia pozorne wspotczynniki dyfuzji
petnych heterotrimeréw, co wskazuje na relokacj¢ biatek G do domen o innym skladzie
lipidowym. Tym samym Gy determinuje rozmieszczenie heterotrimerycznych biatek G
w blonie komorkowej.

W nastgpnych etapach komorki linii HEK 293 traktowano pB-cyklodekstryng lub
fumonizyng Bl powodujgc zubozenie ilosci cholesterolu oraz sfingolipidow w blonie
komodrkowej. Zaburzenie sktadu lipidowego blony zdezorganizowalo tratwy lipidowe czy
kaweole, wplywajgc tym samym na dyfuzj¢ biatek zwiazanych z domenami. Uzyskane
w tych eksperymentach wyniki $wiadcza o lokalizacji podjednostek Gas oraz Gai
w domenach lipidowych o odmiennym skladzie, co oznacza izolacj¢ badanych $ciezek
przekaznictwa sygnalu. Cholesterol obecny w blonie komdrkowej reguluje lokalizacje
receptora dopaminowego D1 oraz podjednostki Gai, ale nie podjednostki Gas.

Podsumowujac, w niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano technike mikroskopii
odrostu intensywnosci fluorescencji po fotoblaknigciu do badan nad lokalizacjg
i oddzialywaniem biatek  dopaminergicznego szlaku  przekazywania  sygnalow.
Przeanalizowane rezultaty nie potwierdzaja obecnosci kompleksu hetrotrimerycznego biatka
G z receptorem w stanie nieaktywowanym. Dodatkowo, otrzymane wyniki wskazuja

na odrebng lokalizacje réznych podjednostek Ga biatek G.
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