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Fluorescencyjne badania oddzialywan receptoréw dopaminowych w ukladzie
modelowym in vitro — rola polimorfizmoéw pojedynczego nukleotydu w obrebie
receptoréw D,

Receptory dopaminowe D, oraz D,, nalezace do receptorow sprzezonych
z biatkami G (GPCR), odgrywaja istotng role w prawidlowym funkcjonowaniu
tudzkiego mozgu. Kontroluja one m.in. funkcje motoryczne, poznawcze oraz uklad
nagrody i kary. Zaburzenia w ich funkcjonowaniu prowadza do ciezkich schorzen
neuropsychiatrycznych, takich jak: choroba Parkinsona, schizofrenia, uzaleznienia
lekowe, ADHD. Receptory te, podobnie Jak inne GPCR, wystepuja w blonie
komérkowej w formie homo- badz hetero-oligomeréw. Mechanizm interakcji
receptorow D, i D2 nie zostal jeszcze dokladnie poznany, istnieja jednak dowody,
ze do realizacji pewnych funkcji konieczna jest réwnoczesna aktywacja obu
receptorow. Gdy w komérce wystepuja wylacznie receptory Di lub Ds, aktywacja
wywoluje odpowiednio wzrost lub obnizenie aktywnosci cyklazy adenylanowe;j.
Podobnie dzieje si¢, gdy w komérce ulegaja ekspresji oba receptory i tylko jeden
znich jest aktywowany. Jezeli jednak w takim ukladzie nastepuje réwnoczesna
stymulacja dwéch receptorow, powstaje nowy kompleks sygnalizacyjny, zdolny do
przekazywania sygnalu na drodze regulowanego przez fosfolipaze C wzrostu
wewnatrzkomadrkowego stezenia jonéw wapnia. Szczegdtowe badania mechanizmu

oddzialywania receptoréw wskazuja, iz w procesie tym uczestniczy bialko Gy,

To odkrycie ma szczegblne znaczenie w kontekscie etiologii schizofrenii, ktorej
terapia opiera si¢ na podawaniu lekéw bedacych antagonistami receptoréw
dopaminowych Ds, a jedna ze zmian wystepujacych w mézgach schizofrenicznych
pacjentéw jest deregulacja homeostazy wapniowej. W obrebie receptora
dopaminowego D; opisano trzy polimorfizmy prowadzace do zmian w sekwencji
aminokwaséw: Val96Ala, Pro310Ser i Ser311Cys. Ogromna liczba badan
farmakogenetycznych obejmuje proby znalezienia zwiazku pomiedzy polimorfizmami
w obrebie receptoréw dopaminowych, a wystepowaniem okreslonych schorzen,
szczegolnie schizofrenii. Jednakze dotad nie podejmowano zbyt wielu badan nad
wplywem mutacji na funkcjonowanie wariantéw genetycznych GPCR ani tez nad

molekularnym mechanizmem takich zmian.



Podstawowym celem pierwszego etapu pracy byto wykorzystanie mikroskopii
obrazowania czasow zycia fluorescencji (FLIM) do badania oligomeryzacji receptoréw
dopaminowych oraz wplywu ligandow na stopien asocjacji. Badania wykonano
wykorzystujac komorki linii HEK 293 transfekowane przejsciowo plazmidami
zawierajacymi  sekwencje ¢DNA  receptoréw  dopaminowych  sprzegnietych
z pochodnymi bialka zielonej oraz czerwonej fluorescencji. Uzyskane wyniki
potwierdzily obserwacje poczynione z uzyciem innych technik fluorescencyjnych
(FLM, spektroskopia fluorescencji), $wiadczace o tworzeniu heterodimeréw przez
receptory dopaminowe D; i D;. Pokazano, ze réwnoczesna aktywacja dwoch
receptorow wywoluje efekt silniejszy niz wywolana stymulacja kazdego z osobna.
Przeprowadzone do$wiadczenia wskazaly zasadno$¢ stosowanej metodologii oraz

modelu in vitro do badania oligomeryzacji receptoréw sprzezonych z bialtkami G.

W nastepnym kroku technike FLIM wykorzystano do zbadania czy warianty
polimorficzne wystepujace w obrebie genu receptora dopaminowego D2 wplywaja na
tworzenie oligomeréw z receptorem dopaminowym D;. Uzyskano interesujace wyniki
$wiadczace o wplywie jednonukleotydowych zmian sekwencji na konstytutywna
oligomeryzacje z receptorem dopaminowym D,, a takze na zmiany w stopniu

asocjacji receptoréw wynikajace z obecnosci ligandéw.

W kolejnym etapie wykonano badania funkcjonalne z wykorzystaniem
znacznika fluorescencyjnego Fluo-4 do oceny wplywu zmian polimorficznych
wystepujacych w obrebie receptora dopaminowego D:» na wewnatrzkomoérkowe
stezenie jonow wapnia. Wykorzystujac wektor przeznaczony do réwnolegiej
produkcji dwoch bialek przygotowano szereg linii komérkowych wykazujacych
stabilna ekspresje receptora dopaminowego D; samego badZz w towarzystwie
wariantdw genetycznych receptora dopaminowege D». Pomiary wykonane przy
uzyciu czytnika mikroplytek potwierdzily wyniki prezentowane w literaturze
naukowej $wiadczace o tym, Ze rdwnoczesna stymulacja dwéch receptorow
powoduje wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia. Wyniki uzyskane
w liniach komorkowych wykazujacych ekspresje receptora dopaminowego D1 oraz
wariantéw polimorficznych receptora dopaminowego D» wykazaly zaleznosci

korelujace z tymi, ktore uzyskano wykonujac eksperymenty FLIM.

Jak sie okazalo, mutacja receptora dopaminowego D2 w pozycji S311C,
azatem w obrgbie trzeciej petli cytoplazmatycznej - odpowiedzialne] za

oddzialywanie z biatkami G - wykazala najwieksze roznice w stopniu oligomeryzacji,



a takze we wzroscie wewnatrzkomérkowego stezenia jondéw wapnia wywolanym
podaniem ligandow, w stosunku do wariantu naturalnego. Odkrycie to jest
szczegblnie interesujace w kontekscie etiologii schizofrenii, poniewaz najwiecej
doniesien literaturowych dotyczacych korelacji polimorfizméw receptora D;

z wystepowaniem schizofrenii dotyczy wlasnie wymiany aminokwasu w pozycji 311.

Podjeto rowniez probe zbadania bezposredniej interakcji receptora
dopaminowego D) wystgpujacego w towarzystwie receptora D2 z bialkiem G
wykorzystujac mikroskopie konfokalna. W tym celu przygotowano konstrukty
genetyczne zawierajace cDNA biatka G.q sprzegnicte z pochodng biatka czerwonej
fluorescencji na C koncu oraz w obrebie domeny helikalnej. W zadnym przypadku
nie udalo sic zaobserwowaé lokalizacji podblonowej biatka, co znalazlo
odzwierciedlenie w rezultatach pomiaréw czaséw zycia fluorescencji, nie wykazano
bowiem wystepowania prekompleksow receptora dopaminowego D z biatkiem Ggq
ani oddzialywania wywotanego obecnoscia ligandow. Z tego powodu zdecydowano
si¢ rozszerzy¢ projekt o uzyskanie ckspresji receptorow dopaminowych oraz bialek
G w komoérkach wyprowadzonych z linii owadzich, wykorzystujac system
bakulowirusowy. W toku badan przygotowano szereg bakulowirusow, Lktére
postuzyly do produkgji bialek G, w tym podjednostek Gis, Gug, Gp1 oraz Gy, oraz
receptoréw dopaminowych. Kazde z bialek opatrzone zostalo odpowiednia metka
skladajaca si¢ z histydyn badz metka StrepTag. Ekspresje bialek w owadzich liniach
komérkowych potwierdzonoc metoda Western Blot oraz w przypadku receptora
dopaminowego Di - poprzez wiazanie radioligandéw. Opracowano metody
oczyszczania bialek G oraz receptorow dopaminowych z blon komoérkowych
z hodowli prowadzonych na mala skale. Do planowanych w przyszlosci badan
biofizycznych konieczne bedq dodatkowe eksperymenty, ktére pozwola na ustalenie
optymalnego otoczenia dla receptorow dopaminowych —-detergentéw, nanodyskéw
lub liposoméw. Wydaje sie jednak, ze wszystkie procesy optymalizacyjne zwiazane
zuzyskaniem ekspresji w systemie bakulowirusowym zostaly pomyslnie

zakonczone.

Podsumowujac, w toku niniejszej pracy udalo sie zastosowaé bardzo
Zzaawansowane narzedzie biofizyczne, pozwalajace na pomiar zjawiska FRET
w zywych komoérkach - mikroskopie obrazowania czaséw Zycia fluorescencji - do
badania oligomeryzacji receptoréw sprzezonych z biatkami G. Pokazano, ze moze
ono stuzy¢ do badania subtelnych zmian zachodzacych w obrebie kompleksow

bialek receptorowych nastgpujacych po podaniu ligandéw. Wyniki uzyskane w tych



eksperymentach dowodza, Ze zmiany pojedynczego nukleotydu wystepujace
w obrgbie receptora dopaminowego D, wplywaja na stopienl asocjacji z receptorem
dopaminowym Di, a badania funkcjonalne pokazaly, Ze zmiany te sa skorclowane ze
zmianami wewnatrzkomoérkowego steZenia jonéw wapnia. Badania te $wiadcza
o zaangazowaniu podjednostki G.q w przekaz sygnalu pochodzacy od kompleksow
receptoréw dopaminowych D, oraz D,. W pracy opisano takze zastosowanie
bakulowirusowego systemu ckspresyjnego do produkcji receptorow GPCR oraz
biatek G, co w niedalekiej przyszlosci pozwoli na zweryfikowanie hipotezy dotyczacej
uruchamiania alternatywnej Sciezki przekazu sygnalu nastepujacej po rownoczesnej

aktywacji dwoch receptorow dopaminowych.



