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1.1. Receptory metabotropowe

Mianem receptorow metabotropowych okreslamy receptory btonowe, ktéore w odroznieniu od
receptorow jonotropowych (tworzacych kanaty jonowe), przekazuja sygnat do komorki z
wykorzystaniem  wtornych  przekaznikow  [1]. Najliczniejsza grupe receptorow
metabotrowych stanowig receptory oddziatujace z biatkami G (GPCR, ang.: G protein-
coupled receptors) [2]. Ze wzglgdu na istnienie coraz wigkszej ilosci naukowych dowodow
na obecnos¢ niezaleznych od biatek G szlakow sygnalowych zwigzanych z tymi
receptorami [3, 4], stosuje si¢ rOwniez nazwe wynikajacg z organizacji strukturalnej GPCR, tj.
receptory o siedmiu helisach transbtonowych vel receptory siedmiotransbtonowe (7TM, ang.:
seven-transmembrane receptors). W niniejszej pracy wymienione wyzej nazwy sg stosowane
zamiennie.

Omawiana grupa receptorow obejmuje ponad 800 réznych typow biatek o bardzo
zroznicowanych funkcjach, w tym na przyktad: uczestnictwo w sygnalizacji neuronalnej,
regulacji skurczu migsnia sercowego, procesach sekrecyjnych komoérek oraz odbidr bodzcoéw
wechowych 1 $wietlnych [5].  Receptory o siedmiu helisach transblonowych stanowig
intensywnie badang grupe¢ bialek, bardzo interesujaca z punktu widzenia wspodtczesnej
farmakologii. Wérdd obecnie dostepnych na rynku lekow, ponad 30% dziata bezposrednio
poprzez te receptory [6, 7].

Receptory 7TM zbudowane s3 z pojedynczego lancucha polipeptydowego, przy czym
N-koniec bialka wystepuje zewnatrzkomorkowo, a segment C-konca wewnatrzkomorkowo.
Cechg charakterystyczng budowy GPCR jest obecno$¢ siedmiu transblonowych domen
hydrofobowych, sktadajacych sie z 22-28 reszt aminokwasowych, przedzielonych
fragmentami hydrofilowymi, tworzacymi po trzy petle zewnatrzkomérkowe oraz
wewnatrzkomorkowe [8].

W wigzaniu ligandow GPCR najczgsciej uczestniczg: zewnatrzkomorkowy N-koniec
tancucha polipeptydowego oraz obszary transbtonowe [4, 9, 10]. Przyjmuje si¢, ze zwigzanie
agonisty z biatkiem receptora wywotuje zmiany konformacyjne w czesci transbtonowej
receptora, a w konsekwencji takze w petlach wewnatrzkomorkowych. Prowadzi to do
odslonigcia  miejsc  wigzacych  biatka G, wystepujacych w  obrebie petli
wewnatrzkomorkowych. Biatko G, bedace trimerem zbudowanym z podjednostek a, B 1 v,
przylacza sie do receptora, czemu towarzyszy zastgpienie GDP (wystepujgcego wyjsciowo w
podjednostce @), przez GTP. To z kolei prowadzi do oddysocjowania podjednostki o
zwigzane] z GTP od podjednostek B i y, a nastepnie jej migracje w kierunku struktur

efektorowych (cyklaza adenylanowa, fosfolipaza C, kanaty jonowe). Polagczenie
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podjednostki a z efektorem prowadzi z jednej strony do wywotania konkretnego efektu
biologicznego, ale jednoczesnie powoduje wzrost aktywnosci GTP-azowej podjednostki a.
Na tym etapie dochodzi wiec do enzymatycznego rozpadu GTP do GDP i P; przy udziale
podjednostki a. Powstajacy w ten sposob kompleks podjednostka a-GDP wykazuje niskie
powinowactwo wzgledem struktur efektorowych, natomiast charakteryzuje si¢ wysokim
powinowactwem wzgledem kompleksu podjednostek B i y. Dochodzi wiec do odtworzenia

trimerycznego biatka G potgczonego z czasteczka GDP (Rysunek 1.1) [11].

Rysunek 1.1 Cykl aktywacji biatka G w wyniku przytaczenia agonisty GPCR. 1 - stan wyjSciowy;
2 - zwigzanie liganda; 3 i 4 - wymiana GDP na GTP; 5 - oddysocjowanie podjednosteki o i
kompleksow Py oraz ich oddziatywanie z efektorami; 6 - hydroliza GTP i odtworzenie stanu
wyjsciowego. [http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:GPCR-Zyklus.png]

Wiasciwosci funkcjonalne poszczegolnych heterotrimerycznych biatek G sa zalezne przede
wszystkim od charakteru podjednostki a. Determinuje ona gtéwny (odmienny pomigdzy
poszczegolnymi klasami - Gas, Gaio, Gog11 0raz Gouons) profil aktywnos$ci, odpowiadajac za
selektywne oddziatywanie z szeregiem biatek efektorowych [11, 12]. Okazuje si¢ jednak, ze
rowniez dimery podjednostek B i y biatek G odgrywaja role w oddziatywaniu z biatkami
efektorowymi. Inaczej niz w przypadku podjednostek o, poza nielicznymi wyjatkami, nie
obserwuje si¢ istotnych roznic w zdolnosci poszczegélnych wariantow kompleksow Py

(kombinacja 5 klas podjednostek B 1 12 klas podjednostek y) do wplywu na bialka
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efektorowe. Poniewaz grupg biatek G ulegajaca ekspresji w najwigkszej ilosci w wigkszosci
tkanek jest rodzina Gip, aktywacja tych biatek jest gtownym zrédiem kompleksow By w
komorce. Z tego powodu efekty aktywnosci podjednostek B/y obserwujemy najczesciej] w
zwigzku z pobudzeniem biatek Gin. Biatka efektorowe pozostajagce pod wpltywem
podjednostek biatek G sg zebrane w Tabeli 1.1 oraz na Rysunku 1.2 [11].

Tabela 1.1 Bialka efektorowe regulowane przez heterotrimeryczne biatka G. Wg [11].

Biatko efektorowe Podtyp Regulacja zalezna od biatek G
| Gas 1; Gairz |; GByY |
I Gas 15 GBy |
[ Gas 1; Gai |
v Gas 1; GBy |
AC Vv Gas 1; Gaiz |
Vi Gas 1; Gaiz |
Vil Gas 15 GBy |
Vil Gas 1; Gai |
IX Gas 1; Gai |
B1 Gagai 1
bLC B2 Gagn1 1; GBy 1
B3 Gagn1 1; GBY 1
B4 Gagn 1
Kir3.1 GBy 1
RK Kir3.2 GBy 1
Kir3.3 GBy 1
Kir3.4 GBy 1
Cav2.1 (typu P/Q) GBy |
VDCC Cav2.2 (typu N) GBy |
Cav2.3 (typu R) GBy |
oLaK PI-3-KpB GBy 1
PI-3-Ky GBy 1
Lsc/p115RhoGEF Gaus 1
RhoGEF PDZ-RhoGEF Gaizns 1
LARG Gaiznz 1

AC - cyklaza adenylanowa (ang.: adenyl cyclase); PLC - fosfolipaza C (ang.: phospholipase C);
IRK - wewnatrzprostowniczy kanat potasowy (ang.: inward rectifier potassium channel);
VDCC - napigcio-zalezny kanal wapniowy (ang.: voltage-dependent calcium channel);
P1-3-K - 3-kinaza fosfatydyloinozytoli (ang.: phosphoinositide-3-kinase); RhoGEF - czynnik wymiany
nukleotydow guaninowych dla GTP-az Rho (ang.: Rho guanine nucleotide exchange factor).
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Caz*

PLC-B,
PI-3-K |
RhoGEF AC
IP,/DAG v 3
Caz/PKCA s ATP

cAMP

Rysunek 1.2 Funkcje regulatorowe biatek G - Gio, Ggi1, Gionz i Gs. PLC-B - fosfolipaza C-f;
PI-3-K - 3-kinaza fosfatydyloinozytoli; GIRK - aktywowany biatkami G wewnatrzprostowniczy kanat
potasowy; AC - cyklaza adenylanowa; ATP - adenozyno-5’-trifosforan; cAMP - cykliczny
adenozyno-3',5'-monofosforan; 1P; - 1,4,5-trisfosforan inozytolu; DAG - 1,2-diacyloglicerol;
PKC - kinaza biatkowa C (ang.: protein kinase C); RhoGEF - czynnik wymiany nukleotydéw
guaninowych dla GTP-az Rho; Rho - GTPaza Rho.

Badania wykazaly, ze oprocz trimerycznych biatek G jeszcze dwie inne grupy biatek ulegaja
rekrutacji do powierzchni blony komorkowej w wyniku pobudzenia receptoréw 7TM. Sa to
kinazy receptorow oddziatujagcych z biatkami G (GRK, ang.: G protein-coupled receptor
kinase) oraz B-arestyny (ang.: p-arrestin). W wyniku rekrutacji kinaz GRK w bezposrednie
sasiedztwo receptora dochodzi do jego fosforylacji, glownie w obrgbie fragmentu
C-koncowego, ale takze w obrebie petli wewnatrzkomoérkowych. Ufosforylowane biatko
receptora charakteryzuje si¢ zwigkszonym powinowactem do B-arestyn, ktore jako kolejne
przytaczaja si¢ do receptora i tworzac zawade przestrzenng w interakcji z biatkami G,
prowadza do jego desensytyzacji. Ponadto B-arestyny, po przytaczeniu do receptora, tworzg
rusztowanie, do ktorego rekrutowane sg kolejne biatka. Zalicza si¢ tu miedzy innymi:
fosfodiesteraze typu 4D (odpowiadajaca za rozktad cAMP), klatryny (uczestniczace w
internalizacji receptora), ale takze bialka umozliwiajace przekazanie sygnatu do wnetrza
komorki w sposob niezalezny od biatek G, jak na przyktad: kinaza tyrozynowa c-Src oraz
kinazy aktywowane mitogenami (MAPK, ang.: mitogen-activated kinases). W ten sposob
B-arestyny uczestniczg w utworzeniu, alternatywnego wzgledem zwigzanego z biatkami G,

szlaku sygnatowego receptorow 7TM [3, 4, 13, 14].
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1.1.1. Receptory adenozynowe

Zewnatrzkomoérkowa adenozyna dziata gtownie jako lokalny czynnik regulacyjny. Dominuje
jej aktywnos$¢ cytoprotekcyjna, zwigzana z: indukcjg lokalnej dystrybucji tlenu,
zapobieganiem uszkodzeniom tkanki w nast¢pstwie hipoksji, stymulacjg angiogenezy i
posrednictwem w reakcjach uktadu immunologicznego. Zrdodtami zewnatrzkomorkowej
adenozyny sa: transport z komorki w poprzek btony cytoplazmatycznej poprzez specyficzne
biatka transportujace, enzymatyczny rozklad wystepujacych w ptynie zewnatrzkomérkowym
nukleotydow adenozynowych oraz adenozyna uwolniona w wyniku uszkodzenia
komorek [15, 16].

Adenozyna dziata poprzez receptory adenozynowe (AR, ang.: adenosine receptors). Znane sg
cztery typy tych receptorow: A1, Aoa, Azs i As. ROznig si¢ one profilem farmakologicznym
(w tym powinowactwem do adenozyny), lokalizacja tkankowa i uktadem przekaznikow II
rzedu. Wszystkie naleza do grupy receptoréw siedmiotransbtonowych [17, 18].

Klonowanie gendéw receptorow adenozynowych zostalo przeprowadzone na przetomie lat
80-tych i 90-tych ubiegltego stulecia [19]. Dwa pierwsze podtypy receptorow adenozynowych,
ktorych sekwencje udato si¢ z powodzeniem powieli¢ technikami biologii molekularne;j,
to pozyskane z psiej biblioteki ¢cDNA geny receptorow Ai i Axa [20]. Szczegdtowa
identyfikacja produktow tych gendéw zostala dokonana w kolejnych latach, odpowiednio za
sprawg prac Liberta [21] i Maenhauta [22]. Wkrétce potem pozyskano réwniez sekwencje
kodujace wszystkie podtypy receptorow adenozynowych z ludzkich bibliotek genowych [15].
Geny kodujace kazdy z podtypéw AR majg zblizong strukturg. Sg zbudowane z dwodch
egzonOw przedzielonych pojedynczg sekwencjg intronowg, wystepujaca w obrebie fragmentu
kodujacego drugg petle wewnatrzkomorkowa [19]. Tabela 1.2 przedstawia zestawienie
lokalizacji genow receptorow adenozynowych w obrebie ludzkiego genomu oraz wielkos¢
powiazanych produktow biatkowych.

Tabela 1.2 Chromosomalna lokalizacja gendéw receptorow adenozynowych oraz wielko$¢ biatek
receptorowych.

Receptor IChro_mos_omalna Wielkoéé produktu NL!mer \_Npisu w
okalizacja genu biatkowego bazie UniProt [23]
A1 AR 1932.1 [24] 326 aminokwasow P30542
Az2a AR 22q11.2 [15] 412 aminokwasow P29274
Azs AR 17p11.2-p12 [25] 332 aminokwaséw P29275
As AR 1p13.3 [26] 318 aminokwasow P33765
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U ludzi najbardziej podobne sekwencje posiadaja podtypy Aca i A2 (59% podobienstwa
sekwencji). Receptory A1 i Az z kolei cechuja si¢ 49-procentowym podobienstwem [16].

Jak zostalo uwidocznione na Rysunku 1.3, podobiefstwo receptorow pochodzacych z
roznych gatunkéw jest wysokie w obrebie znanych podtypow, przynajmniej dla receptorow
ssaczych (zwykle >70%). Najwi¢cksza zmiennoscig migdzygatunkowa cechuje si¢ podtyp As,
dla ktérego roéznica w sktadzie aminokwasowym pomiedzy receptorem ludzkim a szczurzym

wynosi prawie 30% 1 jest wigksza nawet niz pomiedzy ludzkim, a kurzym receptorem Aj.

| A, Owca
_: A, Pies

A, Cztowiek
A, Krélik
A, Szczur

A, Krélik
A, Pies

A, Szczur

A, Swinka morska
A, Cziowiek
A, Krowa

A, Kura
A, Cziowiek

A, Szczur

A, Kura

A, Mysz

A,, Swinka morska
A,, Pies

A,, Cziowiek

il

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Procent podobienstwa sekwencji aminokwasowej

Rysunek 1.3 Dendrogram obrazujacy roéznice w sekwencji sklonowanych receptorow
adenozynowych, wg [18].

Sygnalizacja zwigzana z receptorami adenozynowymi

Na poziomie molekularnym poszczegdlne podtypy receptorow adenozynowych w sposob
przeciwstawny wplywaja na wewnatrzkomorkowe stezenie cAMP. Podtypy A: i As
oddziatujg przede wszystkim z biatkami Gi, hamujac produkcje cyklicznego AMP poprzez
zahamowanie cyklazy adenylanowej, podczas gdy receptory adenozynowe Aza i Azs
reprezentuja grup¢ receptordw sprzgzonych gtéwnie z biatkami Gs, stymulujacymi aktywnosé
cyklazy adenylanowej i zwigkszajagcymi wewnagtrzkomoérkowy poziom cAMP [15, 18].
Stwierdzono ponadto, ze wszystkie podtypy receptoréw adenozynowych majg zdolnosé

oddziatywania réwniez z dodatkowymi klasami biatek G. Wspomniana réznorodno$é
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mozliwych ~ oddziatywan  z  bialkkami G  determinuje = zlozono$¢  efektow
wewnatrzkomorkowych,  zwigzanych  z  aktywacja  poszczegdlnych  receptorow
adenozynowych (Tabela 1.3).

Pobudzenie receptorow Ai prowadzi, oprocz zahamowania cyklazy adenylanowej, do
aktywacji fosfolipazy C, co skutkuje uwolnieniem IP3 i DAG oraz mobilizacjg
wewnatrzkomorkowych zasobéw wapnia i w nastgpstwie stymulacja kinaz biatkowych C.
W wyniku pobudzenia receptorow adenozynowych A; obserwuje si¢ ponadto aktywacje kilku
typoéw kanatow potasowych, przede wszystkim w tkance migsnia sercowego i komorkach
neuronalnych. Otwarcie kanaléw potasowych w komorkach przedsionka serca, wezta
zatokowo-przedsionkowego oraz wegzta przedsionkowo-komorowego prowadzi do
spowolnienia akcji serca. Stymulacja receptorow A1 AR wpltywa takze na ATP-zalezne
kanaty potasowe (kanaty Katp), odgrywajace role¢ w kondycjonowaniu niedokrwiennym
(ang.: ischemic conditioning) serca i mozgu. Otwarcie tych samych kanatow w komorkach
nerwowych prowadzi do hiperpolaryzacji blony 1 zmniejszonej pobudliwosci
neuronow [15, 16, 27].

Podniesienie poziomu cAMP poprzez oddzialywanie receptora A2a z biatkami Gs jest
glownym szlakiem sygnalowym dla tego receptora w tkankach obwodowych, natomiast w
prazkowiu, ktore charakteryzuje si¢ najwyzszym poziomem ekspresji podtypu Aza, receptory
te wiaza si¢ przede wszystkim z biatkami Goir, rowniez prowadzac do aktywacji CA [16, 28].
Potwierdzone zostato rowniez powigzanie receptora Azs z réznymi szlakami sygnatowymi.
Oprécz podstawowego efektu pobudzenia receptora w postaci aktywacji cyklazy
adenylanowej, wykazano réwniez aktywacj¢ kinaz biatkowych C poprzez interakcje receptora
z biatkami Gg/11 [15, 19].

Z biatkami Gg/11 moze rowniez oddziatywac receptor As. Wzrost komorkowego poziomu IP3 i
DAG, mobilizacja jonow wapniowych oraz aktywacja kinaz biatkowych C sa efektami
pobudzenia tego receptora towarzyszacymi jego dominujgcej $ciezce sygnalowej, zwigzanej z
hamowaniem produkcji CAMP poprzez szlak zwigzany z biatkami Giziz [16, 18].

Wspolna cecha wszystkich receptoréw adenozynowych jest zdolno$¢ do oddziatywania ze
szlakiem kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK), w tym stymulacja fosforylacji kinaz
ERK 1 i 2 (ang.: extracellular regulated kinase). Aktywacja szlaku kinaz MAPK, o duzym
znaczeniu dla procesow rdznicowania, przezywalnosci, proliferacji 1 $mierci komorek,
wystepuje niezaleznie od tego czy klasyczny szlak sygnatowy receptorow adenozynowych,
zwigzany ze zmianami wewnatrzkomorkowego stezenia cAMP, ulega aktywacji (A2 AR) czy

zahamowaniu (A1 i As) [16, 19].
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Tabela 1.3 Charakterystyka receptorow adenozynowych.

A1 Aoa Azg Az
Zoggz{gmaé"e Giiziiz; Go Gs; Gort Gs; Gg11 Giviz; Ggi11
|cAMP,
Efekty T1cAMP, |cAMP,
komorkowe 0¥ Dﬁg(PLc) TcAMP 1IPJ/DAG (PLC)  1IP4/DAG (PLC)
Lokalizacja centralny system centralny system ekspresja w niewielki poziom
nerwowy (kora nerwowy (prazkowie), wiekszosci tkanek, ekspresji w
mobzgowa, wzgorze, komorki uktadu jednak w niewielkiej warunkach
pien mézgu, immunologicznego, ilosci fizjologicznych,
hipokamp, rdzen ptytki krwi, $ledziona, nadekspresja w
kregowy), serce, grasica, srodbtonek, komorkach
nerka, tkanka miesnidwka naczyn nowotworowych i
tluszczowa krwionosnych komoérkach ukfadu
immunologicznego w
trakcie stanu
zapalnego
Funkcje hamujgcy wplyw na modulacja sygnalizacji rozkurcz naczyn i modulacja aktywnosci
fizjologiczne przewodnictwo w jadrach miesniowki gtadkiej komaérek uktadu
nerwowe, hamowanie podstawnych, jelit, aktywacja immunologicznego,
osrodka hamowanie agregacji degranulaciji dziatanie
oddechowego, ptytek, wazodilatacja, mastocytéw kardioprotekcyjne w

sedacja, skurcz
naczyn nerkowych,
dziatanie inotrpowo- i

hamowanie produkcji
cytokin prozapalnych

stanach
niedokrwiennych
migsnia sercowego,

chronotropowo- stymulacja
ujemne, skurcz komodrkowych
oskrzeli, mechanizmow
zahamowanie lipolizy antyoksydacyjnych

Funkcje receptorow adenozynowych

Receptor adenozynowy A: ulega najwigkszej ekspresji w centralnym systemie nerwowym,

gdzie jego aktywacja blokuje uwalnianie niektorych neuroprzekaznikow oraz redukuje
czesto$¢ potencjalow czynnosciowych w komorkach nerwowych. Zmniejszona aktywno$é
neurondw 1 zwigzana z tym obnizona konsumpcja tlenu utatwia adaptacj¢ do warunkow
hipoksji [15, 27]. W nerwach obwodowych podobne mechanizmy (hiperpolaryzacja btony
komodrkowej, redukcja czestotliwosci  potencjatow  czynnosSciowych) prowadza do
zahamowania przewodnictwa bolowego [16]. Do najwazniejszych osrodkowych efektow
zwigzanych z aktywacja A: zalicza si¢ dziatlanie sedacyjne, przeciwdrgawkowe i
anskjolityczne [15]. Receptory adenozynowe A: posrednicza takze w inotropowo- |
chronotropowo-ujemnym dziataniu adenozyny, na drodze, $cisle zwigzanej z tym podtypem
receptorow, aktywacji kanatow potasowych w komorkach os$rodkow uktadu bodZzco-
przewodzacego serca [16, 29]. Oprocz dziatania cytoprotekcyjnego w mozgu i sercu receptory

A1 odrywajg rowniez role w zjawisku ochrony nerek przed przewlektym niedokrwieniem i
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nastgpujaca potem reperfuzja. Aktywacja receptoréw A1 w nerce prowadzi do skurczu naczyn
1 zmniejszonej filtracji klebuszkowej oraz zmniejszonego wydzielania reniny w sytuacji
zwigkszonego przeptywu krwi przez narzad [29, 30]. Pobudzenie receptoréw adenozynowych
A1 w tkance tluszczowej prowadzi do zahamowania lipolizy i uwrazliwienia komorek na
dziatanie insuliny [15].

Receptor adenozynowy Aoa ulega ekspresji w komoérkach uktadu immunologicznego,

ptytkach krwi, centralnym systemie nerwowym oraz mi¢sniowce gladkiej 1 $roédbtonku
naczyn krwionosnych [15]. W o$rodkowym uktadzie nerwowym najwiecej receptorow Aza
wystepuje w prazkowiu, gdzie tworza one oligomery z innymi GPCR. Opisano wystepowanie
dimeréw Aoa z receptorami: dopaminowymi Dz i Ds (DR), kannabinoidowymi CB: oraz
glutaminergicznymi mGlus, a takze potwierdzono istnienie form heterotrimerycznych -
CB1R/D2R/A2a AR [28]. Wystepujace w oligomerach receptory adenozynowe Aza moduluja
aktywno$¢ ligandow receptorow-partnerow oligomeryzacyjnych. W interakcji z receptorem
CB1R, receptory Aca stanowig komponente niezbedng dla wywotania efektu hamujacego
aktywno$¢ motoryczng przez agonistow receptorow kannabinoidowych [31, 32]. Z kolei
dimeryzacja receptorow Aza i D2 wydaje si¢ by¢ istotna w kontekscie choroby
Parkinsona [33]. Ma to zwigzek z opisanymi oddzialywaniami antagonistycznymi obu
receptorow, obejmujagcymi m.in. obniZenie powinowactwa agonistow do receptora D2 w
wyniku pobudzenia receptora Aca [15, 16, 34]. Aktywacja receptorow Axa w prazkowiu
prowadzi takze do desensytyzacji receptorow A1, z ktorymi tworza one heterodimery [17].
Zardéwno receptory adenozynowe A1, jak 1 wspomniane wczesniej receptory D2, oddzialuja
glownie z biatkami Gj i dlatego pobudzenie receptorow Aza prowadzi w prazkowiu do
przesunigcia rOwnowagi w kierunku szlakow aktywujacych cyklaze adenylanows [15].
Z efektow behawioralnych zwiagzanych z receptorami Aza najsilniej zaznaczone jest dziatanie
sedacyjne 1 hamujace aktywno$¢ motoryczng. Postuluje si¢, ze glowne efekty
psychostymulujgce nieselektywnego antagonisty receptorow adenozynowych - kofeiny
realizowane sg wlasnie poprzez blokowanie receptorow Aza [15, 29]. W lozysku
naczyniowym pobudzenie receptorow Aza promuje proces angiogenezy, poprzez aktywacje
sygnatow mitogennych w komorkach srodbtonka [15]. Rola receptoréw Axa W naczyniach
krwionosnych jest dodatkowo zwigzana z procesem wazodilatacji, przy czym rozna
wrazliwos¢ naczyn na dzialanie agonistow receptoréw adenozynowych (najsilniejszy efekt
obserwuje si¢ w aorcie 1 naczyniach wiencowych) wynika prawdopodobnie ze
zrdznicowanego poziomu ekspresji receptorow Azxa  w mig$nidwce 1 $rodblonku

poszczegdlnych naczyn [15, 16]. Obecno$¢ receptorow Aoa w komorkach uktadu
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immunologicznego odpowiada za hamowanie proceséw zapalnych. Jest to kolejny
mechanizm dziatania ochronnego uktadu adenozynowego w sytuacji reperfuzji po epizodzie
ischemicznym, poniewaz odczyn zapalny jest gtowng przyczynag uszkodzenia tkanek w tym
stanie patologicznym. Szczegotowe efekty wpltywu aktywacji receptoréw Aza na uktad
immunologiczny obejmuja, m.in. zahamowanie aktywacji i proliferacji limfocytow T oraz
produkcji cytokin prozapalnych, przy jednoczesnej stymulacji uwalniania cytokin
przeciwzapalnych [16, 34]. Kolejng istotng rolg obwodowych receptorow adenozynowych
Axa jest ich zaangazowanie w proces krzepnigcia Krwi poprzez udzial w hamowaniu agregacji
ptytek krwi [27, 35].

Receptory adenozynowe Azg sa obecne w szerokim spektrum tkanek, jednak poziom ekspresji

jest zwykle niski. Receptory te sa rowniez najmniej podatne na pobudzenie przez
endogennego liganda (najmniejsze powinowactwo do adenozyny ze wszystkich podtypow
receptoréw adenozynowych) i dlatego uwaza sie¢, ze odgrywaja szczego6lng role w procesach
patologicznych zwigzanych z podwyzszonym stezeniem adenozyny, jak hipoksja, ischemia i
stan zapalny [27]. Pobudzenie receptorow Azs obecnych w tozysku naczyniowym prowadzi
do wazodilatacji, jednak efekt ten obserwuje si¢ jedynie w tych naczyniach, ktore nie
pozostaja pod kontrolg receptorow adenozynowych Aza [15, 29]. Udziat receptorow Azg W
degranulacji mastocytow, jak réwniez potwierdzenie istotnej funkcjonalnie ekspresji tego
biatka w drogach oddechowych, wskazuje na mozliwa role tych receptorow w procesach
alergicznych jak np. astma [15, 36].

Wazng cechg receptorow adenozynowych Az s3, wspomniane wczesniej, duze rdznice

miedzygatunkowe w sekwencji aminokwasowej. Fakt ten determinuje odmienne funkcje
fizjologiczne receptoréw As u poszczegdlnych organizméw 1 utrudnia interpretacje wynikow
badan uzyskanych w modelach zwierzgcych, w tym eksperymentéw z uzyciem myszy typu
knock-out [16, 27]. Podobnie jak podtyp Azs, receptor Az ulega ekspresji na niskim poziomie
w wiekszo$ci tkanek. llo$¢ receptorow ulega jednak zwigkszeniu w stanach zapalnych i
chorobach immunologicznych (reumatoidalne zapalenie stawow i choroba Crohna) [16, 27,
37]. Receptory te moga pelni¢ uzupelniajaca role wzgledem podtypu A1 w
kardioprotekcyjnym profilu dzialania adenozyny. Jednak ze wzgledu na niski poziom
ekspresji w sercu, realizujg ta aktywnos$¢ prawdopodobnie w sposob posredni, wiasnie
poprzez ingerencje w procesy odpowiedzi zapalnej, gtownie poprzez modulacje aktywnos$ci
mastocytow i neutrofili [15, 16].

Receptory adenozynowe sg potencjalnym celem terapeutycznym w rozwoju nowych terapii

przeciwnowotworowych. Badania wykazaly podwyzszony poziom ekspresji roéznych
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podtypow receptorow adenozynowych w komorkach rakowych. Sama adenozyna réwniez
wystepuje w podwyzszonym stezeniu w tkankach nowotworowych, ktore charakteryzuja si¢
zwiekszong aktywnoscig metaboliczng 1 wystgpowaniem w nich deficytu tlenowego. Ponadto,
jak zostato juz wspomniane wczesniej, aktywacja receptorow adenozynowych jest zrédtem
sygnatléw mitogennych, a wiec prowadzi do nasilenia proliferacji komoérek, w tym
nowotworowych. Dodatkowo receptory adenozynowe uczestnicza w tworzeniu nowych
naczyn krwionos$nych, a takze moduluja odpowiedz uktadu immunologicznego 1 migracj¢
komorek nowotworowych. Wszystkie te czynniki wskazuja na istotng role sygnalizacji

adenozynowej w procesach rozwoju i przerzutow nowotworoéw [38-40].

Ligandy receptorow adenozynowych 0 potencjalnym znaczeniu terapeutycznym

Praktycznie wszyscy znani agonisci receptorow adenozynowych naleza do grupy pochodnych
nukleozydow purynowych - adenozyny (Rys. 1.4 A) lub ksantozyny. Jedynym wyjatkiem od
tej reguly sa pochodne 2-aminopirydyno-3,5-dikarbonitrylu, wsréd ktorych roéwniez
zidentyfikowani zostali agonisci o roéznej selektywnosci wzgledem poszczegdlnych podtypow
receptorow adenozynowych. W odréznieniu 0od potaczen o charakterze agonistow,
Wwymagania strukturalne stawiane zwigzkom o charakterze antagonistycznym nie sg tak $cisle
ograniczone. Mimo ze prototypowymi antagonistami receptorow adenozynowych sa
pochodne alkiloksantyn, to potaczenia o tej aktywnosci wewngtrznej zostaty zidentyfikowane
rowniez w grupach zawierajacych rdzen strukturalny odmienny niz pochodne ksantyn
(m.in. dla A1 AR - pochodne pirazolopirydyny, 7-deazaadeniny, 2-aminotiazolu;
dla A2a AR - pochodne triazolochinoliny, triazolotriazyny, triazolopirymidyny, benzotiazolu;
dla Az AR - pochodne 2-aminopirymidyny, 2-aminotiazolopirymidyny, benzotiazolu;
dla As AR - pochodne (1,4-dihydro)pirydyny i flawonu). Przykladami produktow
pochodzenia naturalnego, ktore posiadajg cechy stabych, nieselektywnych antagonistow
receptorow adenozynowych sg kofeina (Rys. 1.4 E) i teofilina (Rys. 1.4 F) [41-43].
Intensywne badania prowadzone od lat 80-tych ubieglego wieku doprowadzity do
identyfikacji duzej liczby potaczen aktywnych w kierunku receptoréw adenozynowych,
jednak ich wprowadzenie do terapii jest bardzo utrudnione. Decyduje o tym szerokie
rozpowszechnienie receptoréw adenozynowych w organizmie oraz zaangazowanie szlakow
adenozynowych w szereg istotnych proceséw homeostatycznych. Ingerencja w uktad
sygnalizacji zwigzany z receptorami adenozynowymi niejednokrotnie prowadzi do
powaznych efektow niepozadanych, a dodatkowym czynnikiem utrudniajgcymi rozwoj

potencjalnych lekoéw sa trudnosci w uzyskaniu wysokiej selektywnosci potaczen. Jak do tej
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pory jedynie kilka ligandow AR  wuzyskalo zgod¢ na  stosowanie

lecznictwie [16, 27, 36, 44].

Endogenny ligand receptoréw - adenozyna jest uzywana klinicznie pod nazwami handlowymi
Adenocard® i Adenoscan® (Rys. 1.4 A), odpowiednio w napadowym czgstoskurczu
nadkomorowym (ang.: paroxysmal supraventricular tachycardia) i1 diagnostycznym
obrazowaniu przeplywu krwi w migéniu sercowym u pacjentow niezdolnych do testow
wysitkowych, gdzie wykorzystywany mechanizm dziatania opiera si¢ na wazodilatacji naczyn
w wyniku pobudzenia receptorow Aza [16]. Innym dopuszczonym do obrotu ligandem jest

regadenoson - agonista receptorOw Aza, stosowany rowniez w diagnostyce zaburzen

przeptywow wiencowych (Rys. 1.4 B) [45].
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Rysunek 1.4 Struktury wybranych ligandow receptorow adenozynowych.
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Niedawno zgod¢ na stosowanie w terapii wspomagajacj leczenie choroby Parkinsona
uzyskata istradefilina (Rys. 1.4 G) - antagonista receptorow Aza [46]. Szans¢ na wlaczenie do
terapii choroby Parkinsona ma rowniez inny antagonista Aza - tozadenant (Rys. 1.4 H), dla
ktorego uzyskano satysfakcjonujace wyniki w II fazie badan klinicznych i planuje si¢ badania
Il fazy [47]. Kolejny zwigzek, otrzymany przez firme Biovitrum - BVT.115959 (struktura
nieujawniona) przeszedt pomyslnie II faz¢ badan klinicznych ze wskazaniem w leczeniu bélu
neuropatycznego u pacjentow z cukrzycg. Cechg tego zwigzku jest podwyzszone
powinowactwo do receptorow Aza W pH 7,0, w poréwnaniu do fizjologicznego pH 7,4. Jest
to wazna zaleta tego zwigzku, poniewaz obnizone pH wystepuje w tkankach, w ktorych toczy
si¢ proces zapalny, co moze zapewni¢ selektywnos¢ tkankowg dziatania leku [42]. Druga fazg
badan klinicznych zakonczono réwniez dla sonedenosonu (Rys. 1.4 C). Ten podawany
zewnetrznie w postaci zelu agonista receptoréw Aoa Mmial byé stosowany w leczeniu
owrzodzen, zwigzanych ze stopa cukrzycowa. Mechanizm dziatania sonedenosonu polega na
aktywacji angiogenezy i stymulacji produkcji macierzy zewnatrzkomorkowej przez komorki
skory - fibroblasty. Niestety wyniki badan klinicznych nie potwierdzity istotnej statystycznie
skuteczno$ci sonedenosonu [36, 48]. Zastosowanie w leczeniu reumatoidalnego zapalenia
stawow, a takze luszczycy ma wcigz szansg znalez¢ zwigzek — CF-101 (Rys. 1.4 D).
Mechanizm jego dziatania, zwigzany z pobudzeniem receptoréw Az, obejmuje zahamowanie
produkcji cytokin prozapalnych. CF-101 zostat przebadany w serii badan klinicznych II fazy,
osiggajac zatozone cele badawcze w zakresie skuteczno$ci i bezpieczenstwa terapii. Obecnie

trwa rekrutacja pacjentow do kolejnych zaplanowanych badan klinicznych [49, 50].

1.1.2. Receptory kannabinoidowe

Receptory kannabinoidowe (CBR) stanowig centralny element uktadu
endokannabinoidowego, w sktad ktorego wchodza takze produkowane endogennie ligandy
tych receptoréw (endokannabinoidy) oraz enzymy odpowiadajace za ich synteze¢ 1 degradacije,
a takze transportery btonowe [51, 52]. Uktad endokannabinoidowy jest zaangazowany w
wiele zlozonych procesoéw, ktorych doktadne scharakteryzowanie znacznie wykracza poza
tematyke niniejszej pracy, dlatego niektore zagadnienia zostang jedynie zasygnalizowane.
Wiasciwosci  neuromodulujagce ukltadu kannabinoidowego, a w szczegdélnosci jego
zaangazowanie w krotkotrwatg oraz diugotrwatg plastyczno$¢ synaptyczna, wiaza uktad
endokannabinoidowy z regulacja funkcji poznawczych 1 standw emocjonalnych oraz
mozliwos$cig wzmocnienia niektorych efektow dziatania substancji uzalezniajacych [53-56].

Uktad endokanabinoidowy uczestniczy rowniez w modulacji przewodnictwa bolowego,
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glownie poprzez wplyw na sygnalizacj¢ w neuronach pnia m6zgu neuromodulujacych czucie
bolu oraz bezposrednie oddziatywanie na obwodowe neurony nocyceptywne [57]. Ponadto
endogenne kannabinoidy modyfikujg reakcje¢ organizmu na stres, m.in. poprzez wptyw na o$
podwzgorze-przysadka-nadnercza. Czynnik stresowy prowadzi do zwigkszonej aktywnosci
endokannabinoidow, ktére gtownie poprzez receptory kannabinoidowe CBi, prowadza do
zahamowania uwalniania kortykosteroidow [58]. Istotng rol¢ uktadu endokannabinoidowego
w leku 1 depresji czgSciowo potwierdzaja objawy odstawienne, wystepujace u o0sob
naduzywajacych kannabinoidow pochodzenia roslinnego [58]. Obserwacje te zostaty
potwierdzone réwniez w licznych badaniach z wykorzystaniem zwierzat, w tym migdzy
innymi w uznanym te$cie podniesionego labiryntu krzyzowego z uzyciem myszy typu
knock-out (CB:”) [59]. Kolejnym procesem kontrolowanym przez centralny system
nerwowy, na ktory wywiera wplyw uktad endokannabinoidowy, jest przyjmowanie
pokarméw. Kannabinoidy stymuluja zwigzany z podwzgoérzem osrodek glodu oraz buduja
motywacj¢ do przyjmowania pokarméw poprzez osrodki zwigzane z jadrem potlezacym [60].
Waznym modulatorem uktadu kannabinoidowego jest leptyna (produkowane w tkance
thuszczowej biatko posrednio hamujace apetyt), ktéra prowadzi m.in. do obniZzenia poziomu
endokannabinoidow [52].

Funkcje obwodowe uktadu kannabinoidowego mozna ujawni¢ poprzez farmakologiczne
zablokowanie receptoréw kannabinoidowych. W omawianej sytuacji obserwuje si¢ wzrost
oksydacji kwasoéw tluszczowych, zahamowanie ich syntezy oraz uwalnianie insuliny i
nasilong perystaltyke jelit. Wykazano takze zaangazowanie uktadu endokannabinoidowego w
regulacje uktadu sercowo-naczyniowego oraz funkcji rozrodczych [52].

Endokannabinoidy realizuja swoje funkcje poprzez dwa uznane receptory kannabinoidowe
CB:1 (CB1R) i CB2 (CB2R), jednak szereg badan wskazuje takze na istnienie dodatkowo kilku
niezidentyfikowanych dotychczas receptorow dla endokannabinoidow [61, 62]. Do
endokannbinoidow zalicza si¢ dwa najwczes$niej odkryte endogenne ligandy receptoréw
kannabinoidowych: N-arachidonyloetanolamina (AEA, anandamid) oraz
2-arachidonyloglicerol (2-AG), a takze kolejne zwiazki, co do ktorych istnieje
coraz wigcej dowodéw na ich zaangazowanie w uktadzie endokannabinoidowym,
m.in.: 2-arachidonyloksyglicerol (noladyna), O-arachidonylo-etanolamina (wirodamina),
N-arachidonylo-dopamina (NADA) i amid kwasu oleinowego (oleamid) (Rysunek 1.5) [53,
61]. Wszystkie dotychczas opisane endokannabinoidy s3a pochodnymi (amidowymi,
estrowymi, eterowymi) dlugotancuchowych (wielo-)nienasyconych kwaséw thuszczowych i

charakteryzuja si¢ r6zng selektywnoscig wzgledem podtypow receptoréw kannabinoidowych
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CB: oraz CB2 (AEA, noladyna, NADA i oleamid s3 selektywne wzgledem CB:R, natomiast
wirodamina wzgledem CB2R, a 2-AG charakteryzuje si¢ podobng sila wigzania do obu
receptorow), a takze zdolnoscig do oddziatywania z innymi biatkami, jak na przyktad kanaty
jonowe (receptory waniloidowe TRPV1, kanaty Ca®" typu T), czy tez potencjalne nowe
receptory kannabinoidowe (np. GPR18, GPR55) [51].

CH,

CH,

Wirodamina

o

CHj;

CHs

N-arachidonylodopamina (NADA) oleamid

Rysunek 1.5 Struktura chemiczna endokannabinoidow.

Poczatki poszukiwania egzogennych ligandow CBR wyznacza wyizolowanie w 1964r.
glownego psychoaktywnego sktadnika marihuany, tj. A%-tetrahydrokannabinolu (A°-THC),
ktore wyprzedzito identyfikacje jego celow molekularnych [63]. Dalsze badania
doprowadzity do uzyskania A®-THC na drodze syntezy chemicznej (dronabinol - czysty
izomer (-)-trans-A%-tetrahydrokannabinolu) oraz otrzymania innych syntetycznych analogoéw
trojcyklicznych kannabinoidow (m.in. nabilon). Przedstawicielami nowej grupy agonistow
receptorow kannabinoidowych, tzw. nieklasycznych (pozbawionych pierscienia piranu)
kannabinoidow jest CP-55,940. Kolejng grupe agonistow stanowig pochodne
aminoalkiloindolowe, ktore reprezentuje WIN-55,212-2 (Rysunek 1.6). Wymienieni wyzej
agonisci receptorow kannabinoidowych cechujg si¢ niskg selektywno$ciag wzgledem

podtypéw CBi1R i CB2R [61], ale znane sa tez przyktady zwiazkow bardziej selektywnych
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(m.in. M122,W00128557 - selektywny agonista CB:1R i AM-1241 - selektywny agonista
CB:2R) [53].

HT: :
H.c”T>No CH3 H,e T 0 CH
* CHg %Y CH;  HsC” “CH, s
(-)-trans-A°-tetrahydrokannabinol Nabilon

CH,
HsC CHs

CP-55,940 WIN-55,212-2

Rysunek 1.6 Egzogenni agonisci receptoréw kannabinoidowych.

Glowne zastosowania terapeutyczne agonistow receptorow kannabinoidowych, sformutowane
na podstawie wskazan leczniczych zarejestrowanych produktéw, obejmuja odpowiednio:
dronabinol i nabilon - zwalczanie nudnosci i wymiotow zwigzanych z chorobg nowotworowa
i chemioterapig oraz stymulacja apetytu u chorych cierpigcych na AIDS [64] oraz Sativex®
(preparat zawierajacy standaryzowany wyciag z konopii indyjskich, a dokladnie A%-THC i
inny z klasycznych kannabinoidéow - kannabidiol w stosunku 1:1) - leczenie objawow
spastycznosci u pacjentow cierpigcych na stwardnienie rozsiane [65].

Wskazania terapeutyczne agonistow CBR, oczekujace aktualnie na zatwierdzenie, obejmuja
ponadto: bol neuropatyczny oraz bol towarzyszacy chorobom nowotworowym, a takze
zaburzenia motoryczne zwigzane z uszkodzeniem rdzenia kregowego. Jesli chodzi o
selektywnych agonistow CB2R, istnieje wiele dowodow naukowych na mozliwo$¢ ich
potencjalnego zastosowania w leczeniu niektorych form biataczek i glejakow, w odbudowie
masy kostnej oraz w leczeniu bolu o podlozu zapalnym [66]. Szczegdlng zaletg tej grupy
zwigzkow jest brak dziatania psychotropowego, ze wzgledu na praktyczny brak ekspresji

receptorow CB2R w moézgu [53].
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Selektywni antagonisci CB1R

HN/O

CN

CH; O
&o N
N A
Hh.c CHU
3 3
O Zcn
Cl Cl

rimonabant (SR141716A) (R: -ClI, X: -CH3-) taranabant
AM251 (R: -1, X: -CHy-)
AM281 (R: -1, X: -O-)

3

Selektywni antagonisci CB2R

)

SR144528 AMG630

Rysunek 1.7 Struktury antagonistow/odwrotnych agonistow receptoréw kannabinoidowych.

Do najlepiej opisanych antagonistow receptorow kannabinoidowych CB: zalicza sig:
rimonabant, AM251, AMZ281 oraz taranabant (Rysunek 1.7). Zwigzki te w niektorych
modelach wykazuja zdolnos¢ do hamowania konstytutywnej aktywnosci receptora CB1R i
dlatego zostaty zakwalifikowane jako odwrotni agonisci receptora. Grupe selektywnych
antagonistow receptorow CB2R reprezentuja SR144528 oraz AM630, ktére rowniez wykazuja
cechy odwrotnych agonistow [61, 67]. Nalezy wspomnie¢, ze poszukiwania ligandow

receptorow kannabinoidowych prowadzi si¢ takze w innych, niz opisane wyzej grupach

chemicznych, obejmujacych na przyktad 3-benzylokumaryny [68].

Podczas gdy na chwilg obecng niewiele wiadomo na temat potencjalnego znaczenia
terapeutycznego antagonistow/odwrotnych agonistow receptora CB2R, wskazania lecznicze

dla antagonistow/odwrotnych agonistow receptora CB1R obejmuja - otytos¢, uzaleznienie od
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nikotyny i lekow, a takze leczenie objawow lokomotorycznych w chorobach Parkinsona i
Huntingtona [64, 66].

Jedynym jak do tej pory antagonistag/odwrotnym agonista CBR, ktory zostat wprowadzony do
lecznictwa byl rimonabant (zatwierdzony przez Europejska Agencje Lekéw w 2006 roku,
natomiast ze wzgledu na niepokojace wyniki Il fazy badan klinicznych niedopuszczony
przez Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow), ze wskazaniami w leczeniu otytoéci przy
wspotistniejacych zaburzeniach gospodarki lipidowej. Prowadzone byly réwniez badania
majace na celu potwierdzenia korzysci terapeutycznych w leczeniu uzaleznienia od nikotyny.
Rimonabant zostal niestety wycofany z obrotu w 2008r., ze wzgledu na doniesienia o
wywolywaniu powaznych dzialan niepozadanych, obejmujacych stany lekowe i1 depresyjne,
ktére mogly prowadzi¢ do nasilenia epizodéw prob samobodjczych u oséb przyjmujacych

rimonabant [64].

CBiR

Gen receptora zostal sklonowany w 1990 roku i znajduje si¢ na chromosomie 6 [69]. Biatko
receptorowe zbudowane jest z 472 aminokwasoéw, jednak stwierdzono réwniez istnienie
krotszych izoform receptora (CB1R, wariant A - 411 aminokwasow i CB1R, wariant B - 439
aminokwasow) [70, 71]. Gen kodujacy receptor CB1R charakteryzuje duza konserwatywnos$é
mi¢dzygatunkowa (97-99% homologii miedzy cztowiekiem, szczurem i mysza) [52].
Receptory kannabinoidowe CB: s3 jednymi z najliczniej wystepujacych receptorow
neuronalnych w moézgu, gdzie ich gestos¢ 10-50-krotnie przewyzsza ilo§¢ receptorow dla
klasycznych neurotransmiteréw [52, 53]. W dominujgcej cze$ci sg to receptory
presynaptyczne 1 wystepuja przede wszystkim w hipokampie, korze mozgowej, mozdzku oraz
jadrach podstawy, czyli obszarach odpowiedzialnych m.in. za koordynacj¢ ruchowa oraz
funkcje poznawcze i emocje. Receptor CB1 jest tez obecny w pniu moézgu, podwzgorzu i
przysadce, uczestniczac w regulacji odczuwania bolu, termoregulacji oraz fizjologii uktadu
sercowo-naczyniowego, pokarmowego i oddechowego [53, 57]. Obwodowo obecnosé
podtypu 1 receptora kannabinoidowego stwierdzono w tkance tluszczowej, watrobie,
przewodzie pokarmowym, trzustce, migsniach, sercu i macicy, co wskazuje na jego rolg w
utrzymaniu ~ roOwnowagi  energetycznej,  metabolizmie  lipidow 1 funkcjach
rozrodczych [52, 53, 57].

Receptor CB1R zaliczany jest do rodziny receptorow siedmiotransbtonowych. W wyniku
pobudzenia oddziatuje przede wszystkim z biatkami G klasy Gij, prowadzac do zahamowania
aktywnos$ci cyklazy adenylanowej i stymulacji kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK)
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oraz, poprzez podjednostki By bialek G, do aktywacji wewnatrzprostowniczych kanatow
potasowych (inaczej: dokomorkowych prostowniczych kanatow potasowych; IRK lub Kir,
ang.: inward-rectifier potassium channels) i zahamowania kanatéw wapniowych typu L, N i
P/Q [51, 64, 66]. W niektorych modelach, zaréwno natywnych jak i rekombinowanych,
pobudzenie receptora CB:1R prowadzilo do aktywacji bialek Gs, co ma prawdopodobnie
zwigzek z heterodimeryzacja receptorow CB: i dopaminowych D, [64, 67]. Stwierdzono
rowniez, ze CBiR moze oddziatywa¢ z biatkami klasy Ggu1 W nastgpstwie zjawiska

selektywnosci funkcjonalnej jednego z opisanych agonistow CB1R - WIN-55,212-2 [72].

CB2R

Gen receptora kannabinoidowego CB: zlokalizowany jest na chromosomie 1 i zostat
sklonowany w 1993r [73, 74]. Sekwencja biatkowa CB2R (360 aminokwasow) wykazuje
stosunkowo niska, 44-procentowa homologi¢ wzgledem CB:R [74]. Jedynie w regionach
transblonowych podobienstwo sekwencji aminokwasowych pomiedzy podtypami receptorow
siegga w przyblizeniu 68%. Receptor CB2R cechuje si¢ wicksza niz CBi1R zmiennoscia
migdzygatunkowa. Przyktadowo, podobienstwo sekwencji miedzy szczurzym a ludzkim
receptorem CB2R wynosi 81%, a miedzy ludzkim i mysim - 82% [74, 75].

Receptory  kannabinoidowe typu 2 wystepuja gldéwnie w komoérkach ukladu
odpornosciowego. Ponadto, wbrew temu co pierwotnie uwazano, receptory CB:R
charakteryzuja si¢ takze wystgpowaniem w os$rodkowym uktadzie nerwowym, gdzie
obserwuje si¢ wzrost ich ekspresji w komodrkach mikrogleju oraz niewielkiej populacji
neuronéw w warunkach patologicznych, zwigzanych z dziataniem bodzcow uszkadzajacych
(przewlekty bol neuropatycznych, choroby neurodegeneracyjne, wylew). Moze to wskazywac
na neuroprotekcyjng role tego podtypu receptorow [64, 76].

Receptory CB2R (podobnie jak receptory CB1R) oddziatuja z klasa Gir biatek G, prowadzac
do zahamowania aktywnosci cyklazy adenylanowej oraz aktywacji kinaz MAPK. Jednak w
przeciwienstwie do podtypu 1, nie wptywajg one na kanaty wapniowe i potasowe [64],
prawdopodobnie ze wzgledu na oddzialtywanie z innymi podklasami biatek Gin. Jest to
spowodowane odmiennym profilem ekspresji podklas biatek Giio W tkankach obwodowych, w
tym m.in. brakiem charakterystycznych dla neurondéw biatek Go, odpowiedzialnych za

aktywacje wyzej wymienionych kanatow poprzez kompleks podjednostek By [11].

27



Wstep

Receptor GPR18

Najnowsze doniesienia literaturowe wskazujg na pewne podobienstwo receptora sierocego
GPR18 do klasycznych receptorow kannabinoidowych CBi i1 CBa.. Stwierdzono migdzy
innymi, ze endogenny agonista receptorow kannabinoidowych - anandamid oraz egzogenny
A°-THC oddzialujg takze z receptorem GPRI18 [77, 78]. Badania wykazaly rowniez, ze
kannabidiol, bedacy odwrotnym agonista receptoréw CB; i CB; dziata jak antagonista w
modelu komorek HEK z nadekspresja receptora GPR18 [77].

Na chwile obecng niewiele wiadomo na temat (pato-)fizjologicznej roli receptora GPR18.
Jego ekspresja zostata potwierdzona w tkankach jader, §ledziony, endometrium, komodrkach
czerniaka zlosliwego, a takze w mniejszych ilosciach w grasicy i leukocytach. Ze wzglgdu na
opisane powyze] lokalizacje, postuluje si¢, ze receptor GPR18 moze odgrywaé role w
regulacji uktadu immunologicznego oraz procesach nowotworzenia [77, 79-83].

Opracowanie selektywnych ligandow receptora GPR18 jest niezbgdne dla lepszego poznania
funkcji tego receptora, zwlaszcza w kontekscie identyfikacji potencjalnego celu
terapeutycznego. Roéwnie istotng kwestia jest ocena dzialania opisanych ligandow
klasycznych receptorow kannabinoidowych pod katem ich oddzialywania z potencjalnie
»howymi” cztonkami rodziny receptoréw kannabinoidowych. Ma to szczegdlne znaczenie
przy uwzglednieniu faktu, ze niektore z efektow wywotywanych przez ligandy receptorow
CB: 1 CB:; s3 takze obecne w modelach in vivo, pozbawionych ekspresji tych

receptorow [62, 84].

1.1.3. Receptory histaminowe Ha

Znane sg cztery typy receptorow histaminowych: Hi, Hz, Hsz I Ha. Wszystkie sg zaliczane do
receptorow siedmiotransbtonowych [85]. W grupie tej receptor Ha histaminowy (HsR) zostat
odkryty i opisany najp6zniej. Stato si¢ to mozliwe dzigki rozwojowi technik klonowania
molekularnego, ktérych wykorzystanie pozwolito na identyfikacje c¢cDNA receptora
histaminowego Has, a nast¢pnie, w toku poszukiwan biatek homologicznych wzgledem tego
receptora, doprowadzito do sklonowania niezaleznie przez kilka grup badawczych receptora
histaminowego Hs [86-91]. Analiza sekwencji najnowszego cztonka rodziny receptorow
histaminowych wykazata 58-procentowg homologie wzgledem receptora Hz w obrgbie domen
transbtonowych oraz jedynie 35-procentowg ogotem. Podobienstwo HiR wzgledem
pozostatych podtypoéw receptorow histaminowych jest jeszcze mniejsze (ok. 19%).

Stwierdzono rowniez istotne roznice mi¢dzygatunkowe w sekwencji H4R [85, 92-94].
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Gen kodujacy receptor histaminowy Ha wystgpuje w jednej kopii na chromosomie 18 i
zawiera dwa do$¢ duze introny (odpowiednio: 7867 i >17500 par zasad), co potencjalnie
stanowi podstawe do wystepowania alternatywnych wariantow splicingowych [92, 95, 96].
Dotychczas zidentyfikowano jedynie dwie izoformy wilasciwego biatka receptora (o diugosci
390 aminokwasow), ktore stanowig jego krotsze warianty, odpowiednio: izoforma Ha(67) -
zawiera 67 poczatkowych aminokwasow sekwencji oraz izoforma H4(302) - jest pozbawiona
fragmentu 68-155 wzgledem sekwencji referencyjnej. Obie izoformy sa niefunkcjonalne,
zarowno w zakresie wigzania ligandow, jak i transmisji sygnatu. Ich rola nie zostata jeszcze
doktadnie poznana, jednak postuluje si¢, ze petnig one role regulatorowa poprzez tworzenie
heterodimeréw z receptorem funkcjonalnym. W systemach rekombinowanych koekspresja
izoform prowadzita do obnizenia wigzania naturalnego agonisty histaminy do
funkcjonalnego H4R [92, 97].

Zalezna od biatek G sygnalizacja receptora histaminowego Hs realizowana jest poprzez biatka
Gin, prowadzac do aktywacji szeregu proceséw zwigzanych z tym szlakiem, takich jak:
hamowanie cyklazy adenylanowej i modulowanie transkrypcji gendw regulowanych przez
CAMP-zalezne czynniki transkrypcyjne, aktywacja kinazy MAPK, czy tez rekrutacja
wewnatrzkomoérkowych zasoboéw wapnia [98]. W indukcji tego ostatniego efektu uczestnicza
takze bialka klasy Ggu11, a doktadniej zawierajace podjednostki Gaus/ie, ktorych ekspresja jest
ograniczona gtdwnie do komorek hematopoetycznych. Dlatego wewnatrzkomoérkowy wyrzut
wapnia, w odpowiedzi na pobudzenie receptora histaminowego HiR, mozna przede
wszystkim zaobserwowa¢ w komorkach krwi obwodowej [92, 99, 100].

Receptor histaminowy Hs ulega ekspresji przede wszystkim w komodrkach uktadu
immunologicznego (bazofile, eozynofile, mastocyty i komorki dendrytyczne) [92, 101].
Wspomniany profil tkankowej ekspresji receptora wyznacza potencjalne zastosowanie
terapeutyczne antagonistow H4R w procesach chorobowych zwigzanych ze stanem zapalnym
I reakcjami immunologicznymi, zwlaszcza ze poziom ekspres;ji tego biatka ulega modyfikacji
pod wpltywem modulatoréw stanu zapalnego [89, 96]. Rola receptora histaminowego w
procesach zapalnych zostata potwierdzona in vitro, m.in. poprzez wykazanie jego udzialu w
chemotaksji mastocytow i eozynofili [99, 100, 102]. Stymulowana histaming migracja tych
komorek do miejsca stanu zapalnego jest waznym elementem odpowiedzi immunologiczne;.
Potencjalna przydatno$¢ ligandow HsR w modulacji proceséw zapalnych i zaburzen o
charakterze immunologicznym, takich jak: alergia, astma, $wiad oraz bdl neuropatyczny,
zostala potwierdzona rowniez w szeregu badan in vivo, z wykorzystaniem modeli
zwierzecych [103-105].
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Mimo pierwotnie sprzecznych doniesien odnosnie ekspresji HsR w tkance nerwoweyj,
obecno$¢ tych receptorow w centralnym systemie nerwowym zostala ostatecznie
potwierdzona w niezaleznych badaniach [106, 107]. Odkrycie to otwiera dyskusje na temat
potencjalnego wykorzystania receptora histaminowego Hs jako celu terapeutycznego w
schorzeniach neurologicznych, typu bol neuropatyczny, czy demencja. Hipotetyczny obszar
zastosowan terapeutycznych ligandow receptora histaminowego Hs dodatkowo poszerza
stwierdzenie obecno$ci funkcjonalnych receptorow HsR w komorkach raka piersi, jelita
grubego 1 trzustki oraz potwierdzenie ich roli w regulacji proliferacji tych komorek, a takze w
procesach angiogenezy. W zwigzku z powyzszym sugeruje si¢, ze zwigzki o aktywnosci
antyhistaminowej wzglgdem receptorow Hs moga stanowi¢ roOwniez cenny obszar badan w
poszukiwaniu nowych srodkéw leczniczych o aktywnos$ci przeciwnowotworowej [108].

Ze wzgledu na charakter procesow regulowanych przez H4R, potencjalne znaczenie
terapeutyczne ligandow tego receptora jest ograniczone do antagonistow. Stwierdzenie to
dodatkowo wzmacniaja wyniki badan przeprowadzonych z zastosowaniem agonistow HsR u
zwierzat, wskazujace na zwigkszone ryzyko zmian w obrazie morfologicznym krwi [103].
Intensywne badania w zakresie poszukiwania potencjalnych antagonistow receptorow
histaminowych Hs doprowadzity, w przeciggu ostatnich kilkunastu lat od jego odkrycia, do
identyfikacji wielu obiecujgcych potaczen. Zaliczane sg one do réznych grup chemicznych,
obejmujacych m.in. pochodne: indolowe, w tym referencyjnego antagonist¢ H4R -
JNJ7777120 (Rysunek 1.8) [109], benzimidazolowe [110], czy aminopirymidynowe i
aminotriazynowe [111, 112]. Czestym elementem strukturalnym zidentyfikowanych

antagonistow jest fragment metylopiperazynowy [92, 110, 113].

CHaz
(N
H3C NH Cl \@ N\ NJ
2 > <g
HN)YV N ©

\=N
A) 4-metylohistamia B) JNJ7777120

Rysunek 1.8 Referencyjny agonista — 4-metylhistamina (A) oraz antagonista — JNJ7777120 (B)
receptoréw histaminowych Ha.
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1.2. Farmakologia molekularna receptorow siedmiotransblonowych

Rosnacy w ostatnich latach dostep do coraz bardziej rozbudowanych bibliotek zwigzkow
pochodzenia naturalnego i syntetycznych, determinuje potrzebe opracowania szybkich i
skutecznych metod przesiewowego badania aktywnos$ci réznorodnych struktur chemicznych,
w celu identyfikacji ligandow receptorow GPCR 0 nowych i nieopisanych dotychczas
wlasciwos$ciach.

Jeszcze w ostatniej dekadzie XX wieku we wstegpnych badaniach farmakologicznych
dokonywano oznaczen aktywno$ci zwigzkow przede wszystkim z wykorzystaniem
niezmodyfikowanego genetycznie materialu, uzywajac do tego celu tkanki zwierzece,
hodowle pierwotne i preparaty bton komorek natywnych [114]. Rozwoj technik inzynierii
genetycznej 1 postepy w poznaniu genomow roznych organizméow sprawily, ze obecnie coraz
wiekszy jest udziat technik opierajacych si¢ na modelach wykorzystujacych receptory
rekombinowane [115-117].

1.2.1. Modele wykorzystujace receptory natywne

Praca z modelami opierajacymi si¢ na receptorach natywnych najlepiej odtwarza warunki
zblizone do fizjologicznych. Wykorzystywany jest material biologiczny, w ktorym ekspresji
badanych receptorow, towarzyszy obecnos$¢ innych istotnych biatek btonowych (m.in.
izoform receptorow, innych podtypéw receptorow), w ilosciach charakterystycznych dla
poszczegolnych organizmow i tkanek. W tkankach natywnych zachowana jest takze unikalna
proporcja badanych receptorow 1 odpowiednich podtypow biatek G, kluczowa w kontekscie
odpowiedzi komorkowej na dziatanie ligandéw receptorow [12].

Mimo wyzej wymienionych zalet, wykorzystanie modeli, w ktérych stosuje si¢ receptory
natywne, jest ograniczone do receptorow dobrze scharakteryzowanych, dla ktorych opisane sg
odpowiednie selektywne ligandy. W zwiazku z powyzszym, technik tych nie mozna
zastosowa¢ w odniesieniu do receptoréw sierocych (tj. receptorow, dla ktorych nie
zidetyfikowano dotychczas endogennych ligandéw), ktore réwniez nalezy rozpatrywac jako
istotny dzial wspolczesnej farmakologii, zwlaszcza jesli wezmie si¢ pod uwage, ze grupa ta
wcigz obejmuje przynajmniej 100 réznych podtypow receptorow [5, 118].

Kolejnym ograniczeniem w pracy z tkankami natywnymi jest czesto niski poziom ekspresji
badanego receptora oraz wystepowanie w tkance innych receptorow o zblizonym profilu
farmakologicznym. W  takiej sytuacji utrudnione jest zmierzenie parametréw
farmakologicznych specyficznych dla danego receptora oraz konieczne jest wykonywanie

eksperymentow z wykorzystaniem wigkszej ilosci materiatu biologicznego [119].
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Z oczywistych wzgledow etycznych utrudnione jest pozyskiwanie duzych ilosci materiatu
biologicznego pochodzenia ludzkiego. W zwigzku z powyzszym, w przypadku modeli
wykorzystujgcych receptory natywne, najczesciej uzywane sg odpowiednie probki zwierzece.
Interpretacja wynikow, uzyskanych w eksperymentach przeprowadzonych na tkankach
zwierzecych 1 ich przeniesienie na receptory ludzkie jest znacznie utrudnione, w zwiazku z
réznicami miedzygatunkowymi w farmakologii receptorow. Rdznice te stanowig istotny
problem w analizie wynikow badan farmakologicznych przeprowadzanych na zwierz¢tach, w
kontekscie substancji, ktore majg by¢ nastgpnie podawane ludziom. Odmienna
mig¢dzygatunkowa charakterystyka ligandow receptoréw siedmiotransblonowych zostata
zaobserwowana i opisana takze w odniesieniu do receptorow begdacych przedmiotem
niniejszej pracy [17, 75, 93, 120].

Osobny problem farmakologii molekularnej opierajacej si¢ na receptorach natywnych jest
zwigzany z oceng aktywnosci wewngtrznej ligandéow, dokonywang poprzez okreslenie
wplywu zwiazkoéw na wtorne przekazniki lub odpowiedz catej komorki (np.: zmiana ksztattu,
migracja). W znacznej czg¢éci przypadkow uzyskanie informacji co do charakteru
agonistycznego lub antagonistycznego badanych substancji opiera si¢ na testach
przeprowadzonych na zywych, nienaruszonych komoérkach. Warunek ten, w przypadku
wykorzystania preparatow tkanek lub hodowli pierwotnych, stanowi wielokrotnie powazny
problem metodologiczny. Prowadzenie hodowli tego typu mozliwe jest jedynie dla niektorych

rodzajow tkanek i to przez ograniczony okres czasu [121].

1.2.2. Modele opierajace si¢ na receptorach rekombinowanych

Alternatywa do wykorzystania w badaniach receptorowych niezmodyfikowanych tkanek
zwierzecych, jest najszerzej obecnie stosowana technika, opierajgca si¢ na otrzymywaniu
receptorow rekombinowanych. U jej podstaw leza osiggnigcia inzynierii genetycznej i
opracowanie technik klonowania DNA, ktore pozwalajg na uzyskiwanie ekspresji obcych
gené6w w  roznorodnych  komorkach. Poczatek  wykorzystania techniki  bialek
rekombinowanych w badaniach nad receptorami GPCR wyznacza sklonowanie pierwszego
receptora [2-adrenergicznego (koniec lat 80-tych XX wieku) [122]. Doktadne poznanie
sekwencji gendéw kolejnych receptorow pozwolilo na zastosowanie tej techniki do
pozostalych bialek receptorowych, a takze umozliwito identyfikacj¢ 1 charakteryzacje
wspomnianych wczesniej receptorow sierocych.

Jedna z najwigkszych zalet technik otrzymywania bialek rekombinowanych jest mozliwo$¢

dokonywania $cisle okreslonych zmian w wyjsciowym materiale genetycznym. Zmiany te
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moga m.in. obejmowac wprowadzenie konkretnych mutacji punktowych, czy tez modyfikacje
sekwencji receptorow w postaci tworzenia konstruktow fuzyjnych z biatkami
fluorescencyjnymi [123]. Otrzymywanie wariantow receptora z mutacjami punktowymi
pozwala na przeprowadzenie eksperymentow majacych na celu identyfikacje aminokwasow
uczestniczacych w wigzaniu ligandow [124-126]. Z kolei zastosowanie znakowania biatkami
fluorescencyjnymi stwarza dodatkowe mozliwo$ci, m.in. w zakresie wykorzystania zjawiska
FRET (ang.: Fluorescence Resonance Energy Transfer - rezonansowy transfer energii
fluorescencji) lub BRET (ang.: Bioluminescence Resonance Energy Transfer - rezonansowy
transfer energii bioluminescencji) do badan dimeryzacji receptorow [127, 128], czy tez
oddziatywan z biatkami G lub badania interakcji receptor-ligand, gdy wykorzysta si¢ rowniez
odpowiednie ligandy fluorescencyjne [129] lub dodatkowe znakowanie biatka receptorowego
matymi czgsteczkami fluorescencyjnymi [130]. Zastosowanie znakowania fluorescencyjnego
receptoréw ulatwia ponadto potwierdzenie ekspresji btonowej bialek receptorowych, ktora
mozna w tych warunkach zweryfikowa¢ ré6znymi technikami fluorescencyjnymi (mikroskopia
fluorescencyjna i konfokalna, cytometria przeptywowa) [131].

Rozpatrujac zagadnienia zwigzane z ekspresja receptoréw rekombinowanych, nalezy zwrdcic¢
uwage na aspekty wynikajace bezposrednio z charakterystyki komorek gospodarza. Czynniki
takie jak: odmienny profil modyfikacji potranslacyjnych, sktad btony komorkowej, czy
obecno$¢ kompatybilnych bialek G, moga zmienia¢ aktywno$¢ receptoréw rekombinowanych
w porownaniu do naturalnie wystgpujacych odpowiednikow [132].

Kolejnym zagadnieniem, zwigzanym =z modelami bazujacymi na receptorach
rekombinowanych, jest potencjalny brak naturalnie wspotwystepujacych receptorow, ktore
moga uczestniczy¢ w tworzeniu dimeréw receptorowych. Pary biatek tworzace dimery moga
funkcjonowa¢ jako modulatory allosteryczne. W natywnych komorkach dimeryzacja moze
wptywaé na powinowactwo ligandow oraz biatek G wzgledem receptoréw i to zarbwno w
obecnosci ligandow receptorow, jak 1 w wyniku bezposredniego odzialywania miedzy
biatkami receptoréw tworzacych dimer [133-136]. Przyktadowe mechanizmy oddziatywan
migdzy dimeryzujagcymi receptorami, ktdére moga wpltywaé na zmiang wynikow testow
in vitro w modelach wykorzystujacych receptory rekombinowane przedstawione sa

schematycznie na Rysunku 1.9.
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A B c

Rysunek 1.9 Funkcjonalne efekty allosterycznego oddzialywania receptorow tworzacych dimer.
A) Bezposrednie oddzialywanie biatlek receptorowych zmienia powinowactwo liganda
wzgledem receptora. B) Bezposrednie oddzialywanie biatlek receptorowych  zmienia
powinowactwo biatka G wzgledem receptora. C) Trans-aktywacja - zwigzanie liganda receptora
R: powoduje zmian¢ powinowactwa biatka G wzgledem receptora R.. Ry, R. - biatka receptorowe,
L - ligand, G - biatko G.

Istotnym problemem zwigzanym z wykorzystaniem komorek charakteryzujacych sie
nadekspresja receptoréw GPCR jest takze zmieniajaca si¢ w poréwnaniu do komorek
natywnych proporcja biatek receptorowych wzglgdem biatek G [137].

W obecnosci agonisty biatko receptora siedmiotransblonowego uczestniczy w wytworzeniu,
sktadajacego si¢ z trzech elementow, kompleksu agonista-receptor w stanie aktywnym-
biatko G. Powstawanie stanu aktywnego receptora, do ktorego agonista wigze si¢ z wickszym
powinowactwem niz do receptora w stanie podstawowym, jest promowane tworzeniem
kompleksu receptora z biatkiem G. W naturalnych uktadach ilo$¢ dostepnych biatek G nie jest
zwykle czynnikiem limitujacym 1 znaczna populacja receptorow przeksztatca si¢ w forme
aktywna. Jednak w niektorych przypadkach ilo$¢ biatek G jest niewystarczajaca do
utworzenia trdjsktadnikowego kompleksu z wykorzystaniem wszystkich dostgpnych
receptorow. W sytuacji tej obserwujemy roznice w gestosci receptoroOw (Bmax) zmierzonej w
obecnosci znakowanych antagonistow (cata pula receptorow) i agonistow (pula receptorow
oddziatujgca z biatkami G). Zjawisko to jest szczegélnie widoczne w przypadku modeli
opierajacych si¢ na nadekspresji receptoréw rekombinowanych, w ktorych ilo§¢ receptorow
przekracza znacznie ilo$¢ biatek G [138].

Konsekwencje istotnej dysproporcji biatek receptorowych wzgledem bialek G dotyczg takze
testow funkcjonalnych, przeprowadzanych na modelach z nadekspresja receptorow. W
eksperymentach tego typu mozna na przyklad zaobserwowaé oddzialywanie receptora z
biatkami G, z ktorymi fizjologicznie si¢ on nie wigze, co prowadzi do aktywacji nietypowych
wtornych przekaznikow [139]. Zdarza si¢ rowniez, ze badany zwigzek rozni si¢ catkowicie
aktywnos$cig wewnetrzng w dwoch uktadach eksperymentalnych. Thumaczy sie to faktem, ze

gdy agonista promuje tworzenie stanu aktywnego receptora (A-R*) o mniejszej skutecznosci
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oddziatywania z biatkami G niz spontanicznie powstajaca forma aktywna (R*), to zwigzek ten
bedzie zachowywat sie jak pelny/czgsciowy agonista w systemach o niskim poziomie
ekspresji (nasilenie efektu w uktadzie o niskiej aktywnosci konstytutywnej) receptora oraz jak
odwrotny agonista w uktadach o wyzszym poziomie ekspresji receptora (ostabienie efektu w

uktadzie o wysokiej aktywnosci konstytutywnej) [137].

1.2.3. Metody uzyskiwania ekspresji receptoréw rekombinowanych

Biatka rekombinowane otrzymuje si¢ w roznych systemach ekspresyjnych. W celu uzyskania
ekspresji receptorow GPCR mozna wykorzystywaé zaréwno komorki bakteryjne, drozdzowe,
owadzie, jak i ssacze [132, 140]. Kazdy z systemOéw ma odmienng charakterystyke, a wiec

swoje zalety i ograniczenia.

1.2.3.1. Escherichia coli

Wykorzystanie komorek bakteryjnych, w tym miedzy innymi bakterii Escherichia coli, do
ekspresji receptorow GPCR pozwala przede wszystkim na uzyskanie wysokiej wydajnosci
produkcji biatka, przy niewielkich naktadach finansowych [141]. Niestety organizmy
prokariotyczne nie pozwalajg na przeprowadzenie badan funkcjonalnych rekombinowanych
receptorow siedmiotransbtonowych, ze wzgledu na brak odpowiednich bialek G w
komorkach bakterii. Skutkuje to niemozliwoscia oznaczenia aktywacji wtérnych
przekaznikow, ale takze moze powodowaé brak wystepowania aktywnej konformacji
receptora, wzgledem ktorej obserwuje si¢ wigzanie agonistOw z wyzszym powinowactwem
niz w przypadku konformacji nieaktywnej [142, 143]. Dodatkowo bakterie nie sg zdolne do
przeprowadzania licznych modyfikacji potranslacyjnych biatek charakterystycznych dla
eukariontow [144], ktére mogg odgrywac istotng rolg¢ w ekspresji funkcjonalnych receptorow
GPCR [145-147]. Nalezy jednak pamietac, ze modyfikacje potranslacyjne istotne dla jednego
typu receptora, moga mie¢ mniejsze znaczenie dla wiasciwego funkcjonowania innego
podtypu. Dodatkowo nie zawsze mozna wywnioskowaé bezposrednio z sekwencji
aminokwasowej jakim modyfikacjom ulega biatko natywne [140].

Z innych ograniczen zastosowania bakterii jako modeli do ekspresji receptorow
oddziatujacych z biatkami G nalezy wymieni¢: odmienny sktad lipidowy blony komodrkowe;j
bakterii, wptywajacy na parametry wigzania ligandow receptoréw znajdujacych sie¢ w tej
btonie [132] oraz toksyczno$¢ receptorow wzgledem bakterii, obserwowang niekiedy przy

wysokim poziomie ekspresji biatka [141].
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1.2.3.2. Drozdze

Gatunki drozdzy najczesciej wykorzystywane do uzyskania ekspresji receptorow GPCR to
Saccharomyces cerevisiae [148] oraz nalezgcy do organizméw metylotroficznych (t.
wykorzystujacych metanol jako jedyne zrodto wegla) gatunek Pichia pastoris [149]. Drozdze
tacza zalety prokariotycznych i eukariotycznych systemoéw ekspresyjnych [132, 140, 150,
151]. Charakteryzuje je szybki wzrost i tatwo$¢ przeprowadzania modyfikacji genetycznych.
Osiagaja tez znacznie wickszg biomas¢ w porownaniu do bakterii (szczegolnie Pichia
pastoris). Ponadto, w odréznieniu od bakterii, drozdze posiadajg zestaw endogennych biatek
G, ktére moga w niektorych przypadkach oddzialywa¢ z heterologicznymi receptorami
rekombinowanymi [148, 150, 152], a takze przeprowadzaja wigkszo§¢ modyfikacji
potranslacyjnych biatek charakterystycznych dla organizmow wyzszych. Niestety W
komorkach drozdzy nie zawsze przebiegaja one doktadnie tak, jak modyfikacje
potranslacyjne natywnych receptorow w komorkach ssaczych [132, 140].

Jako kolejne z ograniczen stosowania drozdzy do produkcji receptorow rekombinowanych
nalezy wymieni¢ problematyke odpowiedniego kierowania biatka do btony komorkowej i
zwigzane z tym ryzyko retencji receptora w wewnatrzkomorkowych kompartmentach
blonowych [140], a takze fakt, Ze endogenne biatka G drozdzy nickiedy nie gwarantujg
odpowiedniej aktywnos$ci receptorow rekombinowanych [148, 150, 153]. Ponadto sktad
lipidowy blony komodrkowej, a zwlaszcza niska zawarto$¢ cholesterolu, ktory jest zastapiony
w komorkach grzybdéw ergosterolem, moze wptywaé na zmieniony profil farmakologiczny
receptoréOw ulegajacych ekspresji w komorkach drozdzy [154]. Innym utrudnieniem dla
stosowania drozdzy jako modelu do ekspresji receptoréw GPCR jest §ciana komdrkowa, ktora
moze utrudnia¢ dostgp niektorych ligandow do bialek receptorowych zlokalizowanych w

btonie komorkowej [150].

1.2.3.3. Komorki owadzie

W celu uzyskania ekspresji bialek rekombinowanych w komorkach owadzich wykorzystuje
si¢ bakulowirusowy system ekspresji. Najpowszechniej stosowanym obecnie bakulowirusem
jest wirus poliedrozy jadrowej ¢my Autographa californica (AcNPV, ang.. Autographa
californica nucleopolyhedrovirus). Jest to duzy, otoczony ostonkg lipidowag wirus,
zawierajacy materiat genetyczny w postaci kolistej czasteczki DNA, ktora zostata catkowicie
zsekwencjonowana (133 894 par zasad) [155, 156]. AcNPV infekuje komorki owadow
(gtownie ciem 1 motyli), realizujac swoj cykl zyciowy, sktadajacy si¢ z czterech umownych

faz: wczesnej natychmiastowej, wczesnej, poéznej i bardzo pdznej (Rysunek 1.10).
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Bakulowirusy wnikaja do komorek na drodze endocytozy adsorpcyjnej i przemieszczajg si¢
do jadra komoérkowego, gdzie dochodzi do uwolnienia DNA wirusowego 1 rozpoczgcia jego
replikacji. Powstajace nastepnie czastki wirusowe moga przybiera¢ dwie formy: wolne
czgstki wirusowe uwalniane bez lizy komoérek (tzw. wirusy paczkujace w fazie pdznej,
tj. >12h od infekcji) oraz ciatka wtretowe, w przypadku ktorych czastki wirusowe zostajg
zamknigte w biatkowej macierzy (bardzo pozna faza cyklu wirusowego od ok. 18h po infekcji

do $mierci i lizy komorki) [156, 157].

ngja; '  Uwolnienie ciatek wiretowych
komorka jelita do otoczenia w wyniku Smierci
gospodarza i lizy komorek gospodarza
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Rysunek 1.10 Cykl zyciowy bakulowirusa (opis w tekscie), wg [158].

Glownym biatkiem wchodzacym w sktad macierzy cialek wtretowych jest poliedryna
(29 kDa), ktora petni funkcje ochronne, zabezpieczajac wirusy przed dziataniem enzymow
uwalnianych w wyniku rozpadu komorek gospodarza. Do przekazania infekcji dochodzi w
sytuacji, gdy kolejny organizm przyjmuje cialka wtretowe z pokarmem. W S$rodowisku
alkalicznym jego przewodu pokarmowego poliedryna ulega hydrolizie, uwalniajac wirusy,
ktore infekujag komorki nabtonkowe jelita. W kolejnych cyklach lizogennych wirusy
uwalniane z komoérek (bez ich rozpadu) infekuja sasiednie tkanki, powodujac

rozprzestrzenianie si¢ zakazenia [155, 156].
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Produkcja poliedryny, stanowiacej podstawowy budulec macierzy biatkowej cialek
wtretowych bakulowiruséw, pozostaje pod kontrolg silnego promotora bardzo poznej fazy
cyklu wirusowego 1 stanowi nawet 20% catkowitej syntezy biatka. Mimo Ze poliedryna
odgrywa istotng role w przetrwaniu wirusa w srodowisku naturalnym, jej obecno$¢ nie jest
niezbe¢dna do replikacji wiruséw w warunkach in vitro. Powyzsze cechy sprawity, ze stata si¢
ona obiektem modyfikacji genetycznych, majacych na celu zastgpienie sekwencji genu
poliedryny w genomie wirusa typu dzikiego sekwencja bialka rekombinowanego. W ten
sposob obcy gen umieszczony zostaje pod kontrolg silnego promotora, gwarantujgcego
wysoki poziom ekspresji pozadanego biatka [157, 159].

Strategia otrzymywania rekombinowanych wiruséw obejmuje umieszczenie c¢DNA
pozadanego genu pod kontrolg promotora poliedryny, w specjalnie skonstruowanym wektorze
do transferu, a nastepnie zainicjowanie rekombinacji homologicznej miedzy tym wektorem i
DNA wirusowym we wnetrzu komoérek gospodarza. Jednym z wariantow przeprowadzenia
rekombinacji homologicznej jest kotransfekcja komorek owadzich wektorem do transferu,
zawierajagcym gen rekombinowany oraz kolistym DNA wirusa typu dzikiego. Plazmid do
transferu powinien zawiera¢ sekwencje flankujace promotor poliedryny, aby umozliwic¢
wystgpienie rekombinacji homologicznej. Nawet wtedy, przy zastosowaniu kolistego
materialu genetycznego wirusa, rekombinacja przebiega z matg wydajnosciag (czgstosc -
0,1-0,5%) 1 wymusza na eksperymentatorze konieczno$¢ problematycznej identyfikacji
wirusow rekombinowanych o fenotypie pozbawionym poliedryny (brak ciatek wtrgtowych),
przy duzej przewadze wspottowarzyszacych wiruséw typu dzikiego [156, 159].

W celu zwigkszenia wydajnosci rekombinacji oraz uproszczenia identyfikacji
rekombinowanych wirusOw opracowane zostaly alternatywne techniki, w ktorych
wykorzystuje si¢ zmodyfikowany, zlinearyzowany materiat DNA wirusowego. Pozwala on na
uzyskanie wysokiego miana rekombinowanych wiruséw, bez koniecznosci przeprowadzenia
dodatkowego etapu skriningu produkowanych wirusow pod katem obecnosci
niezrekombinowanych czastek. Ideg tego systemu jest skonstruowanie genomu wirusa, ktory
w wyniku trawienia odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi, przeksztalcony zostaje w
liniowa czasteczke, pozbawiong fragmentu istotnego dla replikacji wirusa (gen ORF 1629
wraz ze znajdujacym si¢ w bezposrednim sgsiedztwie genem poliedryny). Odtworzenie
czasteczki zdolnej do replikacji jest mozliwe jedynie w wyniku rekombinacji homologicznej
liniowej czasteczki z plazmidem do transferu, zawierajacym usunigty gen ORF 1629. Plazmid
ten zawiera takze obcy gen (ktorego ekspresje planuje si¢ uzyskac) pod kontrola promotorowa

poliedryny i w ten sposob zostaje wprowadzony do genomu zrekombinowanego
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wirusa [155, 156, 159]. Przykladem zastosowania omowionego Wwyzej systemu
bakulowirusowego jest zestaw BaculoGold (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA),
ktory moze by¢ stosowany w kombinacji z licznymi kompatybilnymi wektorami do transferu,
w tym pVL1392 [160]. Schemat przebiegu cksperymentu majgcego na celu produkcje

rekombinowanych bialek z wykorzystaniem tego systemu przedstawia Rysunek 1.11.
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Rysunek 1.11 Schemat procedury otrzymywania biatek rekombinowanych 2z uzyciem
systemu bakulowirusowego - BaculoGold (AmpR - gen opornosci na ampicyling,
MCS - miejsce klonowania), wg [161].
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Material genetyczny wirusa, zastosowany w systemie BaculoGold, zawiera dodatkowo
wprowadzony gen biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang.: green fluorescent protein), ktory
jeszcze bardziej upraszcza przeprowadzenie eksperymentéw. Umozliwia on identyfikacje
komorek owadzich transfekowanych rekombinowanym materialem za pomoca mikroskopu
fluorescencyjnego lub cytometrii przeptywowej [160].

Wykorzystywane w bakulowirusowych systemach ekspresyjnych komorki owadzie to
najczesciej linie Sf9 lub Sf21 [162]. Otrzymane one zostaty z jajnikéw larwy ¢my Spodoptera
frugiperda, b¢dacej pasozytem kukurydzy i innych ro$lin trawiastych, przy czym linia Sf9 jest
klonem wyprowadzonym z linii Sf21. Linie te cechuja si¢ zdolno$cia do wzrostu w
zawiesinie, a ponadto mozliwe jest zaadoptowanie hodowli do wzrostu w pozywce bez
surowicy. Cechy te utatwiaja hodowle na wigksza skale 1 produkcje duzej ilo$ci materiatu
biatkowego.

Zaréwno komorki owadzie, jak 1 caly system ekspresji bakulowirusowej, zostaty z
powodzeniem zaadoptowane do produkcji rekombinowanych receptorow oddziatujacych z
bialkami G. Nalezy jednak pamigta¢ o tym, ze jego przydatno$¢ do uzyskania ekspresji
danego biatka, jak w kazdym systemie ekspresyjnym, jest podyktowana specyfika
konkretnego receptora. Jako przyktad moze postuzyé eksperyment przeprowadzony z
wykorzystaniem modelu komorek owadzich do ekspresji pigciu podtypdéw receptorow
muskarynowych. Mimo Ze do$wiadczenia wykonane byly dokladnie w tych samych
warunkach, uzyskano rézne poziomy ekspresji dla poszczegdlnych podtypow receptorow
(blisko  30-krotna réznica pomigdzy receptorami, poziom ekspresji w zakresie
0,6 - 16 pmol/mg) [163].

W wigkszosci przypadkow blonowy poziom ekspresji GPCR uzyskiwany z uzyciem systemu
bakulowirusowego jest zadowalajacy, niemniej jednak opisywano przypadki, w ktorych
istotna czg$¢ z puli produkowanych biatek ulegala zatrzymaniu w kompartmentach
wewnatrzkomorkowych, takich jak aparat Golgiego czy retikulum endoplazmatyczne [164].
Problemy z lokalizacjg btonowg receptoréw moga by¢ zwigzane z obecnoscig znacznikOw
peptydowych (ang.: peptide tag), potaczonych z biatkiem rekombinowanym. Na przyktad
znacznik histydynowy (6-His-tag) moze wplywaé na stopien lokalizacji blonowej receptora
ze wzgledu na obecno$¢ uprotonowanych reszt histydynowych. Jednym ze sposobow
rozwigzywania problemow z lokalizacjag blonowag receptorow, jest wprowadzenie do
czasteczki biatka odpowiedniej sekwencji sygnatowej. Przyktadem takiej sekwencji jest
fragment genu hemaglutyniny wirusa grypy, ktory moze mie¢ pozytywny wplyw na
lokalizacje blonowg receptorow GPCR otrzymywanych w komoérkach owadzich [132, 165].
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Do najwazniejszych zalet bakulowirusowego systemu ekspresyjnego nalezy m.in. duzy
rozmiar materiatu genetycznego bakulowirusow, ktory sprawia, ze moga one z tatwoscia
pomiesci¢ wieksze fragmenty obcego DNA. Ponadto, nie bez znaczenia pozostaje tez fakt, ze
ekspresja gendéw z uzyciem omawianego systemu odbywa si¢ w poznej fazie cyklu
wirusowego, co sprawia, ze nawet biatka potencjalnie toksyczne dla komorek owadzich moga
by¢ tym sposobem produkowane z duza wydajnoscia [132]. Kolejng zaleta modelu jest
waskie spektrum gospodarza dla bakulowiruséw, warunkujgce odpowiedni poziom
bezpieczenstwa. Bakulowirusy moga wprawdzie infekowa¢ komorki ssacze, w tym
hepatocyty, ale nie stwierdzono zdolnosci wirusow do replikacji w tych komoérkach [157].
Pozadana cechag systemu bakulowirusowego jest mozliwos¢ badania wybranego podtypu
receptora rekombinowanego w izolowanym modelu, pozbawionym ekspresji receptorow
homologicznych. Zaleta jest takze mozliwos¢ obserwacji aktywnosci konstytutywnej
receptoréw, ujawniajacej sie¢ w zwigzku z uzyskaniem wyzszego poziomu ekspresji niz w
modelach bazujacych na komorkach ssaczych [157].

W komorkach owadzich linii Sf9 zostata potwierdzona obecnos$¢ biatek Gs i Gg, natomiast
obecno$¢ biatek Gin pozostaje sprawa dyskusyjna [157]. Obecno$¢ endogennych biatek G
umozliwia przyjecie przez receptor konformacji aktywnej, wigzacej agoniste 1 aktywacje
wewnatrzkomorkowej kaskady sygnatowej. Niestety, w warunkach nadekspresji biatka
receptorowego, ilo§¢ endogennych biatek G w komorkach owadzich jest niewystarczajaca do
uzyskania powyzszego efektu. Dodatkowo funkcje endogennych biatek G moga ulegac
zaktoceniu w  wyniku zahamowania ich biosyntezy w nastepstwie infekcji
bakulowirusem [157]. Mozliwym rozwigzaniem opisanego problemu dysproporcji receptorow
i bialek G sg proby koekspresji obu oddziatujacych elementow. Uzyskanie w tego typu
projektach wtasciwej proporcji sktadnikow nie jest jednak tatwe do osiagnigcia i wymaga
kilku powtorzen eksperymentu. Alternatywe w stosunku do powyzsze] metody stanowia
rozwigzania polegajace na: projektowaniu biatek fuzyjnych, lgczacych w jednej ramce
odczytu fragmenty receptora i1 biatka G, dodaniu wyizolowanych bialek G do preparatéw bton
uzyskanych z komoérek z nadekspresja receptora lub rekonstytucji wszystkich elementow w
sztucznej dwuwarstwie lipidowej liposomow [157].

Pewnym ograniczeniem opisywanych technik bakulowirusowych sa réznice w sktadzie btony
komorkowej komorek Sf9, w porownaniu do komoérek ssaczych. Btona komoérkowa komorek
owadzich zawiera wigksze ilosci nienasyconych kwasow tluszczowych i charakteryzuje si¢
mniejsza zawartoscig cholesterolu niz komorki ssakow, co jest uwarunkowane konieczno$cia

zapewnienia odpowiedniej plynnosci blony w optymalnej temperaturze wzrostu tych
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komorek, tj. 27-28°C. Dodatkowo sktad btony zmienia si¢ w wyniku zainfekowania
bakulowirusami, gldwnie w zakresie zwigkszenia zawarto$ci fosfatydylocholiny. Jest to o tyle
wazne, ze skiad lipidowy btony komorkowej, a szczegolnie zawarto$¢ cholesterolu, wywiera
istotny wplyw na parametry farmakologiczne receptorow zlokalizowanych w tej
btonie [157, 166].

W komorkach owadzich potwierdzono wystepowanie wigkszosci, charakterystycznych takze
dla organizmow wyzszych, modyfikacji potranslacyjnych bialek, warunkujacych w wielu
przypadkach ich wlasciwe funkcjonowanie [132, 140, 167]. Komoérki owadzie sg zdolne do
przeprowadzania acylacji aminokwasoéw resztami kwasow thuszczowych, fosforylacji biatek
oraz O- i N-glikozylacji, przy czym ta ostatnia modyfikacja przebiega odmiennie niz w
komorkach ssaczych. Zamiast ztozonych, rozbudowanych oligosacharydéw, zakonczonych
resztami galaktozy lub kwasu sialowego u kregowcow, komorki Sf9 wytwarzaja proste
struktury, w ktorych grupy tréjmannozowe tworza szkielet glikanu, a reszty boczne stanowi
fukoza [167, 168]. Roznice w profilu modyfikacji potranslacyjnych odgrywaja bardzo wazna
role, przede wszystkim w badaniach strukturalnych GPCR, ale moga tez w niektorych
przypadkach wptywac na profil farmakologiczny receptora.

1.2.3.4. Komorki ssacze

W badaniach nad receptorami oddziatujacymi z biatkami G, réownie czgsto jak komorki
owadzie, wykorzystuje si¢ ssacze linie komorkowe. System ten zapewnia odpowiednio
zaawansowang potranslacyjng modyfikacje bialek oraz mozliwos¢ uzyskania btonowe;j
lokalizacji receptorow rekombinowanych. Charakteryzuje si¢ ponadto obecnos$cig catego
garnituru  kompatybilnych  przekaznikow  wewnatrzkomérkowych,  umozliwiajacych
przeprowadzenie podstawowych testow funkcjonalnych dla receptoréw 0 siedmiu helisach
transbtonowych. W modelu tym zachowany jest rowniez odpowiedni sktad lipidowy btony
komorkowej, warunkujacy w wielu przypadkach wiasciwe funkcjonowanie receptorow
rekombinowanych. Najwigkszymi ograniczeniami systemu ekspresyjnego wykorzystujacego
komorki ssacze s3 wymagajace warunki hodowli oraz trudno$ci zwigzane z wprowadzeniem
obcych genéow do wnetrza komorki. Reasumujac, zastosowanie omawianego modelu do
uzyskania ekspresji receptorow GPCR jest najbardziej uzasadnione w przypadku planowania
przeprowadzenia testow funkcjonalnych 1 testow wigzania w warunkach najbardziej
zblizonych do natywnych, natomiast, ze wzgledu na koszt i problem niskiej wydajnosci
produkcji rekombinowanego biatka, nie jest zalecany w badaniach strukturalnych receptorow

siedmiotransbtonowych [132, 140].
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Ekspresja biatek rekombinowanych w liniach ssaczych moze mie¢ charakter przej$ciowy lub
wigzac¢ si¢ z otrzymaniem tzw. stabilnych linii komoérkowych [169]. W pierwszym przypadku
uzyskuje si¢ wprawdzie wyzszy poziom ekspresji w pojedynczej komoérce (wicksza liczba
kopii genu), ale ograniczona jest ona do kilku dni i ulega wygaszeniu w wyniku $mierci
komorki lub utraty wektora ekspresyjnego. W przypadku linii charakteryzujacych si¢ stabilng
ekspresja genow receptora, obserwuje si¢ z Kolei nizszy poziom ekspresji W pojedynczej
komorce, ale z drugiej strony mozna unikng¢ wielokrotnego powtarzania pracochtonnego
eksperymentu wprowadzania obcych genow do wnetrza komoérek, a ponadto zyskuje sie
powtarzalno§¢ warunkéw prowadzonych badan. W przypadku ekspresji przejsciowej biatek
receptorowych, transkrypcja odbywa si¢ w oparciu o niereplikujacy material zlokalizowany w
cytozolu (plazmid lub genom wirusa), natomiast przy ekspresji stabilnej dochodzi najczescie;j
do integracji cDNA receptorowego z genomem komorek gospodarza (wyjatek stanowia
plazmidy episomalne, opisane dalej) [169], przy czym czgsto$¢ wystgpowania takiego
zjawiska jest niewielka (zaklada sie, ze zaledwie w jednej na 10* komérek wprowadzony gen
ulega integracji z materiatem genetycznym gospodarza) [170]. Jednoczes$nie, ilo$¢ kopii genu
oraz miejsce integracji z chromosomem w sposob istotny determinujg poziom ekspresji
transgenu, a jednym z obnizajacych go czynnikdw moze by¢ wiaczenie genu w nieaktywny
transkrypcyjnie  obszar genomu lub  niestabilno$¢  genetyczna  wynikajaca  z
rekombinacji [171]. W zwiazku z niskg cz¢stoScig zjawiska integracji transgenu z materiatem
komorek gospodarza, aby wyprowadzi¢ linie komérkowa ze stabilng nadekspresja obcego
genu, konieczne jest wiaczenie odpowiedniej presji selekcyjnej. W tym celu najczesciej
stosuje si¢ odpowiedni antybiotyk, dodawany do pozywki hodowlanej dla komoérek po
transfekcji/transdukcji. Opornos¢ na antybiotyk selekcyjny warunkowana jest ekspresja genu
opornos$ci, najczesciej wprowadzanego do komodrek za pomoca tego samego wektora, co gen
bialka rekombinowanego. Przykladem antybiotyku selekcyjnego dla  komorek
eukariotycznych jest genetycyna (G418). Jest to antybiotyk z grupy aminoglikozydow o
strukturze zblizonej do neomycyny, gentamycyny i kanamycyny. Aktywnos$¢ cytotoksyczng
w komorkach eukariotycznych realizuje hamujac synteze biatka, poprzez interakcje z
rybosomami. Komorki ssacze wykazuja r6zng wrazliwo$¢ na dziatanie G418, dlatego
eksperyment ekspresji biatka rekombinowanego nalezy poprzedzi¢ wyznaczeniem krzywej
przezywalnos$ci dla komorek typu dzikiego. Oporno$¢ na dziatanie genetycyny ujawnia si¢ w
nastgpstwie ekspresji genu fosfotransferazy aminoglikozydéw o pochodzeniu bakteryjnym,
ktorej aktywnos$¢ odpowiada za dezaktywacje antybiotyku znajdujacego si¢ z pozywce
selekcyjnej [171].
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Wprowadzenie obcego DNA do komorek ssaczych mozna przeprowadzi¢ na drodze

transfekcji lub transdukcji, przy czym pojeciem transdukcji okreslane sa techniki wirusowe,

natomiast poj¢ciem transfekcji okresla si¢ wszystkie pozostate metody stuzace wprowadzeniu
gendw do komorek eukariotycznych.

Transfekcja

Wektorami genetycznymi wykorzystywanymi do transfekcji komorek ssaczych sa najczesciej

czasteczki plazmidowego DNA. Eukariotyczny plazmid ekspresyjny powinien zawierac:

- sekwencj¢ promotora, wigzaca endogenne czynniki transkrypcyjne 1 kontrolujaca
transkrypcje genu - plazmidy eukariotyczne najczesciej zawieraja konstytutywne
promotory pochodzace z genoméw wirusowych, np.: promotor cytomegalowirusa
(CMV, ang.: Cytomegalovirus) lub matpiego wirusa nr 40 (SV40, ang.: Simian virus 40),
przy czym zastosowanie promotora CMV daje zwykle lepsze rezultaty [172],

- miejsce poliadenylacji, warunkujace prawidlowa terminacje transkrypcji i stabilnosé
powstajacego mRNA,

- tzw. kaset¢ prokariotyczng, zawierajacg prokariotyczne miejsce inicjacji replikacji i gen
opornos$ci na antybiotyk, umozliwiajace amplifikacj¢ plazmidu w komorkach bakteryjnych,

- miejsce klonowania (MCS, ang.: multi-cloning site), zawierajace sekwencje rozpoznawane
przez enzymy restrykcyjne 1 umozliwiajace wprowadzenie obcego genu,

- eukariotyczny gen opornosci na antybiotyk (genetycyna, hygromycyna B), pozwalajacy na
wytworzenie presji selekcyjnej przy otrzymywaniu stabilnej ekspresji rekombinowanego
biatka.

Opcjonalnie plazmid eukariotyczny moze zawiera¢ miejsce inicjacji replikacji wirusa

Epsteina-Barr (EBV, ang.: Epstein-Barr virus) lub SV40. Plazmidy tego typu mogg ulegaé

episomalnej replikacji w komodrkach ssaczych charakteryzujacych si¢ ekspresja, odpowiednio:

jadrowego antygenu 1 wirusa Epsteina-Barr (ang.: Epstein-Barr virus nuclear antigen 1) lub
duzego antygenu T wirusa malpiego nr 40 (ang.: SV40 large T antigen). Replikacja
episomalna plazmidu zwigksza wydajnos¢ ekspresji bialek rekombinowanych, poprzez

podniesienie liczby kopii genu w komorce [173].

Transfekcje komorek ssaczych mozna przeprowadzi¢ korzystajac z metod chemicznych lub

fizycznych. Do czynnikéw chemicznych wspomagajacych transfekcje mozna zaliczy¢:

- Zwiazki nieorganiczne, np. w technice koprecypitacji DNA z fosforanem wapnia, w ktorej

obce DNA zostaje zamknigte w strukturze wytracajacych si¢ krysztatow fosforanu wapnia i w

tej postaci podlega endocytozie do wnetrza komodrek [174]. Prawidtowo przeprowadzony

eksperyment pozwala na uzyskanie nawet 80-procentowej wydajnosci transfekcji w
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przypadku komorek HEK293 [173]. Niestety opisywana technika ma swoje ograniczenia,
wsérod ktorych wymieni¢ nalezy: czasochlonno$é, konieczno$¢ S$cistej kontroli czasu
formowania precypitatu (aby zapobiec powstawaniu duzych krysztatow Caz(POas)2) oraz
nieskuteczno§¢ w odniesieniu do niektorych linii komoérkowych (metoda ta ma m.in.
ograniczong skuteczno$¢ przy transfekcji linii CHO, dla ktorej konieczne jest zastosowanie
dodatkowych zabiegow jak np. wywolanie wstrzagsu osmotycznego komorek [175]).
Parametrami kluczowymi dla wydajnosci omawianej metody s3: odpowiednie pH
stosowanego buforu fosforanowego, dodatek czynnikéw utatwiajacych pinocytoze krysztatlow
(glicerol, DMSO, maslan sodu), a takze jako$¢ precypitatu, ktory powinien by¢ mozliwie
drobny i jednorodny [169].

- Kationowe polimery, w tym pierwotnie stosowany dietyloaminoetylo-dekstran (DEAE-
dekstran), ktorego podstawowa wada jest cytotoksycznos¢. Obecnie do transfekcji z uzyciem
kationowych polimeréw coraz powszechniej stosowane s3 polietylenoiminy (PEI).
Wykorzystuje si¢ zarowno formy liniowe jak i usieciowane polietylenoiminy o $redniej masie
molowej od 25 kDa do nawet 800 kDa. PEI zawiera w kazdym monomerze jeden atom azotu,
ktéry po uprotonowaniu, umozliwia utworzenie wigzan jonowych ze zdysocjowanymi
resztami fosforanowymi czgsteczki DNA. Tworzace si¢ kompleksy DNA:PEI maja $rednice
pomiedzy 50 a 1000 nm, w zaleznoSci od S$rodowiska, w ktorym przeprowadza si¢
kompleksowanie oraz od tego, czy stosuje si¢ usieciowang, czy liniowa polietylenoiming.
Powstate polipleksy wnikaja do wnetrza komodrki na drodze endocytozy. Nastepnie sa
uwalniane z endosomow 1 lizosomow do cytoplazmy, prawdopodobnie w zwigzku z wysoka
zawartoscig reszt aminowych w PEI, ktore uczestniczag w wytworzeniu wysokiej sity jonowej,
odpowiedzialnej za pgcznienie i rozpad pgcherzykow endocytarnych [169, 176-178].

- Lipidy kationowe, wchodzace w sklad znacznej czgsci komercyjnych odczynnikow do
transfekcji, w tym: FUuGENE HD, Lipofectamine2000 i TurboFect. Wigkszos¢ tych
odczynnikow zawiera mieszaning kationowych (mono- lub poliwalentnych) i obojetnych
lipidow (np. DOPE - dioleilo-fosfatydyloetanolamina, cholesterol), zawieszonych w
srodowisku wodnym, w ktorym wytwarzaja liposomy lub w $§rodowisku etanolowym, gdzie
tworza micele. Transfekcja z uzyciem kationdw lipidowych, nazywana lipofekcja, jest
technikg charakteryzujaca si¢ najwigksza wydajnoscig wsrod wszystkich opisanych wczesniej
technik transfekcji chemicznej. Kationy lipidowe wytwarzaja kompleksy z ujemnie
naladowanymi czgsteczkami DNA w podobny sposob, jak w przypadku kationowych
polimeréw, ale dodatkowa zalete tego uktadu stanowi hydrofobowy charakter utworzonych

polipleksow, ktory utatwia przenikanie przez btony biologiczne [169, 179].
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Do czynnikéw krytycznych dla powodzenia eksperymentu lipofekcji zalicza sig:
- stosowanie zdrowych, szybko dzielacych si¢ komorek,
- wspolng inkubacje kationéw lipidowych i DNA w pozywce pozbawionej surowicy,
poniewaz zawiera ona sulfonowane proteoglikany oraz inne bialka, ktore wspdtzawodnicza
z DNA w procesie tworzenia kompleksow z kationami lipidowymi,
- korzystanie w trakcie eksperymentu z pozywki bez dodatku antybiotykow,
- zapobieganie potencjalnej cytotoksycznosci poliplekséw lipofekcyjnych poprzez obnizenie
ilosci DNA i/lub kationéw lipidowych w probkach transfekcyjnych [169, 179].
Transfekcja komorek z wykorzystaniem czynnikow fizycznych obejmuje: mikroiniekcje,
biolistyke¢ oraz elektroporacje, przy czym jedynie ostatnia metoda jest stosowana do
modyfikacji genetycznych komorek eukariotycznych w wigkszej skali w hodowli in vitro.
Elektroporacja polega na zadzialaniu impulsem elektrycznym o wysokim napigciu ha
zawiesing komorek o duzej gestosci (od 10° do 107 komoérek/ml), umieszczonych w
specjalnych kuwetach w obecnosci obcego DNA. W wyniku chwilowego wzrostu
przepuszczalnosci bton komodrkowych materiat genetyczny wnika do wnetrza
transfekowanych komorek. Stosuje si¢ impuls elektryczny o napigciu w zakresie 100-1000V i
pojemnosci elektryczne; 25-1000 pF, modyfikujac amplitude 1 czas trwania impulsu.
Elektroporacj¢ stosuje si¢ przede wszystkim do komorek zawiesinowych, ktore trudniej
transfekowa¢ metodami chemicznymi, ale komorki adherentne, po przeprowadzeniu w
zawiesing, rowniez moga zosta¢ poddane transfekcji z wykorzystaniem elektroporatora.
Technika ta pozwala na uzyskanie zarowno przej$ciowe;j, jak i stabilnej ekspresji transgenu.
Eksperyment wykonuje si¢ zwykle w temperaturze pokojowej, a komorki nastepnie
umieszcza si¢ na lodzie, w celu wydluZzenia czasu czgsciowej dezintegracji btony
umozliwiajacej wnikanie DNA do wnetrza komodrek. Podstawowymi wadami elektroporacji
sg: koniecznos$¢ uzywania wigkszej ilosci komoérek i materialu genetycznego niz w przypadku
chemicznych metod transfekcji oraz duza zmienno$¢ warunkow eksperymentu pomiedzy
r6znymi liniami komérkowymi [121, 172].
Istotnym aspektem kazdego eksperymentu transfekcji jest czysto$¢ wykorzystywanego DNA,
ktéra wptywa znaczaco na wydajnos¢ procesu. Materiat genetyczny do transfekcji powinien
by¢ pozbawiony zanieczyszczen, takich jak: zwigzki organiczne (fenol, chloroform), biatka,
bakteryjne RNA i endotoksyny oraz wysokie st¢zenie soli nieorganicznych [169, 172, 173].
Istotna jest tez kondycja hodowanych komorek, ktére powinny by¢ transfekowane w fazie
logarytmicznego wzrostu oraz powinny by¢ wolne od wszelkich zanieczyszczen, w tym od

zakazen mykoplazma [121].
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Transdukcja

Transdukcja komorek eukariotycznych, a wigc wprowadzenie transgenu do komoérek z
uzyciem wektoréw wirusowych, moze prowadzi¢ do uzyskania przejSciowej ekspresji genu,
jak to ma miejsce w przypadku zastosowania rekombinowanych alfawiruséw (np. wirus
goraczki lasu Semliki, ang.: Semliki forest virus) lub wirusow krowianki (ang.: Vaccinia
virus), w zwiazku z nastgpujaca po kilku dniach od infekcji $miercig komorek. Z kolei, w
przypadku systeméw wykorzystujacych wektory retrowirusowe, transdukcja komorek
ssaczych prowadzi do stalego wbudowania obcego genu do chromosomu komorek
gospodarza [132, 169, 173]. Stosowanie technik retrowirusowych jest ograniczone do
klonowania fragmentow DNA o dtugosci do 11 tys. par zasad, poniewaz wigksze fragmenty
nie moga zosta¢ zamknigte w kapsydzie wirusa. Ponadto system ten umozliwia modyfikacje
jedynie komorek aktywnych mitotycznie.

Genom retrowirusow stanowi jednoniciowe RNA, ktore zostaje zamknigte wraz z istotnymi
dla replikacji enzymami w biatkowym kapsydzie, otoczonym ostonka lipidowa zawierajaca
specyficzne glikoproteiny wirusowe. Niezmodyfikowane genetycznie wirusy typu dzikiego
wnikaja do komoérek w oparciu o mechanizm receptorowy (endocytoza receptorowa
warunkowana rozpoznaniem glikoprotein ostonki lipidowej wirusa). Bezposrednio po tym
etapie dochodzi do utworzenia kopii DNA genomu wirusa, ktéra powstaje w wyniku
aktywnosci zarowno komorek gospodarza jak i czynnikow wirusowych (w tym - odwrotnej
transkryptazy syntezowanej w oparciu 0 gen - pol). Materiat genetyczny wirusa ulega
nastepnie wiaczeniu do chromosomu komorek gospodarza (m.in. przy uzyciu kolejnego
produktu genu pol - integrazy). Wirus w tej postaci okreslany jest jako prowirus i ulega
replikacji wraz z genomem komorek gospodarza. W wirusach typu dzikiego, zdolnych do
replikacji, material genetyczny zawiera wszystkie sekwencje kodujace poliproteiny wirusowe
niezb¢dne do wytworzenia wirionéw, a wiec geny: gag, pol i env. Odpowiadaja one za
synteze, odpowiednio: gag (ang.: group specific antigen) - biatek kapsydu; pol - odwrotnej
transkryptazy, proteazy i integrazy; env (ang.: envelope proteins) - glikoprotein ostonki
lipidowej wirusa, rozpoznawanych przez receptory na powierzchni infekowanych komorek.
Genomowe RNA wirusa zawiera takze sekwencj¢ y, ktdra jest rozpoznawana przez biatka
uczestniczace w skladaniu czastek wirusowych 1 dlatego materiat genetyczny wirusa zostaje
zamkniety w powstajacych wirionach. Infekcja wirusem typu dzikiego prowadzi do
odtworzenia czasteczek identycznych z materiatem wyjSciowym, ktére nastepnie moga

rozprzestrzenia¢ si¢ na kolejne komorki [180, 181].
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W celu zapewnienia bezpieczenstwa, przy wykorzystaniu retrowirusow jako wektorow
genetycznych, opracowano model transdukcji retrowirusowej, w ktorym stosuje si¢ wirusy
niezdolne do samodzielnej replikacji. Genom tych wirusow zostal pozbawiony genow
istotnych dla tworzenia czastek wirusowych. W celu utworzenia zdolnych do infekcji
wiriondéw, niezbedne sg specjalne linie komorek pakujacych (ang.: packaging cell lines), do
ktorych wprowadzone zostaty, na drodze transfekcji, geny kodujace kluczowe poliproteiny
wirusowe: gag, pol i env (Rysunek 1.12). Drugim istotnym elementem omawianego systemu
jest plazmid retrowirusowi, zawierajacy: sekwencj¢ sygnatowg vy; odpowiedni promotor
eukariotyczny; miejsce klonowania, w obrebie ktorego wprowadzany jest transgen oraz gen
selekcyjny. Elementy te zawarte pomiedzy wirusowymi sekwencjami LTR (ang.: long
terminal repeats), w ktorych zlokalizowane sg: promotor wirusowy oraz sekwencje -

wzmacniajgca, poliadenylacji i terminacji tranksrypcji [181, 182].

Plazmid retrowirusowy zawierajgacy: 5’ 3’
transgen (gen X), gen opornosci [LTR| V¥ genx heo -
na antybiotyk (neo) oraz 3 /
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Rysunek 1.12 Produkcja rekombinowanych czastek retrowirusowych w komorce pakujacej, w
nastepstwie transfkecji plazmidem retrowirusowym (opis w tekscie), wg [181].

Plazmid retrowirusowy wprowadzony zostaje do komorek pakujacych na drodze transfekcji.
Dochodzi wtedy do transkrypcji plazmidowego DNA na RNA w oparciu o sekwencje
promotorowa z fragmentu 5° LTR (transkrypcja konczy si¢ na fragmencie 3’ LTR).
Rownolegle dochodzi do ekspresji, Stabilnie zintegrowanych z genomem komorek

pakujacych, genow pol, gag i env. Dzigki temu utworzone RNA wirusowe zostaje zamknigte
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w bialkowym kapsydzie, a powstajace wirusy uwalniane sa do pozywki hodowlanej. Nalezy
podkresli¢, ze genom rekombinowanego wirusa zawiera jedynie sekwencje zawarte pomigdzy
fragmentami 5° LTR i1 3° LTR w plazmidzie retrowirusowym (w tym transgen i gen opornosci
na antybiotyk), natomiast sekwencje genow gag, pol i env nie zostajg wbudowane w genom
powstajacych wirusow [181].

Czastki wirusowe, pozyskane z hodowli komoérek pakujacych, przenosi si¢ nastgpnie do
naczynia hodowlanego z docelowg linig komérkowa. Rekombinowane wirusy infekuja te
komorki, a material genetyczny wirusa w pierwszej kolejnosci podlega odwrotnej
transkrypcji. Nastepnie ulega on wlaczeniu do chromosomu zainfekowanych komorek. Na
tym etapie (inaczej niz ma to miejsce w przypadku niezmienionych genetycznie wiruséw typu
dzikiego) konczy si¢ cykl zyciowy wirusa, ktory nie jest zdolny do odtworzenia zjadliwych
wirionow i infekcji kolejnych komorek, m.in. ze wzgledu na brak sekwencji kodujacych
biatka kapsydu i otoczki lipidowej. W oparciu o wprowadzony do komoérek linii docelowej
material genetyczny wirusa dochodzi jedynie do ekspresji transgenu oraz genu oporno$ci na
antybiotyk [181].

Komorki pakujace otrzymuje si¢ wykonujac stabilng transfekcje genami pol, env i gag.
Najczgsciej] wykorzystuje sie¢ w tym celu linie: HEK293, COS lub mysie fibroblasty
NIH/3T3 [181, 183]. Przyktadem moze by¢ linia komorek pakujacych - GP+envAm12 [184].
Powstata ona w wyniku transfekcji linii NIH/3T3 plazmidem zawierajacym geny gag i pol,
pochodzacymi z wirusa biataczki mysiej Moloneya (ang.: Moloney murine leukemia virus).
Nastepnie seri¢ klondw otrzymanej linii, charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem
ekspresji genéw gag i pol (w tym odwrotnej transkryptazy, ktora byta wykorzystana jako
marker), ponownie transfekowano - tym razem plazmidem zawierajacym gen env
amfotropowego wirusa mysiej biataczki 4070A (ang.: 4070A amphotropic murine leukemia
virus). Uzyskano w ten sposob lini¢ wydajnie produkujaca biatka strukturalne i funkcjonalne
retrowiruséw. Sekwencje warunkujgce utworzenie w petni aktywnego wirusa zostaty w linii
GP+enAm12 rozdzielone przestrzennie. Dlatego ryzyko potrojnej rekombinacji (pomiedzy
sekwencjami gag/pol i env w genomie komoérek pakujacych oraz plazmidem
retrowirusowym), ktora skutkowataby utworzeniem wiruséw zdolnych do replikacji, jest
znikome [184].

Jak wspomniano wczesniej, retrowirusowe geny env koduja glikoproteiny otoczki lipidowe;,
ktore warunkujg zdolno$¢ do infekcji roznych typoéw komoérek, w ramach receptorowego

mechanizmu endocytozy czastek wirusowych.
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Przyjmujac za kryterium produkowane w komodrkach pakujacych biatka env, systemy

ekspresji retrowirusowej mozna sklasyfikowac¢ jako:

- ekotropowe - umozliwiajgce infekowanie tylko (lub preferencyjnie) komoérek gatunkow, z
ktorych zostaly wyizolowane wirusy poddane manipulacjom genetycznym (najczescie]
komorki myszy 1 szczurdéw),

- amfotropowe - moga zakaza¢ wiele gatunkéw, charakteryzuja si¢ szerszym spektrum
potencjalnych komoérek gospodarza.

Aby dodatkowo zwiekszy¢ spektrum infekowanych komorek (m.in. o komorki chomika) dla

wirusow produkowanych w amfotropowych komorkach GP+envAm12, nalezy przeprowadzi¢

pseudotypowanie wirusoOw. Dokonuje si¢ tego poprzez zastgpienie produktu genu env

biatkiem innego wirusa. Pseudotypowanie mozna przeprowadzi¢ np. stosujac biatko G

ostonki lipidowej wirusa pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (VSV, ang.: Vesicular

Stomatitis Virus). Biatko to, w odroznieniu od innych produktow genu env, w trakcie

wnikania wirusa do komorki wchodzi w interakcje z fosfolipidowymi sktadnikami btony

komorkowej, w sposob niezalezny od biatek receptorowych [185, 186]. Uzyskanie stabilnej
ekspresji biatka VSV-G w komodrkach pakujacych jest dla nich toksyczne, dlatego
pseudotypowanie wirusOw przeprowadza si¢ na drodze przej$ciowej transfekcji komorek
produkujacych czgstki wirusowe plazmidem kodujacym biatko VSV-G. Uzyskane w ten
sposob biatko nie wymaga zadnych dodatkowych czynnikow, aby potaczy¢ si¢ z
nukleokapsydem wirusa powstajacego w oparciu o wektor retrowirusowy [185].

Linie komorkowe wykorzystywane do ekspresijii GPCR

Wigkszos$¢ opisanych prob uzyskania ekspresji receptorow GPCR w komodrkach ssaczych
dotyczyta linii wywodzacych si¢ z fibroblastow (CHO, HEK293, COS, A9, BHK-21,
NIH/3T3, L-929, Rat-1) lub komodrek pochodzacych z centralnego uktadu nerwowego (Co6,
PC-12 czy SH-SY5Y) [172]. Wsrod wymienionych linii najczeSciej stosowane byly linie
CHO (ang.: Chinese hamster ovary) i HEK293 (ang.: Human embryonic kidney), co
podyktowane jest fatwoscig transfekcji, prostymi warunkami hodowli, krotkim czasem
podwojenia, bezpieczenstwem oraz  wzglednie niewielkg iloScia  receptorow
endogennych [172, 173].

Linia CHO zostala pozyskana w latach pigcdziesigtych XX wieku z jajnika chomika
chinskiego 1 zostata szybko zaadoptowana do badan podstawowych z zakresu metabolizmu 1
cyklu komorkowego, w nastgpstwie czego komodrki CHO zostaly uznane za ssaczy
odpowiedniki  bakterii E. coli, ze wzgledu na podobng powszechno$¢ ich

wykorzystania [187]. Dobre poznanie biologii wzrostu i do$wiadczenia zdobyte w hodowli
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linii CHO umozliwity jej szersze wykorzystanie w biotechnologii oraz sprawily, ze szybko
stata si¢ jedna z najpowszechniej uzywanych do produkcji biatek rekombinowanych linii
komoérkowych. Obecnie szacuje si¢, ze nawet 70% rekombinowanych biatek o zastosowaniu
terapeutycznym jest produkowane z wykorzystaniem komérek CHO [187]. Z uzyciem tej linii
otrzymane zostalo m.in. pierwsze rekombinowane biatko o zastosowaniu terapeutycznym,
zaakceptowane przez Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow (FDA, ang.: Food and Drug
Administration) jako lek do stosowania u ludzi - ludzki tkankowy aktywator
plazminogenu [187, 188].

Linia HEK?293, druga z linii ssaczych najczg$ciej wykorzystywanych do produkcji biatek
rekombinowanych, zostala wyprowadzona przez Grahama w 1977 roku [189].
Przeprowadzone w kolejnych latach badania pozwolilty na jej doktadng charakterystyke.
Migdzy innymi, z wykorzystaniem technik mikomacierzowych, okreslono poziomy mRNA
dla ponad 100 genéw kodujacych GPCR, a to pozwolilo dokladniej zrozumiec
kontekst molekularny, w ktorym przeprowadzana jest nadekspresja receptorow
rekombinowanych [190]. Dodatkowo, w odniesieniu do linii HEK293, wykonano seri¢
eksperymentdéw inzynierii genetycznej, majacych na celu zwigkszenie wewnatrzkomorkowe;j
ilosci kopii plazmidéow zawierajagcych wirusowe miejsca inicjacji replikacji. Wprowadzenie
do komorek HEK293 genow kodujacych jadrowy antygen 1 wirusa Epsteina-Barr lub duzy
antygen T wirusa malpiego nr 40 oraz uzyskanie ich stabilnej ekspresji doprowadzito do
otrzymania linii, odpowiednio: HEK293EBNA i HEK293T. Wyprowadzenie omawianych
linii sprawito, ze kompatybilne plazmidy moga ulega¢ episomalnej replikacji w tych
komorkach. Prowadzi to do zwigkszenia: liczby kopii genu w komorce, poziomu ekspresji,

a takze prawdopodobienstwa trwalej integracji transgenu do genomu gospodarza [173, 191].

1.2.4. Analizowane poziomy sygnalizacji receptoréw siedmiotransblonowych

Aktywacja receptorow GPCR jest procesem wielostopniowym. Rozpoczyna si¢ zwigzaniem
liganda, ktore prowadzi do zmian konformacyjnych receptora oraz aktywacji procesOw
fosforylacji, co skutkuje z kolei oddziatywaniem z I-rzedowymi biatkami efektorowymi
(biatka G 1 B-arestyny). Opisana interakcja aktywuje kaskady sygnalowe, prowadzace do
pobudzenia kolejnych pozioméw wewnatrzkomorkowych bialek sygnatowych. Strategia
poszukiwania ligandow GPCR moze opiera¢ si¢ na rejestracji kazdego z wymienionych
poziomow aktywacji receptoréw [192-194]. Efektami zwigzanymi z pierwszym etapem, a
wigc przylaczeniem liganda do odpowiedniej konformacji receptora zajmuja si¢ testy

wigzania [195]. Pozostale poziomy sygnalizacji opisujg testy funkcjonalne, ktore mogg byc
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prowadzone w odniesieniu do bialek efektorowych lub wtornych przekaznikow, zaré6wno w
obrgbie jednego szlaku sygnatowego, jak i wielu szlakow réwnoczesnie, a takze moga
skupiac¢ si¢ na koncowych efektach komérkowych (np. skurcz, migracja, apoptoza) [196].
Testy wigzania analizujg bezposrednig interakcj¢ liganda z receptorem, pozwalajagc na
oznaczenie sily tego oddzialywania, czyli powinowactwa [195, 197]. Wada testow wigzania
jest ich ograniczenie do badania oddziatywan ortosterycznych lub allosterycznej modyfikacji
sity wigzania znakowanego liganda. Oznaczenia te nie pozwalaja natomiast na identyfikacje
allosterycznych  ligandow, wpltywajagcych na  aktywno$¢ wewnetrzng  ligandow
ortosterycznych. Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze testy wigzania umozliwiaja jako jedyne
badanie kinetyki procesu wigzania liganda do receptora, ktéra moze odgrywac istotng role w
obserwowanym efekcie terapeutycznym [198]. Przyktadem moga by¢ roznice w dziataniu
antagonistow receptora angiotensynowego typu 1 (AT1) - losartanu i kandesartanu. Leki te,
mimo podobnej sitly wigzania do receptora oraz zblizonych  parametréw
farmakokinetycznych, roznig si¢ skuteczno$cia w utrzymywaniu obnizonego ci$nienia.
Z dwoch wymienionych antagonistow receptora ATI1 - kandesartan umozliwia dluzsza
kontrole nadci$nienia po przyjeciu ostatniej dawki, co zostalo wyjasnione wolniejsza
dysocjacja leku od biatka receptorowego [199].

Oznaczenia wigzania ligandow moga by¢ prowadzone z wykorzystaniem znakowanych
ligandow lub zwigzkéw pozbawionych znacznika. Ligand moze zosta¢ wyznakowany:
odpowiednim radioizotopem (najczesciej 3H i 12°J), czasteczka fluorofora lub znacznikiem
luminescencyjnym [195, 200].

Testy wigzania mozna podzieli¢ na heterogenne oraz homogenne. Pierwsze z nich, dla
przeprowadzenia oznaczenia, wymagaja oddzielenia niezwigzanego liganda znakowanego od
frakcji liganda zwigzanego z receptorem. Mozna tego dokona¢ na drodze filtracji, wirowania,
adsorpcji lub dializy (Rys. 1.13 A). Testy homogenne mozna wykonywa¢ na drodze pomiaru
odpowiednich parametrow, w probce zawierajacej zarowno zwigzany, jak i wolny ligand
znakowany. Zaliczy¢ tu mozna zaré6wno testy wykorzystujace techniki radioreceptorowe - test
SPA (Rys. 1.13 B) [201], jak i metody nieizotopowe. Do tej ostatniej grupy zaliczamy miedzy
innymi  metody fluorescencyjne, obejmujace na przyklad zastosowanie cytometrii
przeptywowej [202, 203] oraz oznaczenia FRET (Rys. 1.13 C) [129] i polaryzacji
fluorescencji (Rys. 1.13 D) [195].
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Rysunek 1.13 Rozne formaty testow wigzania znakowanych ligandow receptorow GPCR.
(A) Klasyczny heterogenny test filtracyjny. W trakcie inkubacji biatka receptorowego (R) w obecnosci
znakowanego liganda (L*) oraz liganda nieznakowanego (A) dochodzi do utworzenia kompleksow
receptor-ligand znakowany (R-L*) oraz receptor-ligand nieznakowany (R-A), ktore oddziela si¢ od
frakcji niezwigzanych ligandow na drodze filtracji. (B) Homogenny test SPA (ang.: scintilation
proximity assay) - opiera si¢ na detekcji emisji $wiatla, jako efektu przeniesienia energii
promieniowania radioaktywnego liganda do mikrosfery (o $rednicy Sum) zawierajgcej scyntylator, na
ktorej zimmobilizowne zostato biatko receptorowe (w postaci catych komoérek lub fragmentéw blon).
Emisja $wiatta wystepuje jedynie w sytuacji, gdy znakowany ligand i biatko receptorowe znajduja si¢
w odlegtosci nie wigkszej niz 10um od siebie (sytuacja 2). W innym przypadku energia
promieniowania radioliganda zostaje zaabsorbowana przez bufor zawarty w probce (sytuacja 1).
(C) Technika rezonansowego transferu energii fluorescencji. W tescie tym zarowno receptor, jak i
ligand zostajg wyznakowane znacznikami fluorescencyjnymi, dobranymi w ten sposéb, ze maksimum
emisji jednego z nich pokrywa sie z maksimum absorbcji drugiego. Do przeniesienia energii
wzbudzenia donora na akceptor dochodzi w momencie, gdy oba fluorofory znajda si¢ dostatecznie
blisko siebie (sytuacja 2). W przeciwnym wypadku energia fluorescencji donora ulega rozproszeniu i
nie obserwuje sie emisji fluorescencji drugiego fluorofora (sytuacja 1). (D) Polaryzacja fluorescenciji.
W oznaczeniu tym dokonuje si¢ oceny stopnia polaryzacji $wiatla emitowanego przez ligand
fluorescencyjny jako konsekwencji zmiany jego ruchliwosci w wyniku zwigzania z biatkiem
receptorowym. W sytuacji wyjsciowej (sytuacja 1) wzbudzenie liganda o stosunkowo niskiej masie
molowej $wiattem spolaryzowanym skutkuje emisjg $wiatta zdepolaryzowanego w zwigzku z szybka
rotacja czasteczek w roztworze. Zwigzanie liganda z biatkiem receptorowym o duzej masie prowadzi
do zmniejszenia predkosci rotacji zwigzku i1 dlatego emitowane S$wiatlo pozostaje w czesci
spolaryzowane (sytuacja 2). Wedhug [195].
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W odroznieniu od testéw wigzania, oznaczenia funkcjonalne zajmujg si¢ zdarzeniami

zachodzacymi wewnatrzkomodrkowo i dotyczg loséw biatek efektorowych (m.in. rekrutacja

biatek G - test wiazania [*®S]GTPyS, rekrutacja B-arestyn, fosforylacja kinaz ERK1/2), a

takze wtornych przekaznikow (np.: cAMP, Ca®*, IP3). Opracowane metody pozwalaja

obecnie na  monitorowanie  aktywacji = wigkszosci  skladowych  klasycznego,
zaleznego od biatek G oraz alternatywnego, zwigzanego =z [-arestynami, szlaku

sygnatowego [192-194, 196].

Detekcja  zmian  wewngtrzkomorkowego — poziomu  3°,5’-cyklicznego  adenozyno-

monofosforanu (cCAMP) jest jedng z metod oceny aktywacji zaleznej od bialek G kaskady

sygnatowej, zwigzanej z pobudzeniem receptorow GPCR. Cykliczny AMP powstaje przy
udziale cyklazy adenylanowej (CA), enzymu katalizujacego reakcje¢ cyklizacji,
przeksztatcajacej adenozyno-5’-trifosforan (ATP) w cAMP z réwnoczesnym uwolnieniem
pirofosforanu. Fizjologicznie, aktywno$¢ zwigzanej z blong komorkowg CA, podlega
regulacji w wyniku bezposredniej interakcji z podjednostkami o bialek G lub, w przypadku

niektérych izoform cyklazy, dodatkowo w wyniku oddziatywania z jonami Ca?" i

kalmoduling [204, 205]. Jesli chodzi o wptyw heterotrimerycznych bialek G na funkcje

cyklazy adenylanowej to stwierdzono, ze:

- pobudzenie receptorow oddziatujacych z biatkami Gs prowadzi do uwolnienia podjednostki
Gos, ktora bezposrednio stymuluje aktywno$§¢ CA, prowadzac do podwyzszenia
wewnatrzkomoérkowego poziomu cAMP,

- odwrotnie, pobudzenie receptoréw oddzialujacych z biatkami Gi prowadzi do zahamowania
aktywnosci CA i obnizenia poziomu cAMP [11].

Oznaczenia w obrebie szlaku sygnalowego, zwigzanego z modulacja aktywnosci cyklazy

adenylanowej, mozna prowadzi¢ poprzez bezposrednie okreslenie wewnatrzkomoérkowego

stezenia cAMP lub poprzez zastosowanie systemu gendw reporterowych, pozostajacych pod
kontrolg zaleznych od cAMP czynnikow transkrypcyjnych, np. czynnika CREB (ang.: CAMP

response element-binding protein) [192, 205].

Jesli chodzi o sygnalizacje receptoréw siedmiotransbtonowych niezalezng od biatek G, to

opracowane zostalo rowniez wiele testow, pozwalajacych na ocen¢ aktywacji szlaku

[-arestynowego. Krotka charakterystyke tych oznaczen przedstawia Tabela 1.4.
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Tabela 1.4 Metody wykorzystywane

B-arestynami. Wg [206].

do badania

szlakow

sygnalowych zwigzanych z

Rodzaj testu

Zasada oznaczen

Silne strony

Stabe strony

Badanie
wewnatrzkomérkowego
przemieszczania
wyznakowanych biatek

Znakowanie
fluorescencyjne
B-arestyny lub receptora

Mozliwos¢ zastosowania
w odniesieniu do
receptora natywnego w
sytuacji, gdy znacznik
fluorescencyjny zostanie
przytagczony do B-arestyny

Trudnosci w dokonaniu
oceny ilosciowej procesu
redystrybucji
makromolekut.

Niska czutosc.

Ocena bezposredniego
oddzialywania
wyznakowanych:
receptorai p-arestyny

Zjawiska FRET, BRET i
komplementacji
fragmentow biatkowych

Wysoka czuto$¢

Wymuszona modyfikacja
biatka receptorowego,
moggaca wptywac na jego
witasciwosci.

Oznaczenie zmian
konformacyjnych
zaangazowanych biatek

Wewnatrzczgsteczkowe
oddziatywania FRET lub
BRET

Pozwala na réwnoczesng
analize rekrutacji i
aktywacji p-arestyn

Problemy z interpretacjg
rejestrowanych
sygnatéw.

Analiza nizszych
poziomoéw szlaku
sygnalowego

Aktywacja kinaz MAPK
Tworzenie widkien
stresowych
Chemotaksja

Bezposrednia analiza
odpowiedzi funkcjonalnej
0 potencjalnie istotnym
znaczeniu fizjiologicznym

Niska przepustowos¢.
Ryzyko obserwacji
niespecyficznego
pobudzenia
endogennych

receptoréw.

FRET - rezonansowy transfer energii fluorescencji, BRET - rezonansowy transfer energii
bioluminescencji, MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (ang.: mitogen-activated protein kinase)

Problematyka testow funkcjonalnych w farmakologii molekularnej GPCR obejmuje takze
proby scharakteryzowania koncowych efektow komorkowych pobudzenia receptorow. Do
oznaczanych zjawisk mozna zaliczy¢ migracje [99, 102, 207], degranulacj¢ [208] i apoptoze
komorek [209] oraz inne niespecyficzne procesy, ktore nie zawsze udaje si¢ powigzaé z
aktywacja konkretnego receptora o siedmiu helisach transbtonowych. Do oznaczen
funkcjonalnych zaliczamy réwniez bezznacznikowe testy komorkowe (ang.: label-free cell-
based assays). Techniki te pozwalaja zarejestrowa¢ zmiany morfologiczne i stopien adhezji
komorek, ktoére moga by¢ interpretowane jako efekty koncowe, podlegajace modulacji przez
szereg roznych receptorow GPCR, kanatow jonowych i szlakéw sygnatlowych. W niektorych
przypadkach, bezznacznikowe testy komoérkowe pozwalaja na rozrdznienie poszczegdlnych
szlakow sygnatowych zwigzanych z biatkami Gs, Gip | Ggq, a ich wysoka czuto$¢ pozwala na
badanie endogennych receptoréw w komorkach natywnych. Z powyzszego wynika
najwazniejsza zaleta omawianych technik - nie wymagaja one dodawania odczynnikéw
stuzacych detekcji sygnatu oraz nie wymuszaja modyfikacji genetycznych komoérkowego

materialu badawczego, stwarzajac w ten sposob mozliwo$¢ prowadzenia oznaczen w
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warunkach najbardziej zblizonych do naturalnych. Zaletg jest tez prowadzenie oznaczen w
czasie rzeczywistym, z zastosowaniem metod nieuszkadzajacych komorek, natomiast
podstawowg wade stanowi niska specyficznos$¢ rejestrowanych sygnatow, ktore moga byc
nastepstwem pobudzenia wiecej niz jednego receptora [210, 211].

Obecnie dostepne instrumenty, dedykowane do testow bezznacznikowych, opieraja si¢ na
pomiarach zmian impedancji komoérek hodowanych na powierzchni specjalnych
elektrod [212] oraz na rejestracji zmian dlugosci fali $wietlnej, odbitej od swiattowodowej
siatki dyfrakcyjnej, zatopionej w dnie naczynia hodowlanego [213, 214]. Mierzone wielkoS$ci
zaleza:

- dla pomiaréw impedancji - od wzglednej gestosci komorek, stopnia przylegania do
powierzchni wzrostowej oraz tworzenia polaczen migdzykomorkowych,

- w przypadku oznaczen z uzyciem biosensorow optycznych - od dynamicznego
przemieszczania biomasy (ang.: dynamic mass redistribution) w obszarze penetracji wiazki
swiatla (strefa detekcji o wysokosci do 150 nm), podyktowanego np. zmiang ksztattu

komorki, adhezja lub reorganizacjg szKieletu.

Selektywnos¢ funkcjonalna ligandow

W analizie funkcjonalnej receptorow bardzo waznym zagadnieniem jest konieczno$¢ oceny
wielu poziomoéw aktywnosci potencjalnego leku. Wieloplaszczyznowa analiza réznych
szlakow sygnatowych pozwala na pelniejsze scharakteryzowanie badanych polaczen i
wielokrotnie umozliwia wyjasnienie réznic w aktywnos$ci zwigzkow charakteryzujacych si¢ tg
samg sitg wigzania do receptora. Uzasadnieniem prowadzenia wielokierunkowych oznaczen
funkcjonalnych jest zjawisko okreslone jako selektywnos$¢ funkcjonalna ligandow (ang.:
biased signalling; functional selectivity) [215, 216], czyli wystgpowanie roéznej aktywnos$ci
wewnetrznej badanego zwiazku, w odniesieniu do poszczegdlnych wewnatrzkomérkowych
szlakow sygnatowych. Zjawisko to zostato opisane dla wielu receptorow GPCR, w tym dla
bedagcych  przedmiotem  niniejszej  pracy  receptorow  adenozynowych — [217],
kannabinoidowych [72, 218, 219] i histaminowych [220, 221].

Selektywnos$¢ funkcjonalng ttumaczy si¢ istnieniem wielu konformacji biatka receptorowego,
z ktorych kazda cechuje si¢ odmiennym powinowactwem do bialek efektorowych. Czes¢
ligandow stabilizuje konformacje warunkujgce réwnorzedng aktywacje wszystkich szlakow
sygnatowych, natomiast istnieje rowniez grupa zwiazkow stabilizujacych konformacje, ktore
promuja selektywnie aktywacj¢ wybranego szlaku sygnatowego [215]. Zjawisko to moze

dotyczy¢ zarowno selektywnos$ci funkcjonalnej w obrebie klasycznego szlaku sygnatowego
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GPCR, zwigzanego z biatkami G [198, 222] lub moze obejmowac przekaznictwo sygnatu, w
ktére zaangazowane sg inne biatka efektorowe, np. B-arestyny [206, 223].

Ligandy charakteryzujace si¢ selektywnoscig funkcjonalng moga by¢ szczegdlnie
interesujace, jesli chodzi o potencjalne znaczenie terapeutyczne. Mozna zalozy¢, ze ich
zastosowanie bedzie prowadzito do aktywacji szlakow pozadanych terapeutycznie, podczas
gdy nie beda one oddziatywaé¢ lub nawet beda blokowaé aktywacje przekaznikow
odpowiedzialnych za dziatania niepozadane i efekty toksyczne [223-225]. Przyktadowo, w
wyniku dziatania agonistow receptorow o siedmiu helisach transbtonowych, obserwuje si¢
procesy tachyfilaksji i1 desensytyzacji, zwigzane z aktywnos$cig P-arestyn. Zwiazki o
charakterze agonistéw w odniesieniu do aktywacji biatek G, majace jednoczesnie aktywno$¢
antagonistyczng w szlaku rekrutacji B-arestyny, moglyby zapobiega¢ wspomnianej utracie
wrazliwosci receptora. Korzystna moze by¢ tez sytuacja odwrotna, gdzie mamy do czynienia
Z antagonistg szlaku zwigzanego z biatkami G, aktywujacym jednoczes$nie sygnalizacje
B-arestynowa. Klasycznym przyktadem jest tu karwedilol, ktéry charakteryzuje sie¢
szczegolnie duza skuteczno$cig w stosowaniu przy niewydolno$ci migs$nia sercowego, W
porownaniu do innych stosowanych klinicznie B-blokeréw [198]. Zwigzek ten, podobnie jak
pozostate  B-blokery, jest zdolny do stabilizowania konformacji  receptorow
B2-adrenergicznych o obnizonej zdolnosci do oddziatywania z biatkiem Gs, wykazujac cechy
odwrotnego agonisty w tym szlaku sygnalowym (cze$¢ [B-blokeréw  zostala
scharakteryzowana jako stabi agonisci). Dodatkowo jest on jednak zdolny do dziatania jako
agonista w szlaku B-arestynowym. Jest to cecha wyr6zniajgca go od pozostatych znanych
B-blokerow, ktéra moze stuzy¢ wyjasnieniu jego szczegdlnych wiasciwosci terapeutycznych i
obserwowanej aktywnosci kardioprotekcyjnej [198, 226].

Dla zobrazowania ztozonosci problemu réznych stanow konformacyjnych receptorow GPCR,
warunkujacych selektywno$¢ wzgledem poszczegdlnych biatek efektorowych, warto
przytoczy¢ przyktad receptoréw muskarynowych. Znane podtypy tych receptorow
charakteryzuja si¢ wystepowaniem konserwatywnego ortosterycznego miejsca wigzania
ligandow oraz obecnoscig, zroznicowanych migdzy podtypami, miejsc wigzania ligandow
allosterycznych. O ile wigkszo$¢ ligandow ortosterycznych cechuje brak istotnej
selektywnos$ci funkcjonalnej wzgledem potencjalnych szlakow sygnalowych zwigzanych z
biatkami Gs lub Gip, 0 tyle selektywnos$¢ funkcjonalng mozna ujawni¢ oddziatujgc na receptor
muskarynowy poprzez miejsce allosteryczne, np. za pomocg duosterycznych ligandow
(oddziatujacych jednoczesnie z miejscem allosterycznym i ortosterycznym), prowadzac do

pobudzenia jedynie szlaku Gin [213, 214].
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Zatozenia i cel pracy

Badania wykonane w ramach niniejszej pracy koncentruja si¢ wokot receptorow
metabotropowych, zwigzanych z trzema waznymi grupami endogennych substancji
biologicznie aktywnych - histaming, adenozyna i endokannabinoidami, pelnigcymi funkcje
zarowno neuroprzekaznikow jak i hormonéw tkankowych. Uktady: histaminergiczny,
adenozynowy i endokannabinoidowy odpowiadaja za regulacje szeroko rozumiangj
homeostazy. Uczestniczg m.in. w kontroli tak waznych proceséow jak: odczuwanie bolu,
funkcje motoryczne organizmu, modulacja odpowiedzi uktadu immunologicznego,
wydzielanie zotadkowe, praca serca, odczuwanie gltodu, utrzymanie rownowagi hormonalne;j
oraz integracja szlakow pamigciowych. Jedng ze wspolnych cech omawianych uktadéw jest
wystepowanie w obrebie kazdego z nich podtypow receptoréw o preferencyjnej lokalizacji w
osrodkowym uktadzie nerwowym, a takze receptorow obwodowych, obecnych bardzo czg¢sto
w komorkach uktadu immunologicznego. Zaangazowanie szlakow zwigzanych z receptorami
adenozynowymi, histaminowymi i kannabinoidowymi w regulacje odczynu zapalnego,
stwarza potencjalne szanse na rozwdj nowych terapii standw patologicznych, wynikajacych z
nadmiernej aktywacji uktadu immunologicznego. Dodatkowo histamina oraz adenozyna
wystepuja w podwyzszonym stgzeniu w tkankach nowotworowych, co moze wskazywaé¢ na
potencjalne znaczenie uktadéw adenozynowego i histaminergicznego w procesach rozwoju
nowotworow. Rola receptorow kannabinoidowych w tym obszarze takze zostata
potwierdzona. Szczegdlnym wyznacznikiem powigzania funkcji receptorow adenozynowych i
kannabinoidowych jest tworzenie heterodimerow tych receptorow, a takze form
oligomerycznych z receptorami dopaminowymi i jonotropowym receptorem GABAA w
jadrach podstawnych mozgu. Zwigzana z powyzszym zjawiskiem integracja réznych szlakow
sygnatowych, odgrywa role m.in. w regulacji aktywnosci motorycznej, rozwoju uzaleznien, a
takze moze stanowi¢ wazny cel terapeutyczny w leczeniu chorob neurodegeneracyjnych.

Mimo bardzo szerokiego spektrum potencjalnych zastosowan terapeutycznych ligandow
omawianych receptorow, wynikajacych z waznej roli ukladow histaminergicznego,
adenozynowego i endokannabinoidowego w organizmie, jak do tej pory niewiele $rodkoéw
leczniczych, oddziatujacych z wymienionymi celami biologicznymi, zostato wprowadzonych
do terapii (wyjatek stanowia ligandy receptoréw histaminowych Hi i Hz). Przyczyna takiego
stanu rzeczy jest szerokie rozpowszechnienie receptoroOw histaminowych, adenozynowych i
kannabinoidowych w organizmie oraz ich bardzo rozbudowane role w regulacji homeostazy.
Farmakologiczna ingerencja w funkcjonowanie tych uktadoéw, poza wptywem na funkcje
istotne z terapeutycznego punktu widzenia, oddziatuje rowniez na szereg wspoOlistniejacych

proceséw fizjologicznych, co moze prowadzi¢ do ujawnienia niekorzystnych efektow
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niepozadanych terapii. Z tego powodu istnieje szczegoélne zapotrzebowanie na opracowanie
nowych ligandow, o wysokiej selektywnosci wzgledem poszczegdlnych podtypow
receptorow oraz 0 nowych wiasciwosciach funkcjonalnych (selektywnos¢ funkcjonalna,
aktywno$¢ allosteryczna), ktére pozwolg na uniknigcie wspomnianych dziatan
niepozadanych. Uzyskane potaczenia, o zréznicowanych cechach i strukturach, moga by¢
réwniez bardzo przydatne jako narzgdzia farmakologiczne, ktore pozwola na lepsze
zrozumienie  funkcjonowania  receptoréw  adenozynowych, kannabinoidowych i
histaminowych.

W niniejszej pracy, do poszukiwania ligandow receptoréw siedmiotransbtonowych,
wykorzystano narzedzia farmakologii molekularnej, w duzej czeéci opierajac si¢ na modelach
komorkowych. W toku przeprowadzonych badaf, wykorzystano dostgpne modele badawcze
lub, w miar¢ zapotrzebowania, podjeto proby opracowania nowych modeli komorkowych
oraz testow do oceny aktywno$ci potencjalnych ligandow receptorow adenozynowych,
kannabinoidowych i histaminowego Ha. Modele komorkowe stanowig dobrg alternatywe dla
testow in vivo, pozwalajac na pelniejsza charakterystyke¢ oznaczanych potaczen we
wczesnych fazach rozwoju produktu leczniczego. Umozliwiaja takze ograniczenie uzycia
zwierzat laboratoryjnych do niezbgdnego minimum oraz cechujg si¢ wigkszg przepustowoscia
oznaczen. Polaczenie hodowli komoérek eukariotycznych in vitro z technikami inzynierii
genetycznej pozwala na ukierunkowanie badan selektywnie na wybrane receptory i szlaki
sygnatowe, a oznaczenia prowadzone s3 w warunkach eliminujacych do minimum mozliwos¢
rejestracji  artefaktow, wynikajacych z niespecyficznego pobudzenia receptorow
endogennych. Metody te majg oczywiscie rOwniez swoje ograniczenia, ktore szerzej opisano
we wstepie niniejszej pracy.

W trakcie realizacji opisanych zadan badawczych dokonano oceny przydatnosci réznych
technik ekspresji rekombinowanych biatek receptorowych do otrzymania modeli
komoérkowych z nadekspresja receptoroOw oraz przeprowadzono oceng¢ wplywu znacznika
biatkowego na charakterystyke farmakologiczng receptoréw siedmiotransblonowych.
Szczegblng uwage poswiecono takze innemu istotnemu zagadnieniu farmakologii
molekularnej, jakim sg z rdéznice miedzygatunkowe w aktywnos$ci ligandow receptorow
siedmiotransbtonowych. Doktadne zbadanie tych rdznic jest niezbedne dla zrozumienia
mechanizméw dziatania ligandow oraz moze pozwoli¢ na identyfikacje (np. na drodze
wspomaganych bioinformatycznie analiz) elementéw strukturalnych bialek receptorowych,

odpowiedzialnych za odmienne efekty aktywacji receptorow u poszczegdlnych gatunkow.
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Przedstawione cele rozprawy doktorskiej zostaty zrealizowane w oparciu o szczegétowy plan

pracy, na ktory sktadato sig:

Stworzenie konstruktu genetycznego i uzyskanie ekspresji znakowanych fluorescencyjnie
receptorow adenozynowych Axa w komoérkach ssaczych.

Opracowanie wydajnej metody transfekcji przejsciowej komoérek ssaczych cDNA
receptorowym, pozwalajagcej na uzyskanie odpowiedniej iloSci materialu  do
przeprowadzenia badan radioreceptorowych.

Charakterystyka funkcjonalna rekombinowanych receptoréw adenozynowych Aoza,
znakowanych biatkiem ECFP.

Uzyskanie modeli komérkowych z nadekspresja receptorow kannabinoidowych CB1 i CB2
oraz receptora histaminowego Ha.

Optymalizacja warunkéw oznaczenia aktywno$ci wewnetrznej ligandow receptorow
adenozynowych i kannabinoidowych.

Opracowanie testu funkcjonalnego do badania aktywnosci ligandow receptora GPR18 oraz
identyfikacja potencjalnych agonistow receptora w grupie znanych ligandéw receptorow
kannabinoidowych.

Badania zaleznoS$ci struktura-aktywno$¢ wzgledem podtypow szczurzych 1 ludzkich
receptorow adenozynowych dla troéjcyklicznych pochodnych anelowanych purynodionow.
Oznaczenia  aktywnosci  pochodnych  imidazotiazolonu,  imidazotiazynonu i
imidazotiazepinonu w kierunku receptorow kannabinoidowych CB: i CB2 oraz receptora
sierocego GPR18.

Walidacja testu kompetycyjnego wiazania [*H]histaminy w celu oznaczenia aktywnosci

potencjalnych ligandow receptora histaminowego Ha.

63






3. WYNIKI | DYSKUSJA






Wyniki i dyskusja

3.1. Ekspresja w komoérkach eukariotycznych ludzkiego receptora adenozynowego A2a,
znakowanego fluorescencyjnym biatkiem ECFP

Biatka fluorescencyjne, bedace jednym z najwazniejszych narzedzi szeroko stosowanych
technik fluorescencyjnych, mogg by¢ wykorzystywane jako znaczniki dla innych
niefluorescencyjnych biatek, poprzez utworzenie technikami inzynierii genetycznej - biatek
fuzyjnych. Konstrukty te sa czasteczkami sktadajacymi si¢ z biatka bedacego przedmiotem
zainteresowan badawczych, wraz z dotgczonym do niego okreslonym biatkiem
fluorescencyjnym. Zastosowanie takiego modelu badawczego pozwala przede wszystkim na
ocen¢ lokalizacji wewnatrzkomorkowej biatek, ale roéwniez na zaimplementowanie
zaawansowanych technik biofizycznych (jak np. rezonansowe przeniesienie energii
wzbudzenia fluorescencji i pomiar zaniku fluorescencji w czasie) do oceny zmian
konformacyjnych i1 procesow oligomeryzacji biatek. Punktem wyjsciowym do wykorzystania
bialek fluorescencyjnych w naukach biologicznych byto odkrycie i wyizolowanie biatka
zielonej fluorescencji (GFP, ang.: green fluorecent protein) z meduzy Aequoria
victoria [227], ktore zostalo docenione poprzez przyznanie jego odkrywcy - Osamu
Shimomurze - Nagrody Nobla w dziedzinie chemii w 2008 roku. Wprowadzenie szeregu
mutacji punktowych w wyjsciowym bialku GFP pozwolitlo na poprawe jego wlasciwosci
(m.in. wigksza wydajnos¢ fluorescencji oraz fotostabilnos¢) 1 doprowadzito do otrzymania
szeregu nowych odmian biatek fluorescencyjnych, $wiecacych na niebiesko, zoito i
czerwono [228].

W nawigzaniu do prowadzonych w czolowych osrodkach naukowych badan nad
znakowanymi fluorescencyjnie receptorami GPCR [229-231], przeprowadzona zostata seria
eksperymentdw inzynierii genetycznej, ktore doprowadzily do wuzyskania konstruktu
genetycznego, zawierajacego sekwencje biatka fuzyjnego receptora adenozynowego Aza i
bialka wzmocnionej cyjanowej fluorescencji. Celem kolejnych badan byto uzyskanie
ekspresji omawianego biatka fuzyjnego w komorkach eukariotycznych oraz ocena jego
wlasciwosci w testach farmakologicznych, co miato shluzy¢ ocenie wplywu znakowania

fluorescencyjnego receptora na jego funkcjonalnosc.

3.1.1. Klonowanie genu ludzkiego receptora Aza adenozynowego

Plazmidy: pcDNA3.1-hA2a AR (6620 pz), zawierajacy sekwencje cDNA ludzkiego receptora
adenozynowego Aoa oraz pECFP-N1 (4733 pz), zawierajacy sekwencje biatka wzmocnionej
cyjanowej fluorescencji (ECFP, ang.: enhanced cyan fluorescent protein) =zostaty

wprowadzone do komorek bakterii E.coli na drodze transformacji. Po namnozeniu materiatu
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biologicznego, plazmidy wyizolowano z komorek bakteryjnych w ilo$ci umozliwiajacej
dalsze etapy klonowania molekularnego. Ogodlng koncepcje przeprowadzonych
eksperymentow inzynierii genetycznej przedstawia Rysunek 3.1.

cDNA receptora adenozynowego zostato powielone z wykorzystaniem tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR, ang.: polymerase chain reaction, pkt 1 na Rys. 3.1), na matrycy
PCDNAS3.1-hAza AR, przy uzyciu pary starterow: FOR - starter 1, uniwersalny starter dla
plazmidéw zawierajagcych promotor T7, zgodny z sekwencjg tego promotora oraz REV -
starter 2, eliminujacy kodon STOP w sekwencji powielanego genu receptora adenozynowego.
Z wykorzystaniem startera REV zostala rowniez wprowadzona sekwencja rozpoznawana
przez enzym restrykcyjny EcoRI oraz dodany zostat jeden nukleotyd (nukleotyd guaninowy,
bezposrednio po sekwencji genu receptora), W celu zachowania poprawnej otwartej ramki
odczytu (ORF, ang.: open reading frame) dla projektowanego biatka fuzyjnego (Rozdzial
5.4.2.3). W wyniku przeprowadzonej reakcji PCR uzyskano fragment dwuniciowego DNA o
dhugosci 1319 pz, zawierajacy gen receptora, a takze sekwencje rozpoznawane przez enzymy:
Nhel po stronie 5’ nici wiodacej oraz EcoRI po stronie 3’ nici wiodace;j.

W kolejnych etapach eksperymentu, produkt reakcji PCR zostat poddany trawieniu enzymami
restrykcyjnymi Nhel oraz EcoRI (pkt 2A na Rys. 3.1). Tymi samymi enzymami trawiono
plazmid pECFP-N1 (pkt 2B na Rys. 3.1). Po oczyszczeniu mieszaniny reakcyjnej uzyskane
fragmenty wstawki 1 plazmidu potaczono na drodze reakcji ligacji. Uzyskano plazmid o
wielkosci 5975 pz (pkt 3 na Rys. 3.1). Eksperyment zostal przeprowadzony w ten sposob, ze
w jednej, wspdlnej otwartej ramce odczytu znalazty si¢ sekwencje biatka receptora 1 biatka
fluorescencyjnego. W uzyskanym konstrukcie biatka fuzyjnego fragment biatka ECFP zostat
przylaczony do C-konca sekwencji aminokwasowej biatka receptorowego. Otrzymane biatko
fuzyjne byto kodowane przez sekwencje o dlugosci 2004 pz, co w wyniku translacji daje
produkt biatkowy o dtugosci 668 aminokwasdw.

W celu zweryfikowania rezultatow inzynierii genetycznej, przeprowadzono analizg
restrykcyjna (Rysunek 3.2) oraz zlecono sekwencjonowanie uzyskanego plazmidu
phA;a AR-ECFP (Rozdzial 5.4.2.8).
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pcDNA3. 1
hA,, AR

— - () (2B)

pECFP-N1
4695 pz

= hA,,AR-ECFP -

& = i
s ~
- ~
- - o
- ™

-G'I"I‘TAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACCATGCCCATCATGGGC’I‘CCTCGGTG’I‘ACATCACGGTGGAGCTGGCCATTGCTGTGCTGGCCATC
CTGGGCAATGTGCTGGTGTGCTGGGCCGTGTGGCTCAACAGCAACCTGCAGAACGTCACCAACTACTTTGTGGTGTCACTGGCGGCGGCCGACATCGCAGTGGGTG
TGCTCGCCATCCCCTTTGCCATCACCATCAGCACCGGGTTCTGCGCTGCCTGCCACGGCTGCCTCTTCATTGCCTGCTTCGTCCTGGTCCTCACGCAGAGCTCCAT
CTTCAGTCTCCTGGCCATCGCCATTGACCGCTACATTGCCATCCGCATCCCGCTCCGGTACAATGGCTTGGTGACCGGCACGAGGGCTAAGGGCATCATTGCCATC
TGCTGGGTGCTGTCGTTTGCCATCGGCCTGACTCCCATGCTAGGTTGGAACAACTGCGGTCAGCCARAGGAGGGCAAGAACCACTCCCAGGGCTGCGGGGAGGGCTC
AAGTGGCCTGTCTCTTTGAGGATGTGGTCCCCATGAACTACATGGTGTACTTCAACTTCTTTGCCTGTGTGCTGGTGCCCCTGCTGCTCATGCTGGGTGTCTATTT
GCGGATCTTCCTGGCGGCGCGACGACAGCTGAAGCAGATGGAGAGCCAGCCTCTGCCGGGGGAGCGGGCACGGTCCACACTGCAGAAGGAGGTCCATGCTGCCAAG
TCACTGGCCATCATTGTGGGGCTCTTTGCCCTCTGCTGGCTGCCCCTACACATCATCAACTGCTTCACTTTCTTCTGCCCCGACTGCAGCCACGCCCCTCTCTGGC
TCATGTACCTGGCCATCGTCCTCTCCCACACCAATTCGGTTGTGAATCCCTTCATCTACGCCTACCGTATCCGCGAGTTCCGCCAGACCTTCCGCAAGATCATTCG
CAGCCACGTCCTGAGGCAGCAAGAACCTTTCAAGGCAGCTGGCACCAGTGCCCGGGTCTTGGCAGCTCATGGCAGTGACGGAGAGCAGGTCAGCCTCCGTCTCAAC
GGCCACCCGCCAGGAGTGTGGGCCAACGGCAGTGCTCCCCACCCTGAGCGGAGGCCCAATGGCTACGCCCTGGGGCTGGTGAGTGGAGGGAGTGCCCAAGAGTCCC
AGGGGAACACGGGCCTCCCAGACGTGGAGCTCCTTAGCCATGAGCTCAAGGGAGTGTGCCCAGAGCCCCCTGGCCTAGATGACCCCCTGGCCCAGGATGGAGCAGG

GCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACC GC A ( ACC T A

Rysunek 3.1 Schemat tworzenia konstruktu fuzyjnego phA.a AR-ECFP. (1) reakcja PCR,
(2A) trawienie wstawki i (2B) wektora enzymami Nhel oraz EcoRI, (3) ligacja uzyskanych
fragmentow (szczegotowy opis w tekscie).
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Rysunek 3.2 Rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA, uzyskanych w wyniku analizy
restrykcyjnej plazmidu phAza AR-ECFP. M - marker DNA (wzorzec wielko$ci czasteczek DNA),
A - plazmid phA;a AR-ECFP trawiony enzymem Notl (teoretycznie jedno miejsce rozpoznawane
przez ten enzym w czasteczce plazmidu) - fragment o dt. 5975 pz, B - plazmid phA.a AR-ECFP
trawiony dwoma enzymami restrykcyjnymi: Nhel i EcoRI - dwa fragmenty o dlugosci 1280 i 4695 pz.

Analiza restrykcyjna potwierdzita zgodno$¢ uzyskanego produktu inzynierii genetycznej z
zatozeniami teoretycznymi. W wyniku trawienia wektora enzymem Notl, dla ktorego
zidentyfikowano jedno miejsce cigcia w obrgbie analizowanej czasteczki, uzyskano
zlinearyzowang form¢ plazmidu o dlugosci réwnej 5975 par zasad. Natomiast jednoczesne
trawienie plazmidu enzymami Nhel i EcoRI dato w efekcie dwa fragmenty: jeden zawierajacy
gen receptora adenozynowego Aoa i krotkie sekwencje dodatkowe (1280 pz) oraz drugi,
odpowiadajacy pozostatej czesci plazmidu (4695 pz).

Rezultaty sekwencjonowania plazmidu phA;a AR-ECFP  (Zalgczniki 2-3) zostaly
przeanalizowane z wykorzystaniem algorytmu BLAST (ang.: Basic Local Alignment Search
Tool) [232]. Analizowana sekwencja (2050 zasad) poréwnywana byta z sekwencja ludzkiego
receptora adenozynowego Aca, zdeponowang w bazie danych GenBank (1239 zasad) [233].
Wynik uliniowienia sekwencji potwierdzit, ze uzyskany zostat poprawny konstrukt fuzyjny,
zawierajacy niezmutowany gen ludzkiego receptora adenozynowego Aza, zgodny z wpisem o
numerze AY136747 w bazie GenBank. Przeprowadzone sekwencjonowanie konstruktu
pozwolilo ostatecznie wykluczy¢é mozliwe pomytki, wynikajagce np. z niedoktadnosci
polimerazy Pfu lub blednych zalozen teoretycznych dotyczacych zachowania otwartej ramki

odczytu dla biatka fuzyjnego.
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3.1.2. Transfekcja przejsciowa komérek CHO plazmidem phA2a AR-ECFP

3.1.2.1. Transfekcja komorek z wykorzystaniem odczynnika FUGENE HD

W celu potwierdzenia mozliwos$ci uzyskania ekspresji zaprojektowanego biatka fuzyjnego w
komorkach eukariotycznych, przeprowadzono eksperyment transfekcji przejsciowej. Lini¢
komorek CHO (ang.: Chinese Hamster Ovary) transfekowano plazmidem phA2a AR-ECFP z
wykorzystaniem odczynnika FUGENE HD. Po 24 godzinach od transfekcji, kiedy poziom
ekspresji biatka rekombinowanego osigga maksimum, przeprowadzono obserwacje linii
komorkowej przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego oraz dokonano analizy
cytometrycznej transfekowanych komorek.

Zjawisko fluorescencji w zakresie widmowym biatka cyjanowej fluorescencji obserwowano
za pomoca mikroskopu odwrdéconego, wyposazonego w system obrazowania
fluorescencyjnego i filtr swiatta wzbudzajacego: 460-490 nm. Fluorescencje stwierdzono w
odniesieniu do znacznej czgsci obserwowanych komoérek (Rysunek 3.3). Wskazywalo to na
duza wydajno$¢ zard6wno samej transfekcji, jak 1 ekspresji fluorescencyjnego biatka fuzyjnego
pod kontrolg promotora CMV. Na podstawie obrazu mikroskopowego stwierdzono takze, ze
znakowane fluorescencyjnie biatko receptorowe lokalizowato si¢ zarowno w obszarze btony
komorkowej, jak 1 wewnatrz cytoplazmy (Rysunek 3.4). Obserwacje te moga wskazywac na
trwajacy proces faldowania biatka i transport receptorow do powierzchni btony. Moga
réwniez wynika¢ z niskiej rozdzielczosci mikroskopu 1 zbierania sygnatu z kilku

sasiadujacych ptaszczyzn przekroju komorki.

Jasne pole Fluorescencja

Rysunek 3.3 Obraz mikroskopowy komoérek linii CHO przejéciowo transfekowanych plazmidem
phA2a AR-ECFP, 24 godziny po transfekcji, powigkszenie 200x.
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Jasne pole Fluorescencija

Rysunek 3.4 Obraz mikroskopowy komorek linii CHO przejsciowo transfekowanych plazmidem
phA2a AR-ECFP, 24 godziny po transfekcji, powigkszenie: 400x.

Analiza cytometryczna zostala przeprowadzona dla komorek transfekowanych 1 komorek
nietransfekowanych, ktére stanowity kontrole poziomu autofluorescencji. Rejestrowane byty
nastepujace parametry: FSC (wielkos¢), SSC (ziarnisto$¢) i fluorescencja w kanale AmCyan
(barwnikowi AmCyan przypisany jest filtr 525/50 nm). W calej populacji czastek
zarejestrowanych przez cytometr, pomiar fluorescencji przeprowadzono jedynie dla catych,
pojedynczych komorek (w toku analizy wyeliminowano fragmenty uszkodzonych komorek, a
takze dublety, triplety, itp.). Wykorzystujac histogram fluorescencji zmierzonej dla komorek
nietransfekowanych, wyznaczono poziom odciecia dla tego parametru, powyzej ktorego
zmierzona fluorescencja wskazuje na ekspresj¢ fluorescencyjnego biatka fuzyjnego. Na
podstawie przeprowadzonej analizy cytometrycznej stwierdzono, ze eksperyment transfekcji
zostat przeprowadzony z wydajnoscia 33,4%, poniewaz taki procent komorek
transfekowanych charakteryzowat sie fluorescencjg wigkszg od nietransfekowanych komorek
kontrolnych (Rysunek 3.5). Jednoczes$nie $rednia fluorescencja, zmierzona w grupie komorek
transfekowanych, byla wyraznie wyzsza od zmierzonej w komoérkach nietransfekowanych
(2949 vs 146 [RFU - jednostki wzgledne intensywnosci fluorescencji]).

Obserwacje poczynione z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej oraz cytometrii
przeptywowej wskazuja zgodnie na prawidlowa konstrukcje zaprojektowanego wektora
genetycznego oraz skuteczng ekspresje fluorescencyjnego biatka fuzyjnego w komodrkach

CHO w nastgpstwie przeprowadzonej transfekcji przejéciowej plazmidem phA2a AR-ECFP.
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Rysunek 3.5 Analiza cytometryczna komorek nietransfekowanych (A) i transfekowanych plazmidem
phA2a AR-ECFP (B). a) Dwuwymiarowy wykres kropkowy parametréw rozproszenia (FSC i SSC)
dla wszystkich zarejestrowanych czgstek, widoczna bramka obejmujgca cate, nieuszkodzone komorki.
b) Procedura odrzucenia dubletow komoérek w oparciu o zalezno$¢ parametrow FSC-W i FSC-H.
c) Analiza wystgpowania dubletow komorek w oparciu o parametry FSC-A i FSC-H. d) Histogram
zmierzonej fluorescencji dla komoérek po odrzuceniu dubletow, tripletow itp. W bramce ,,ekspresja
biatka hA2A-ECFP” znajdujg sie komorki charakteryzujgce sie zwiekszong fluorescencja wzgledem
komorek kontrolnych. €) Wykres konturowy dla parametrow FSC i fluorescencja. Kolorem niebieskim
zaznaczony jest obszar, w ktorym wystepuja komorki zakwalifikowane do bramki ,,ekspresja biatka
hA2A-ECFP”. f) Analiza statystyczna poszczegdlnych populacji czastek na wykresach.

73



Wyniki i dyskusja

3.1.2.2. Transfekcja przejsciowa komorek linii CHO z wykorzystaniem rozgalezionej
polietylenoiminy

Wykonanie testow wigzania radioligandow z wykorzystaniem receptorow rekombinowanych
wymaga przygotowania znacznej ilosci materiatu biologicznego w postaci hodowli komorek
charakteryzujacych si¢ ekspresja rekombinowanych receptoréw. Przeprowadzenie
przejsciowej transfekcji komoérek na duza skale na drodze lipofekeji lub przy uzyciu
dendrymerow jest ograniczone wysokim kosztem stosowanych odczynnikow. Z kolei w
przypadku innej popularnej metody transfekcji komorek, polegajacej na zastosowaniu
fosforanu wapnia [174, 234], ograniczeniem jest jej niska wydajno$¢ i czasochtonno$¢.
W zwigzku z powyzszymi, konieczne bylo opracowanie alternatywnej metody transfekcji
przejsciowej, w skali umozliwiajacej przeprowadzenie badan radioreceptorowych. Jako
rozwigzanie przedstawionego problemu, wybrano technik¢ opierajacg si¢ na zastosowaniu
rozgalezionej polietylenoiminy (PEI) o $redniej masie czasteczkowej 25 kDa.
Polietylenoimina jest polimerem kationowym, tworzagcym kompleksy z ujemnie
natadowanymi kwasami nukleinowymi. Powstajace kompleksy, o wypadkowym ladunku
obojetnym, tatwiej przenikaja do wnetrza komoérek eukariotycznych przez spolaryzowang
btone komoérkowa. Wspomniane cechy czynig polietylenoiming wartosciowym odczynnikiem
transfekcyjnym [176, 177].

Optymalizacj¢ protokotu transfekcji przejsciowej komorek linii CHO z wykorzystaniem PEI
przeprowadzono na szalkach hodowlanych o powierzchni hodowlanej 10 cm?, przy
konfluencji komorek ok. 80%. Testowane byty rozne proporcje DNA 1 PEI (0,5 — 5 ug DNA :
4 — 15 ul PEI o stez. I1mg/ml w catkowitej objetosci probki réwnej 400 pl), a takze zmienny
czas inkubacji probek (10 lub 20 minut). Oceny wydajnosci transfekcji dokonywano w
oparciu o obserwacje mikroskopowe. Na podstawie zaobserwowanej ilosci komorek
fluoryzujacych, przy uwzglednieniu populacji komorek nekrotycznych, stwierdzono, ze
optymalng wydajno$¢ transfekcji uzyskuje sie¢ uzywajac plazmidowego DNA 1 PEI (1mg/ml)
w ilosciach odpowiednio: 4 pg 1 10 pl, w catkowitej objetosci 400 pl 1 przy inkubacji probek
przez 20 minut przed dodaniem do naczynia hodowlanego.

W nastepnej kolejnosci powiekszono skale eksperymentu, zwiekszajac ilo§¢ zuzytych
odczynnikow proporcjonalnie do rosngcej powierzchni hodowlanej stosowanych szalek.
Przeprowadzono transfekcj¢ komorek CHO plazmidem phA2a AR-ECFP na 20 szalkach
hodowlanych o powierzchni hodowlanej 175cm? kazda, wykorzystujac proporcjonalna iloé
DNA i PEI. Opisana skala procesu pozwolita na uzyskanie materiatu biologicznego w ilosci

wystarczajacej do przeprowadzenia testOw wigzania radioligandéw.
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3.1.2.3. Charakterystyka farmakologiczna komdorek przejsciowo transfekowanych
konstruktem fuzyjnym receptora adenozynowego Axa z biatkiem cyjanowej
fluorescenciji
Komorki przejsciowo transfekowane plazmidem phAxa AR-ECFP przy uzyciu PEI, zebrano z
naczyn hodowlanych i przygotowano preparat bton komoérkowych do testow wigzania
znakowanych trytem ligandow receptora adenozynowego Aza, zgodnie z opisem w
Rozdziale 5.4.5.1. Metoda Lowry’ego oznaczono st¢zenie biatka w uzyskanym preparacie
bton, ktore wynosito 5,28 mg/ml.
Testy wigzania radioligandéw przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch ligandow
receptorow Apa adenozynowych: agonisty - [PH]CGS21680 [235, 236] i selektywnego
antagonisty - [PHJMSX-2 [237]. W pierwszym przypadku wykonano testy saturacyjnego
wiazania radioliganda, ktére w drugim przypadku zostaly dodatkowo uzupelione testami
kompetycyjnego wigzania znakowanego i nieznakowanego liganda. Eksperymenty wykonano
réwnolegle dla preparatu bton komorek przejsciowo transfekowanych konstruktem
genetycznym biatka fuzyjnego oraz komercyjnego preparatu blon komorek HEK 293, stabilnie
transfekowanych cDNA receptora adenozynowego Aoa typu dzikiego. W toku

przeprowadzonych testow wyznaczono warto$ci parametrow Kg i Bmax.
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Rysunek 3.6 Krzywe wigzania saturacyjnego [*H]CGS21680 do receptoréw adenozynowych Aza W:
A) preparacie blon komorek CHO przejSciowo transfekowanych plazmidem phA2a AR-ECFP;
B) preparacie bton komérek HEK 293 stabilnie transfekowanych cDNA receptora adenozynowego Aza
typu dzikiego.

W eksperymencie saturacyjnego wigzania agonisty receptorOw adenozynowych Aza
zaobserwowano, ze warto$¢ statej wigzania liganda (Kg) jest zblizona w przypadku obu
badanych preparatow bton komorkowych (Rysunek 3.6). Wynika z tego, ze fluorescencyjne

znakowanie receptora adenozynowego nie wptywa na ten parametr wigzania liganda.
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Rezultaty kompetycyjnego wigzania [?H]MSX-2, w obecnoéci nieznakowanej pochodnej tego
antagonisty receptorow adenozynowych Aza, przedstawiono w postaci wykresu zaleznosci
wigzania calkowitego [(H]JMSX-2 [dpm] od stezenia nieznakowanego liganda [M] dla obu

stosowanych preparatow bton (Rysunek 3.7).
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Rysunek 3.7 Krzywe wigzania kompetycyjnego [*H]MSX-2 do receptoréw adenozynowych Aza W
funkcji zmiennego stezenia nieznakowanego liganda MSX-2 dla: A) preparatu bton komoérek CHO
przejsciowo transfekowanych plazmidem phA;a AR-ECFP (30 ug biatka/probke); B) preparatu bton
komorek HEK293 stabilnie transfekowanych cDNA receptora adenozynowego Aza typu dzikiego
(2 pg biatka/probke).

W nastepstwie analizy przedstawionych krzywych wiazania wyznaczono nastgpujace
warto$ci parametrow: Kq, Bmax 1 wigzania niespecyficznego (NS):
A) preparat bton komorek CHO przejsciowo transfekowanych plazmidem phAza AR-ECFP
(30 pg biatka/probke)
Kd = 8,04 nM; Bmax = 404999 dpm; NS =909 dpm
B) komercyjny preparat bton komorek HEK293 stabilnie transfekowanych cDNA receptora
adenozynowego Aza typu dzikiego (2 pg biatka/probke)
Kd = 6,83 NM; Bmax = 15497 dpm; NS = 749 dpm

W celu potwierdzenia wynikéw, uzyskanych na drodze wigzania kompetycyjnego liganda
znakowanego i jego nieznakowanego odpowiednika, wykonano oznaczenie wigzania
saturacyjnego [PH]JMSX-2 przy uzyciu preparatu blon komérek transfekowanych przejsciowo
plazmidem phA;a AR-ECFP (Rysunek 3.8).
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Rysunek 3.8 Krzywa wigzania saturacyjnego [*H]MSX-2 do receptorow adenozynowych Aza W
preparacie bton komérek CHO przejsciowo transfekowanych plazmidem phAza AR-ECFP.

Wartosci parametrow Kg | Bmax uzyskane w eksperymencie wigzania saturacyjnego
[PHIMSX-2 sa zgodne z rezultatami otrzymanymi na drodze kompetycyjnego wigzania
homologicznych ligandéw. Ponizej zestawiono wyniki wiazania [P HJMSX-2 dla wszystkich

przeprowadzonych eksperymentow.

Tabela 3.1 Warto$ci parametrow Kg i Bmax, uzyskane w testach wigzania [*(H]MSX-2.

Preparat Rodzaj testu wigzania Ka[nM] Bmax [fmol/mg]

Komorki CHO przejsciowo
transfekowane plazmidem saturacyjny 8,07 + 0,99 7 220 + 480
phA2a AR-ECFP

Komorki CHO przejsciowo
transfekowane plazmidem kompetycyjny 8,04 + 1,15 7 240 + 900
phAza AR-ECFP

Komoérki HEK293 stabilnie
transfekowane cDNA receptora kompetycyjny 6,83 + 1,23 41 600 + 7 600
adenozynowego Aza typu dzikiego

Podobnie jak w przypadku eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem
[PH]CGS21680 stwierdzono, ze stata wiazania Kq dla [PHJMSX-2 jest poréwnywalna dla
receptorow znakowanych 1 nieznakowanych biatkiem fluorescencyjnym, co wskazuje na
prawidlowg translacj¢ 1 faldowanie biatka fuzyjnego. Natomiast ggsto$¢ receptorow,
wyrazona wartoscig parametru Bmax, jest wyraznie wyzsza w przypadku komercyjnej linii
charakteryzujgcej si¢ stabilng ekspresjg biatka receptora typu dzikiego.

W opisanych eksperymentach zaobserwowano ponadto, ze warto$¢ parametru Bmax W testach
wigzania agonisty jest mniejsza, niz w testach wigzania antagonisty (por. np. Bmax W

preparacie linii CHO przejsciowo transfekowanej plazmidem phA2a AR-ECFP:
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dla [*H]CGS21680 - 2800 fmol/mg i dla [BH]MSX-2 - 7220 fmol/mg). Obserwacja ta jest
zgodna z teorig wystegpowania konformacji aktywnej i nieaktywnej receptora, roznigcych si¢

powinowactwem wzgledem ligandow o charakterze agonistow [238].

3.1.3. Stabilna ekspresja biatka hA2a AR-ECFP

3.1.3.1. Otrzymanie linii komorkowej charakteryzujgcej si¢ stabilng ekspresjq biatka
hA2a AR-ECFP
Rezultaty potwierdzajace ekspresj¢ biatka fuzyjnego ludzkiego receptora adenozynowego Aza
z biatkiem cyjanowej fluorescencji, W wyniku transfekcji przejsciowej komorek
eukariotycznych, uzasadnity wykonanie kolejnego eksperymentu, a mianowicie proby
uzyskania linii komérkowej charakteryzujacej si¢ stabilng ekspresja biatka fuzyjnego.
Poniewaz wykorzystywany plazmid phA:a AR-ECFP zawiera sekwencj¢ kodujaca gen
3’-fosfotransferazy aminoglikozydéw, warunkujacy oporno$¢ m.in. na genetycyne (G418),
badania rozpoczeto od okreslenia stopnia przezywalnosci komorek linit CHO 1 HEK293, w
zaleznosci od zastosowanego w pozywce hodowlanej stezenia tego antybiotyku selekcyjnego.
Wyrazne objawy cytotoksycznosci genetycyny ujawnity si¢ po 5 dniach od jej dodania do
pozywki. Obserwowano wyrazng zaleznos$¢ efektu dziatania antybiotyku od jego stezenia. Po
14 dniach prowadzenia hodowli komodrek w pozywce z antybiotykiem, $miertelnos¢ 100%
zaobserwowano w przypadku zastosowania stezen G418 >800 pg/ml dla obu linii
komoérkowych. Na podstawie powyzszych obserwacji stwierdzono, ze do selekcji komoérek
transfekowanych nalezy uzy¢ genetycyny w stezeniu 800 pg/ml.
W pierwszej kolejnosci przeprowadzono transfekcje komorek linii CHO. Jednak po kilku
dniach hodowli w pozywce selekcyjnej, obserwowano zanik ekspresji biatka, mimo uzyskania
wysokiej wydajnos$ci transfekcji przejsciowej i kilkukrotnego powtorzenia eksperymentu.
W powyzsze] sytuacji podjeto probe uzyskania stabilnej ekspresji konstruktu fuzyjnego w
linii HEK293. Po transfekowaniu komoérek i prowadzeniu hodowli w pozywce selekcyjnej
przez dwa tygodnie, stwierdzono zakonczenie procesu selekcji i nie obserwowano dalszej
$miertelnosci hodowanych komorek. Jednoczesnie stwierdzono, na drodze obserwacji
mikroskopowych, ze znaczna cz¢$¢ komorek opornych na dziatanie genetycyny nie wykazuje
zjawiska fluorescencji, a wiec stabilnej ekspresji ulega w nich jedynie gen opornosci na
antybiotyk, a nie sekwencja kodujaca biatko fuzyjne. Komorki tego typu charakteryzuja si¢
wieksza zdolnos$cig do wzrostu i podziatow, przez co moga zdominowa¢ w hodowli wolniej

rosngce komorki charakteryzujace si¢ stabilng ekspresjg biatka rekombinowanego.
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W zwigzku z tym konieczne bylo przeprowadzenie procedury prowadzacej do wyizolowania
pojedynczego klonu komoérek, a wigc populacji komoérek jednorodnych genetycznie,
gwarantujacej stabilnos¢ uzyskanej linii komoérkowe;.

Klonowanie przeprowadzono metoda seryjnego rozcienczania zawiesiny komorek na plytce
96-cio dotkowej. Na podstawie obserwacji prowadzonych za pomoca mikroskopu
fluorescencyjnego, do dalszych badan wybrano klon charakteryzujacy si¢ najwigksza
fluorescencja, bedaca wyznacznikiem poziomu ekspresji biatka fuzyjnego.

Uzyskana linia komoérkowa stanowila jednorodng populacje komoérek, w ktéorej mimo
mniejszego poziomu ekspresji w porownaniu z komoérkami transfekowanymi przejsciowo
(wyrazonego wzglednie nizsza intensywnoscig fluorescencji, a spowodowanego miedzy
innymi mniejszg ilo$cig kopii genu w komorce), mozna zaobserwowac bardziej selektywng

lokalizacje btonowa receptorow znakowanych fluorescencyjnie (Rysunek 3.9 i 3.10).

Jasne pole  Fluorescencja

Rysunek 3.9 Obraz mikroskopowy pojedynczej kolonii komorek HEK293, charakteryzujacych sie
stabilng ekspresjg biatka hA2a AR-ECFP, powigkszenie: 400x.

Rysunek 3.10 Obraz mikroskopowy fluorescencji linii komoérek HEK293, charakteryzujacych sig
stabilng ekspresjg biatka hA,a AR-ECFP, konfluencja 100%, powickszenie: 400x.
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3.1.3.2. Charakterystyka farmakologiczna linii stabilnej

Hodowle komorek HEK293 stabilnie transfekowanych plazmidem phAza AR-ECFP
prowadzono na szalkach o powierzchni hodowlanej 175cm? i po uzyskaniu odpowiednigj
ilosci materialu biologicznego, przygotowano preparat bton komérkowych, analogicznie jak
w przypadku komorek transfekowanych przejsciowo. Stezenie biatka w uzyskanym
preparacie wynosito 5,83 mg/ml.

W nastepnej kolejnosci wykonano test saturacyjnego wigzania agonisty receptorow Aoa

adenozynowych - [?(H]CGS21680 (Rysunek 3.11).
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Rysunek 3.11 Krzywa wigzania saturacyjnego [°H]CGS21680 do receptoréw adenozynowych Aza W
preparacie bton komérek HEK293, charakteryzujacych si¢ stabilng ekspresja biatka hAsa AR-ECFP.

Wyznaczone wartosci parametrow Kq i Bmax zestawiono z wynikami uzyskanymi wczes$niej
dla preparatow bton: komorek CHO przejsciowo transfekowanych plazmidem
phA2a AR-ECFP oraz komorek HEK293 stabilnie transfekowanych cDNA receptora
adenozynowego Axa typu dzikiego (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Wartosci parametrow Ky i Bma, uzyskane w testach saturacyjnego wigzania
[*H]CGS21680.

Preparat Kdq [nM] Bmax [fmol/mg]

Komorki CHO przejsciowo
transfekowane plazmidem 36,32+ 5,71 28004270
phAza AR-ECFP

Komorki HEK293 stabilnie
transfekowane plazmidem 35,56 & 3,44 22020+ 1300
phA;a AR-ECFP

Komoérki HEK293 stabilnie
transfekowane cDNA receptora 32,78 £ 4,54 26 850 +2 130
adenozynowego Aza typu dzikiego
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Zaobserwowano, ze mimo iz w przejsciowe] transfekcji poziom ekspresji w pojedynczej
komorce jest wyzszy, niz w przypadku transfekcji stabilnej (wigksza liczba kopii genu), to
jednak wydajnos$¢ przejsciowej transfekceji jest czynnikiem limitujgcym ilo$¢ funkcjonalnych
receptorow w catym preparacie bton. Fakt ten skutkuje znacznym obnizeniem warto$ci Bmax
w przypadku preparatu bton uzyskanego z komorek przejsciowo transfekowanych plazmidem
phA2a AR-ECFP, w poréwnaniu do preparatu uzyskanego z komorek linii stabilnej. W
przypadku tej ostatniej, oznaczona gestos¢ receptoréOw byla porownywalna z komercyjnym
preparatem bton komorek charakteryzujacych si¢ stabilng ekspresjg receptora typu dzikiego.

Obserwacja ta wskazuje na akceptowalng wydajno$¢ zastosowanego systemu ekspresyjnego.

W ramach podsumowania opisanych eksperymentow stwierdzono, ze metody ekspresji
fluorescencyjnych biatek fuzyjnych receptorow daja satysfakcjonujace wyniki. Uzyskuje si¢
biatka receptorowe o niezmienionej charakterystyce wigzania ligandow, co zostalo
potwierdzone w eksperymentach radioreceptorowych. Dodatkowo mozna w latwy sposob
Sledzi¢ ich lokalizacje wewnatrzkomorkowa. Zastosowanie znakowanych fluorescencyjnie
receptoréw pozwala ponadto na kontrole poziomu ekspresji i stabilnos$ci uzyskanych linii
komorkowych, co jest znacznie utrudnione w przypadku receptorow typu dzikiego.
Zaproponowana W niniejszej pracy metoda transfekcji przejsciowej z wykorzystaniem
rozgalezionej polietylenoiminy, zadowalajace rezultaty 1 moze by¢ wykorzystana w
przypadkach, gdy konieczne jest szybkie pozyskanie wickszej ilosci materiatu biologicznego
do badan radioreceptorowych, np. w eksperymentach stuzacych ocenie wpltywu mutacji
punktowych na funkcjonalno$¢ receptoréw. W rutynowych badaniach jej zastosowanie jest
ograniczone potrzebg kazdorazowego powtarzania transfekcji przy przygotowaniu materialu
biologicznego do badan receptorowych, co wigze si¢ z koniecznoscig pozyskiwania duzych
ilosci plazmidu. Wad tych pozbawiona jest transfekcja stabilna, ktéra z kolei jest technika
bardziej czasochtonng (dtugi etap selekcji 1 hodowli komoérek po klonowaniu).

Brak powodzenia eksperymentu stabilnej transfekcji w przypadku linii CHO mozna
thumaczy¢ indywidualnymi wiasciwosciami zastosowanych komorek. Wyjsciowo w obu
typach linii komorkowych obserwowano taka sama wydajnos¢ transfekcji, lecz jedynie linia
HEK293 okazata si¢ w pelni kompatybilna z zastosowanym systemem ekspresyjnym. Poziom
ekspresji biatka receptorowego byt w tym przypadku poréwnywalny z komercyjnie
dostepnym preparatem blon komorek HEK293, charakteryzujacych sie stabilng ekspresja
ludzkiego receptora adenozynowego Aza typu dzikiego. W eksperymentach stosowany byt
wariant T linii HEK293 (ATCC nr CRL3216), charakteryzujacy si¢ ekspresja duzego
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antygenu T malpiego wirusa nr 40 (ang.: SV40 large T antigen) [191]. Obecnos¢ tego biatka
warunkuje episomalng replikacj¢ transfekowanych plazmidow, zawierajacych fragment
odpowiadajacy miejscu inicjacji replikacji wirusa SV40, przez co w znaczagcym stopniu
podnosi si¢ wydajnos¢ transfekcji. Plazmid pECFP-N1 wykorzystany w opisanych
eksperymentach jako wektor, do ktérego wprowadzono gen receptora adenozynowego,
zawiera sekwencje inicjacji replikacji SV40, wigc moze by¢ utrzymywany
wewnatrzkomorkowo przez dluzszy okres czasu po transfekcji linii HEK293T. Innym
czynnikiem mogacym mie¢ niekorzystny wplyw na skuteczno$¢ stabilnej transfekcji linii
CHO mogt by¢ wysoki numer pasazu tej linii (>30). Niektore publikacje wskazuja na istotne

znaczenie tego parametru dla wydajnosci transfekcji [121, 239, 240].
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3.2. Badanie wplywu modyfikacji chemicznych w grupie podstawionych dialkilo-
pirymido-purynodionéw na aktywnos¢ wzgledem ludzkich i szczurzych podtypow
receptoréw adenozynowych

Wsrod dotychczas opisanych ligandow receptorow adenozynowych dominujaca cze$¢

stanowig analogi strukturalne adenozyny oraz ksantyny [16, 42]. W tej grupie pochodnych

opisane zostaly ligandy selektywne wzgledem wszystkich podtypdéw receptorow

adenozynowych, zarbwno w odniesieniu do receptorow szczurzych jak i ludzkich [41, 42].

W grupie ksantyn, pochodne styrylowe zostaly zidentyfikowane jako aktywni i selektywni

antagonisci receptorow Aoa. Zaliczy¢ tu nalezy pierwszego wprowadzonego do lecznictwa

antagoniste Aza - istradefiling [46], czy tez wysoce selektywny wzgledem Aoa zwigzek -

MSX-2, powszechnie uzywany w postaci rozpuszczalnych prolekéw jako substancja

referencyjna w badaniach in vivo antagonizmu receptorow Aza (Rysunek 3.12) [241, 242].

8-styryloksantyny sa aktywne w konfiguracji E. Izomery Z charakteryzuja si¢ natomiast

obnizong aktywnoscig i selektywnoscig w odniesieniu do receptorow Aza. 8-styryloksantyny,
jako wzglednie elastyczne czasteczki, tatwo ulegaja izomeryzacji (szczegdlnie rozpuszczone

w niskich stg¢zeniach w rozpuszczalnikach organicznych). Ponadto w stanie statym zwiazki te

mogg rowniez dimeryzowaé, co prowadzi do powstania cyklobutylowych pochodnych o

znacznie obnizonej aktywnosci biologicznej [243].
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Rysunek 3.12 Analogia strukturalna styryloksantyn i anelowanych purynodionow.

W ramach prowadzonych wczesniej badan, opracowane zostaly w Katedrze Technologii i
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM serie tréjcyklicznych analogéw styryloksantyn,
zawierajagcych ugrupowania: oksazolowe, oksazynowe, oksazepinowe, imidazolowe,
pirymidynowe oraz diazepinowe [244-251]. Zwiazki tej grupy charakteryzuja si¢ zwigkszona
stabilno$cig w poréwnaniu do analogicznych struktur dwupierscieniowych, a uktad wigzan
dobudowanego pierscienia pokrywa si¢ z organizacja przestrzenng wigzan 8-styryloksantyn w
aktywnej konfiguracji E. Przeprowadzone testy kompetycyjnego wigzania radioligandow
umozliwity wskazanie w badanych potaczeniach elementéw strukturalnych o kluczowym

znaczeniu dla aktywnosci ligandow receptorow adenozynowych. Wsrdd przebadanych
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trojeyklicznych  pochodnych  ksantyn zwigzki o najwigkszej aktywnos$ci zostaty
zidentyfikowane w grupie pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionéw (Rysunek 3.12) [244,
247, 250].

Prowadzone w  kolejnych etapach badan modyfikacje struktury wyjsciowej
pirymido[2,1-f][purynodionu obejmowaty wprowadzanie w potozeniu 9 podstawnikow:
alkilowych, cykloalkilowych i arylowych (bezposrednio Iub poprzez tacznik alifatyczny).
Jeden z obranych kierunkéw badan polegat na wprowadzeniu grupy hydroksylowej w
potozeniu para ugrupowania fenylowego lub fenyloetylowego, przytaczonego do azotu N9
szkieletu trojcyklicznego, co mialo na celu zwigkszenie rozpuszczalnosci tych polaczen w
wodzie. Poniewaz omawiana modyfikacja doprowadzita do zwickszenia powinowactwa w
kierunku receptorow adenozynowych Aza, w kolejnym etapie badan zaplanowane zostato

uzyskanie pochodnych z podstawionym wodorem grupy fenolowej.

3.2.1. Ocena powinowactwa wzgledem podtypow receptoréw adenozynowych

W ramach kontynuacji prowadzonych badan farmakologicznych, oznaczone zostato
powinowactwo serii 61 fenylowych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionow w kierunku
podtypow A1, Aza, Acs 1 Az szczurzych (r - ang.: rat) oraz ludzkich (h - ang.: human)
receptorow adenozynowych. Ogbélny wzor strukturalny badanych zwigzkow, ktore zostaty
zsyntetyzowane w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM,
przedstawiony jest na Rysunku 3.13.

~L L

R! = metyl, etyl, propyl, butyl; n=0, 2
Rysunek 3.13 Ogolny wzor badanych podstawionych dialkilo-pirymido[2,1-f[purynodionow.

W testach radioreceptorowych oznaczony zostal % hamowania wigzania radioliganda do
biatka receptorowego w obecnosci badanych potaczen o stezeniu 1 uM, a dla najbardziej
aktywnych zwigzkéw wyznaczona zostata warto$¢ stalej Ki, bedacej miarg powinowactwa
zwigzkoéw do receptorow. Wyniki przeprowadzonych badan zebrane sg w Tabeli 3.3 i 3.4

oraz Zalaczniku 8.
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Tabela 3.3 Wyniki testow powinowactwa do podtypow receptorow adenozynowych dla fenylowych

pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.
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Tabela 3.3, cd. Wyniki testow powinowactwa do podtypdéw receptorow adenozynowych dla

fenylowych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.
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Tabela 3.3, cd. Wyniki testow powinowactwa do podtypdéw receptorow adenozynowych dla

fenylowych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.
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Tabela 3.3, cd. Wyniki testow powinowactwa do podtypdéw receptorow adenozynowych dla
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Wyniki i dyskusja

Tabela 3.4 Wyniki testobw powinowactwa do podtypow receptorow adenozynowych dla

fenyloetylowych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.
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Wryniki testow powinowactwa do podtypow receptoréw adenozynowych dla

fenyloetylowych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.

Tabela 3.4, cd.
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Wryniki testow powinowactwa do podtypow receptoréw adenozynowych dla

fenyloetylowych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.

Tabela 3.4, cd.
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Wyniki testow powinowactwa do podtypow receptoréw adenozynowych dla

fenyloetylowych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.

Tabela 3.4, cd.
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W ramach przeprowadzonych eksperymentdw, analizowany byl wplyw nastepujacych

modyfikacji na aktywno$¢ zwigzkow (Rysunek 3.13):

1. Dlugo$¢ tancucha alifatycznego w potozeniu 1 i 3 (RY), w tym podstawnika butylowego,
ktory dotychczas nie byt opisany dla tej grupy polaczen.

2. Dlugos¢ tacznika alifatycznego migdzy ugrupowaniem fenylowym a ugrupowaniem
trojcyklicznym (n = 0 lub 2 - odpowiednio: pochodne fenylowe i fenyloetylowe).

3. Charakter podstawnika przy pierécieniu benzenowym (R?) - pochodne kwasowe, estrowe,
aminowe i amidowe.

4. Dodatkowo przeprowadzona zostala analiza roéznic migdzygatunkowych w wigzaniu

badanych zwigzkoéw do receptorow szczurzych i ludzkich.

Ad. 1. Rola podstawnikow alkilowych przy pierscieniu ksantynowym.

We wszystkich analizowanych przypadkach wydluzanie podstawnika alifatycznego w
potozeniu 1 i 3 skutkowalo wzrostem powinowactwa wzgledem szczurzego receptora
adenozynowego Ai. Powyzsze stwierdzenie jest poparte zarowno analiza wyznaczonych
statych wigzania zwigzkéw, jak 1 poréwnaniem zdolno$ci do hamowania wigzania
radioliganda w sytuacji, gdy stata wigzania nie byta oznaczana (Ki > 1 uM). W konsekwencji
wzrastajgcego, wraz z wydluzeniem podstawnika, powinowactwa w grupie pochodnych
dibutylowych, zaobserwowano wartosci Ki wzgledem rA; AR ponizej 300 nM dla wszystkich
polaczen, z wyjatkiem czterech zwigzkéw z ugrupowaniem estrowym jako podstawnik R2,
Wzrost powinowactwa towarzyszgcy wydluzaniu podstawnikow przy pier§cieniu
ksantynowym obserwowano rowniez dla ludzkich receptorow Azs i As, jednak w tym
przypadku stwierdzono, ze powinowactwo zmienia si¢ w wiekszym stopniu w grupie
pochodnych fenyloetylowych. Dla polaczen, w ktorych ugrupowanie fenylowe bylo
bezposrednio przytaczone do uktadu trojcyklicznego, zidentyfikowano tylko dwa zwiazki, dla
ktorych wartos¢ Ki w kierunku hAzs i hAs byta mniejsza niz 1 pM.

W odniesieniu do szczurzych receptorow Aza, roéznice migdzy pochodnymi fenylowymi i
fenyloetylowymi byly jeszcze wyraZzniej zaznaczone. W pierwszej grupie wydluzenie
podstawnikow alkilowych przy pierscieniu ksantynowym skutkowato nieznacznym wzrostem
powinowactwa wzgledem rAza AR, natomiast w grupie pochodnych fenyloetylowych
obserwowano efekt odwrotny. Omowione zalezno$Ci zostaly zaprezentowane w postaci
wykresow, przedstawiajacych zalezno$¢ wartosci pKi od dlugosci tancucha alkilowego w
potozeniu 1 i 3 dla wybranych pigciu serii zwigzkdéw, zaréwno z grupy pochodnych

fenylowych (A-B), jak i pochodnych fenyloetylowych (C-E) (Rysunek 3.14).
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o R!
4 2
Seria zwigzkéw n R metyl etyl propyl Butyl
A 0 4H KD-31 KD-411 KD-371 KD-370
*%\_ /CH3
B 0 N KD-359 KD-428 KD-373 KD-375
CH,
C 2 dH KD-114 KD-390 KD-354 KD-355
D 2 _§\N©o KD-361 KD-426 KD-407 KD-415
-3
E 2 }*NH KD-356 KD-427 KD-425 KD-414

Rysunek 3.14 Analiza wptywu dlugosci podstawnika w potozeniu 1 i 3 pirymido[2,1-f]purynodionu
na powinowactwo wzgledem receptorow: a - rA1, b - rAza, ¢ - hAzs i d - hAs. (poch. fenylowe:

serie - A'i B; poch. fenyletylowe: serie-C,D i E.
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Obserwacje poczynione na tym etapie sg zgodne z wynikami otrzymanymi wczesniej dla
analogicznych pirymido[2,1-f]purynodionéw, w przypadku ktorych zastgpienie grup
metylowych podstawnikami propylowymi w potozeniu 1 i 3 wigzato si¢ ze spadkiem
selektywnosci wzgledem rAsa AR, w nastgpstwie wzrastajagcego powinowactwa wzgledem
pozostatych podtypoéw receptora adenozynowego [245, 248-250]. W toku omawianych badan

potwierdzono, ze tendencja ta jest zachowana réwniez dla pochodnych dibutylowych.

Ad 2. Zestawienie aktywnosci pochodnych fenylowych i fenyloetylowych.

Poroéwnanie analogicznych struktur, rdéznigcych si¢ dlugos$ciga tacznika pomigdzy
pierscieniem benzenowym a ugrupowaniem trojcyklicznym, wskazuje na istotng
role tego elementu strukturalnego dla aktywnosci wzgledem szczurzych receptorow
adenozynowych Aza. Wprowadzenie mostka etylowego, taczacego fragmenty aromatyczne
czasteczki, w miejsce bezposredniego przylaczenia grupy fenylowej do struktury
pirymido[2,1-f]purynodionu, skutkuje wyraznym wzrostem powinowactwa wzgledem
receptorow rAza, szczegdlnie dla pochodnych dimetylowych (Rysunek 3.15). Podobna
zalezno$¢ zostata juz wczesniej opisana dla serii niepodstawionych pochodnych fenylo-,
benzylo- i fenyloetylo-pirymido[2,1-f]purynodionow [245].

Omawiana modyfikacja w mniejszym stopniu wplywa na zmiang¢ aktywnosci wzgledem
pozostaltych podtypow receptorow adenozynowych. Wzrost powinowactwa w kierunku
receptorow rA1 i hA2zs jest zauwazalny jedynie w przypadku wprowadzenia tacznika

etylowego dla pochodnych 1,3-dipropylowych i 1,3-dibutylowych.

6,4 -

6,2 -

pK; 6,0 1

5,8 A

5,6 i
5.4 i

5,2

poch. 1,3- poch. 1,3- poch. 1,3- poch. 1,3-
dimetylowe dietylowe dipropylowe dibutylowe

B poch. fenylowe BEpoch. fenetylowe

Rysunek 3.15 Zestawienie wartosci pK; wzgledem rA;a AR dla niepodstawionych analogow
hydroksyfenylowych i hydroksyfenyloetylowych badanych pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu.
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Ad 3. Znaczenie podstawnika w pierscieniu benzenowym.

W grupie badanych pochodnych kwasowych, estrowych, aminowych oraz amidowych
hydroksyfenylo- i hydroksyfenyloetylo-pirymido[2,1-f]purynodionu podstawienie wodoru
ugrupowania fenolowego nie poprawilo aktywnosci w kierunku receptora adenozynowego
rAza, przy czym najlepiej tolerowany byl podstawnik dietyloaminoetylowy. Jednocze$nie
wpltyw podstawienia wodoru grupy fenolowej byl znacznie korzystniejszy, jesli bra¢ pod
uwage powinowactwo wzgledem receptora rA:. Jednoznacznie negatywne oddziatywanie na
ten profil aktywno$ci wywieraty jedynie podstawniki z wolng grupg karboksylowag lub
podstawniki o charakterze estrowym. Pozostate modyfikacje, zwtaszcza w grupie pochodnych
dietylowych, dipropylowych i dibutylowych, skutkowaty zwykle wzrostem powinowactwa
wzgledem szczurzych receptorow adenozynowych Aj.

Najkorzystniejszy wpltyw na aktywno$¢ badanych potaczen w kierunku receptora hAzs
uzyskano wprowadzajac ugrupowanie pirolidynyloetylo-acetamidowe. Modyfikacja ta byta
rowniez sprzyjajaca dla aktywnos$ci w kierunku receptorow hA3 wsrod pochodnych
fenylowych. Podstawienie wodoru grupy fenolowej ugrupowaniem estru etylowego kwasu
mastowego bylo z kolei korzystne dla aktywno$ci pochodnych fenyloetylowych do tego
podtypu receptora.

Ad. 4. Roznice migdzygatunkowe w aktywnos$ci badanych polaczen.

W grupie receptorow adenozynowych, podtyp As charakteryzuje si¢ najmniejszym stopniem
homologii sekwencji pomiedzy forma ludzka a formg szczurza. Roznice w skladzie
aminokwasowym sekwencji wynoszg w tym wypadku prawie 30% [18]. Fakt ten znajduje
bezposrednie przetozenie na parametry farmakologiczne ligandow receptora Az [17].
Przyktadowo, antagonisci z grupy ksantyn: XAC (poch. 8-fenyloksantyny), a takze DPCPX
(poch. 8-cyklopentyloksantyny) nie wykazuja aktywnosci w kierunku szczurzego receptora
Az (ICsp w testach wigzania radioligandow >100,000 nM), mimo ze oddziatujg z receptorem
ludzkim (warto$ci Ki odpowiednio: XAC - 71 nM i DPCPX - 759 nM) [252]. Doniesienia
literaturowe o szczegdlnych roznicach miedzygatunkowych w farmakologii receptora
adenozynowego Az znajdujg potwierdzenie w prezentowanych wynikach badan, a
mianowicie: zadna =z przeanalizowanych pochodnych, dla ktérych stwierdzono
submikromolowe powinowactwo wzgledem Iludzkiego receptora Asz, nie byla aktywna
wzgledem szczurzej formy receptora.

Istotne réznice miedzygatunkowe we wilasciwosciach farmakologicznych mozna

zaobserwowaé rowniez dla innych podtypoéw receptora adenozynowego, mimo znacznie
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wyzszej homologii niz w przypadku receptora As. Klasycznym przykladem jest antagonista
Acg AR - MRS1754 (N-(4-cyjanofenylo)-2-(4-(2,6-diokso-1,3-dipropylo-2,3,6,7-tetrahydro-
1H-puryn-8-ylo)fenoksy)acetamid), ktory w przypadku ludzkich receptoréw charakteryzuje
si¢ ponad 200-krotng selektywno$cig wzgledem pozostatych podtypdéw receptorow (Ki dla
hA1 = 403 nM; Ki dla hA2a = 503 nM; K dla hAze = 1,97 nM; K dla hAz = 570 nM).
Selektywno$¢ tego zwiazku ulega zmniejszeniu w przypadku receptordw szczurzych, w
nastepstwie wyraznego wzrostu powinowactwa wzglgdem podtypu A1 (Ki = 16,8 nM), przy
jednoczesnym spadku aktywno$ci wzgledem podtypu Azg (Ki = 12,8 nM) [253].

Wzrost  aktywnosci  wzgledem  szczurzych  receptorow A1 w  porOwnaniu
do ludzkiej formy opisano roéwniez w przypadku pochodnych 8-styryloksantyn,
bedacych analogami  strukturalnymi omawianych w ramach niniejszej pracy
pirymido[2,1-f]purynodionéw (MSX-2: hA1 Ki = 2500 nM, rA; Ki =900 nM; KW-6002: hA;
Ki = 841 nM, rA: Ki = 230 nM) [17]. Analiza wynikoéw, uzyskanych dla badanych
pochodnych 1,3-dipropylo- i 1,3-dibutylo-pirymido[2,1-f]purynodionu, potwierdzita i w tym
wypadku wystepowanie podobnej zaleznosci.

W grupie pochodnych fenylowych, zwiazki silniej oddzialujace ze szczurzym receptorem Ai
(selektywnos¢ do rA:; wzgledem rAza, odpowiednio: KD-375 - 18,8; KD-382 - 10,7;
KD-385 - 13,7; KD-384 - 11,7), wigzaly si¢ nieselektywnie do ludzkich receptorow
A1 | Aoa (zblizone powinowactwo wzglegdem obu podtypéw ludzkich receptoréw
adenozynowych) (Rysunek 3.16).
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Rysunek 3.16 Poréwnanie aktywnosci wybranych fenylowych pochodnych 1,3-dibutylo-
pirymido[2,1-f]purynodionu wzgledem szczurzych i ludzkich receptoréw adenozynowych Aj i Aza.
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Spowodowane to byto faktem, ze powinowactwo wzgledem receptora Aza zmieniato si¢ w
niewielkim stopniu pomig¢dzy gatunkami, natomiast wyraznie spadato powinowactwo
wzgledem Ai, gdy poréwnywano wyniki dla receptorow szczurzych 1 ludzkich.
Dla pochodnych fenyloetylowych zaobserwowano podobne zjawisko. Tutaj rowniez
stwierdzono zmian¢ powinowactwa wzgledem receptorow A1 dla przebadanych pochodnych
dipropylowych i dibutylowych, podczas gdy powinowactwo wzgledem Aza zmieniato si¢ w
niewielkim stopniu (Rysunek 3.17).

Sita wigzania do receptorow Aza zmieniata si¢ dla odmiany wyrazniej w przypadku
pochodnych dimetylowych i dietylowych. Zwiazki te wiaza si¢ zdecydowanie stabiej do
ludzkich receptoréw Aza niz do form szczurzych.

W ramach uzupetnienia do stwierdzenia, ze zwigzki z grupy pirymido[2,1-f]purynodionu nie
oddziatujg z receptorem szczurzym Asz stwierdzono takze, ze w kazdym z analizowanych

przypadkoéw powinowactwo do receptora rAzg byto gorsze niz dla receptora hAzs .

=8-rec. szczurze =®-rec. ludzkie

M A1
pPK
A%
A®
&
RS
(3?)

A2A A3 A2A

A2B AZB
KD-414 KD-423

Rysunek 3.17 Porownanie profilu aktywnos$ci zwigzkéw KD-414 i KD-423 dla szczurzych i ludzkich
podtypow receptorow adenozynowych.

Przeprowadzone badania farmakologiczne pozwolity wskaza¢ w analizowanej grupie zwiazki
specyficzne wzgledem poszczegolnych podtypow receptorow (Tabela 3.5). Najbardziej
aktywny ligand szczurzego receptora A1 w badanej grupie to KD-375 (Ki dla rA1 = 56 nM,
ponad 20-krotna selektywnos¢ wzgledem innych podtypow szczurzych receptorow
adenozynowych). Zwiazek ten jest jednoczes$nie najlepszym ligandem ludzkiego receptora A1
jednak ze wzgledu na blisko 10-krotny spadek aktywno$ci wobec receptora ludzkiego, jest on
tez mniej selektywny (Ki dla hA1 =539 nM, przy Kj dla hAzxa = 1030 nM).
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Tabela 3.5 Charakterystyka farmakologiczna najaktywniejszych  ligandow  receptorow
adenozynowych.
Zwigzek Wartosci K;
(o]
Hacn)i’“/ﬁ} rAi-56 nM hA1 - 539 nM
o N N

Q

rAza - 1050 nM
rAzs > 1000 nM

hAza - 1030 nM
hA2s > 1000 nM

o CHs
HiC N rAs >> 1000 NM hAs > 1000 nM
\CH3
KD-375
(0]
Hac\N)‘t[Nﬁ} A1 - ok. 25000 nM hA1 > 25000 NM
N
A Ve rAza - 230 NM hAza - 630 nM
|
CHy hAzs > 7200 nM
hAs > 10000 nM
OH
KD-114
o
HBC\N N
] )N rA1 > 1000 nM hA1 > 1000 nM
N
Y fAoa - 339 NM hAza - 559 M
3
rAzg > 1000 nM hA2s > 1000 nM
RNV A rAs >> 1000 nM hAs >> 1000 nM
\—ch,
KD-357

rAi - 161 nM
rAza - 779 nM
rAzs - 1310 nM
rAz >> 1000 nM

hA:1 - 1100 nM
hA2a - 560 nM
hAzs - 69 nM
hAs - 268 nM

rA1 > 1000 nM
rAz2a > 1000 nM

hA2g > 1000 nM
hAsz - 267 nM

99



Wyniki i dyskusja

Selektywne ligandy receptora Aoa zidentyfikowano przede wszystkim w grupie
dimetylowych i dietylowych pochodnych fenyloetylo-pirymido-purynodionu. Zwigzek
KD-114, z niepodstawiong grupg fenolowa, jest najaktywniejszym ligandem rAza. W grupie
potaczen selektywnych wzgledem hAza najlepszy okazat si¢ zwigzek KD-357 (Ki dla
hA2a = 559 nM, dla pozostatych podtypow Ki >1000).

Z receptorem hA2g najsilniej oddziatuje KD-414 (Ki = 69 nM), ale charakteryzuje sie, jak i
inne zidentyfikowane w toku przeprowadzonych badan ligandy hAzg, istotng aktywnos$cig w
kierunku pozostatych podtypoéw ludzkich receptoréw adenozynowych.

Najsilniej oddzialujacym z receptorem hAs, a przy tym selektywnym w poréownaniu do rAg,
rAza i hAzg, jest zwiazek KD-379 (K dla hAs = 267 nM).

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan kompetycyjnego wigzania radioligandow pozwolity
na identyfikacje istotnych elementow strukturalnych, odpowiedzialnych za specyficznos¢
otrzymanych zwigzkow wzgledem poszczegdlnych podtypoéw receptorow adenozynowych
oraz na wskazanie fragmentow odpowiedzialnych za znaczne réznice w aktywnosci
mig¢dzygatunkowej badanych ligandéw. Ostateczna aktywnos¢ i selektywno$¢ potaczen byla

wypadkowa wszystkich trzech rozwazanych kierunkéw modyfikacji w badanej grupie.

3.2.2. Ocena aktywnoS$ci wewnetrznej wybranych polaczen

Uzupetnieniem dla przeprowadzonych badan powinowactwa byto wykonanie oznaczenia
aktywnosci wewnetrznej wybranych potaczen. Eksperymenty przeprowadzono z
wykorzystaniem linii komdérkowych z nadekspresja ludzkich receptoréw adenozynowych Aza
lub A2g, a wiec obu podtypoéw oddziatujacych z rodzing biatek Gs. W powyzszych modelach
mozliwa jest obserwacja bezposredniego wpltywu ligandéw receptora na produkcje
cyklicznego AMP, bez koniecznos$ci wstepnej stymulacji komoérek w kierunku produkeji
cAMP za pomoca forskoliny, jak to ma miejsce w przypadku eksperymentow dla receptorow
oddziatujacych z biatkami Gi. Poniewaz wcze$niejsze badania wskazywaly, ze wybrane
ligandy z grupy pirymido[2,1-f]purynodionéw maja charakter antagonistow w kierunku
receptorow adenozynowych Aoa [245, 247, 250, 251], zaplanowane eksperymenty miaty na
celu weryfikacje tego mechanizmu dziatania dla najbardziej aktywnych i1 jednocze$nie
selektywnych ligandow A>a AR i Az AR w omawianej serii polaczen. W zwigzku z
powyzszym, w przeprowadzonych testach akumulacji cAMP, badano wpltyw obecnosci
badanego zwiazku na przebieg krzywych stymulacji produkcji wtornego przekaznika przez
nieselektywnego agoniste receptorow adenozynowych - NECA, w liniach komoérkowych z

nadekspresja jednego lub drugiego podtypu receptora.
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Stwierdzono, ze badane ligandy - KD-357 i KD-114 dziataja jak antagonisci receptora
adenozynowego Aca. Oba zwigzki powodujg przesunigcie krzywych stezenie-odpowiedz dla
agonisty w kierunku wyzszych stezen (Rysunek 3.18). Zmiana wartosci ECso dla NECA
wynosita odpowiednio: 460 nM wobec 68 nM, dla zwigzku KD-357 zastosowanego

w stezeniu 5 uM oraz 302 nM wobec 77 nM, dla zwigzku KD-114 w stezeniu 7puM.
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Rysunek 3.18 Oznaczenie zmian poziomu cCAMP w komorkach linii CHO z nadekspresja ludzkiego
receptora adenozynowego A;a w odpowiedzi na rézne stezenia agonisty - NECA, wobec braku i w
obecno$ci zwigzkow: KD-357 (A) i KD-114 (B). Przedstawione krzywe oraz wartosci Ky zostaty
wyznaczone W oparciu o trzy niezalezne eksperymenty, kazdy wykonany w dwoch powtorzeniach.

Stwierdzono ponadto, ze wyznaczona w toku analizy wynikow warto$¢ parametru Kp dla
zwigzku KD-357 (839 nM) jest poréwnywalna z warto$cia Ki wyznaczong w testach
radioreceptorowych (559 nM). Natomiast zwigzek KD-114, prawdopodobnie w wyniku
gorszej rozpuszczalnosci, charakteryzowat si¢ stabszym dzialaniem w tescie funkcjonalnym

(Kp = 2220 nM) niz w tescie kompetycyjnego wiazania radioliganda (Ki = 630 nM).
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Rysunek 3.19 Oznaczenie zmian poziomu cAMP w komorkach linii CHO z nadekspresja ludzkiego
receptora adenozynowego Azs w odpowiedzi na rdzne stezenia agonisty - NECA, wobec braku i w
obecnosci zwigzkow: KD-414 (A) i KD-423 (B). Przedstawione krzywe oraz wartosci Ky zostaty
wyznaczone w oparciu o trzy niezalezne eksperymenty, kazdy wykonany w dwoch powtorzeniach.

Podobnie jak w przypadku receptora Aza, dla badanych ligandow receptora adenozynowego
Az (KD-414 i KD-423), stwierdzono efekty charakterystyczne dla aktywnosci
antagonistycznej (Rysunek 3.19). Zwigzek KD-414, zastosowany w stezeniu 2 uM,
powodowatl zmiang wartosci ECsp dla agonisty z 60 nM do 1164 nM. Natomiast zwigzek
KD-423, 0 nizszym powinowactwie wzgledem receptora Azg, zastosowany w identycznym
stezeniu co zwigzek KD-414, powodowal mniejsze przesunigcie krzywej stezenie-efekt dla
NECA (ECso - 73 nM vs. 335 nM).
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3.3. Opracowanie modeli badawczych i ocena aktywnosci potencjalnych ligandéow
receptorow kannabinoidowych CB:1 i CB2 oraz receptora sierocego GPR18

Celem kolejnego etapu badan byto opracowanie modeli komérkowych do badan farmakologii
molekularnej ludzkich receptorow kannabinoidowych CB: (hCBiR) i CB: (hCB:2R).
Zaplanowano uzyskanie ekspresji rekombinowanych biatek receptorowych w komarkach linii
CHO z wykorzystaniem systemu ekspresji retrowirusowej. Transdukcja retrowirusowa
stanowi interesujacg alternatywe dla klasycznych technik transfekcji stabilnej. Zastosowanie
czastki wirusa jako nosnika dla cDNA receptora skutkuje satysfakcjonujacym poziomem
ekspresji oraz wysoka wydajnoscig produkcji stabilnych klondw.

W ramach badan zwigzanych z receptorami kannabinodiowymi, przeprowadzono réwniez
optymalizacj¢ modelu badawczego do testoéw farmakologii molekularnej receptora sierocego
GPR18, spokrewnionego z receptorami kannabinoidowymi oraz dokonano oceny wtasciwosci
farmakologicznych pochodnych imidazotiazolonu, imidazotiazynonu i imidazotiazepinonu

jako ligandéw receptorow CB1R, CB2R oraz GPR18.

3.3.1. Otrzymanie linii CHO-hCB:R i CHO-hCB2R

W eksperymentach inzynierii genetycznej wykorzystane zostaly plazmidy: pLXSN-hCB1R i
PLXSN-hCB2R, zawierajace sekwencje cDNA ludzkich receptoréw kannabinoidowych,
wprowadzone do wektora retrowirusowego pLXSN. Sekwencje gendéw receptorow byty
zgodne z wpisami bazy danych GenBank, odpowiednio: AF107262 i X74328, co zostato
potwierdzone na drodze sekwencjonowania.

W pierwszej kolejnosci linia komorek pakujacych GP+envAm12 zostata kotransfekowana w
dwoch osobnych eksperymentach: jednym z plazmidow zawierajacym sekwencje¢ receptora
kannabinoidowego CB: lub CB2 (odpowiednio: pLXSN-hCB:R lub pLXSN-hCB2R) oraz
plazmidem pcDNA3.1-VSV-G, zawierajacym sekwencj¢ biatka G ostonki lipidowej wirusa
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (VSV-G), ktorego zadaniem jest zwigkszenie
wydajnosci infekceji roznych linii komoérek docelowych.

Po 48 godzinach od transfekcji, czastki wirusowe wytwarzane do pozywki przez komorki
pakujace zostaly wykorzystane do zainfekowania komoérek linii docelowej - CHO.
W  kolejnym etapie prowadzona byla selekcja transdukowanej linii komorkowej z
wykorzystaniem genetycyny w stezeniu 800 pg/ml, ktora zakonczona zostala po okresie
2 tygodni. W efekcie uzyskano dwie linie komorkowe: CHO-hCB:R i CHO-hCB:2R, ktore

scharakteryzowano doktadniej w kolejnych eksperymentach.

103



Wyniki i dyskusja

3.3.2. Ocena parametréw wigzania [*H]CP99,540 do preparatu blon komoérek
CHO-hCB1R i CHO-hCB:2R

W badaniach radioreceptorowych receptorow kannabinoidowych wykorzystany zostat
ligand:  [®H]CP55,940  ([3*H](-)-cis-3-[2-hydroksy-4-(1,1-dimetylo-heptylo)fenylo]-trans-
4-(3-hydroksy-propylo)cykloheksanol) [254]. Zwigzek ten jest nieselektywnym agonista
receptorow kannabinoidowych CB: i CB,. Wartosci stalej Kqg tego liganda wynosza
odpowiednio: 0,58 nM dla rCB1R, 2,4 nM dla hCB1R i 0,7 nM dla hCBzR. Parametry fizyko-
chemiczne CP55,940, a w szczegdlnosci wysoka lipofilowos¢ tego zwigzku, skutkujg
wzglednie wysokim poziomem niespecyficznego wigzania radioliganda, co w pewnym
stopniu utrudnia przeprowadzenie badan radioreceptorowych. W zwiazku z powyzszym
konieczne jest wprowadzenie szczegdlnych warunkéw eksperymentu, pozwalajacych na
zminimalizowanie tego zjawiska (stosowanie dodatku 0,1% surowiczej albuminy wotowej -
BSA do buforu ptuczacego, preinkubacja filtrow w 0,3% roztworze PEI i suszenie ich w
temperaturze 50°C przez 1,5 godziny przed dodaniem plynu scyntylacyjnego).

Wstepne badania radioreceptorowe dla otrzymanych linii komérkowych, przeprowadzone z
wykorzystaniem zmiennych ilosci biatka w probce, potwierdzily wystepowanie
specyficznego  wigzania  radioliganda, zwigzanego z  obecnoscig  receptorow
kannabinoidowych w preparatach blon uzyskanych z rekombinowanych komorek
(Rysunek 3.20 i 3.21). Wigzanie catkowite zostalo wyznaczone w obecnosci DMSO,

natomiast wigzanie niespecyficzne w obecnosci 10 uM stezenia nieznakowanego CP55,940.
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Rysunek 3.20 Calkowite, niespecyficzne i specyficzne wigzanie radioliganda [*H]CP55,940 do
receptoréw kannabinoidowych CB;1 w funkcji ilosci biatka w probee (50, 100 1 200 pg). Eksperyment
wykonano w dwoch powtdrzeniach.
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Rysunek 3.21 Catkowite, niespecyficzne i specyficzne wigzanie radioliganda [*H]CP55,940 do
receptoréw kannabinoidowych CB; w funkcji ilosci biatka w probee (50, 100 i 200 pg). Eksperyment
wykonano w dwoch powtdrzeniach.

W oparciu 0 uzyskane wyniki, wyznaczona zostata optymalna ilo$¢ biatka, jaka powinna by¢
uzyta w dalszych eksperymentach farmakologii molekularnej. W przypadku obu podtypow
receptorow kannabinoidowych procent wiazania specyficznego [*H]CP55,940 (wyznaczony
Ze Wzoru - wigzanie specyficzne / wigzanie catkowite x 100%) byl najwyzszy w przypadku
zastosowania 50 pg biatka/probke i wynosit odpowiednio: 29% dla CB1R i 43% dla CB:R.
Mimo wzglednie wysokiego wigzania niespecyficznego, uzyskany w tych warunkach zakres
pomiarowy umozliwia wykorzystanie otrzymanych preparatow blon w testach

kompetycyjnego wigzania ligandow receptorow kannabinoidowych CB1 i CBa.

3.3.3. Ocena funkcjonalna otrzymanych linii CHO-hCB1iR i CHO-hCB2R w te$cie
akumulacji cAMP
W celu sprawdzenia, czy rekombinowane receptory ulegajace stabilnej ekspresji w
otrzymanych liniach komodrkowych umozliwiaja aktywacje wtornych przekaznikéw
wewnatrzkomoérkowych, wykonano oznaczenie zmian wewnatrzkoméorkowego poziomu
cAMP w odpowiedzi na dzialanie nieselektywnego agonisty receptorow kannabinoidowych
CB1 i CB2 - CP55,940. Poniewaz oba podtypy receptora oddziatujg z biatkiem Gi, konieczne
byto zastosowanie w eksperymentach forskoliny, bezposrednio stymulujacej cyklaze

adenylanowa.
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W toku przeprowadzonych testéw wykazano, ze w przypadku obu opracowanych wcze$niej
linii komodrkowych, powstaja w pelni funkcjonalne biatka receptorowe. Zastosowanie
agonisty receptoroOw kannabinoidowych, skutkowalo obnizeniem aktywnosci cyklazy
adenylanowej. Otrzymane krzywe zaleznosci poziomu cAMP od stezenia CP55,940
przedstawione zostaty na Rysunku 3.22 i 3.23. Warto$ci parametrow ECso wyznaczonych dla

badanego liganda sg zgodne z danymi literaturowymi (Tabela 3.6) [255].
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Rysunek 3.22 Wykres zaleznosci poziomu cAMP od stezenia CP55,940 w komorkach linii
CHO-hCB:R preinkubowanych z 10 uM roztworem forskoliny. Wykres reprezentuje $rednig trzech
niezaleznych eksperymentow, przeprowadzonych kazdorazowo w dwoch powtérzeniach. Produkcja

cAMP wyrazona zostala jako procent poziomu wtdrnego przekaznika uzyskanego w probie kontrolnej
bez dodatku CP55,940.
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Rysunek 3.23 Wykres zaleznosci poziomu cAMP od stezenia CP55,940 w komorkach linii
CHO-hCB:R preinkubowanych z 10 uM roztworem forskoliny. Wykres reprezentuje $rednig trzech
niezaleznych eksperymentow, przeprowadzonych kazdorazowo w dwoch powtérzeniach. Produkcja

cAMP wyrazona zostala jako procent poziomu wtdrnego przekaznika uzyskanego w probie kontrolne;j
bez dodatku CP55,940.
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Tabela 3.6 Zestawienie wynikow przeprowadzonych testow akumulacji cAMP dla otrzymanych linii
komoérkowych ze stabilng ekspresjg receptoréw kannabinoidowych oraz analogicznych danych
literaturowych dla rekombinowanych linii komoérek CHO [255].

Badany receptor ECso dla CP55,940 [nM] ECso dla CP55,940 [nM]
y P na podstawie niniejszej pracy wg C.C. Felder, et al. 1995
CBiR 2,45 + 0,36 1,83+0,24
CB:2R 8,76 + 0,84 2,89 £ 0,01

Podsumowujac przeprowadzone badania farmakologiczne stwierdzono, ze linie komérkowe
CHO-hCB1R i CHO-hCB2R charakteryzujg si¢ satysfakcjonujagcym poziomem ekspresji
biatek rekombinowanych, ktory pozwala na ich zastosowanie w radioreceptorowych testach
powinowactwa. Dodatkowo wykazano, ze rekombinowane receptory pozostaja funkcjonalne,
co umozliwia wykorzystanie opracowanych linii komorkowych takze w testach oceniajacych

aktywno$¢ wewnetrzng nowych potaczen.

3.3.4. Charakterystyka referencyjnych ligadnéw receptora GPR18 w tescie aktywacji
szlaku p-arrestynowego

Ze wzgledu na brak dostgpnosci aktywnych radioligandéw receptora GPR18, nie jest mozliwe
przeprowadzenie oznaczen powinowactwa nowych polaczen w kierunku tego receptora
klasycznymi metodami radioreceptorowymi. Alternatywa jest zastosowanie odpowiednich
testow funkcjonalnych. Przyktadem moze by¢ test, opierajacy si¢ na chemiluminescencyjnej
detekcji kompleksow: receptor sierocy-B-arrestyna, powstajacych w nastepstwie dzialania
ligandow receptora [256]. Podstawa zjawiska chemiluminescencji w omawianym tescie jest
komplementacja dwoch fragmentow [B-galaktozydazy, wystepujaca przy aktywacji
B-arrestynowego szlaku przekaznictwa wewnatrzkomorkowego. Mierzony sygnal jest wysoce
specyficzny dla rekombinowanych receptorow sierocych, a konstrukcja testu eliminuje
ryzyko artefaktéw wynikajacych z aktywacji innych endogennych receptorow (p. opis testu
B-arrestin PathHunter™ w Rozdziale 5.4.6.2).

Opisany test zostal wykorzystany do oznaczenia aktywnosci badanych zwigzkéw w kierunku
receptora GPR18. We wstepnych etapach optymalizacji testu rekrutacji B-arrestyny podjeto
probe potwierdzenia aktywnosci dwoch potencjalnych ligandow receptora GPRI1S,
wytypowanych w oparciu o dostepne doniesienia literaturowe, a mianowicie: A’-THC i

N-arachidonyloglicyny (NAGly) [77, 78, 80].
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Wynik przeprowadzonych eksperymentéw przedstawia Rysunek 3.24.
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Rysunek 3.24 Krzywa zalezno$ci zmierzonego sygnatu luminescencji od stgzenia badanych
zwigzkow w tescie aktywacji szlaku p-arrestynowego (B-arrestin PathHunter™). Oznaczenie
wykonano w dwoch powtorzeniach dla A°-THC i NAGly.

Uzyskane rezultaty potwierdzity postulowana aktywno$¢ A’-THC jako agonisty receptorow
GPRI18. Uzyskana wartos¢ ECsp = 4,61 uM byla poréwnywalna z wynikami badan
opisujagcymi aktywnoéé agonistyczng A’-THC w teScie aktywacji kinazy MAPK w
komorkach HEK293 ze stabilng nadekspresja receptorow GPR18 (ECso = 0,96 uM) [77].
Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan, A’-THC w stezeniu 10 uM zostal
wytypowany do wykorzystania w dalszych eksperymentach jako referencyjny agonista
GPR18 w tescie rekrutacji B-arrestyny.

Drugi z analizowanych zwigzkéw - NAGly, nie wykazywat aktywnos$ci w zaproponowanym
modelu badawczym. Obserwacja ta dodaje argumentow do dyskusji, w ktérej niektore
doniesienia literaturowe kwestionuja zdolnos¢ NAGly do wywotania odpowiedzi zwigzanej z
receptorami GPR18 [257, 258]. Z cala pewnos$cig konieczne jest przeprowadzenie dalszych

badan pozwalajacych wyjasni¢ rolg tego zwigzku w sygnalizacji zaleznej od GPR18.

3.3.5. Pochodne imidazotiazolonu, imidazotiazynonu i imidazotiazepinonu jako ligandy
receptorow CB:1R, CB2R oraz GPR18

Wezesniejsze badania prowadzone w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkow

Leczniczych UJ CM doprowadzity do otrzymania pochodnych imidazolu, oddziatujacych z

receptorem GABAA. Uzyskane zostaty ligandy o mikromolowym powinowactwie do

wspomnianych receptorow [259, 260].
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Bioragc pod uwage lipofilowy charakter tych potaczen oraz doniesienia wskazujace na
interakcje wybranych endokannabinoidow z receptorem GABAAa [261], podj¢to decyzje o
przebadaniu dostepnej biblioteki dwupierscieniowych pochodnych imidazol-4-onu w
kierunku ich zdolnosci do oddziatywania z klasycznymi receptorami kannabinoidowymi CB:
I CB> oraz spokrewnionym receptorem GPR18.

Seria 41 pochodnych imidazo[2,1-b]tiazolu, imidazo[2,1-b]tiazyny i imidazo[2,1-b]tiazepiny
zostala oznaczona w testach kompetycyjnego wigzania radioliganda do preparatow bton
komorek: kory moézgowej szczura (Szczurzy receptor kannabinoidowy CBi) oraz
opracowanych wczeséniej liniit CHO-hCB:R i CHO-hCB2R, charakteryzujacych si¢ stabilng
ekspresja ludzkich receptorow kannabinoidowych. Zastosowanym radioligandem byt
zwigzek: [PH]CP55,940 [254]. We wstepnym etapie przeprowadzono ocene zdolnosci
badanych polaczen (w stezeniu 10 uM) do hamowania wigzania radioliganda do receptorow
CBiR w korze mozgowej szczura oraz do rekombinowanych ludzkich receptorow CB:2R.
W sytuacji gdy uzyskano wynik wickszy niz 50%, oznaczenia byly wykonywane w pelnym
zakresie stezen, w potaczeniu z wyznaczeniem statej powinowactwa K. Ponadto dla
najbardziej aktywnych ligandow szczurzego receptora CBi, stala Ki wyznaczona zostata
rowniez dla ludzkiego receptora CBi1. Wyniki testow powinowactwa zostaly przedstawione

w Tabeli 3.7 oraz Zalaczniku 8.

Tabela 3.7 Wyniki testow kompetycyjnego wigzania [*H]CP55,940 do receptoréw rCB:R, hCBiR i
hCB:R.

A B C D E F
Testy wiazania
[*H]CP55,940
szczurzy CB1R ludzki CB; R
Zwiazek R? Ki+ SEM Ki+ SEM
[uM] [uM]
wzor ogolny A; n=1
>>10 >>10
ChM-53 H (13 % + 12) (6 % =+ 12)°
>> 10 >>10
ChM-51 COOC3Hs (0 % + 8)° (-5 % + 13)?
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wzo6r ogblny B; n=1

>> 10 >>10
ChM-54 H (15 % + 2) (3% + 10)?
> 10 >>10
ChM-52 COOC:Hs (38 % + 2)? (-3% + 5)?
wzor ogdlny A; n=2
>>10 >>10
ChM-50 H (4 % + 5)° (9% £ 6)?
wz6r ogolny B; n=2
>>10
ChM-49 H 7.68 +1.68 (5 % + 4)
wzor ogdlny A; n=3
>>10
ChM-48 H 21.3+2.17 (10 % + 2)°
wzo6r ogblny B; n=3
3.94+0.10° >>10
Chm-18 H 1.34 4+ 0.37° (hChy) (14 % + 1)°
wz6r ogblny C
>> 10 >> 10
ChM-44 I/@ (-14 % +3)? (19 % + 4)2
wzo6r ogblny D
>>10 ~10
ChM-43 v (18 % =+ 4)? (43 % + 10)?
>> 10 ~10
ChM-13 @ (1% +6)? (52 %=+ 16)?
>>10 >>10
B-54 —~ ) (15 %  2)° (23% + 13)°
o >> 10 >> 10
ChM-6 {} (6 % + 6)? (2% + 11)?
— cl >> 10 >> 10
- @ (5% + 5)° (21% + 5)°
Cl Cl >> 10 =10
ChM-40 4@ (6 % + 7)? (45 % + 3)?
>>10 =~ 10
ChM-3 —~ ) (21% + 6)° (60 % + 9)°
>>10 ~ 10
B-56 —~)es (23 % + 5)? (45 % + 14)?
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NO: >> 10 >> 10
ChM-20 - (8 % + 4)° (10 % + 6)¢
>> 10 >>10
ChM-2 e (5 % + 10)° (6 % + 3)
HCQ >> 10 ~10
ChM-12 @ (4% + 3)° (45 % + 12)°
PCHs >>10 ~10
ChM-33 {}owa (3 %+ 9)* (46 % + 15)*
HCQ >>10 ~10
ChM-32 @oow (12 % + 4)° (64 % + 18)°
>> 10 >>10
ChM-47 Wt (6 % + 5)? (17 % + 9)?
/ >> 10 ~ 10
ChM-4 W (6 %+ 6)¢ (57 % + 3)°
o >> 10
ChM-46 hORG 6.58 +1.77 (9% = b)°
CB-3 \@ﬂv@ 4.22 +1.36° 1.11 £ 0.01
Cl
CB-5 \@/OMQ/ 8.24 + 4,115 4.03+0.51
Cl b
0.55 £ 0.22
CB-4 O\/Q/ 0.95 £ 0.27
\@ T 2.09 £ 0.08 (hCB;y)
] o [ >> 10 ~10
CB-2 DR (13 % + 4)° (61 % + 10)*
Cl
>>10 ~10
- (0]
CB-1 \@ jfg (24 % + 3)° (54 % + 10)2
wz6r ogolny E
ChM-76 =10 5.43+1.31
(48 % + 4)° A3E L.
ChM-64 UC)@ 3.63+0,21° =10
’ ’ (58 % +7)
2.01+2.25b
CB-6 Al 213+ 0.47 (hCBy) 1.81+0.34
Cl
0.82 4 0.09"
- oﬁ b
ChM-72 \O 0.25 £ 0.08" (nCED 4.15+0.39
] o 2.46+021° > 10
CB-8 Oy C' 216 +0.07 (hCBy) (37 % + 8)?
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>10

CB-9 OVQ 0.98 + 0.23°
RO (7%= 7y

Cl
2.53 +0.89°
ChM-73 OVQ 1.65+0.71
\@ T 3.18 £ 0.49 (hCBy)
.
b
oﬁ 0.73 + 0.04 1.56 + 0.34°

CB-7 \© 0.85 +0.03 (hCBy)

(o]

) o J__ >> 10 > 10
ChM-94 e (27 % + 3)° (39 % + 3)°

< > o >>10 ~ 10
ChM-84 < (4% + 7)° (53 % + 7)¢

wz6r ogolny F

>>10 >> 10

ChM-90 (3 % + 5)? (17 % + 4)?

2 % hamowania wigzania [*H]CP55,940 w obecnoéci badanych zwigzkéw w stezeniu 10 uM
® wyniki uzyskane we wspolpracy z Viktorem Rempelem z Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu w
Bonn.

Do oceny aktywnosci badanej serii zwigzkow w kierunku receptoréw GPR18 zostal
wykorzystany opisany wczesniej model, wraz ze scharakteryzowanym ligandem A°-THC.
Zwiazki zostaly przebadane w stezeniu 10uM pod katem potencjalnej aktywnosci
wewnetrznej. Zaden z przebadanych zwigzkéw nie dawal istotnej statystycznie odpowiedzi w
»irybie agonisty” (Zalacznik 6), a wigc w teScie bezposredniego pobudzenia szlaku
B-arrestynowego. W ,trybie antagonisty” oceniana byla zdolno$¢ badanych zwigzkéw do
zahamowaniu dziatania agonisty GPR18 - A°>-THC. Wyniki tych oznaczef przedstawione sg
na Rysunku 3.25.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze rozwazana seria potaczen stanowi uzasadniony obszar
poszukiwan nowych, selektywnych ligandow receptorow kannabinoidowych. Zwiazki o
takim  charakterze zostaly zidentyfikowane zaréwno w  grupie  pochodnych
5,5-difenylo-imidazol-4-onu (ChM-49, ChM-48, ChM-18), jak i w grupie pochodnych
3-fenoksy- (ChM-46 lub ChM-64) i 3-benzyloksy-benzylidenowych (struktury wyjsciowe:
CB-3 lub CB-6) imidazo[2,1-b]tiazyny oraz imidazo[2,1-b]tiazepiny.
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% hamowania odpowiedzi wywolane] A"-THC
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Chiv-43
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Chii-1
Chhii-32
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Chiv-6
BS54
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Rysunek 3.25 Stopien hamownia odpowiedzi wywotanej przez A>-THC w B-arrestynowym teScie
funkcjonalnym dla GPR18 w obecnosci 10uM st¢zenia badanych zwigzkow.
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Dla badanych 5,5-difenylo-imidazol-4-onéw stwierdzono, ze powinowactwo do receptoréw
kannabinoidowych zalezy od wielkosci dobudowanego pierScienia heterocyklicznego. O ile
polaczenia zawierajace pierscien tiazolu nie wykazujg aktywnosci w kierunku receptorow
kannabinoidowych, tak w grupie imidazo[2,1-b]tiazyn zidentyfikowano zwigzek (ChM-49),
charakteryzujacy si¢ wartoscia K dla receptora rCB:R ponizej 10 uM. Dalsza rozbudowa
anelowanego pier§cienia w omawianej grupie potaczen skutkuje jeszcze wigkszym wzrostem
powinowactwa do receptora CB1R (ChM-18).

Zaplanowane szlaki syntezy badanych zwigzkow prowadza do powstawania (w rdéznych,
zaleznych od reakcji, proporcjach) dwoch izomerycznych produktow: 1,2-podstawionych i
2,3-podstawionych imidazolondw. W nastgpstwie wykonanych badan farmakologicznych,
stwierdzono znamienne roznice w aktywnosci poszczegdlnych izomerow konstytucyjnych w
kierunku receptorow kannabinoidowych CBi. 2,3-podstawione imidazolony (ChM-54,
ChM-52, ChM-49, ChM-18) charakteryzowaly si¢ wyzszym powinowactwem, niz ich
1,2-podstawione analogi (ChM-53, ChM-51, ChM-50, ChM-48). Powinowactwo do
ludzkiego receptora CB1R, wyrazone wartoscia Ki, dla najbardziej aktywnego zwigzku w tej
serii potaczen - ChM-18, wynosito 1,34 uM. Przebadane pochodne 5,5-difenylo-
imidazol-4-onu nie wykazywaly aktywno$ci w kierunku receptorow CB2R ani GPR18.
Zastgpienie podstawnikow 5,5-difenylowych ugrupowaniem styrylowym (ChM-44, ChM-43)
lub  ugrupowaniem benzylidenowym  zawierajacym  podstawnik  niearomatyczny
(w Tabeli 3.7 - zw.: ChM-13 do ChM-4), prowadzi w grupie analizowanych pochodnych
imidazol-4-onu, do utraty aktywnosci w kierunku receptorow kannabinoidowych. Aktywno$¢
ta jest dla odmiany zachowana w przypadku wprowadzenia do ugrupowania
benzylidenowego, poprzez wigzanie eterowe, podstawnika zawierajacego drugi pierScien
aromatyczny (w Tabeli 3.7 - zw.: ChM-46 do CB-4 oraz ChM-64 do CB-7).

W grupie pochodnych benzylideno-imidazol-4-onu, rozbudowa anelowanego pierscienia
heterocyklicznego z tiazyny (wzér ogolny C 1 D) do tiazepiny (wzér ogolny E 1 F) skutkuje
w  wigkszosci przypadkow podwyzszonym powinowactwem do receptoréw CBiR i
wzglednie statg aktywnoscig w odniesieniu do ludzkich receptorow CB2R (por.: CB-3 vs.
CB-6 i1 CB-5 vs. ChM-72).

Wprowadzajac fragment orto-chlorobenzoksylowy do ugrupowania benzylidenowego
(CB-9: rCB:R - Kj > 10 uM, hCB2R - K; = 0,98 puM), mozna zaobserwowac pewng

selektywno$¢ otrzymanego zwigzku w kierunku receptorow CB2R, podczas gdy podstawienie
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chlorem w potozeniu meta- (CB-8: rCB:R - Ki = 2,46 uM, hCB1R - K; = 2,16 uM, hCB:R -
Ki > 10 uM) i para- (ChM-72: rCB:R - K;i = 0,82 uM, hCB:R - Kj = 0,25 uM, hCB:R -
Ki = 4,15 uM) prowadzi do wigkszej specyficznosci w kierunku receptoréw CB1R.
Porownujgc aktywno$¢ analizowanych potaczen w Kierunku szczurzej i ludzkiej formy
receptora CB1R, stwierdzono, ze jest ona W wigkszosci przypadkéw zblizona. Wyrazng
poprawe parametréw wigzania do ludzkiej formy receptora stwierdzono jedynie dla zwigzkow
ChM-72 (hCB:R: Kij=0,25uM, rCB:R: K;j=0,82 uM) i ChM-18 (hCB:R: Ki=1,34 uM,
rCB:R: Kj = 3,94 uM).

Badania przeprowadzone w odniesieniu do rozwazanej serii zwigzkow z wykorzystaniem
zaproponowanego testu funkcjonalnego dla receptora GPR18 potwierdzity, ze polaczenia
aktywne wzgledem receptorow CBiR i CB2R oddziatuja réwniez z receptorem
GPR18 (Rysunek 3.25). Wskazuje to na podobienstwo strukturalne farmakoforow
wspomnianych receptorow. We wszystkich przypadkach, dla zachowania aktywnosci
wymagana jest obecnos$¢ rozbudowanego podstawnika przy pierscieniu imidazo[2,1-b]tiazyny
(w Tabeli 3.7: ChM-46 do CB-1) lub imidazo[2,1-b]tiazepiny (w Tabeli 3.7: ChM-76 do
CB-7). Zwiazki z tych grup, zastosowane w stezeniu 10 pM, charakteryzowaty si¢ (z dwoma
wyjatkami) przynajmniej 50% zdolno$ciag do hamowania odpowiedzi wywolane] przez
referencyjnego agoniste w modelu funkcjonalnym receptora GPR18. Z poréwnania wynikow
dla analogicznych pochodnych tiazynowych (wzdér ogélny D) 1 tiazepinowych (wzor
og6lny E) wynika, ze pierwsze z nich cechujg si¢ generalnie wigkszg aktywno$cig w kierunku
receptora GPR18 (por.: CB-3 vs. CB-6, CB-5 vs. ChM-72 i CB-4 vs. ChM-73 na
Rysunku 3.25). Pozytywny wplyw na analizowang aktywnos$¢ biologiczng omawianych
potaczen ma roéwniez wprowadzenie chloru do ugrupowania benzyloksybenzylidenowego
(por.: CB-3 vs. CB-5 i CB-4 oraz CB-6 vs. ChM-72 i CB-8 i CB-9 i ChM-73 na
Rysunku 3.25). para-chloro-benzyloksy-benzylidenowa pochodna imidazo[2,1-b]tiazyny -
CB-5 jest najsilniejszym antagonista GPR18 w ramach omawianej serii polaczen.
Zastosowany w stezeniu 10 puM, CB-5 catkowicie redukuje efekt wywolany przez
referencyjnego agoniste GPR18 - A°-THC.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze zastapienie ugrupowania benzyloksylowego (CB-3) grupa
benzoiloksylowa (CB-2, CB-1) w serii benzylidenowych pochodnych imidazo[2,1-b]tiazyn,
prowadzi do wyraznego spadku powinowactwa do receptoroéw CB1R i CB2R, jest natomiast
wzglednie dobrze tolerowane w przypadku receptora GPR18. Z tego powodu ten kierunek
modyfikacji jest szczegélnie interesujacy przy planowaniu syntezy nowych selektywnych
ligandow GPR18.
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Podsumowaniem przeprowadzonych badan jest ponizsze zestawienie, przedstawiajgce

najaktywniejsze zwiagzki zidentyfikowane w ramach skriningu farmakologicznego.

H H
@) O
A\ A\
Cl o NYN 0] NYN
S\J S\)
Cl Cl
CB-4 ChM-72
najaktywniejszy ligand rCB1R (nieselektywny) najaktywniejszy ligand hCB1R
H H
0]
O sy
) O N« _N
cl o} N N \/
b $
S
Cl
CB-9 CB-5
jeden z dwoch najbardziej aktywnych i potencjalnie najbardziej aktywny
najbardziej selektywny ligand hCBzR antagonista receptora GPR18

Rysunek  3.26  Struktury najaktywniejszych ligandow  receptorow  kannabinoidowych,
zidentyfikowanych w grupie pochodnych imidazotiazolonu, imidazotiazynonu i imidazotiazepinonu.

116



Wyniki i dyskusja

3.4. Opracowanie modelu komérkowego do badan aktywnosci potencjalnych ligandéw
receptora histaminowego Ha

W grupie receptorow histaminowych, eksperymenty wykonane w ramach niniejszej pracy,
ukierunkowane byly na otrzymanie modelu komoérkowego do badania powinowactwa
potencjalnych ligandow receptorow histaminowych Hs. Do realizacji powyzszego celu
wykorzystany zostal system transdukcji retrowirusowej, dzigki ktéoremu otrzymana zostata
nowa linia komorkowa z nadekspresja rekombinowanegoo biatka receptorowego.
Opracowana linia komorkowa zostala nastepnie scharakteryzowana farmakologicznie w
testach wigzania radioligandow. Jej przydatno$¢ w badaniach powinowactwa receptorowego
nowych polaczen chemicznych zostala poddana ocenie w teScie poréwnawczym z
wykorzystaniem alternatywnego systemu ekspresyjnego, opierajacego si¢ na hodowli

komorek owadzich Spodoptera frugiperda - Sf9.

3.4.1. Klonowanie receptora histaminowego Ha i otrzymanie stabilnej linii komérkowej
Sekwencja cDNA ludzkiego receptora histaminowego Ha, zgodna z wpisem 0 numerze
AY136745 w bazie danych GenBank [233] i zawarta w plazmidzie pcDNA3.1-hH4R, zostata
powielona w toku *tancuchowej reakcji polimerazy. Wykorzystano pare primerow
wprowadzajacych do powielanego materialu fragmenty rozpoznawane przez enzymy
restrykcyjne Notl i BamHI, odpowiednio bezposrednio przed kodonem START i po kodonie
STOP genu receptora.
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Rysunek 3.27 Klonowanie molekularne genu ludzkiego receptora histaminowego Has. Rozdziat
elektroforetyczny fragmentow DNA w Zelu agarozowym, przeprowadzony kazdorazowo w obecnosci
identycznego wzorca wielkosci czasteczek. A) Fragmenty przygotowane do ligacji: wstawka
zawierajgca gen receptora (a - 1180 pz) oraz plazmid pQCXIN (b - 7346 pz), po trawieniu dwoma
enzymami restrykcyjnymi - BamHI i Notl; B) Formy liniowe: produktu ligacji wektora i wstawki
(c - 8526 pz) oraz pustego plazmidu pQCXIN (d - 7381 pz), uzyskane na drodze trawienia enzymem
BamHI; C) Analiza restrykcyjna dwoch probek otrzymanego plazmidu pQCXIN-hH4R. Widoczne
fragmenty o dtugos$ci odpowiednio 1180 pz i 7346 pz, powstale w wyniku trawienia plazmidu
enzymami BamHI i Notl.
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Uzyskany produkt reakcji PCR zostal poddany trawieniu przez wspomniane enzymy
restrykcyjne, a otrzymana w ten sposob wstawka (1180 pz) zostata wprowadzona, na drodze
reakcji ligacji, do uprzednio przygotowanego wektora retrowirusowego pQCXIN (7346 pz)
(Rys 327 A). W wyniku otrzymano plazmid pQCXIN-hH4R (8256 pz)
(Rys. 3.27 B). Poprawno$¢ przeprowadzonych eksperymentéw biologii molekularnej zostata
potwierdzona na drodze analizy restrykcyjnej (Rys. 3.27 C) oraz sekwencjonowania
(Rozdzial 5.4.2.8 i Zalaczniki 4-5).

Po zakonczeniu eksperymentow inzynierii genetycznej, ktore doprowadzitly do uzyskania
wektora retrowirusowego zawierajacego gen ludzkiego receptora histaminowego Ha,
przeprowadzono transdukcje docelowej linii komorek CHO z wykorzystaniem czastek
retrowirusa, wytwarzanych w komorkach pakujacych GP+envAml12. Eksperyment
przeprowadzono w sposob analogiczny, jak w opisanym wczesniej przypadku linii z
nadekspresja receptorow kannabinoidwych CB1 i CB». Transdukowane komorki linii CHO
zostaly poddane selekcji z wykorzystaniem antybiotyku - genetycyny (G418), w wyniku
czego uzyskano pozytywne klony komorek CHO-hH4R, w ktorych dochodzi do stabilnej

koekspresji genow receptora i opornosci na antybiotyk w oparciu o system bicistronowy.

3.4.2. Charakterystyka farmakologiczna uzyskanej linii komorkowej CHO-hH4R
Opracowana linia komdrkowa zostata scharakteryzowana w teécie saturacyjnego wigzania
[*H]histaminy do preparatu blon komorkowych. Otrzymane wyniki potwierdzity ekspresje
rekombinowanego biatka receptorowego w wyprowadzonej linii. Obserwowano specyficzne i
ulegajace wysyceniu wigzanie liganda znakowanego trytem (Rysunek 3.28). W oparciu o
uzyskang krzywa saturacyjng wigzania, wyznaczona zostala stala wigzania Kg dla
zaproponowanych warunkow eksperymentu. Wynosita ona 16,1 nM i byta zgodna z
doniesieniami literaturowymi (11,7 nM) [262]. Otrzymana stata byta po6zniej wykorzystywana
do oznaczania wartosci Ki badanych ligandow receptora histaminowego Hs w testach
kompetycyjnego wigzania radioliganda.

W celu poréwnania wlasciwosci preparatu bton otrzymanego z opracowane;j linii komoérkowej
z referencyjnym materialem pochodzacym ze zrodia komercyjnego (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA), wykonano rownolegle dla obu preparatow test kompetycyjnego wigzania
znakowanej trytem 1 nieznakowanej histaminy. Uzyskane wyniki potwierdzily spodziewane
wlasciwosci wyprowadzonej linii komérkowej z nadekspresja receptora histaminowego Ha

(Rysunek 3.29).

118



Wyniki i dyskusja

wigzanie witasciwe
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Rysunek 3.28 Krzywa saturacyjnego wigzania [*H]histaminy do ludzkich receptoréw histaminowych
H4 w preparacie bton komérek CHO-hH4R, uzyskanych na drodze transdukcji retrowirusowej.
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Rysunek 3.29 Krzywe homologicznego wigzania kompetycyjnego [*H]histaminy do réznych
preparatow blon komorek, charakteryzujacych si¢ stabilng ekspresja ludzkiego receptora
histaminowego Hi. W eksperymentach wykorzystany zostat preparat bton komoérek nowej linii
otrzymanej z uzyciem systemu transdukcji retrowirusowej (V) oraz referencyjny preparat bton ze
zrodla komercyjnego (m). Wykres reprezentuje S$rednig dwoch niezaleznych eksperymentow,
przeprowadzonych kazdorazowo w trzech powtorzeniach.

Parametry Kq wyznaczone w testach wigzania homologicznego [*H]histaminy byty w tym
samym zakresie wartosci dla obu preparatow bton (dla nowo otrzymanej linii komorkowej -
Kd homol= 35,4 = 17,2 nM, a dla referencyjnej linii komercyjnej K¢ homol.= 41,8 + 23,3 nM),
niemniej jednak poziom ekspresji receptora byt zauwazalnie nizszy w przypadku otrzymane;j
linii komorkowej (Bmax homol. odpowiednio: 985 + 291 fmol/mg vs. 14600 £+ 2000 fmol/mg).
Skutkowalo to koniecznoécig uzycia wigkszej ilosci biatka w probce, w celu uzyskania
poziomu wigzania radioliganda porownywalnego do komercyjnego preparatu bion

(100 pg/probke vs. 15 pg/probke). Niestety zwigkszenie ilo$ci zuzywanego w eksperymencie
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biatka, znajdowalo réwniez odzwierciedlenie w podniesionym poziomie wigzania
niespecyficznego (por. dolne plateau krzywych na Rysunku 3.29). Umiarkowany poziom
ekspresji biatka receptorowego w wyprowadzonej linii komérkowej moze by¢ zwigzany z
btednym faldowaniem powstajacego biatka lub tez zaburzonym procesem kierowania biatka
rekombinowanego do blony komoérkowej 1 jego retencja w kompartmentach

wewnatrzkomorkowych.

3.4.3. Wykorzystanie uzyskanej linii CHO-hHsR do oznaczania powinowactwa
potencjalnych ligandow receptora histaminowego Hs

Przeprowadzono oznaczenia powinowactwa serii zwigzkéw w tescie kompetycyjnego

wigzania [®H]histaminy do receptora histaminowego Ha, w preparacie bton komérkowych

uzyskanym z linii CHO-hH4R. Otrzymane wyniki poréwnano z rezultatami analogicznych

eksperymentdéw, w ktoérych materiat biologiczny stanowit preparat blon uzyskany z komoérek

owadzich Sf9, zainfekowanych bakulowirusem zawierajgcym sekwencje genu ludzkiego

receptora histaminowego Hs (Tabela 3.8).

Tabela 3.8 Poréwnanie wartosci Ki ligandow receptora hsitaminowego H4, wyznaczonych w oparciu
rozne modele ekspresji bialek rekombinowanych. Badania wigzania kompetycyjnego [*H]histaminy
zostaly przeprowadzone z uzyciem preparatéw bton, uzyskanych odpowiednio z: CHO - linii komorek
CHO charakteryzujacych sie stabilng ekspresjg hH4R, uzyskang na drodze transdukcji retrowiruowe;j
oraz Sf9 - komoérek owadzich zainfekowanych bakulowirusem zawierajacym sekwencje hHiR. Wyniki
w tabeli reprezentuja warto$ci $rednie oraz odchylenie standardowe uzyskane w wyniku dwoch
niezaleznych eksperymentow, przeprowadzonych kazdorazowo w dwoch powtorzeniach.

Zwiazek CHO Sf9 Zwiazek CHO Sf9
a Ki + SEM Ki + SEM a Ki + SEM Ki + SEM
Cl
N NH, ~ Cl
H<NJ/\/ 207+42 | 36915 UWI@ 129+32 | 21,3105
[nM] [nM] S [uM] 3 [uM]
histamina o
DB-6
Br
Cl
\N/ﬁ | - o
LN 141+18 | 7,55+4,22 @ \ 8,36+043 | 17,3+509
o [uM] [uM] i s [uM] [uM]
H4-21
DB-7
\N/ﬁ \N/\ 0.__0O
b L L
Cl 3,12 +0,80 3,88+2,34 Cl
5 [UM] [UM] I > 30 [uM] > 30 [uM]
H4-23 DB-5
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Przedmiotem przeprowadzonych testow powinowactwa byta seria pochodnych amidowych
4-metylopiperazyny [263]. Dodatkowo, jako zwigzek referencyjny, uwzgledniona zostata
nieznakowana histamina, dla ktorej wyznaczona warto$¢ K; byta zgodna z doniesieniami
literaturowymi [92].

Stwierdzono, ze wyniki uzyskane w porownywanych modelach ekspresji receptora
histaminowego Hs dobrze korelowaty ze sobg (Rysunek 3.30).
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Rysunek 3.30 Korelacja wartosci pKi uzyskanych dla rozpatrywanej serii ligandow w
poréwnywanych modelach ekspresji receptora histaminowego Ha. Wartosci pKi wyznaczone dla
badanych zwiazkow (histamina, H4-21, H4-23, DB-5, DB-6 i DB-7) przy uzyciu preparatu bton
rekombinowanych komorek CHO otrzymanych technika transdukcji retrowirusowej (CHO) zostaly
porownane z odpowiednimi wynikami uzyskanymi w oparciu o preparat bton zainfekowanych
bakulowirusem komorek Spodoptera frugiperda (Sf9).
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Rysunek 3.31 Krzywa wigzania kompetycyjnego [*H]histaminy wzgledem zwigzku H4-23 -
najbardziej aktywnego potaczenia w badanej serii amidowych pochodnych 4-metylopiperazyny,
uzyskana w oparciu o preparat blon komoérek linii CHO, charakteryzujacej si¢ stabilna ekspresja
ludzkiego receptora histaminowego Hi. Punkty krzywej reprezentujg wartoSci $rednie wraz z
odchyleniem standardowym, wyznaczone w dwodch niezaleznych eksperymentach, przeprowadzonych
kazdorazowo w dwoch powtorzeniach.

121



Wyniki i dyskusja

Wartosci  powinowactwa dla wszystkich przebadanych amidowych pochodnych
4-metylpiperazyny przypadatly na mikromolowy zakres st¢zen. Najbardziej aktywnym w
rozwazanej serii polagczen okazal sie zwigzek H4-23 ((3-chlorofenylo)karbonylo-4-
metylopiperazyna), dla ktorego warto$ci Ki wynosity odpowiednio: 3,12 uM w przypadku
testow z uzyciem rekombinowanej linii komérek CHO (Rysunek 3.31) oraz 3,88 uM w
modelu komorek owadzich.

Przeprowadzone testy wigzania radioligandow potwierdzity, ze zalozenia eksperymentu
inzynierii genetycznej okazaty si¢ stuszne i1 udato si¢ otrzymac¢ nowg lini¢ komoérkowa
z potwierdzong stabilng ekspresja funkcjonalnego receptora histaminowego Hs, a
charakterystyka farmakologiczna rekombinowanego biatka jest zgodna z doniesieniami
literaturowymi. W toku wykonanych testow potwierdzono réwniez, ze opracowana linia
komoérkowa moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana do oznaczania aktywnosci
potencjalnych ligandow, a uzyskane w ten sposéb wyniki znajdujg potwierdzenie w

rezultatach analogicznych testow z uzyciem alternatywnych modeli komorkowych.
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Podsumowanie

W badaniach do niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano techniki otrzymywania
rekombinowanych bialek receptorowych w komorkach eukariotycznych. Przeprowadzono
eksperymenty prowadzace do uzyskania zarowno przejsciowej, jak i stabilnej ekspresji genow
receptorowych, wykorzystujac do tego celu metody transfekcji (odczynniki o charakterze
polikationow i lipofekcyjne) oraz transdukcji (wektory retrowirusowe i bakulowirusowe).
Zaplanowane badania doprowadzilty do otrzymania nowych linii komodrkowych z
nadekspresjg ludzkich receptorow adenozynowych Aza, kannabinoidowych CB; i CB; oraz
histaminowych Hs. Wykazano przydatno$¢ otrzymanych linii do przeprowadzenia testow
wigzania radioligandow, a w przypadku linii z nadekspresja receptorow CBiR i CB2R
dodatkowo dokonano walidacji funkcjonalnego testu akumulacji cAMP. Test ten byt
nastgpnie wykorzystywany w kolejnych projektach majacych na celu identyfikacje
potencjalnych ligandow receptorow kannabinoidowych [68, 264].

Najprostszym i najmniej czasochtonnym sposobem uzyskiwania ekspresji rekombinowanych
biatek receptorowych w komorkach eukariotycznych jest wykonanie transfekcji, jednak
wydajniejsza metoda wydaje si¢ by¢ transdukcja retrowirusowa, ktoéra dodatkowo prowadzi
bezposrednio do stabilnej integracji transgenu z genomem komorek gospodarza. Wydajnosé
ekspresji genéw, w toku otrzymywania rekombinowanych linii komoérkowych, zalezy jednak
nie tylko od zastosowanej techniki i charakteru biatka, ale rowniez od rodzaju komorek
gospodarza, co zostatlo potwierdzone w przypadku transfekcji komorek CHO i HEK293
konstruktem phAza AR-ECFP.

Badania przeprowadzone dla receptoréw histaminowych Ha z uzyciem zarowno przejsciowo
transdukowanych komorek owadzich, jak 1 komorek ssaczych ze stabilng ekspresja H4R,
przyniosty pordwnywalne wyniki testow kompetycyjnego wigzania ligandéw, a wigc rodzaj
zastosowanej metody ekspresji biatek rekombinowanych nie miat, w przypadku omawianego
receptora, wplywu na jego wiasciwosci faramakologiczne [265]. Podobnie wykazano, ze
znakowanie receptora adenozynowego Aza biatkowym znacznikiem fluorescencyjnym
rowniez nie wplywa na parametry wigzania ligandow. Generalnie jednak, na podstawie
wynikow otrzymanych dla receptorow HsR i A2a AR, nie mozna wnioskowaé czy
obserwowany brak wptywu metody transfekcji/transdukcji oraz znakowania receptora
biatkiem fluorescencyjnym na parametry wigzania ligandow ma zastosowanie réwniez do
innych receptoréw siedmiotransbtonowych. Ztozono$¢ struktur poszczegolnych receptorow
oddziatujagcych z biatkami G oraz mnogo$¢ czynnikdw wptywajacych na ich parametry

farmakologiczne uniemozliwia formutowanie uogdlnionych zatozen.
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W ramach poszukiwania nowych ligandow receptoréw adenozynowych, w prezentowanej
pracy przebadano 61 pochodnych dialkilopirymidyno-purynodionu pod katem oddzialywania
z t3 rodzing receptorow siedmiotransbtonowych. W badanej grupie zidentyfikowano zwigzki
aktywne (o statej Ki w nanomolarnym i submikromolarnym zakresie st¢zen) o zrdznicowanej
selektywnosci  w  kierunku poszczegdlnych podtypow receptoréow adenozynowych.
Zgromadzony material badan farmakologicznych pozwolit na identyfikacj¢ elementéw
strukturalnych odpowiedzialnych za obserwowang selektywno$¢ 1 umozliwit wskazanie
modyfikacji chemicznych korzystnych dla uzyskania wysokiego powinowactwa wzgledem
receptoréw adenozynowych. Testy funkcjonalne wykonane dla najbardziej aktywnych
ligandow wykazaly, ze zgodnie z zalozeniami, badane zwigzki maja charakter antagonistow
receptorow adenozynowych Aza I Azg. Przeprowadzone badania ujawnity ponadto istotne
réznice miedzygatunkowe w aktywnos$ci poszczegdlnych ligandow. Wprawdzie rozbieznosé
powinowactwa zwigzkoéw miedzy szczurzymi, a ludzkimi receptorami A2a byta niewielka, ale
juz dla pozostatych podtypoéw roznice w wielkosci statych Ki bywaty 10-krotne, a nawet
wieksze, szczegolnie dla receptora adenozynowego As.

Eksperymenty przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej pozwolity na
identyfikacje agonistycznych wilasciwosci A-THC wzgledem receptora sierocego GPR18.
Jednoczesnie potwierdzone zostaty rezultaty czesci wezesniejszych badan, wskazujacych na
brak aktywno$ci NAGly w szlaku B-arrestynowym dla tego receptora. Zoptymalizowany test
funkcjonalny dla receptora GPR18, wraz z opracowanymi testami wiazania [*H]CP55,940 do
receptorow CBiR 1 CB2R, wykorzystane zostaly do charakteryzacji pochodnych
imidazotiazolonu, imidazotiazynonu oraz imidazotiazepinonu jako potencjalnych ligandow
podtypow receptorow kannabinoidowych oraz receptora sierocego GPR18. Badania te,
poszerzone o kolejne testy w kierunku innego receptora spokrewnionego z receptorami
kannabinoidowymi - receptora GPRS55, stanowia podstawe opublikowanego artykutu
naukowego [266]. Najwiekszym osiggnigciem tej pracy jest identyfikacja w grupie
dwucyklicznych  pochodnych  imidazolonu  nowych  struktur  wiodacych  dla
opracowania antagonistow receptorow GPR18 1 GPRS55. Przeprowadzone badania
doprowadzily do opisania  pierwszego  selektywnego antagonisty  receptorow
GPR18 - pochodnej chlorobenzyloksybenzylidenowej imidazotiazynonu - zwigzku CBS5
(GPR18: ICs0 = 0,279uM, ponad 36-krotna selektywnos¢ wzgledem CBiR i GPR55 oraz
14-krotna selektywnos$¢ wzgledem CB2R), a takze innych ciekawych ligandow drugiego
receptora sierocego GPR55 [266].
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5.1. Miejsce prowadzenia badan
Zadania badawcze w ramach niniejszej pracy doktorskiej byly realizowane w nastepujacych

laboratoriach:

1. Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet Jagiellonski

Collegium Medicum w Krakowie:

- Klonowanie ludzkiego receptora adenozynowego Aoa i uzyskanie konstruktu
genetycznego phA2a AR-ECFP.

- Uzyskanie przejsciowej 1 stabilnej ekspresji w komorkach eukariotycznych
znakowanego fluorescencyjnie receptora adenzynowego Aoa.

- Przygotowanie materialu biologicznego do testow wigzania radioligandow do
znakowanego fluorescencyjnie receptora adenozynowego Aza.

- Pozyskanie nadnerczy krowich i przygotowanie preparatu tkanki do oznaczania
poziomu cAMP w testach funkcjonalnych z wykorzystaniem linii komérkowych.

- Wprowadzenie sekwencji ludzkiego receptora histaminowego Hs do wektora
retrowirusowego oraz przeprowadzenie transdukcji komérek CHO czastkami wirusa.

- Przygotowanie preparatu blon komodrek linii CHO-hH4R do testow wigzania

radioligandow

2. Katedra Chemii Farmaceutycznej |, Instytut Farmaceutyczny Uniwersytetu w Bonn,

Niemcy:

- Testy wigzania [*°H]GS21680 oraz [?H]MSX-2 do preparatu blon komérek przejéciowo
transfekowanych plazmidem phA;a AR-ECFP.

- Uzyskanie stabilnej ekspresji receptorow kannabinoidowych CB;1 i CB2 w komoérkach
linii CHO metodg transdukcji retrowirusowej oraz charakterystyka farmakologiczna
otrzymanych linii komorkowych.

- Badania wigzania kompetycyjnego radioligandéw do podtypow ludzkich i1 szczurzych
receptoréw adenozynowych i kannabinoidowych.

- Testy aktywno$ci wewnetrznej wybranych ligandow receptoréw adenozynowych.

- Opracowanie testu do badania potencjalnej aktywnos$ci ligandow receptora sierocego
GPRI18 w oparciu o ocen¢ aktywacji [-arrestynowego szlaku sygnalizacji

wewnatrzkomorkowe.
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Pracownia Farmakologii Biochemicznej, Zaklad Farmakologii, Instytut Farmakologii

PAN w Krakowie:

- Test wigzania saturacyjnego [PH]CGS21680 do preparatu bton, otrzymanego z linii
komorkowej ze stabilng nadekspresjg biatka fuzyjnego receptora adenozynowego Aza i

biatka wzmocnionej cyjanowej fluorescencji.

Katedra Chemii Farmaceutycznej, Wydziat Biochemii, Chemii i Farmacji, Uniwersytet

Johanna Wolfganga Goethego we Frankfurcie, Niemcy:

- Przygotowanie preparatu blon komorek Sf9 z nadekspresja ludzkiego receptora
histaminowego Hs oraz testy wigzania kompetycyjnego potencjalnych ligandow tego

receptora.

. Pracownia Badan Receptorowych, Katedra Farmakobiologii, Uniwersytet Jagiellonski

Collegium Medicum w Krakowie:

- Testy wiagzania saturacyjnego i kompetycyjnego [*H]histaminy do preparatow blon
komorek linii CHO, charakteryzujacych si¢ ekspresja ludzkiego receptora

histaminowego Ha.
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5.2. Aparatura

1. Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet Jagiellonski

Collegium Medicum w Krakowie:

- Aparat fotograficzny EOS 350D Canon

- Cytometr przeptywowy LSR 11 Becton Dickinson

- Czytnik mikroptytek Enspire PerkinElmer, Inc.

- Homogenizator UltraTurrax T18 IKA Werke GmbH

- Inkubator HERAcell 240 Heraeus Instruments

- Komora laminarna MN 120 Niive

- Spektrofotometr BioPhotometer Eppendorf AG

- Termocykler Mastercycler Eppendorf AG

- Termomikser TS-100 Biosan

- Transiluminator UV Ultra-Violet Products Ltd.
- Wiréwka laboratoryjna Mikro 22R Andreas Hettich GmbH
- Wiréwka laboratoryjna MiniSpin Eppendorf AG

- Wytrzasarka orbitalna 358A Elpin Plus s.c.

- Wytrzasarka orbitalna KS 130 control IKA Werke GmbH

- Zestaw do elektroforezy w Zelu agarozowym

Mini-Sub Cell GT Bio-Rad Laboratories, Inc.

2. Katedra Chemii Farmaceutycznej |, Instytut Farmaceutyczny Uniwersytetu w Bonn,

Niemcy:

- Homogenizator Ultraturrax T25 IKA Werke GmbH

- Inkubator CO, HERAcell 240 Heraeus Instruments
- Inkubator CO, INC246med Memmert GmbH

- Komora laminarna klasy 11 Astec Microflow

- Licznik scyntylacyjny i czytnik luminescencyjny

TopCount NXT Perkin Elmer, Inc.
- Licznik scyntylacyjny Tricarb 2900 TR PerkinElmer, Inc.
- Mikroskop Axiovert 25 Zeiss
- Spektrofotometr DU 530 Life Science Beckman Coulter, Inc.
- Systemy filtracji prézniowej M48, M96 Brandel
- Termomikser Comfort Eppendorf AG

131



Czes¢ eksperymentalna

- Ultrawiréwka Avanti J-20l Beckman Coulter, Inc.
- Wir6éwka laboratoryjna Allegra 21R Beckman Coulter, Inc.
- Wir6éwka laboratoryjna Biofuge pico Heraeus Instruments

- Wir6éwka laboratoryjna Rotofix 32 Andreas Hettich GmbH

- Wytrzasarka na mikroptytki z inkubatorem DTS-4  Elmi Ltd.

Pracownia Farmakologii Biochemicznej, Zaktad Farmakologii, Instytut Farmakologii
PAN w Krakowie:

- Licznik scyntylacyjny LS6500 Beckam Coulter, Inc.

- System do filtracji prozniowej M-24 Brandel

. Katedra Chemii Farmaceutycznej, Wydzial Biochemii, Chemii i Farmacji, Uniwersytet

Johanna Wolfganga Goethego we Frankfurcie, Niemcy:

- Inkubator z chtodzeniem KB240 Binder GmbH

- Komora laminarna HeraSafe KS 15 ThermoScientific, Inc.
- Licznik scyntylacyjny MicroBeta Trilux PerkinElmer, Inc.

- Mieszadto magnetyczne RH digital IKA Werke GmbH

- System do filtracji prozniowej Innotech Standard Inotech AG

- System wody oczyszczonej Simplicity Merck Millipore

- Ultrawiréwka Avanti J-25I Beckam Coulter, Inc.

- Wirowka 320R Andreas Hettich GmbH

. Pracownia Badan Receptorowych, Katedra Farmakobiologii, Uniwersytet Jagiellonski

Collegium Medicum w Krakowie:

- Licznik scyntylacyjny MicroBeta Trilux PerkinElmer, Inc.
- System doczyszczania wody TOC/UF/UV Hydrolab, Sp. z o.0.
- System do filtracji prozniowej MicroBeta
FilterMate-96 Harvester PerkinElmer, Inc.
- Ultrawiréwka 3K30 SIGMA Laborzentrifugen GmbH
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5.3. Materialy

5.3.1. Uniwersalne odczynniki chemiczne i sole nieorganiczne

- Chlorek magnezu (MgCly)

- Chlorek potasu (KCI)

- Chlorek sodu (NaCl)

- Chlorek wapnia (CaCly)

- Dimetylosulfotlenek (DMSO)

- Diwodorofosforan potasu (KH2POa4)

- EDTA (56l sodowa kwasu
etylenodiaminotetraoctowego)

- Etanol, 96%

- Glicerol

- Glukoza

- HEPES

- 1zopropanol

- Kwas octowy, stezony

- Kwas solny, stezony (HCI)

- Sacharoza

- Siarczan magnezu (MgSOa)

- Siarczan miedzi (CuSQOa)

- Tris-HCI
(Trihydroksymetyloaminoetan)

- Tris, w postaci wolnej zasady

- Weglan sodu (Na2COs)

- Wodorofosforan sodu (Na;HPO4)

- Wodorowgglan sodu (NaHCO3)

- Wodorotlenek sodu (NaOH)

- Winian sodu

Carl Roth, HNO3; Sigma Aldrich, M2670
Sigma Aldrich, 60128; POCH, 739740114
Carl Roth, 9265; POCH, 794121116

Sigma Aldrich, 21097

Carl Roth, 4720; Chempur, CHEM*113635509
Carl Roth, P018; POCH, 742020112

Carl Roth, X986; Sigma Aldrich, E5134
Chempur, CHEM*113964800
AppliChem, A1123; Pharma-Cosmetics
Sigma Aldrich, G7021

Carl Roth, 9105

Chempur, CHEM*117515002
Chempur, CHEM*115687607

Sigma Aldrich, 30721; Chempur, CHEM*115752837
Carl Roth, 4621

Sigma Aldrich, M2643
AppliChem,1034

Carl Roth, 9090; Sigma Aldrich, 93363

Sigma Aldrich, T1503

AppliChem, A1881

BioShop Canada, SPD600; Carl Roth, PO30

Sigma Aldrich, S5761

Sigma Aldrich, 71689; Chempur, CHEM*118109252
Sigma Aldrich, 228729

5.3.2. Odczynniki i materialy wykorzystane do hodowli bakteryjnych

- Ampicylina
- Agar
- Ekstrakt z drozdzy

Sigma Aldrich, A9518
Merck Millipore, 101614
Merck Millipore, 103753
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- Kanamycyna Sigma Aldrich, K4000
- Pepton kazeinowy Merck Millipore, 107213
- Zestaw do izolacji plazmidowego DNA
w matej skali (QIAprep Spin Miniprep Kit) QIAGEN, 27104
- Zestaw do izolacji plazmidowego DNA
w duzej skali (GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit) Sigma Aldrich, NA300

5.3.3. Odczynniki i materialy do biologii molekularnej

- Agaroza Prona, BS100

- Bgkit bromofenolowy Sigma, B8026

- Bromek etydyny Sigma Aldrich, E1510
- Enzym BamHI Fermentas, #ER0051
- Enzym EcoRI Fermentas, #ER0271
- Enzym Nhel Fermentas, #ER0971
- Enzym Notl Fermentas, #ER0591
- Kuwety do spektrofotometru (UVette) Eppendorf, 0030 106
- Ligaza DNA faga T4 Fermentas, #EL0014
- Mieszanina deoksynukleotydow (ANTP Mix) Fermentas, #R0192

- Polimeraza Pfu Fermentas, #EP0501
- Primery do klonowania Genomed

- Roztwor do nanoszenia DNA na zZel agarozowy

(bufor obciazajacy) Fermentas, #R0621
- Woda do biologii molekularnej 5Prime, 2500010
- Wzorzec masy DNA do elektroforezy Fermentas, #SM0403

- Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego

(QIAquick Gel Extraction Kit) QIAGEN, 28704
- Zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach

enzymatycznych (QIAquick PCR Purification Kit) QIAGEN, 28104

5.3.4. Plazmidy

W niniejszej pracy plazmidy wykorzystane byty jako matryce do reakcji PCR w procedurze
klonowania gendéw receptorow lub jako wektory genetyczne, do ktorych wprowadzano
zamplifikowane cDNA receptorowe. Mapy plazmidow pECFP-N1 oraz pQCXIN,

wykorzystanych jako wektory genetyczne zostaty przedstawione w zataczniku.
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Tabela 5.1 Zestawienie plazmidow wykorzystanych w pracy.

) Antybiotyk selekcyjny dla:
Plazmid Zrédito - bakterii Opis
- kom. eukariotycznych
plazmid zawierajgcy
Missouri S&T sekwencje cDNA genu
cDNA Resource - Ampicylina receptora adenozynowego
pcDNA3.1-hAza AR Aza, wykorzystany jako
Center, Rolla, - Genetycyna
matrycowe DNA do
MO, USA .
klonowania genu receptora
na drodze reakcji PCR
plazmid zawierajgcy
AL
pcDNA3.1-hH4R cDNA Resource - Ampicylina P . 9
Ha4, wykorzystany jako
Center, Rolla, - Genetycyna
matrycowe DNA do
MO, USA )
klonowania genu receptora
na drodze reakcji PCR
wektor retrowiruoswy
Katedra Chemii zawierajgcy sekwencje
pLXSN-hCB:1R Farmaceutycznej, | - Ampicylina ludzkiego receptora
Uniwersytet w - Genetycyna kannabinoidowego CBy,
Bonn, Niemcy otrzymany w laboratorium
Prof. C.E. Muller w Bonn
wektor retrowiruoswy
Katedra Chemii zawierajgcy sekwencje
pLXSN-hCB2R Farmaceutycznej, | - Ampicylina ludzkiego receptora
Uniwersytet w - Genetycyna kannabinoidowego CBg,
Bonn, Niemcy otrzymany w laboratorium
Prof. C.E. Muller w Bonn
o S o
pPQCXIN Laboratories Inc., | - Ampicylina 9 .
A wprowadzona sekwencja
Mountain View, - Genetycyna
cDNA receptora
CA, USA . .
histaminowego Hs
eukariotyczny plazmid
Clontech ekspresyjny umozliwiajgcy
pPECFP-N1 Laboratories Inc., | - Kanamycyna uzyskanie biatek fuzyjnych
Mountain View, - Genetycyna zawierajgcych fragment
CA, USA biatka fluorescencyjnego
ECFP

5.3.5. Linie komorkowe

Linie komoérkowe CHO i HEK 293T typu dzikiego oraz linia komorek owadzich Sf9 i linia
komorek pakujagcych retrowirusy - GP+envAml12 pochodza z Amerykanskiej Kolekcji
Hodowli Komoérkowych (ATCC, ang.: American Type Culture Collection).

Linie komoérkowe CHO z nadekspresja podtypow receptorow adenozynowych zostaty
wyprowadzone w laboratorium Prof. C.E. Miiller w Bonn

Linia Path Hunter z nadekspresjg receptora sierocego GPR18 zostata zakupiona w firmie
DiscoveRx, Fremont, CA, USA.

135



Czes¢ eksperymentalna

5.3.6. Odczynniki i materialy stosowane w eksperymentach z hodowlami komoérkowymi

- Benzamidyna
- Bfekit trypanu
- DMSO do hodowli komorkowych
- Filtry strzykawkowe 0,22pm 1 0,45um
- Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)
- Fugene HD
- Genetycyna (G418)
- GlutaMAX
- Hipoksantyna
- Hygromycyna B
- Komora hemocytometryczna
typu Fuchs/Rosenthala
- Krioprobowki z gwintem wewnetrznym

- Ksantyna

- Kwas mykofenolowy
- Leupeptyna
- Lipofetamine 2000

- Maslan sodu

- Naczynia hodowlane (25-175cm?)

- Odczynnik Folin-Ciocalteu

- Penicylina/Streptomycyna

- Plodowa surowica bydleca
(FBS, ang.: fetal bovine serum)

- Pojemnik do kontrolowanego mrozenia
komorek (Mr Frosty)

- Polibren

- Polietylenoimina (PEI), rozgateziona
o $redniej masie czasteczkowej 25kDa

- Pozywka Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Sigma Aldrich, B6506

Sigma Aldrich, T8154

AppliChem, A3672; Sigma Aldrich, D2650
Sarstedt

Sigma Aldrich, 78830

Roche, 04709691001

Merck Millipore, 345810

Gibco, 35050-061

Sigma Aldrich, H9377;Alfa Aesar, A11481
Gibco, 10687-010

Heinz Herenz Hamburg, 1080302
Sarstedt, 72380, Nunc, 377267
AppliChem, A0665;

MP Biomedicals, 0210329005
Tocris, 1505; Merck Millipore, 475913
Sigma Aldrich, L2884

Invitrogen, 11668-019

Alfa Aesar, A11079;

Merck Millipore, TR-1008-G
Srastedt, Nunc

Sigma Aldrich, F9252

Gibco, 15140-122; Polfa Tarchomin

Gibco, 10500-064, Sigma Aldrich, F3018
Nalgene, 5100

Sigma Aldrich, 107689;

Merck Millipore, TR-1003-G

Sigma Aldrich, 408727

Gibco, 41966-029
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- Pozywka Dulbecco's Modified Eagle Medium/

/Nutrient Mixture F12 (DMEM/F12)
Pozywka Opti-MEM

Pozywka SF 900 |1
Trypsyna-EDTA

TurboFect

5.3.7. Preparaty blon komorek
- HEK-293-hA2a, Perkin Elmer, Nr kat.: RBHA2A-M400UA, Nr serii: 647-164-A
- CHO-K1-hHyg4, Perkin Elmer, Nr kat.: ES-393-M400UA, Nr serii: 1637686

5.3.8. Tkanki zwierzece

5.3.9. Materialy wykorzystane

- Polietylenoimina (PEI), 50% (w/v) roztwor

Gibco, 31330-038
Gibco, 31985-070
Gibco, 10902-088
Gibco, 15400-054
Fermentas, #R0531

Mozgi szczurze zwierzat szczepu Sprague-Dawley zostaty zakupione w firmie Pel-Freez

Biologicals (Rogers, AR, USA).

Nadnercza krowie zostaly pozyskane z Zakladu Wedliniarskiego z Ubojnig - Wladystaw

Gugulski (Ratajow, Polska).

funkcjonalnych
cAMP, roztwor wzorcowy
Filtry z wtokna szklanego GF/B i GF/C
Filtry z wlokna szklanego - Filtermat B
Merkaptoetanol

Ptyny scyntylacyjne

w H20 do preinkubac;ji filtrow z witdkna szklanego

w  badaniach

- Surowicza albumina wolowa, frakcja V (BSA)

- Wielodotkowa ptytka filtracyjna (Unifilter GF/B)

Triton X-100

- Zestaw odczynnikéw do oznaczania rekrutacji

B-arrestyny (PathHunter GPCR B-arrestin assay)
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radioreceptorowych i testach
Enzo Life Sciences, 80-0056
Whatman

Perkin Elmer

Sigma Aldrich, M6250

Lumasafe, Perkin Elmer
Microscint-20, Perkin Elmer
Aquascint, BioCare

Ultima Gold MV, Perkin Elmer

Sigma Aldrich, P3143
AppliChem, A1391; Carl Roth, 8076
Sigma Aldrich, X100

Perkin Elmer

DiscoveRx, 93-0446



Czes¢ eksperymentalna

5.3.10. Radioligandy

Tabela 5.2 Zestawienie radioligandow wykorzystanych w pracy.

Radioligand

Nazwa chemiczna

Aktywnosé specyficzna

Aktywnos¢ wewnetrzna

Struktura

Dostawca
[BH]CCPA
2-chloro-Né- 42,6 Ci/mmol < l H N
cyklopentyloadenozyna ) )N\\ : ‘ N\> N

agonista o

OH OH

PerkinElmer
[BH]CGS21680

39 Ci/mmol

(2-[4-(karboksyetylo)
fenyloetyloamino]-5'-N-

lub 40,5 Ci/mmol

etylokarboksyamidoadenozyna | agonista

PerkinElmer COOH

[BH]MSX-2 *
84 Ci/mmol N

(3-(3-hydroksypropylo)-8-(m-
metoksystyrylo)-7-metylo-1-
propargyloksantyna

Amersham Life Science

antagonista

[BH]PSB-603
8-[4-[4-(4-chlorofenylo)
piperazyno-1-sulfonylo)fenylo]]-
1-propyloksantyna

Amersham Life Science

73 Ci/mmol

antagonista

[BH]PSB-11

8-etylo-4-metylo-2-fenylo-(8R)-
4,5,7,8-tetrahydro-1H-
imidazo[2,1-i]puryn-5-on

53 Ci/mmol

antagonista

CHs
Amersham Life Science
[BHINECA
. NH,
5'-N-etylokarboksamido 15,9 Ci/mmol N N\>*
adenozyna *k\N N OsN_CHs
agonista o o

Amersham Life Science
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Tabela 5.2, cd. Zestawienie radioligandow wykorzystanych w pracy.

Radioligand
Nazwa chemiczna

Dostawca

Aktywnos¢ specyficzna

Aktywnos¢ wewnetrzna

Struktura

[BH]CP55,940

2-(1H-imidazol-4-yl)-etyloamina

lub 10,6 Ci/mmol

(-)-cis-3-[2-hydroksy-4-(1,1- 158 Ci/mmol
dimetyloheptylo)fenylo]-trans-4-(3-
hydroksypropylo)cykloheksanol agonista o,
PerkinElmer
[2H]histamina
15,3 Ci/mmol H

agonista NH;
PerkinElmer
[BH]cAMP
. NH,
3" 5'-cykliczny 34 Ci/mmol ’</N ‘ \)N
adenozynomonofosforan o NN
. TR Koﬁ
nie dotyczy Y
PerkinElmer
* - miejsca wprowadzenia trytu
5.3.11. Zwiazki referencyjne
Tabela 5.3 Zestawienie zwigzkow referencyjnych wykorzystanych w pracy.
Zwiazek Wzér Wiasciwosci Dostawca
NH,
XN selektywny agonista
4
CADO < PN AL AR Fluka
HO N™ Cl hA1 AR: Ki= 1,39 nM 99097
2-chloroadenozyna 1) rA1 AR: Ki= 6,7 nM
OH OH
nieselektywny agonista
receptoréw
NH, adenozynowych
NP hA1 AR: Ki = 14 nM
NECA ¢ )N rA1 AR: Ki = 5,1 nM S i
_ H N7 N7 hA2a AR: Ki = 20 nM igma Aldrich,
5'-N-etylokarboksamido HiC N O o FAoa AR: Kilz 9.7 nM E-2387
adenozyna hAze AR: Ki = 11890 nM
OH OH rAzs AR: Ki = 1110 nM

hAs AR: Ki = 25 nM
rAz AR: Ki= 113 nM

139




Czes¢ eksperymentalna

Tabela 5.3, cd. Zestawienie zwigzkdéw referencyjnych wykorzystanych w pracy.

8-(m-metoksystyrylo)-
7-metylo-1-propargylo
ksantyna

Zwigzek Wzér Wiasciwosci Dostawca
o]
DPCPX SN N selektywny antagonista
)\)i \>—<j A1 AR Sigma Aldrich,
8-cyklopentylo- 07N N hA1 AR: Ki=3 nM C-101
1,3-dipropyloksantyna H rA1 AR: Ki=0,5nM
CH;
HN agonista A1 AR i A3 AR
R-PIA NSy hA1 AR: Ki = 2,04 nM Sigma Aldrich
(R)-NS-(1-metylo- AL rALAR: Ki = 1,2 nM P4532 '
HO N hAs AR: Ki = 33 nM
2-fenyloetylo)adenozyna
o rAsz AR: Ki = 158 nM
OH OH
MSX-2 R o
. //\N)Jt[y\j selektywny antagonista | 0o o
-(3- - Z | Az2a AR .
(3-(3-hydroksypropylo) O)\N N>_\\_Q tAon AR Ki = 8,04 nM Farmaceutycznej,

CP55,940

(-)-cis-3-[2-hydroksy-
4-(1,1-dimetyloheptylo)

fenylo]-trans-4-(3-hydroksy

propylo)cykloheksanol

histamina

RO-201724
4-(3-butoksy-4-metoksy

fenylo)metylo-2-
imidazolidon

forskolina

AS-THC

(—)-trans-A°®-
tetrahydrokannabinol

N-AGly

N-arachidonyloglicyna

OCHs

CHs

hAzs AR: Ki = 5,38 nM

nieselektywny agonista
receptoréw
kannabinoidowych
hCB1R: Ki= 1,28 nM
rCB:iR: Ki=1,24 nM
hCB:zR: Ki= 1,42 nM

endogenny agonista
receptoréw
histaminowych

selektywny inhibitor
PDE4
ICs0 = 2,0uM

bezposredni aktywator
cyklazy adenylanowej

agonista receptorow
kannabinoidowych

postulowany
endokannabinoid

Uniwersytet w
Bonn, Niemcy

Tocris, 0949

Sigma Aldrich,
H7250

Tocris, 0415

Applichem,
66575-29-9

Dronabinol,
Fagron Group

Tocris, 1445
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5.3.12. Zwiazki do badan

Zwiazki do badan farmakologicznych - potencjalne ligandy receptoréw: adenozynowych,
kannabinoidowych i histaminowego Hai, zostaly zsyntezowane w Katedrze Technologii i
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM w Krakowie, przez prof. dr hab. Katarzyne
Kie¢-Kononowicz, dr hab. Jadwige Handzlik, dr Anng Drabczynska i p. Mari¢ Kaleta.
Roztwory podstawowe zwigzkéw o stezeniu 10mM przygotowywano w DMSO i

przechowywano w temperaturze 4°C.
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5.4. Metody
5.4.1. Hodowla komérek bakteryjnych

5.4.1.1. Wprowadzenie bakterii w stan kompetencji

Hodowle bakterii E.coli DH5a prowadzono na szalkach z pozywka LB, zawierajacg
1,5% agaru. Po okresie catonocnej inkubacji w temperaturze 37°C, pobierano pojedyncza
koloni¢ bakteryjng o $rednicy 2-3 mm i przenoszono do kolby stozkowej zawierajacej 100ml
ptynnej pozywki LB. Hodowle intensywnie wytrzasano. Wzrost bakterii monitorowano
dokonujac w poélgodzinnych odstepach czasu pomiardéw gestosci optycznej hodowli przy
dhugosci fali 600 nm. Gdy zmierzona warto§¢ OD600 osiggata 0,350 hodowlg, przenoszono
do dwoch zimnych polipropylenowych probowek o pojemnosci 50 ml 1 umieszczano na
lodzie na okres 10 min. Po tym czasie hodowl¢ wirowano (2700xg, 10 min, 4°C). Supernatant
odrzucano, a osad bakteryjny osuszano, ustawiajac probowki do gory dnem na recznikach
papierowych. Nastepnie bakterie w obu probowkach zawieszano w 30 ml zimnego roztworu
80 mM MgClz, 20 mM CaCly, delikatnie worteksujac i ponownie wirowano (2700xg, 10 min,
4°C) oraz usuwano supernatant. Uzyskany osad zawieszano w calkowitej objetosci 4 ml
zimnego 100 mM CaClz i pozostawiano na 16 godzin w temperaturze 4°C. Po okresie
inkubacji zawiesing bakterii kompetentnych dzielono na porcje po 200 pl, ktére uzywano
bezposrednio w eksperymentach transformacji lub przechowywano w temperaturze -80°C do

czasu ich wykorzystania.

5.4.1.2. Transformacja bakterii

W zimnej probowce typu eppendorf umieszczano 100 ng plazmidu lub 10 pl mieszaniny
ligacyjnej i dodawano 200 pl zawiesiny bakterii kompetentnych. Probowke inkubowano na
lodzie przez 30 minut, a nastgpnie umieszczano w tazni wodnej o temperaturze 42°C na
90 s. Po tym czasie probowki umieszczano ponownie na lodzie na 2 minuty, a nast¢pnie
dodawano 1 ml cieptej pozywki SOC i inkubowano w temperaturze 37°C, intensywnie
mieszajac przez 1 godzing. Po zakonczonej inkubacji, transformowane bakterie wirowano
(2700%g, 5 min, 25°C), a uzyskany osad zawieszano w 400 ul pozywki SOC. Nast¢pnie
przenoszono 40 pl uzyskanej zawiesiny bakterii na szalki hodowlane z pozywka LB-agar i
dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego. Bakterie rozprowadzano po
powierzchni pozywki za pomoca jalowej glaszczki. Hodowle powierzchniowa prowadzono w
temperaturze 37°C przez 16 godzin i po tym czasie dokonywano oceny wydajnosci

transformacji.
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5.4.1.3. Bankowanie bakterii

Bakterie hodowane na pozywce stalej z dodatkiem agaru przechowywano w warunkach
chtodniczych przez okres do 3 miesiecy w temperaturze 4°C, zabezpieczone parafilmem. W
celu dhuzszego przechowywania i tworzenia bankéw szczepoéw - 850 pl catonocnej hodowli
zawiesinowej taczono w jatowej probowce typu eppendorf ze 150 ul glicerolu i umieszczano

w zamrazarce niskotemperaturowej (-80°C).

5.4.1.4. Izolacja plazmidowego DNA w malej skali
Pojedynczg koloni¢ uzyskang w wyniku posiewu redukcyjnego bakterii transformowanych
plazmidem lub 20 pl jednorodnej genetycznie hodowli zawiesinowej przenoszono do 5 ml
ptynnej pozywki LB z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego (25 pg/ml kanamycyny lub
100 pg/ml ampicyliny) i kontynuowano hodowlg przez noc w temperaturze 37°C z
intensywnym wytrzasaniem. Izolacje plazmidowego DNA prowadzono z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu odczynnikéw - QIAprep Spin Miniprep Kit, opierajagcego si¢ na
dwuetapowej procedurze, obejmujace;j:
- lize alkaliczng bakterii, potaczong z nieodwracalng denaturacja biatek bakteryjnych i
genomowego DNA, ktére usuwane sg z probki na drodze odwirowania powstajacego osadu,
- oczyszczanie plazmidow z uzyskanego supernatantu, z wykorzystaniem wirdwkowych
kolumienek ze ztozem krzemionkowym o pojemnosci do 20 ug DNA.
W ramach stosowanego protokotu, 5 ml catonocnej hodowli transformowanych bakterii E.coli
wirowano (10 min, 3800xg, temp. pok.), a nastepnie bakterie zawieszano w buforze 50 mM
Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, zawierajacym 100 pg/ml RNazy A i dalej postgpowano
zgodnie z protokotem producenta odczynnikdéw. Analiza jakosciowa 1 iloSciowa otrzymanego
preparatu plazmidu prowadzona byla metoda spektrofotometryczng oraz na drodze

elektroforezy w zelu agarozowym.

5.4.15. [Izolacja plazmidowego DNA w duZej skali

W celu otrzymania plazmidu w wiekszych iloSciach wykorzystywano zestaw odczynnikéw
GenElute Plasmid Maxiprep Kit, pozwalajacy na izolacj¢ plazmidu z wykorzystaniem
kolumienek ze ztozem krzemionkowym o pojemnos$ci do 1,2 mg DNA. Zasada dzialania tego
zestawu byta analogiczna, jak w przypadku metodyki izolacji plazmidu w matej skali, a wigc
obejmowata w pierwszym etapie liz¢ bakterii w srodowisku alkalicznym 1 denaturacje¢ biatek
oraz genomowego DNA, ktore w odroznieniu od opisanego wczesniej protokotu, byty

eliminowane jako serowaty osad w wyniku filtracji przez specjalny filtr strzykawkowy, a nie
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na drodze wirowania. Drugi etap oczyszczania plazmidowego DNA w duzej skali
wykonywany byt identycznie jak w przypadku wczesniej opisanego zestawu odczynnikoéw, a
wiec w oparciu o wigzanie plazmidow do zt6z krzemionkowych w specjalnych kolumienkach
wirowkowych w obecnosci wysokiego stezenia soli chaotropowych (m.in. chlorowodorek
guanidyny). Optymalng ilo§¢ calonocnej hodowli zawiesinowej E.coli jaka nalezato
wykorzysta¢ w procedurze izolacji plazmidu w duzej skali wyliczano, zgodnie z zaleceniami
producenta odczynnikdéw, ze wzoru - objetos¢ [ml] = 750 / A600, gdzie: A600 - gestosc
optyczna hodowli (OD) zmierzona spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 600 nm.

Wyliczona objgto$¢ miescita si¢ w zakresie 150-300 ml.

5.4.2. Biologia molekularna

5.4.2.1. Analiza spektrofotometryczna DNA

Roztwor DNA umieszczany byt w kuwetach, przystosowanych do pomiaru absorbancji w
mikroobjetosciach probki (min. 50 pl) przy dlugosci fali z zakresu ultrafioletu. Pomiar
wykonywany byl wzgledem proby §$lepej, zawierajacej rozpuszczalnik (wodg), przy
dlugosciach fali 260 nm 1 280 nm. W oparciu o stalg zaleznos¢: A = 1 dla preparatu
dwunicowego DNA o stezeniu 50 ng/ul, przy grubosci warstwy absorbujacej - 10 mm,
wyznaczano stezenie probki zawierajacej plazmid. Dzielac warto$¢ zmierzong przy dtugosci
fali 260 nm (maksimum absorbcji dla kwaséw nukleinowych) przez wartos¢ przy dtugosci
fali 280 nm (maksimum absorbcji dla biatek) uzyskiwano informacj¢ o czystosci preparatu.

W optymalnych warunkach warto$¢ parametru A260/A280 wynosita 1,8.

5.4.2.2. Elektroforeza DNA

Rozdziat DNA prowadzony byt na drodze elektroforezy w zelu agarozowym o st¢zeniu
1% w/v. Zel agarozowy otrzymywano poprzez rozpuszczenie na goraco odpowiedniej ilosci
agarozy w buforze TAE (1 g agarozy na 100 ml buforu do elektroforezy). Po rozpuszczeniu
agarozy, uzyskany roztwor ozigbiano do temperatury ok. 60°C, dodawano 2 pl wodnego
roztworu bromku etydyny o st¢zeniu 10 mg/ml na kazde 40 ml zelu (koncowe stezenie
bromku etydyny - 0,5 pg/ml) i wylewano do saneczek na zel umieszczonych w statywie.
Nastepnie w odpowiednich uchwytach saneczek umieszczano grzebien w celu odci$nigcia
studzienek na probki w zastygajacym zelu. Zel pozostawiano na okres 45 minut w
temperaturze pokojowej w celu poprawnego zestalenia. Po tym czasie usuwano grzebien, a

saneczki z zelem agarozowym umieszczano w aparacie do elektroforezy. Do komory aparatu
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dodawano buforu TAE w takiej ilosci, by bufor catkowicie przykrywat powierzchni¢ zelu.
Probki DNA taczono z buforem obcigzajacym, zwierajacym m.in. glicerol (ulatwiajacy ze
wzgledu na wickszg gestos¢ niz bufor TAE naktadanie probek do studzienek zelu) oraz biekit
bromofenolowy, pozwalajacy $ledzi¢ postep rozdzialu elektroforetycznego (predkos¢ migracji
btekitu bromofenolowego w zelu agarozowym o stezeniu 1% jest zblizona do fragmentow DNA o
dhugosci 400-500 par zasad) i umieszczano w studzienkach odci$nigtych w zelu. W brzeznych
studzienkach umieszczano probke wzorca — marker zawierajacy fragmenty DNA o S$cisle
okreslonej wielkosci i ilosci poszezegolnych fragmentéw. Po zmontowaniu urzadzenia, rozdziat
elektroforetyczny inicjowano poprzez przylozenie napigcia do elektrod aparatu. Rozdziat
prowadzono przez 45-60 min przy napieciu 80 V. Wynik rozdzialu obserwowano z
wykorzystaniem transiluminatora ze $wiattem UV. Dokumentacji obrazu dokonywano za
pomocg aparatu fotograficznego Canon EOS 350D, wyposazonego w obiektyw EFS
18-55 mm, przy nastgpujacych ustawieniach: czas naswietlania - 6 S, wartos¢ przestony - /36,
czutos¢ ISO - 1600. Poéhlosciowej analizy stezenia DNA dokonywano na podstawie
poréwnania intensywnosci fluorescencji w badanej probie 1 prazkow markera masy, poniewaz
intensywno$¢ obserwowanej fluorescencji jest proporcjonalna do catkowitej masy DNA w

danym prazku.

5.4.2.3. Reakcja PCR
Primery do reakcji PCR

W kazdej reakcji PCR wykorzystywana jest przynajmniej jedna para primerow (starterow),
wigzaca si¢ specyficznie (hybrydyzujaca) z okreslonymi miejscami w obrgbie matrycowego
DNA. Stosowane primery, odpowiednio: primer wiodacy (ang. forward primer - FOR) i
primer odwrotny (ang. reverse primer - REV) hybrydyzuja z miejscami na obydwu niciach
powielanego materiatu genetycznego. Projektuje si¢ je w ten sposob, aby flankowaty odcinek
DNA, ktéry ma by¢ zreplikowany. Primer wiodacy przylacza si¢ do nici antysensownej, a
powstajacy w toku reakcji PCR fragment jednoniciowy ma sekwencj¢ zgodna z nicig
sensowng. Z kolei primer odwrotny jest komplementarny wzgledem nici sensownej, a
nukleotydy przylaczane kolejno w kierunku 5° — 3’ daja sekwencje zgodng z nicig
antysensowng. Primery do reakcji PCR moga zawiera¢ dodatkowe, niekomplementarne
wzgledem matrycy, fragmenty po stronie konca 5° primera, za pomocg ktorych mozna na
przyktad wprowadza¢ do powstajacej w reakcji PCR czasteczki DNA sekwencje
rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne (nalezy uwzgledni¢ takze wiaczenie dodatkowe;,

zmienne] w zaleznosci od danego enzymu restrykcyjnego ilosci nukleotydéow na koncu
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powielanej sekwencji, w sasiedztwie miejsca rozpoznawanego przez enzym, gdyz ma to
wplyw na wydajno$¢ reakcji trawienia DNA). W ten sam sposdéb mozna dotacza¢ do
matrycowego DNA dodatkowe nukleotydy, ktére najczesciej stuza zachowaniu otwartej
ramki odczytu w konstruktach genetycznych wykorzystywanych do otrzymywania biatek
fuzyjnych. Przy produkcji biatek fuzyjnych konieczne jest rowniez zaprojektowanie
primerow, ktore pozwola na usuni¢cie kodonu STOP z powielanej sekwencji genu, po stronie
fragmentu N-koncowego biatka.

Przy projektowaniu primerow wykorzystanych w niniejszej pracy stosowano ogolnie przyjete

zasady:

- Primery do reakcji PCR powinny by¢ dlugosci 15-30 nukleotydow.

- Zalecana zawarto$¢ guaniny i1 cytozyny w primerze wynosi 40—60%.

- Nalezy unika¢ sekwencji trzech lub wigcej kolejnych powtérzen nukletydow
guaninowych i cytozynowych w poblizu konca 3’ primera, ze wzgledu na ryzyko
niespecyficznej hybrydyzacji do matrycowego DNA.

- Zaleca si¢, by primery byly pozbawione wewnatrzczasteczkowych lub
migdzyczasteczkowych fragmentow wzajemnie komplementarnych, gdyz moze to
prowadzi¢ do tworzenia dimeréw primerow oraz wewnatrzczasteczkowych struktur
drugorzedowych. Oba zjawiska moga wplywac¢ negatywnie na wydajnos¢ reakcji PCR.

- Temperatura topnienia primeréw (Tm), a wiec temperatura, przy ktorej dochodzi do
dysocjacji 50% duplekséw primer-matryca, powinna by¢ nizsza niz 65°C, a rdznica
temperatur topnienia primeréw stosowanych w jednej reakcji PCR nie powinna
przekraczac¢ 5°C.

Synteze zaprojektowanych primeréw zlecano komercyjnemu ustugodawcy. W ten sposob

pozyskiwano liofilizowany material, oczyszczony na drodze precypitacji etanolem. Uzyskany

preparat liofilizowanego primera rozpuszczano w $cisle okreslonej ilosci wody do biologii
molekularnej, otrzymujac roztwor podstawowy o stezeniu 100 uM. W przeprowadzonych

reakcjach PCR wykorzystane zostaly nastepujace primery:

- Klonowanie genu ludzkiego receptora adenozynowego Aza.

Primer 1 (uniwersalny starter dla promotora T7) - FOR

5’ TAATACGACTCACTATAGGGAG 3’ Tm=51,1°C
Primer 2 (miejsce cigcia przez enzym EcoRI, brak kodonu STOP) - REV
5" AGAATTCCGGACACTCCTGC 3’ Tm=53,8°C
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- Klonowanie genu ludzkiego receptora histaminowego Ha.
Primer 3 (miejsce ciecia przez enzym Notl) - FOR
5’ CAGCGGCCGCATGCCAGATACTAATAG 3° Tm=62,8°C
Primer 4 (miejsce ciecia przez enzym BamHlI) - REV
5" CGCGGATCCTTAAGAAGATACTGACCGAC 3> Tm=62,9°C

Warunki reakcji PCR
Jako matrycowe DNA w reakcjach PCR wykorzystywano nastepujace plazmidy:

- pcDNAS3.1-hA2a AR - klonowanie ludzkiego receptora adenozynowego Aza,

- pcDNA3.1-hH4R - klonowanie ludzkiego receptora histaminowego Ha.

Reakcje PCR prowadzono w catkowitej objetosci probek - 50 ul. Sktad probek do reakcji
PCR przedstawia Tabela 5.4.

Tabela 5.4 Sktad mieszanin do reakcji PCR

Sktadnik (stezenie wyjsciowe) llos$¢ skladnika Stezenie koncowe skladnika
Matrycowe DNA (10 ng/ul) 1ul 0,2 ng/pl (w sumie 10 ng)
Primer FOR (100 uM) 0,4 ul 0,8 uM

Primer REV (100 uM) 0,4 ul 0,8 uM

e e ey | 11 azay INTP - 0.2 i

Bufor Pfu (st. Mg?* - 20 mM) 5ul st. koncowe Mg?* - 2 mM
Polimeraza Pfu (2,5 u/ul) 1ul 0,05 u/pl (w sumie 2,5 u)
Woda do biologii molekularnej do 50 pl

W pierwszej kolejnosci probke plazmidowego DNA o oznaczonym spektrofotometrycznie
stezeniu, stanowigcg matryce w danej reakcji PCR, rozcienczano woda do biologii
molekularnej do koncowego stezenia 10 ng/ul. Nastepnie do polipropylenowej probowki
odpipetowywano kolejno sktadniki zgodnie z tabela, z wyjatkiem polimerazy, ktorg
dodawano na koncu. Otrzymane probki niezwlocznie umieszczano w termobloku
termocyklera podgrzanego do 95°C (temperatura pokrywy termocyklera wynosita 105°C, co
zapobiegato kondensacji wody na zatyczce proboéwek w trakcie reakcji) 1 rozpoczynano

realizacj¢ zaprogramowanej sekwencji temperatur.
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We wstepnych etapach eksperymentéw przeprowadzano optymalizacje warunkow reakcji
PCR w zakresie: temperatury hybrydyzacji, czasu trwania poszczegdlnych etapoéw oraz
catkowitej ilo$ci cykli reakcji. Tabele 5.6 i 5.7 przedstawiajg warunki reakcji, dla ktorych
otrzymywano specyficzne produkty z najwyzsza wydajnoscia.

Tabela 5.6 Profil temperaturowy reakcji PCR do amplifikacji cDNA ludzkiego receptora
adenozynowego Aza.

Etap Temperatura [°C] | Czas [s] | Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95 180 1
Denaturacja 95 60

Hybrydyzacja primerow 53 60 29
Synteza DNA 72 3

(elongacja)

Koncowe wydtuzanie 72 10 1

produktu

Tabela 5.7 Profil temperaturowy reakcji PCR do amplifikacji cDNA ludzkiego receptora
histaminowego Ha.

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

Hybrydyzacja primeréw 58 30 35
Synteza DNA 72 4

(elongacja)

Koncowe wydtuzanie 72 5 1
produktu

5.4.2.4. Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi poddawano materiat w postaci produktow reakcji
PCR oraz plazmidowego DNA. Kazdy z zaplanowanych eksperymentéw inzynierii
genetycznej wymagal trawienia wykorzystywanego materialtu DNA dwoma réznymi

enzymami restrykcyjnymi. Reakcje te prowadzano osobno dla kazdego enzymu, oczyszczajac
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produkty uzyskane w poszczegdlnych etapach. Wybor zastosowanej metodyki byt
spowodowany problemami z doborem optymalnych, wspdlnych dla stosowanych enzymow,
warunkow reakcji, co uniemozliwito przeprowadzenie podwojnego trawienia w jednej
probowce (w pilotazowych badaniach obserwowano niespecyficzng lub obnizong aktywnos$¢
przynajmniej jednego ze stosowanych tacznie w pojedynczym eksperymencie enzymow).

W Tabeli 5.7 przedstawiono sekwencje rozpoznawane przez wykorzystane w pracy enzymy
oraz sktad buforéw reakcyjnych, stosowanych zgodnie z zaleceniami producenta, w celu

uzyskania maksymalnej wydajno$ci prowadzonych reakcji.

Tabela 5.7 Enzymy restrykcyjne wykorzystane w pracy.

Rozpoznawana

sekwencja Rekomendowany bufor reakcyjny

Enzym

Bufor Tango: 33 mM Tris-octan (pH 7,9 w
Nhel 5 GACTAGC & temp. 37°C), 10 mM octan magnezu, 66 mM
octan potasu, 0,1 mg/ml BSA

Indywidualny bufor EcoRI: 50 mM Tris-HCI
(pH 7,5 w temp. 37°C), 10 mM MgCly,

3 A ’
EcoR 5 GAATTC 3" | 100 mM NaCl, 0.02% Triton X-100, 0,1 mg/mi
BSA
Indywidualny bufor BamHI: 10 mM Tris-HCI
BamHI 5 GAGATCC & (pH 8,0 w temp. 37°C), 5 mM MgClz, 100 mM

KCI, 0,02% Triton X-100, 0,1 mg/mL BSA

Bufor Orange: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5 w
Notl 5 GCAGGCCGC 3’ | temp. 37°C), 10 mM MgCI2, 100 mM NacCl,
0,1 mg/ml BSA

Probki DNA do trawienia przygotowywano w catkowitej objetosci 10 lub 20 ul, w zaleznos$ci
od ilo$ci trawionego materiatu genetycznego. Zawieraly one odpowiednio 1 lub 2 pl enzymu,
co w przypadku stosowanych preparatow odpowiadalo 1 lub 2 jednostkom aktywnosci
(1 jedn. aktywnos$ci enzymu - ilo$¢ enzymu zdolna do catkowitego strawienia 1 pg materialu
DNA faga A w ciggu 1 godz.). Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C. Czas trwania
reakcji modyfikowano kazdorazowo, przy uwzglednieniu definicji jednostki aktywnos$ci oraz
ilodci stosowanego enzymu i materialu genetycznego, wykorzystujac do obliczen wzor:
czas prowadzenia reakcji [h] = il. mat. genet. [ug] /il. jedn. aktywnosci enzymu (5.1)

Po zakonczonym trawieniu, enzym restrykcyjny inaktywowano termicznie przez 20 min.
(Nhel i EcoRI: 65°C; BamHI i Notl: 80°C) i oczyszczano uzyskane produkty trawienia za

pomocg zestawu do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych.
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5.4.2.5. Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Oczyszczanie produktow reakcji PCR oraz produktow trawienia enzymami restrykcyjnymi
prowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu odczynnikow - QIAquick PCR
Purification Kit. Oddzielenie zanieczyszczen biatkowych oraz sktadnikéw buforow
reakcyjnych byto konieczne dla odpowiedniej wydajnosci kolejnych etapdéw eksperymentdw
inzynierii genetycznej (kolejne reakcje enzymow restrykcyjnych, reakcje ligacji). Zasada
oczyszczania materiatu genetycznego byla analogiczna, jak w opisanej wczesniej procedurze
izolacji plazmidow. Probk¢ DNA po reakcji enzymatycznej rozcienczano 6-krotnie buforem
wigzacym, zawierajacym 5 M chlorowodorek guanidyny i nakladano na powierzchnig
mikrokolumny wiréwkowej, zawierajacej ztoze krzemionkowe. Po odwirowaniu probki, w
trakcie ktorego DNA wigzato si¢ do zloza mikrokolumny, niespecyficznie zwigzane
zanieczyszczenia usuwano stosujgc bufor ptuczacy (10 mM Tris-HCI, 80% v/v etanolu).
W ostatnim etapie, selektywnie zwigzane DNA o dtugosci 100-10 000 par zasad, eluowano ze

ztoza za pomocg wody do biologii molekularne;j.

5.4.2.6. Izolacja DNA 7 Zelu agarozowego

Izolazje DNA z Zelu agarozowego przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
- QIAquick Gel Extraction Kit, postepujac zgodnie z instrukcjami producenta. PO
zakonczonym rozdziale elektroforetycznym probek materiatu genetycznego, zel agarozowy
umieszczany byt na transiluminatorze UV w celu identyfikacji interesujacych fragmentéw
DNA, fluoryzujacych w obecnosci dodanego do zelu bromku etydyny. Wtasciwy fragment
agarozy z zawartym w nim DNA byt wycinany z zelu za pomocg skalpela w ten sposob, aby
jego objetos¢ byta mozliwie jak najmniejsza. Uzyskane bloki agarozy umieszczano w
probowce typu eppendorf i dodawano buforu zawierajacego tiocjanian guanidyny (sktad
nieujawniony, ochrona patentowa), a nastgpnie inkubowano w temperaturze 55°C do
catkowitego rozpuszczenia agarozy. Uzyskang probke oczyszczano za pomocg mikrokolumn

wirdwkowych w oparciu 0 odwracalne wigzanie DNA do zt6z krzemionkowych.

5.4.2.7. Ligacja fragmentéow DNA
Ligacj¢ prowadzono przy stosunku molowym wektora i wstawki - 1:3. W pojedynczym
eksperymencie wykorzystywano 100 ng wektora. Niezbedng ilo$¢ wstawki obliczano ze

wzoru:

wielko$¢ wstawki [pz] | wstawka
% ilo§¢ wektora [ng] X stosunek molowy

ilo$¢ wstawki [ng] =

(5.2)

wielko$¢ wektora [pz] wektor
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Wartosci wyliczone dla przeprowadzonych eksperymentow przedstawia Tabela 5.8.

Tabela 5.8 Obliczenia ilosci sktadnikow mieszanin ligacyjnych.

Produkt ligacji

llo$¢ wektora

Wielkos¢

Wielkos¢

Wymagana ilos¢é

[ng] wstawki [pz] wektora [pz] wstawki [ng]
phA2a AR-ECFP 100 1280 4695 82
PQCXIN-hH4R 100 1180 7346 48

W pierwszej kolejnosci rozcienczano odpowiednia ilos¢ wektora 1 wstawki do 8 pl woda do
biologii molekularnej. Uzyskang probke podgrzewano w temperaturze 45°C przez 5 min, a
nast¢pnie, po ozigbieniu do temperatury pokojowej, dodawano 1 ul ligazy DNA faga T4
(5 jedn. Weissa) oraz 1 pl 10-krotnie stezonego buforu dla ligazy (400 mM Tris-HCI,
100 mM MgClz, 100 mM DTT, 5 mM ATP) i inkubowano przez 16 godzin w temperaturze
16°C. Catoscig mieszaniny ligacyjnej transformowano przygotowane réwnolegle bakterie

kompetentne i po 24 godzinach dokonywano oceny wydajnosci ligacji.

5.4.2.8. Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie produktow reakcji ligacji byto prowadzone na zlecenie przez firme
Genomed Sp. z o0.0. Rezultaty sekwencjonowania przekazywane byly w postaci
elektronicznej, jako zapis uzyskanych fluorograméw wraz ich interpretacja w postaci kodu
jednoliterowego. Sekwencjonowanie byto prowadzone z wykorzystaniem nastepujacych

primerow:

Produkt ligacji: phA2a AR-ECFP

Primer 1 (FOR) - sekwencjonowanie nr 1
5" CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 3°
(uniwersalny primer dla bezposrednio-wczesnego promotora CMV)

Primer 2 (FOR) - sekwencjonowanie nr 2
5 GTGGGCCAACGGCAGTGCTC 3’

Produkt ligacji: pQCXIN-hH4R

Primer 3 (FOR) - sekwencjonowanie nr 3
5" AGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATC 3°
(uniwersalny primer dla sekwencji LNCX)

Primer 4 (REV) - sekwencjonowanie nr 4
5" ACCGGACAGGTCGGTCTTGA 3’
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Fluorogramy uzyskane w wyniku procedur sekwencjonowania nr 1-4 sa przedstawione w
Zalacznikach 2-5. Miejsca przytaczania primeréw do sekwencjonowania sg zaznaczone na
prezentowanych ponizej mapach plazmidéow phAza AR-ECFP i pQCXIN-hHi:R wraz z

fragmentami sekwencji objetymi analizg, ktora zostala udokumentowana fluorogramami

przedstawionymi w zatacznikach.

Starter do sekw. 1 (FOR)

Starter do sekw. 2 (FOR)

phA2A AR-ECFP
5975 bp

| Starter do sekw. 4 (REV)

PQCXIN-hH4R
8526 bp

B

Rysunek 5.1 Mapy plazmidow: A - phAza AR-ECFP i B - pQCXIN-hH4R, wraz z zaznaczonymi:
miejscami przytaczania primeréw do sekwencjonowania (startery do sekw. 1 - 4); wynikami
sekwencjonowania, udokumentowanymi fluorogramami (fioletowe strzatki); sekwencjami kodujacymi

rekombinowane bialka receptorowe (zielone strzatki).
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5.4.3. Hodowla komorek eukariotycznych.

5.4.3.1. Warunki hodowli

Hodowle komorek eukariotycznych prowadzono w sterylnych naczyniach, stosujac jalowe
pipety i sktadniki pozywek. Wszelkie operacje zwigzane z hodowla komoérek wykonywano w
komorze laminarnej II klasy bezpieczenstwa, z zachowaniem zasad pracy w warunkach
aseptycznych. W rutynowej hodowli komorek adherentnych stosowano opisane ponizej
standardowe procedury. Roznice w  protokotach, wykorzystywanych wzgledem
poszczegolnych linii komérkowych, dotyczyly przede wszystkim stosowanych pozywek oraz
dopuszczalnej maksymalnej konfluencji komorek i proporcji pasazowania. Specyficzne

warunki hodowli dla wykorzystywanych komorek przedstawia Tabela 5.9.

Tabela 5.9 Specyficzne warunki hodowli dla poszczegdlnych linii komérkowych.

Maksymalna konfluencja,
Linie komoérkowe Sktad pozywki maksymalna proporcja
pasazowania

HEK293T WT DMEM, 10% FBS, P/S

-009 .
DMEM, 10% FBS, 80-90%, 1:20

HEK293-hAza-ECFP 200 g/ml GA18, PIS

CHO-K1WT DMEM/F12, 10% FBS, P/S

CHO-hA1, CHO-hA2a,

CHO-hA28, CHO-hAs3, 80-90%, 1:40
DMEM/F12, 10% FBS,

CHO-rAzs, CHO-rAs, 200 pg/ml G418, P/S

CHO-hCB1, CHO-hCB:,

CHO-hHaR

| pasaz po rozbankowaniu:

DMEM, 10% FBS,
2 mM Glutamax, P/S

Kolejne pasaze:

- 0, .
GP+envAm12 DMEM, 10% FBS, 60-70%, 1:6

200 pg/ml Hygromycyny B,

250 pg/ml Ksantyny,

15 pg/ml Hipoksantyny,

25 pg/ml Kwasu mykofenolowego,
2 mM Glutamax, P/S

Opti-MEM, 2% FBS, P/S,
CHO-GPR18-gB-arrestin 800 pg/ml G418, 80-90%, 1:20
300 pg/ml Hygromycyny B

WT - komérki typu dzikiego
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5.4.3.2. Rozbankowanie komorek

Probki komoérek przechowywane w ciektym azocie, po wyciagnieciu z dewara inkubowano w
temperaturze 37°C do rozmrozenia, a nast¢pnie zawiesing komorek rozcienczano 15-krotnie
ciepta pozywka hodowlang i wirowano (180xg, 10 min, temp. pok.). Otrzymany osad
komorek zawieszano w $wiezej porcji cieptej pozywki 1 przenoszono do naczynia
hodowlanego, ktore umieszczano w inkubatorze o temperaturze 37°C, atmosferze 5% COz i
wilgotnosci 85-95%. W razie konieczno$ci, po kilku godzinach hodowli, gdy komorki
czesciowo przyczepilty sie do podtoza, zmieniano pozywke na nowa w celu usunigcia

martwych komorek.

5.4.3.3. Pasaiowanie komaorek

Komoérki hodowano do uzyskania odpowiedniej konfluencji. Usuwano pozywke, a nastgpnie
przeptukiwano jatlowym buforem PBS. Mialo to na celu usunigcie pozostatosci ptodowej
surowicy bydlecej, ktorej sktadniki hamuja aktywno$¢ proteaz, w tym trypsyny. Po
przeptukaniu hodowli, dodawano roztwor: 0,05% trypsyny, 5 mM EDTA w PBS w ilosci -
0,5; 1 Iub 3 ml, w zaleznosci od wielkosci stosowanego naczynia hodowlanego (odpowiednio
dla naczyn o powierzchni hodowlanej: 25, 75 i 175 cm?). Nastepnie naczynie umieszczano na
2-5 min w inkubatorze o temperaturze 37°C, w celu zwigkszenia aktywnos$ci enzymatycznej
trypsyny. Stopniowe odrywanie si¢ komodrek od podloza obserwowano za pomoca
mikroskopu odwréconego. W razie potrzeby wstrzasano naczynie dla przyspieszenia tego
procesu. Natychmiast po calkowitym oddzieleniu komorek od podloza, do naczynia
dodawano pozywke w takiej ilosci, by uzyska¢ catkowita objetos¢ 5-10 ml i komorki
zawieszano poprzez kilkukrotne pipetowanie. W zaleznosci od planowanej proporcji
pasazowania, wlasciwg objetos¢ zawiesiny komorek przenoszono do nowego naczynia,
zawierajagcego 5, 12 lub 25 ml $wiezej pozywki, odpowiednio w butelkach o powierzchni
hodowlanej 25, 75 i 175 cm?.

5.4.3.4. Bankowanie komorek

W celu uzyskania probek w formie umozliwiajacej dlugotrwate przechowywanie linii
komoérkowych w cieklym azocie, komoérki o odpowiedniej konfluencji zbierano z naczyn
hodowlanych, postgpujac w pierwszym etapie, jak w przypadku pasazowania hodowli.
Zawiesing komorek zebranych z butelki wirowano (180%g, 10 min, temp. pok.), a nast¢pnie
uzyskany osad zawieszano w roztworze do mrozenia o sktadzie: 10% DMSO, 90% FBS i

przenoszono po 1 ml do zakrgcanych krioprobowek z gwintem wewngtrznym, ktore
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umieszczano w pojemniku do powolnego zamrazania, wypetnionego izopropanolem
(Mr.Frosty™, Nalgene). Pojemnik wraz z krioprobowkami umieszczany byt w zamrazarce
niskotemperaturowej (-80°C ), co gwarantowato tagodne obnizanie temperatury probek w
tempie ok. -1°C/min. Probéwki z komoérkami pozostawiano w zamrazarce na minimum

2 godziny, a nastgpnie przenoszono do dewara z cieklym azotem.

5.4.3.5. Zliczanie komorek

Oceny ilosci komoérek dokonywano za pomoca komory Fuchs-Rosenthala, ktorej schemat
przedstawia Rysunek 5.2. Na szkielku podstawowym komory naniesione sg graweracje
tworzace siatke, ktorg stanowi 16 duzych kwadratéw oddzielonych liniami potréjnymi, kazdy
o powierzchni 1 mm2. Duze kwadraty podzielone sa liniami pojedynczymi na 16 matych
kwadratow, o dtugosci krawedzi wynoszacej 0,25 mm. Glgboko$¢ komory wynosi 0,1 mm.
Objetos¢ ptynu, zawartego w przestrzeni wyznaczonej przez potrojne linie siatki
(16 matych kwadratow) oraz odpowiednio przytwierdzone szkietko nakrywkowe (w miejscu
faczenia szkielek na mokro powinny by¢ obserwowane pierScienie Newtona),

wynosi 0,2 pl.

foa— 1. 00 . —jged — i~ (ll—— 0. Z5 mm.

Rysunek 5.2 Schemat obrazu mikroskopowego komory Fuchs-Rosenthala, z zaznaczonymi
wymiarami siatki graweracji.

W celu dokonania zliczenia, zawiesing komorek taczono w probdéwce typu eppendorf z
roztworem blekitu trypanu w stosunku objetosciowym 1:1 i pozostawiano w temperaturze
pokojowej na 1 minute. Po tym czasie, 20 pl uzyskanej probki przenoszono do przygotowane;j

komory Fuchs-Rosenthala. Na podstawie obserwacji mikroskopowych, liczono komorki
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niewybarwione na niebiesko, lezace wewnatrz duzego kwadratu o boku 1 mm, a takze na
gornych i lewych liniach ograniczajacych. Nie liczono komodrek znajdujacych si¢ na dolnych i
prawych liniach ograniczajacych, aby unikng¢ dwukrotnego zliczania tych samych komorek.
Analizowano komorki w trzech duzych kwadratach i wyznaczano $rednig. Uzyskany wynik
mnozono przez 10 (uwzgledniajac objetos¢ ptynu w przestrzeni o podstawie wyznaczonej
potrjnymi liniami, réwna 0,2 pl oraz 2-krotne rozcienczenie probki wyjsciowej biekitem

trypanu) dla obliczenia ilo$ci komorek w 1 pl zawiesiny.
5.4.4. Ekspresja rekombinowanych bialek w komoérkach eukariotycznych

5.4.4.1. Transfekcja przejsciowa z uzyciem FugeneHD

Dwadziescia cztery godziny przed planowang transfekcja, na szalki hodowlane o powierzchni
10 cm? wysiewano 2x10° komérek linii CHO-K1 lub 3x10° komorek linii HEK293T w 2 ml
kompletnej pozywki wzrostowej, bez dodatku antybiotykow (odpowiednio: DMEM,
10% FBS lub DMEM/F12, 10% FBS). W dniu eksperymentu, roztwér zawierajacy 2 pg
plazmidu phA2a AR-ECFP rozcienczano w jalowej proboéwce typu eppendorf odpowiednig
pozywka hodowlang bez surowicy do objetosci 100 pl, a nastgpnie dodawano 5 pl odczynnika
FugeneHD i doktadnie mieszano. Probke inkubowano w temperaturze pokojowej przez okres
15 minut i dodawano kroplami do szalki hodowlanej, rozprowadzajgc roztwor po calej
powierzchni szalki. Analizy wydajnosci transfekcji dokonywano po 48 godzinach, w oparciu
o obraz mikroskopii fluorescencyjnej dla hodowli. Po tym okresie wykonywano takze analize
cytometryczng lub rozpoczynano procedure selekcji komorek w eksperymentach transfekcji

stabilnej.

5.4.4.2. Transfekcja przejsciowa 7 ugyciem PEI

Optymalizacje protokotu transfekcji przejsciowej komorek linii CHO z wykorzystaniem PEI
przeprowadzono na szalkach o powierzchni hodowlanej 10 cm?. Testowano rézne proporcje
DNA i PEI a takze zmienny czas inkubacji probek. Postepowano wedtug nastgpujacego
protokohu: 24 godziny przed transfekcja na szalki wysiewano 3x10° komorek linii CHO w
2 ml pozywki DMEM/F12, 10% FBS, a nastgpnie, w dniu wilasciwego eksperymentu, w
jatlowych proboéwkach typu eppendorf tgczono roztwér plazmidu phA:a AR-ECFP,
rozcienczony do objetosci 400 ul pozywka DMEM/F12 bez surowicy (catkowita 1los¢ DNA
w zakresie 0,5 - 5 ug) oraz 4 - 15 pl roztworu PEI o stgzeniu 1 mg/ml. Nastgpnie probki

inkubowano 10 lub 20 minut w temperaturze pokojowej i dodawano do hodowli. Obserwacje
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mikroskopowsg komorek prowadzono za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego 48 godzin po
transfekcji i na jej podstawie dokonano wyboru optymalnych warunkow eksperymentu.

Aby uzyska¢ odpowiednig ilo§¢ materialu komorkowego do testow wigzania radioliganda,
przeprowadzono transfekcj¢ komoérek CHO plazmidem phA2a AR-ECFP w wigkszej skali -
na 20 szalkach o powierzchni 175 cm? W tym celu do naczyn hodowlanych wysiewano
5,4x10° komorek, a nastepnie po 24 godzinach, przygotowywano mieszanine transfekcyjng o
sktadzie (w przeliczeniu na jedng szalke): 72 pg plazmidu phA2a AR-ECFP rozciefczone do
6 ml pozywka DMEM/F12 bez surowicy i 180 ul roztworu PEI o stezeniu 1 mg/ml. Uzyskang
mieszaning inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej i dodawano do komorek.
Po dwoch dniach od eksperymentu dokonywano oceny wydajnosci transfekcji i postgpowano
dalej zgodnie z protokotem otrzymywania preparatu bton komorek eukariotycznych do testow

wiazania radioligandow.

5.4.4.3. Transfekcja stabilna

Dwie doby po transfekcji z wykorzystaniem odczynnika FugeneHD, komorki zbierano z
szalek hodowlanych o powierzchni 10 cm? i wirowano (180xg, 10 min, temp. pok.). Osad
komorkowy zawieszano w §wiezej pozywce zawierajgcej antybiotyk selekcyjny - genetycyne
(G418) w stezeniu 800 pg/ml i przenoszono do duzej butelki hodowlanej o powierzchni
175 cm?. Hodowle kontynuowano przez 14 dni, do momentu zakofczenia pojawiania sie
komorek nekrotycznych. W tym okresie pozywke zmieniano co 2 dni, w celu usunigcia
odczepionych od podtoza martwych komorek.

W przypadku linii HEK293T, dla ktdérej uzyskano satysfakcjonujacy wynik transfekcji
stabilnej, wykonano procedur¢ subklonowania, ktéra miata na celu uzyskanie jednorodnej
linii komodrkowej, wywodzacej si¢ z pojedynczej komorki. W oparciu o wyniki
przeprowadzonego wczesniej eksperymentu dla linii HEK293T typu dzikiego (ktory wykazat
ze wydajno$¢ posiewu wynosi 50%), po zakonczonym etapie selekcji z wykorzystaniem
G418, przygotowano zawiesing komorek HEK293-hA2a-ECFP o gestosci 20 komorek/ml i
rozpipetowano po 100 pl do dotkow 5 ptytek 96-dotkowych. Po tygodniu hodowli, gdy
obserwowano wyraznie zarysowane kolonie komorek, dokonywano oceny ekspresji biatka
fuzyjnego w poszczegdlnych klonach za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego. Jednorodne,
intensywnie fluoryzujace kolonie przenoszono do wigkszego naczynia hodowlanego,
a nastegpnie z czg$ci materialu tworzono bank linii, natomiast pozostate komoérki hodowano

dalej do uzyskania odpowiedniej ilo$ci materiatu do testow wigzania radioliganda.
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5.4.4.4. Transdukcja retrowirusowa

Jeden dzien przed planowang transfekcja, lini¢ komorek pakujacych (GP+envAml2)
spasazowano w ilosci 1x108 komoérek do butelki o powierzchni 25 cm? w pozywce DMEM,
10% FBS. lub
Lipofectamine2000. Post¢pujac zgodnie z zaleceniami producentdéw, przygotowano probki do

transfekcji jak w Tabeli 5.10.

Komoérki transfekowano przy wuzyciu odczynnikow  TurboFect

Tabela 5.10 Sktad probek do transfekcji komorek GP+envAml2 w procedurze transfekcji
retrowirusowej komorek eukariotycznych

DNA Odczynnik transfekcyjny
Eksperyment
Rozpuszczalnik do Czas inkubacji DNA i odczynnika
rozcienczenia DNA transfekcyjnego przed dodaniem do komérek
15 pg, w tym: . .
9,37 ug pLXSN-hCB1R Eg’ﬁfefté‘(%'ﬁ%oﬁ(ém
hCBiR 5,63 ug pcDNA3.1-VSV-G
DMEM .
do 625 yl 20 min
15 g, w tym: . .
9,37 pg pLXSN-hCB1R ;?Eflef?ggﬁ%oﬁg“ﬂ
hCB,R 5,63 ug pcDNA3.1-VSV-G
DMEM .
do 625 yl 20 min
18 pg, w tym:
11,25 pg pQCXIN-hH4R ;'zrsloFect
hHJR 6,75 ug pcDNA3.1-VSV-G
DMEM .
do 600 pl 15 min

Po 14 godzinach od transfekcji, zmieniano pozywke w hodowli komorek pakujacych (3 ml -
DMEM, 10% FBS, 100 U/ml penicylliny G, 100 pg/ml streptomycyny) i dodawano 30 pl
roztworu maslanu sodu (500 mM w H20). Hodowlg komodrek kontynuowano przez 48 godzin
W obnizonej temperaturze 32°C, a nastepnie zbierano 3 ml nadsgczu znad hodowli, ktory
filtrowano przez filtr o $rednicy poréw 45 um. Uzyskany w ten sposob jalowy supernatant,
zawierajacy czastki wirusa, taczono z 2,4 ul roztworu polibrenu (10 mg/ml w H20) i
przenoszono do butelki z komodrkami linit CHO (konfluencja 80% w naczyniu o powierzchni
25 cm?). Po 2 godzinach zmieniano pozywke na nowa, a dwa dni po transdukcji, komorki
CHO pasazowano w pozywce zawierajacej 800 pg/ml genetycyny i prowadzono selekcje
pozytywnych klondéw przez okres dwoch tygodni, identycznie jak przypadku opisanej
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wczesniej transfekcji stabilnej z wykorzystaniem plazmidu phA;a AR-ECFP. W wyniku
eksperymentéw transdukcji retrowirusowej otrzymano nastepujace linie komodrkowe:

CHO-hCB:R, CHO-hCB:2R i CHO-hH4R.

5.4.4.5. Transdukcja komorek owadzich

Czastki wirusow wykorzystane w eksperymencie zostaty otrzymane w oparciu o komercyjny
zestaw BaculoGOLD (Becton Dickinson) i wektory pVL1392, zawierajace sekwencje
odpowiednio: ludzkiego receptora histaminowego Hs oraz podjednostek biatka G - Gaiz |
GP1y2. Do transdukcji komorek owadzich wykorzystano, charakteryzujace si¢ wysokim
mianem bakulowiruséw, supernatanty hodowlane po dwoch rundach amplifikacji wiruséw,
otrzymane w grupie prof. Rolanda Seiferta (Instytut Farmakologii, Uniwersytet Medyczny,
Hanover, Niemcy).

Komorki linii S9, wywodzacej si¢ z komoérek jajnikowych ¢my Spodoptera frugiperda, byty
hodowane w kolbach o pojemnosci 250 ml z topatkowym systemem mieszania, napgdzanym
za pomocg mieszadta magnetycznego przy predkosci obrotéw 100 rpm, w temperaturze 28°C.
Stosowano pozywke hodowlang SF 900 II z dodatkiem 5% FBS oraz antybiotykow
(penicylina - 50 U/ml, streptomycyna - 50 pg/ml). Po osiagnieciu gestosci 3x10° komorek/ml,
do hodowli dodawano (w 100-krotnym rozcienczeniu) kazdy z trzech roztworéw
podstawowych zawierajacych czastki bakulowirusow, ktore kodowatly biatko receptorowe i
podjednostki biatka G. Hodowlg zainfekowanych komorek prowadzono przez 48 godzin.
Nastepnie komoérki zbierano na drodze wirowania (180xg, 10 min, 4°C) 1 kontynuowano

procedurg przygotowania preparatu blon do testow wigzania radioliganda.

5.4.4.6. Analiza cytometryczna

W celu przeprowadzenia analizy cytometrycznej komoérek CHO  przejsciowo
transfekowanych plazmidem phA;a AR-ECFP - 48 godzin po wprowadzeniu plazmidu do
wnetrza komorek, hodowle ptukano buforem PBS i zbierano komoérki za pomoca 5 mM
roztworu EDTA w PBS (stosowanie trypsyny jest niewskazane przy analizie ekspresji biatek
btony komodrkowej), a nastepnie wirowano (180xg, 10 min, temp. pok.). Osad komorkowy
zawieszano w buforze PBS z dodatkiem 1% FBS. Otrzymang zawiesing przepuszczano
kilkakrotnie przez igle strzykawkowa - rozmiar 26 G, a nastepnie przez jednorazowe, jalowe
sitko nylonowe o S$rednicy oczek - 40 um, w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych
komorek. Otrzymane probki analizowano za pomoca cytometru przeplywowego Becton

Dickinson LSRII.
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W pierwszej kolejnosci ustalono aparaturowe wzmocnienie sygnatu. Dokonywano zmiany
napigcia fotopowielaczy (PMT Voltage) dla wszystkich analizowanych parametrow (FSC,
SSC 1 fluorescencja) w ten sposob, aby rejestrowane sygnaty miescity si¢ w oknie
pomiarowym urzadzenia. Nastepnie, w pelnej populacji zarejestrowanych czastek,
zidentyfikowano wyrazng subpopulacje, ktora w oparciu o warto§¢ parametrow FSC i SSC,
zostata zakwalifikowana jako frakcja catych, nieuszkodzonych komoérek. Dalszej analizie
poddana zostata wzajemna relacja parametrow FSC-H i FSC-W oraz FSC-A i FSC-H (sygnat
pochodzacy od czgstki trafiajgcej w $wiatlo lasera jest rejestrowany jako impuls elektryczny,
opisany dwoma mierzonymi parametrami: H - ang.: height - maksimum piku oraz W - ang.:
width - czas trwania impulsu; trzeci z parametréw jest obliczany na podstawie dwodch
poprzednich - A - ang. area - powierzchnia piku). W pierwszym przypadku, na
zarejestrowanym dwuwymiarowym wykresie kropkowym FSC-H vs. FSC-W, zabramkowano
wlasciwa, zageszczong populacje obserwowanych komorek, ignorujac  wyrazne
»ogonowanie” utworzone przez komoérki o podwyzszonej wartosci parametru FSC-W.
Analizujac kolejng zalezno$¢ - FSC-A vs. FSC-H stwierdzono, ze zgodnie z oczekiwaniami,
populacja odpowiadajaca pojedynczym komodrkom wuktadata si¢ na osi diagonalnej
dwuwymiarowego wykresu kropkowego dla tych parametréw, natomiast dublety, triplety, itd.
znajdowaly si¢ wyraznie poza osig diagonalng. Wlasciwej analizie intensywnosci
fluorescencji poddawane byty jedynie, zidentyfikowane w opisanej wyzej procedurze,
populacje pojedynczych komoérek. Zmierzong intensywno$¢ fluorescencji poszczegdlnych
komorek przedstawiono w postaci histogramow. Postuzyly one do wskazania warto$ci
progowej zmierzonej fluorescencji, ponizej ktorej obserwowano autofluorescencj¢ komorek.
Ostatecznie, komorki o fluorescencji wyzszej niz zatozona warto§¢ progowa, zostaty
przedstawione na dwuwymiarowym wykresie konturowym dla parametrow FSC i
fluorescencji AmCyan FL (filtr 525/50 nm, zgodny z widmem emisyjnym biatka ECFP).
Podana zostala takze statystyka poszczegdlnych populacji zarejestrowanych czastek,

wyliczona w programie do obstugi cytometru - FACSDiva Software.

5.4.5. Testy wigzania radioligandow

5.4.5.1. Preparaty blon komorkowych 7 adherentnych komdorek eukariotycznych

Komérki linii CHO z nadekspresja ludzkich 1 szczurzych podtypow receptorow
adenozynowych, ludzkich receptoréw kannabinoidowych CB1 i CB2 oraz ludzkiego receptora
histaminowego Ha, a takze komoérki HEK293-hA2a-ECFP byty hodowane na szalkach o
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powierzchni 175 cm? we wlasciwej pozywce wzrostowej, do uzyskania konfluencji 80%.
Nastepnie usuwano pozywke, a powierzchni¢ szalek przemywano 5 ml buforu PBS i po
usuni¢ciu pozostatosci buforu, przenoszono do zamrazarki o temperaturze -80°C, gdzie
pozostawiano je na minimum 2 godz. Po wyjeciu szalek z zamrazarki, komorki zbierano w
zimnym buforze 5 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 7,4 (2 ml na szalk¢) korzystajac z
gumowych glaszczek. Zawiesing komodrek homogenizowano przy uzyciu dyspergatora
Ultra-Turrax z zainstalowanym ostrzem 10G, przy predkosci obrotow 24 000 rpm (ustawienie
nr 6) przez 45 s, a nastepnie uzyskany preparat wirowano (1000xg, 10 min, 4°C), aby usung¢
jadra komorkowe i niezhomogenizowane komorki. Supernatant po wirowaniu ponownie
homogenizowano w identycznych jak wczesniej warunkach. Otrzymany preparat po raz
kolejny wirowano (45 000xg, 60 min, 4°C), a uzyskany osad zawieszano w buforze
50 mM Tris-HCI, pH 7,4, w ilosci 0,1 ml na kazda szalke wykorzystang w eksperymencie.
Nastepnie oznaczano st¢zenie bialka i1 otrzymany preparat przenoszono do probowek
polipropylenowych z zakretka, ktdre nastepnie umieszczano na 30 s w cieklym azocie w celu

szybkiego zamrozenia. Otrzymany preparat bton przechowywano w temperaturze -80°C.

5.45.2. Preparat blon komorkowych 7 komorek owadzich

Osad komorkowy otrzymany przez odwirowanie transdukowanych komoérek Sf9,
przemywano buforem PBS i ponownie wirowano (180%g, 10min, 4°C), a nastgpnie
zawieszano w buforze do homogenizacji, o sktadzie: benzamidyna 10 pg/ml, leupeptyna
10 pg/ml, 200 uM PMSF, 12,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 75 mM Tris-HCI w wodzie
ultraczystej, pH 7,4 (15 ml buforu na kazde 100 ml wyjs$ciowej hodowli komorek). Zawiesine
homogenizowano z uzyciem szklanego homogenizatora tkankowego z teflonowym tluczkiem
(25 posunig¢) 1 wirowano (40xg, 5 min, 4°C). Nadsgcz przenoszono za pomocg pipety
serologicznej do probowek wirowkowych i wirowano (40 000xg, 20 min, 4°C). Uzyskany
osad ponownie zawieszano Ww identycznej objetosci buforu do homogenizacji i
10-krotnie przepuszczano przez igle strzykawkowa - rozmiar 21G. Etap wirowania i
homogenizacji powtarzano jeszcze raz, a uzyskany preparat dzielono na mniejsze porcje,

ktore umieszczano w probéwkach propylenowych i przechowywano w temperaturze -80°C.

5.4.5.3. Preparaty blon 7 tkanek zwierzecych

Kora mézgowa szczura

Mozgi szczuréw szczepu Sprague-Dawley przechowywano w temperaturze -80°C. Przed

rozpoczeciem preparacji, tkanke umieszczano W zimnym roztworze soli fizjologicznej do
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czasu rozmrozenia. Oddzielong za pomocg skalpela kor¢ moézgowa homogenizowano
w 320 mM roztworze sacharozy, z uzyciem szklanego homogenizatora tkankowego z
teflonowym thuczkiem. Uzyskany homogenat wirowano (1000xg, 10 min, 4°C) i pobierano
supernatant, ktory ponownie wirowano przy wigkszej predkosci (37 000xg, 1 h, 4°C). Osad,
stanowigcy frakcje synaptosomalno-mitochondrialng preparatu, homogenizowano w buforze
Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, za pomoca dyspergatora Ultra-Turrax z zainstalowanym ostrzem
10G, przy predkosci obrotow 16 000 rpm (ustawienie nr 3) przez 10 s. Potem wirowano
probke, a uzyskany osad zawieszano w buforze 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 i przechowywano w

temperaturze -80°C. Stezenie biatka w uzyskanym preparacie oznaczano metoda Lowry’ego.

Prazkowie z mozgu szczura

Po usunigciu kory z mézgu szczura, wypreparowano znajdujaca si¢ przed sklepieniem,
ciemniejszg tkanke odpowiadajaca prazkowiu i umieszczono ja w naczyniu z zimnym
buforem Tris-HCI 50 mM, pH 7,4. Tkank¢ homogenizowano przy uzyciu stosowanego
wczesniej homogenizatora Ultra-Turrax, przy predkosci obrotéw ostrza - 16 000 rpm przez
Kilka sekund. Otrzymang zawiesing wirowano (48 400xg, 15 min, 4°C). Po usunigciu
nadsgczu, uzyskany osad zawieszano w $wiezej porcji buforu Tris-HCIl i1 ponownie
homogenizowano oraz wirowano w identycznych jak wczesniej warunkach. Po zakonczeniu
drugiego etapu wirowania i zawieszeniu osadu w buforze Tris-HCI, preparat porcjowano do
proboéwek polipropylenowych, oznaczano zawarto$¢ biatka i umieszczano w zamrazarce

niskotemperaturowej (-80°C).

5.4.5.4. Oznaczanie steienia biatka metodg Lowry’ego

Stezenie biatka w preparatach bton linii komoérkowych i tkanek zwierzecych byto oznaczane
w oparciu o metode Lowry’ego. Technika ta obejmuje reakcje siarczanu miedzi i winianu
sodu w $rodowisku zasadowym, skutkujaca utworzeniem kompleksu miedzi (Cu?") i biatka.
W kolejnym etapie, do mieszaniny reakcyjnej dodawany jest odczynnik Folina-Ciocalteau
(kompleks kwasow fosfomolibdenowego i fosfowolframowego), ktory w obecnosci
aminokwaséw aromatycznych biatka, ulega powolnej redukcji w ilosci proporcjonalnej do
skompleksowanych jonow miedzi, a tym samym proporcjonalnie do stezenia biatka w
badanej probce. Powstajacy w wyniku redukcji odczynnika Folina-Ciocalteau rozpuszczalny
w wodzie, barwny produkt, jest oznaczany spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 750 nm.

Stezenie bialka w badanej probce wyznaczane jest w oparciu o krzywa standardowa,
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wykre§long dla preparatu referencyjnego biatka, najczgéciej albuminy (BSA). Zakres
pomiarowy metody obejmuje stezenie biatka pomigdzy 1-100 pg/ml.
Odczynniki niezbedne dla przeprowadzenia oznaczania bialka metoda Lowry’ego

przygotowano wedtug nastepujacych przepisow:

Odczynnik A

Na2,CO3 10¢g
NaOH (0,1 M) 500 ml

Odczynnik B

CuzS0s4 - 5H20 0,25¢g
winian sodu 0,59
woda dejonizowana 50 ml

Odczynnik C

Przygotowany bezposrednio przed oznaczeniem, poprzez potaczenie 50 cz. obj.
odczynnika A z 1 cz. obj. odczynnika B

Odczynnik D

Roztwor roboczy odczynnika Folin-Ciocalteau otrzymano poprzez potaczenie 90 ml
wody dejonizowanej 1 18 ml st¢zonego odczynnika oraz umieszczono w ciemnej butelce
w celu ochrony przed $wiattem.

Roztwdr wzorcowy albuminy otrzymano odwazajac 5 mg biatka i rozpuszczajac je w 5 ml
wody ultraczystej. Nastepnie dokonano pomiaru absorbancji uzyskanego roztworu przy
dtugosci fali 280 nm wzgledem proby Slepej, ktorag stanowita woda. Zaktadajac, ze
wspotczynnik absorpcji  wilasciwej dla albuminy przy tej dlugosci fali wynosi
«=0,661-g?-cm?, wyznaczono rzeczywiste stezenie uzyskanego roztworu korzystajac ze
wzoru: ¢ [mg/ml] = A/ 0,66.

Oznaczone stezenie roztworu wzorcowego albuminy wykorzystano przy obliczaniu
rzeczywistego st¢zenia biatka w poszczegodlnych rozcienczeniach roztworu podstawowego,
wykonanych jak w Tabeli 5.11 na potrzeby wyznaczenia krzywej wzorcowej.

Tabela 5.11 Przygotowanie rozcienczen roztworu wzorcowego albuminy do krzywej wzorcowej w
metodzie Lowry’ego.

L Objetos¢ roztworu Objetos¢ wody Stezenie biatka w
P. . LI . .
wzorcowego albuminy [ul] dejonizowanej [pl] proébce [pg/ml] 2
1 10 190 50
2 20 180 100
3 40 160 200
4 60 140 300
5 80 120 400

2. przy zatozeniu st¢zenia wyjsciowego roztworu albuminy - 1 mg/ml.
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Wiasciwe oznaczenie stezenia biatka w preparacie bton przeprowadzano, dodajac w pierwszej
kolejnosci 1 ml odczynnika Lowry’ego (odczynnik C) do 0,2 ml proby badanej, proby Slepej
lub proby o znanym stezeniu albuminy i inkubowano przez 20 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie do wszystkich probek dodawano odczynnika Folin-Ciocalteau
(odczynnik D), doktadnie mieszano i pozostawiano na 30 minut. Po tym czasie dokonywano
pomiaru absorbancji probek, wykreslano krzywa standardowsa dla probek o znanym stgzeniu
albuminy i na jej podstawie wyliczano stezenie bialka w oznaczanym preparacie. Schemat

catego eksperymentu przedstawia Tabela 5.12.

Tabela 5.12 Schemat oznaczania st¢zenia biatka metodg Lowry’ego

Proba $lepa Préba stanc_iardowa Proba bagana
albuminy (rozc. 1:20)

Woda dejonizowana 200 pl - 190 i
Preparat bton - - 10 i
s " - 200, -
Odczynnik C 1000 pl
Inkubacja 20 min, temp. pok.
Odczynnik D 100 pl
Inkubacja 30 min, temp. pok.

5.4.5.5. ZaloZenia analizy saturacyjnej

Analiza saturacyjnego wigzania radioligandow jest testem, w ktorym oznaczane jest
specyficzne wigzanie radioliganda do receptorow, ulegajace wysyceniu wraz ze wzrostem
stezenia znakowanego liganda w kolejnych probkach. Specyficzne wigzanie radioliganda

mozna opisa¢ za pomocg rownania:

SB _ Bmax ><CRL

K, +Cy (5:3)

gdzie: SB - wigzanie specyficzne radioliganda (ang.: specific binding), Bmax - gestosé

receptorow, Kq - stata dysocjacji radioliganda, g, - stgzenie niezwigzanego radioliganda.
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Zobrazowaniem rownania 5.3 jest krzywa saturacyjnego wigzania radioliganda (Rys. 5.3).
Z interpretacji wykresu wynika, ze wartos¢ statej Kq odpowiada stezeniu radioliganda, dla
ktoérego obserwuje si¢ wysycenie 50% specyficznych miejsc wigzacych, natomiast wartos¢
Bmax to teoretyczny poziom wigzania radioliganda, odpowiadajacy catkowitemu wysyceniu

receptorow.

wigzanie specyficzne

Ky stezenie radioliganda

Rysunek 5.3 Standardowa krzywa saturacyjnego wigzania radioliganda.

Celem testow saturacyjnego wigzania radioligandow jest wyznaczenie powinowactwa
znakowanego liganda wzgledem badanego receptora, wyrazonego poprzez stata dysocjacji K,
a takze okreSlenie ilosci receptorowych miejsc wigzacych w wykorzystanym preparacie
tkankowym lub komorkowym, opisanych za pomocg parametru Bmax. Pordwnanie
parametrow wigzania Kq I Bmax, wyznaczonych dla réznych preparatow bton, pozwala m.in.
odpowiedzie¢ na pytanie jak modyfikacja biatka receptorowego lub tez zmiana systemu
ekspresyjnego wptywa na charakterystyke farmakologiczng i poziom ekspresji receptora.

W ramach niniejszej pracy, eksperymenty wigzania saturacyjnego radioligandéw
wykonywano, inkubujgc statg, okreslong ilos¢ wyizolowanej frakcji blonowej receptoréw ze
zmiennym stezeniem znakowanego liganda receptora, wyznaczajac w ten sposob catkowite
wigzanie radioliganda (TB, ang.: total binding) dla catego badanego zakresu stezen.
Rownolegle przygotowywano probki zawierajace, oprocz biatka receptorowego 1
radioliganda, takze ligand nieznakowany, w stezeniu gwarantujgcym catkowite wyparcie
radioliganda ze specyficznych miejsc wigzania. Wyznaczano w ten sposéb poziom wigzania
niespecyficznego (NSB, ang.: non-specififc binding), za ktére odpowiada¢ moze m.in.
wigzanie radioliganda do pokrewnych receptoréw, obecnych w wykorzystanym materiale

biologicznym lub tez interakcja z innymi komponentami prébki (wigzanie do warstwy
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lipidowej btony komoérkowej, materiatu filtréw 1 proboéwek, w ktorych przeprowadza sig
oznaczenia). Roéznica pomiedzy wigzaniem calkowitym a wigzaniem niespecyficznym

wyznacza poziom wigzania specyficznego dla danego stezenia radioliganda:
SB =TB - NSB, (5.4)

gdzie: SB - wigzanie specyficzne, TB - wigzanie catkowite, NSB - wigzanie niespecyficzne.

Radioaktywno$¢ niezwigzanego radioliganda w probkach oznaczano, dokonujac pomiaru
radioaktywnos$ci rozcienczen radioliganda, dodawanych do preparatu bton komoérkowych
(TA, ang.: total added) i odejmujac od zmierzonej wartosci catkowita frakcje zwigzanego

radioliganda:
RLniezw. [dpm] = TA [dpm] - TB [dpm], (5.5)

gdzie: RLniezw. - radioaktywno$¢ niezwigzanego radioliganda w stanie rownowagi,
TA - radioaktywno$¢ caltkowitej ilosci radioliganda dodanego do probki, TB - wigzanie
catkowite radioliganda w stanie rownowagi.
Na podstawie wyznaczonej radioaktywnosci niezwigzanego radioliganda, wyliczano jego
stezenie w probcee, korzystajac ze wzoru 5.6.

RLniezw. [dpm]

C, [NM]= )
w [MM] SA[dpm/ fmol]xV , [4d]

(5.6)

gdzie: ¢, - stezenie niezwigzanego radioliganda, RlLniezw. - radioaktywnos¢ niezwigzanego
radioliganda, SA - aktywnos$¢ specyficzna radioliganda (ang.: specififc activity), V - objetosc
probki, przy czym aktywnos$¢ specyficzng wyrazona w [dpm/fmol] obliczano na podstawie
warto$ci podanej przez producenta 1 wyrazonej w jednostkach [Ci/mmol], korzystajac z

zaleznoéci 1 Ci = 2,22 x 10*2 dpm. Stad:

SA [dpm/fmol] = SA [Ci/mmol] x 2,22. (5.7)
Ostatecznie, wyznaczong wczesniej wartos¢ wigzania specyficznego, wyrazano jako ilos¢
zajetych miejsc specyficznie wigzacych radioligand [fmol] w przeliczeniu na ilo$§¢
zastosowanego biatka [mg], korzystajac z zalezno$ci:

SB[dpm]

B[ fmol / mg] = ,
SA[dpm/ fmol]xm . [mg]

(5.8)

gdzie: B - wigzanie wlasciwe (ang.: binding), SB - wigzanie specyficzne, SA - aktywno$¢

specyficzna radioliganda, m__. - ilo$¢ biatka w probcee.

prot.
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Uzyskane wyniki przedstawiano na wykresie jako zalezno$¢ wigzania wlasciwego w funkcji
stezenia wolnego radioliganda. Wzgledem otrzymanych punktéw przeprowadzano analize
regresji nieliniowej z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad Prism, stosujagc model
wigzania saturacyjnego z jednym miejscem wigzacym (ang.: saturation binding - one site
model). Na podstawie przeprowadzonej analizy, wyznaczano wartosci statej Kq, bedacej miarg
powinowactwa liganda oraz parametr Bmax, bgdacy miarag maksymalnej liczby miejsc
specyficznie wigzacych radioligand w przeliczeniu na miligram biatka w badanym preparacie

bton komérkowych [238, 267-269].

5.45.6. Zaloienia analizy kompetycyjnej

W ramach testow kompetycyjnego wigzania radioligandow, mozliwe jest posrednie
wyznaczenie powinowactwa receptorowego nieznakowanych potaczen, poprzez pomiar ich
zdolno$ci do wspolzawodnictwa z radioaktywnym ligandem o kieszen wigzaca receptora.
W testach tego typu stosuje si¢ state stezenie zwigzku znakowanego izotopowo, natomiast
zmianie podlega st¢zenie konkurencyjnego liganda nieznakowanego, ktory wypiera
radioligand z potaczen z bialkiem receptorowym, prowadzac do obnizenia st¢zenia
kompleksow radioligand-receptor. Obserwowane zmiany poziomu wigzania specyficznego
radioliganda w zaleznosci od st¢zenia testowanego zwigzku nieznakowanego przedstawia

Rysunek 5.4.
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Rysunek 5.4 Krzywa hamowania wigzania radioliganda do biatka receptorowego w funkcji rosngcego
stezenia nieznakowanego zwiazku (L). ICsp - stezenie L, przy ktorym obserwuje si¢ 50% zahamowanie
wigzania radioliganda.

Testy kompetycyjnego wigzania radioligandow prowadzono, inkubujac badane zwiazki i
selektywny ligand znakowany izotopowo wraz z preparatem biatkowym, zawierajagcym

odpowiedni receptor.
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W kazdym eksperymencie uwzgledniono odpowiednie kontrole, w postaci:

- probek zawierajacych DMSO, czyli rozpuszczalnik wykorzystywany do przygotowania
roztworow podstawowych zwigzkéw badanych w ramach niniejszej pracy - wyznaczenie
wigzania calkowitego radioliganda (TB),

- probek zawierajacych nieznakowany, selektywny wzgledem danego typu receptora ligand
referencyjny, zastosowany w st¢zeniu, przy ktorym radioligand zostawal catkowicie
wyparty z miejsc wigzacych w biatkach receptorowych - wyznaczenie wigzania
niespecyficznego (NSB).

Obliczona  roznica  pomigdzy  wigzaniem  catkowitym a  niespecyficznym

(SBpmso = TB - NSB), wyznaczata warto$§¢ wigzania specyficznego radioliganda, ktora

stanowita poziom odniesienia (100%) w procedurze normalizacji uzyskanych wynikow. W

celu jej przeprowadzenia, dla kazdego pomiaru wigzania radioliganda w obecnos$ci badanego

zwigzku, po odjeciu wigzania niespecyficznego, wyliczano procent wigzania specyficznego

na podstawie rownania:

SB, [cpm] x100%
%sB, = SoLlcpm]x100% (5.9)

SBDMSO[Cpm]
gdzie: %SB, - % specyficznego wigzania radioliganda w obecnosci badanego
zwiazku, SB; - specyficzne wigzanie radioliganda w obecno$ci badanego zwiazku,

SBpuso - specyficzne wigzanie radioliganda w obecnosci DMSO.
Uzyskane wyniki przeksztalcano dodatkowo w oparciu o wzér 5.10, uzyskujac w ten
informacj¢ o stopniu hamowania wigzania radioliganda do receptora w obecno$ci badanego

zwigzku, bedaca wstepng miarg sity oddziatywania danego potgczenia z receptorem.
%hamowania =100% — %SB, (5.10)

We wstepnych etapach badania powinowactwa rozwazanych potaczen, analize kompetycyjna
przeprowadzano dla jednego st¢zenia zwigzku (najczgsciej 1uM lub 10uM, w zaleznosci od
typu receptora). Jesli zwigzek spetnial kryteria wlaczenia do dalszych badan (opisane dalej
szczegbtowo dla poszczegdlnych receptorow), wykonywano dla niego oznaczenia w
szerszym zakresie stezen. Uzyskane w toku tych oznaczen wyniki przedstawiano na wykresie
jako zalezno$¢ % wigzania specyficznego radioliganda od stezenia badanego zwigzku.
Wzgledem uzyskanych danych przeprowadzano analiz¢ regresji nieliniowej w modelu

krzywej sigmoidalnej, typu dawka-efekt (ang.: sigmoidal dose-response curve), w wyniku
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ktorej wyznaczano parametr 1Cso, a nastepnie, korzystajac z rownania Cheng-Prusoffa [270],

obliczano wartos$¢ statej dysocjacji Ki dla badanego liganda:

« _ 1Sy

L, G (5.11)

Kq

gdzie: K; - stala dysocjacji liganda, ICso - stezenie liganda przy ktorym obserwuje sie
50-procentowe zahamowanie wigzania radioliganda, Cg - st¢zenie radioliganda, Kg - stata
dysocjacji radioliganda.

W celu wyznaczenia st¢zenia radioliganda, dokonywano pomiaru radioaktywnos$ci probki
roztworu podstawowego radioliganda o takiej objetosci, jaka byta dodawana do wiasciwych
mieszanin inkubacyjnych w danym tescie, a nast¢gpnie przy zalozeniu, ze wigzanie
radioliganda do receptorow nie obniza istotnie jego st¢zenia w probce, wyliczano stezenie

radioliganda ze wzoru:

c.. ["M] = TA[cpm]
R 22,2 x SA[Ci / mmol]xV[ml] x Eff '

(5.12)
gdzie: cg - stezenie radioliganda, TA - wynik pomiaru radioaktywnosci probki roztworu
podstawowego radioliganda w liczniku scyntylacyjnym, SA - aktywno$¢ specyficzna
radioliganda, V - objeto$¢ calkowita mieszaniny inkubacyjnej w danym tescie
komptetycyjnego wigzania radioliganda, Eff - wydajnosc¢ licznika scyntylacyjnego.

Powyzszy wzor wyprowadzono, podstawiajgc podang wczesniej zalezno$¢ 5.7 oraz rOwnanie

opisujace wydajno$¢ licznika scyntylacyjnego:

TA[cpm] x100%
Eff [%] =
] TA[dpm] (5.13)
do wzoru:
TA{dpm]
Co [NM] = .
«[1M] SA[dpm/ fmol]xV[mI]x1000 (5.14)

Szczegdlnym przypadkiem analizy wigzania kompetycyjnego jest test wigzania ligandow
homologicznych, czyli eksperyment, w ktorym stosuje si¢ rownocze$nie wybrany radioligand
1 jego analog nieznakowany. W testach tego typu zaklada si¢, ze powinowactwo obu
ligandow wzgledem badanego receptora jest takie samo, a ponadto wigzanie ligandéw nie ma
charakteru kooperatywnego i nie skutkuje ono wyraznym obnizeniem frakcji niezwigzanych

ligandow. W takich warunkach mozliwe jest wyznaczenie, za pomocga omawianego testu,
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wszystkich parametrow charakterystycznych dla oznaczenia saturacyjnego wigzania
radioliganda, a wiec statej Kq i gestosci receptorow - Bmax.

W ramach wykonanych analiz, po oznaczeniu eksperymentalnym wigzania radioliganda,
przeprowadzano analiz¢ regresji nieliniowej dla punktow na wykresie przedstawiajacym

zalezno$¢ wiazania catkowitego (TB) wzgledem stgzenia nieznakowanego liganda (cgy).
Dopasowanie krzywej przeprowadzano w oparciu o model krzywej sigmoidalnej wigzania
homologicznego, przy zatozeniu wystepowania jednorodnej populacji miejsc wigzacych
(ang.: one site - homologous binding), ktory jest opisany réwnaniem:

B e [dPM]x Cp [NM]
Cy[NM]+c [NM]+ K, [NM]

TB[dpm] = + NS[dpm], (5.15)

gdzie: TB - wiazanie calkowite radioliganda, Bmax - teoretyczny poziom wigzania
radioliganda, odpowiadajacy calkowitemu wysyceniu receptoréw, Cg - stale stezenie
radioliganda, ¢, - zmienne st¢zenie nieznakowanego analogu radioliganda, Kgq - stata
dysocjacji radioliganda, NS - wigzanie niespecyficzne radioliganda.

W wyniku dopasowania krzywej wyznaczano parametry: Bmax - wyrazony liczbg rozpadow na
minute (dpm, ang.: disintegrations per minute), poziom wigzania niespecyficznego (NS) w
tych samych jednostkach oraz warto$¢ statej dysocjacji radioliganda - Kg. Przeliczenia

jednostek parametru Bmax z [dpm] na [fmol/mg] dokonywano w oparciu 0 wzor 5.8.

5.4.5.7. Testy saturacyjnego wigzania ligandow receptorow adenozynowych Azxn

Wiazanie agonisty receptorow adenozynowych Aza - [PH]CGS21680

Testy saturacyjnego wigzania radioliganda [*H]CGS21680 zostaly przeprowadzone
wzgledem: a) komercyjnego preparatu blon komoérek HEK293, charakteryzujacych sie
stabilng ekspresja receptora adenozynowego Aza typu dzikiego (10 pg biatka/probke);
b) preparatu bton komorek linii CHO, przej$ciowo transfekowanych plazmidem kodujacym
biatko fuzyjne receptora adenozynowego A:a z biatkiem cyjanowej fluorescencji (30 pg
biatka/probke); c) preparatu bton komorek linii HEK293, stabilnie transfekowanych tym
samym plazmidem (100 pg biatka/probke). Dwa pierwsze eksperymenty wykonano w
Katedrze Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Bonn, natomiast ostatnie z wymienionych
badan zostalo przeprowadzone w Pracowni Farmakologii Biochemicznej Zaktadu
Farmakologii w Instytucie Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

W badaniach wykorzystano radioligand o aktywnosci specyficznej 39 Ci/mmol (oznaczenia a

1 b) lub 40,5 Ci/mmol (oznaczenie c), ktéry stosowano w stezeniu od 0,06 do 40 nM. Gorna
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granica zakresu st¢zen byla podyktowana konieczno$cia uzycia duzej ilosci radioliganda o
wzglednie wysokiej aktywnos$ci specyficznej, niezbednej do uzyskania pozadanego stezenia
znakowanego liganda w objetosci probki 400 pl. Poziom wigzania niespecyficznego
radioliganda byt oznaczany w obecnosci 2-chloradenozyny (CADO) o stezeniu 20 uM.

Probki testowe przygotowywano w probowkach polipropylenowych, dodajac kolejno

nastepujace sktadniki mieszaniny inkubacyjnej:

- Bufor Tris-HCI, 50 mM, pH 7,4 90 pl
- 40 mM roztwor MgCl, w wodzie ultraczystej 100 ul
- DMSO lub 800 uM roztwoér CADO w DMSO 10 ul

- Roztwor radioliganda w 50 mM buforze Tris-HCI 100 ul

- Rozcienczony preparat bton komoérkowych 100 pl

Po dodaniu preparatu biatkowego, probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez
1 godzing do osiagnig¢cia stanu rownowagi. Nastepnie niezwigzany radioligand oddzielano na
drodze filtracji przez filtry z wtokna szklanego (GF, ang.: glass fiber) klasy B, korzystajac z
urzadzenia do filtracji prozniowej (ang.: vacuum harvester), pozwalajacego na jednoczesng
filtracje 48 probek. Zastosowanie takiego ukladu skutkuje zwigkszong powtarzalno$ciag
wynikow oraz skroceniem czasu ptukania filtréw, zapobiegajac w ten sposdb oddysocjowaniu
zwigzanego radioliganda od biatka. Filtry z osadzonymi na nich kompleksami radioligand-
receptor, przenoszono do naczynek scyntylacyjnych i po dodaniu ptynu scyntylacyjnego,
oznaczano radioaktywnos¢ probek. Wyniki analizowano zgodnie z wcze$niejszym opisem,

korzystajac z oprogramowania GraphPad Prism.

Wiazanie antagonisty receptorow adenozynowych Aza - [PHIMSX-2

Materiatem biologicznym wykorzystanym w eksperymencie byt preparat bton komorek CHO,
przejsciowo transfekowanych plazmidem phA;a AR-ECFP. Stosowano 30 pg biatka na
probke. Wigzanie znakowanego trytem zwigzku MSX-2, o aktywnosci specyficznej
84 Ci/mmol, badano w zakresie stezen od 0,01 do 12 nM. Do wyznaczenia poziomu wigzania
niespecyficznego radioliganda wykorzystano 5’-(N-etylokarboksyamido)adenozyng (NECA)
w stezeniu 50 uM.

Sktad przygotowywanych mieszanin inkubacyjnych byl nastepujacy:

- Bufor Tris-HCI, 50 mM, pH 7,4 190 pl

- DMSO lub 2 mM roztwér NECA w DMSO 10 l

- Roztwoér radioliganda w 50 mM buforze TRIS-HCI 100 pl

- Rozcienczony preparat blon komorkowych 100 ul
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Odpowiednio przygotowane probki inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej i
postepowano dalej, jak w przypadku testu saturacyjnego wiazania [°H]CGS21680, przy czym
stosowany filtr GF/B byt przed filtracja dodatkowo zwilzony poprzez zanurzenie na 45 min

w 0,3% wi/v roztworze polietylenoiminy (PEI).

5.4.5.8. Testy kompetycyjnego wigzania ligandow receptorow adenozynowych

Analiza kompetycyjnego wigzania ligandow receptorow adenozynowych byta prowadzona
wzgledem ludzkich i szczurzych podtypow receptoréw adenozynowych A1, Aza, Azs i As.
Wszystkie testy byly wykonywane w catkowitej objetosci 400 ul. Mieszaniny inkubacyjne
przygotowywano dodajac kolejno: 190 pl buforu inkubacyjnego, 10 pl roztworu badanego
zwigzku w DMSO (ewentualnie 10 pl samego rozpuszczalnika, aby wyznaczy¢ wigzanie
catkowite radioliganda lub roztworu odpowiedniego liganda referencyjnego, w celu
wyznaczenia poziomu wigzania niespecyficznego), 100 pl roztworu radioliganda i 100 pl
zawiesiny preparatu blon. Roztwor podstawowy radioliganda oraz rozcienczony preparat
biatkowy przygotowywano we wilasciwym dla danego testu buforze inkubacyjnym. Do
materialu biologicznego dodawano deaminazy adenozyny w ilosci 2 jednostek enzymu na ml
rozcienczonego preparatu bton, w celu eliminacji endogennej adenozyny. Po zakonczeniu
przewidywanego okresu inkubacji, probki przesgczano przez filtry z widkna szklanego przy
uzyciu 48-pozycyjnego zestawu do filtracji prézniowej i osadzony na filtrach materiat
ptukano 3-krotnie 3 ml zimnego buforu pluczacego. Nastgpnie filtry umieszczano w
naczynkach scyntylacyjnych, dodawano po 2,5 ml ptynu scyntylacyjnego i inkubowano przez
6 godzin przed umieszczeniem probek w liczniku scyntylacyjnym. Oznaczenia wykonywano
3-krotnie, przygotowujac probki w trzech powtorzeniach dla testoéw z wykorzystaniem tkanek
zwierzgeych. Natomiast testy z uzyciem preparatow blon rekombinowanych komorek
wykonywano 3-krotnie w jednym powtorzeniu, ze wzglgdu na duzy koszt oznaczenia.
Zatozona procedura eksperymentalna nie wptywata negatywnie na jakos$¢ rezultatow.
Uzyskiwano wysoka powtarzalno$¢ wynikow 1 dobre dopasowanie krzywych wigzania.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzano oznaczenia skriningowe, okreslajac zdolno$é
rozwazanych potaczen, zastosowanych w stgezeniu 1 pM, do hamowania specyficznego
wigzania radioligandow do poszczegdlnych podtypoéw receptorow adenozynowych. W
sytuacji, gdy procent hamowania wigzania radioliganda przekraczat zalozong dla danego
podtypu receptora warto$¢ - wykonywano oznaczenia w szerszym zakresie st¢zen badanego
zwigzku 1 w oparciu o analiz¢ Cheng-Prusoffa, wyznaczano dla niego warto$¢ statej Ki.

Wartos$¢ progowa procentu hamowania wigzania radioliganda zostata wyznaczona w oparciu
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o wczesniejsze doswiadczenia z wykorzystaniem omawianych testoéw radioreceptorowych.
Roéznice pomiedzy podtypami receptorow wynikaty z faktu, ze w poszczegdlnych testach
stosowano zarowno znakowanych agonistow, jak 1 antagonistow receptoréw oraz zmienny
byl stosunek stezenia radioliganda wzgledem odpowiedniej statej dysocjacji - Ka.

W Tabeli 5.13 zaprezentowane zostaty szczegétowe informacje odnosnie testow wykonanych
dla poszczegdlnych podtypéw receptorow adenozynowych, w tym: rodzaj uzytego
radioliganda 1 jego stata dysocjacji wzgledem badanego receptora, a takze stezenie koncowe
w oznaczeniu. Ponadto wskazano zrodio biatek receptorowych, warunki oznaczenia wigzania
niespecyficznego radioliganda, temperature i czas inkubacji, sktad buforu inkubacyjnego i
buforu pluczacego, a takze rodzaj stosowanego filtru oraz kryteria wiaczenia zwigzku do

testow shuzacych wyznaczeniu statej K.

Tabela 5.13 Szczegdtowe warunki przeprowadzenia kompetycyjnych testow wigzania ligandow
receptorow adenozynowych.

Szczurzy receptor adenozynowy A:

radioligand [3H]CCPA Ke: 0,2nM

stezenie radioliganda: 1 nM

- . . kora mézgowa wigzanie
materiat biologiczny: szczura, 100 pg niespecyficzne: CADO, 10 uM
warunki inkubacji: 1,5 h, temp. pok. filtracja: GF/B

bufor inkubacyjny: 50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

bufor ptuczacy: 50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

kryterium wigczenia do

.. % hamowania wigzania radioliganda 2 30%
poszerzonych badan:

Ludzki receptor adenozynowy A;

radioligand [*H]CCPA Ke: 0,61 nM

stezenie radioliganda: 1 nM

s . . prep. bton kom. wigzanie
materiat biologiczny: CHO-hA1, 125 pg niespecyficzne: CADO, 10 uM
warunki inkubacji: 1,5 h, temp. pok. filtracja: GF/B

bufor inkubacyjny: 50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

bufor ptuczacy: 50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

kryterium wigczenia do

.. % hamowania wigzania radioliganda 2 20%
poszerzonych badan:
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Tabela 5.13, cd. Szczegdtowe warunki przeprowadzenia kompetycyjnych testow wigzania ligandow

receptorow adenozynowych.

radioligand

materiat biologiczny:
warunki inkubaciji:
bufor inkubacyjny:

bufor ptuczacy:

kryterium wigczenia do
poszerzonych badan:

Szczurzy receptor adenozynowy Aza
[BH]MSX-2 Ka:
stezenie radioliganda:

wigzanie
niespecyficzne:

prazkowie mézgu
szczura, 100 ug

0,5 h, temp. pok. filtracja:
50 mM TRIS-HCI, pH 7,4
50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

% hamowania wigzania radioliganda 2 45%

8 nM

1nM

NECA, 50 uM

GF/B
zwilzony 0,3 % PEI

radioligand

materiat biologiczny:
warunki inkubaciji:
bufor inkubacyjny:

bufor ptuczacy:

kryterium wigczenia do
poszerzonych badan:

Ludzki receptor adenozynowy Aza

[BH]MSX-2 Ka:

stezenie radioliganda:

prep. bton kom.
HEK-293-hAza, 2 ug

0,5 h, temp. pok.

wigzanie
niespecyficzne:

filtracja:
50 mM TRIS-HCI, pH 7,4
50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

% hamowania wigzania radioliganda 2 25%

7,3nM

1nM

NECA, 50 uM

GF/B
zwilzony 0,3 % PEI

radioligand

materiat biologiczny:
warunki inkubaciji:
bufor inkubacyjny:

bufor ptuczacy:

kryterium wigczenia do
poszerzonych badan:

Szczurzy receptor adenozynowy Azs

[®H]PSB-603 Ka:

stezenie radioliganda:

wigzanie
niespecyficzne:

prep. bton kom.
CHO-rAzg, 40 ug

75 min, temp. pok. filtracja:
50 mM TRIS-HCI, pH 7,4
50 mM TRIS-HCI, 0,1% BSA, pH 7,4

% hamowania wigzania radioliganda 2 35%

0,45 nM

0.3nM

DPCPX, 10 uM

GF/B
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Tabela 5.13, cd. Szczegdtowe warunki przeprowadzenia kompetycyjnych testow wigzania ligandow

receptorow adenozynowych.

Ludzki receptor adenozynowy Azs

radioligand [*H]PSB-603 Ke: 0,41 nM
stezenie radioliganda: 0,3 nM
L . . prep. bton kom. wigzanie
materiat biologiczny: CHO-hAss, 30 g niespecyficzne: DPCPX, 10 uM
warunki inkubacji: 75 min, temp. pok. filtracja: GF/B
bufor inkubacyjny: 50 mM TRIS-HCI, pH 7,4
bufor ptuczacy: 50 mM TRIS-HCI, 0,1% BSA, pH 7,4
kryterium wigczenia d,(? % hamowania wigzania radioliganda 2 50%
poszerzonych badan:
Szczurzy receptor adenozynowy As
radioligand [*H]NECA Ke: 48 nM
stezenie radioliganda: 10 nM
- . . prep. bton kom. wigzanie )
materiat biologiczny: CHO-rAs, 50 g niespecyficzne: R-PIA, 100 uM
warunki inkubacji: 3 h, temp. pok. filtracja: GF/B

bufor inkubacyjny:

bufor ptuczacy:

kryterium wigczenia do
poszerzonych badan:

50 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl,, pH 8,25

50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

% hamowania wigzania radioliganda 2 35%

radioligand

materiat biologiczny:
warunki inkubaciji:
bufor inkubacyjny:

bufor ptuczacy:

kryterium wigczenia do
poszerzonych badan:

Ludzki receptor adenozynowy As;

[*H]PSB-11 Kg:

stezenie radioliganda:

wigzanie
niespecyficzne:

prep. bton kom.
CHO-hAs, 75 ug

45 min, temp. pok. filtracja:
50 mM TRIS-HCI, pH 7,4
50 mM TRIS-HCI, pH 7,4

% hamowania wigzania radioliganda 2 45%

49 nM

1nM

R-PIA, 100 pM

GF/B
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Osobnym przypadkiem opisanych analiz kompetycyjnych byt test homologicznego wigzania
antagonisty receptoréw adenozynowych Aza - MSX-2. Oznaczenie kompetycyjnego wigzania
znakowanego i nieznakowanego analogu MSX-2 do: a) preparatu bton komoérek przejéciowo
transfekowanych konstruktem genetycznym, kodujacym biatko fuzyjne hAa AR-ECFP
(30 pg); b) komercyjnego preparatu bton komoérek z rekombinowanym receptorem typu
dzikiego (2 pg), przeprowadzono generalnie zgodnie z informacjami podanymi w
Tabeli 5.13, z tym wyjatkiem, Ze nie przygotowywano probek z czystym DMSO i NECA,
gdyz zastosowany model dopasowania krzywej nie uwzglednial punktow odpowiadajgcych
catkowitemu oraz niespecyficznemu wigzaniu radioliganda. W ramach przeprowadzonych
oznaczen, nieznakowany MSX-2 dodawano do probek w koncowym stezeniu od 0,1 nM do
1 uM, natomiast stezenie radioliganda w tescie wynosito 0,69 nM. Eksperymenty wykonano
w trzech powtdrzeniach. Analizy otrzymanych wynikow dokonano =z wuzyciem

oprogramowania GraphPad Prism zgodnie z podanym wcze$niej opisem.

5.4.5.9. Testy radioreceptorowe wzgledem receptorow kannabinoidowych

Testy radioreceptorowe w kierunku receptorow kannabinoidowych zostaly przeprowadzone z
wykorzystaniem zwiazku [*H]CP55,940, ktory byt stosowany w koncowym stezeniu 0,1 nM.
Poziom wigzania niespecyficznego radioliganda byt wyznaczany wobec nieznakowanego
CP55,940, zastosowanego w stezeniu 10 uM. Zrodtem receptoréw byty preparaty uzyskane z
kory mézgowej szczura (zrodto szczurzych receptorow CB1) lub preparaty bton komorek linii
CHO z nadekspresja ludzkich receptoréw kannabinoidowych CBi lub CB». Stosowano
odpowiednio 100 ug biatka/probke, dla materialu tkanki mozgowej szczura oraz 50 ug
biatka/probke, dla materiatu uzyskanego z rekombinowanych komorek ssaczych.

W celu przeprowadzenia oznaczenia, w proboéwkach polipropylenowych umieszczano
kolejno: 465 pl buforu inkubacyjnego (50 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl», 0,1% BSA, pH 7,4),
15 pl roztworu badanej substancji lub samego rozpuszczalnika - DMSO (stez. konc. DMSO -
2,5%), 60 pul roztworu radioliganda w buforze inkubacyjnym oraz 60 pl preparatu
biatkowego, odpowiednio rozcieficzonego buforem inkubacyjnym. Przygotowane w ten
sposob probki inkubowano przez 2 godz. w temperaturze pokojowej. Po tym okresie,
niezwigzany radioligand oddzielano na drodze filtracji przez filtry z widkna szklanego klasy
C (zwilzony 0,3% w/v roztworem PEI), analogicznie jak we wcze$niej opisanych
eksperymentach. Po 3-krotnym przeptukaniu filtrow 3 ml zimnego buforu ptuczacego
(50 mM Tris, 0,1% BSA, pH 7,4), filtry z zatrzymanymi kompleksami radioligand-receptor

suszono (1,5 h, 50°C). Nastepnie przenoszono je do naczynek scyntylacyjnych, zalewano
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ptynem scyntylacyjnym 1 dokonywano pomiaréw radioaktywno$ci po 6 godzinach
preinkubacji.

Eksperymenty kompetycyjnego wiazania [*H]CP55,940 przeprowadzano w trzech
niezaleznych prébach, kazda w dwoéch lub trzech powtorzeniach, odpowiednio dla szczurzego
receptora CB; lub podtypow ludzkich receptorow. We wstepnych prébach oznaczana byta
aktywno$¢ zwigzkow w stezeniu 10 uM. W momencie, gdy we wstepnych oznaczeniach
zwigzek hamowal wigzanie radioliganda w stopniu wigkszym niz 50%, wykonywano
oznaczenia dla siedmiu réznych stezen w zakresie od 30 nM do 100 uM, w zaleznosci od
rozpuszczalnosci danego potaczenia. Wzgledem uzyskanych wynikow przeprowadzano
analiz¢ zgodnie z rownaniem Cheng-Prusoffa, przyjmujac, ze wartosci K4 dla poszczegdlnych
podtypéw receptoréw kannabinoidowych wynosza: 0,58 nM ([*H]CP55,940 wzgl. rCBy),
2,4 nM ([®H]CP55,940 wzgl. hCB:) i 0,7 nM ([*H]CP55,940 wzgl. hCB)).

5.4.5.10. Testy radioreceptorowe w kierunku receptorow histaminowych Hs

Oznaczenia z uzyciem preparatow blon z komorek ssaczych CHO

Preparaty blon z rekombinowanych komoérek CHO wykorzystano zaréwno w testach
saturacyjnego, jak i kompetycyjnego (w tym homologicznego) wiazania [*H]histaminy. W
omawianych oznaczeniach stosowano przede wszystkim materiat biologiczny, pozyskany z
linii komérkowej otrzymanej na drodze transdukcji retrowirusowej (w ilosci 100 pg biatka na
probke). Wykorzystanoe rowniez komercyjny preparat bton (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA; w ilosci 2 pg biatka na probke), jako materiat referencyjny w tescie homologicznego
wigzania [*H]histaminy. Testy prowadzono w catkowitej objetosci 350 ul buforu
inkubacyjnego (50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 7.,4), na ktorg sktadato si¢: 25 pl roztworu
radioliganda, 25 pl roztworu zwigzku w DMSO lub samego rozpuszczalnika oraz 300 pl
rozcienczonego preparatu bton. Probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 60
minut na wytrzasarce orbitalnej (250 rpm), a nastepnie oddzielano niezwigzany radioligand na
drodze filtracji przez filtr GF/B, zwilzony 0,3% w/v roztworem polietylenoiminy. Osadzony
na filtrze materiat ptukano 8-krotnie 0,2 ml zimnego buforu 50mM Tris-HCI, pH 7,4.

Test saturacyjnego wigzania [*H]histaminy wykonano w trzech powtdrzeniach, stosujac
stezenie radioliganda w zakresie od 0,5 do 350 nM i wyznaczajagc poziom wigzania
niespecyficznego w obecnosci 100 puM histaminy. Natomiast testy kompetycyjne
wykonywano w ramach dwoch niezaleznych eksperymentéw, przeprowadzonych

kazdorazowo w trzech powtorzeniach, w ktorych stosowano radioligand w koncowym
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stezeniu 10 nM oraz oznaczane zwiazki w szeregu rozcienczen, obejmujacych zakres co

najmniej trzech jednostek logarytmu dziesigtnego ze stezenia molarnego badanych potaczen.

Oznaczenia z uzyciem preparatow blon z komoérek owadzich SO

Eksperymenty radioreceptorowe z uzyciem materialu pochodzacego z rekombinowanych
komorek owadzich przeprowadzono podobnie, jak testy wykorzystujace preparaty bton
komoérek CHO =z nadekspresja ludzkich receptoréw histaminowych Ha. Wprowadzone
modyfikacje protokotu oznaczenia obejmowaty: zastosowanie buforu inkubacyjnego o
sktadzie 12,5 mM MgClz, 1 mM EDTA i 75 mM Tris-HCI, pH 7,4 oraz przeprowadzenie
testow przy catkowitej objetosci probki rownej 0,2 ml. Ponadto preparat bton komérkowych
stosowano w ilo$ci 35 pg biatka na probke, a ptukanie filtréw GF/B z zatrzymanym
materiatem radioaktywnym wykonywano trzykrotnie 0,5 ml buforu inkubacyjnego. Stata Kgq
dla [*H]histaminy, wykorzystana do obliczen statych powinowactwa (Kj) badanych ligandéw,

zostata wyznaczona we wczesniejszych eksperymentach i wynosita 11,66 nM [262].
5.4.6. Testy funkcjonalne

5.4.6.1. Test akumulacji cAMP

Qgdlne zatozenia metody

Wiegkszo$¢ wspotczesnych technik pomiardw stezenia cAMP in vitro opiera si¢ na
wspotzawodnictwie wigzania endogennego (komorkowego) i egzogennego (dodawanego w
trakcie oznaczenia), znakowanego cAMP wzgledem biatka (kinazy, przeciwciata)
specyficznie wigzacego cAMP [205, 271]. Wariant takiego oznaczenia zostal wykorzystany
robwniez w ramach niniejszej pracy. W zastosowanej metodzie, poziom cAMP zostat
oznaczony technikg radiometryczng. Jej podstawg jest kompetycyjne wigzanie cyklicznego
AMP, uwolnionego w wyniku lizy komorek oraz znakowanego trytem analogu - [°H]cCAMP,
do kinazy biatkowej zawartej w rozpuszczalnej frakcji homogenatu kory nadnerczy krowich.
Tlo$¢ powstajacych kompleksow biatko-[PH]JCAMP jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci
nieznakowanego cAMP w probkach [272]. Przeprowadzone testy funkcjonalne aktywacji
receptorow GPCR sktadaly si¢ kazdorazowo z dwoch podstawowych etapow: 1) stymulacji
komorek zakonczonej ich liza i uwolnieniem cAMP; 2) oznaczenia cAMP w lizatach
komoérkowych.

Za rozktad cAMP w komorce odpowiadajg fosfodiesterazy (PDE, ang.: phosphodiesterase),

enzymy katalizujace reakcje hydrolizy wigzania 3’ estrowego w czasteczce cAMP,
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prowadzaca do powstania adenozyno-5’-monofosforanu. Stwierdzono wystepowanie réznych
izoform PDE, zaangazowanych w rozktad nie tylko cAMP, ale tez cGMP. Dodatkowo
obserwuje si¢ r16zng dystrybucj¢ tkankowg 1 subkomoérkowsg izoform fosfodiesteraz oraz rozne
mechanizmy kontroli ich aktywno$ci, niemniej jednak, najpowszechniejszym czynnikiem
stymulujacym aktywno$¢ PDE jest fosforylacja czasteczki enzymu przez cAMP-zalezne
kinazy, co wskazuje na to, ze podstawowa funkcja fosfodiesteraz jest udziat w sprzezeniu
zwrotnym ujemnym sygnalizacji zwigzanej z cAMP [205, 273]. Rozktad cAMP przez PDE
moze by¢ zrodtem btedéw w oznaczeniach wtoérnych przekaznikéw powigzanych z kaskadg
cyklazy adenylanowej. Przyktadowo, zwiazki o komponencie hamujacej fosfodiesteraze
mogg dawac falszywie pozytywne wyniki w kampaniach skriningowych, wymierzonych w
poszukiwanie agonistow receptorow oddziatujacych z biatkami Gs. Aby zapobiec mozliwosci
wystapienia takich artefaktow w testach funkcjonalnych akumulacji cAMP, stosuje si¢
hamujace rozktad cAMP inhibitory PDE. Przyktadem takiego inhibitora, stosowanego w
niniejszej pracy, jest zwigzek RO-201724 [274].

W celu zapewnienia odpowiedniego okna pomiarowego w testach oceniajacych hamujacy
wplyw biatek Gi na aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej, konieczne jest wstgpne pobudzenie
komorek do produkcji cAMP. Efekt ten uzyskuje si¢ stosujac forskoling - zwigzek
bezposrednio aktywujacy CA 1 prowadzacy do podwyzszenia wewnatrzkomorkowego

poziomu cCAMP.

Oznaczenie aktywno$ci antagonistéw receptoréw adenozynowych Aza i Azs

Celem oznaczen przeprowadzonych z wykorzystaniem najaktywniejszych ligandow ludzkich
receptorow adenozynowych Aza i Acg byta weryfikacja hipotezy, popartej wczesniejszymi
wynikami badan dla analogicznych zwiazkéw, odno$nie antagonistycznego charakteru tych
potaczen. Z tego powodu przeprowadzona zostata uproszczona analiza Gaddum/Schilda.
Rejestrowano zmiang przebiegu krzywej dawka-odpowiedz dla agonisty receptorow, W
obecnosci potencjalnego antagonisty, w tescie wewnatrzkomoérkowej akumulacji cAMP.
W tym celu wykonywano rownolegle oznaczenia aktywno$ci agonisty receptorow
adenozynowych - NECA, w dwoch wariantach:
- oznaczenie wptywu samego agonisty na akumulacje cAMP w komorkach z nadekspresja
wiasciwego podtypu receptora adenozynowego (Aza lub Azg),
- ocena efektu wywotanego przez agonist¢ w obecno$ci potencjalnego antagonisty,
zastosowanego w stezeniu skutkujacym minimum 4-krotng zmiang parametru ECso dla

poréwnywanych krzywych dawka-odpowiedz.
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W celu przeprowadzenia oznaczenia - 24 godziny przed wlasciwym eksperymentem, komorki
linii CHO ze stabilng ekspresja jednego z dwoch analizowanych podtypow receptora
adenozynowego, wysiewano na ptytki 24-dotkowe w ilosci 200 000 komoérek na dotek, w
standardowej pozywce hodowlanej. W dniu eksperymentu, usuwano pozywke z
przygotowanych ptytek wielodotkowych i plukano komorki przyczepione do podioza
buforem HBSS w ilosci 200 pl/dotek. Nastepnie pozostawiano komorki w identycznej ilosci

tego samego buforu przez 2 godziny w inkubatorze hodowlanym o temperaturze 37°C w

atmosferze 5% CO,. Po tym czasie, ptytki umieszczano w inkubatorze do plytek

mikrotitracyjnych o identycznej temperaturze i dodawano do dotkéw poszczegdlnych
sktadnikéw mieszaniny inkubacyjnej w kolejnosci:

- 25 pl roztworu RO-201724 o stezeniu 400 uM (stez. koncowe - 40 pM),

- po 10 minutach - 12,5 pl roztworu potencjalnego antagonisty (st¢z. koncowe: KD-357 -
5 uM, KD-114 - 10 uM, KD-414 - 2 uM, KD-423 - 2 uM) lub 12,5 ul buforu
wykorzystywanego do wykonania rozcienczen (10% DMSO, 90% HBSS) - w przypadku
ptytki kontrolnej (ocena efektu pobudzenia komoérek samym NECA),

- po nastepnych 30 minutach - 12,5 ul kazdego z jedenastu seryjnych rozcienczen NECA (w
zakresie stezen agonisty od 0,3 nM do 30 uM).

Catkowita obje¢tos¢ mieszanin inkubacyjnych wynosita 250 pl/dotek, natomiast koncowe

stezenie DMSO w probkach wynosito 1,4%. Inkubacj¢ plytek kontynuowano przez 20 minut,

a nastgpnie stymulacj¢ komorek finalizowano poprzez usunigcie zawarto$ci poszczegolnych

dotkow i1 dodanie do nich po 500 ul gorgcego buforu lizujacego (4 mM EDTA, 0,1%o Triton

X-100, 90°C). Po kolejnych 5 minutach, ptytki przenoszono na 16d i1 pobierano 50 pl lizatu

komorkowego do probowek propylenowych, w ktorych oznaczano zawarto$¢ cAMP, zgodnie

z opisang dalej procedura.

Oznaczenie aktywno$ci agonistow receptorow kannabinoidowych CB1 i CB»

W celu potwierdzenia ekspresji funkcjonalnych receptoréw kannabinoidowych w liniach
komorkowych CHO-hCB:R i CHO-hCB:R, otrzymanych na drodze transdukcji
retrowirusowej, wykonywano testy funkcjonalne z uzyciem szeregu rozcienczen
nieselektywnego agonisty receptoréw kannabinoidowych - CP55,940. Komorki
przygotowywano do testow identycznie, jak w przypadku oznaczen wykonanych dla
antagonistow receptorow adenozynowych. Stymulacje komorek na ptytkach 24-dotkowych
prowadzono rowniez w catkowitej objetosci probki rownej 250 ul/dotek, przy koncowym

stezeniu DMSO - 1,4%.
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Do 200 ul buforu HBSS w dotkach z komoérkami CHO-hCB:R lub CHO-hCB:R dodawano

kolejno:

- 25 ul roztworu RO-201724 (stez. koncowe - 40 uM),

- po 10 minutach inkubacji -12,5 ul roztworu agonisty CB1R i CB2R - CP55,940, 0 stezeniu
koncowym w zakresie od 30 pM do 100 uM,

- po kolejnych 3 minutach - forskoling (st¢z. koncowe - 10 uM), w celu zaktywowania
cyklazy adenylanowej, umozliwiajgcego ujawnienie aktywno$ci agonisty receptorow
oddziatujacych z biatkiem Gi.

Koniec stymulacji komoérek nastgpowat po 15 minutach od dodania forskoliny, w wyniku

usunie¢cia zawartosci dotkow i dodania 500 pl buforu lizujacego (4 mM EDTA, 0,1%o Triton

X-100, 90°C). Dalsze postgpowanie w oznaczeniu byto identyczne, jak we wczesniej opisane]

metodyce dla receptorow adenozynowych.

Przygotowanie preparatu bialkowego wiazacego cAMP

Nadnercza krowie pozyskane zostaly jako odpady migsne podczas uboju przemystowego
jatowek (tj. samic bydta domowego w wieku powyzej 6 miesi¢cy, przed pierwszym
wycieleniem), w obecnoSci uprawnionego lekarza weterynarii. Zamrozone tkanki
przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykorzystania w eksperymentach. Dzien
przed wykonaniem preparatyki nadnerczy, narzady umieszczano w lodéwce o temperaturze
4°C celem rozmrozenia. Od rozmrozonych nadnerczy oddzielano tkanke tluszczowa oraz
pozostatos$ci tkanki lgcznej, a nastgpnie, po rozpreparowaniu, usuwano rdzen nadnerczy
widoczny jako jasna, wyraznie odrozniajgca si¢ tkanka. Wszystkie zabiegi wykonywano w
szalce Petriego umieszczonej na lodzie. Oczyszczone kory nadnerczy dzielono na mniejsze
fragmenty i umieszczano w zimnym buforze o sktadzie: 100 mM Tris-HCI, 250 mM NaCl,
10 mM EDTA, 0,25 M sacharozy, 0,1% w/v 2-merkaptoetanolu, pH 7,4 w proporcji: 50 ml
buforu na jeden organ. Nastepnie materiat homogenizowano za pomocg dyspergatora
Ultra-Turrax z zainstalowanym ostrzem 10G, przy predkosci obrotow 16 000 rpm (ustawienie
nr 3) przez 60 s. Otrzymany homogenat filtrowano kolejno przez: metalowe sitko o $rednicy
oczek 0,8 mm, lejek Biichnera o pojemnosci 100 ml i przez 3 warstwy gazy 17-nitkowej, a
nastepnie wirowano uzyskang zawiesing (30 000xg, 4°C, 60 min). Supernatant po wirowaniu
zawieral mieszaning rozpuszczalnych biatek (w tym istotne dla wykonywanych oznaczen
kinazy biatkowe wigzace cAMP), ktorych st¢zenie oznaczano metoda Lowry’ego. Uzyskany

preparat przechowywano w temperaturze -20°C.
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Oznaczenie stezenia cAMP w lizatach komérkowych

Aby umozliwi¢ iloSciowa analiz¢ akumulacji cAMP w komorkach, rownolegle do
wlasciwego eksperymentu stymulacji  komoérek, przygotowano kolejne, 2-krotne
rozcienczenia standardowego roztworu cCAMP w zakresie stezen od 320 nM do 5 nM, ktore
wykorzystano do wykreslenia krzywej standardowej dla oznaczenia. Test wykonywano

przygotowujac mieszaniny inkubacyjne o sktadzie jak w Tabeli 5.14.

Tabela 5.14 Sktad mieszanin inkubacyjnych w oznaczeniu stezenia cAMP w lizatach komérkowych.

. Calkowite wigzanie e
Lp. Préba badana radioliganda Standardy cAMP Préba slepa
Lizat komérkowy Bufor lizujgcy Kolejne rozc. cAMP Bufor lizujgcy
1 w buforze lizujgcym
50ul 50pl 50ul 50pl
Roztwér [*H]JcAMP w wodzie ultraczystej
2 (stezenie koncowe radioliganda - 3nM)
30ul
Preparat biatka wigzgcego cAMP (30 ug/prébke) Woda ultraczysta
3 rozcienczony w wodzie ultraczystej
40ul 40ul

Otrzymane probki inkubowano na lodzie przez 1 godzine, a nastepnie [*H]cAMP zwigzany z
biatkiem kory nadnerczy, oddzielano od puli niezwigzanego radioliganda na drodze filtracji przez
filtr GF/B, przy uzyciu 48-kanatowego urzadzenia do filtracji prozniowej. Fragmenty filtra
odpowiadajace poszczegdlnym kanalom filtracyjnym przenoszono pojedynczo do naczynek
scyntylacyjnych, dodawano ptynu scyntylacyjnego i po 6 godzinach inkubacji dokonywano
pomiaru w liczniku scyntylacyjnym. Na podstawie zmierzonej radioaktywnosci probek
kontrolnych i badanych, wyznaczano ilos§¢ cAMP w poszczegélnych dotkach ptytek
hodowlanych. W pierwszej kolejnosci, od wszystkich zmierzonych warto$ci odjeto
usredniony wynik pomiarow prob Slepych. 1 tak: $redni pomiar calkowitego wigzania
radioliganda, pomniejszony o usredniong warto$¢ dla prob slepych zostal okreslony jako
parametr Co, natomiast analogiczny parametr dla pozostalych probek badanych i standardow
zostal okreslony jako Cx. Obliczone parametry wykorzystywano do wyznaczenia wartosci
ilorazu Co/ Cy, dla wszystkich rozcienczen standardu oraz probek badanych. Nastepnie
przedstawiano na wykresie zalezno$¢ ilorazu Co/Cx wzgledem stezenia CAMP w

poszczegdlnych rozcienczeniach probek standardowych. Zgodnie z zalozeniami, zalezno$¢ ta
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miata charakter liniowy. Po dopasowaniu prostej regresji, uzyskiwano réwnanie, ktore
pozwalalo wyliczy¢ stezenie cAMP w probkach badanych oraz catkowity ilo$¢ wtornego
przekaznika w 500 ul lizatu komorkowego, przy uwzglednieniu, ze w ramach prowadzonych
oznaczen pobierano Z tej objetosci 50 ul. Przyktad dyskutowanej prostej kalibracyjnej dla

wybranego eksperymentu przedstawia Rysunek 5.5.

0 100 200 300 400
CAMP [nM]

Rysunek 5.5 Przyktadowa prosta kalibracyjna dla oznaczenia stezenia cAMP w probce metoda
radiometryczna.

Ilosci cAMP w poszczegdlnych probkach badanych, wyznaczone na podstawie prostej
regresji, wyrazano jako % maksymalnej produkcji cAMP, wystepujacej w komodrkach
stymulowanych najwyzszym stezeniem NECA (dla receptorow adenozynowych) lub samag
forskoling w stezeniu 10 uM (dla receptoréw kannabinoidowych). Znormalizowane pomiary
akumulacji CAMP przedstawiano na wykresie w funkcji stezenia badanego liganda. W toku
analizy regresji, do punktow na wykresie dopasowywano krzywg sigmoidalng, dla ktorej
wyznaczano warto§¢ parametru ECsop. W przypadku oznaczania aktywnos$ci antagonistow
receptoré6w adenozynowych, w analizie Gaduum/Schilda (stuzacej wyznaczeniu stalej
wigzania antagonisty - Kp) uzywano wzoru:

%~ bRt
gdzie: Ky - stata dysocjacji antagonisty receptora, [ATG] - stezenie antagonisty, dla ktorego

(5.16)

obserwowano zmiang¢ przebiegu krzywej dawka-efekt dla agonisty, wyrazong parametrem DR
(ang.: dose ratio), czyli stosunkiem warto$ci parametru ECso wyznaczonego w obecnos$ci

antagonisty wzgledem warto$ci ECso pod nieobecno$¢ antagonisty.
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5.4.6.2. Test aktywacji szlaku f-arrestynowego

Zalozenia testu

Test funkcjonalny aktywacji szlaku [-arrestynowego moze by¢ wykorzystany do
monitorowania pobudzenia receptoréw siedmiotransbtonowych poprzez pomiar bezposrednie;j
interakcji zaktywowanych receptoréw z czasteczkami [-arrestyny. Zestaw odczynnikow
PathHunter B-arrestin Assay (DiscoveRXx) wykorzystuje do tego celu technologi¢ opartg na
procesie komplementacji dwoch fragmentow enzymu - 3-galaktozydazy. W modelu tym, przy
uzyciu technik inzynierii genetycznej, do sekwencji receptora GPCR przylaczona zostaje (W
ramach tej samej ramki odczytu) krotka sekwencja kodujaca 42-aminokwasowy C-koncowy
fragment B-galaktozydazy (PK, nazwa wtasna: ProlinK). Nastepnie uzyskuje si¢ stabilng
ekspresj¢ rekombinowanego receptora w komodrkach eukariotycznych dodatkowo
kotransfekowanych konstruktem fuzyjnym p-arrestyny i N-koncowego fragmentu
B-galaktozydazy (EA, ang.: enzyme acceptor). Dla petnej aktywnoS$ci enzymu niezbg¢dne jest
polaczenie obu fragmentéw. Dochodzi do tego w momencie zaktywowania receptora przez
zwigzanie agonisty 1 rekrutacji czasteczek p-arrestyny do receptora, czyli w sytuacji
fizycznego zblizenia obu fragmentow [-galaktozydazy. Wzrost aktywnosci enzymu moze by¢
mierzony np. poprzez pomiar konwersji substratu [-galaktozydazy na drodze reakcji

chemiluminescencyjnej (Rysunek 5.6).

Activated Arrestin-GPCR
@ GPCR
+ Ligand

Rysunek 5.6 Zasada dziatania testu aktywacji szlaku B-arrestynowego. 1. Wigzanie liganda do
rekombinowanego receptora z przylaczonym C-koncowym fragmentem f-galaktozydazy - PK
(ProlinK). 2. Zmiana konformacji receptora, przejscie w stan aktywny (ang.: Activated GPCR) i
ekspozycja miejsc fosforylacji dla kinaz receptorow GPCR - fosforylacja biatka receptorowego.
3. Rekrutacja rekombiowanej B-arrestyny do receptora. 4. Utworzenie kompleksu receptor-p-arrestyna
(ang.: Arrestin-GPCR Complex) skutkujace komplementacja fragmentow [-galaktozydazy.
5. Detekcja funkcjonalnej B-galaktozydazy na drodze specyficznej reakcji chemiluminescencyjnej
(zrédto: Instrukcja dotaczona do zestawu odeczynnikéw - PathHunter eXpress Orphan GPCR B-arrestin
Assays Product Booklet, DicoveRx Corporation, Fremont, CA, USA).
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Warunki oznaczenia

Komérki CHO z nadekspresja receptora GPRI8 wraz z przylaczonym C-koncowym
fragmentem p-galaktozydazy oraz kotransfekowane konstruktem fuzyjnym: B-arrestyna-
fragment N-koncowy p-galaktozydazy, hodowano zgodnie 2z opisanymi wczesniej
procedurami. Dzien przed eksperymentem, komorki wysiewano na biala, nieprzezroczysta
ptytke 96-dotkowa w ilosci 20 000 komorek/dotek w 90ul pozywki (Opti-MEM, 2% FBS,
100 U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny, 800 pg/ml genetycyny i 300 ug/ml
hygromycyny B) i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Po zakonczonej
inkubacji, badane zwigzki rozcienczano za pomoca buforu PBS, zawierajacego 10% DMSO
oraz 0,1% albuminy wotowej i dodawano do komorek na ptytce w objetosci 10ul. Nastepnie
ptytke inkubowano przez 90 min w temperaturze 37°C. W celu wyznaczenia poziomu
podstawowego mierzonego sygnatu luminescencyjnego, W eksperymencie uwzgledniano
probe Slepa zawierajaca sam rozpuszczalnik (PBS, 10% DMSO, 0,1% BSA). Odczynnik do
wykrywania aktywno$ci [-galaktozydazy przygotowywano zgodnie z zaleceniami
producenta. W probowce polipropylenowej mieszano chemiluminescencyjny substrat
galaktozydazy - Galacton-Star (2mM), wzmacniacz sygnatu luminescencji - Emerald-1l i
pozywke hodowlang w stosunku objetosciowym 1:5:19. Przygotowany roztwor dodawano do
wystymulowanych komorek na ptytce, w ilosci 50 pl/dotek i prowadzono inkubacje przez 60
min w temperaturze pokojowej. Po tym okresie, dokonywano odczytu luminescencji z
wykorzystaniem czytnika mikroptytek.

W pierwszej serii eksperymentOw oznaczona zostata aktywnos$¢ potencjalnych agonistow
receptora GPR18 - A°>-THC oraz NAGIy. Nastepnie seria badanych zwigzkéw - pochodnych
imidazotiazolonu, imidazotiazynonu i imidazotiazepinonu byta oznaczana w trybie agonisty,
tzn. oceniano ich zdolno$¢ do wywotania bezposredniej odpowiedzi zwigzanej z receptorem
GPR18 przy stezeniu 10 uM. Uzyskany sygnat poréwnywano z odpowiedzig na zastosowanie
10 uM roztworu A’-THC, ktora traktowano jako 100%. Ostatecznie oceniano zdolno$é
badanych polgczen, zastosowanych w stezeniu 10 uM, do zahamowania odpowiedzi
wywolanej przez A’-THC o tym samym stezeniu - byly to oznaczenia w tzw. trybie

antagonisty. Eksperymenty wykonywano trzykrotnie w trzech powtorzeniach.
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5.4.7. Bufory i roztwory

Pozywka LB

Do kolby ptaskodennej odwazono: 10 g peptonu kazeinowego, 5 g ekstraktu z drozdzy oraz
10 g NaCl. Nastegpnie dodano 950 ml wody dejonizowanej i podgrzano zawarto$¢ kolby do
catkowitego rozpuszczenia wszystkich sktadnikow. Po czgsciowym ostudzeniu, ustalono pH
pozywki na poziomie 7,5 i1 uzupeliono woda do 1000 ml. Uzyskany roztwér poddano

sterylizacji w autoklawie.

Pozywka LB z agarem

State podtoze hodowlane LB przygotowywano analogicznie jak pozywke ptynna, z ta rdznica,
ze odwazano dodatkowo 1 g agaru na kazde 100 ml pozywki. Po zakonczonej sterylizacji,
podtoze pozostawiano do cze$ciowego ostudzenia (do temperatury ok. 55°C) i wylewano po
7-8 ml do jatowych szalek Petriego o $rednicy 6 cm, wykonanych z tworzywa sztucznego.
Podloze pozostawiano do zastygnigcia w otwartych szalkach w komorze laminarnej z

wlaczong lampa UV.

Roztwory antybiotykow do hodowli bakteryjnych

Roztwory podstawowe antybiotykéw do hodowli bakteryjnych przygotowywano w stezeniu,
odpowiednio: ampicylina - 50 mg/ml i kanamycyna - 10 mg/ml. Roztwory podstawowe
dodawano do wysterylizowanych pozywek po ich czesciowym ostudzeniu, aby zapobiec
rozktadowi antybiotyku. Koncowe stezenia antybiotykéw w podlozach mikrobiologicznych

wynosity: ampicylina - 100 pg/ml 1 kanamycyna - 25 pg/ml.

Glukoza, roztwor 1 M

Odwazono 18,02 g glukozy, ktoérg nastepnie rozpuszczono w 100 ml wody dejonizowanej.
Uzyskany roztwor, ze wzgledu na termolabilno$¢ glukozy, sterylizowano na drodze filtracji

przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,22 pum.

Pozywka SOC

Do kolby ptaskodennej odwazono: 1 g peptonu kazeinowego, 0,25 g ekstraktu z drozdzy oraz
25 mg NaCl. Nastepnie dodano 0,5 ml roztworu 250 mM KCI oraz 45 ml wody
dejonizowanej 1 sterylizowano w autoklawie. Do ostudzonej, jatowej pozywki odmierzono
250 ul roztworu 2 M MgCl2 i 1 ml roztworu 1 M glukozy, a nastepnie uzupetniono jalowa
wodg do 50 ml.
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EDTA, roztwor 0.5 M

W zlewce umieszczono 90 ml wody ultraczystej oraz 18,61 g dwuwodnej soli sodowej
EDTA. Zawarto$¢ zlewki mieszano za pomocg mieszadta magnetycznego i dodawano 1 M
roztwor NaOH, w celu podniesienia wartosci pH do 8. W podanych warunkach nastepowato
catkowite rozpuszczenie EDTA. Na koniec otrzymany roztwor uzupetniano wodg do 100 ml.
Uzyskany roztwor wykorzystywano do otrzymywania rozcienczonych buforéw zawierajacych

EDTA (np.: bufor TAE; 5 mM EDTA w PBS; 50 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, itp.)

Bufor do elektroforezy TAE, 50-krotnie stezony

W celu przygotowania 50-krotnie stezonego roztworu podstawowego - 242 g Tris w postaci
wolnej zasady rozpuszczano w 800 ml wody ultraczystej, a nastepnie dodawano 57,1 ml
lodowatego kwasu octowego oraz 100 ml 0,5 M EDTA i uzupeliano woda do 1000 ml.
Roztwér roboczy buforu TAE otrzymywano poprzez 50-krotne rozcienczenie roztworu

podstawowego woda ultraczysta.

Bufor obciazajacy dla probek DNA do elektroforezy w zelu agarozowym

Bufor obcigzajacy (6-krotnie stgzony) otrzymywano przez potaczenie: 3 ml glicerolu,

25 mg bigkitu bromofenolowego oraz wody do biologii molekularnej - do 10 ml.

Penicylina i streptomycyna do hodowli komorkowych

Zawartos¢ fiolek z antybiotykami - Penicillinum crystallisatum TZF, 1 000 000 U (Polfa
Tarchomin) oraz Streptomycinum TZF, 1 g (Polfa Tarchomin) rozpuszczono w calkowitej
objetosci 20 ml wody ultraczystej uzyskujac 500-krotnie st¢zony roztwdr podstawowy
antybiotykoéw o stezeniu: 50 000 U/ml penicyliny oraz 50 000 pg/ml streptomycyny, ktory

wyjalawiano na drodze filtracji przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,22 um.

Hipoksantyna, ksantyna i kwas mykofenolowy (10 ma/ml w wodzie).

Odwazono 5 mg hipoksantyny, ksantyny lub kwasu mykofenolowego i zawieszono w 4 ml
wody ultraczystej. Nastepnie dodawano kilka kropli 1 M roztworu NaOH i mieszano do
catkowitego rozpuszczenia sktadnikéw. Uzupelniono wodg ultraczystag do 5 ml, wyjatawiono

na drodze filtracji i przechowywano w temperaturze 4°C.

Roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanem (PBS)

Odwazono: 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,42 g bezwodnego NaHPO4 oraz 0,27 g KH2POa.

Sktadniki umieszczono w zlewce i dodano 950 ml wody ultraczystej. Po rozpuszczeniu
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sktadnikéw ustalono pH na poziomie 7,4 i uzupelniono woda do 1 1. Gotowy roztwor

przeniesiono do zakrecanej butelki szklanej i sterylizowano w autoklawie.

Polietylenoimina (PEI), roztwor 1 mg/ml

Do 25 ml wody ultraczystej w polipropylenowej proboéwce odwazono 30 mg PEI i
worteksowano przez 10 minut do calkowitego rozpuszczenia polimeru, a nastepnie ustalano
pH na poziomie 7,4, uzupeliano woda do 30 ml i filtrowano przez filtr strzykawkowy o

$rednicy porow 0,22 pum.

Zréwnowazony roztwoOr soli Hanksa (HBSS, ang.: Hank'’s balanced salt solution)

Roztwor HBSS uzyskano poprzez rozpuszczenie ponizszych sktadnikow w 1000 ml
autoklawowanej wody ultraczystej i ustalenie pH na 7,3:
4,77 g HEPES (stez. koncowe - 20 mM),

7,59 g NaCl (stez. koncowe - 130 mM),

0,99 g glukozy (stez. koncowe - 5,5 mM),

0,10 g MgSO0s (stez. koncowe - 0,83 mM),

0,10 g MgClI2x6H20 (ste¢z. koncowe - 0,5 mM),

0,21 g CaCl2x2H20 (st¢z. koncowe - 1,4 mM),

0,35 g NaHCOs3 (stez. koncowe - 4,17 mM),

0,40 g KCl (stez. koncowe - 5,36 mM),

0,05 g KH2POy4 (stez. koncowe - 0,4 mM),

0,04 g Na;HPO4 (stez. koncowe - 0,3 mM).

Bufor lizujacy do oznaczenia komorkowego poziomu cAMP

W zlewce potaczono 8 ml roztworu 0,5 M EDTA (stezenie koncowe 4 mM) oraz 982 ml
wody ultraczystej i ustalono pH na 7,3, a nastepnie dodano 100 pl Tritonu X-100 (stgzenie
koncowe 0,01%).

Bufor do przygotowania preparatu biatkowego wiazacego CAMP z nadnerczy krowich
Do zlewki odwazono: 15,76 g Tris-HCI, 14,60 g NaCl i 85,58 g sacharozy, dodano 950 ml

wody ultraczystej 1 (po rozpuszczeniu sktadnikéw) 20 ml roztworu 0,5 M EDTA oraz 898 ul
2-merkaptoetanolu (p = 1,114 g/ml w 25°C). Nastepnie ustalono pH na 7,4 i uzupeliono
wodg do 1000 ml.
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Aneks

7.1. Wykaz skrotow

GPCR  receptory oddziatujace z biatkami G (ang.: G protein-coupled receptors)
2-AG 2-arachidonyloglicerol

7T™M receptory siedmiotransbtonowe (ang.: seven-transmembrane receptors)
AC cyklaza adenylanowa (ang.: adenyl cyclase)

AcCNPV  wirus poliedrozy jadrowej ¢my Autographa californica (ang.: Autographa
californica nucleopolyhedrovirus)

AEA N-arachidonyloetanolamina (anandamid)

AMP adenozyno-5’-monofosforan

AR receptory adenozynowe (ang.: adenosine receptors)
AT:R  receptor angiotensynowy typu 1

ATCC  Amerykanska Kolekcja Hodowli Komoérkowych (ang.: American Type Culture
Collection)

ATP adenozyno-5’-trifosforan
BLAST narzedzie bioinformatyczne (ang.: Basic Local Alignment Search Tool)

BRET  rezonansowy transfer energii bioluminescencji (ang.: bioluminescence resonance
energy transfer)

cAMP  cykliczny adenozyno-3',5-monofosforan
CBR receptory kannabinoidowe (ang.: cannabinoid receptors)

CHO unie$miertelnione komorki jajnika chomika chinskiego (ang.: Chinese hamster
ovary cells)

CMV  cytomegalowirus

CREB  czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi na cAMP (ang.: CAMP
response element-binding protein)

DAG 1,2-diacyloglicerol

DOPE  dioleilo-fosfatydyloetanolamina

DR receptory dopaminowe (ang.: dopamine receptors)

EBV wirus Epsteina-Barr (ang.: Epstein-Barr virus)

ECFP  biatko wzmocnionej cyjanowej fluorescencji (ang.: enhanced cyan fluorescent

protein)

ERK kinaza aktywowana przez czynniki pozakomoérkowe (ang.: extracellular regulated
kinase)

FRET  rezonansowy transfer energii fluorescencji (ang.: fluorescence resonance energy
transfer)

FSC natezenie Swiatta rozproszonego w kierunku biegu promienia lasera (ang.: forward

scatter parameter)
G418 genetycyna
GDP guanozyno-5’-difosforan
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GFP
GRK

GTP
H4R
HEK?293
IP3

IRK
MAPK
MCS
NADA
NSB
ORF
PCR
PDE
PI-3-K
PKC
PLC

pz

RFU
RhoGEF

SA
SB
SSC

SV40
TA
TB
VDCC
VSV
WT

biatko zielonej fluorescencji (ang.: green fluorescent protein)

kinazy receptorow oddziatujacych z biatkami G (ang.: G protein-coupled receptor
kinase)

guanozyno-5’-trifosforan

receptor histaminowy H4

linia komorkowa ludzkiej embrionalnej nerki (ang.: human embryonic kidney cells)
1,4, 5-trisfosforan inozytolu

wewnatrzprostowniczy kanat potasowy (ang.: inward rectifier potassium channel)
kinazy aktywowane mitogenami (ang.: mitogen-activated kinases)

miejsce klonowania, polilinker (ang.: multi-cloning site)
N-arachidonylo-dopamina

wigzanie niespecyficzne (ang.: non-specific binding)

otwarta ramka odczytu (ang.: open reading frame)

tancuchowa reakcja polimerazy (ang.: polymerase chain reaction)

fosfodiesteraza (ang.: phosphodiesterase)

3-kinaza fosfatydyloinozytoli (ang.: phosphoinositide-3-kinase)

kinaza biatkowa C (ang.: protein kinase C);

fosfolipaza C (ang.: phospholipase C)

liczba par zasad azotowych

wzgledne jednostki fluorescencji (ang.: relative fluorescence units)

czynnik wymiany nukleotydow guaninowych dla GTP-az Rho (ang.: Rho guanine
nucleotide exchange factor)

aktywnos$¢ specyficzna (ang.: specific activity)
wigzanie specyficzne (ang.: specific binding)

natezenie $wiatta rozproszonego w kierunku prostopadtym do kierunku biegu
promienia lasera (ang.: side scatter parameter)

matpi wirus nr 40 (ang.: Simian virus 40)

radioaktywnos$¢ catkowitej ilosci radioliganda (ang.: total activity)

wigzanie calkowite (ang.: total binding)

napigcio-zalezny kanal wapniowy (ang.: voltage-dependent calcium channel)
wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (ang.: Vesicular stomatitis virus)
komorki typu dzikiego (ang.: wild-type cells)
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7.2. Zalaczniki

Zalacznik 1. Mapy plazmidow wykorzystanych jako wektory genetyczne w
przeprowadzonych eksperymentach biologii molekularnej

pECFP-N1
Asel
8
Apal | (4362) SnaB | ;341)
MCS
(591-671)
Eco01091
(3856)
HSV TK
VA DECFP-NT
4.7kb BsrG | (1389)
Kan'/ SvaD
Neo' poly A Not 1 (1402)
SV40 ori
5V40
e Afll(1640)
Stul Dra lll (1874)
(2579)
591 601 B11 621 631 641 651 661 671 ECFP
. . - - . . - - - —
G CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG
Nhel Ecod?lll Bglll  Xho! : Hind 1 EcoR1 Pstl Sall Kpnl Apa BamH| Agel
Sacl Acc| Aspl81 _\ Bsp1201 Xmal
Ech3g i Sacll Smal
pPQCXIN

CMV/MSV
5'LTR

pQCXIN
7.4 kb o

MCS
(2241-2287)

IRES

=A = Forward Sequencing Primer
A== - Reverse Sequencing Primer

2240 2250 2260 2270 2280
CGCGECCGCACCGGTAGGCCTCGTACGCTTAATTAACGGATCCGGAATTCE
Not| Agel BsiWI Pacl BamH| EcoR|

Rysunek 7.1 Mapy plazmidow pECFP-N1 i pQCXIN.
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Zalacznik 2. Wynik sekwencjonowania nr 1

(CGTCAGATCCGC TAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACCATGCCCATCATGGGCTCC
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

|

L 1

1400
12003 ”

8003
600
400
=3\ WAL AL
= A I\ A ) AL
el I | S5 | | 7 B8 | | L R ) | el 8 | | 55 N | | ¢ | B G | |
450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200

TCGGTGTACATCACGGTGGAGCTGGCCATTGCTGTGCTGGCCATCCTGGGCAATGTGCTGGTGTGCTGGG
105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170

10003
B LA i e e

1400
1200
1000

800

= Iy

L B o R I e o o e L e B R MEma L s

1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050
CCGTGTGGCTCAACAGCAACCTGCAGAACGTCACCAACTACTTTGTGGTGTCACTGGCGGCGGCCGACATCCG

175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240
1400
1200
1000
800
600
400
o
2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900
CAGTGGGTGTGCTCGCCATCCCCTTTGCCATCACCATCAGCACCGGGTTCTGCGCTGCCTGCCACGGCTGC
245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310
1400
1200
1000
800
600
400
e L
3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 3750

Rysunek 7.2 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 1 - cze$¢ 1.

216



Aneks

600 —

500—

400 —

300—

200—

100—

CCTCTTCATTGCCTGCTTCGTCCTGGTCCTCACGCAGAGCTCCATCTTCAGTCTCCTGGCCATCGCCATTGA
315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380

| |
3850 3900 3950 4000 4050 4100 4150 4200 4250 4300 4350 4400 4450 4500 4550

390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450

600 —
500—
400—

300

200 —
100— ‘

CCGCTACATTGCCATCCGCATCCCGCTCCGGTACAATGGCTTGGTGACCGGCACGAGGGCTAAGGGCATCA

| I I 1 T
4700 4750 4800 4850 4900 4950 5000 5050 5100 5150 5200 5250 5300 5350 5400

460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520

600—
500—
400 —

300—

L 7 et o e L S L Y N s e IIllIIIIlllllllllllllllllllll

TTGCCATCTGCTGGGTGCTGTCGTTTGCCATCGGCCTGACTCCCATGCTAGGTTGGAACAACTGCGGTCA

2 QL

5550 5600 5650 5700 5750 5800 5850 5900 5950 6000 6050 6100 6150 6200 6250

530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590
600—-
500——
400—-
300—-
200 — “ ‘ m
= e A
N = B AR A A AN S AN A A AMA_ANAA
6450 6500 6550 6600 6650 6700 6750 6800 6850 6900 6950 7050 7100

Rysunek 7.3 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 1, ciag dalszy - czgs¢ 2.
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TGTCTAT TTGCGGATCTTCCT GGCGGCGCGACGACAGCTGAA GCAGATGGAGAGCCAGCCTCTGCCGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

mM‘WMWWMM‘«

_-AA.J

Rysunek 7.4 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 1, ciag dalszy - czgs¢ 3.
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CTCTGGCTCATGTACCTGGCCATCGTCCTCTCCCACACCAATTCGGTTGTGAATCCCTTCATCTACGCCTA
885 890 895 900 905 910 915 920 925 930 935 940 945 950
130

i :MLMM“‘im | M

140

©

(€4

i

=

Ml W mM

q o 2\
10650 10700 10750 10800 10850 10900 10950 11000 11050 11100 11150 11200 11250 11300 11350 11400
CCGTATCCGCGAGTTCCGCCAGACCTTCC GCAAGATCATTCGCAGCCACGTCCTGAGGCAGCAAGAACCTT

955 960 965 970 975 980 985 990 995 1000 1005 1010 1015 1020

)

Al LI

140
130
120
110
100

L\Asu'mu?&.&‘ﬁux’ﬁm!

N\ AN A

~N ® ©
o o

N

MM JQAM‘I&’&‘LMUA

11500 11550 11600 11650 11700 11750 11800 11850 11900 11950 12000 12050 12100 12150 12200 12250
TCAAGGCAGCTGGCACCAGTGCCC GGG TCTTGG CAGCTCATGG CAGTGACGGAGAGCA GTCAGCC TCC

1025 1030 1035 1040 1045 1050 1055 1060 1065 1070 1075 1080 1085 1090

”’l&"!‘i\ﬂ‘» |

12350 12400 12450 12500 12550 12600 12650 12700 12750 12800 12850 12900 12950 13000 13050 13100
GTC TCAAC GG CCACCCGCCA GGAGTGTGGGCCAACGGCAGTGC T CCCCACCCTGAGCGGAGGCCA

1095 1100 1105 1110 1115 1120 1125 1130 1135 1140 1145 1150 1155

/

13200 13250 13300 13350 13400 13450 13500 13550 13600 13650 13700 13750 13800 13850 13900 13950

Rysunek 7.5 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 1, ciag dalszy - czgs¢ 4.
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Zalacznik 3. Wynik sekwencjonowania nr 2

ATGG CTACGCCC TG GGGCTGGTGAGTGGAGGGAGTGCCCAAGAGTCCCAGGGG AACACGGGCCTCCCAGA
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

) M.mmww ity

800
CGTGGAGCTCCTTAGCCATGAGCTCAAGGGAGTGTGCCCAGAGCCCCCTGGCCTAGATGACCCCCTGGCCCA
85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
2000
1500 ” n
1000
500
Mt et b e e e e b e e M e e e e e N e
1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850
GGATGGAGCAGGAGTGTCCGGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGAT CCACCGGTCGCCACCA
160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220
2000
1500—
1000—
500
. i ....,;...I....,....,...‘I...,Ix...“..‘,...,....,.xn,....,....,..
1900 1950 2000 2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700
TGGTGAGCAAGGGC GAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACG
230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295
2000
1500
1000
500 |
‘
\

| k.
T l||||||| 50 B A i L ' el G L ] | 5L | i : i Sl U AL | S RS A | L I | 3 L ) l||||||||l||ll'||ll|lll

[ I | [ I |
2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550

Rysunek 7.6 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 2 - czgs¢ 1.
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CCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCT
300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365

1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700

T

3600 3650 3700 3750 3800 3850 3900 3950 4000 4050 4100 4150 4200 4250 4300 4350 4400
GCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTGGGGCGTGCAGTGCTTC

g70 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435

1400
1300
1200
1100
1000
900
8003
7003
600
500
400
3003
200
100

R WL U o FELTEL I AL L 2 A LA 2 L 2 L Y L 7 ) [ L L L LA L U s e B L

T
4500 4550 4600 4650 4700 4750 4800 4850 4900 4950 5000 5050 5100 5150 5200 5250
AGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG

445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510

1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700

=

5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650 5700 5750 5800 5850 5900 5950 6000 6050 6100
CGCACCATCTTCT TCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCT

515 520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580

1400
1300
1200
1100
1000

900

800

A e

6200 6250 6300 6350 6400 6450 6500 6550 6600 6650 6700 6750 6800 6850 6900 6950 7000

Rysunek 7.7 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 2, ciag dalszy - czgs¢ 2.
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800
700
600
500-]

b

800
700
600
500

400
300

100

GGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTA
585 590 595 600 605 610 615 620 625 630 635 640 645 650

7050 7100 7150 7200 7250 7300 7350 7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800 7850
CAACTACATCAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACT TCAAGAT

660 665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 715 720 725

)l “MMM&“o“M0,!"M‘mmo“dww

7900 7950 8000 8050 8100 8150 8200 8250 8300 8350 8400 8450 8500 8550 8600 8650 8700
CCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGE

730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790 795

_ “0‘lm‘J‘“‘M‘N“M““o‘N“'Wo“ l&‘x‘.ﬂ&i‘&

....A‘
8800 8850 8900 8950 9050 9100 9150 9200 9250 9300 9350 9400 9450 9500 9550
CCCCGTGCTGCTGCCC GACAA CCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCG

805 810 815 820 825 830 835 840 845 850 855 860 865 870

9650 9700 9750 9800 9850 9900 9950 10000 10050 10100 10150 10200 10250 10300 10350 10400

Rysunek 7.8 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 2, ciag dalszy - czgs¢ 3.
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GATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGG ACGAGCTGTACAAGTA
875 880 885 890 895 900 905 910 915 920 925 930 935 940

I

500

40

o

300

o

2

o
o

1

o
o

il MM I’M'A‘A‘J‘l&’%‘&'m«‘)&'dx‘iw‘m

)

10500 10550 10600 10650 10700 10750 10800 10850 10900 10950 11000 11050 11100 11150 11200 11250
AA GCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTT GTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCT

945 950 955 960 965 970 975 980 985 990 995 1000 1005 1010

500

400

300

200

100

11350 11400 11450 11500 11550 11600 11650 11700 11750 11800 11850 11900 11950 12000 12050 12100
ICCCACACCTCCCCCTGAACCTGA ACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTT G TTTATT GCAGCTT

1020 1025 1030 1035 1040 1045 1050 1055 1060 1065 1070 1075 1080

T Mo

12200 12250 12300 12350 12400 12450 12500 12550 12600 12650 12700 12750 12800 12850 12900 12950
ATAATGG TTAC AAT AAAGCAATAGCATCACAAATTT CACAAATAAA GCATTTTTTTCACTGCATTCTAC

1090 1095 1100 1105 1110 1115 1120 1125 1130 1135 1140 1145 1150

500

400

300

200

100

500

400

300

UL )&&MA

13050 13100 13150 13200 13250 13300 13350 13400 13450 13500 13550 13600 13650 13700 13750 13800

Rysunek 7.9 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 2, ciag dalszy - czgs¢ 4.
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Zalacznik 4. Wynik sekwencjonowania nr 3

fCCG GG ACCGATCCAGCCTCCGCGGCCGGGAACGGTGCATTGGAACGGACCTGCAGGAATTGATCCGCGGCCGCATGCC
45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
1500 —
1000 —
500 —
- llllllllll‘llllll’ Vllllll’lllllll‘ll
650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1 150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
AGATACTAATAGCACAATCAATTTATCACTAAGCACTCGTGTTACTTTAGCATTTTTTATGTCCTTAGTAGCTTTTGCT
125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
1500 —
1000 —
500—
_' A A .
L T 2 i e e L g 9 L e o [ e R ) R e
1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450
TAATGCTAGGAAATGCTTTGGTCATTTTAGCTTTTGT GGTGGACAAAAACCTTAGACAT CGAAGTAGTTATTTTTTT
205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275
1500
1000
500
||||-J-|-||||-||| L I T L L o L LSS AL T RS LR
2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400
CTTAACTTGGCCATCTCTGACTTCTTTGTGGGTGTGATCTCCATTCCTTTGTACATCCCTCACACGCTGTTCGAATGG
285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355
1500 —
1000 —

b

3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800 3850 3900 3950 4000 4050 4100 4150 4200 4250 4300 4350

Rysunek 7.10 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 3 - czgs¢ 1.
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800
700
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400
300
200
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CGATTTTGGAAAGGAAATCTGTGTATTTTGGCTCACTACTGACTATCTGTTATGTACAGCATCTGTATATAACATTGTC
360

365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430

800
700
600
500
400
300
200
100

A
L L UL

4400
CTCATCAGCTATGATCGATACCTGTCAGTCTCAAATGCTGTGTCTTATAGAACTCAACATACTGGGGTCTTGAAGATT

V.
) LRI U
5200 5250

5 LA i LB LS LI

4600 4650 4700 4750 4800 4850

4550

4900

L LR L LR L T

4450 4500 4950 5000 5050 5100 5150

440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510
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800
700
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|
5750

| |
5950 6000

L

| L L e
5350 5400 5450 5500 5550 5600 5650 5700 5800 5850 5900 6050 6100 6150 6200

GTTACTCTGATGGTGGCCGTTTGGGTGCTGGCCTTCT TAGTGAAT GGGCCAATGATTCTAGTT TCAGAGTCTTGGAAG

520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590

15 AR AR REART AR AT

6250

1t

6500 6550

L3 (o 5 L i L L [ LR L (L L e

6600 6650 6700 6750 6800 6850 6900 6950 7000 7050 7100 7150

6300 6350 6400 6450

GATGAAGGTAGTGAAT GT GAACCTGGATTTTTTTCGGAATGGTACATCCTTGCCATCACATCATTCT TGGAATTCGTGA

595

800
700
600
500
4
3
2
1

o © © o
o O O o

.‘M ,u.ulUA‘AMMWMMM A

7200

600 605 610 615 620 625 630 635 640 645 650 655 660 665

it

7250 7300 7350 7400 7450 7500 7550 7600 7650 7700 7750 7800 7850 7900 7950

Rysunek 7.11 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 3, ciag dalszy - czes¢ 2.
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TCATCTTAGTCGCTTATTTCAACAT GAATATTTATT GGAGCCTGTGGAAGCGT GATCATCTCAGTAGGT
675 680 685 690 695 700 705 710 716 720 725 730 735 740 745
400 H

835! 00
CY
70
400
300
200
100 ‘ ‘
AN
9100 915
TTCTGCATC
83! 84

S

WA
9200 92 9
ACAGA AG G AGA
5 845 885

800 10
9

N

10
CACCAAA CCGAACATG
80 0

85 99

Rysunek 7.12 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 3, ciag dalszy - czes¢ 3.
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:TTGAACTGCTT AGAGCCAGG AGATT AGCC AAGTCACTGG CCATTCTCTTA GGGTTTTGCTGTTIT GCTGGGCTCCATATT
1000 1005 1010 1015 1020 1025 1030 1035 1040 1045 1050 1055 1060 1065 1070

o bl

11900 11950 12000 12050 12100 12150 12200 12250 12300 12350 12400 12450 12500 12550 12600 12650 12700 12750
CTCTGTTCACAATTGTCCTTT CATTTTATT CC TCAGCAACA GGT CCTAAATCAGTTTCG TATAGAA TTGCATTTTGGCTT

1075 1080 1085 1090 1095 1100 1105 1110 1115 1120 1125 1130 1135 1140 1145 1150

12850 12900 12950 13000 13050 13100 13150 13200 13250 13300 13350 13400 13450 13500 13550 13600 13650 13700
CAG |G TTCAATTCCTTTGTCAATCCTCTTTTIGTATCCATTGTGTCACAAGCGCTTTCAAA GGC TTTCTT G AAAAT

1155 1160 1165 1170 1175 1180 1185 1190 1195 1200 1205 1210 1215 1220 1225

200
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100
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13800 13850 13900 13950 14000 14050 14100 14150 14200 14250 14300 14350 14400 14450 14500 14550 14600 14650
ATTTTIGTATAAAAAA GCAA C TCTA C AT CACAA CACAGTC GTCAGTATCTTC T A GATCCGG A TTCG

1235 1240 1245 1250 1255 1260 1265 1270 1275 1280 1285 1290

200

150

100

U YA\

14700 14750 14800 14850 14900 14950 15000 15050 15100 15150 15200 15250 15300 15350 15400 15450 15500 15550

50

Rysunek 7.13. Fluorogram dla sekwencjonowania nr 3, ciag dalszy - czgs¢ 4.
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Zalacznik 5. Wynik sekwencjonowania nr 4

ACACGGCG GCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCA
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

il

AL
251 P25

CCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAGCCATGGTTGTGGCAAGCTTATC
90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150

o

Al

500 “
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1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800
ATCGTGTTTTTCAAAGGAAAACCACGTCCCCGTGGTTCGGGGGGCCTAGACGTTTTTTTAACC

155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210

L

R 2 i R e e g O e

1900 1950 2000 2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550
TCGACTAAACACATGTAAAGCATGTGCACCGAGGCCCCAGATCAGATCCCATACAATGGGGTA

220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275

DN

2650 2700 2750 2800 2850 2900 2950 3000 3050 3100 3150 3200 3250 3300

Rysunek 7.14 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 4 - czgs¢ 1.
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ACCTTCTGGGCATCCTTCAGCCCCTTGTTGAATACGCTTGAGGAGAGCCATTTGACTCTTTCCA
280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340
1500 —
1000 —
E “ “‘ “‘ ““u‘m““ NU‘
MAMAMIA A o AN u PO, L B PV ‘J AN oA ol i AN I o ol
00 3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800 3850 3900 3950 400! 4050
CAACTAT CCAACTCACAACGTGGCACTGGGGTTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATCTTATACACG
345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400
1500
1000
i ““ u““‘u‘ ‘ “ um‘ ““‘“““ ‘
Pl S A N AN Dol e o AL “ “A o o) AL ‘ . -4‘-,4 < A‘A._‘A Al A t‘»,
4150 4200 4250 4300 4350 4400 4500 4550 4600 4650 4700 4750 4800 4850
TGGCTTTTGGCC GCAGAGGCACCTGTCGCCAGGTGGGGGGTTCCGCTGCCTGCAAAGGGTCGC
410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465
1500
1000
4950 5000 5050 5100 5150 5200 5250 5300 5350 5500 5550 5600
TACAGAC GTTGTTTGTCTTCAAGAAGCTTCCAGAGGAACTGCT TCCT TCACGACAT TCAACAGA
470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525 530
1500 —
1000 —

"t ey

5750 5800 5850 5900 5950 6000 6050 6100 6150 6200 6250 6300 6350

Rysunek 7.15 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 4, ciag dalszy. - czgs¢ 2.
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ACCTTGCATTCCTTTGGCGAGAGGGGAAAGACCCCTAGGAATGCTCGTCAAGAAGACAGGGCCA
535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590
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e .0 O oy ,‘,u ANPY: u..w u.,m. %9 u J ,_:.A A
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GGTTT CCGGGCCCTCACAT TGCCAA AAGACGGCAATAT GGT GGAAAATAACATATA GACAAAC
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Rysunek 7.16 Fluorogram dla sekwencjonowania nr 4, ciag dalszy - czes¢ 3.
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Zalacznik 6. Wyniki oznaczen potencjalnych ligandow GPR18 w trybie agonisty za

pomoc3 testu rekrutacji p-arrestyny

Tabela 7.1 Wyniki skriningu potencjalnych ligandéw receptora GPR18 w trybie agonisty.

. % odpowiedzi wywotanej
Zwigzek Tlgc w stez. )1/\(’)va J
ChM-53 215

ChM-1 20+ 11
ChM-94 19+3
ChM-4 1716
ChM-40 17+8
ChM-18 15+£12
ChM-90 14+6
ChM-49 14 +4
B-54 13+£12
ChM-54 12+7
ChM-52 11+5
ChM-50 11+£10
ChM-48 11+£20
ChM-44 9+2
ChM-2 8+4
ChM-51 75
CB-6 7+8
ChM-43 77
ChM-13 7+ 11
ChM-76 6+10
ChM-46 5+8
ChM-12 4+9
ChM-64 1+12
CB-1 02
ChM-84 2+7
ChM-6 -2+6
ChM-33 2%7
ChM-72 -3+8
CB-3 4+7
ChM-20 514
CB-2 5+6
CB-8 6+9
ChM-47 -7T+5
B-56 -7+4
CB-7 -9+13
ChM-32 -11+£3
CB-4 -12+6
ChM-73 -16 £ 14
CB-9 -19 £ 11
ChM-3 20+ 13
CB-5 22+3
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Zalacznik 8. Krzywe kompetycyjnego wigzania radioligandow receptorow

adenozynowych i kannabinoidowych.

Tabela 7.2 Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]CCPA do szczurzego receptora adenozynowego A;
wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik
trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.2, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]JCCPA do szczurzego receptora
adenozynowego A: wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.

80

% wigzania
specyficznego [aH]CCPA
-
o 8 &8 8 8
L 1 1 L 1

% wigzania
specyficznego [ *H]CCPA
o 88 8 8 8

T T 1 T 1
10¢ 107 10 105 10* 10° 10¢ 107 10 105 10¢ 10°
KD-385 [M] KD-384 [M]

-
o
o
-
(=]
o

100+ 100+

80 804

60 60

% wigzania
specyficznego [H]CCPA
3 &
% wigzania
specyficznego [*H]CCPA
8 &
1 1

[

L) L] T L] L] 1
10° 10® 107 10% 105 104 103 10° 10 107 10% 105 10 10°
KD-383 [M] KD-427 [M]

100+ 100+

04

% wigzania
specyficznego [ *H]CCPA
3 888
/

L]
% wigzania
specyficznego [aH]CCPA
32 &8 8

o4

L T T L) L]
10 1038 107 104 105 10+ 103 10 108 107 104 10°% 10+ 102
KD-354 [M] KD-388 [M]

100+ 100+

% wigzania
specyficznego [H]CCPA
e 8 & 8 8

% wigzania
specyficznego [*H]CCPA
e 8 86 8 8

[

L) T L} L} T L] L] 1
10° 10% 107 10% 105 104 103 10° 10 107 10% 105 10 10°
KD-425 [M] KD-355 [M]

100+

% wigzania
specyficznego [*H]CCPA
3888
| //
% wigzania
specyficznego [*HICCPA

35888

[

L) L] T L] L] 1
10° 10® 107 10% 10 104 103 10° 10 107 10% 105 10* 10°
KD-431 [M] KD-423 [M]

233



Aneks

Tabela 7.2, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]JCCPA do szczurzego receptora
adenozynowego A: wzgledem pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.3 Krzywe kompetycyjnego wigzania [*(H]MSX-2 do szczurzego receptora adenozynowego
Aza wzgledem pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik
trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.3, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]MSX-2 do szczurzego receptora
adenozynowego Aza wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.3, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]MSX-2 do szczurzego receptora
adenozynowego Aza wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.3, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]MSX-2 do szczurzego receptora
adenozynowego Aza wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.4 Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]PSB-603 do szczurzego receptora adenozynowego
Azs wzgledem pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik
trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.5 Krzywe kompetycyjnego wigzania [°H]JCCPA do ludzkiego receptora adenozynowego A;
wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik
trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.6 Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]JMSX-2 do ludzkiego receptora adenozynowego
Aza wzgledem pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik
trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.6, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*HJMSX-2 do ludzkiego receptora
adenozynowego Aza wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.7 Krzywe kompetycyjnego wigzania [°*H]PSB-603 do ludzkiego receptora adenozynowego
Azs wzgledem pochodnych pirymido[2,1-f]purynodionu. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik
trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.7, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]PSB-603 do ludzkiego receptora
adenozynowego Azs wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.8 Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]PSB-11 do ludzkiego receptora adenozynowego As
wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik
trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.8, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]PSB-11 do ludzkiego receptora
adenozynowego A; wzgledem pochodnych pirymido[2,1-flpurynodionu. Wykresy przedstawiaja
usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.

% wigzania
specyficznego [*H]PSB-11
o 88688 8
/
L]
% wigzania
specyficznego [*H]PSB-11
-
o 8 8 8 8 8
1 Il 1 L 1 L

L T Ll Ll T L] L T T L T L)
10 1038 107 104 10 10+ 103 10 108 107 104 10°% 10+ 102
KD-385 [M] KD-384 [M]

% wigzania
specyficznego [*H]PSB-11
e 886 8 8 8

" /

% wigzania

specyficznego [3H]PSB-11

-
o 8 8 8 8 8
L 1 L L 1 1
/

L] T T L] L] T 1
10° 10® 107 10% 105 104 103 10° 10 107 10% 105 10 10°
KD-388 [M] KD-425 [M]

% wigzania
specyficznego [*H]PSB-11
o 88688 8
% wigzania
specyficznego [*H]PSB-11
-
o 8 8 8 8 8
L Il 1 L 1 L
- /
.,

L T Ll Ll T L] T L)
10 1038 107 104 10 10+ 103 10 108 107 104 10°% 10+ 102
KD-355 [M] KD-423 [M]

% wigzania
specyficznego [*H]PSB-11
o 8868 8 8

% wigzania
specyficznego [ *H]PSB-11

-
o 8 8 8 8 8
L 1 L L 1 1
/

L] T T L] L] T 1
10° 10® 107 10% 105 104 103 10° 10 107 10% 105 10 10°
KD-415 [M] KD-414 [M]

242



Aneks

Tabela 7.9 Krzywe
kannabinoidowego

CB1

kompetycyjnego wigzania
wzgledem  pochodnych

[*H]CP55,940 do
imidazo[2,1-b]tiazyny oraz

Szczurzego receptora

imidazo

[2,1-b]tiazepiny. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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ludzkiego receptora
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[2,1-b]tiazepiny. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.
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Tabela 7.10, cd. Krzywe kompetycyjnego wigzania [*H]CP55,940 do ludzkiego receptora
kannabinoidowego CB: wzgledem pochodnych imidazo[2,1-b]tiazyny oraz imidazo
[2,1-b]tiazepiny. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.

% wigzania
specyficznego [3H]CP55 940
e 8868 8
| /

L) L} L]
10° 10® 107 10% 10 104 103
CB-7 [M]

Tabela 7.11 Krzywe kompetycyjnego wigzania [°H]CP55,940 do ludzkiego receptora
kannabinoidowego CB, wzgledem pochodnych imidazo[2,1-b]Jtiazyny oraz imidazo
[2,1-b]tiazepiny. Wykresy przedstawiajg usredniony wynik trzech niezaleznych eksperymentow.

2 1004 2 1004

% wigzania
specyficznego [*H]CP55,940
588
% wigzania
specyficznego [*H]CP55,940
5 8 38
1 L 1

20 204
04 04
T T T L] L) T T L) T L]
10° 10¢ 107 10° 10% 10* 10° 10° 10°® 4107 410° 10° 10* 1079
CB-3 [M] CB-5 [M]

2 1004

% wigzania
specyficznego [3H]CP55 940
588
% wigzania
specyficznego [*H]CP55,940
8§ 8 8 8
L L 1 1

20- 20-
0- 0-
L) L} T L] T T L] L] T 1
10° 10% 107 10% 105 104 103 10° 10 107 10% 105 10 10°
CB-4 [M] ChM-76 [M]

% wigzania
specyficznego [*H]CP55,940
588

L T L] T L]
10 1038 107 104 10 10+ 102
ChM-73 [M]

244



8. ZYCIORYS NAUKOWY
AUTORA PRACY






Zyciorys naukowy autora pracy

Publikacje i najwazniejsze doniesienia zjazdowe tematycznie powiazane z zakresem
pracy doktorskiej

Receptory adenozynowe

Publikacje:

1.

Drabczynska A., Karcz T., Szymanska E., Kése M., Miiller C.E., Paskaleva M., Karolak-
Wojciechowska J., Handzlik J., Yuzlenko O., Kie¢-Kononowicz K. Synthesis, biological
activity and molecular modelling studies of tricyclic alkylimidazo-, pyrimido- and
diazepinopurinediones. Purinergic Signal. 2013, 9, 395-414. (IF=2,635)

W ramach opisanych w artykule badan, autor prezentowanej pracy doktorskiej dokonat
charakteryzacji alkilowych pochodnych trojcyklicznych purynodionow jako ligandow
receptorow adenozynowych, za pomocq analogicznych testow farmakologicznych, jak w
niniejszej pracy doktorskiej.

Drabezynska A., Yuzlenko O., Kose M., Paskaleva M., Schiedel A.C., Karolak-
Wojciechowska J., Handzlik J., Karcz T., Kuder K., Miiller C.E., Kie¢-Kononowicz K.
Synthesis and biological activity of tricyclic cycloalkylimidazo-, pyrimido- and
diazepinopurinediones. Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 3590-3607. (1F=3,499)

W ramach cytowanej publikacji, autor pracy doktorskiej wykonat czesé testow oznaczenia
powinowactwa cykloalkilowych pochodnych trojeyklicznych purynodionow wzgledem
podtypow receptorow adenozynowych.

Doniesienia zjazdowe:

1.

4.

T. Karcz, T. Wojcik, C.E. Miiller, K. Kie¢-Kononowicz: Pharmacological
characterization of fluorescently tagged human adenosine Aza receptors. - plakat -
V Seminar on Medicinal Chemistry, 2012, Lublin, Polska.

T. Karcz, A. Drabczynska, C.E. Miiller, J. Handzlik, K. Kie¢ Kononowicz: Phenol
derivatives of 1,3-dialkyl-pyrimido[2,1-f] purinediones, investigation of polar
substituents influence on physicochemical properties and adenosine A and Axa receptors
affinity.- plakat - VII Joint Meeting on Medicinal Chemistry, 2011, Katania, Wtochy

T. Karcz, A. Drabczynska, S. Hinz, V. Rempel, C.E. Miiller, J. Handzlik, K. Kie¢-
Kononowicz: Modulation of physicochemical properties of phenol derivatives of
1,3-dimethyl-pyrimido[2,1-f]purinediones - adenosine Axa receptor ligands. - plakat -
XXI International Symposium in Medicinal Chemistry, EFMC-ISMC 2010, Bruksela,
Belgia

A. Drabczynska, C.E. Miiller, T. Karcz, K. Kie¢-Kononowicz: A comparison of rat and
human adenosine Aa receptor affinity of tricyclic purinediones. - plakat - 11 Seminar on
Medicinal Chemistry, 2009, Lublin, Polska
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Zyciorys naukowy autora pracy

Receptory kannabinoidowe

Publikacje:

1.

Rempel V., Atzler K., Behrenswerth A., Karcz T., Schoeder C., Hinz S., Kaleta M.,
Thimm D., Kie¢-Kononowicz K., Miiller C.E. Bicyclic imidazole-4-one derivatives: a
new class of antagonists for the G protein-coupled orphan receptors GPR18 and GPR55.
MedChemComm. 2014, 5, 632-649. (IF=2,722)

Praca opisuje m.in. badania farmakologiczne dla dwucyklicznych pochodnych
imidazolonu w kierunku receptorow CB1R, CB2R i GPRIS, ktore autor przeprowadzit w
toku przygotowania rozprawy doktorskiej, poszerzone o testy funkcjonalne akumulacji
cAMP i wigzania [®S]GTPyS z uzyciem komorek z nadekspresjg receptoréow CBiR i
CB2R, a takze testy rekrutacji f-arrestyny w komorkach ze stabilng ekspresjq receptora
GPR55 oraz metody syntezy badanych potgczen.

Rempel V., Fuchs A., Hinz S., Karcz T., Lehr M., Kétter U., Miiller C.E. Magnolia
extract, magnolol, and metabolites: activation of cannabinoid CB2 receptors and
blockade of the related GPR55. ACS Med. Chem. Lett. 2013, 4, 41-45. (IF=3,311)

Autor uczestniczyt w opracowaniu testow farmakologicznych do badan powinowactwa
oraz aktywnosci wewnetrznej ligandow receptorow kannabinoidowych CB1 1 CBy, a takze
przeprowadzit oznaczenia powinowactwa wybranych pochodnych opisanych w artykule.

Rempel V., Volz N., Hinz S., Karcz T., Meliciani 1., Nieger M., Wenzel W., Brise S.,
Miiller C.E. 7-Alkyl-3-benzylcoumarins: a versatile scaffold for the development of
potent and selective cannabinoid receptor agonists and antagonists. J Med. Chem. 2012,
55, 7967-77. (IF=5,614)

W powyzszej pracy wykonane zostaly, zoptymalizowane przez doktoranta, w oparciu o
otrzymane linie komorkowe z nadekspresjq receptorow kannabinoidowych CB1 1 CBo,
testy wigzania [*H]CP55,940 oraz akumulacji CAMP.

Doniesienia zjazdowe:

T. Karcz, S. Hinz, V. Rempel, K. Kie¢-Kononowicz, C.E. Miiller: Retroviral expression
of cannabinoid CB1 and CB2 receptors in CHO cells and the characterization of the
obtained cell lines. - plakat - Workshop of the DFG Research Unit 926 - The
Endocannabinoid System: From Physiology to Pathophysiology, 2010, Bonn, Niemcy

Receptor histaminowy Ha

Publikacje:

1.

Lazewska D., Wigcek M., Ner J., Kaminska K., Kottke T., Schwed JS., Zygmunt M.,
Karcz T., Olejarz A., Kuder K., Latacz G., Grosicki M., Sapa J., Karolak-
Wojciechowska J., Stark H., Kie¢-Kononowicz K. Aryl-1,3,5-triazine derivatives as
histamine H4 receptor ligands. Eur. J. Med. Chem. 2014, 83, 534-46. (1F=3,499)

Autor przeprowadzil oznaczenia aktywnosci wewnetrznej ligandow receptora HaR.
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Zyciorys naukowy autora pracy

2. Karcz T., Kie¢-Kononowicz K. Development of novel cellular model for affinity studies
of histamine H4 receptor ligands. Acta Biochim. Pol. 2013, 60, 823-827. (IF=1,185)

Publikacja opisuje otrzymanie linii komorkowej z nadekspresjq receptora histaminowego
Has oraz oceng jej przydatnosci do oznaczenia powinowactwa ligandow HaR.

3. Karcz T., Handzlik J., Lazewska D., Kottke T., Seifert R., Kie¢-Kononowicz K. Search
for histamine H4 receptor ligands in the group of 4-methylpiperazino amide derivatives.
Inflamm. Res. 2010, 59(S2), 243-245. (IF=1,964)

W ramach badan do cytowanej publikacji, autor pracy doktorskiej wykonal testy
oznaczenia aktywnosci potencjalnych ligandow receptorow histaminowych Ha z uzyciem
materiatu uzyskanego z rekombinowanych komorek owadzich.

Staze zagraniczne, w ramach ktorych realizowane byly badania do pracy doktorskiej

Niemcy, Uniwersytet we Frankfurcie, Katedra Chemii Farmaceutycznej, grupa badawcza

Prof. H. Starka, projekt badawczy (1 miesigc):
2-30.11.2008

Niemcy, Uniwersytet w Bonn, Katedra Chemii Farmaceutycznej, grupa badawcza
Prof. C.E. Miiller, projekt badawczy (12 miesiecy):

01.06-30.09.2009

01.07-30.09.2010

11.07-31.07.2011

01.01-31.03.2012

01.09.-30.09.2013
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9. PODZIEKOWANIA






Podzigkowania

Chciatbym serdecznie podzigkowaé Prof. dr hab. Katarzynie Kieé-Kononowicz za
umozliwienie mi wykonania pracy w kierowanej przez siebie Katedrze, a takze za pomoc w
rozwoju naukowym, zapewnienie srodkow na prowadzenie badan oraz wyjazdy zagraniczne,
cenne wskazowki merytoryczne, inspirujgce dyskusje, ciggle wsparcie, cierpliwos¢ oraz
pokazanie postaw godnych dobrego naukowca i cztowieka.

Swoje podzigkowania kieruje rowniez pod adresem Prof. dr Christy Miiller, za ciepte
przyjecie w Bonn i obdarzenie zaufaniem oraz wlasciwe ukierunkowanie moich badan,
propozycje ciekawych i innowacyjnych eksperymentow, liczne wskazowki, pomoc w
rozwigzywaniu problemow naukowych i wsparcie w organizacji wizyt w Bonn.

Wyrazam wdziecznosé Prof. dr Holgerowi Stark za zyczliwosé i umozliwienie mi pracy w
laboratorium Chemii Farmaceutycznej we Frankfurcie.

Serdecznie dzigkuje Prof. dr hab. Gabrielowi Nowakowi oraz Prof. dr hab. Marcie
Dziedzickiej-Wasylewskiej za udostepnienie laboratoriow do oznaczen radioizotopowych.

Dziekuje rowniez recenzentom pracy: Prof. dr hab. Malgorzacie Filip oraz Prof. dr hab.
Krzysztofowi Joziwiakowi za poswigcony czas i krytyczne uwagi.

Wiadystawowi Gogulskiemu skiadam serdeczne podziekowania za nieodplatne udostepnienie
materiatu badawczego w postaci krowich nadnerczy.

Prezentowana praca nie powstataby bez wsparcia finansowego Komitetu Badarn Naukowych,
Narodowego Centrum Nauki i Niemieckiej Centrali Wymiany Akademickiej. Wspomnianym
instytucjom dzigkuje za dofinansowanie badan, udzielone w ramach projektow:

1. Receptory Ha/Hs histaminowe jako atrakcyjny cel poszukiwan substancji biologicznie
aktywnych, Narodowe Centrum Nauki - projekt Maestro I, 2011/02/A/NZ4/00031,
2012-2017, kierownik projektu - prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz.

2. Poszukiwanie nowych ligandow receptorow adenozynowych o wlasciwosciach

lekopodobnych, Narodowe Centrum Nauki - projekt Harmonia I, 2012/M/NZ4/00219,
2012-2015, kierownik projektu - prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz.

3. Opracowanie modeli komorkowych do badan farmakologii molekularnej receptorow
histaminowych H3 i H4, Narodowe Centrum Nauki - projekt Preludium I,
2011/01/N/NZ4/01126, 2011-2014, kierownik projektu - mgr Tadeusz Karcz.

4. Pharmacological studies on cannabinoid receptors (CB; and CB;) and the related G
protein-coupled receptor GPR55 - stypendium Niemieckiej Centrali Wymiany
Akademickiej (DAAD), nr A/09/82092, 1.07-30.09.2010, beneficjent - mgr Tadeusz
Karcz.

5. Nowe kierunki badan nad ligandami receptorow (Ai/AoalA2s) z wykorzystaniem
anelowanych purynodionow - Komitet Badan Naukowych, projekt badawczy wiasny,
N405 2978 36, 2009-2012, kierownik projektu - prof. dr hab. Katarzyna Kiec-
Kononowicz.
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Podzigkowania

6. The search for selective histamine Hs/Hs receptor ligands with potential therapeutic
utility - wspolpraca z prof. H. Starkiem z Uniwersytetu we Frankfurcie program nr
DWM/75/DAAD/JC/2007, koordynator programu ze strony polskiej prof. K. Kiec-
Kononowicz, 2007-20009.

Dzigkuje takze wszystkim pozostalym osobom, ktore poprzez stworzenie mitej atmosfery,
wymiane doswiadczen i tworcze dyskusje, przyczynily sie do powstania niniejszej pracy:

- pracownikom i doktorantom Katedry Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
UJ CM, a w szczegdlnosci: dr Annie Drabczynskiej, dr hab. Jadwidze Handzlik, Marii
Kaleta za dostarczenie zwigzkow do badan farmakologicznych, dr Ewie Szymanskiej za
wsparcie w trudnych momentach i pomoc w rozwigzywaniu probleméw natury chemicznej,
kolezankom i kolegom 7 Pracowni Biotechnologii Farmaceutycznej za dzielenie trudow
pracy laboratoryjnej,

- koleiankom i kolegom 7 Katedry Chemii Farmaceutycznej I Uniwersytetu w Bonn, W tym
wyjgtkowo serdecznie: dr Viktorowi Rempel za harmonijng i owocng wspolprace, dr Sonji
Hinz za przekazanie cennych uwag metodycznych, Beate Ponatowski, Christin Vielmuth,
Nicole Florin, Amelie Fiene, Stephanowi Jepards oraz Wessamowi Alnouri za zZyczliwosé¢
i wszechstronng pomoc,

- dr Timowi Kottke z Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu we Frankfurcie za
wskazowki odnosnie przeprowadzonych eksperymentow i wspolnie spedzony czas,

- pracownikom Zintegrowanych Laboratoriow Katedry Farmakobiologii i Katedry
Farmakodynamiki UJ CM za stworzenie wspaniatej atmosfery pracy.

Tadeusz Karcz
Krakow, lipiec 2014.
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