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KASUTATUD LUHENDID

G-valk — guaniinnukleotiide siduv valk

GPCR — G-valkudega seotud retseptor

GDP — guanosiin-5’-difosfaat

GTP — guanosiin-5’-trifosfaat

GppNHp - guanosiin-5'-(By-imino)trifosfaat

GMP — guanosiin-5’-monofosfaat

DTT — ditiotreitool ((2S,3S)-1,4-bis(sulfaniiiil)butaan-2,3-diool)
FRET - Forsteri resonantsenergia iilekanne

GTPyS — guanosiin-5’-O-[gamma-tio]trifosfaat

5-HT — serotoniin

SHEtOH — B-merkaptoetanool

Ci12E10 — poliioksiietiileen-10-lauriiiil-eeter

SDS-PAGE — naatriumdodetsiiiilsulfaat-poliiakriitilamiidgeelelektroforees
TCEP — tris(2-karboksiietiiiil )fosfiin

APS — ammooniumpersulfaat

Da — dalton

ICso — kontsentratsioon, mille juures saavutatakse pool maksimaalsest inhibeerivast toimest



1. SISSEJUHATUS

G-valgud ehk guaniininukleotiide siduvad valgud on valkude perekond, mis tegeleb
viljaspoolt rakku tulevate keemiliste signaalide lilekandega raku sisemusse. Mitmed haigused
nagu diabeet, pimedus, allergiad, depressioon, siidame-veresoonkonna haigused ning kindlad
vahktdve vormid on seotud G-valkudega seotud retseptorite (GPCR) viirtalitlusega
signaalitilekandes.

Mangaan on oluline mikroelement, mis séilitab mitmeid biokeemilisi ja rakusiseseid
reaktsioone. Vaatamata oma olulisusele, on mangaan iileméaéarasel kontsentratsioonil toksiline.
Suurenenud akumulatsioon mdningates aju piirkondades pohjustab neuroloogilise hdire, mida
kutsutakse manganismiks. Manganismil on sarnased siimptomid Parkinsoni tdvega, mistottu
vdib selle avastamine keeruline olla. Varasemalt on tiheldatud Mn?*i suurt ja koespetsiifilist
moju serotoniin 1A retseptoriga seotud signaalililekandele [11, 12] ning vilja pakutud, et see
mdju voib olla vahendatud retseptoriga seotud G-valkudega poolt.

Antud t66 eesmaérgiks oli puhastada ja analiilisida kolme peamist serotoniin 1A
retseptoriga seostuvat G-valgu o, alatihikut, sidudes nende kiilge fluorofoorid, mis seostuvad
konformatsioonitundlikult o alaiihiku tsiisteiinidega, voimaldades sellega uurida Mg®* ja

Mn?* m&ju nukleotiidi seostumisele, mddtes fluorestsentsi anisotroopiat.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1 G-valguga seotud retseptorid

G-valkudega seotud retseptorid (GPCR) on suurim inimese genoomis esinev
membraansete valkude klass, kuhu kuulub {ile 1000 retseptori. GPCR-id vahendavad suurema
osa inimese fiisioloogilistest vastustest hormoonidele, virgatsainetele, 16hna- ja maitseainetele
ning mingivad olulist rolli ravimimarklaudadena. Mdnede hinnangute kohaselt on neile
retseptoritele suunatud kuni 50% ténapéeva ravimitest [1, 2]

GPCR koosneb seitsmest homoloogilisest helikaalsest hiidrofoobsest
transmembraansest domeenist, ekstratsellulaarsest aminoterminusest ja intratsellulaarsest
karboksiitilterminusest. Transmembraansetes segmentides on aminohapete jdrjestused
konserveerunud, ekstratsellulaarses ja intratsellulaarses ruumis on rohkem muutusi. Suurem

mitmekesisus aminohappelises jérjestuses on N-terminaalses osas [3].

2.2 G-valgud

G-valgud on rithm molekule, mida kutsutakse heterotrimeerseteks guaniinnukleotiide
siduvateks valkudeks. Kui ligand interakteerub heptahelikaatse retseptoriga raku pinnal, siis
ligand kas stabiliseerib retseptorit voi kutsub selles esile konformatsioonimuutuse, mis
aktiveerib raku membraani sisemisel pinnal heterotrimeerse G-valgu, mis koosneb a—, B— ja
y-alaiihikust. - ja y-alaiihik moodustavad tihedalt seotud dimeeri, mida on vdimalik 15hkuda
ainult denatureerimisel. Seega vaadeldakse By-dimeeri kui iihtset tervikut. [4]

Klassikaliselt jagatakse G-valgud neljaks perekonnaks, pdhinedes nende a-alaiihiku
sarnasusel: Gao, Gos, Gog1 ja Gouzis. Kui Go- alaiihik on seostunud GTPga saab see
reguleerida rakusiseseid efektoreid nagu adeniilaadi tsiiklaasi, fosfolipaas Cp, K* ja ca®
ioonkanaleid ja tsiiklilise GMP fosfodiesteraasi. G-valk Gaos aktiveerib adeniilaadi tsiiklaasi,
mis kataliitisib ATP (adenosiin-5’-trifosfaat) 16hustamist cAMPiks (tsiikliline adenosiin-3°,5’-

monofosfaat) ja PPiks, aga Ga; inhibeerib seda.



G-valgu aktivatsiooni v3ib jagada nelja etappi: 1) algfaasis on G-valk apy-trimeerina
ja a-alaiihiku kiilge on seotud GDP, 2) ligandi seostumine retseptoriga kutsub esile
konformatsioonimuutuse ja GDP vabaneb a-alaiihikult, 3) Mg®* juuresolekul seostub a-
alaiithik GTPga ja Ga-GTP kompleks eraldub By-dimeerist, mille tulemusena on molemad
kompleksid voimselised iile kandma signaale rakusisestele efektoritele, 4) signaali kestvuse
médrab GTP hiidroliiisi kiirus a-alaiihikul, mille tulemusena saab GTPst GDP ja o- ning By-
alaiihik reassotsieeruvad ning kogu tsiikkel voib uuesti alata. G-valgu aktivatsiooni reguleerib
Ga GTPaas, mis 1ohustab GTP GDPks ja Piks. GTP analoogid GTPyS ja GppNHp ei

hiidroliiiisu ja séilitavad sellega G-valgu aktiveerituse. [4,5]

Joonis 1. G-valgu ja temaga seotud retseptori skemaatiline kujutis. [6]

2.3 G-valkude puhastamine

Valkude uurimise seisukohalt on oluline, et uuritav valk oleks vdimalikult puhas ning
histi iseloomustatav. Puhastamiseks on vélja to6tatud mitu erinevat meetodit: vdljasoolamine,

ioonvahetuskromatograafia, geel-filtratsioon ja afiinsuskromatograafia.



Valkude puhastamine looduslikest kudedest on problemaatiline, sest G-valgu sisaldus
on madal ning {ihe perekonna eraldamine on keeruline. [7] Rohkete puhastusetappide kdigus
viheneb saagis ja funktsionaalse valgu hulk.

G-valkude puhastamine algab valku sisaldava koe homogeniseerimisega voi —
liiisimisega puhverlahuses (Na-HEPES, Tris-HCI), mis sisaldab redutseerijat (j3-
merkaptoetanool, DTT), detergente, mis peale membraanide mahatsentrifuugimist
solubiliseerivad membraanvalke, ja proteaasi inhibiitorit, mis takistab valgu proteoliiiisi. G-
valkude a-alatihikute puhastamisel on soovitatav lisada substraat GDP, mis stabiliseerib
alatihikut katse kaigus.

Kui valku sisaldav kude on homogeniseeritud, siis saab teostada tsentrifuugimist.
Tsentrifuugimine on vajalik selleks, et eraldada memraanfraktsioon. Samuti aitab see véltida
kolonnide kiiret ummistumist ning vabaneda valesti pakitud vdi posttranslatoorsete
modifikatsioonideta valkudest, mis ei seostu membraaniga ja seega ei vahenda signaali.

Enne kromatograafia ldbiviimist on vaja G-valgud solubiliseerida, sest
kromatograafiat saab 14bi viia ainult siis, kui valgud on lahustunud kujul. Valkude aktiivsuse
ja funktsionaalsuse séilitamise seisukohalt on detergendi valik véiga oluline. Sobiva detergendi
juuresolekul saab ka selektiivselt perifeersed membraanvalgud integraalsetest
membraanvalkudest eraldada.

Kui kdik eelnevad puhastusetapid on libitud, voib alustada kromatograafilise
meetodiga. Afiinsuskromatograafia voimaldab valke lahutada, pohinedes valkude vastasmojul
spetsiifilise ligandiga, mis on kovalentselt seotud kromatograafilise maatriksiga.
Afiinsuskromatograafia on eelistatud rekombinantsete valkude puhastamiseks, sest see
meetod on suure selektiivsusega. Rekombinantsete valkude puhastamiseks
afiinsuskromatograafia abil, margitakse huvipakkuv valk spetsiifilise mérgisega
(heksahistidiin, glutatioon-S-transferaas, Strep), mis seostub afiinsuskandjaga. [8]

Ni-afiinsuskromatograafia kasutab histidiini vdimet siduda niklit. Heksahistidiiniga
valgu mérgistamisel (His-Tag) seotakse valgu kiilge kuuest histidiini aminohappe molekulist
koosnev mirgis. Nikkel seotakse agaroosi graanuli kiilge kelaadi abiga, kasutades
nitriiloatsetaati. His-Tag on tdnapéeval koige laialdasemalt kasutatav valgu méarkimise meetod
afiinsuskromatograafias. [9]

Strep-tag II on lithike peptiid, mis koosneb kaheksast aminohappest (Trp-Ser-His-Pro-
GIn-Phe-Glu-Lys). Strep-tag 11 seostub selektiivselt streptavidiini derivaadiga Strep-Tactin.



Kuna seostuv peptiid on véga véike, siis sdilitab valk oma struktuuri ja funktsiooni. See
meetod voimaldab afiinsuskromatograafiat 14bi viia flisioloogilistes tingimustes ning Strep-
tagiga margistatud valke saab puhastada iihe etapiga. Pérast lithikest pesuetappi teostatakse
orn puhastatud valgu elueerimine, mis on vdimalik lahusega, mis sisaldab destiobiotiini. [10]
Selle t60 kaigus kasutati tandemafiinsuskromatograafiat. Strep-margistatud y-alaiihik
ekspresseeriti koos a- ja - alaiihikuga. Kromatograafilise protsessi kdigus seostus By-dimeer

kolonniga, vottes kaasa ka a-alaiihiku.

2.4 Mangaani efekt 5-HT;a retseptorile

On teada, et keemilne ililekanne nérvide vahel on peamiseks suhtlusmeetodiks
nérvisiisteemis. Ulekande alustamiseks on vaja eelsiinaptilises nirvildpmes siinteesida
signaalmolekul. Signaalmolekulideks vdivad olla paljud madalamolekulaarsed ithendid (ACh,
NE, 5-HT), aminohapped (glutamaat, gliitsiin) ja peptiidid, hormoonid ning ka valgus. [11]

Serotoniini (5-HT) peetakse iiheks evolutsiooniliselt vanimaks neurotransmitteriks. 5-
HT vahendab oma mdju peamiselt G-valguga seotud retseptorite kaudu ja vahemalt 13
erinevat GPCRi on teada. 5-HTa retseptorid asuvad siinapsieelsetes ja —jargsetes neuronite
osades ja on teada, et nad seostuvad peamiselt ainult G; perekonna G-valkudega.

Magneesium ja mangaan on mikroelemendid, mida on vaja organismi normaalseks
talituseks. Magneesium (Mg?*) on mitmete ensiiiimide kofaktor ja ta seostub paljude teiste
biomolekulidega. G-valkude puhul on Mg?* kaasatud valgu digesti kokkupakkimisse ja on
vajalik ka ensiimaatiliseks aktiivsuseks. Mg?* vabastab in vitro eksperimentides raku
membraanidega G-valgu GDPst, vdimaldades agonistil suure afiinsusega seostuda
nukleotiidivaba G-valgu ja retseptori kompleksiga. Mangaan on osutunud isegi
potentsiaalsemaks indutseerijaks agonisti suure afiinsusega seostumisel 5-HT 4 retseptorile,
aga mangaani moju on koespetsiifiline, mis voib olla seotud erineva G-valkude sisaldusega
nendes kudedes. On mitmeid mirke, et Mg?* ja Mn?** konkureerivad samadele

sidumiskohtadele retseptor-G-valk kompleksis, aga neil on erinev afiinsus. [12]



2.5 GTPyS sidumise meetod valkude uurimises

Klassikaline radioaktiivselt margitud GTPyS sidumise meetod mdddab G-valgu
aktiveerituse taset parast agonisti sidumist G-valguga seotud retseptorile. Selle meetodi
suureks eeliseks on see, et moddetakse funktsionaalset moju retseptori hdivamisel iihel kdige
esimesel retseptor-vahendatud etapil. GTPyS asendab endogeense GTP ja seostub Ga.
alaiihikuga parast retseptori aktiveerimist, et moodustada Ga-GTPyS kompleks. Kuna y-
tiofosfaatside on vastupidav hiidroliiiisile, siis ei saa G-valgud taastada heterotrimeerset vormi
ning seega GTPyS mérgitud Ga alaiihikud akumuleeruvad ja neid saab moota radioaktiivse
margisega nukleotiidi hulga jérgi. [13]

Hindamaks muutuseid reaalajas in vitro, on voimalik kasutada fluorestsents
tehnoloogiaid, mis on ohutumad. Uhe niitena vdib tuua valkude méirgistamise
fluorestsentsnukleotiididega. See meetod voimaldab mddtmisi teha homogeenses keskkonnas,

aga selle puuduseks in vivo katsetes on sageli suur mittespetsiifiline sidumine.

2.6 Valkude mérgistamine fluorestseeruvate molekulidega

Valkude mérgistamine fluorestseeruvate molekulidega voimaldab uurida ja
visualiseerida valkude diinaamikat ja valk-valk interaktsioone ning on oluline meetod valkude
funktsioonide uurimisel. Florestseeruvate valkude geneetiline modifitseerimine, néiteks
roheliselt fluorestseeruvate valkude (GFP) modifikatsioon, on kdige populaarsem valkude
margistamise meetod tdnu suurele spetsiifilisusele ja meetodi lihtsusele. Kahjuks selle
meetodi fluorestseeruvad molekulid on nii suured, et voivad héirida valgu funktsiooni ja
struktuuri, millega nad seotud on. See on viinud uute meetodite véljatdStamiseni, mis
pdhinevad valkude selektiivsel mérgistamisel vdiksemate keemiliste iihenditega. Selektiivne
keemiline méargistamine saavutatakse iildiselt mérgistatava valgu markermolekuli
kohtspetsiifilisel sidumisel. [14]

SNAP-tagiga valkude mérgistamisel on mitmeid eeliseid vorreldes traditsiooniliste
meetoditega. Niiteks saab SNAP-tagiga seotud valke muuta ligandide voi teiste siduvate
fragmentidega. Snap-tagi omadused lisavad tdiendava tasandi, hindamaks valgu funktsiooni ja

diinaamikat rakubioloogias. [15]
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Valke on voimalik ka keemiliselt fluorestsentsmérgistada. Selleks sobivad SH ja NH;
riihmad. Et vilida valgu struktuuri hdirimist, peab markermolekul olema véike ja selle
polaarsus peab vastama seostumiskoha polaarsusega. Probleemiks on see, et viga reaktiivsed
fluorestsentsmirgised vdivad mirgistada nii SH kui ka NH; rithmasid. Uheks viga
reaktiivseks markermolekuliks on akriilodan. [16] Samuti on véimalik valkude strukutuuri
analiilisida fluorestsentsligandidega, mis interakteeruvad konformatsioonitundlikult valkude

hiidrofoobsete aladega. [17]

2.7 Biarseensete virvide seostumine

Biarseensed virvid, nditeks 4°,5’-bis(1,3,2-diarsaan-2-iil)-fluorestseiin (FIAsH),
seostuvad spetsiifiliselt lithikesele peptiidjarjestusele, mida nimetatakse tetratsiisteiini
motiiviks (CCPGCC, CCKACC, CCxxCC), suure afiinsusega. FIAsHi derivaadid, F,FIAsH ja
F4F1AsH, on paremate fluorestseeruvate omadustega. FIAsHiga vorreldes on F,FIAsHIl
kdrgem neelduvus, suurem Stokesi nihe, suurem kvantsaagis, parem fotostabiilsus ja vdiksem
pH sdltuvus. [14, 18, 19]

Biarseensete virvide kasutamisel on ka moningad puudused. Viérvid voivad seostuda
mittespetsiifiliselt endogeensete valkude tsiisteiinipaarile voi pdhjustada miirgistust, mis
raskendab nende kasutamist in vivo katsetes. [20] Antud t66s on mittespetsiifiline seostumine

positiivne omadus, voimaldades uurida endogeenseid valke in vitro.

Nomnaliseeritud fluorestsents
t00153dI0SPE PrUAASHEULON

400 450 500 550 600 650

Lainepikkus (nm)
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Joonis 2. FoFIAsH (roheline) ja F4FIAsSH (punane) struktuurid ning absorptsioon- ja
emissioonspektrid. [18]

2.8 FRET valkude uurimisel

Forsteri resonantsenergia lilekanne (FRET) on vdimas meetod uurimaks valkude
interaktsioone. Selle meetodi puhul on vajalik, et doonori emissioonspekter kattuks akseptori
absorbtsioonispektriga. Kui ka akseptormolekul on fluorofoor, siis FRETiga suureneb
akseptori fluorestsentsemissioon ning seda tuntakse kui tundlikku emissiooni. Biarseensete
vérvide ja ndhtavalt fluorestseeruvate valkude kombinatsioon FRETi doonor-akseptor paarina
voimaldab hinnata ning mddta molekulaarseid interaktsioone elavates rakkudes. [21]

Kui fluorestsentsvirv on ergastatud olekus, siis kustutaja (quencher) puudumisel
pohiolekusse naastes, kiirgab ta valgust. Kui kustutaja on ldhedal, siis ergastatud fluorofoor
saab naasta pohiolekusse, andes oma energia iile kustutajale, mis selle kéigus ergastatakse,
ilma kiirgamata. FRETi summutamine soltub fluorofoori energia iilekandmise vdimest
kustutajale. See saab vdimalikuks siis, kui fluorofoori emissioonspekter kattub kustutaja
absorbtsioonspektriga. Et kustutaja saaks summutada mitme erineva fluorofoori fluorestsentsi,
peab sellel olema lai absorptsioonispekter ja suur kustutamise koefitsient. [22] Uheks
kustutajaks on guaniinituum, mille kustutav toime tuleneb fotoindutseeritud elektroni
iilekandest. [23]

2.9 Fluorestsentsi anisotroopia

Anisotroopia mootmisi kasutatakse sageli biokeemilistes fluorestsentsi rakendustes.
Anisotroopia modtmised annavad informatsiooni valkude suuruse ja kuju voi erinevate
molekulaarsete keskkondade jdikuse kohta. Seda meetodit on kasutatud valk-valk
assotsiatsioonide ja membraanide voolavuse hindamiseks. Samuti on meetodid laialdaselt

rakendatud fluorestsentsmaérgistatud ligandide valkudega seostumise jalgimiseks.
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Anisotroopia modtmised pdhinevad fluorofooride fotoselektiivsel ergastamisel
polariseeritud valgusega. Fluorofoorid neelavad eelistatult selliseid footoneid, mille
elektrilised vektorid on joondatud paralleelselt fluorofoori siirdemomendiga.

On mitmeid ndhtusi, mis vdivad alandada moddetava anisotroopia véértusi, vorreldes
maksimaalse teoreetilise vaédrtusega. Koige tavalisemaks pohjuseks on rotatsiooniline
difusioon. Difusioon esineb ergastatud oleku eluajal ja torjub fluorofoori dipooli emissiooni.
Molekulid saavad mitmeid kordi podrelda oma ergastatud oleku ajal, mis kestab 1-10
nanosekundit, ja polarisatsiooni orientatsioon on juhuslik. Ergastatud oleku tilekanne
fluorofooride vahel vihendab samuti anisotroopiate vaartuseid.

F,F1AsH on véga sobilik fluorestsentsi anisotroopia modtmisteks, sest ta seostub
korraga kahe tsiisteiinijadgi kiilge, mille tagajirjel viheneb rotatsiooniline difusioon ja

anisotroopiate vaéartused on suuremad. [23]
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3. EKSPERIMENTAALNE OSA

3.1 Kasutatud materjalid ja aparatuur

Valkude puhastamisel ja katsetes kasutatud f-SHEtOH oli ostetud Merckist
(Darmstadt, Saksamaa). Valkude puhastamisel ja katsetes kasutatud NaCl, MgCl,, HEPES ja
EDTA olid ostetud Applichem GmbHst (Darmstadt, Saksamaa). Valkude puhastamisel
kasutatud Na-kolaat, dodetsiiiilsahharoos, destiobiotiin ning puhastamisel ja katsetes
kasutatud Cy2E10 ja TCEP olid ostetud Sigma-Aldrich GmbHst (Miinhen, Saksamaa). Valkude
margistamiseks kasutatud FoFIAsH oli siinteesitud Ain Uustare poolt.

Rakususpensiooni homogeniseerimiseks ultraheliga kasutati Bandelin Sonopulsi
(Bandelin electronic GmbH, Berliin, Saksamaa), tsentrifuugimiseks kasutati tsentrifuugi
Sigma Laborzentrifugen 3K30 (Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Saksamaa).
Valkude puhastamiseks kasutati Strep-Tactini afiinsuskolonni (IBA GmbH, Géttingen,
Saksamaa) ja valke analiiiisiti SDS-PAGEga (Bio-Rad Mini Protean 3, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Valgusisalduse méddramiseks fraktsioonides kasutati UV-
spektrofotomeetrit NanoDrop 1000 (NanoDrop products, Wilmington, DE, USA). Valkude
FRET analiitisiks kasutati BMG PHERAstar Plusi (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg,

Saksamaa).

3.2 Meetodid ja metoodika

3.2.1 G-valkude alaiihikuid sisaldavate membraanpreparaatide puhastamine

Kiilmutatud rakupelletile lisati 1 kordne ruumala homogeniseerimispuhvrit, mis
sisaldas 20 mM HEPES, pH=7,8, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 5 mM -
SHEtOH, 5 uM GDP ja proteaasi inhibiitorit (Roche’ Complete EDTA-free). Rakud
homogeniseeriti ultraheliga 5 korda 10 sekundit j&4 peal. Homogenaadile lisati
solubiliseerimispuhver, mis sisaldas homogeniseerimispuhvrit, 1% Na-kolaati ja 0,2%
dodetsiitilsahharoosi. Tuubi loksutati (ELMI DOS-20S, ELMI Ltd, Riia, Lati) 1 tund
maksimaalsel kiirusel 4 °C juures. Seejérel tsentrifuugiti sade pohja kiirusel 40000 g 30

minuti jooksul 4 °C juures. Saadud supernatant kanti eelnevalt 2 kolonni ruumala
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pesupuhvriga, mis sisaldas 20 mM HEPES, pH=7,8, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM -
SHEtOH, 0,5% Ci,E10, voolutatud Strep-Tactini kolonni, et 1dbi viia afiinsuskromatograafia.
Kolonni pesti 20 kolonni ruumala pesupuhvriga. Elueerimiseks kasutati elueerimispuhvrit,
mis sisaldas pesupuhvrit ja 5 mM destiobiotiini. Fraktsioonidest vdeti analiiiisiks 20 pl ning
lisati 30 ul 2x SDS-PAGE laadimispuhvrit. Fraktsioonide valgusisaldus moddeti UV-
spektrofotomeetri NanoDrop 1000-ga 280 nm juures ja seejérel fraktsioonid séilitati -80 °C

juures.

3.2.2 SDS-PAGE ja poliiakriiiilamiidgeeli hobedaga virvimine

12% eraldusgeel sisaldas 2 ml Tris-HCI puhvrit (pH=8,8), 3,2 ml 30%
akriitilamiidi/0,8% bisakriiiilamiidi, 40 ul 10% APSIi, 10 ul TEMED:it ja 2,7 ml Milli-Q vett.
Geelil lasti 30-45 minutit poliimeriseeruda. Jargnevalt valati eraldusgeeli peale laadimisgeel,
mis sisaldas 625 ul Tris-HCI puhvrit (pH=6,8), 325 ul 30% akriiiilamiidi/0,8%
bisakriitilamiidi, 12,5 pl 10% APSI, 2,5 ul TEMED:It ja 1,5 ml Milli-Q vett. Geelil lasti 15-30
minutit poliimeriseeruda.

Rakuliisaate, millele oli lisatud 30 ul 2x SDS-PAGE laadimispuhvrit, kuumutati 10
minutit 98 °C juures. 5-10 ul proovi lahutati SDS-page geelil kasutades kontsentreerivas alas
pinget 70V ja lahutavas alas 130V.

Elektroforeesi 15ppedes varviti geel vastavalt Pierce® Silver Stain Kit protokollile.
[24]

3.2.3 G-valkude ai1, aiz ja ais alaiihikute valgupreparaatide nukleotiiditundlikkuse

mootmine

Valmistati 14 ml katsepuhvrit (20 mM HEPES, pH=7,8, 10 mM NaCl, 2 mM f-
SHEtOH, 1 mM TCEP, 2 mM MgCl,, 0.1% C;,E;0). Margistamise jaoks valmistati 10 nM
FoFIAsH lahus katsepuhvris. Saadud F,FIAsH lahusest valmistati 9,9 uM GTPyS ja 9,9 uM
GDP lahused. 75 nM (UV-neelduvuse jérgi 280 nm juures) valgulahused valmistamistati

katsepuhvris.
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Mikrotiiterplaadi (Corning 3993, Corning Life Sciences, Lowell, MA, USA) nelja rea
seitsmesse viimasesse kaevu lisati 50 pl katsepuhvrit, esimesse kaevu lisati 100 pl
valmistatud valgulahust. Esimesest kaevust voeti 50 ul lahust ja tehti seerialahjendused 50+50
ul kuni seitsmenda kevuni. Kahe rea koigisse kaevudesse lisati 50 pl valmistatud GTPyS
lahust ning iilejaanud kahe rea kdigisse kaevudesse lisati 50 pl valmistatud GDP lahust.

Fluorestsentsi anisotroopiat (FA) mdddeti kolme tunni jooksul 520 nm juures
temperatuuril 28 °C, kasutades selleks BMG PHERAstar Plus miktotiiterplaadilugejat.

3.2.4 Mn** méju F2FlAsHile

Valmistati 14 ml katsepuhvrit (20 mM HEPES, pH=7,8, 10 mM NaCl, 2 mM -
SHEtOH, 1 mM TCEP, 2 mM MgCl,, 0.1% Ci,E;0). Katsepuhvris valmistati 20 nM (UV-
neelduvuse jargi 280 nm juures) ByM valgulahus ja 10 nM F,FIAsHI lahus. F.FIAsH lahust
kasutati 10 uM GDP ja 10 uM GTPyS lahuste valmistamiseks. Mangaani lahjendusseeria
tegemiseks valmistati 4 mM Mn?* lahus 10 uM GDP ja 10 uM GTPyS lahuses.

Mikrotiiterplaadi kahe rea seitsmesse viimasesse kaevu lisati 50 pul GDP lahust ja kahe
rea viimasesse seitsmesse kaevu 50 ul GTPyS lahust. Esimestesse kaevudesse lisati vastavalt
100 pl Mn?* lahust GDPs ja GTPySis. Tehti seerialahjendus 50+50 pl kuni seitsmenda
kaevuni. Uhe GDP ja iihe GTPgSi rea kdigisse kaevudesse lisati 50 pl valgulahust ning
tilejadnud kaevudesse 50 ul katsepuhvrit.

Fluorestsentsi anisotroopiat mdddeti kahe tunni jooksul 520 nm juures temperatuuril
28 °C BMG PHERAstar Plusiga.

Et uurida Mn®** mdju a-alaiihiku juuresolekul, valmistati 14 ml katsepuhvrit (20 mM
HEPES, pH=7,8, 10 mM NaCl, 2 mM B-SHEtOH, 1 mM TCEP, 2 mM MgCl,, 0.1% C1,E10).
Katsepuhvris valmistati 20 nM (UV-neelduvuse jargi 280 nm juures) valgulahus ja 10 nM
FoFIAsHI lahus. FoFIAsH lahust kasutati 10 uM GDP ja 10 uM GTPyS lahuste
valmistamiseks. Mangaani lahjendusseeria tegemiseks valmistati 4 mM Mn** lahus 10 uM
GDP ja 10 uM GTPyS lahuses.

Mikrotiiterplaadi kahe rea seitsmesse viimasesse kaevu lisati 50 pul GDP lahust ja kahe

rea viimasesse seitsmesse kaevu 50 ul GTPyS lahust. Esimestesse kaevudesse lisati vastavalt
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100 pl Mn** lahust GDPs ja GTPySis. Tehti seerialahjendus 50+50 pl kuni seitsmenda
kaevuni. Koigisse kaevudesse lisati 50 ul valgulahust.

Fluorestsentsi anisotroopiat moddeti kolme tunni jooksul 520 nm juures temperatuuril
28 °C BMG PHERAstar Plusiga.

3.2.5 GTPyS lahjendusseeriad Mg®* véi Mg®*+Mn** taustal

Valmistati 7 ml katsepuhvrit (20 mM HEPES, pH=7,8, 10 mM NaCl, 2 mM j-
SHEtOH, 1 mM TCEP, 2 mM MgCl,, 0.1% C1,E;0). Mérgistamise jaoks valmistati 10 nM
F,FIAsH lahus katsepuhvris. F2FIAsH lahust kasutati F.FIAsH + Mn®* (200 pM) lahuse
valmistamiseks. Alaiihikute oz ja aiz 20 nM (UV-neelduvuse jargi 280 nm juures)
valgulahused ja alaiihiku aiz 40 nM (UV-neelduvuse jéargi 280 nm juures) valgulahus
valmistamistati katsepuhvris.

10kordse lahjenduse korral valmistati 20 uM GTPyS ja 20 uM GTPyS + Mn?*
lahused. Neist tehti seerialahjendus FoFIASH lahuses 25+225 ul kuni seitsmenda
mikrotuubini. Valmistatud lahjendused jagati mikrotiiterplaadil nii, et kahe rea kaevudesse
lisati valmistatud lahjendused, mis ei sisaldanud mangaani, ja kahe rea kaevudesse
lahjendused, mis sisaldasid mangaani. Nelja rea kdigisse kaevudesse lisati 50 pl valgulahust.
Lisaks sellele viidi alaiihikuga o; 14bi katse, kus valmistati 6,4 uM GTPyS ja 6,4 uM GTPyS
+ Mn®" lahused. Tehti seerialahjendus F,FIAsH lahuses 25+225 ul ning edasi toimiti nagu
eelpool kirjeldatud.

4kordse lahjenduse korral valmistati 2 uM GTPyS ja 2 uM GTPyS + Mn?* lahused.
Mikrotiiterplaadi kahe rea seitsmesse viimasesse kaevu lisati 50 pl F,FIAsH lahust ning kahe
rea seitsmesse viimasesse kaevu 50 pl Fo.FIAsH + Mn?* lahust. Ridade esimestesse
kaevudesse lisati vastavalt 66,7 ul GTPyS lahust voi 66,7 ul GTPyS + Mn®* lahust. Esimesest
kaevust voeti 16,7 ul lahust ja tehti seerialahjendused 16,7+50 pl kuni seitsmenda kaevuni.
Nelja rea koigisse kaevudesse lisati 50 pl valgulahust.

Fluorestsentsi anisotroopiat mdodeti kahe tunni jooksul 520 nm juures temperatuuril
28 °C, kasutades selleks BMG PHERAstar Plusi.
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4. ANDMETE TOOTLEMINE

Andmeid t66deldi programmiga GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.) ning
analliiisiti mittelineaarsete vahimruutude meetodil. Mikrotiiterplaadi katsed tehti duplikaatides

vOi kvadruplikaatides ja andmed esitati kujul +SEM.
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5. TULEMUSED JA ARUTELU

5.1 G-valkude aiz, a2 ja oz alaiihikuid sisaldavate membraanpreparaatide puhastamine

G-valgu i1, a2 ja ajz alatihikuid puhastati afiinsuskromatograafia meetodil, kasutades
Strep-Tactin afiinsuskolonni. Valke analiiiisiti SDS-PAGE abil ja valkude visualiseerimiseks

varviti geeli hobedaga.

Joonis 3. Kolme Ga-alatihiku SDS-PAGE vérvitud hobedaga. 42 kDa juures on

ekspresseeritud a-alaiihik, ~38 kDa juures on [-alaiihik ja ~10 kDa juures on y-alaiihik.

Geeli pilti analiitisiti pilditootlusprogrammiga ImagelJ 1.46. See programm voimaldab
geeli raja vootide intensiivsuste jargi hinnata uuritava valgu sisaldust koguvalgust,
teisendades vodtide intensiivsused kromatogrammiks. Tulemused niitasid, et G-valgu
sisaldus koguvalgus on 30-35%. a- ja B-alaiihikute sisaldused valgupreparaatides olid

vorreldavad, mis nditab et preparaadis sisalduv G-valk oli valdavalt heterotrimeerne. Saadud
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tulemusi kasutati G-valkude kontsentratsioonide hindamiseks kasutades tildvalgu sisalduse

madramiseks UV-neelduvust 280 nm juures.

5.2 G-valkude a;s, a2 ja a3 alaiihikute valgupreparaatide nukleotiiditundlikkuse

mootmine

Valgupreparaatides olevate G-valkude ja FoFIAsHi vahelise nukleotiiditundlike
fluorestsentsanisotroopia signaalide vordlemiseks valmistati 75 nM valgulahused
katsepuhvris. Valkude mérgistamiseks valmistati 10 nM F,FIAsH lahus. Nukleotiidilahused
(GTPyS ja GDP) valmistati 9,9 uM. Katsed viidi l1ébi kahe tunni jooksul, mdotes

fluorestsentsi anisotroopiat 520 nm juures temperatuuril 28 °C.
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Joonis 4. Ga-alaiihikute i1, i2 ja i3 nukleotiiditundlikute anisotroopiate soltuvus

valgulahusekontsentratsioonist. Punaste joontega on tahistatud alaiihikuga o tehtud katsed

GDPga (pidev joon) ja GTPySiga (katkendlik joon). Siniste joontega on tdhistatud alaiihikuga
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a2 tehtud katsed GDPga (pidev joon) ja GTPySiga (katkendlik joon). Roheliste joontega on
tahistatud alatihikuga a3 tehtud katsed GDPga (pidev joon) ja GTPySiga (katkendlik joon).

Vaatamata SDS-PAGE tulemustele ja UV-neelduvuse katse tulemustele, mis viitasid,
et valgupreparaadid on ligildhedaselt sama G-valgusisaldusega, niitas fluorestsentsi
anisotroopia katse, et o, alatihiku sisaldus néib vorreldes aii-€ ja aiz-ga olevat oluliselt
madalam. Samas erinevus GDP ja GTPyS signaalide vahel oli koigil alaiihikutel vorreldav,
mis viitab, et FoF1AsH voib o, alaiihikuga interakteerudes olla vabam p6orlema.

Tulemuste pdhjal otsustati, et edasised katsed, kus uuritakse Mg?* ja Mn*" maju
heterotrimeeride nukleotiidi seostumisele, viiakse 14bi valgulahustega, kus o ja oz alatihiku

lahused katsepuhvris on 20 nM ja ai; alatihiku lahus katsepuhvris on 40 nM.

5.3 Mn®* méju F.FIAsHile

Et uurida Mn?* mdju F,FlAsHile, viidi 1ibi mangaani lahjendusseeria valguvabas
keskkonnas, ByM juuresolekul ja a-alaiihiku juuresolekul. Fluorestsentsi anisotroopiat
mdodeti kahe voi kolme tunni jooksul 520 nm juures temperatuuril 28 °C BMG PHER Astar
Plusiga.

1804
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Joonis 5. Fluorestsentsi anisotroopia sdltuvus Mn®* kontsentratsioonist. Punase pideva
joonega on tahistatud GDP + ByM katsepunktid ja katkendliku joonega GTPyS + yM
katsepunktid. Sinise pideva joonega on tihistatud GDP katsepunktid valguvabas keskkonnas
ja katkendliku joonega GTPyS katsepunktid valguvabas keskkonnas.
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Joonis 6. Fluorestsentsi anisotroopia sdltuvus Mn?* kontsentratsioonist a- ja py-alaiihiku
juuresolekul. Punasega on tdhistatud GDPga katsepunktid ja sinisega GTPySiga katsepunktid.

Katsete tulemused niitasid, et fluorestsentsi anisotroopia suuremal Mn?*
kontsentratsioonil valgu juuresolekul viheneb ja erinevus GDP ja GTPySi vahel muutub
viiksemaks. [lma a-alaiihikuta preparaadi katsetest on néha, et signaali vihenemine ei ole
seotud a-alaiihikuga.

Edasisteks katseteks o-alaiihikuga valiti 100 uM Mn?* kontsentratsioon, kus
mittespetsiifilist fluorestsentsi vihenemist veel ei esine ning signaali erinevus GDP ja GTPySi
vahel ei ole vihenenud. Uhtlasi on leitud, et mangaani miirgistuse puhul on ajus mangaani
kontsentratsioon kuni 100 uM [11], seega on valitud katioonide kontsentratsioonid (1 mM

Mg®* ja 100 uM Mn?*) lahedased fiisioloogilistele kontsentratsioonidele.

5.4 Mg®* ja Mn?* mdju GTPySi seostumisele

22



Valitud katioonide moju uurimiseks GTPySi seostumisele, viidi 1dbi lahjendusseeriad.

Katsed viidi ldbi kahe tunni jooksul, mdotes fluorestsentsi anisotroopiat 520 nm juures

temperatuuril 28 °C.
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Joonis 7. Ga-alaiihikute i1, i2 ja i3 normaliseeritud ja anisotroopiate sdltuvus GTPyS

kontsentratsioonist. Mg?* + Mn?* katsete tulemused on sinised ja Mg®* katsete tulemused

punased. Andmed normaliseeriti, vottes iga katse Mg ja Mg?* + Mn?*ga kdrgeim

anisotroopia véartus 100%ks ning madalaim véartus 0%ks. Normaliseeritud andmed seejirel

sobitati loglCsy jirgi.

Jooniselt 7. on néha, et kdrgemate GTPyS kontsentratsioonide juures on anisotroopia

viiksem kui madalate kontsentratsioonide juures. Seda voib pohjustada GTPySi poolt esile

kutsutud konformatsioonimuutus, mis suurendab Ga-alaiihiku kiilge seostunud F,FIAsHi

rotatsiooni pohjustades sellega madalama anisotroopia. Teine pdhjus vaib olla selles, et
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GTPyS seostub F,FlAsHile piisavalt ldhedale kustutamaks selle fluorestsentsi, mille
tulemusena kiirgab FoF1AsH liihemat aega ja pohjustades madalamad anisotroopia tulemused.
Sergei Kopanchuki poolt 1dbi viidud FLIM modtmised néitavad, et vdhemalt viimane variant
néib tdele vastavat, kuna GTPyS lisamisel F,F1IAsH maérgitud a-alatihikule langeb
fluorestsentsi eluiga kiiremini, vorreldes nukleotiidi puudumisega ning FoFIAsHi 1 ns ja 4.3
ns eluigade (mille proportsioonid sdltuvad G-valgu sisaldusest) kdrvale tekib uus 0.1 ns
komponent.

Katsete tulemusest on niha, et 100 pM Mn?* kontsentratsiooni juures mdddetud
fluorestsentsi anisotroopia tulemused ei erine oluliselt ainult magneesiumit sisaldanud katsete

tulemustest.

logICso (Mg®* + Mn*")

logICso (Mg®)

il -8,00+0,05 -7,96+0,06
12 -8,22+0,03 -8,11+0,05
13 -8,20+0,04 -7,91+0,03

Voimalik, et sellise Mn®" kontsentratsiooni juures ei olegi efekti, aga suurema
kontsentratsiooni juures mddta ei saa, kuna siis hakkab Mn?* mdjutama F,FIAsH-i ja By
kompleksi, mis viahendab signaali akent. Efekti puudumine vorreldes varasemate katsetega,
kasutades fluorestsentsmargistatud nukleotiide, voib olla tingitud ka Mg2+ suurest iilehulgast
Mn?®* suhtes, sest meie laboris tehtud katsed ainult Mg®* (1 mM) v&i Mn?* (1 mM)
juuresolekul, néitasid, et katsetes, kus puhver ei sisaldanud piisavalt nukleotiidi G-valgu
kiillastamiseks, parssis Mn>* GTPyS sidumist, vorreldes Mg**ga. Mn®" nihutas G-valgu
nukleotiidiga seostumise tasakaalu a-alatihiku nukleotiidivaba oleku kasuks, samal ajal kui

Mg®* stabiliseeris GTPySiga seostunud kompleksi. [25]
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Joonis 8. Ga-alaiihikute i1, 12 ja ja F,FIAsHI seostumise assotsiatsioonikineetika

valgukompleksi koostisest.

Uuritud kolme Ga-alatiiiibi Fo,FIAsH komplekside assotsiatsioonikineetikad erinesid
tiksteisest. Jooniselt 8. on néha, et alaiihiku o, nukleotiidiga poolestusaja ja nukleotiidita
poolestusaja vahe on vidiksem kui alaiihikute a; ja oz korral.

Alaiithiku oz Mn?* ja Mg?* erinev mdju kompleksi tekkele on kdige viiksem.
Vaorreldes nukleotiidita komplekside ja ka nukleotiidiga komplekside
assotsiatsioonikineetikat, ei ole erinevust Mg?* + Mn?* ja Mg?* keskkonna komplekside vahel.

Nagu eespool mainitud, on alatihikute oz ja oz fluorestsentsanisotroopia signaalid ja

nukleotiiditundlikkus suurem. Alaiihik a3 ndib seostuvat nukleotiidiga kdige kiiremini.
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6. KOKKUVOTE

Mg?* ja Mn®** m&ju uurimiseks nukleotiidi seostumisele, puhastati kolm Go-alaiihikut
i1, i2 ja i3 Sf9 putukarakkudest, kasutades afiinsuskromatograafiat. G-valgu alaiihikute
olemasolu ja sisaldust kontrolliti SDS-PAGE abil, mille geeli varviti hobedaga.

Katsed niitasid, et Mn®* mdjus FoFIAsHi ja pyM kompleksile ning see viis
nukleotiiditundlikkuse vihenemiseni. a-alaiihikute kontsentratsiooni méddramise katsetest oli
ndha, et o, interaktsioon F,FlAsHiga ei ndi sama tugev Kui teiste a-alaiihikutega.

GTPyS lahjendusseeriate katsete normaliseeritud anisotroopiate tulemused ei ndidanud
Mn?* mdju erinevust Mg2+ mojust. See vois tuleneda Mg2+ tilehulgast Mn?* suhtes voi ei olegi
Mn%il sellise kontsentratsiooni juures efekti nukleotiidi seostumisele.

Mg?* ja Mn** mdju Go-alaiihikute F;FIAsH komplekside tekkekiirusele oli viike,
erinedes koige rohkem az alatihiku korral. Nukleotiidiga seostunud kompleksidele oli
katioonidel samuti vidike efekt, erinedes jalle kdige rohkem alaiihiku az Korral.

Et selgitada Mn®* méju nukleotiidi seostumisele G-valguga on vaja libi viia rohkem

katseid erinevates tingimustes ja erinevatel Mn®* kontsentratsioonidel.
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The effects of Mg?* and Mn?* on nucleotide binding to heterotrimeric G-proteins

Katlin Karlson

7. SUMMARY

To study the influence of Mg?* and Mn** on nucleotide binding to G-proteins three
Ga-subunits i1, i2 and i3 were purified. The existence of G-protein subunits was verified with
SDS-PAGE, the gel was later silver stained.

GTPyS dilutions showed no effect of different influences of Mn** and Mg?*. This may
have resulted from excess of Mg?* in comparison to Mn?* in our experiments. It is also
possible that Mn®* does not have an effect at 100 uM concentration. The results showed that
with higher concentrations of GTPyS the anisotropy has lower values. This may have resulted
from GTPyS's quenching effect on F,FIAsH. Another possibility is, that GTPyS initiates a
conformational change in the a-subunit and increases the rotation of F,FIAsH.

The effect of Mn?* and Mg?* on Ga-subunits-F,FIAsH complexes' stability was low,
differing the most in experiments with aj3. Complexes with nucleotides also did not have
distinctive effects of Mn** and Mg?*.

Further studies have to be carried out to determine the effects of Mn?** on G-protein

nucleotide binding.
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