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ANOTACIJA

Cilveka genoma atSifréSana un jaunu receptoru atklasana ir veicinajusi petfjumus
par receptoru fiziologisko lomu organisma, ka ari jaunu arstniecibas lidzeklu, kas
selektivi darbotos uz noteiktu mérkobjektu un neskartu citas organisma funkcijas,
izstradasanu.

Melanokortinu receptori (MKR) un to ligandi jau kopS piecu cilveku MKR
klongSanas 1992.-1993.g. ir ieguvusi nozimigu vietu jaunu zalu radiSanas projektos.
Tomer jaunu zalu izstradasana ir ilgs process, kas aiznem vidg&ji 12-15 gadus, kuru laika
notiek daudzi biologisko procesu fundamentalie pétijumi, un tajos iegltie jaunie
rezultati var butiski izmainit zalu radiSanas strat€giju. Ta ir noticis arT melanokortinu
(MK) pétijumos.

Sakotngji MKR saistija tikai ar pigmentacijas regul€Sanu organisma. Pirmais
sintétiskais o-melanocit-stimuléjosa hormona (0-MSH) analogs ar aizvietotam
aminoskabém a-MSH molekula — Nle4—Dphe7—MSH jeb NDP-MSH, jeb melanotans I
(MTI) tiek kliniski parbaudits ka pigmentaciju veicinoSs medikaments.

Tomeér velakie MKR pétijumi ir veltiti ne tik daudz pigmentacijas procesiem, cik
adas v€za, aptaukoSanas problémas, iekaisuma procesu un seksualo trauc€jumu
noveérSanai. Jaunakie analogi melanotans II (MTII) un PT-141 tiek pétiti kliniskajos
pétijumos ka erekcijas trauc€jumu noverSanas Iidzekli. Savukart iekaisuma procesu
petijumos prieksplana izvirzijusSies MKR 3. apaks$tipa (MKR3) selektivu ligandu
mekl&jumi. AptaukoSanas arst€Sanai tiek mekléti MKR4 agonisti.

Organisma Stinas nedarbojas izoléti. Tas vienlaicigi sanem dazadus autokrinos un
parakrinos signalus un atbild ar Stinai raksturigam, specifiskam reakcijam. Ekspreséto
receptoru kopums uz Siinas membranas ir mainigs, daudzi receptori sadarbojas sava
starpa, citi atrodas reciprokas attiecibas. Tomeér Iidz $im ir loti maz informacijas par
vienas gimenes receptoru ligandu sp&ju saistities pie cita apakstipa vai pat citas saimes
receptoriem.

Sakotngji jaunu receptoru ligandu skrinings notiek modelos in vitro. Tapéc paral€li
jaunu zalu Iidzeklu mekl€jumiem tiek pétitas dazadas Stnu linijas, lai noskaidrotu
kadus receptorus Stinas eksprese, ka ari katras Siinu linijas Ipatnibas un piemérotibu

petijumu merkiem.



Darba mérkis:
Izmantojot §iinu modelus in vitro, atklat jaunus MKR ligandus sintétisko
MSH11-13 analogu un citu ar G proteinu saistito receptoru ligandu vidd, un noteikt

MKR agonistu ietekmi uz MKR ekspresiju dazadas Stinu Iinijas.

Darba uzdevumi:
1. Noskaidrot MKR lokalizacijas Tpatnibas pelu melanomas $tinu Inija B16-F1, kura
dabigi eksprese¢ MKR pirmo apakstipu (MKR1) un produc€ pigmentu melaninu. P&tit

a-MSH un ta sintétiska analoga NDP-MSH saistiSanas kin€tiku pie receptoriem.

2. Izmantojot pelu makrofagu Siinu Itniju RAW264.7, kura dabigi eksprese MKR1 un
MKR3, izpétit a-MSH un ta C gala fragmenta MSH11-13 ietekmi uz MKR blivumu $o
Sinu membranas norma, ka ar1 stimul€jot Stnas ar iekaisumu izraisoSam vielam —

bakteriju lipopolisaharidiem (LPS) un interferonu y (IFNy).

3. Noteikt MKR1 lokalizacijas ilgumu no cilvéku adas izolétu primaro fibroblastu Stinu
membranas in vitro un o-melanocitstimuléjosa hormona (a-MSH) ietekmi uz cikliska

adenozinmonofosfata (cCAMF) Iimeni ilgstoSi Stinu barotnés kultivétam Stunam.

4. Petit citu ar G proteinu saistito receptoru ligandu - P vielas (SP) antagonista spantida
I un « opiatreceptoru agonistu dinorfinu - sp&ju saistities ar cilveku MKR in vitro , ka

ar1 noteikt MKR lomu spantida I pretiekaisuma darbiba.

5. Petit sint€tisko MSH11-13 linearo un ciklisko analogu saistiSanos ar MKR.
Ligandu-receptoru saistiSanas procesa izvertét peptidu stereouzbiives lomu, peptidu
cAMF stimulacijas sp&ju un salidzinat MSH11-13 peptidu pretiekaisuma darbibu,
izmantojot slapekla oksida (NO) veidoSanas testu makrofagu $tinu Inija RAW264.7,

kura reagg uz iekaisuma agentu kairinajumu ar pastiprinatu NO sintézi.

Iegiitie rezultati liecina, ka atklati jauni MKR ligandi. Tie ir MK struktiirai

neradniecigi peptidi - P vielas receptoru ligands spantids I un x opiatreceptoru ligandi



dinorfini, kas saistas pie MKR in vitro. Izmantojot MKR neselektivo antagonistu
HS024, pieradita MKR loma spantida I pretiekaisuma darbiba.

Atklats, ka dinorfini saistas pie MKR 1patngja veida: A1-17 ar lidzigu afinitati
pie receptoru pariem MKR1 un MKR3, MKR4 un MKRS; A2-17 ar lidzigu afinitati
pie MKR1 un MKR4, MKR3 un MKRS5. A2-11 saistas ar izteikti augstaku afinitati un
selektivitati pie MKR1 neka pie par€jiem MKR, bet gandriz nemaz nesaistas pie
MKRS. A1-13 saistas Iidzigi pilnai molekulai A1-17 pie MKR1-4, bet pie MKRS ar 10
reizes augstaku afinitati neka dinorfins A1-17. Sada veida saistiSanas pazimes at3kiras
no o—MSH saistiSanas veida.

Petjjumi ar melanomas Sinu Iiniju B16-F1 parada, ka no eksperimentiem ar
transfekt€tam COS-7 un COS-1 Siinam adoptéta radioliganda NDP-MSH saistiSanas
metode ir piemé&rota ari MKR dabigi ekspres€joSo Stinu pétijumos. MKR ekspresija
dabigas pelu Siinu Iinijas — B16-F1, RAW264.7 un cilvéku adas fibroblastos — ir
mainiga un atkariga no stimulacijas ar dazadiem agentiem. LPS un IFNy paaugstina
MKR skaitu §tinas membranas un stimulé NO sintézi, kas liecina par iekaisuma procesu
aktivéSanu. o—MSH un ta C gala fragments MSH11-13 darbojas pret&ji LPS un IFNy,
samazinot MKR blivumu pelu makrofagu Stnas un inhib&jot NO sintézi, tad&jadi
uzradot pretiekaisuma darbibu in vitro. No cilvéku adas izol€tas primaras fibroblastu
Stinas kultivetas barotn€s 6 pasazu laika zaude MKR uz §tinu virsmas, ka art cAMF
producéSanas sp&ju ka atbildes reakciju uz o—MSH stimulaciju.

MSH11-13 un ta analogi nesaistas pie MKR un nestimulé cAMF sint€zi, tomér
tie inhibeé NO parprodukciju, kas liecina par So peptidu pretiekaisuma darbibu.
Analogu struktiiras ipatnibas: MSH11-13 un linearajam analogam H-Lys-Pro-Val-NH,
(IT) abas amino grupas ir brivas,

cikliskajiem analogiem Ac-Lys-Pro-Val (III) un Ac-Lys-Pro-DVal (1V)
| S | |
ir brivas a-amino grupas, bet atSkiriga Val konfiguraciju (IV ar DVal), ciklopeptidiem

c(Lys-Val) (V) un c(Lys-DVal) (VI) g-amino grupas ir brivas, bet L un DVal ieklauti
cikla. Peptidu NO inhibicijas sp€ja sarindojas: a-MSH > Ac-MSH11-13 (I) = H-
MSH11-13 (1) >IV>1II >V = VL.

Secinajumi

Stinu Iiniju raksturo$anas p&tfjumi apliecina, ka cilvéku adas fibroblasti in vitro

atri zaudé€ MKR uz $iinu virsmas. Dabigas $tnu Iinijas - pelu melanomas $tnu Iinija



B16-F1 un pelu makrofagu Siinu Iinija RAW264.7 ilgstosi ekspres€ MKR uz Siinu
virsmas. Tomer agonistu ietekme B16-F1 Stinas novéro MKR blivuma samazinasanos.

Peptidu struktiras-aktivitates pétijumi lauj secinat, ka cikliskie MSH11-13
analogi vajak neka linearie MSH11-13 peptidi inhibé iekaisuma agentu izraisito NO
parprodukciju Stnas. Sintétisko MSH11-13 analogu sérija visbrivaka konfiguracija ir
lineariem peptidiem, kuri attiecigi uzrada lielaku NO inhibicijas efektu. Cikliskie
peptidi ar 13-loceklu cikliem (IIT un IV) ir ar ierobeZotu kustibas brivibu, bet peptidi V
un VI ir nekustigi 6-locek]u diketopiperazina gredzeni. MSH11-13 analogs ar DVal
(IIT) uzrada Cetras reizes specigaku NO parprodukcijas inhibiciju neka analogs ar LVal
(IV), kas norada uz streoizomérijas lomu un lauj ieteikt kimikiem sintez€t jaunus
analogus ar D-aminoskabém peptidu struktiira, lai uzlabotu to pretiekaisuma darbibu.
Atklatas struktiiras determinantes varétu izmantot ari nepeptidu uzbiives vielu sintézei,
lai iegtitu jaunus pretiekaisuma lidzeklus.

Eksperimentali parbaudot iepriekS teorétiski izteikto hipot€zi par iesp&jamu
DTrp-Nle-NH; un DTrp-Arg-NH, motivu saturoSo peptidu saistiSanos pie MKR, tika
atklati jauni MKR ligandi SP un opiatreceptoru ligandu vidii — spantids I un dinorfini.
Sie dati apliecina ar G proteinu saistito receptoru ligandu izraisito signalkaskazu
savstarp&ju mijiedarbibu, kas, ja Sos ligandus pétitu klinika, var€tu izpausties ka

medikamentu blaknes.



ABSTRACT

Discovery of human genomic code and following cloning of new receptor genes
significantly promoted fundamental studies on the receptor physiological roles as well
as stimulated development of new drugs which selectively influence corresponding cell
target without side effects on other signaling pathways.

Since cloning of five melanocortin receptor (MCR) in years 1992-1993, studies on
the MCRs and their ligands are included in many fundamental research projects as well
as in projects financed by pharmaceutical companies aimed to the target-based drug
discovery. However, development of a new drug is long process, in average taking 12—
15 years, and during this period new hypothesizes appear, and applied science may
influence a novel drug development strategies.

Initially the physiological role of MCRs was described as regulation of
pigmentation therefore the first synthetic analog of natural hormone a-melanocyte—
stimulating hormone (a-MSH) — Nle*-DPhe’-MSH or NDP-MSH, or melanotan |
(MTI) in clinics was tested as pigmentation—stimulating drug. However, the latest
studies on the MCRs are aimed to the treatment of melanoma, obesity, inflammation
and sexual disorders. Novel MSH analogs melanotan II (MTII) and PT-141 in clinics
are tested as drugs to treat sexual disorders whereas the MCR subtype 3 (MCR3)
selective agonists are supposed to be anti-inflammatory agents, and MCR4 agonists to
be anti-obesity drugs.

In organism cells co-operate. They receive different autocrine and paracrine stimuli
and respond with the cell-characteristic responses. One of them is expression of the
different receptor proteins. As a role, a pool of expressed receptors on cell membranes
are changing, and different receptors could be in reciprocal or co-operative
relationships. However, there still is too little information about cross binding of the
ligands of different receptor families. It is suggested that ligands belonging to one
receptor family might bind to the receptors of another receptor family as well.

Initially the screening of the novel ligands is carried out by using test-systems in
vitro. Therefore, in parallel with intensive synthetic work a different cell lines are tested
for the suitability to serve as corresponding receptor donors or for the characterization

of cell intrasignalling pathways.



The goal of this study:

To discover new MCR ligands between MSH11-13 analogues and ligands of other
G protein coupled receptors by using cell test—systems in vitro as well as to study in-
depth the influence of MCR agonists on the MCR expression in different cell lines.

Tasks:
1. To clarify peculiarities of localization of MCR on mouse melanoma cell line B16-F1
which naturally expresses MCRI1 subtype and produces pigment melanin. To study
kinetics of the a-MSH and NDP-MSH binding to the MCRs.
2. To study MCR expression in mouse macrophage cell line RAW?264.7 in resting cells
and stimulated with bacterial lipopolysaccharides (LPS) and interferon—y (IFN- v) as
well as to determine the influence of a-MSH and its C terminal tripeptide MSH11-13
on the receptor density on the cells.
3. To study duration of the MCR localization on human primary skin fibroblast cells
and the cell generation of cAMP in long—term cultures.
4. To examine binding of substance P and x opiate receptor ligands to the MCRs in
vitro as well as to prove melanocortin—ergic component in the substance P antagonists’
Spantide I anti—inflammatory action.
5. To find essential structure-activity determinants for the anti—-inflammatory activity of
MSHI11-13 linear and cyclic analogs. To evaluate the capacity of MSH11-13 and its
analogs to bind to MCRs, to stimulate cAMP and to regulate a production of nitric
oxide (NO) in RAW264.7 cells that respond to inflammatory stimuli with the
overproduction of NO.
The obtained results show that new MCRs ligands between peptides with structure
non-relative to melanocortins are discovered, namely, Spantide I and dynorphins A. By
using nonselective MCRs antagonist HS024 the MCR-ergic mechanism of anti—
inflammatory action of Spantide I was proved.

Dynorphins bind to MCRs in peculiar manner: Al1-17 with similar affinity to
MCR1 and MCR3, MCR4 and MCRS5; A2-17 with similar affinity to MCR1 and
MCR4, MCR3 and MCR5; A2-11 shows higher affinity and selectivity to MCR1
whereas almost does not bind to MCRS. A1-13 resembles full dynorphine A molecule
binding to MCR1-4 but binds to MCRS with 10—fold higher affinity as A1-17. Such
binding pattern is different from that of o—MSH.



Studies on the mouse melanoma cell line B16-F1 show that from COS cells
adopted NDP-MSH radioligand binding assay is suitable for naturally MCRs
expressing cells. MCR expression on mice B16-F1, RAW264.7 and human skin
fibroblast cells are changing and depends on cell culturing environment as well as cell
stimulation with different agents. LPS and IFNy increase number of the MCRs
simultaneously with NO overproduction in RAW264.7 cell line. The NO
overproduction is taken as sign of inflammation. o—-MSH and MSH11-13 act as anti—
inflammatory agents and decrease NO production simultaneously with the down
regulation of MCRs expression.

Human fibroblast cultures loose MCR1 on the cell surface after 6 passages. The
binding studies revealed localization of MCRI1 on cell membranes during 1-3 passages.

MSH11-13 and its analogues inhibit NO overproduction. However, they do not
bind to MCRs and do not stimulate cAMP production. Structural determinants for
MSH11-13 and its linear analog H-Lys-Pro-Val-NH, (II) were free amino groups. Cyclic
analogs

Ac-Lys-Pro-Val (IlIl) and Ac-Lys-Pro-DVal (IV) have free o—amino groups but
| S | | N |
different Val configuration (L and D). The cyclopeptides c(Lys-Val) (V) and c(Lys-

DVal) (VI) have free e-amino groups whereas L un DVal is inside the cycle. The
potency order of these peptides to inhibit NO overproduction is following: a-MSH >
Ac-MSH11-13 (I) = H-MSH11-13 (1) > IV > I >V = VL

The obtained data allowed us to conclude that during 6 passages human
fibroblasts loose MCR on their surface, mice cell lines B16-F1 and RAW264.7
maintain MCR in long-term. However, MCR agonists down regulate MCRs on B16-F1
cells. We have discovered the role of cyclization and streoizomerization in the anti—
inflammatory action of MSH11-13 analogues. Linear peptides have the most flexible
configuration and show the most pronounced NO inhibition. Stereo selectivity is
demonstrated as ability of peptide IV (with DVal) four times stronger than peptide III
to inhibit NO overproduction. On the basis of structure determinants a design of non—
peptide substances with anti—inflammatory drug properties may be recommended.

The discovery of novel MCRs ligands between opiate and substance P receptor
ligands confirms the hypothesis of possible G protein coupled receptor cross-talk that in
clinics might cause side effects of novel drugs designed on the basis of the ligands of

these receptors.
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AKTH
a—MSH
B-LPH
cAMF
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GDF
IFN vy
IBMX
IkappaB
iNOS
ICso
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LPH
LPS
NED
MK
MKR
MTI
MTII
POMK
PKA
SP
™
U/ml

SAISINAJUMI

adrenokortikotropais hormons
a—melanocit—stimul&joSais hormons
B-lipotropins
cikliskais adenozinmonofosfats
y—aminosviestskabe
guanozinmonofosfats
interferons vy
3-izobutil-1-metilksantins
inhibitorais kappaB proteins
induc€jama slapekla oksida sintaze
inhibgjosa koncentracija 50
interleikins 10

inhibicijas konstante

lipotropins

bakteriju lipopolisaharidi
naftiletilendiamins
melanokortini
melanokortinu receptori
melanotans |
melanotans 11
proopiomelanokortins
proteinkinaze A

P viela

transmembranu doméns

darbibas vienibas/ml
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1. IEVADS

Melanokortinu receptori (MKR) un to ligandi jau kops cilvéku receptoru klonéSanas
1992.-1993.g. ieguvusi nozimigu vietu gan biologisko procesu fundamentalajos
petijumos, gan farmaceitisko firmu finansétajos jaunu zalu radiSanas projektos. Tomer
jaunu zalu izstradaSana ir ilgs process, kas aiznem vidgji 12-15 gadus, kuru laika notiek
daudzi pétijumi, un tajos iegiitie jaunie rezultati var biitiski izmainit zalu radiSanas
stratégiju. Ta ir noticis arT melanokortinu pétijumu jomas. Sakotn&ji MKR saistija tikai
ar pigmentacijas reguléSanu organisma. Pirmais sint€tiskais o-melanocit-stimul&josa
hormona (a-MSH) analogs ar aizvietotam aminoskabém o-MSH molekula — Nle-DPhe-
MSH jeb NDP-MSH, jeb melanotans I (MTI) tiek kliniski parbaudits ka pigmentaciju
veicinoS§s medikaments (Hadley and Dorr, 2006). Tomeér velakie MKR pétijumi ir
veltiti ne tik daudz pigmentacijas procesiem, cik adas v€za, aptaukoSanas problémas,
iekaisuma procesu un seksualo trauc€jumu noveérSanai. Jaunakie analogi melanotans II
(MTI) un PT-141 tiek pétiti kliniski ka erekcijas traucgjumu novérSanas lidzekli
(Hadley and Dorr, 2006).

Sakotngji liela méroga vielu skriningu veic modelos in vitro, izmantojot dazadas
Stunu kultdras. Tomer, ka liecina pedé€ja laika petfjumi, katra Siinu linija vel ir par maz
izpétita génu ekspresijas un signalcelu zina. Ta, pieméram, MKR tikai nesen tika atklati
uz imiinas sistémas Stnam. Tad ilgu laiku uzskatija, ka tas ekspresé tikai MKR pirmo
apakstipu (MKRI1), un tas var izmantot §1 receptora petijumiem, bet tagad iegiti dati
par art MKR tresa apakstipa (MKR3) lokalizaciju uz imtnas sist€émas Sunam (Catania
et al., 2004). Lidz ar to iegitie dati japarskata, jo vairs nav iesp&jams apgalvot, ka
MKRI1 ir atbildigs par MKR ligandu pretiekaisuma darbibu un jamekl€ 1pasi selektivi
MKRI1 agonisti. PriekSplana izvirzijuSies MKR3 selektivu ligandu mekl&jumi. V&l
vairak, mainas pat klasiskie priekSstati par ar G proteinu saistito receptoru
funkcion&sanu. Lidz 2005.g. valdija uzskats, ka $is gimenes receptori piesaista ligandus
ka monomeéri. Tomér jaunakas publikacijas liecina, ka Stinu membranas veidojas
receptoru diméri vai pat oligoméri (Mandrika et al., 2005). Nav pat vél zinams, ko tas
mainis jaunu receptoru ligandu pétijumos, kadas jaunas hipotézes tiks izvirzitas.

Stinu darbibu, biokimiskos procesus un pielagosanos argjas vides apstakliem
ietekmé metabolisma iesaistitas vielas un dazadi kairinataji, kas regul€ $tinu vairoSanos,

diferenciaciju, apoptozi vai nekrozi. Jo labak bius raksturotas Siinu linijas, jo labak in
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vitro iegiitie rezultati atbildis in vivo rezultatiem. Tapéc tiek pétitas vairakas dazadu
S@nu linijas, lai noskaidrotu katras linijas ipatnibas. Saja darba tika pétitas pelu
melanomas, makrofagu un cilvéku adas fibroblastu Stnas, lai noskaidrotu MKR
ekspresijas Tpatnibas un kinétiku, kada notiek ligandu saistiSanas pie receptoriem.

Organisma Siinas nedarbojas izol€ti. Tas vienlaicigi sanem dazadus autokrinos un
parakrinos signalus un atbild ar Stinai raksturigam, specifiskam reakcijam. Ekspreséto
receptoru kopums uz Siinas membranas ir mainigs, daudzi receptori sadarbojas sava
starpa, citi atrodas reciprokas attiecibas. Lidz Sim ir loti maz informacijas par vienas
gimenes receptoru ligandu spé€ju saistities pie cita apakStipa vai pat citas saimes
receptoriem. Saja darba tika parbaudita iespéjama P vielas antagonistu saistiSands ar
MKRs. Fiziologiski P viela darbojas pret€ji melanokortiniem, bet tas antagonistiem
iekaisuma testos ir novérota melanokortiniem dalgji 1idziga farmakologiska aktivitate.
ArT melanokortini, kuru darbibu ieprieks attiecindja tikai uz to saistiSanos ar
specifiskiem MKR, spgj ietekmé&t ari citas — nemelanokortinergiskas sist€mas, kas
savukart piedalas sapju un psihoemocionala stavokla regulacija. Vielu darbibas
mehanismi biezi vien ir atSkirigi, kaut arT farmakologiskie efekti ir Iidzigi.
Melanokortinu mijiedarbibu ar opiatu receptoru signalceliem apstiprinaja fakts, ka
MKR antagonists HS014 uzrada analg@tisku darbibu, stimul&jot opiatu receptorus. Saja
darba tika pétita opiatu receptoru ligandu dinorfinu spgja saistities ar MKRs, un tika
atklats, ka tieSam starp dinorfiniem un to fragmentiem ir peptidi ar MKR ligandu
potencialu.

Melanokortini veidojas no liela priekSteCa — proopiomelanokortina (POMK), bet
talakais MSH peptidu metabolisms Stinas nav 11dz galam noskaidrots. Lai gan
MSH11-13 endogéna izcelsme nav pieradita un MSH11-13 pat nesaistas ar MKR,
tripeptids MSH11-13 tiek pétits paraléli MKR ligandiem ka pretiekaisuma viela. Saja
pétijuma, izvert§jot MSHI11-13 linearo un ciklisko analogu darbibu, tika noskaidrota
peptidu stereouzbiives loma to pretiekaisuma darbiba.

Darba mérkis:

Izmantojot Stinu modelus in vitro, atklat jaunus MKR ligandus sintétisko
MSH11-13 analogu un citu ar G proteinu saistito receptoru ligandu vidd, un noteikt

MKR agonistu ietekmi uz MKR ekspresiju dazadas Stnu Iinijas.
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Darba uzdevumi:
1. Noskaidrot MKR lokalizacijas 1patnibas pelu melanomas Stinu Iinija B16-F1, kura
dabigi eksprese MKR pirmo apakStipu (MKR1) un producé pigmentu melaninu. Petit

a-MSH un ta sintétiska analoga NDP-MSH saistiSanas kiné€tiku pie receptoriem.

2. Izmantojot pelu makrofagu Siinu Iiniju RAW264.7, kura dabigi eksprese MKR1 un
MKR3, izpétit a-MSH un ta C gala fragmenta MSH11-13 ietekmi uz MKR blivumu So
Sinu membranas norma, ka ar1 stimul&jot Siinas ar iekaisumu izraiso$am vielam —

baktériju lipopolisaharidiem (LPS) un interferonu y (IFNy).

3. Noteikt MKRI1 lokalizacijas ilgumu no cilveéku adas izoletu primaro fibroblastu Stinu
membranas in vitro un o-melanocitstimul&josa hormona (a-MSH) ietekmi uz cikliska

adenozinmonofosfata (cCAMF) limeni ilgstosi Stinu barotnés kultivétam Stiinam.

4. Petit citu ar G proteinu saistito receptoru ligandu - P vielas (SP) antagonista spantida
I un « opiatreceptoru agonistu dinorfinu - sp&ju saistities ar cilveku MKR in vitro , ka

ar1 noteikt MKR lomu spantida I pretiekaisuma darbiba.

5. Petit  sint€tisko MSHI11-13 linearo un ciklisko analogu saistiSanos ar MKR.
Ligandu-receptoru saistiSanas procesa izvertét peptidu stereouzbiives lomu, peptidu
cAMF stimulacijas sp&ju un salidzinat MSH11-13 peptidu pretiekaisuma darbibu,
izmantojot slapekla oksida (NO) veidoSanas testu makrofagu Stinu Iinija RAW264.7,

kura reage uz iekaisuma agentu kairinajumu ar pastiprinatu NO sintézi.

Darbs tika veikts doktoranttiras un pécdoktorantiiras studiju laika LU Medicinas
fakultaté, sadarbojoties ar Latvijas Organiskas Sinte€zes institiita Farmaceitiskas
farmakologijas laboratoriju  (vad. Dr.farm. M.Dambrova), Upsalas universitates
Farmacijas fakultati (Zviedrija) un Eotvos universitates Peptidu kimijas grupu

(Ungarija).
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2. LITERATURAS APSKATS

2.1. Endogénie melanokortini

2.1.1. Melanokortinu atklasanas vésture un nomenklatiira

Petot hipofizes ekstrakta ietekmi uz vardes adas pigmentaciju (Fuchs, 1912), tika
izteikta hipotéze, ka hipofize izdala kadu vielu, kura stimulé vardes adas tumsSinasanos.
Ta pirmo reizi tika aprakstita melanokortinu biologiska aktivitate. Tomér 1idz aktivas
molekulas formulas noskaidroSanai pagaja 43 gadi (Lerner and Lee, 1955). Atklatais
peptids ta darbibas dg] tika nosaukts par a-melanocit-stimul&joSo hormonu (a—MSH).
Velak tika noskaidrots, ka eksisté vairaki MSH peptidi, kuriem ir kopigs priekstecis —
liela molekula proopiomelanokortins (POMK), kas tiek saskelta ar divu audu tipam
raksturigu konvertazu PC1 un PC2 palidzibu (Tanaka, 2003; Koning et al., 2006). 240
aminoskabju atlikumu gara proteitna POMK aminoskabju sekvences ir identiskas
hipofize, citas smadzenu struktiras un periférajos audos (Smith and Funder, 1988).
Centralaja nervu sisttma POMK-imunoreaktivie neironi veido divas nozimigas
neiralas sisttmas: 1) no hipotalama mugurgjas dalas $tinu kermeniem, 2) smadzenu
stumbra Stnu kermeniem, kuru neironi projic€jas dazadas CNS dalas, taja skaita
telencephalon, diencephalon, mesencephalon, smadzenu stumbru un muguras
smadzenés (Low et al., 1994).

POMK Sskeloties veidojas melanokortini, pie kuriem pieder adrenokortikotropais
hormons (AKTH) un MSH peptidi, ka arT veidojas vairaki citi biologiski aktivi POMK
fragmenti, ar1 3 endorfins un lipotropini. MSH peptidi ir o—MSH, B—-MSH un v1, y2,
v3—-MSH (Uhler and Herbert, 1983; Bloom et al., 1980). 2003. gada dzelonzivs un
dzelonrajas POMC génos tika atklats jauns 6—-MSH peptids (Dores et al., 2003).
Prohormona konvertaze PC1 generé AKTH, bet PC2, noskelot no AKTH pirmas 13
aminoskabes, veido o—MSH peptidu. AKTH molekula pirmas 13 aminoskabes ir
identiskas a—MSH aminoskabju secibai; tas norada uz §1 tridekapeptida izcelSanos no
AKTH. Savukart B-MSH struktiira norada uz ta izcel$anos no lipotropina (LPH). PC
konvertazes ir Siinu intracelularaja vidé Skisto$i enzimi un galvenokart lokaliz&jas
neironu liela blivuma serdes vezikulas un endokrinajas Stnas. Galvenais melanokortinu
sintézes avots ir hipofize. Stinas, kas eksprese POMK, ir hipofizes vidgjas dalas

melanotropas un priek$gjas dalas kortikotropas $tinas. o-MSH un B-lipotropins
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(B-LPH) ir pazistami ka hipofizes vidéjas daivas galvenie hormoni.
Visbiezak POMK enzimatiska SkelSana notiek vietas, kur divas polaras aminoskabes

veido peptida saiti: Arg-Arg (R-R), Lys-Lys (K-K), Arg-Lys (R-K), Lys-Arg (K-R).

2.1.2. Melanokortinu primara struktiira

MK gimenes peptidi atSkiras viens no otra ar aminoskabju sekvencém un kédes
garumu (1. att.). Vienigi a-MSH N-gals ir acetiléts. Bez tam o-MSH un y;-MSH C
gala satur aminogrupu. Tacu tie visi, iznemot 6-MSH, satur farmakoforo vienibu jeb
kopgjo tetrapeptidu His6—Phe7—Arg8—Trp9. Iesp&jams, §is struktiiras trikuma del 6-MSH
nesaistas pie MKR.

AKTH
H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Lys-
Lys-Arg-Arg- Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Leu-Ala-Glu-Ala-
Phe- Pro-Leu-Glu-Phe-OH

o-MSH

Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH,

:Yl-MSH

H-Tyr-Val-Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp-Asp-Arg-Phe-NH,

Y.-MSH

H-Tyr-Val-Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp-Asp-Arg-Phe-Gly-OH

v:-MSH
H-Tyr-Val-Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp-Asp-Arg-Phe-Arg-Arg- Asn-Gly-Ser-Ser-Ser-
Ser-Gly-Val-Gly-Gly-Ala-Ala-GIln-OH

g-MSH
H-Ala-Glu-Lys-Lys-Asp-Glu-Gly-Pro-Tyr-Arg-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Ser-
Pro-Pro-Lys-Asp-OH

0-MSH

Ser-Met-Glu-Val-Arg-Gly-Trp-OH

1.att. Melanokortinu peptidu primara struktira.
Pasvitrots MSH peptidu kopéjais fragments jeb farmakofora vieniba

1. attela ir redzams, ka a-MSH aminoskabju sekvence ir identiska pirmajam 13
aminoskabém AKTH kédé. «-MSH veido 3 endogénas formas: dezacetiléto,
monoacetiléto un diacetiléto. Dezacetilétais «o-MSH var veidoties par a-MSH jeb
acetiléto formu (Verburg-van Kemenade et al., 1987). Acetiletais a-MSH galvenokart

izdalas hipofizes melanotropajas Sunas, savukart hipotalama - o-MSH dezacetiléta
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forma. y-MSH peptidu struktiiru ir 11dziga, jo tikai viena papildus aminoskabe (glicins,

Gly) v.-MSH molekulas C gala atskir $o peptidu no y;-MSH.

2.1.3. Melanokortinu izplatiba CNS un periférajos audos

Pagajusa gadsimta astondesmito gadu literatiira atrodami daudzi pétijjumi par O-
MSH un AKTH sintézi, atrasanos un funkcionalo lomu (Eberle, 1988). Smadzenés
o-MSH atklats hipofizé un hipotalama, periférija — aknas, nier€s, placenta, aizkunga
dziedzeri, ada, zarnas un imunokompetentajas Stnas. o-MSH peptida imunoreaktivitate
tika pétita astondesmitajos gados un tika atklata tris CNS rajonos: hipotalama nucleus
arcuatus, hipotalama dorsolateralaja rajona un nucleus tractus solitarius (Eberle, 1988).
No Siem smadzenu rajoniem izejosas Skiedras projic€jas visds smadzenés, arl
hipotalama, talama, vidussmadzeng&s, amygdala, smadzenit€s, muguras smadzengs,
hipokampa un lielajas smadzenu puslodés. Savukart -MSH peptida klatbiitne atklata
atseviSkos CNS apvidos, zarnu neironos un virsnieru medularaja dala (Eberle, 1988).

Y-MSH imunoreaktivitate noteikta POMK ekspres€joSos neironos - nucleus
arcuatus un nucleus cornu commissuralis (Bloom, 1980), ka arT citos CNS rajonos.
o-MSH un y-MSH klatbutne nervos, kas inervé smadzenu stumbra baroreceptoru
rajonus, norada uz iesp€jamo MSH peptidu ietekmi uz kardiovaskularo sist€emu
(Palkovits, 1987).

B-MSH sakotngji tika izol€ts no hipofizes ekstrakta, tad tika noteikts, ka ta struktiira
atbilst B-LPH 37-58 rajonam, bet vél vélak B-MSH atklaja hipotalama un preciz&ja ta
struktiiru, kas atbilst B-LPH 41-58 sekvencei (Catania et al., 2004). a-MSH, y-MSHs

un AKTH ir difuzi lokalizeti art periférija (1. tabula).
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1. tabula. Melanokortinu peptidu izplatiba organisma

Peptidi CNS un periferie audi
Hipofize

o-MSH, Pars intermedia

v-MSH

AKTH Pars anterior

B-MSH Hipotalams un citas smadzenu struktiiras
Periférie audi

AKTH Virsnieru dziedzeris, kungis, resna zarna un tievas zarnas,
aknas, plausas, olnicas un liesa

o-MSH Virsnieru dziedzeris, divpadsmitpirkstu zarna, sirds, tievas

zarnas, aknas, plauSas, olnicas, placenta, liesa, skeleta
muskuli, ada, muguras smadzenes, s€klinieki un
vairogdziedzeris

v-MSH Virsnieru dziedzera garoza, sirds, nieres, olnicas, kungis un
asinsvadi

2.2. Melanokortinu receptori

2.2.1. Melanokortinu receptoru atklasana

P&étot MSH peptidus, tika atklats, ka tiem piemit Joti plass biologiskas aktivitates
spektrs. Tomér pirms receptoru atklaSanas nebija iesp&€jams izskaidrot to darbibas
mérkobjektus. 1992.gada vienlaicigi divas zinatnieku grupas — Zviedrija un ASV —
zinoja par pirma apakstipa (MKR1) atklaSanu (Chhajlani and Wikberg, 1992; Mountjoy
et al., 1992). Tas bija sakums piecu MKR saimes (MK1-5R) atklaSanai. Pielietojot
molekularas klon€Sanas metodes, 1993. gada tika identificéti v€l tris garakie MKR
apakstipi — MKR3, MKR4 un MKRS5 (Chhajlani et al., 1993; Gantz et al., 1993a; Gantz
et al., 1993b). MKR?2 tika klonéts vienlaicigi ar MKR1 (Montjoy et al., 1992). Tika
noskaidrots, ka MKRs pieder ar G proteinu saistito receptoru gimenei, kuras
receptoriem raksturigi 7 transmembranu (TM) rajoni, un tie ieklauti rodopsiniem
lidzigaja grupa (A klase).

Ar G proteinu saistitie receptori nosaukti péc to spgjas saistities ar guanidina
nukleotidiem. G proteina neaktiva forma ir trimers, kas piesaistijies pie

guanozindifosfata (GDF). Péc liganda saistiSanas receptors dod signalu G protetnam,
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un ta rezultatad GDF tiek aizvietots ar guanozintrifosfatu (GTF). Tad G proteins disocié
viena GTF apakSvieniba un diméra. G proteina funkcijas ir atkarigas no spgjas disociét
monoméra alfa un dimeéra, kas apvieno beta un gamma apakSvienibas. Alfa vienibas ir
atSkirigas pec struktiiras, un musdienas ir atklatas jau 26 dazadas alfa vienibas. Ir
zinamas ar1 5 beta un 11 gamma vienibu struktiiras. Ka trimérs G proteins ir neaktivs,
jo GDF ir piesaistits pie ta alfa vienibas. Pec liganda piesaistiSanas GDF atdalas no alfa
vienibas. Ta ka GTF koncentracija Stuna ir lielaka par GDF, tad GTF konkuré uz brivo
vietu un tulit piesaistas G protetnam. GTF piesaistiSanas izraisa alfa vienibas
disociaciju no kompleksa. Beta/gamma dimérs aktivé adenilciklazi - enzimu, kurs
izraisa cikliska adenozinmonofostata (cAMF) veidoSanas pieaugumu. Gan monomers,
gan dimérs darbojas talak uz savu mérkobjektu membrana vai citozola. So notikumu
k&de biezi stimulé cAMF veidosanos. cAMF ir So receptoru sekundara signalparneses
molekula. Alfa dalai pasai ir GTF-azes aktivitate, un ta leéni hidroliz€ GTF atpakal par
GDF. Kad tas ir noticis, tad alfa vieniba reasoci€jas pie beta/gamma diméra, un
receptors pariet neaktivéta forma (Wikberg, 1999; Wikberg et al., 2000). Receptors pec
aktivéta G proteina atbrivoSanas saistas ar citu neaktivu trimeru, kas ir izveidojies $iina,
un cikls sakas no jauna. Liganda-receptora komplekss 1sa laika var aktivét daudzas G
proteina molekulas. Tadgjadi liganda signals tiek daudzkartigi palielinats.

G proteinu darbiba ir daudzveidiga. Tos sagrup€ grupas péc talaka signala.
Pieméram, Gs stimulé cAMF veidoSanos, Gt — cGMF veidoSanos. Citos gadijumos
beta/gamma dimérs ir aktiva dala, citos abas - gan alfa, gan dimérs — iedarbojas uz
efektoru. Kopigs ir tas, ka visi G proteini aktivé enzimus, kuri stimulé sekundaro
signalmolekulu sint€zi, vai piesaistas pie receptoriem, kuri atver jonu kanalus, vai
iedarbojas uz citiem receptoriem.

Ar G proteinu saistito receptoru saime ir loti liela, un tie tiek grup€ti vél citas

kategorijas — gimengs.

MKR ir tik mazu génu produkti, ka zinatnieki pat uzskata, ka MKR ir lidz §im
vismazakie zinamie ar G proteinu saistitie receptori. Cilveka MKR1, MKR1, MKR3,
MKR4 un MKRS5 receptoru proteinu sekvences ir, attiecigi, 317, 297, 361, 333 un 325
aminoskabju atlikumu garuma. MKR ir raksturigi 1s1 N gala (25-39 aminoskabes) un C

gala (17-21 aminoskabes) rajoni, ka arT loti 1sa otra ekstracelulara cilpa
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(9 aminoskabes). Visiem MK receptoriem C gala ir vairaki Cys atlikumi, kam varétu
but nozime taukskabju piesaistiSana, kuras talak nodroSina receptoru nostiprinasanos
Sunas plazmatiskaja membrana (Tatro, 1996; Wikberg, 1999). Visiem MKR subtipiem
N gala doménos ir vairakas potencialas N glikoziléSanas vietas.

MK receptoriem ir liela aminoskabju kédites lidziba sava starpa (2.tabula). MKR3,
MKR4 un MKRS aminoskabju seciba 55-61% ir identiska, visvajako radniecibu (43-
46%) uzrada MKR1 un MKR?2 receptori. Visi MK receptori saistas ar G proteina Gs

subvienibu, stimulé adenilciklazi un 11dz ar to cAMF veidosSanos.

2. tabula. Aminoskabju sekvencu lidziba (%) pieciem klonétajiem cilveka
melanokortinu receptoriem (Schioth ef al., 1995; Schioth et al., 1996b)

MCI1R MC2R MC3R MC4R MCSR
MCIR 100 38 45 47 44
MC2R 100 42 46 44
MC3R 100 42 57
MC4R 100 60
MC5R 100

2.2.2. MKR lokalizacija un fiziologiska loma

Péc receptoru klonéSanas plasi tika izversti receptoru lokalizacijas pétijumi.
Izmantojot poliklonalas un monoklonalas antivielas pret katru receptoru, tika noteikta
MKR izplatiba organisma. Atklajas, ka MKR4 galvenokart ir lokalizéts smadzen€s,
toties MKR1 smadzenés ir sastopams tikai periaqueductal gray rajona (Xia et al.,
1995a). MKR3 un MKRS ir atrodami gan smadzenés, gan periférija. MKR2 ir AKTH

receptors, kurs ir lokalizets tikai virsnierés un nedaudz taukaudos (Catania et al., 2004).
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3.tabula. MKR apastipu izplatiba audos

MK Audi un organi

receptors

MKRI1 Melanociti, melanoma, imiinas sistemas Stinas, smadzenu
atseviskas struktiras, taukaudi, restis

MKR2 Virsnieres, taukaudi

MKR3 Smadzenes, placenta, duodenum, aizkunga dziedzeris, kungis,
sirds, makrofagi

MKR4 Smadzenes

MKRS5 Smadzenes, ada, virsnieres, liesa, aizkruts dziedzeris, testis,
olnicas, muskuli, plau$as, taukaudi, aknas, kaulu smadzenes,
dzemde, kungis un vairogdziedzeris

Noskaidrota MKR lokalizacija papildinaja MK peptidu jau zinamas un potencialas
darbibas uzskaitijumu, ko apstiprinaja vai atklaja bez MKR génu (knock-out) pelu
petijumi (Catania et al., 2004).

Melanokortinu regulétie fiziologiskie efekti, kas tiek realizéti ar MKR starpniecibu
(Blabock et al., 1985; Catania and Lipton, 1998; Boston, 1999; Wong et al., 1997,
Wikberg et al., 2000; Catania et al., 2004; Ichiyama et al., 1999):

. pigmentacija

. motivacija, atmina, spéja macities

° uzvedibas reakcijas

° iekaisums

o sapes

. kermena temperatiira

° asinsspiediens, asinsvadu tonuss, asins plisma
° nervu augsana

. sebuma sekrétu un feromonu sekrécija
° asins glikozes Itmenis

. partikas uznemsana

. erekcija un seksuala uzvediba

Sie jaunakie atklajumi paraida MKR lomu un norada mérkobjektus jaunu zalu

petijumiem.
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Salidzinajumam 4. tabula paraditi MSH peptidu fiziologiskie efekti, kas bija zinami
pirms receptoru kloné€Sanas un Iidz pagajusa gadsimta devindesmitajiem gadiem netika

skaidroti ar MK saistiSanos pie receptoriem afinitati un selektivitati.

4. tabula. Melanokortinu izraisitie fiziologiskie efekti (Eberle, 1988)

MSH Merkobjekts Fiziologiskie efekti
peptidi
o-MSH Ada Stimulé melanogenézi
melanocitos
o-MSH Adenohipofize Inhibé prolaktina
izdaliSanos
Modulé LH izdaliSanos
Stimul€ hGH izdaliSanos
o-MSH, Tauku dziedzeri Stimulé adas tauku
sekréciju
o-MSH, Adipociti (truSiem) Stimulé lipolizi
B-MSH
o-MSH, Virsnieru garoza Stimulé aldosterona
B-MSH sekréciju
1;-MSH Moduleé AKTH efektus
o-MSH Imuna sistéma Inhibé IL-1 ierosinatas
B-MSH imunreakcijas
(pretiekaisuma 1pasibas)
o-MSH, Sirds un Pastiprina sirds
Y-MSH asinsvadi kontrakcijas
Paaugstina asinsspiedienu
o-MSH, Nieres Palielina natrijurézi
’Yz-MSH
o-MSH Acis Stimulé gaismas
caurlaidibas izmainas

2.2.3. Receptoru dimeri

Agrak uzskatija, ka ar G proteinu saistitie receptori funkcioné tikai ka
monoméri. Tomeér jaunakie atklajumi liecina, ka ar G proteinu saistitie receptori var
veidot dimérus vai lielus oligomérus (Milligan, 2004). Diméru veidoSanas var notikt
starp radniecigiem receptoriem (heterodimerizacija) vai viena tipa receptoriem

(homodimerizacija). Dimerizacija starp MKR1 un MKR3 tika pieradita pavisam nesen
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(Mandrika et al., 2005). Atklats, ka MKR1 un MKR3 receptori regul€ imiinas sist€émas
reakcijas un biezi ir lokalizeti uz vienam un tam pasam Sunam (Wikberg et al., 2000;
Catania et al., 2004), kur to tuvais novietojums pielauj heterodiméru veidoSanos.
Petijumi par MKR4 homodimerizaciju jeb sp&ju savstarpgji veidot dimerus atklaja
jaunus faktus. Ta tika pieradits, ka funkcionali neaktivi mutanti sp€j dimerizeties ar
normali funkciongjoSu receptoru un nomakt ta aktivitati. Neaktivo receptoru mutantu
nefunkciongSanas dé] klinika nonakuSajam pacientam noveroja smagu aptauko$anos
(Biebermann et al., 2003). Parbaudot ligandu saistiSanos ar receptoru dimériem,
atklajas, ka MKR1 un MKR3 diméri saista ligandus tapat ka monoméri (Mandrika et
al., 2005). Katram receptoram ir tikai viena liganda saistiSanas vieta. Iespg€jams, ka
dimériem ir loma receptoru internalizacija vai saiSu veidoSana starp citiem receptoriem,

parslédzot signalparnesi pa dazadiem signalceliem (Jordan and Devi, 1999).

2.2.4. MKR apakstipu fiziologiskas lomas raksturojums

2.2.4.1. Pirmais apakstips (MKR1)

MKRI1 tika atklats pigment$iinu laundabigd audzg€ja jeb melanomas S$iinas
(Mountjoy et al., 1992; Chhajlani and Wikberg, 1992), un velak tika pieradits, ka
situacija, kad normali funkciongjoSie melanociti parveidojas par laundabigas
melanomas Stinam, MKR1 ekspresijas Iimenis vid€ji pieaug 10 lidz 20 reizes (Loir et
al., 1999; Beyer et al., 1990). MKR1 kodgjosais regions satur bitisku vienkarSu
nukleotidu polimorfismu (SNP’s), ka rezultata veidojas fenotipiskas matu un adas
pigmentacijas variacijas. AtseviSkas MKR1 mutacijas ir saistitas ar paaugstinatu
melanomas raSanas risku (Wikberg et al, 2000). Ar imunohistokimijas metodi,
izmantojot MKRI1 antivielas, tika atklata MKR1 lokalizacija melanocitos un citas adas
Stiinas. Vesela pieaugusa cilveka ada MKRI tika atrasts mata folikula epitélija,
sebocitos un sviedru dziedzera kanila epitélija (Bohm ez al., 1999). Sim receptoram ir
nozime adas pigmentacijas un dzivnieku apmatojuma krasas veidoSanas procesos.
Misdienas ir klonéts daudzu ziditaju (pieméram, grauz&ju, govs) un neziditaju (putnu)
sugu MKR1 (Wikberg, 1999). MKRI1 ekspresija tika noteikta ari Leidiga Sunas
s€kliniekos, corpus luteum luteina Stinas un placentas trofoblastiskas Stinas (Wikberg et
al., 2000), makrofagos un monocitos (Hartmeyer et al., 1997), neitrofilos (Catania et

al., 1996; Chiao et al., 1998), endotélija Sunas, fibroblastos (Boston and Cone, 1996),
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keratinocitos (Luger et al., 1997) un mikroglijas Stinu tipos (Wong et al., 1997). MKR1
atraSanas uz imunas sist€émas Stinam ped¢ja laika ir pieversusi TpaSu uzmanibu saistiba
ar §1 receptora funkcionalo lomu iekaisuma procesos un MSH peptidu pretiekaisuma
darbibu. Izmantojot pelu makrofagu $tinu Itniju RAW264.7, kura ekspres€ MKRI1, tika
pieradita o-MSH peptida un ta fragmentu pretiekaisuma darbiba (Mandrika et al.,
2001).

Izmantojot in situ hibridizacijas metodi, MKR1 ekspresija smadzenés tika atklata
tikai smadzenu garozas pelékas vielas neironos (Xia et al., 1995) un hipofizé
(Chhajlani, 1996), tacu netika konstatéta citos smadzenu rajonos. Tadejadi tiek
pienemts, ka MKR1 nav nozimigas ietekmes uz CNS funkcijam. MKRI1 saistas ar o,
un Y-MSH peptidiem, tacu MKR1 un o-MSH mijiedarbiba tiek uzskatita par noteicoSo

adas pigmentacijas un melanomas veidoSanas procesos.

2.2.4.2. Otrais apakstips (MKR?2)

MKR?2 tiek saukts arm par AKTH receptoru, jo citi MSH peptidi nesaistas pie $1
receptora (Schioth er al., 1996a). Saistoties ar MKR2 subtipu, AKTH regulé
steroidogenézi virsnierés (Hruby et al., 1995). Dabiska MKR2 géna mutacija varétu bt
saistita ar glikokortikoidu nepietiekamibu (Weber et al., 1993). Vislielaka MKR2
ekspresija atrasta virsnieru garoza, lielakoties zona glomerulosa un zona fasciculata, ka
ar1 dazas izkaisitas Stinas virsnieru meduldraja dala, un pelu, bet ne cilvéku taukaudos
(Chhajlani, 1996; Boston, 1999), kur Sis receptora subtips var€tu biit iesaistits stresa
izraisita lipolizé, ko medi€ no hipofizes izdalijies AKTH. Tacu MKR2 nav atrasts
hipofize un hipotalama (Xia and Wikberg, 1996a). Caliem atrasta MKR?2 ekspresija gan
liesa, gan virsnieru dziedzeri, kas norada, ka putnu receptoriem salidzinajuma ar
zid1taju receptoriem ir papildu funkcijas. (Takeuchi et al., 1998; Takeuchi and
Takahashi, 1998). MKR2 mRNS noteikta ar1 cilvéka ada, tadejadi noradot uz §1
receptora subtipa un kortikotropina iesp&jamu jaunu lomu adas fiziologija (Slominski et
al, 1996).

Ta ka Sis receptors ir atSkirigs ligandu saistiSanas zina no pargjiem MK receptoriem

(Schioth et al., 1996a), tad Saja darba aprakstitajos petijumos tas nav ieklauts.
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2.2.4.3. Tresais apakstips (MKR3)

1993. gada MKR3 tika identificéts, klonéts un ar RT-PCR metodi atrasts
smadzenu, placentas un zarnu audos (Gantz er al., 1993a). Sis receptora subtips
domingjosi ekspres€jas gandriz visas CNS strukturas (Gantz et al., 1993a; Xia and
Wikberg, 1997). Relativi augsts MKR3 blivums ir smadzenu struktiiras, kuras pieder
mezolimbiskai dopaminergiskai sistémai. ST dopaminergiska sistéma piedalas
atalgojuma procesu regulacija, tadéjadi MKR3 pétijumi saista MK-ergisko sistému ar
atkaribas veidosanas procesiem (Lindblom et al., 1998; Jansone et al., 2004a). Tomér
nav izsleégta art MKR4 ietekme, jo tieSi MKR4 selektivs antagonists HS131 blokgja
a-MSH izraisito dopamina un ta metabolita limenu pieaugumu mezolimbiskaja sistema
(Lindblom et al., 2001). Radioligandu saistiSanas pétijjumos noteikts, ka pie MKR3 ar
visaugstako afinitati saistas y; un y,-MSH peptidi (Schiéth ef al., 1995: Schiéth et al.,
1996b).

Veicot smadzenu akuta iekaisuma eksperimentu sériju, tika pieradita MKR3
galvena loma MSH peptidu pretiekaisuma darbiba (Getting et al., 1999; Muceniece et
al., 2004; Muceniece et al., 2005; Muceniece et al. 2006). Ir pieradita MSH peptidu
loma iekaisuma procesu regulacija un noskaidrots atslégas posms to pretiekaisuma
darbibai. Tas ir: NF-kappaB translokacijas uz Siinas kodolu inhibicija un sekojoSas
inducgjamas slapekla oksida sintazes (iNOS jeb NOS II) ekspresijas samazinaSana
(Muceniece et al., 2004; Mandrika et al., 2001). Miera stavokli §tinu citoplazma atrodas
kappaB proteini kompleksa ar inhibitoro proteinu (IkappaB). Sanemot signalu, IkappaB
disocieé no kompleksa ka atbilde uz proteina fosforiléSanu un degrad€jas. Atbrivotais
dimérs NF-kappaB transloc€jas uz kodolu un aktivé specifiskus génus (Mandrika et al.,
2001). NF-kappaB tiek aktivéts, $iinai reaggjot uz mitogéniem, iekaisuma citokiniem
un oksidativo stresu.

Peéc MKR3 vadosas lomas noskaidroSanas smadzenu eksperimentala iekaisuma
agonistiem tiek paredz€ts jaunu pretiekaisuma zalu potencials. Bez tam MKR3 tika
atklats arT uz imiinas sist€émas Stinam, kas parada MKR3 lomu periféro iekaisumu

procesu regulacija (Lipton et al., 1998; Catania et al., 2004).

Pedejos gados tika atklata MKR loma metabolisma un seksualas uzvedibas

reguléSana. Kaut gan tiek uzskatits, ka noteicosa loma Sajos procesos ir MKR4, tomér
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nav izlégta art MKR3 piedaliSanas signalparnesg, jo pre—erekcijas stavoklt dzivniekiem
picaug smadzenu MKR3 blivums (upregulation) (Wessells et al., 1998; Argiolas, 1999;
Argiolas et al., 2000; Giulliano, 2004). Bez tam pétijumi parada, ka anabolie
androgénie steroidi izraisa hipotalama specigu MKR3 blivuma pieaugumu (Wikberg et
al., 2000). Ir izteikta hipotéze, ka zZurku matit€tm seksualo uzvedibu nosaka MKR3

stimulacija (Nocetto et al., 2004; Cragnolini et al., 2000).

Svara un &Sanas uzvedibas regulacija notiek sadarbojoties abiem smadzenu
receptoriem MKR3 un MKR4 (Cone, 2006). Ar abu MKR génu defektiem (knock-out)
genétiski modificétam pelém ir novérotas svara un &Sanas paradumu izmainas. Ipasi
daudzsoloss ir atklajums, ka bez MKR3 géna (knock-out) peles ir aptaukojusas, bet tam
neattistas II tipa diabéts, tacu pelém bez MKR4 géna II tipa diabéts attistas (Butler and

Cone, 2003). So atklajumu var&tu izmantot diab&ta pétijumos.

2.2.4. 4. Ceturtais apakstips (MKR4)

MKR4 ekspresija ir pieradita ziditaju embrija visa ontogengzes attistibas laika
(Kistler-Heer et al., 1998). MKR4 ir plasi izplatits CNS un parstaveéts gandriz katra
smadzenu rajona: galvas smadzenu garoza, talama, hipotalama, hipokampa, smadzenu
stumbra un muguras smadzenés (Mountjoy et al., 1994; Gantz et al., 1993b). Izpétot
cilvéka 20 organus, MKR4 ekspresija periférajos audos netika konstatéta (Chhajlani,
1996). Tomer ir petijumi, kas parada MKR4 iesp&jamo ekspresiju cilvéka adipocitos
(Chagnon et al., 1997). Saistibu starp baribas uznpemsanu un melanokortinu receptoriem
atklaja 1994. gada, kad endogénam agouti peptidam atklaja antagonistisku iedarbibu uz
MKR4 (Lu et al., 1994). Tomér visparliecino$akos pieradijumus 1997.gada sniedza
pirmo reizi iegiitas MKR4 knock-out peles (Huszar et al., 1997), kuram noveroja loti
smagu aptaukoSanos un ko apstiprinaja visi talakie pétijumi (Butler and Cone, 2002).
Izradijas, ka MKR4 trukums pelém izraisa tukluma sindromu, kas lidzigs agouti
tukluma sindromam (Huszar et al., 1997). Atklajums, ka MKR4 ir nozimiga loma
baribas uzpemsSanas uzvedibas kontrol€, veicinajis jaunu selekttivu MKR4 ligandu
sint€zi un polimorfisma pétijumus plasas cilvéku populacijas (Lim et al., 2000;
Wikberg et al., 2000; Catania et al., 2004). MKR4 géna kod&josa regiona mutacijas ir

saistitas ar doming&joSam autosomali iedzimtam smagam aptaukoSanas formam (Fan et
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al., 1997). Daudzie pétijjumi norada uz MKR4 agonistu iesp€jamo pielietojumu
aptaukoSanas arstéSana, savukart MKR4 antagonisti varétu biit izmantojami anoreksijas
arsteSanai (Schioth, 2000; Schioth, 2001;Vergoni et al., 1998).

Citi petjjumi norada uz MKR4 varbiitéjo lomu atkaribas procesos (Alvaro et al.,
1996), jo hroniska morfina vai kokaina ievadiSana izraisa MKR4 ekspresijas inhibiciju
smadzenu rajonos, kas saistiti ar opiatu atkaribu.

Dazi pétijumi norada uz MKR4 nozimi kardiovaskularas sist€émas regulacija, jo
o-MSH un AKTH izraisito arteriala spiediena paaugstindjumu iesp&jams inhibét,
intracerebroventrikulari ievadot endogéno MKR4 antagonistu agouti signalpeptidu
(Dunbar and Lu, 1999; Guarini et al., 1997; Guarini et al., 1999; Li et al., 1996).

Iespgjams, ka ar MKR4 lidzdalibu tiek mediéts art a-MSH neirotrofais efekts -
bojatu periféro nervu saaugsana. (Van der Kraan et al., 1999).

Centralai MKR4 aktivéSanai ir butiska loma luteinizéjo$a hormona un prolaktina
sekrécijas reguléSana (Wikberg et al., 2000).

Galvena 1patniba, kas atSkir MKR4 no par€jiem melanokortinu receptoriem, ir ta
loti zema saistiSanas sp&ja ar Y-MSH peptidiem, bet nedaudz augstaka affinitate pret

B-MSH salidzinajuma ar a-MSH un AKTH (Schi6th et al., 1996b).

2.2.4.5. Piektais apakstips (MKRS)

MKRS ir plasi izplatits periférajos audos: virsnieru dziedzeri, taukaudos, aknas,
nier€s, plausas, limfmezglos, kaula smadzenés, ttmusa, kriSu dziedzeros, s€kliniekos,
olnicas, dzemdg, kungi, ada, liesa, zarnas, skeleta muskulos, ka arT galvas un muguras
smadzen€s (Chhajlani et al., 1993; Labbe et al., 1994). Pie tam skeleta muskulos no
visiem melanokortinu receptoriem tika atklats tikai MKRS (Griffon et al., 1994).
MKRS bagatigi ekspres€jas eksokrino dziedzeru (asaru, prostatas, aizkunga dziedzera,
Harderiana) audu sekretoraja epit€lija. Tomeér, kamér nebija iegiita bez MKRS géna
(knockout) pele, 1 proteina funkcijas nevar€ja noskaidrot. Ar MKRS géna deficita pelu
palidzibu tika atrasts, ka Sis receptora subtips stimulé grauz€ju tauku dziedzeru un
feromonu izdaliSanos (Wikberg et al., 2000). Vé&lak pieradija, ka MKRS trikums
samazina feromonu sekréciju un uzbriikoSo agresivitati (Morgan et al., 2004a), bet

stimul€ aizsardzibas uzvedibu pelu t€viniem (Morgan et al., 2004b).
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MKRS saistas ar a-MSH, AKTH, B-MSH un y-MSH lidzigi ka MKRI1, tacu §1
saistiSanas ir ar daudz zemaku afinitati neka So peptidu saistiSanas sp€ja ar citiem MKR
(Schioth et al., 1996b). Jaatzist, ka dazados organisma audos MKRS funkcijas
joprojam paliek neskaidras. Ir dati par MKRS gé€na mutacijam, kas cilvékiem izpauzas
ka liekais svars (Chagnon et al., 1997), bet selektivu ligandu trikums liedz

eksperimentali apliecinat MKRS saistibu ar svara regulaciju.

MKR plasa izplatiba dazados audos un atSkiriga afinitate attieciba uz
melanokortinu peptidiem liecina par MKR daudzveidigo funkcionalo nozimi
organisma, un tas izzinasanai un noskaidroSanai joprojam nepiecieSams veikt vél daudz

petijumu.

2. 3. Dabigie hormoni un sintétiskie peptidi ka MKR ligandi

P&c cilvéka receptoru klon€Sanas sakas loti intensivi selektivu ligandu mekl&jumi.
Lai paatrinatu iesp&jamo receptoru ligandu sint€zi, tika izmantotas ligandu—receptoru
saistiSanas simulacijas metodes ar datorprogrammu palidzibu, teor&tiskie ligandu-
receptoru saistiSanas modeli, vielu kombinatorialas bibliotekas, fagu displejs un
mutacijas receptoru struktira (Grieco et al., 2002; Szardenings et al., 1997;
Szardenings et al., 2000; Prusis et al., 1997; Prusis et al., 2001a; Prusis et al., 2001b).
Modelgjot receptoru struktiiru, tika izmantotas dazadas pieejas — punktveidigas
mutacijas un himéru receptori. Tika konstatéts, ka a-MSH piesaistei pie MKR1 ir
butiskas divas aminoskabes: tresa transmembranu (TM) segmenta Asp117 (D117) un
sesta TM segmenta His*® (H260) (Frindberg et al., 1994; Frindberg, 1998). Bez tam
uzskata, ka §STm aminoskabém ir nozime kop€jas MKR struktiiras uzturéSana (Schiéth et
al. 1997a; Schioth et al., 1997b).

Pirmie sintétiskie peptidi I1dzigi dabigajiem MSH peptidiem bija lineari. Viens no
pirmajiem un joprojam visvairak eksperimentos izmantotajiem linearajiem
sintétiskajiem peptidiem ir NDP-MSH ([Nle*-D-Phe’Jo-MSH jeb melanotans-I.
NDP-MSH uzrada augstu saistiSanas afinitati pret visiem MKRs. NDP-MSH plasi
izmanto radioligandu saistiSanas pétijumos radiojodétas formas veida (Schioth et al.,

1995; Schiéth et al., 1996a; Schioth et al., 1996b). VElak secinaja, ka linearie MSH
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peptidi ir par kustigiem, lai panaktu precizu liganda saistiSanas vietas noteikSanu. Tadel
tika sintezéta mazu, nekustigu ciklisku MSH ,,serdes” peptidu sérija, pieméram, [Cys4,
Cyslo]oc—MSH(4—10), kuriem tika atklata sam@ra zema afinitate, bet tie lava izveidot
liganda-receptoru saistiSanas vietas modeli (Prusis et al., 1997; Prusis et al., 2001a;
Prusis et al., 2001b). Izradijas, ka augstu afinitati var sasniegt ar cikliskiem laktama
peptidiem, kuru molekulas biitisko ¢etru aminoskabju farmakofora (His-Phe-Arg-Trp)
LPhe aizvieto ar DPhe. Viens no Siem peptidiem, kas tiek plasi pielietots melanokortinu
fiziologisko efektu izpet€, ir metaboliski stabilais MKR neselektivais agonists
melanotans-1I jeb MTII (Hadley et al., 1989; Muceniece et al., 2007 In press; Wikberg
et al., 2000). Ar fagu displeja metodi tika atrasts loti selektivs MKR1 ligands — MS04,
kura struktiru talak optimiz€jot, tika raditi MS05, MS06 un MS09 peptidi (Szardenings
et al., 2000; Muceniece et al., 2001). Selektivakie peptidi joprojam tiek izmantoti ka

vielas analizatori un ir ieklauti peptidus tirgojoso firmu katalogos (5.tabula).

5. tabula. Nozimigako MKR ligandu struktiiras (Schioth, 2001; Wikberg,
2001)

Peptidi Ligandu struktiiras
NDP- Ac-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-p-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH,
MSH
MTII Ac-Nle-Asp-His-p-Phe-Arg-Trp-Lys-NH»
MSO05 Ser-Ser-Ile-Ile-Ser-His- L-Phe-Arg- L-Trp-Gly-Lys-Pro-Val- NH,
MS09 Ser-Ser-Ile-Ile-Ser-His- p-Phe-Arg- L-Trp-Gly-Lys-Pro-Val- NH,
RO27- Buturil-His-Phe-Arg-Trp-N-methyl glycine- NH,
3325
HS131 (cyclo (S-S)-Ac-L-Cys’-Gly®-D-Nal’-L-Cys-NH,'") o-MSH™"°
HS014 Ac-Cys-Glu-His-p-Nal-Arg-L-Trp-Gly-Cys-Pro-Pro-Lys-Asp- NH,
SHU9119 Ac-Nle-Asp-His-p-Nal-Arg-Trp-Lys-NH;
HS024 Ac-Cys-Nle-Arg-His-p-Nal-Arg-Trp-Gly-Cys-NH,
HS028 Ac-_Cys-Glu-His-dCl-p-Phe-Arg-Trp-Gly-Cys-Pro-Pro-Lys-Asp-

NH,

Piezime. Aminoskabju atlikumi, kas cikliskajos savienojumos veido gredzenus, tiek pasvitroti ar
Iiniju. Nle, norleicins; DNal, B-(-2-naftil)-Dalanins; dCI-DPhe, 3,4-dihloro-Dfenilalanins; DPhe, D-
fenilalanins; LPhe, L- fenilalanins.

Lai gan ir atrasti selektivi ligandi visiem receptoru apakStipiem, lielaka dala

sintétisko peptidu — Iidzigi ka dabigie hormoni — vislabak saistas pie MKR1 (6.tabula).

33



6. tabula. Dabigo ligandu un sintétiska analoga NDP-MSH saistiSanas ar
MKR

(Schioth et al., 1995; Schioth et al., 1996¢; Schioth et al., 1997a; Schitth et al.,
1997b)

Melanokortinu MSH peptidu saistiSanas tendence ar MKR subtipiem

receptoru

subtipi

MKRI1 NDP-MSH>a-MSH>B-MSH>y,-MSH

MKR?2 AKTH

MKR3 NDP-MSH>y,-MSH>y;-MSH>B-MSH>Y,-MSH>0.-
MSH>AKTH

MKR4 NDP-MSH>>B-MSH>0-MSH>AKTH>Y,-MSH

MKRS5 NDP-MSH>>o-MSH>B-MSH>AKTH>Y,-MSH

2.4. MKR ligandu agonistiskas un antagonistiskas darbibas
izvertesanas metodes

Visi pieci MKR pieder ar G proteinu saistito receptoru gimenei, un to stimulacija
aktive adenilatciklazi un regule cAMF veidoSanos (Cremer et al., 1995; Wikberg et al.,
2000). Kaut ar1 cAMF sintéze nav vienigais MKR signalparneses cels, tieSi cAMF
ITmena mérijumi tiek izmantoti, lai noteiktu, vai MKR ligands darbojas ka agonists vai
antagonists. cAMF ir klasiska signalparneses molekula, kurai ir CREB (cAMP
response element binding protein) aktivacijas loma. Signals tiek raidits caur Ser/Thr
kinazém un proteinkinazi A (PKA).

Sakotngji plazmas membrana G proteina aktivacija izraisa adenilciklazes aktivaciju,
kam seko cAMF Iimepa pieaugums. cAMF izraisa regulatoras vienibas (R)
piesaistiSanos pie PKA un Sis PKA-R komplekss talak izraisa katalitiskas (C) PKA-C
apakSvienibas atbrivoSanos, kura pasiva transporta cela migré uz kodolu. Katalitiskas
vienibas porcijas fosforile mérkobjektus gan citozola, gan kodola. Beigu mérkis ir
fosfotaze I, kura partrauc PKA darbibu. Process notiek péc atgriezeniskas saites
principa (feedback). CREB ir viens no galvenajiem PKA kodola mérkiem. Génu
transkripcijas atrums ir proporcionals fosforiléta CREB Ilimenim kodola. Léna génu
trasnskripcija, ka atbilde uz cAMF pieaugumu §una, ir izskaidrojama ar 1€no atrumu, ar

kadu briva PKA-C vieniba difuze kodola. Tipiski fosforiléta PKA—C vieniba sasniedz

34



maksimalo Itmeni kodola 30 min p&c stimulacijas, bet defosforilacija notiek daudzu
stundu garuma. Savukart cAMF veidoSanas notiek atri, sasniedzot maksimumu 15 min
laika. Tomér cAMF pieaugums Stina ka atbildes reakcija uz Stnas stimulaciju ar MSH
peptidiem nav vienigais signalparneses celS. Ir dati, kuros ir paradits MKR3
fosfoinozitola signala parneses celS, kura rezultata veidojas inozitolfosfats-3 (IP3)
(Konda et al., 1994) (2. att.). Pievienojot cAMF antagonistus lielas koncentracijas Stinu
kultiram pirms o.-MSH vai AKTH pievieno$anas, iesp&jams novérst IP; samazinasanos
un intracelulara Ca** limena pieaugumu. Tadejadi MKR3 var bat saistits ar divam
sekundaro ,,mesendzeru” sisttmam: proteinkinazes A PKA/cAMF un IP3/Ca2+.
IP3/Ca** sistému kontrolé PKA, iesaistot to fosforilacijas reguléSana (Wikberg et al.,

2000).

. MSH peptids
—Ca

MKR

A4

v g Af:/ \PLC
ciMF IP:/ DAlG
N /

Ca** PKC

LS

Siinas fiziologiska atbilde

2. attels. MKR signala transdukcijas celS, ko ierosina melanokortinu
saistiSanas pie MKR (Gantz, 1993).

AC, adenilatciklaze; cAMF, cikliskais adenozinmonofosfats; DAG, diacilglicerols;
IPs, inozitola 1,4,5-trifosfats; MKR, melanokortina receptors; PKA, proteinkinaze
A; PKC, proteinkinaze C; PLC, fosfolipaze C.

MKRS varétu biit saistits ar ar Jak/STAT signala transdukcijas celu (Buggy, 1998).
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Velak tika pieradita MSH peptidu ietekme uz slapekla oksida (NO) producéSanos
Stinas, kas atklaja nozimigu faktu, ka ne tikai pilnai molekulai a-MSH, bet ari ta C gala
tripeptidam — kaut arT tas nesaistas ar MKR — piemit pretiekaisuma darbiba un NO
parprodukcijas nomakuma sp&ja (Mandrika et al., 2001; Star et al., 1995). Tadgjadi ari
NO noteikSanas tests tika ieviests melanokortinu mimétiku pétijumos. Ta tika pieradits,
ka, pieméram, gan MSO05, gan MS09 papildus cAMF stimulacijai sp&j inhibét
iekaisuma mediatora NO produkciju makrofagu Stnas (Szardenings et al., 2000).
Petfjumi paradijusi vél vienu nozimigu faktu: ne vienmér receptoru saistiSanas afinitate
korel€ ar sp&ju stimulét vai inhibét signalparneses mediatoru sintézi vai darbibu. Ta in
vivo eksperimentos sint€tiskajam MKR4 agonistam RO27-3325 (Benoit et al., 2000)
tika paradita spéciga ietekme uz €Sanas uzvedibu, tau Sis savienojums uzradija
salidzinoSi zemu afinitati pret cilveka MKR4 (7.tabula) (Schitth et al., 1996b). Bez tam
RO27-3325 wuzradija tikai 40% no tas cAMF stimulacijas, ko izraisa o-MSH
(Szardenings et al., 2000).

7. tabula. Sintezéto MKR agonistu un antagonistu salidzinosas saistiSanas

afinitates (K;, nM) ar cilveku MKR1, MKR3, MKR4 un MKRS (Wikberg et
al., 2000)

MKR1 MKR3 MKR4 MKRS
Agonisti
NDP-MSH 0.085 0.40 3.8 5.1
Melanotan- 0.67 34 6.6 46
I
MSO05 0.87 1100 >100 000 >100 000
MS09 0.16 6.5 46 270
RO27-3325 33 000 340 000 250 000 >300 000
Antagonisti
SHU9119 0.71 1.2 0.36 1.1
HS014 110 54 3.2 690
HS024 19 5.5 0.29 33

Pedeja laika sintezeti dazadi MKR antagonisti. Viens no pirmajiem sintez€tajiem
MKR antagonistiem bija cikliskais MSH peptidu analogs SHU9119, kur§ darbojas gan
ka neselektivais MKR3/MKR4 antagonists, gan dal&js agonists attieciba pret MKR1 un
MKRS (Hruby et al., 1995). Ta ka SHU9119 neuzrada selektivitati ne pret vienu

MKR, ta pielietoSana eksperimentalos pétijjumos MKR klasifikacijai ir ierobeZota.
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Talakie ciklisko peptidu pétijumi atklaja pirmo selektivo MKR4 antagonistu HS014
(Schioth et al., 1998a; Schitth ef al., 1998b). Tacu tas — lidzigi ka SHU9119 — darbojas
ar1 ka MKR1 un MKRS parcialais agonists un uzrada antagonistiskas 1paSibas pret
MKR3 (Schi6th et al., 1999). Zurkam intracisterndla SHU9119 un HS014 ievadisana
izraisa apetites un kermena masas palielinasanos (Kask et al., 1998; Kask et al., 1999;
Kask et al., 2000). MKR4 antagonists HS014 bloke leptina izraisito kermena svara
samazinaSanas efektu eksperimentalajiem dzivniekiem. Cits ciklisks melanokortinu
peptidu analogs ir HS024, kas atSkiriba no HSO14 uzrada apméram 10 reizes labaku
saistiSanos ar MKR4 (7. tabula). Diemz¢€l, HS024 darbojas ka antagonists pret visiem
MKR. Intracerebroventrikulari ievadot HS024, tas izraisa no devas atkarigu baribas
patérina palielinasanos Zurkam (Kask et al., 1998; Kask et al., 2000). Nesen sintezéetie
MKRs ligandi tiek izmantoti eksperimentalos p&tijumos ka MSH peptidu modelanalogi.
2002. un 2003. gada tika sintez€ti vairaki selektivi MKR3 un MKR4 agonisti un
antagonisti (Grieco et al., 2002; Kavarana et al., 2002; Balse-Srinivasan et al., 2003),
kuri papildina komerciali pieejamo peptidu klastu.

Tadejadi kops receptoru klon€Sanas ir sintez€ts un eksperimentali parbaudits liels
skaits linearu un ciklisku MSH peptidu analogu. Sobrid intensivi tiek mekl&ti jauni
selektivi nepeptidu ligandi. Interesanti ir dati par 1,4-dihidropiridinu savienojumu
cerebrokrastu, kas ir uzradijis afinitati tikai pret MKR4 (Jansone et al., 2004b), noradot,
ka dihidropiridinu struktiira varetu optimali atbilst MKR4 saistiSanas vietam. Cita maza
molekula THIQ (Sebhat et al., 2002) ar1 uzradija loti augstu selektivitati un afinitati
pret MKR4, tomér in vivo pretickaisuma un @&Sanas uzvedibas ietekmé&Sanas
efektivitates zina atpalika no MT-II (Cepoi et al., 2004; Muceniece et al., 2007 In
press).

Kaut gan ir liels publikaciju skaits un paveikts intensivs pétniecibas darbs, tikai
neliels skaits MKR mimétiku ir nonakusi lidz kliniskajiem pétijjumiem. Tie ir tr1s
peptidi. MT-II un PT-141 tiek klinika parbaudits pret erekcijas trauc€jumiem, savukart
MT-I ka pigmentacijas veicinaSanas lidzeklis (Hadley and Dorr, 2006).

2.5. o-MSH C gala tripeptids un ta analogi

Melanokortinu degradacija joprojam nav lidz galam izpétita. Ir zinams, ka audos
esosas POMK konvertazes nosaka MSH peptidu rasanos, bet peptidazu, kas saskel

MSH peptidus, in situ ietekme nav ipaSi pétita. Zurku asins paraugos a-MSH
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sadaliSanas atrums ir vienads gan endog€najiem, gan sint€tiskajiem peptidiem. MSH
peptidu pussabrukSanas laiks ir atkarigs no temperatiiras svarstibam: 37°C inkub&tiem
paraugiem tas ir 39 min, bet uz ledus inkub€tiem paraugiem 54 min (Wilson et al.,
1982). Sevidki nenoturiga ir a-MSH Phe’-Arg® saite, kas tiek uzskatita par primaro
Skel$anas vietu. Parraujot Phe’-Arg® saiti, eksopeptidazes sadala fragmentus brivas
aminoskabeés.

Aprakstiti atseviski in vitro a-MSH metabolisma pétijumi, bet tajos nav paradita C
gala tripeptida endogéna veidoSanas. Tomér, neraugoties uz nepieradito endogéno
izcelsmi, tripeptids Lys-Pro-Val-NH, tiek pétits paral€li pilnai a-MSH molekulai ta
spécigas pretiekaisuma darbibas d€l. MSHI11-13 Iidzigi k& o-MSH inhibé kodola
transkripcijas NF-kB nonakS$anu Stnas kodola, induc€jamas NO sintazes (iNOS)
ekspresiju un NO producésanos (Mandrika et al., 2001).

Nemot veéra NDP-MSH augsto afinitati, ideja aizvietot L aminoskabes ar D
aminoskabém ir tikusi izmantota art MSHI11-13 analogu sintézé. Izradijjas, ka
sintétiskie MSH11-13 analogi ar DPro vai DVal bija farmakologiski aktivaki par
MSH11-13 (Moustafa et al. 2002; Haddad et al. 2001; Uehara et al.1993; Hiltz et al.
1991; Lipton and Catania 1997). Nesen tika pieradita MSHI11-13 un ta analogu
pretsénu darbiba (Catania et al. 2005) un uz polistiréna lodit€ém imobilizéta MSH11-13
sp&ja inhibét audz&ju nekrozes faktora o (TNFa) stimuléto NF-kB aktivitati (Kelly et
al. 2005). MSH11-13 Iidzigi ka pilna hormona molekula pé&c centralas vai periféras
ievadiSanas samazina endotoksinu (lipopolisaharidu), interleikinu IL-1, IL-6 vai TNFa
izraisito temperatiras paaugstinasanos (Lipton and Catania, 1998), samazina ar1
1Sémijas/reperfuzijas Sunas bojajumus pec iS€mijas un inhibé neitrofilu uzkrasanos, ka

ar1 NO produkciju (Chiao et al., 1998).

Neskaidribu un pretrunigu datu par MSH11-13 darbibas mehanismu ir daudz.
Neskaidra joprojam ir iedarbiba uz MKR. Peétjuma ar MKRI1 receptora génu
transfekte€tam CHO Stinam MSHI11-13 stimulgja intracelularo kalcija jonu limeni tajas,
bet neiedarbojas uz netransfektétam Stinam (wild type) (Elliot et al. 2004), ta netiesi
noradot uz saistibu ar MKR1 signalceliem. Tomer S§is saistibas mehanisms ir joprojam
neskaidrs, jo radioligandu saistiSanas testa nav pieradita MSHI11-13 saistiSanas pie

MKR.
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2.6. MKR pétijumos lietotas Stinu linijas

MKRI1 ir atrasti uz vairakam melanomas Stnu linjjam un kopa ar MKR3 uz
imunas sist€émas $tinam. Tomér uz $§adam Stnam receptoru blivums nav liels, tapéc
radioligandu eksperimentos vajag lielu daudzumu S$tnu, un vielu skrininga izmaksas
pieaug. Bez tam Iidz Sim nav atklatas dabigas Stnu linjjas ar MKR4 un MKRS5
receptoriem. Tapéc tiek mekletas citas metodes, pieméram, Siinu transfekcija. Ar Stnu
transfekciju saprot Siinu apstradi ar attieciga receptora génu fragmentu — kur§ tieSi ir
atbildigs par receptora proteina aminoskabju sekvenci — iestradatu ekspresijas vektora.
Ta saucamo DNS konstruktu (attieciga géna DNS ligéta ekspresijas vektora) iestrada
liposomas, lai Siinas to vieglak uznemtu. Ne visas Stnas uznem sveSo DNS un producé
sveSo protelnu. Tomer, Sunam daloties, vajadzigo Sunu skaits tris dienu laika pieaug un
ir izmantojams eksperimentos. Ja dabigam S$iinu linijam receptoru skaits uz Siinu ir
1000-7000, tad transfektétam Stinam tas sasniedz 100000—-1000000 receptoru uz Siinu.
Tadgjadi iesp€ja transfektet Stnas ar attieciga receptora DNS konstruktu dod iespgju
efektivi parbaudit daudzu ligandu afinitati un selektivitati. Sakotn€ji eksperimentos tika
izmantotas Stnu Iinijas, kuras nav MKR - COS-1 un COS-7, CHO, HEK293 un Hel.a
(Kapas et al., 1996; Schiéth et al., 1995; Schiéth et al., 1996; Cho et al.,2005; Chai et
al., 2007. Uz So Sunu pamata ir izveidotas stabilas Stnu linijas, kuras produceé MKR
daudzas paaudzes.  Transfektetas Sunas ir iesp€ams izmantot ar1 sekundaro
signalparneses molekulu, pieméram, cAMF, IP;, kalcija jonu u.c. mérijjumiem, lai
noteiktu, vai viela darbojas ka agonists vai antagonists. Neparveidotas Siinas tiek
izmantotas ka kontroles Stnas.

Vel veiksmigaku vielu skriningu nodroSindja insektu Stinu parveidoSanas metodes
izstradasana. Insektu $tinu Sf9 un Sf21 Iinijas tiek infic€tas ar receptoru DNS nesoSiem
bakulovirusiem. Ekspresijas vektora ielikta DNS ve&l papildus tiek iestradata
bakulovirusa molekula. Sadi modificéts bakuloviruss, inficgjot $iinas, tajas ievieto savu
DNS kopa ar sveso DNS (insert) konstruktu. Jauna tehnologija ir vél 1&taka par ziditaju
Sunu transfekt€Sanu un pielauj liela meroga vielu skriningu, izmantojot robotus. Ar1
MKR tika raditi bakulovirusu konstrukti, ar kuriem inficétas Sf9 Siinas uzradija MSH

peptidiem atbilstoSas ligandu saistiSanas afinitates (Schioth et al., 1996c).
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Tomer specifisku funkciju pétijumiem noder Stnas, kuras dabigi ekspres€ MKRs.
Lai petitu MK ietekmi uz cAMF producéSanos un pigmentaciju plasi tiek izmantota
pelu melanomas Stinu linija B16-F1. B16-F1 Stnas satur daudz pigmenta melanina.
Tapéc mikroskopa §Tm Stnam var noverot melnu krasojumu. Pagajusa gadsimta
seSdesmito gadu péetijumi paradija, ka a-MSH peptids sp€lé biitisku lomu adas
pigmentacijas intensitates palielinaSana cilvékiem (Eberle, 1988). «-MSH un AKTH
sintez€jas cilvéka epiderma ka atbildes reakcija ultravioletas radiacijas ietekmei.
Neilgi péc MKRI1 subtipa klonésanas paradijas publikacijas, kuras paradits, ka MKR1
géns kontrole ziditaju apmatojuma krasu. Populaciju pétijumi atklajusi vairak neka 20
alelu MKR1 géna variantus. MKR1 aktivacija stimulé cAMF veidoSanos, talak notiek
pigmentacijas enzimu (ieskaitot tirozinazi) iesaistiSanas un melanina veidoSanas.
MKRU1 ir arT liela nozime eumelanina (melns/briins) un facomelanina (sarkans/dzeltens)
pigmentacijas veidosanas regulacija ziditaju melanocitos (Schitth et al., 1999). a-MSH
citu sinergétisku mitogénu faktoru klatiené darbojas ka normalu melanocitu augsSanas
stimulators. Tadéjadi MSH peptidiem, darbojoties kopa ar citiem faktoriem, ir bitiska
nozime melanocttu $iinu proliferacijas procesos in vivo (Halaban, 2000). Melanocitu
laundabiga parveidoSanas par melanomu izraisa augSanas autonomiju, ka arf ir saistita
ar neskaitamu augSanas faktoru un receptoru veidoSanos audzgja Stnas. Melanomas
audzgja Stinas konstatets augsts o-MSH imunoreaktivitates ITmenis, un melanoma Stinu
linijas ekspresé 20 reizes augstaku MKR1 mRNS salidzinajuma ar normalo melanocitu
aktivitati (Loir et al., 1997).

B16-F1 S§tinas izmanto arT pretmelanomas vielu pétiSanai un vakcinu izstradasanai,

pagaidam gan vakcinas p€tijumi notiek tikai ar pelém (Wu et al., 2007).

Melanokortini var veidoties no POMK ne tikai hipofize, bet arT imiinajas $tinas un

lidz ar to var piedalities imiinas sist€mas regulacija. Paaugstinats o-MSH Iimenis

asins plazma atrasts AIDS un sepses pacientiem (Airaghi et al., 1999; Catania et al.,
2000). Imunokompetentas Stinas producé no POMK veidojoSos peptidus ka atbildes
reakciju uz nekognitivu (bakterialu, viralu) stimulu. Makrociti, monociti un tuklas Stinas
ar1 producé a-MSH. Melanokortinu peptidi bitiski inhibé NO un TNFa izdaliSanos no
mikroglijas Sinam. Tadg€jadi ir pieradits, ka dazadas Stnu linijas var izmantot ar
iekaisumu saistito MK efektu pétijumos. Pelu makrofagu Siinu Iinija RAW264.7 ir viena

no tam. 1995.g. Sunu linijja RAW 264.7 tika aprakstita autokrina iNOS jeb NOS II
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regulacija ar a-MSH (Star ef al., 1995). Musdienas §i1s Siinas tiek plaSi izmantotas, lai in
vitro raksturotu MSH peptidu un mimétiku pretiekaisuma darbibu visos posmos, sakot
no NO sintézes 1idz NF-«kB translokacijai kodola inhibicijai, ka ar lai noteiktu dazadu
citokinu génu ekspresiju (Mandrika et al., 2001; Lam et al., 2006). Nesen atrasts, ka ne
tikai o-MSH molekula, bet ar1 tas 1saki fragmenti (-MSH1-10) un a-MSH11-13) var
butiski nomakt NF-kB producésanos MKR ekspres€josas makrofagu Stnu linijas, kuras
apstradatas ar iekaisuma reagentiem, pieméram, ar LPS un IFNy (Mandrika et al., 2001).
RAW264.7 Siunas bez MKRI1 tika atklats art MKR3 un pieradits, ka MKR signalceli
makrofagu Stnu Iinija izraisa interleikinu-10 (IL-10) producéSanas pieaugumu (Lam et
al., 2006). Tadejadi RAW264.7 Sunas kalpo ka dabigais MKR1 un MKR3 avots

pétijumos par iekaisuma procesu saistibu ar MK.
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3. MATERIALI UN METODES

3.1. Reagenti

Visi reagenti, iznemot pétamos peptidus un $iinu audz&Sanas barotnes, tika pirkti

no Sigma/Aldrich parstavniecibas Latvija NotaBene. Radioaktivie ligandi ['*°J]-NDP-

MSH un [3H]CAMF tika sanemti no Amersham Bioscience (Zviedrija). Visi Stnu

audz€Sanai nepiecieSamie reagenti un barotnes tika pirkti no Life Technologies,

Zviedrija.

3.2. Pétamie peptidi

Petamie peptidi (1.tabula) tika nopirkti no Francija, Saxon Biochemicals GMBH

Vicija un Bachem Sveice. MSH11-13 analogi tika sanemti no Dr. Helga Suli-Vargha

(Peptidu kimijas grupa Eotvos Universitate, Ungarija). Peptidi tika Skidinati 0.9% NaCl

$kiduma un uzglabati — 20 C°. Eksperimentos vielu at$kaidijumi tika veikti ar metodei

atbilstosu buferskidumu.

8. tabula. Promocijas darba pétito peptidu struktiiras

Nr. | Peptida kods Aminoskabju sekvence

1. a-MSH Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-
Lys-Pro-Val-NH,

2. NDP-MSH Ac-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-p-Phe-Arg-Trp-Gly-
Lys-Pro-Val-NH,

3. | MSHI11-13 Ac- Lys-Pro-Val-NH,

4. SP »HN-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-
Met-NH,

5. Spantids-I DArg-Pro-Lys-Pro-Gln-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Leu-
NH,

6. | a-neo-endorfins »HN-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-OH

Dinorfini

7. | D-A1-17 »HN-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile- Arg-Pro-
Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln-OH

8. | D-A2-17 »HN-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-
Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-GIn-OH

9. | D-A2-11 »HN-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-
Leu-OH

10. | D-A1-13 »HNTyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-
Lys-Leu-Lys-OH

11. | D-A1-6 »HN- Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-OH
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12. | Dinorfins B (D-B) »HN-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-
Lys-Val-Val-Thr-OH
13. | Met-enkefalins »HN- Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH
14. | Leu-enkefalins »HN-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH
MSH11-13 analogu
kodi
15. |1 Lys-Pro-Val-NH,
16. |10 Ac- Lys-Pro-Val-NH,
III Ac-Lys-Pro-Val
I I
17. | IV Ac-Lys-Pro-DVal
I I
18. |V c(Lys-Val)
19. | VI c(Lys-DVal)

3.3. Siinu linijas

No ATCC Siinu bankas ASV nopirktas dabigi MKR ekspresgjosas Iinijas: pelu
makrofagu $tinu Iinija RAW264.7 (ATCC TIB-71) un pelu melanomas $tinu Itnija B16-
F1 (ATCC CRL-6323), un MKR neekspresgjosa Sinu Iinija COS-7 (ATCC CRL-

1651). Cilveku primaro fibroblastu Stunas tika sanemtas no Vacijas Sunu bankas Cell

Systems, St. Katharinen.

3.4. Siinu Kultiiras

Katra Stinu Iinija tika kultivéta barotn€s saskana ar Stnu liniju sertifikatu. COS-7,
B16-F1 un cilvéku fibroblastu Stinu kultivéSanai tika izmantota Dulbecco’s barotne ar
10%  liellopu embrija seruma piedevu (FBS) un antibiotikam 1%
penicilins/streptomicins, pretsénu preparatu — 0.5% amfotericinu. RAW264.7 Siinas tika
audzetas barotné RPMI-1640 ar 10% FBS un 1% antibiotiku piedevu.

Siinu audzesana notika $tinu inkubatora 37° C temperatiira, 5% CO, atmosfera. Siinas
tika audzetas barotnés, 11dz tas par 80% aizpildija audz&€Sanas plates (parasti sterilas 100
mm petri plates). Tad Siinas tika tripsiniz€tas ar 0.25% tripsina/EDTA Skidumu, ar
pipeti savaktas, parnestas centrifugéSanas stobrinos, centrifugétas 2000 rpm 5 min. P&c
centrifugéSanas virsgjais slanis tika noliets un izmantotas nogulsng&jusas Stnas. Tad
Stnas tika resuspend@as barotné vai eksperimentam piemé&rota buferSkiduma un

saskaititas. Stinu skaitiSanai tikai izmantots mikroskops un hemacitometrs.
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B16-F1, RAW264.7 un primaras fibroblastu Siinas dabigi ekspres¢ MKR, tapéc tas tilit
péc konfluences (vismaz 80% plates aizpildijums) sasniegSanas tika izmantotas

attiecigiem eksperimentiem.

3.4.1. TripsinizéSana un Siinu skaitiSana

Tripsina Skidums tiek pievienots Stnu kultiiram p&c barotnes nolieSanas ar aprékinu
75 cm’® traukam — 2.5-5 ml, 150 cm®— 5-10 ml.

Tripsins izraisa §tnu disociaciju no plates plastmasas, un Stinas var savakt ar pipeti
no audzeéSanas platém un centriftigas stobrinos nocentrifuget. Tripsina inaktivacijai
pievieno FBS vai tripsina inhibitora Skidumu 1:1.

Hemacitometram ir 2 kameras, katra no tam sadalita 9 blokos, kuri ir atdaliti ar tris
linijam. Katrs bloks sastav no 16 kvadratiniem. Uzliekot segstiklinu, Skidrums aiznem
0.1 mm, tape&c totalais tilpums tiek rékinats ka 1/10000 ml.

1. Raugoties mikroskopa, saskaita Stinas 1 bloka.
2. So skaitu reizina ar 10000 = $anu skaits/ml, ja §Gnu suspensija nav

atSkaidita pirms skaitiSanas. Ja ir, tad vél reizina ar atSkaidijumu.

3.4.2. Siinu skaita noteikSana

Lai atSkirtu dzivas Stnas no mirus$am, izmanto krasvielas, pieméram, tripanzilo,
eritrozinu B, nigrozinu, kristalvioleto utt. Krasvielas iekraso mirusas Siinas, kuru
raksturiga pazime ir ta, ka to membranas lauj krasvielai ieplast $tina. Stinu dzivotspéjas
noteiksSanai (cell viability) noskalo brivo krasvielu, Siinas $kidina 0.1 M NaOH skiduma
un uzkrato krasvielu Stinu lizatos méra ar mikroplaSu lasitaju pie izmantotajai krasvielai
raksturigas absorbcijas vilnu garuma.

Ja mirusu Stnu skaits parsniedz 20%, tad tiek skaititas dzivas Siinas, kuras
krasviela nav iepludusi. Eksperimentos, kuros izmanto tikai Stinu membranas, Stnu

dzivotsp€ja nav svariga.
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3.4.3. Siinu transfektesana

COS-7 sunas neekspres€ MKR, tapéc tas tika transfektetas ar pétamo receptoru
DNS konstruktiem ekspresijas vektoros. Ependorfa mégené ielej 70 pul OptiMEM
barotnes, pievieno 20 pl Lipofectin reagenta un apméram 1 pg plazmidu DNS uz 1
miljonu Stinu. Inkub& apméram 1 min istabas temperatiira.

COS-7 stnu monoslanim nolej audzéSanas barotni un uzlej OptiMEM barotni, kura
pilinot pievieno sagatavoto DNS maistjumu ar lipofektinu. Inkubé Stinu inkubatora 5-
24 stundas. Tad nomaina OptiMEM uz parasto §tinu audzeSanas barotni un audze Siinas

CO, inkubatora 48 stundas. P&c tam $iinas tripsiniz€ un saskaita.

3.5. MKR DNS ekspresijas vektori

MKRI1 un MKRS proteinam atbilstosas DNS tika klonétas pRc/CMV ekspresijas
vektora (Invitrogen), MKR3 un MKR4 atbilstosas DNS tika klonétas pCMV/neo

ekspresijas vektora (sanemti ka davana no prof. Ira Gantz, Miciganas universitate,

ASV), (atteli 3 un 4).

/“ Sac
fon

cm ') T7 Promotes

peomater /
,f Nat |

Amg! MCS| EcaRi |

| Bgli
pCMVE-Nao  poiea, Kpn |

ColEl
SVl ori ¥ha |
“o Neo' j Mot |

3. att. pCMV/neo vektors (Origene katalogs)
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Coding Region 3' Untranslated Region

ATG TGA

TErCHOAT, , - — 1977 bp
TACHOAT ,, 1185 bp

¥
CMY Promoter F1 ORI

SV Early

B-Lactamase

Neomycin
ColEI ORI SVpA

4. att. pRc/CMYV ekspresijas vektora struktira (Invitrogen katalogs)

3.6. Ligandu-receptoru saistiSanas noteikSana

Radioligandu—receptoru saistiSanas metode tika veikta, izmantojot Stinu monoslani
96 laucinu platés, ka aprakstits Schioth er al., 1995. Siinas tika sadalitas pa 100000
katra laucina 50 pl-os buferSkiduma, kas bija pagatavots no MEM (Minimum essential
medium) ar 0.2% liellopu seruma albumina, 1 mM 1,10-fenantrolina, 0.5 mg/L
leupeptina, 200 mg/L bacitracina un 25 mM HEPES piedevam, pH=7 4.

Stinas tika inkubgtas ar iezimé&to ligandu ['*JINDP-MSH, kurs tika pievienots
0.2 nM koncentracija, pétot konkurences liknes, bet, petot piesatinajuma liknes lidz
parakuma piesatinajuma koncentracijai, — 15 nM. Nespecifiska saistiSanas tika noteikta
ar NDP-MSH 1 upuM koncentracija. Petamas vielas tika pievienotas dazadas
koncentracijas.

Péc ieziméta liganda un pétamo peptidu pievienoSanas Sunas tika inkubgtas 2
stundas CO, inkubatora. P&c inkubacijas Siinas divreiz tika noskalotas ar buferi un
izskidinatas 0.1 M NaOH skiduma. Izskidinato S$itinu radioaktivitate tika skaitita ar
Wallac-Wizard gamma skaititaju, un iegutie dati analizéti ar datorprogrammu
GraphPad Prism. Aprékinot receptoru skaitu uz 1 $iinu, tika pienemts, ka viena NDP-
MSH molekula saistas ar vienu receptora molekulu. Eksperimenti tika veikti ar 2-3

paral€liem mérfjjumiem un atkartoti 3—4 reizes.

46



3.7. Slapekla oksida limena meérijjumi

Pelu makrofagu Stinas RAW?264.7 tika audz&tas un pavairotas $tinu barotné
RPMI-1640. Eksperimentam Siinas tika sadalitas pa 500 000 Siinu katra laucina 96
laucinu platé. AtbilstoSi eksperimenta planam dala Stinu netika stimul@tas, un tas
izmantoja kontrolei, citas tika stimultas ar bakteriju lipopolisaharidiem (LPS) (no
Escherichia coli) un interferonu y (IFN-y) dazadas koncentracijas, ka ari ar
endotoksiniem (LPS 100 ng/ml + IFN- y 5 darbibas vienibas/ml) kopa ar a-MSH un
citiem pétijuma lietotiem peptidiem dazadas koncentracijas. P&c 16 stundu inkubacijas
Sunu inkubatora 50 pl no Stunu barotnes katra laucina tika parnesti uz citu 96-laucinu
plati, un 50 pl barotnes tika pievienots Griesa reagents (Green et al., 1982). P&c 10 min
izveidojies krasojums atbilda NO metabolita nitrita koncentracijai. ST krasojuma
absorbcija tika merita pie vilpu garuma 540 nm ar Novo Biolabs mikroplasu lasitaju
(Molecular Devices). Nitritu koncentracija tika izrékinata péc Iidzigos apstaklos iegiitas
NaNO, standartliknes.

Eksperimenti tika veikti ar 2-3 paral€liem mérjjumiem un atkartoti 3—4 reizes.

Griesa reakcija un reagenti
1. 0.1% N-1-naftiletiléndiamina dihidrohlorida §kidums tident (NED)
2. 1% sulfanilamida skidums 5 % fosforskabé
3. 0.1 M natrija nitrita Skidums (standartliknei)

1. Pagatavo darba skidumus un lauj pastavét 30 min istabas temperatiira.
2. Parnes 50ul inkubéto Stinu barotnes katra 96-laucinu plates laucina.

3. Pievieno 50ul sulfanilamida $kiduma.

4. Inkubgé 5-10 min istabas temperatura tumsa vieta.

5. Pievieno 50ul NED $kiduma

6. Inkub€ 5-10 min, kamér veidojas purpursarkans krasojums.

7. Méra 30 min laika, jo péc tam krasa izzud.

3.8. cAMF limena meérijumi

X _ _ e ey . v . _ . 0 _ _
Stinas péc tripsiniz€Sanas un centrifugéSanas inkubé 30 min 37" C udens vanna

DMEM barotngé bez FBS, pievienojot 0.5 mM 3-izobutil-1-metilksantinu (IBMX), lai
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inhibétu fosfodiesterazes aktivitati un sintez&jusies CAMF saglabatos. Péc §1s apstrades
Sunas sadala pa 50000 katra 96-laucinu plates laucina. Barotni nocentrifugé un nolej,
vielas dazadas koncentracijas. Stinas inkub& 20 min $Gnu inkubatora, tad nocentrifugg,
un cAMF ekstrahé ar 4.4 M HCIO, . Pec 5 min skabi neitralizé ar 5 M KOH/1 M TRIS
buferi un centrifugé. cAMF koncentracija Siinu lizatos tika mérita ar cAMF saistiSanas
proteina metodi (Nordstedt and Fredholm, 1990). cAMF saistiSanas proteins tika iegits
no liellopu virsnierem. cAMF koncentraciju paraugos izrékinaja péc cAMF
standartliknes, kura tika ieglita, mérot zinamas koncentracijas cAMF paraugus.

Eksperimenti tika atkartoti 3—4 reizes.

3.8.1. cAMF saistiSanas proteina sagatavosana

Liellopu virsnieres tiek atbrivotas no taukiem un medulara slaga audiem.
AtlikuSos audus homogenizé 10 tilpumos ar 100 mM TRIS/HCL, pH 7.4, 250 mM
NACI, 10 mM EDTA, 0.1% 2-merkaptoetanola un 0.25 M saharozes, izmantojot Ultra-
Turrax. Homogenatu izka§ caur marli un centrifugé 30000g 60 min pie 4 C° . Izmanto
supernatantu, kura ir SkistoSie proteini. Nosaka proteinu koncentraciju un atSkaida Iidz
16mg/ml, safasé pa 1 ml un uzglaba saldétava -20 C° . Sadi sagatavotu cAMF

saistiSanas proteinu var uzglabat saldétava 2 gadus.

3.9. Datu apstrade

Datu apkopoSana un statistiskaja analizé tika izmantotas programmas Microsoft
Excel 2000 for Windows un GraphPad Prism 3.00. Rezultatu ticamiba noteikta ar one—
way ANOVA ar sekojoSu parametrisko Bonferroni multiplas salidzinasanas testu un
Student’s t-testu (2-tailed t test). Rezultati tika aprékinati ka vid€jais = vidgja
kvadratiska kltida (S.E.M) un uzskatiti par ticamiem, ja p vertiba lidzinas vai ir mazaka

par 0.05.
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4. REZULTATI
4.1. «-MSH un ta analoga [Nle', D-Phe]lo-MSH MKR saistiSanas

kinétikas raksturojums pelu melanomas Stinu B16-F1 Iinija

Piesatinajuma likne iezimétajam peptidam ['*JINDP-MSH tika ieglta, nemot
peptidu liela parakuma, lai peéc iesp€jas visi receptori tiktu piesatinati. Par
piesatinajumu liecina ieziméta liganda meérijumi, kas parada, ka tikai 6-7%
radioaktivas iezimes ir piesaistijusies Siinu paraugiem (5A. attéls), bet pargja briva,
nesaistita iezimes dala ir pec $iinu nocentrifugéSanas atdalita no saistitas.

A

NDP-MSH (%)

g T T
0,5 1 2
Inkub. laiks (st)

T
4

o

o

g
|

NDP-MSH konc. (nM)

3 2 4 0 1 2 3

NDP-MSH konc. log (nM)

5. att. Ieziméta liganda NDP-MSH piesatinajuma (A) un konkurences (B) liknes dazada
Siinu inkubéSanas laika.

Attela SA augseja Iikne atspogulo kopgjo saistiSanos, apaksgja likne - nespecifisko saistisanos.

Starpiba starp Siem mérijumiem ir specifika saistiSanas. NDP-MSH saistiSanas %-os pie $iinu
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membranam ir att€lota ka dala no eksperimenta izmantotas iezimes daudzuma. Att€la 5B.
NDP-MSH saistisanas pie receptoriem liknes péc 0.5 h (rombi), péc 1 h (apli), péc 2 h (trijstiiri)

un péc 4 h (kvadrati). Eksperimenti tika atkartoti 3 reizes un paraugi mériti dublikatos.

Nespecifiska saistiSanas tika noteikta, noblokg&jot receptorus ar 1 uM NDP-MSH.
Ka redzams SA attela, laika gaita pieaug NDP-MSH saistiSanas pie receptoriem un péc
2 stundam sasniedz plato. 5B. attéla ir paraditas NDP-MSH konkurences ar ['*J]NDP-
MSH liknes, kuras tika iegiitas, inkub€jot Stnas ar peptidiem 0.5; 1; 2 un 4 stundas. Ka
redzam, ir nov€rojama no Siinu inkub&Sanas laika atkariga neieziméta peptida
konkurence. Tomer visas likn€s ir redzams, ka, neatkarigi no inkubg&Sanas laika, sakot
no 10 nM, NDP-MSH izraisa pilnigu iezimes izspieSanu no saistiSanas vietam.

Pagarinot inkubacijas laiku (9. tabula), novéro NDP-MSH inhibicijas konstantes

(Kj) nelielu pieaugumu. Tomer atSkiribas nav statistiski ticamas.

9. tabula. NDP-MSH inhibicijas konstantes (K;)

Peptidi 0.5h lh 2h 4h

Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM)

NDP-MSH 0.046 +0.038 | 0.051+£0.033 | 0.060+0.008 | 0.102 +0.02

Eksperimenti tika atkartoti tris reizes, katru paraugu nemot dublikatos.

Inkubgjot Stinas 1 stundu ar o-MSH un NDP-MSH 1 uM koncentracija, tika
panakta receptoru skaita samazinasanas uz Stnu virsmas (down-regulation) (6. attels).
Receptoru proteina koncentracija samazinajas laika intervala lidz 24 h, tad palika
nemainiga lidz 48 h. Apméram 20% no receptoru limena saglabajas uz Sinam un nebija

paklauti receptoru internalizacijai vai desensitizacijai.
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6. att. Apréekinata MKRI1 koncentracija péc Sunu stimuliacijas ar MSH peptidiem
pirms ieziméta liganda pievienoSanas inkubacijas videi.

Receptoru koncentracijas izmainas laika gaita NDP-MSH ietekmg attélotas Ikn€ ar aplu
simboliem, a—MSH — ar kvadratiem.

Eksperimenti atkartoti 3 reizes, katrs mérijums veikts dublikatos.

Attela redzamas vidgjas vertibas + S.E.M.

Netika noveérotas ticamas atSkiribas abu peptidu darbiba.

Dazados  laika intervalos iegiitas konkurences liknes uz Sunam péc to
preinkubacijas ar ao-MSH (7A. attels) un NDP-MSH (7B. att€ls) arT parada receptoru
skaita samazinasanos (down-regulation) vai iekliiSanu Stnas citozola. Liknes slipums,
ko nosaka, aprékinot Hilla koeficientu, netika izmainits. Tomér péc 24 un 48 h
konkurences Iiknes var€ja noverot tikai ar augstakam peptidu koncentracijam. Art laika
intervala starp 24 un 48 stundam tika novérota konkurence, jo likne ir nobidita pa labi

uz augstako koncentraciju pusi.
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7. att. o—-MSH (A) un NDP-MSH (B) konkurence ar ieziméto NDP-MSH (ordinata)
dazados $iinu preinkubacijas ar peptidiem laika intervalos. Sinas tika inkub&tas noteiktu
laiku ar peptidiem pirms ieziméta ['**JINDP-MSH pievieno$anas. Apzim&jumi: 48 h rombi, 24
h trijsturi, 2 h kvadrati un 1 h apli. Eksperimenti tika atkartoti 3 reizes, nemot katru paraugu

dublikatos.

4.2. P vielas antagonista spantida I saistiSanas pie MKR
Ar MKR DNS transfektetas COS—7 Sunas tika izmantotas, lai raksturotu P vielas
un tas antagonista spantida I saistiSanos pie MKR. Atklajas, ka P viela nesaistas pie
MKR, bet spantidam I tika noverota saistiSanas pie visiem MKR subtipiem (10. tabula).
Spantids I saistas ar izteiktu selektivitati pret MKR1, tacu pie citiem MKR tas saistas ar

lidzigam afinitatem.
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10. tabula. a-MSH, spantida I and P vielas K veértibas (vidéjais + S.E.M)

Ligands MKR1 MKR3 MKR4 MKRS
Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM)
a-MSH 0.132+0.043 | 142+1.25 760 + 39 4054 + 142

Spantids I | 1236 470 19929 + 1435 | 22848 + 194 17825 £ 1523

P viela n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s. — nav saistiSanas Eksperimenti tika atkartoti tris reizes ar paraugu dublikatiem.

Spantida I konkurences liknes tika salidzinatas ar a-MSH (8. att€ls). Ka redzam:s,
abi peptidi izkonkur€ja iezimi no saistiSanas vietam pilnigi. Nespecifiska saistiSanas

tika novérota aptuveni 10%.

0 T T T T T T 1 0 T T T T T .

2 1 0 1 2 3 4 5 6 -1 0 1 2 3 4 5
alfa MSH konc. log (nM) Spantida | konc. log (nM)

8. att. a—-MSH un spantida I konkurence ar ieziméto NDP-MSH par saistiSanos pie
MKR.
Apzim&jumi: MKRI1 -apli, MKR3 — kvadrati, MKR4 trijstiiri un MKRS — rombi.

Eksperimentos novérotais dazada limena iezimes saistiSanas maksimums pie
dazadiem MKR ir izskaidrojams ar dazadu Stnu transfekcijas ar receptoru DNS
efektivitati. Tomeér tas neietekmé atbilstoSu vielu afinitates mérjjumus. Par to liecina

kontroles mé&rfjjumi ar o—MSH un aprékinata o—MSH afinitate.
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4.3. Spantida I ietekme uz NO veidosanos RAW264.7 Stinu linija

Lai izraisitu NO parprodukciju, RAW264.7 Siinas tika vienlaicigi stimulétas ar
LPS 100 ng/ml un IFNy 5 U/ml. P&c 16 stundam tika novérota izteikta NO Iimena
stimulacija salidzinajuma ar kontroles §iinam (9. att€ls). NO Iimenis tika aprékinats péc
NaNO; standartliknes.

Spantids I un a-MSH tika pievienots $tinu paraugu barotnei vienlaicigi ar LPS un
IFNYy, ka ar1 vieni pasi bez endotokstniem 16 stundas pirms NO mérijjumiem. Kontroles
Sinam ne a-MSH, ne spantids I neuzradija nekadu ietekmi uz bazalo NO Iimeni (dati
att. nav paraditi). 9. att€la redzams, ka spantids I inhibé NO produkciju augstakas
koncentracijas ka o-MSH, tomér efektivitates zina abi peptidi darbojas lidzigi — NO

ITmenis tiek samazinats apméram par 60%. Tacu netiek sasniegts kontroles NO Iimenis.
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9. att. Spatida I un o—-MSH izraisita NO parprodukcijas inhibicija makrofagu Stinu
Iinija. Apzim&umi: o—MSH - apli, spantids I - kvadrati, a-MSH + HS024 100 nM —
rombi, spantids I + HS024 100 nM — trijstliri uz augsSu, spantids I + HS024 1 uM — trijsturi
uz leju. LPS 100 ng/ml un IFNy 5 U/ml tika pievienoti vienlaicigi §tinu barotnei ar
petamam vielam dazadas koncentracijas 16 h pirms NO mériSanas. Uz ordinatas paraditais
nitrita ITmenis aprekinats uz 1 $tnu. Eksperimenti atkartoti 3 reizes, un paraugi meriti

dublikatos.

Lai parbauditu, vai Sis spantida I efekts notiek ar MKR starpniecibu, 15 min pirms
peptidu pievienoSanas Sunam tika pielikts HS024 konstanta 100 nM un 1 pM

koncentracija. Tika noverots, ka HS024 noblokéja o-MSH iedarbibu jau koncentracija
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100 nM, tacu, lai panaktu lidzigu efektu ar spantidu I, vajadz€ja Stinam pievienot
HS024 desmit reizes lielaka koncentracija (1 uM).

Sinu dzivotspé€ja tika noteikta, lai kontrol€tu Stinu skaita samazinaSanos, kas varétu
kludaini tikt pienemta par vielu NO Itmena samazinasanas efektu. Rezultati (dati nav

paraditi) liecina, ka dzivo Siinu skaits neatSkiras kontroles un eksperimenta Stinam.

4.4. Dinorfinu saistiSanas pie melanokortinu receptoriem

Veiktie eksperimenti liecina, ka enkefalini, neoendorfins, dinorfins—B un dinorfins—
A1-6 nekonkurg ar [125J INDP-MSH par saistiSanos ar MKR (11. tabula). Citi dinorfini
saistfjas ar saméra zemu afinitati. Lai gan visi dinorfini uzradija zemu afinitati pret
MKR, dinorfinu saistiSanas veida tika novérota likumsakariba — Iidziga saistiSanas pie
diviem receptoru apakstipiem. Dinorfins A1-17 saistijas ar lidzigu afinitati pie pariem
MKR1 un MKR3, MKR4 un MKRS. Dinorfins A2-17 uzradija lidzigas afinitates,
saistoties pie MKR1 un MKR4, bet loti zemu afinitati pret MKR3 un MKRS5. V&l 1saks
dinorfina A fragments 2—11 saistijas ar izteikti augstaku afinitati un selektivitati pie
MKRI1 neka pie paréjiem MKR. Pie tam A2-11 gandriz nemaz nesaistijas pie MKRS.
Dinorfins A1-13 saistjjas lidzigi pilnai molekulai (A1-17) pie MKR1-4, uzradot pat
apméram 10 reizes augstaku afinitati pret MKRS ka pilna dinorfina A molekula. Sada

veida saistiSanas pazimes atSkiras no melanokortiniem, pieméram, o—MSH.

11. tabula. Dinorfinu saistiSanas afinitates pie melanokortinu receptoriem

(vid&ja K; = S.E.M)
MKR1 MKR3 MKR4 MKRS5

Peptids | (M) grpm (M)  gpm (M) gepm |(@M)  SEMm
0-neo-
endorfins 100000 >100000 >100000 >100000

D-B 100000 >100000 >100000 >100000
D-A(1-17) 6360 P81 6296 414 70779  B605 [179290 |64612
D-A(2-17) 2339 886  M0065  [30357 5990 [143 60638  [39362
D-A(2-11) 6944 567  [>100000 114285 780 [300000
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D-A(1-13) 9353 603 8782 308  [70352 3425 |14236 2741
D-A(1-6) >100000 >100000 >100000 >100000

Met-

enkefalins n. n. n. n.
Leu-
enkefalins n. n. n. n.

o-MSH 0.210 0.08 P22 3.4 432 176 5400 B77

D- dinorfins; n —nesaistas

4.5. Cilveka adas primaro fibroblastu MKR1 ekspresijas un cAMF
veidoSanas pétijumi
Primaro fibroblastu Siinas tika audzetas lidz konfluences saniegSanai, tad

izmantotas radioligandu saistiSanas testa. Ka pozitivas kontroles tika izmantotas

0o-MSH saistiSanas Iiknes (10.attels).
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10. att. a-MSH saistisanas pie MKR fibroblastu Sinu membranas.

MerTjumi veikti p&c pirmas konfluences sasniegSanas (apli), pec 3 $iinu parsé€sanas reizém
(kvadrati) un péc 6 parsésanas reizém (trijstiiri).

Eksperimenti atkartoti tr1s reizes, katrs mérijums veikts ar triplikatiem.

Tika atrasts, ka o-MSH konkurences liknes ir raksturigas Sim peptidam un
aprekinata K; vertiba 0.12+0.034 nM atbilst agrak public€tajai a-MSH afinitatei pret

MKRI1 (Schioth et al., 1996). Tomer iegiitie rezultati, veicot radioligandu saistiSanas

testu atkartoti, liecina, ka p&c vairakkartigas Stnu pavairoSanas un parséSanas laika
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gaita maksliga barotné ziid fibroblastu sp&ja ekspresét MKRI1. Par to liecina saistiSanas
liknes pazeminasanas péc 3 pars€Sanas reiz€m un péc seSam pasazam tuvoSanas 0
stavoklim (10. att€ls). Lai parliecinatos par $iinu atbildetsp&ju uz hormonu stimulaciju,
péc sestas parsésanas reizes §iinu barotnei tika pievienots a-MSH 1072 M, 10° M un
10° M koncentracija. Tomér, ka redzams 11. attela, radioaktiva iezime [125J]NDP—
MSH joprojam neieziméja MKR uz fibroblastu membranam. Ka pozitiva kontrole tika
izmantota pirma fibroblastu pasaza un ka negativa nespecifiska NDP-MSH saistiSanas

pie pirmas pasazas Sinam, kad specifiska saistiSanas bija noblok&ta ar 10 uM a-MSH.
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11. att. MKR lokalizacija cilvéka fibroblastu Siinas péc stimulacijas ar o-MSH.
Eksperimenti atkartoti tr1s reizes ar dublikatiem.

* p <0.05 vs nespecifiskas saistiSanas kontrolei, ANOVA

cpm — radioaktivitates mervieniba (counts per minute)

Lai parliecinatos par receptoru funkcionalitati, tika mérits cAMF Iimenis
fibroblastu Stinas péc vairakkartejas konfluences sasniegSanas un Stinu parséSanas. Ka
redzams 12. attela, a-MSH stimulé cAMF veidoSanos no peptida koncentracijas
atkariga veida. a-MSH efekts sasniedz maksimumu 1 pM koncentracija. Lidzigi ka
radioligandu-receptoru saistiSanas testa, péc seSam pasazam netika noverota o-MSH

sp&ja stimulét cAMF produkciju primarajas fibroblastu $iinas.
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12. att. a-MSH cAMF veidosanas stimulacija fibroblastu Stinu kultiira péc 1. pasazas
(kvadrati), pec 3.pasazas (trijstiiri) un péc 6.pasazas (apli).
Eksperimenti atkartoti tris reizes, un paraugi nemti triplikatos.

4.6. a-MSH11-13 analogu saistiSanas pie MKR

Lai izslegtu Stunu liniju specifisku atbildi uz MSH C gala tripeptida un ta analogu
saistiSanas sp&ju pie MKR, tika izmantotas dazadas Stinas — ar cilveku MKR DNS
transfektetas insektu Stinas Sf9 un dabigas Sinu Iinijas, kuras eksprese MKR1 un
MKR3 (RAW264.7), ka arT pelu melanomas Stinas B16-F1, kuras eksprese¢ MKRI1.
Kontrolei izmantotais o-MSH uzradija atbilstoSas afinitates pret visiem MKR (12.
tabula). MKR uz RAW254.7 §tinu membranam ir maz, apméram 200-300 saistiSanas
vietu/Siina, B16-F1 Stnas ekspresé vairak — 30004000 saistiSanas vietu/Siina, bet
transfektetas Sf9 Sunas eksprese MKR vél vairak — 100000-200000 saistiSanas
vietu/Stina. Receptoru skaits uz vienas $tinas membranas tiek aprékinats, pemot véra pie
vienas Siunas piesaistito NDP-MSH molekulu skaitu. Atbilsto$i radioliganda NDP—
MSH saistiSanas Itkném tiek aprékinata NDP-MSH molara koncentracija, kas dod
maksimalo specifisko saistiSanos. Talak tiek izmantota konstante — Avogadro skaitlis,
kas nosaka 1 mola esoSo molekulu skaitu. Pienemot, ka viena NDP-MSH molekula
saistas pie viena receptora, un saskaitot eksperimenta nemtas Sinas, tiek aprékinats
piesaistito NDP-MSH molekulu skaits, kas atbilst saistiSanas vietu jeb receptoru
skaitam uz vienu Stinu.

Tika atklats, ka MSH11-13 un ta analogi nesaistas ne pie vienam S$iinam, t.i.

nekonkuré ar ['*JINDP-MSH (12. tabula) pat 10 mM koncentracija.
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12. tabula. Peptidu saistiSanas inhibicijas konstantes K; (nM) pie melanokortinu

receptoriem dazadas Sunu linijas

Peptids S19 S19 S19 S19 RAW264. | B16-F1
MKR1 | MKR3 | MKR4 | MKRS |7
a-MSH 0.33 26x3.4 702121 | 6034£74 | 0.36x0.09 | 0.21x0.1
+0.04
Lys-Pro-Val-NH, (I) n. n. n. n. n. n.
Ac-Lys-Pro-Val-NH, | n. n. n. n. n. n.
I
Ac-Lys-Pro-Val (IIT) n. n. n. n. n. n.
I I
Ac-Lys-Pro-DVal n. n. n. n. n. n.
(IV)
I 1
DKLL (V) n. n. n. n. n. n.
DKLD (VI) n. n. n. n. n. n.

n=4, neatkarigie eksperimenti, paraugi nemti dublikatos

n. — nesaistas

4.7. MSH11-13 un ta analogu ietekme uz cAMF producésanos B16-F1
un RAW264.7 Stinas

MSH peptidiem ir raksturiga sp&ja stimulét cAMF sintézi Stunas. Peétot MSH

fragmentu 11-13 un ta cikliskos, ka ar1 linearos analogus, tika noskaidrots, ka vienigi

cikliskais MSH11-13 analogs ar DVal uzradija tendenci stimulét cAMF veidoSanos

(13.attels). Visi analogi, iznemot ciklo(Ac-Lys-Pro-DVal), neuzradija ietekmi uz cAMF

sintézi pat Iidz 100 uM koncentracijai. Ciklo(Ac-Lys-Pro-DVal) saka stimulét cAMF

sint€zi koncentracija 1 pM. Tomer tas art 100 uM koncentracija nesasniedza ao—MSH
efektu. Aprekinatas ECsg vertibas bija— a-MSH 121 + 23 pM un ciklo(Ac-Lys-Pro-
DVal) 947.7 £ 128 nM. Ta ka parbaudito vielu efekti neatskiras abas Stinu linijas, tad

tika secinats, ka noveérotais MSH11-13 analoga efekts nav specifisks kadai konkrétai

Sunu Iinijai.
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13. att. cAMF veidosanas stimulacija B16-F1 un RAW264.7 Siinas péc peptidu

o—~MSH (H), MSH11-13 (A), MSH11-13 analogu: II (¢), III (®),IV (A), V (O) un VI
(O) pievienosanas Siinu barotnei.

Katrs punkts atbilst vidéjam lielumam no Cetriem neatkarigiem mérijjumiem.

4.8. Slapekla oksida veidosanas RAW264.7 Stinas

Slapekla oksida (NO) limenis tika mérits un aprékinats péc ta metabolita nitrita
Itmena. Nitrita akumulacija RAW264.7 Stnu barotné ir paradita 14. attela.
Noveérojumi liecina, ka 16 h makrofagu stimulacija ar LPS/IFNy (attiecigi 100 ng/ml
un 5 U/ml) izraisija iev€rojamu nitrita limepa pieaugumu salidzinajuma ar

nestimulétam $tinam. Kontroles nestimul&tas $iinas produc€ loti maz NO.
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a-MSH un MSHI11-13 gan acetiléta, gan neacetiléta forma inhib&ja LPS/ IFNy
izraisito nitrita Itmena pieaugumu, kas atbilst NO parprodukcijai. Aprekinatas ICsg
vertibas bija atbilstoSi 25 + 10 pM, 80 + 16 pM, 64 + 21 pM. Inhibicijas maksimala
atbilde visiem trijiem peptidiem bija 60%. Ar §tnu dzivotspgjas testu, iekrasojot Siinas
ar tripanzilo un saskaitot Stinas ar mikroskopa palidzibu, tika parbaudits, ka NO
producéSanas samazinaSanu neizraisa dzivo Sunu skaita samazinaSanas. Tatad LPS/
IFNy stimulacija neietekméja Stinu dzivotsp€ju, bet paaugstinaja NO producésanos.
Parbauditie MSH11-13 analogi bija mazak aktivi. Sie peptidi uzradija NO inhibicijas
sp&ju ar ICsy vertibam 18.4 + 8.77 nM (IIl), 4.6 + 1.23 nM (IV), 155 £ 67 nM (V) un
238 + 87 nM (VI). Tomér koncentracija 100 puM visi MSH11-13 analogi — Iidzigi ka
pilna hormona molekula — inhib&a 60% no endotoksinu efekta. Neviens peptids

nenormalizg&ja NO parprodukciju pilnigi.

RAW264.7
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14. att. Peptidu ietekme uz NO Iimeni RAW264.7 Siinu linija péc 16 h stimulacijas ar LPS
(100 ng/ml) kopa ar IFNy (5 U/ml).
o—MSH (H), MSH11-13 (¢), MSH11-13 analogi: II (A), III (@), IV (A), V (O) un VI ( (O).
Kontroles $iinas tika inkub&tas ar (¥), un bez LPS/ IFN—y (V).
NO Itmenis mérits péc nitrita standartliknes. Uz ordinatas atlikts vid&jais mérijums no tris
neatkarigiem eksperimentiem = S.E.M.
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4.9. o—-MSH un MSH11-13 ietekme uz MKR1 ekspresiju makrofagu
Sunu linija RAW264.7

legiitie rezultati liecina, ka miera stavokllt RAW?264.7 Siinas ekspresé nelielu MK

receptoru skaitu, kas sasniedz 300-500 saistiSanas vietas uz Stinu (15. att€ls).
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15. att. «~MSH un MSH11-13 ietekme uz MKR skaitu ar IFNy un LPS
stimulétas Sunas. Kontroles $iinas stimulétas ar PBS buferi. Att. 15A. IFNy mérvieniba uz
abscisas ir darbibas vienibas/ml, 15B. LPS ng/ml, 15C o-MSH nM un 15.D. MSH11-13 nM.
Att.C un D IFNy koncentracija ir 5 U/ml un LPS 100 ng/ml.

Rezultati att€loti ka vidgjais merijums + S.E.M no tris neatkarigiem eksperimentiem.

* P < 0.05 salidzinajuma ar kontroli

# P< 0.05 salidzinajuma ar IFN-y un LPS datiem

IFNy koncentracijas 1 un 5 U/ml pastiprina MKR1 ekspresiju uz Sinu
membranam Iidz 1000-1500 saistiSanas vietam uz Stnu. LPS 50 un 100 ng/ml
koncentracija palielina MKR1 skaitu uz Stnu attiecigi 1idz 800 un 1000. Ka liecina

aprékini, IFNy ietekme izpauZas speécigak neka LPS. Pievienojot Stnu barotnei
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vienlaikus IFNy 5 U/ml + LPS 100 ng/ml, abu endotoksinu efekti nesummgjas, bet
saglabajas IFNy raksturigais efekts.

a-MSH un ta C gala tripeptids no 1 nM Iidz 1 uM koncentracija neietekmégja receptoru
skaitu uz Stinu miera stavokli 16 stundu laika (dati nav paraditi), bet stimul€tajas Stinas
atkariba no koncentracijas inhib€ MKR pieaugumu. Ka redzams 15. attéla,

a-MSH 10 nM koncentracija normalizé receptoru skaitu uz Stnu, kamér MSH C gala
tripeptids (MSH11-13) Sadu efektu uzrada 100 reizes lielaka koncentracija — 1 puM.
Turklat a-MSH statistiski ticamas atSkiribas uzrada jau 1 nM koncentracija, bet ta C
gala tripeptids — 100 nM koncentracija. Ne LPS, ne IFNy pasi nekonkuré ar iezim&to
ligandu NDP-MSH par saistiSanas vietam pie MKR1, un konkurences liknes neveidojas
(dati nav paraditi).

16. attela paraditas NDP-MSH piesatinajuma liknes, kuram aug$gja likne
atspogulo totalo saistiSanos, bet apaks€ja — nespecifisko saistiSanos. Starpiba starp §Tm
Itkném ir specifiska saistiSanas pie receptoriem. Specifisko saistiSanos var piesatinat,
tapec ta sasniedz plato stavokli, bet nespecifiska saistiSanas (ka redzams no apaks$gjas
liknes) pieaug lineari, palielinoties ieziméta liganda koncentracijai, un nav piesatinama,
jo nav atkariga no receptoru skaita. Nespecifiska saistiSanas tika noteikta ar 1 pM
neieziméta NDP-MSH. Siinu barotnei pievienotais LPS (100 ng/ml) kopa ar IFNy (5
darbibas vienibas/ml) palielinaja starpibu starp totalas un nespecifiskas saistiSanas
likném, t.i., palielindja specifisko saistiSanos, sasniedzot specifiskas saistiSanas plato
stavokli ap 0.6-0.7 nM limeni. Kontroles $iinas receptoru skaits ir mazaks, un tie tiek
piesatinati, jau sakot no 0.15 nM (16B attéls). Talak NDP-MSH specifiska saistiSanas
nepieauga. Tomér receptoru skaita izmainas neietekmé&ja radioaktiva liganda NDP-
MSH afinitati. Abos gadijumos NDP-MSH disociacijas konstante bija Kq=0.12+0.03
nM, saistoties ar MKRI1. Nespecifiska saistiSanas NDP-MSH kontroles Stinam un
stimuletam S$tnam nebija izmainita. Nespecifiska saistiSanas, palielinot NDP-MSH

koncentraciju, pakapeniski pieauga no 0 1idz 0.1 nM.
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16. att. NDP-MSH piesatinajuma liknes RAW264.7 Siinas.
16.A. péc 16 h §unu stimulacijas ar IFNy 5 U/ml + LPS 100 ng/ml.
16.B. NDP-MSH piesatinajuma kontroles liknes. Nespecifiska saistiSanas noteikta ar 1 pM

neiezim€ta NDP-MSH pievienoSanu $iinu barotnei.
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5. DISKUSIJA

5.1. NDP-MSH un 0—~MSH saistiSanas kinétika pie MKR

Receptoru-ligandu saistiSanas pétijumiem ir licla nozime zalu farmakologisko
darbibas mehanismu izskaidroSana, jo lielaka dala vielu neskérso Stinas membranu, bet
savu darbibu veic, iedarbojoties uz Siinas membranas receptoriem.

Ar G proteinu saistitiem receptoriem, pie kuriem pieder MKR, tiek piedéveta liela
nozime farmacija, jo loti daudzas endogé€nas vielas iedarbojas uz Siem receptoriem,
piemé&ram, neiromediatori — noradrenalins, dopamins, serotonins, y—aminosviestskabe
un antagonisti tiek mekl&ti, izmantojot attiecigu ligandu—receptoru saistiSanas testus.
B16-F1 Siinu Iinija nav vienigd melanomas Iinija, uz kuras atklati MKR. Ir
zinamas daudzas pelu un cilvéku melanomas Stnu Iinijas. Starp cilvéku un pelu
melanomas $iinam daZreiz noverotas ligandu saistiSanas atSkiribas, galvenokart tas ir
atSkiribas starp ligandu receptoru disociacijas konstanttm un MKR skaitu uz vienu
Stnu. Petijjumi liecina, ka cilvéku melanomas Stnas ekspresé apméram 10 reizes mazak
MKR ka pelu melanomas Stinas (Siegrist et al., 1988; Siegrist et al., 1989; Eberle et al.,
1991; Salazar-Onfray et al., 2002). Tomér cilvéku melanomas Stinam ir augstaka
endogéno ligandu afinitate salidzinajuma ar pelu melanomas Stnam (Wong and
Minchin, 1996). Ilgstosi iedarbojoties uz Stinu ar augstam agonistu koncentracijam, var
panakt receptoru skaita samazinasanos (down-regulation) un nejutibu pret receptoru
stimulaciju (Siegrist et al., 1994). Lidz §im izmaigas ligandu saistiSanas kinétika pie
B16-F1 Sunu MKR péc ilgstoSas Stunu stimulacijas nebija aprakstita. Tomer Sadiem
pétijumiem ir butiska nozime zalu mekl&jumos, jo tad, kad $iinu Iinijas tiek izmantotas
jaunu vielu skriningam, ir jazina liganda-receptoru saistiSanas kin€tikas konstantes,
inkub&Sanas ilgums, asociacijas/disociacijas konstantes, iesp&jama receptoru
internalizacija un tamlidzigi jautajumi. Musu eksperimentu rezultati paradija, ka
specifiskas/nespecifiskas NDP-MSH saistiSanas pie MKRI1 attieciba ir 50:1. Lidzigi
rezultati ir aprakstiti, pétot cilvéku melanomas Stinas (Eberle et al., 1991). Aprékinatas
a-MSH un NDP-MSH saistiSanas inhibicijas konstantes B16-F1 Siinas bija lidzigas 2 h
inkubacijas laika aprékinatajam konstantém, izmantojot COS Siinas (Afrikas zalo
pertiku nieru Stinu Iinija) (Schioth et al., 1995). 2 h inkubacijas laiks ka optimals laiks

liganda saskarsmei ar receptoru tika atrasts ar COS-1 un COS-7 $tinu linijam (Schioth
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et al., 1995). Velak §1 metode bez zinatniska pamatojuma empiriski tika pielietota ari
dabigi MKR ekspres€josam Sinam. Planojot eksperimentus, més némam vera literattira
aprakstito faktu (Eberle, 1988), ka ne tikai parbaudama viela, bet pati iezime, ja ta ir
agonists, var izmainit receptoru skaitu uz Stnu. Ta ka uz cilveku melanomas $tinam
MKR skaits nav liels, receptoru skaita zudums var€tu radit situaciju, kad pat NDP-
MSH neuzraditu saistiSanos (Sawyer et al., 1980; Eberle, 1988). Musu dati liecina, ka
NDP-MSH un o-MSH saistiSanos pie MKR1 uz B16-F1 $inam raksturo 1€na asociacija
un disociacija, ka ari receptoru skaita samazinaSanas péc ilgstoSas membranu
inkubacijas ar So hormona piedevu Siinu barotné. MKR1 internalizacija agonistu
ietekmé ir jau aprakstita (Wong and Minchin, 1996). Autori atklaja, ka NDP-MSH kopa
ar receptoru tiek nogadats lizosomas un degrad€ts. Receptoru internalizaciju pavada
Stnas virspuses receptoru skaita samazinaSanas. 96 h laika netika noveérota receptoru
atgrieSanas no citoplazmas $tinu membrana un 48 h péc receptoru stimulacijas ar NDP-
MSH bija samazinats MKR mRNA limenis. Autori (Wong and Minchin, 1996) uzskata,
ka NDP-MSH inhibg receptoru rinkojumu (turnover). Miisu pétijumi konkréti ar
B16-F1 Siinu Iiniju apstiprina faktu, ka MKR1 Iimenis ir samazinats péc ilgstoSas Stnu
stimulacijas gan ar NDP-MSH, gan ar a-MSH. Tomér apméram 14-20% receptoru ir
rezistenti, un, ka liecina miisu mérijjumi, tie paliek uz Sinu membranas péc 24 h un

48 h. Astondesmitajos gados tika uzskatits, ka MKR uz cilveku melanomas $iinam nav
paklauti internalizacijai (Siegrist et al., 1989), tomér turpmakajos petijumos, izmantojot
imunohistokimijas metodi, tika paradita So receptoru internalizacija WM266-4 Siinu
linjja un cilveku melanomas pecoperacijas materiala (Xia et al., 1996; Xia et al.,
1995). Misu pétijumi apliecina, ka jo Tpasi svarigi ir izprast jebkura liganda saistiSanas
kinétikas mehanismus. Pielagojot esosas radioligandu saistiSanas metodes jaunam $iinu
linijam, tds var izmantot jaunu sintétisko un dabas vielu p&tijumos. Sanu linijas, kas
ekspresé receptorus, kuru ligandi ir dabigie peptidu hormoni, uz stimulaciju reagé
dazadi — gan ar receptoru ekspresijas palielinaSanu, gan nomakSanu. Zinatniskaja
literattira (Siegrist et al.,1994) ir aprakstits, ka - atkariba no $tnu tipa un fiziologiskiem
apstakliem - Siinds notiek gan receptoru skaita palielinasanas (up-regulation), gan
samazinasanas. Dazadas cilvéku un grauz&ju melanomas Stinu linijas péc to stimulacijas
ar augstu a-MSH koncentraciju var uzradit MKR1 koncentracijas gan pieaugumu, gan

samazinaSanos attieciba pret totalo Siinas proteinu daudzumu. Kopuma var secinat, ka
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no eksperimentiem ar MKR DNS transfektétam COS Siinam adoptéta radioligandu

saistiSanas metode ir pieméerojama ar1 B16-F1 Stnu linijai.

5.2. Cilveku adas primaro fibroblastu MKRI1 raksturojums

Nesen tika pieradita MKR1 ekspresija cilvéku fibroblastos (Bohm et al., 1999), kuri
tika iegiiti no jaundzimuSo zé€nu dzimumlocekla priekSadinas. MKR1 tika atrasts ar1
dermalas papillas Stinas, matu folikulos un saistaudu fibroblastos (Bohm et al., 1999;
Catania et al., 2004; Bohm and Luger, 2004). Apgrieztas transkriptazes polimerazes
reakcija (Reverse transcriptase polymerase chain reaction - RT-PCR) no visiem
klonétajiem MKR apakStipiem tika pieradita tikai MKRI1 ekspresija fibroblastos un
atklats, ka a-MSH modulé adas kolagéna ekspresiju (Bohm and Luger, 2004), uzrada
antifibrogénu efektu (Bohm et al., 2006) un inhibé audzg&ju nekrozes faktora o (TNFa)
signalus (Hill er al., 2006). Neonatalas priekSadinas Sunas tika paradita MKRI1
imunoreaktivitate un NDP-MSH saistiSanas vietas (Bohm and Luger, 2004). Tomér péc
30 pasazam in vitro barotn€s MKRI1 ekspresija samazinajas un §tinu membranas pat
nebija atrodama (Bohm and Luger, 2004). Mé&s radioligandu saistiSanas eksperimentos
atklajam vel atraku — péc 6 pasazam - membranu receptoru zudumu uz pieauguSu
cilveku adas primarajiem fibroblastiem. Iesp&jams, cilvéka vai dzivnieka, no kura adas
tiek pemtas Sinas, vecumam arl ir nozime primaro Stnu kultivéSana maksligas
barotnés. Ar imunokimijas metodém tika pieradits, ka MKR1 saglabajas atseviskas
fibroblastu Stinas citoplazma (Bohm ez al., 2004), kur tos nesasniedz iezimétais peptids.
Receptoru internalizacija jau ieprieks bija paradita melanomas Stinas (Xia et al., 1995).
Mes noteicam, ka cAMF stimulacija fibroblastos ir novérojama tik ilgi, kamér Siinas
eksprese MKR1 uz savas membranas. Tas liecina, ka Stinu citoplazma esoSie receptori
nav funkcionali aktivi. Dazadi augSanas hormoni un faktori modulé receptoru
ekspresiju un signalmolekulu izdaliSanos. Ir atklats, ka fibroblastos notieck POMK
SkelSana, un endogéni veidojas AKTH, a-MSH un B-endorfins (Schiller et al., 2001;
Bohm and Luger, 2004), kuri varétu kalpot ka autokrini/parakrini receptoru ekspresijas
modulatori. Tomér miisu eksperimenta fibroblastiem pievienotais o-MSH nespé€ja
atjaunot So Stinu funkcionalitati, kura péc seSam parséSanas reiz€m bija zudusi. Tas, ka
primaram Stnam ir vajadziga endogéna Siinu sadarbiba audos, ir apliecinats ar1 citos
eksperimentos. Transgénam pelém, kuram ir MKR1 deficits, nenovéroja nekadus adas

bojajumus, kaut gan normaliem dzivniekiem visas adas Siinas tiek ekspresets MKR1, un

67



MKRI ir pieradita svariga loma adas funkciong$ana (Robbins et al.,1993). Sis
noverojums lauj izteikt hipot€zi, ka organismam piemit pasarst€Sanas sp€ja un vienu
bojatu signalcelu vietd pastiprinds citu signalcelu darbiba. Arpus organisma 3inu
kultiras nesanem citu $tnu palidzibu, un visu signalmolekulu komplektu maksligas

barotnes nenodroS$ina.

5.3. Spantida I saistiSanas pie MKR1 un ietekme uz NO limeni

Veicot liela méroga vielu kombinatorialo biblioteku skriningu, tika atklats, ka
mazaka peptida struktira, kura stimulé vardes adas pigmentaciju ar MKRI
starpniecibu, ir aminoskabju k&dite DTrp-Nle-NH, un DTrp-Arg-NH; (Quillan, 1995).
Tika skrinétas lielas peptidu struktiiru datu bazes, lai atrastu peptidus, kuri satur Sadu
motivu. Teoréetiski tika atrasts, ka P vielas, neirotenzina, endotelina sintétiskie analogi
un Vel citi peptidi varétu but MKR ligandi (Quillan and Sadee, 1996). Tomer ligandu-
receptoru saistiSanas visiem minétajiem peptidiem netika eksperimentali parbaudita. P
vielas antagonists spantids I, kuram arT tika paredzéta sp&ja saistities ar MKR, uzrada
melanokortiniem Iidzigu pretiekaisuma darbibu (Annuziata et al., 2001). Tapéc mes
savos petijumos ieklavam spantidu I un P vielu. P vielai ar melanokortiniem ir lidzigas
atraSanas vietas uz imiinas sist€émas Sinam (Neumann-Andersen et al., 2001; Wikberg
et al., 2000; van Hagen et al., 1999; Bae et al., 2002). Spantids I tika sintezets jau 1984.
gada (Folkers et al., 1984). VElak sintezgtie, strukturali Iidzigie spantids II un III bija
mazak neirotoksiski neka spantids I (Hakanson et al., 1991; Folkers et al., 1993).
Tomer spantids I joprojam tiek izmantots ka laboratorijas viela, lai analiz€tu P vielas
darbibas mehanismus. Bez tam spantids I atbrivo histaminu un ir izmantojams
petijumos par dzivnieku elpoSanas trauc€jumiem (Telgkamp er al., 2002). Ieprieks
publicétajos pigmentacijas testos spantids I inhib&ja o-MSH stimuléto pigmentu
dispersiju vardes melanoforos ar inhibicijas koncentraciju (ICsp) 483 + 189 nM
(Quillan and Sadee, 1996), bet neietekmé&ja cAMF limeni. P viela neietekméja a-MSH
efektus pat 100 uM koncentracija (Quillani and Sadee, 1996). Miisu eksperimentos P
viela nesaistijas pie MKR, savukart spantids I, kaut ar zemu afinitati, tomer saistijas pie
visiem MKR ar izteiktu selektivitati pret MKR1. Sie rezultati apliecina teorétiskas
ligandu-receptoru mijiedarbibas paredzéSanas modelu lietderibu jaunu ligandu
mekl&§jumos. Turpmakajos petijumos més noteicam MKR lomu spantida 1

pretiekaisuma darbiba. Tika paradits, ka spantids I 1idzigi o-MSH spé€j inhibét LPS-
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izraisito NO parprodukciju RAW264.7 makrofagu Stinu Iinija. Neselektivs MKR
antagonists HS024 sp€ja antagonizet spantida I efektus. Tomér spantida I darbibas
pétijuma bija vajadziga 10 reizes lielaka HS024 koncentracija, lai panaktu ar a-MSH
lidzigu NO produkcijas nomakSanas inhibiciju. Tadgjadi tika paradita MKR loma
spantida I pretiekaisuma darbibas mehanisma. Sie atkldjumi apliecina atskirigu

receptoru gimenu (melanokortinu un neirokininu) sadarbibas sp&ju (cross-talk).

5.4. Dinorfinu saistiSanas pie MKR raksturojums

Endogénos opiatus parstav enkefalini, endorfini un dinorfini (Akil et al., 1984).
Ar opiatreceptoriem nesaistitas dinorfinu saistiSanas vietas ir atklatas dazados audos,
bet $1s saistiSanas vietas nav identificétas ka konkreti receptori. 1997.gada tika paradita
dinorfinu sp€ja inhibet 0o—MSH izraisito cAMF stimulaciju ar cilveku MKR génu DNS
transfektetas §anas (Quillan and Sadee, 1996). Sis atkljums iniciéja miisu p&tijumus
par dinorfinu saistiSanos pie MKR. Bez tam MKR sadarbiba ar opiat—ergisko sistému ir
al., 2001, Klusa et al., 2001; Catania et al., 2004). Petijjuma rezultati liecina par
ipatn€ju dinorfinu saistiSanas pie MKR veidu. Dinorfini saistijas pie MKR ar zemu
afinitati (K; = pM), kas ir pretruna ar agrak public€to dinorfinu sp&ju inhibét cAMF
limeni ar ICsp 40-150 nM (Quillan and Sadee, 1996). Tomér atklajums, ka dinorfini,
kas ir strukturali no melanokortiniem loti atSkirigi peptidi, sp€j saistities ar MKR, ir
nozimigs, jo patologiskas situacijas audos lokalais dinorfinu limenis ir augsts un
saistiSanas pie citas saimes receptoriem ir reala (Przewlocki and Przewlocka, 2001).
Svarigs secinajums ir ari tas, ka dinorfinu struktiiru var uzskatit par modelsavienojumu,

uz kura pamata veidot jaunas peptidu struktiiras ar mérki atrast jaunus MKR ligandus.

5.5. MSH11-13 un ta analogu ietekme uz MKR mediétajiem

procesiem Siinas

5.5.1. MSH11-13 ietekme uz MKRI1 lokalizaciju makrofagu Sinu membranas
1989. gada tika publicéts pétijums (Kameyama et al, 1989) par adas

pastiprinatas pigmentacijas c€loni (pastiprinata pigmentacija dazreiz veidojas ka

iekaisuma sekas). Saja pétijuma pirmo reizi tika piemingta IFNy sp&ja kopa ar a-MSH
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(bet ne atseviski) stimulét melanina sint€zi JB/MS melanomas $iinas un vienlaikus
stimulét MK receptoru ekspresiju melanocitos. Ar Sadu a-MSH potenc€joso darbibu
tika skaidrots IFNy efekts uz pigmentu sintézi peciekaisuma perioda. Par MSH11-13
specigo pretiekaisuma darbibu ir daudz publikaciju (Catania et al., 2004; Mandrika et
al., 200: Cone, 2006). Tomér joprojam nav atrasti receptori, uz kuriem MSHI11-13
darbojas. Lidz $im vél nav atklats §1 tripeptida primarais mérkobjekts $iinas membrana.
Eksperimentos ar pelu makrofagu Stinu Iiniju RAW264.7 péc to stimulacijas ar
endotoksiniem més pirmo reizi paradijam MSHI11-13 netieSo saisttbu ar MKR-
ergiskiem procesiem, par ko liecina atklata tripeptida sp&ja regulét MK receptoru skaitu
uz Stunu. Tomer bija vajadziga apméram 100 reizu lielaka MSH11-13 koncentracija, lai
iegitu efektu, kadu dod o-MSH $aja iekaisuma modeli. Saja darba pétitajam vielam
a-MSH un ta C gala fragmentam ir kopigas un atSkirigas 1paSibas. Iespgjams,
makrofagu $iina eksisté atgriezeniskas saites mehanisms, kuru regulé signalmolekulu
ItTmenu izmainas, kas notiek Stinas iekSpusé. Ir zinams, ka dabigie MSH peptidi stimulé
cAMF veidoSanos $unas, kas talak parnes signalu Stunas iekSpus€. Tomér MSH11-13
nestimulé cAMF veidoSanos (Mandrika et al., 2001) tapéc iespgjams, ka MSH11-13
gadijuma tiek iesaistitas citas signalmolekulas, piem&ram, NO, jo ieprieksgjos
pétijumos tika paradita MSHI1-13  NO parmérigas produc€Sanas inhibicijas sp€ja
(Mandrika et al., 2001; Wikberg et al., 2000).

Ka bija sagaidams, LPS un IFNy ir MKR1 sveSas struktiiras molekulas un pie

MKR nesaistas — to pieradija konkurences eksperimenti ar ieziméto NDP-MSH.
LPS un IFNy darbojas uz Sunu, saistoties attiecigi pie saviem Stnas membranas
receptoriem. Endotoksini LPS un IFNy nekonkuré un ar1 alostériski nesaistas pie
MKRI. Par to liecina iegiitie dati, kas parada, ka NDP-MSH afinitate netika ietekméta.
Tomér ar LPS un IFNy stimulétiem makrofagiem piesatinajuma Iiknes paradija
aptuveni tris reizes augstaku NDP-MSH specifisko saistiSanos, tas pierada, ka uz
stimuleétam Stunam ir lielaks receptoru skaits neka uz kontroles Stnam.

Pec §1 pétijuma var secinat, ka MKR ekspresija uz RAW264.7 Stinam ir
dinamiska un mainas atkariba no ta, vai Sunas ir miera vai stimuléta stavokli.
Iekaisuma modelt MKR1 skaits Siinu membranas pieaug. IFNy spécigak neka LPS
izraisa MKRI1 ekspresijas pieaugumu. Savukart o-MSH un MSHI11-13 spgj regulét
MKR ekspresiju makrofagu Iinija RAW?264.7, lielakas koncentracijas pat normalizgjot

receptoru skaitu uz Stinu.
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Iesp€jams, ka MKR skaita pieaugums iekaisuma apstaklos veicina Stinas
aizsargmehanismu ieslégSanos, sekundaro signalmolekulu atbrivoSanos un makrofagu

atbildétsp&ju uz MKR ligandu stimulaciju.

5.5.2. MSH11-13 un ta analogu stereouzbiives loma

Stinu intracelularo signalcelu krustofands un daudzpusiga melanokortinu
biologiska aktivitate liek uzdot jautajumu — vai vienmer melanokortinu novérotie efekti
ir MKR stimulacijas sekas? V@sturiski pirma viela, kas raisija Saubas, bija
MSH11-13. Pirmkart, Sis tripeptids nesaistas ar MKR un neietekmé cAMF Iimeni.
Otrkart, Mugridge et al. (1991) zigoja, ka o-MSH un MSHI11-13 inhibé iezimeta
interleikina IL-1p saistiSanos pie pirma tipa citokinu receptoriem un pat pielava domu,
ka abi peptidi var€tu biit endogénie IL-1 antagonisti. Saméra neskaidra ir aina par
MSH11-13 ietekmi uz cAMF sintézi $iinas, jo pelu mikroglijas $iinu 1inija N9 un sénés
Candida albicans ir aprakstita MSH11-13 sp€ja paaugstinat cAMF Iimeni (Delgado
et al., 1998; Cutuli et al., 2000), tacu pé€tijumos ar transfektétam Stinam un dabigi
ekspreséjoSam MKR1 melanomas $tinam tas nav paradits.

Petijumos ar B16-F1 un RAW264.7 stinam mes atklajam, ka vienigi MSH11-13
analogs cikliskais peptids ciklo(Ac-Lys-Pro-DVal) — kaut gan nesaistijas pie MKR —
tomér uzradija tendenci stimulét cAMF veidoSanos. Art agrak ir konstatéts, ka zemas
afinitates vielas spgj stimulét cAMF sintézi. Piemérs ir RO27-3325 un P21, kuri
uzradija Joti zemu afinitati pret MKR, bet stimulgja cAMF veidoSanos ar ECs
apméram 1 nM koncentracija (Wikberg et al., 2000). Tomér Saja gadijuma ari cAMF
stimulacija notika pM koncentracija. Lidzigi N9 un Candida albicans novérota
MSH11-13 spgja stimulét cAMF produkciju tika aprakstita tikai augsta koncentracija
1-10 uM (Delgado et al., 1998: Cutuli et al., 2000).

Linearie MSH11-13 analogi ar DVal® ir aprakstiti ka aktivaki pretiekaisuma
peptidi par L formas peptidiem (Watanabe et al., 1993). ArTt Watanabe et al. pétijumos
ciklo(Ac-Lys-Pro-DVal) bija izteikti iedarbigaks par linearo peptidu ar LVal. Misu
eksperimentos tika parbaudita MSH11-13 un ta analogu ietekme uz NO veidoSanos
pelu makrofagu Iinija RAW264.7. NO sintéze iekaisuma modeli ir atkariga no iNOS
aktivitates. Nestimul€tie makrofagi sintez€ maz NO, savukart LPS/IFNy izraisija 50-
kartigu NO sintézes pieaugumu. Tik augsts NO Itmenis ir novérots patofiziologiskos

stavoklos ka iekaisums vai sepse un var bt bistams saimnieka organismam (Szabo et
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al., 1995: Nathan et al., 1994). Dalgja NO Iimena samazinasana saglabatu NO patogénu
nonavésanas spéju, bet nekaitetu saimnieka organismam. Mé€s atklajam, ka MSH11-13
un ta analogi samazina NO parprodukciju apméram par 60% un to darbiba izpauzas
stereostruktiiras nozime, jo peptidi ar D aminoskabém (DVal) bija aktivaki par LVal
saturoSiem peptidiem. Cikliskie peptidi uzradija zemaku NO Iimena inhibicijas sp&ju ka
linearais MSH11-13. N gala acetilgrupai nebija ietekmes uz MSHI11-13 darbibu.
Secindjums ir, ka NO parprodukcijas inhibicija ar MSH11-13 un ta analogiem nav
saistita ar MKR receptoriem un cAMF signalceliem.

Art agrak literatiira (Wikberg et al., 2000; Mandrika et al., 2001) tika izteikta
hipotéze par MKR neatkarigiem signalparneses celiem MSH11-13 darbiba.
MSH peptidu pretickaisuma darbiba tiek pétita kopS pagajusa gadsimta
astondesmitajiem gadiem. Tomeér 1sti noskaidrots to pretiekaisuma darbibas mehanisms
nav. Ir pieradijumi par NF-kB ka atslégas posma lomu, kur§ ir noteicosais citokinu un
1INOS ekspresijas regulators (Manna and Aggarwal, 1998).

Visu So pétfjumu rezultata secinam, ka MKR ligandiem ir tik liela loma adas
biologijas fundamentalajos pétijumos, ka ari zalu potenciala kliniskaja dermatologija,
ka MSH11-13 un ta analogi tiek pétiti paral€li citiem MK mimétikiem pat nezinot pie
kadiem receptoriem MSH11-13 saistas (Bohm et al., 2006). Tomér musu atklajums par
MSH11-13 sp&ju regulet MKR1 ekspresiju ar LPS un IFNy stimulétiem makrofagiem
pielauj MSH11-13 vél neatklatu mijiedarbibu ar MKR.

To, ka liganda atbilstiba receptora receptoru saistiSanas vietai (binding pocket) ir loti
neprognozgjama, apstiprina jaunakie MSH11-13 analogu pétijjumi, kuros tomér tika
atklats MKR saistiSanas motivs MSH peptida C gala. Izradijas, ka ar Tyr-atlikumu
pagarinatais MSH11-13 (tetrapeptids) uzradija MKRI1 saistiSanas sp&ju (Schioth et al.,
2006). Sie pétijumi sasaucas ar $eit aprakstitajiem atklajumiem par MK neradniecigas
struktiiras peptidu spantida I un dinorfinu sp&ju saistities ar MKR, kas liecina, ka MKR
vidus fragments nebiit nav vieniga MKR saistiSanas vietai atbilsto§a aminoskabju

struktura.
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6. SECINAJUMI

1. No eksperimentiem ar transfektetam COS Siinam adoptéta radiolioganda NDP-MSH
saistiSanas metode ir piemeérojama dabigi MKR ekspres&josam pelu $iinu Iinijam
B16-F1 un RAW264.7, ka ar primarajiem cilvéku adas fibroblastiem. P&c ilgstoSas
(Iidz 48 h) pelu melanomas stinu Iinijas B16-F1 stimulacijas ar MKR agonistiem NDP-
MSH un a—MSH, novero MKR skaita samazinasanos uz Sinu membranam, tacu 14-

20% MKR saglabajas intakiti.

2. Bakteriju lipopolisaharidi (LPS) un interferons y (IFNy) paaugstina MKR skaitu uz
pelu makrofagu Stinu RAW?264.7 virsmas un izraisa NO parprodukciju, kas liecina par
iekaisuma procesu aktivéSanu. o—MSH un ta C gala fragments MSH11-13 uzrada
pretiekaisuma darbibu in vitro, jo inhib& LPS un IFNy efektu, samazinot MKR blivumu

un NO Iimeni Sanas.

3. Maksligas Stinu barotnés kultivétas no cilvéku adas izolétas primaras fibroblastu

Stnas 6 pasazu laika zaudé MKR uz Siinu virsmas, ka ari cAMF veidoSanas sp&ju.

4. MK struktiirai neradniecigi peptidi - P vielas receptoru antagonists spantids I un «
opiatreceptoru ligandi dinorfini — saistas pie MKR in vitro. Spantids I saistas pie MKR
ar zemu afinitati un selektivitati pret 1. apakStipu. Pieradita MKR loma spantida I
pretiekaisuma darbiba, jo MKR antagonists HS024 blokg& spantida I NO parprodukcijas
inhibiciju. Atklats, ka dinorfini saistas pie MKR 1patngja veida ar lidzigu afinitati pie
MKR pariem. Sie dati apliecina MKR, SP un « opiatreceptoru ligandu savstarp&ju

mijiedarbibu, kas kliniski varétu izpausties ka So vielu blaknes.

5. MSHI11-13 un ta sintétiskie analogi nesaistas ar MKR un nestimulé cAMF
veidoSanos in vitro, tatu inhib€é NO parprodukciju pelu makrofagu Stnu linija
RAW?264.7. Atklatas struktiras-aktivitates determinantes, kas nosaka MSH11-13
analogu NO parprodukcijas inhibicijas efektivitati: linearie peptidi ir aktivaki par
cikliskajiem un peptidi ar DVal struktiira ir aktivaki par LVal saturoSiem peptidiem..
Peptidu NO produkcijas inhibicijas sp€ja sarindojas: a-MSH > Ac-MSH11-13 (I) = H-
MSH11-13 (II) > IV > III > V = VI. Atklatas struktiiras determinantes varetu izmantot

ar1 nepeptidu organisko vielu sintézei, lai iegiitu jaunus pretiekaisuma lidzeklus.
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