Receptory sprzezone z bialkami



Spis tresci:

Receptory sprzezone z bialkami G ...................ccooi 1
1. RECEPIONY GPCR....ccie ettt ne ettt ne s 3
1.1 Przekazanie sygnalu i aktywacja bialtka G....................... 6
1.2. Mechanizmy aktywacji receptorow GPCR................cocoiiiiiiiiii e 8
1.3. R To=] o] (o] VA @] o1 To] o [0V T TSP PR 10
1.3.1. Ligandy receptorow opioidowWych ..............cccooiiiiiiiiiiiiii e 15
1.4. Znane struktury krystalograficzne receptoréw GPCR .................cccoiiiiiiiiiii e, 17
O = (o [0] 0151/ o - WSSO ROR TSP 18
1.4.2.  OpsyNa W Stanie aKEYWINYIM .. ....cccoiieiiiiei et e et et e e e aeesreesraeeneeanneens 21
1.4.3. Receptor B; 0raz By a0r€NEIGICZNY ......cccveiviiieiiiiieiieite sttt 24
1.4.4. ReCeptor Apa @0ENOZYNOWY ....c..oiuiiiiiiiiiieieiteeiee sttt ettt ettt sb et b et sb et nb e nbe i e 28
LITEIATUNA ...eee e 30



1. Receptory GPCR

Receptory sprzezone z biatkami G (GPCR’s — ang. G protein coupled receptors)
stanowig najliczniejsza 1 bardzo zrdznicowang grupe bialek blonowych odpowiedzialnych
za przekazywanie sygnalow przez dwuwarstwe lipidowg do miejsc efektorowych
znajdujacych si¢ we wnetrzu komorki [1]. Sekwencjonowanie ludzkiego genomu ujawnito
wystepowanie ok. 800 réznych typow receptorow nalezacych do rodziny GPCR (geny
kodujace receptory GPCR stanowig powyzej 3% ludzkiego genomu), a ponad potowa z
nich wykazuje potencjalne znaczenie dla przemystu farmaceutycznego [2, 3].

Analiza porownawcza sekwencji receptoréw GPCR oraz badania funkcji
poszczegblnych typow receptorow doprowadzity do podziatu tej rodziny biatek na klasy,
ktore oznaczono literami od A do F [4, 5]. Pierwsza, najliczniejsza klasa A (nazywana
rowniez klasa podobnych do rodopsyny — ang. rhodopsin like), obejmujaca ponad 80%
wszystkich GPCR, to klasa receptorow rodopsyno-podobnych. Receptory wchodzace w
sktad tej grupy sa jednymi z najlepiej zbadanych. Zaliczamy do nich, obok rodopsyny,
migdzy innymi: receptory adrenergiczne, opioidowe, adenozynowe, kanabinoidowe,
receptory chemokin, dopaminowe i histaminowe. Klase B stanowig receptory sekretyno-
podobne. Do klasy C zaliczamy receptory glutaminergiczne i feromonowe. Kolejne klasy
D i E tworza odpowiednio receptory feromonow grzybow oraz receptory cAMP. Ostatnia
klasa F to receptory frizzled/smoothened. Klasyfikacja ta pokrywa si¢ w wigkszosci z
nowa klasyfikacja GRAFS [6], oparta na badaniach filogenetycznych. Nazwa GRAFS
pochodzi od pierwszych liter wyodrebnionych rodzin receptoréw, do ktorych naleza
odpowiednio: receptory Glutaminergiczne, Rodopsyno-podobne, Adhezyjne, Frizzled i
smakowe oraz Sekretyno-podobne.

Receptory sprzezone z biatkami G uczestnicza w kaskadach sygnalizacyjnych
posredniczac w przekazywaniu informacji przez liczne zewnatrzkomorkowe czasteczki
sygnatowe: hormony, przekazniki neuronalne, mate biatka, krotkie tancuchy peptydowe,
aminy, lipidy, nukleotydy czy pochodne aminokwasow i kwasow ttuszczowych [3, 7]. Dla
kazdej z wymienionych substancji istnieje receptor, badz tez grupa receptorow mogaca
wigza¢ dang czasteczke, inicjujaca jednocze$nie przekazanie sygnatu przez blone
komorkowg. Receptory GPCR odgrywaja kluczowa role w wielu procesach
fizjologicznych regulujacych prace komorki, jej metabolizm, wzrost 1 obrong
immunologiczng. Receptory sprze¢zone z biatkami G petnig ponadto bardzo réznorodne

funkcje w organizmie czlowieka. Zaliczamy do nich migdzy innymi: rodopsyne [8, 9],
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biatko fotoreceptorowe aktywowane przez $wiatlo, uczestniczace w procesie widzenia,
receptory adrenergiczne [10-12] wywierajace wplyw na cisnienic tetnicze, receptory
opioidowe [13, 14] modulujgce poziom odczuwanego boélu, receptory muskarynowe

kontrolujace prace migsni gtadkich, a takze receptory smakowe oraz wechowe.
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Rys. 1. Schemat budowy receptora GPCR oraz jego lokalizacja w blonie komorkowej, IL:I do
IL: 111 - petle wewngatrzkomorkowe, EL:I do EL:III — petle zewnatrzkomorkowe, helisy transblonowe
oznaczono cyframi od | do VII. N-koniec polozony jest po stronie zewnatrzkomoérkowej, C-koniec
znajduje si¢ po stronie cytoplazmatycznej blony. Rysunek wykonany na podstawie pracy [15]

Niezaleznie od petlionych funkcji oraz réznic w dtugosci tancucha biatkowego
receptory GPCR posiadaja wspdlne cechy strukturalne. Wszystkie zbudowane s3 z
pojedynczego tancucha polipeptydowego siedmiokrotnie przechodzacego przez
dwuwarstwe lipidowg. Domeng transblonowa wszystkich receptorow GPCR tworzy
siedem hydrofobowych a-helis (TMH:1 do TMH:VII) potaczonych petlami, trzy petle na
zewnatrz komoérki (EL:I do EL:IIT) oraz trzy wewnatrz komorki (IL:1 do IL:IIT)). Koniec
karboksylowy (C-koniec) znajduje si¢ zawsze po stronie cytozolowej blony i zawiera
miejsca fosforylacji przez odpowiednie kinazy GRK (G protein coupled Receptor Kinase).
Majacy wolna grup¢ aminowg koniec tancucha bialkowego (N-koniec) potozony jest
zawsze na zewnatrz komorki 1 zwykle zawiera miejsca glikozylacji. Na znajdujacej si¢ po
obu stronach btony komoérkowej powierzchni receptora, wystepuja liczne aminokwasy o

charakterze hydrofilowym, natomiast w obszarze blony przewazajg aminokwasy o
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wiasciwosciach hydrofobowych co powoduje silne zakotwiczenie biatka w btonie
lipidowej. Obecne pomiedzy helisami liczne wigzania wodorowe dodatkowo stabilizujg
strukture receptorow GPCR.

Receptory sprzgzone z biatkami G wykazujg duze podobienstwo sekwencyjne i
strukturalne w rejonie transbtlonowym [11, 16-20], natomiast dlugosc¢ tancucha biatkowego
w obszarze N- jak i C-konca oraz petli taczacych helisy podlega duzemu zréznicowaniu
[21]. Znikome podobienstwo sekwencyjne tych fragmentéw pozwala roéwniez
przypuszczaé, iz posiadaja one odmienng struktur¢ przestrzenna, szczegoélnie w czesci
zewnatrzkomorkowej (ktora wigze odmienne ligandy), podczas gdy sa one zadziwiajaco
podobne pod wzgledem dhugosci petli w czesSci cytoplazmatycznej (ktoéra shuzy do
wigzania trimeru biatka G).

Miejsce wigzania ligandow receptorow rodziny A zlokalizowane jest przewaznie
we wnece tworzonej przez siedem o-helis, jak ma to miejsce w przypadku receptora B,
adrenergicznego [10] czy rodopsyny [8]. Bezposrednie otocznie miejsca aktywnego
stanowig aminokwasy pochodzace z helis transmembranowych TMH:I, TMH:III, TMH:V,
TMH:VI, oraz TMH:VIL. W niektorych typach receptorow GPCR ligandy wiaza si¢
réowniez do duzej domeny tworzonej przez dlugi N-koniec receptora (receptory
feromonéw, receptory GABAg), [22, 23] jak i do aminokwasow zlokalizowanych w
petlach 1 w obszarze transmembranowym biatka receptorowego (receptory
neuropeptydowe) [1, 7, 24, 25].

Wszystkie poznane dotychczas struktury krystaliczne receptorow GPCR (struktury
rodopsyny nieaktywnej [8], struktura rodopsyny czesciowo aktywnej [26], struktury
opsyny [16], struktura receptora A,a adenozynowego [18], struktury receptora
adrenergicznego [11] oraz receptora 3, adrenergicznego [10]) stanowig receptory nalezace
do klasy A, rodopsyno-podobnych. Pomimo faktu, iz podobienstwo sekwencyjne nie jest
duze dla roznych typow receptorow klasy A (20-30% dla calej dlugosci tancucha
bialkowego), prezentowane struktury wykazuja wysoka zbiezno$¢ w obszarze
transblonowym (po wzajemnym natozeniu czeéci tancucha biatkowego, wspolnego dla
obszaru transmembranowego receptora B, adrenergicznego oraz rodopsyny, S$rednie
odchylenie kwadratowe potozenia wspotrzednych atomoéw biatka (RMSD) nie przekracza
3.2 A). Wysokie podobienstwo strukturalne tego obszaru sugeruje, Ze proces przeniesienia
sygnatu przez bton¢ komodrkowa inicjowany aktywacja receptora moze posiada¢ wspolny

mechanizm dla wigkszosci przedstawicieli tej rodziny.

-5-



1.1. Przekazanie sygnalu i aktywacja bialka G

Kiedy zewnatrzkomérkowa czasteczka sygnalizacyjna o  wlasciwosciach
agonistycznych wiaze si¢ z receptorem nastgpuje zmiana konformacyjna tego biatka.
Dzieje si¢ tak prawdopodobnie dlatego, iz wigzany ligand modyfikuje oddzialywania
pomiedzy helisami (wigzania wodorowe, oddziatywania jonowe oraz hydrofobowe), ktore
sg niezbedne dla stabilizacji receptora w jego formie nicaktywnej [27, 28]. Podczas
aktywacji, cze$¢ cytoplazmatyczna receptora modyfikuje swoja strukture, co umozliwia
bezposrednie oddziatywanie z biatkiem G po wewngetrznej stronie blony komorkowej (w
cytoplazmie). W procesie przeniesienia sygnalu prawdopodobnie kluczowa rolg odgrywa
trzecia petla cytozolowa receptora (IL:III, petla pomiedzy helisa TMH:V i helisg
TMH:VI), ktora bierze udziat w bezposrednim wigzaniu i aktywacji biatka G [29-33].

Wszystkie biatka G sktadajg si¢ z trzech podjednostek: o, B i y. Istnieje wiele
odmian biatek G jednak jest ich dziesigciokrotnie mniej niz receptorow GPCR, co pozwala
przypuszczad, iz pojedyncze biatko G moze by¢ wigzane i aktywowane przez rdzne typy
receptoréw GPCR. Sugeruje to podobienstwo mechanizmu aktywacji biatka G przez
poszczegolne receptory [21] jak i na podobienstwo strukturalne samych receptorow GPCR.

W formie nieaktywnej biatka G (Rys. 2.A.), podjednostka o zawiera zwigzang
czasteczke GDP (difosforan guanozyny). Po zmianie konformacji receptora GPCR,
zakotwiczone w btonie biatko G [34] dyfunduje w jego poblize tworzac z nim kompleks
(Rys. 2.B.). Receptor aktywujgc biatko G katalizuje wymiane czgsteczki GDP na GTP
(trifosforan guanozyny), prawdopodobnie przez chwilowe rozwarcie miejsca wigzania
nukleotydu guanylowego. Nastepuje wtedy podziat na podjednostk¢ G,-GTP oraz Gg, a
nastepnie ich oddysocjowanie. Cytoplazmatyczna powierzchnia receptora zostaje
uwolniona ( Rys. 2.C.), aby moc aktywowaé dalsze molekuty biatka G. Sygnat aktywacji
jest zwykle przenoszony do miejsca docelowego przez jednostke G,-GTP, ale w pewnych
przypadkach obiekt docelowy uruchamiany jest przez podkompleks Gg, .

Podjednostki biatka G pozostajg aktywne przez okres rzedu od kilku sekund do
kilku minut. Podczas jednego cyklu sygnat moze zosta¢ przekazany do wielu miejsc
docelowych. Czas ten jest jednak ograniczony przez zachowanie G,-GTP. Podjednostka o
posiada wbudowang zdolno$¢ hydrolizowania GTP (aktywno$¢ GTPazy). Prowadzi to
ostatecznie do zhydrolizowania zwigzanego GTP do GDP. Dwie podjednostki z powrotem

tacza si¢ tworzac kompleks — nieaktywng forme biatka G.
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Rys. 2. Schemat przekazania sygnalu i aktywacji bialka G. A) Wiazanie agonisty przez bialko
receptorowe, aktywacja receptora GPCR. B) Tworzenie kompleksu GPCR-bialko G i aktywacja
bialka G. C) Przekazanie sygnalu przez aktywne podjednostki bialka G do miejsca docelowego (bialka
efektorowego: enzymu, kanalu jonowego).

Opisany schemat obrazuje jeden ze sposobow przekazywania sygnalu spoza

komorki do jej wnetrza [35, 36]. Nalezy zauwazy¢, iz jeden receptor moze aktywowac do
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kilkuset czasteczek biatka G. Rowniez kazda z aktywnych podjednostek biatka G, podczas
jednego cyklu, moze dotrze¢ do duzej liczby bialek efektorowych (miejsc docelowych):
enzymoOw, kanatéw jonowych. Przekazywany sygnat ulega wtedy istotnemu wzmocnieniu

(zjawisko amplifikacji sygnatu).

1.2. Mechanizmy aktywacji receptoréw GPCR

Podczas aktywacji w strukturze receptora dochodzi do szeregu zmian
konformacyjnych umozliwiajacych wigzanie bialek G po wewngtrznej stronie blony
komorkowej oraz dalsze przekazanie sygnalu. Receptory te nie dzialaja jednak jak
,bimodalne przetgczniki” przyjmujace jedynie dwa stany: nieaktywny (podstawowy) lub
aktywny [27]. Wigkszo$¢ receptoréw GPCR to receptory wykazujace pewng aktywnos$¢
podstawowa (ang. basal activity), czyli mozliwo$¢ samoczynnego przejscia do formy
aktywne] pod nieobecnos¢ wigzanego liganda. Czasteczki sygnatowe modulujace
aktywno$¢ receptora mozemy podzieli¢ na grupy w zaleznosci od ich wpltywu na
funkcjonalnos$¢ biatka receptorowego. Pelni agonisci (ang. full agonists) wywotuja stan
catkowicie aktywny, agonisci (ang. agonists) prowadza do wigkszej aktywnosci receptora
niz jego aktywno$¢ podstawowa, antagoniSci (ang. antagonists) blokuja jedynie miejsce
wigzace biatka receptorowego nie zmieniajac jego aktywnosci podstawowej, natomiast
agonisci inwersyjni (ang. inverse agonists) wywotuja stan receptora charakteryzujacy si¢
nizsza aktywnos$cia od jego aktywnosci podstawowej [37]. Wykazano, iz wigzanie réoznych
ligandéw moze prowadzi¢ do form receptora wykazujacych odmienny poziom aktywnosci,
a takze charakteryzujacych si¢ odmienng konformacjg biatka [38-41] wplywajaca na
sposoOb przeniesienia sygnatu.

W strukturze receptora w formie nieaktywnej wystepuje szereg oddzialywan
stabilizujacych jego konformacje [8, 10, 11, 16-20, 26]. Naleza do nich migdzy innymi
wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe oraz jonowe, obecne pomi¢dzy helisami
[7]. Czasteczki wody, znajdujace si¢ w strukturze receptorow, moga dodatkowo
stabilizowa¢ ich konformacje posredniczac w sieci wigzan wodorowych we wnetrzu
biatka. W strukturze receptorow GPCR nalezacych do rodziny A, wystepuja dobrze
zachowane motywy sekwencyjne okreslane mianem przetgcznikéw molekularnych (ang.
molecular switches) [42], ktore petnig kluczowg role w stabilizacji stanu podstawowego
tych biatek. Naleza do nich migdzy innymi: motyw E(D)RY na TMH:III, nazywany
,zamkiem jonowym” (ang. ,,ionic lock”) [43, 44], sekwencja CWxPxF(H) zlokalizowana
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na TMH:VI (ang. , rotamer toggle switch”) [45, 46], tak zwany ,,zamek 3-7” (ang. ,,3-7
lock™) taczagcy TMH:III i TMH:VII [47, 48], obecny w strukturze rodopsyny oraz
sekwencja NPxxY taczaca TMH:VII z helisa 6sma [49].

Receptory GPCR, podobnie jak wszystkie biatka, nie sg sztywnymi strukturami i
podlegaja nieustannym ruchom termicznym [50]. Przejscie ze stanu podstawowego do
formy aktywnej wymaga zerwania oddziatywan wewnatrzczasteczkowych stabilizujacych
konformacje nieaktywna. Prawdopodobienstwo takiego przejscia jest odpowiednio
wicksze dla receptoréw wykazujacych duza aktywno$¢ podstawowa takich, jak receptor
kanabinoidowy CB1 [51]. Natomiast w receptorach posiadajacych znikomag aktywno$é
podstawowa jak rodopsyna czy receptor FSH (ang. follicle stimulating hormone receptor)

[52], przejscie takie zachodzi niezwykle rzadko.

STAN NIEAKTYWNY STAN AKTYWNY
(a)

. @

Rys. 3. Schematy aktywacji receptorow GPCR wywolanej wiazaniem agonisty. Kolorem zéltym
oznaczono wigzany ligand — agoniste. a) Agonista blokuje oddzialywania obecne miedzy helisami
stabilizujace stan podstawowy receptora, co umozliwia przejscie bialka w stan aktywny. b) Stan
aktywny receptora stabilizowany jest przez nowo utworzone bezposrednie oddzialywania
ligand-receptor. Rysunek pochodzi z pracy [27].

Badania z zastosowaniem mutacji kierunkowych pozwolity na identyfikacje
pojedynczych aminokwasow odpowiedzialnych za stabilizacj¢ stanu nieaktywnego
niektorych receptoréw z rodziny A [47, 53]. Zamiana pojedynczego aminokwasu na reszte
o odmiennych wilasciwosciach fizykochemicznych, powoduje niekiedy znaczny wzrost
aktywnos$ci podstawowej mutanta albo prowadzi nawet do otrzymania stabilnej formy

aktywnej danego receptora (ang. CAM - constitutively active mutant) [7, 54-59].
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Wigzanie agonisty prowadzi do zmian konformacyjnych w receptorze
pozwalajagcych na przejscie biatka w stan aktywny [43, 60]. Mechanizm aktywacji
receptora wywotany wigzaniem liganda prawdopodobnie moze przebiega¢ w dwojaki
sposob [27]. Wiagzany ligand moze powodowal zerwanie lub blokad¢ obecnych
oddziatywan wewnatrzczasteczkowych stabilizujacych stan podstawowy receptora, co
inicjuje sekwencje zmian konformacyjnych prowadzacych do stanu aktywnego biatka. W
drugim przypadku, stan aktywny receptora moze by¢ stabilizowany przez nowo utworzone
bezposrednie oddziatywania ligand-receptor (Rys. 3.).

Receptory GPCR nalezace do rodziny A, pomimo podobienstwa strukturalnego w
rejonie transmembranowym, moga wigza¢ ligandy do r6znych mikrodomen obecnych w
strukturach tych receptoréw. Polozenie zwigzanego liganda ZM?241385 w strukturze
krystalicznej receptora A;a adenozynowego [18] znacznie odbiega od miejsca wigzania
retinalu w rodopsynie czy ligandow obecnych w dostepnych strukturach krystalicznych
receptorow adrenergicznych [10, 11, 19, 20]. Ponadto, ligandy tego samego receptora
B2AR: katechol i ICI11855 posiadaja odmienne miejsca wigzania [38], a cO wigcej
aktywuja ten receptor wedlug odmiennych mechanizméw, powodujac zmiang odmiennych

przetacznikéw molekularnych [38].

1.3. Receptory Opioidowe

Substancje u$mierzajace bol byly uzywane przez ludzko$¢ od zamierzchtych
czasOW. Stosowanie opium, substancji otrzymywanej w procesie suszenia gestego soku z
niedojrzatych owocoéw maku lekarskiego (mak lekarski — fac. Papaver Somniferum), datuje
si¢ juz na 3400 rok p.n.e. [61]. Poczatkowo wyciag z maku lekarskiego byt stosowany jako
element kultu religijnego ze wzgledu na silne dziatanie na uktad nerwowy. Przyjmowanie
mikstury wywolywato uczucie euforii, prowadzito do stanu otgpienia i odurzenia. Pierwsze
przekazy opisujace stosowanie opium na terenie Europy w celach medycznych
(przeciwbdlowych, uspokajajacych czy nasennych) pochodza z roku 1500 n.e. W roku
1806 po raz pierwszy z opium wyodrgbniono jeden z czynnych sktadnikow — morfing,
nazwang tak na cze$¢ boga snu Morfeusza. Od konca dziewigtnastego wieku morfine
zaczeto stosowaé w medycynie do celow terapeutycznych.

Wyciag z maku lekarskiego zawiera liczne substancje psychoaktywne. W sktad
opium wchodzi mieszanina ponad 40 alkaloidow, ktére mozemy podzieli¢ na dwie

podstawowe grupy: pochodne fenantrenu (morfina, kodeina, tebaina) oraz pochodne
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izochinoliny (papaweryna, emetyna). Pierwsza grupa zwigzkoéw, zwana opiatami, wywiera
istotny wplyw na uktad nerwowy cztowieka. W roku 1973 wykazano, iz niektore
substancje zawarte w wyciaggu z opium oddziatywaja na specyficzne receptory
zlokalizowane w centralnym uktadzie nerwowym [62-64], nazwane pdzniej receptorami
opioidowymi. W latach 1977-90 potwierdzono wystgpowanie trzech typow receptoréw
opioidowych: MOR, DOR oraz KOR, wykazujacych selektywno$¢ w wigzaniu ligandow
[65, 66]. Ostatecznie w 1992 roku zidentyfikowano oraz poddano ekspresji geny kodujace
wszystkie trzy typy receptoréw opioidowych [67-73], co w znacznym stopniu przyczynito
si¢ do szybkiego rozwoju badan nad tymi biatkami.

Receptory opioidowe wystepuja gldéwnie w centralnym ukladzie nerwowym, w
btonie komdrkowej neurondow. Mozemy je rowniez odnalez¢ w niektérych typach migsni
gladkich. Ich obecnos¢ stwierdzono takze m.in. w przewodzie pokarmowym, komorkach
uktadu immunologicznego, w macicy, sercu oraz ptucach. Skutki oddzialywania substancji
opioidowych (zdolnych do modulacji aktywnosci podstawowej receptorow opioidowych)
na organizm czltowieka sg liczne i bardzo zr6znicowane. Zaliczamy do nich: ostabienie
reakcji na bodzce pochodzace z otoczenia, takie jak dotyk, dzwigk czy §wiatlo; otepienie,
stany euforyczne jak i depresyjne. Substancje te wywieraja wplyw na cisnienie tetnicze,
czesto$¢ skurczoéw migsnia sercowego, reguluja takze funkcje oddechowe. Receptory
opioidowe odgrywaja takze kluczowa role w kaskadach sygnalizacyjnych
odpowiedzialnych za odczuwanie bolu, regulacje funkcji motorycznych, psychofizycznych
jak i kontrole nastroju [74].

Receptory opioidowe, w odpowiedzi na zwigzanie zewnatrzkomorkowej czasteczki
sygnatowej, aktywuja biatka Gj oraz G, po wewngtrznej stronie blony komodrkowe;.
Nastepnie, podjednostka G,-GTP oraz podkompleks Gg, docieraja do miejsc docelowych,
biatek efektorowych, ktorymi sg migdzy innymi kanaty jonowe (wapniowe i potasowe)
oraz enzymy blonowe (np. cyklaza adenylowa). Jednorazowe dziatanie agonistow
receptorow opioidowych skutkuje zahamowaniem aktywnosci cyklazy adenylowej co
prowadzi do obnizenia poziomu cAMP, petigcego role przekaznika drugiego rodzaju
(ang. second messenger). Przy dlugotrwalym dziataniu agonistow obserwujemy natomiast
kompensacyjng up-regulacj¢ tego enzymu i wzrost poziomu cAMP, co moze by¢
przyczyng zwigkszonej pobudliwosci neuronow. Obecnos¢ cAMP wywiera takze wplyw
na proces regulacji gendéw, przez fosforylacje czynnikéw transkrypcyjnych, ktore z kolei

wiaza si¢ z elementami regulatorowymi odpowiednich genow. Wiadomo, iz receptory
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opioidowe petnia wazng funkcj¢ w procesie uwalniania przekaznikow neuronalnych,

kontrolujac stan bramkowanych napieciem kanatow wapniowych, zlokalizowanych w
btonie presynaptycznych zakonczen nerwowych. Rowniez, poprzez regulacje

przepustowosci kanalow potasowych [75] receptory te mogg spowalnia¢ przekazywanie
impulséw nerwowych poprzez neurony [76-78]. Dlugotrwale stosowanie substancji
opioidowych moze prowadzi¢ do uzaleznienia [79]. Receptory opioidowe wywieraja
wplyw na wydzielanie dopaminy - neuroprzekaznika syntezowanego i uwalnianego przez
neurony osrodkowego uktadu nerwowego [80]. Uktad dopaminowy stoi u podstawy
zjawiska wzmocnienia pozytywnego, ktore jest zwigzane z dzialaniem lekow
uzalezniajacych. Diugotrwale przyjmowanie opioidow prowadzi do nasilenia wydzielania
dopaminy odpowiedzialnej za intensywno$¢ w uktadzie nagrody oraz stan okreslany w
uproszczeniu jako euforia, a takze za zjawiska motywacyjne.

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci farmakologiczne, receptory opioidowe staly si¢
przedmiotem licznych badan niezwykle istotnych dla przemyslu farmaceutycznego.
Znalezienie substancji wykazujacych wysoka selektywnos$¢ oraz powinowactwo wzgledem
jednego z trzech podtypow receptoréw opioidowych: MOR, DOR i KOR, pomogloby w
zaprojektowaniu  skutecznych lekéw przeciwbolowych, antydepresyjnych, lekow
stosowanych w leczeniu uzaleznien, powodujacych mniej efektéw ubocznych. Niestety
nadal stan wiedzy dotyczacy struktur tych biatek receptorowych oraz mechanizméw ich
aktywacji jak i dezaktywaciji jest bardzo ograniczony.

Obecny stan wiedzy potwierdza wystepowanie trzech gtéwnych typow receptorow
opioidowych: MOR, KOR i DOR [81] oraz receptora nocyceptyny, podobnego do
receptorow opioidowych (ORL 1 — ang. opioid receptor like-1) [82-84]. Badania
farmakologiczne sugeruja réwniez wystepowanie wigkszej liczby podtypow tych
receptorow (np. dwa receptory DOR i po trzy KOR i MOR) [14]. Moze to wynika¢ z faktu,
iz receptory te wystepuja w formie homo- jak i hetero-dimerow oraz meréw wyzszych
rzedow [85, 86], ktore takze mogg by¢ funkcjonalne. Wiadomo réwniez, iz niektore
opioidy o wlasciwosciach agonistycznych wykazuja selektywnos¢ wzgledem Scisle
okres$lonego dimeru lub monomeru [87] tych receptorow.

Receptory opioidowe nalezg do rodziny A receptorow GPCR (zwanej takze rodzing
podobnych do rodopsyny; ang. rhodopsin like). Lancuchy peptydowe receptoréw
opioidowych skladaja si¢ odpowiednio z 372 AA - DOR, 380 AA - KOR oraz 398 AA -
MOR. Pomimo braku struktury krystalicznej tych biatek przyjmuje si¢, ze sa one
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zbudowane z siedmiu o-helis przechodzacych przez dwuwarstwe lipidowsa, potaczonych
ze sobg krotkimi petlami. Helisa 6sma jest potozona prostopadle do btony po stronie
wewnatrzkomorkowej. Podobienstwo sekwencyjne trzech receptoréw opioidowych jest
wysokie, procent identycznych aminokwasoéw dla poszczegdlnych par réwny jest
odpowiednio: 57% dla MOR i KOR, 61% dla DOR i KOR oraz 62% dla DOR i MOR
[88]. Natomiast ponad 93% aminokwasow jest ewolucyjnie zachowanych dla danego typu
receptora obecnego u przedstawicieli roznych gatunkow.

Uliniowienie sekwencji trzech receptorow opioidowych oraz sekwencji rodopsyny
(Rys. 4.) pokazuje, iz w sekwencji receptorow opioidowych wystepuja dobrze zachowane
motywy, charakterystyczne dla innych przedstawicieli rodziny A, receptorow GPCR. Na
helisie Il obecny jest motyw LxxxD, na helisie 111 motyw E(D)RY, motyw CWxPxF(H)
wystepuje na helisie VI, oraz motyw NPxxY na helisie VII (gdzie x — oznacza dowolny
aminokwas). W kazdym z receptorow opioidowych obecne jest wigzanie disulfidowe
pomigdzy cysteing z helisy III oraz cysteing zlokalizowang w drugiej petli
zewnatrzkomorkowej. Jest to cecha wspdlna dla wszystkich GPCR-6w z rodziny A.
Najwicksze podobienstwo sekwencyjne wystepuje na odcinku transmembranowym,
natomiast znikome podobienstwo widoczne jest w rejonie petli zewnatrzkomorkowych
oraz C- i N-konca.

Dane eksperymentalne opisujace wplyw pojedynczych mutacji kierunkowych (ang.
point mutations), oraz badania z zastosowaniem receptorow o zmienionej czesci tancucha
peptydowego (ang. receptor chimeras), pozwolily na okreslenie prawdopodobnego
miejsca wigzania typowych ligandow receptorow opioidowych [88-90]. Miejsce wigzania
zlokalizowane jest we wnece pomiedzy helisami od TMH:II do TMH:VII, ktéra
przykrywaja trzy petle zewnatrzkomorkowe. Aminokwasy odpowiedzialne za wigzanie
ligandéw sa w wigkszosci dobrze zachowane w trzech typach receptoréw opioidowych:
Asp:3.32, Tyr:3.33, Lys:5.39, Phe:5.47, Trp:6.48, lle:6.51, His:6.52, 1le:6.53, lle:7.39, and
Tyr:7.43 [91-100] (numeracja wedtug konwencji Ballesterosa-Weinsteina [101], gdzie
pierwsza liczba oznacza numer helisy transbtonowej, druga to pozycja reszty liczona
wzgledem najbardziej zachowanego w ewolucji aminokwasu na tej helisie, oznaczonego

numerem 50).
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Rys. 4. Uliniowienie sekwencji trzech receptorow opioidowych DOR, KOR i MOR oraz sekwencji
rodopsyny. Kolorem niebieskim zaznaczono najlepiej zachowane w ewolucji reszty obecne w helisach
I-VII, kolorem czerwonym motywy charakterystyczne dla rodziny A receptorow GPCR, kolorem
zielonym zaznaczone: dwie cysteiny tworzace wiazanie disulfidowe (pomiedzy helisa TMH:III oraz
druga petla zewnatrzkomorkowa) oraz palmitylowana cysteing z helisy VIII. Linie niebieskie
wyznaczaja polozenie a-helis transblonowych w uliniowionych sekwencjach receptoréw. Linie zielone
oznaczaja lokalizacje B-kartek w sekwencji rodopsyny. Kolorem zéltym oznaczono przerwe w
sekwencji receptoréw opioidowych w helisie I1. Uliniowienie sekwencji wykonane na podstawie pracy

[102].

opioidowych (ang. engineered zinc-binding sites) [102] sugeruja, iz w przeciwienstwie do

B, B,

—————————————— MESPIQIFRGEPGPTCAPSACLPPNSSAWFPGWAEPDSNGSAGSED
-MDSSAAPTNASNCTDALAYSSCSPAPSPGSWVNLSHLDGNLSDPCGPNRTDLG-GRDS -

™M1 1.50 T™M2 2.50
——————————— QFSMLAAYMFLLIMLGFPINFLTLYVTVQHKKLRTPLNYILLNLAVADL
PPGARSASSLALAIAITALYSAVCAVGLLGNVLVMFGIVRYTKMKTATNIYIFNLALADA
AQLEPAHISPAIPVIITAVYSVVEFVVGLVGNSLVMFVIIRYTKMKTATNIYIFNLALADA
LCPPTGSPSMITAITIMALYSIVCVVGLEFGNFLVMYVIVRYTKMKTATNIYIFNLALADA

T™M2 TM3 3.50

FMVEGGFTTTLYTSLHGYFVFGPTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMS
LATS-TLPFQSAKYLMETWPFGELLCKAVLSIDYYNMFTSIFTLTMMSVDRYIAVCHPVK
LVTT-TMPFQSTVYLMNSWPFGDVLCKIVISIDYYNMFTSIFTLTMMSVDRYIAVCHPVK
LATS-TLPFQSVNYLMGTWPEFGTILCKIVISIDYYNMEFTSIFTLCTMSVDRYIAVCHPVK

T™M4 4,50 Bs B,
NFRFG-ENHAIMGVAFTWVMALACAAPPLV-GWSRYIPEGMQCSCGIDYYT PHEETNES
ALDFRTPAKAKLINICIWVLASGVGVPIMVMAVTRPRDGA--VVCMLQFPSP-SWYWDTV
AILDFRTPLKAKIINICIWLLSSSVGISAIVLGGTKVREDVDVIECSLQFPDDDYSWWDLE
ALDFRTPRNAKIINVCNWILSSAIGLPVMEFMATTKYRQGS—--IDCTLTFSHP-TWYWENL

TMS 5.50 TM6

FVIYMEVVHFIIPLIVIFFCYGQLVEFTVKEAAAQQOQESATTOQKAEKEVTRMVIIMVIAFL
TKICVFLFAFVVPILITITVCYGLMLIRLRSVRLLSG-SKEKDRSLRRITRMVLVVVGAFV
MKICVFIFAFVIPVLIIIVCYTLMILRLKSVRLLSG-SREKDRNLRRITRLVLVVVAVEV
LKICVFIFAFIMPVLIITVCYGLMIILRLKSVRMLSG-SKEKDRNLRRITRMVLVVVAVFEI

6.50 TM6 T™M7 7.50 H8

ICWLPYAGVAFYIFTHQGS---DFGPIFMTIPAFFAKTSAVYNPVIYIMMNKQFRNCMVT
VCWAPIHIFVIVWTLVDIDRRDPLVVAALHLCIALGYANSSLNPVLYAFLDENFKRCFR-
VCWTPIHIFILVEALGSTS-HSTAALSSYYFCIALGYTNSSLNPILYAFLDENFKRCFR-
VCWTPIHIYVIIKALVTIPE-TTFQTVSWHEFCIALGYTNSCLNPVLYAFLDENFKRCFR-

TLCCGKNPLGDDE-ASTTVSKTETSQVAPA
QLCRKPCGRPDPSSFSRAREATARERVTACTPSDGPGGGAAA
DFCFPLKMRMERQSTSRVRNTVQDPAYLRDIDGMNKPV
EFCIPTSSNIEQONSTRIRONTRDHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP

Badania dotyczace wigzania jonow Zn* do zmodyfikowanej struktury receptorow
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struktury rodopsyny, w miejscu znajdowania si¢ reszty Gly w TMH:II na pozycji 2.56 nie
wystepuje odpowiadajacy jej aminokwas w sekwencji trzech receptorow opioidowych.
Brak reszty na wyze] wymienionej pozycji sprawia, iz ten fragment biatka
prawdopodobnie przyjmuje strukture regularnej a-helisy (przerwa zaznaczona kolorem

z6ttym, (Rys. 4.)).

1.3.1. Ligandy receptor6w opioidowych

Mianem opiatéw okreslamy wszystkie naturalne zwigzki egzogenne modulujace
aktywno$¢ podstawowa (ang. basal activity) receptoréw opioidowych. Zaliczamy do nich
wszystkie alkaloidy obecne w opium, takie jak: morfina, heroina, czy kodeina, oraz ich
pochodne [103]. Substancje te wptywaja silnie na uktad nerwowy cztowieka, prowadzg do
stanow euforycznych jak i depresyjnych, wykazujg silne dziatanie przeciwbolowe [13, 74].
Przyjmowanie opiatow moze prowadzi¢c do szybkiego uzaleznienia [79]. Szerszym
pojeciem okreslajacym wszystkie zwigzki wykazujace powinowactwo w stosunku do
receptorow opioidowych sg opioidy. Zaliczamy do nich zaréwno opiaty, ich pochodne
syntetyczne, jak 1 rowniez endogenne ligandy peptydowe, takie jak endorfiny, enkefaliny,

endomorfiny czy dynorfiny [104, 105].

Tabela 1. Endogenne ligandy peptydowe receptoréw opioidowych.

Peptyd Selektywnosé | Sekwencja aminokwasow
Enkefalina | DOR Tyr-Gly-Gly-Phe-X, X=Leu lub Met
Dynorfina A | KOR Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-

Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gin
Endomorfina | MOR Tyr-Pro-X-Phe-NH2, X=Trp lub Phe

Endomorfiny, enkefaliny oraz dynorfiny, naturalne ligandy peptydowe receptorow
opioidowych (Tabela 1.) sa czgsteczkami zbudowanymi z kilku do kilkudziesieciu
aminokwasow. Ligandy te wykazuja selektywnos$¢ wzgledem receptorow MOR, DOR oraz
KOR. Peptydy te charakteryzuje wspolny motyw obecny od strony N-konca tancucha
peptydowego, sekwencja Tyr-Gly-Gly-Phe (lub Tyr-Pro-Phe/Trp-Phe) [105-108]. Wedtug
postulowanego modelu wigzania si¢ ligandoéw, nazywanego potocznie: ,,wiadomos$¢-adres”
(ang. message-address) [109], wspdlna dla peptydowych ligandow opioidowych

sekwencja czterech aminokwasdéw jest odpowiedzialna za przekazanie sygnalu -
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wiadomosci. Pozostata czg$¢ tancucha polipeptydowego, specyficzna dla kazdego liganda,
odpowiada za selektywnos$¢ wzgledem danego typu receptora opioidowego — adres [110]
(Rys. 5). Proponowany model oddziatywan zaktada, iz okreslony receptor posiada domene
odpowiedzialng za rozpoznawanie wspdlnego dla ligandow opioidowych farmakoforu
(modelu opisujacego relacje przestrzenne mie¢dzy elementami wspdlnymi dla ligandow
oddziatlujacych z danym receptorem) oraz sgsiednie miejsce specyficzne dla danego typu

receptora, odpowiadajace za jego selektywnos¢.

wiadomos$¢é lacznik

A N ENKEFALINA
( \Ya N
NH, H 0 H 0
a) 2 I R
] WL
'?I/\ﬂ/ N >cooH
O H O H
b)

wiadomos$¢ lacznik

Rys. 5. Poréwnanie struktury dwdéch ligandéw opioidowych, selektywnych wzgledem receptora DOR:
a) struktura naturalnego liganda peptydowego enkefaliny, b) struktura zaprojektowanego liganda
naltrindolu (NTI) [111]. Zaznaczono fragmenty czasteczek odpowiadajace za: wiadomos¢é, 1acznik oraz
adres. Kolorem czerwonym oznaczono wspolny element strukturalny — tyramine.

W oparciu o powyzszy model wigzania peptydowych ligandéw opioidowych
podjeto préby zaprojektowania nowych zwigzkow wykazujacych selektywnos$¢ wzgledem
danego typu receptora MOR, DOR lub KOR [111-113]. Zwigzki te sktadaly si¢ z trzech
czesci: fragmentu odpowiedzialnego za ,,wiadomos$¢”, ktora byla czasteczka tyraminy
(obecna zaréwno w typowych alkaloidach jak morfina czy kodeina oraz w endogennych

ligandach peptydowych), tacznika (np. szkieletu nasladujacego sekwencje -Gly-Gly- ),

-16 -



oraz czesci odpowiedzialnej za ,,adres”, posiadajacej podobne cechy do czgsci adresowe]
endogennych ligandéw peptydowych [111-113, 114 ] (Rys. 5).

Otrzymane ligandy wykazujace selektywnos¢ wzgledem kazdego z trzech typow
receptoréw opioidowych przyczynity si¢ do znacznego rozwoju badan nad mechanizmami
wigzania si¢ opioidéw. Eksperymenty z zastosowaniem mutacji kierunkowych pozwolity
rowniez na okres§lenie miejsca wigzania tych ligandow oraz niektorych aminokwaséw
odpowiedzialnych za bezposrednie oddzialywanie ligand-receptor, a takze umozliwity
budowg nowych syntetycznych zwigzkéw opioidowych [92, 94-99, 111, 113]. Obecnie
znana jest duza liczba ligandow niepeptydowych wykazujacych powinowactwo do trzech

typow receptorow opioidowych: MOR, KOR oraz DOR (Tabela 2.).

Tabela 2. Niepeptydowe ligandy receptorow opioidowych.

Nazwa Wiasciwosci Efekt dziatania
Naltrekson antagonista MOR, KOR, DOR blokada receptora, senno$é
Morfina agonista MOR, DOR silny analgetyk
GNTI antagonista KOR blokada receptora
Tramadol czesciowy agonista MOR analgetyk
nor-BNI antagonista KOR blokada receptora
NTI antagonista DOR blokada receptora, sennos$é
B-FNA antagonista MOR blokada receptora
Butorfanol agonista KOR, czesciowy analgetyk

antagonista receptora MOR

1.4. Znane struktury krystalograficzne receptorow GPCR

Otrzymywanie metodami krystalografii rentgenowskiej struktur przestrzennych
biatek blonowych, w tym receptorow GPCR, jest bardzo trudne. Dzieje si¢ tak poniewaz,
w przeciwienstwie do globularnych bialek cytoplazmatycznych, biatka btonowe posiadaja
duzg powierzchnie hydrofobowa uniemozliwiajgca prawidlowa krystalizacj¢ w roztworach
wodnych [115]. Otrzymanie krysztaldéw nadajacych si¢ do pomiarow wymaga réwniez
uwzglednienia otaczajacej btony lipidowej oraz zastosowania specyficznych warunkow
krystalizacji (temperatura, roztwoér, cisnienie, detergenty) [116]. Ponadto, cecha
charakterystyczng wigkszosci receptoréw GPCR jest niezerowa aktywno$¢ podstawowa,
powodujaca samoczynne przejscie receptora do stanu petnej aktywacji. Dodatkowo, duza
niestabilno$¢ konformacyjna receptorow GPCR utrudnia otrzymanie krysztatow

nadajacych si¢ do pomiarow rentgenostrukturalnych [117]. Do dzisiaj znamy struktury
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krystaliczne  jedynie czterech receptorow GPCR  (rodopsyny, receptora Aja
adenozynowego oraz receptoréw P31 i B, adrenergicznych) [8, 10, 11, 16, 18, 26], z ktorych
najlepiej zbadanym (struktury: PDB: ID: 1F88, 1HZX, 1L9H, 1GZM, 1U19, 2J4Y, 2137,
3CAP, 3DQB, 2773, 2ZIY) [8, 16, 17, 26, 105, 118-123] jest biatko fotoreceptorowe —
rodopsyna, dlatego jej struktura i modyfikacje zostang przedstawione najdoktadniej. [9, 21,
49, 124-131]

1.4.1. Rodopsyna

Rodopsyna jest biatkiem fotoreceptorowym zlokalizowanym w komorkach
precikowych siatkdéwki oka. Receptor ten bierze udzial w kaskadach sygnalizacyjnych
umozliwiajgcych przeksztalcenie sygnatu $wietlnego w impuls nerwowy [9]. Absorpcja
pojedynczego fotonu jest wystarczajgca do przejécia receptora w stan aktywny, co
umozliwia zwigzanie i aktywacje biatka G (transducyny) po wewnetrznej stronie blony
komorkowej [125]. Aktywna podjednostka Go aktywuje fosfodiesterazg [132, 133],
enzym hydrolizujacy cykliczny GMP (¢cGMP) do GMP, co zmniejsza stezenie cGMP.
Zmiana stezenia cGMP skutkuje czasowym zamkni¢ciem kanatow potasowych powodujac
depolaryzacje btony i przeptyw pradu do synapsy i dalej do mézgu. Przekazany sygnat
ulega istotnemu wzmocnieniu. Dzieje si¢ tak gdyz pojedyncza molekuta rodopsyny moze
aktywowac ok. 500 czasteczek biatka G.

Rodopsyna zbudowana jest z czgSci bialkowej opsyny oraz grupy prostetycznej
11-cis-retinalu (pochodnej witaminy A) (Rys. 6.). Kowalencyjnie zwigzany ligand znajduje
si¢ w kieszeni hydrofobowej, otoczonej przez helisy (TMH:II do TMH:VII), ktora
przykrywa druga petla cytoplazmatyczna (EL:II). Polaczenie pomiedzy grupa aldehydowa
11-cis-retinalu oraz fancuchem bocznym Lys:7.43 tworzy uprotonowana zasada Schiffa
[134]. Absorpcja kwantu $§wiatla przez 11-cis-retinal skutkuje jego izomeracjg i przejsciem
w catkowicie-trans-retinal [9]. Zmiana w strukturze przestrzennej tego liganda prowadzi
do zmian konformacyjnych calego receptora oraz jego aktywacji [135].

Rodopsyna jest biatkiem o masie 40 kDa (kilodaltonéw), sktadajagcym si¢ z 348
aminokwaséw (AA). Rodopsyna, podobnie jak inne receptory GPCR, posiada
charakterystyczny motyw siedmiu oa-helis przechodzacych przez dwuwarstwe lipidowa.
Ich dtugos¢ wynosi odpowiednio od 19 AA do 34 AA. Najkrétsza helisa VIII potozona jest

rownolegle do dwuwarstwy lipidowej, po stronie cytoplazmatycznej [8].
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B)

11-cis-retinal

Glu:3.28

Rys. 6. A) Struktura krystaliczna rodopsyny (PDB ID: 1U19). Helisy transmembranowe od TMH:1 do
TMH:VII zostaly oznaczone kolorami odpowiednio od niebieskiego do czerwonego. B) Widok od
strony zewnatrzkomorkowej na miejsce wigzace retinal. Czerwony, przerywany okrag wskazuje na
miejsce wigzania retinalu (wigzanie kowalencyjne za pomoca zasady Schiffa do lizyny Lys7.43) oraz na
kwas glutaminowy, Glu3.28, bedacy przeciwjonem dla protonowanej zasady Schiffa.

N-koniec rodopsyny zbudowany jest z 33 AA 1 jest dosy¢ sztywny bowiem jego
konformacj¢ stabilizuje B-kartka utworzona przez reszty Thr:4-Glu:5 oraz Tyr:10-Val:11
[128]. Dwie reszty asparaginowe zlokalizowane na pozycji 2 oraz 15 (Asn:2 oraz Asn:15)
sa miejscami glikozylacji receptora. Helisy transblonowe rodopsyny posiadaja
nieregularng budowe oraz sg odchylone od pionowej osi biatka [8]. Zgigcia helis powstajg
gtownie na skutek wystepujacych w sekwencji reszt: prolin oraz glicyn. Najwigksze
zgiecia w TMH:VI oraz TMH:VII spowodowane sg przez obecnos¢ dobrze zachowanych
w sekwencji reszt Pro:6.50 oraz Pro:7.50. W helisach TMH:Il oraz TMH:V wystepuja
odstepstwa od a-helikalnej struktury drugorzgdowej na skutek obecnosci dodatkowych
aminokwaséw, odpowiednio: Gly:2.56 oraz Phe:5:47, tworzacych w miejscu

wystepowania fragmenty n-helisy. Rowniez w rejonie zgigcia TMH:VII, fragment
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tancucha biatkowego przyjmuje nietypowa konformacj¢ helisy 310. Petle taczace helisy sa
relatywnie krotkie z wyjatkiem EL:II oraz IL:II. Najdluzsza petla rodopsyny (EL:II),
zlokalizowana pomiedzy helisami TMH:IV oraz TMH:V, szczelnie przykrywa miejsce
wigzania retinalu zapobiegajac prawdopodobnie samoistnej aktywacji rodopsyny, co jest
niezwykle istotne dla procesu widzenia [136]. Fragmenty petli taczacej TMH:IV oraz
TMH:V: Ile:179 do Glu:181 oraz Ser:186 do Ile:189, tworza strukturg -kartki [128]. Za
stabilizacj¢ petli EL:II odpowiada dodatkowo wigzanie disulfidowe tworzone pomiedzy
Cys:3.25 z helisy TMH:III oraz Cys:187 z petli EL:II. Najdluzsza petla znajdujaca sie¢ po
stronie wewnatrzkomorkowej jest IL:II, taczaca TMH:IV oraz TMH:V. Poréwnanie
wszystkich dostepnych struktur krystalicznych rodopsyny, zdeponowanych w bazie PDB,
pozwala przypuszczaé, iz fragment ten nie przyjmuje jednoznacznie okreslonej, stabilnej
konformacji. Duze wartosci czynnika temperaturowego dla tego odcinka tancucha
peptydowego rowniez sugeruja jego wysoka mobilno§é. Domena tworzaca C-koniec
receptora, od Asn:310 do Ala:348, nie jest dobrze upakowana. Migdzy obecnymi tam
aminokwasami nie wystepuja zadne oddziatywania usztywniajace ten fragment tancucha
biatkowego. Krotka helisa H:VIII, znajdujaca si¢ na powierzchni btony, jest stabilizowana
dzigki palmitylacji Cys:323 i Cys324 [122]. Dhugie palmitylowe tancuchy, obecne na
koncu tej helisy, sg trwale zakotwiczone w btonie komodrkowe;.

W sekwencji rodopsyny wystepuja charakterystyczne motywy dobrze zachowane w
procesie ewolucji takze w innych typach receptorow GPCR z rodziny A (Rys. 7.) [9, 49,
137]. Po stronie cytoplazmatycznej helisy TMH:III, znajduje si¢ mikrodomena D(E)RY (a
szczegolnie srodkowa, najbardziej zachowana w ewolucji reszta Arg:3.50), ktéra tworzy
polaczenie pomiedzy helisami TMH:III i TMH:VI [137] poprzez utworzenie mostka
solnego pomiedzy resztami Arg:3.50 oraz Glu:6.30. Podczas aktywacji receptora mostek
ten ulega zerwaniu a cze$¢ cytoplazmatyczna helisy TMH:VI ulega przemieszczeniu,
tworzac w ten sposOb miejsce na zwigzanie bialka G. Innym motywem o istotnym
znaczeniu jest mikrodomena NPxxY obecna na helisie VII, ktora taczy helisy TMH:VII i
H:VIIL. Ten fragment tancucha biatkowego, rowniez bierze udziat w procesie aktywacji
receptora prowadzacej do tworzenia kompleksu z biatkiem G [49, 125]. Wzajemne
potozenie siedmiu helis transbtonowych rodopsyny stabilizowane jest dodatkowo przez
oddzialywania hydrofobowe, jonowe, a takze liczne wigzania wodorowe [9]. Badania

krystalograficzne ujawnity takze obecnos¢ czasteczek wody w strukturze rodopsyny, ktoére
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takze uczestniczg w sieci wigzan wodorowych we wnetrzu receptora [121] i posredniczag w

procesie aktywaciji.

Strona zewnatrzkomoérkowa

Grupy
palmitynylowe

Strona cytoplazmatyczna

Rys. 7. Mikrodomeny obecne w Krystalicznej strukturze rodopsyny (PDB ID: 1U19) [122]. Helisy
transmembranowe od TNH:I do TMH:VII (oraz H:VIII) zostaly oznaczone kolorami od niebieskiego
do czerwonego. Przerywane linie obrazuja polozenie granic blony komoérkowej.

1.4.2. Opsyna w stanie aktywnym

Dzigki postgpom w metodach krystalograficznych, a w szczeg6lnosci technice
mikroogniskowania, w 2008 roku udato si¢ skrystalizowaé¢ opsyn¢ (rodopsyna bez
retinalu) [16] oraz uzyska¢ strukture kompleksu opsyny z C-koncowsg czgsécig podjednostki
o biatka G (GaCT) [17]. Cz¢$¢ podjednostki o biatka G wnika w glab rodopsyny i
uczestniczy bezposrednio w przeniesieniu sygnalu z aktywnego receptora na biatko G.

Absorpcja kwantu §wiatta, powodujaca izomeryzace retinalu, prowadzi do zmian

konformacyjnych w strukturze rodopsyny. Receptor przechodzi przez szereg stanow
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posrednich (czg¢sciowo aktywnych), osiagajac ostatecznie forme¢ catkowicie aktywna
(zwang metarodopsyng II) [138], zdolng do wigzania biatka G. Podczas tego procesu,
zasada Schiffa ulega hydrolizie, co umozliwia oddysocjowanie catkowicie-trans-retinalu z
miejsca wigzania w rodopsynie. Nastepnie, z udzialem izomerazy, uwolniony ligand
zostaje przeksztatcony z powrotem do formy 11-cis. Czasteczka opsyny wiaze si¢ z 11-Cis-
retinalem, co inicjuje kolejny cykl aktywacyjny [139]. Aby jednak aktywna rodopsyna lub
opsyna nie powodowata statej aktywacji biatlek G, a w konsekwencji catej komorki
precikowej, istnieje mechanizm wygaszania receptora. W pierwszej kolejnosci aktywna
rodopsyna jest fosforylowana przez kinaze rodopsynowa, a nastepnie do takiej rodopsyny
przylacza si¢ arestyna. Poniewaz rodopsyna ulega oligomeryzacji sadzi si¢, Zze arestyna
tworzy kompleks z dimerem rodopsyny [140, 141].

Opsyna jest niestabilna konformacyjnie i moze istnie¢ zarowno w formie aktywnej
jak i nieaktywnej (tzw. stan podstawowy). Wykazano, iz niska warto$¢ pH oraz obecno$¢
GaCT (krotkich tancuchéw peptydowych, identycznych z C-koncowa czescia
podjednostki a biatka G), dodatkowo stabilizujg stan aktywny opsyny [142].

Rys. 8. a) Nalozenie struktury rodopsyny w stanie podstawowym (kolor zielony, PDB ID: 1U19) [122]
oraz opsyny w stanie aktywnym (kolor pomaranczowy, PDB ID: 3DQB) [17]. Kolorem niebieskim
oznaczono GaCT (peptyd identyczny z C-koncowa czescia podjednostki a bialtka G). Cyfry od 1 do 7
oznaczaja TMH:I do TMH:VII. b) Schemat przedstawiajacy roznice w strukturze rodopsyny oraz w
strukturze opsyny w kompleksie z GaCT, widok od strony cytoplazmatycznej. Rysunek wykonany na
podstawie pracy [17].

Poréownujgc dwie struktury charakterystyczne dla stanu podstawowego rodopsyny
(PDB ID: 1U19) [122] oraz formy aktywnej biatka (PDB ID: 3DQB) [17], zaobserwowaé
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mozna duze zmiany w potozeniu helis: TMH:V do TMH:VII. Natomiast struktura ,,rdzenia
biatka”, tworzona przez helisy: TMH:I do TMH:IV oraz potozenie petli
zewnatrzkomorkowych EL:I do EL:IIl wraz z domeng N-koncowa, sg prawie
niezmieniona (Rys. 8.).

W strukturze opsyny cze$¢ cytoplazmatyczna TMH:VI jest odchylona o 7 A na
zewnatrz biatka [17]. Miejscem zgigcia helisy jest reszta TRP:6.48, ktorej potozenie w
nieaktywnej strukturze rodopsyny jest stabilizowane przez zwigzany 11-cis-retinal. W
strukturze opsyny widocznym zmianom podlega rowniez helisa TMH:V. Jest ona
przesuni¢ta w kierunku TMH:VI oraz wydluzona o trzy skrety helisy. Skutkuje to
znacznym skroceniem petli IL:III po stronie cytoplazmatycznej btony. Rowniez polowa
TMH:VII, zlokalizowana po wewnatrzkomorkowej stronie btony, jest przesunigta do
srodka receptora, co zmienia konformacj¢ czesSci lancucha laczacego ja z helisg VIII
potozong prostopadle do btony. Réznice w lokalizacji poszczegdlnych helis wptywaja na
strukture trzech petli: IL:I do IL:III. Prowadzi to do zmiany ksztattu powierzchni
cytoplazmatycznej receptora w formie aktywnej, ktora jest interfejsem biorgcym udziat w
wigzaniu biatka G (transducyny).

Przeprowadzenie rodopsyny ze stanu nieaktywnego do formy aktywnej
(metarodopsyny II) wymaga zerwania oddziatywan wewnatrzczasteczkowych
odpowiedzialnych za stabilizacje stanu podstawowego receptora. Kluczowe zmiany
zachodzg wowczas w miejscu wystepowania dobrze zachowanych ewolucyjnie u
wszystkich receptorow GPCR z rodziny A, motywow: E(D)RY, NPxxY (Rys. 9.), w
miejscu wigzania retinalu, jak i roéwniez w potozeniu czes$ci cytoplazmatycznej helis:
TMH:IV do TMH:VII [49, 135, 138, 143, 144].

Sie¢ oddziatywan jonowych (tzw. ang. ,,ionic lock’) tworzona przez Arg:3.50 i
Glu:3.49 z motywu E(D)RY (obecnego na TMH:III) oraz oddziatujagce z nimi Glu:6.30 1
Thr:6.34 z TMH:VI, stabilizuje wzajemne potozenie dwoch helis [122]. Potaczenie to
zostaje jednak zerwane podczas aktywacji receptora na skutek ruchu TMH:VI. Zmiana
potozenia czesci cytoplazmatycznej TMH:V w stronge TMH:VII prowadzi do powstania
wngki po stronie wewnatrzkomorkowej opsyny, pozwalajacej na wigzanie GaCT. Lancuch
boczny Arg:3.50 tworzac wigzanie wodorowe z Tyr:5.58, zmienia swoja orientacje w
kierunku wnetrza receptora. Pozwala to na bezposrednie oddziatywanie natadowanego
tancucha bocznego Arg:3.50, z grupa karbonylowa cysteiny obecnej na C-koncu wigzanej

podjednostki GaCT. Dodatkowo, za stabilizacje formy aktywnej receptora, jak i rowniez
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powstatej wngki, odpowiada Tyr:7.53 obecna w motywie NPxxY [17]. Pierscien Tyr:7.53
(ktora w stanie nieaktywnym oddziatuje z Phe:313 z helisy 6smej) skierowany do $rodka
receptora, zapobiega zmianie potozenia TMH:VI (Rys. 9.).

STAN NIEAKTYWNY STAN AKTYWNY
A) Sekwencja E(D)RY, tzw. ,ionic lock”

B) Sekwencja NPxxY

u C X!Fm

Rys. 9. Roznice w ustawieniu dwu przelacznikow molekularnych w czasteczce rodopsyny w stanie
nieaktywnym (PDB ID: 1U19) [122] i w stanie aktywnym (PDB ID: 3DQB) [17]. A) Zmiana polozenia
Glu:3.49, ARG:3.50 z motywu E(D)RY, czerwona przerywana linia symbolizuje wiazania wodorowe.
B) Zmiana polozenia Tyr:7.53 z motywu NPxxY.

1.4.3. Receptor B, oraz B, adrenergiczny

Receptory adrenergiczne, podobnie jak rodopsyna, naleza do rodziny A receptoréw
GPCR. Receptory te zlokalizowane sa w duzej liczbie tkanek i1 narzadéw cziowieka,
mie¢dzy innymi w centralnym uktadzie nerwowym, watrobie, trzustce, nerkach, ptytkach
krwi i w oku [145]. Typowymi endogennymi ligandami tych bialek sa hormony, takie jak
adrenalina (epinefryna) oraz noradrenalina (norepinefryna). Receptory adrenergiczne biorg

udzial w kaskadach sygnalizacyjnych: regulujacych poziom ci$nienia tetniczego,
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odpowiadajacych za czesto$¢ skurczow serca, wplywajacych na funkcje oddechowe oraz
mobilizacj¢ organizmu do obrony [145]. Receptory adrenergiczne dzielimy na dwa typy o
i B. Ponadto w kazdej z rodzin, wyst¢puje kilka podtypow danego receptora, ktore réznig
si¢ miedzy soba lokalizacja w organizmie, selektywnos$cia w wigzaniu ligandow, a takze
sposobem przekazywania sygnatu przez biatka G [146].

Obecnie znamy struktury krystaliczne dwoch receptorow adrenergicznych: B1AR
(ang. B adrenergic receptor, PDB ID: 2VT4) [11] oraz B,AR (ang. f, adrenergic
receptor, PDB ID: 2RH1, 2R4R i 2R4S) [10, 19, 20]. Ze wzgledu na trudnos$ci zwigzane z
krystalizacjg biatek btonowych [117] zastosowano rozne metody do otrzymania krysztatow
wspomnianych receptorow. W celu otrzymania struktury ;AR (PDB ID: 2VT4) [11]
wprowadzono odpowiednie mutacje kierunkowe w ‘tancuchu polipeptydowym
zwigkszajace stabilno$¢ receptora w detergencie [147]. Do konstrukcji krysztatow B,AR
zastosowano metod¢ polegajaca na stworzeniu hybrydy receptora z innymi biatkami. W
pierwszym przypadku byla to hybryda receptora z fragmentem FAB (B,AR-Fab5)
przeciwciala monoklonalnego Mab5 [20], a w drugim hybryda z lizozymem T4 (B2AR-
T4L) [10]. W obydwu przypadkach miejscem dofaczenia biatka stabilizujacego strukture
receptora byla pozostatos¢ po odcietej, bardzo dtugiej, petli cytoplazmatycznej IL:III.
Druga metoda pozwolila na okreslenie petniejszej struktury B2AR z lepsza rozdzielczoscia,
rowng 2.4 A (PDB ID: 2RH1) [10]. Niestety, w obu strukturach krystalicznych N- i
C-koniec biatka sg niewidoczne.

Struktury obu receptoréw B1AR oraz B,AR sa do siebie podobne. Potozenie helis
transmembranowych oraz pe¢tli jest niemal identyczne. Jedyna znaczaca réznica widoczna
jest w utozeniu IL:II (Rys. 10.). W strukturze B;AR petla ta tworzy krotka helise
zorientowang prostopadle w stosunku do plaszczyzny btony. Prawdopodobnie petla ta jest
istotnym elementem bioragcym udzial w procesie aktywacji receptorow adrenergicznych,
poniewaz obecna tam reszta Tyr:149 tworzy wigzanie wodorowe z reszta Asp:3.49,
pochodzaca z motywu E(D)RY [11]. Natomiast reszta tyrozyny (Tyr:141) na
odpowiadajacej pozycji w strukturze receptora AR, oddzialuje z Glu:6.30 (Rys. 10.). W
obu przypadkach mostek solny pomigdzy helisami III i VI (ang. ,ionic lock”) jest
przerwany, ale nie powoduje to jednak powstania w petni aktywnej struktury receptora.

Dwa podtypy receptorow adrenergicznych skrystalizowano w kompleksach z
antagonistg (cyjanopindolol w B1AR) i agonista inwersyjnym (karazolol w 32AR), tak wigc

struktura receptora nie powinna wykazywac §ladow aktywacji. Tym niemniej ang. ,,ionic
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lock” jest w stanie otwartym, co moze sugerowac iz receptory te moga by¢ w stanie
czg¢sciowo aktywnym, a same otwarcie ,,zamka jonowego” moze nie by¢ wystarczajacym
warunkiem do przejscia receptora w stan calkowicie aktywny [19]. Istnieje tez druga
hipoteza, ze taka struktura z otwartym ,zamkiem jonowym” moze stuzy¢ do
przekazywania sygnatu nie przez biatko G, ale przez arestyne [148], bowiem reszta
tyrozyny z petli IL:II, wigzac si¢ do helis TMH:III lub TMH: VI, blokuje miejsce wigzania
biatka G.

TMH:VI

Rys. 10. A) Nalozenie struktur krystalicznych receptoréw: ;AR (PDB ID: 2V T4, kolor czerwony) oraz
B.AR (PDB ID: 2RHI1, kolor niebieski). B) Porownanie ulozenia drugiej petli wewnatrzkomorkowej
(IL:II), miejsce wystepowania petli oznaczono zielona przerywana linia. Czerwone przerywane linie
symbolizuja wiazania wodorowe.

Pomimo tego, iz receptory adrenergiczne i rodopsyna naleza do tej samej rodziny
A, wystepuja w nich pewne réznice strukturalne. W receptorach adrenergicznych helisa
TMH:I jest prosta, co skutkuje jej odchyleniem od reszty receptora po stronie
zewnatrzkomoérkowej. Spowodowane jest to brakiem reszty Pro:1.48 obecnej w strukturze
rodopsyny. TMH:IV jest odsuni¢ta od miejsca wigzania liganda, natomiast TMH:V, po
stronie zewnatrzkomorkowej, jest nieznacznie przemieszczona do $rodka receptora. W

strukturach krystalicznych receptoréw adrenergicznych cze$¢ cytozolowa TMH:VI jest
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rowniez nieznacznie odchylona na zewnatrz receptora w poroéwnaniu do struktury

rodopsyny, natomiast cze$¢ cytozolowa TMH:V przesuni¢ta jest w kierunku TMH: VI.

TMH:VII

Rys. 11. Lokalizacja oraz ksztalt drugiej petli cytoplazmatycznej (EL:II) laczacej helisy czwarta i piata
(kolor czerwony) w strukturach krystalicznych receptoréw: A) rodopsyny, B) B;AR, C) B,AR oraz D)
receptora A,n adenozynowego. Kolor zielony oznacza lokalizacje wiazanych ligandéw w
prezentowanych receptorach. Wiazania disulfidowe oznaczono kolorem zéltym. Widok od strony
zewnatrzkomorkowej.

Znaczace réznice mozna réwniez zaobserwowaé w utozeniu petli po obu stronach
receptoréw PB1AR, B2AR i1 rodopsyny. W receptorach adrenergicznych najdluzsza petla
EL:11, przykrywajaca miejsce wigzania, przyjmuje strukture¢ a-helikalng, w odréznieniu od

[-kartki obecnej w strukturze rodopsyny (Rys. 11.). Oprocz analogicznego wigzania
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disulfidowego wystepujacego w rodopsynie pomiedzy Cys:3.25 z TMH:III oraz Cys:187,
za stabilizacje krotkiej o-helisy odpowiedzialny jest dodatkowy mostek disulfidowy
obecny migdzy resztami cystein na pozycjach 192 i 198 w AR, oraz na pozycjach 184 i
190 w B2AR (Rys. 11.).

Ligandy widoczne w strukturach receptorow B1lAR, B2AR, zajmuja niemalze
identyczna pozycje we wngce otoczonej przez TMH:II do TMH:VIIL Polozenie dtugiej
petli EL:II powyzej helisy TMH:III umozliwia tatwy dostgp ligandow dyfuzyjnych do

miejsca wigzacego w strukturach dwodch receptorow adrenergicznych.

1.4.4. Receptor A;a adenozynowy

Receptory adenozynowe, podobnie jak receptory adrenergiczne oraz rodopsyna,
naleza do najliczniejszej rodziny A receptorow GPCR. Istniejg cztery typy receptorow
adenozynowych: A;, Aca, Asg Oraz Az [149, 150]. Kazdy z tych czterech receptoréw
zlokalizowany jest w centralnym uktadzie nerwowym [151, 152]. W odpowiedzi na
zwigzanie adenozyny receptory te kontroluja odczuwanie bolu [153], regulujg przeptyw
krwi przez mozg [154], wplywaja na sen [155], a takze na funkcje oddechowe [156].

W roku 2008 skrystalizowano receptor A,a adenozynowy i wyznaczono jego
strukture (PDB ID: 3EML) w rozdzielczosci 2.6 A [18]. W procesie krystalizacji biatka
wykorzystano metode, zastosowang juz wczesniej do otrzymania struktury receptora AR
[10], polegajaca na stworzeniu hybrydy receptora z lizozymem T4 [157]. Przedstawiona
struktura zawierata receptor ze zwigzanym antagonistg ZM241385 [158].

Utozenie przestrzenne helis transblonowych receptora A,, adenozynowego jest
bardzo podobne do wczesniej opisanych struktur receptorow GPCR. W pordéwnaniu do
struktury rodopsyny i struktur receptorow ;AR oraz B,AR, helisa TMH:VI jest
nieznacznie odchylona na zewnatrz receptora w jej czesci cytoplazmatycznej (Rys. 12.).

Receptor A, adenozynowy posiada trzy cechy znacznie odrozniajagce go od
pozostatych struktur receptorow [18]. Po pierwsze, organizacja trzech petli
zewnatrzkomorkowych, od EL:I do EL:II, znacznie odbiega od tych widzianych w
strukturach receptoréw adrenergicznych oraz w strukturze rodopsyny. Zwlaszcza petla
EL:1I nie przyjmuje wyraznie zdefiniowanej struktury drugorzedowej a-helisy czy pB-kartki
(Rys. 11.). Jej konformacja jest stabilizowana przez trzy wigzania disulfidowe, obecne
pomigdzy parami cystein: Cys:77 i Cys:166, Cys:77 i Cys:159 oraz Cys:74 i Cys:146 (Rys.

11.). Dodatkowe, czwarte wigzanie disulfidowe jest obecne w trzeciej petli
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zewnatrzkomorkowej, pomiedzy Cys:259 a Cys:262, co powoduje widoczne zakrzywienie

tancucha biatkowego w tym obszarze.

A) B)

N

)
N f
s TMH:VI

P—

Rys. 12. a) Nalozenie struktury receptora A,, adenozynowego (kolor czerwony) oraz struktur
receptorow B;AR i B,AR oraz rodopsyny (kolor niebieski). Zolta strzalka wskazuje na przesuniety na
zewnatrz bialka fragment TMH:VI receptora A,, adenozynowego po jego stronie cytozolowej. B)
Polozenie ligandéw w miejscu wigzacym receptorow. Kolor pomaranczowy oznacza polozenie
ligandéw receptorow B;AR (cyjanopindololu), B,AR (karazololu) oraz rodopsyny (retinalu). Kolor
zielony odpowiada poloZeniu zwigzanego liganda receptora A, adenozynowego (ZM241385).

Po drugie, wigzany antagonista (ZM241385) jest inaczej ulokowany w miejscu
wigzagcym w porownaniu do miejsc wigzania ligandow w strukturach receptorow
adrenergicznych i w strukturze rodopsyny, bowiem ligand ten zorientowany jest
prostopadle w stosunku do ptaszczyzny btony. Antagonista potozony jest wzdtuz helisy
TMH:VII, oddziatlujac jednoczesnie z fragmentami EL:II oraz EL:III (Rys. 12.).

Trzecig cechg charakterystyczng tylko dla receptora A,a adenozynowego jest
lokalizacja wneki wystepujacej pomiedzy helisami transbtonowymi, ktéra na skutek
zmian w potozeniu helis (a szczegdlnie TMH:III) jest przesunigta w strong TMH:VI i
TMH:VII. W wyniku tego wigzany ligand ma ograniczony dostep do TMH:III oraz
TMH:V (Rys. 11.).
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W strukturze receptora Aya adenozynowego druga petla cytoplazmatyczna
przyjmuje struktur¢ drugorzedowa o-helikalng [18], wykazujac duze podobienstwo do
struktury receptora BiAR. Tyr:112 obecna w petli IL:II tworzy wigzanie wodorowe z
asparaging (Asp:3.49), bedaca czeScia dobrze zachowanego motywu E(D)RY.
Formowanie a-helisy w obszarze drugiej petli cytoplazmatycznej w strukturach
receptorow A,a adenozynowego oraz f; adrenergicznego moze $wiadczy¢ o istotnej roli
tego motywu strukturalnego w procesie aktywacji. Obydwa receptory posiadaja wysoka
aktywno$¢ podstawowa, tj. mozliwos¢ przejScia do formy aktywnej bez obecnosci
zwigzanego agonisty. W odrdznieniu od nich, rodopsyna, nie wykazujaca aktywnosci
podstawowej, oraz receptor B, adrenergiczy, posiadajacy relatywnie niska aktywnos¢

podstawowa, nie tworzg struktury a-helikalnej w obszarze drugiej petli cytoplazmatycznej
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