Chem. Listy 770, 900-908 (2016)

Referat

NOVE POHLEDY NA UCINKY G PROTEINU SPOJENEHO S RECEPTOREM,
VYZNAM PRI HLEDANI NOVYCH LECIV

Veénovano prof. MUDr. Tomasi Zimovi, DrSc., k jeho 50. narozenindm

VERA KLENEROVA a S1xXTUS HYNIE

Univerzita Karlova v Praze, 1. LF UK ULBLD, Albertov 4,
128 00 Praha 2
vera.klenerova@LF |.cuni.cz

Doslo 8.9.16, ptijato 24.10.16.

Klic¢ova slova: signalizace, G protein, receptor spfazeny
s G proteinem, biased ligandy, arrestin, struktura recepto-
rt, objev novych 1é¢iv

Obsah

Uvod

Pfenos signalu na molekularni a buné¢né Girovni

2.1. Hypotéza druhého mesengeru

2.2. Objev G proteinu

2.3. G protein

2.4. Molekulové piepinace a konformace G proteinu
3. Receptory sptazené s G proteiny (GPCR)

Zaméteni vyzkumu GPCR

4.1. Pfinos vyzkumu R. J. Lefkowitze a B. K. Kobilky
4.2. Funkce ligandd a GPCR

5. Receptorové adaptacni mechanismy

5.1 Desensitizace

5.2. Arrestin

5.3. Vazebna mista na receptoru a funkce ligand

—_—

6. Nové technologie studia receptort
6.1. Izolace a purifikace GPCR
6.2. Konformacni zmény GPCR
6.3. Krystalografie a dalsi fyzikalni metody
6.4. Modelovani prostorové struktury GPCR
6.5. Hledani optimalnich kandidatd na 1éciva
7. Zavér
1. Uvod

Mezioborovy vyzkum posledniho obdobi se vyznacu-
je pozoruhodnymi poznatky o mezibunéné komunikaci.
Sofistikovana komunikacni sit umoznuje udrzeni ho-
meostazy organismu s vyuzitim chemickych mesengert.
Objev G regulacnich proteind nastartoval rozsahly vyzkum
receptorll spfazenych s regulaénimi mechanismy. Pro sna-
781 prezentaci novéjsich informaci struéné shrnujeme né-
které ze zakladnich udaji o transdukcnich pochodech. Na
regulaci bunéénych funkci se podili extracelularni signalni
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molekuly, jako jsou hormony, neurotransmitery a jiné pu-
sobky, a také informace zprostfedkované smysly, zrakem,
¢ichem a chuti. Pusobeni téchto tzv. prvnich posld na re-
ceptory lokalizované v plazmatické membrané vede
k tvorbé druhych posld, po stimulaci efektorového enzy-
mu, s naslednou aktivaci pfislusnych proteinkinas a fosfo-
rylaci proteinti zapojenych v bunééném metabolismu'.
Vyznamnymi posly jsou 3',5'-cyklicky AMP (cAMP); 3',5'-
cyklicky GMP (cGMP); 1,2-diacylglycerol (DAG); inositol
1,4,5-trisfosfat (IP;); fosfoinositidy a vapenaté ionty. Za-
kladni typy pfenosu signalli jsou dnes jiz uvadény
v b&znych udebnicich fyziologie’, chemie a biochemie®*,
neurobiologie’ i farmakologie®’.

Samostatnou kapitolu tvoii procesy regulujici dostup-
nost a funk¢nost receptorli a vyznam ligandl. Velkym
pfinosem byly také objevy novych signalnich molekul,
které reguluji bunécné funkce na urovni piepisu genetické
informace. Odkazujeme na ceské prehledové clanky se
soubornym zpracovanim daného tématu®'*.

V nasem prehledu se zaméfujeme predevsSim na po-
znatky, které se tykaji nové objevenych funkei receptort
sprazenych (,,coupled”) s G regula¢nimi proteiny (GPCR)
s moznosti jejich potencidlniho vyuziti, a na vysledky od-
halujici podrobnou strukturu téchto receptorti. Umisténi
vazebnych mist pro ligandy na GPCR ¢ini z téchto mist

pochopitelné cile pro terapeutické zasahy®'>.
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2. Pienos signalu na molekuldrni a bunééné
urovni

Hormony, neurotransmitery a dalsi latky, napt. 1éCiva,
toxiny aj., jsou nositeli signélu, ktery je pfedavéan na cilové
bunky. Na zakladé téchto poznatkii bylo formulovano
mnoho hypotéz o pfi¢indch a vzniku fady onemocnéni.
U téchto onemocnéni je zdlraznovana biologicka podstata,
avSak k ziskani terapeutickych prostiedkll je nutnd znalost
mechanizmu ptenosu signalu, pfedev§im tlohy signalnich
molekul, tzv. ligandii. Mechanizmus ¢inku ligandd zavisi
na jejich rozpustnosti v polarnim nebo nepolarnim prostie-
di a dle toho je délime na hydrofilni a lipofilni. Lipofilni
ligandy pronikaji do nitra buniky, kde aktivuji cytoplazma-
tické nebo jaderné receptory. Jejich ucinky jsou dlouhodo-
bé v dusledku stimulace transkripce a nasledné tvorby
funk¢nich proteind.

U receptorti spfazenych s G proteiny pusobi prede-
v§im hydrofilni ligandy, které zustavaji extracelularné,
nebot’ cytoplazmatickd membrana je pro né€ nepropustna.
Pro jejich ucinek je v plazmatické membran¢ nutna pri-
tomnost specifickych receptorti a podle typu ovliviiované-
ho receptor-efektorového systému dochézi ke kaskadovité
aktivaci ptislusnych nitrobunéénych enzymovych systému.
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Teprve nedavné studie ukazaly, ze aktivace G proteinu
umoziuje zprostiedkovani efektu nejen druhymi posly
plsobicimi v cytoplazmé, ale i mechanizmy, které vyuzi-
vaji prepis genetické informace v jadie®. V nasem piehledu
se zamétujeme predevSim na vysledky, které se tykaji no-
vé objevenych funkci GPCR, tj. sptrazeni efektoru
sreceptorem pomoci G regulacniho proteinu a jejich
ovlivnéni riznymi typy ligandu.

2.1. Hypotéza druhého mesengeru

Prelomem v poznani regulacnich mechanismi byl
objev E. W. Sutherlanda, ktery pfi svych vyzkumech tyka-
jicich se mechanizmu ucinku adrenalinu objevil tlohu
cAMP jako druhého posla hormonélnich ucinkt. Tento
objev, ocenény Nobelovou cenou za medicinu a fyziologii
pro rok 1971 (cit."*"%), viz piehled'’, mél a dosud mé velky
prakticky vyznam pro vSechny teoretické i klinické medi-
cinské obory. Objev cAMP zahijil intenzivni vyzkum
a nasledujici objevy tykajici se transdukcnich pochodu,
z nichZ mnohé byly také ocenény Nobelovou cenou, daly
Sutherlandovi plné za pravdu. Objevy tykajici se zpro-
sttedkovani u¢inku druhych posla prostrednictvim fosfory-
lace nitrobun&énych proteini'® byly ocenény Nobelovou
cenou pro Paula Greengarda v r. 2000. Vyznamné novéjsi
poznatky se tykaji pfedev§im receptorii spfazenych s G
regula¢nimi proteiny (GPCR). Tento komplex se zda byt
hlavnim mistem zasahu nejen klasickych agonistii a anta-
gonistd prislusnych receptord, ale také novodobych latek
s alosterickymi uc¢inky na receptorech nebo latek, jejichZ
ucinnost (,,efficacy) spociva v ovlivnéni nekterych jinych
pochodi, které nesouvisi bezprosttedné s aktivaci recepto-
ru, tzv. adaptacnich zmén receptorit (viz nize). Této per-
spektivni oblasti, ktera umozni pfipravu novych typu latek,
je v soucasnosti vénovana mimotadna pozornost.

2.2. Objev G proteinu

Za objev a popsani funkce G proteinu obdrzeli v roce
1994 Alfred G. Gilman'’ a Martin Rodbell® Nobelovu
cenu za fyziologii a medicinu (viz cit.'®). Gilman a Rod-
bell se plivodné snazili vysvétlit mechanismus stimulace
bun¢k adrenalinem. Zjistili, Ze piislusné nitrobunécné en-
zymové systémy, jako napi. adenylylcyklasa, nejsou akti-
vovany  receptorem  piimo, ale  prostfednictvim
G proteinu'™.

Z tady objevnych studii o existenci a tiloze G proteinu
jsou i prace ceského védce Sixta Hynieho o Gcinku guani-
novych nukleotidii a cholera toxinu®'. Cholera toxin vyvo-
lal dlouhodobé zvyseni aktivity adenylylcyklasy zpisobe-
nou perzistentni aktivaci G proteinu, aniz by ovliviioval
aktivitu fosfodiesterasy. Vysoké hladiny cAMP nastarto-
valy kaskadu reakci vedouci ke klinické manifestaci cho-
lery*>. T. W. Rall*® popsal tento objev S. Hynicho nasle-
dovné: ,, During the past decate several important clues
have been unearthed which have led to marked advances
in our understanding of the mechanisms involved in the
regulation of adenylate cyclase activities by hormones.
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Vazba hormonu na receptorvyvola
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@';%.

’,

ﬁ c
Gy
KomplexGB . Gsol / G,

Gso. aktivuje
adenylyleyklasu

G r‘—G L
nemGze aktivovat \ ey
adenylylcyklasu l + \ T, f

(GDP] GTP

&/ P Cholera toxin (ADP-
Blok hydrolyzy GTP ribosylace)

Nicotinamid

ADP-ribose

%—

{\
|

Perzistentni aktivace adenylylcyklasy

Obr. 1. Utinek cholera toxinu na aktivaci adenylylcyklasy. Za
normalniho stavu je GTP v aktivnim komplexu Gu-GTP rychle
hydrolyzovan (modra Sipka) a diky tomu je aktivace adeny-
lylcyklasy a vzestup cAMP pouze pii piisobeni hormonu ¢i jiného
ligandu. V pfitom-nosti cholera toxinu (Cervenad Sipka) je Gy,
irreverzibiln€ modifikovan pfitomnosti ADP-ribosylu, coz brani
hydrolyze GTP a puisobi permanentni aktivaci adenylylcyklasy.
Obrazek je pievzat z ucebnice Molecular Cell Biology*, kterou
pln¢ doporucujeme pro velmi prehledny a srozumitelny text

Two of the most significant findings, the stimulatory effect
of guanyl nucleotides® or cholera toxin® on adenylate
cyclase activity, were reported within a few months of
each other. These observations developed into more or
less independent lines of investigation which recently have
converged dramatically“.

Na obr. 1 je demonstrovan permanentni u¢inek chole-
ra toxinu na aktivitu adenylylcyklasy, vedouci k 100nasob-
nému i vicenasobnému zvyseni hladiny cAMP v cytozolu.
Studie s bakterialnimi toxiny znacné pftispély k pochopeni
funkci riznych G proteinti a tyto informace byly klicové
nejen pro pochopeni mechanizmu signalizace, ale také pro
objeveni novych ligandii ovliviiujicich tento mechanismus.

2.3. Slozeni a funkce G protein

Regula¢ni G proteiny maji funkci transduceru a jsou
slozeny ze tii podjednotek alfa, beta a gama, podle snizuji-
ci se molekularni hmotnosti, a vytvareji heterotrimér.
Komplex beta-gama je funkéné shodny u vétsiny G protei-
ni, zatimco odliSnosti v alfa podjednotce urcuji typ a funk-
ci G proteinu. DéEli se podle aminové sekvence G, do 4 tiid
(alfa stimula¢ni, inhibi¢ni/o, Gq/;; a Gyy/i3). VSechny a
podjednotky maji schopnost vazat GTP a po navazani na
efektor maji GTPasovou aktivitu. Na obr. 2 jsou znazorné-
ny podjednotky G proteinu, alfa (G,) s navazanym GDP
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Membranovy GPCR a vliv regulatoru G-proteinové signalizace
(RGS) na urychleni rozkladu GTP.
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Obr. 2. Cyklus aktivace G proteinii a moZnost jeho ovlivnéni regulatory G proteinové signalizace (RGS). Na schématu je demon-
strovana dvoji aktivace G proteiny: o podjednotky jsou klasickymi signaly aktivace enzymovych efektoru (signal pro efekt 1), zatimco B/
v podjednotky jsou signaly jen nékolika malo efektort, jako jsou napf. iontové kanaly (signal pro efekt 2). Na schématu jsou uvedeny
regulatory G proteinové signalizace (RGS), které vazbou na Ga-GTP urychluji rozklad GTP a tim urychluji ukonéeni aktivniho stavu G

proteinu. Pievzato z prace’

a beta a gama (Gg,), které jsou tésné€ spojeny. Jakmile do-
jde k vazbé GTP na a podjednotku, komplex G,-GTP se
oddé€luje od Gg,. Podjednotka G, s navazanym GTP akti-
vuje efektorové proteiny, dokud nedojde k hydrolyze na-
vazaného GTP na GDP. G, podjednotka je sama GTPasou,
a je tak schopna katalyzovat vlastni inaktivaci. Po hydroly-
ze GTP se inaktivovand G, opét asociuje s Gg, a vznikly
heterotrimér ma za nasledek ukonceni aktivace receptor-
efektorového komplexu.

Podle zastoupeni G podjednotek, lze G proteiny roz-
délit na dve skupiny, na velké heterotrimerické G proteiny
tvotené podjednotkami o, 3, y a druhou skupinu tzv. ma-
Iych G proteini, kterd je tvofena pouze o podjednotkou
apatii do rodiny Ras malych GTPas**. Malé¢ GTPasy va-
zou podobné jako heterotrimerické G proteiny GDP
a GTP, a jsou také zodpoveédné za pienos signalu. Do této
tiidy patii regulacni proteiny z péti rodin, Ras, Rho, Rab,
Ran a ArfSar, blize piehled™. Na rozdil od heterotrimeric-
kych G proteind existuji jako monomery a funguji jako
samostatnd G, podjednotka, na kterou je navazané GDP.
Diskrepance v rychlosti zastaveni biologického pochodu,
ktery byl stimulovan aktivovanou Gos a in vitro vyssi
rychlosti rozkladu GTP na navazané a podjednotce, vedly
k objevu regulatorti G proteinové signalizace, které vazbou
na G-GTP urychluji rozklad GTP*.

2.4. Molekulové ptepinace a konformace G proteinu

Podle tradi¢niho receptorového modelu se receptory
nachazeji ve dvou stavech, aktivnim (R*) s vysokou afini-
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tou a inaktivnim (R) stavu s nizkou afinitou ke G proteinu.
Vazba ligandu na receptor méni rovnovahu mezi obéma
stavy tak, Ze ji posouva smérem k R* stavu. Z toho vyply-
vajici biologicka odpovéd’ se oznacuje jako ucinnost ligan-
du, tzv. ,ligand efficacy” a pouziva se k popisu ucinku
ligandii na funkéni vlastnosti receptoru’’. Schopnost ligan-
du vyvolat méfitelnou funkéni zménu se oznacuje jako
potence. Aktivita receptort mize byt bud’ zvysena, nebo
snizena, v zavislosti na typu ligandu, a vazba ligandu je
reverzibilni. Vazba agonisty na receptor vyvola konfor-
macni zménu, kterd je prvnim krokem ke vzniku vysledné
odpovédi. Protein s navazanym GTP ma jinou konformaci
a jiné vlastnosti nez protein s navazanym GDP. Vazbou
GTP se konformace proteinu méni v aktivni, tj. ,,zapnuto®,
vazbou GDP v konformaci inaktivni, tj. ,,vypnuto®. Pfe-
chod konformace proteinu z jeho inaktivni formy na aktiv-
ni je doprovazen prekondnim urcité energetické bariéry.
Hydrolyza GTP je ireverzibilni, a tak cyklus probiha pouze
jednim smérem®®. Pfepinani mezi t&mito stavy je zpro-

sttedkovano proteinem GEF (,,guanine nucleotide-
exchange factor”), ktery katalyzuje disociaci GDP
z G proteinu; k vazbé GTP pak dochazi samovolné

v disledku jeho vyssi koncentrace v cytoplasmé. Rychlost
hydrolyzy GTP zavisi mimo jiné na aktivité proteinu GAP,
,»GTPase-accelerating protein®, ktery mize také reagovat
na extracelularni signaly®.
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3. Receptory spiraZzené s G proteiny (GPCR)

V dal$im vyzkumu nasledovaly studie o G proteinech
a jeho receptorech. V lidském genomu bylo nedavno odha-
leno vice nez 800 GPCR receptord, které odpovidaji na
Siroké spektrum chemickych entit, od fotond, protond
a kalciovych iontli, malych organickych molekul (véetné
odorantli a neurotransmitert) az k peptidim a glykoprotei-
ndm.

GPCR je transmembranovy protein tvoreny sedmi
doménami prochazejicimi plazmatickou membranou,
oznacovany také jako 7TM (viz obr. 3). Tyto tseky pepti-
dového fetdzce®, tzv. a-helixy (3roubovice) jsou Eislovany
TM I-VII od N-konce. N-konec receptoru je lokalizovan
na vnéjsi strané membrany spolu se tfemi extrabunéénymi
smyckami, které slouzi jako vazebnd mista pro ligandy. Na
introbunééné stran¢ tfi  smycky umoziuji  spolu
s karboxylovym C-koncem receptoru vazbu o podjednotky
G proteinu®'. Piirozené, tzv. ortosterické ligandy, se vazi
v oblasti mezi sedmi transmembranovymi helixy recepto-
rové molekuly s nejvyraznéjsi zménou na pozici TMVI,
nebo na peptidu N-konce nebo konecné na receptorové
struktufe pripojené k N-konci. Na zaklad¢ podobnosti sek-
venci konfigurace helixi TMVII mohou byt tyto lidské
GPCR receptory rozdéleny do 5. rodin, s nejvétsim poctem
Rhodopsin GPCR (klasifikace GRAFS viz cit.”®). U &asti

Ligandy Malé molekuly
doran amino-kyseliny, aminy, nukleotidy,
: . nuklecsidy, prostaglandiny, peptidy...
=

Peptidy a proteiny

TSH, LH, F5H, Interleuicin

y N Efektory
Receptor < enzymy
[ g g kanaly
“— 14 -

-I. . ‘
r
. ‘l

\
Intracelularni
mesengery

Obr. 3. Schéma obecné topologie receptoru sprazeného s G
proteinem. GPCR je tvofen sedmi transmembranovymi doména-
mi (I-VII), které pii prichodu membranou tvofi tii extracelularni
smycky (e, €y, €3 a tii intracelularni smycky (i, i, i3). Heterotri-
merické G proteiny jsou tvofeny tfemi podjednotkami a, B, 7,
které jsou vzdy spojeny za fyziologickych podminek. Alfa pod-
jednotka na jedné strané a By na strané druhé jsou kovalentné
vazany na lipidy, umoziujici jejich spojeni s membranou. Na
obrazku je demonstrovana diverzita ligandi GPCR. Upraveno se
svolenim J. Bockaerta z publikace G protein coupled receptors,
Encyclopedia of Life Sciences, 2001 (cit.**)
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GPCR nejsou doposud znamy ptirozené endogenni ligan-
dy aijejich fyziologicka funkce je neznama. Tyto recepto-
ry jsou oznaCovany jako orphan GPCRs, tzv. sirotéi
GPCR. Sirot¢i receptory jsou stiedem zdjmu jako slibna
skupina cili pro farmaceuticky pramysl (blize viz revue®).
Byly identifikovany efektory pro GPCR, které jsou neza-
vislé na G proteinech, coz zcela méni staré nazory na tento
zpisob prenosu signalu heterotrimernimi G proteiny (viz
cit. ™).

Receptory sprazené s G proteiny a i samotné G protei-
ny hraji dilezitou ulohu nejen pfi zajisténi transdukce za
fyziologickych podminek jako univerzalni chemické sen-
zory, ale také u celé fady poruch a nemoci. Jsou cilem vice
nez poloviny modernich 1€kil. Je proto pfirozené, ze vy-
zkum tlohy receptorti sprazenych s G proteinem pokraco-
val v fad¢ laboratofi smérem k dalSimu terapeutickému
vyuziti G proteint™.

4. Zaméreni vyzkumu GPCR
4.1. Ptinos R. J. Lefkowitze a B. K. Kobilky

Vyznacnych uspéchi ve vyzkumu struktury a dyna-
miky zmén GPCR s moZznosti dalSiho vyuziti ziskanych
vysledkl v biomediciné dosahli pracovni skupiny americ-
kych védcti Roberta J. Lefkowitze a Briana K. Kobilky.
Jejich dlouhodoba prace byla ocenéna v r. 2012 Nobelo-
vou cenou za chemii s ndzvem ,A brief history of
G-protein coupled receptors”. Prednesli dvé Nobelovy
prednasky: R. J. Lefkowitz ,,4 brief history of G-protein
coupled receptors® a B. K. Kobilka ,,The Structural Basis
of G Protein Coupled Receptor Signaling“. Uplny text
obou ptednasek je zvefejnén na internetu pod heslem No-
bel lecture — Nobelova cena za chemii 2012 a je publiko-
van v plném znéni (viz***’ s bohatym souborem citaci).
Oba ve svych prednaskach shrnuli, ze GPCR maji daleko
Sirsi signalni repertoar a jsou klicovymi molekulami pro
dalsi vyzkum novych latek a jejich vyuziti jako 1éCiv.
~Poznatky o GPCR jsou tak nejvétsim prinosem pro lid-
stvo* (prevzato z Informace pro vetejnost o Nobelové cené
za chemii 2012 Kralovské svédské akademie véd).

4.2. Funkce ligandii a GPCR

V pribéhu dlouholetého vyzkumu prof. Lefkowitze
a prof. Kobilky doslo ke zmén¢ nahledu na funkce ligandi
a G protein receptorii. Dfive se pfedpokladalo, ze ligand
navazany na GPCR receptor vyvold jednu definovanou
ucinnost, kdezto vyzkum prokazal, Ze ligand miZze mit
ucinnosti vice. Agonisté maji ve skute¢nosti mnohonasob-
ny efekt v z4vislosti na specificit€¢ G proteind a na vyuZziti
konkrétni signalni cesty’®. GPCR mohou aktivovat
G protein i v nepfitomnosti agonistl a vyvolat tzv. konsti-
tutivni aktivitu, vysvétlovanou schopnosti receptoru pie-
chéazet mezi jednotlivymi stupni konformace od inaktivni
az do aktivni konformace (viz prehled®®). Kromé obsazeni
mist pro agonisty a antagonisty miize kazda latka mit mno-
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ho dalSich ucinkd, které ovlivni alostericka mista, vazbu
na efektory, mista ovliviiujici trafficking receptori a dalsi
funkce. Testovani Sir§iho spektra u¢innosti mize napomo-
ci zjisténi skrytych terapeutickych aktivit. Klasicka farma-
kodynamika neptedpokladala takovou rozmanitost a slozi-
tost uc¢inku agonistti, dnes oznacované jako funk¢ni selek-
tivita. Funkéni selektivita je v literatufe také oznacovana
jako ,,agonist trafficking®, ,,biased agonism®, ,biased sig-
nalling®, ,,ligand bias* a ,,differential engagement*.

Navzdory dobie probadané signalizaci prostfednic-
tvim GPCR ziistdval mechanizmus plsobeni nékterych
ligandi ovliviiyjicich tyto receptory nejasny. Ptirozené
a syntetické ligandy lze rozdé€lit podle jejich G¢innosti na
nékolik skupin, na plné agonisty schopné vyvolat maxi-
malni stimulaci receptoru; partialni agonisty, které nejsou
schopné vyvolat maximalni aktivitu ani v satura¢nich kon-
centracich; neutrdlni antagonisty bez uUcinku na bazélni
signalni aktivitu, ale svou vazbou k receptoru branici dal-
§im ligandim navazani na receptor; inverzni agonisty,
které snizuji hladinu bazalni a konstitutivni aktivity recep-
tor bez navazaného ligandu. Piehledova publikace'
a z tohoto prehledu citovana tabulka I uvadi n€které defini-
ce vazebnych mist a ligandi, které je ovliviiuji. Vyznam
alosterickych mist pro dal$i vyzkum terapeuticky vyuZitel-
nych ligandu je uveden v kapitole 5.3.

V minulosti byly popsany rozdily v afinité¢ a potenci
mezi stereoisomery, napt. u adrenergnich receptortt (AR),
kde (—)-stereoisomery maji vySsi afinitu a aktivuji recepto-
ry s vyssi potenci nez (+)-stereoisomery. Soucasny vy-
zkum v8§ak usiluje o objasnéni mechanizmu vazby riznych
typt ligandi na GPCR receptory a objasnéni struktury
téchto vazebnych mist. UrCeni struktury bylo dlouhou
dobu obtizné, nebot’ nebyly k dispozici metody umoziujici

Tabulka I

Receptorova mista obsazovana agonisty''. Piehled vztahu
ortosterického a alosterického mista vysvétluje ucinek
agonisty na receptor

Ortosterické misto — Klasické receptorové misto obsazované
endogennim agonistou (ortostericky agonista), ktery stimu-
luje piisludnou signalni cestu a mize byt inhibovan kompe-
titivné plsobicimi antagonisty obsazujicimi stejny receptor
jako endogenni ligand.

Alosterické misto — Vazebné misto, které je odlisné od orto-
sterického vazebného mista na receptoru. Pravé alosterické
vazebné misto se nepiekryva s ortosterickym vazebnym
mistem.

Alostericky agonista — Agonista stimulujici receptor obsazenim
alosterického mista.

Alostericky modulator — Ligand, ktery vazbou na alosterické
misto zvySuje nebo snizuje Géinek ortosterického ligandu
(agonisty nebo antagonisty). Latka tohoto typu nema sama
o sobé zadny ucinek, ale zvySuje nebo snizuje afinitu nebo
ucinnost ortosterického ligandu.

Ago-alostericky modulator — Je to alostericky modulator, ktery
vétsinou pii vyssich koncentracich ma sam o sobé také ago-
nistické ac¢inky:.
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ziskat vét§i mnozstvi stabilniho proteinu nutného k jejimu
uréeni. Prvni krystalickd struktura nativniho GPCR byla
ur&ena u rhodopsinu v r. 2000 (cit.*").

5. Receptorové adaptacni mechanizmy

V poslednich letech bylo odhaleno mnoho dalsich
regulacnich pochodid tykajicich se GPCR, které se sou-
hrnné oznacuji jako receptorové adaptacni mechanizmy ¢i
procesy’. Vzhledem k tomu, e jde o zménu citlivosti
receptord k ligandim nebo zménu jejich poctu v membra-
né, oznacuji se tyto zmény jako ,trafficking®, tj. pfesun,
uziva se i vyraz doprava receptorti’ (obr. 3). Uvadime
vysvétleni nékterych prvotnich Gdajl, pfedevsim pochodu
spojenych s desensitizaci nebo naopak hypersenzitivitou
receptort. Kobilka s Lefkowitzem vénovali tomuto vyzku-
mu velkou pozornost a jako zaklad zvolili studium adre-
nergnich receptorQ (citace 1ze najit v Nobelovych prednas-
kach obou autort).

5.1. Desensitizace

Opakované vystaveni receptord agonistim ma za
nasledek desensitizaci sniZzenim citlivosti receptoru k na-
slednému ptisobeni agonistdl, snizenim aktivity studova-
nych receptor-efektorovych komplext a nizsi afinitou 14-
tek k receptorim®”. Dochazi tak k preruseni spojeni aktivo-
vaného receptoru s pfislusSnym G proteinem pfi kovalentni
modifikaci receptoru zptsobené fosforylaci. Tato tzv. ho-
mologni desensitizace receptoru s navazanym specifickym
ligandem je spojena s fosforylaci proteinkinasami pro
GPCR (G protein coupled-receptor kinase, GRK) a vytvo-
fenim vazebného mista pro B-arrestin. Proteinkinasy A i C
fosforyluji také receptory, které nejsou aktivované agonis-
tou, a tato fosforylace nezavisla na agonistovi vede k tzv.
heterologni desensitizaci.

5.2. Arrestin

Pii studiu mechanizmu G¢inku desensitizace u 3 adre-
nergniho receptoru a jeho fosforylace  adrenergni recep-
tor kinasou byl objeven protein, ktery zeslabi az zabrani
navazani G proteinu na aktivovany receptor, odtud jeho
nazev P-arrestin®; fosforylace puisobi kovalentni modifi-
kaci receptoru a vede k preruseni aktivovaného receptoru
s G proteinem. Beta-arrestin se vyskytuje pfirozené ve
fosforylovaném stavu a po aktivaci receptoru agonistou je
defosforylovan a vaze se k receptoru. Beta-arrestin hraje
vedle prvotni ulohy vySe popsané desensitizace také vy-
znamnou ulohu pfi internalizaci receptort, kdy mohou byt
receptory spolu s navdzanymi agonisty pieneseny do nitra
buiiky. Zde mohou byt obé komponenty rozlozeny nebo po
jejich rozpojeni mize byt receptorova molekula opét umis-
téna v membrané. Piehled téchto pochodid je uveden na
obr. 4. Vyznacnou funkci mé B-arrestin v pfenosu signalu
v ruznych typech bunécné signalizace vcetné funkce
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Obr. 4. Pohyb receptorii po pisobeni agonisty na GPCR re-
ceptor’. GPCR jsou dynamické systémy a podet a dostupnost
receptortl na plasmatické membrané je regulovan nejen vlastnost-
mi receptort, ale i zménou poctu receptort, regulaci jejich synté-
zy a degradace (viz prehled®)

B-arrestinu v jadie, kde dokaze ptimo regulovat transkripci
gend. Spousténi signalnich cest zavislych na G proteinu
nebo na B-arrestinu se vyuziva ve vyzkumu novych latek
s terapeutickymi ucinky (viz dale).

O tloze fosforylace receptortt -adrenergni kinasou
nebo proteinkinasou A a C pfi receptorové desensitizaci
(homologni nebo heterologni) a Gicasti B-arrestinu pfi inter-
nalizaci receptorti pojednavaji stovky praci a desitky pre-
hledd, v této publikaci jsme se zaméfili pfedevSim na uve-
deni dat Lefkowitze a Kobilky.

5.3. Vazebna mista na receptoru a funkce ligandi

Strukturni charakteristika receptoru je zésadni pro
dalsi vyzkum terapeuticky vyuzitelnych ligandd. Jak bylo
uvedeno vySe, klasické endogenni ligandy se vaZzi na re-
ceptoru na ortosterické vazebni misto, avSak vyzkum
v posledni dobé prokéazal existenci i dalSich vazebnych
mist oznacovanych jako alosterickd. Navazani ligand na
alosterické vazebné misto miize mit samostatny efekt nebo
muze modulovat aktivitu ortosterického receptoru ovlivné-
ného piislusnym ligandem (viz pfehled“). Je mozné rozli-
Sovat alosterické agonisty, které ovliviiuji aktivitu recepto-
ru bez pfitomnosti ortosterického ligandu, a alosterické
modulatory, které méni aktivitu receptoru jen v pfitomnos-
ti ortosterického ligandu. Objev alosterické modulace
GPCR ma velky vyznam jak pro zakladni vyzkum, tak pro
syntézu novych terapeuticky pouzitelnych latek, tzv. us-
mérnovacich, syn. upfednostiujicich, ,,biased” ligandu,
které po navazani na GPCR dokazi spoustét pouze jednu
uritou aktivitu receptoru a pfislusnou bunécnou signali-
zaci. Stejna latka mize fungovat jako antagonista pro jed-
nu signalni cestu zatimco pro druhou signalni cestu jako
agonista. Biased ligandy selektivné spusti urcité signély,
pfi¢emz zabrani, nebo dokonce inaktivuji dalsi signaly
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zprostfedkované stejnym receptorem. To zvySuje funkéni
specificitu, coZ je zdkladem pro terapeutické vyuZiti t€chto
usmériiovacich ligandi*’. Pro vyvoj novych 1&&iv je vyuzi-
van predevS§im B-arrestin ajeho schopnost regulovat sig-
nalni drahy s jeho prvotni funkci, ktera spociva v zeslabeni
bunééného signalu prendseného prostiednictvim GPCR™.
Biofarmaceuticka firma Trevena se zabyva objevy a vyvo-
jem biased ligandl a ve svych materidlech na webovych
strankach http//www.trevena.com je uvedena tada infor-
maci o klasickych ucincich agonisti a antagonistli na
G protein a beta arrestin, s uvedenim signalnich specific-
kych ucinki biased ligandl, s vyuZitim terapeutického
potencialu a potlacenim nezadoucich ucinkt. Znalost pies-
né podoby vazby ligandu snizuje nezadouci ucinky léku.
Pravé diky nezadoucim U¢inkiim je z vyvoje vyfazovéana
vétSina latek se slibnymi lécebnymi G¢inky.

6. Nové technologie studia receptori

S vyvojem novych technologii doslo k narustu infor-
maci o receptorech. Byl to pravé Lefkowitz, ktery zavedl
jiz v 80. letech fadu novych metod, napt.vazebné studie
s radioligandy, kde studoval B-adrenergni receptor’ a na-
sledné i a-adrenergni receptor*®. Popsal receptorové subty-
py a zahjil tak novou etapu vyzkumu, vedouci az k na-
slednému objevu regulacnich G proteind. Zakladnim mé-
fitkem UCinnosti agonisty stimulovat adenylylcyklasu je
jeho schopnost fidit interakci GPCR k vytvofeni t¥icleného
komplexu. Tyto néalezy byly prvnim pifimym dikazem
alosterickych interakci receptoru sagonisty a efektor
G proteiny. Prispéli tak k objasnéni konformacnich zmén
vyvolanych agonisty. Beta adrenergni receptory (B AR)
byly idedlnim modelem diky rozsdhlym informacim
o struktufe ziskanym pokusy s jejich mutaci a diky bohaté
dostupnosti komercénich ligandi pro tento receptor.

6.1. Izolace a purifikace GPCR

Velmi  dilezitou aplikaci  vazebnych technik
sruznymi typy ligandi byla izolace a purifikace AR
a potvrzeni funkcnosti jednotlivych komponent po jejich
fuzi, se zachovalou schopnosti stimulovat adenylylcyklasu
a syntézu cAMP. Klicem tohoto Gispéchu byl vyvoj novych
nosicl u afinitni chromatografie vyuzivajicich specifické
interakce pro izolaci vysoce purifikovanych jednotlivych
AR¥. Lefkowitz se spolupracovniky identifikoval a izolo-
val 9 AR a prokazal sedmi-transmembranové usporadani
receptorové molekuly. Spolu s Kobilkou urcili vzajemnou
souvislost mezi dvéma zakladnimi funkcemi vazby ligan-
du aaktivaci G proteinu a sedmi-transmembranovym
uspotradanim receptorové molekuly. Na obr. 5 je priklad
struktury nejlépe prostudovaného G protein sprazeného
receptoru, B,AR.

Nasledovalo obdobi klonovani GPCR v fadé mnoha
laboratoti, B. Kobilka vsak byl prvni, kdo klonoval
v GPCR sekvence vazajici ligand, mista pro fosforylaci
lokalizovana na cytoplazmatickych doménach a sekvence
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Obr. 5. Struktura B, adrenergniho receptoru ($,AR) navazané-
ho na alfa podjednotku G proteinu (Gas), uréend metodou krysta-
lografie. Pfevzato z databaze Protein Data Bank PDB3SN6
(informace o databazi jsou uvedeny nize®)

pro glykosylaci na amino konci. Pomoci dalSich technik,
fizené mutageneze a syntéze chimér potvrdil, Ze extracelu-
larni smycky receptoru jsou zodpovédné za specificitu
vazby ligandu, zatimco Cast receptoru v cytoplazmé je
zodpovédnd za urCeni specificity sprazeni G proteinu.
Protokol exprese a purifikace dostate¢ného mnozstvi 3 AR
pro 5E)iofyzikailni studie publikoval Kobilka jiz vr. 1995
(cit.™).

6.2. Konformacni zmény GPCR

Z dalsich metod k urceni charakterizace 3 AR byla
spektroskopie v kombinaci s biochemickymi metodami,
pomoci kterych monitorovali zmény po vazbé a aktivaci
agonistt v riiznych stadiich konformacnich zmén. Demon-
strovali, ze GPCR funguje jako ,rheostat”, slouzici ke
kontinuité konformaci s relativné uzce rozlozenou energii.
Tyto biofyzikalni metody prokézaly, Ze chemickd interak-
ce mezi ligandem a receptorem stabilizuje ligand specific-
kou konformaci nebo vede k souboru konformaci, které
piisobi na specifickou signalizaci a regulacni proteiny”'.
Diky praci obou védcl mohou autofi 1ékii vytvaret slouce-
niny, které se dokazi na tyto receptory presn¢ navazat
a ovlivnit ¢innost bunck.

V roce 2005 rozpracoval Kobilka se spolupracovniky
z ruznych pracovist (University of Stanford, Michigan,
Wisconsin, Free University of Brussels, Trinity College
Dublin a dal$i) vyzkum strukturnich zmén vyvolanych
interakci mezi B, AR a jeho G proteinem (Gs podjednot-
kou). V roce 2011 uvefejnil B. Kobilka se spolupracovni-
ky v casopise Nature snimky, které ukazuji, jak receptor
pfijimd signdl od molekuly adrenalinu zvenci buniky
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a predava ho bilkoving uvniti buiiky®>**. Podle Nobelovy
komise byla tato studie vyvrcholenim dlouholeté prace,
ktera zcela zménila nas pohled na komunikaci mezi bunka-
mi, kde pravé sprdvnd podoba molekuly je zasadni.
V téchto publikacich jsou uvedeny studie struktur GPCR
uréenych prevazné metodami rentgenové strukturni analy-
zy a paralelni studie biologické a biochemické charakteri-
zace.

6.3. Krystalografie a dalsi fyzikalni metody

Po urceni struktury B, AR nésledovaly rozsahlé stu-
die dalSich receptori spfazenych s G proteinem a studie
urCujici, jak jsou receptorové signalizacni komplexy
v bunce kompartmentalizovany, a jak vyvolavaji lokalni
ucinky. Samostatnou kapitolou pro ureni struktury je
krystalizace sledovaného proteinu. Hlavnim problémem
pfi  krystalizaci GPCR je strukturdlni flexibilita
a nestabilita receptorti po zpracovani preparatd, ptisobenim
detergentu a extrakci z lipidovych membran. Klicova pro
uspésnou krystalizaci je purifikace a homogenita vzorku
proteinu. Soucasné studie v této oblasti jsou tak rozsahlé,
ze nelze zaradit dostupné tidaje do jednoho vseobjimajici-
kace, v které uvadime pouze prehled metod zabyvajicich
se studiem struktur.

V soucasnosti se struktura receptoru nejcastéji stano-
vuje rentgenovou strukturni analyzou, syn. rentgenovou
krystalografii (X-ray crystallography), ddle nukle4rni mag-
netickou rezonanci (NMR) a kryoelektronovou mikrosko-
pii (cryo-EM). Pti krystalografii jsou rentgenové paprsky
rozptylovany na elektronech atomi a tvofi difrakéni obra-
zec a mapu elektronové hustoty, pfedevsim u krystali ri-
gidnich proteind. Umoznuje urcit strukturu molekul resp.
atomil v krystalové miizce (blize prehled®). Nuklearni
magnetickou rezonanci lze urcit atomova jadra, jejich kon-
formaci u menSich molekul a vzdalenosti mezi blizkymi
atomy. M¢&fi strukturu i v roztoku, a proto je vhodna i pro
analyzu flexibilnich proteinti. Cryo-EM studuje vzorky
pri kryogennich teplotich ve zmrazeném a hydratovaném
stavu ve form¢ tenkého filmu na mfiZce a poskytuje obraz
celkového vzhledu molekuly. Piehledovy &lanek™ popisuje
fadu struktur GPCR ziskanych krystalografii a dal§imi
metodami, vcetné¢ fady obrazkl. Vysledky strukturnich
analyz se v soucasnosti standardné ukladaji do souboru
,»Crystalographic Information File“, blizsi tidaje jsou uve-
deny na internetu’. Proteinova krystalografie se uplatiiuje
pfi hledani novych 1éCiv a uréeni racionalniho designu
1é¢iv. Pokud nebyla vySe popsanymi postupy urcena pro-
storova struktura dané latky a nelze ji dohledat na internetu
ve voln¢ dostupnych databazich (viz nizZe), je mozné ji
vypocitat postupem zvanym modelovani.

6.4. Modelovani prostorové struktury GPCR
Modelovéni spoc¢iva v odhadu nezndmé cilové struktu-

ry na zaklad¢€ vzorové struktury. Porovnava se sekvencni
homologie aminokyselin; a ¢im je vyssi sekvencni identita,
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tim pfesnéjsi je model. Vzorové struktury lze najit v data-
bazi struktur velkého mnozstvi latek, nejcastéji je pouziva-
na voln€ dostupnd databaze s pravidelnou aktualizaci Pro-
tein Data Bank (PDB)*. Do PDB vkladaji data pracovnici
nejen z oblasti krystalové rentgenové analyzy, ale
i kryoelektronové mikroskopie, nuklearni magnetické re-
zonance, teoretického modelovani aj.

Do soucasnosti bylo vytvoreno také velké mnozstvi
strukturnich databézi derivatl ligandi ve 3D reprezentaci
pfipravenych pro dalsi virtudlni zpracovani metodou
doking™. Ta spogiva v hledani takového uspofadani analo-
gu ligandu se vzorovou stukturou, které vykazuje nejvhod-
néjsi orientaci obou molekul pro jejich vzajemnou interak-
ci. Cilem je nalezeni spravné polohy ligandu uvniti recep-
toru, vybrani vhodnych a nevhodnych ligandl z databaze,
tj. optimalizace molekul ligandu pro veétsi selektivitu
a afinitu k receptoru.

6.5. Hledani optimalnich kandidatt na 1éciva

K hledéani optimalnich kandidati na nova léciva slou-
zi finanéné nenarofné pocitaCové modelové studie 3D
struktur. Vyuzivaji metody molekularniho dokingu a virtu-
alniho screeningu, které vytvareji rozsadhlé objemy dat.
Hlavnim cilem dokovani je urcit v databazi latek ty mole-
kuly, které spolu mohou interagovat, a umoznuji tak pfi-
pravu dat pro vypocet a interpretaci vypoctenych dat. Vir-
tudlni  screening  vyuZivd  pocitatové  programy
k predpovédi vazebnych afinit liganda k cilovému recepto-
ru® a je alternativou tzv. vysoko-pritoéného screeningu
(hight troughput screening)®' vyuzivajiciho experimentalni
chemické a biologické metody. Na internetu je mozné
dohledat velké mnozstvi databazi nizko-molekularnich
latek navrzenych na potencialni 1é¢iva. Zakladem je prede-
vS§im vylou€eni struktur, u nichz existuje pouze miziva
pravdépodobnost interakce s piisluSnym receptorem, tj.
filtrovani téchto dat pomoci virtualniho screeningu. Popsa-
nym zplisobem lze vyznamné snizit pocet syntetizovanych
latek navrhovanych jako nova potencialni 1éCiva.

Velmi perspektivnimi metodami pfi vyzkumu novych
1é¢iv jsou metody molekulového modelovani tzv. Compu-
ter Aided Drug Design (CADD) nebo castéji pouzivany
vyraz 3D-QSAR (quantitative structure-activity relation-
ship)®, tj. vytvoreni prostorového (3D) modelu cilového
receptoru na Urovni atomd a funkénich skupin. Pouzivaji
se rutinné ve vyvoji novych analogi ligandii a hledani
optimalnich kandidati na 1éciva, kde virtualni screening
umoziuje vybeér nejvhodnéjsich kandidat pro dalsi scree-
ning s men$im mnozstvim ligandi a dals$i screening pro
jesté nizsi pocet atd. az k jednomu ligandu. Nova Iéciva
vznikaji pomoci tzv. ,,in silico drug designu®, coz znamena
navrh 1é¢iv pomoci pocitacovych programi metodami
popsanymi vyse. Pro modelovani je k dispozici fada poci-
taCovych programi, coZ je vSak mimo dosah tohoto pie-
hledu.
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7. Zavér

Zavérem lze shrnout, Ze nové poznatky o regulaci
signalizace G proteiny a s nimi spfazenymi receptory, tzv.
,»G protein coupled receptors®, umoznily syntézu novych
agonistl a antagonistt GPCR, z nichz fada ma terapeutic-
ké vyuziti. G receptory tak predstavuji nejvétsi skupinu
cilovych mist v soucasné dob¢ terapeuticky pouzivanych
latek. Podrobna analyza struktury GPCR umoznila auto-
ram 1é&iv>? vytvatet latky s vy3si specificitou uginku a se
snizenymi nezadoucimi Géinky.

Prdce byla realizovana za podpory Grantové agentu-
ry Univerzity Karlovy PRVOUK/25/LF1/2 a SVV 260257.
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