Receptory sprzezone z bialkiem G

Szczegolnie istotng rola metod teoretycznych w badaniach dotyczacych biatek
transbtonowych takich jak receptory GPCR jest dostarczanie wstepnego modelu biatka (najczesciej
homologicznego) podczas rozwigzywania jego struktury na podstawie danych pochodzacych z
krystalografii rentgenowskiej i kriomikroskopii elektronowej (Hendrickson et al. Nat Struct Mol
Biol 2016). W drugim przypadku dokladne odczytanie danych strukturalnych odzwierciedlonych na
zdjeciu mikroskopowym wymaga zbudowania startowej konformacji biatka, ktoéra nastepnie jest
optymalizowana na podstawie tych danych (Cheng et al. Cell 2015). Podobne podejscie jest od
wielu lat stosowane w krystalografii rentgenowskiej, w ktorej do mapy gestosci elektronowej
atomow dopasowywany jest model biatka (Rossmann et al. Acta Cryst 1962). Réznice w stosunku
do biatek globularnych polegaja na stworzeniu podczas eksperymentu szczeg6lnego, niepolarnego
sSrodowiska imitujgcego btone komorkowa, np. za pomocg miceli (Palczewski et al. Science 2000)
lub nanodyskow lipidowych (Denisov et al. Nat Struct Mol Biol 2016). W przypadku badania
metodami krystalografii bialek blonowych podczas ich dzialania, np. w konformacji aktywnej w
przypadku receptorow GPCR, konieczne jest dodatkowo ustabilizowanie danego stanu
konformacyjnego biatka. Stato sie to mozliwe w ostatnich latach dzieki odkryciu stabilizujacych
receptor nanoczastek (rekombinowanych antygenow) (Manglik et al. Annu Rev Pharmacol Toxicol
2017). Brian Kobilka wraz ze wspélpracownikami ze Stanéw Zjednoczonych i Europy w roku 2011
po raz pierwszy otrzymat strukture krystaliczng receptora GPCR (f2-adrenergicznego) w
konformacji aktywnej w oddziatywaniu z biatkiem G (Rassmussen et al. Nature 2011), dopiero po
11 latach od rozwigzania pierwszej struktury receptora GPCR (rodopsyny) (Palczewski et al.
Science 2000) oraz jej dimerow (Fotiadis et al. Nature 2003) przez Krzysztofa Palczewskiego i
wspotpracownikéw  (Stawomira Filipka). Inne rozwigzanie zastosowane dla receptora
adenozynowego A2A zostalo zaproponowane przez Heptares Therapeutics i polega na
termostabilizacji stanu aktywnego receptora GPCR przez mutacje punktowe (technologia StaR®)
(Robertson et al. Neuropharmacology 2011). Ostatnio opublikowana struktura aktywnego receptora
GPCR (kalcytoninowego CT-R z podrodziny receptoréw sekretynowych) o rozdzielczosci 3.3 A
zostala otrzymana metoda kriomikroskopii elektronowej przy zastosowaniu szczegélnej metody
rejestrowania danych umozliwiajacej otrzymanie struktury o wysokiej rozdzielczosci (ptytka
fazowa WVolta) (Liang et al. Nature 2018). O trudnosciach eksperymentalnych dotyczacych
stabilizacji stanu aktywnego receptoréw GPCR $wiadczy fakt, ze cze$¢ dotychczas rozwigzanych
struktur krystalicznych reprezentuje konformacje tylko stanu posredniego, czyli nie w pehni

aktywnego, pomimo zwigzania caltkowitego lub czesciowego agonisty (Warne et al. Nature 2011).
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Tabela 1. Mikroprzetlaczniki aminokwasowe receptoréw GPCR z klasy A.

Etap Mikroprzelaczniki i odpowiadajace im Indukowana globalna zmiana konformacyjna
aktywacji' motywy sekwencyjne receptora
1 Mikroprzetacznik - zamek 3-7 Zerwanie polaczenia miedzy helisa IIT a VII
(ang. 3-7 lock switch) poprzedzone zerwaniem mostku solnego miedzy
Glu3.28 (Asp3.32), Lys7.43 (Tyr7.43) Lys7.43 a zasadq Schiffa tworzong przez retinal
i Glu3.28.
2 Mikroprzelacznik transmisji (poprzednia Helisa VI przesuwa sie w strone helisy V i ulega
nazwa: dzwigniowy [H4]) niewielkiej rotacji, a nastepnie jej cze$¢
(ang. transmission switch) cytoplazmatyczna ulega odchyleniu.
Trp6.48, P5.50, P6.50
CwxP (helisa VI)
3 Mikroprzelacznik dZzwigniowy Przegrupowanie w cytoplazmatycznym korncu
(ang. toggle switch) helisy VII poprzedzone rotacja grupy bocznej
Tyr7.53 tyrozyny w celu reorganizacji sieci wigzan
nPxxy (helisa VII) wodorowych wewnatrz receptora
umozliwiajacych w nastepstwie oddziatywanie z
biatkiem G.
4 Mikroprzelacznik - zamek jonowy Zerwanie mostku solnego argininy i kwasu
(ang. ionic lock switch) glutaminowego, po ktérym nastepuje zblizenie helisy
Glu3.49/Arg3.50 — Glu6.30/Thr6.34 III zVoraz VIz V.
(d/e)Ry (helisa III)

'Kolejno$¢ etapéw aktywacji receptoréw klasy A uszeregowana wg Wescott et al. PNAS 2016, od zmian
konformacyjnych w obrebie czeSci zewnatrzkomérkowej po zwigzaniu ligandu, przez $rodek receptora, konczac na

czesci cytoplazmatycznej oddziatujacej z biatkiem G.

Struktura krystaliczna receptoréow kannabinoidowych CB 1 i CB 2 ukazala sie dopiero w
roku 2016 (konformacja nieaktywna CB1) i 2017 (aktywna CB1) (Hua et al. Nature 2017) oraz w
2019 (nieaktywna CB2) (Li et al. Cell 2019), cho¢ juz wyniki badan eksperymentalnych z poczatku
wieku Swiadczyty o istnieniu szczegdlnego mikroprzelacznika aminokwasowego (McAllister et al.
J Med Chem 2003). Zmiana konformacyjna takich mikroprzelacznikow aminokwasowych w
receptorach GPCR jest uwazana za poczatek ich lokalnych zmian konformacyjnych powodujacych
w kolejnych etapach globalne zmiany konformacyjne prowadzace do w pehi funkcjonalnych w
oddzialywaniu z biatkiem G konformacji tych receptorow. Mikroprzetlaczniki aminokwasowe sa
czesciag zachowywanych w ewolucji motywow sekwencyjnych, a ich zmiana potozenia, np. wskutek
oddzialywania z agonista, powoduje obnizenie energii wewnetrznej biatka i w rezultacie
zwiekszenie populacji stanow aktywnych receptora (Manglik et al. Annu Rev Pharmacol Toxicol

2017).
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