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A biologiai membranok jelentosége
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Receptorok a plazmamembranban —
a sejt kornyezetebdl erkezo ingerek erzekeloi
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Receptorfehérjek az emberi genomban

unclassified; 4061; 23,6%

N isomerases; 94; 0,5% extracellular matrix proteins; 72; 0,4%
receptors; 1076; 6,3%

storage proteins; 15; 0,1%

structural proteins; 280; 1,6%

surfactants; 15; 0,1%

cell junction proteins; 67; 0,4%

chaperones; 130; 0,8%

transcription factors; 2067; 12,0%
phosphatases; 230; 1,3%
membrane traffic proteins; 321; 1,9%

proteases; 476; 2,8%
/—cytoskeletal proteins; 441; 2,6%

\‘/—transporters; 1098; 6,4%

/ transmembrane receptor regulatory/
‘\ /adaptor proteins; 84; 0,5%

transferases; 1512; 8,8%

/
|

\ oxidoreductases; 550; 3,2%

lyases; 104; 0,6%

transfer/carrier proteins; 248; 1,4%
hydrolases; 454; 2,6%
defense/immunity proteins; 107; 0,6%
calcium-binding proteins; 63; 0,4%

cell adhesion molecules; 93; 0,5%
ligases; 260; 1,5%

nucleic acid binding; 1466; 8,5%

signaling molecules; 961; 5,6%
viral proteins; 7; 0,0% enzyme modulators; 857; 5,0%

A receptorok a human genom egyik legnépesebb fehérjecsaladjat alkotjak (>6%).
Megtalalhatok a plazmamembranban, a citoplazmaban és a sejtmagban.
Altalaban molekularis kapcsoléként miikddnek, aktiv konformacidjukat specifikus
ligandumuk kotddése hozza létre vagy stabilizalja.
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Receptorok a plazmamembranban —
a sejt kornyezetebdl erkezo ingerek erzekeloi
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Ligandumfuggo ioncsatornak

Preszinaptikus neuron

(axon végzddés)
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A plazmamembran ligandum-vezérelt ioncsatornai gyakran fordulnak el6 az excitabilis sejtekben. A ligandum
kotédésekor a csatorna kinyilik és az ionok a koncentraciogradiens mentén ataramlanak.

Az ioncsatorna receptorokat 3 csoportba osztjuk:

(1) Cys-hurok receptorok: pentamer szerkezetliek, minden alegységiik 4 transzmembran régiét tartalmaz (pl.
acetilkolin nikotinos receptora — Na+ csatorna; GABA-A, GABA-C, Glicin- Cl-csatorndk).

(2) Glutamat-aktivalt kation-csatornak: tetramerek, mindegyik alegység 3 transzmembran régiét tartalmaz.

(3) ATP-figgd csatorndk: harom homolég alegységbdl alinak, minden alegység két transzmembran régiot
tartalmaz (pl. P2X purinerg receptor).
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Enzimaktivitassal rendelkez6 receptorok

signal molecule in form of a dimer
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A sajat enzimaktivitdssal rendelkez6 receptorok lehetnek 1) receptor tirozin-kindzok (PDGF, inzulin, EGF,
VEGF, FGF receptorok), 2) receptor tirozin-foszfatazok (CD45), 3) receptor guanilat-ciklazok (natriuretikus
peptid receptorok), 4) receptor szerin/treonin kinazok (TGF-B receptorok), és 5) tirozin-kindz asszocidlt
receptorok (citokin receptorok, Fc receptorok). A receptor tirozin-kindzok extracelluldris ligandumkoté,
transzmembran és intracellularis kindz-doménekbdl allnak, mikodésik f6 I|épései: ligandum kotése,
dimerizacio, autofoszforilacié, majd a foszfotirozin csoportokhoz adapter- vagy effektor-fehérjék kotédése.



G-fehérjekkel kapcsolodo receptorok

A G-fehérjékkel kapcsolodd receptorok (GPCR) az els6dleges jeltovabbitod
molekulak, amelyekkel a sejtek erzekelik a kornyezetukben bekovetkezo
valtozasokat (fény, szag, iz, pH, Ca?*-ionok, hormonok, lipidek, neurotransz
mitterek, stb). Szerkezetlk alapjan heptahelikalis vagy hét transzmemran-
hélixet tartalmazd (7TM) receptorokként is hivatkoznak rajuk.

Az emberi genom (~20000-25000 gén) ~1500 nem-redundans szekvenciat
tartalmaz, amely receptorokat kédol, ezek mintegy mint fele 7TM receptor
(791). 391 7TM receptor a szaglasban vesz részt és 271 gén kodol endogén
ligandummal rendelkez6 7TM receptort. Ha figyelembe veszik a poszt-
transzlacios modositasokat, splice-variansokat és az atlagos expresszios
profiljukat, akkor a 7TM receptorok egy atlagos sejt felszinén mintegy ~30000-
40000 kulonboz6 ligandum-kombinacidira tudnak reagaini.

A sejtélettan minden lényeges folyamatat szabalyozni képesek: proliferacio,
differenciacié, apoptdézis, migracid, mozgékonysag, sejtalak, Ca?*-
homeosztazis, sejtek kozotti kommunikacio, ...



/ TM receptorok orvosi jelentOosége

A 7TM receptorokon hat a ma kaphatd gyogyszerek mintegy fele és az Uj
hatoanyagfejlesztések mintegy 60% is ezt a fehérjecsaladot célozza meg.
Ennek ellenére még mindig tobb, mint 100 7TM receptor endogén liganduma
ismeretlen (arva-receptorok). A nagy gyogyszergyarak komoly eréfeszitéseket
tesznek az arvareceptorok endogén ligandumainak azonositasara.

A legkomolyabb kihivas a racionalis hatdanyagtervezés szamara, hogy alig van
ismert térszerkezet, miutan a 7TM - és altalaban a membranreceptorok
kristalyositasa komoly technikai kihivast jelent. Az elmult években otletes Uj
technikakkal sikerilt tucatnyi 7TM receptor szerkezetét meghatarozni, de még
mindig dontd szerepe van a homoldgia modellek kidolgozasanak és kisérleti
ellenérzésének, finomitasanak, amely modelleket azutan in silico ligandum-
dokkolassal alkalmaznak a potencialisan kot6d6 vegyuletek azonositasara.

Tovabbi komplikacio, hogy a 7TM receptorok m(ikobdése lényegesen
osszetettebb, mint azt eleinte gondoltak...



7TM receptorok osztalyozasa

A-csalad - Rodopszin-szerl 7TM receptorok (legnépesebb és legdiverzebb)
B-csalad - Szekretin receptorcsalad (glukagon, GnRH, PTH, CRH receptorok)
C-csalad - Metabotrép (glutamat, GABA) receptorok

D-csalad - Gomba feromon receptorok

E-csalad - Frizzled/Smoothened, Wnt, Hedgehog

GPCR SUPERFAMILY
(791 genes)

Class A ClassB ClassC Others
(662) (15) (22) (92)

N\

Endogenous Ligand/Orphan Olfactory/Pheromone
(271) (391)



7TM receptorok szerkezeti jellemzése

G Protein-Coupled Receptors

Ectoplasm (Ligand Binding Occurs Here)
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C (G-proteins are activated here)

Typical Molecular Weight: 40 kDa

A plazmamembrant hétszer atszel6 a-helikalis koteg, valamint ebbdl kovetkezéen
harom extracellularis és harom intracellularis hurok-régid. Az N-terminalis mindig
extracellularisan, a C-terminalis mindig intracellularisan helyezkedik el. Sok 7TM
receptorban megtalalhatd egy rovid nyolcadik hélix a C-terminalis kozelében,
intracellularisan, altalaban a membranfelszinnel parhuzamos orientacioban.



/ TM receptorok ligandum-kotese
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A 7TM receptorok szerkezeti jellemzéi
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TRENDS in Erviocrinaiogy & Metabolsm

7TM hélix, ~25 hidroféb AA — szekvenciabdl hatékonyan josolhatd (pl. CCTOP,
HMMTOP)

[Hyvdropathy profile]

Konzervalt szerkezeti elemek: diszulfid-hid (92%), DRY-motivum TM3-ban,
NPxxY motivum TM7-ben.



A 7TM receptorok aktivacios mechanizmusa

(a) (b) (c)
S Sulfur atom in Cys Agonist Agonist and G protein

TRENDS in Endocrinaiogy & Metabolsm

TM3 és TM7 kozott extracellularis oldali sokotés felszakad, a TM6 és az intracellularis
hurkok nagymértékd elmozdulasa kovetkeztében TM2, TM6 és TM7 citoplazmatikus
felszinei hozzaférhet6bbé, a TM3 és TM4 felszinei pedig kevésbé hozzaférhetévé valnak.



7TM receptorok aktivaciés mechanizmusa
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A 7TM receptorok mikodése (GPCR-ciklus)

Resting (GDP-bound) State
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7TM receptorok f6bb jelatviteli lehetbsegei

Biogenic amines Amino acids and ions

Noradrenaline, Glutamate, Ca?*, Lipids

dopamine, GABA LPA, PAF, prostaglandins, leukotrienes, anandamine, S1P
5-HT, histamine, -

acetylcholine Peptides and proteins

Angiotensin, bradykinin, thrombin, bombesin, FSH, LH, TSH, endorphins
f‘“—'_—"" Others

Light, odorants, pheromones, nucleotides, opiates, cannabinoids, endorphins
jm GDP P Ion channels Biological responses

G B
13 .. 1 : _
P'3K:' PLC-B, Proliferation, differentiation,
adenylyl cyclases development, cell survival,
angiogenesis, hypertrophy,
G-protem-mdependent sl
effector molecules

<D

GTP GTP GTP GTP ;
Gene expression
Adenylyl cyclases, PLC-p, Adenylyl cyclases, RhoGEFs, Q regulation
inhibition of CAMP DAG, increaseincAMP  Rho e Q
production, Ca?*, concentration

ion channels, PKC \—_—/,
phesphodiesterases, Transcription Nucleus

phospholipases factors

TRENDS In Pharmacological Sclences

A klasszikus Ga-medialt jelatvitelben négyféle Ga-alegység kapcsolodhat a receptorokhoz: a; — inhibitdrikus,
gatolja az adenilat-ciklaz enzimet, o, — aktivalja az intracellularis CaZ*-mobilizacidt, a, —stimuldlja az adenilat-
ciklazt, és a;,/13 — aktivdlja az aktin-citoszkeletont. Ezen kivil a receptoraktivaciot kbvetéen disszocialédo PBy-
alegység (mindig heterodimer) szintén aktivdlhat célenzimeket és ioncsatornakat, illetve a receptor-arresztin
komplex is képes a heterotrimer a- illetve Py-alegységeitél figgetlenil jelatviteli folyamatok mddositasara.



7TM receptorok aktivacios és inaktivaciés mechanizmusai

Extracellular

Membrane

B-arrestin

o Ligand
® Phosphate moiety

Intracellular

Az aktivalé ligandum (agonista) kot6dése utan a heterotrimer G-fehérje kapcsoldodik a
receptorhoz, aminek kovetkeztében az alfa-alegységen a GDP-GTP csere lezajlik és az
aktivacio tovabbadddik az effektor fehérjékre. Kézben el6szor GPCR-fliggd receptor-kinazok
(GRK) a receptor C-terminalisa kozelében foszforilalva inaktivaljak a receptort, amely inaktiv
allapotot arresztin kotédése stabilizal.



7TM receptorok aktivacios és inaktivaciés mechanizmusai

B-arrestin

__ Clathrin
8 AP-2

© Dynamin
< Ubiquitin

A C-terminalisan foszforilalt receptor - B-arrestin-komplex klatrin-fligg6 endocitdzis
soran internalizalodik. A lef(iz6dott, deszenzitizalt receptort tartalmazd vezikulak
visszakertlhetnek a plazmamembranba (recirkulacié), vagy kés6i endoszomakka
alakulva, majd a lizoszomakkal fuzionalva degradacidra kerilhetnek.



A 7TM receptorok kétallapotu kapcsoldk

L(1+alA)K,)

oL p=[A]/K,L\(1+ozL)+L+1
AR = AR,

Ha [A] = 0 akkor p, = L/(1 + L), illetve ha [A] ~eo
akkor p.. = (aL)/(1 + al). Tehat a p../po= (1 + L)/(1 +
Ky oKy al) arany szerint valtozik az aktiv receptorok aranya,
ezaltal a receptor aktivacids szintje. Példaul ha
L=0.1, akkor a receptorok 9%-a lesz aktiv ligandum
nélkdl is (alapaktivitas). Egy ligandum a=5 értékkel
R < Ra az aktiv receptorok aranyat 33%-ra noveli telitési
koncentraciénal.

Az aktiv (R,) és inaktiv (R;) konformerek egyarant kétik a ligandumot (A), de
eltérd affinitassal, ezaltal a kdztlik kialakult koformaciés egyensuly eltolodik:

o > 1 — agonista, kedvez R, felszaporodasanak
a < 1 —inverz agonista, az egyensulyt Ri-felé tolja el

o = 1 — kompetitiv antagonista, az egyensuly valtozatlanul hagyasa mellett
csOkkenti a jelatvitelre rendelkezésre allé receptorok szamat



7TM receptorok — kétallapotu kapcsolok

—_ Lk Full agonist
3 .
5
a Partial agonist
L 501
3 Basal
& 4 activity Weak partial agonist
= Neutral antagonist
0 Inverse agonist

Drug concentration

TiBS
Az aktiv (R,) és inaktiv (R;) konformerek egyarant kétik a ligandumot (A), de
eltérd affinitassal, ezaltal a kdztlik kialakult koformaciés egyensuly eltolodik:
o > 1 — agonista, kedvez R, felszaporodasanak
a < 1 —inverz agonista, az egyensulyt Ri-felé tolja el

o = 1 — kompetitiv antagonista, az egyensuly valtozatlanul hagyasa mellett
csOkkenti a jelatvitelre rendelkezésre allé receptorok szamat



A 7TM recetor aktivacio terner modellje
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A receptor két konformere mellett a G-fehérje is részt vesz az aktiv komplexben!
Az 0Osszes konformert figyelembe kell venni, amelyekben a receptor aktiv
allapotban van! A ligandum természete a és y aranyatdl fugg, akar o = 1 mellett is
|étrejohet agonista hatas. Nyilvanvaldo, hogy a receptorok kulonbozo
ligandumokkal és G-fehérjékkel eltéré affinitasu komplexeket hozhatnak létre,
tehat akar ugyanaz a ligandum lehet az egyik receptoron agonista, mig a masikon
nem, illetve a receptor ligandum-figgéen eltér6 hatékonysaggal aktivalhatja a G-
fehérjét, komplex farmakoldgiai viselkedést eredményezve!



GPCR - Konformacios allapotok sokasaga?

A kilonb6z6 allapotok szama, a
modell komplexitasa bdvitheto,
de vannak olyan receptor-
aktivacios kisérletek, amelyeket
nem lehet csak diszkrét allapotok
feltételezésével megmagyarazni.
Ma ugy gondoljuk, hogy a
receptor aktiv konformere a
ligandum kotédésének hatasara is
kialakulhat kolcsénhatasuk soran.
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Konformacios szelekciod vagy indukalt illeszkedés?
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Konformacios szelekcio vagy indukalt illeszkedés?

Energy landscapes oi rhodopsin activation
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Konformacios allapotok sokasaga — angiotenzin receptor

Non-peptide Ang Il

OO0 06066

inverse agonist

Ro R R’ RH R*
Inactivated Basal Intermediate Intermediate Active
Asn111Gly mutation

Partial receptor activation

TRENDS in Pharmacological Sciences

Mind a konformacios szelekcidra, mind az indukalt-illeszkedésre talalunk példakat
(lasd el6z6 abra). Példaul az angiotenzin receptor esetén a kilonbozé ligandumok
mas-mas receptor-konformereket kotnek/stabilizalnak.




/ TM receptorok homodimerizacioja

o b

FIGURE 2. Intermolecular interactions in the receptor homodimer. The affinity of a
given ligand for its receptor (central drawing) may be decreased (a) or increased (b)
when the ligand already occupies the receptor partner (in the homodimer).
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7-TM receptorok heterodimerizacioja

).
pe 1N

FIGURE 3. Intramolecular interactions in the receptor heterodimer. The affinity of a
given ligand for its receptor (central drawing) may decrease (a) or increase (b) when the
receptor forms heterodimers and also may be decreased (c) or increased (d) when the
receptor partner (in the heterodimer) is occupied by the same (for isoreceptors) or
another ligand.




Heterodimerizacio kovetkeztében megvaltozhat
a receptor ligandumkotd képessége
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Heterodimerizacio kovetkeztében megvaltozhat a

receptor Ga alegység-szelektivitasa
a

D,R DR

A. Cyclase
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/TM receptorok
alloszterikusan is
szabalyozodnak

(a)

(b)

PAM — pozitiv allosztérikus modulator
NAM — negativ allosztérikus modulator

(c)
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A 7TM receptorok farmakologiai jellemzéit
komplex kdlcsonhatas-rendszerik hatarozza meg
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Az els6 7TM kristalyszerkezet:
sotet-adaptalt, inaktiv rodopszin

sotétben tartva

P4, Rhodopsin Crystal P3, Rhodopsin Crystal

a kristalyokat megvilagitva szétesnek!



Sok inaktiv 7TM szerkezet ismert mar, de az aktiv

konformer kristalyositasa a nagy szerkezeti
dinamika miatt problémas...

(a)

b |"_Q\ L
a \ - g / Uy
~al )\ 247
‘ L. ’ R O
Fab5 light chain\ =
B2AR-T4L

B2AR-Fab5

Figure 1. Structures of the B,AR. (a) Wild-type B,AR in complex with Fabb. (b)
Engineered p;AR-T4-lysozyme fusion protein.TM, transmembrane segment; ICL2,

second intracellular loop. Fab5 and T4 lysozyme serve similar functions in these
two crystal structures. They both stabilize interactions between TM5 and TM6, and

provide additional polar surface area for crystal lattice contacts.
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kristalyok — stabilizalni kell egy nativ
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B2AR es G, komplex szerkezeti modellje




