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1. Uvod

Pro komunikaci s okolim pouZzivaji buiiky receptory, které
se nachazeji bud na plazmatické membrané, nebo uvnitf bun-
ky. Studium mechanismu fungovani téchto receptorti je v cen-
tru pozornosti mnoha akademickych i komercnich laboratofi.
Pochopeni principti fungovdni receptorti za fyziologickych
a patofyziologickych stavi je vychozim predpokladem pro
vyvoj novych terapeutickych piistupi.

2. Typy receptorii na bunééné membrané

Receptory, jez jsou funkéni na bunééné membrané, délime
podle mechanismu rozpoznani ligandu a prenosu signdlu do
buiiky do tff hlavnich skupin. Do jedné skupiny patii receptory
s tyrozin-kindzovou aktivitou, napiiklad receptory pro riistové
faktory, insulin a dal§i vyznamné ligandy. Plazmalematické
receptory druhé skupiny jsou soucdsti kanali pro ionty, jejichz
propustnost je fizena agonisty nebo antagonisty. A¢ jsou tyto
receptory zastoupené v mnoha tkdnich, typické jsou pro buiky
vzrusivé tkdné. Mimo jiné do této skupiny proteinti patif iono-
tropni receptory pro glutamat ¢i y-aminomdselnou (GABA)
kyselinu, serotonin a mnohé dal$i neuropfenasece. Je velice
zajimavé, Ze vétSina téchto neuropienasect aktivuje i recepto-
ry sprazené s G-proteiny, které tvorfi tfeti skupinu receptord
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(v literatufe je mozné setkat se s nazvy: G-protein Coupled
Receptors, GPCR, heptahelikal receptors, serpentine recep-
tors). Pati{ sem receptory pro mnohé pisobky, aminokyseliny,
peptidy, sacharidy, lipidy, ionty ale i fotony. VétSina komerc-
né dostupnych 1éCiv pusobi pres GPCR.

3. Déleni receptori sprazenych s G-proteiny

Receptory sptazené s G-proteiny délime dle piibuznosti
primdrnich sekvenci jejich peptidovych fetézci do nékolika
rodin'. Prvni rodinu tvofi receptory pro malé ligandy, vétsinou
aminokyseliny ¢i jejich derivaty. Misto pro vazbu ligandi je
zanofené do heptahelikdlni domény, nebo je umisténo vice
extraceluldrné, a nachdzi se ¢aste¢né na heptahelikdlni domé-
né, ale ¢astecné téZ na N-termindlni ¢dsti proteinu. Do této
rodiny patfi receptory pro thrombin, u néhoz odstépeny N-
-konec slouZzi zarovei jako agonista a dal$i receptory, jejichz
ligandy jsou pfedevsim glykoproteiny (napf. luteiniza¢ni hor-
mon, folikuly stimulujici hormon a dalsi). Pro zdstupce prv-
ni rodiny je typickd sekvence D-R-Y na druhé intraceluldr-
ni kli¢ce, jez hraje roli pti aktivaci receptoru a komunikaci
s G-proteiny.

Do druhé rodiny receptorti spfazenych s G-proteiny pati{
receptory pro peptidové plisobky jako je kalcitonin, intesti-
ndlni vazoaktivni peptid a dal$i. Ligand je u té€chto receptord
opét rozlisovan ¢asti extracelularniho N-konce a N-termindln{
extracelularni ¢asti heptahelikdlni domény.

V literatufe byly publikovdny prace vénované receptorim
prvni a druhé rodiny, které popisuji nékteré molekuldrni de-
terminanty na strané receptori a G-proteind, jeZ se dcastni
prenosu signdlu z extraceluldrni ¢dsti receptort na nitrobunéc-
né signdlni kaskady.

Tteti rodina receptort spfazenych s G-proteiny, zvand téz
,Metabotropic Glutamate Receptor (mGluR) family*, je po-
mérné nova (prvni zdstupce byl vyklonovdn teprve pied dva-
ndcti lety) a je tvofena stdle se rozsifujici skupinou protei-
nd, jez jsou sekvencné piibuzné s metabotropnim glutama-
tovym receptorem. V soucasné dobé je zndmo 8 genl pro
metabotropni glutamdtové receptory, které koéduji proteiny
mGluR1- mGluRS. Dalsimi ¢leny této rodiny jsou mGluR,
Ca-senzing receptor, GABA receptor, receptor pro sladké
(sweet receptor pro disacharidy), nékteré jiné chufové (agou-
ti), feromonové a dalsi receptory. Jak jiz bylo poznamendno,

ionotropni receptory, jez patii do skupiny receptort spojenych
s iontovymi kandly. Osm znamych mGluR se ddle déli, podle
sekvencni homologie a farmakologickych vlastnosti, do tfi sku-
pin. Prvni skupinu tvofi mGIuR1 a mGIluRS5 (a jejich sesttiho-
vé varianty la, 1b, 1c, 1d, 5a, 5b), do druhé skupiny patii mGluR2
a mGluR3 a do skupiny tfeti mGluR4, mGIluR6, mGluR7
amGluR8 (a sestfihové varianty 7a, 7b, 8a, 8b). mGIuR z prv-
ni skupiny aktivuji fosfolipdzu C (PLC), receptory z druhé
a tieti skupiny jsou negativné spjaty s adenylat cykldzou (AC).

Dalsi receptory, naptiklad Frizzled a dalsi, se dnes fadi do
samostatnych rodin.
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4. Treti rodina GPCR

4.1. Struktura GABAj
a mGlu Receptori

Pro receptory patiici do tfeti rodiny GPCR je typickd
relativné velka extracelularni N-termindlni doména (okolo
120 aminokyselin), kterd obsahuje determinanty pro vazbu
piirodnich agonistl. Tato globuldrni struktura je ndsledovana
sedmi transmembralnimi hydrofobnimi tseky, spojenymi hy-
drofilnimi klickami. Heptahelikdlni doména (HD) je typicka
pro vSechny receptory spfazené s G-proteiny. Na rozdil od
receptord z prvni a druhé rodiny nehraje transmembranova
doména roli pii rozeznavani piirozenych liganda?.

K neddvnym tspéchiim farmaceutickych firem patif objev
nékterych umélych ligandt, které mohou inhibovat ¢i aktivo-
vat tyto mGlu a GABA receptory vazbou prdvé v heptaheli-
kélnich doméndch (nekompetetivni ligandy)>~". Nitrobun&ény
C-konec je u téchto proteind rtizné dlouhy. Tato ¢dst proteinu
obsahuje sekvence, které umoziuji transport receptori do
piislusnych kompartmentt bunky a téz useky, které mohou
interagovat s dalSimi proteiny. Dimerizace, tedy asociovani
proteint do jednoho receptorového komplexu, byla prokdzana
u vSech studovanych receptort teti rodiny. Jde bud o homo-
dimerizaci (napf. receptory pro glutamadt, kalcium) nebo hete-
rodimerizaci (GABAy, nékteré chufové ,,sweet receptory).

4.2. Determinanty spfazeni GABA,
a mGlu Receptord s G-proteiny

Mechanismem aktivace G-proteind se rozumi predevsim
prenos konformacnich zmén z heptahelikdlni domény recep-
torti na Go.-protein. Na tomto proteinu jsou vyvoldny zmény
relativni polohy jeho oddilii a tyto zmény jsou preneseny do
nitra proteinu na vazebné misto pro GDP/GTP. Aktivace Go-
-proteinu znamend sniZeni afinity pro GDP (guanosin-5’-di-
fosfat) a zaroven zvysen{ afinity pro GTP (guanosin-5’-trifos-
fat). Takto aktivovany Ga-protein se ndsledné oddéli od PB/y
dimeru a vSechny podjednotky pak moduluji funkéni stavy
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fady enzymti a iontovych kandld a tim reguluji tvorbu druhych
posli a moduluji dalsi signdlni soustavy.

Nejlépe zmapovanou strukturdlni determinantou Go.-pro-
teinu, kterd tvofi kontaktni plochu s receptory, je karboxylové
zakoncent, kde predevsim pét poslednich aminokyselin selek-
tivné interaguje s GPCR. Navic ¢tvrtd aminokyselina od kar-
boxylového zakonceni na Go-proteinu md stéZejni vyznam
pro rozpoznavani receptort z tieti rodiny GPCR®. Dal3i &asti
Ga-proteinu, které jsou béhem aktivace s receptorem v kon-
taktu a které determinuji jaky typ Go-proteinu bude aktivovan
kterym receptorem a do jaké miry, se nazyvaji L9 klicka
a pre-B1 sheet'®. Na trojrozmé&mém modelu G-proteinii jsou
tyto struktury rozmistény v blizkosti C-konce (obr. 1).

Na strané receptort se aktivace G-proteinti tdcastni nitro-
bun&ené klicky a to predeviim druhd a treti'!. Pro selektivitu
vici G-proteintim (tedy jaky G-protein bude aktivovidn) je
stézejni nejdelsi, druhd intraceluldrni klicka'?.

4.3. Mechanismus aktivace
receptorti 3. rodiny

Jedna z klicovych otazek tykajici se funkcnich vlastnosti
GPCR zni: Jakym zplsobem je pfendSen signdl z extraceluldr-
ni ¢dsti receptoru na vnitfni stranu bunééné membrany, kde
dochdzi k aktivaci G-proteinu? Krystalizace extraceluldrni,
agonisty vdzici ¢asti mGlu receptoru ukdzala, Ze vazba ago-
nistd zpiisobi konformacni zménu této Edsti receptoru'®. Cely
jev ptipomind sevien{ listd masozravych rostlin pfi dosednuti
hmyzu (tzv. Venus Fly Trap-like mechanism). Tato zména
zpusobi oddéleni ¢dsti, jez nasedd na heptahelikdlni doménu.
Zmeéna vzdalenosti dvou HD v ramci jednoho receptorového
dimeru je tedy aktivovany stav, kdy receptor mtize zpisobit
vyménu GTP za GDP v Go-proteinu.

V naSich studiich jsme se snaZili popsat mechanismy
fungovdni GABA, receptoru, nebot jde o velice zajimavy
protein jak z fyziologického tak z farmakologického a bio-
chemického hlediska. Tento receptor je tvofen komplexem
dvou odlisnych proteinti a mtize tak slouzit jako idedlni mo-
del dimerizace GPCR'*. Uloha obou podjednotek GB1 a GB2

Obr. 1. Potitatovy model G-proteinii. Zmapované domény, které jsou béhem aktivace v kontaktu s metabotropnimi glutamatovymi receptory.
BILA — Go-protein se svétle zelenymi aminokyselinami, kter¢ se nepodili na rozpozndvani mGlu Receptori. MODRA — extrémni C-terminus;
ORANZOVA - L9 loop (dsek mezi 04—6); CERVENA — pre B1; ZELENA - podjednotky B,y
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v receptorovém komplexu GABAj je unikdtni. Heterodime-
rizace GPCR vnasi do celé problematiky studia transduk¢énich
mechanismi GABAj receptorti zcela novy prvek a nabizi
dal$i moznosti vysvétleni nékterych funkénich vlastnosti téch-
to proteind. Heterodimerizace je popsana u fady ionotropnich
receptort, napiiklad i u GABA , receptoru, ale u metabotrop-
nich receptorii jde o jev nové studovany. Klicovd otdzka
tykajici se funk¢nich vlastnosti GPCRS zni: Jakym zplisobem
je prendSen signdl z extraceluldarniho N-konce receptoru na
vnitini stranu bunéné membrany, kde dochdzi k aktivaci
G proteinu?

Jak bylo uvedeno v ivodu této prace, v§echny determinan-
ty vazby ligandii na receptory tieti rodiny GPCR jsou obsaze-
ny v extraceluldrni N-termindlni Cdsti, kterd je kovalentné
spojend s heptahelikdln{ transmembranovou doménou, avsak
funkéné a morfologicky tvoii samostatnou doménu. Extrace-
luldrni doména GB1 podjednotky je stéZejni pro rozpozndvani
GABA ¢idalgich ligandd v¢etné komeréné dostupnych farmak
(Baklofen)'>'® K vazbg ligandii dochdzi na zaklad& stejnych
principl jako u metabotropnich glutamatovych receptord pfi
aktivaci glutamdtem. Extracelularni doména GABA recep-
toru, tedy GBI podjednotky, zméni po navazani agonisty
konformaci vazebného mista v podobé priblizeni dvou polo-
vin k sobé, podobné jako je tomu u mGlu receptort.

GB2 podjednotka obsahuje dostatek strukturdlnich deter-
minant pro sprazeni s G—proteiny”. Tento zavér jsme popsali
v publikaci, kde stéZejni roli hrdl chimericky protein, ktery ma
N-konec odpovidajici sekvenci GB1 proteinu (tedy vazebné
misto pro agonisty je zachovdno), ale heptahelikdlni doména
GB1 je zaménéna za odpovidajici sekvence z GB2. Tato

Extracelluldarni N-konec

Vazba
liganda

Heptahelikalni GB2
transmembranova
doména

Interakce

C-konec (retence GB1 v ER) s G-proteiny

Obr. 2. GABA; receptor schematicky. GABA, receptor je dimer
slozeni z podjednotek GB1 a GB2. Kazda podjednotka md unikatn{
dlohu

GBl1 GB1/2
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chimerickd GB1/GB2 podjednotka (viz obr. 2, 3a,3b) sama
o sobé neni funk¢ni. Avsak kdyz jsme tuto podjednotku testo-
vali spolu s GB2 podjednotkou, funkéni odpovédi byly pozi-
tivni, byt niz8i nez u prirozeného (wild type) receptoru. Opac-
né chiméry, u kterych byla heptahelikdlni ¢ast z GB2 vy-
nechdna a nahrazena odpovidajici sekvenci z GB1, nebyly
funk¢ni, tedy nebyly schopny aktivovat G-proteiny v nasem
systému. Z téchto pozorovdni odvozujeme, Ze je to GB2
podjednotka, jejiz nitrobunécnd ¢ast heptahelikdlni domény je
zodpovédnd za aktivaci G-proteinti. GABA ¢i jiné ligandy in-
teraguji s GB1 podjednotkou, kde navazani agonisty v N-ter-
mindlni doméné zplisobi konforma¢ni zmény vedouci k akti-
vaci vazebného mista a ndsledné i receptoru. Pfedpoklddame,
Ze interakce mezi ¢astmi GB1 a GB2 umoziuji ptenos konfor-
macnich zmén extraceluldrni ¢dsti GBI a s touto doménou
interagujici homologni domény GB2 na transmembrdnni tse-
ky GB2 podjednotky. O tloze transmembrdlni domény GB1
podjednotky se miiZzeme dohadovat. Jisté je, Ze podjednotky
GB1 a GB2 allostericky interaguji.

Dile nas zajimalo, jaky je pomér mezi poctem heptaheli-
kédlnich domén a partnerskych G-proteind. Proto jsme vytvo-
fili mutace HD u chimerického receptoru GB1/2+GB2, které
znemoznuji spfazeni danych HD s G-proteiny. Tyto mutace
jsme postupné vklddali do jedné ¢i druhé HD, a vzniklé
mutanty jsme funkéné analyzovali. Ziskané vysledky bylo
mozné interpretovat jednoznacné. V receptoru, kde jsou dvé
heptahelikdlni domény, kaZzdd sama o sob€ aktivuje G-protei-
ny. Tento poznatek vnesl nové svétlo do naseho chdpdni
akti\llglce G-proteinti dimerickymi receptory 3. rodiny GPCR
(cit.™).

5. Zavér

V nasich studiich jsme dokumentovali nékteré zakladni
strukturdlné-funkéni zdvislosti u receptort sprazenych s G-
-proteiny pro glutamdt a y-aminomadselnou kyselinu. Metabo-
tropn{ glutamdtové receptory jsme si zvolili pro nase studium
proto, Ze glutamat je hlavni excita¢ni neuropfenase¢ u obrat-
loveti, zatimco GABA je hlavni inhibi¢ni medidtor. Jedinec-
nost a dileZzitost metabotropnich receptorti v interneurondln{
komunikaci je v tom, Ze moduluji interneurondln{ signalizaci
na drovni presynaptické i postsynaptické. Moznost ovliviio-
vani pti¢in nebo nésledkl glutamdtové neurotoxicity znamend
potencidlni farmaceutické vyuziti ligandl pasobicich na tyto

c d

GB1/2x GB1/2  GB2x

= T TS

Obr. 3. Heterodimericky receptor GABA ; schematicky (a). PouZiti chimerického receptoru GB1/2+GB2 (b) a jeho bodovych mutaci (x v ¢
a d), které neumozni aktivaci G-proteinti (G) danou heptahelikdlni doménou (HD). ECD extracelularni doména, CT C-terminus. a) wild type
receptor aktivuje G-proteiny pfes GB2 podjednotku. b) chimericky receptor GB1/2+GB2 aktivuje G-proteiny obéma podjedotkami. Tento re-
ceptor je stdle schopny aktivovat G-proteiny, at 'uz je jedna nebo druhd heptahelikdlni doména mutovand tak, Ze neni kompatibilni s G-proteinovou
aktivaci ¢) a d).
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receptory. V neposledni fadé jsme se rozhodli pro studium
téchto receptort pro jejich unikatni strukturdlni vlastnosti, jez
byly zdtraznény v tvodu této price. Zajimavé pro nds bylo
i to, Zze nékteré jiné receptory z prvni a druhé rodiny byly jiz
mnohymi pracovisti zkoumdny, a tak bylo mozné srovndvat
rozdily a shodné vysledky mezi pfedeslymi studiemi a nasimi
zavéry. GABA receptor je zajimavy tim, Ze je receptorem pro
hlavni inhibi¢n{ neuropienasec. Navic je sekvencné a struktu-
rdlné pribuzny s metabotropnim glutamatovym receptorem.
Pozoruhodna struktura GABA[ receptoru, totiz heterodimeri-
zace dvou podjednotek, je dal§Sim vyznamnym dtivodem, pro¢
nds zaujal jako model studia strukturalné-funkénich vztahd
GPCR.

Nase vysledky napovidaji, Ze dosud studované receptory
z prvni a druhé rodiny aktivuji G-proteiny podobnymi mecha-
nismy jako ndmi studovani zdstupci rodiny tfeti, tfebaze ty-
to proteiny navzdjem nemusi mit Zddnou sekvencni podob-
nost. Ovsem vsechny tyto receptory maji pres naprostou od-
liSnost primdrnich sekvenci shodny znak a tim je pfitomnost
transmembrannich o-helikdlnich domén. Prvnim indikdtorem
shodnych mechanismti a principt aktivace signdlnich kaskad
bylo popsani ¢dsti G-proteind, které se dotykaji receptort pii
aktivaci. Zde je naprosto zfejmé, Ze stejné struktury jsou
rozpoznavany sekvencné odlisnymi receptory a tudiz, zZe i me-
chanismus aktivace téchto G-proteinti bude podléhat stejnym
pravidlam.

Tato prdce byla fesena s podporou grantu IGA MZCR NL
6114-3/2000
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ment of Molecular Pharmacology, Institute of Experimental
Medicine, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue): Activation of G-Proteins by Metabotropic Glutamate
Receptors and GABA; Receptors

This review summarizes new findings on family 3 G-pro-
tein coupled receptors, also called metabotropic glutamate
receptor (MGR) family, with respect to G-protein activation.
In our studies we try to map the interface, which is crucial for
G-protein activation. The interface includes intracellular loops
of MGR, the loops 2 and 3 being especially important. On the
GABAG receptor, the GB2 subunit contains enough molecular
determinants for G-protein activation. Similarly to MGR, also
here the corresponding intracellular loops are involved. On the
G-protein side, the N-terminal preB1 region, C-terminal L9
loop and the extreme C-terminus are likely to contact the
receptors in their active state.



