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1. Uvod

Allosterickd modulace receptoru nebo regulacnich
bilkovin vyplyva z vazby allosterickych modulatori na
misté (,,regulaéni misto*) odlisném od vazebného mista
pro endogenni ligand (,,aktivni misto*), ¢imz dochazi
k zesileni nebo oslabeni ucinkd endogenniho ligandu. Za
normalnich okolnosti vazba allosterického moduldtoru
zpusobi konformacni zménu v receptoru molekuly, coz ma
za nasledek zménu vazebné afinity ligandu k receptoru.
Timto zpusobem allostericky ligand moduluje aktivaci
receptoru jeho primdrnim (orthosterickym) ligandem
amuze tak byt pfirovnan k regulatoru elektrického napéti
v elektrickém obvodu, ktery zesiluje intenzitu reakce. Jako
koncept byl allosterismus navrzen a rozpracovan pred vice
jak 60 lety Monodem a spol. z divodu, aby byl poskytnut
ramec pro interpretaci experimentalnich studii zabyvaji-
cich se regulacemi funkci proteini'?. Konkrétné byl ter-
min allostericka inhibice pouzit také Monodem a Jakobem
sympoziu zamé&feném na bunééné reguladni mechanismy’.
V piehledovém ¢&lanku Peracchiho aspol.” o zkoumani
a vyuzivani konceptu allosterie autofi uvedli, ze allosterie
se tyka proteint, které obsahuji alespon dvé vazebna mista
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pro dva ligandy. Zaroven vSak bylo poukazano na to, Ze
pritomnost dvou vazebnych mist a dvou ligandii nemusi
nutné znamenat, ze se jedna o allostericky protein, protoze
vazba ligandu na jednom misté nemusi mit vliv na vazbu
ligandu na druhém misté. Kromé toho si autofi polozili
zajimavou otazku, zda je pro protein ,,vyhodné* vazat dva
ligandy bez vnitini komunikace? Odpovéd’ byla pozitivni,
jak je vysvétleno nize na nékolika ptikladech z oblasti
allosterie a mechanismu t¢inku lé¢iv. V podstaté, navazani
ligandu na allosterické misto, které ovlivni funkci vzdale-
ného aktivniho mista, vyuziva flexibilitu bilkovin a moz-
nost obnoveni ptivodniho rozlozeni energie proteint. Jak
monomerni, tak oligomerni proteiny mohou byt allosteric-
ké. Zatimco bylo v poslednich desetiletich analyzovano
chovani allosterickych systémii v mnoha studiich, nyni
jsou neustale vyvijeny obecné teoretické modely za tce-
lem interpretace experimentalnich vysledkd.

Allosterie je aktualné povazovana za zakladni mecha-
nismus regulace ve vSech organismech, ktery fidi rizné
procesy jako napft. regulaci metabolismu, funkci receptoru,
transport ligandu a motilitu buné€k. V pozadi tohoto proce-
su stoji zfejmé evolucni tlaky, které uptednostiuji a for-
muji rozvoj allosterickych znakl ve specifickych makro-
molekularnich systémech. Posledné zminiovana charakte-
ristika je vzhledem k béznému vyskytu allosterie vyuzivana
pro vyvoj a design novych 1&Civ, ktera se vazi na allostericka
mista a vedou tak k nabyti nebo ztraté funkce cilové struktury.
Tyto latky jsou nyni znamy jako allostericka 1éCiva.

V soucasné dob¢ je také ziejmé, jak dulezity je biolo-
gicky vyskyt allosterické regulace zalozené na vnitini fle-
xibilité bilkovin, ktera vysvétluje, pro¢ je allosterie stale
vice vyuzivana pro 1é¢ebné ucely a pro¢ vznikl obor allos-
terickych 1é¢iv vyhledavajici nové terapeutické moleku-
ly**%. Allostericka 1é&iva jsou ve skute¢nosti molekuly
vyvinuté za UCelem aktivace nebo inhibice proteinu, jak
bylo ostatng podrobné popsano riznymi autory>’. Tato
1é¢iva zaméfena na allostericka vazebna mista (allostericka
l1é¢iva) mohou oproti neallostetrickym proteinovym modu-
latorim vykazovat vyhody, jakymi jsou vyssi selektivita
a niz8i vyskyt nezaddoucich ucinkd. Tyto pozitivni u¢inky
rickd mista jsou vétSinou umisténa distdln€ od aktivniho
mista v nekonzervovanych oblastech enzymu. Proto pfi
konstrukci novych 1€kl zacilenych na tyto oblasti je ro-
zumné predpokladat, ze ptiprava allosterickych modulato-
ri bude vykazovat selektivnéjsi profil.

Tento prehledny referat se nezabyva problematikou
allosterickych proteini, které jiz byly popsany vysoce
specializovanymi odborniky v oblasti chemie a biologie
bilkovin, ale spiSe se pokusi nastinit n¢které slibné aspekty
allosterie ve vyvoji 1€kt s nazornymi piiklady, které de-
monstruji terapeuticky potencial tohoto aktualniho tématu.
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2. Priklady 1éciv s allosterickym piisobenim

2.1. Ptiklady 1é¢iv ovliviiujicich GABA,
receptorovy komplex

Klasickym ptikladem je GABA, receptorovy protei-
novy komplex, jehoz aktivnim mistem je vazebné misto
pro neurotransmiter y-aminomaselnou kyselinu (GABA).
GABA interaguje s iontovymi kandly spfazenymi s ligan-
dem diky vazbé na GABA, receptor (GABAA-R) a zvysu-
je tak influx chloridovych iontfl do cytoplasmy nervovych
bun€k, coz vede k hyperpolarizaci membran neuronti
a k prohloubeni postsynaptického inhibi¢niho potencialu.
GABA, receptorovy komplex obsahuje také nckolik riiz-
nych allosterickych vazebnych mist, ktera upravuji aktivitu
receptoru nepfimo. Tato allosterickd regulacni mista jsou
cilem pro pusobeni fady 1¢éki, véetné benzodiazepind, ne-
benzodiazepinovych hypnotik, barbituratdi, ethanolu, neu-
roaktivnich steroidl, inhalacnich anestetik, pikrotoxinu
a dal$ich. Ruzné latky mohou pisobit jako agonisté nebo
antagonisté na neurotransmiterovém receptorovém misté
nebo na modulac¢nich mistech (napf. na benzodiazepino-
vém receptoru) sdruzenych s receptorem pro GABA. N¢-
které z téchto latek se mohou vazat na jednom nebo také
na vice odlisSnych mistech iontového kanalu. Mechanis-
mus, jakym ,,jontové modulatory* (napf. alkohol a celkova
anestetika) usnadiuji otevirani tohoto iontového kanalu,
neni pfesn¢ zndm; mohou mit vliv jak na vazebna mista
pro ligand, tak na dal3i vazebna mista kanalu® (obr. 1).

GABA, receptor je soucasti GABA, receptorového
komplexu, jehoz hetero-oligomerni pentamericka struktura
je produktem exprese genové rodiny nesouci informace
pro 19 homolognich podjednotek. GABA, receptorovy
komplex je nejcastéji vytvaren kombinaci podjednotek o,
B a y. Zastoupeni jednotlivych isoforem téchto podjedno-
tek vykazuje regionalni heterogenitu (napt. vyskyt v odlis-
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nych ¢astech CNS), ktera souvisi s rozdilnymi fyziologic-
kymi ucinky. Jak bylo zminéno vyse, rizné allosterické
ligandy mohou modulovat GABAergni odpovéd vazbou
na odliSnych mistech GABA, receptorového komplexu.
Nejlépe popsanym allosterickym vazebnym mistem na
GABA, receptorovém komplexu je misto pro benzodiaze-
piny (BZ), které se nachazi na rozhrani podjednotek o a .
BZ se bézn¢ terapeuticky vyuZzivaji pro svoje u€inky anxi-
olytické, antikonvulzivni, myorelaxaéni a hypnotické.
Siroké spektrum farmakologickych uginkt klasickych BZ
je zprostfedkovano selektivni aktivaci rdznych podtypt
benzodiazepinového receptoru (BZR). Alfa 1 podjednotka
BZR zprosttedkovava sedaci, alfa 2 a alfa 3 podjednotky
anxiolyzu a myorelaxaci, a alfa 5 podjednotka zhorSeni
kognitivnich funkci. Je velmi dobfe znamo, ze tGzkostné
poruchy jsou spojeny se zménami v GABAergni neuro-
transmisi. Proto jsou na zakladé soucasnych znalosti
o rozmanitosti rodiny GABA, receptorového komplexu
vyuzivany ruzné pristupy za ucelem vyvinout nové 1éky
zamétené na GABAA-R / BZR komplex se selektivnim
anxiolytickym a oddélenym sedativné-hypnotickym piso-
benim. Ctenafe, ktefi maji zajem ziskat vice aktualnich
poznatkd o roli GABAA-R / BZR komplexu pfi tGzkost-
nych poruchéach s novymi pohledy na molekularni biologii
receptorového komplexu a o vyznamu tohoto cile pii vy-
voji novych 1é¢iv proti uzkosti, odkazujeme na posledni
prehled Trincavelliho a spol.’. Ten svédéi o tom, do jaké
miry mize vyzkum allosterickych cilt GABA, receptoro-
vé rodiny vést k vyvoji selektivnéjSich 1é€iv s lepSim bez-
pecnostnim profilem.

2.2. Allosterické modulatory receptoru pro kalcium

V prubéhu poslednich nékolika let byl popsan fadou
autortl vyznamny klinicky piinos allosterické modulace
receptoru snimajiciho kalcium (,,calcium sensing recep-
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Obr. 1. Hypoteticky model hlavnich vazebnych mist pro latky piisobici na GABA, receptorovém komplexu®
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tor, CaR)'"". CaR patii do t¥idy/rodiny C membrano-
vych receptorll sprazenymi s G-proteiny (GPCR). CaR je
aktivovan fyziologickymi hladinami Ca*" (a Mg”") a pozi-
tivné modulovan fadou proteinogenickych L-c-amino-
kyselin. Nedavno bylo vyvinuto nékolik syntetickych all-
osterickych modulatort, které pasobi bud’ jako pozitivni
modulatory (nazyvané kalcimimetika) nebo jako negativni
modulatory (nazyvané kalcilytika). Tyto modulatory neak-
tivuji bézné se vyskytujici (,,wild*“) typ CaR piimo, ale
spise zapricinuji posun kiivky zavislosti i¢inku na koncen-
traci bud’ doleva, nebo doprava tzn., Ze zvySuji, resp. sni-
zuji, citlivost tohoto receptoru na extracelularni koncentra-
ci Ca*™'.

Stejné jako ostatni ¢lenové C rodiny GPCR, ma i CaR
tfi molekuldrni domény: 1. extracelularni amino-terminalni
doménu, 2. hydrofobni transmembranovou doménu skla-
dajici se ze 7 podjednotek a 3. cytosolickou C-terminalni
doménu, ktera zprostiedkovava intracelularni signalizaci.
Ackoliv se endogenni ligandy tohoto receptoru, tedy Ca’",
Mg®*" a L-a-aminokyseliny, vdZou na amino-terminalni
doménu, vétsina, pokud ne vSechny, z doposud publikova-
nych syntetickych modulator se vazi na transmembrano-
vou doménu. Nejvyznamnéjsi fyziologickou funkei CaR je
udrzeni extracelularni hladiny Ca?* ve velmi t&sném roz-
mezi ovlivnénim sekrece parathormonu (PTH). Vliv na
sekreci kalcitoninu z C-bunék §titné z1azy a pfimy Gcinek
na ledvinné tubuly rovnéz pfispivaji ke kontrole extracelu-
larnich hladin Ca**. Tato kontrola nad plazmatickymi hla-
dinami PTH a Ca®" je &astetn& ztracena u pacientii trpi-
cich primarni nebo sekundéarni hyperparatyre6zou. Per-
spektivy vyuziti CaR jako 1é¢ebného cile byly zduraznény
schvalenim kalcimimetika (cinakalcetu) pravé pro 1écbu
nékterych forem primarni a sekundarni hyperparatyreozy.
Cinakalcet je prvni klinicky podévany allostericky modu-
lator pasobici na GPCR, a tak tato latka predstavuje vy-
znamny doklad o koncepci budouciho vyvoje allosteric-
kych modulatori cilené zamétenych na dalsi GPCR. Ne-
gativni allosterické modulatory CaR, zndmé jako kalcilyti-
ka, mohou zvysit vylucovani PTH a jsou testovany jako
potenciondlni kostni anabolika pfi 1é¢bé vékem podminéné
osteopordzy. Soucasny stav vyvoje a klinického vyuziti
fady pozitivnich a negativnich modulatorti CaR byly pre-
zentovany v praci Warda a spol.’>. Kromé toho také kli-
nické mutace CaR a transgenni mysi nesouci tkanove spe-
cifické delece CaR prispély k pochopeni relativniho funk¢-
niho vyznamu CaR v kalciotropnich tkénich.

Nedavné studie navic naznacuji, Ze allosterické mo-
dulatory nejen ze méni funkce CaR lokalizovaného na
cytoplazmatické membrang, ale Ze také reguluji stabilitu
CaR lokalizovaného na endoplazmatickém retikulu. Pred-
poklada se, Ze allostericka 1é¢iva puisobi na nékolika bu-
néénych organelach a maji tak pod kontrolou relativni
zastoupeni a tedy i funkci receptorii, a ze hydrofobicita
téchto latek muaZze ovlivnit pomérné pfispéni plazmatické
membréany a intraceluldrnich organel k vyskytu a signali-
zaci CaR (cit."*'). Dokonce i imunohistochemické
a funk¢éni studie CaR na déloznim hladkém svalu potkant
implikuji velky potencial vyuziti cilenych allosterickych
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léciv jako terapeutickych prostfedkill. Bylo totiZ zjiSténo,
ze CaR jsou exprimovany v hladké svaloviné délohy
potkanti a Ze jejich ligandy zprostfedkovavaji silnou rela-
xaci podélné orientovanych déloznich svazki. Farmakolo-
gickd vyuzitelnost téchto zjiSténi vSak neni v soucasné
dobé jasna'>.

Vyznamnd souvislost mezi 1é¢bou cinakalcetem
a zpomalenim ubytku mineralni kostni denzity byla proka-
zana u pacientll se sekundarni hyperparatyre6zou, coz opét
nazna&uje klinicky piinos této skupiny latek'®. Objev kal-
cimimetik s rozdilnymi G¢inky na sekreci PTH a kalcitoni-
nu byl popsan Henleyem a spol.'”. Posledng uvedeni autofi
vyvinuli kalcimimetikum novéjsi generace, u kterého sta-
novili molekularné-farmakologické vlastnosti pomoci mo-
delu allosterické modulace / agonismu, dale zméfili ucinky
této latky na sérové hladiny PTH, ionizovaného Ca®"
a kalcitoninu u nefrektomovanych potkant a nakonec zjis-
tili, Ze tato nova molekula G¢inn¢ snizuje hladinu PTH bez
propagace sekrece kalcitoninu nebo hypokalcémie. Autofi
tak podali dikaz, ze kalcimimetika se zvySenou ucinnosti
mohou byt pouzita ke snizeni PTH bez produkce vyznam-
né hypokalcémie, protoze prah pro inhibici sekrece PTH je
mnohem niZsi, nez je prahova hodnota pro sekreci kalcito-
ninu.

2.3. Allosterické aktivatory sirtuinu 1: resveratrol
a ptibuzné latky

Farmakologické strategie vyuzivajici allosterické
mechanismy k modulaci sirtuinii latkami o malé molekule
dosahuji stale vétsiho pokroku v oblasti lidského vyzkumu
pii snaze nalézt potencialni klinické uplatnéni'®. Znaéna
kapacita vyuziti v riznych 1ékafskych oborech je pfisuzo-
véana piirozené se vyskytujicim cytoprotektivnim latkdm,
jako je resveratrol (trans-3,4’,5-trihydroxystilben), a dal-
Sim pifibuznym latkdm pfirodniho (napt. kvercetin) nebo
syntetického (napf. SRT1720) ptivodu s podobnymi mole-
kularnimi mechanismy piisobeni a fyziologickymi uc€inky.
Resveratrol byl nedavno charakterizovan mimo jiné jako
aktivator sirtuinu 1 nebo-li SIRT1 (,,silent information
regulator T1), ktery zvySuje fosforylaci AMP-aktivované
protein kinasy (AMPK) a snizuje biomarkery oxidativniho
poskozeni v priubéhu starnuti za laboratornich podminek.
SIRT1 jako NAD’-dependentni proteinova deacetylasa
také katalyzuje odstranéni acetylové skupiny z N° atomu
aminokyseliny lysinu. Vyznamna je pfedevSim deacetyla-
ce histont sirtuinem 1 vedouci k epigenetické represi
a umlceni (,,silencing®) genové transkripce.

Zpravy o resveratrolu a dalSich aktivatorech SIRT1
z riznych zdroju jsou velmi povzbudivé. Proto se biomedi-
cinsky vyzkum vyuzivajici metody aktivace / inhibice
sirtuini malymi molekulami prostfednictvim allosteric-
kych mechanism@ velmi rychle rozviji. Horecnd aktivita
v této oblasti vyzkumu je podporovana nadgji, ze tyto lat-
ky pomohou vylé€it fadu metabolickych onemocnéni
a zastavit starnuti. Zda se, ze resveratrol a resveratrolu
podobné molekuly skute¢né€ naplni pozadavky kladené na
vyzkum 1é¢iv v nové perspektivé, jelikoz tyto molekuly
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nabyvaji stale na diilezitosti jako vyzkumné prostiedky ve
smyslu funkce antioxidantt s allosterickym mechanismem
plisobeni zaméfenym na epigenetické 1ékové cile. Presto je
nutné zminit, Zze zde neustale existuji problémy spojené s
extrapolaci vysledk zékladniho vyzkumu do klinické
praxe. Nicmén¢ otazka sirtuinti v biologii a nemoci nabizi
novy pohled na terapeuticky potencidl 1éciv, jejichZ Gcin-
nost je zaloZzena na modulaci aktivity sirtuind, a doklada
obrovskou slozitost pouziti 1é¢iv cilenych na tyto struktury
u Cloveka.

3. Zavér

Proces zkoumani a vyuzivani allosterie v oblasti vy-
voje a designu 1é¢iv pfedstavuje novy horizont pfi vyhle-
davani novych skupin 1éki. Priklady uvedené vyse, dokla-
dajici skutecné uspéchy klinického pouzivani, predstavuji
vyznamny krok smérem k potencialnimu objevu selektiv-
néjSich terapeutik s predpoklddanym niz§im vyskytem
nezadoucich ucinku.

Tato prace vznikla za podpory instituciondlniho pro-
gramu PRVOUK-P25/LF1/2.

Seznam zkratek

AMPK adenosin-5’-monofosfatem aktivovana pro-
teinova kinasa

BZ benzodiazepiny

BZR benzodiazepinovy receptor

CaR ,calcium sensing receptor — povrchovy
receptor pro kalcium

GABA gamma-aminomaselna kyselina

GABAA-R  typ A receptoru pro gamma-aminomaselnou
kyselinu

GPCR membranové receptory sprazené s G proteiny

NAD" nikotinamidadenindinukleotid — oxidovan
forma NAD

PTH parathormon

SIRT1 ,.silent information regulator T1* — sirtuin 1
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Pharmacology, First Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity, Prague, Czech Republic): Allosteric Binding Sites as
Molecular Targets in Development, Design and Action
of Drugs

Widespread occurrence of allostery has been recently
exploited for design and development of drugs that bind to
physiological or non-physiological allosteric sites. This
may lead to gain or loss of function. Allosterism can be
exploited in development and design of allosteric drugs.
Benzodiazepines are classical examples of allosteric ago-
nists for the GABA, receptor complex, where the neuro-
transmitter 4-aminobutanoic acid (GABA) binds to the
active site and benzodiazepines bind to the regulatory site.
The allosteric modulation of the Ca-sensing receptor with
important clinical consequences has been described. Some
of calcimimetics such as cinacalcet were approved for the
treatment of certain forms of hyperparathyroidism. Allo-
steric modulators of regulatory target proteins such as
sirtuin 1 are intensively investigated.



