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Η υποοικογένεια Β των υποδοχέων που συζεύγνυνται με τις G-πρωτείνες (G-protein-coupled receptors, ή GPCRs) αποτελείται από υποδοχείς που δεσμεύουν πεπτίδια, όπως τη σεκρετίνη, το γλυκαγόνο, το αγγειοδραστικό διάμεσο πεπτίδιο (VIP) και τον εκλυτικό παράγοντα της κορτικοτροπίνης (corticotropin-releasing hormone, ή CRF), τα οποία παίζουν καθοριστικό ρόλο στις λειτουργίες του οργανισμού μας. Οι υποδοχείς αυτοί, όπως όλοι οι GPCRs, είναι πρωτεΐνες που βρίσκονται στην πλασματική μεμβράνη του κυττάρου και διαπερνώντας αυτή επτά φορές σχηματίζουν επτά διαμεμβρανικές περιοχές. Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι οι περιοχές αυτές που αποτελούν κοινό δομικό χαραχτηριστικό των GPCRs εμπλέκονται στη δέσμευση μικρών μορίων-φαρμάκων, όπως εκείνου της ανταλαρμίνης, ενός μη πεπτιδικού ανταγωνιστή του τύπου 1  υποδοχέα του  CRF (CRF1). Αυτό οδηγεί στην υπόθεση ότι παρόμοια με τους υποδοχείς της υποοικογένειας Α των GPCRs, (που περιέχει τους υποδοχείς της ροδοψίνης, των κατεχολαμινών κ.α.)  οι διαμεμβρανικές περιοχές των υποδοχέων της υποοικογένειας Β των GPCRs σχηματίζουν μια υδρόφιλη κοιλότητα (κοιλότητα-θέσεων δέσμευσης) που περιέχει τις θέσεις δέσμευσης διαφόρων φαρμάκων και η οποία, επικοινωνόντας με το εξωκυττάριο υγρό, επεκτείνεται μέσα στη λιπιδική διπλοστιβάδα της πλασματικής μεμβράνης. Η επιφάνεια της κοιλότητας-θέσεων δέσμευσης δε σχηματίζεται μόνο από αμινοξέα που αποτελούν θέσεις δέσμευσης, αλλά και από αμινοξέα τα οποία μπορούν να παίζουν δομικό ρόλο και να επηρεάζουν έτσι έμμεσα τη δέσμευση. Η έλλειψη όμως επαρκούς πληροφορίας σχετικά με τη δομή των υποδοχέων της υποοικογένειας Β των GPCRs αποκλείει την επαλήθευση της παραπάνω υπόθεσης. Με σκοπό να επαληθεύσουμε την υπόθεση αυτή, αρχίσαμε στην παρούσα μελέτη να λαμβάνουμε για πρώτη φορά πληροφορίες για τη δομή των υποδοχέων της υποοικογένειας Β των GPCRs, χρησιμοποιώντας σαν πρότυπο τον CRF1 και εξετάζοντας την αντίδραση του με το θετικά φορτισμένο αντιδραστήριο, methanethiosulfonate ethylammonium (MTSEA), το οποίο επιλεκτικά αντιδρά με τις σουλφυδρυλικές ομάδες των κυστεϊνών του υποδοχέα. Η αντίδραση του MTSEA με τον CRF1 προσδιορίστηκε με βάση την ικανότητά του να αναστέλλει μη αντιστρεπτά τη δέσμευση της [125I]-σοβαγίνης στον CRF1. Βρήκαμε ότι το MTSEA ελάττωσε τη δέσμευση της [125I]-σοβαγίνης στον CRF1, ελαττώνοντας τον μέγιστο αριθμό θέσεων δέσμευσης της, χωρίς όμως να επηρεάζει σημαντικά τη συγγένεια δέσμευσης της. Τα αποτελέσματα αυτά οδηγούν στο συμπέρασμα ότι το MTSEA αντέδρασε με τη σουλφυδρυλική ομάδα ενός ή και περισσότερων κυστεϊνών του CRF1. Με σκοπό να προσδιορίσουμε τις κυστείνες αυτές που αντέδρασαν με το MTSEA, μεταλλάξαμε, μια την κάθε φορά, τις 4 κυστείνες που βρίσκονται στην πρώτη, τρίτη, τέταρτη και έβδομη διαμεβρανική περιοχή του CRF1. Σε αντίθεση με την Cys128, οι μεταλλάξεις των Cys211, Cys233 και Cys364 σε σερίνη ελάττωσαν την ικανότητα του MTSEA να αναστέλλει μη αντιστρεπτά την δέσμευση της σοβαγίνης. Έτσι λοιπόν οι Cys211, Cys233 και Cys364, που βρίσκονται στην τρίτη, τέταρτη και έβδομη διαμεβρανική περιοχή του CRF1 αντίστοιχα, εντοπίζονται στην επιφάνεια της κοιλότητας-θέσεων δέσμευσης του υποδοχέα με τις  πλευρικές αλυσίδες τους προσανατολισμένες προς το εξωκυττάριο υγρό. Οι μελέτες αυτές τελικά θα μας δώσουν όλες τις απαραίτητες πληροφορίες για τη δομή του CRF1, οι οποίες θα χρησιμεύσουν να κατασκευαστεί ένα μοριακό πρότυπο του υποδοχέα. Το μοριακό αυτό πρότυπο θα χρησιμεύσει για την κατανόηση της δομής και λειτουργίας όλων των υποδοχέων που ανήκουν στην υποοικογένεια Β των GPCRs. Το μοριακό αυτό πρότυπο επίσης θα συμβάλλει καθοριστικά στον προσδιορισμό των αμινοξέων των διαμεμβρανικών περιοχών του CRF1 που αλληλεπιδρούν με μικρά μη-πεπτιδικά μόρια, θέτοντας έτσι τις βάσεις για το σχεδιασμό νέων CRF1-εκλεκτικών μικρών φαρμάκων, ανταγωνιστών και αγωνιστών με καθορισμένη αποτελεσματικότητα και πρωτεολυτικά σταθερών.




























