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ABSTRACT

Receptors are an important class of proteins, ubiquitous in biology, most
frequently located in the cell membranes. Their role is to transmit or amplify a
signal, or modulate another biochemical process upon receiving a signal. The signal
usually takes a form of a chemical messenger (ligand). This report summarizes the
role and structure of nicotinic acetylcholine receptors (nAChR), as compared to the
general concept of a protein receptor. Particular emphasis is put on the a7 type of
nAChR. Details of the three-dimensional structure of the a7 nAChR and sequence
comparisons are provided.

The second part of this report describes intermolecular interactions between a
prominent nAChR ligand, epibatidine, and the binding site model. The quantum
chemical Density Functional Theory approach with empirical dispersion correction
allows for identification of the most important interactions: hydrogen bonds and
stacking.

Keywords: nicotinic acetylcholine receptors, nicotine, epibatidine, interaction
energy, DFT calculations
Stowa kluczowe: acetylocholinergiczne receptory nikotynowe, nikotyna,

epibatydyna, energia oddziatywania, obliczenia DFT
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AS — peten model miejsca wigzacego, bez epibatydyny
ASX — wskazany aminokwas w modelu miejsca wigzacego
DFT — Teoria Funkcjonatu Ggstos$ci

ES — czasteczka epibatydyny jako ligand

FS — peten uktad epibatydyna-model miejsca wigzacego
FSX — uktad epibatydyna-wskazany aminokwas

GPCR — receptory sprzgzone z biatkiem G

nAChR — acetylocholinergiczny receptor nikotynowy

PDB — strukturalna baza danych Protein Data Bank
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WPROWADZENIE

Biatka receptorowe to, obok enzymoéw, jedna z podstawowych klas bialek
obecnych w organizmach zywych. Ich rola jest odbieranie oraz przekazanie dalej
sygnalu o naturze przede wszystkim chemicznej, ale istniejg takze receptory
aktywowane mechanicznie, $wiatlem, temperatura, a nawet polem magnetycznym [1].
Jednak najbardziej rozpowszechnione sg receptory aktywowane wigzaniem si¢ z
odpowiednig czasteczka, zwang ligandem. Przekazanie (transdukcja) sygnalu to
najprostsza rola receptora, mozliwe jest takze wzmocnienie sygnalu (wigzanie
czasteczki wyzwala proporcjonalnie zwigkszong odpowiedz) lub jego wlaczenie
(integracj¢) w inng $ciezke biochemiczng (sygnatl dziata jak modulator procesu).

Typowym umiejscowieniem bialek receptorowych jest btona komoérkowa jako
granica miedzy obszarami o potencjalnie réznych parametrach biochemicznych (np.
stezeniu jonow Na® / K%). Istniejg tez receptory wewnatrzkomorkowe, zwane
jadrowymi receptorami dla hormonéw, uczestniczace w regulacji transkrypcji gendéw, o
znacznie powolniejszej (liczonej w godzinach i diuzej) odpowiedzi na sygnat w
poréwnaniu z receptorami blonowymi [2]. W biezacym opracowaniu skupiamy si¢ na
receptorach btonowych. Ich trzy podstawowe rodzaje to (a) receptory kanatu jonowego,
(b) receptory sprzezone z biatkiem G (zwane GPCR - ang. G-Protein Coupled
Receptors), oraz (c) receptory zwigzane z kinaza. Z punktu widzenia uktadu nerwowego
dziatajacego na zasadzie zmian elektrycznego potencjalu blonowego utrzymywanego
przez aktywny transport jonow sodowych i potasowych, receptory kanatu jonowego sg
najbardziej znaczace. Pod wplywem sygnatu chemicznego — zwigzania odpowiedniego
liganda — zmieniajg swoja przepuszczalnos¢ dla jonéow powodujac depolaryzacje
elektryczna, co jest rOwnoznaczne z przekazaniem sygnatu nerwowego. Takie receptory
mogg wystepowaé w samym uktadzie nerwowym, jak tez na styku nerw-migsien [2].

Wsrdd receptorow kanatlu jonowego wazna role pelnig receptory czute na
acetylocholing, podstawowy neuroprzekaznik nerwoéw migsniowych, wystepujacy takze
w innych miejscach uktadu nerwowego. Acetylocholina jest dla tych receptorow
ligandem (agonista) endogennym, z ktorym sa naturalnie skorelowane. Generalnie
receptory cholinergiczne, reagujace na acetylocholing, mozna podzieli¢ na dwa rodzaje:
receptory czute dodatkowo na nikotyng, oraz na muskaryne [1]. Ponizej podsumowano
stan wiedzy dotyczacy nikotynowych receptoréw acetylocholinergicznych (nAChR), w
szczegblnosci ich typu a7. Opisano takze, za pomoca metod chemii kwantowej,
szczegbly energii oddziatywania waznego liganda nAChR - epibatydyny — z
receptorem.
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1. NIKOTYNOWE RECEPTORY ACETYLOCHOLINERGICZNE

1.1. WYSTEPOWANIE, ROLA I TYPOWE AGONISTY nAChR

Nikotynowe receptory acetylocholinergiczne (nAChR) reagujg na obecno$é¢
nikotyny, ale nie sa czule na muskaryne¢; acetylocholina jest ich ligandem
endogennym. Typowe ligandy (agonisty) nAChR, z waznym wyjatkiem same;j
acetylocholiny, zawieraja atom azotu w pierScieniu heterocyklicznym — patrz

Rysunek 1.
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Rysunek 1. Typowe aktywatory — agonistyczne ligandy nikotynowych receptorow acetylocholinowych.
Figure 1. Typical activators — agonist ligands of nicotinic acetylcholine receptors

Receptory nAChR s3 podstawowym elementem sygnatowym plytki nerwowo-
migéniowej, czyli synaptycznego potaczenia aksonu nerwu ruchowego z komorka
mie$niowa. Pobudzony akson neuronu ruchowego wydziela acetylocholing, ktora
przechodzi przez synaps¢ i uruchamia nAChR komorki mig¢éniowej. Zaburzenia
tego mechanizmu sg przyczyng toksycznosci licznych zwigzkow, jednak w wielu
przypadkach celem toksyny nie jest nAChR. Zwigzki fosforoorganiczne, w tym
paralityczno-drgawkowe gazy bojowe (tabun, sarin, soman, VX) i pestycydy
(paration), deaktywujg enzym acetylocholinoesterazg. Enzym ten rozklada
acetylocholing, jest wigc konieczny dla zakonczenia podawania sygnatu. Jego
blokada przez wymienione zwiazki prowadzi do ciaglego skurczu i paralizu
mig$niowego. Inne silne toksyny — botulina czy toksyna tezcowa — dzialaja na
biatka SNARE wyzwalajace acetylocholing, a zatem blokuja wystanie sygnatu.
Jednak warto zwrdci¢ uwage na niektore alkaloidy — np. tubokuraryne (najsilniejszy
alkaloid kurary) oraz pankuronium (steroidowy lek zwiotczajacy), ktorych dziatanie
medyczne oraz wysoka toksyczno$¢ wynikaja wlasnie z antagonistycznego
blokowania nAChR [3].
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Wystepowanie nAChR w centralnym ukladzie nerwowym jest przyczyna
psychoaktywnosci i toksycznosci nikotyny oraz licznych jej analogow — mézgowe
nAChR sg bowiem bardziej czute na nikotyn¢ od swoich odpowiednikow w
migsniach szkieletowych [4]. Efekty migsniowe (drgawki) wystepuja przy dawkach
nikotyny wyzszych od tych powodujacych efekty neurologiczne. Te ostatnie sg dla
nikotyny nietypowe w poréwnaniu z innymi zwiazkami, bo mate dawki powoduja
pobudzenie, a wigksze — senno$¢ [5]. Podsumowujac, obecno$¢ nAChR w
osrodkowym uktadzie nerwowym jest jedng z przyczyn psychoaktywnego dziatania
wielu alkaloidéw, w szczegodlnosci nikotyny.

1.2. STRUKTURA RECEPTOROW nAChR TYPU a7

Bialka nAChR s3 w ogo6lnosci pentamerami, ztozonymi z podjednostek
roznego rodzaju, oznaczanych literami o, B, y, 6, €. W ramach danego typu
podjednostek takze istniejg warianty: od al do al0, oraz od B1 do p4. Mozliwos¢
roznych potgczen podjednostek w pentamer powoduje duze zrdéznicowanie tej
rodziny receptorow, w ogolnosci dzielonej nastepujaco [6]:

e typ I, neuronalny: jednostki a9, a10

e typ II, neuronalny: jednostki a7, a8

e typ IIl.1, neuronalny: jednostki 02, a3, a4, 06

e typ IIL.2, neuronalny: jednostki B2, B4

o typ II1.3, neuronalny: jednostki B3, a5

e typ IV, migéniowy: jednostki al, B1, v, 9, €.
Pojedyncze typy jednostek zdolne do tworzenia funkcjonalnych receptorow
homopentamerycznych to o7, a8, 09, al0 — pozostate podjednostki tworzg hetero-
pentamery. W dalszej czgéci skupiono sie na homopentamerach a7 jako typowych
przedstawicielach neuronalnych nAChR, a zatem uktadach waznych do badania
analogéw nikotyny i innych agonistow nAChR.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej czesci receptorowej przyktadowego
nAChR typu a7 dla dwoch organizméw tak réznych jak czlowiek i blotniarka
stawowa (Lymnaea stagnalis, $limak stodkowodny) pokazuje, ze receptor ten jest
dos¢ dobrze zachowany ewolucyjnie. Podobienistwo sekwencji widoczne jest na
Rysunku 2, wykonanym z uzyciem programu ClustalX 2.0 [7]. Pomocniczo, pod
dopasowanymi sekwencjami widoczne jest graficzne wskazanie stopnia
dopasowania danej pary reszt z obu biatek — im wyzszy stupek, tym wigksza
zgodnos$¢. Wynik wskazuje na to, ze biatka nAChR sg ewolucyjnie wazne. Cickawe
jest, ze udalo si¢ sporzadzi¢ biatko chimeryczne ztozone z fragmentow ludzkich i
pochodzacych z blotniarki stawowej, zachowujace 64% identycznosci i 71%
podobienstwa z ludzkim nAChR a7, ciagle zdolne do wigzania epibatydyny,
silnego agonisty receptoréw nikotynowych [8]. Kilkakrotnie wspomniana
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btotniarka stawowa jest modelowym organizmem do badan nad centralnym
uktadem nerwowym — jej neurony sa duze, co ulatwia ich identyfikacj¢ i pomiary
fizyczne, jest ich tez jedynie ok. 20 tys.
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Rysunek 2.  Dopasowanie sekwencji miedzy ludzka (8UT1) a §limacza (119B) pozakomoérkowa domeng
nAChR
Figure 2. Sequence alignment for the human (8UT1) and snail (119B) extracellular domain of nAChR

Jesli nawet uznac, ze podobienstwo sekwencji nie jest idealne czy choéby
bardzo wysokie, to jednak struktura tréjwymiarowa receptordéw nAChR jest wysoce
powtarzalna mimo zmian ukfadu podjednostek. Pozakomorkowe domeny
zawierajace miejsca wiazace wykazujg przewage Kkartek B, a czesci
transmembranowe sg w typowy sposob wysoce helikalne. O stopniu rozwoju metod
pomiarowych umozliwiajacych strukturalne badanie biatek $wiadczy to, ze jeszcze
na poczatku XXI w. pomiar rentgenograficzny wigzacej ligandy domeny
pozakomoérkowej L. stagnalis (depozyt PDB 119B [9]) odczytano jako wielki
sukces bezposrednio obrazujgcy wigzanie agonisty, a tymczasem w 2024 roku
dokonano pomiaru catej struktury ludzkiego nAChR a7, tacznie z fragmentami
transmembranowymi (depozyt PDB 8UT1 [10]). Wymienione dwie struktury
pokazano na Rysunku 3, przygotowanym Z uzyciem programu VMD 1.9.3[11].

2
PDBID 119B s
)

PDB ID 8UT1 § 43

Rysunek 3. Tréjwymiarowa struktura receptora acetylocholinergicznego z L. stagnalis (tylko domena
pozakomorkowa, 119B) oraz ludzkiego nAChR o7 (8UT1).

Figure 3. Three dimensional structure of L. stagnalis acetylcholinergic receptor (extracellular domain
only, 119B) and human nAChR a7 (8UT1).
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2. EPIBATYDYNA JAKO LIGAND nAChR

2.1. EPIBATYDYNA — STRUKTURA I WEASCIWOSCI

Rdzenni mieszkancy Ekwadoru od wiekow uzywali epibatydyny jako trucizny,
ktora pokrywali lotki mysliwskie [12]. Jako osobng substancj¢ odkryt ja w 1974
John Daly w ekstraktach ze skor drzewotazow trojbarwnych (Epipedobates tricolor,
endemicznego plaza wystgpujacego w Ekwadorze), ktore zebrat z Charlesem
Myersem wczesniej tego roku. Jednakze, ze wzgledu na ograniczenia
technologiczne oraz utrudnienia w pozyskaniu wiekszych ilosci ekstraktu, strukture
zwigzku (patrz Rys. 4) udalo si¢ ustali¢ dopiero w 1992 roku za pomoca
spektroskopii NMR [13].

Rysunek 4.  Troéjwymiarowa struktura epibatydyny
Figure 4. Three dimensional structure of epibatidine

Epibatydyna ma bardzo silne (200 razy silniejsze od morfiny i 30 razy od
nikotyny [12]) dzialanie przeciwbdlowe dzigki jej oddzialtywaniu z receptorami
nAChR. Jak wspomniano powyzej, majg one wiele typow i podtypéow. Mozna je
podzieli¢ na heteromeryczne i homomeryczne, posrod ktorych a4p2 oraz o7 sa
odpowiednio biatkami o najwyzszej ekspresji. Wystepuja one powszechnie w
calym organizmie, wigc czasteczka oddzialujaca z nimi moze wywolywacé wiele
rozmaitych efektow. Epibatydyna jest wlasnie taka czasteczka i faktycznie jest dla
niej obserwowane szerokie spektrum oddziatywania na organizm, np. moze ona
wywotywaé reakcje zwigzane z uktadem oddechowym, pokarmowym oraz krazenia
[13]. Wyniki badan przeprowadzonych na przetomie XX i XXI w. wskazaty, ze
wspomniane efekty uboczne sg na tyle znaczace, iz nie udato si¢ znalez¢ dawki
leczniczej dla epibatydyny, co =zakonczylo nad nig badania jako Ilekiem
przeciwbdolowym.

Obecnie uczeni skupiajg si¢ na jej pochodnych, ktére rowniez wykazujg silne
dzialanie analgetyczne, ale rowniez bardziej selektywnie wiaza si¢ do czesci
receptorow nAChR, a wigc ich efekty uboczne nie sg tak szerokie. Przyktadem tego
jest tebaniclina, ktora osiggneta 11 faze badan klinicznych, jednak, ze wzgledu na
duza liczbe pacjentow wycofujacych si¢ z badania (spowodowaly to efekty
uboczne), profil farmaceutyczny uznano za niekorzystny [14]. Obecnie pochodne
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epibatydyny sa badane pod katem dziatania przeciwbolowego oraz jako leki w
walce z uzaleznieniem od nikotyny [15] (co jest mozliwe, gdyz epibatydyna oraz
nikotyna razem naleza do ligandéw nAChR). Badania wykazaly, ze wywotuje ona
bodziec dyskryminacyjny w zwierzetach modelowych (myszy), a wiec jest
mozliwe, ze taki sam efekt bedzie obserwowany u ludzi.

2.2. ODDZIALYWANIA LIGAND-RECEPTOR W UKLADZIE
EPIBATYDYNA - nAChR a7

Znaczacy skok w jako$ci uzyskiwanych struktur biatkowych i nowe metody
pomiarowe (mikroskopia elektronowa, pomiary czasowo-rozdzielcze) wzbogacily
w ostatnich latach wiedze na temat struktury i allosterycznej modulacji receptorow
nAChR. Wsrod ligandéw stosowanych przez badaczy znalazta si¢ tez epibatydyna,
dzieki czemu struktura kompleksu tej czgsteczki z ludzkim receptorem nAChR jest
znana i dostepna w bazie strukturalnej PDB jako depozyt 8UT1 [10]. Na podstawie
tej struktury sporzadzono mape oddzialywan liganda z otoczeniem biatkowym.
Rysunek 5, przygotowany z uzyciem programu LigPlot+ v.2.2.9 [16], przedstawia
potencjalne wiazania wodorowe oraz oddziatywania o charakterze dyspersyjnym w
kieszeni wiazacej epibatydyng. Zbadanie szczegotowej natury i ustalenie hierarchii
tych oddziatywan utatwi racjonalne projektowanie analogdéw epibatydyny.
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Rysunek 5.  Mapa oddziatywan epibatydyny z nAChR typu a7 — na podstawie depozytu PDB 8UT1
Figure 5. Interaction map for the epibatidine — nAChR a7 system — based on PDB deposit 8UT1
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Wykorzystane w niniejszej pracy modele obliczeniowe, inspirowane mapa
oddzialywan z Rysunku 5, utworzono na podstawie struktury 8UT1 z bazy PDB.
Poniewaz model kieszeni wiazacej nie stanowi ciaglej grupy aminokwasow, nie
prowadzono optymalizacji struktury, a wigzania do aminokwaséw granicznych
wysycano grupami metylowymi. Konsekwentnie stosowano poziom obliczeniowy
B3LYP-D3/def2-TZVP w fazie gazowej, czyli teori¢ funkcjonahu gestosci (DFT) z
funkcjonatem hybrydowym B3LYP [17] jako model kwantowo-mechaniczny, baze
funkcyjng def2-TZVP z potréjnym wyktadnikiem w powtoce walencyjnej [18] oraz
poprawki dyspersyjne w sformutowaniu D3 [19]. Z uwagi na pétilosciowy
charakter modelu nie stosowano poprawki na btad superpozycji bazy. Wszystkie
obliczenia kwantowo-chemiczne wykonane zostaly z zastosowaniem pakietu
Gaussian16 rev. C.01 [20].

Tabela 1. Catkowita energia uktadow FS, AS oraz ES podana w réznych jednostkach
Table 1. Total energies for the FS, AS and ES listed in different units
Energia
Uktad
[Hartree] [kcal/mol] [kl/mol]
FS -6936.18861606 -4352524.07 -18210960.71
AS -5939.37215529  -3727012.30 -15593819.45
ES -996.733226168 -625459.54 -2616922.73

Energia oddzialywania, Ein, 0szacowana w ramach zastosowanego poziomu teorii z
wykorzystaniem danych w tabeli nr 1 oraz klasycznego wzoru Eine = Ers — (Eas +
Egs) wynosi -0,08323 Hartree, czyli -52,231 kcal/mol lub -218,532kJ/mol. Wartos¢
ta, cho¢ uzyskana bez relaksacji strukturalnej i majaca charakter potilosciowy,
wskazuje na wyrazne wigzanie epibatydyny do receptora, ktérego sita jest zgodna z
literaturg [21], jednak nie pokazuje ona rodzajow tych oddziatywan, ani ich
potozenia w uktadzie. Dlatego wyznaczono energie oddziatywania epibatydyny z
poszczegblnymi resztami aminokwasowymi: Ein,x = Ersx — (Easx + Eks)

Tabela 2. Catkowita energia FSX, ASX w Hartree oraz oszacowane energie oddziatywania ligandu z
fragmentami receptora w wybranych jednostkach
Table 2. Total energies for FSX, ASX in Hartree and estimated interaction energies between the

epibatidine ligand and parts of the receptor listed in different units

X Ersx [Hartree] Easx [Hartree] Eincx [keal/mol] Einex [kJ/mol]
1 (Tyr92) -1630.24527508  -633.508151664 -2.446 -10.232
2 (Trp148, -2085.68280596  -1088.91417806 -22.215 92947

Ser149)
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3 (Tyr187) -1630.24240284  -633.502388182 -4.260 -17.823

4 (Cys189, -2366.55869044  -1369.81858098 -4.319 -18.072
Cys190)

5 (Tyr194) -1630.25524691  -633.509042373 -8.144 -34.075
6 (Trp54) -1686.57753897  -689.839099287 -3.272 -13.688

7 (Leul08) -1441.86776972  -445.131101798 -2.160 -9.036

8 (Leul18) -1441.86065467  -445.118368552 -5.685 -23.787

Aby okresli¢ szczegoly oddziatywan, do powyzszego wzoru podstawiono dane z
tabeli 2. Najwyzszg energi¢ oddzialywania zaobserwowano dla grupy nr 2. W
obrebie uktadu FS2 zidentyfikowano dwa silne oddziatywania (ktérych geometria
wskazuje na wigzanie wodorowe [21,22]) 1 jedno slabsze. W pierwszym wigzaniu
biorg udzial nastepujgce atomy: azot z mostku grupy azabicyklo i zwigzany z nim
wodor, oraz tlen grupy karbonylowej z wigzania peptydowego migdzy tryptofanem
a seryng. Moze to sprzyja¢ stabilizacji konformacji, jaka epibatydyna przyjmuje po
zwigzaniu do receptora, gdyz ta konformacja pozwala na utworzenie
odpowiedniego wigzania wodorowego. Drugie wigzanie powstaje miedzy azotem
pierScienia pirydynowego a czasteczkg wody. Ostatnie oddziatywanie, jakie
wystepuje w grupie nr 2, to prawdopodobnie stacking C-H:--m migdzy pierScieniem
pirydynowym (zrédtem gestosci elektrondw m) a fragmentem Ca-H seryny. Grupa
nr 5 wykazuje druga z kolei najwyzsza energi¢ wigzania, pochodzi ona z
oddzialywania stackingowego mig¢dzy wolnymi parami atomu tlenu grupy
hydroksylowej tyrozyny oraz grupa pirydynowa liganda [23,24]. Podobne
oddzialywania wystepuja w grupach nr 3 oraz 6 migdzy grupa azabicyklo
epibatydyny a pierScieniem aromatycznym, odpowiednio, tyrozyny i tryptofanu. W
obu przypadkach energie oddzialywania sg dos$¢ niskie, prawdopodobnie ze
wzgledu na niekorzystne utozenie oddziatujacych jednostek. Grupy nr 1, 4 oraz 7
wydaja si¢ nie mie¢ zadnych specyficznych oddziatywan miedzyczasteczkowych z
ligandem, a tylko sity dyspersyjne. Na tej podstawie mozna zatozyé, ze we
wszystkich grupach wystepuje komponent sit dyspersyjnych, mimo ze wigkszo$¢
uktadow wydaje si¢ mie¢ réwniez inne, silniejsze oddziatywania. Otrzymane
wyniki postuza w dalszych badaniach nad analogami epibatydyny i ich sita
wigzania z receptorem.
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UWAGI KONCOWE

W przedstawionej pracy wskazano na wazng role pelniong w organizmach
przez nikotynowe receptory acetylocholinergiczne. Wielo§¢ typoéw podjednostek
tworzacych pentameryczne struktury nAChR utrudnia badania struktura-aktywnosc¢
ligandoéw — analogow nikotyny czy epibatydyny, dlatego metody obliczeniowe beda
waznym skladnikiem w wyznaczaniu obrazu oddzialywan mig¢dzyczasteczkowych
w kompleksach nAChR - ligand. Przedstawiony schemat analizy oddziatywan
epibatydyna — model miejsca wigzgcego wskazuje na wazng rolg wigzan
wodorowych, modyfikowang jednak przez oddziatywania stackingowe oraz
dyspersyjne. Cho¢ model ma charakter potilosciowy ze wzgledu na zastosowanie
struktury do$wiadczalnej receptora i brak peilnej optymalizacji struktury, to model
poprawnie wskazuje preferencje konformacyjne epibatydyny w miejscu wigzacym
wynikajace z tworzenia si¢ wigzan wodorowych. Uzyskane wyniki sa bazg dla
dalszych badan, takze metodami dynamiki molekularnej z klasycznymi polami
sifowymi.
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