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Metabotropni receptorji zajemajo dve skupni receptorjev: z G-proteinom sklopljeni
receptorji (GPCR) aktivirajo sekundarne prenasalce, kot sta cAMP in cGMP, in posredno
vplivajo na ionske kanalc¢ke. Tirozin kinazni receptorji pa na ionske kanale vplivajo

neposredno ali posredno preko fosforilacije [1].

GPCR

1.1. Evolucija

Z G-proteini sklopljeni receptorji in njimi povezane signalne molekule so ena od glavnih
signalnih poti pri evkariontih. Ohranjeni so tako pri preprostih enoceli¢nih evkariontih kot
tudi pri kompleksnejSih Zivalih [2]. So najve¢ja druZina transmembranskih receptorjev pri
&loveku in obsegajo priblizno 800 predstavnikov [3]. Zivalski GPCR-ji so po GRAFS
sitemu, ki vkljucuje tako filogenetske kot strukturne znacilnosti, razvrsceni v pet skupin. Te
skupine so glutamatni (tip C), rodopdinski (tip A), adhezijski (tip B), sekretinski (tip B), in
frizzled (tip F). Poznamo tudi ne-zZivalske GPCR-je, kot sta na primer cAMP (tip E), ITR-
like in GPR-180-like druzini ter nekateri za dolocene rodove specifi¢ni receptorji. Vecina
druzin GPCR receptorjev najverjetneje izvira ze iz zadnjega skupnega evkariotnskega
prednika. Glavna mehanizma evolucije GPCR-jev sta konvergentni razvoj in preurejanje
domen. Pri zivalih so GPCR-ji doziveli najve¢jo ekspanzijo. Najverjetneje so s pojavom
veceelinih organizmov GPCR-ji prodobili nove funkcije, na primer medceli¢no
signaliziranje, regulacija razvoja organizma ter zaznavanje okolice (svetlobe, vonja...) [2].
Vsem GPCR-jem je skupna transmembranska domena iz sedmih vijacnic, ki se je v evoluciji
veckrat neodvisno pojavila. Med prej omenjenimi petimi skupinami receptorjev so najbolj
razSirjeni rodopsinski, ki pri Cloveku vklju€ujejo priblizno 700 receptorjev. Visoko
ohranjenih je zgolj nekaj dolo¢enih aminokislinskih ostankov znotraj transmembranskih
vija¢nic, medtem ko je celokupna ohranjenost okoli 15 % [3]. Pri zivalskih GPCR-jih je N-
terminalni konec proteina bolj variabilen kot pri ne-zivalskih, lahko so prisotne Se dodatne
domene. G-proteini so strukturno bolj ohranjeni od receptorjev. Kljub temu so podenote G
proteinov med evkariontskimi vrstami prisotne v razlicnem Stevilu. Evolucijsko je najbolj

dinamicna alfa podenota, beta in gama sta bolj ohranjeni [2].



1.2. Biokemija

G-proteini so heterotrimerne molekule, ki veZejo gvaninski nukleotid [4]. Imajo tri podenote
a, B, in y. V neaktivni obliki je na a-podenoto vezan gvanozin difosfat (GDP). Ob aktivaciji
GPCR-ja in vezavi G-proteina na receptor se izmenjata GDP in gvanozin trifosfat (GTP). G-
protein je v neaktivni obliki vezan na znotrajceli¢no stran membrane, aktiviran pa omogoci
asociacijo GPCR-jev z encimi ali ionskimi kanali. Mozna je tudi interakcija z GPCR-ji Se
pred aktivacijo teh receptorjev [5]. GPCR-ji se odzivajo na ogromen nabor molekul v celici
in ob vezavi aktivirajo nadaljnje znotrajcelicne signalne poti in odzive. Gre za
transmembranske proteine, ki prenasajo signal ¢ez celiéno membrano, s konformacijsko
spremembo ob vezavi ligandov. Ligandi so majhne molekule kot so hormoni,
nevrotransmiterji in kemokini. Ti se vezejo na zunajcelicni del receptorja, ki se najbolj
razlikuje med GPCR-ji. Ob vezavi se sprozi konformacijska sprememba, ki razkrije vezavno
mesto za G-proteine. Transmembranska vija¢nica (TMV) 6 se premakne navzven, kar
razkije vezavno mesto za G-protein, ki ga obdajajo Se zanke TMV-3, 5 in 7. G-protein tvori
polarne in hidrofobne interakcije, kar ga prehodno veze na receptor. Opisan znotrajceli¢ni
potek je skupen receptorjem te druzine [6].

Afiniteta G-proteinov do GTP/GDP je visoka, kar pomeni, da je disociacija nukleotidov
pocasna. Intrinzi¢no poc€asno aktivacijo pospesijo gvanin nukleotidni izmenjevalni faktorji
(angl. guanine nucleotide exchange factor, GEF). GEF deluje tako, da vpliva na vezavno
mesto za fosfat in s tem zmanjsa afiniteto nukleotida do G-proteina. Izmenjava GDP in GTP
povzro¢i konformacijsko spremembo v G-proteinu, kar ga aktivira [5],[7].

Ob vezavi GTP na podenoto a se sprostita B in y podenoti. Ti sta tesno povezani in se
obravnavata kot ena funkcionalna enota. Obe funkcionalni enoti - o in Py sta sposobni
sproziti nadaljnje signale [4]. GTP je vezan na a-podenoto, ki ima GTP-azno aktivnost in
hidrolizira GTP v GDP. Hidrolizna aktivnost je ojacana, ko a-podenota interagira s
specificnimi regulatorji G-proteinskega signaliziranja (angl. specific regulator of G protein
signaling, RGS). Proteini RGS delujejo kot GTP-aza aktivirajoCi proteini (angl. GTPase
activating proteins, GAP). Ti pospesujejo intrinzi¢no pocasno hidrolizo GTP-ja. GAP-i so
strukturno nesorodni in na G-protein delujejo razlicno. Splosna funkcija proteinov GAP je

kataliza in stabilizacija premi¢nega kataliti¢nih domen G-proteina [5],[7]. Ga se inaktivira s



hidrolizo GTP, GBy pa s ponovno vezavo na Ga-GDP kompleks, kar zakljuci cikel G-

proteinov [4].

1.3.Opiodini receptor

1.3.1. Evolucija
Opioidne receptorje kodirajo §tirje geni OPRD1 (38), OPRKI1 (x), OPRMI (u) in OPRLI
(opioid receptor-like oziroma nociceptinski receptor). Pripadajo naddruzini rodopsinu
podobnih z G proteini sklopljenih receptorjev. Nahajajo se v Stirih genomskih regijah, ki
imajo skupen evolucijski izvor. Najverjetneje so nastali s tetraploidizacijo izvornega gena v
zgodnji evoluciji vretencarjev [8].V zgodnjem razvoju zivali je obstajal en sam gen za
opioidni unireceptor. Zgodaj v evoluciji strunarjev je prislo do prve genomske duplikacije,
s katero sta nastala predniska gena za & in p receptor ter za k receptor in nociceptinski
receptor. Z drugo duplikacijo so nastali Stirje geni za opioidne receptorje, ki so prisotni pri
ve¢ini dana$njih vretendarjev [9]. Stirje tipi opioidnih receptorjev pri vretencarjih (delta,
kapa, p, nociceptinski receptor) imajo visoko homologna aminokislinska zaporedja.
Zaporedja sedmih transmembranskih regij so prakticno identi¢na, visoko ohranjene so tudi
znotrajcelicne zanke. Najvec¢ja raznolikost je prisotna v N-terminalni regiji [8]. pu in 6
receptor sta si med seboj najbolj bolj sorodna, prav tako sta si bolj kot z drugimi receptorji
sorodna k receptor in nociceptinski receptor. To podpira hipotezo o nastanku genov za
opioidne receptorje z dvakratno duplikacijo. Za duplicirane gene je znacilna asimetricna
divergenca — eden od genov je podvrzen moc¢nejSemu evolucijskemu pritisku in se hitreje
spreminja, medtem ko se pri drugem struktura in funkcija ohranita. Pri cloveku je bilo najvec
polimorfizmov posameznih nukelotidov (SNP-jev) identificiranih v genu za p-opioidni
receptor. Zanimivo je, da je pri ribah prislo do Se tretje duplikacije, zato obstaja hipoteza, da

imajo nekatere ribe prisotne Se dodatne opioidne receptorje [9].

1.3.2. Struktura
V druzino opioidnih receptorjev spadajo v grobem -, 8- in k-opioidni receptorji.
d-opioidni receptorji imajo tipicno strukturo GPCR s sedmimi transmembranskimi

vija¢nicami, intracelularno C-kon¢no in ekstracelularno N-konéno domeno.



n-opioidni receptorji imajo ligand-vezavno mesto je delno lokalizirano na TM segmente in
ECL2 (extracellular loop 2). To pomeni, da je ligand po vezavi Se vedno izpostavljen
zunanjosti. To je tudi razlog, zakaj so razpolovne dobe razgradnje ligandov, ki se veZejo na
ta receptor relativno kratke (etorfin < 1 min; alvimopan = 30 min). Taka struktura ligand-
vezavnega mesta ni prisotna pri ve€ini metabotropnih receptorjih.

Vezava liganda na p-opioidni receptor je posledica hidrofobnih interakcij in vodikovih vezi
(tako z vodo, ki je prisotna v vezavnem zepu, kot s tirozinskimi ostanki [10].

Pri x-opioidni receptorju opazimo poleg sedmih tipi¢nih TM vijac¢nic §e osmo in deveto, ki
potekata paralelno z membrano na intracelularni strani. Za razliko od ostalih GPCR,, ki
vsebujejo vec disulfidnih mostickov, so pri k-opioidnem receptorju opazili le en mostic¢ek.
Aminokislinska sestava ligand-vezavnega mesta je podobna ostalim opioidnim receptorjem
z izjemo Stirih ostankov, ki lahko variirajo.

Za GPCR receptorje je znacilno ohranjeno zaporedje Asp/Glu - Arg - Tyr na citoplazemskem
delu TM3. Tvorba solnega mosticka med tem argininom in kislo aminokislino na
citoplazemskem delu TM6 tvori t.i. ionsko kljucavnico, ki stabilizira neaktivno
konformacijo receptorja. Pri k-opioidni receptorju ne najdemo kislih aminokislinskih
ostankov na delu TM®6, so pa opazili tvorbo vodikove vezi med argininom TM3 in treoninom
TM6, ki deluje namesto ionske kljucavnice [11].

Pri 6-opioidnem receptorju je struktura podobna. Spet gre za manjSe razlike v ligand-

vezavnem mestu, ki dolocajo specificnost za ligande [12].

1.3.3. Biokemija

Opioidni receptorji spadajo med GPCR-je in delujejo primarno z znotrajceli€énimi G-proteini
in B-arestini [13]. Receptorji imajo razlicno selektivnost za posamezne endogene opioidne
peptide in tudi opioidna zdravila. Glede na ligand, ki se na receptor veze, se lahko sprozi
signalna pot preko G-proteinov ali B-arestina. Signalni poti pa sproZita razli¢ne fizioloske
ucinke [14].

Postopek je enak kot opisan v uvodu. Opioidni receptorji delujejo preferencéno z G-proteini
Gi/o druzine. Ti delujejo inhibitorno in manjsajo koli¢ino cAMP-ja, kar zmanj$a nadaljne
aktivnosti, ki so pogojene z njim. Gy pa vplivajo na 3 nadaljne poti: (1) zaprtje kalcijevih

kanal¢kov, kalcij ne more ve¢ vstopiti v celice. (2) odprtje povratnih kanalckov za kalij



(GIRK), zaradi cesar kalij izstopi iz celic. (3) inhibicija SNARE-ov, kar zmanjSa
presinapti¢no sproS¢anje nevrotransmitorjev in vodi v analgezijo. Preklop iz signalizacije z
G-proteini na arestine je kontroliran z GRK-ji. Ti fosforilirajo C-konec receptorja in/ali
njegove znotrajceli¢ne zanke. B-arestin se veze ob tej fosforilaciji, receptorju takrat upade
obcutljivost ali se prenese z membrane v notranjost. To uravnava signalizacijo in preprecuje
prekomerni celi¢ni odziv nanjo. Upad obcutljivosti zaradi vezave arestinov poteka z direktno
interakcijo z membransko asociiranimi klatrini in klatrinskimi adaptorskimi proteini, kar
odstrani receptorje z membrane z internalizacijo. Delujejo tudi kot strukturni stabilizatorji
in posredujejo celicne signalne poti, kot so na primer zunajcelicno signalno regulirane
kinaze, ERK, JNK in MAPK. Signaliziranje z G-proteini ali arestini lahko posreduje

prekrivajoce ali razlicne signalne poti [13].

1.3.4. Fiziologija

Fizioloska vloga opioidnih receptorjev je klju¢na pri uravnavanju bolecine, pa tudi pri drugih
procesih v telesu, kot so razpolozenje, dihanje, prebava in nagrajevanje.

Visoko koncentracijo opioidnih receptorjev najdemo tako v centralnem (nevroni locus
coeruleus) kot v perifernem Zivénem sistemu. Periferni receptorji zaznavajo bolec¢ino, signal
zanjo pa prenesejo do mozganov [15]. Opioidni receptorji se aktivirajo z vezavo endogenih
opioidov (npr. endorfini, enkefalini), ki se spros¢ajo ob stresu, poskodbah ali bolecini [16].
Njihova aktivacija povzro¢i nastanek inhibitornih impulzov, kar stimulira aktivacijo
inhibitornih nevronov. Ti zmanjSajo oz. preprecijo prenos nociceptivnih (boleCinskih)
signalov iz periferije do moZzganov, kar nam olajsa bole¢ino [13],[16]. Bolec¢ino pa lahko
lajSamo tudi farmakoloSko s pomocjo eksogenih opioidov kot so zdravila, droge in sinteti¢ne
snovi [17]. Med najbolj znanimi agonisti p-opioidnih receptorjev je morfij (v obliki droge
znan tudi kot heroin). Morfij je glavni alkaloid, prisoten v opiju. V medicini velja za enega
najmoc¢nejSih analgetikov med naravnimi snovmi. Deluje direktno na centralni zivéni sistem
in povzroca lajSanje boleCine, vendar uporaba predstavlja veliko tveganje za razvoj
odvisnosti in tolerance [18]. Ob vezavi na opioidni receptor morfij sproza enake biokemijske
procese nagrajevanja, kot pri opravljanju kljucnih prezivetvenih funkcij, kot je npr.
prehranjevanje. Predpisujejo ga kot protibole€inski terapevtik, vendar v primeru da ni

prisotne izrazite bolecine, lahko sprozi potrebo po jemanju morfija zgolj za uzitek. Odvisnost



se razvije v povezavi z nevroni locus coeruleus (LC) [19]. Slednji so kljucni za proizvajanje
in spros¢anje noradrenalina po centralnem zivénem sistemu, kar omogoc¢a uravnavanje
budnosti, pozornosti, dihanja in homeostaze ostalih [20]. Ko se opioidi vezejo na receptorje
na LC-nevronih, prepre¢ijo sproScanje noradrenalina, kar povzro¢i upad pozornosti in
zmanjSanje frekvence dihanja. Po veckratni uporabi pa se LC-nevroni prilagodijo s
povecanim proizvajanjem noradrenalina. Ob prenahanju jemanja opioidov tako oseba lahko
zacuti odtegnitvene simptome. Zaradi prevelike koli¢ine noradrenalina, ki ni uravnan z
ucinki morfija, namre¢ Cuti anksioznost, misicno kréenje in diarejo [19].

Poleg u¢inkov na lajSanje bolecine in nagrajevanje, lahko opioidi vplivajo tudi na zmanjSanje
stresa in Custvene bolec¢ine [21]. Veliko opioidnih receptorjev najdemo tudi v
gastrointestinalnem traktu. Tam vplivajo na zmanjSano miSi¢no kréenje (peristaltiko) in
zmanj$ano izloCanje vode, kar povzroCi zaprtost, slabost, bruhanje in bolecine v zelodcu
[22]. ZmanjSajo lahko tudi obcutljivost moZganskih centrov za CO:, kar lahko vodi do
depresije dihanja. Slednje je pogost razlog za smrt zaradi prevelikega odmerka opioidov

[23].

1.3.5. Patofiziologija
Vloga opioidnih receptorjev pri patofizioloskih procesih je pogosto povezana z
zasvojenostjo z razlicnimi stimulanti, najveckrat pa pomislimo na odvisnost z opiati, saj se
le-ti veZejo na te receptorje. Zasvojenost z opiati je kroni¢na bolezen mozganskega kroga za
nagrajevanje, povezana z nenadzorovano potrebo po uporabi opioidnih drog. Celotna
kaskada povzroci obcutek ugodja, posledi¢no pa posameznik Zeli ponoviti vedenje, ki ga je
pripeljo do zadovoljitve nagona (pri tem gre za nekaks$no ucCenje navad, ki prinaSajo
zadovoljstvo) - v primeru zasvojenosti z drogami je to ponoven vnos. Tovrstna bolezen ne
povzroca le zdravstvenih tezav, temvec ima tudi resne ekonomske in socialne posledice tako
na posameznika kot tudi na globalni ravni.
Kot omenjeno v poglavju 1.3.3. se zaradi zmanjSane koncentracije Ca*" se inhibira izlo¢anje
GABA (j. inhibitorni nevrotransmitor) v ventralnem tegmentalnem podrocju, kar privede
do dezinhibicije dopaminskih nevronov in poveca se spro$€¢anje dopamina v centru za ugodje

(lat. nucleus accumbens, obcasno tudi akumbens).



Zaradi prekomerne stimulacije (previsokega nivoja opiatov) se Stevilo receptorjev zmanjsa
ali pa se zmanjsSa njihova obcutljivost. Zaradi te adaptacije ima opiat in potem posledicno
dopamin manjsi u¢inek na sistem nagrajevanja. Pri pogosti uporabi opiatov pride do pojava
tolerance. Pri tem potrebuje oseba vi§ji odmerek substance za enak u¢inek. Ce oseba
substance ne vzame, se pojavi odtegnitveni sindrom [24]. Pri odvisnosti se povecano
stimulirajo predvsem p opioidni receptorji v striatumu, pri psihostimulantih pa tudi «
receptorji. Podobna aktivacija p receptorjev se pojavi pri zasvojenosti s hrano (predvsem z
zivili, bogatimi s sladkorjem ali mascobami) in spolnost jo  [26].
Studija Vucetic et al. je raziskovala, kako prehrana, bogata z mas¢obami, ki jo matere uZivajo
v nosecnosti, vpliva pri potomcih na metilacijo in izrazanje genov, ki so povezani z
dopaminskimi in opioidnimi signalnimi potmi. Ugotovili so, da v povezavi z opioidi pride
do izrazite hipometilacije in posledi¢no povecanega izrazanja gena za p opioidni receptor
(MOR ali OPRM]I) in preproenkefalin, ki je eden izmed endogenih opiatnih ligandov.
Potomci imajo tako kot matere tudi sami poveCano tveganje za debelostjo [27].
Raziskave so pokazale, da ima pri razvoju zasvojenosti vlogo tudi genetika, predvsem
preucevane so variacije gena OPRM . Polimorfizem A118G (rs1799971) povzroci izgubo
glikozilacijskega mesta na N-koncu ekstracelularne domene p opioidnega receptorja, kar
zmanj$a vezavno ucinkovitost. Posledi¢no homozigoti GG pogosto potrebujejo vec opiata

za dosego enakega ucinka kot homozigoti AA [28].

1.4. Dopaminski receptor

1.4.1. Evolucija
Dopamin je eden najstarejSih nevrotransmiterjev in je tekom evolucije igral pomembno
vlogo pri prilagoditvah obnaSanja Zivali. Za njegov ucinek je potrebno sofasno izrazanje vec
komponent dopaminskega sistema: encimov za biosintezo dopamina, prenasalnih proteinov
za dopamin, encimov za njegovo razgradnjo in dopaminskih receptorjev. Veliko komponent
je prisotnih tudi pri drugih monoaminergi¢nih sistemih (noradrenalinski, serotoninski in
histaminski), kar nakazuje na skupen izvor. [29]. Dopaminske receptorje delimo v dve
skupini, D1 in D2. Filogenetske raziskave so pokazale, da si ti dve skupini dopaminskih

receptorjev nista med seboj sorodni ni€ bolj, kot sta si sorodni z drugimi monoaminergi¢nimi



receptorji. Najverjetneje se je zmoznost vezave dopamina med evolucijo neodvisno pojavila
dvakrat in sta dve skupini receptorjev rezultat konvergentnega razvoja [30]. Pri vretencarjih
s ¢eljustjo poznamo tudi ve¢ podtipov dopaminskih receptorjev. V skupino D1 priStevamo
podtipe DIA, DIB, D1C, DID IN D1X. Ti so najverjetneje nastali z duplikacijo genov v
zgodnji evoluciji vretencarjev. Zanimivo je, da imajo sesalci zmanjSano genetsko raznolikost
dopaminskih receptorjev kot drugi vretencarji. Dic in D1D receptorja sta prisotna pri vseh
vretencarjih s Celjustjo razen pri sesalcih, pri katerih sta se najverjetneje izgubila. Med D2
dopaminske receptorje uvrS€amo podtipe D2, D3 in D4. Ti so prisotni pri vecini vrst
vretencarjev, zato znanstveniki sklepajo, da so najverjetneje Ze predniki vretencarjev s
¢eljustjo imeli vse tri podtipe. Pri ribah hrustan¢nicah je tekom evolucije prislo do dodatnih
duplikacij genov, ki pa so precej vrstno specificne. Nekatere ribe imajo tako dva ali tri

paraloge genov za receptorja D2 in D4 [29].

1.4.2. Struktura
Poznamo 2 glavna podtipa dopaminskih receptorjev: D1-podobni receptorji (D1 in D5) ter
D2-podobni receptorji (D2, D3 in D4). Podtipa receptorjev se razlikujeta v strukturi. Na N-
koncu imata D1 in D5 dve mesti za mozno N-glikozilacijo, D2 ima stiri, D3 tri, D4 pa le eno
glikozilacijsko mesto. C-koncni del je pri D1 in D5 priblizno 7 krat daljsi kot pri ostalih.
Pomemben je tudi ohranjen cisteinski ostanek na C koncu. Ta je prisoten pri vseh GPCR-
jih. Funkcija tega ostanka je najverjetneje povezana z zasidranjem citoplazemskega repa v
membrano. Pri D1 in D5 je ta ostanek na zaCetku C konca, medtem ko pri ostalih predstavlja

zadnji aminokislinski ostanek [31].



1.4.3. Biokemija
Dopaminski receptorji se aktivirajo ob vezavi molekule na specificni membranski receptor.
Dopaminergi¢ni ligandi pri vezavi lo¢ijo skupini, receptorje znotraj skupine pa vezZejo na
podoben nacin s podobnimi afinitetami. So GPCR-ji, z G-proteini interagira regija IL3, to je
tretja citoplazemska zanka. Dopaminski receptorji aktivirajo veliko Stevilo razli¢nih
signalnih poti, najbolje so raziskani uéinki, ki jih posredujeta cAMP in Ca*" signalizacija
[32]. Skupina D1 veze Gos protein, in ob vezavi dopamina aktivira adenilat ciklazo, ki
sintetizira cCAMP. Obratno pa D2 skupina veze Gai/o protein in ob vezavi dopamina inhibira
adenilat ciklazo in proizvodna cAMP je zmanj$ana. Navzdoljnji ucinki so odvisni od tega,
ali se veze Ga ali GBy podenota [33]. Obe skupini imata na C-koncu fosforilacijska in

palmitoilacijska mesta, ki so najverjetneje vklju€ena v upad obcutljivosti receptorja [32].

1.4.4. Fiziologija
Dopaminski receptorji vplivajo na Stevilne nevroloske, Custvene, endokrine in motori¢ne
funkcije. Aktivirajo se ob vezavi dopamina, nevrotransmiterja, ki se tvori v substantii nigri.
Izrazajo se predvsem na obmocju centralnega zivénega sistema in v ganglijih. Poznamo 5
razlicnih dopaminskih receptorjev (D1, D2, D3, D4, D5). Vsak od njih ima drugac¢no
funkcijo in ga najdemo na drugi lokaciji [34].
Ena pomembnih funkcij je uravnavanje prostovoljnega gibanja. Pri tem sodelujejo receptorji
D1, D2 in D3. Pri tem sta D1 in D2 klju¢na za stimulacijo gibanja, D3 pa njuno delovanje
inhibira. Na ta nac¢in lahko omogocajo usklajenost gibanja.
Dopamin je kljucen tudi pri u€enju in spominu. Aktivacija D1, D2 in D5 receptorjev z
dopaminom dokazano izboljSa pomnjenje in spomin. Omogoca tudi regulacijo pozornosti in
sprejemanja odlocitev [35].
Dopamin ima tudi vlogo pri uravnavanju pocutja in ¢ustvovanja. V primeru neravnovesja
lahko predstavlja izhodiS¢e za Stevilne nevroloSke bolezni [36]. Na samo ¢ustvovanje vpliva
tudi prek delovanja na cirkadiani ritem, ki uravnava delovanje organizmov, da se v roku 24-
ur primerno odzovejo na signale iz okolice v skladu s son¢nim vzhodom in zahodom.
Neravnovesje cirkadianega ritma je pogosto razlog za razvoj psiholoskih in

nevrodegenerativnih bolezni [37].



Predvsem receptorji D2 pa so pomembni tudi za endokrino regulacijo oz. regulacijo
hormonskega sistema, zlasti preko hipotalamusno-hipofizne osi. Dopamin vpliva na
izlo¢anje prolaktina, rastnega hormona, TSH, LH in FSH. Vpliva lahko tudi na odziv telesa
na stres prek uravnavanja kortizola [35],[38]. D2-receptorji pa imajo vlogo tudi pri
uravnavanju oz. inhibiciji pretirane intenzitete vonja, preden signal za dolocen vonj doseze

mozgane [39].

1.4.5. Patofiziologija

Tako kot pri opiodnem receptorju je tudi dopaminski receptor povezan z nastankom
odvisnosti. Anatomsko najpomembnej$o vlogo ima mezolimbi¢ni dopaminski sistem. Ko se
sistem aktivira, pride do sproS¢anja dopamina v dopaminski sinapsi - presinapti¢ni nevroni
imajo aksone v akumbensu, kjer tvorijo dopaminsko sinapso. Na postsinapticnem nevronu
so prisotni dopaminski receptorji tipa D1 in D2. Ker ima D2 vi§jo afiniteto vezave za
dopamin, je tudi pomembnej$i pri zasvojenosti. Njegova povrSinska ekspresija se zaradi
pogoste prisotnosti dopamina zmanjsa. Ce potencirane navade ostanejo moéne, dolgoro&no
zmanjsanje izrazanja dopaminskih receptorjev povzro¢i zmanjSano obcutljivost na vrsto
nagrajevalnih drazljajev, ki Se niso bili potencirani kot del ustaljenih navad [40]. Neustrezno
ravnovesje dopamina, bodisi prevelika, bodisi premajhna koli€ina, je vpleteno v tudi Stevilna
druga bolezenska stanja. Ena izmed strategij terapije za regulacijo koncentracije dopamina
se lahko kot tar¢o uporabi tudi dopaminske receptorje, predvsem D2.

Pri Parkinsonovi bolezni, kjer je zmanjSana koli¢ina dopamina v substantii nigri, se to izkaze
kot tremor, bradikinezija, nestabilna drza. Eden izmed agonistov D2 receptorja je
bromokriptin. Po drugi strani se pri shizofreniji poveca aktivnost dopamina in posledicno
pride do pojava vecjega Stevila receptorjev. Pravtako pride tudi do strukturnih sprememb
receptorjev; raziskave so pokazale, da se pri shizofreniji poveca delez monomernih oblik D2
receptorjev, kar lahko vpliva na vezavo dolocenih ligandov in posledicno na delovanje
dopaminskega sistema.

Prva generacija antipsihotikov so za tarco prav tako vzeli D2. Tipi¢ni antipsihotiki se delijo
na visoko in nizko potentne glede na njihovo zmoZnost vezanja na receptorje in ne na samo
ucinkovitost. Velika vecina deluje relativno nespecifi¢no in se povezujejo tudi z drugimi

receptorji, predvsen D5 in D3 [34].



2. Tirozin kinazni receptorji

2.1. Evolucija

Tirozin kinazni receptorji so za zivali specifi¢ni transmembranski receptorji, ki nadzorujejo
Stevilne celi¢ne procese (na primer celicna delitev, migracija, prezivetje, proliferacija in
diferenciacija). Prvi tirozin kinazni receptorji so najverjetneje nastali s fuzijo epidermalnemu
rastnemu faktorju podobne domene in citoplazemske tirozinske kinaze ze pred pojavom
zivali. Stevilo in raznolikost genov za tirozin kinazne receptorje se je tekom evolucije Zivali
moc¢no povecalo [41]. Glavni mehanizem evolucije tirozin kinaznih receptorje so
najverjetneje duplikacije celotnega genoma, ki so se zgodile med evolucijo zivali. Zaradi
tretje genomske duplikacij pri ribah hrustan¢nicah, imajo te ve¢ genov za tirozin kinazne
receptorje kot druge zivalske vrste. Raznolikost tirozin kinaznih receptorjev vretencarjev se
je Se povecala kot posledica duplikacij posameznih genov [42]. Temu so bili Se posebe;j
podvrzeni ephrinski receptorji, ki predstavljajo najstevilénejSo podskupino tirozin kinaznih

receptorjev pri vretencarjih [41].

2.2. Biokemija

V splo$nem vezava rastnih faktorjev na tirozin kinazne receptorje (RTK) sprozi dimerizacijo
njihovih zunajceli¢nih predelov. Bivalentni ligand, ki je ponavadi prav tako dimer, interagira
hkrati z dvema receptorskima molekulama in ju pre¢no poveze v dimerni kompleks. Lahko
pa je receptor ze dimeriziran in vezava liganda povzroci strukturne spremembe v receptorju,
ki aktivirajo tirozin kinazno aktivnost in celi¢no signaliziranje.

Dimerizacija zunajceli¢nih predelov receptorja aktivira znotrajceli¢ne tirozin kinazne
domene. Mehanizmi aktivacije so med receptorji zelo razli¢ni in receptorji se strukturno zelo
razlikujejo v neaktivnem stanju, kar jim daje razlicne regulatorne mehanizme. Vse tirozin
kinazne domene (TKD) imajo N in C-predel. Regulatorni predeli kot so aktivacijska zanka,
vija¢nica aC in kinazni N-predel zavzamejo specificno konfiguracijo v vseh TKD, ki je
potrebna za katalizo prenosa fosfatne skupine. Posamezna TKD je unikatno avtoinhibirana
z intramolekularnimi interkacijami, specificnimi za dolocen receptor. Ko se avtoinhibicija

prekine ob vezavi liganda (in dimerizaciji) se RTK aktivira [43].



2.3.Inzulinski receptor

2.3.1. Evolucija
Inzulin je klju¢en za uravnavanje koncentracije glukoze v krvi vretencarjev. Tudi pri drugih
zivalskih vrstah (na primer insektih in ¢rvih) najdemo inzulinu sorodne peptide, ki imajo
razli¢cne funkcije. V ¢loveskem genomu je poleg gena za inzulin prisotnih Se devet drugih
genov, ki kodirajo inzulinu podobne peptide. [44]. Ceprav pri nevretenéarjih obstaja ved
inzulinu podobnih peptidov, je do zdaj znan zgolj en inzulinski receptor. Pri vretencarjih
poznamo tri receptorje, ki lahko z visoko afiniteto vezejo inzulin in IGF. To so IR, IGFIR
ter IGF2R. Slednji je primarno receptor za manozo-6-fosfat, ki je pri sesalcih pridobil
domeno za vezavo IGF2 in ne sodeluje v celicnem signaliziranju. Na podlagi strukturne
podobnosti je bil identificiran Se receptor IRR (insulin receptor-related receptor), ki pa nima
znanega liganda. Receptorji IR, IGF1R in IRR imajo relativno visoko ohranjeno strukturo.
Trije paralogni geni (Ir, Igflr in Irr) so najverjetneje nastali z dvema duplikacijama med
evolucijo vretencarjev. Prva duplikacija je dala gen za IR receptor ter predhodnik genov za
receptorja IGF1R in IRR, ki pa sta nastala z drugo duplikacijo. Pri ribah hrustan¢nicah je
najverjetneje prislo do dodatne duplikacije; nekatere vrste imajo namre¢ po dve kopiji /r in

Igfir genov [45].

2.3.2. Struktura

Zapis za inzulinski receptor se nahaja na eksonu 11, ki kodira 12 aminokislin dolgo
zaporedje, ki se lahko alternativno izreze, kar rezultira kot A in B izooblika. B izooblika ima
na C-koncu a-podenote dodatnih 12 aminokislin.. Obe obliki pa imata strukturo (af})2. a-
podenota je v celoti ekstracelularna. N-kon¢na domena a-podenote je sestavljena iz dveh
homolognih globularnih domen L1 in L2, med njima pa je regija, bogata s cisteini (CR), ki
ojaca dimerizacijo.. Sledita dve fibronektinski domeni tipa III (FnIIl). V Fnlll 2 je 120
aminokislinskih ostankov — insercijska domena.

B-podenota je krajsa in je sestavljena iz ID-3 in FnllI 3 na zunajceli¢nem delu, temu pa sledi
TM domena in znotrajcelicna tirozin-kinazna domena ter C-konec. Podenoti se v

funkcionalni receptor povezeta preko disulfidnih mostickov [46].



2.3.3. Biokemija
Receptor za inzulin spada med RTK. Ena molekula inzulina se veze na receptorski dimer z
visoko afiniteto, nadaljnje molekule pa z manj$o. Receptor ima tipi¢no strukturo za RTK in
je avtoinhibiran z aktivacijsko zanko, ki deluje kot pseudosubstrat in zaseda aktivno mesto.
Ob vezavi liganda se sprozi konformacijska sprememba transmembranskih predelov, saj se
prekine L1-Fnlll 2'-3' interakcija, ki stabilizira lo€eni TM domeni. Te se zarotirajo, zbliZajo
in s tem premaknejo znotrajcelicne domene in inhibicija se prekine. Takrat se
avtofosforilirajo kinazne domene. Ob tej trifosforilaciji aktivacijske zanke kinaza fosforilira
tirozinske ostanke zunaj kinazne domene, kar ustvari vezavna mesta za ligande z domenami
SH2 (angl. src-homology 2) ali PTB (angl. phosphotyrosine- binding). Za razliko od drugih
RTK, ta receptor ne veze peptidnega hormona inzulina direktno, pa¢ pa posredno preko
fosforiliranega tirozinskega ostanka v bliznji domeni signalnih adaptorskih proteinov IRS
(angl. insulin receptor substrat). Ti tvorijo jedro signalizacijskega delca. Nadaljnje se ob

njegovi vezavi na RTK sprozajo PI3K, MAPK-ERK in druge signalne poti [46].

2.3.4. Fiziologija
Inzulinski receptor igra kljuc¢no vlogo pri uravnavanju glukoze v krvi, metabolizmu, celi¢ni
rasti in prezivetju. Aktiviran je prek vezave inzulina, polipeptidnega hormona, ki se
proizvaja v pankreasu v betacelicah. Ko inzulin vstopi v kri poskrbi za homeostazo glukoze
s tem da spodbudi celice, da sprejmejo glukozo iz krvi. To so predvsem celice skeletnih
misic, jeter in mascobnega tkiva. Ob vezavi na inzulinski receptor pride do translokacije
glukoznega transporterja GLUT4 na celicno membrano, kar olajsa prehod glukoze v celice
[47]. Inzulin prek te signalne poti vpliva tudi na regulacijo metabolizma ogljikovih hidratov,
saj spodbudi sintezo glikogena prek aktivacije glikogen sintaze. Inhibira glukoneogenezo in
glikogenolizo v jetrih, s ¢emer efektivno zmanjSa koncentracijo glukoze v krvi.
Stimulira tudi lipogenezo v mascobnem tkivu. Hkrati pa inhibira lipolizo z inhibicijo lipaze,
kar telesu omogoca, da shrani energijo, ko je v telesu na voljo veliko glukoze oz. energije.
Prav tako spodbuja vnos aminokislin v celice in sintezo proteinov, inhibira pa razgradnjo
proteinov, kar omogoca rast in obnovo tkiv.
Tudi v sploSnem spodbuja celi¢no rast in diferenciacijo z aktivacijo signalnih poti kot so

PI3K/AKT in MAPK. Slednje regulirajo celi¢no proliferacijo, rast in prezivetje. Posebno v



primeru metabolnega stresa, signalizacija z inzulinom pripomore pri obvarovanju celic pred
programirano celi¢no smrtjo (apoptozo).

V centralnem zivénem sistemu inzulinski receptorji regulirajo apetit, ucenje in spomin.
Nepravilno inzulinsko signaliziranje v moZganih povezujemo s kognitivnim upadom in

razvojem nevrodegenerativnih bolezni [48],[49].

2.3.5. Patofiziologija
V 70. letih so odkrili, da se sladkorna bolezen lahko pojavi kljub prisotnosti inzulina, kar je
ovrglo prejSnje domneve, da je vzrok zgolj pomanjkanje tega hormona (kot pri tipu 1).
Kljuéno je bilo namre¢ odkritje, da inzulinski receptor deluje kot tirozin kinaza, kar je
omogocilo nadaljnje raziskave signalnih poti.
Pri sladkorni bolezni tipa 2, govorimo o diabetesu, ki je neodvisen od inzulina. Pri tem gre
za to, da se inzulin normalno veze na receptor, vendar je nadaljnjo signaliziranje moteno.
Ker GLUT4 ne dobi signala za translokacijo na membrano, celica sladkorja ne privzame,
sama koncentracija glukoze pa se poveca. Disregulacija signalne poti PI3K/Akt vodi tako v
nastanek odpornosti na inzulin. Na ob¢utljivost celic na inzulin vpliva ve¢ dejavnikov, med
katerimi imajo pomembno vlogo metaboliti, nastali med lipolizo, kot so ceramidi in
diacilgliceroli (DAG) [50].
Ceramidi zavirajo signalno pot Akt z aktivacijo proteinske fosfataze 2A (PP2A), medtem ko
DAG pa aktivirajo protein kinazo C (PKC), ki zavira signalno pot s povecano
serinsko/treoninsko fosforilacijo. Bolezen je lahko genetsko pogojena in/ali pa posledica
prekomerne telesne teze v povezavi z nezdravim zivljenjskim slogom. Odpornost na inzulin
pa se ne pojavi zgolj pri sladkorni bolezni tipa 2, temvec tudi pri kardiovaskularni bolezni,

sindromu policisti¢nih jajénikov (PCOS) in pri nealkoholni zamascenosti jeter [51].
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