G-protein-coupled Receptors
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« Seven transmembrane regions of 22-24 hydrophobic residues

« N-terminus faces outside, often involved in ligand binding

« (C-terminus faces the cytosol with regulatory phosphorylation sites

« The cytosolic loop between helices 5 and 6 is the place for
interaction with G proteins



Local or systemic
infection or sepsis
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Molecular signatures of
G-protein-coupled receptors

A.J. Venkatakrishnan', Xavier Deupi’, Guillaume Lebon"**%, Christopher G. Tate', Gebhard F. Schertler>®

Time-line showing representative
crystal structures of GPCRs and the
year of publication. Active
conformations are marked with a
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The hetero-trimeric G proteins
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G protein is an afy trimeric protein which binds guanine nucleotides
They can be considered molecular switches wherein...
aPyepp (INActive) — agpp (active) + By
Ga is membrane anchored and has GTPase activity
Gp interacts Ga and keeps it in the GDP-bound state (inactive)



G- proteins and the role of G- proteins

In the resting state, the G- protein exists as an unattached afy
trimer, with GDP occupying the site on the a subunit.

When a receptor binds an agonist molecule, a conformational

change occurs, involving the cytoplasmic domain of the receptor
causing it to acquire high affinity for aBy.



G-proteins are tightly regulated

]
: G-Protein )

Accessory proteins modulate the cycling of G-proteins between GTP/GDP

1. GAPs: GTPase-activating proteins. Stimulate GTP hydrolysis. Inactivate G
proteins.

2. GEFs: Guanine nucleotide-exchange factors: G-protein-coupled receptors
(GPCR). Stimulate the dissociation of GDP (inactive) from G-protein so
that GTP can bind (active)

3. GDIs: Guanine nucleotide-dissociation inhibitors. Inhibit the release of
bound GDP (maintain the G-protein in inactive state)



G proteins dissociate into 2 signaling
complexes when activated

Activated GPCR induces
exchange of GDP for GTP
on Ga subunit

Ga dissociates from GBy

Activated subunits diffuse
within the plane of the
membrane to activate
downstream signaling
molecules

receptor protein

inactive G protein
\ L Y
=
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signal Gor] membrane
molecule @
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Targets for G—proteins are.

a) The adenylate cyclase system (o subunit)
b) lon channels (f—y subunits)

c) Phospholipase C system (—y subunits)
d) PI3Ky
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a) G proteins regulate ion channels

G — protein coupled receptors can control ion channel function by
mechanisms that do not involve any second messengers such as
cAMP or inositol phosphates.

In cardiac muscle, for eg., muscarinic ACh receptors are known to
enhance potassium permeability (thus hyperpolarising the cells
and inhibiting electrical activity).



a) G proteins regulate ion channels

* Acetylcholine slows the
heart rate

« Receptor activation =>
dissociation of Ga and

GRy

« Ga opens K+ channels,
thus hyperpolarizing
cells and decreasing the
amplitude of contraction
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b) G proteins regulate membrane-bound
enzymes to make second messengers

activated enzyme
~ EXTRACELLULAR SPACE

\\, P z
Dj) | 5 mistye
activated (/1 subunit

of G protein CX) @@

activated By complex

many intracellular messenger molecules
diffuse widely to act on target proteins and
other signaling proteins in various parts

of the cell

1. Adenylyl cyclase - converts ATP into cyclic AMP (cAMP)

2. Phospholipase C - cleaves membrane phosphatyidyl inositol-4,5
diphosphate into IP, a hydrophilic sugar and diacylglycerol (DAG).



Adenylyl Cyclase

Adenylyl Cyclase converts ATP to cyclic AMP (cAMP).
There are 2 types of G proteins:

First messenger
Signal molecule

1- GS, which stimulates the (such as epinephrine)
Adenylyl Cyclase

2- Gi, which inhibits the Adenylyl
Cyclase

Adenylyl
G protein cyclase

Receptor

cAMP behaves as a second
messenger which activates other St
\d

enzymes in the cell, often a protein

k|nase (PKA) . Protein

-



1- AMPc SIGNALING

Activated PKA enters the
nucleus and phosphorylates
CREB (cAMP Response
Element Binding protein).

Once phosphorylated, CREB
recruits the coactivator CBP
(CREB Binding Protein).

This complex binds to the
CREB-binding element to

stimulate gene transcription.

activated
adenylyl cyclase

signal molecule
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Molecular Biology of the Cell, 2002



Protein Phosphatases make
the effects of PKA and other Protein Kinases

Transitory
Four Types of Serine/Threonine Phosphatases:

1. Protein Phosphatase I (PPI)
2. Protein Phosphatase ITA (PP2A)
3. Protein Phosphatase IIB (PP2B, Calcineurin)

4. Protemn Phosphatase IIC (PP2C)
- Minor one, unrelated to the others

PPI antagonizes PKA:
dephosphorylates CREB



Bacterial toxins are useful tool for
studying GPCR signaling

ADP-ribosylation 1s a general mechanism by which
activity of many proteins 1s regulated, in cukaryotes
(including mammals) as well as 1n prokaryotes.



Cholera Toxin

Cholera toxin catalyzes covalent modification of G
ADP-ribose i1s transferred from NAD™ to an arginine
residue at the GTPase active site of G,.

Cholera toxiry?) Vibrio cholerae

G, PO po

->/' CFTR

Adenylate
cyclase

o The ADP ribosylation alters the alpha s so that it can no
longer hydrolyze its bound GTP. Thus, alpha s continues
to stimulate adenylyl cyclase to produce cAMP.

e The prolonged production of cAMP in the intestinal
epithelial cells causes a large efflux of Na+ and water into
the gut, and 1s responsible for the severe diarrhea that 1s

characteristic of cholera. /

Na* 2CI° K* K-Channel

2K*
NKCC  Na'/k*-ATPase



Bacterial toxins are usetul tool for
studying GPCR signaling
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Pertussis toxin catalyzes ADP-ribosylation at a Cys residue of G,
making the inhibitory Ga incapable of exchanging GDP for GTP.
Thus the inhibitory pathway is blocked
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2- PHOSPHOLIPASE SIGNALING

LI 2
The activated G B+y subunits bind
PL-Cf3, which generates DAG (which \
in turn stimulates PKC) and IP3,
triggering Ca2* release from the
intracellular storages. Nature Reviews | Drug Discovery



O molecola segnale

recettore accoppiato
a una proteina G

fosfolipasi C inositol fosfolipide

attivata

diacilglicerolo
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Q protein
. G Q chinasi C
inositol (PKC)
1,4,5-trifosfato . o0 attivata
(IPy) pdorca

/ canzale per il
i ) ) i Ca?* aperto
Phospholipase C-activated signalling: P
lipids can also be involved.

Inositol-phospholipid signalling generates 2
signals:

e one stimulating PKC

e the other triggering Ca2+ release.



Termination of Ca?* response

1. IP, rapidly dephosphorylated by phosphatases.

2. DAG rapidly hydrolyzed.

3. Ca%* rapidly pumped out.

4. Ser/Thr phosphatases dephosphorylate PKC and CaM kinase targets.

Receptor desensitization

The structure and function of
G-protein-coupled receptors

Daniel M. Rosenbaum’, Sgren G. F. Rasmussen' & Brian K. Kobilka'



GPCR signaling is inactivated by arrestins:
homologous desensitization of GPCRs

agonist
| £ dyqamin
| “’)3 | =
A\ o
arrestin
//\"'"713,
Ay,
NI ¥4 /
-activation of G-protein -phosphorylation of receptor \\_77
coupled receptor kinase by GRK promotes arrestin 9 (/)
-phosphorylation of receptor  binding and G-protein
, uncoupling ' _
clathrin
N ,’ »}; '

recycling back to membrane

‘ c’;l—;t‘ﬁlriﬁ—cagte;‘)i
Ligand binding to GPCRs not only promotes G-protein activation but makes the
receptor a substrate for phosphorylation by GRKs (G-protein coupled receptor

kinases). GRK phosphorylation promotes arrestin binding, which causes G-protein
uncoupling and promotes receptor internalization via clathrin-mediated endocytosis



Domain arChltecture Of B B-arrestins in GPCR signaling 457

N domain - C domain
arrestins. |
p-arrestini |R1 l I l . Eé
1 r | 1 L|-#1S
p-arrestin2 |R1 l [ ]:l l R2
i "7410
| 1 =" — .
\ } ,
Src-SH3 IP6 Clathrin AP2
|
Src-SH1 JNK3 NSF S412
Ask1 (other MAPKs?) Mdm2

(other MAPKKKs?)

[3-arrestins are composed of two major functional domains, an N-terminal
(A) domain responsible for recognition of activated GPCRs and a C-
terminal (B) domain responsible for secondary receptor recognition. The A
and B domains are separated by a phosphate sensor domain (P).

The R2 domain contains the primary site of phosphorylation, as well as the
binding motif for clathrin and 32-adaptin (AP2). The recognition domain
for inositol phospholipids (IP6) resides is within the B domain.

Interactions between pP-arrestins and signaling proteins are shown in
green.



Role of B-arrestins in the desensitization, sequestration
and intracellular trafficking of GPCRs.

(1) Desensitization

Clathrin-
coated pit
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Recycling
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Endosomal
Vesicle

Endosomal
Vesicle
“Class B”
GPCR

Acidified Vesicle
Compartment

Z \

Slow Recyling? Degradation

00N
L,

(3 Recycling / Downregulation
Once internalized, GPCRs exhibit two distinct patterns of B-arrestin interaction.

e ‘Class A’ GPCRs, for example the 32 adrenergic receptor, rapidly dissociate from -arrestin. These

receptors are trafficked to an acidified endosomal compartment, wherein the ligand is dissociated and

the receptor dephosphorylated by a GPCR-specific protein phosphatase PP2A isoform, and are
subsequently recycled to the plasma membrane.
* ‘Class B’ receptors, for example the angiotensin Il AT1a receptor, form stable receptor—3-arrestin

complexes. These receptors accumulate in endocytic vesicles and are either targeted for degradation

or slowly recycled to the membrane via as yet poorly defined routes.



La retina

La retina e’ un disco circolare
, 22 con diametro di circa 42 mm
comes /4 N s -7=_. che ricopre la superficie

“ #=—": posteriore dell’occhio ed &
sensibile alla luce come una
pellicola fotografica; essa
recepisce e compone le
immagini visive e le
— trasmette successivamente al
Ciliary body C€I’V€| IO.

Sclera Choroid

Pupil

Irie Optic nerve

Sulla sua superficie sono collocate ed operano due categorie di cellule
(fotorecettori) sensibili alla luce:

I CONI, cosi chiamati per la loro forma, che recepiscono soprattutto i
particolari delle immagini ed i vari colori. Responsabili della visione a
colori.

I BASTONCELLI, dalla linea allungata ed affusolata, i quali reagiscono
prevalentemente al contrasto fra il chiaro e lo scuro ed al movimento degli
oglge_tti. Sensibili anche a bassi livelli di luce, ma incapaci di distinguere i
colori.




Anatomia della retina

pignent _____Jo|o|o[oJoJo]o[o[o]o[o[o[o[o]o[o]o[o]

epithelium

rods

cones

outer
plexiform

horizontal
cells

bipolar
cells

amacrine
cells

inner
plexiform
layer

ganglion
cells

nerve fiber
layer

La retina contiene quattro strati di
cellule:

i

Epitelio pigmentato
Fotorecettori
Cellule bipolari
Cellule gangliari
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Quando la luce contatta i
fotorecettori, si produce una
complessa serie di reazioni
chimiche. Vengono rilasciate
molecole di
neurotrasmettitori che
stimolano le cellule bipolari
e le cellule gangliari. Questi
neuroni integrano i segnali
che provengono da molti
fotorecettori ed inviano
attraverso il nervo ottico il
segnale alla corteccia visiva
del cervello



. Dischi

» Segmento esterno

La retina umana contiene circa 3 milioni di coni
e 100 milioni di bastoncelli
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Discs
=
| coni e i bastoncelli sono i trasduttori della luce. Sono &= Cyopiasmic space
cellule altamente specializzate caratterizzate da strutture ower | |&
. . ) ) segmem g
molto particolari per espletare il loro compito. = v v
Sono strutturalmente molto simili e si compongono di: = | segment
) , "o .. Cil
segmento esterno: dischi che portano il pigmento visivo —
) ) ) ) ) |__— Mitochondria
soma: con nucleo, mitocondri, reticolo endoplasmico, Golgi inner
etc g;iem Ségnl‘nenl
segmento Interno: terminale sinaptico in contatto con le Nucleus
cellule bipolari. G | Syapic
terminal | B termina



Segmento esterno . r_.

La parte piu caratteristica dei gt e
fotorecettori & sicuramente il \'-?V,;,::.e:,:{;//’-/-‘
——
segmento esterno. \ ) s
] ’

Esso contiene una serie di dischi g
impaccati che derivano dalla FEB
membrana esterna del fotorecettore.

I dischi sono soggetti ad un rapido
turn-over. Quelli piu vecchi sono
eliminati all'apice del fotorecettore,
mentre quelli piu nuovi derivano
dalla parte a contatto con il soma




Il principale componente
proteico dei dischi
membranosi € la proteina
/TM rodopsina, che
costituisce il 40-50%
dell’ intera massa del
segmento esterno.

La sintesi della rodopsina
inizia nel segmento interno,
dove la proteina viene
maturata nel reticolo
endoplasmico e

nell’ apparato di Golgi e
successivamente e
trasportata nel segmento
esterno

Disk
membranes

[ Rod ouler

| segment RS

Discs

Mitochondria —___ o= Clliam
Gulgl cormelex -
£ -
Endlopkasmic —— - {12‘3"”":"'3'
reticulum segme
d Ahodopsin R
CViopasm - Coll
%"%" "'_-._ X ” . & ™ body
Intrad=scal D
i Synaptic - - ‘
““ ““ vesicles [ Synaptk:
e | terming
Cytoplasmic i
Sngle disk
Plasma
membranes
Figure 1

Verehrace renra and rhodopein, (s) Scanning electrocetinogram of mouse reting [courtesy of Yan Liang
(33)). Rod cells comprise ~70% of all .4 million rewnal cells, snd cooe cells represent = 2%, Rods ane
pestmitanic nenrces with highly differennated rod onter segrents (ROS) coonecred 1o the inner
segments (15), which generate proteins and energy o sustain phototmnsducnon events, (0) Disgram
depicring the rod cell. The processes in ROS allow rapid transducnon of the light signal w graded

by perpolarwzation of the plisma membrane, ensuing from the decrese of light-sersitve conducrance m
the ROS cGMP-gured carion channels, In ROS, hundreds of distiner, rhodopsin-loaded disk menbeanes
(X0 are emeloped by the pham membrane. ) Elecrron micrograph of isolated ROS from che monse
reving [courtesy of Yan Lang (33)]. The disk membranes consia of a phospholipid bilayer studded with
thadopsin. ¢ ) Diagram of disk membranes, The main protein of ROS disk membeanes is light-sensitnve
thadopsin, which occupies 30% of the disk ares. The molar reio berween rhodopsin and phospholipids
is about 140 (for example 138 and 13% reviewed m 140). Muluple wechniques suggest thar chodopsin
formes oligomenic serucures in the narve membranes, with the rhodopsin dimer most likely being the
sgmling unit.



La trasduzione visiva inizia quando la luce incontra la
rodopsina, cioe migliaia di molecole di fotorecettore
distribuite su ogni disco del segmento esterno

« La rodopsina (M. 40.000) e una proteina integrale di
membrana con 7 eliche che la attraversano.

« E’ stato il primo membro della famiglia dei recettori
7/TM ad essere purificato e cristallizzato

- Il gene della rodopsina € stato il primo 7TM ad

essere clonato e sequenziato (Nathans, J. et al. (1984)
Isolation and nucleotide sequence of the gene encoding
human rhodopsin. Proc. Nat. Acad. Sci., 81, 4851-4855).



Struttura della
rodopsina

Phosphorylation sites with cytoplasmic proteins
P. oyl Cystaines

attachment site

* e ; . adapted from
Region containing oligosaccharides Hararave et al. 1984

Piantanida, 1991

Numerose evidenze sperimentali indicano
che la rodopsina puo essere presente
nella membrana come dimero

Regione N-terminale
molto compatta. Due
oligosaccaridi sono legati
a Asn-2 e Asn-15

Estremita C-terminale: siti
di fosforilazione

Nel VII passo TM e’
legata una molecola di

cromoforo, I"11-cis-
RETINALE
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Quando la rodopsina interagisce con un fotone, la
prima reazione che avviene, e fra laltro FUNICA
luce-dipendente, ¢ l'tsomerizzazione del retinale

dalla forma 11-es alla torma a/f-trans.
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11-cis-Retinale Tutto-trans-retinale

Il cromoforo e legato mediante una base di Schiff al
residuo lys??® sulla settima elica della rodopsina.

L” assorbimento della luce provoca |” isomerizzazione del

gruppo 11-cis-retinale della rodopsina nella sua forma
tutto-trans

Questa isomerizzazione causa uno spostamento
dell’ atomo di azoto della base di Schiff di circa 5A°
L" energia lurninosa di un fotone & trasformata in
movirnento atormico



La fototrasduzione

Na*
Phosphodiesterase Ca?t

cAMP = gated
ion channel

La prima parte della visione e chiamata fototrasduzione ed
attraverso essa un segnale luminoso viene trasformato in
segnale chimico e quindi in segnale elettrico



La fototrasduzione

Na*
Phosphodiesterase Ca?t

cAMP = gated
ion channel

Light

Rhodopsin
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7
GMP cGMP

Rodopsina - »proteina G trasducina - »fosfodiesterasi - »cGMP- »GMP - »
chiusura canali Nat - » iperpolarizzazione



Il potenziale elettrico transmembrana e prodotto dalla pompa della Na+tK*
ATPasi. Un canale ionico controllato da cGMP modifica il potenziale di
membrana nei coni e bastoncelli.

Outer segment
A

Ion channel
open

Ion channel
closed

Y4

NatK*
ATPase

Inner segment
A

-

Al buio, nei fotorecettori e’ fortemente attiva una guanilato ciclasi, che
produce cGMP

Il cGMP mantiene aperti i canali ionici che portano una corrente cationica.

I fotorecettori sono depolarizzati (V,=-35/-40 mV);

La luce riduce la concentrazione di cGMP ( fosfodiesterasi) , CHIUDE 1
canali ionici CNG e iperpolarizza i fotorecettori (-70 mV)




&)
@ Activated rhodopsin ©)]

catalyzes replacement @
of GDP by GTP
on transducin (T),
which then dissociates
into T ,-GTP and Tg,.

Light absorption
converts 11-cis-
retinal to
all-trans-retinal,
activating rhodopsin.

Rhodopsin kinase (RK)
phosphorylates “bleached”
rhodopsin; low [Ca*']

and recoverin (Recov)
stimulate this reaction.
Arrestin (Arr) binds
phosphorylated carboxyl
terminus, inactivating
rhodopsin.

Fase di recupero

T,-GTP activates

c¢GMP phosphodiesterase
(PDE) by binding and
removing its inhibitory
subunit (I).

5-GMP

Disk membrane

Excitation
Recovery/Adaptation
k\
GTP N
cGMP

@ @ Logoe

Reduction of [Ca*‘]
activates guanylyl
cyclase (GC) and
inhibits PDE; [cGMP]|

Slowly, arrestin dissociates,
rhodopsin is dephosphorylated,
fand all-frans-retinal is
replaced with 11-cis-retinal.
Rhodopsin is ready for rises toward “dark”
another phototransduction level, reopening cation
cycle. channels and returning
V,, to prestimulus level.

v
RPE65: retinolo cis/trans isomerasi

/cGMP———cGMP:)
& ETED)

GTo) T— o R e
(=) — S8 @

Active PDE reduces
[eGMP] to below the
level needed to keep
cation channels open.

Plasma
/ membrane

Na*,CaZ2+

cGMP
(& Cation channels

a2+ close, preventing

influx of Na* and
Ca?*; membrane is
hyperpolarized. This
signal passes to

the brain.

=

® Continued efflux of Ca2*
through the Na*Ca?*
exchanger reduces
cytosolic [CaZ*].

4 Na*




Fase di recupero e di adattamento

I livelli di Ca 2* regolano la velocita con cui il sistema
viene riportato allo stato iniziale

Attivita GTPasica della subunita o della trasducina
La subunita inibitrice della PDE si riassocia all’ enzima

Attivazione della guanilil ciclasi (inibita da elevate
concentrazioni di Ca 2* -superiori a 100nm)

Attivazione della rodopsina chinasi (inibita dalla
proteina che lega il Ca 4* in presenza di elevate
concentrazioni di calcio)



Membrana del disco

M7mbrana cellulare. Al b“i()'

- Il retinale ¢ 11-cis

- Rodopsina e Trasducina sono inattive
- La fosfodiestrasi ¢ inattiva

- C’ ¢ molto GMPc¢

- [ canali sodio sono aperti

.......

7 - Entra 1l sodio
"M'_Pé;-dipendeme/ - La cellula & depolarizzata (-30 mV)

. ) Membrana del disco
Alla luce, i | Membrana cellulare

- Il retinale ¢ tutto-trans

- Rodopsina e Trasducina sono attivate
- La fosfodiesterasi ¢ attivata

- C’ ¢ poco GMPc

- I canali sodio sono chiusi

- Il sodio non entra piu e o
- La cellula ¢ a =60 mV - e

‘sodio chiuso




Le diverse tappe del processo di trasduzione
Visivo de'i:errmruru una grande armplificazione del
segnale iniziale

« Ogni molecola di rodopsina eccitata attiva 500 molecole
di trasducina

« Ogni molecola di fosfodiesterasi attivata idrolizza 4200
molecole di cGMP/secondo

« Il legame del cGMP al canale ionico € cooperativo e
quindi anche una piccola variazione nella concentrazione
di cGMP determina una considerevole variazione nella
conduttanza ionica



Il risultato di questa amplificazione ¢ la
sensibilita alla luce

L" assorbimento di un singolo fotone
chiude un migliaio di canali e cambia il
potenziale di membrana di 1mV



Differenze nella trasduzione nei
coni e nei bastoncelli

Bastoncelli:

e maggiore superficie fotosensibile

e maggiore amplificazione

e Interazione rodopsina-trasducina
piu‘rapida

e 1 proteina fotorecettrice

Coni:

o Isoforme diverse di:
— trasducina
— PDE
— arrestina

La risposta dei coni e’ piu’ rapida e 3 proteine fotorecettrici
ma meno sensibile




La visione a colori nelle cellule a cono coinvolge una via di
trasduzione del segnale essenzialmente identica

« Tre proteine fotorecettrici diverse (opsine con alcuni aminoacidi
di differenza) una sensibile soprattutto al rosso, una al verde
e una al blu, con picchi di assorbimento rispettivamente 420
nm per il blu, 535 nm per il verde, 565 nm per il rosso. In

tutte il cromoforo e il retinale

100

Ogni cono esprime un solo tipo di

recettore opsina.

L" uomo distingue colori e

sfumature integrando i segnali che
provengono dai tre tipi di coni. Gli
uccelli hanno 6 pigmenti e una
percezione molto acuta dei colori

Relative absorbance

10

Blue
pigment

Wavelength (nm)



I pigmenti fotosensibili

e Sia i coni che i bastoncelli usano l'isomerizzazione del
retinale

e Nei coni le proteine sono dette conopsine o iodopsine e

sono simili alla rodopsina ma con proprieta’ spettrali
diverse

e |e opsine verde e rossa sono molto simili tra loro:
duplicazione genica relativamente recente (primati)

Le differenze tra le tre opsine sono sufficienti a disporre il
cromoforo 11-cis-retinale in tre ambienti diversi, generando
cosi tre fotorecettori con capacita di assorbire la luce in
regioni diverse dello spettro



Le sequenze aminoacidiche dei fotorecettori dei coni sono
state confrontate tra loro e con quelle della rodopsina

« Ogni fotorecettore dei coni mostra il 40% di identita con
fotorecettore della rodopsina

« Fotorecettore del blu mostra una identita del 40% con i
fotorecettori del verde e del rosso

« Fotorecettore del rosso e del verde sono identici per il 95%.
Differiscono solo in 15 posizioni su 364
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— I geni per I’opsina dei pigmenti rosso e verde
sono vicini sul cromosoma X

— Il gene per ’opsina blu sul cromosoma 7
— Il gene per rodopsina e sul cromosoma 3






I recettori olfattivi sono
neuroni bipolari presenti
all'interno di un epitelio
specializzato posto nella
parte superiore della
cavita nasale

Bulbo ofattivo

Epitelio olfattivo o | ”‘\
znn.oapale I / e ol\‘
avitd nasale —4£_ . ---~ S
N \ &
r— .\ \/'

Composti««««-
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Rivestimento
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Mucoso |
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To lateral olfactory tract —3»

Nell’ epitelio olfattivo sono presenti
tre tipi di cellule:

1. Cellule di supporto
2. Cellule basali (staminali)

3. Neuroni olfattivi sensoriali (OSNSs)

I neuroni olfattivi sensoriali sono
piccoli neuroni con ciglia che si
sporgono dal muco che coprono
I” epitelio olfattivo. Queste ciglia
che sono effettivamente i
dendriti dei OSNs contengono i
Recettori Olfattivi (ORs)

--- Interazioni tra questi recettori e
gli odoranti attivano una
cascata di eventi biochimici ---



La famiglia dei recettori olfattivi

* Clonaggio ed identificazione di una subunita
a espressa esclusivamente nelle ciglia
olfattive (Goi)

 1991: identificazione nel ratto dei cDNA per i
recettori olfattivi



2004:

Nobel per la Medicina

%

I ricercatori Axel e Buck vincono il premio

Ai due studiosi Usa, biologi molecolari, i primi due riconoscimenti. Ricerca del 1991 sul piti misterioso dei sensi

[INobel agliscienziati dell’olfatto

Medicina, premio a Axele Buck. Svelaronoisegreti degli odori

CLAUDIA D] GIORGIO

ROMA — Sono gli americani Ri-
chard Axel e Linda Buck, 58 anni
luie57lei, adividersiil premio No-
bel per la medicina del 2004, otte-
nuto per le loro scoperte sul piu
misterioso dei nostrisensi:l'olfat-
to.

11 pitt misterioso almeno fino al
1991, quandoiduericercatori, en-
trambibiologi molecolari, pubbli-
carono un fondamentale articolo
che chiariva i meccanismi grazie
aiqualisiamo capaci di distingue-
recircal0.000 odoridiversi, e diri-
portarli allamemoria assieme alle
emozioni che il nostro cervello ha
imparato a collegare ad essi: emo-
zioni positive come quelle asso-
ciateal profumodiunfioreoall’a-
roma di un vino, o segnali di peri-
colo comel'esalazione di un gas o
il fetore diun cibo andato a male.

Negliesseriumani, comein tut-
ti i mammiferi, gli odori sono per-
cepifi in una piccola area poste-
riore del naso, detta epitelio olfat-
tivo, dove milionie milionidineu-
roni collegano fisicamente il cer-
vello ai segnali provenienti dall’e-
sterno. Le molecole di un odore si
legano ai recettori olfattivi che si
trovano su questi neuroni, i quali

i VINGITOR!
Nellafotoadestra,
Richard Axele Linda
Buck. i primo e nato
aNewYorknel 1946,
Insegna biochimica
allaColumbia ‘
University, dove
~dirige un jaboratorio
diricercadell' Howard
Hugues Medical
Institute. Linda Buck
enatanel 1947 a
Seattle, dove lavora
al Fred Hutchinson
CancerResearch
“Center. All'Howard
.‘Hugues Medical
~ Institute sioccupa,
anche dimececanismi-
‘dell'invecchiamento .

=

provvedono a trasmettere il se-
gnale ad altre regioni cerebrali, fi-
noadarrivarealle aree deputateal
controllo di comportamenti e
pensieri: quelle che cifanno sorri-
dere se annusiamo una rosa e
scappare se sentiamo puzza di
gas.

Per caFire esattamente come fa
il cervello a svolgere operazioni
cosi complesse come riconoscere

un odore, distinguerlo da tutti gli
altriestimolarelareazioneadatta,
Axel e Buck sono andati a caccia
delle basi molecolari di tutto il
processo, e hanno identificato
una famiglia dicirca 1.000 genire-
sponsabili dei recettori olfattivi.
Idue Nobel hanno poiscoperto
che ciascun neurone possiede un
solo tipo di recettore olfattivo,
ognuno dei quali & sensibile a un

numeromoltolimitatodimoleco-
le odorose. Poiché un odore & ge-
neralmente composto damolte di
questemolecole, ogniveltachene
annusiamo uno si attivano con-
temporaneamente pill recettori,
componendo come tante tessere
il mosaico odoroso che percepia-
mo il profumo di “quel” fiore o la
fragranzadi “quel” cibo.

Axel e Buck hanno anche sco-

perto il funzionan
olfattivo, la prima
lo che riceve i segr
ve circa 2000 picci
(glomeruli) si fan
“salire” le informe
fino alle aree cerel

Manon tuttiine
recepire gli odori
maggior parte dei
inclusi, possiede 1

e ——




LA RICERCA

Nel 1991, Axel e Buck hanno
rivelato le basi molecolari
dell'olfatto, scoprendo i circa
1000 geni che permettono di
riconoscere gli odori

GLI ODORI

Gli esseri umani possono
distinguere fino a 10.000
odori, ma hanno solo 350
recettori olfattivi (contro i
mille dei topi) .

1 GENI

Nell’'uomo, il 3% dei geni e
dedicato all’olfatto e riflette
I'importanza evolutiva di
questo senso. Gli odori sono
recepiti da 4 zone del naso




La famiglia dei recettori olfattivi e
molto vasta

Nel topo 1000 geni codificano per recettori olfattivi
Circa il 3% del genoma umano codifica per recettori olfattivi
Nel genoma umano esistono 339 geni e 297 pseudogeni olfattivi

| recettori olfattivi si trovano in cluster su tutti i cromosomi
tranne Y e 20

Il 60% dei geni OR umani sono pseudogeni



Quale ¢ la relazione tra espressione dei geni
OR e i singoli neuroni olfattivi?

« Ogni neurone olfattivo esprime un
singolo gene OR tra le centinaia
disponibili

» Il legame del composto odoroso al
recettore innesca una cascata di
trasduzione del segnale che determina
un potenziale d” azione
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Odorant (O) arrives

at the mucous layer,

and binds directly to

an olfactory receptor )]

(OR) or to a binding Activated OR catalyzes

protein (BP) that GDP-GTP exchange
carries it to the OR. on a G protein (G, .
@ causing its dissociation Air
- into a and Bvy.
]
y @ |
@ G, -GTP activates @ Mucous
SR adenylyl cyclase, cAMP-gated cation layer
": 3 which catalyzes channels open. Ca2+
m - cAMP synthesis, enters, raising
,; raising [cAMP]. internal [CaZ2+].

e

@ Ciliary
CI- membrane

Ca2+ reduces the Ca2+-gated chloride

Gi¢ hydrolyzes GTP to

GDP, shutting itself off. affinity of the cation channels open. Efflux
PDE hydrolyzes cAMP. channel for cAMP, of Cl~ depolarizes the
Receptor kinase phosphorylates lowering the sensitivity cell, triggering an
OR, inactivating it. Odorant of the system to odorant. electrical signal

is removed by metabolism. to the brain.
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I canali del Cl olfattivi

I neuroni olfattivi hanno una concentrazione di ioni
Cl- intracellulare elevata

Nei neuroni olfattivi [Cl].=60-70 mM
Nella maggior parte dei neuroni [Cl]=10 mM
L'apertura dei canali causa efflusso di ioni CI-

Si ottiene una amplificazione del segnale di
depolarizzazione



Calcium-activated tazmanide
chloride channels , By
are causally involved \ o /
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TMEM16 proteins
are Ca2+-activated
chloride channels
(Ano1 / 6) and
B o iy T phosphatidylserine
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Se il potenziale di recettore
supera la soglia, si genera |l
potenziale d'azione che si
propaga lungo |'assone

Figure 8.13

age reco om m lorants gen
low recep! tial i lown the de
and triggers a series of action potentials within the soma of the olfactory receptor cell.
Finally, the action potentials (but not the receptor potential) propagate continuously
wn the e a
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E' importante notare come |l
numero di potenziali d'azione
scatenati da un neurone olfattivo,
cosi come la durata della risposta,
cambi in base alla concentrazione
dell'odorante.

I meccanismi di adattamento di un
neurone olfattivo alla continua
presenza dello stesso odorante, che
lo portano a scatenare un minor
numero di potenziali d'azione,
spiegano il motivo per cui quando
Si entra in un ambiente pervaso da
un odorante (per esempio un
profumo o il fumo di sigaretta) lo si
avverte facilmente ma dopo un
certo periodo di tempo lo si
percepisce sempre di meno.



