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Background: I recettori accoppiati a proteina G (GPCR) sono proteine di membrana responsabili 
della trasduzione di un’ampia gamma di segnali dall'esterno all'interno della cellula. Le molecole 
segnale, che possono essere ligandi endogeni e/o esogeni, si legano ai siti ortosterici extracellulari 
provocando il trasferimento del segnale allosterico al sito di legame intracellulare per le proteine 
effettrici, tra cui le proteine G. Un membro farmacologicamente rilevante dei GPCR è il recettore 
dell’adenosina A2A, che regola molte funzioni vitali in diversi distretti del nostro organismo. La via 
di segnalazione del recettore A2A svolge un ruolo importante nell’attività cardiaca1 così come nel 
rilascio di glutammato e dopamina nel cervello, in particolare nelle regioni coinvolte nel controllo 
motorio e nelle funzioni cognitive.2 Inoltre, l’A2A può sopprimere le cellule immunitarie, 
proteggendo così il tessuto dall’infiammazione.3 Tuttavia, molti tumori solidi sfruttano la via 
dell’A2A, promuovendo l'immunosoppressione delle cellule tumorali nel microambiente tumorale. 
Pertanto, bloccare l’A2A può inibire la progressione di alcune varietà di tumori solidi.4 In questo 
contesto, comprendere come i ligandi interagiscono con il recettore A2A è di estrema rilevanza per 
la progettazione razionale di nuovi agenti terapeutici per un gran numero di malattie, tra cui diversi 
tipi di tumori, malattie infiammatorie e cardiovascolari, Parkinson ed Alzheimer.5-7 Finora, la 
scoperta di farmaci si è concentrata sui siti di legame ortosterici extracellulari e più recentemente 
sui siti di legame allosterici, con l'ambizione di progettare ligandi capaci di promuovere 
selettivamente l’interazione del GPCR con un sottotipo specifico di proteina G, attivando così una 
specifica via cellulare rispetto alle altre (biased signaling) e migliorando eventualmente la loro 
attività e profilo di tossicità. 
Progetto: Contrariamente a studi precedenti, in questo progetto ci concentriamo sul sito di legame 
intracellulare del GPCR per la proteina G con l’obiettivo di sviluppare una piccola libreria di ligandi 
dotati di un’affinità di legame selettiva per una specifica coppia GPCR-proteina G. Inizialmente, i 
composti provenienti da diverse banche dati verranno testati tramite studi di docking verso il sito 
di legame intracellulare del recettore dell’adenosina A2A per la proteina Gs. I migliori ligandi, 
considerando la loro energia di legame e le interazioni con la proteina, saranno acquistati e valutati 
sperimentalmente utilizzando esperimenti NMR, quali Saturation Transfere Difference (STD) e 
WaterLOGSY (WL). A tale scopo, il recettore A2A, la proteina Gs e alcuni mutanti saranno espressi 
in P. pastoris, purificati e sospesi in opportuni mezzi detergenti. Successivamente, i composti capaci 
di interagire con i target saranno caratterizzati farmacologicamente per la loro attività intrinseca 
(agonista, agonista parziale, antagonista inverso, antagonista), utilizzando il saggio del cAMP in 
cellule Hek293 trasfettate con il recettore A2A. 
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