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G- pr ot ei n- c o u pl e d r e c e pt or s ( G P C R s) c o n stit ut e o n e of t h e m o st pr o mi n e nt f a mili e s of i nt e g r al m e m br a n e r e c e pt or pr ot ei n s t h at 

m e di at e m o st t r a n s m e m br a n e si g n ali n g pr o c e s s e s. M alf u n cti o n of t h e s e si g n al t r a n s d u cti o n pr o c e s s e s i s o n e of t h e u n d erl yi n g 

c a u s e s of m a n y h u m a n p at h ol o gi e s ( P a r ki n s o n's, H u nti n gt o n's, h e a rt di s e a s e s, et c), pr o v o ki n g t h at G P C R s a r e t h e l a r g e st f a mil y 

of d r u g g a bl e pr ot ei n s. H o w e v er, t h e s e r e c e pt or s h a v e b e e n t a r g et e d t r a diti o n all y b y ort h o st eri c li g a n d s, w hi c h u s u all y c a u s e s 

si d e eff e ct s d u e t o t h e si m ult a n e o u s t a r g eti n g of h o m ol o g o u s r e c e pt or s u bt y p e s. All o st eri c m o d ul ati o n off er s a pr o mi si n g alt er-

n ati v e a p pr o a c h t o ci r c u m v e nt t hi s pr o bl e m ati c a n d, t h u s, c o m pr e h e n di n g it s d et ail s i s a m o st i m p ort a nt t a s k. H er e w e u s e t h e 

C a n n a bi n oi d t y p e- 1 r e c e pt or ( C B 1 R) i n t r yi n g t o s h e d li g ht o n t hi s i s s u e, f o c u si n g o n p o siti v e all o st eri c m o d ul ati o n. T hi s i s d o n e 

b y u si n g t h e pr ot ei n- di p ol e L a n g e vi n- di p ol e ( P D L D) wit hi n t h e li n e a r r e s p o n s e a p pr o xi m ati o n ( L R A) f r a m e w or k ( P D L D/ S- 2 0 0 0) 

al o n g wit h o u r c o a r s e- g r ai n e d ( C G) m o d el of m e m br a n e pr ot ei n s t o e v al u at e t h e di s s o ci ati o n c o n st a nt s ( K B s) a n d c o o p er ati vit y 

f a ct or s ( α s) f or a di v er s e s eri e s of C B 1 R p o siti v e all o st eri c m o d ul at or s b el o n gi n g t o t h e 2-p h e n yli n d ol e st r u ct u r al cl a s s, c o n si d -

eri n g C P 5 5 9 4 0 a s a n a g o ni st. T h e a g r e e m e nt wit h t h e e x p eri m e nt al d at a e vi n c e s t h at si g nifi c a ntl y p o p ul at e d all o st eri c m o d u-

l at or: C B 1 R a n d all o st eri c m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R c o m pl e x e s h a v e b e e n i d e ntifi e d a n d c h a r a ct eri z e d s u c c e s sf ull y. A n al y zi n g 

t h e m, it h a s b e e n d et er mi n e d t h at C B 1 R p o siti v e all o st eri c m o d ul ati o n li e s i n a n o ut w a r d s di s pl a c e m e nt of t r a n s m e m br a n e α 

h eli x ( T M) 4 e xt r a c ell ul a r e n d a n d i n t h e r e g ul ati o n of t h e r a n g e of m oti o n of a c o m p o u n d T M 7 m o v e m e nt f or bi n a r y a n d t er n a r y 

c o m pl e x e s,  r e s p e cti v el y.  I n  t hi s  r e s p e ct,  w e  a c hi e v e d  a  b ett er  c o m pr e h e n si o n  of  t h e  m ol e c ul a r  a r c hit e ct u r e  of  C B 1 R  p o siti v e 

all o st eri c sit e, i d e ntif yi n g L y s 1 9 2 3. 2 8  a n d Gl y 1 9 43. 3 0  a s k e y r e si d u e s r e g a r di n g el e ct r o st ati c i nt er a cti o n s i n si d e t hi s c a vit y, a n d t o 

r ati o n ali z e ( at b ot h st r u ct u r al a n d m ol e c ul a r l e v el) t h e e x hi bit e d st er e o s el e cti vit y i n r el ati o n t o p o siti v e all o st eri c m o d ul ati o n 

a cti vit y b y c o n si d er e d C B 1 R all o st eri c m o d ul at or s. A d diti o n all y, p ut ati v e/ p o st ul at e d all o st eri c bi n di n g sit e s h a v e b e e n s cr e e n e d 

s u c c e s sf ull y, i d e ntif yi n g t h e r e al C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e, a n d m o st st r u ct u r e – a cti vit y r el ati o n s hi p ( S A R) st u di e s of C B 1 R 

2- p h e n yli n d ol e  all o st eri c  m o d ul at or s  h a v e  b e e n  r ati o n ali z e d.  All  t h e s e  fi n di n g s  p oi nt  o ut  t o w a r d s  t h e  pr e di cti v e  v al u e  of  t h e 

m et h o d ol o g y u s e d i n t h e c u r r e nt w or k, w hi c h c a n b e a p pli e d t o ot h er bi o p h y si c al s y st e m s of i nt er e st. T h e r e s ult s pr e s e nt e d i n 

t hi s st u d y c o nt ri b ut e si g nifi c a ntl y t o u n d er st a n d G P C R s all o st eri c m o d ul ati o n a n d, h o p ef ull y, will e n c o u r a g e a m or e t h or o u g h 

e x pl or ati o n of t h e t o pi c.

© 2 0 2 4 Wil e y P eri o di c al s L L C.

A b b r e v i a ti o n s:  2- A G, 2-a r a c hi d o n o yl gl y c e r ol; A E A, a n a n d a mi d e; a g o- P A M, a g o ni st a n d p o siti v e all o st e ri c m o d ul at o r; C B 1 R, c a n n a bi n oi d t y p e- 1 r e c e pt o r; C G, c o a r s e- g r ai n e d; c r y o- E M , 
c r y o g e ni c el e ct r o n mi c r o s c o p y; E C L, e xt r a c ell ul a r l o o p; G P C R s, G- p r ot ei n- c o u pl e d r e c e pt o r s; I C L, i nt r a c ell ul a r l o o p; L R A, li n e a r r e s p o n s e a p p r o xi m ati o n; L R F, l o c al r e a cti o n fi el d; 
M C P T, M o nt e C a rl o P r ot o n T r a n sf e r; N A M, n e g ati v e all o st e ri c m o d ul at o r; P A M, p o siti v e all o st e ri c m o d ul at o r; P D L D, p r ot ei n- di p ol e L a n g e vi n- di p ol e; R M S D, r o ot- m e a n- s q u a r e d e vi ati o n; 
S A R, st r u ct u r e – a cti vit y r el ati o n s hi p; T H C, ∆ 9 -t et r a h y d r o c a n n a bi n ol; T M, t r a n s m e m b r a n e α  h eli x

https://doi.org/10.1002/prot.26762
https://orcid.org/0000-0003-0928-0718
https://orcid.org/0000-0001-7971-5401
mailto:
mailto:warshel@usc.edu
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1002%2Fprot.26762&domain=pdf&date_stamp=2024-11-25


7 6 4 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

1    |   I nt r o d u cti o n

G- pr ot ei n- c o u pl e d  r e c e pt or s  ( G P C R s)  c o n stit ut e  a  s u p erf a mil y 

of i nt e g r al m e m br a n e pr ot ei n s t h at e x hi bit a c h a r a ct eri sti c s e v e n 

t r a n s m e m br a n e α h eli c e s ( T M s) st r u ct u r e, i n v ol v e d i n t h e m e di-

ati o n of t h e m aj orit y of i nt r a c ell ul a r r e s p o n s e s t o e xt er n al sti m-

uli, s u c h a s li g ht a n d h or m o n e s, gi vi n g ri s e t o o n e of t h e m o st 

o ut st a n di n g r e c e pt or f a mili e s i n t h e h u m a n b o d y [ 1, 2 ].

G P C R s  a r e  n ot  si m pl e  o n / off  s wit c h e s  si n c e  t h er e  i s  a  pr e e x-

i sti n g  e q uili bri u m  b et w e e n  t h ei r  i n a cti v e  a n d  a cti v e  st at e s 

t h r o u g h i nt er m e di at e st at e s, w hi c h c a n b e a s s o ci at e d wit h di s-

ti n ct c o nf or m ati o n al e n s e m bl e s a n d f u n cti o n s, r e s p e cti v el y (s e e 

Fi g u r e  1 ).  Li g a n d  bi n di n g  c a n  s hift  t hi s  e q uili bri u m  i n  s u c h  a 

w a y  t h at  a g o ni st s  st a bili z e  a cti v e  st at e  c o nf or m ati o n s,  i n v er s e 

a g o ni st s f a v or i n a cti v e st at e c o nf or m ati o n s a n d a nt a g o ni st s d o 

n ot  f a v or  a n y  p a rti c ul a r  st at e  b ut  c o m p et e  wit h  b ot h  a g o ni st s 

a n d  i n v er s e  a g o ni st s  f or  t h ei r  bi n di n g  sit e  [ 3 ].  G P C R s  i n  t h ei r 

a cti v e st at e c a n t ri g g er si g n al t r a n s d u cti o n pr o c e s s e s t h r o u g h a 

v a ri et y of G pr ot ei n- d e p e n d e nt a n d - i nd e p e n d e nt p at h w a y s. I n 

c o nt r a st, i n a cti v e st at e c o nf or m ati o n s a r e u n a bl e t o t ri g g er t h e m 

( m a y  t ri g g er  a n  o p p o sit e  a cti o n).  G  pr ot ei n- d e p e n d e nt  p at h -

w a y s c o n stit ut e G P C R s c a n o ni c al si g n ali n g p at h w a y s, w hil e G 

pr ot ei n- i nd e p e n d e nt  p at h w a y s,  wit h  β- a r r e sti n  o n e  b ei n g  t h e 

m o st pr o mi n e nt [ 4 ], a r e m ai nl y r el at e d t o G P C R s i nt er n ali z ati o n 

a n d  a d v er s e- e v e nt  ri s k  [ 3,  5 – 7 ].  M or e o v er,  a s  di s c u s s e d  b el o w, 

G P C R s c a n b e c o n si d er e d a s all o st eri c pr ot ei n s si n c e bi n di n g of 

ort h o st eri c li g a n d s, all o st eri c m o d ul at or s a n d G pr ot ei n s i s i n-

t er c o n n e ct e d, m o dif yi n g t h ei r e x hi bit e d affi niti e s/ effi c a ci e s [3 ].

M alf u n cti o n of t h e s e si g n al t r a n s d u cti o n pr o c e s s e s i s o n e of t h e 

u n d erl yi n g  c a u s e s  of  m a n y  h u m a n  p at h ol o gi e s,  p oi nti n g  o ut 

n e u r ol o gi c al / n e u r o d e g e n er ati v e a n d h e a rt di s e a s e s, t h at a r e n ot 

c o m pl et el y s ol v e d [ 8, 9 ]. T h e i m p ort a n c e of pr o p er si g n al t r a n s-

d u cti o n m a k e s G P C R s t h e l a r g e st f a mil y of d r u g g a bl e pr ot ei n s 

i n t h e h u m a n g e n o m e, b ei n g t a r g et e d b y m or e t h a n 3 0 % of t h e 

a p pr o v e d  d r u g s  b y  t h e  F o o d  a n d  Dr u g  A d mi ni st r ati o n  ( F D A) 

[1 0, 1 1 ]. H o w e v er, o nl y a s m all f r a cti o n of t h e p o s si bl e d r u g g a-

bl e G P C R s h a s b e e n e x pl oit e d p h a r m a c ol o gi c all y [ 2 ]. T h er e a r e 

s e v er al r e a s o n s b e hi n d t hi s l o w r ati o of t a r g et e d G P C R s, b ei n g 

o n e  of  t h e m  t h at  t h e  d e si g n  of  n e w  li g a n d s  h a s  t r a diti o n all y 

t a r g et e d  t h e  ort h o st eri c  sit e  [1 2 ],  w hi c h  i s  hi g hl y  c o n s er v e d, 

c a u si n g  si d e  eff e ct s  d u e  t o  t h e  m ulti pl e  t a r g et  of  h o m ol o g o u s 

r e c e pt or  s u bt y p e s  [1 3,  1 4 ].  A  pr o mi si n g  alt er n ati v e  a p pr o a c h 

t o  ci r c u m v e nt  t hi s  pr o bl e m ati c  i s  all o st eri c  m o d ul ati o n  [1 5 ]. 

All o st eri c m o d ul at or s a r e li g a n d s w hi c h bi n d t o a s p ati all y a n d 

F I G U R E     |    S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of G P C R s pr e e xi sti n g e q uili bri u m b et w e e n t h ei r i n a cti v e, i nt er m e di at e a n d a cti v e st at e s. T hi s e q uili bri u m 

i s g e n er all y s hift e d t o w a r d s i n a cti v e st at e w h e n n o li g a n d a ct s o n G P C R s. H o w e v er, p o siti v e all o st eri c m o d ul at or s p o s s e s s t h e a bilit y of s hifti n g t hi s 

e q uili bri u m t o w a r d s i nt er m e di at e a n d a cti v e st at e s a cti n g al o n e or t o g et h er wit h s o m e a g o ni st. T o ill u st r at e diff er e nt st at e s e x hi bit e d b y G P C R s, 

it h a s b e e n e m pl o y e d t h e C B 1 R c or r e s p o n di n g o n e s. T hi s r e c e pt or h a s b e e n r e pr e s e nt e d wit h pi p e s a n d pl a n k s e m pl o yi n g a r ai n b o w c ol or s c al e. 

Si mil a rl y t o t h e v a st m aj orit y of G P C R s, it c a n b e s e e n t h at a T M 6 (i n y ell o w) o ut w a r d m o v e m e nt t a k e s pl a c e t h r o u g h o ut t h e a cti v ati o n pr o c e s s.
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t o p ol o gi c all y di sti n ct sit e (t h e all o st eri c sit e) f r o m t h e ort h o st eri c 

bi n di n g sit e [ 1 6, 1 7 ] m o d ul ati n g pr ot ei n a cti vit y. T h e y off er s e v-

er al a d v a nt a g e s o v er ort h o st eri c li g a n d s: ( 1) S u bt y p e s p e cifi cit y, 

si n c e all o st eri c sit e s t e n d t o b e l e s s c o n s er v e d; ( 2) Fi n e- t uni n g of 

ort h o st eri c- lig a n d  r e s p o n s e,  i n  a  ti m e  a n d  s p ati all y  d e p e n d e nt 

m a n n er; ( 3) Si g n ali n g bi a s, f a v ori n g b e n efi ci al /t h er a p e uti c si g-

n ali n g p at h w a y s; ( 4) P r o b e d e p e n d e n c e, si n c e all o st eri c m o d ul a-

t or s a r e ort h o st eri c-lig a n d s e n siti v e [ 1 8, 1 9 ]. F r o m a m e c h a ni sti c 

p oi nt of vi e w, all o st eri c m o d ul at or s p ot e nti at e or att e n u at e t h e 

ort h o st eri c- lig a n d  affi nit y/ effi c a c y  a cti n g  a s  p o siti v e  all o st eri c 

m o d ul at or s  ( P A M s)  or  n e g ati v e  all o st eri c  m o d ul at or s  ( N A M s), 

r e s p e cti v el y.  T h u s,  P A M s  s hift  t h e  pr e e xi sti n g  e q uili bri u m  t o-

w a r d s G P C R s i nt er m e di at e c o nf or m ati o n al st at e s t h at h a v e hi g h 

affi nit y/ effi c a c y  r e g a r di n g  ort h o st eri c  li g a n d s  a n d  g r e at  st r u c-

t u r al  si mil a rit y  wit h  r e g a r d  t o  a cti v e  st at e s.  I n  a d diti o n,  s o m e 

all o st eri c  m o d ul at or s  wit h  p o siti v e  a cti vit y  c a n  e x hi bit  i nt ri n-

si c effi c a c y b y t h e m s el v e s, a cti n g a s p u r e all o st eri c a g o ni st s, or 

e v e n, b ot h i nt ri n si c effi c a c y a n d p ot e nti ati o n of ort h o st eri c a g o-

ni st s, a cti n g a s a g o ni st a n d p o siti v e all o st eri c m o d ul at or s ( a g o-

P A M s).  It  i s  w ort h  n oti ci n g  t h at  b ot h  p u r e  all o st eri c  a g o ni st s 

a n d  a g o- P A M s  h a v e  t h e  a bilit y  of  st a bili zi n g  a cti v e  st at e  c o n-

f or m ati o n s  w hi c h  diff er  f r o m  t h e  ort h o st eri c-a g o ni st- i n du c e d 

o n e s si n c e t h e y s h o w diff er e nt p h a r m a c ol o gi c al a n d bi ol o gi c al 

pr ofil e s [ 3, 7, 1 2, 2 0 – 2 3 ].

T o  pr o g r e s s  i n  t h e  di r e cti o n  p oi nt e d  a b o v e,  it  i s  a p p e ali n g  t o 

a c hi e v e a d e e p er u n d er st a n di n g of G P C R s all o st eri c m o d ul ati o n. 

T hi s p a p er ai m s t o s h e d li g ht o n t hi s t o pi c f o c u si n g o n a cti v a-

ti o n  pr o c e s s e s,  e s p e ci all y  i n  t h ei r  c o m pr e h e n si o n  at  st r u ct u r al 

a n d m ol e c ul a r l e v el a n d t h e c al c ul ati o n of all o st eri c m o d ul at or 

bi n di n g p a r a m et er s. I n or d er t o c a r r y o ut t hi s t a s k, it i s of ut m o st 

i m p ort a n c e t o b e a bl e t o di sti n g ui s h b et w e e n t h e r e al all o st eri c 

sit e  a n d  t h e  p ut ati v e/ p o st ul at e d  o n e s.  T hi s  will  h el p  t o  e st a b-

li s h st r u ct u r al diff er e n c e s b et w e e n t h e i n d u c e d c o nf or m ati o n al 

st at e s  b y  ort h o st eri c  a g o ni st s,  a n d  p u r e  all o st eri c  a g o ni st  a n d 

P A M s, t o d et er mi n e t h e ori gi n at m ol e c ul a r l e v el of p u r e P A M 

a n d all o st eri c a g o ni st a cti viti e s. T hi s s h o ul d all o w t o c al c ul at e 

i n a r eli a bl e w a y t h e affi nit y a n d c o o p er ati vit y of all o st eri c m o d-

ul at or s. I n ot h er w or d s, t o e v al u at e t h ei r di s s o ci ati o n c o n st a nt s 

(K B s) a n d c o o p er ati vit y f a ct or s ( α s).

C a n n a bi n oi d t y p e- 1 r e c e pt or ( C B 1 R) h a s b e e n t h or o u g hl y st u d-

i e d d u e t o it s g r e at r el e v a n c e si n c e t hi s r e c e pt or i s wi d e di st ri b-

ut e d  t h r o u g h o ut  t h e  h u m a n  b o d y,  b ei n g  t h e  m o st  a b u n d a nt 

G P C R i n t h e c e nt r al n er v o u s s y st e m [ 2 4, 2 5 ], it r e g ul at e s di v er s e 

p h y si ol o gi c al pr o c e s s e s, s u c h a s n e u r ot r a n s mi s si o n a n d s y n a p s e 

f or m ati o n, a n d it i s r el at e d t o pr e v al e nt u n s ol v e d m e di c al c o n di-

ti o n s. T h e s e i n cl u d e n e u r o p at hi c a n d i nfl a m m at or y p ai n, m ulti-

pl e s cl er o si s a n d H u nti n gt o n's a n d P a r ki n s o n's di s e a s e s [ 2 6 ]. It i s 

w ort h n oti ci n g t h at C B 1 R i s b e st- k n o w n f or it s r e cr e ati o n al p u r -

p o s e s t h at a ri s e f r o m c o n s u mi n g it s f a m o u s e x o g e n o u s a g o ni st 

∆ 9 -t et r a h y d r o c a n n a bi n ol ( T H C), w hi c h i s t h e a cti v e c o m p o u n d 

of  c a n n a bi s.  H o w e v er,  C B 1 R  pri m a r y  e n d o g e n o u s  a g o ni st s, 

a n a n d a mi d e  ( A E A)  a n d  2- a r a c hi d o n o yl gl y c er ol  ( 2- A G ),  h a v e 

s p a r k e d  l e s s  i nt er e st  [2 4,  2 5,  2 7 ].  A d diti o n all y,  r e cr e ati o n al 

u s er s  of  c a n n a bi s  a r e  f a mili a r  wit h  C B 1 R  r e g ul ati o n,  p o s si bl y 

all o st eri c,  si n c e  t h e y  t e n d  t o  c o n s u m e  T H C  al o n g  wit h  c a n n a-

bi s  t er p e n e s  d u e  t o  t h ei r  s y n er g y.  T h e  r e s p o n s e  i s  i n cr e a s e d 

2 – 1 0  ti m e s  i n  c o m p a ri s o n  wit h  p u r e  T H C  [ 2 8 ].  It  i s  i m p ort a nt 

t o  e m p h a si z e  t h at  m u c h  m or e  wi d er  a n d  d e e p er  k n o wl e d g e 

a b o ut C B 1 R r e g ul ati o n t h a n t h at i s a v ail a bl e, s p e cifi c all y a b o ut 

it s  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul ati o n.  T hi s  m a k e s  C B 1 R  a n  i d e al 

s y st e m  t o  st u d y  G P C R s  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul ati o n  f or  t h e 

f oll o wi n g  r e a s o n s:  ( 1)  T h e  a v ail a bilit y  of  e x p eri m e nt al  st r u c-

t u r e s  of  C B 1 R  c o m pl e x e s,  i n  p a rti c ul a r  t h e  st r u ct u r e  of  t h e 

Z C Z 0 1 1( S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1 R: Gi c o m pl e x ( P D B c o d e 7 W V 9) [2 9 ] 

d u e  t o  t h e  s c o p e  of  t h e  pr e s e nt  st u d y;  ( 2)  P r e vi o u s  k n o wl e d g e 

a b o ut C B 1 R all o st eri c sit e s a n d m o d ul at or s [ 7, 2 0 – 2 3, 2 9 – 3 1 ]. I n 

t h e pr e s e nt st u d y w e r e p ort t h e r e s ult s of a c o m p ut ati o n al st u d y 

u si n g a d v a n c e d m o d eli n g a n d si m ul ati o n t o ol s of diff er e nt t er-

n a r y or bi n a r y c o m pl e x e s of t h e t y p e all o st eri c m o d ul at or: ort h o -

st eri c  a g o ni st: C B 1 R  a n d  all o st eri c  m o d ul at or: C B 1 R,  u si n g  t h e 

af or e m e nti o n e d q u at er n a r y c o m pl e x a s r ef er e n c e of a cti v e st at e. 

D u e t o t h e s c o p e of t h e pr e s e nt st u d y, o nl y t hi s r ef er e n c e C B 1 R 

a cti v e st at e h a s b e e n c o n si d er e d si n c e all s ort s of all o st eri c m o d -

ul at or s wit h a p o siti v e a cti vit y i n d u c e eit h er a cti v e st at e s wit h 

s u btl e  st r u ct u r al  diff er e n c e s  r e g a r di n g  t h e s e  st at e s  i n d u c e d  b y 

ort h o st eri c li g a n d s or i nt er m e di at e st at e s t h at h a v e hi g h affi n-

it y/ effi c a c y  r e g a r di n g  ort h o st eri c  li g a n d s  a n d  g r e at  st r u ct u r al 

si mil a rit y  wit h  r e g a r d  t o  a cti v e  st at e s.  F or  t h e  diff er e nt  c o n-

st r u ct e d c o m pl e x e s, C P 5 5 9 4 0 h a s b e e n t h e o nl y ort h o st eri c a g o -

ni st c o n si d er e d, w h er e a s di v er s e all o st eri c m o d ul at or s i n cl u di n g 

Z C Z 0 1 1( S ), Z C Z 0 1 1(R ), G A T 2 2 8, G A T 2 2 9, t h e r a c e mi c mi xt u r e 

of  t h e  t w o  pr e vi o u s  c o m p o u n d s  ( G A T 2 2 1),  b ot h  e n a nti o m er s 

of  a  t rifl u or o  a n al o g  of  G A T 2 2 1  ( 6 s),  G A T 1 6 0 0,  a n d  G A T 1 6 0 1 

h a v e  b e e n  c o n si d er e d  (s e e  Fi g u r e  2 ).  T h e s e  c o m p o u n d s  h a v e 

b e e n  s el e ct e d  b e c a u s e  t h e y  a r e  w ell- c h a r a ct eri z e d  e x p eri m e n -

t all y,  t h at  i s,  t h ei r K B s  a n d  α s  h a v e  b e e n  r e p ort e d,  or  at  l e a st, 

t h ei r h alf m a xi m al eff e cti v e c o n c e nt r ati o n s ( E C5 0 s) al o n g wit h 

t h ei r s hift s ( ∆ E C5 0 s) d u e t o c o o p er ati vit y eff e ct s ( m or e d et ail e d 

i n S e cti o n s 3. 1  a n d 3. 2 ). It i s w ort h n oti n g t h at t h e s e all o st eri c 

m o d ul at or s  a r e  c h a r a ct eri z e d  f or  e x hi biti n g  f e w  p ol a r  i nt er a c-

ti o n s  wit h  t h e  r e c e pt or,  all o wi n g  t h e m  t o  e x pl or e  t h ei r  diff er-

e nt  bi n di n g  m o d e s/ p o s e s  wit h o ut  i n v ol vi n g  h u g e  f r e e  e n er g y 

b a r ri er s.  T h er ef or e,  a  B olt z m a n n  di st ri b uti o n  will  g o v er n  r el-

ati v e  p o p ul ati o n s  of  di sti n ct  bi n di n g  m o d e s  f or  e a c h  all o st eri c 

m o d ul at or.  Usi n g  t h e  pr ot ei n- di p ol e  L a n g e vi n- di p ol e  ( P D L D) 

wit hi n  t h e  li n e a r  r e s p o n s e  a p pr o xi m ati o n  ( L R A)  f r a m e w or k 

( P D L D/ S-2 0 0 0) m et h o d [ 3 2 ] a n d a s s u mi n g a B olt z m a n n di st ri-

b uti o n f or all o st eri c- m o d ul at or s bi n di n g m o d e s wit h st at e e n er-

gi e s gi v e n b y t h e t ot al f r e e e n er g y of t h e c or r e s p o n di n g c o m pl e x 

(s e e S e cti o n s 3. 1  a n d 3. 2 ), K B s a n d α s h a v e b e e n c al c ul at e d f or all 

p o s si bl e bi n a r y a n d t er n a r y c o m pl e x e s d eri v e d f r o m t h e af or e-

m e nti o n e d c o m p o u n d s, e x c e pt f or b ot h e n a nti o m er s of G A T 2 1 1 

t rifl u or o  a n al o g  f or  w hi c h  o nl y K B   h a s  b e e n  c al c ul at e d.  T h e 

cl o s e  a g r e e m e nt  o bt ai n e d  f or K B s  a n d  α s  e vi n c e s  t h at  o u r  e m-

pl o y e d m et h o d ol o g y i s eff e cti v e t o d et er mi n e r el ati v e st a biliti e s 

of diff er e nt bi n a r y a n d t er n a r y c o m pl e x e s i n a r eli a bl e w a y a n d 

t o c a r r y o ut a q u a ntit ati v e a s s e s s m e nt of all o st eri c-m o d ul at or s 

bi n di n g f r e e e n er gi e s ( ∆ G bi n d s). T hi s all o w s u s t o d et er mi n e t h ei r 

m ai n bi n di n g m o d e s a n d o p e ni n g t h e d o or t o t h e o pti mi z ati o n 

a n d / or r ati o n al d e si g n of all o st eri c m o d ul at or s.

O n t h e ot h er h a n d, t h r o u g h a n al y si s of pri n ci p al bi n di n g m o d e s 

of c o n si d er e d c o m p o u n d s, b ot h t h e st r u ct u r al b a si s a n d t h e or -

i gi n  at  m ol e c ul a r  l e v el  of  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul ati o n 

h a v e  b e e n  d et er mi n e d,  w hi c h  w a s  t h e  m ai n  o bj e cti v e  of  t h e 

pr e s e nt st u d y, all o wi n g u s t o u n d er st a n d h o w C B 1 R all o st eri c 

m o d ul at or s  b el o n gi n g  t o  t h e  2- p h e n yli n d ol e  st r u ct u r al  cl a s s 

e x ert t h ei r a cti o n, t o b ett er c o m pr e h e n d t h e m ol e c ul a r a r c hit e c -

t u r e  of  t h e  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  sit e  a n d  t o  r ati o n ali z e  t h e 

st er e o s el e cti vit y a n d m o st st r u ct u r e – a cti vit y r el ati o n s hi p ( S A R) 
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7 6 6 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

st u di e s of s u c h c o m p o u n d s. A d diti o n all y, o u r m et h o d ol o g y al s o 

t u r n e d  o ut  t o  b e  eff e cti v e  f or  s cr e e ni n g  of  p ut ati v e/ p o st ul at e d 

C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  sit e s  [ 3 0,  3 1 ]  si n c e  t h e  r e al  o n e  w a s 

i d e ntifi e d.

Fi n all y, it i s w ort h n oti ci n g t h at d u e t o t h e pr e s e n c e of c ell ul a r 

m e m br a n e, t h e m o d eli n g of s u c h bi o p h y si c al s y st e m s i s diffi c ult 

b e c a u s e of t h ei r si z e a n d c o m pl e xit y, r e st ri cti n g t h e u s a g e of all-

at o m s m o d el s f or c o m p ut ati o n al r e a s o n s. I n or d er t o o v er c o m e 

t hi s  c o m p ut ati o n al  li mit ati o n,  a n  i m pli cit  m o d el  f or  c ell ul a r 

m e m br a n e  h a s  b e e n  e m pl o y e d  [ 3 3 ].  A d diti o n all y,  w e  u s e d  o u r 

d e v el o p e d  c o a r s e- g r ai n e d  ( C G)  m o d el  [ 3 4,  3 5 ]  f or  m e m br a n e 

pr ot ei n s  f or  e v al u ati n g  C B 1 R  c o nf or m ati o n al  e n er gi e s.  B ot h 

si m plifi e d m o d el s h a v e b e e n pr o v e d t o b e v er y eff e cti v e i n i n v e s -

ti g ati n g ot h er G P C R s [3 6, 3 7 ].

2    |   M et h o d ol o g y S e cti o n

2. 1   |   S y st e m s S et u p

I n  or d er  t o  st u d y  t h e  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul ati o n 

b y  all o st eri c  m o d ul at or s  b el o n gi n g  t o  t h e  2- p h e n yli n d ol e 

st r u ct u r al  cl a s s,  w e  u s e d  t h e  c r y o- E M  st r u ct u r e  of  t h e 

Z C Z 0 1 1( S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1 R: Gi c o m pl e x ( P D B c o d e 7 W V 9) [2 9 ]. 

T hi s  st r u ct u r e  c or r e s p o n d s  t o  t h e  u ni q u e  e x p eri m e nt al  st r u c -

t u r e wit h o n e of s u c h c o m p o u n d s b o u n d t o C B 1 R i n it s f ull y a c-

ti v e st at e. I n or d er t o f a cilit at e c o m p a ri s o n s wit h ot h er G P C R s, 

B all e st er o s- W e i n st ei n  n o m e n cl at u r e  [3 8 ]  h a s  b e e n  e m pl o y e d. 

It  i s  w ort h  n oti n g  t h at  o nl y  C B 1 R  a cti v e  st at e  h a s  b e e n  c o n -

si d er e d  gi v e n  t h at  all o st eri c  m o d ul at or s  wit h  p o siti v e  a cti vit y 

i n d u c e eit h er a cti v e st at e s b y t h e m s el v e s or i nt er m e di at e st at e s 

st r u ct u r all y si mil a r t o a cti v e o n e s t h at e x hi bit l a r g e affi nit y/ ef -

fi c a c y f or ort h o st eri c a g o ni st. R e g a r di n g c o n si d er e d st r u ct u r e, 

ort h o st eri c a n d all o st eri c li g a n d s al o n g wit h t h e h et er ot ri m eri c 

G pr ot ei n h a v e b e e n r e m o v e d a n d a mi s si n g g a p of i nt r a c ell ul a r 

l o o p (I C L) 3 h a s b e e n c o m pl et e d e m pl o yi n g t h e c or r e s p o n di n g 

st r u ct u r e  t o  a  t h er m o st a bili z e d  v er si o n  of  C B 1 R  t h at  r et ai n s 

t h e a bilit y t o bi n d b ot h Z C Z 0 1 1 a n d C P 5 5 9 4 0 ( P D B c o d e 7 F E E) 

[2 9 ].  T h e  r e s ulti n g  st r u ct u r e  h a s  b e e n  pr ot o n at e d  wit h  t h e 

M o nt e  C a rl o  P r ot o n  T r a n sf er  ( M C P T)  m et h o d  i m pl e m e nt e d 

i n M ol a ri s-X G  [3 9 ] u si n g a p H = 7. 0. T o e n s u r e c o n v er g e n c e of 

t h e  el e ct r o st ati c  f r e e  e n er g y  f or  t h e  f ol d e d  pr ot ei n,  1 0 7   M C P T 

st e p s w er e c a r ri e d o ut. F r o m n o w o n, all c al c ul ati o n s w er e c a r -

ri e d  o ut  u si n g  t h e  M ol a ri s- X G  p a c k a g e  [ 3 9 ]  u nl e s s  ot h er wi s e 

m e nti o n e d.  T h e  all o st eri c  m o d ul at or: C B 1 R,  C P 5 5 9 4 0: C B 1 R 

a n d all o st eri c m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R c o m pl e x e s h a v e b e e n 

g e n er at e d  b y  i n cl u di n g  all o st eri c  a n d / or  ort h o st eri c  li g a n d s 

i n si d e t h ei r r e s p e cti v e c a viti e s i n t h ei r c or r e s p o n di n g bi n di n g 

m o d e s/ p o s e s (s e e Fi g u r e  3 ). A s a n ort h o st eri c li g a n d ( a g o ni st) 

h a s  o nl y  b e e n  c o n si d er e d  C P 5 5 9 4 0,  w hil e  a s  all o st eri c  m o d u -

l at or s  h a v e  b e e n  c o n si d er e d  Z C Z 0 1 1(S ),  Z C Z 0 1 1(R ),  G A T 2 2 8, 

G A T 2 2 9,  G A T 1 6 0 0,  G A T 1 6 0 1,  6 s( S ), a n d 6 s(R ) (s e e Fi g u r e  2 ). 

I n t h e c a s e of C P 5 5 9 4 0, o nl y it s e x hi bit e d p o s e i n t h e c r y o- E M

st r u ct u r e  of  t h e  Z C Z 0 1 1( S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1 R: Gi  c o m pl e x  ( P D B 

c o d e  7 W V 9)  [ 2 9 ]  h a s  b e e n  t a k e n  i nt o  a c c o u nt,  w hil e  f or  al-

l o st eri c  m o d ul at or s,  3  m ai n  di sti n ct  bi n di n g  m o d e s  i d e ntifi e d 

b y  d o c ki n g  c al c ul ati o n s  h a v e  b e e n  c o n si d er e d  al o n g  wit h  t h e 

bi n di n g  m o d e  e x hi bit e d  b y  Z C Z 0 1 1( S )  i n  it s  c r y o- E M st r u c -

t u r e  (s e e  Fi g u r e  4 ).  F or  i n c or p or ati n g  c ell ul a r  m e m br a n e  ef-

f e ct s,  aft er  i n cl u si o n  of  all o st eri c  a n d / or  ort h o st eri c  li g a n d /s, 

a 9 0 × 9 0 × 1 6 Å m e m br a n e p a rti cl e g ri d w a s a d d e d a r o u n d t h e 

Z- a x i s  of  C B 1 R  t r a n s m e m br a n e  b u n dl e  w h o s e  c e nt er  of  m a s s 

s hift e d 1. 6 Å t h r o u g h o ut t hi s a xi s i s t h e ori gi n of t h at g ri d. T h e 

F I G U R E      |    D e pi cti o n  of  a g o ni st  (fi r st  r o w)  a n d  all o st eri c  m o d ul at or s  (s e c o n d  a n d  t hi r d  r o w s)  c o n si d er e d  i n  t h e  pr e s e nt  st u d y.  All  all o st eri c 

m o d ul at or s b el o n gi n g t o t h e 2- p h e n yli n d ol e st r u ct u r al cl a s s c o nt ai n a c hi r al c a r b o n at o m at β p o siti o n of t h e N O 2  g r o u p ( c hi r al c a r b o n at o m 1; s e e 

Z C Z 0 1 1( S )), b ut s u b stit uti o n at α p o siti o n of t h e N O 2  g r o u p gi v e s ri s e t o a n a d diti o n al o n e (c hi r al c a r b o n at o m 2: S e e G A T 1 6 0 1). F or b ot h t h e a g o ni st 

a n d  all o st eri c  m o d ul at or s  wit h  o n e  a n d  t w o  c hi r al  c a r b o n  at o m s,  t h e  c e nt er  of  t h e  s y st e m  f or  r el a x ati o n  a n d  e q uili br ati o n  M D  si m ul ati o n s  a n d 

P D L D/ S- L R A si m ul ati o n s h a s b e e n i n di c at e d. It i s w ort h n oti ci n g t h at Z C Z 0 1 1, G A T 2 2 1 a n d 6 s a r e r a c e mi c mi xt u r e s of Z C Z 0 1 1( S ) a n d Z C Z 0 1 1(R ), 

G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9, a n d 6 s( S ) a n d 6 s(R ), r e s p e cti v el y. A b s ol ut e c o nfi g u r ati o n of all o st eri c-m o d ul at or s c hi r al c e nt er s: G A T 2 2 8 ( R ), G A T 2 2 9 (S ), 

G A T 1 6 0 0 ( S , R ), a n d G A T 1 6 0 1 (R , S ) (t h e r e st of c o m p o u n d s h a s n ot i n cl u d e d i n t h e li st b e c a u s e of t h ei r n a m e a r e s elf- e x pl a n at or y).
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7 6 7

p a rti al  c h a r g e s  of  C P 5 5 9 4 0  a n d  all o st eri c  m o d ul at or s  w er e 

c al c ul at e d  at  t h e  C A M- B 3 L Y P/ 6- 3 1 G *  l e v el  of  t h e or y  u si n g 

G a u s si a n 1 6 [ 4 0 ]. T h e s e r e s ulti n g c h a r g e s w er e fitt e d t o g e n er-

at e t h e r e st r ai n e d el e ct r o st ati c p ot e nti al ( R E S P)- fitt e d c h a r g e s 

[4 1 ]  b y  A m b ert o ol s  [4 2 ].  T h e  E N Z Y MI X  f or c e  fi el d  [3 2 ]  w a s 

u s e d f or t h e r e m ai ni n g s y st e m.

2. 2    |   D o c ki n g C al c ul ati o n s

T h e d o c ki n g c al c ul ati o n s of t h e all o st eri c m o d ul at or s i n si d e t h e 

C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e w er e c a r ri e d o ut b y a t w o- st e p pr o -

c e s s: ( 1) D et er mi n ati o n of m ai n bi n di n g m o d e s r e st r ai ni n g t h e 

all o st eri c m o d ul at or c e nt er of m a s s t o b e a di st a n c e of 4. 0  Å f r o m 

t h e o x y g e n b a c k b o n e at o m of P h e 1 9 13. 2 7  si n c e it i s w ell-k n o w n 

t h at a h y d r o g e n b o n d i s f or m e d b et w e e n t hi s at o m a n d t h e N H 

g r o u p of t h e 2- p h e n yli n d ol e ri n g; ( 2) O pti mi z ati o n of r e s ulti n g 

m ai n bi n di n g m o d e s p erf or mi n g 1 0 0 0 M o nt e C a rl o e n er g y mi n -

i mi z ati o n s.  T h e  r e c e pt or  r e m ai n e d  ri gi d,  b ut  t ot al  fl e xi bilit y 

w a s  gi v e n  t o  all o st eri c  m o d ul at or s  d u ri n g  t h e  c o nf or m ati o n al 

e x pl or ati o n.

2. 3    |   R el a x ati o n a n d E q uili b r ati o n M ol e c ul a r 
D y n a mi c s ( M D ) Si m ul ati o n s

All r el a x ati o n a n d e q uili br ati o n M D si m ul ati o n s f oll o w e d t h e 

s a m e  pr ot o c ol,  t h e  o nl y  diff er e n c e s  b et w e e n  t h e m  w er e  t h e 

st a rti n g st r u ct u r e a n d t h e u n c o n st r ai n e d s y st e m r e gi o n t o b e 

r el a x e d  a n d  e q uili br at e d.  T h e  st a rti n g  st r u ct u r e s  h a v e  b e e n 

t a k e n a s t h e a s s e m bl e d c o m pl e x e s m e nti o n e d i n S e cti o n  2. 1 . 

T h e  c e nt er  of  t hi s  u n c o n st r ai nt e d  r e gi o n  w a s  c o n v e ni e ntl y 

c h o s e n  a s  a n  at o m  of  t h e  li g a n d  ( all o st eri c  m o d ul at or  or 

C P 5 5 9 4 0)  w h o s e  bi n di n g  f r e e  e n er g y  ( Δ G bi n d )  w a s  a s s e s s e d 

F I G U R E      |    S c h e m ati c  r e pr e s e nt ati o n  of  ort h o st eri c  a n d  all o st eri c 

C B 1 R sit e s t h r o u g h a C P K d e pi cti o n of t h e c or r e s p o n di n g li g a n d s b o u n d 

t o s u c h bi n di n g sit e s ( C P 5 5 9 4 0 b o u n d t o t h e ort h o st eri c sit e i n p u r pl e 

a n d Z C Z 0 1 1( S ) b o u n d t o t h e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e i n g r e e n).

F I G U R E     |    R e pr e s e nt ati o n of t h e m ai n bi n di n g m o d e s e x pl or e d f or t h e c o n si d er e d c o m p o u n d s ill u st r at e d b y Z C Z 0 1 1( S ) (i n g r e e n). P a n el s A, 

B,  C,  a n d  D  c or r e s p o n d  t o  bi n di n g  m o d e s  1,  2,  3,  a n d  4,  r e s p e cti v el y.  All  bi n di n g  m o d e s  e x hi bit  a  h y d r o g e n  b o n d  b et w e e n  t h e  N H  g r o u p  of  t h e 

2- p h e n yli n d ol e ri n g a n d t h e o x y g e n b a c k b o n e at o m of P h e 1 9 1 3. 2 7 , w hil e o nl y bi n di n g m o d e s 2 a n d 4 s h o w a h y d r o g e n b o n d b et w e e n t h e N O2  g r o u p 

a n d S er 1 9 9 3. 3 5 . H y d r o g e n b o n d s h a v e b e e n d e pi ct e d b y d a s h li n e s.
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s u b s e q u e ntl y.  I n  p a rti c ul a r,  t hi s  c e nt er  w a s  d efi n e d  b y  t h e 

s u b stit ut e d  i n d ol e C β  of all o st eri c m o d ul at or a n d t h e c e nt r al 

c a r b o n  at o m  of  t h e  C P 5 5 9 4 0  h y d r o p h o bi c  t ail  (s e e  Fi g u r e  2 ) 

w h e n all o st eri c m o d ul at or s a n d C P 5 5 9 4 0 w er e c o n si d er e d i n 

t h e  e v al u ati o n  of Δ G bi n d ,  r e s p e cti v el y.  T hi s  c h oi c e  of  s y st e m 

c e nt er s w a s t a k e n t o c o n si d er all o st eri c a n d ort h o st eri c sit e s 

si m ult a n e o u sl y  f or  t er n a r y  c o m pl e x e s  wit h o ut  e m pl o yi n g  a n 

e x c e s si v el y  l a r g e  u n c o n st r ai nt e d  r e gi o n  of  t h e  s y st e m.  F or 

bi n a r y  c o m pl e x e s,  t h e  s y st e m  w a s  i m m er s e d  i n  a  s u rf a c e-

c o n st r ai nt e d  all- at o m s  s ol v e nt  ( S C A A S)  m o d el  [ 4 3 ]  w at er 

s p h er e  wit h  a  r a di u s  of  2 0  Å  a r o u n d  t h e  c h o s e n  c e nt er.  T hi s 

r a di u s w a s e nl a r g e d t o 3 0 Å f or t er n a r y c o m pl e x e s t o c o n si d er 

b ot h  bi n di n g  sit e s  si m ult a n e o u sl y.  T h e s e  r e s ulti n g  s p h er e s 

c o n stit ut e  t h e  u n c o n st r ai nt e d  s y st e m  r e gi o n  t o  b e  r el a x e d 

a n d  e q uili br at e d,  w hi c h  w er e  s u r r o u n d e d  b y  a  2  Å  s p h eri c al 

s h ell  of  L a n g e vi n  di p ol e s  a n d  t h e n  a  b ul k  c o nti n u u m.  T h e 

w at er m ol e c ul e s at t h e b o u n d a r y of t hi s r e gi o n w er e s u bj e ct e d 

t o  p ol a ri z ati o n  a n d  r a di al  r e st r ai nt s  [4 3 ].  T h e  l o c al  r e a cti o n 

fi el d ( L R F) m et h o d [4 4 ] w a s e m pl o y e d t o t r e at t h e l o n g-r a n g e 

el e ct r o st ati c  i nt er a cti o n s,  w hil e  t h e s e  i nt er a cti o n s  f r o m  t h e 

o ut si d e of t h e u n c o n st r ai nt e d r e gi o n w er e n ot i n cl u d e d i n t h e 

e n er g y c al c ul ati o n s. O n c e t h e s y st e m w a s a s s e m bl e d a n d s ol -

v at e d,  it  w a s  s u b mitt e d  t o  2 0 0 0  e n er g y  mi ni mi z ati o n s  st e p s 

u si n g t h e st e e p- d e s c e nt m et h o d t o a v oi d cl o s e c o nt a ct s. T h e n, 

t h e s y st e m w a s g r a d u all y h e at e d f r o m 0 t o 3 0 0  K f or a p eri o d 

of 2 0 0 p s . T h r o u g h o ut t hi s h e ati n g, h a r m o ni c r e st r ai nt s w er e 

a p pli e d t o t h e pr ot ei n b a c k b o n e a n d li g a n d / w at er h e a v y at o m s 

wit h a f or c e c o n st a nt of 1 0 k c al m o l− 1 Å − 2  t h at w er e st e p wi s e 

r el e a s e d  d u ri n g  t h e  fi r st  1 0 0 p s  of  t hi s  p eri o d,  wit h  t h e  e x -

c e pti o n  of  t h e  C P 5 5 9 4 0  o n e s  t h at  w er e  l o o s e n e d  a n d  k e pt  at 

3 k c al m ol − 1 Å − 2  t o a v oi d cl a s h e s d u e t o t h e g r e at fl e xi bilit y of 

t hi s c o m p o u n d. Fi n all y, t h e st a rti n g g e o m et r y of bi n a r y a n d 

t er n a r y c o m pl e x e s f or s u b s e q u e nt c al c ul ati o n s w er e g e n er at e d 

f r o m a 2 0 0 p s M D e q uili br ati o n si m ul ati o n. It i s w ort h m e n-

ti o ni n g  t h at  t h e  e q uili br ati o n  of  a  gi v e n  s y st e m  i s  c o n si d er-

a bl e  f a st  e m pl o yi n g  s p h eri c al  b o u n d a r y  c o n diti o n s,  w hi c h  i s 

r efl e ct e d i n t h e mi ni m al fl u ct u ati o n of t h e r o ot- m e a n- s q u a r e 

d e vi ati o n ( R M S D) of h e a v y at o m s o b s er v e d d u ri n g t hi s p eri o d 

(s e e Fi g u r e s S 1 – S 8 ).

2. 4    |   P D L D / S- L R A Si m ul ati o n s

T h e  si m ul ati o n  s et u p  f or Δ G bi n d  c al c ul ati o n s w a s t h e s a m e 

a s  t h at  f or  r el a x ati o n  a n d  e q uili br ati o n  M D  si m ul ati o n s, 

wit h  t h e  e x c e pti o n  t h at  i n  t h e  P D L D/ S- L R A si m ul ati o n s t h e 

u n c o n st r ai nt e d  s y st e m  r e gi o n  w a s  di vi d e d  i nt o  t w o  r e gi o n s. 

R e gi o n  1,  f or  w hi c h Δ G bi n d  w a s c al c ul at e d, w a s d efi n e d b y 

t h e  w h ol e  all o st eri c  m o d ul at or  or  C P 5 5 9 4 0,  w hil e  r e gi o n  2, 

w hi c h  c o m pri s e s  t h e  s y st e m  r e gi o n  t h at  c o nt ri b ut e s  t o  t h at 

Δ G bi n d ,  w a s  d efi n e d  b y  t h e  r e m ai ni n g  s u r r o u n di n g  s y st e m. 

I n  t h e  pr e s e nt  w or k,  a  m o difi e d  s e mi m a c r o s c o pi c  v er si o n  of 

t h e  P D L D  m et h o d  wit hi n  L R A  f r a m e w or k,  w hi c h  i s  t er m e d 

P D L D/ S- 2 0 0 0 [ 4 5 ],  h a s  b e e n  e m pl o y e d  f or  e a c h  t y p e  of  c o n -

si d er e d li g a n d. T hi s a p pr o a c h, w hi c h w a s i nt r o d u c e d i n r ef er -

e n c e [ 4 5 ], e v al u at e s t h e n o n- el e ct r o st ati c t er m e x pli citl y b y a 

s p e ci al c y cl e, w hil e t h e el e ct r o st ati c t er m i s e v al u at e d b y t h e 

L R A a p pr o a c h.

F or all o st eri c m o d ul at or s, T h e m o difi e d a p pr o a c h i n v ol v e s s c al -

i n g t h e n o n-el e ct r o st ati c t er m a s f oll o w s:

w h er e Δ G all o
bi n d

 r ef er s t o t h e t ot al bi n di n g e n er g y of all o st eri c 

m o d ul at or, Δ G el e c
bi n d

  a n d Δ G n o n − el e c
bi n d

 c or r e s p o n d t o t h e el e ct r o-

st ati c  a n d  n o n- el e ct r o st ati c  c o nt ri b uti o n s  of Δ G all o
bi n d

,  r e s p e c-

ti v el y, a n d C i s t h e s c ali n g f a ct or of t hi s l a st c o nt ri b uti o n. T h e 

s c ali n g f a ct or C i s n ot a u ni v er s al c o n st a nt, b ut i s s p e cifi c t o 

t h e  st u di e d  s y st e m,  i nfl u e n c e d  b y  t h e  i nt er pl a y  b et w e e n  dif-

f er e nt  t h er m o d y n a mi c  c o nt ri b uti o n s  s u c h  a s  V a n  d er  W a al s 

i nt er a cti o n s, h y d r o p h o bi c eff e ct s, w at er p e n et r ati o n, a n d c o n-

fi g u r ati o n al  e nt r o p y  c h a n g e s  [4 6 ].  A n  o pti m al  C  v al u e  of  0. 9 

h a s  b e e n  d et er mi n e d,  w hi c h  eff e cti v el y  c ali br at e s  t h e  c al c u -

l at e d Δ G all o
bi n d

  t o  r e pr o d u c e  t h e  e x p eri m e nt al K B s  a n d  α s  (s e e 

S e cti o n s  3. 1  a n d 3. 2 ).

I n c o nt r a st, f or C P 5 5 9 4 0 w e f u rt h er m o difi e d o u r a p pr o a c h u si n g:

w h er e Δ G C P 5 5 9 4 0
bi n d

 i s t h e t ot al bi n di n g f r e e e n er g y of C P 5 5 9 4 0 a n d 

K i s t h e c or r e s p o n di n g c o n st a nt w hi c h all o w s t o r e pr o d u c e t h e 

e x p eri m e nt al v al u e of Δ G C P 5 5 9 4 0
bi n d

 a n d t o c al c ul at e t hi s m a g nit u d e 

i n  pr e s e n c e  of  all o st eri c  m o d ul at or s  wit h  e n o u g h  a c c u r a c y  t o 

c or r e ctl y d e s cri b e t h e t ot al f r e e e n er g y of t er n a r y c o m pl e x e s (s e e 

S e cti o n  3. 2 ).

F or  e a c h  pr e vi o u sl y  e q uili br at e d  c o m pl e x,  a  P D L D/ S- L R A 

si m ul ati o n w a s c a r ri e d o ut o n 4 diff er e nt r e pli c a s. R e g a r di n g 

bi n a r y c o m pl e x e s, t h e 4 r e pli c a s h a d di sti n ct i niti al c o nfi g u r a -

ti o n s o bt ai n e d t h r o u g h f o u r s u c c e s si v e e q uili br ati o n M D si m-

ul ati o n s of 1 0 p s . F or bi n di n g f r e e e n er g y i n pr ot ei n, 5 0 0 0 0 0 

diff er e nt c o nfi g u r ati o n s w er e c o n si d er e d, w hil e f or t h e r ef er -

e n c e  i n  w at er  5 0 0 0 0  diff er e nt  c o nfi g u r ati o n s  w er e  a s s e s s e d. 

D u e  t o  c o m p ut ati o n al  li mit ati o n s,  P D L D/ S- L R A si m ul ati o n s 

f or t er n a r y c o m pl e x e s h a d t o b e r e d u c e d b y a f a ct or of 1 0. It i s 

i m p ort a nt t o n ot e t h at e v e n t h e s h ort er l e n gt h of t h e P D L D/

S- L R A  si m ul ati o n s  e m pl o y e d  f or  t er n a r y  c o m pl e x e s  i s  m or e 

t h a n e n o u g h t o a c hi e v e a c o n v er g e d Δ G bi n d  a c c or di n g t o pr e vi-

o u s b e n c h m a r k s [ 4 7 ].

2. 5    |   C o a r s e- G r ai n e d ( C G ) M o d el of C B 1 R

O u r  r efi n e d  c o a r s e- g r ai n e d  ( C G)  m o d el  h a s  b e e n  e m pl o y e d 

[3 3, 3 5 ] wit h t h e ai m of d et er mi ni n g t h e C B 1 R c o nf or m ati o n al 

f r e e e n er g y (Δ G f ol d) f or bi n a r y a n d t er n a r y c o m pl e x e s. T h e t ot al 

e n er g y of o u r C G m o d el i s gi v e n b y:

H er e  t h e  t ot al  c o nf or m ati o n al  f r e e  e n er g y Δ G f ol d c o n si st s of 

t h r e e t er m s, t h e m ai n c h ai n t er m Δ G m ai n , t h e si d e c h ai n t er m 

Δ G si d e a n d t h e i nt er a cti o n t er m b et w e e n m ai n a n d si d e c h ai n 

Δ G m ai n − si d e, w hi c h c a n b e br o k e n d o w n a s s p e cifi e d i n t h e s e c-

o n d r a w o n E q u ati o n ( 3 ). T h e t er m s o n t h e ri g ht of t hi s r a w a r e 

t h e si d e c h ai n V a n d er W a al s e n er g y, t h e m ai n c h ai n s ol v ati o n 

e n er g y,  t h e  m ai n  c h ai n  h y d r o g e n  b o n d  e n er g y,  t h e  c ell ul a r 

m e m br a n e  h y d r o p h o bi c  e n er g y,  t h e  si d e c h ai n  h y d r o p h o bi c 

( 1)Δ G all o
bi n d

= Δ G el e c
bi n d

+ C Δ G n o n − el e c
bi n d

( 2)Δ G C P 5 5 9 4 0
bi n d

= Δ G el e c
bi n d

+ Δ G n o n − el e c
bi n d

+ K

( 3)

Δ G f ol d = Δ G m ai n + Δ G si d e + Δ G m ai n − si d e

= c 1 Δ G V d W
si d e

+ c 2 Δ G C G
s ol v

+ c 3 Δ G C G
H B + c 4 Δ G h y d

m e m + Δ G
h y d

si d e

+ Δ G V d W
m ai n − si d e

+ Δ G el e c
si d e

+ Δ G
p ol ar

si d e
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e n er g y, t h e m ai n c h ai n /si d e c h ai n V a n d er W a al s e n er g y, t h e 

si d e c h ai n el e ct r o st ati c e n er g y, a n d t h e si d e c h ai n p ol a r e n er g y, 

r e s p e cti v el y.  T h e  s c ali n g  c o effi ci e nt s c 1 , c 2 , c 3 ,  a n d c 4   t a k e 

v al u e s  of  0. 1 0,  0. 2 5,  0. 1 5,  a n d  1 / 3. 6,  r e s p e cti v el y.  It  i s  w ort h 

n oti n g  t h at  E q u ati o n  ( 3 )  h a s  s u c c e s sf ull y  b e e n  e m pl o y e d  t o 

d et er mi n e Δ G f ol d i n ot h er G P C R s [3 6, 3 7 ]. T o d et er mi n e C B 1 R 

Δ G f ol d f or a gi v e n c o m pl e x i n a r eli a bl e w a y, a s a m pli n g of 1 0 

diff er e nt c o nf or m ati o n s c oll e ct e d at e v er y 1 0 p s o f s u c c e s si v e 

g a s- p h a s e e q uili br ati o n M D si m ul ati o n s f r o m t h e c or r e s p o n d -

i n g pr e vi o u sl y e q uili br at e d c o m pl e x w a s c o n si d er e d. P ri or t o 

t hi s, a mi ni mi z ati o n, a h e ati n g pr o c e s s, a n d a r el a x ati o n M D 

si m ul ati o n  h a v e  b e e n  c a r ri e d  o ut.  A p a rt  f r o m  b ei n g  i n  g a s 

p h a s e, t h e s e si m ul ati o n s h a v e e m pl o y e d t h e s a m e si m ul ati o n 

s et u p  a s  st at e d  i n  S e cti o n  2. 3 .  T h e  r e s ulti n g  st r u ct u r e s  h a v e 

b e e n t ri m m e d i nt o t h e C G r e pr e s e nt ati o n, i n w hi c h t h e m ai n 

c h ai n  of  a mi n o  a ci d s  w a s  still  i n  all- at o m  f or m,  b ut  e a c h  of 

t h ei r si d e c h ai n s w er e r e d u c e d i nt o a si m plifi e d u nit e d at o m. 

N e xt, a n ot h er s m all r el a x ati o n h a s b e e n p erf or m e d a n d pr e s -

e nt  li g a n d s  h a v e  b e e n  r e m o v e d  b ef or e  e v al u ati n g Δ G f ol d.  All 

vi s u ali z ati o n s  a n d  r e pr e s e nt ati o n s  h a v e  b e e n  m a d e  wit h  t h e 

V M D [ 4 8 ] a n d U C S F C hi m er a [4 9 ] pr o g r a m s.

3    |   R e s ult s a n d Di s c u s si o n

3. 1   |   Di s s o ci ati o n C o n st a nt s a n d P ri n ci p al Bi n di n g 
M o d e s f o r t h e All o st e ri c M o d ul at o r s of C B 1 R

Fr o m  a  p h ar m a c ol o gi c al  p er s p e cti v e,  d et er mi ni n g  t h e  di s s o ci a -

ti o n c o n st a nt, b ot h e x p eri m e nt all y a n d c o m p ut ati o n all y, f or a cti v e 

c o m p o u n d s i n a r eli a bl e w a y i s of vit al i m p ort a n c e. T h at i s w h y 

t hi s  p ar a m et er  all o w s  t o  e sti m at e  t h eir  affi nit y,  i n  ot h er  w or d s, 

E C 5 0  or I C5 0  d e p e n di n g o n w h et h er t h e c o n si d er e d c o m p o u n d h a s 

a p o siti v e or n e g ati v e a cti vit y, r e s p e cti v el y. I n or d er t o d et er mi n e 

e x p eri m e nt all y t h e di s s o ci ati o n c o n st a nt f or all o st eri c m o d ul at or s 

(K B ) i s c o m m o nl y e m pl o y e d t h e all o st eri c bi n di n g m o d el [5 0, 5 1 ] 

c o m bi n e d  wit h  t h e  Bl a c k- L e ff  o p er ati o n al  m o d el  f or  a g o ni s m 

( O M A M) [5 2 – 5 5 ], w hi c h d e s cri b e s t h e all o st eri c m o d ul ati o n o v er 

a gi v e n a g o ni st (t h e ort h o st eri c li g a n d C P 5 5 9 4 0 i n o ur c a s e). A p art 

f r o m  KB ,  t hi s  m o d el  al s o  pr o vi d e s  ot h er  r el e v a nt  p ar a m et er s  f or 

all o st eri c m o d ul ati o n. I n cl u di n g t h e all o st eri c m o d ul ati o n effi c a c y 

(τ B ), w hi c h m e a s ur e s t h e o w n effi c a c y of all o st eri c m o d ul at or, t h e 

effi c a c y m o d ul ati o n ( β ), w hi c h m e a s ur e s h o w effi c a c y of t h e c o n-

si d er e d a g o ni st c h a n g e s d u e t o t h e all o st eri c m o d ul at or pr e s e n c e, 

a n d t h e c o o p er ati vit y f a ct or ( α ), w hi c h m e a s ur e s K B  c h a n g e d u e t o 

t h e a g o ni st pr e s e n c e a n d vi c e v er s a. It i s w ort h n oti n g t h at all t h e s e 

p ar a m et er s ar e i nt er d e p e n d e nt s o t h at i n c orr e ct d et er mi n ati o n of 

o n e will aff e ct all t h e ot h er s. I n or d er t o a p pl y t h e af or e m e nti o n e d 

fitti n g t e c h ni q u e, d at a of c o n c e ntr ati o n-r es p o n s e c ur v e s f or a g o -

ni st at diff er e nt c o n c e ntr ati o n s of all o st eri c m o d ul at or ar e n e e d e d, 

w hi c h i s d e m a n di n g f r o m a n e x p eri m e nt al p oi nt of vi e w. F or t hi s 

r e a s o n, e x p eri m e nt al d et er mi n ati o n of E C 5 0  (i n st e a d of K B ) i s q uit e 

c o m m o n si n c e t h e a p pr o xi m ati o n E C 5 0 ≈ K B  i s w ell-a c c e pt e d, a n d 

thi s d et er mi n ati o n o nl y r e q uir e s a si n gl e c o n c e ntr ati o n- r es p o n s e 

c ur v e f or all o st eri c m o d ul at or. O n t h e ot h er h a n d, t h e c al c ul ati o n 

of bi n di n g f r e e e n er g y ( Δ G bi n d ) all o w s t o d et er mi n e b ot h K B  a n d 

α  (s e e S e cti o n 3. 2 ). R e g ar di n g K B , it s r el ati o n s hi p wit h Δ G bi n d  i s 

gi v e n b y t h e f oll o wi n g e x pr e s si o n:

w h er e R  a n d T  a r e g a s c o n st a nt a n d t e m p er at u r e, r e s p e cti v el y. 

Wit h  t h e  ai m  of  v ali d ati n g  o u r  c al c ul ati o n  m et h o d  of Δ G bi n d

f or  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul at or s  b el o n gi n g  t o  t h e 

2- p h e n yli n d ol e  st r u ct u r al  cl a s s  ( Δ G all o
bi n d

).  T hi s  m a g nit u d e  h a s 

b e e n  c al c ul at e d  f or  c o m p o u n d s  G A T 2 2 8,  G A T 2 2 9,  G A T 2 2 1 

(r a c e mi c  mi xt u r e  of  pr e vi o u s  t w o  c o m p o u n d s),  G A T 1 6 0 1  a n d 

G A T 1 6 0 1 si n c e t h e s e a r e w ell- c h a r a ct eri z e d e x p eri m e nt all y. I n 

p a rti c ul a r, t h e e x p eri m e nt al K B s, τ B s, β s a n d α s h a v e b e e n d et er-

mi n e d b y t h e af or e m e nti o n e d fitti n g t e c h ni q u e [ 5 5 ]. I n a d diti o n, 

alt h o u g h t h e e x p eri m e nt al Z C Z 0 1 1 K B  i s n ot a v ail a bl e e x pli citl y, 

t hi s  c o m p o u n d  h a s  al s o  b e e n  c o n si d er e d  si n c e  Z C Z 0 1 1  i s  t h e 

o nl y C B 1 R a g o- P A M f or w hi c h t h er e i s a n e x p eri m e nt al st r u c-

t u r e  a v ail a bl e  ( Z C Z 0 1 1(S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1: Gi  c o m pl e x;  P D B  c o d e 

7 W  V 9)  [ 2 9 ]. F or t hi s p a rti c ul a r c o m p o u n d, it s K B  o n C B 1 R h a s 

b e e n e sti m at e d f r o m it s E C 5 0  o n s u c h r e c e pt or o bt ai n e d b y a G 

pr ot ei n  di s s o ci ati o n  a s s a y,  w hi c h  t h e or eti c all y  s h o ul d  b e  t h e 

m o st a c c u r at e w a y [ 5 6 ] (s e e S u p p orti n g I nf or m ati o n  f or j u stifi-

c ati o n of t hi s c h oi c e).

C o n si d eri n g  Z C Z 0 1 1( S )  e x p eri m e nt al  bi n di n g  m o d e / p o s e  o n 

t h e  Z C Z 0 1 1(S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1 R: Gi c o m pl e x, t h e N O2   g r o u p 

s e e m s  n ot  t o  b e  r el e v a nt  si n c e  it  d o e s  n ot  e x hi bit  a n y  i nt er -

a cti o n. H o w e v er, f or C B 1 R all o st eri c m o d ul at or s b el o n gi n g t o 

t h e 2-p h e n yli n d ol e st r u ct u r al cl a s s, t h e N O 2  g r o u p t u r n s o ut t o 

b e c r u ci al, si n c e it s r e pl a c e m e nt b y ot h er p ol a r/ c h a r g e d g r o u p s 

r e d u c e s,  or  e v e n  a b oli s h e s,  t h e  c o m p o u n d  a cti vit y  [5 7,  5 8 ]. 

A d diti o n all y,  it  h a s  b e e n  r e p ort e d  t h at  S er 1 9 9 3. 3 5  pl a y s a n 

i m p ort a nt  r ol e  i n  t h e  Z C Z 0 1 1  all o st eri c  eff e ct  o n  C B 1 R  [2 9 ] 

a n d t h e u ni q u e g r o u p t h at c a n i nt er a ct wit h t hi s r e si d u e i s it s 

N O 2  g r o u p. T a ki n g e v er yt hi n g i nt o a c c o u nt, r el e v a nt bi n d-

i n g m o d e s f or all o st eri c a cti vit y i n w hi c h t h e N O2  g r o u p a n d 

S er 1 9 9 3. 3 5  i nt er a ct wit h e a c h ot h er m u st e xi st. I n or d er t o e x-

pl or e t h e m, d o c ki n g c al c ul ati o n s h a v e b e e n p erf or m e d f or t h e 

af or e m e nti o n e d  c o m p o u n d s  o n  t h e  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c 

sit e. I nt er e sti n gl y, a p a rt f r o m t h e s e p o s e s, t h e s e d o c ki n g c al -

c ul ati o n s  al s o  s u g g e st  t h e  e xi st e n c e  of  st a bl e  bi n di n g  m o d e s 

i n w hi c h t h e 2-p h e n yli n d ol e ri n g i s pl a c e d at T M 3 ri g ht si d e, 

t a ki n g a s a r ef er e n c e s y st e m a f r o nt al vi e w of C B 1 R i n w hi c h 

it s e xt r a c ell ul a r d o m ai n i s pl a c e d a b o v e t h e i nt r a c ell ul a r o n e 

(t hi s  r ef er e n c e  s y st e m  i s  b ei n g  e m pl o y e d  f r o m  n o w  o n).  F or 

t hi s  r e a s o n,  f or  e a c h  c o n si d er e d  c o m p o u n d,  it  h a s  b e e n  i n-

s p e ct e d  4  m ai n  bi n di n g  m o d e s / p o s e s.  S p e cifi c all y,  bi n di n g 

m o d e 1 ( P a n el A of Fi g u r e  4 ) c or r e s p o n d s t o t h e e x p eri m e nt al 

p o s e of Z C Z 0 1 1( S ) i n w hi c h t h e 2-p h e n yli n d ol e ri n g i s pl a c e d 

at T M 3 l eft si d e w hil e t h e N O 2  g r o u p p oi nt s t o w a r d s t h e c el-

l ul a r  m e m br a n e,  w hil e  bi n di n g  m o d e s  2,  3,  a n d  4  ( P a n el  B, 

C, a n d D of Fi g u r e  4 ) a ri s e f r o m fli p pi n g t h e N O 2  g r o u p, t h e 

2- p h e n yli n d ol e  ri n g  a n d  t h e s e  t w o  g r o u p s  at  t h e  s a m e  ti m e, 

r e s p e cti v el y.

R e g a r di n g  t h e  c al c ul ati o n  of K B ,  gi v e n  t h at  t h e  C B 1 R  p o siti v e 

all o st eri c sit e i s s u p erfi ci al a n d all o st eri c m o d ul at or bi n di n g i s 

m ai nl y d u e t o h y d r o p h o bi c i nt er a cti o n s, a t h er m o d y n a mi c e q ui -

li bri u m will b e e st a bli s h e d a m o n g diff er e nt all o st eri c m o d ul at or 

p o s e s si n c e t h e s e c o m p o u n d s will h a v e t h e a bilit y of u n bi n di n g 

f r o m  t h e  all o st eri c  sit e  a n d  e x pl or e  all  t h ei r  p o s si bl e  bi n di n g 

m o d e s  wit h o ut  i n v ol vi n g  h u g e  f r e e  e n er g y  b a r ri er s.  F or  e a c h 

c o m p o u n d, a B olt z m a n n di st ri b uti o n w a s a s s u m e d t o g o v er n t h e 

t h er m o d y n a mi c e q uili bri u m a m o n g all o st eri c m o d ul at or: C B 1 R 

c o m pl e x e s  gi v e n  ri s e  b y  diff er e nt  p o s e s  of  t h e  c o n si d er e d ( 4)Δ G bi n d = R T l n K B
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all o st eri c m o d ul at or. T h er ef or e, K B  f or a gi v e n c o m p o u n d c a n b e 

c al c ul at e d f r o m Δ G all o
bi n d

 f or it s diff er e nt p o s e s (Δ G all o,i
bi n d

) a s f oll o w s:

w h er e Δ G all o,i
bi n d

 i s Δ G all o
bi n d

 of t h e all o st eri c m o d ul at or p o s e i, Δ G all o,i
t ot al

i s t h e t ot al f r e e e n er g y of all o st eri c m o d ul at or: C B 1 R c o m pl e x d e-

ri v e d f r o m it s p o s e i a n d i n d e x e s of s u m m ati o n i a n d j e xt e n d s 

t o  all  all o st eri c  m o d ul at or  p o s e s.  A c c or di n g  t o  t hi s  t h er m o d y-

n a mi c e q uili bri u m, o nl y p o s e s w hi c h i n d u c e bi n a r y c o m pl e x e s 

wit h  t h e  l o w e st  t ot al  f r e e  e n er gi e s  will  b e  si g nifi c a ntl y  p o p u-

l at e d a n d, t h er ef or e, will c o nt ri b ut e t o K B . It i s i m p ort a nt t o t a k e 

i nt o  a c c o u nt  t h at K B   f or  r a c e mi c  c o m p o u n d s,  s u c h  a s  Z C Z 0 1 1 

a n d G A T 2 1 1, i s gi v e n b y K B s a s s o ci at e d wit h e a c h of t h ei r e n-

a nti o m er s  w h o s e  p o n d er ati o n s  d e p e n d  o n  r el ati v e  st a biliti e s  of 

t h ei r  a ri s e n  c o m pl e x e s  a n d  r el ati v e  pr o p orti o n s  b ot h  b et w e e n 

e n a nti o m er s wit h e a c h ot h er a n d b et w e e n e n a nti o m er s a n d r e -

c e pt or (s e e S u p p orti n g I nf or m ati o n  f or m or e d et ail s). T hi s f a ct 

c a n  c a u s e  t h at  r e s p o n s e- c o n c e nt r ati o n  c u r v e s  c a n  u n d er g o  a 

c h a n g e  of  b e h a vi or  w h e n  t h e  e n a nti o m er  c o n c e nt r ati o n  s u m -

m ati o n e x c e e d s t h e r e c e pt or's o n e pr o vi di n g t h e s e e n a nti o m er s 

p o s s e s s diff er e nt all o st eri c m o d ul at or pr o p erti e s. Gi v e n t h at t h e 

r e c e pt or c o n c e nt r ati o n i s u n k n o w n f or c o n c e nt r ati o n- r e s p o n s e 

c u r v e s, K B  f or r a c e mi c c o m p o u n d s h a s b e e n c al c ul at e d b y a v er-

a gi n g e n a nti o m er s K B s.

At  t hi s  p oi nt,  o n e  c a n  e n vi s a g e  t w o  a p pr o a c h e s  t o  d et er mi n e 

t h e  t ot al  f r e e  e n er g y  of  all o st eri c  m o d ul at or: C B 1 R  c o m pl e x e s 

(Δ G all o
t ot al

s):  ( 1)  Diff er e nt  C B 1 R  c o nf or m ati o n s  e x hi bit  a  si mil a r 

st a bilit y, s o t h at t h e c o m pl e x t ot al f r e e e n er g y (Δ G all o
t ot al

) i s gi v e n 

b y Δ G all o
bi n d

; ( 2) Diff er e nt C B 1 R c o nf or m ati o n s d o e s n ot e x hi bit a 

si mil a r st a bilit y, s o t h at t h e c o nf or m ati o n al f r e e e n er g y ( Δ G all o
f ol d

) 

m u st b e d et er mi n e d e x pli citl y a n d Δ G all o
t ot al

= Δ G all o
bi n d

+ Δ G all o
f ol d

. It i s 

w ort h n oti ci n g t h at t h e a s s u m pti o n m a d e o n fi r st a p pr o a c h d o e s 

n ot  h a v e  t o  b e  f ulfill e d.  H o w e v er,  t hi s  a p pr o a c h  i s  i nt er e sti n g 

b e c a u s e it i s si m pl er a n d l e s s c o m p ut ati o n al d e m a n di n g b y n ot 

h a vi n g t o c al c ul at e Δ G all o
f ol d

.

T a bl e  1  c o nt ai n s Δ G all o
bi n d

, Δ G all o
f ol d

, Δ G all o
t ot al

 a n d t h e r el ati v e p o p ul a-

ti o n s a c c or di n g t o a p pr o a c h e s 1 a n d 2 of si g nifi c a ntl y p o p ul at e d 

all o st eri c  m o d ul at or: C B 1 R  c o m pl e x e s  f or  c o m p o u n d s  c o n si d -

er e d i n o u r v ali d ati o n i n t h ei r diff er e nt p o s e s (s e e T a bl e  S 1  f or 

all bi n a r y c o m pl e x e s), w hil e T a bl e  2  c o nt ai n s t h e e x p eri m e nt al 

p K B s, Δ G all o
bi n d

s  a s s o ci at e d  wit h  t h e m  (Δ G
e x p, all o

bi n d
s)  a n d,  f u rt h er-

m or e, Δ G all o
bi n d

s c al c ul at e d a c c or di n g t o a p pr o a c h e s 1 a n d 2.

T a bl e  1   i n di c at e s  t h at  f or  a  gi v e n  c o m p o u n d,  t h er e  a r e  al-

l o st eri c  m o d ul at or: C B 1 R  c o m pl e x e s  of  si mil a r Δ G all o
t ot al

  w hi c h 

c a n  c o m e  f r o m  bi n di n g  m o d e s  wit h  diff er e nt Δ G all o
bi n d

  (s e e 

c o m p o u n d s  G A T 2 2 8,  G A T 2 2 9,  G A T 1 6 0 0,  a n d  G A T 1 6 0 1  i n 

T a bl e s  1  a n d S 1 ). T h u s, t h e a s s u m pti o n of t h e fi r st a p pr o a c h 

i s n ot f ulfill e d. Alt h o u g h, l o o ki n g at T a bl e  2  ( c ol u m n s 4 a n d 

5),  t hi s  f a ct  aff e ct s  o nl y  t h e  v al u e  of Δ G all o
bi n d

 i n a si g nifi c a nt 

w a y w h e n t h e s e c o m pl e x e s e x hi bit pr a cti c all y i d e nti c al Δ G all o
t ot al

, 

b ut c o n si d er a bl y di sti n ct Δ G all o
bi n d

 (s e e c o m p o u n d s G A T 1 6 0 0 a n d 

G A T 1 6 0 1 i n T a bl e s  1  a n d 2 ). C o m p a ri n g Δ G
e x p, all o

bi n d
 wit h Δ G all o

bi n d

o bt ai n e d b y a p pr o a c h e s 1 a n d 2, it c a n b e o b s er v e d t h at b ot h 

a p pr o a c h e s a c hi e v e t o r e pr o d u c e e x p eri m e nt al d at a. H o w e v er, 

a p pr o a c h  2  fit s  b ett er  t o  t h e s e  d at a  a n d,  a d diti o n all y,  all o w s 

t o  or d er  c o n si d er e d  all o st eri c  m o d ul at or s  u n a m bi g u o u sl y  b y 

t h ei r  affi niti e s  (s e e  c o m p o u n d s  G A T 1 6 0 0  a n d  G A T 1 6 0 1  i n 

T a bl e  2 ), w hi c h i s v er y u s ef ul f r o m a p h a r m a c ol o gi c al p oi nt of 

vi e w. All t hi s st a n d s o ut t h e n e c e s sit y of c al c ul ati n g Δ G all o
f ol d

 f or 

e v al u ati n g Δ G all o
t ot al

 c or r e ctl y, si n c e ot h er wi s e Δ G all o
bi n d

 c a n b e u n-

d er e sti m at e d or o v er e sti m at e d, b ei n g a bl e t o c a u s e a n er r o n e -

o u s affi nit y or d eri n g of c o m p o u n d s. T hi s w r o n g or d eri n g c a n 

l e a d  t o  er r o n e o u s  c o n cl u si o n s  i n  st r u ct u r e – a cti vit y  r el ati o n-

s hi p ( S A R) st u di e s, pr o v o ki n g a d e a d- e n d r o a d f or t h e r ati o n al 

d e si g n of a cti v e c o m p o u n d s e m pl o yi n g b ot h a c o m p ut ati o n al 

a p pr o a c h  a n d  a  c o m p ut ati o n all y  a s si st e d  e x p eri m e nt al  a p -

pr o a c h. T h at i s w h y o nl y a p pr o a c h 2 i s g oi n g t o b e u s e d i n t h e 

f oll o wi n g s e cti o n s.

( 5)K B = e − Δ G all o
bi n d

∕ R T ; Δ G all o
bi n d

=

N∑

i= 1

e − Δ G all o,i
t ot al

∕ R T

∑ N
j= 1

e − Δ G
all o,j

t ot al
∕ R T

Δ G all o,i
bi n d

T A B L E     |    Δ G all o
bi n d

, Δ G all o
f ol d

, Δ G all o
t ot al

 a n d t h e r el ati v e p o p ul ati o n s a c c or di n g t o a p pr o a c h e s 1 a n d 2 of si g nifi c a ntl y p o p ul at e d all o st eri c m o d ul at or: C B 1 R 
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if it s r el ati v e p o p ul ati o n e x c e e d s 0. 1 0 0 0. R a c e mi c c o m p o u n d s h a v e n ot b e e n i n cl u d e d si n c e t h ei r v al u e s c a n b e d eri v e d f r o m t h ei r e n a nti o m er v al u e s. 

All f r e e e n er gi e s h a v e b e e n e x pr e s s e d i n k c al m o l− 1 .

C o m p o u n d P o s e �횫 G all o
bi n d

�횫 G all o
f ol d

�횫 G all o
t ot al

R el ati v e p o p ul ati o n 

a p p r o a c h 1

R el ati v e p o p ul ati o n 

a p p r o a c h 2

Z C Z 0 1 1( S ) 2 − 8. 5 0 − 6 1 3. 2 5 − 6 2 1. 7 5 0. 6 3 9 1 8. 2 5 4 7 × 1 0 − 7

3 − 8. 1 4 − 6 2 1. 9 5 − 6 3 0. 0 9 0. 3 4 9 2 0. 9 9 9 9

Z C Z 0 1 1( R ) 2 − 1 0. 6 7 − 6 1 5. 0 5 − 6 2 5. 7 2 0. 9 2 8 5 1. 0 0 0 0

G A T 2 2 8 2 − 1 0. 1 4 − 6 1 6. 6 3 − 6 2 6. 7 7 0. 9 6 5 2 0. 9 8 5 1

G A T 2 2 9 2 − 9. 3 8 − 6 1 1. 7 7 − 6 2 1. 1 5 0. 7 5 7 5 0. 9 4 9 3

3 − 8. 5 6 − 6 0 8. 9 3 − 6 1 7. 4 9 0. 1 9 1 2 0. 0 0 2 1

G A T 1 6 0 0 1 − 9. 3 8 − 6 1 8. 1 6 − 6 2 7. 5 4 0. 0 0 8 1 0. 1 9 0 4

2 − 1 2. 2 4 − 6 1 7. 6 3 − 6 2 9. 8 7 0. 9 8 9 1 0. 8 0 9 5

G A T 1 6 0 1 2 − 8. 8 3 − 6 2 3. 1 0 − 6 3 1. 9 3 0. 0 0 3 7 0. 2 5 0 4

3 − 1 2. 1 7 − 6 2 0. 4 2 − 6 3 2. 5 9 0. 9 9 5 4 0. 7 4 9 6
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7 7 1

O n  t h e  ot h er  h a n d,  a s  i ntr o d u c e d  a b o v e  i n  t hi s  s e cti o n,  it  i s 

w ort h  n oti n g  t h at  s m all  di s cr e p a n ci e s  f or  r a c e mi c  c o m p o u n d s 

m a y  e xi st  d u e  t o  e n a nti o m er s  c o m p etiti o n  w h e n  t h eir  c o n c e n -

tr ati o n  s u m m ati o n  ( B S + B R )  i s  bi g g er  t h a n  t h e  r e c e pt or  c o n-

c e ntr ati o n  ([R ]).  R e g ar di n g  Z C Z 0 1 1,  t h o u g h  it s R   e n a nti o m er  i n 

p o s e  2  ( Δ G all o
t ot al

= − 6 2 5. 7 2 k c al/ m ol; Δ G all o
bi n d

= − 1 0. 6 7 k c al/ m ol)  i s 

s hift e d b y it s S  e n a nti o m er i n p o s e 3 (Δ G all o
t ot al

= − 6 3 0. 0 9 k c al/ m ol; 

Δ G all o
bi n d

= − 8. 1 4 k c al/ m ol), t h er e i s n o n oti c e a bl e K B  mi s m at c h b e-

c a u s e Z C Z 0 1 1 r a c e mi c mi xt ur e e x hi bit s a hi g hl y si mil ar Δ G all o
bi n d

 i n 

c o m p ari s o n wit h Z C Z 0 1 1( S ) i n it s p o s e 3 (− 8. 5 4 a n d − 8. 1 4 k c al/

m ol,  r e s p e cti v el y).  I n  c o ntr a st,  t hi s  i s  n ot  t h e  c a s e  f or  G A T 2 2 1, 

h o w e v er,  it s  j u stifi c ati o n  i s  s o m e h o w  m or e  c o m pl e x  si n c e  it s K B

a n d α  h a v e b e e n o bt ai n e d t o g et h er a p pl yi n g O M A M [5 5 ]  a n d 

t h e  gl o b al  st a bilit y  of  bi n ar y  a n d  t er n ar y  c o m pl e x e s  of  G A T 2 2 8 

a n d  G A T 2 2 9  i s  t h e  u n d erl yi n g  c a u s e  of  t hi s  mi s m at c h.  F or  t hi s 

r e a s o n, e x pl ai ni n g t hi s j u stifi c ati o n i n S e cti o n  3. 2  h a s b e e n c o n-

si d er e d m or e a d e q u at e. A d diti o n all y, it i s i m p ort a nt t o n ot e t h at 

G A T 2 2 1  p K B   r e p ort e d  e x p eri m e nt all y  w o ul d  n ot  b e  c o m p ati bl e 

wit h t h e c al c ul at e d p K B  f r o m t hi s m a g nit u d e f or it s e n a nti o m er s 

(− 7. 0 9 ± 0. 2 1), a s s u mi n g t h at t h er e i s n o e n a nti o m er s c o m p etiti o n. 

T hi s f a ct hi g hli g ht s t h e p oi nt t h at r e s p o n s e- c o n c e ntr ati o n c ur v e s 

e m pl o y e d t o o bt ai n t h e G A T 2 2 1 p ar a m et er s u n d er w e nt a c h a n g e 

of b e h a vi or a n d t h e q u alit y of t h e fit m u st n ot b e e x c e s si v el y g o o d 

si n c e  a n  a m plif yi n g  eff e ct  d u e  t o  t h e  c o n c urr e nt  pr e s e n c e  of 

G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 w o ul d b e u nli k el y gi v e n t h e e xi st e n c e of a 

si n gl e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e (s e e S e cti o n  3. 5 ).

Fi n all y,  it  i s  i m p ort a nt  t o  n ot e  t h at  bi n di n g  m o d e  2  a n d,  t o  a 

l e s s er  e xt e nt,  3  a r e  t h e  m ai n  p o s e s  t h at  all o st eri c  m o d ul at or s 

a d o pt i n t h ei r bi n a r y c o m pl e x e s wit h C B 1 R. T hi s pr e v al e n c e of 

bi n di n g  m o d e  2  e x pl ai n s  t h e  i m p ort a n c e  i n  C B 1 R  p o siti v e  al-

l o st eri c  m o d ul ati o n  of  t h e  af or e m e nti o n e d  S er 1 9 93. 3 5  a n d N O2
g r o u p,  w hil e  f u rt h er m or e,  t h e  pr e v al e n c e  of  bi n di n g  m o d e  3 

st a n d s  o ut  t h e  f a ct  t h at  pl a ci n g  of  t h e  2- p h e n yli n d ol e  ri n g  at 

T M 3  ri g ht  si d e  i s  f e a si bl e  f r o m  a n  e n er g eti c  p oi nt  of  vi e w  (s e e 

S e cti o n  3. 3  f or m ol e c ul a r d et ail s of s u c h bi n di n g m o d e s).

3. 2    |   C o o p e r ati vit y B et w e e n All o st e ri c 
a n d O rt h o st e ri c Sit e s

C o o p er ati vit y i s a p h e n o m e n o n w hi c h c o n si st s i n t h e affi nit y 

c h a n g e of o n e bi n di n g sit e r e g a r di n g a li g a n d u p o n bi n di n g t o 

a n ot h er o n e b y t hi s or ot h er li g a n d. G P C R s a r e all o st eri c pr o -

t ei n s a n d c o o p er ati v it y b et  w e e n t h ei r or t h o st er i c a n d G pr ot ei n 

sit e s i s w ell- k n o w n [ 5 9, 6 0 ]. A d diti o n all y, f or s o m e G P C R s, a s 

i s t h e c a s e of C B 1 R, t hi s c o o p er ati vit y h a s al s o b e e n o b s er v e d 

b et w e e n ort h o st eri c a n d all o st eri c sit e s [ 7, 2 0 – 2 3, 2 9 ].

T h e c o o p er ati vit y f a ct or ( α ) i s u s u all y u s e d t o a s s e s s t h e af or e-

m e nti o n e d pr o p ert y, q u a ntif yi n g t h e d e g r e e of v a ri ati o n i n di s-

s o ci ati o n  c o n st a nt s  d u e  t o  li g a n d s  c o bi n di n g.  A s  st at e d  a b o v e, 

t hi s f a ct or i s c o m m o nl y d et er mi n e d b y O M A M [5 5 ] a s h a s b e e n 

t h e  c a s e  f or  o u r  c o n si d er e d  c o m p o u n d s,  wit h  t h e  e x c e pti o n  of 

Z C Z 0 1 1 f or w hi c h C P 5 5 9 4 0 E C 5 0  r ati o i n pr e s e n c e a n d a b s e n c e 

of Z C Z 0 1 1 i s a v ail a bl e, a n e q ui v al e nt m a g nit u d e c o n si d eri n g α

d efi niti o n a n d t h e l a w of mi cr o s c o pi c r e v er si bilit y of t h er m o d y-

n a mi c s [ 5 5 ].  A c c or di n g  t o  t hi s  m o d el  [5 5 ],  t h e  a g o ni st  ( A)  a n d 

all o st eri c  m o d ul at or  ( B)  bi n d  t o  t h e  r e c e pt or  ( R)  i n  s e p a r at e d 

bi n di n g  sit e s  wit h  di s s o ci ati o n  c o n st a nt s K A   a n d K B ,  r e s p e c-

ti v el y.  T h e  c o bi n di n g  c h a n g e s  i n  a  r e ci pr o c al  w a y  t h e  affi nit y 

of bi n di n g, i n ot h er w or d s, t h e di s s o ci ati o n c o n st a nt, of e a c h b y 

a f a ct or α , s o t h at n o w, di s s o ci ati o n c o n st a nt s will b e gi v e n b y 

K A /α  a n d K B /α . A c c or di n g t o t hi s d efi niti o n, α  c a n b e c al c ul at e d 

a s f oll o w s:

w h er e Δ Δ G α
bi n d

 i n di c at e s t h e bi n di n g f r e e e n er g y c h a n g e a s s o ci-

at e d wit h α , Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
∕ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
 st a n d s f or t h e bi n di n g 

f r e e  e n er g y  of  all o st eri c  m o d ul at or/ C P 5 5 9 4 0  i n  pr e s e n c e  of  it s 

c or r e s p o n di n g  p a rt n er  a n d Δ Δ G all o
bi n d

∕  Δ Δ G C P 5 5 9 4 0
bi n d

  d e n ot e s  t h e 

c h a n g e of bi n di n g f r e e e n er g y f or all o st eri c m o d ul at or/ C P 5 5 9 4 0 

d u e t o t h e pr e s e n c e of it s c or r e s p o n di n g p a rt n er. T h er ef or e, c o-

o p er ati vit y f a ct or α f or all o st eri c m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R c o m -

pl e x e s c a n b e c al c ul at e d i n t w o e q ui v al e nt b ut di sti n ct w a y s: ( 1) 

C al c ul ati n g Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
 t o d et er mi n e Δ Δ G all o

bi n d
; ( 2) C al c ul ati n g 

Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
 a n d Δ G C P 5 5 9 4 0

bi n d
 ( n ot c al c ul at e d pr e vi o u sl y) t o d et er-

mi n e Δ Δ G C P 5 5 9 4 0
bi n d

.

I n or d er t o c h e c k if o u r m et h o d ol o g y i s al s o eff e cti v e i n c al c u-

l ati o n s of α , w e c al c ul at e d t hi s q u a ntit y i n t h e s e t w o e q ui v al e nt 

m a n n er s f or t h e pr e vi o u sl y c o n si d er e d c o m p o u n d.

( 6)

Δ Δ G α
bi n d

=  Δ Δ G all o
bi n d

=  Δ Δ G C P 5 5 9 4 0
bi n d

= Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
− Δ G all o

bi n d
= Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
− Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
= R T l n (�횫 )

T A B L E     |    T h e e x p eri m e nt al p K B s, Δ G all o
bi n d

s a s s o ci at e d wit h t h e m (Δ G
e x p, all o

bi n d
s) a n d Δ G all o

bi n d
s c al c ul at e d a c c or di n g t o a p pr o a c h e s 1 a n d 2 f or c o n si d er e d 

all o st eri c m o d ul at or s i n o u r v ali d ati o n. T h e e x p eri m e nt al p K B s w er e c oll e ct e d f r o m pr e vi o u s p a p er s [7, 2 0, 2 1 ]  Δ G
e x p, all o

bi n d
s h a v e b e e n c al c ul at e d f r o m 

p K B s e m pl o yi n g E q u ati o n (4 ) a n d t h e c or r e s p o n di n g er r or s h a v e b e e n o bt ai n e d pr o p a g ati n g p K B s st a n d a r d d e vi ati o n s a c c or di n g t o t h e u n c ert ai nt y 

pr o p a g ati o n l a w. All bi n di n g e n er gi e s h a v e b e e n e x pr e s s e d i n k c al m o l− 1 .

C o m p o u n d E x p e ri m e nt al p K B �횫 G
e x p, all o

bi n d

�횫 G all o
bi n d

 a c c o r di n g 

t o a p p r o a c h 1

�횫 G all o
bi n d

 a c c o r di n g 

t o a p p r o a c h 2

Z C Z 0 1 1 6. 1 1 ± 0 . 1 2 − 8. 3 9 ± 0 . 1 6 − 8. 7 4 − 8. 5 4

G A T 2 2 1 6. 7 6 ± 0 . 0 8 − 9. 2 8 ± 0 . 1 1 − 9. 4 3 − 9. 5 1

G A T 2 2 8 7. 4 0 ± 0 . 1 2 − 1 0. 1 6 ± 0 . 2 5 − 1 0. 0 6 − 1 0. 0 7

G A T 2 2 9 6. 9 1 ± 0 . 2 7 − 9. 4 8 ± 0 . 3 7 − 9. 1 3 − 9. 2 3

G A T 1 6 0 0 8. 7 8 ± 0 . 3 3 − 1 2. 0 5 ± 0 . 4 5 − 1 2. 2 1 − 1 1. 7 0

G A T 1 6 0 1 8. 2 9 ± 0 . 3 9 − 1 1. 3 8 ± 0 . 5 4 − 1 2. 1 5 − 1 1. 3 3
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7 7 2 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

C o n si d eri n g t h e r e s ult s of t h e pr e vi o u s s e cti o n, i n or d er t o c al c u-

l at e Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
 a n d Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
 c or r e ctl y i s n e c e s s a r y t o a s-

si g n p o p ul ati o n s t o diff er e nt all o st eri c m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R 

c o m pl e x e s  a c c or di n g  t o  t h ei r  t ot al  f r e e  e n er g y  ( Δ G
all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al
), 

w hi c h i s n o w gi v e n b y:

w h er e Δ G
all o ∕ C P 5 5 9 4 0

f ol d
 i s t h e c o nf or m ati o n al f r e e e n er g y of al-

l o st eri c m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R c o m pl e x e s.

I n  T a bl e  3   a p p e a r s Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
, Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
, Δ G

all o ∕ C P 5 5 9 4 0

f ol d
, 

Δ G
all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al
, a n d t h e a s s o ci at e d r el ati v e p o p ul ati o n s of si g nifi-

c a ntl y p o p ul at e d all o st eri c m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R c o m pl e x e s 

f or  t h e  c o m p o u n d s  c o n si d er e d  i n  t h ei r  diff er e nt  p o s e s  (s e e 

T a bl e  S 2  f or all t er n a r y c o m pl e x e s), w hil e T a bl e 4  pr o vi d e s t h e 

e x p eri m e nt al α s, Δ Δ G α
bi n d

s a s s o ci at e d wit h t h e m (Δ Δ G
e x p, α

bi n d
s) a n d 

c al c ul at e d Δ Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
s a n d Δ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
s.

I n T a bl e  3 , it c a n b e s e e n t h at t h e m o st st a bl e Z C Z 0 1 1 t er n a r y 

c o m pl e x e s  a n d,  t h er ef or e  t h e  m o st  p o p ul at e d,  d eri v e d  f r o m 

Z C Z 0 1 1( S ) i n it s p o s e 1 a n d Z C Z 0 1 1(R ) i n it s p o s e 3, b ei n g t h e r e-

s ulti n g o n e of S  e n a nt i o  m e r  s l i g ht l y  m o r e  s t a bl e .  T h i s  r e s u lt  a g r e e s  

wit h t h e e x p eri m e nt al bi n di n g m o d e of Z C Z 0 1 1( S ) o b s er v e d i n 

t h e cr y o- E M st r u ct u r e of t h e Z C Z 0 1 1(S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1 R: Gi c o m-

pl e x ( P D B c o d e 7 W V 9 [ 2 9 ]; s e e S e cti o n  3. 3  f or a m or e d et ail e d 

e x pl a n ati o n). It i s w ort h n oti n g t h at, u nli k e bi n a r y C B 1 R c o m-

pl e x e s, bi n di n g m o d e s 1 a n d 3 a r e t h e m ai n p o s e s t h at all o st eri c 

m o d ul at or s  a d o pt  i n  all o st eri c  m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m -

pl e x e s, s u g g e sti n g t h at S er 1 9 9 3. 3 5  i s cr u ci al t o t ri g g er p o siti v e al-

l o st eri c m o d ul ati o n a cti vit y i n a b s e n c e of t h e ort h o st eri c a g o ni st.

F or it s p a rt, T a bl e  4  st a n d s o ut t h at o u r m et h o d ol o g y i s al s o c a p a-

bl e of r e pr o d u ci n g t h e e x p eri m e nt al α  of c o n si d er e d c o m p o u n d s 

b y c al c ul ati o n of Δ Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
 (t hi s a p pr o a c h a c hi e v e s a b ett er 

a g r e e m e nt  wit h  t h e  e x p eri m e nt al  d at a  t h a n  t h e Δ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d

's  o n e).  A d diti o n all y,  it  c a n  b e  n oti c e d  t h at Δ Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
  a n d 

Δ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
 d o n ot m at c h, w hi c h m u st n ot b e li k e t h at a c c or d-

i n g  t o  t h e  l a w  of  mi cr o s c o pi c  r e v er si bilit y  of  t h er m o d y n a mi c s 

[5 5 ], b ei n g t h e l att er sli g htl y bi a s e d t o w a r d s m or e n e g ati v e v al-

u e s. T hi s r e s ult f or Δ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
 c a n b e att ri b ut e d t o C P 5 5 9 4 0 

m o v e m e nt  r e st r ai nt  i n si d e  t h e  ort h o st eri c  sit e  si n c e  t hi s  c o ul d 

sli g htl y  bi a s  C P 5 5 9 4 0  s a m pli n g,  f a v ori n g  i n  a  g r e at er  e xt e n d 

C P 5 5 9 4 0  p o s e s  w h e n  a n  all o st eri c  m o d ul at or  i s  pr e s e nt.  A s 

st at e d i n t h e m et h o d ol o g y s e cti o n, t hi s r e st r ai nt h a d t o b e a p pli e d 

wit h  t h e  ai m  of  a v oi di n g  cl a s h e s  b et w e e n  C B 1 R  a n d  C P 5 5 9 4 0 

d u e  t o  t h e  g r e at  fl e xi bilit y  of  C P 5 5 9 4 0.  H o w e v er,  d e s pit e  of 

Δ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
 bi a s, it i s i m p ort a nt t o n ot e t h at Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
 f or 

diff er e nt  t er n a r y  c o m pl e x e s  h a s  e n o u g h  a c c u r a c y  t o  d e s cri b e 

t hi s c o nt ri b uti o n i n Δ G
all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al
 si n c e, i n pri n ci pl e, n o bi a s e x-

i st s f or C P 5 5 9 4 0 p o s e s w h e n a n all o st eri c m o d ul at or i s pr e s e nt.

O n t h e ot h er h a n d, Δ Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
 di s cr e p a n c y f or G A T 2 2 1 c a n 

b e  att ri b ut e d  t o  t h e  f a ct  t h at  r e s p o n s e- c o n c e nt r ati o n  c u r v e s  of 

C P 5 5 9 4 0 w h e n B S + B R > [R ] r efl e ct t o a g r e at er e xt e n d G A T 2 2 8 

pr o p erti e s  t h a n  t h e s e  f or  t h e  r a c e mi c  mi xt u r e  of  G A T 2 2 8  a n d 

G A T 2 2 9 si n c e b ot h bi n a r y a n d t er n a r y G A T 2 2 8 c o m pl e x e s a r e 

s u b st a nti all y m or e st a bl e t h a n G A T 2 2 9 o n e s (s e e T a bl e s  1  a n d 3 ). 

A p a rt f r o m a g o o d n e s s of fit n ot e x c e s si v el y g o o d ( w hi c h h a s n ot 

b e e n r e p ort e d i n t h e c or r e s p o n di n g p a p er), t hi s c h a n g e of t h e b e-

h a vi or i n s u c h c u r v e s gi v e s ri s e t o a α  o v er e sti m ati o n. T hi s l e a d s 

t o a n u n d er e sti m ati o n of K B  b e c a u s e of b ot h p a r a m et er s a r e i n-

t er d e p e n d e nt, si n c e G A T 2 2 8 e x hi bit s a g r e at er affi nit y (s m all er 

K B ) t h a n G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 r a c e mi c mi xt u r e s hifti n g t h e s e 

c u r v e s  t o w a r d s  s m all er  a g o ni st  c o n c e nt r ati o n s,  w hi c h  i s  a s s o-

ci at e d  wit h  a  bi g g er α .  O v er e sti m ati o n  of  t h e  e x p eri m e nt all y 

r e p ort e d  G A T 2 2 1 α   i s  q uit e  cl e a r  w h e n  t hi s  i s  c o m p a r e d  wit h 

G A T 2 2 1 α  c al c ul at e d f r o m t h e e x p eri m e nt al d at a of G A T 2 2 8 a n d 

G A T 2 2 9  ( 1. 7 8 ± 0. 6 5).  It  i s  w ort h  n oti n g  t h at  Z C Z 0 1 1  r a c e mi c 

mi xt u r e  d o e s  n ot  pr o v o k e  a α   mi s m at c h  b et w e e n  e x p eri m e n-

t al  a n d  c al c ul at e d  v al u e s  gi v e n  t h at  a  s p e cifi c  e x p eri m e nt  h a s 

b e e n c a r ri e d o ut t o d et er mi n e t hi s m a g nit u d e. T hi s r e m o v e s t h e 

i nt er d e p e n d e n c e wit h K B , a n d t h er e i s n ot a si g nifi c a nt c h a n g e 

of  b e h a vi or  i n Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
  b e c a u s e  it  i s  hi g hl y  si mil a r  w h e n 

b ot h t h er e i s n o c o m p etiti o n b et w e e n e n a nti o m er s ( − 9. 3 4 k c al /

m ol)  a n d  t hi s  c o m p etiti o n  e xi st s  ( − 9. 5 0 k c al / m ol).  T hi s  n o  si g-

nifi c a nt  c h a n g e  of Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
  i s  d u e  t o  t h e  f a ct  t h at  r el ati v e 

p o p ul ati o n s  of  Z C Z 0 1 1  t er n a r y  c o m pl e x e s  d o  n ot  c h a n g e  t o  a 

( 7)

Δ G
all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al
= Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
+ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
+ Δ G

all o ∕ C P 5 5 9 4 0

f ol d

T A B L E      |    Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
, Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
, Δ G

all o ∕ C P 5 5 9 4 0

f ol d
, Δ G

all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al
 a n d t h e a s s o ci at e d r el ati v e p o p ul ati o n s of si g nifi c a ntl y p o p ul at e d all o st eri c 

m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m pl e x e s  f or  c o n si d er e d  c o m p o u n d s  i n  t h ei r  diff er e nt  p o s e s.  A  gi v e n  t er n a r y  c o m pl e x  h a s  b e e n  c o n si d er e d  a s 

si g nifi c a ntl y p o p ul at e d if it s r el ati v e p o p ul ati o n e x c e e d s 0. 1 0 0 0. R a c e mi c c o m p o u n d s h a v e n ot b e e n i n cl u d e d si n c e t h ei r v al u e s c a n b e d eri v e d f r o m 

t h ei r e n a nti o m er v al u e s. All f r e e e n er gi e s h a v e b e e n e x pr e s s e d i n k c al m o l− 1 .

C o m p o u n d P o s e �횫 G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
�횫 G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
�횫 G all o ∕ C P 5 5 9 4 0

f ol d
�횫 G all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al
R el ati v e p o p ul ati o n �횫 G all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al

Z C Z 0 1 1( S ) 1 − 1 0. 0 1 − 1 3. 3 9 − 6 1 4. 2 9 − 6 3 7. 6 9 0. 8 0 4 6

3 − 7. 5 6 − 1 2. 7 1 − 6 1 6. 5 0 − 6 3 6. 7 7 0. 1 7 3 5

Z C Z 0 1 1( R ) 3 − 9. 2 2 − 1 1. 6 2 − 6 1 5. 7 4 − 6 3 7. 5 7 1. 0 0 0 0

G A T 2 2 8 1 − 9. 4 4 − 1 2. 2 8 − 6 1 4. 4 1 − 6 3 7. 7 5 0. 4 6 3 2

3 − 1 0. 8 4 − 1 4. 3 8 − 6 1 4. 5 0 − 6 3 7. 7 2 0. 4 4 3 4

G A T 2 2 9 1 − 1 0. 1 7 − 1 4. 7 1 − 6 0 8. 1 0 − 6 3 2. 9 8 0. 1 9 1 0

2 − 9. 7 3 − 1 2. 9 0 − 6 1 1. 2 1 − 6 3 3. 8 4 0. 8 0 9 0

G A T 1 6 0 0 3 − 1 2. 8 5 − 1 3. 3 9 − 6 1 5. 2 9 − 6 4 1. 5 8 0. 9 9 6 9

G A T 1 6 0 1 1 − 1 3. 1 2 − 1 3. 2 8 − 6 1 9. 7 2 − 6 4 7. 1 1 1. 0 0 0
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7 7 3

l a r g e e xt e nt w h et h er t h er e i s c o m p etiti o n b et w e e n e n a nti o m er s 

or n ot ( Wit h o ut c o m p etiti o n: 0. 4 0 2 3 f or Z C Z 0 1 1( S ) i n it s p o s e 1, 

0. 0 8 6 8 f or Z C Z 0 1 1( S ) i n it s p o s e 3 a n d 0. 5 0 0 0 f or Z C Z 0 1 1(R ) i n 

it s p o s e 3; Wit h c o m p etiti o n: 0. 4 9 0 6 f or Z C Z 0 1 1(S ) i n it s p o s e 1, 

0. 1 0 5 8 f or Z C Z 0 1 1( S ) i n it s p o s e 3 a n d 0. 4 0 3 6 f or Z C Z 0 1 1(R ) i n 

it s p o s e 3). It c a n b e c o n cl u d e d f r o m t h e a b o v e i nf or m ati o n t h at 

o u r  m et h o d ol o g y  i s  eff e cti v e  t o  c al c ul at e α   b y Δ Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d

a n d  t o  d et er mi n e  r el ati v e  p o p ul ati o n s  of  all o st eri c  m o d ul a-

t or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R c o m pl e x e s.

3. 3    |   St r u ct u r al I n si g ht s R e g a r di n g 
All o st e ri c M o d ul at o r: C B 1 R a n d All o st e ri c 
M o d ul at o r: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R C o m pl e x e s

C B 1 R  all o st eri c  m o d ul at or s  b el o n gi n g  t o  t h e  2- p h e n yli n d ol e 

st r u ct u r al  cl a s s  m a y  b e h a v e  a s  all o st eri c  a g o ni st s,  p o siti v e  al-

l o st eri c  m o d ul at or s  ( P A M s)  a n d  a g o ni st  a n d  p o siti v e  all o st eri c 

m o d ul at or s ( a g o- P A M s), t h o u g h t h e e x hi bit e d d e g r e e of all o st eri c 

a g o ni st  a n d  P A M  a cti vit y  i s  hi g hl y  v a ri a bl e.  N e v ert h el e s s, 

G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 a ct a s a C B 1 R p u r e all o st eri c a g o ni st a n d 

P A  M, r e s p e cti v el y [ 2 1 ]. F or t hi s r e a s o n, t h e s e t w o c o m p o u n d s a r e 

u s e d a s pr o b e c o m p o u n d s t o st u d y t h e s e t w o w ell- di ff er e nti at e d 

a cti viti e s.  I n  or d er  t o  e x pl or e  t h e  st r u ct u r al  b a si s  a n d  t h e  ori-

gi n at m ol e c ul a r l e v el of t h e t w o af or e m e nti o n e d a cti viti e s, t h e 

st r u ct u r e s  of  G A T 2 2 8  a n d  G A T 2 2 9  c o m pl e x e s  r e s ulti n g  f r o m 

t h ei r  si g nifi c a ntl y  p o p ul at e d  bi n di n g  m o d e s  w er e  c o m p a r e d 

wit h  e a c h  ot h er  a n d  wit h  t h e  C B 1 R  a cti v e  r ef er e n c e  st r u c-

t u r e, w hi c h i s r e pr e s e nt e d b y t h e e x p eri m e nt al st r u ct u r e of t h e 

Z C Z 0 1 1( S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1 R: Gi c o m pl e x ( P D B c o d e 7 W V 9) [2 9 ]. 

F or bi n a r y c o m pl e x e s, it i s i m p ort a nt t o n ot e t h at it i s o nl y n e c-

e s s a r y t o c o n si d er G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 c o m pl e x e s d eri v e d f r o m 

t h ei r bi n di n g m o d e s 2 si n c e t h e y a r e t h e o nl y o n e s si g nifi c a ntl y 

p o p ul at e d  f or  t h e s e  t w o  c o m p o u n d s  (s e e  c o m p o u n d s  G A T 2 2 8 

a n d G A T 2 2 9 i n T a bl e  1 ). C o n si d eri n g t h e C B 1 R a cti v e r ef er e n c e 

st r u ct u r e, alt h o u g h s m all st r u ct u r al diff er e n c e s c a n b e o b s er v e d 

i n  T M 2  a n d  T M 3,  b ot h  t h e  all o st eri c  a g o ni st  a cti vit y  a n d  t h e 

P A M a cti vit y s e e m t o li e i n a n o ut w a r d m o v e m e nt of t h e T M 4 

e xt r a c ell ul a r e n d. F or b ot h a cti viti e s, t hi s di s pl a c e m e nt o c c u r s 

i n  a  si mil a r  e xt e n si o n,  h o w e v er,  it s  di r e cti o n  c h a n g e s.  I n  r el a-

ti o n wit h all o st eri c a g o ni st a cti vit y, t h e af or e m e nti o n e d o ut w a r d 

m o v e m e nt  di st a n c e s  T M 4  e xt r a c ell ul a r  e n d  f r o m  T M 2,  T M 3 

a n d T M 5, h o w e v er, i n t h e c a s e of P A M a cti vit y, t hi s m o v e m e nt 

al s o m o v e s a w a y T M 4 e xt r a c ell ul a r e n d f r o m T M 2 a n d T M 3, b ut 

a p pr o a c h e s  it  t o  T M 5.  I n  a d diti o n,  t hi s  di s pl a c e m e nt  e nt ail s  a 

d e cr e a s e of α h eli x c o nt e nt of T M 4 e xt r a c ell ul a r e n d, w hi c h i s 

m or e pr o n o u n c e d f or P A M a cti vit y (s e e Fi g u r e  5  a n d Fi g u r e S 9 ). 

T a ki n g i nt o a c c o u nt t h e st r u ct u r al f e at u r e s t h at h a v e j u st b e e n 

e x p o s e d, it i s w ort h n oti ci n g t h at t h e ot h er c o n si d er e d all o st eri c 

m o d ul at or s  i n  o u r  m et h o d  v ali d ati o n  gi v e  ri s e  t o  si g nifi c a ntl y 

p o p ul at e d  all o st eri c  m o d ul at or: C B 1 R  c o m pl e x e s  w h o s e  st r u c -

t u r e s  a r e  c o m p ati bl e  wit h  t h ei r  e x p eri m e nt al  a cti vit y  r e p ort e d 

(s e e S u p p orti n g I nf or m ati o n  f or m or e d et ail s, Fi g u r e S 9  f or a n 

o v erl a p  of  bi n a r y  a n d  t er n a r y  c o m pl e x e s  a n d  Fi g u r e s  S 1 0 – S 1 2

f or a f r o nt al vi e w wit h i n cr e a s e d z o o m).

At t hi s p oi nt, it i s w ort h n oti ci n g t h at t h e st er e o c h e mi st r y of t h e 

t w o p o s si bl e c hi r al c a r b o n at o m s f or t h e t y p e of c o n si d er e d c o m-

p o u n d s i s r el e v a nt f r o m t h e p oi nt of vi e w of e x hi bit e d a cti vit y, 

T A B L E      |    T h e  e x p eri m e nt al α s, Δ Δ G α
bi n d

s  a s s o ci at e d  wit h  t h e m  (Δ Δ G
e x p, α

bi n d
s)  a n d  c al c ul at e d Δ Δ G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
s  a n d Δ Δ G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
s  t a ki n g  i nt o 

a c c o u nt  r el ati v e  p o p ul ati o n s  of  all o st eri c  m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m pl e x e s  a c c or di n g  t o Δ G
all o ∕ C P 5 5 9 4 0

t ot al
s.  T h e  e x p eri m e nt al α s  w er e  c oll e ct e d 

f r o m pr e vi o u s p a p er s [7, 2 1, 2 9 ] Δ Δ G
e x p, α

bi n d
s h a v e b e e n c al c ul at e d f r o m α s e m pl o yi n g E q u ati o n  (6 ) a n d t h e c or r e s p o n di n g er r or s h a v e b e e n o bt ai n e d 

pr o p a g ati n g α s st a n d a r d d e vi ati o n s a c c or di n g t o t h e u n c ert ai nt y pr o p a g ati o n l a w. All diff er e n c e s i n f r e e e n er gi e s a r e e x pr e s s e d i n k c al m o l− 1 .

C o m p o u n d E x p e ri m e nt al α E x p e ri m e nt al �횫 �횫 G
e x p, �횫

bi n d
�횫 �횫 G all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
�횫 �횫 G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d

Z C Z 0 1 1 4. 9 9 ± 1 . 2 4 − 0. 9 6 ± 0 . 1 5 − 0. 8 0 − 1. 1 6

G A T 2 2 1 2 1 ± 2 − 1 . 8 1± 0 . 1 6 − 0. 9 4 − 1. 5 8

G A T 2 2 8 1. 0 8 ± 0 . 3 4 − 0. 0 5 ± 0 . 3 5 − 0. 0 9 − 1. 5 9

G A T 2 2 9 2. 2 5 ± 1 . 2 6 − 0. 4 8 ± 0 . 5 4 − 0. 5 8 − 1. 5 7

G A T 1 6 0 0 3 8. 0 ± 6 . 1 − 2. 1 7 ± 0 . 6 5 − 1. 1 4 − 1. 7 6

G A T 1 6 0 1 5 1. 0 ± 2 . 4 − 2. 3 4 ± 0 . 7 6 − 1. 7 9 − 2. 5 9

F I G U R E      |    T h e  o v erl a p  of  t h e  C B 1 R  a cti v e  r ef er e n c e  st r u ct u r e 

(i n bl u e), t h e C B 1 R r ef er e n c e st r u ct u r e a s s o ci at e d wit h p u r e all o st eri c 

a g o ni st a cti vit y (i n g r e e n; G A T 2 2 8 bi n a r y c o m pl e x i n it s p o s e 2) a n d t h e 

C B 1 R r ef er e n c e st r u ct u r e a s s o ci at e d wit h p u r e P A M a cti vit y (i n p u r pl e; 

G A T 2 2 9 bi n a r y c o m pl e x i n it s p o s e 2). It c a n b e n oti c e d t h at r e g a r di n g 

all o st eri c  a g o ni st  a cti vit y,  T M 4  di st a n c e s  f r o m  T M 2,  T M 3  a n d  T M 5, 

w hil e i n t h e c a s e of P A M a cti vit y, T M 4 di st a n c e s f r o m T M 2 a n d T M 3, 

b ut a p pr o a c h e s t o T M 5. A d diti o n all y, t h e l o s s of α h eli x c o nt e nt i s m or e 

pr o n o u n c e d f or P A M a cti vit y.
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7 7 4 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

e s p e ci all y f or c hi r al c e nt er 1. W h e n o nl y t hi s c hi r al c e nt er i s pr e s -

e nt, t a ki n g i nt o a c c o u nt t h e o nl y r e s ol v e d e n a nti o m er s ( G A T 2 2 8 

a n d  G A T 2 2 9)  [ 2 1 ],  t h e  s p ati al  a r r a n g e m e nt  of  s u b stit u e nt s 

a r o u n d t hi s c e nt er a s i n G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 i s e q ui v al e nt t o 

all o st eri c a g o ni st a n d P A M a cti viti e s, r e s p e cti v el y. A d diti o n all y, 

o u r  c al c ul ati o n s  s u g g e st  t h at  t hi s  r el ati o n s hi p  b et w e e n  p o si-

ti v e all o st eri c m o d ul ati o n a cti viti e s a n d s p ati al a r r a n g e m e nt of 

s u b stit u e nt s a r o u n d t h e c hi r al c a r b o n at o m 1 i s g e n er al f or t h e 

2- p h e n yli n d ol e all o st eri c m o d ul at or s t h at c o nt ai n o nl y t hi s c hi-

r al c e nt er (s e e S e cti o n  3. 6  f or 6 s). N e v ert h el e s s, t h e i n s erti o n of 

a  s e c o n d  c hi r al  c e nt er  all o w s  t o  i n c or p or at e  all o st eri c  a g o ni st 

a cti vit y  t o  pr e vi o u s  e n a nti o m er s  wit h  o nl y  P A M  a cti vit y.  T h e 

s p ati al  a r r a n g e m e nt  of  s u b stit u e nt s  a r o u n d  t h e  c hi r al  c a r b o n 

at o m 1 a s i n G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 i s n o w e q ui v al e nt t o all o st eri c 

a g o ni st  a n d  a g o- P A M  a cti viti e s,  r e s p e cti v el y,  r e g a r dl e s s  of  t h e 

a b s ol ut e c o nfi g u r ati o n of t h e s e c o n d c hi r al c e nt er [ 7 ].

Alt h o u g h t h e c o n si d er e d c o m p o u n d s h a v e diff er e nt st r u ct u r e s, 

t h ei r  si g nifi c a ntl y  p o p ul at e d  bi n di n g  m o d e s  v a r y  a n d  t h e y  e x-

hi bit  diff er e nt  all o st eri c  a cti viti e s,  s o m e  i nt er a cti o n s  m a y  b e 

c o n s er v e d  b et w e e n  all o st eri c  m o d ul at or s  w hi c h  e x hi bit  t h e 

s a m e  t y p e  of  a cti vit y.  C o n si d eri n g  G A T 2 2 8  a n d  G A T 2 2 9  a s 

pr o b e c o m p o u n d s f or C B 1 R p u r e all o st eri c a g o ni st a n d P A M a c -

ti viti e s, r e s p e cti v el y, t h e ori gi n at m ol e c ul a r l e v el of P A M a cti v-

it y s e e m s t o li e i n a d e e p er p e n et r ati o n of t h e ri n g t h at i s f o u n d 

at T M 3 ri g ht si d e i nt o t h e n a r r o w c a vit y t h at e xi st s b et w e e n t hi s 

h eli x  a n d  T M 4.  I n  g e n er al,  t hi s  d e e p er  c o m p o u n d  p e n et r ati o n 

pr o v o k e s a f a v or a bl e i nt e n s e h y d r o p h o bi c i nt er a cti o n wit h T M 4, 

n or m all y,  b y  m e a n s  of  L e u 2 5 2 4. 6 1 ,  ot h er  w e a k er  wit h  T M 3  b y 

L e u 1 9 0 3. 2 6  a n d a b ett er π-π st a c ki n g i nt er a cti o n wit h P h e 1 9 1 3. 2 7

(s e e  Fi g u r e  6 ).  O n  t h e  ot h er  h a n d,  all o st eri c  a g o ni st  a cti v-

it y  s e e m s  t o  b e  li n k e d  t o  a  m or e  f a v or a bl e  i nt e n s e  i nt er a cti o n 

wit h  r e si d u e s  L e u 1 6 5 2. 5 2 ,  Il e 1 6 92. 5 6 ,  Al a 1 9 83. 3 4 ,  a n d  S er 1 9 93. 3 5

w h o s e c h a r a ct er d e p e n d s o n w hi c h all o st eri c m o d ul at or g r o u p 

i s i nt er a cti n g wit h t h e m ( p ol a r c h a r a ct er w h e n t h e N O2   g r o u p 

i s p oi nti n g t o t hi s t et r a d, w hil e h y d r o p h o bi c c h a r a ct er w h e n a 

ri n g i s i nt er a cti n g; s e e Fi g u r e 6 ). All r e m ai ni n g c o n si d er e d c o m-

p o u n d s  f oll o w  t h e  a b o v e  i nt er a cti o n- a c ti vit y  r el ati o n s hi p s  (s e e 

Fi g u r e s  S 1 0 – S 1 2  f or r e pr e s e nt ati o n of t h ei r bi n di n g m o d e s a n d 

S u p p orti n g I nf or m ati o n  f or j u stifi c ati o n of G A T 1 6 0 0 a g o-P A M 

a cti vit y f r o m it s i nt er a cti o n s).

R e g a r di n g  t h e  all o st eri c  m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m pl e x e s, 

pr o c e e di n g si mil a rl y t o bi n a r y c o m pl e x e s, it c a n b e n ot e d t h at 

t h e s e t er n a r y c o m pl e x e s a r e si mil a r b et w e e n e a c h ot h er, t h o u g h 

t h ei r  e x hi bit e d  d e g r e e  of  si mil a rit y  i s  r e d u c e d  i n  c o m p a ri s o n 

wit h bi n a r y c o m pl e x e s (s e e Fi g u r e  S 9 ), s u g g e sti n g t h at t h e c o n-

f or m ati o n al  s p a c e  a s s o ci at e d  wit h  t er n a r y  c o m pl e x e s  i s  wi d er. 

F r o m a st r u ct u r al p oi nt of vi e w, st r u ct u r al diff er e n c e s of t er n a r y 

c o m pl e x e s  a c c u m ul at e  m ai nl y  i n  e xt r a c ell ul a r  e n d s  of  T M 2, 

T M 3, T M 4, T M 6, a n d T M 7, b ei n g t h e m o st pr o mi n e nt t h e T M 7 

o n e s  (s e e  Fi g u r e  7 ).  U nli k e  bi n a r y  c o m pl e x e s,  sli g ht  o ut w a r d s 

di s pl a c e m e nt of T M 4 e xt r a c ell ul a r e n d i s o b s er v e d f or all o st eri c 

m o d ul at or: C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m pl e x e s,  h o w e v er,  t h e s e  t er n a r y 

c o m pl e x e s s h o w a c o m p o u n d T M 7 m o v e m e nt i n w hi c h it s e xt r a -

c ell ul a r e n d m o v e s o ut w a r d s w h er e a s it s i nt r a c ell ul a r e n d m o v e s 

sli g htl y i n w a r d s. A d diti o n all y, t hi s T M 7 m o v e m e nt i s p a rti all y 

a c c o m p a ni e d b y T M 6 e xt r a c ell ul a r e n d a n d α 8 h eli x, w h er e t h e 

sli g ht  i n w a r d s  m o v e m e nt  of  T M 7  i nt r a c ell ul a r  e n d  al o n g  wit h 

t h e a c c o m p a n yi n g α 8 h eli x ti g ht e n s t h e G pr ot ei n bi n di n g sit e, 

e n h a n ci n g t h e i nt er a cti o n b et w e e n t hi s c a vit y a n d G pr ot ei n α 5 

h eli x, w hi c h i s t h e α h eli x t h at i s i nt r o d u c e d i nt o G P C R s. It i s 

w ort h n oti ci n g t h at t hi s c o m p o u n d T M 7 m o v e m e nt d e p e n d s o n 

all o st eri c m o d ul at or s a n d al s o t a k e s pl a c e i n t h e C P 5 5 9 4 0: C B 1 R 

c o m pl e x,  b ei n g  m or e  pr o n o u n c e d  r e g a r di n g  t h e  T M 7  e xt r a c el-

l ul a r e n d. T h er ef or e, t h e ort h o st eri c a g o ni st c a u s e s gi v e n m o v e-

m e nt w hil e all o st eri c m o d ul at or s r e g ul at e it s r a n g e b y m e a n s of 

st r u ct u r al diff er e n c e s i n T M 2, T M 3, a n d T M 4 i n d u c e d b y t h ei r 

di sti n ct bi n di n g m o d e s a n d i nt er a cti o n s, w hi c h a r e s u b s e q u e ntl y 

pr o p a g at e d t o T M 6 a n d T M 7.

R e g a r di n g t h e all o st eri c m o d ul at or s bi n di n g m o d e s a n d i nt er a c -

ti o n s, d e s pit e t h e f a ct t h at si g nifi c a ntl y p o p ul at e d bi n di n g m o d e s 

f or  c o n si d er e d  all o st eri c  m o d ul at or s  h a v e  c h a n g e d  f r o m  bi n a r y 

t o  t er n a r y  c o m pl e x e s,  b ei n g  bi n di n g  m o d e  2  al o n g  wit h  a  n o n-

n e gl e ct a bl e c o ntri b uti o n of bi n di n g m o d e 3 t h e m o st r el e v a nt f or 

t h e f or m er c o m pl e x e s, w hil e bi n di n g m o d e s 1 a n d 3 a r e t h e m o st 

r el e v a nt f or t h e l att er o n e s, i nt er a cti o n s tr e n d s a r e pr e s er v e d t o a 

c o n si d er a bl e e xt e nt. H o w e v er, dif f er e n c e s b et  w e e n all o st er i c m o d -

ul at or s wit h di sti n ct a cti vit y a r e n o w l e s s pr o n o u n c e d, w hi c h i s 

d u e t o t h e s u btl e di s pl a c e m e nt of T M 4 e xtr a c ell ul a r e n d. Si mil a rl y 

t o bi n a r y c o m pl e x e s, all o st eri c m o d ul at or s a s s o ci at e d wit h P A M 

a cti vit y e x hi bit a sli g htl y d e e p er p e n etr ati o n of t h e ri n g pl a c e d b e -

t w e e n T M 3 a n d T M 4 i nt o t h e e xi sti n g c a vit y b et w e e n b ot h tr a n s-

m e m br a n e α h eli x e s. T hi s o b s er v e d m or e s u p erfi ci al p e n etr ati o n 

i n t er n a r y c o m pl e x e s i s d u e t o t h e af or e m e nti o n e d sli g ht T M 4 di s-

pl a c e m e nt, w hi c h s h ri n k s gi v e n c a vit y s u b st a nti all y. A g ai n, t hi s 

p e n etr ati o n  i s  r el at e d  t o  a  b ett er  π- π  st a c ki n g  i nt er a cti o n  wit h 

P h e 1 9 1 3. 2 7 .  I n  c o ntr a st,  h y d r o p h o bi c  i nt er a cti o n s  b et w e e n  T M 4 

a n d t h e ri n g pl a c e d b et w e e n t hi s tr a n s m e m br a n e h eli x a n d T M 3 

e q u ali z e s,  t a ki n g  pl a c e  n o w  t h r o u g h  Il e 2 4 5 4. 5 4  a n d V al 2 4 94. 5 8 . 

I n r el ati o n t o t h e all o st eri c m o d ul at or s a s s o ci at e d wit h all o st eri c 

a g o ni st a cti vit y, t h e y s h o w a f a v or a bl e str o n g er i nt er a cti o n wit h 

r e si d u e s  L e u 1 6 5 2. 5 2 ,  Il e 1 6 92. 5 6 ,  Al a 1 9 83. 3 4 ,  S er 1 9 93. 3 5  (li k e i n bi-

n a r y c o m pl e x e s) a n d T r p 2 4 1 4. 5 0 . T h e s u btl e di s pl a c e m e nt of T M 4 

bri n g s t hi s tr y pt o p h a n cl o s er t o t h e pr e vi o u s t etr a d, all o wi n g it s 

F I G U R E     |    Bi n di n g m o d e s of C B 1 R r ef er e n c e st r u ct u r e s r e g a r di n g 

all o st eri c a g o ni st (i n g r e e n wit h G A T 2 2 8 i n it s p o s e 2 d e pi ct e d i n d a r k 

g r e e n) a n d P A M (i n p u r pl e wit h G A T 2 2 9 i n it s p o s e 2 d e pi ct e d i n c y a n) 

a cti viti e s  f or  bi n a r y  c o m pl e x e s.  T h e  ori gi n  at  m ol e c ul a r  l e v el  of  P A M 

a cti vit y  s e e m s  t o  li e  i n  a  d e e p er  p e n et r ati o n  i nt o  t h e  n a r r o w  c a vit y 

t h at e xi st s b et w e e n T M 3 a n d T M 4 b y all o st eri c m o d ul at or ri n g pl a c e d 

i n t hi s r e gi o n, w hil e all o st eri c a g o ni st a cti vit y s e e m s t o b e li n k e d t o a 

m or e i nt e n s e f a v or a bl e i nt er a cti o n wit h t h e t et r a d L e u 1 6 5 2. 5 2 , Il e 1 6 92. 5 6 , 

Al a 1 9 8 3. 3 4 ,  a n d  S er 1 9 93. 3 5 .  H y d r o g e n  b o n d s  h a v e  b e e n  i n di c at e d  b y 

d a s h e d li n e s.
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7 7 5

i nt er a cti o n wit h all o st eri c m o d ul at or s. O b vi o u sl y, T r p 2 4 14. 5 0  e s-

t a bli s h e s n o n-di r e cti o n al h y d r o p h o bi c i nt er a cti o n, h o w e v er, al s o 

e st a bli s h e s a π- π st a c ki n g i nt er a cti o n wit h all o st eri c m o d ul at or s 

w hi c h s h o w P A M a cti vit y (s e e Fi g ur e  S 1 3 ).

I nt er e sti n gl y,  t h e  C B 1 R  r ef er e n c e  a cti v e  st r u ct u r e  (t h e 

Z C Z 0 1 1( S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1: Gi c o m pl e x) d o e s n ot e x hi bit T M 7 

e xt r a c ell ul a r  e n d  m o v e m e nt,  t h o u g h  t hi s  d o e s  s h o w  t h e 

sli g ht  i n w a r d s  m o v e m e nt  of  T M 7  i nt r a c ell ul a r  e n d  a n d  α 8 

h eli x  ( bl u e  c o m pl e x  i n  Fi g u r e  7 ).  T hi s  a p p a r e nt  di s c r e p a n c y 

b et w e e n  st r u ct u r e s  c o ul d  b e  e x pl ai n e d  b y  a n  all o st eri c  eff e ct 

of  G  pr ot ei n,  w hi c h  i s  pr e s e nt  i n  t hi s  e x p eri m e nt al  st r u ct u r e 

b ut  a b s e nt  i n  o u r  t er n a r y  c o m pl e x e s.  O n  t h e  ot h er  h a n d,  t h e 

C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m pl e x  h a s  al s o  b e e n  r e p ort e d  e x p eri m e n -

t all y  ( P D B  c o d e  7 V 3 Z)  [6 1 ],  t h o u g h  a  f u si o n  pr ot ei n  a n d  c h o -

l e st er ol h a v e b e e n e m pl o y e d t o st a bili z e it. I n t hi s c a s e, n eit h er 

t h e  c o m p o u n d  T M 7  m o v e m e nt  n or  it s  a s s o ci at e d  m o v e m e nt s 

of  T M 6  e xt r a c ell ul a r  e n d  a n d  α 8  h eli x  a r e  e x hi bit e d  ( or a n g e 

c o m pl e x  i n  s e e  Fi g u r e  7 ).  T hi s  ti m e,  t hi s  st r u ct u r al  di s c r e p -

a n c y c a n a ri s e f r o m t w o diff er e nt f a ct or s: ( 1) T h e i nt r o d u cti o n 

of a f u si o n pr ot ei n, w hi c h c o ul d st a bili z e c o nf or m ati o n s of t h e 

C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m pl e x  i n  w hi c h  t h e  af or e m e nti o n e d  m o v e -

m e nt  d o e s  n ot  o c c u r;  ( 2)  C h ol e st er ol  a cti n g  a s  a  C B 1 R  N A M 

[6 2 ], i n d u ci n g C B 1 R st at e s n ot f ull y a cti v e ( 9 1 % of d e g r e e a cti v -

it y) [6 1 ]. R e g a r di n g ot h er C B 1 R a cti v e f or m s d eri v e d f r o m ot h er 

a g o ni st s [ 6 3 – 6 6 ], t h e c o m p o u n d T M 7 m o v e m e nt al o n g wit h it s 

a s s o ci at e d di s pl a c e m e nt s a r e n ot o b s er v e d eit h er. T hi s f a ct c a n 

b e j u stifi e d si mil a rl y t o C P 5 5 9 4 0, f u rt h er c al c ul ati o n s a r e n e c -

e s s a r y t o pr o v e t h at t hi s c o nf or m ati o n al c h a n g e i s a c o m m o n 

f e at u r e  f or  t h e  ort h o st eri c  a g o ni st s  si n c e  m a y  t h e s e  di s pl a c e -

m e nt s b e ort h o st eri c- lig a n d d e p e n d e nt.

3. 4    |   U n d e r st a n di n g t h e Z C Z 0 1 1 L o w R e s ol uti o n

A s  pr e vi o u sl y  s ai d,  t h e  cr y o- E M  st r u ct u r e  of  t h e 

Z C Z 0 1 1( S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1 R: Gi c o m pl e x ( P D B c o d e 7 W V 9) [2 9 ] 

i s a v ail a bl e, w h o s e r e s ol uti o n ( 2. 7 Å) i s c o m p a r a bl e t o t h e X- r ay 

cr y st all o g r a p h y o n e s. H o w e v er, b a s e d o n Z C Z 0 1 1 2 F o- F c m a p, 

t hi s  st r u ct u r e  s h o w s  a  q uit e  bl u r r e d  Z C Z 0 1 1(S )  bi n di n g  m o d e 

si n c e  it  i s  n ot  cl e a r  i n  w hi c h  T M 3  si d e  li e s  it s  2- p h e n yli n d ol e 

ri n g,  t h e  c or r e s p o n di n g  pr ot u b er a n c e  of  t h e  2- p h e n yli n d ol e 

C H 3  s u b stit u e nt i s v er y f ai nt, a n d t h er e i s a cl e a r pr ot u b er a n c e 

a r o u n d t h e c hi r al c a r b o n at o m 1 t h at i s n ot c o m p ati bl e wit h t h e 

S  e n a nti o m er f or t h e pr o p o s e d bi n di n g m o d e. A d diti o n all y, t h e 

c or r e s p o n di n g r e gi o n t o t h e 2- p h e n yli n d ol e ri n g al o n g wit h it s 

i n d ol e ri n g p h e n yl s u b stit u e nt i s q uit e s m o ot h, w hi c h m u st n ot 

b e t h e c a s e si n c e b ot h ri n g s d o n ot h a v e t h e s a m e si z e a n d a cl eft 

c or r e s p o n di n g t o t h e C- C b o n d j oi ni n g t h e m m u st b e o b s er v e d. 

F I G U R E     |    T h e o v erl a p of t h e C B 1 R a cti v e r ef er e n c e st r u ct u r e (i n 

bl u e), t h e C B 1 R r ef er e n c e st r u ct u r e s f or all o st eri c a g o ni st (i n g r e e n a n d 

d eri v e d f r o m p o s e 1 of G A T 2 2 8) a n d P A M (i n p u r pl e a n d d eri v e d f r o m 

p o s e  2  of  G A T 2 2 9)  a cti viti e s,  t h e  C P 5 5 9 4 0: C B 1 R  c o m pl e x  r e s ulti n g 

f r o m o u r c al c ul ati o n s (i n y ell o w) a n d t h e e x p eri m e nt al st r u ct u r e of t hi s 

c o m pl e x  (i n  or a n g e;  P D B  c o d e  7 V 3 Z)  [ 6 1 ].  Alt h o u g h  t h er e  i s  a n ot h er 

si g nifi c a ntl y  p o p ul at e d  t er n a r y  c o m pl e x  f or  G A T 2 2 8,  o nl y  t h e  m ai n 

o n e  h a s  b e e n  d e pi ct e d  si n c e  t h e s e  a r e  hi g hl y  si mil a r  wit h  e a c h  ot h er 

f r o m  a  st r u ct u r al  p oi nt  of  vi e w.  It  c a n  b e  a p pr e ci at e d  t h at  st r u ct u r al 

diff er e n c e s  i n  T M 2,  T M 3,  a n d  T M 4  i n d u c e d  b y  all o st eri c  m o d ul at or s 

a r e s u b s e q u e ntl y pr o p a g at e d t o T M 6 a n d T M 7, r e g ul ati n g t h e r a n g e of 

m oti o n  of  T M 7  e xt r a c ell ul a r  e n d  (c o m p a r e  c o m pl e x e s  i n  bl u e,  g r e e n, 

p u r pl e, a n d y ell o w).

F I G U R E     |    T h e o v erl a p of Z C Z 0 1 1( S ) i n it s bi n di n g m o d e 1 (i n g r e e n) a n d Z C Z 0 1 1(R ) i n it s bi n di n g m o d e 3 (i n p u r pl e) f r o m a v erti c al a n d f r o nt al 

p er s p e cti v e s r e g a r di n g Z C Z 0 1 1 ( p a n el s A a n d B, r e s p e cti v el y). C o nt o u r s u rf a c e s f or t h e s e Z C Z 0 1 1 p o s e s h a v e al s o b e e n d e pi ct e d i n t h e s a m e c ol or. 

F or t h e s a k e of cl a rit y, Z C Z 0 1 1 h y d r o g e n at o m s h a v e n ot b e e n r e pr e s e nt e d a n d T M 2, T M 3, a n d T M 4 h a v e b e e n hi g hli g ht e d.
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7 7 6 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

I n c o nt r a st, s p ati al a r r a n g e m e nt a n d ori e nt ati o n of it s N O 2  g r o u p 

a n d t hi o p h e n e ri n g a r e w ell r e s ol v e d.

I n  or d er  t o  u n d er st a n d  t hi s  f a ct,  it  i s  i m p ort a nt  t o  n ot e  t h at 

gi v e n  c r y o- E M  st r u ct u r e  w a s  o bt ai n e d  e m pl o yi n g  a  Z C Z 0 1 1 

r a c e mi c mi xt u r e w h o s e c o n c e nt r ati o n w a s s uffi ci e ntl y l a r g e, 

i n c o m p a ri s o n wit h t h e r e c e pt or o n e, t o s hift t h e e q uili bri u m 

of  t er n a r y  c o m pl e x e s  t o w a r d s  t h e  m o st  st a bl e  o n e s.  I n  ot h er 

w or d s,  b ot h  Z C Z 0 1 1  e n a nti o m er s  i n  t h ei r  di sti n ct  bi n di n g 

m o d e s h a v e t h e o p p ort u nit y t o c o m p et e f or t h e all o st eri c sit e. 

A c c or di n g t o o u r r e s ult s f or Z C Z 0 1 1 t er n a r y c o m pl e x e s, t hi s 

a p p a r e nt p o or r e s ol uti o n f or Z C Z 0 1 1( S ) i s b e c a u s e of p a rti cl e s, 

f r o m w hi c h t h e af or e m e nti o n e d c r y o-E M st r u ct u r e h a s b e e n 

o bt ai n e d,  c o nt ai n  t er n a r y  c o m pl e x e s  t h at  d eri v e d  f r o m  b ot h 

Z C Z 0 1 1( S ) i n it s bi n di n g m o d e 1 a n d Z C Z 0 1 1(R ) i n it s bi n di n g 

m o d e 3 si n c e t h e s e e x hi bit v er y si mil a r st a biliti e s ( − 6 3 7. 6 9 a n d 

− 6 3 7. 5 7 k c al / m ol,  r e s p e cti v el y).  C o n si d eri n g  r el ati v e  st a bili -

ti e s of t h e s e c o m pl e x e s, t h e f or m er o n e w o ul d b e sli g htl y m or e 

pr e v al e nt,  a s  o b s er v e d  e x p eri m e nt all y  si n c e  s u c h  Z C Z 0 1 1( S ) 

bi n di n g m o d e gi v e s ri s e t o a b ett er fit of 2 F o- F c m a p (f or t hi s 

r e a s o n  t hi s  i s  r e p ort e d  i n  t h e  c r y o- E M  st r u ct u r e).  T h e  f ai nt 

pr ot u b er a n c e  of  t h e  2- p h e n yli n d ol e  C H 3  s u b stit u e nt c a n b e 

di sti n g ui s h e d  at  T M 3  l eft  si d e,  i n di c ati n g  a  hi g h er  w ei g ht 

of  gi v e n  Z C Z 0 1 1( S )  p o s e.  F r o m  t h e  o v erl a p  of  s u c h  Z C Z 0 1 1 

bi n di n g m o d e s (s e e Fi g u r e  8 ), t h e e x p eri m e nt al l a c k of s h a r p -

n e s s of Z C Z 0 1 1( S ) bi n di n g m o d e c a n b e e x pl ai n e d. T h e f ai nt 

pr ot u b er a n c e f or t h e 2- p h e n yli n d ol e C H 3  s u b stit u e nt i s d u e t o 

t h e f a ct t h at t h e 2-p h e n yli n d ol e ri n g al o n g wit h it s i n d ol e ri n g 

p h e n yl s u b stit u e nt d o n ot c o m pl et el y m at c h i n t h e s e Z C Z 0 1 1 

bi n di n g m o d e s, pl a ci n g t h e i n d ol e ri n g p h e n yl s u b stit u e nt of 

o n e  e n a nti o m er  o v er  t h e  2- p h e n yli n d ol e  C H 3  s u b stit u e nt of 

t h e ot h er. A d diti o n all y, t hi s a r r a n g e m e nt of ri n g s f or b ot h e n-

a nti o m er s  j u stifi e s  t h e  s m o ot h n e s s  a n d  t h e  l a c k  of  a  cl eft  of 

Z C Z 0 1 1 2 F o- F c m a p i n t h e r e gi o n c o nt ai ni n g t h e s e t w o ri n g s. 

O n t h e ot h er h a n d, t h e pr e s e n c e of Z C Z 0 1 1( R ) i s w h at gi v e s 

ri s e t o t h e pr ot u b er a n c e a r o u n d t h e c hi r al c a r b o n at o m 1 t h at 

i s i n c o m p ati bl e wit h t h e S  e n a nti o m er.

3. 5    |   P ut ati v e Alt e r n ati v e P o siti v e All o st e ri c 
Bi n di n g Sit e s o n C B 1 R

T o  pr o g r e s s  i n  t h e  d e v el o p m e nt  of  all o st eri c  m o d ul at or s,  it  i s 

cr u ci al  t o  b e  a bl e  t o  di sti n g ui s h  t h e  a ct u al  all o st eri c  bi n di n g 

sit e/s f r o m all p ut ati v e o n e s, si n c e o n c e d et er mi n e d t hi s/t h e s e, 

t h e m ol e c ul a r a r c hit e ct u r e of all o st eri c sit e/s c a n b e u n d er st o o d, 

all o wi n g t h e r efi n e m e nt of all o st eri c m o d ul at or s k n o w n s o f a r 

or, e v e n, t h e r ati o n al d e si g n of n e w o n e s. A s it c o ul d b e e st a b-

li s h e d f or C B 1 R, o u r m et h o d ol o g y t o d et er mi n e st a bilit y of bi-

n a r y  a n d  t er n a r y  c o m pl e x e s  t u r n s  o ut  t o  b e  eff e cti v e  f or  t hi s 

p u r p o s e a s w ell.

P r i or t o t h e cr y o - E  M st r u ct u r e of t h e Z C Z 0 1 1( S ): C P 5 5 9 4 0: C B 1: Gi

c o m pl e x ( P D B c o d e 7 W V 9) [ 2 9 ] w a s r e p ort e d a n d m ut a g e n e si s 

st u d i e s t o d et er  m i n e t h e C B 1 R p o sit i v e a l l o st er i c m o d u l at or bi n d -

i n g  sit e s  w er e  c a r ri e d  o ut  [3 1 ].  S e v er al  p ut ati v e  C B 1 R  p o siti v e 

all o st eri c  bi n di n g  sit e s  w er e  p o st ul at e d  f or  t h e  2- p h e n yli n d ol e 

c o m p o u n d s,  b ei n g  t w o  t h at  diff er  f r o m  t h e  r e al  o n e  t h e  m o st 

r el e v a nt (s e e Fi g u r e  9 ): ( 1) F or all o st eri c a g o ni st a cti vit y ( u si n g 

G A T 2 2 8 a s a pr o b e a n d wit h t h e ort h o st eri c sit e e m pt y), it h a s 

b e e n  p o st ul at e d  a  bi n di n g  sit e  f or m e d  b y  i nt r a c ell ul a r  e n d s  of 

T M 1,  T M 2  a n d  T M 4  al o n g  wit h  t h e  i nt r a c ell ul a r  l o o p  (I C L)  1 

( p ut ati v e bi n di n g sit e 1); ( 2) F or P A M a cti vit y ( u si n g G A T 2 2 9 a s 

a pr o b e a n d wit h C P 5 5 9 4 0 o c c u p yi n g t h e ort h o st eri c sit e), it h a s 

b e e n  p o st ul at e d  a  bi n di n g  sit e  f or m e d  b y  e xt r a c ell ul a r  e n d s  of 

T M 2 a n d T M 3 al o n g wit h t h e e xt r a c ell ul a r l o o p ( E C L) 1 ( p ut a-

ti v e bi n di n g sit e 2).

T h e s e  r el e v a nt  p o st ul at e d  sit e s  w er e  i d e ntifi e d  b y  u si n g  t h e 

F or c e- Bi a s e d M et r o p oli s M o nt e C a rl o si m ul at e d a n n e ali n g pr o-

g r a m ( M M C) [ 6 7, 6 8 ] o v er a C B 1 r e c e pt or m o d el a s s e m bl e d f r o m 

t w o  C B 1 R  a cti v e  st at e s  wit h  c h ol e st er ol  a s  a  st a bili zi n g  a g e nt 

( P D B c o d e s 5 X R A a n d 6 N 4 B) [6 4, 6 5 ]. It i s w ort h n oti ci n g t h at 

t h e M M C m et h o d di vi d e s t h e m ol e c ul e of i nt er e st ( G A T 2 2 8 a n d 

G A T 2 2 9 i n t hi s c a s e) i nt o s m all er f r a g m e nt s a n d fi n d s sit e s of t h e 

s y st e m  w h er e  t h e s e  f r a g m e nt s  p er si st,  i n di c ati n g  hi g h  affi nit y 

b et w e e n t h e m. T h er ef or e, t h e M M C m et h o d i d e ntifi e s r e c e pt or 

r e gi o n s wit h hi g h affi nit y f or t h e c o n si d er e d f r a g m e nt s, i n ot h er 

w or d s,  d o e s  n ot  d et er mi n e  n eit h er  t h e  bi n di n g  m o d e  n or  t h e 

bi n di n g sit e f or t h e m ol e c ul e of i nt er e st e x pli citl y. A d diti o n all y, 

t a ki n g i nt o a c c o u nt t h at c h ol e st er ol a ct s a C B 1 R N A M [6 2 ], t h e 

e m pl o y e d C B 1 r e c e pt or m o d el c o ul d r e pr e s e nt a C B 1 R st at e n ot 

f ull y a cti v e. All t hi s w o ul d e x pl ai n t h e mi s m at c h b et w e e n p ut a-

ti v e a n d r e al bi n di n g sit e s, p oi nti n g o ut t h e n e c e s sit y of h a vi n g a 

r eli a bl e m et h o d t o s cr e e n all o st eri c bi n di n g sit e s.

A p a rt f r o m G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 p ut ati v e bi n di n g sit e s, t h ei r 

bi n di n g m o d e s h a v e al s o b e e n p o st ul at e d i n t h e s e sit e s. It i s i m -

p ort a nt t o n ot e t h at all o st eri c m o d ul at or s bi n di n g m o d e s a r e af -

f e ct e d b y C B 1 R t erti a r y st r u ct u r e, w hi c h d o e s n ot m at c h t ot all y 

b et w e e n t h e e m pl o y e d C B 1 r e c e pt or m o d el f or c o mi n g a c r o s s 

s u c h p o st ul at e d bi n di n g sit e s / m o d e s a n d t h e c o n si d er e d C B 1 R 

st r u ct u r e i n t h e pr e s e nt w or k. Alt h o u g h t h e c or r e s p o n di n g r e -

gi o n f or t h e p ut ati v e bi n di n g sit e 1 i s q uit e si mil a r b et w e e n b ot h 

st r u ct u r e s, t h e c or r e s p o n di n g o n e f or t h e p ut ati v e bi n di n g sit e 

2  e x hi bit s  si g nifi c a nt  diff er e n c e s.  I n  p a rti c ul a r,  T M 2  h a s  u n -

d er g o n e a d o w n w a r d r ot ati o n al o n g t h e h eli c al a xi s, w hil e T M 3 

h a s  e x p eri e n c e d  a n  u p w a r d  r e a r r a n g e m e nt,  r ei nf or ci n g  t h e 

i d e a t h at t h e e m pl o y e d C B 1 r e c e pt or m o d el d o e s n ot r e pr e s e nt 

F I G U R E     |    S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of C B 1 R p ut ati v e bi n di n g sit e s 

al o n g wit h it s a ct u al o n e t h r o u g h a C P K d e pi cti o n of t h e c or r e s p o n di n g 

all o st eri c  m o d ul at or s  b o u n d  t o  s u c h  bi n di n g  sit e s  ( Z C Z 0 1 1( S )  b o u n d 

t o  t h e  C B 1 R  all o st eri c  sit e s  i n  g r e e n;  G A T 2 2 8  b o u n d  t o  t h e  p ut ati v e 

bi n di n g sit e 1 i n or a n g e; G A T 2 2 9 b o u n d t o t h e p ut ati v e bi n di n g sit e 2 

i n p u r pl e).
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a f ull y- a c ti v e C B 1 R st at e si n c e t h e s e T M 2 a n d T M 3 r e or g a ni z a-

ti o n s a r e i n h er e nt t o C B 1 R a cti v e st at e s [2 9 ]. B y m e a n s of d o c k-

i n g  c al c ul ati o n s,  G A T 2 2 8  p o st ul at e d  p o s e  i n si d e  it s  p ut ati v e 

bi n di n g  sit e  (s e e  p a n el  A  of  Fi g u r e  1 0 )  c o ul d  b e  r e pr o d u c e d 

aft er m o dif yi n g A r g 1 4 8 I C L 1 a n d Hi s 1 5 42. 4 1  r ot a m er s. H o w e v er, 

t hi s  w a s  i m p o s si bl e  f or  G A T 2 2 9  d u e  t o  t h e  af or e m e nti o n e d 

F I G U R E     |    D e pi cti o n of G A T 2 2 8 p o st ul at e d bi n di n g m o d e ( P a n el A) al o n g wit h it s b e st d o c ki n g s ol uti o n ( P a n el C) i n si d e t h e p ut ati v e bi n di n g 

sit e 1 w h er e t h e c o n si d er e d c o m p o u n d (i n g r e e n) a n d t h e i nt er a cti n g r e si d u e s h a v e b e e n i n di c at e d. Aft er r el a x ati o n a n d e q uili br ati o n M D si m ul ati o n s, 

t h e p o st ul at e d bi n di n g m o d e r e m ai n s u n alt er e d pr a cti c all y a n d t h e m o st n oti c e a bl e c h a n g e i s a c o u nt er cl o c k wi s e 9 0 ° r ot ati o n of Hi s 1 5 4 2. 4 1  al o n g it s 

C B- C G b o n d (c o m p a r e P a n el s A a n d B). I n c o nt r a st, t h e d o c ki n g bi n di n g m o d e c h a n g e s si g nifi c a ntl y aft er gi v e n si m ul ati o n s ( P a n el D) si n c e G A T 2 2 8 

u n d er g o e s a r ot ati o n of ~ 3 0 ° al o n g t h e a xi s d efi n e d b y t h e t w o 2- p h e n yli n d ol e c a r b o n at o m s cl o s e st t o T M 4. H y d r o g e n b o n d s h a v e b e e n i n di c at e d 

b y d a s h li n e s, w hil e r ot ati o n s al o n g wit h t h ei r di r e cti o n s h a v e b e e n d e pi ct e d b y b e nt a r r o w s. F or t h e s a k e of cl a rit y, t h e r ot ati o n a xi s of G A T 2 2 8 h a s 

b e e n i n di c at e d.

F I G U R E     |    D e pi cti o n of G A T 2 2 9 d o c ki n g bi n di n g m o d e i n si d e t h e p ut ati v e bi n di n g sit e 2 ( P a n el A). B ot h t h e c o n si d er e d c o m p o u n d (i n g r e e n) 

a n d t h e i nt er a cti n g r e si d u e s h a v e b e e n i n di c at e d. I n t hi s c a s e, t h e ort h o st eri c sit e i s o c c u pi e d b y C P 5 5 9 4 0 (i n p u r pl e). D u e t o t h e n a r r o w n e s s of t hi s 

bi n di n g sit e, G A T 2 2 9 i s p a rti all y ej e ct e d f r o m t h e c a vit y d u ri n g r el a x ati o n a n d e q uili br ati o n M D si m ul ati o n s, c h a n gi n g it s i nt er a cti o n s t ot all y ( p a n el 

B). H y d r o g e n b o n d s h a v e b e e n i n di c at e d b y d a s h li n e s.
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7 7 8 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

st r u ct u r al  diff er e n c e s  b et w e e n  m o d el s.  F or  t hi s  r e a s o n,  b ot h 

t h e  p o st ul at e d  bi n di n g  m o d e  (s e e  p a n el  A  of  Fi g u r e  1 0 )  a n d 

t h e b e st d o c ki n g s ol uti o n (s e e p a n el C of Fi g u r e  1 0 ) h a v e b e e n 

c o n si d er e d  f or  G A T 2 2 8,  w hil e  o nl y  t h e  l att er  (s e e  p a n el  A  of 

Fi g u r e  1 1 )  h a s  b e e n  c o n si d er e d  f or  G A T 2 2 9.  T h e  m ai n  i nt er-

a cti o n s  of  t h e s e  bi n di n g  m o d e s  c h a n g e,  t o  a  g r e at er  or  l e s s er 

e xt e nt, u p o n r el a x ati o n a n d e q uili br ati o n M D si m ul ati o n s. F or 

t hi s r e a s o n, f or t h e s a k e of br e vit y, o nl y s u c h i nt er a cti o n s f or 

t h e c or r e s p o n di n g s y st e m s t ot all y r el a x e d a n d e q uili br at e d a r e 

g oi n g t o b e d e s c ri b e d (s e e S u p p orti n g I nf or m ati o n  f or m ai n i n-

t er a cti o n s i n i niti al st r u ct u r e s).

R e g a r di n g G A T 2 2 8 bi n di n g m o d e s i n si d e t h e p ut ati v e bi n di n g 

sit e  1,  it  c a n  b e  s e e n  t h at  t h e  m ai n  diff er e n c e s  b et w e e n  p o s -

t ul at e d  a n d  d o c ki n g  bi n di n g  m o d e s  li e  i n  t h e  p o siti o n  of  t h e 

2- p h e n yli n d ol e  ri n g  i n si d e  t hi s  c a vit y  (s e e  p a n el s  A  a n d  C  of 

Fi g u r e  1 0 ,  r e s p e cti v el y),  aff e cti n g  t h e  r e st  of  it s  s u b stit u e nt s. 

F or  t h e  p o st ul at e d  p o s e,  t hi s  ri n g  i s  l o c at e d  sli g htl y  o n  t h e 

l eft si d e of T M 2 i nt r a c ell ul a r e n d, all o wi n g it s h y d r o g e n b o n d 

wit h  Hi s 1 5 4 2. 4 1  si d e c h ai n, w h er e a s f or t h e d o c ki n g p o s e, t h e 

2- p h e n yli n d ol e ri n g i s l o c at e d o n t h e ri g ht of T M 2 i nt r a c ell ul a r 

e n d, f or ci n g it s h y d r o g e n b o n d wit h t h e o x y g e n b a c k b o n e at o m 

of Hi s 1 5 4 2. 4 1 . Alt h o u g h i n b ot h c a s e s t h e N O2  g r o u p p oi nt s o ut-

w a r d s  t h e  c a vit y,  f or mi n g  a  h y d r o g e n  b o n d  wit h  A r g 1 4 8 I C L 1, 

d u e t o a di sti n ct s p ati al a r r a n g e m e nt of t h e 2- p h e n yli n d ol e ri n g, 

t h e p h e n yl ri n g at β p o siti o n of t h e N O2  g r o u p c a n o nl y b e i nt r o-

d u c e d i n t h e h y d r o p h o bi c r e gi o n b et w e e n T M 2 a n d T M 4 i n t h e 

p o st ul at e d p o s e. R e g a r di n g t h e i n d ol e ri n g p h e n yl s u b stit u e nt, 

it i s pl a c e d i n a h y d r o p h o bi c r e gi o n i n b ot h p o s e s, h o w e v er, t h e 

i d e ntit y  of  it s  n ei g h b ori n g  r e si d u e s  a n d  t h ei r  i nt er a cti o n  wit h 

t hi s ri n g a r e t ot all y diff er e nt si n c e t h e gi v e n ri n g i s pl a c e d i n a 

di sti n ct r e gi o n i n e a c h bi n di n g m o d e. T hi s ri n g p oi nt t o w a r d s 

T M 4 i nt r a c ell ul a r e n d f or t h e p o st ul at e d p o s e, w hil e it p oi nt s 

t o w a r d s T M 1 i n a s c e n di n g di r e cti o n f or t h e d o c ki n g p o s e.

O b vi o u sl y, t h e pri n ci p al G A T 2 2 8 i nt er a cti o n s i n si d e it s p ut ati v e 

bi n di n g sit e c h a n g e d e p e n di n g o n t h e c o n si d er e d p o s e si n c e it s 

s p ati al a r r a n g e m e nt i s t ot all y diff er e nt i n e a c h c a s e. I n r el ati o n 

t o it s p o st ul at e d p o s e, t hi s i s q uit e st a bl e si n c e aft er r el a x ati o n 

a n d  e q uili br ati o n  M D  si m ul ati o n s,  m o st  of  it s  i nt er a cti o n s  a r e 

pr e s er v e d t o a l a r g e e xt e nt a n d G A T 2 2 8 a r r a n g e m e nt i n si d e it s 

p ut ati v e bi n di n g sit e h a r dl y v a ri e s. T hi s c a n b e s e e n b y c o m p a r-

i n g p a n el s A a n d B of Fi g u r e 1 0 . T h e m o st n oti c e a bl e c h a n g e i s 

t h at t h e h y d r o g e n b o n d b et w e e n t h e 2-p h e n yli n d ol e N H g r o u p 

a n d  Hi s 1 5 4 2. 4 1   si d e  c h ai n  i s  br o k e n  d u e  t o  a  c o u nt er cl o c k wi s e 

9 0 °  r ot ati o n  of  Hi s 1 5 4 2. 4 1   ri n g,  gi vi n g  ri s e  t o  a  N H- π  i nt er a c-

ti o n  b et w e e n  t h e s e  t w o  g r o u p s.  T h e  pri n ci p al  G A T 2 2 8  i nt er-

a cti o n s  e x hi bit e d  o n c e  t h e  s y st e m  i s  r el a x e d  a n d  e q uili br at e d 

a r e  t h e  f oll o wi n g  o n e s:  ( 1)  H y d r o g e n  b o n d  b et w e e n  t h e  N O 2

g r o u p  a n d  t h e  A r g 1 4 8 I C L 1  si d e  c h ai n  ( d( G A T 2 2 8-O 1 -H H 2 1-

A r g 1 4 8 I C L 1)  = 4. 1 8 Å);  ( 2)  H y d r o p h o bi c  i nt er a cti o n s  b et w e e n 

th e 2- p h e n yli n d ol e si x- m e m b er e d ri n g a n d r e si d u e s L e u 1 3 8 1. 5 4 , 

Il e 1 4 11. 5 7 ,  L e u 1 4 21. 5 8 ,  a n d  V al 1 6 12. 4 8 ;  ( 3)  H y d r o p h o bi c  i nt er a c-

ti o n s  b et w e e n  t h e  p h e n yl  ri n g  at  β  p o siti o n  of  t h e  N O2   g r o u p 

a n d  r e si d u e s  V al 1 6 1 2. 4 8 ,  Al a 1 6 22. 4 9 ,  P h e 2 3 74. 4 6 ,  a n d  T r p 2 4 14. 5 0 ; 

( 4) C ati o n-π i nt er a cti o n b et w e e n t h e i n d ol e ri n g p h e n yl s u b stit-

u e nt a n d A r g 2 3 0 4. 3 9  ( d(i n d ol e ri n g p h e n yl s u b stit u e nt c e nt r oi d-

C Z - Ar g 2 3 0 4. 3 9 )  = 7. 7 Å);  ( 5)  N H- π  i nt er a cti o n  b et w e e n  t h e 

2- p h e n yli n d ol e  N H  g r o u p  a n d  Hi s 1 5 4 2. 4 1  si d e c h ai n (c e nt r oi d-

c e nt r oi d  di st a n c e = 5. 9 Å) ;  ( 6)  π- π  p a r all el  st a c ki n g  i nt er a cti o n 

b et w e e n  t h e  i n d ol e  ri n g  p h e n yl  s u b stit u e nt  a n d  P h e 2 3 7 4. 4 6

( c e nt r oi d-c e nt r oi d  di st a n c e  4. 4 Å) .  It  i s  w ort h  n oti n g  t h at  t h e 

G A T 2 2 8 p o st ul at e d bi n di n g m o d e [ 3 0 ] h a s b e e n r e pr o d u c e d s at-

i sf a ct oril y a s t h e v a st m aj orit y of it s i nt er a cti o n s c a n al s o b e o b-

s er v e d i n o u r bi n di n g m o d e, e x cl u di n g t h e a r o m ati c i nt er a cti o n s 

t h at i n v ol v e T r p 2 4 14. 5 0 .

R e g a r di n g t h e d o c ki n g p o s e, it h a s t u r n e d o ut t o b e m u c h l e s s 

st a bl e  si n c e  d u ri n g  r el a x ati o n  a n d  e q uili br ati o n  M D  si m ul a -

ti o n s  G A T 2 2 8  u n d er g o e s  a  r e or g a ni z ati o n.  I n  p a rti c ul a r,  a 

cl o c k wi s e r ot ati o n of ~ 3 0 ° a r o u n d t h e a xi s d efi n e d b y t h e t w o 

2- p h e n yli n d ol e c a r b o n at o m s cl o s e st t o T M 4, m o dif yi n g n ot a -

bl y t h e i niti al G A T 2 2 8 a r r a n g e m e nt a n d i nt er a cti o n s ( c o m p a r e 

P a n el s C a n d D of Fi g u r e  1 0 ). T h e m o st si g nifi c a nt c h a n g e s a r e 

t h at h y d r o p h o bi c a n d a r o m ati c i nt er a cti o n s of t h e i n d ol e ri n g 

p h e n yl s u b stit u e nt a n d t h e p h e n yl ri n g at β p o siti o n of t h e N O 2

g r o u p  a r e  c o n si d er a bl y  d e pl et e d  a n d  i niti al  i nt er a cti o n s  wit h 

Hi s 1 5 4 2. 4 1  a r e br o k e n. I n t hi s c a s e, t h e m ai n G A T 2 2 8 i nt er a c-

ti o n s aft er r el a x ati o n a n d e q uili br ati o n M D si m ul ati o n s a r e: ( 1) 

H y d r o g e n b o n d b et  w e e n t h e N O 2  g r o u p a n d t h e A r g 1 4 8I C L 1 si d e 

c h ai n  ( d( G A T 2 2 8- O 1- H H 2 1- A r g 1 4 8 I C L 1)  = 1. 8 9 Å);  ( 2)  D o bl e 

h y d r o g e n b o n d b et w e e n t h e N O 2  g r o u p a n d t h e A r g 2 3 04. 3 0  si d e 

c h ai n  ( d( G A T 2 2 8- O 2- H H 1 1- A r g 2 3 0 4. 3 0 )  = 2. 6 3 Å;  d( G A T 2 2 8-

O 2 - HH 1 2- A r g 2 3 0 4. 3 0 )  = 3. 2 1 Å);  ( 3)  H y d r o g e n  b o n d  b et w e e n 

th e  N O 2  g r o u p a n d t h e Hi s 1 5 42. 4 1  si d e c h ai n ( d( G A T 2 2 8-

O 2 - HE 2- Hi s 1 5 4 2. 4 1 )  = 3. 2 8 Å);  ( 4)  H y d r o p h o bi c  i nt er a cti o n s 

b e t w e e n  t h e  i n d ol e  ri n g  p h e n yl  s u b stit u e nt  a n d  V al 1 6 1 2. 4 8 ; 

( 5)  H y d r o p h o bi c  i nt er a cti o n s  b et w e e n  t h e  2- p h e n yli n d ol e 

si x- m e m b er e d  ri n g  a n d  r e si d u e s  P h e 1 5 5 2. 4 2 ,  Al a 2 3 34. 4 2 , 

V al 2 3 4 4. 4 3 ,  a n d  P h e 2 3 74. 4 6 ;  ( 6)  H y d r o p h o bi c  i nt er a cti o n s  b e-

t w e e n t h e p h e n yl ri n g at β p o siti o n of t h e N O2  g r o u p a n d r e s-

i d u e s  V al 2 3 44. 4 3   a n d  P h e 2 3 74. 4 6 ;  ( 7)  π-π  st a c ki n g  i nt er a cti o n 

b et w e e n  t h e  2- p h e n yli n d ol e  ri n g  a n d  P h e 2 3 7 4. 4 6   ( d( c e nt r oi d 

of  t h e  2- p h e n yli n d ol e  si x- m e m b er e d  ri n g- P h e 2 3 7 4. 4 6   c e n-

t r oi d) = 5. 0 Å; d( c e nt r oi d of t h e 2- p h e n yli n d ol e fi v e- m e m b er e d 

ri n g- P h e 2 3 7 4. 4 6  c e nt r oi d) = 4. 3 Å).

R e g a r di n g  t h e  d o c ki n g  i n  t h e  G A T 2 2 9  bi n di n g  m o d e  i n si d e 

t h e  p ut ati v e  bi n di n g  sit e  2,  d u e  t o  t h e  n a r r o w n e s s  of  s u c h 

c a vit y,  G A T 2 2 9  i s  p a rti all y  ej e ct e d  f r o m  t h e  c a vit y  d u ri n g 

r el a x ati o n  a n d  e q uili br ati o n  i n  M D  si m ul ati o n s  pl a ci n g  it 

i n  a  q uit e  s u p erfi ci al  w a y.  T hi s  e nt ail s  a  t ot al  r e or g a ni z a-

ti o n  of  it s  i nt er a cti o n s.  T h e  m ai n  G A T 2 2 9  i nt er a cti o n s  aft er 

r el a x ati o n  a n d  e q uili br ati o n  M D  si m ul ati o n s  a r e:  ( 1)  T ri pl e 

h y d r o g e n  b o n d  b et w e e n  t h e  N O 2  g r o u p a n d t h e A r g 1 8 2E C L 1

si d e  c h ai n  ( d( G A T 2 2 9- O 1- H H 1 1- A r g 1 8 2 E C L 1 )  = 1. 9 6 Å; 

d( G A T 2 2 9- O 1- H H 2 1- A r g 1 8 2 E C L 1 )  = 2. 3 0 Å;  d( G A T 2 2 9- O 2 -

H H 2 1- A r g 1 8 2 E C L 1 )  = 1. 9 5 Å);  ( 2)  H y d r o g e n  b o n d  b et w e e n 

th e  N O 2  g r o u p a n d t h e T y r 1 7 22. 5 9  si d e c h ai n ( d( G A T 2 2 9-O 2 -

H O H- T y r 1 7 2 2. 5 9 )  = 1. 9 5 Å);  ( 3)  H y d r o p h o bi c  i nt er a cti o n s  b e -

tw e e n  t h e  2- p h e n yli n d ol e  ri n g  a n d  r e si d u e s  Il e 1 6 9 2. 5 6   a n d 

T y r 1 7 2 2. 5 9 ;  ( 4)  H y d r o p h o bi c  i nt er a cti o n s  b et w e e n  t h e  i n-

d ol e  ri n g  p h e n yl  s u b stit u e nt  a n d  V al 1 8 8 3. 2 4 ;  ( 5)  C ati o n- π  i n-

ter a cti o n  b et w e e n  t h e  2- p h e n yli n d ol e  ri n g  a n d  L y s 1 9 2 3. 2 8

( d( c e nt r oi d  of  t h e  2-p h e n yli n d ol e  si x- m e m b er e d  ri n g-

N Z - Ly s 1 9 2 3. 2 8 )  = 5. 3 Å;  d( c e nt r oi d  of  t h e  2- p h e n yli n d ol e 

fi v e-m e m b er e d  ri n g- N Z- L y s 1 9 2 3. 2 8 )  = 5. 3 Å);  ( 6)  π- π  p a r-

all el  st a c ki n g  i nt er a cti o n  b et w e e n  t h e  2- p h e n yli n d ol e  si x-

m e m b er e d  ri n g  a n d  T y r 1 7 2 2. 5 9   ( c e nt r oi d-c e nt r oi d  di st a n c e 

4. 6 Å) ; ( 7) C ati o n- π i nt er a cti o n b et w e e n t h e i n d ol e ri n g p h e n yl 

s u b stit u e nt a n d A r g 1 8 2 E C L 1  ( d( c e nt r oi d of t h e i n d ol e ri n g p h e-

n yl s u b stit u e nt- C Z- A r g 1 8 2 E C L 1 )  = 4. 8 Å).
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7 7 9

A s it h a s b e e n ill u st r at e d i n S e cti o n s  3. 1   a n d 3. 2 , t o a s s e s s a 

gi v e n all o st eri c sit e, t ot al f r e e e n er g y of t h e r e s ulti n g c o m pl e x 

d eri v e d f r o m bi n di n g i n s u c h sit e m u st b e c al c ul at e d. T a bl e  5

c o nt ai n s t hi s t ot al f r e e e n er g y al o n g wit h it s c o nt ri b uti o n s f or 

c o m pl e x e s d eri v e d f r o m G A T 2 2 8 a n d G A T 2 2 9 bi n di n g t o t h ei r 

r e s p e cti v e p ut ati v e bi n di n g sit e s f or t h ei r c o n si d er e d bi n di n g 

m o d e s. Alt h o u g h b ot h p ut ati v e bi n di n g sit e s a r e c o n si d er a bl y 

l e s s h y d r o p h o bi c t h a n t h e r e al o n e, t h e s a m e s c ali n g f a ct or f or 

t h e  n o n-el e ct r o st ati c  c o nt ri b uti o n  of  t h e  bi n di n g  f r e e  e n er g y 

w a s  e m pl o y e d  i n  or d er  t o  o bt ai n  c o m p a r a bl e  v al u e s,  d e s pit e 

t h e f a ct t h at t h e m o st ri g or o u s t r e at m e nt w o ul d b e n ot c a r r y 

o ut  s u c h  s c ali n g.  I n  r el ati o n  t o  G A T 2 2 8,  b ot h  c o n si d er e d 

bi n di n g m o d e s i n it s p ut ati v e bi n di n g sit e s h o w a c o m p a r a bl e 

Δ G all o
bi n d

 t o t h e o bt ai n e d o n e f or t hi s c o m p o u n d i n t h e all o st eri c 

sit e  ( c o m p a r e  G A T 2 2 8  p o s e  2  i n  T a bl e  1  wit h G A T 2 2 8 i n 

T a bl e  5 ),  s o  t h at  G A T 2 2 8  e x hi bit s  a  si mil a r  st a bilit y  b ot h  i n 

t h e all o st eri c sit e a n d i n it s p ut ati v e bi n di n g sit e. I n c o nt r a st, 

t h e st a bilit y of i n d u c e d c o nf or m ati o n s u p o n G A T 2 2 8 bi n di n g 

i n si d e s u c h sit e s i s t ot all y diff er e nt, b ei n g C B 1 R c o nf or m ati o n s 

d eri v e d f r o m bi n di n g i n t h e all o st eri c sit e m u c h m or e st a bl e. 

T hi s l a r g er c o nf or m ati o n al st a bilit y i s t h e d et er mi ni n g f a ct or 

f or bi n di n g i n si d e t h e e x p eri m e nt all y r e p ort e d all o st eri c sit e. 

F r o m a st r u ct u r al p oi nt of vi e w, t hi s o b s er v e d c o nf or m ati o n al 

i n st a bilit y  i s  d u e  t o  a n  o ut w a r d s  di s pl a c e m e nt  of  T M 4  i nt r a-

c ell ul a r e n d (s e e Fi g u r e  1 2 ), w hi c h i s n e c e s s a r y t o b e a bl e t o 

s ettl e G A T 2 2 8 i n it s p ut ati v e bi n di n g sit e. T hi s di s pl a c e m e nt 

c a u s e s T M 4 t o b e a “ br o k e n ” α h eli x si n c e it e x hi bit s t w o w ell-

di ff er e nti at e d  a x e s.  I n  c o nt r a st,  r e g a r di n g  G A T 2 2 9,  b ot h  t h e 

alt er n ati v e bi n di n g m o d e i n si d e it s p o st ul at e d bi n di n g sit e a n d 

C B 1 R  c o nf or m ati o n s  i n d u c e d  u p o n  s u c h  bi n di n g  a r e  m u c h 

m or e i n st a bl e t h a n t h e c or r e s p o n di n g o n e s t o t h e e x p eri m e n -

t all y r e p ort e d all o st eri c sit e ( c o m p a r e G A T 2 2 9 p o s e s 1 a n d 2 

i n T a bl e 3  wit h G A T 2 2 9 i n T a bl e 5 ), di s c a r di n g it s p o st ul at e d 

bi n di n g sit e a s w ell. T h e o b s er v e d bi n di n g i n st a bilit y i s d u e t o 

t h e  s u p erfi ci alit y  of  G A T 2 2 9  bi n di n g  i n  gi v e n  sit e,  w hil e  t h e 

o b s er v e d c o nf or m ati o n al i n st a bilit y i s b e c a u s e of a n i n c r e a s e 

of  t h e  s p a ci n g  b et w e e n  T M 2  a n d  T M 3  e xt r a c ell ul a r  e n d s  i n -

d u c e d  b y  G A T 2 2 9  bi n di n g  b et w e e n  t h e m.  T hi s  pr o p a g at e s 

t o T M 1 a n d T M 4 t h at e x hi bit a n o ut w a r d m o v e m e nt of t h ei r 

e xt r a c ell ul a r  e n d s.  A d diti o n all y,  t hi s  T M 2  a n d  T M 3  s p a ci n g 

a v oi d s t h e c o m p o u n d T M 7 m o v e m e nt al o n g wit h it s a c c o m p a -

n yi n g T M 6 e xt r a c ell ul a r e n d a n d α 8 h eli x m o v e m e nt s, w hi c h 

a r e a s s o ci at e d wit h C B 1 R f ull y- a c ti v e st at e s si n c e, a s e x p o s e d 

i n S e cti o n  3. 3 , t h e r e s ulti n g C B 1 R c o nf or m ati o n s h a v e a b et-

t er  G- prot ei n  bi n di n g  (s e e  Fi g u r e  1 3 ).  I nt er e sti n gl y,  n eit h er 

G A T 2 2 8 n or G A T 2 2 9 bi n di n g i n t h ei r p o st ul at e d bi n di n g sit e s 

i n d u c e  C B 1 R  c o nf or m ati o n s  t h at  e x hi bit  st r u ct u r al  f e at u r e s 

c o m p ati bl e wit h it s a cti v e st at e s (s e e S e cti o n  3. 3 ), w hi c h, al o n g 

wit h t h e af or e m e nti o n e d i n st a bilit y, di s c a r d s gi v e n p o st ul at e d 

bi n di n g sit e s t ot all y.

Fi n all y,  it  i s  i m p ort a nt  t o  n ot e  t h at  m ut a g e n e si s  st u di e s  t o 

d et er mi n e  t h e  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  sit e s  di s c a r d,  a m o n g 

ot h er s,  t h e  p o st ul at e d  bi n di n g  sit e s  c o n si d er e d  i n  t hi s  w or k. 

H o w e v er, t h e p a p er c or r e s p o n di n g t o s u c h m ut a g e n e si s st u d -

i e s  [3 1 ]  st at e d  t h at  all o st eri c-m o d ul at or s  bi n di n g  t a k e s  pl a c e 

m ai nl y  i n  t h e  e x p eri m e nt all y  r e p ort e d  all o st eri c  sit e  [ 2 9 ], 

t h o u g h t h e p ut ati v e bi n di n g sit e 2 c a n n ot b e t ot all y di s mi s s e d 

d u e t o a n ot a bl e d e c r e a s e i n G A T 2 2 9 a cti vit y u p o n m ut ati o n 

A r g 2 2 0 Al a 3. 5 6 .  T hi s  l att er  c o n cl u si o n  i s  n ot  t ot all y  c or r e ct 

si n c e gi v e n a cti vit y d e c r e a s e i s al s o o b s er v e d i n a c o m p a r a bl e 

e xt e nt f or t h e r e m ai ni n g c o n si d er e d c o m p o u n d i n t h at p a p er. 

I n p a rti c ul a r, f or C P 5 5 9 4 0, Z C Z 0 1 1, a n d G A T 2 2 8, w hi c h i n di -

c at e s t h at t hi s a r gi ni n e t a k e s p a rt i n t h e gl o b al C B 1 R a cti v a -

ti o n pr o c e s s si n c e t hi s i s r el at e d wit h b ot h all o st eri c a cti v ati o n 

a n d  ort h o st eri c  a cti v ati o n,  di s c a r di n g  it s  a s s o ci at e d  p ut ati v e 

bi n di n g sit e a s w ell.

T A B L E      |    T ot al  f r e e  e n er g y  ( Δ G
all o ∕ all o (C P 5 5 9 4 0 )

t ot al
)  wit h  it s  diff er e nt  c o nt ri b uti o n s  f or  bi n a r y  a n d  t er n a r y  c o m pl e x e s  d eri v e d  f r o m  G A T 2 2 8  a n d 

G A T 2 2 9 bi n di n g t o t h ei r r e s p e cti v e p ut ati v e bi n di n g sit e s f or t h ei r c o n si d er e d bi n di n g m o d e s. A d u al s u p er s c ri pt h a s b e e n u s e d b e c a u s e all o st eri c 

m o d ul at or c a n b e i n a b s e n c e ( G A T 2 2 8) or pr e s e n c e ( G A T 2 2 9) of C P 5 5 9 4 0. All f r e e e n er gi e s h a v e b e e n e x pr e s s e d i n k c al m o l− 1 .

C o m p o u n d P o s e �횫 G all o ∕ all o (C P 5 5 9 4 0 )

bi n d
�횫 G C P 5 5 9 4 0 (all o )

bi n d
�횫 G all o ∕ all o (C P 5 5 9 4 0 )

f ol d
�횫 G all o ∕ all o (C P 5 5 9 4 0 )

t ot al

G A T 2 2 8 D o c ki n g − 7. 6 2 — − 6 0 6. 5 3 − 6 1 4. 1 5

P o st ul at e d − 1 1. 5 0 — − 6 0 7. 9 4 − 6 1 9. 4 4

G A T 2 2 9 D o c ki n g − 3. 4 1 − 1 2. 6 0 − 5 9 3. 7 5 − 6 0 9. 7 7

F I G U R E      |    O v erl a p  of  G A T 2 2 8: C B 1 R  c o m pl e x e s  d eri v e d  f r o m 

bi n di n g o n t h e all o st eri c a n d p o st ul at e  bi n di n g sit e s. M o st p o p ul at e d 

G A T 2 2 8: C B 1 R c o m pl e x d eri v e d f r o m bi n di n g o n t h e all o st eri c sit e h a s 

b e e n  d e pi ct e d  i n  bl u e,  w hil e  t h e s e  c o m pl e x e s  d eri v e d  f r o m  bi n di n g 

o n  t h e  p ut ati v e  bi n di n g  sit e  1  wit h  G A T 2 2 8  a d o pti n g  it s  p o st ul at e d 

bi n di n g m o d e a n d it s b e st d o c ki n g p o s e h a v e b e e n d e pi ct e d i n p u r pl e 

a n d g r e e n, r e s p e cti v el y. T h e t w o a x e s of t h e br o k e n T M 4 h eli x h a v e 

b e e n i n di c at e d i n d a s h li n e s.
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7 8 0 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

3. 6    |   I m p o rt a n c e of P ol a r / C h a r g e d R e si d u e s /
G r o u p s o n t h e C B 1 R All o st e ri c Sit e

T h e  i n c or p or ati o n  of  p ol a r  g r o u p s  i n  C B 1 R  all o st eri c  m o d u -

l at or s  t h at  b el o n g  t o  t h e  2-p h e n yli n d ol e  st r u ct u r al  cl a s s  c a n 

i m pr o v e t h ei r affi nit y si g nifi c a ntl y. G A T 2 2 1 w o ul d b e t h e b e st 

c o m p o u n d t o ill u st r at e t hi s f a ct si n c e it s i nt ri n si c affi nit y h a s 

b e e n i n c r e a s e d t h r o u g h fl u ori d ati o n of it s c a r b o n at o m s k el e -

t o n or s u b stit uti o n of it s i n d ol e ri n g p h e n yl s u b stit u e nt b y h e -

t er o a r o m ati c s u b stit u e nt s [2 2, 2 3 ]. All t hi s bri n g s t o li g ht t h at 

r el e v a nt p ol a r/ c h a r g e d r e si d u e s / g r o u p s m u st b e pr e s e nt i n t h e 

C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e. H o w e v er, a p a rt f r o m S er 1 9 9 3. 3 5 , 

w h o s e r ol e i s f or mi n g h y d r o g e n b o n d s wit h t h e N O 2  g r o u p a c-

c or di n g t o o u r r e s ult s (s e e S e cti o n  3. 1 ), n o r e si d u e of t hi s n a-

t u r e h a s b e e n r e p ort e d e x p eri m e nt all y f or t h at sit e [2 9 ]. Wit h 

t h e  ai m  of  s h e d di n g  li g ht  o n  t hi s  i s s u e,  t h e  bi n di n g  m o d e s 

of  6 s  i n  t h e  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  sit e  h a v e  b e e n  st u di e d 

si mil a rl y. 6 s a ri s e s f r o m i n cl u di n g a fl u ori n e at o m i n e a c h of 

G A T 2 2 1 ri n g s y st e m s (s e e Fi g u r e  2 ). O b vi o u sl y, t h e fl u ori n e 

at o m c o nt ai n e d i n t h e 2- p h e n yli n d ol e ri n g i s al w a y s p oi nti n g 

t o w a r d s  t h e  s a m e  di r e cti o n  si n c e  t h e  N H  g r o u p  of  t hi s  ri n g 

m u st f or m a h y d r o g e n b o n d wit h t h e o x y g e n b a c k b o n e at o m 

of P h e 1 9 1 3. 2 7 . H o w e v er, t hi s i s n ot t h e c a s e f or t h e ot h er t w o 

fl u ori n e at o m s, gi v e n t h at t h e p h e n yl ri n g s w h er e t h e s e fl u o -

ri n e at o m s a r e pl a c e d h a v e t ot al r ot ati o n al f r e e d o m. F or t hi s 

r e a s o n,  1 6  di sti n ct  bi n di n g  m o d e s  h a v e  b e e n  c o n si d er e d  f or 

e a c h 6 s e n a nti o m er w hi c h d eri v e d f r o m c o m bi ni n g t h e 4 ori gi -

n al bi n di n g m o d e s wit h t h e t w o p o s si bl e ori e nt ati o n s, t o w a r d s 

t h e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e or c ell ul a r m e m br a n e, of t h e 

fl u ori n e at o m s w h o s e p h e n yl ri n g s h a v e f r e e r ot ati o n. F or t h e 

s a k e of cl a rit y, t h e fl u ori n e at o m pl a c e d at t h e i n d ol e ri n g p h e -

n yl s u b stit u e nt i s c all e d a s F 1 , w hil e t h e fl u ori n e at o m pl a c e d 

F I G U R E     |    O v erl a p of G A T 2 2 9: C B 1 R c o m pl e x e s d eri v e d f r o m bi n di n g o n t h e all o st eri c a n d p o st ul at e d bi n di n g sit e s. Si g nifi c a ntl y p o p ul at e d 

G A T 2 2 9: C B 1 R c o m pl e x e s d eri v e d f r o m bi n di n g o n t h e all o st eri c sit e ( p o s e 1 i n g r e e n a n d p o s e 2 i n bl u e) a n d o n t h e G A T 2 2 9 p o st ul at e d sit e (i n p u r pl e) 

h a v e b e e n d e pi ct e d. It i s w ort h n oti ci n g t h at G A T 2 2 9 bi n di n g i n it s p ut ati v e bi n di n g sit e pr o v o k e s a s p a ci n g b et w e e n T M 2 a n d T M 3 e xt r a c ell ul a r 

e n d s, w hi c h i s f u rt h er pr o p a g at e d t o T M 1 a n d T M 4 t h at e x hi bit a n o ut w a r d m o v e m e nt of t h ei r e xt r a c ell ul a r e n d s (c o m p a r e p u r pl e st r u ct u r e wit h 

g r e e n  a n d  bl u e  o n e s).  All  t hi s  t o g et h er  a v oi d s  t h e  c o m p o u n d  T M 7  m o v e m e nt  al o n g  wit h  it s  a c c o m p a n yi n g  T M 6  e xt r a c ell ul a r  e n d  a n d  α 8  h eli x 

m o v e m e nt s, w hi c h a r e a s s o ci at e d wit h C B 1 R f ull y- a c ti v e st at e s.

T A B L E      |    T h e 6 s e x p eri m e nt all y r e p ort e d E C 5 0 , it s d eri v e d pK B  a n d Δ G
e x p, all o

bi n d
 a n d Δ G all o

bi n d
 f or t h e 6 s r a c e mi c mi xt u r e c al c ul at e d f r o m r el ati v e 

p o p ul ati o n s  of  it s  bi n a r y  c o m pl e x e s  a c c or di n g  t o Δ G all o
t ot al

 of t h e m. T h e e x p eri m e nt al E C5 0  of 6 s w a s c oll e ct e d f r o m a pr e vi o u s p a p er [2 2 ].  It s 

c or r e s p o n di n g  p K B   w a s  c al c ul at e d  a s s u mi n g  t h at K B ≈ E C 5 0   a n d  e m pl o yi n g p K B = − l o g K B   w h er e  it s  c or r e s p o n di n g  er r or  h a s  b e e n  o bt ai n e d 

pr o p a g ati n g E C 5 0  st a n d a r d d e vi ati o n a c c or di n g t o t h e u n c ert ai nt y pr o p a g ati o n l a w. Δ G
e x p, all o

bi n d
 h a s b e e n c al c ul at e d f r o m E C5 0  e m pl o yi n g E q u ati o n (4 ) 

a n d it s c or r e s p o n di n g er r or h a s b e e n o bt ai n e d pr o p a g ati n g E C 5 0  st a n d a r d d e vi ati o n a c c or di n g t o t h e u n c ert ai nt y pr o p a g ati o n l a w.

C o m p o u n d E x p e ri m e nt al E C 5 0 E x p e ri m e nt al p K B �횫 G
e x p, all o

bi n d
�횫 G all o

bi n d

6 s 2 6 ± 0 . 1 3 7. 5 8 5 ± 0 . 0 0 2 − 1 0. 4 1 1 ± 0 . 0 0 3 − 1 0. 2 8
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7 8 1

at t h e p h e n yl ri n g at β p o siti o n of t h e N O 2  g r o u p i s c all e d F 2 . 

A d diti o n all y,  t h e  ori e nt ati o n  t o w a r d s  t h e  C B 1 R  p o siti v e  al -

l o st eri c  sit e  i s  r ef er r e d  a s  a n  i n w a r d s  ori e nt ati o n,  w hil e  t h e 

ori e nt ati o n t o w a r d s c ell ul a r m e m br a n e i s r ef er r e d a s a n o ut -

w a r d s ori e nt ati o n.

I n T a bl e 6  a p p e a r s t h e 6 s e x p eri m e nt all y r e p ort e d E C5 0 , it s d e-

ri v e d p K B  a n d Δ G
e x p, all o

bi n d
 a n d Δ G all o

bi n d
 f or t h e 6 s r a c e mi c mi xt u r e 

c al c ul at e d  f r o m  r el ati v e  p o p ul ati o n s  of  it s  bi n a r y  c o m pl e x e s 

a c c or di n g t o Δ G all o
t ot al

 of t h e m (s e e T a bl e s S 3  a n d S 4  f or Δ G all o
bi n d

, 

Δ G all o
f ol d

, Δ G all o
t ot al

 a n d r el ati v e p o p ul ati o n s of bi n a r y c o m pl e x e s d e-

ri v e d  f r o m  b ot h  6 s  e n a nti o m er s  i n  t h ei r  diff er e nt  p o s e s).  A s 

f or  pr e vi o u s  c o m p o u n d s,  it  h a s  b e e n  o bt ai n e d  a  hi g hl y  si m-

il a r  v al u e  t o Δ G
e x p, all o

bi n d
,  h o w e v er,  d u e  t o  t h e  ti n y  st a n d a r d  d e-

vi ati o n  r e p ort e d  f or  E C 5 0 ,  a  c o m pl et e  m at c h  b et w e e n Δ G all o
t ot al

a n d Δ G
e x p, all o

bi n d
 h a s n ot b e e n a c hi e v e d. It i s w ort h n oti n g t h at t h e 

6 s  e x p eri m e nt al  E C 5 0  h a s b e e n o bt ai n e d e m pl o yi n g a fitti n g 

m o d el t o d et er mi n e t hi s m a g nit u d e w h er e t h e st a n d a r d d e vi -

ati o n  f or  t h r e e  i n d e p e n d e nt  fitti n g s  h a s  b e e n  r e p ort e d  a s  it s 

er r or.  T hi s  w a y  of  pr o c e e di n g  c a n  u n d er e sti m at e  E C 5 0   er r or 

si n c e t hi s al s o d e p e n d s o n t h e g o o d n e s s of fit ( n ot r e p ort e d), 

w hi c h  s e e m s  t o  b e  t h e  c a s e  gi v e n  t h e  r e p ort e d  a c c u r a c y  f or 

ot h er e q ui v al e nt m e a s u r e s of t h e s a m e w or k ( e. g., 6 s E C 5 0  i n 

pr e s e n c e  of  C P 5 5 9 4 0 = 1 3. 7 ± 1 1. 3 n M).  T hi s  u n d er e sti m ati o n 

of  E C 5 0  er r or w o ul d j u stif y t h e s m all mi s m at c h e d o b s er v e d 

b et w e e n Δ G all o
t ot al

  a n d Δ G
e x p, all o

bi n d
.  R e g a r di n g  6 s S   e na nti o m er,  it s 

si g nifi c a ntl y  p o p ul at e d  bi n a r y  c o m pl e x e s  d eri v e d  f r o m  it s 

p o s e 1 wit h F 1  p oi nti n g o ut w a r d s w hil e F 2  i n w a r d s, it s p o s e 2 

wit h F 1  p oi nti n g i n w a r d s w hil e F 2  o ut w a r d s, it s p o s e 4 wit h F 1

p oi nti n g i n w a r d s w hil e F 2  o ut w a r d s a n d it s p o s e 4 wit h F 1  a n d 

F 2   p oi nti n g  o ut w a r d s  (r el ati v e  p o p ul ati o n s  of  0. 3 5 8 5,  0. 1 7 6 2, 

0. 1 3 3 9, a n d 0. 3 0 4 2, r e s p e cti v el y). I n c o nt r a st, 6 s R  e n a nti o m er 

o nl y  e x hi bit s  t w o  si g nifi c a ntl y  p o p ul at e d  bi n a r y  c o m pl e x e s 

t h at d eri v e d f r o m it s p o s e 1 wit h F 1  p oi nti n g o ut w a r d s w hil e 

F 2   i n w a r d s  a n d  it s  p o s e  2  wit h F 1   a n d F 2  p oi nti n g o ut w a r d s 

(r el ati v e p o p ul ati o n s of 0. 2 9 3 9 a n d 0. 6 9 5 8, r e s p e cti v el y). It i s 

i m p ort a nt t o n ot e t h at fl u ori n e at o m s i n c or p or ati o n d o e s n ot 

pr e v e nt bi n di n g m o d e s 2 a n d 4, p o s e s i n w hi c h t h e N O 2  g r o u p 

i s  h y d r o g e n  b o n d e d  t o  S er 1 9 93. 3 5 ,  f r o m  b ei n g  t h e  m o st  r el e-

v a nt o n e s f or bi n a r y c o m pl e x e s. T hi s r e s ult hi g hli g ht s a g ai n 

t h e k e y r ol e of b ot h t h e N O2  g r o u p a n d S er 1 9 93. 3 5  i n r el ati o n 

t o C B 1 R p o siti v e all o st eri c m o d ul ati o n, w hi c h i s i n a g r e e m e nt 

wit h t h e e x p eri m e nt al o b s er v ati o n s [ 2 9, 5 7 ].

O n  t h e  ot h er  h a n d,  a d diti o n al  r el e v a nt  el e ct r o st ati c  i nt er a c -

ti o n s of t h e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e, i n ot h er w or d s, wit h-

o ut  c o n si d eri n g  h y d r o g e n  b o n d s  b et w e e n  t h e  2- p h e n yli n d ol e 

N H  g r o u p  a n d  t h e  o x y g e n  b a c k b o n e  at o m  of  P h e 1 9 1 2. 2 7   a n d 

b et w e e n  t h e  N O 2  g r o u p a n d t h e S er 1 9 93. 3 5  si d e c h ai n, c a n b e 

u n v eil e d  t h r o u g h  a n al y si s  of  6 s  fl u ori n e  at o m s  i nt er a cti o n s. 

A c c or di n g  t o  diff er e nt  p o s e s  t h at  b ot h  6 s  e n a nti o m er s  a d o pt 

i n t h e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e f or t h ei r si g nifi c a ntl y p o p-

ul at e d bi n a r y c o m pl e x e s, it c a n b e e st a bli s h e d t h at t h ei r fl u o -

ri n e  at o m s  m ai nl y  i nt er a ct  wit h  t h e  si d e c h ai n N H +
3
 g r o u p of 

L y s 1 9 2 3. 2 8 , t h e b a c k b o n e N H g r o u p of Gl y 1 9 43. 3 0  a n d t h e si d e-

c h ai n O H g r o u p of S er 1 9 9 3. 3 5  b y m e a n s of h y d r o g e n b o n d s (s e e 

Fi g u r e  1 4 ). T h e s e i nt er a cti o n s j u stif y t h e b ett er 6 s af f i nit y i n r e -

l ati o n t o it s p a r e nt c o m p o u n d si n c e 6 s pr e s er v e s m o st G A T 2 2 1 

f a v or a bl e  i nt er a cti o n s,  w h o s e  c h a r a ct er  i s  m ai nl y  h y d r o p h o -

bi c,  a n d,  a d diti o n all y,  i n c or p or at e s  t h e  el e ct r o st ati c  i nt er a c -

ti o n s c o mi n g f r o m it s fl u ori n e at o m s. A c c or di n g t o o u r r e s ult s, 

L y s 1 9 2 3. 2 8  a n d Gl y 1 9 43. 3 0  gi v e ri s e t o a d diti o n al r el e v a nt el e c-

t r o st ati c i nt er a cti o n s of t h e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e, o p e n-

i n g  t h e  d o or  t o  i m pr o v e  t h e  affi nit y  of  m ai nl y  h y d r o p h o bi c 

C B 1 R  all o st eri c  m o d ul at or s  b y  t a r g eti n g  t h e m.  A d diti o n all y, 

t h o u g h  t h er e  m a y  b e  s o m e  ot h er  r el e v a nt  p ol a r/ c h a r g e d 

g r o u p s,  el e ct r o st ati c  i nt er a cti o n s  t h at  a ri s e  f r o m  P h e 1 9 1 2. 2 7 , 

L y s 1 9 2 3. 2 8 , Gl y 1 9 43. 3 0 , a n d S er 1 9 93. 3 5  all o w t o r ati o n ali z e m o st 

S A R  st u di e s  of  G A T 2 2 1  a n al o g s  d eri v e d  f r o m  fl u ori d ati o n 

of  it s  c a r b o n  at o m  s k el et o n,  i n c or p or ati o n  of  nit r o g e n  at o m s 

i n si d e t hi s s k el et o n a n d s u b stit uti o n of it s i n d ol e ri n g p h e n yl 

s u b stit u e nt b y h et er o a r o m ati c s u b stit u e nt s [ 2 2, 2 3 ]. I n p a rti c u-

l a r, i n c or p or ati o n of h y d r o g e n b o n d a c c e pt or s i n t h e t w o s u b-

stit ut a bl e  p o siti o n s  of  t h e  2- p h e n yli n d ol e  si x- m e m b er e d  ri n g 

a dj a c e nt  t o  it s  N H  g r o u p  i s  f a v or e d  d u e  t o  i nt er a cti o n s  wit h 

t h e si d e c h ai n N H3
+  g r o u p of L y s 1 9 23. 2 8  ( p o s e s 1 a n d 2) or t h e 

b a c k b o n e  N H  g r o u p  of  Gl y 1 9 4 3. 3 0  ( p o s e s 3 a n d 4). H o w e v er, 

t h e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e i s hi g hl y h y d r o p h o bi c a n d a c-

c e s s  t o  it s  h y d r o g e n  b o n d  d o n or s  t h at  gi v e  ri s e  t o  a d diti o n al 

r el e v a nt el e ct r o st ati c i nt er a cti o n s i s r e st ri ct e d, pr o v o ki n g t h at 

h y d r o g e n b o n d a c c e pt or s i n c or p or at e d t o all o st eri c m o d ul at or 

m u st h a v e a p a rti c ul a r si z e i n or d er t o n ot c a u s e u nf a v or a bl e 

i nt er a cti o n s wit h h y d r o p h o bi c r e si d u e s or t h e o x y g e n b a c k b o n e 

at o m of P h e 1 9 1 2. 2 7 , w hi c h e x pl ai n s t h e o p p o s e d eff e ct o b s er v e d 

f or  fl u ori d ati o n  a n d  i n c or p or ati o n  of  nit r o g e n  at o m s  i n  s u c h 

p o siti o n s. I n r el ati o n t o i n c or p or ati o n of h y d r o g e n b o n d a c c e p -

t or s i n t h e ri n g at β p o siti o n of t h e N O2  g r o u p, o nl y t h e ort h o 

p o siti o n all o w s t o e st a bli s h h y d r o g e n b o n d s wit h t h e si d e c h ai n 

O H g r o u p of S er 1 9 9 3. 3 5  ( p o s e s 2 a n d 4) wit h o ut c a u si n g u nf a-

v or a bl e  i nt er a cti o n s  wit h  h y d r o p h o bi c  r e si d u e s  f o u n d  i n  t hi s 

r e gi o n or c ell ul a r m e m br a n e. A g ai n, bi a s i n t h e i n c or p or at e d 

h y d r o g e n b o n d a c c e pt or s i s o b s er v e d. It i s w ort h n oti n g t h at 

si m ult a n e o u s i n c or p or ati o n i n b ot h ort h o p o siti o n s of t h e c o n -

si d er e d ri n g w o ul d b e u nf a v or a bl e si n c e o n e of t h e h y d r o g e n 

b o n d  a c c e pt or s  w o ul d  b e  p oi nti n g  t o  c ell ul a r  m e m br a n e,  a s 

o b s er v e d  e x p eri m e nt all y.  R e g a r di n g  t h e  m o difi c ati o n  of  t h e 

i n d ol e  ri n g  p h e n yl  s u b stit u e nt,  i n c or p or ati o n  of  a  h y d r o g e n 

b o n d a c c e pt or i s f a v or a bl e i n ort h o a n d m et a p o siti o n s f or b ot h 

F I G U R E      |    S c h e m ati c  r e pr e s e nt ati o n  of  a d diti o n al  r el e v a nt 

el e ct r o st ati c  i nt er a cti o n s  f or  t h e  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  sit e  c a u s e d 

b y  i n cl u si o n  of  e xt r a  p ol a r/ c h a r g e d  g r o u p s  t o  all o st eri c  m o d ul at or.  6 s 

S   e n a nti o m er  i n  it s  p o s e  1  wit h F 1   a n d F 2   p oi nti n g  i n w a r d s  h a s  b e e n 

d e pi ct e d  si n c e  all  t h e s e  i nt er a cti o n s  t a k e  pl a c e  si m ult a n e o u sl y  (s e e 

h y d r o g e n  b o n d s  w hi c h  i n v ol v e  L y s 1 9 2 3. 2 8  a n d Gl y 1 9 43. 3 0 ).  H y d r o g e n 

b o n d s h a v e b e e n i n di c at e d b y d a s h li n e s.
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7 8 2 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

si x- m e m b er e d ri n g s a n d fi v e- m e m b er e d ri n g s d u e t o i nt er a c -

ti o n s wit h t h e si d e c h ai n N H3
+  g r o u p of L y s 1 9 23. 2 8  ( p o s e s 3 a n d 

4) or t h e b a c k b o n e N H g r o u p of Gl y 1 9 4 3. 3 0  ( p o s e s 1 a n d 2). It i s 

i m p ort a nt t o n ot e t h at gi v e n i n c or p or ati o n i s f a v or a bl e, pr o vi d-

i n g it d o e s n ot e nt ail i n c or p or ati o n of a h y d r o g e n b o n d d o n or 

or a n a d diti o n al h y d r o g e n b o n d a c c e pt or, si n c e ot h er wi s e u n -

f a v or a bl e i nt er a cti o n s wit h c a vit y h y d r o p h o bi c r e si d u e s w o ul d 

b e  e st a bli s h e d.  Si mil a rl y,  bi a s  i n  t h e  i n c or p or at e d  h y d r o g e n 

b o n d  a c c e pt or s  i s  al s o  o b s er v e d,  i n d e e d,  a  pr ef er e nti al  t r e n d 

of s ulf u r at o m > o x y g e n at o m > ni t r o g e n at o m w a s e st a bli s h e d. 

S u r pri si n gl y, i n c or p or ati o n of a h y d r o g e n b o n d d o n or i n ort h o 

p o siti o n  i s  t ol er at e d  i n  t hi s  p a rti c ul a r  c a s e  d u e  t o  t h e  p o s si -

bilit y of f or mi n g a h y d r o g e n b o n d wit h t h e o x y g e n b a c k b o n e 

at o m  of  P h e 1 9 1 2. 2 7 .  It  i s  i m p ort a nt  t o  n ot e  t h at  m o st  p ol a r/

c h a r g e d  r e si d u e s / g r o u p s  of  t h e  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  sit e 

wit h  t h e  a bilit y  of  i nt er a cti n g  wit h  all o st eri c  m o d ul at or s  a r e 

h y d r o g e n b o n d d o n or s, t h at i s w h y i n c or p or ati o n of h y d r o g e n 

b o n d a c c e pt or s i s b ett er t ol er at e d.

R e g a r di n g all o st eri c m o d ul ati o n a cti vit y, it h a s b e e n d et er mi n e d 

e x p eri m e nt all y t h at 6 s r a c e mi c mi xt u r e b e h a v e s a s a n a g o- P A M 

[2 2 ].  N e v ert h el e s s,  a c c or di n g  t o  r e s ult s  of  S e cti o n  3. 3 ,  e a c h  6 s 

e n a nti o m er m u st gi v e ri s e t o a si n gl e diff er e nt p o siti v e all o st eri c 

m o d ul ati o n a cti vit y, i n p a rti c ul a r, it s R  e n a nti o m er m u st b e r e-

l at e d t o P A M a cti vit y, w hil e it s S  e n a nti o m er m u st b e a s s o ci at e d 

wit h  all o st eri c  a g o ni st  a cti vit y  t a ki n g  i nt o  a c c o u nt  t h e  C a h n-

I ng ol d- P r el o g r ul e s. C o n si d eri n g si g nifi c a ntl y p o p ul at e d bi n a r y 

c o m pl e x e s f or 6 s e n a nti o m er s, it c a n b e d r a w n t h at t hi s r el ati o n -

s hi p  b et w e e n  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul ati o n  a cti viti e s  a n d  s p a-

ti al  a r r a n g e m e nt  of  s u b stit u e nt s  a r o u n d  t h e  c a r b o n  at o m  i n  β 

p o siti o n of t h e N O 2  g r o u p (c hi r al c a r b o n at o m 1) i s f ulfill e d si n c e 

t h e c o m pl e x e s of e a c h e n a nti o m er e x hi bit t h e st r u ct u r al f e at u r e s 

a s s o ci at e d wit h it s c or r e s p o n di n g p o siti v e all o st eri c m o d ul ati o n 

a cti vit y a c c or di n g t o gi v e n r el ati o n s hi p. S p e cifi c all y, it h a s b e e n 

o b s er v e d t h at 6 s S  e n a nti o m er pr o v o k e s a n o ut w a r d s di s pl a c e-

m e nt of T M 4 e xt r a c ell ul a r e n d, s uff eri n g a sli g ht l o s s of α h eli x 

c o nt e nt, t h at di st a n c e s t hi s α h eli x f r o m T M 2, T M 3, a n d T M 5, 

w hi c h  i s  c o n si st e nt  wit h  all o st eri c  a g o ni st  a cti vit y,  w hil e  6 s R

e n a nti o m er al s o c a u s e s t hi s di s pl a c e m e nt, t h o u g h n o w T M 4 e x -

t r a c ell ul a r  e n d  u n d er g o e s  a  si g nifi c a nt  l o s s  of  α  h eli x  c o nt e nt 

a n d t hi s t r a n s m e m br a n e h eli x di st a n c e s f r o m T M 2 a n d T M 3 b ut 

a p pr o a c h e s t o T M 5 (s e e Fi g u r e  S 1 4 ). T hi s r e s ult r ei nf or c e s t h e 

h y p ot h e si s  t h at  i n  t h e  c a s e  of  t h e  2- p h e n yli n d ol e  c o m p o u n d s 

wit h a si n gl e c hi r al c a r b o n at o m, e a c h C B 1 R p o siti v e all o st eri c 

m o d ul ati o n a cti vit y c a n b e a s s o ci at e d wit h a s p e cifi c s p ati al a r-

r a n g e m e nt of s u b stit u e nt s a r o u n d t hi s c hi r al c a r b o n at o m.

4    |   C o n cl u si o n s

E m pl o yi n g  t h e  P D L D/ S- 2 0 0 0  a p pr o a c h  al o n g  wit h  o u r  r efi n e d 

C G m o d el, it h a s b e e n u n v eil e d t h e s u btl eti e s of C B 1 R p o siti v e 

all o st eri c  m o d ul ati o n  a ri s e n  f r o m  it s  all o st eri c  m o d ul at or s  b e-

l o n gi n g t o t h e 2-p h e n yli n d ol e st r u ct u r al cl a s s.

O u r  m et h o d ol o g y  all o w e d  t o  r e pr o d u c e  t h e  e x p eri m e nt al 

K B s  f or a di v er s e a s s ort m e nt of t hi s t y p e of c o m p o u n d s w ell-

c h a r a ct eri z e d  e x p eri m e nt all y  c o n si d eri n g  C P 5 5 9 4 0  a s  a n  a g o-

ni st. T hi s i n di c at e s t h at w e i d e ntifi e d a n d c h a r a ct eri z e d bi n a r y 

a n d t er n a r y c o m pl e x e s a ri s e n f r o m t h e m i n t h ei r diff er e nt p o s e s 

s u c c e s sf ull y.  I n  ot h er  w or d s,  b ot h Δ G bi n d  f or all o st eri c m o d u-

l at or s  a n d  C P 5 5 9 4 0  i n  t h ei r  diff er e nt  p o s e s  i n  t h ei r  r e s p e cti v e 

bi n di n g  sit e s  a n d Δ G f ol d  f or  t h e  r e s ulti n g  bi n a r y  a n d  t er n a r y 

c o m pl e x e s  h a v e  b e e n  d et er mi n e d  c or r e ctl y.  T h u s  all o wi n g 

t h e  c al c ul ati o n  of  t h e  r el ati v e  p o p ul ati o n s  of  t h e s e  c o m pl e x e s 

t h r o u g h Δ G t ot al.

R el ati v e p o p ul ati o n s f or bi n a r y c o m pl e x e s j u stif y t h e i m p ort a n c e 

of b ot h S er 1 9 9 3. 3 5  a n d t h e N O2  g r o u p of t hi s t y p e of c o m p o u n d s 

i n  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul ati o n.  T h at  i s  w h y  t h e  m ai n 

bi n a r y  c o m pl e x e s  d eri v e d  f r o m  all o st eri c  m o d ul at or s  i n  t h ei r 

bi n di n g m o d e 2, i n w hi c h h y d r o g e n b o n d s b et w e e n b ot h a r e e s -

t a bli s h e d. I n c o nt r a st, r el ati v e p o p ul ati o n s f or t er n a r y c o m pl e x e s 

i n di c at e  t h at  t h ei r  si g nifi c a ntl y  p o p ul at e d  c o m pl e x e s  d eri v e d 

f r o m all o st eri c m o d ul at or s i n t h ei r bi n di n g m o d e s 1 a n d 3, w hi c h 

a g r e e s wit h t h e e x p eri m e nt all y r e p ort e d Z C Z 0 1 1 bi n di n g m o d e.

A n al y zi n g  st r u ct u r al  f e at u r e s  a n d  i nt er a cti o n s  b et w e e n  al-

l o st eri c m o d ul at or s a n d t h e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e f or si g-

nifi c a ntl y  p o p ul at e d  c o m pl e x e s,  b ot h  t h e  st r u ct u r al  b a si s  a n d 

t h e ori gi n at m ol e c ul a r l e v el of C B 1 R p o siti v e all o st eri c m o d ul a-

ti o n h a v e b e e n d et er mi n e d. I n t h e c a s e of bi n a r y c o m pl e x e s, t hi s 

m o d ul ati o n li e s i n a n o ut w a r d s di s pl a c e m e nt of T M 4 e xt r a c el-

l ul a r e n d w h o s e di r e cti o n a n d l o s s of α h eli x c o nt e nt c h a n g e a c-

c or di n g t o t h e t y p e of p o siti v e all o st eri c m o d ul ati o n. R e g a r di n g 

t h e  all o st eri c  m o d ul at or s-C B 1 R  i nt er a cti o n s,  P A M  a cti vit y  i s 

a s s o ci at e d  wit h  a  s p ati al  a r r a n g e m e nt  of  s u b stit u e nt s  a r o u n d 

t h e  c hi r al  c a r b o n  at o m  1  e q u al  t o  t h e  G A T 2 2 9's  o n e.  W e  n ot e 

t h at it a ri s e s f r o m a d e e p er i n s erti o n b et w e e n T M 3 a n d T M 4 of 

t h e all o st eri c m o d ul at or ri n g pl a c e d at t h e ri g ht si d e of t hi s fi r st 

t r a n s m e m br a n e h eli x, w hi c h i s li n k e d t o a b ett er π-π st a c ki n g 

i nt er a cti o n  wit h  P h e 1 9 13. 2 7   a n d  a  m or e  f a v or a bl e  h y d r o p h o bi c 

i nt er a cti o n wit h T M 4. O n t h e ot h er h a n d, t h e all o st eri c a g o ni st 

a cti vit y,  a s s o ci at e d  wit h  a  s p ati al  a r r a n g e m e nt  of  s u b stit u e nt s 

a r o u n d t h e c hi r al c a r b o n at o m 1 e q u al t o t h e G A T 2 2 8's o n e or 

i n s erti o n  of  c hi r alit y  i n  t h e  c hi r al  c a r b o n  at o m  2,  i s  li n k e d  t o 

a  m or e  i nt e n s e  f a v or a bl e  i nt er a cti o n  wit h  r e si d u e s  L e u 1 6 5 2. 5 2 , 

Il e 1 6 92. 5 6 ,  Al a 1 9 83. 3 4 ,  a n d  S er 1 9 93. 3 5 .  It  i s  w ort h  n oti n g  t h at 

t hi s  o b s er v e d  r el ati o n s hi p  b et w e e n  t h e  s p ati al  a r r a n g e m e nt  of 

s u b stit u e nt s a r o u n d c hi r al c a r b o n at o m s a n d t h e t y p e of C B 1 R 

p o siti v e all o st eri c m o d ul ati o n s u g g e st s t h at t h e st er e o s el e cti vit y 

i s a n i n h er e nt pr o p ert y of t hi s t y p e of c o m p o u n d s. I n t h e c a s e 

of  t er n a r y  c o m pl e x e s,  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c  m o d ul ati o n  li e s 

i n t h e r e g ul ati o n of t h e r a n g e of m oti o n of t h e c o m p o u n d T M 7 

m o v e m e nt  a p p a r e ntl y  c a u s e d  b y  t h e  ort h o st eri c  a g o ni st  it s elf. 

Alt h o u g h t h e diff er e n c e s a r e l e s s n oti c e a bl e, t h e o b s er v e d t r e n d s 

f or  bi n a r y  c o m pl e x e s  i n  r el ati o n  wit h  all o st eri c  m o d ul at or s-

C B 1 R  i nt er a cti o n s  a r e  l a r g el y  still  v ali d.  A d diti o n all y,  it  h a s 

b e e n d et er mi n e d t h at r e si d u e s L y s 1 9 2 3. 2 8  a n d Gl y 1 9 43. 3 0  a r e r e-

s p o n si bl e f or a d diti o n al el e ct r o st ati c i nt er a cti o n s e st a bli s h e d b y 

all o st eri c m o d ul at or s b el o n gi n g t o t h e 2- p h e n yli n d ol e st r u ct u r al 

cl a s s  t h at  i n c or p or at e  e xt r a  p ol a r  g r o u p s.  T h e s e  t w o  r e si d u e s 

al o n g wit h P h e 1 9 1 3. 2 7  a n d S er 1 9 93. 3 5  all o w t h e r ati o n ali z ati o n of 

m o st S A R st u di e s f or t hi s t y p e of c o m p o u n d s.

O n t h e ot h er h a n d, o u r m et h o d ol o g y i s al s o eff e cti v e f or s cr e e n -

i n g of p ut ati v e C B 1 R p o siti v e all o st eri c sit e s si n c e t h e C B 1 R p o s-

iti v e all o st eri c sit e h a s b e e n s u c c e s sf ull y i d e ntifi e d t h r o u g h t h e 

c al c ul ati o n of Δ G
all o ∕ all o (C P 5 5 9 4 0 )

t ot al
 of t h e r e s ulti n g c o m pl e x e s u p o n 

bi n di n g i n t h o s e sit e s.
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O u r st u d y off er s a d e e p er i n si g ht i nt o G P C R s all o st eri c m o d u-

l ati o n  f o c u si n g  o n  it s  p o siti v e  br a n c h  a s  w ell  a s  a  b ett er  c o m-

pr e h e n si o n  of  t h e  m ol e c ul a r  a r c hit e ct u r e  of  t h e  C B 1 R  p o siti v e 

all o st eri c sit e. It al s o s h e d s li g ht i n h o w all o st eri c m o d ul at or s b e -

l o n gi n g t o t h e 2-p h e n yli n d ol e st r u ct u r al cl a s s i nt er a ct wit h t hi s 

sit e a n d gi v e ri s e t o t h ei r all o st eri c m o d ul ati o n. All t hi s p oi nt s 

o ut t o w a r d s t h e pr e di cti v e v al u e of t h e m et h o d ol o g y u s e d i n t h e 

c u r r e nt w or k, w hi c h c a n b e a p pli e d t o ot h er bi o p h y si c al s y st e m s 

of i nt er e st. W e e x p e ct t h at t hi s st u d y will c o nt ri b ut e t o b ot h e n-

c o u r a g e a m or e t h or o u g h e x pl or ati o n of G P C R s all o st eri c m o d-

ul ati o n  a n d  t h e  d e v el o p m e nt  of  n e w  C B 1 R  p o siti v e  all o st eri c 

m o d ul at or s wit h e n h a n c e d pr o p erti e s.

A ut h o r C o nt ri b uti o n s

Al ej a n d r o  C r u z:   c o n c e pt u ali z ati o n,  i n v e sti g ati o n,  w riti n g  –  ori g-
i n al  d r aft,  m et h o d ol o g y,  vi s u ali z ati o n,  f or m al  a n al y si s. A ri e h 
W a r s h el:   f u n di n g  a c q ui siti o n,  w riti n g  –  r e vi e w  a n d  e diti n g,  c o n c e p-
t u ali z ati o n, s u p er vi si o n, m et h o d ol o g y, r e s o u r c e s, i n v e sti g ati o n, pr oj e ct 
a d mi ni st r ati o n.

A c k n o wl e d g m e nt s

T hi s  w or k  w a s  s u p p ort e d  b y  t h e  N ati o n al  I n stit ut e s  of  H e alt h  ( R 3 5 
G M 1 2 2 4 7 2) a n d t h e N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n ( Gr a nt M C B 1 7 0 7 1 6 7).

C o nfli ct s of I nt e r e st

T h e a ut h or s d e cl a r e n o c o nfli ct s of i nt er e st.

D at a A v ail a bilit y St at e m e nt

T h e d at a t h at s u p p ort t h e fi n di n g s of t hi s st u d y a r e a v ail a bl e o n r e q u e st 
f r o m t h e c or r e s p o n di n g a ut h or. T h e d at a a r e n ot p u bli cl y a v ail a bl e d u e 
t o pri v a c y or et hi c al r e st ri cti o n s.

P e e r R e vi e w

T h e  p e er  r e vi e w  hi st or y  f or  t hi s  a rti cl e  i s  a v ail a bl e  at htt p s: // w w w .
w e b of s c i e nc e. c o m / a pi / g at e w a y/ w o s/ p e er- r e vi e w/ 1 0. 1 0 0 2 / p r ot. 2 6 7 6 2 .

R ef e r e n c e s

1. K.  L.  Pi er c e,  R.  T.  P r e m o nt,  a n d  R.  J.  L ef k o wit z,  “ S e v e n-

T r a n s m e m br a n e R e c e pt or s, ” N at ur e R e vi e ws. M ol e c ul ar C ell Bi ol o g y  3, 
n o. 9 ( 2 0 0 2): 6 3 9 – 6 5 0.

2. A. S. H a u s er, M. M. Att w o o d, M. R a s k- A n d er s e n, H. B. S c hi öt h, a n d 
D. E. Gl ori a m, “ T r e n d s i n G P C R D r u g Di s c o v er y: N e w A g e nt s, T a r g et s 
a n d  I n di c ati o n s, ” N at ur e  R e vi e ws.  D r u g  Di s c o v er y   1 6,  n o.  1 2  ( 2 0 1 7): 
8 2 9 – 8 4 2.

3. W.  I .  W ei s  a n d  B.  K.  K o bil k a,  “ T h e  M ol e c ul a r  B a si s  of  G  P r ot ei n-
C o u pl e d R e c e pt or A cti v ati o n, ” A n n u al R e vi e w of Bi o c h e mi st r y  8 7 ( 2 0 1 8): 
8 9 7 – 9 1 9.

4. G.  T u r u  a n d  L.  H u n y a d y,  “ Si g n al  T r a n s d u cti o n  of  t h e  C B 1  C a n n a-
bi n oi d R e c e pt or, ” J o ur n al of M ol e c ul ar E n d o c ri n ol o g y  4 4, n o. 2 ( 2 0 1 0): 
7 5 – 8 5.

5. M. S. I b s e n, M. C o n n or, a n d M. Gl a s s, “ C a n n a bi n oi d C B 1 a n d C B 2 
R e c e pt or Si g n ali n g a n d Bi a s, ” C a n n a bi s a n d C a n n a bi n oi d R es e ar c h  2, 
n o. 1 ( 2 0 1 7): 4 8 – 6 0.

6. R.  B.  L a pr ai ri e,  A.  M.  B a g h er,  M.  E.  M.  K ell y,  a n d  E.  M.  D e n o v a n-
Wr i g ht,  “ Bi a s e d  T y p e  1  C a n n a bi n oi d  R e c e pt or  Si g n ali n g  I nfl u e n c e s 
N e u r o n al Vi a bilit y i n a C ell C ult u r e M o d el of H u nti n gt o n Di s e a s e, ” M o -
l e c ul ar P h ar m a c ol o g y 8 9, n o. 3 ( 2 0 1 6): 3 6 4 – 3 7 5.

7. S. G ar ai, L. M. L e o, A. M. S z c z e s ni a k, et  al., “ Di s c o v er y of a Bi a s e d Al -
l o st eri c M o d ul at or f or C a n n a bi n oi d 1 R e c e pt or: P r e cli ni c al A nti-Gl a u c o m a 
Effi c a c y,” J o ur n al of M e di ci n al C h e mist r y  6 4, n o. 1 2 ( 2 0 2 1): 8 1 0 4 – 8 1 2 6.

8. P. P a c h er, S. B át k ai, a n d G. K u n o s, “ T h e E n d o c a n n a bi n oi d S y st e m a s 
a n E m er gi n g T a r g et of P h a r m a c ot h er a p y, ” P h ar m a c ol o gi c al R e vi e ws  5 8, 
n o. 3 ( 2 0 0 6): 3 8 9 – 4 6 2.

9. J. Wa n g, C. G a r eri, a n d H. A. R o c k m a n, “ G- P r ot ei n – C o u pl e d R e c e p -
t or s i n H e a rt Di s e a s e, ” Cir c ul ati o n R es e ar c h  1 2 3, n o. 6 ( 2 0 1 8): 7 1 6 – 7 3 5.

1 0. M. R a s k- A n d er s e n, M. S. Al m é n, a n d H. B. S c hi öt h, “ T r e n d s i n t h e 
E x pl oit ati o n of N o v el D r u g T a r g et s, ” N at ur e R e vi e ws D r u g Di s c o v er y  1 0, 
n o. 8 ( 2 0 1 1): 5 7 9 – 5 9 0.

1 1. K. Sri r a m a n d P. A. I n s el, “ G P r ot ei n- C o u pl e d R e c e pt or s a s T a r g et s 
f or A p pr o v e d D r u g s: H o w M a n y T a r g et s a n d H o w M a n y D r u g s ?, ” M o -
l e c ul ar P h ar m a c ol o g y 9 3, n o. 4 ( 2 0 1 8): 2 5 1 – 2 5 8.

1 2. E.  A.  W ol d,  J.  C h e n,  K.  A.  C u n ni n g h a m,  a n d  J.  Z h o u,  “ All o st eri c 
M o d ul ati o n  of  Cl a s s  A  G P C R s:  T a r g et s,  A g e nt s,  a n d  E m er gi n g  C o n-
c e pt s, ” J o ur n al of M e di ci n al C h e mi st r y  6 2, n o. 1 ( 2 0 1 9): 8 8 – 1 2 7.

1 3. B. J. M el a n c o n, C. R. H o p ki n s, M. R. W o o d, et  al., “ All o st eri c M o d u -
l ati o n of S e v e n T r a n s m e m br a n e S p a n ni n g R e c e pt or s: T h e or y, P r a cti c e, 
a n d O p p ort u niti e s f or C e nt r al N er v o u s S y st e m D r u g Di s c o v er y, ” J o ur -
n al of M e di ci n al C h e mi st r y  5 5, n o. 4 ( 2 0 1 2): 1 4 4 5 – 1 4 6 4.

1 4. E. J a c o b y, R. B o u h el al, M. G er s p a c h er, a n d K. S e u w e n, “ T h e 7  T M 
G- P r ot ei n- C o u pl e d  R e c e pt or  T a r g et  F a mil y, ” C h e m M e d C h e m   1,  n o.  8 
( 2 0 0 6): 7 6 0 – 7 8 2.

1 5. D.  W o ott e n,  A.  C h ri st o p o ul o s,  a n d  P.  M.  S e xt o n,  “ E m er gi n g  P a r a-
di g m s i n G P C R All o st er y: I m pli c ati o n s f or D r u g Di s c o v er y, ” N at ur e R e -
vi e ws D r u g Di s c o v er y  1 2, n o. 8 ( 2 0 1 3): 6 3 0 – 6 4 4.

1 6. E.  T.  V a n  D er  W e st h ui z e n,  C.  V al a nt,  P.  M.  S e xt o n,  a n d  A.  C h ri s-
t o p o ul o s, “ E n d o g e n o u s All o st eri c M o d ul at or s of G P r ot ei n – C o u pl e d R e -
c e pt or s, ” J o ur n al of P h ar m a c ol o g y a n d E x p eri m e nt al T h er a p e uti cs  3 5 3, 
n o. 2 ( 2 0 1 5): 2 4 6 – 2 6 0.

1 7. T.  K e n a ki n,  “ All o st eri c  T h e or y:  T a ki n g  T h er a p e uti c  A d v a nt a g e  of 
t h e M all e a bl e N at u r e of G P C R s, ” C ur r e nt N e ur o p h ar m a c ol o g y  5, n o. 3 
( 2 0 0 7): 1 4 9 – 1 5 6.

1 8. D. J . F o st er a n d P. J. C o n n, “ All o st eri c M o d ul ati o n of G P C R s: N e w 
I n si g ht s a n d P ot e nti al Utilit y f or T r e at m e nt of S c hi z o p h r e ni a a n d Ot h er 
C N S Di s or d er s, ” N e ur o n  9 4, n o. 3 ( 2 0 1 7): 4 3 1 – 4 4 6.

1 9. T. P . K e n a ki n a n d T. K e n a ki n, “ Bi a s e d Si g n alli n g a n d All o st eri c M a-
c hi n e s: N e w Vi st a s a n d C h all e n g e s f or D r u g Di s c o v er y, ” B riti s h J o ur n al 
of P h ar m a c ol o g y  1 6 5, n o. 6 ( 2 0 1 2): 1 6 5 9 – 1 6 6 9.

2 0. H. M. Gr e e n, D. B. Fi nl a y, R. A. R o s s, I. R. Gr ei g, S. B. D uff ull, a n d 
M. Gl a s s, “I n Vit r o C h a r a ct eri z ati o n of 6- M et h yl- 3-( 2- N it r o-1-( T hi o p h e
n- 2- Yl ) Et h yl)-2- P h e n yl- 1 H- I nd ol e ( Z C Z 0 1 1) at t h e T y p e 1 C a n n a bi n oi d 
R e c e pt or: All o st eri c A g o ni st or All o st eri c M o d ul at or ?, ” A C S P h ar m a c ol -
o g y & T r a n sl ati o n al S ci e n c e  5, n o. 1 2 ( 2 0 2 2): 1 2 7 9 – 1 2 9 1.

2 1. R. B . L a pr ai ri e, P. M. K ul k a r ni, J. R. D e s c h a m p s, et  al., “ E n a nti o s p e-
cifi c All o st eri c M o d ul ati o n of C a n n a bi n oi d 1 R e c e pt or, ” A C S C h e mi c al 
N e ur os ci e n c e  8, n o. 6 ( 2 0 1 7): 1 1 8 8 – 1 2 0 3.

2 2. S. G a r ai, P. M. K ul k a r ni, P. C. S c h aff er, et  al., “ A p pli c ati o n of Fl u-
ori n e-   a nd  Nit r o g e n- W a l k  A p pr o a c h e s:  D efi ni n g  t h e  St r u ct u r al  a n d 
F u n cti o n al Di v er sit y of 2- P h e n yli n d ol e Cl a s s of C a n n a bi n oi d 1 R e c e pt or 
P o siti v e All o st eri c M o d ul at or s, ” J o ur n al of M e di ci n al C h e mi st r y  6 3, n o. 
2 ( 2 0 2 0): 5 4 2 – 5 6 8.

2 3. S.  G a r ai,  P.  C.  S c h aff er,  R.  B.  L a pr ai ri e,  et  al.,  “ D e si g n,  S y nt h e si s, 
a n d  P h a r m a c ol o gi c al  P r ofili n g  of  C a n n a bi n oi d  1  R e c e pt or  All o st eri c 
M o d ul at or s:  P r e cli ni c al  Effi c a c y  of  C 2- Gr o u p  G A T 2 1 1  C o n g e n er s  f or 
R e d u ci n g I nt r a o c ul a r P r e s s u r e, ” Bi o or g a ni c & M e di ci n al C h e mi st r y  5 0 
( 2 0 2 1): 1 1 6 4 2 1.

2 4. R. G. P ert w e e, “ E n d o c a n n a bi n oi d s a n d T h ei r P h a r m a c ol o gi c al A c-
ti o n s, ” i n H a n d b o o k of E x p eri m e nt al P h ar m a c ol o g y , v ol. 2 3 1, e d. R. G. 
P ert w e e ( C h a m: S pri n g er, 2 0 1 5), 1 – 3 7.

 10970134, 2025, 4, 
Do

wnloaded fro
m https://onlinelibrary.

wiley.co
m/doi/10.1002/prot.26762 by 

Universidad 
Politecnica 

De 
Cataluny, 

Wiley 
Online 

Library on [12/04/2025]. 
See the 

Ter
ms and 

Co
nditions (https://onlinelibrary.

wiley.co
m/ter

ms-and-conditions)
 on 

Wiley 
Online 

Library for rules of use; 
O

A articles are governed by the applicable 
Creative 

Co
m

mons 
License

https://www.webofscience.com/api/gateway/wos/peer-review/10.1002/prot.26762
https://www.webofscience.com/api/gateway/wos/peer-review/10.1002/prot.26762


7 8 4 Pr ot ei ns: Str u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs,  2 0 2 5

2 5. R.  G.  P ert w e e,  A.  C.  H o wl ett,  M.  E.  A b o o d,  et  al.,  “I nt er n ati o n al 
U ni o n  of  B a si c  a n d  Cli ni c al  P h a r m a c ol o g y.  L X X I X.  C a n n a bi n oi d  R e-
c e pt or s a n d T h ei r Li g a n d s: B e y o n d C B 1 a n d C B 2, ” P h ar m a c ol o gi c al R e -
vi e ws  6 2, n o. 4 ( 2 0 1 0): 5 8 8 – 6 3 1.

2 6. D. H a s p ul a a n d M. A. Cl a r k, “ C a n n a bi n oi d R e c e pt o r s: A n U p d at e 
o n C ell Si g n ali n g, P at h o p h y si ol o gi c al R ol e s a n d T h e r a p e uti c O p p o r -
t u niti e s  i n  N e u r ol o gi c al,  C a r di o v a s c ul a r,  a n d  I nfl a m m at o r y  Di s -
e a s e s, ” I nt e r n ati o n al J o u r n al of M ol e c ul a r S ci e n c e s  2 1, n o. 2 0 ( 2 0 2 0): 
7 6 9 3.

2 7. R. G. P ert w e e, “ Li g a n d s T h at T a r g et C a n n a bi n oi d R e c e pt or s i n t h e 
Br ai n: F r o m T H C t o A n a n d a mi d e a n d B e y o n d, ” A d di cti o n Bi ol o g y  1 3, 
n o. 2 ( 2 0 0 8): 1 4 7 – 1 5 9.

2 8. N. R a z, A. M. E y al, D. B. Z eit o u ni, et  al., “ S el e ct e d C a n n a bi s T er-
p e n e s S y n er gi z e Wit h T H C t o P r o d u c e I n c r e a s e d C B 1 R e c e pt or A cti v a -
ti o n, ” Bi o c h e mi c al P h ar m a c ol o g y  2 1 2 ( 2 0 2 3): 1 1 5 5 4 8.

2 9. X. Y a n g, X. W a n g, Z. X u, et  al., “ M ol e c ul a r M e c h a ni s m of All o st eri c 
M o d ul ati o n f or t h e C a n n a bi n oi d R e c e pt or C B 1, ” N at ur e C h e mi c al Bi ol-
o g y  1 8, n o. 8 ( 2 0 2 2): 8 3 1 – 8 4 0.

3 0. D.  P .  H u r st,  S.  G a r ai,  P.  M.  K ul k a r ni,  P.  C.  S c h aff er,  P.  H.  R e g gi o, 
a n d G. A. T h a k u r, “I d e ntifi c ati o n of C b 1 R e c e pt or All o st eri c Sit e s Usi n g 
F or c e- Bi a s e d M M C Si m ul at e d A n n e ali n g a n d V ali d ati o n b y St r u ct u r e-
A c ti vit y R el ati o n s hi p St u di e s, ” A C S M e di ci n al C h e mi st r y L ett er s  1 0, n o. 
8 ( 2 0 1 9): 1 2 1 6 – 1 2 2 1.

3 1. H.  M.  Gr e e n,  D.  M.  J.  F ell n er,  D.  B.  Fi nl a y,  D.  P.  F u r k ert,  a n d  M. 
Gl a s s, “ D et er mi n ati o n of t h e C a n n a bi n oi d C B 1 R e c e pt or's P o siti v e Al-
l o st eri c  M o d ul at or  Bi n di n g  Sit e  T h r o u g h  M ut a g e n e si s  St u di e s, ” P h ar -
m a c e uti c al s  1 7, n o. 2 ( 2 0 2 4): 1 5 4.

3 2. F. S . L e e, Z. T. C h u, a n d A. W a r s h el, “ Mi c r o s c o pi c a n d S e mi mi c r o-
s c o pi c  C al c ul ati o n s  of  El e ct r o st ati c  E n er gi e s  i n  P r ot ei n s  b y  t h e  P O-
L A R I S a n d E N Z Y MI X P r o g r a m s, ” J o ur n al of C o m p ut ati o n al C h e mi st r y
1 4, n o. 2 ( 1 9 9 3): 1 6 1 – 1 8 5.

3 3. I. Vor o b y o v, I. Ki m, Z. T. C h u, a n d A. W a r s h el, “ R efi ni n g t h e T r e at -
m e nt  of  M e m br a n e  P r ot ei n s  b y  C o a r s e- Gr ai n e d  M o d el s, ” P r ot ei n s: 
St r u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs  8 4, n o. 1 ( 2 0 1 6): 9 2 – 1 1 7.

3 4. M.  L e e,  V.  K ol e v,  a n d  A.  W a r s h el,  “ V ali d ati n g  a  C o a r s e- Gr ai n e d 
V olt a g e A cti v ati o n M o d el b y C o m p a ri n g It s P erf or m a n c e t o t h e R e s ult s 
of M o nt e C a rl o Si m ul ati o n s, ” J o ur n al of P h ysi c al C h e mi st r y B  1 2 1, n o. 5 0 
( 2 0 1 7): 1 1 2 8 4 – 1 1 2 9 1.

3 5. S. V i c at o s, A. R y c h k o v a, S. M u k h erj e e, a n d A. W a r s h el, “ A n Eff e cti v e 
C o a r s e- Gr ai n e d M o d el f or Bi ol o gi c al Si m ul ati o n s: R e c e nt R efi n e m e nt s 
a n d V ali d ati o n s, ” P r ot ei n s: St r u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs  8 2, 
n o. 7 ( 2 0 1 4): 1 1 6 8 – 1 1 8 5.

3 6. R.  Al h a d eff  a n d  A.  W a r s h el,  “ A  F r e e- E n er g y  L a n d s c a p e  f or  t h e 
Gl u c a g o n- Li k e  P e pti d e  1  R e c e pt or  G L P 1 R, ” P r ot ei n s:  St r u ct ur e,  F u n c -
ti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs 8 8, n o. 1 ( 2 0 2 0): 1 2 7 – 1 3 4.

3 7. R.  Al h a d eff,  I.  V or o b y o v,  H.  W.  Y o o n,  a n d  A.  W a r s h el,  “ E x pl ori n g 
t h e F r e e-E n er g y L a n d s c a p e of G P C R A cti v ati o n, ” P r o c e e di n gs of t h e N a-
ti o n al A c a d e m y of S ci e n c es of t h e U nit e d St at es of A m eri c a  1 1 5,  n o.  4 1 
( 2 0 1 8): 1 0 3 2 7 – 1 0 3 3 2.

3 8. J. A. B all e st er o s a n d H. W ei n st ei n, “I nt e g r at e d M et h o d s f or t h e C o n -
st r u cti o n of T h r e e- Di m e n si o n al M o d el s a n d C o m p ut ati o n al P r o bi n g of 
St r u ct u r e- F u n cti o n  R el ati o n s  i n  G  P r ot ei n- C o u pl e d  R e c e pt or s, ” M et h -
o d s i n N e ur os ci e n c es  2 5, ( 1 9 9 5): 3 6 6 – 4 2 8.

3 9. A. W a r s h el, Z. T. C h u, J. Vill a, et  al., M ol ari s- X g . Ver si o n 9. 1 5 ( L o s 
A n g el e s: U ni v er sit y of S o ut h er n C alif or ni a, 2 0 1 2).

4 0. M. J. F ri s c h, G a u ssi a n 1 6. R e vi si o n A 0 3  ( W alli n gf or d C T: G a u s si a n 
I n c, 2 0 1 6).

4 1. C.  I.  B a yl y,  P.  Ci e pl a k,  W.  C or n ell,  a n d  P.  A.  K oll m a n,  “ A  W ell-
B e h a v e d El e ct r o st ati c P ot e nti al B a s e d M et h o d Usi n g C h a r g e R e st r ai nt s 
f or  D eri vi n g  At o mi c  C h a r g e s:  T h e  R E S P  M o d el, ” J o ur n al  of  P h ysi c al 
C h e mi st r y  9 7, n o. 4 0 ( 1 9 9 3): 1 0 2 6 9 – 1 0 2 8 0.

4 2. D. A . C a s e, T. E. C h e at h a m, T. D a r d e n, et  al., “ T h e A m b er Bi o m o-
l e c ul a r Si m ul ati o n P r o g r a m s, ” J o ur n al of C o m p ut ati o n al C h e mi st r y  2 6, 
n o. 1 6 ( 2 0 0 5): 1 6 6 8 – 1 6 8 8.

4 3. A.  W a r s h el  a n d  G.  Ki n g,  “ P ol a ri z ati o n  C o n st r ai nt s  i n  M ol e c ul a r 
D y n a mi c s Si m ul ati o n of A q u e o u s S ol uti o n s: T h e S u rf a c e C o n st r ai nt all 
At o m  S ol v e nt  ( S C A A S)  M o d el, ” C h e mi c al  P h ysi cs  L ett er s   1 2 1,  n o.  1 – 2 
( 1 9 8 5): 1 2 4 – 1 2 9.

4 4. F.  S . L e e a n d A. W a r s h el, “ A L o c al R e a cti o n Fi el d M et h o d f or F a st 
E v al u ati o n of L o n g- R a n g e El e ct r o st ati c I nt er a cti o n s i n M ol e c ul a r Si m u -
l ati o n s, ” J o ur n al of C h e mi c al P h ysi cs  9 7, n o. 5 ( 1 9 9 2): 3 1 0 0 – 3 1 0 7.

4 5. N. Si n g h a n d A. W a r s h el, “ A b s ol ut e Bi n di n g F r e e E n er g y C al c ul a-
ti o n s:  O n  t h e  A c c u r a c y  of  C o m p ut ati o n al  S c ori n g  of  P r ot ei n – Li g a n d 
I nt er a cti o n s, ” P r ot ei n s: St r u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs  7 8, n o. 
7 ( 2 0 1 0): 1 7 0 5 – 1 7 2 3.

4 6. Y. Y. S h a m, Z. T. C h u, H. T a o, a n d A. W a r s h el, “ E x a mi ni n g M et h-
o d s f or C al c ul ati o n s of Bi n di n g F r e e E n er gi e s: L R A, LI E, P D L D- L R A, 
a n d  P D L D/ S- L R A  C al c ul ati o n s  of  Li g a n d s  Bi n di n g  t o  a n  HI V  P r ot e-
a s e, ” P r ot ei n s: St r u ct ur e, F u n cti o n, a n d Bi oi nf or m ati cs  3 9, n o. 4 ( 2 0 0 0): 
3 9 3 – 4 0 7.

4 7. A. N a n di, A. Z h a n g, E. A r a d, R. J eli n e k, a n d A. W a r s h el, “ A s s e s si n g 
t h e C at al yti c R ol e of N ati v e Gl u c a g o n A m yl oi d Fi bril s, ” A C S C at al ysi s
1 4, n o. 7 ( 2 0 2 4): 4 6 5 6 – 4 6 6 4.

4 8. W. H u m p h r e y, A. D al k e, a n d K. S c h ult e n, “ V M D: Vi s u al M ol e c ul a r 
D y n a mi c s, ” J o ur n al of M ol e c ul ar Gr a p hi cs  1 4, n o. 1 ( 1 9 9 6): 3 3 – 3 8.

4 9. E. F. P ett er s e n, T. D. G o d d a r d, C. C. H u a n g, et  al., “ U C S F C hi m er a 
– A Vi s u ali z ati o n S y st e m f or E x pl or at or y R e s e a r c h a n d A n al y si s, ” J o ur -
n al of C o m p ut ati o n al C h e mi st r y  2 5, n o. 1 3 ( 2 0 0 4): 1 6 0 5 – 1 6 1 2.

5 0. J. M . St o c kt o n, N. J. Bi r d s all, A. S. B u r g e n, a n d E. C. H ul m e, “ M o d-
ifi c ati o n  of  t h e  Bi n di n g  P r o p erti e s  of  M u s c a ri ni c  R e c e pt or s  b y  G all a-
mi n e, ” M ol e c ul ar P h ar m a c ol o g y  2 3, n o. 3 ( 1 9 8 3): 5 5 1 – 5 5 7.

5 1. F. J . E hl ert, “ E sti m ati o n of t h e Affi niti e s of All o st eri c Li g a n d s Usi n g 
R a di oli g a n d  Bi n di n g  a n d  P h a r m a c ol o gi c al  N ull  M et h o d s, ” M ol e c ul ar 
P h ar m a c ol o g y  3 3, n o. 2 ( 1 9 8 8): 1 8 7 – 1 9 4.

5 2. M. R. P ri c e, G. L. B ailli e, A. T h o m a s, et  al., “ All o st eri c M o d ul ati o n 
of t h e C a n n a bi n oi d C B 1 R e c e pt or, ” M ol e c ul ar P h ar m a c ol o g y  6 8, n o. 5 
( 2 0 0 5): 1 4 8 4 – 1 4 9 5.

5 3. J. W. Bl a c k a n d P. L eff, “ O p er ati o n al M o d el s of P h a r m a c ol o gi c al A g -
o ni s m, ” P r o c e e di n gs of t h e R o y al S o ci et y of L o n d o n -  S eri es B: Bi ol o gi c al 
S ci e n c es  2 2 0, n o. 1 2 1 9 ( 1 9 8 3): 1 4 1 – 1 6 2.

5 4. T. K e n a ki n, “ N e w C o n c e pt s i n D r u g Di s c o v er y: C oll at er al Effi c a c y 
a n d P er mi s si v e A nt a g o ni s m, ” N at ur e R e vi e ws D r u g Di s c o v er y  4, n o. 1 1 
( 2 0 0 5): 9 1 9 – 9 2 7.

5 5. J. J a k u bí k, A. R a n d á k o v á, N. C h et v eri k o v, E. E. El- F a k a h a n y, a n d V. 
D ol e ž al, “ T h e O p er ati o n al M o d el of All o st eri c M o d ul ati o n of P h a r m a-
c ol o gi c al A g o ni s m, ” S ci e ntifi c R e p orts  1 0, n o. 1 ( 2 0 2 0): 1 – 2 0.

5 6. R. S a d a n a a n d C. W. D e s s a u er, “ P h y si ol o gi c al R ol e s f or G P r ot ei n-
R e g ul at e d  A d e n yl yl  C y cl a s e  I s of or m s:  I n si g ht s  F r o m  K n o c k o ut  a n d 
O v er e x pr e s si o n St u di e s, ” N e ur osi g n al s  1 7, n o. 1 ( 2 0 0 9): 5 – 2 2.

5 7. D. L u, S. S. I m m a di, Z. W u, a n d D. A. K e n d all, “ T r a n sl ati o n al P ot e n -
ti al of All o st eri c M o d ul at or s T a r g eti n g t h e C a n n a bi n oi d C B 1 R e c e pt or, ” 
A ct a P h ar m a c ol o gi c a Si ni c a  4 0, n o. 3 ( 2 0 1 8): 3 2 4 – 3 3 5.

5 8. C.  C.  T s e n g,  G.  B ailli e,  G.  D o n vit o,  et  al.,  “ T h e  T rifl u or o m et h yl 
Gr o u p  a s  a  Bi oi s o st eri c  R e pl a c e m e nt  of  t h e  Ali p h ati c  Nit r o  Gr o u p  i n 
C B 1  R e c e pt or  P o siti v e  All o st eri c  M o d ul at or s, ” J o ur n al  of  M e di ci n al 
C h e mi st r y  6 2, n o. 1 0 ( 2 0 1 9): 5 0 4 9 – 5 0 6 2.

5 9. M. E. M a g ui r e, P. M. v a n A r s d al e, a n d A. G. Gil m a n, “ A n A g o ni st-
S p e cifi c Eff e ct of G u a ni n e N u cl e oti d e s o n Bi n di n g t o t h e B et a A d r e n er -
gi c R e c e pt or, ” M ol e c ul ar P h ar m a c ol o g y  1 2, n o. 2 ( 1 9 7 6): 3 3 5 – 3 3 9.

6 0. A.  D e  L e a n,  J.  M.  St a d el,  a n d  R.  J.  L ef k o wit z,  “ A  T er n a r y  C o m-
pl e x  M o d el  E x pl ai n s  t h e  A g o ni st- S p e cifi c  Bi n di n g  P r o p erti e s  of  t h e 

 10970134, 2025, 4, 
Do

wnloaded fro
m https://onlinelibrary.

wiley.co
m/doi/10.1002/prot.26762 by 

Universidad 
Politecnica 

De 
Cataluny, 

Wiley 
Online 

Library on [12/04/2025]. 
See the 

Ter
ms and 

Co
nditions (https://onlinelibrary.

wiley.co
m/ter

ms-and-conditions)
 on 

Wiley 
Online 

Library for rules of use; 
O

A articles are governed by the applicable 
Creative 

Co
m

mons 
License



7 8 5

A d e n yl at e  C y cl a s e- C o u pl e d  B et a- A d r e n er gi c  R e c e pt or, ” J o ur n al  of  Bi-
ol o gi c al C h e mi st r y  2 5 5, n o. 1 5 ( 1 9 8 0): 7 1 0 8 – 7 1 1 7.

6 1. X. W a n g, D. Li u, L. S h e n, et  al., “ A G e n eti c all y E n c o d e d F- 1 9 N M R 
P r o b e  R e v e al s  t h e  All o st eri c  M o d ul ati o n  M e c h a ni s m  of  C a n n a bi n oi d 
R e c e pt or  1, ” J o ur n al  of  t h e  A m eri c a n  C h e mi c al  S o ci et y   1 4 3,  n o.  4 0 
( 2 0 2 1): 1 6 3 2 0 – 1 6 3 2 5.

6 2. M.  B a ri,  A.  P a r a di si,  N.  P a s q u a ri ell o,  a n d  M.  M a c c a r r o n e, 
“ C h ol e st er ol- D e p e n d e nt  M o d ul ati o n  of  T y p e  1  C a n n a bi n oi d  R e c e p-
t or s i n N er v e C ell s, ” J o ur n al of N e ur os ci e n c e R es e ar c h  8 1, n o. 2 ( 2 0 0 5): 
2 7 5 – 2 8 3.

6 3. K. K ri s h n a K u m a r, M. J. R o b ert s o n, E. T h a d h a ni, et  al., “ St r u ct u r al 
B a si s  f or  A cti v ati o n  of  C B 1  b y  a n  E n d o c a n n a bi n oi d  A n al o g, ” N at ur e 
C o m m u ni c ati o n s  1 4, n o. 1 ( 2 0 2 3): 1 – 1 1.

6 4. K.  K ri s h n a  K u m a r,  M.  S h al e v- B e n a mi,  M.  J.  R o b ert s o n,  et  al., 
“ St r u ct u r e of a Si g n ali n g C a n n a bi n oi d R e c e pt or 1- G P r ot ei n C o m pl e x, ” 
C ell  1 7 6, n o. 3 ( 2 0 1 9): 4 4 8 – 4 5 8. e 1 2.

6 5. T. H u a, K. V e m u ri, S. P. Ni k a s, et  al., “ Cr y st al St r u ct u r e s of A g o ni st-
B o u n d  H u m a n  C a n n a bi n oi d  R e c e pt or  C B 1, ” N at ur e   5 4 7,  n o.  7 6 6 4 
( 2 0 1 7): 4 6 8 – 4 7 1.

6 6. T.  H u a, X. Li, L. W u, et  al., “ A cti v ati o n a n d Si g n ali n g M e c h a ni s m 
R e v e al e d  b y  C a n n a bi n oi d  R e c e pt or- Gi  C o m pl e x  St r u ct u r e s, ” C ell   1 8 0, 
n o. 4 ( 2 0 2 0): 6 5 5 – 6 6 5. e 1 8.

6 7. M. Cl a r k, F. G u a r ni eri, I. S h k u r k o, a n d J. Wi s e m a n, “ Gr a n d C a n o n-
i c al  M o nt e  C a rl o  Si m ul ati o n  of  Li g a n d− P r ot ei n  Bi n di n g, ” J o ur n al  of 
C h e mi c al I nf or m ati o n a n d M o d eli n g  4 6, n o. 1 ( 2 0 0 5): 2 3 1 – 2 4 2.

6 8. F. G u a r ni eri a n d M. M e z ei, “ Si m ul at e d A n n e ali n g of C h e mi c al P o-
t e nti al: A G e n er al P r o c e d u r e f or L e a di n g B o u n d W at er s. A p pli c ati o n t o 
t h e  St u d y  of  t h e  Diff er e nti al  H y d r ati o n  P r o p e n siti e s  of  t h e  M aj or  a n d 
Mi n or Gr o o v e s of D N A, ” J o ur n al of t h e A m eri c a n C h e mi c al S o ci et y  1 1 8, 
n o. 3 5 ( 1 9 9 6): 8 4 9 3 – 8 4 9 4.

S u p p o rti n g I nf o r m ati o n

A d diti o n al  s u p p orti n g  i nf or m ati o n  c a n  b e  f o u n d  o nli n e  i n  t h e 
S u p p orti n g I nf or m ati o n s e cti o n.

 10970134, 2025, 4, 
Do

wnloaded fro
m https://onlinelibrary.

wiley.co
m/doi/10.1002/prot.26762 by 

Universidad 
Politecnica 

De 
Cataluny, 

Wiley 
Online 

Library on [12/04/2025]. 
See the 

Ter
ms and 

Co
nditions (https://onlinelibrary.

wiley.co
m/ter

ms-and-conditions)
 on 

Wiley 
Online 

Library for rules of use; 
O

A articles are governed by the applicable 
Creative 

Co
m

mons 
License


	Unraveling GPCRs Allosteric Modulation. Cannabinoid 1 Receptor as a Case Study
	ABSTRACT
	1   |   Introduction
	2   |   Methodology Section
	2.1   |   Systems Setup
	2.2   |   Docking Calculations
	2.3   |   Relaxation and Equilibration Molecular Dynamics (MD) Simulations
	2.4   |   PDLD/S-LRA Simulations
	2.5   |   Coarse-Grained (CG) Model of CB1R

	3   |   Results and Discussion
	3.1   |   Dissociation Constants and Principal Binding Modes for the Allosteric Modulators of CB1R
	3.2   |   Cooperativity Between Allosteric and Orthosteric Sites
	3.3   |   Structural Insights Regarding Allosteric Modulator:CB1R and Allosteric Modulator:CP55940:CB1R Complexes
	3.4   |   Understanding the ZCZ011 Low Resolution
	3.5   |   Putative Alternative Positive Allosteric Binding Sites on CB1R
	3.6   |   Importance of Polar/Charged Residues/Groups on the CB1R Allosteric Site

	4   |   Conclusions
	Author Contributions
	Acknowledgments
	Conflicts of Interest
	Data Availability Statement
	Peer Review
	References




