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ECEPTORY ZWIAZANE Z BIALKAMI G: TYDZER MOZGU

NAGRODA NOBLA 1971, 1994, 2012 M
protein-coupled receptors:

The Nobel Prize for 1971, 1994, 2012

—-—-'H_-_.
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Streszczenie

Artykut opisuje histori¢ odkry¢ naukowych, ktore poczynajac od poczatku XX w. doprowadzity do wyja-

$nienia jak dziala i jak jest zbudowany receptor odbierajacy sygnalty od zewnatrzkomorkowych agonistow
— hormonoéw czy neurotransmiterow. Opisuje role biatek G, posrednikow w sprzezeniu miedzy receptorem
a enzymem — biatkiem efektorowym, przekazujacym dalej sygnat do wnetrza komorki. Przybliza takze syl-
wetki naukowe Noblistow uhonorowanych Nagroda Nobla w latach 1971, 1994, 12012.

Abstract

The article presents a historical overview on the discovery of G protein—coupled receptors and describes

their structure, function and activity. The profiles of researchers honored by the Nobel Prize for 1971, 1994
and 2012 are also presented.

Receptory zwigzane z biatkami G (ang. G Prote-
in-Coupled Receptors, GPCR) stanowia najliczniej-
sz rodzing receptorow blonowych wystepujacych w
Swiecie zywym. W organizmie czlowieka koduje je
okoto 1% genow, a ich liczbe szacuje si¢ na blisko
tysigc. Wszystkie charakteryzuja si¢ podobng budo-
wa — obecnoscig w czasteczce siedmiu domen trans-
btonowych 1 udziatem biatek G w prowadzonych
procesach przekazywania sygnatow. Na receptory te

oddziatuja nie tylko docierajgce do komoérek hormo-
ny czy neurotransmitery, lecz takze czynniki chemo-
taktyczne, bodzce czuciowe czy sygnaly $wietlne.
Ponadto receptory GPCR sg obiektem oddzialtywan
wielu lekow, stad zainteresowanie wspotczesnej far-
makoterapii i medycyny tym tematem.. Wszystko to
czyni zrozumiatymi prestizowe Nagrody Nobla, ktore
w latach wymienionych w tytule artykutu przyznawa-
no kolejno badaczom zajmujacym si¢ wyjasnianiem



i thumaczeniem poszczegdlnych aspektow tej dzie-
dziny wiedzy.

W ponizszym artykule przedstawiono jak, po-
czynajac od poczatkow XX wieku, dochodzono do
zrozumienia czym jest i jak dziata receptor. Opisano
jak ksztattowata si¢ wiedza dotyczaca budowy recep-
torow GPCR i przekazywania przez nie sygnatow
w komorce. Czytelnikow zainteresowanych tematem
autorka odsyta do ksigzek [7,15,16] wydanych przez
Polskie Towarzystwo Naukowe (PWN), zajmujacych
si¢ w szerokim zakresie problematyka przekazywa-
nia informacji w komorce zwierzecej, a takze przed-
stawionych w Bibliografii licznych artykutéw prze-
gladowych, w tym polskojezycznych [1-4,13].

Nagroda Nobla 1971 — Earl W. Sutherland (1915-
1974)

Badania nad receptorami zwigzanymi z biatkami G
zostaly uhonorowane trzema kolejnymi Nagrodami
Nobla. Pierwsza z nich, przyznana badaczowi amery-
kanskiemu E. W. Sutherlandowi, dotyczyta wynikow
doswiadczen prowadzonych przez niego i jego gru-
pe w latach 50. XX wieku. Opisujac jednak historie
rozwoju tej dziedziny wiedzy wydaje si¢ konieczne
cofnigcie wstecz, do lat przetomu XIX i XX wieku,
okresu bogatego w liczne odkrycia naukowe.

Takim niewatpliwym odkryciem byto wyodrebnie-
nie z nadnerczy wolu hormonu adrenaliny. Odkrycia
tego prawie jednoczesnie dokonaty dwa zespoty —
w 1894 r. G. Oliver i E.A. Schater w Londynie oraz
w 1895 1. Napoleon Cybulski i W. Szymanowicz
w Krakowie. Napoleon Cybulski byt pracownikiem
Uniwersytetu Jagielonskiego a zidentyfikowana
nowa ,,substancje” nazwat ,,nadnerczyna” [4]. Nale-
zy dodaé, ze nazwa ,hormon” zostata wprowadzo-
na pozniej i po raz pierwszy uzyta w roku 1904 dla
opisania sekretyny wydzielanej przez dwunastnice,
stymulujacej wyplyw soku trawiennego z trzustki.
Awigcizolacjaiotrzymanieekstraktowadrenalinybyto
o 10 lat wczesniejsze. Adrenalina (epinefryna) jest
syntetyzowana w komorkach chromochtonnych rdze-
nia nadnerczy i jest z nich uwalniana po podraznie-
niu bodzcami nerwowymi z sympatycznego uktadu
nerwowego. Tak jak inne hormony jest wydzielana
do krwi 1 roznoszona przez nig do wszystkich czgsci
ciala. Adrenalina nalezy do grupy zwigzkow klasy-
fikowanych jako katecholaminy, do grupy tej nalezy
tez noradrenalina i dopamina. Adrenalina i noradre-
nalina to réwniez klasyczne neuroprzekazniki, neu-
rotransmitery wytwarzane w zakonczeniu neuro-
now. Do strumienia krwi adrenalina wydzielana jest
w wyniku szoku emocjonalnego — w stanie przestrachu,

zagrozenia czy ztosci, lecz takze gdy poziom cukru we
krwi opada ponizej poziomu tolerowanego przez ko-
morki nerwowe. Powoduje to miedzy innymi wzrost
ci$nienia krwi, przy$pieszenie t¢tna serca, zwigksze-
nie poziomu glukozy we krwi, zwezenie tetniczek
i blednigcie skory, czy rozszerzenie zrenic. Wszystko
to wiemy obecnie, lecz juz wtedy byto dla uczonych
oczywiste, ze zwigzek ten musi oddziatywac na okre-
$lone struktury w organizmie.

Innym istotnym osiggnieciem tego okresu bylo wy-
thumaczenie przez niemieckiego uczonego Emila Fi-
schera na czym polega reakcja enzymatyczna. Fischer
w 1894 1. wykazal, Zze reakcja ta polega na wigzaniu
substratu do tzw. miejsca aktywnego znajdujacego sig¢
w biatkowej czasteczce enzymu i jest wysoce specy-
ficzna. Zwigzanie z miejscem aktywnym powoduje
zmiang elektrondow w chemicznych wigzaniach sub-
stratu 1 przez to utworzenie nowego zwiazku, produktu
reakcji, ktory opuszcza enzym. Fischer przez analogie
porownat po raz pierwszy charakter tego wigzania do
wspotdziatania miedzy zamkiem (enzym) a kluczem
(substrat). Porownanie to w przysztosci okazalo si¢
prawidlowe, tlumaczace stereospecyficznos¢ enzy-
mow, a ponadto pozwolito innemu uczonemu, Paulo-
wi Ehrlichowi, na sformutowanie podobnej analogii w
przypadku dziatania lekow.

Paul Erhlich (1854-1915) urodzit si¢ w Strzelnie
(Dolny Slask) i ukonczyt studia — chemie, a nastep-
nie medycyne w Breslau (Wroctaw). Po doktoracie
w Berlinie, Ehrlich przeniost si¢ do Frankfurtu nad
Menem, gdzie rozpoczal prace w Instytucie Terapii
Eksperymentalnej. Instytut ten zajmowatl si¢ synteza
i oddzialywaniem lekéw na organizm i problem ten
stat si¢ wiodgcym w pracach i rozwazaniach Ehrli-
cha. W owym czasie bylo juz bowiem wiadome, ze
wszystkie organizmy zywe sa zbudowane z komo-
rek, a kazda z nich jest otoczona btong plazmatycz-
ng. Blony plazmatyczne sa bardzo cienkie (3—6 nm)
i efektywnie nieprzepuszczalne dla jonow i polarnych
czasteczek. I tak np. jony potasu ulegaja w roztworze
wodnym rownomiernej dyfuzji w ciggu okoto 5 ms,
a swobodne przejscie przez btone zajetoby im okoto
12 dni. Zatem stopien przepuszczalnosci blony ko-
morkowej jest zbyt niski, aby hormony czy leki, kto-
re sg zazwyczaj zwigzkami hydrofilowymi, dobrze
rozpuszczalnymi w roztworach wodnych i ptynach
wewnatrzustrojowych, mogty samoistnie przenikng¢
przez blong plazmatyczng do wnetrza komorki. Wy-
dawato si¢ wiec oczywiste, ze musi istnie¢ jaki$ inny
mechanizm powodujacy efektywne dziatanie tych
czasteczek.

Uczeni zastanawiali si¢ nad tym problemem od
lat i juz w 1878 r. John N. Langley, badajac anta-



gonistyczne dzialanie atropiny i pilokarpiny na wy-
dzielanie $liny u kota, postulowat, ze w gruczolach
$linowych musza znajdowac si¢ okreslone miejsca
rozpoznajace i tworzace kompleksy z substancja-
mi na nie dzialajagcymi. Bogaty w t¢ wiedze Paul
Ehrlich wprowadzit w 1906 r. pojecie recepto-
ra jako miejsca w blonie plazmatycznej komorki,
z ktorym specyficznie tacza si¢ leki. Postulowal, ze
to polaczenie zachodzi na zasadzie zamka i klucza
(ang. ,,Lock and Key theory”). Teoria zamka i klu-
cza i pojecie receptora jest aktualne do dzis. Jednak
wykazanie, ze receptory sg strukturami biatkowymi,
a takze wyjasnienie, na czym polega oddziatywanie
z nimi substancji sygnatowych pozostawato tajemni-
ca do drugiej potlowy XX wieku. Nalezy doda¢, ze
w 1914 r. Ehrlich byl wsrod tych intelektualistow
niemieckich, ktorzy podpisali list otwarty, tzw. ,,List
93” protestujacy przeciwko militarnej rozbudowie
Niemiec i I Wojnie Swiatowej. List pozostat apelem,
a po stosunkowo niedlugim czasie wybuchta druga
wojna, ktora, jak wiemy, zrujnowata Europe. Dlatego
nie dziwi fakt, ze centrum nauki §wiatowej przeniosto
si¢ do Stanow Zjednoczonych.

Od czasu wprowadzenia przez Erlicha pojecia re-
ceptora, pojecie to, cho¢ owiane aurg tajemniczosci,
istniato w nauce. W latach 30. XX wieku wszyscy
wierzyli, Ze receptory istnieja. Badajac dziatanie ago-
nistow 1 antagonistéw dowodzono teoretycznie ich
istnienia i wysuwano rézne hipotezy dotyczace ich
lokalizacji i dziatania. Kres hipotezom przyniosty do-
piero badania prowadzone w latach 50. XX w. przez
badacza amerykanskiego Earla W. Sutherlanda.

Earl W. Sutherland i jego wspotpracownicy ba-
dali wptyw adrenaliny i glukagonu na rozpad gliko-
genu w komorkach watroby szczura. Glukagon jest
hormonem wydzielanym przez komorki trzustki w
odpowiedzi na mate stezenie cukru we krwi. Podob-
nie jak adrenalina, hormon ten dziatajac na watro-
be powoduje przeksztalcenie glikogenu do glukozy
1 wydzielenie tego zwiazku do krwi. Badajac homo-
genaty watroby szczura w obecnosci jednego lub
drugiego hormonu, Ehrlich stwierdzit, ze dodanie do
proéb adenozynotrifosforanu (ATP) powoduje powsta-
nie nowego zwiazku. Oczyscit go do homogennosci
1 wykazat, ze jest to cykliczny 3’,5’—adenozynomo-
nofosforan (cAMP), powstajacy z ATP w wyniku ak-
tywacji 1 dziatania specyficznego enzymu, ktory na-
zwal cyklazg adenylanowa (ang. adenylate cyclase)
[18]. Te podrecznikowa obecnie reakcje przedstawia
rycina 1.

Sutherland izolujac cAMP poczatkowo nie zda-
watl sobie sprawy z wagi tego odkrycia. Sadzit, ze
nukleotyd ten jest ogniwem posrednim w metaboli-

zmie energetycznym w komorce i nie byl przekonany
o0 jego roli w przekazywaniu informacji. Odkrycie
to wywotato jednak duze zainteresowanie, mi¢dzy
innymi Jaquesa L. Monoda, innego amerykanskiego
uczonego. Monod byt enzymologiem, tworca teorii
allosterycznosci, za ktora zresztg takze otrzymat Na-
grod¢ Nobla w 1965 r. Mowigc najprosciej, teoria ta
glosita, ze enzym (biatko) zawiera na powierzchni
nie tylko domeng katalityczng z miejscem aktywnym
wiazacym substrat, lecz réwniez domene regulatoro-
wa [11]. Zgodnie z tg teoria Monod, znajac wyniki
doswiadczen Sutherlanda, sugerowat, ze cyklaza ade-
nylanowa bedac enzymem petni jednoczesnie funkcje
receptorowe. Przenikajac przez btone plazmatycz-
ng zawiera dwa miejsca wigzania — po zewngtrznej
stronie btony miejsce regulatorowe (receptorowe),
ktore wigze hormon i miejsce katalityczne po stronie
wewngtrznej blony plazmatycznej, majace zdolnos¢
wigzania ATP i przeksztalcania go w cAMP. Teoria
ta byla w owym czasie popularna, ale Sutherland si¢
z nig nie zgadzat. W dalszych pionierskich badaniach
grupa Sutherlanda scharakteryzowata uktad generu-
jacy cAMP i wykazata jego role w sygnalizacji we-
wnatrzkomorkowej. Jak wykazat Sutherland, Monod
btednie zaktadal tozsamos¢ biatka enzymatycznego
z receptorem. W pracy przegladowej z 1966 r. [25]
Sutherland omawia swojg teori¢ tzw. wtornych prze-
kaznikow informacji (ang. Second Messenger the-
ory). Wedtug Sutherlanda hormon — agonista, ligand,
przekaznik pierwszego rzedu — wigze si¢ po stronie
zewngetrznej komorki z biatkiem receptorowym two-
rzac z nim kompleks, co wywoluje zmiang konforma-
cyjng struktury przestrzennej w czasteczce receptora.
Zmiana ta powoduje, Ze receptor staje si¢ zdolny do
wigzania po stronie wewnetrznej btony plazmatycz-
nej enzymu, cyklazy adenylanowej, prowadzac do
powstania cAMP. Cykliczny AMP (cAMP) jest wtor-
nym przekaznikiem informacji, rozpoczyna bowiem
kaskadg reakcji aktywujac kinazg biatkowa A i kolej-
ne czasteczki innych biatek, zdolnych do aktywacji
okreslonego genu w jadrze komérkowym.

A zatem Sutherland wykazal, Ze receptor jest cza-
steczka biatka przenikajacg przez blong plazmatycz-
na. Sklada si¢ z trzech domen: domeny zewnetrznej,
domeny znajdujacej si¢ w blonie i domeny wewngtrz-
nej rozciggajacej si¢ w cytoplazmie. Hormon docie-
rajacy do docelowej komorki nie potrzebuje wnikac¢
do jej wnetrza, aby wywotac¢ okreslong odpowiedz.
Odkrycie to — wyjasnienie jak dziata hormon — zo-
stalo dostrzezone i uhonorowane przyznaniem Su-
therlandowi w roku 1971 Nagrody Nobla z dzie-
dziny fizjologii i medycyny. Nalezy doda¢, ze tak
jak nazwa ,receptor” jest autorstwa Paula Ehrlicha,



to okreslenia ,.first messenger”, ,,second messenger”,
»agonista” czy ,,przekazywanie informacji”’ zostaty
do stownictwa naukowego wprowadzone przez Earla
W. Sutherlanda.

Adenozyno-5'-trifosforan (ATP)
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jednak zgodnie z teorig Sutherlanda, powinny mie¢
taka samg domen¢ — identyczny region katalityczny
aktywujacy cyklaze adenylanowg. Robdell uznal, ze
ta powszechnie przyjeta sekwencja wydarzen przyj-
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Rye. 1. Schemat reakcji enzymatycznej prowadzonej przez enzym, cyklaz¢ adenylanowa, w ktorej ATP w wyniku cyklizacji zostaje przeksztatcony w

cykliczny AMP (cAMP).

Nagroda Nobla 1994 — Martin Robdell (1925-
1998) i Alfred G. Gilman (1941-2015)

Wyniki uzyskane przez Sutherlanda miaty ogrom-
ny wplyw na badania kolejnego amerykanskiego
uczonego, Martina Robdella. W latach 60. XX wieku
Martin Robdell rozpoczat karier¢ naukowa badajac
tworzenie cAMP w komorkach ttuszczowych. Wyka-
zal, ze synteza tego zwigzku zachodzi nie tylko pod
wplywem adrenaliny i glukagonu, lecz takze sekre-
tyny, hormonu adrenokortykotropowego (ACTH),
histaminy i dopaminy. Dodatkowe czynniki, enzy-
my proteolityczne czy jony wapnia zwigkszaty lub
zmniejszaty dzialanie jednych hormonéw nie wply-
wajac na inne. Pozwolito to Robdellowi stwierdzic,
ze kazdy hormon musi dziata¢ na inny receptor, ale
wywotuje ten sam skutek. A wigc rdzne receptory
musza mie¢ rézne domeny wiazace rézne hormony,

mujaca, ze receptor dziata bezposrednio na enzym
jest malo prawdopodobna i wymaga korekty. W tym
przekonaniu utwierdzita go cybernetyka, ktorg byt
zafascynowany 1 ktora postanowit wykorzysta¢ do
analizy procesow zachodzacych w komorce. Zgodnie
z tym tokiem myslenia, receptory nazwat dyskrymi-
natorami, a enzymy, ktorych aktywnos$¢ stymulowat
hormon, wzmacniaczami, efektorami. Na drodze de-
dukcji postulowat jednak, ze pomigdzy nimi powi-
nien znajdowac si¢ dodatkowy sktadnik — przekaznik
(ang. transducer), przekazujacy sygnat do komorki
w nastepujacej sekwencji zdarzen: hormon — receptor
— przekaznik — enzym.

Jednoczesnie (w 1971 r.) Robdell rozpoczat ba-
dania nad syntezg cAMP zachodzaca pod wptywem
glukagonu w izolowanych blonach plazmatycznych
watroby szczura, bedacych zrodlem receptora i en-
zymu. Do prob doswiadczalnych dodawat ATP —



substrat konieczny do powstania cAMP. Wynik do-
$wiadczen wzbudzil jego zdziwienie, bowiem gdy
w jednych probach reakcja zachodzita, w innych nie
zachodzila. Po sprawdzeniu okazalo si¢, ze proby te
r6znily si¢ preparatami ATP, produkowanymi przez
okreslong firme¢ farmaceutyczng. Rodbell przypusz-
czal, ze reakcja nie zachodzi, gdy preparat ATP jest
zanieczyszczony. Zaciekawiony tym, co hamuje re-
akcje, ztozyl reklamacje. Wynik okazat si¢ odmienny
i w efekcie przyniost Robdellowi p6zniejsza Nagrode
Nobla. Okazalo si¢ bowiem, ze preparaty zawierajg-
ce oczyszczony do homogennosci ATP nie dziataty,
a efektywne byly te, w ktorych ATP byt czgsciowo
zanieczyszczony domieszkg innego nukleotydu, trud-
no oddzielanego od ATP, nukleotydu guanylowego,
guanozynotrifosforanu (GTP). Wynik ten wskazywat
na rol¢ GTP w procesach przekazywania informacji
[20] 1 utrwalat sugestie, ze sekwencja zdarzen w prze-
kazywaniu sygnatu jest bardziej skomplikowana niz
sadzono [21].

Teoria Robdella gloszaca istnienie przekaznika
pomigdzy receptorem a enzymem i wykazanie istot-
nej roli GTP w tworzeniu cAMP spotkata si¢ jednak
z obojetno$cia, a nawet drwing srodowiska nauko-
wego. Traktowano jg jako hipotetyczna, a uzyskany
wynik dotyczacy GTP nie uwazano za istotny, wpro-
wadzajacy korekte do teorii Sutherlanda. W artykule
przegladowym opublikowanym w latach pdzniej-
szych (1992), Robdell przedstawia swoje dwudzie-
stoletnie badania i opisuje jak niejednokrotnie jego
wystgpienia na seminariach spotykaty si¢ ze $mie-
chem, czy nawet ostentacyjnym wychodzeniem z sali
[22]. Dopiero prowadzone w latach 80. niezalezne
badania Alfreda Gilmana (Dallas, Texas) wykazaty
stuszno$¢ przewidywan Robdella i catkowicie po-
twierdzity zasadno$¢ jego rozumowania.

W koncu lat siedemdziesiagtych Alfred G. Gilman
wraz ze wspoOlpracownikami badali wptyw tempera-
tury na aktywnos¢ cyklazy adenylanowej. Do badan
uzywali detergentowe ekstrakty bton plazmatycz-
nych komorek chtoniaka i stwierdzili, ze po podgrza-
niu do temperatury 37°C aktywnos$¢ enzymu znikata
w ciggu 20 min. Jako kontroli uzywano bton komorek
zmutowanych, nieposiadajacych aktywnosci cyklazy.
Na zasadzie przypadku, omytkowo, do podgrzanych
blon pozbawionych aktywnosci enzymu dodano
btony komorek zmutowanych, ktore jako takie tej
zdolnosci nie posiadaty. Wynik pomytki okazat si¢
zdumiewajacy, bowiem potaczenie obu preparatow
przywracato t¢ zdolnos¢ [23]. Obserwowane zjawi-
sko mozna bylo jedynie wytlumaczy¢ zaktadajac, ze
za syntez¢ cAMP odpowiadajg dwa biatka, termola-
bilne i termostabilne. Zatozono, ze biatko termosta-

bilne znajduje si¢ w blonach komorek podgrzanych,
a biatko termolabilne zostato uzyskane z komorek
zmutowanych. To zalozenie okazato si¢ stuszne.
Bialko termostabilne zostato w 1980 r. oczyszczo-
ne do homogennosci. Wykazano, ze wigze ono GTP
1 w tej postaci aktywuje cyklaze adenylanowa, ktora
okazata si¢ by¢ biatkiem termolabilnym [14]. A wiec
podgrzanie inaktywowatlo cyklaze, nie dzialajac na
aktywnos$¢ drugiego biatka. Z kolei mutacja komorek
nie dotyczyta braku cyklazy adenylanowej, a owego
innego biatka. W 1985 r. Gilman 1 wspotpracowni-
cy dysponowali juz oczyszczonym do homogennosci
preparatem owego bialka, a takze oczyszczong cykla-
z3 adenylanowg i receptorem beta—adrenergicznym,
ktorego agonista jest adrenalina i noradrenalina. Te
trzy biatka wbudowano w sztuczne blony pecherzy-
kéw liposomalnych, utworzonych ze zmieszanych
w okres$lonych proporcjach fosfolipidow. Wewnatrz
pecherzykow zamykano ATP i GTP. Badacze wyka-
zali, ze gdy na uktad ten dziala sygnat, synteza cAMP
wymaga obecnosci wszystkich trzech bialek — recep-
tora, odkrytego biatka (przekaznika) i enzymu [10].

Biatko przekaznikowe, wiazace i stymulowane
przez GTP, zostato przez Gilmana nazwane biatkiem
G [10]. Przedstawione wyniki badan Gilmana w petni
udowodnily stusznos¢ i zasadnos¢ postulowanej teo-
rii Robdella. W roku 1994 — za odkrycie bialek G
— Robdell i Gilman zostali uhonorowani Nagrodg
Nobla z dziedziny fizjologii i medycyny.

W latach podzniejszych dalsze badania Gilma-
na, Rodbella i innych uczonych poszty w kierunku
poznania struktury, wtasciwosci i funkcji biatek G
[1-3]. Badania wykazaty, ze biatka G tworza rodzing
homologicznych, trojpodjednostkowych biatek wia-
zacych GTP. Posiadaja takze zdolnos$¢ hydrolizy GTP
do GDP, maja wigc wlasciwosci enzymu — stalg ak-
tywnos¢ GTPazowa. Biatka G przekazuja sygnat od
btony plazmatycznej wedtug jednego uniwersalnego
schematu — od receptora, poprzez biatko G, do efek-
tora [6]. Na rycinie 2 przedstawiono schematycznie
budowe i dziatanie biatek G. Biatka G sktadaja si¢ z
trzech podjednostek: alfa, beta i gama. Podjednostka
alfa ma domene wiazaca GTP i GDP. Z GDP przylega
do pozostatych podjednostek i stanowi forme nieak-
tywng zwigzang z receptorem. Gdy na receptor dziata
agonista, nast¢puje zmiana konformacyjna receptora,
przenoszona takze na zmiang struktury przestrzen-
nej biatka G. Powoduje to uwolnienie GDP i przy-
taczenie GTP do podjednostki alfa; w takiej postaci
biatko G staje si¢ aktywne [6]. Podjednostka alfa
odtacza si¢ teraz od kompleksu beta/gama i aktywuje
okreslony efektor (E ). Sq doniesienia, ze takze kom-
pleks beta/gama ma zdolno$¢ do takiej aktywacii,



dzialajgc na inny efektor (E,) lub synergistycznie czy
przeciwstawnie na ten sam, na ktory dziata podjed-
nostka alfa (E,). Aktywnos¢ biatka G utrzymuje sig
tak dlugo, jak dtugo do podjednostki alfa jest przy-
faczony GTP. Podjednostka alfa ma zdolno$¢ do hy-
drolizy GTP. W jej wyniku powstaje GDP, co jest sy-
gnatem do ponownego polaczenia wszystkich trzech
podjednostek i biatko G staje si¢ zndw nieaktywne.
Nalezy dla porzadku zaznaczy¢, ze wedlug pewnych
doniesien do aktywacji efektora (enzymu) konieczna
jest obecnos¢ GTP, a odlaczenie podjednostki alfa od
pozostatych nie jest konieczne.

Wydzielono i sklonowano geny wielu podjedno-
stek bialek G. Liczba sklonowanych podjednostek
alfa (masa czasteczkowa 38—45 kDa) waha si¢ w za-
leznosci od zrodta informacji od 17 do 20, podjed-
nostek beta od 5 do 6, a liczb¢ podjednostek gama
podaje si¢ jako 12 (ryc. 2). Klasyfikacja biatek G
opiera si¢ na witasciwosciach i podobienstwie ami-
nokwasow podjednostki alfa. Zasadniczo wyrdznia

lei biatka Gq majg inne dziatanie — podjednostka alfa
tego biatka nie dziala na cyklaz¢ adenylanowa, a ak-
tywuje inny enzym, fosfolipaze C. W efekcie tworza
si¢ wtorne przekazniki informacji, ktore wplywaja
na wzrost poziomu st¢zenia wolnych jonow wapnia
w komorce i aktywacje kinazy biatkowej C [1,2]. Na-
lezy dodac¢, ze w pewnych typach biatek G wystepuja
w ich podjednostkach alfa specjalne domeny ulegaja-
ce toksynom bakteryjnym krztusca (Gi) lub cholery
(Gs). Toksyna cholery powoduje blokade aktywno-
$ci GTPazowej, co uniemozliwia hydroliz¢ GTP do
GDP. Utrzymujaca si¢ stata aktywno$¢ cyklazy ade-
nylanowej powoduje nieprzemijajacy wzrost st¢zenia
cAMP, wywolujac uporczywe biegunki bedace obja-
wem choroby. Dziatanie toksyny krztusca polega na
blokowaniu dostgpu biatka do receptora.

Z kolei biatka G12/13 aktywuja mate biatko G —
biatko Rho [3]. Nalezy zaznaczy¢, ze uzywajac okre-
$lenia ,,biatka G” mys$limy o rodzinie omdéwionych
powyzej trojpodjednostkowych biatek petiacych

a: 39-45 kDa
17-20

B: 35-36 kDa
5-6

y: 8-10 kDa
12

Ryec. 2. Schemat dziatania bialek G. Opis skrotow patrz tekst. (wg. J. Baranska, 1977).

si¢ 4 gtowne typy tych biatek: Gs, Gi, Gq 1 G12/13
[6]. Gs to biatka, ktorych rola polega na aktywacji
cyklazy adenylanowej i zwigkszeniu st¢zenia cAMP.
Receptor zwigzany z biatkiem Gi nie stymuluje,
a hamuje aktywnos$¢ cyklazy powodujac zmniejszenie
stezenia cCAMP w komorce. W sklad biatek tej klasy
wchodzi takze biatko Go, ktore wystepuje w mozgu
i Gt, wystepujace w precikach siatkowki oka, zwia-
zane z rodopsyng i aktywowane przez swiatlo. Z ko-

role przekaznikow w przenoszeniu sygnatu od recep-
torow w blonie plazmatycznej komorki do jej wne-
trza. Jednak do nadrodziny biatek G naleza rowniez
tzw ,,male biatka G, ktore nie tworzg struktur oligo-
merycznych. Mate biatka G, np. Rho, Ras, Rap, Arf-1
wystepuja w postaci monomeru i sg odpowiednikami
podjednostek alfa bialek G. Z tymi ostatnimi faczy je
wspolna cecha — ich dziatanie jest w petni regulowane
przez nukleotydy guanylanowe, GTP — ,,wlaczaja-



cy” 1 GDP ,,wylaczajacy” system [3]. Mate biatka
G sg aktywowane przez czynniki wzrostu, dziataja-
ce na inng klase receptoréw btonowych niz recepto-
ry GPCR. Posredniczag w sygnalach przedtuzonych
w czasie, jak mitogeneza czy réznicowanie. W odroz-
nieniu od matych, monomerycznych biatek G, troj-
podjednostkowe biatka G uczestniczg w szybkich,
przemijajacych odpowiedziach komorki, takich jak
aktywacja okreslonych enzymow, wzrost st¢zenia jo-
ndéw wapnia, wzrost lub zmniejszenie stezenia CAMP,
czy wreszcie aktywacja kanatow jonowych. Mowiac
najogolniej — ich funkcja to regulacja poziomu wtor-
nych przekaznikow informacji w komorce. Zaktywo-
wanie receptora przez hormon czy neurotransmiter
prowadzi wigc do powstania wtornych przekaznikow,
a te wywotluja dalszy sygnat — kaskade fosforylacji
biatek w komorce, a po dojsciu do jadra komdrkowe-
go zmian¢ aktywnosci transkrypcyjnej genow kodu-
jacych rozne biatka i w efekcie okre$lona odpowiedz
komorki.

Biatka G otrzymuja i przekazuja sygnaty od wigce;j
niz 200 typow receptorow rodziny GPCR. Nagroda
Nobla z roku 2012 dotyczy wtasnie badan receptorow
zwigzanych z biatkiem G, receptorow GPCR.

Nagroda Nobla 2012 — Robert J. Lefkowitz
(1943-..) i Brian K. Kobilka (1955-..)

Od czasu odkrycia i wyjasnienia przez Sutherlan-
da, Zze dziatanie hormonow polega na ich laczeniu
z biatkowymi receptorami znajdujacymi si¢ w btonie
plazmatycznej komorek docelowych, dziatanie i bu-
dowa tych receptoréw znalazty si¢ w centrum uwa-
gi uczonych. Skoro okazato si¢, ze receptory nie sa
tworami teoretycznymi, a sg realnymi czasteczkami
biatka, dla poznania ich struktury i funkcji zaczeto
uzywa¢ wszelkich dostepnych metod technik bio-
chemicznych i biologii molekularnej. Metody elek-
trofizjologiczne, a szczegolnie chromatograficzne,
pozwolity na wyizolowanie i scharakteryzowanie re-
ceptorow, jednak dopiero rozw6j metod biologii mole-
kularnej, takich jak klonowanie, sekwencjonowanie,
czy punktowa mutageneza, pozwolily na poznanie
ich budowy. Pierwszym poznanym receptorem, re-
ceptorem nalezacym do rodziny GPCR, byl receptor
beta2—adrenergiczny. Zgodnie z obecnie przyjeta kla-
syfikacja receptory adrenergiczne dzielimy na podty-
py: alfal, alfa2 i beta. Oba podtypy receptoréw alfa
wykazuja wigksze powinowactwo do noradrenaliny,
podczas gdy receptory beta do adrenaliny. Ponad-
to receptory adrenergiczne typu alfal sg zwigzane
z biatkiem Gq i odpowiadaja za zwigkszenie stgzenia
wolnych jonéw wapnia, a receptory alfa2, zwigzane

z biatkiem Gi, hamuja aktywnos$¢ cyklazy adenylano-
wej 1 zmniejszajg stezenie cAMP w komorce. Z kolei
receptory podtypu beta sg zwigzane z biatkiem Gs
i odwrotnie niz alfa2, aktywuja cyklaze i odpowiadaja
za zwigkszenie stezenia cAMP w komorce. Istniejace
w ramach poszczegdlnych podtypow pewne roznice
strukturalne migdzy nalezacymi do nich receptorami
spowodowaly dalszy podziat. I tak podtyp beta dzie-
limy na receptory adrenergiczne betal, beta2 i beta3
[13]. Poznanie i szczegdlowa charakterystyka recep-
tora beta2—adrenergicznego, nalezacego do wielkiej
rodziny receptorow GPCR, jest niewatpliwa zastuga
Roberta J. Lefkowitza i Briana K. Kobilki.

Robert J. Lefkowitz i Brian K. Kobilka to uczeni
amerykanscy, ale, co nalezy zaznaczy¢, obaj z pol-
skimi korzeniami. Lefkowitz ukonczyl medycyne
na Columbia University, odbyt rezydentur¢ na Uni-
wersytecie Harvarda, a nastgpnie rozpoczat prace
w Howard Huges Medical Institute w Duke University
w Karolinie Potnocnej. Juz w latach 70. zajat sie
wyjasnieniem budowy receptorow alfa i beta adre-
nergicznych [24]. Kobilka po ukonczeniu medycyny
na Yale University i rezydenturze na Uniwersyte-
ciw w St. Louis (z interny), w 1984 r. rozpoczat staz
w Huges Medical Institute. Wkrotce dotaczyt do gru-
py Lefkowitza, z ktorym nastgpnie pracowal przez
wiele lat. Na poczatku pracy Kobilka dostat jako za-
danie wyizolowanie z ludzkiego genomu gen kodu-
jacy receptor beta2—adrenergiczny. Wysitki Kobilki
zakonczyly si¢ sukcesem i w 1986 r. obaj badacze
opublikowali wyniki do$wiadczen wykazujace na
homologie receptora beta2—adrenergicznego z rodop-
syna, receptorem reagujacym na strumien §wiatta [5].
W 2000 r. Krzysztof Palczewski, uczony polski od lat
mieszkajgcy i pracujacy w Stanach, otrzymat wraz ze
wspotpracownikami rodopsyne w postaci krystalicz-
nej i ustalit jej strukture [17]. Wydedukowana na pod-
stawie badan z uzyciem metod biologii molekularne;j
struktura receptora beta2—adrenergicznego wydawata
si¢ podobna do tej ustalonej szczeg6towo dla rodop-
syny. Przypominamy, ze rodopsyna, cho¢ odbierajaca
sygnat fizyczny (foton $wiatla), jest takze zwigzana
z biatkiem G, bialkiem Gt. Te dane pozwolily Lef-
kowitzowi na wysuniecie postulatu, ze najprawdopo-
dobniej receptory zwigzane z biatkami G, receptory
GPCR, maja wszystkie podobny plan budowy [9].
Ten postulat zostat potwierdzony przez Kobilke, gdy
wraz ze wspotpracownikami doprowadzit w 2007 r.
do krystalizacji receptora beta2—adrenergicznego
[19] (patrz takze artykut przegladowy [8]).

Badania, prowadzone ze znaczacym udziatem Lef-
kowitza i Kobilki, pokazaty, ze wszystkie receptory
GPCR majg identyczny plan budowy. Sa dtugimi, po-



jedynczymi tancuchami bialkowymi zbudowanymi
z paruset reszt aminokwasow. Na podstawie analizy
hydrofobowosci i hydrofilno$ci poszczegélnych frag-
mentoéw lancucha bialkowego receptora poczatkowo
dedukowano, a nastgpnie po krystalizacji receptora
wykazano, ze biatko receptorowe siedem razy prze-
nika przez lipidowa btong, tworzac w niej siedem od-
dzielnych domen (HI1-H7). Fragmenty tancucha we
wszystkich tych domenach sktadajg si¢ z 20-25 reszt
hydrofobowych aminokwaséw i maja budowe alfa—
helisy. Te helikalne domeny sg potaczone ze sobag
naprzemiennie odcinkami hydrofilowymi tancucha
tworzacymi petle. Zarowno po stronie zewngtrznej
komorki, jak i wewnatrz, w cytozolu, domeny sg po-
faczone trzema petlami. Schematyczny model recep-
tora — tancucha biatkowego siedmiokrotnie przekra-
czajacego btone¢ plazmatyczng, przedstawia rycina 3.
Jak widzimy, koniec aminowy biatka receptorowego
(N—koniec) jest usytuowany na zewnatrz. Koniec
karboksylowy (C—koniec) jest zanurzony w cytozolu
i zawiera reszty aminokwasow ulegajace fosforylacji.
Biatko G wiaze si¢ z receptorem w obrebie jego trze-
ciej petli (C3) znajdujacej sie¢ w cytoplazmie (Ryc. 3).
W wigzaniu agonisty (hormonu, neurotransmitera)

wodorowe molekuty agonisty. Pionierskie badania
Lefkowitza wyjasnily mechanizm taczenia agonisty,
hormonu, z receptorem beta2—adrenergicznym, wska-
zujac na istotng rol¢ w tym procesie kwasnych reszt
kwasu asparaginowego w helisie 3 (H3) i seryny w he-
lisie 5 (HYS), tworzacych ,,kieszen” i wigzacych grupe
aminowag i grupy katecholowe adrenaliny [24]. Zastu-
ga Lefkowitza byto takze wyjasnienie procesu desen-
sytyzacji (odczulania) receptora beta2—adrenergicz-
nego. Mate stezenia agonisty wywoluja zmniejszenie
powinowactwa receptora i samoistne odszczepienie
agonisty. Przy wysokim stezeniu nie nastepuje odla-
czenie agonisty i ufosforylowany w wyniku dziatania
kinazy receptor wraz z przylaczonym tzw. bialkiem
adaptorowym, beta—arestyng, ulega internalizacji.
W procesie fosforylacji bierze udziat specyficzna ki-
naza BARK 1 po odlaczeniu podjednostki alfa, akty-
wujacej cyklaze adenylanowa, kompleks podjedno-
stek beta/gama biatka Gs jest zwigzany z receptorem.
Internalizacja prowadzi do endocytozy i albo do de-
gradacji receptora albo, po defosforylacji i odlgcze-
niu pozostatych biatek, do ponownego wbudowania
receptora do btony plazmatycznej [8,13].

Badania Lefkowitza i Kobilki wniosly znaczacy

NH,
d El E2 E3 Eq
prIestreh
Zewwn girzhomdrkowa
H1 H2 H3 H4 H5 H& HT
cytoplazma
c1 c2 c3 LE-\

Co0’

Ryec. 3. Typowa budowa receptora zwigzanego z biatkiem G. Omowienie budowy, patrz tekst.

docierajacego do receptora nie biorg udziatu petle
zewnatrzkomorkowe tancucha biatkowego. Agonista
wnika w glab btony i dociera do tzw. ,,kieszeni” utwo-
rzonej przez reszty aminokwasow nalezacych do helis
transblonowych, taczacych jonowo, lub przez mostki

postep w poznanie struktury i mechanizmow dzia-
fania rodziny receptoréw GPCR. Obaj badacze za
badania nad receptorami zwigzanymi 7 biatkami
G zostali w 2012 r. uhonorowani Nagroda Nobla
z dziedziny chemii. Nagroda Nobla przyznana za te



osiggnigcia ma nie tylko aspekt poznawczy, nauko-
wy, ale takze praktyczny. Jak powiedziano powyzej,
receptory GPCR stanowia najliczniejsza rodzine
receptorow btonowych w $wiecie zywym, a wigc
i w organizmie czlowieka. Zwigzki syntetyczne,
egzogenne, maja budowe odmienna od zwigzkow
naturalnych, ale majag domeny przestrzenne na tyle
podobne, ze moga wigza¢ si¢ do receptora. Znajac
strukture receptorow mozna zatem produkowac leki
dziatajagce podobnie jak agonisci (ligandy) aktywu-
jace receptory, lecz takze leki dziatajace jako anta-
gonisci hamujace ich dziatanie [12]. Procz dzialania
bezposredniego, pobudzajacego lub hamujacego,
leki mogg takze dziata¢ posrednio, modulujac sygnat
docierajacy do receptora. Lekarstwa dziatajace jako
antagonisci nie wywotuja zmian konformacyjnych
biatka receptorowego, ale wigzac si¢ z nim uniemoz-
liwiajg dzialanie naturalnym ligandom. Wigzanie to
jest czesto nieodwracalne. Jedng z najwazniejszych
grup lekéw stosowanych obecnie sg antagonisci re-
ceptorow beta—adrenergicznych. Leki te, tzw. beta—
blokery, sa uzywane w chorobach uktadu krazenia,
nadci$nieniu czy zaburzeniach rytmu serca. Nato-
miast lekarstwa pobudzajace receptory beta—adrener-
giczne wywolujg rozkurcz kanalikow oskrzelowych
1 s uzywane w leczeniu astmy. Z kolei leki bloku-
jace receptor histaminowy H1 stosuje si¢ w alergii,
co znosi objawy wywolane przez histaming i poma-
ga w chorobie. Dziatanie antagonistyczne wywotuja
takze leki psychotropowe stosowane w psychiatrii,
dziatajagce blokujaco na receptor dopaminowy D2,
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dostepnos¢ aktywatorow receptorow w przestrzeni
synaptycznej. Takze produkowane obecnie leki prze-
ciwnowotworowe opierajg si¢ na znajomosci zabu-
rzen wystepujacych w komorkowej sygnalizacji [12].

Te kilka powyzszych przyktadow pokazuje, ze
wspotczesna farmakoterapia w duzej mierze opiera
si¢ na wiedzy zwigzanej z przekazywaniem sygnatow
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