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DIMER Sy BIALKA G — CZASTECZKA SYGNALOWA

WPROWADZENIE

Wiele hormonow, neurotransmiterow, che-
mokin oraz lokalnych aktywatorow i czynni-
kow sensorycznych oddzialywujac z serpen-
tynowymi (siedmio-transblonowymi) recepto-
rami (ang. G-protein coupled receptor, GPCR),
zlokalizowanymi w blonie komorkowej, ini-
cjuje szlaki przekazywania sygnatu, ktorych jed-
nym z gtownych elementow sa heterotrimery-
czne biatka G. Biatka G, wiazace i hydrolizujace
GTP, zbudowane sa z trzech podjednostek: «, f i
y (STRYER i BOURNE 1986, GILMAN 1987, NEER i
CLAPHAM 1988, BIRNBAUMER 1990). Gl6wnie ze
wzgledu na GTP-azowe wilasnosci podjednostki
a, poczatkowo badania nad sygnalizacyjna rola
biatlek G skupily sic na poznaniu funkcji tego
polipeptydu (GILMAN 1987, STRYER 1980).
Uwazano, ze tylko ta podjednostka pelni funk-
¢je sygnalizacyjne, podczas gdy dimerowi [y
przypisywano jedynie role regulatora Ga i czyn-
nika zakotwiczajacego biatko G w blonie ko-
morkowej (CLAPHAM i NEER 1997). Obecnie jed-
nak juz wiadomo, ze kompleks fy odgrywa nie
mniej wazna role niz Ga i jest odpowiedzialny
nie tylko za wtaSciwa interakcje biatka G z re-
ceptorem po jego aktywacji (FIGLER i wspotaut.
1996, YASUDA i wspotaut. 1996), ale roOwniez za
inicjacje wymiany GDP na GTP przylaczanych
do podjednostki Ga (TAYLOR i wspotaut. 1996,

YASUDA i wspotaut. 1996). Ponadto wykazano,
ze kompleks fy moze oddzialywac z wieloma
efektorami i odgrywa dominujaca role w kon-
troli niektorych funkcji komorki. Dla przyktadu
w drozdzach Gfy jest gtdbwnym przekaznikiem
sygnatu inicjowanego przez feromony (WHI-
TEWAY i wspolaut. 1995). Réwniez w odpo-
wiedzi chemotaktycznej zarowno leukocytow
(ARAI i wspotaut. 1997, NEPTUNE i BOURNE
1997), jak i Dictyostelium discoideum (WU i
wspolaut. 1995, PERACINO i wspotaut. 1998),
Gfy odgrywa kluczowa role. Wiele doniesien
wskazuje, ze Gfy jest regulatorem przewodn-
osci jonowej selektywnych kanatow K (I gcp)
w komorkach miesSnia sercowego i mozgu
(LOGOTHESIS i wspotaut. 1987, SCHNEIDER i
wspotaut. 1997), fosfolipazy C3 (RHEE i BAE
1997), cyklazy adenylanowej (SUNAHARA i
wspotaut. 1996) oraz kinaz receptorow zwiaza-
nych z biatkami G (ang. G-protein coupled re-
ceptor kinases, GRKs) (PITCHER i wspotaut.
1992). Sygnalizacyjne wlasnosci zaro6wno pod-
jednostki Ga, jak i kompleksu Gfy, stwarzaja
szans¢ roéwnoczesnego kontrolowania dwoch
efektorow po aktywacji receptora. Dodatkowo,
zroznicowanie struktury bialek G (obecnosc
wielu typow podjednostek Ga-20, GB-6 i Gy-18)
daje mozliwos$¢ zwielokrotnienia liczby punk-
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tow docelowych, do ktorych dociera sygnal,
mechanizmow kontroli i rodzaju wilaczanych
wtornych przekaznikow.

Celem tej pracy jest omOwienie struktury,
szlakow sygnalizacyjnych i mozliwoSsci regula-
¢ji aktywnoSci dimeru Gpy.

STRUKTURA I ODDZIALYWANIE Gpy

Wprawdzie podjednostka Gy zbudowana
jest zdwoch polipeptydow iy, to jednak funk-
cjonuje ona jako monomer, gdyz podjednostki
te ulegaja dysocjacji jedynie po denaturacji
kompleksu. Dowodow na zroznicowanie po-
miedzy poszczegllnymi typami podjednostek
p iy w komorkach ssakow dostarczyto moleku-
larne klonowanie cDNA tych polipeptydow.
Pierwsze badania izolowanego cDNA ko-
dujacego podjednostki  wykazaly istnienie
dwoch roznych genow kodujacych biatka o
masie czasteczkowej 36 kDa i 35 kDa. Do tej
pory zidentyfikowano 6 typow podjednostek
B, wlaczajac w to warianty powstate w wyniku
alternatywnego skladania (ang. splicing) ge-
now oraz 12 typoéw podjednostkiy (CLAPHAM i
NEER 1997). Na podstawie homologii sekwen-
¢ji aminokwasOw wyrozniono kilka podro-
dzin, do ktorych zakwalifikowano poszczegol-
ne podjednostki. W przypadku Gf podjednost-
ki 144 charakteryzuja si¢ 80% identycznoscia
w ponad 340 aminokwasowej sekwencji, nato-
miast 85 i jej dtuzsza forma, 5L, r0znia sie od
pozostatych podjednostek i wykazuja zaledwie
53% homologi¢ z pozostatymi cztonkami tej ro-

dziny. Znalazto to odbicie w lokalizacji tych
dwoch typow podjednostek, podjednostka 5
wystepuje wylacznie w centralnym uktadzie
nerwowym, za$ — 5L jedynie w siatkOwce oka
(WATSON i wspotaut. 1994, 1996).

W podjednostce G mozna wyrdzni¢ dwa
strukturalnie odmienne rejony. Na N-koncu,
okoto 20 aminokwasow tworzy a helise, za$
reszta molekuly utworzona jest przez motyw
sekwencyjny, powtorzony 7-krotnie. Taka for-
ma wielokrotnych powtorzen sekwencji, na-
zwana powtorzeniami WD, nie wystepuje je-
dynie w G, lecz mozna ja znalezé roéwniez w
wielu innych biatkach (okoto150), zaliczanych
do nadrodziny WD-powtorzen (NEER i
wspotaut. 1994). Bialka nalezace do tej ro-
dziny, mimo podobienstwa w strukturze
czasteczki petnia odmienne funkcje (SMITH i
wspotaut. 1999). Analiza struktury Kkrysta-
licznej fragmentu WD Gp, przeprowadzona w
dwoch niezaleznych laboratoriach wykazala,
ze fragment WD-powtoOrzefl jest utworzony z
p-pasm (ang. f-strands), ktore ulozone sa w
pierScien, tworzacy strukture turbiny”
(Ryc. 1). Kazda topatka ,turbiny” jest utwo-

Ryc. 1 Struktura dimeru Gf1y2. Zaznaczono fragment WD-powtorzen (wg GAUTAMA i wspolaut.

1998).
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rzona z czterech skreconych f pasm, a kolis-
toS¢ calej struktury jest utrzymana dzigki
zamknieciu molekularnego zatrzasku (ang. vel-
cro-snap) na 7 topatce (CLAPHAM i NEER 1997,
GAUTAM i wspotaut. 1998).

Badania krystalograficznej struktury hete-
rotrimerycznego kompleku Gafy wykazaly, ze
centrum czgasteczki stanowi podjednostka Gf
posiadajaca kilka réznych powierzchni od-
dzialywania. Miedzy Ga i G wystepuja dwa nie
zachodzace na siebie rejony kontaktu, z kto-
rych ten wazniejszy zlokalizowany jest na krot-
kim odcinku, w poblizu regionu aktywnego
(ang. switch II Ga). Przylaczenie GTP, podczas
aktywacji szlaku sygnalizacyjnego, prowadzi
do zmian konformacyjnych czasteczki Ga, kto-
rych konsekwencja jest jej dysocjacja od kom-
pleksu Gfy. Powierzchnia oddziatywania mie-
dzy G i Gy przebiega na calej dilugosci
czasteczki y, a na N-koncu okoto 20 aminokwa-
sowe fragmenty « helisy obu podjednostek for-
muja strukture skreconej Sruby (ang. coiled-co-
i) (WALL i wspotaut. 1995). W podjednostce
Gy nie wystepuje oddziatywanie miedzy dome-
nami tej czasteczki, ale wszystkie miejsca
wigzania znajduja sie miedzy Gf i Gy (CLAPHAM
i NEER 1997).

Pomimo wysokiej homologii jaka wyste-
puje w rodzinie Gf (8144), nie wszystkie jej
typy moga laczy¢ si¢ z wszystkimi rodzajami

Gy. PRONIN i GAUTAM (1992) wykazali, ze y1
moze tworzy¢ kompleks z 51, lecz nie z 52, pod-
czas gdy obie podjednostki § tacza si¢ zy2 iy3.
Wykazano, ze podjednostki f1 i 2 sa w 90%
identyczne, wiec interesujace jest, ktore z 33
reszt aminokwasowych, ktorymi réznia sie
miedzy soba te bialka, sa odpowiedzialne za
specyficznos¢ kompleksu z odpowiednia pod-
jednostka y. Regiony nazywane coiled-coil obu
podjednostek  sa bardzo homologiczne i r6z-
nia si¢ jedynie dwoma aminokwasami (Lys ver-
sus Arg w pozycji 15 i Ala versus Ser w pozycji
28). Wydaje si¢ jednak, ze region ten jest
gtowna domena dimeryzacyjna i nie decyduje
o specyficznoSci wiazania, za ktora najprawdo-
podobniej odpowiedzialne sa domeny zlokali-
zowane na 5 i 6 ,opatce” domeny WD Gf3 (GAR-
RITSEN i SIMONDS 1994). Natomiast region w
czasteczce Gy, ktory okresSla specyficznosc
tworzenia kompleksu z poszczegolnymi pod-
jednostkami Gf1 lub Gp2 zlokalizowany jest w
segmencie zbudowanym z 14 aminokwasow,
blisko srodka czasteczki (SPRING i NEER 1994).
Pozniejsze badania wykazaly, ze 5 reszt amino-
kwasowych wystepujacych w 14 aminokwa-
sowym segmencie petniistotna role w omawia-
nym procesie, a szczegOlne znaczenie maja tri-
plety Glu38-Glu39-Phe40 (LEE i wspolaut.
1995) i Cys36-Cys37-Glu38 (MEISTER i
wspotaut. 1995).

POTRANSLACYJNA MODYFIKACJA KOMPLEKSU Gpy

IZOPRENYLACJA PODJEDNOSTKI y

Podjednostki y nie wykazuja tak wysokiej
homologii, jaka wystepuje w przypadku Gpf,
dlatego funkcjonalne zr6znicowanie komplek-
su Gy przypisuje si¢ raczej y podjednostce. W
zaleznoSci od przyjetych kryteriow biatka na-
lezace do tej rodziny mozna podzieli¢ na kilka
podrodzin, ale chyba najbardziej przejrzysta
klasyfikacja tych polipeptydow opiera si¢ na ty-
pie potranslacyjnej modyfikacji. Podjednostki
y1, yc wystepujace w komorkach fotorecepto-
rowych naleza do podrodziny I (PENG i
wspotaut. 1992, ONG i wspotaut. 1995). Do tej
samej grupy zalicza si¢ y11, ktorej sekwencja
aminokwasowa wykazuje 76% podobiestwo
do y1 i dlatego poczatkowo przypuszczano, ze
lokalizacja tego biatka jest rOwniez ograniczo-
na do siatkoOwki (GAUTAM i wspotaut. 1998).
Obecnie wiadomo, ze wystepuje ono takze w
phlucach, moézgu oraz plytkach krwi (MORISHI-
TA i wspotaut. 1998). Grupe druga stanowia

pozostate podjednostki. Wsrod nich y2,y3 iy4
wykazuja wyzsza homologi¢ w stosunku do sie-
bie. Jednak nie ma to zwiazku z ich lokalizacja
w organizmie. Podjednostki y3 i y4 wystepuja
w mozgu, podczas gdy y2, podobnie jak y5, y7,
y12, mozna znalez¢ w roznych tkankach. Z ko-
lei, podjednostka y8 ulega ekspresji w komor-
kach wechowych (GAUTAM i wspotaut. 1989,
CALI i wspotaut. 1992, KALYANARAMAN i
wspolaut. 1995, ASANO i wspoétaut. 1995,
MORISHITA i wspotaut. 1998).

Bialka nalezace do rodziny podjednostek y
ulegaja potranslacyjnej modyfikacji, prenylaciji,
polegajacej na przytaczeniu izoprenoidu do cy-
steiny w zlokalizowanym na C- koficu czastecz-
ki motywie CAAX (C-cysteina, A-aminokwas ali-
fatyczny, X-dowolny aminokwas). Po prenyla-
¢ji trzy aminokwasy (44X) sa odcinane i
odslonicta reszta cysteinowa ulega metylacji.

Ostatni aminokwas X, wystepujacy w tym
motywie, determinuje rodzaj modyfikacji. Spo-
srod 11 biatek nalezacych do rodziny Gy, do
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trzech z nich (y1, yciy11), stanowiacych pod-
rodzine I przylacza sie 15 weglowa reszta far-
nezylowa, podczas gdy pozostate biatka ulegaja
modyfikacji przez przylaczenie 20 weglowej
reszty geranylgeranylu (MYUNG i wspolaut
1999). Farnezylacja lub geranylgeranylacja Gy
nie jest wymagana do dimeryzacji Gf i Gy. Jed-
nak proteolityczne odci¢cie trzech aminokwa-
sow z C-konica Gy, odpowiedzialnych za izopre-
nylacje czyni takie biatko niezdolnym do
polaczenia z Gf. Sugeruje to, ze utworzenie
kompleksu Gfy nastepuje przed usunieciem
trzech ostatnich aminokwasow i metylacja cy-
steiny (HIGGINS i CASEY 1994).

Lipidowa modyfikacja podjednostki y jest
wazna ze wzgledu na mozliwos¢ zakotwicze-
nia kompleksu Gfy w blonie komorkowe;j
(FUKADA i wspolaut. 1990, WEDEGAERTNER i
wspotaut. 1995). Nieznany jest wprawdzie me-
chanizm, dzi¢ki ktoremu taka modyfikacja
bialek y przyczynia si¢ do lepszego umiejsco-
wienia ich w btonie, ale nalezy przypuszczac,
ze izoprenylowa reszta zakotwicza si¢ bezpo-
srednio w hydrofobowej btonie lipidowej. Na-
suwa si¢ jednak pytanie, czy ta modyfikacja jest
wystarczajaca do zakotwiczenia kompleksu

ktora mogtaby by¢ dodatkowo palmitylowana
(TAKIDA i WEDEGAERTNER 2003). Prawdopo-
dobnie dlatego ekspresja Gfy w komorkach
HEK293 wykazata, ze kompleks ten w takich
warunkach doswiadczalnych bardzo stabo
wigze sie z blong komoérkowa3 i gtbwnie zlokali-
zowany jest w blonie retikulum endoplazma-
tycznego, a dopiero ko-ekspresja Gfy i Ga pro-
wadzi do silnego potaczenia Gfy z btona ko-
morkowa (EVANKO i wspotaut. 2001). W na-
stepnym etapie badan wykazano, ze izopreny-
lacja podjednostki y jest konieczna, ale nie wy-
starczajaca do zakotwiczenia kompleksu Gpy
do blony komorkowej. Dodatkowym niezbed-
nym wymaganiem jest polaczenie z podjed-
nostka a, ktora jest palmitylowana. W mutan-
tach pozbawionych zdolnosci ekspresji pod-
jednostki «, ale tak zmienionych, aby Gy ule-
gata palmitylacji, kompleks Gfy laczy si¢ z
btong komoérkowa (TAKIDA i WEDEGAERTNER
2003).

Modyfikacje lipidowe y podjednostki sa
niezbedne nie tylko do utworzenia pra-
widlowego kompleksu, ale maja rOwniez swoje
nastepstwa funkcjonalne. W Tabeli 1 zestawio-
no przyktady biatek bedacych potencjalnymi

Tabela 1. Efekt lipidowej modyfikacji kompleksu Gfy.

Prenylacja Oddziatywanie Funkcjonalne nast¢pstwa
plyl Ga brak prenylacji f1y1; brak wspomagania ADP-rybozylacji
przez PTX a, i a; (1, 2)
ply2 cyklaza adenylowa brak prenylacji 1y2; brak hamowania AC typu I lub brak
(AO) stymulacji AC typu II w blonie (3, 4)
Byl fosfolipaza C (PLC) brak prenylacji f1y1; brak stymulacji PLCS (4, 5)
Gy rodopsyna farnezylowany peptyd odpowiadajacy C koncowi ylspe-

cyficznie hamuje oddzialywanie G, z receptorem (rodop-
syna) (6)

Referencje: (1) HIGGINS i CASEY 1994, (2) OHGURO i wspoétaut. 1992, (3) INIGUEZ-LLUHI i wspotaut. 1992, (4) MYUNG i wspotaut. 1999, (5) DIE-

TRICH i wspolaut. 1994, (6) KISSELEV i wspolaut. 1994.

Gfy w btonie komorkowej. Inne biatka preny-
lowane, np. biatka nalezace do rodziny matych
bialek G (bialka Ras), korzystaja z dodatkowe-
go mechanizmu (palmitylacji) taczacego je z
btona komoérkowa (HANCOCK i wspolaut.
1990, TAKIDA i WEDEGAERTNER 2003). Podob-
nie, w przypadku podjednostki y biatka G z
drozdzy, stwierdzono palmitylacje cysteiny w
poblizu motywu CAAX (HIRSCHMAN i JENNESS
1999). Jednak w czasteczce Gy czlowieka nie
znaleziono w poblizu motywu CA4X domeny,

efektorami Gfy i wymagajacymi do swojej akty-
wagcji izoprenylacji dimeru.

FOSFORYLACJA Gfy

WIELAND i wspotaut. (1993) wykazali, ze w
ludzkich komérkach leukemicznych (ang. hu-
man leukemia cells, HL-60) G moze by¢ fosfo-
rylowana na reszcie histydynowej przez specy-
ficzny enzym wykorzystujacy GTP jako sub-
strat. W podobny sposob transducyna (Gt) w
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siatkOwce oka moze by¢ fosforylowana przez
analog GTP, GTPyS (WIELAND i wspotaut.
1992). Autorzy sugeruja, ze grupa fosforanowa
moze byC przenoszona z ufosforylowanej histy-
dyny na GDP zwiazane z podjednostka a. W ten
sposOb mogtaby funkcjonowac alternatywna
droga aktywacji Ga (KOWLURU i wspolaut.
1996). Mimo swojej atrakcyjnosci przypusz-
czenie takie jest bardzo kontrowersyjne, gdyz
wielu badaczy uwaza, ze mozliwoS¢ aktywacji
szlakow sygnalizacyjnych z pominieciem re-
ceptora nie ma miejsca w systemach biologicz-
nych (HOHENEGGER i wspotaut. 1996). Z dru-
giej strony, w regulatorze osmolarnosci u droz-
dzy wykazano mozliwo$¢ przesuniecia grupy
fosforanowej z histydyny na biatko, ktoére mo-
dulyje szlak kinaz MAP (MAEDA i wspolaut.
1994). Rowniez ostatnie doniesienia dowodza
w badaniach in vitro, ze transfer wysokoener-
getycznej reszty fosforanowej z jednej z histy-
dyn Gf (His-266) przy udziale kinazy nukleoty-

dowej B (ang. nucleoside diphosphatate kina-
se, NDPK B) moze prowadzi¢ do aktywacji he-
terotrimerycznych biatek G. His-266 jest kon-
serwowana w podjednostkach 184, nie wy-
stepuje natomiast w podjednostce (35, ktora
rozni sie¢ znacznie od pozostatych bialek na-
lezacych do tej rodziny i w pozycji 266 posiada
lizyne (CUELLO i wspoétaut. 2003).

Kolejnym przykladem fosforylacji jest
biatko Set4 (odpowiednik Gf u drozdzy), ktore
w odpowiedzi na stymulacje feromonem ulega
fosforylacji w dodatkowym regionie 41 reszt
aminokwasowych, umiejscowionym pomie-
dzy 5 a 6 topatka domeny WD. U innych Euka-
ryota nie stwierdzono sekwencji homologicz-
nych do dodatkowych aminokwasow biatka
Set4. Usuni¢cie tego lacznika nie wyklucza
udzialu Set4 w odpowiedzi na feromon, ale czy-
ni takie mutanty bardziej wrazliwymi na stymu-
lacje i zaburza procesy adaptacyjne (COLE i
REED 1991).

REGULACJA Gfy PRZEZ FOSDUCYNE

W przekazywaniu sygnatu w komorkach
eukariotycznych oprocz receptora, biatek G,
efektorowych biatek enzymatycznych oraz
wtornych przekaznikOw, istotna role odgry-
waja dodatkowe biatka regulatorowe, kontro-
lujace aktywnoS$¢ biatek G. Mozna wsrod nich
wyrozni¢ dwie zasadnicze grupy. Do pierwszej
grupy naleza bialka RGS (ang. regulators of
G-protein signaling), ktore tacza sie bezposred-
nio do aktywnej, polaczonej z GTP, podjed-
nostki a biatka G (Ga) (HOLLINGER i HEPLER
2002). Do drugiej — biatka z rodziny fosducyn,
ktore posiadaja w swojej czasteczce domeny
odpowiedzialne za wiazanie si¢ z podjed-
nostkami By biatka G (Gfy) (SCHULZ 2001, FAB-
CZAK i wspotaut. 2003). To wlasnie ta zdolnos¢
i wspotzawodnictwo miedzy fosducyna a Ga w
wiazaniu si¢ z podjednostkami Gfy jest jedna z
mozliwosci kontroli mechanizmu przekazywa-
nia sygnalu w komorce. Utworzenie kom-
pleksu fosducyna-Gfy wiaze sie z translokacja
Gfy do cytoplazmy i zjawisko to jest prawdo-
podobnie odpowiedzialne za hamowanie szla-
ku sygnalizacyjnego z udzialem biatek G. Tak
wiec, dysocjacja i reasocjacja podjednostek
Gpy z udziatem fosducyny jest jednym z gtow-
nych czynnikOw regulujacych aktywnosc
biatek G (LEE i wspoétaut. 1987, 1990). Chara-
kter oddziatywan fosducyny z podjednostkami
Gpy byl badany przy wykorzystaniu promienio-

wania X (GAUDET i wspotaut. 1996).
Uporzadkowanie krystalograficzne struktury
fosducyny wskazuje na obecnos¢ dwoch
glownych domen. Pierwsza domena to polarny
N-koniec (pierwsze 105 aminokwasow) z dwo-
ma helisami, tworzacy powierzchni¢ od-
dzialywania z ,g6rna” powierzchnia Gf, po-
wierzchnia, ktora oddziatywuje z Ga w kom-
pleksie Gafy (HAWES i wspotaut. 1994, GAUDET
i wspolaut. 1996, XU i wspotaut. 1995). Do-
mena ta wspotzawodniczy z Ga w wiazaniu do
Gfy i uniemozliwia utworzenia heterotrimeru
Gafy. Pierwsze 63 aminokwasy wchodzace w
sktad helisy 1 tworza rdzen N-konca, a w pozy-
¢ji 29 wystepuje wazny funkcjonalnie amino-
kwas, tryptofan (Try-29), istotny w interakcji
fosducyny z podjednostka Gf (XU i wspotaut.
1995). Wiazanie fosducyny do Gfy jest mozli-
we jedynie w przypadku, kiedy fosducyna
wystepuje w formie zdefosforylowanej. LOEW i
wspotaut. (1998) sugeruja, ze wiazanie fosdu-
cyny do podjednostek Gfy powoduje zmiany
konformacyjne, w konsekwencji ktorych nas-
tepuje przemieszczenie kompleksu Gfy z
btony do cytoplazmy. Translokacja ta mogtaby
by¢ odpowiedzialna za hamowanie przeka-
zywania sygnalu wewnatrzkomorkowego (LEE
i wspotaut. 1990).

Druga domena zlokalizowana na koncu C
fosducyny, jest strukturalnie podobna do tio-
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redoksyny (GAUDET i wspotaut. 1996) i taczy
sie tylko z zewnetrznym pasmem podjednostki
Gf. Powinowactwo C-konca fosducyny do pod-
jednostki g biatka G jest dwukrotnie nizsze niz
stwierdzono to w przypadku N-konca (HAWES i
wspolaut. 1994, Xu i wspotaut. 1995, TANAKA i
wspotaut. 1997). Obie domeny, ktére w fosdu-
cynie rozdzielone sa przestrzenie, prawdo-
podobnie rowniez petnia odmienne funkcje w
komorce. N-koncowa domena odpowiedzialna
jest za wspolzawodnictwo z podjednostka Ga
w wigzaniu podjednostek Gpfy, natomiast
C-koficowa domena, tioredoksynowa, miataby
odpowiadac za translokacje podjednostek Gfy
z blony do cytoplazmy. Badanie wiazania
dwoch domen fosducyny z Gy, jako niezalez-
nych struktur, okazato si¢ bardzo uzyteczne w
poznaniu réznych aspektow oddziatywania
podjednostek biatka G z efektorami i podjed-
nostka Ga. Doswiadczenia przeprowadzone
przez HAWESA i wspoétaut. (1994) oraz XU i
wspotaut. (1995) potwierdzily wczesSniejsze
przypuszczenia, co do funkcji N-koicowej do-
meny fosducyny. Badacze ci wykazali, ze N-ko-
niec fosducyny po przylaczeniu podjednostek
Gpy, tak jak zaktadano wczesniej, moze hamo-
wac ich funkcje. Oddzialywanie to jest jednak
niewystarczajace do odlaczenia Gy od btony
(TANAKA i wspotaut. 1996). Natomiast pozba-
wienie fosducyny domeny N-koncowej nie
przeszkadza w interakcji konca C tego biatka z
Gpfy (SATOH i wspotaut. 1998), ale polaczenie
to takze nie jest w stanie spowodowac trans-

lokacji podjednostek Gfy do cytoplazmy. Praw-
dopodobnie w tym przypadku, przy braku
N-kofica, powierzchnia oddzialywania tych
dwoch biatek jest jednak zbyt mala, aby wyt-
worzyC stabilne oddzialywania miedzy nimi
(TANAKA i wspoétaut. 1996).

Podjednostki Gpy zakotwiczone sa do
btony komoérkowej za posrednictwem hydro-
fobowej reszty farnezylowej przylaczonej do
podjednostki y biatka G (MURRAY i wspotaut.
2001). Wiazania hydrofobowe sa dodatkowo
wzmocnione oddzialywaniami elektrostatycz-
nymi. Przylaczenie fosducyny powoduje
ostabienie wiazan elektrostatycznych pomig¢-
dzy btona a Gfy o jeden rzad wielkosci. Ponad-
to nalezy pamictac, ze przylaczenie fosducyny
nastepuje tylko po oddysocjowaniu Ga. Roz-
dzielenie heterotrimeru moze by¢ rOwniez po-
wodem ostabienia wiazania Gfy do btony
(omawiano to powyzej). ROwnoczesnie naste-
puja nieznaczne zmiany konformacyjne pod-
jednostki G, ktore dodatkowo ostabiaja wiaza-
nie dimeru Gfy z btona i w rezultacie powo-
duja translokacje kompleksu fosducyna-Gfy do
cytoplazmy (LOEW i wspotaut. 1998, MURRAY i
wspotaut. 2001). Ponadto nalezy zaznaczyc, ze
fosducyna wiaze si¢ z podobnym powinowac-
twem do réznych kombinacji kompleksu pod-
jednostki Gf z podjednostka Gy (GAUDET i
wspotaut. 1996, 1999, MULLER 1996). Nie
stwierdzono natomiast kontaktu fosducyny z
podjednostka Gy w kompleksie Gfy.

ODDZIALYWANIE Gfy Z RECEPTOREM

Do aktywacji biatek G w wyniku stymulacji
receptora wymagana jest obecnos¢ heterotri-
meru Gafy. W ukladzie tym dimer Gfy wzmac-
nia wigzanie Ga do odpowiedniego receptora
(HIGASHIJIMA i wspotaut. 1987, HEITHIER i
wspotaut. 1992, PHILLIPS i wspolaut. 1992a).
Ponadto wykazano, ze kompleks Gfy wiaze si¢
bezposrednio do oczyszczonego receptora f3
adrenergicznego (HEITHIER i wspotaut. 1992)
oraz do rodopsyny (PHILLIPS i wspotaut. 1992
a, b). Badania wykorzystujace fluorescencyjnie
znakowane podjednostki Gpy sugeruja, ze
kompleks ten moze pozostawac zwigzany z ro-
dopsyna przez caly cykl aktywacji, nawet po
dysocjacji Ga (PHILLIPS i wspotaut. 1992a, b).
Wiadomo tez, ze Gfy moze hamowac fosforyla-
cje rodopsyny przez kinaze rodopsyny (KELLE-
HER i JOHNSON 1988, KISSELEV i wspolaut.

1995a,b). Ze wzgledu na fakt, ze odmiennie niz
w przypadku innych kinaz receptorow zwiaza-
nych z biatkami G (np. GRK 2 i GRK3), kinaza
rodopsyny nie wiaze sie z Gfy, zatem efekt ha-
mowania fosforylacji moze byC skutkiem
wigzania si¢ kompleksu Gfy bezposrednio do
receptora. W drozdzach obecno$¢ Gfy wyma-
gana jest do zwiazania biatka G z receptorem
feromonu (BLUMER i THORNER 1990), nato-
miast badania na mutancie Dictyostelium poz-
bawionym Gf wykazaly obnizone powinowac-
two wigzania chemoatraktantéw do receptora,
potwierdzajac wczesSniejsze sugestie, ze do pra-
widlowego funkcjonowania receptora nie-
zbedny jest kompleks Gy (WALL i wspolaut.
1995, WU i wspoétaut. 1995). Zdolnos¢ wiaza-
nia kompleksu Gfy do receptora zalezy od typu
y podjednostki wchodzacej w sktad dimeru. Di-
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mer utworzony z f1y1 umozliwia potaczenie
Gat (podjednostka a transducyny) z rodop-
syna. Jednak po zamianie yl1nay2 kompleks ten
traci swoje wlasnosci (KISSELEV i wspolaut.
1995a). Kluczowe domeny odpowiedzialne za
polaczenie miedzy receptorem a biatkiem G
(rodopsyna a transducyna) zlokalizowane sa
na farnezylowanym koficu C podjednostki y
(KISSELEV i wspotaut. 1994, 1999). Najnowsze
badania wskazuja, ze podjednostki tacza si¢ z
receptorem w okreslonej sekwencji zdarzen, a
nie rownoczesnie, jak uprzednio sadzono
(CHERFILS i CHABRE 2003, GAUTAM 2003). Pro-
ces inicjowany jest potaczeniem podjednostki
y z receptorem (rodopsyna), co umozliwia
przylaczenie do niego podjednostki a. Konse-
kwencja tego sa zmiany konformacyjne w
czasteczce Ga, w wyniku ktorych nastepuje
uwolnienie zwiazanego GDP i przylaczenie w
to miejsce GTP (HERRMANN i wspotaut. 2004).

Wickszos¢ z przedstawionych wynikow do-
tyczy badan w systemach in vitro. Zaskakujace
wyniki przedstawili ostatnio AKGOZ i
wspotaut. (2004), wykorzystujac znakowanie
kompleksu Gfy-GFP (ang. green fluorescent
protein) w zywych komorkach. Autorzy ci wy-
kazali, ze po stymulacji biatek G przez receptor
nastepuje natychmiastowa translokacja di-
meru Gy do aparatu Golgiego. Powréot kom-
pleksu Gfy do btony komoérkowej odbywa sie
dopiero po inaktywacji receptora. Obserwo-
wany proces jest bardzo szybki i czas wymaga-
ny do przebycia drogi w obie strony jest rzedu
kilku sekund, a wydajnos¢ translokacji jest
zalezna od typu podjednostki y. Szybkie prze-
mieszczenie kompleksu Gfy do aparatu Gol-
giego po aktywacji receptora moze sugerowac,
Ze po pierwsze, proces ten zachodzi dzi¢ki dy-
fuzji, a po drugie, ze w aparacie Golgiego wys-
tepuje potencjalny efektor lub efektory dimeru
Gfy (AKGOZ i wspotaut. 2004).

Omawiajac zjawisko oddziatywania kom-
pleksu Gfy z receptorem nie mozna pominac
roli, jaka pelni on w jego fosforylacji przez se-
rynowo/treoninowe kinazy bialkowe recep-

torow sprzezonych z biatkami G, kinazy GRK.
Kinazy te, to cytoplazmatyczne biatka, ktore
przejSciowo lacza si¢ z btona komorkowa pod-
czas stymulacji receptorow GPCR. Fosforylacja
receptora powoduje jego przejsSciowa inakty-
wacje i jest kluczowym mechanizmem
wylaczajacym receptor z procesu przekazywa-
nia sygnatu. W przypadku dwoch izoform tych
kinaz, GRK2 i GRK3, niezbednym po-
Srednikiem w procesie fosforylacji jest dimer
Gfy (PITCHER i wspotaut. 1992, DAAKA i
wspotaut. 1997). Bezposrednie potaczenie
kompleksu Gfy z domena plekstrynowa na
C-koncu GRK2 i GRK3 powoduje translokacje
kinaz do btony komoérkowej (KOCH i wspotaut.
1993). ,Okaleczajac” GRK2 poprzez usuniecie
domeny plekstrynowej pokazano, ze na koficu
N kinazy zlokalizowane jest drugie miejsce
wiazania Gfy, ktore bierze udzial w regulacji
GRK2 przy nizszych stezeniach Gpy (EICH-
MANN i wspotaut. 2003). ObecnoSc¢ tego miej-
sca wydaje si¢ niezbedna w prawidtowym
funkcjonowaniu kinazy, gdyz wylaczenie jego
funkcji na skutek podania specyficznych prze-
ciwcial uniemozliwia fosforylacje rodopsyny
przez GRK2. Oddzialywanie pomiedzy dime-
rem Gfy a GRK2 jest przyktadem wzajemnej re-
gulacji. Potaczenie Gfy i GRK2 wymagane jest
do aktywacji kinazy, ale z drugiej, strony kinaza
GRK2 moze regulowac aktywnoS¢ sygnaliza-
cyjna kompleksu Gfy. Stwierdzono zahamowa-
nie stymulacji PLCS przez Gfy po przylaczenie
dimeru do GRK, niezaleznie czy dimer zostal
przytaczony do miejsca wiazania na koncu C
czy N kinazy (EICHMANN i wspotaut. 2003).

Nalezy rowniez wspomnieé, ze prawdo-
podobnie regulatorem procesu laczenia si¢
GRK z Gfy moze by¢ fosducyna, tak jak to wy-
kazali w komoérkach uktadu wechowego
BOEKHOFF i wspotaut. (1997). W formie zde-
fosforylowanej, fosducyna silnie wiaze si¢ z
podjednostka Gfy, co uniemozliwia zakotwi-
czenie GRK3 do wspolnego miejsca wiazania
na tej podjednostce (BOEKHOFF i wspolaut.
1997, FABCZAK i wspotaut. 2003).

BIALKA EFEKTOROWE DLA Gpy

Od dawna uwaga badaczy skupia si¢ na po-
znaniu molekularnych oddzialywan miedzy
Gfy i poszczegolnymi efektorami, jednak wie-
dza na ten temat jest nadal niepelna. Wykaza-
no, ze w obszernym fragmencie Gf, pomiedzy

60 a 150 reszta aminokwasowa, zlokalizowane
sa domeny odpowiedzialne za oddziatywanie z
biatkami efektorowymi (CHEN i wspoOtaut.
1995, 1997, WENG i wspotaut. 1996; YAN i GAU-
TAM 1996; FORD i wspoélaut. 1998). Od-
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dzialywania pomiedzy efektorami zostaly cze-
Sciowo wyjasnione dzicki badaniom wykorzy-
stujacym mutageneze odpowiedniego frag-
mentu G (PANCHENKO i wspotaut. 1998, BUCK
i wspotaut. 1999, ALBSOUL-YOUNES i wspotaut.
2001). Wickszos¢ z tych badan wykazata obec-
nos$¢ wielu miejsc w czasteczce Gfly oraz w
czasteczce biatka efektorowego, ktore sa odpo-
wiedzialne za ich wzajemne oddzialywania.
Obserwacja poczyniona przez SONDKA i
wspotaut. (1996) dowodzi, ze Gfy nie zmienia
swojej konformacji po odlaczeniu si¢ od Ga.
Wydaje si¢ wiec, ze polaczenie z Ga i utworze-
nie heterotrimeru Gefy ogranicza zdolnos¢
Gfy do aktywacji efektorow. ROwnoczesnie su-
geruje to, ze miejsca wiazania Ga do Gfy oraz
miejsca wiazania efektorow i Gfy zlokalizowa-
ne sa w tym samym fragmencie czasteczki (LI i
wspotaut. 1998). Nalezy jednak zaznaczyd¢, ze
chociaz domeny odpowiedzialne za wiazanie
poszczegllnych efektorow lub Gea zlokalizo-
wane s3 w tym samym fragmencie Gfy, to jed-
nak nie sa one identyczne, gdyz tworza je se-
kwencje ré6znych reszt aminokwasowych. Po-
nizej szerzej omoéwione zostana interakcje po-
miedzy wybranymi efektorami a dimerem Gpy,
a w Tabeli 2 zestawiono poznane do tej pory
biatka efektorowe oddziatywujace z Gpy.

CYKLAZA ADENYLANOWA

Udzial kompleksu GBy w regulacji aktywno-
Sci cyklazy adenylanowej (AC) byt niedocenia-
ny i przez dhugi czas uwazano, ze jedynie pod-
jednostka Ga kontroluje synteze CAMP (TANG i
wspotaut. 1991). Zgodnie z tym zalozeniem
wylacznie podjednostka Ga, odpowiedzialna
bytaby za stymulacje¢ syntezy tego nukleotydu,
podczas gdy Ga;, hamowalaby jego aktyw-
nosSc¢. Pozniejsze badania dowiodly, ze roOwniez
Gfy w zroznicowany sposob reguluje aktyw-
no$¢ odmiennych form cyklazy adenylanowe;j.
Wykazano, ze Gfy stymuluje aktywnoS¢ izo-
form AC2, AC4 i AC7, hamuje natomiast aktyw-
nos¢ AC1 i ACS8, rownoczesnie ograniczajac
dziatanie aktywatorow cyklazy adenylanowej,
forskoliny, Ca-CaM, Ga, (TANG i wspotaut.
1991, GAO i wspoétaut. 1991). Stymulujace
dzialanie Gfy na izoformy AC2, AC4 i AC7
stwierdzono jedynie w przypadku rownocze-
snej aktywacji przez Ga,. Ma ono charakter sy-
nergistyczny, gdyz nastepuje wowczas wielo-
krotne wzmocnienie efektu dziatania Ga,.

Przypuszczalne miejsca wiazania dimeru
Gfy na czasteczce AC (AC2, AC4 i AC7) zlokali-
zowano pomiedzy 956 a 982 reszta aminokwa-
sowa potozona w Srodkowej czesSci drugiej ka-

Tabela 2. Zestawienie znanych efektorow dla Gfy.

Efektor Gpy Referencje
Jonowe kanaly potasowe (GIRK) + (1-9
Jonowe kanaly wapniowe IcyN p/Q) - 4-7)
Fosfolipaza A, + €©))
Odpowiedz drozdzy na feromon + ©-1D
PLCb + 13, 19
Cyklaza adenylanowa + (15)
GRK + (16-19)
PI3K + 20)
Kaskada MAP kinaz + (21-23)
Kinazy tyrozynowe + (24, 25)
RACK + (26)

(1) LOGOTHETIS i wspotaut. 1987; (2) CLAPHAM i NEER 1988; (3) MIRSHAHI i wspoétaut. 2002; (4) DASCAL 2001; (5) IKEDA 1996; (6) HERLITZE i
wspotaut. 1996; (7) LU i wspotaut. 2001; (8) JELSEMA i wspotaut. 1987; (9) WHITEWAY i wspoétaut. 1989; (10) CLARK 1993; (11) HASSON i
wspotaut. 1994; (12) STERNWEIS 1994; (14) CAMPS i wspotaut. 1992a,b; (15) TANG i GILMAN 1991; (16) HAGA i wspotaut. 1994; (17) BUNEMANN i
HOSEY 1999; (18, 19) LODOWSKI i wspoétaut. 2003a, b; (20) KERCHNER i wspotaut. 2004; (21) STEPHENS i wspotaut. 1994; (22) INGLESE i
wspotaut. 1995; (23) MATTINGLY i MACARA 1996; (24) PUMIGLIA i wspotaut. 1995;(25) TSUKADA i wspolaut. 1994; (25) LANGHANS-RAJASEKARAN

i wspolaut. 1995; (26) CHEN i wspotaut. 2004.
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talitycznej domeny AC (CHEN i wspolaut.
1995). Nie znaleziono takiej sekwencji amino-
kwasowej (956-982) w izoformach, ktore nie
sa regulowane przez Gfy. Ponadto sekwencja
ta zawiera motyw QXXER, ktory wystepuje w
innych efektorach Gy i jest miejscem wiazania
dimeru do biatka efektorowego. Badania z wy-
korzystaniem syntetycznych polipeptydow po-
zwolily ustali¢, Zze region pomiedzy 75-165
reszta aminokwasowa Gfy jest najprawdopo-
dobniej wlaczony w interakcj¢ z AC (CHEN i
wspotaut. 1997). Wiele reszt aminokwaso-
wych z tego rejonu (Lys-78, Trp-99 i Asn-119)
rowniez jest zaangazowanych w kontakt Gfy z
Ga (LAMBRIGHT i wspotaut. 1996). Stanowi to
poparcie zalozenia, ze aktywacja efektora
przez Gfy jest uniemozliwiona, gdy biatko G
wystepuje w postaci heterotrimeru. Zastoso-
wanie do badan syntetycznych peptydow, kto-
rych sekwencja odpowiadala sekwencji regio-
nu pomiedzy 86-105 oraz 115-135 reszta ami-
nokwasowa podjednostki Gf pokazato, ze pep-
tyd Gf (86-105) powodowat zahamowanie sty-
mulacji AC2 i zmniejszenie efektu blokujacego
na AC1 przez Gfy. Podobne dziatanie zaobser-
wowano po zastosowaniu drugiego peptydu
Gp (115-135), jednakze jego efekt byt mniejszy.
Mutacja polegajaca na wymianie Tyr-124 na Val
w peptydzie Gf (115-135) obnizata efekt jego
dzialania. Natomiast konsekwencja zamiany
Met-101 na Asn w peptydzie Gf (86-105) bylo
usuni¢cie  wczesniej  opisanego  efektu
dzialania peptydu. Nalezy zaznaczyc, ze uzycie
peptydow Gf nie powodowato calkowitego
zniesienia efektu Gfy na stymulacje lub hamo-
wanie, w zaleznosSci od zastosowanej izoformy
AC. Moze to wskazywac na obecnos¢ dodatko-
wego miejsca kontaktu pomiedzy Gfy a AC,
badz, tak jak ma to miejsce w przypadku inne-
go efektora, kanalu potasowego (GIRK),
wlaczenie w regulacje aktywnoSci AC rowniez
drugiej podjednostki tworzacej dimer, Gy
(CHEN i wspoétaut. 1997).

FOSFOLIPAZA Cj

Przynajmniej 30 receptorow zwiazanych z
biatkami G stymuluje fosfodiesteraze fosfaty-
dyloinozytolo(4,5)bisfosforanu (PLCf), a ogni-
wem posrednim sa biatka G, zaro6wno Ga, jak i
Gpy. Stwierdzono, ze oczyszczone biatko Gfy
moze aktywowac rozne formy fosfolipazy,
PLCS 1, PLCS 2 oraz PLCS 3 (SMRCKA i STERN-
WEIS 1993, PATERSON i wspotaut. 1995). Analo-

gicznie jak w przypadku cyklazy adenylanowe;j
(CHEN i wspotaut. 1997), BUCK ze wspotauto-
rami (1999), stosujac syntetyczne polipeptydy,
przeanalizowali udzial dwoch fragmentow Gf
w aktywacji PLCS 2. Wykazali oni, ze Gf po-
siada dwie, lecz petniace odmienne funkgcje,
domeny zaangazowane w aktywacji PLCS. Pep-
tyd Gf (86-105) bierze udziat bezposrednio w
przekazywaniu sygnatu do PLCS 2. Fragment
ten moze regulowac aktywnos$¢ PLCS zaro6wno
sam, jak i w obecnosci Gfy. Poniewaz drugi
fragment Gf (115-135) nie jest w stanie regulo-
wac aktywnosci PLCS, natomiast hamuje sty-
mulacje enzymu przez Gfy, wydaje sie¢ wiec, ze
jest on odpowiedzialny wylacznie za wiazanie
Gpy z PLCP i nie bierze udziatu w przekazywa-
niu sygnatu. Stosujac réznie zaprojektowane
peptydy ustalono, ktore reszty aminokwasowe
odgrywaja wazna role w stymulacji PLCS. W
pierwszej kolejnosci stwierdzono, ze wymiana
dwoch reszt aminokwasowowych obarczo-
nych ladunkiem, Lys 89 i Arg 96, powoduje
utrate przez peptyd zdolnosci aktywacji PLCS
(BUCK i wspolaut. 1999). Konstruujac kolejne
peptydy dowiedziono, ze w podjednostce j
wystepuje dodatkowy region, zlokalizowany
miedzy 42 a 54 reszta aminokwasowa, ktory
odpowiedzialny jest za stymulacje enzymu. Mo-
del zaproponowany przez BUCKA i wspotauto-
row (2002) zaktada, ze kontakt miedzy obu
biatkami, jaki ma miejsce w rejonach przekazy-
wania sygnalu i wspomagany przez od-
dzialywanie miedzy domenami odpowiedzial-
nymi za polaczenie obu biatek, indukcje PLCS
do osiagniecia takiego ,stanu gotowoSci”, aby
sygnaly z wielu regionOw sygnalizacyjnych
mogtly by¢ efektywnie przekazane na efektor.
Autorzy podkreslaja, ze to oddzialywanie ma
charakter dynamiczny i nie polega na wytwo-
rzeniu statycznego potaczenia miedzy biatkami
(BUCK i wspotaut. 2002).

KANALY JONOWE

Biatka G moga regulowac bezposSrednio ak-
tywnos¢ dwoch grup kanaldow jonowych.
Pierwsza grupe stanowi rodzina napieciowo
czutych kanalow wapniowych, ktore sa hamo-
wane przez Gfy, a druga — rodzina kanatléw po-
tasowych typu GIRKs (ang. G protein-gated in-
wardly rectifying K"), ktore sa aktywowane
przez Gfy (CLAPHAM 1994, HUANG i wspotaut.
1995, SCHNEIDER i wspoétaut. 1997).
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Kanaty GIRKSs odgrywaja wazna rol¢ w kon-
trolowaniu pobudliwosci btony komorkowej i
przekazu synaptycznego (LUSCHER i wspotaut.
1997). W skitad rodziny kanalé6w GIRKs u
ssakow wchodza 4 rodzaje kanatow, GIRK1-
GIRK4, ktore zostaly zlokalizowane w sercu
(WICKMAN i wspoétaut. 1998), mézgu (LUSCHER
i wspotaut. 1997, GUATTEO i wspotaut. 2000)
oraz komoérkach endokrynnych (YAMADA i
wspotaut. 1998). Badania stechiometryczne
wykazuja, ze funkcjonalny kanal GIRK zbu-
dowany jest z 4 homomerycznych lub 2 par he-
teromerycznych podjednostek (Ryc. 2). W kaz-
dej podjednostce transbtonowy rdzen zbu-
dowany jest z dwoch rozciagnietych przez calta
szerokoS¢ btony a-helis (M1 i M2) oddzielo-

kanaléw potasowych (DOYLE i wspotaut. 1998,
DASCAL 2001). Kazda z helis zakonczona jest
domenami cytozolowymi. In vivo, po akty-
wacji receptora sprze¢zonego z biatkami G,
uwolniona Gfy wiaze si¢ bezposrednio do N- i
C-koncowej domeny cytoplazmatycznego re-
gionu kanatu GIRK (INANOBE i wspotaut. 1995,
YAMADA i wspolaut. 1998) powodujac kilka-
krotne zwickszenie prawdopodobienstwa
otwarcia kanalu (IVANOVA-NIKOLOVA i BRE-
TWEISER 1997, YAKUBOVICH i wspotaut. 2000).
Jednak zmiany strukturalne, nastepstwem
ktorych jest otwarcie kanalu po polaczeniu z
Gpfy, nadal nie s3 poznane. Jeden z modeli
zaklada, ze C-koniec dziala jako blokada, ktora
oddzialywuje przejSciowo z porem kanatu

Ryc. 2. Struktura kanatu GIRK (wg DASEALA 2001).

nych petla (ang. P-loop). M2 tworzy wew-
netrzna helise, ktora stanowi krawedzZ poru,
podczas gdy M1 skierowana jest w stron¢ dwu-
warstwy lipidowej. W petli, ktora formuje se-
lektywny filtr w najwezszym miejscu poru,
usytuowana jest helisa i motyw GYG, ok-
reslajacy selektywnoS¢ poru dla jonoOw potasu.
Struktura poru kanatu oparta jest na strukturze
potasowego kanatlu bakteryjnego i jest ona
prawdopodobnie wspolna dla wszystkich

(PESSIA i wspotaut. 1995). Poniewaz na
C-koficu zlokalizowane sa domeny odpowie-
dzialne za wigzanie Gfy, PIP,,iNa", jak rowniez
sekwencje, ktore tworza motyw odpowie-
dzialny za przemieszczanie sie czasteczki w
obrebie btony, wydaje si¢ zatem zrozumiate, ze
ten region moze regulowac aktywnosc¢ kanatu.

Prace majace na celu poznanie miejsc
wigzania pomiedzy dimerem Gfy i czasteczka
kanatu skupily si¢ poczatkowo na udziale w
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tym procesie oddzialywan wylacznie podjed-
nostki G (MIRSHAHI i wspotaut. 2002). Jak wy-
kazano, podjednostka Gf1 jest zdolna sama
przylaczy¢ si¢ do czasteczki kanalu, ale nie
wplywa to na zmiane wielkoSci pradu przewo-
dzonego przez kanal, jaka obserwuje si¢ po
przylaczeniu dimeru GpA1y2. Dlatego badacze
zainteresowali si¢ potencjalna rola Gy2 w regu-
lacji funkcji kanatow GIRKs. Cze¢s¢ C-koncowa
podjednostki Gy2 wydaje si¢ pelnic¢ istotna
role w aktywacji kanatu. Region miedzy 35 a

2+
Ca

_—

N-koniec
L,

MY Y T
\_/ \/ .

Gfy (KAWANO i wspotaut. 1999), ale takze mo-
duluje ona funkcje¢ efektora (kanalu GIRK) po-
przez precyzyjna regulacje efektywnosci dime-
ru Gpy.

Kanaty wapniowe typu L, N oraz P/Q sa
kanatami bramkowanymi napi¢ciem i prze-
wodzacymi selektywnie jony wapnia. Na Ryc. 3
przedstawiono schemat budowy kanalu wap-
niowego zaleznego od napiecia. Por takiego
kanatu tworzy podjednostka «; i dwie pomoc-
nicze podjednostki a,0 i . Podjednostka a,

\

ﬂ\, y
R
e

L, Mg s et

C-koniec

Ryc. 3. Struktura napieciowo zaleznego kanalu przewodzacego jony wapnia (wg DASCALA 2001).

71 reszta aminokwasowa Gy jest wymagany do
pelnej stymulacji kanatu GIRK4 przez GS1y2.
Dziesie¢ reszt aminokwasowych z tego regio-
nu tworzy swoistg sie¢ oddziatywan z Gf ogra-
niczajac krytyczny region Gfy, ktory okresla
stymulujacy wplyw dimeru na aktywnos¢
GIRK4. Wykazano, ze podwoéjna mutacja Gy
(36 Asp na Thr oraz 48 Asp na Asn) eliminuje
zdolnos¢ stymulacji kanatu, nie wplywajac jed-
noczesnie na wigzanie z Gf. Te dwie reszty ami-
nokwasowe odpowiedzialne za wiazanie Gy z
G utrzymuja precyzyjna konformacje Gy wy-
magana do pelnej stymulacji GIRK4 (PENG i
wspotaut. 2003). Wyniki te sugeruja, ze Gy nie
tylko jest wymagana do aktywacji GIRK przez

sktada sie z 4 homologicznych transblono-
wych domen (I-IV) i 5 wewnatrzkomoérko-
wych segmentow, N-konca, C-kofnca oraz
trzech lacznikow, L,-L;, wystepujacych
pomiedzy transbtonowymi domenami (DAS-
CAL 2001). AktywnosS¢ tych kanalow moze byc¢
hamowana po aktywacji receptora sprzezone-
go z bialkami G dwoma drogami, z wykorzysta-
niem mechanizmu zaleznego i niezaleznego od
napiecia. Hamowanie poprzez napi¢Ciowo-
niezalezny mechanizm przebiega z wykorzy-
staniem wielu szlakow sygnalizacyjnych i
posrednicza w tym procesie wtorne przeka-
zniki (HILLE 1994). W zaleznosci od neuroprze-
kaznika, rodzaju komorki i miejsca w neuronie
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w hamowaniu aktywnosci kanaléw posredni-
cza Ga,;, Ga,, Gfy (KAMMERMEIER i wspolaut.
20004, b). Istnieja wprawdzie przestanki wska-
Zujace na to, ze niektore typy hamowania nie-
zaleznego od napiecia sa wynikiem bezposred-
niego oddzialywania Ga lub Gy z kanalami
wapniowymi typu N lub P/Q, jednak nie zo-
stato to w pelni udowodnione (DASCAL 2001).
Wykazano natomiast, ze dimer Gfy bezposred-
nio uczestniczy w hamowaniu aktywnoSci
kanalow zaleznych od napi¢cia. Regulacja tego
typu wystepuje w kanatach wapniowych typu
N lub P/Q i nie dotyczy kanatow typu L. Wydaje
sie, ze to Gf jest gtowna podjednostka regu-
lujaca aktywnoS¢ tych kanatoéw. Zidentyfiko-
wano wiele miejsc oddziatywania pomi¢dzy
kompleksem Gpfy a czasteczka kanatu. Zlokali-
zowane s3a one w rejonie tacznika pomiedzy
segmentem I aIl a1 podjednostki kanatu (PAGE
i wspotaut. 1997, ZAPOMNI i wspoétaut. 1997,
DOERING i wspoétaut. 2004) i na C-koncu (QIN i
wspotaut. 1997). Hamowanie napieciowo-za-
lezne jest szybkie, a zaaplikowanie impulsu
wywolujacego depolaryzacje btony komor-
kowej przed aktywacja kanalu, uniemozliwia
przytaczenie Gfy do czasteczki kanatu (DASCAL
2001, MIRSHAHI i wspotaut. 2002). Przebadano
5 typoéw podjednostek Gf i stwierdzono, ze

rozne kombinacje dimeru hamuja aktywnosSc
napieciowo zaleznych kanaléw wapniowych
typu N (GARCIA i wspotaut. 1998, RUIZ-VELAS-
CO i IKEDA 2000). Postanowiono wiec spraw-
dzi¢, ktore reszty aminokwasowe odgrywaja
kluczowa role w tym procesie. Poddano mutac-
jiAsn110, Tyr111iVal 112, ktore sa silnie kon-
serwowane we wszystkich typach podjedno-
stki Gf. Zamiana tych reszt aminokwasowych
spowodowata zanik hamujacego dziatlanie Gf
na kanatl typu N. Region 110-112 Gf, zlokalizo-
wany jest poza domenami interakcji z Ga
(WALL i wspotaut. 1995, DOERING i wspotaut.
2004) i nie byl on wczesniej identyfikowany
jako wazna funkcjonalnie domena Gf. Po-
dobny efekt, tzn. utrate wlasnosci hamujacych,
stwierdzono po zamianie reszt aminokwaso-
wych w dwoch sasiadujacych ze soba rejonach
pomiedzy 140-168 i 186-204 resztami amino-
kwasowymi. Rejony te sa odmienne od tych,
ktore wczesniej opisano jako domeny odpo-
wiedzialne za oddzialywanie z innymi efekto-
rami. Dodatkowo, na Gf zidentyfikowano miej-
sce, ktore stuzy jako molekularny czujnik stanu
fosforylacji przez kinaze C zaleznych od
napiecia kanatow wapniowych typu N (DOERI-
NG i wspotaut. 2004).

PODSUMOWANIE

Dimer Gfy wchodzacy w sklad heterotri-
merycznego biatka G, poczatkowo uwazany za
nieaktywna komponente stuzaca jedynie zako-
twiczaniu biatka G do btony komorkowej, w
swojej prawie 20. letniej historii okazal si¢ nie-
zwykle wazng czasteczka sygnatowa. W istnie-
niu wielu izomeréw poszczegolnych podjed-
nostek tworzacych ten dimer nalezy upatry-
wac jego roznorodnosci, zaroOwno struktural-

nej, jak i funkcjonalnej. Dzi¢ki temu moze on
kontrolowac i regulowac funkcje tak wiele od-
miennych efektorow (np. kanaty jonowe, fos-
folipaza CB, cyklaza adenylanowa, kinazy re-
ceptorow zwiazanych biatkami G oraz innych,
ktorych liste przedstawiono w Tabeli 2), a w
nastepstwie szlaki sygnalizacyjne i w konse-
kwencji odpowiedz komorki na sygnat.

DIMER Sy OF G PROTEIN — SIGNALING MOLECULE

Summary

The extracellular signals received by receptors
with seven membrane-spanning regions that activate
the G proteins, are routed to several distinct
intracellular pathways. The G proteins consist of two
functional units, Ga subunit, that binds guanine nu-
cleotides and Gfy dimer that functions as a single unit.
The regulation of signal transduction by the GBy com-

plex at different protein interfaces: subunit — subunit,
receptor — G protein, and Gfy — effector, are re-
viewed. Gfy dimer regulates over twelve cellular
effectors including phospholipase3, adenyl cyclases,
ion channels and G-protein coupled receptor kinases,
which control a broad range of cellular processes.
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