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Nobelova nagrada za kemiju
za 2012. godinu
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Americki lijecnici Robert Lefkowitz i Brian Kobilka, koji su posvetili
svoje znanstvene karijere biokemijskim, molekularno-bioloskim i
strukturnim istrazivanjima receptorskih proteina, dobitnici su ovo-
godisnje Nobelove nagrade za kemiju.

Ljudski genom kodira oko tisucu receptorskih proteina' koji pro-
laze kroz stani¢ne membrane i omogucuju provodenje (trans-
dukciju) signala iz okolisa u stanice. Stanice imaju izrazenu spo-
sobnost reagiranja na odredene spojeve iz svoje okoline: kao od-
govor na njihovu prisutnost prilagodavaju svoj metabolizam ili
mijenjaju obrazac ekspresije gena. Kod visestani¢nih organizama
takvi kemijski signali imaju klju¢nu ulogu u uskladivaniju fizioloskih
odgovora. Razni hormoni (poput adrenalina, slika 1), neurotran-
smitori (primjerice serotonin), odoransi (tvari koje poticu osjet
mirisa), gustansi (tvari koje poticu osjet okusa), vezu se na recep-
torske molekule, mijenjaju njihovu konformaciju, a time i inter-
akciju s unutarstani¢nim proteinima, koji signal amplificiraju i tako
poti¢u niz biokemijskih procesa (slika 2). Lefkowitzu i Kobilki do-
dijeljeno je ovo veliko priznanje ponajprije za temeljna otkri¢a
nacina djelovanja i grade receptorskih proteina (tzv. adrenergicnih
receptora) i njihovih kompleksa s drugim proteinima koji sudjeluju
u adrenalinskoj signalizaciji. Ovoj je Nobelovoj nagradi prethodilo
pet Nobelovih nagrada iz fiziologije i medicine u slicnom po-
drug¢ju istrazivanja.

Provodenije ili transdukcija signala zbiva se u nekoliko faza,? od
kojih su neke prikazane naslici 2. Podrazaj (poput ozljede, straha,
probavljenog obroka itd.) poti¢e otpustanje signalne molekule za
koju je uobicajen naziv prvi glasnik. Prvi glasnik moze biti hormon,
primjerice adrenalin. Vedina signalnih molekula ne ulazi u stanice.
Umijesto toga vezu se na specificne proteine u stani¢noj mem-
brani, receptore. Receptori premoscuju stani¢nu membranu i
sadrzavaju izvanstani¢ne, membranske i unutarstani¢ne regije.
Vezna mjesta za signalne molekule (koje se jos nazivaju ligandi ili
agonisti) na izvanstanicnom dijelu receptora analogna su aktivnim
mjestima enzima, no nisu kataliticki aktivna. Interakcija signalne
molekule s receptorom ponesto mijenja prostornu gradu recep-
torskoga proteina, ukljucujudi i njegove unutarstani¢ne dijelove.

Vezanjem signalne molekule i promjenom konformacije takav je
receptor aktiviran. Za daljnji prijenos poruke s kompleksa recep-
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tor-ligand (agonist) sluze male molekule, koje nazivamo drugim
glasnicima. Drugi su glasnici unutarstanicne molekule ¢ija se kon-
centracija mijenja ovisno o okolignim signalima. Neki od posebno
vaznih drugih glasnika jesu ciklicki AMP (cAMP), ciklicki GMP,
kalcijevi ioni, itd. Stvaranje drugih glasnika omogucuje visestruko
pojacanje signala. Naime, izravnim vezanjem signalnih molekula
moguce je potaknuti samo manji broj receptorskih proteina, no
svaki aktivirani receptor potic¢e nastanak mnogih molekula drugo-
ga glasnika. Na taj nacin niska koncentracija signalne molekule u
okolisu, ¢ak i jedna jedina molekula, moze izazvati snazan unutar-
stanicni signal i posljedi¢an odgovor. U adrenalinskoj signalizaciji
transmembranski receptor (tzv. adrenergicni receptor, slika 3)
stvara interakciju s adrenalinskim ligandom (agonistom), a potom s
heterotrimernim proteinima (sastavljenim od podjedinicaa, B i)
koji vezu gvanilne nukleotide (pa se stoga zovu G-proteini).
Interakcija G-proteina s aktiviranim receptorom potice izmjenu
vezanog gvanozin-difosfata (GDP) gvanozin-trifosfatom (GTP), po-
slije Cega ce uslijediti disocijacija heterotrimera na podjedinice
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Slika 2 - Provodenje signala: shema aktivacije transmembran-
skih receptorskih proteina i G-proteina. Vezanje hormona na izvan-
stanicnoj strani receptora dovodi do konformacijske promjene na
citoplazmatskoj strani receptora. Promjena konformacije receptora
omogucuje vezanje heterotrimernog G-proteina i potice izmjenu
GDP-a vezanog u a-podjedinici G-proteina GTP-om. Aktivirani
G-protein disocira na a-podjedinicu u kompleksu s GTP-om i
GBy-podkompleks. Receptor moZe aktivirati nekoliko stotina mo-
lekula G-proteina prije nego sto hormon s vanjske strane disocira.
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(slika 3B). Tim se dogadajem zapravo prenosi u stanicu poruku o
vezanju izvanstani¢nog liganda na receptor. Vazno je i da jedan
kompleks hormon-receptor moze potaknuti zamjenu nukleotida
u velikom broju G-proteinskih heterotrimera, ¢ime se odgovor
mnogostruko pojacava. Aktivirana i odvojena od By-dimera pod-
jedinica G, u kompleksu s GTP-om stvara interakcije s drugim
stani¢nim proteinima (primjerice s enzimom adenilat-ciklazom).
Djelovanjem tog ili drugih analognih enzima nastaju drugi glasnici
i signal ¢e se provoditi dalje. Konacan ucinak signalnog puta jest
aktivacija izvrsitelja koji izravno mijenjaju stanicni odgovor, od-
nosno poticanje (ili utiavanje) crpki, enzima i transkripcijskih
faktora koji izravno nadziru metabolicke putove, aktivaciju gena i
procese poput prijenosa zivcanih podrazaja. U adrenalinskoj
signalizaciji stvoreni drugi glasnik (CAMP) aktivirat ¢e protein-kina-
ze i tako potaknuti kaskadu fosforilacijskih reakcija. Neke ¢e od
njih djelovati stimulativno na biokemijske procese, a druge inhibi-
torno. Nakon svrsetka stani¢nog odgovora signalni se proces mora
prekinuti kako bi stanica mogla odgovoriti na novi signal. Osim
toga, signalni proces koji nije zavrsen kako valja moze izazvati
ozbiljne, nezeljene posljedice. Primjerice, mnogi slucajevi nastan-
ka raka vezani su uz procese provodenja signala kod kojih je doslo
do nepravilnosti u gasenju signala. Signal potaknut adrenalinom
prekida se na sljedeci nacin: G-proteini se spontano vracaju u
neaktivno stanje hidrolizom GTP-a, jer podjedinice G, imaju
inherentnu GTP-aznu aktivnost (kojom se vezani GTP hidrolizira u
GDP i P). Ta je reakcija spora i treba nekoliko sekundi ili ¢ak
minuta da se G, iz GTP-oblika, u kojem aktivira nizvodne sudio-
nike puta provodenja signala, prevede u GDP-oblik i ponovno se
spoji s Gy, u neaktivni heterotrimerni protein. U desenzitizaciji
recepora sudjeluju i novootkriveni proteini arestini.

Iz impozantnog znanstvenog opusa ovogodisnjih laureata vjerojat-
no bi se sljededi rezultati mogli izdvojiti kao najvazniji: 1) Mode-
lom trojnog kompleksa, koji formiraju ekstracelularni ligand (tj.
agonist ili prvi glasnik), transmembranski receptorski protein i
intracelularni G-protein,?# Lefkowitz i suradnici objasnjavaju opci
mehanizam aktivacije receptora. Postaje jasno da su transmem-
branski proteinski receptori (najcesce!) spregnuti s G-proteinima,
pa stoga dobivaju naziv GPCR (GPCR, engl. G-protein-coupled
receptors). Tijekom svojih ranih istrazivanja Lefkowitz je pokazao
da radioaktivno obiljezen ligand ne ulazi u stanicu, nego veza-
njem izaziva konformacijsku promjenu u receptoru, pa on stoga
bolje interagira s G-proteinom, koji ¢e pak dalje prenositi signal na
druge unutarstani¢ne proteine. Uocio je takoder da je taj proces
ovisan o GTP-u i da interakcija G-proteina s receptorom potice
izmjenu gvanilnih nukleotida. Stvaranju klasicne receptorske teo-
rije pomogle su ranije studije nastanka cAMP-a’ (Nobelova nagra-
da Earlu W. Sutherlandu 1971. godine) i istraZivanja strukture i
funkcije heterotrimernih G-proteina®”# (za koja su poslije, 1994.
godine, Martin Rodbell i Alfred C. Gillman takoder podijelili No-
belovu nagradu). 2) Sredinom osamdesetih godina postdoktorand
Brian Kobilka uspijeva u Lefkowitzevu laboratoriju na Sveucilistu
Duke klonirati i sekvencionirati gen za B,-adrenergi¢ni receptor,
koristeci se pri tome tesko dostupnim i stoga mukotrpno izolira-
nim receptorskim proteinom?. Najfascinantniji rezultat tog gole-
mog posla je informacija da primarna i predvidena sekundarna
struktura nalikuje ranije sekvencioniranom transmembranskom
receptoru rodopsinu, a upecatljivo svojstvo tih proteina je da
njihov polipeptidni lanac sedam puta vijuga kroz stani¢nu mem-
branu, tvoreci sedam transmembranskih zavojnica. Kasnije ¢e se
pokazati da mnogi drugi receptori takoder pripadaju sirokoj poro-
dici 7TM-receptora'® (engl. seven-transmembrane-helix-receptors,
7TM receptors; 3) Lefkowitzeva grupa otkriva da B-adrenergicni
receptori mogu stvarati interakcije s B-arestinima, te da je
transdukcija signala moguca i putem G-proteina i preko B-are-
stina,’""2 4) Nakon dvadeset godina kristalografskih napora,
Kobilkin tim na Sveucilistu Stanford uspijeva 2007. godine
rendgenskom strukturnom analizom odrediti prostornu strukturu
f3,-adrenergi¢nog receptora,’'415 a potom 2011. godine i njegova
trojnog kompleksa s agonistom i G-proteinom'® (slika 3). U po-
sliednjih godinu dana rijeseno je jo$ nekoliko 3D-struktura ostalih
receptora — neke su proizasle i iz Kobilkina laboratorija.
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Slika 3 - (A Kristali f,-adrenergicnog receptora, u kompleksu s
heterotrimernim G-proteinom, nano-antitijelom Nb35 i analogom
adrenalina. Kristalizacija receptora u kompleksu s G-proteinom re-
zultat je visegodisnjeg mukotrpnog truda, te primjene novih i
raznovrsnih metoda za poticanje kristalizacije membranskih protei-
na: receptor je proteinskim inZenjeringom modificiran radi lakseg
prociscavanja, dodatno mutiran i fuzioniran s T4-lizozimom radi
lakse kristalizacije, kompleks s G-proteinom prireden je u nedavno
razvijenom detergentu koji dodatno stabilizira kompleks, a fleksi-
bilnost G-proteina smanjena je vezanjem posebno dizajniranog na-
no-antitijela Nb35. Kompleks je tretiran apirazom radi enzimske
razgradnje GDP-a oslobodenog prilikom nastajanja kompleksa i
kristaliziran je iz lipidne kubicne mezofaze. Nakon ispitivanja kvali-
tete difrakcije stotina kristala, konacni podaci za rjesavanje struktu-
re prikupljeni su difrakcijom na 20 kristala koji su najsnaznije
difraktirali rendgenske zrake. Preuzeto iz S. G. F. Rasmussen et al.,
Nature 477 (2011) 549-555.

(B) Kristalna struktura f3,-adrenergicnog receptora, u kompleksu s
G-proteinom i analogom adrenalina na izvanstanicnoj strani recep-
tora. Hormon je prikazan u kalotnom obliku, tamnijom nijansom
sive boje. G-protein je heterotrimer sastavljen od a-, - i y- pod-
jedinice. a-Podjedinica koja pokazuje GTP-aznu aktivnost i koja je
u direktnom kontaktu s receptorom istaknuta je tamnijom nijan-
som sive boje. PDB kéd: 3sn6; S. G. F. Rasmussen et al., Nature
477 (2011) 549-555.

Zahvaljuju¢i Lefkowitzu i Kobilki i mnogim drugim istrazivacima,
medu kojima su i dobitnici jo$ pet ranije dodijeljenih Nobelovih
nagrada za fiziologiju i medicinu, nase danasnje poimanje
transmembranske signalizacije je u pravom smislu strukturno-
-funkcionalno. Mnogi hormoni i neurotransmitori mogu aktivirati
vise od jednog receptora. Npr. postoji 9 adrenergi¢nih receptora
koji odgovaraju na vezanje adrenalina ili noradrenalina, 13 seroto-
ninskih... itd. Receptori su prili¢no fleksibilni proteini, $to i jest
glavni uzrok njihova otezanog strukturnog istrazivanja. Vezanje
agonista stabilizira konformaciju receptora koja veze i aktivira pro-
tein G ili druge signalne makromolekule poput arestina. Lefkowitz
i Kobilka ve¢ najavljuju novi, ovaj put zajednicki (iako nisu izravno
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suradivali posljednjih 25 godina) projekt kristalizacije i odrediva-
nja prostorne strukture adrenergicnog receptora u kompleksu s
arestinom.

Zanimljivo je da su GPC-receptori, kakvih je danas opisano neko-
liko tisuca, ciljne molekule gotovo polovice svih postojecih lijeko-
va, a neki od njih, poput popularnog beta-blokatora propranolola,
koji smiruje srce pri adrenalinskom stresu, poceli su se upotreblja-
vati prije pola stoljeca, dakle svakako prije dostupnih strukturnih
informacija o njihovim receptorima (Nobelova nagrada Jamesu
W. Blacku, 1988. godine).

Jasno je da je istrazivanje provodenja signala od velike vaznosti za
razumijevanje funkcije organizma i za dizajniranje lijekova. Kom-

ROBERT J. LEFKOWITZ roden je
1943. godine u New Yorku (SAD). Sko-
lovao se za doktora medicine i diplo-
mirao je na Columbia University (New
York, SAD) 1966. godine, s ambicijom
da postane kardiolog. Nakon jedno-
godisnjeg staziranja, 1968. postaje kli-
nicki i znanstveni suradnik pri National
Institutes of Health, i zapocinje istra-
Zivanja na hormonskim receptorima.
Od 1973. godine boravi na Duke Uni-
versity (Durham, North Carolina, SAD),
gdje je postao profesor medicine i pro-
fesor biokemije, a od 1976. istrazivac¢
je i prestiznog Howard Hughes Medical Institute. Osim Nobelove
nagrade, dobitnik je brojnih priznanja i nagrada, osim ostalih, me-
dalje “Jessie Stevenson Kovalenko” americke Nacionalne akade—
mije znanosti (2001.), za vazne doprinose medicinskim znanosti-
ma, medunarodne nagrade The Shaw Prize (2007.) za podru(:je
biomedicine i Nacionalne medalje za znanost (2007.) za izvan-
redan doprinos razvoju biologkih znanosti. Clan je americke Na-
cionalne akademije znanosti od 1988. godine

Literatura:

1. S.Takeda, S. Kadowaki, T. Haga, H. Takaesu, S. Mitaku, Identi-
fication of G protein-coupled receptor genes from the human
genome sequence, FEBS Lett. 520 (2002) 97-101.

2. J. M. Berg, J. L. Tymoczko, L. Stryer, Biochemistry, 6" Ed.,
W. H. Freeman and Company, New York 2007, str. 381-389.

3. A. De Lean, J. M. Stadel, R. L. Lefkowitz, A ternary complex
model explains the agonist-specific binding properties and
the adenylate cyclase-coupled beta-adrenergic receptor, J.
Biol. Chem. 255 (1980) 7108-7117.

4. L. E. Limbird, D. M. Cill, R. L. Lefkowitz, Agonist-promoted
coupling of the beta-adrenergic receptorwith the guanine nu-
cleotide regulatory protein of the adenylate cyclase system,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77 (1980) 775-779.

5. T. W. Rall, E. W. Sutherland, Formation of a cyclic adenine
ribonucleotide by tissue particles, J. Biol. Chem. 232 (1958)
1065-1076.

6. M. Rodbell, L. Birmbaumer, S. L. Posh, H. M. Krans, The gluca-
gon-sensitive adenylyl-cyclase system in plasma membranes
of rat liver. V. An obligatory role of guanyl-nucleotides in glu-
cagon action, J. Biol. Chem. 246 (1971) 1877-1882.

7. E.M. Ross, A. G. Gilman, Resolution of some components of
adenylate cyclase necessary for catalytic activity, J. Biol.
Chem. 252 (1977) 6966-6969.

8. A. C. Gilman, G proteins: transducers of receptor-generated
signals, Annu. Rev. Biochem. 56 (1987) 615-649.

9. R A.F. Dixon, B. K. Kobilka, D. J. Strader, J. L. Benovic, H. G.
Dohlman, T. Frielle, M. A. Bolanowski, C. D. Bennett, E. Rands,
R. E. Diehl, R. A. Mumford, E. E. Slater, I. S. Sigal, M. C. Caron,
R. J. Lefkowitz, C. D. Strader, Cloning of the gene and cDNA
for mammalian B-adrenergic receptor and homology with
rhodopsin, Nature 321 (1986) 75-79.

plicirano je i intrigantno. Privuklo je do sada niz najboljih istra-
zivackih grupa i okrunjeno je s nekoliko Nobelovih nagrada — ovo
je prva za kemiju, jer glavni je rezultat razumijevanje funkcije
slozenog makromolekulskog kompleksa, ¢ije postojanije je najprije
trebalo biokemijski dokazati, uociti da je dinamican, gibljiv, da
prenosi signal alosterickim mehanizmom. Vrhunac svega je odgo-
netavanje nacina interakcija molekula u trojnom kompleksu, i to
do atomskih detalja, na temelju rendgenske strukturne analize. |
za kloniranje i sekvencioniranje gena adrenergi¢nog receptora,
koje je radeno desetak godina prije masovnih sekvencioniranja
genoma, i za kristalizaciju i strukturnu analizu receptorskog protei-
na i njegovih kompleksa, primijenjene su vrhunske tehnike i
prevladavani mnogi eksperimentalni problemi (slika 3A).

BRIAN K. KOBILKA roden je 1955.
godine u malom gradu Little Falls u
Minnesoti (SAD). Studirao je biologiju i
kemiju na University of Minnesota
Duluth, i poput R. ). Lefkowitza, diplo-
mirao je medicinu 1981. godine na
Yale University School of Medicine.
Godine 1984. pridruzio se kao post-
doktorant laboratoriju dr. Lefkowitza
na Duke University, gdje je odigrao
presudnu ulogu u kloniranju i odredi-
vanju nukleotidnog slijeda gena za f,
adrenergicni receptor. Godine 1989.
odlazi na Stanford University (Stanford,
Kalifornija, SAD), gdje je danas profesor i procelnik Odsjeka za
molekularnu i stani¢nu fiziologiju pri Standford University School
of Medicine. Clan je ameri¢ke Nacionalne akademije znanosti od
2011. godine.

(Slike preuzete s http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemi-
stry/laureates/2012/ 5. studenog 2012)

10. R. J. Lefkowitz, Seven-transmembrane receptors: something
old, something new, Acta. Physiol. 190 (2007) 9-19.

11. R. J. Lefkowitz, S. K. Shenoy, Transduction of Receptor Signals
by B-Arrestins, Science 308 (2005) 512-517.

12. H. Wei, S. Ahn, S. K. Shenoy, S. S. Karnik, L. Hunyady, L. M.
Luttrell, R. J. Lefkowitz, Independent B-arrestin 2 and G pro-
tein-mediated pathways for angiotensin Il activation of extra-
cellular signal-regulated kinases 1 and 2, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 100 (2003) 10782-10787

13. S. G. Rasmussen, H. Choi, D. M. Rosenbaum, T. S. Kobilka, F.
S. Thian, P. C. Edwards, M. Burghammer, V. R. P. Ratnala, R.
Sanishvili, R. F. Fischetti, G. F. X. Schertler, W. I. Weis, B. K. Ko-
bilka, Crystal structure of the human B, adrenergic G-protein
coupled receptor, Nature 450 (2007) 383-387.

14. V. Chezerov, D. M. Rosenbaum, M. A. Hanson, S. G. Rasmus-
sen, F. S. Thian, T. S. Kobilka, H. Choi, P. Kuhn, W. I. Weis, B.
K. Kobilka, R. C. Stevens, High-resolution crystal structure of
an engineered human f, adrenergic G-protein coupled re-
ceptor, Science 318 (2007) 1258-1265.

15. D. M. Rosenbaum, V. Chezerov, M. A. Hanson, S. G. Rasmus-
sen, F. S. Thian, T. S. Kobilka, H. J. Choi, X. J. Yao, W. I. Weis, R.
C. Stevens, B. K. Kobilka, R. C. Stevens, GPCR engineering
yields high-resolution structural insights into 3, adrenergic re-
ceptor function, Science 318 (2007) 1266-1273.

16. S. G. F. Rasmussen, B. T. DeVree, Y. Zou, A. C. Kruse, K. Y.
Chung, T. S. Kobilka, F. S. Thian, P. S. Chae, E. Pardon, D. Ca-
linski, J. M. Mathiesen, S. T. A. Shah, J. A. Lyons, M. Caffrey, S.
H. Cellman, J. Steyaert, G. Skiniotis, W. I. Weis, R. K. Sunahara,
B. K. Kobilka, Crystal structure of the B, adrenergic recep-
tor-Gs protein complex, Nature 477 (2011) 549-555.



