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REZUMAT

Al doilea episod al seriei dedicate conceptului de
receptor in biologie si in farmacologie inaugureaza
trecerea in revistd a mecanismelor prin care opereaza
semnalizarea transmembranard. Dupa cateva aspecte
generale ale comunicarii si recunoasterii moleculare, sunt
prezentate datele disponibile pana in prezent, referitoare
la cooperarea dintre cea mai numeroasa categorie de
receptori si proteinele G heterotrimerice. Ori de cate ori
este posibil, aspecte particulare ale semnalizarii
transmembranare sunt prezentate schematic, cu intentia
de a oferi un tablou cat mai simplificat al unei literaturi
abundente, cu numeroase detalii i nu intotdeauna ugor
de citit. :

Cuvinte cheie: receptori, cdi de semnalizare
transmembranard, proteine G heterotrimerice

ABSTRACT
Pharmacological Receptors.
Il. G Proteins and Cell Signaling
The second paper in this series about cell receptors
in biology and pharmacology is dedicated to the
mechanisms regarding cell signaling through G protein-
coupled receptors. There are presented available data
concerning the biochemistry and molecular biology of
mechanisms through which cell interpret and translate a
huge variety of signals for a limited number of cell signaling
pathways. When possible, mechanisms are schematically
depicted in order to offer an as simple as possible picture
of a (often) not easy affordable (to read) literature.
Key words: receptors, cell signaling, heterotrimeric G
proteins

1. Schema dgenerala a proceselor de
recunoastere moleculara

Comunicarea intre celule poate fi abordatd in cele mai
variate moduri. Se pot incerca generaliziri ale celor mai
diferite aspecte.

De altfel, de unul sau altul dintre aspectele comunicarii
in general se ocupa specialisti din numeroase domenii:
semiotica, teoria informatiei, multimedia, design molecular
asistat de computer, biologie moleculard sau biochimie,
pentru a da doar cateva exemple.

Este interesant de observat ci, in timp ce unele
generalizari asupra comunicirii, examinate in alte teritorii
ale cunoasterii decit stiintele medicale, se pot aplica perfect
acestui domeniu, altele nu au un corespondent.

Astfel, dacd functia referentiali a comunicarii este
aplicabild tuturor domeniilor ce opereazi cu acest concept,
alte functii, cum ar fi, spre exemplu, functiile cognitivd sau
metalingvisticd nu se aplici decdt anumitor domenii (38).

Ca demers intelectual insd, nu ar trebui eliminata, din
start, posibilitatea de a analiza tipuri particulare ale
comunicarii (cum ar fi comunicarea dintre celule), chiar si
din aceste puncte de vedere. Desi aceastd afirmatie poate
pirea (cel) putin curioasd, trebuie si ne reamintim ca, in
urmi cu cativa ani, abordiri de genul examinirii
comportamentului celulelor din perspectiva contextului lor
"social”, erau neobisnuite, iar, intre timp, au devenit lucruri
comune (31), dupd cum, sinuciderea celulelor este in prezent
intens "mediatizata".

Ceea ce incearcd in prezent lumea medicald si facid in

*Dr. M.E. Hinescu, - Catedra de Histologie si Biologie celulard, UM.E "Carol Davila” - Centrul de cercetari stiintifice medico-

militare

**Prof. Dr. Victor A. Voicu, seful Catedrei de Toxicologie Clinied, UM.E "Carol Davila" - Centrul de cercetdri stiintifice medico-

militare

m TERAPEUTICA §1 TOXICOLOGIE CLINICA w 1998 decembrie, volumul Il mnr. 4 m 7



REFERATE GENERALE

acest teritoriu, este incercarea de a-si apropia o forma de
comunicare inci necunoscutd, Mesajele de naturd chimica,
spre exemplu, sunt ele doar simboluri, litere ale unor cuvinte
sau chiar cuvintele din compunerea unor fraze?
Multitudinea de mesaje, de acelasi tip, sau diferite, ar putea
fi aseminata cu multitudinea de semne grafice dintr-o carte?
Desigur, deocamdati este prematur sid catalogam aceste
intrebari altfel decét ca simple speculatii.

Figura 1 schematizazi elementele participante in cursul
unui proces de comunicare. Codificarea informatiei are ca
scop pastrarea specificitdtii si eliminarea distorsiunilor
generate de factori perturbatori, cum ar fi zgomotul de
fond, spre exemplu. Cel mai adesea comunicarea are de
nevoie insi de mai multe niveluri de codificare (38).

Este nevoia de codificare pe niveluri ierarhice (si)
rezultatul proprietitilor ce decurg din organizarea de o
manierd ierarhici a materiei, de la nivel atomic, la nivel
supramolecular sau polimolecular?

In figura 2 sunt reprezentate schematic procesele in
care participd procesul de recunoastere moleculara.
Informatia transferati este prelucrati diferit, iar interactiunile
dintre liganzi si proteinele capabile de recunoastere
moleculard reprezintd instrumente adaptate unor functii
diferite. Astfel, legarea unui ligand este destinatd unui scop
predeterminat. Din aceastd perspectivd receptorul (sau
transportorul ori enzima) s§i substratul specific corespund
nivelului molecular de complexitate al organizarii. Nivelul
imediat superior de complexitate este reprezentat de nivelul
supramolecular de organizare. Acesta este gandit ca fiind
corespunzator structurii complexe, cu durata de viata scurta,
de tipul receptor-ligand sau substrat-enzima. Structurile ce
elaboreazid raspunsul celular propriu-zis (in cazul
receptorilor), sau structurile ce beneficiaza de rezultatul
activititii celorlalte molecule implicate in recunoasterea
moleculard (transportori sau enzime) reprezinta nivelul
polimolecular al complexititii (ansambluri moleculare
organizate) (11).

2. Din nou despre terminologie sau
despre mesagerii chimici

Literatura referitoare la receptori a impus o serie de
termeni, cu care (se) opereaza foarte frecvent. Dar, ca in
cazul conceptului de receptor, adeseori acesti termeni sunt
utilizati de o manierd intuitivd, astfel incit capatd conotatii
diferite, la autori diferiti. De aceea, pe parcursul acestei
serii de referate generale, vom reveni, ori de cate ori vom
considera cd este ulil, asupra unor aspecte de terminologie.

Substantele secretate de neuroni au fost denumite
neuromediatori si pot fi clasificate in trei categorii:
neurotransmititori, neuromodulatori si neurchormoni. (6)

Neurotransmititorii sunt molecule ce mediaza
transmisia sinapticd in sistemul nervos. Receptorii pentru
neurotransmi{itori au fost clasificati in doud categorii mari:
receptori-canale ionice operate de ligand si receptori cuplati
cu proteine G.

Criteriile ce trebuie indeplinite de o substantd pentru a
putea fi clasificatd drept neurotransmitator sunt:

- sintezd la nivel neuronal;

— prezenta in terminatiile presinaptice si eliberare
in cantitate suficient de mare pentru a putea
determina un raspuns la nivelul celulei post-
sinaptice;

Destinatar A

Fig. 1 - Schema generald a comunicdrii

— aplicarea exogend (ca medicament) poate mima

actiunea transmitatorului endogen;

— asocierea cu un mecanism de indepartare de

la locul actiunii ( sau inactivare) (36).

Transportorii pentru neurotransmititori sau
sistemele de recaptare sunt proteine ce functioneaza ca
sisteme de transport si contribuie la limitarea duratei de
via{d a semnalului, prin legarea si internalizarea ligandului
in terminafia nervoasi presinaptica sau in celulele gliale.

Moleculele semnal cu care opereaza sistemul
nervos au fost grupate in doud mari categorii: transmitatorii
cu greutate moleculara micad si, respectiv peptidele
neuroactive (36)

Termenul de amine biogene este imprecis, dar a
fost utilizat in literaturd cateva decenii pentru a defini
neurotransniititori derivati ai unor aminoacizi: tirozina
(pentru dopamind, noradrenalind si adrenalind), triptofan
(pentru serotonina) sau histidind (pentru histamina).

Studiile referitoare la biochimia transmisiei
sinaptice au dus la formularea unei generalizéri: "un neuron
matur face uz de acelagi transmitator la nivelul tuturor
sinapselor sale". (Eccles, 1957) Ulterior, o dati cu descoperirea
aspecielor legate de co-transmisia sinaptica aceasta
generalizare a fost reformulata: "un neuron face uz de aceeasi
combinatie de mesageri chimici la nivelul tuturor sinapselor
sale" (36). Astfel, specializarea sau diferenfierea, la nivel
neurcnal, ar avea printre elementele definitorii capacitatea
celulelor de a opera cu un set bine definit de procese
biochimice.

Aceste generaliziri trebuie insd privite cu
precautie, atata timp cat nu a fost incd precizat confinutul
in neuromediatori al unui insemnat numdir de lanturi
neuronale (6).

Termenul de autacoizi a intrat in uz pentru
substantele ce actioneazd asupra receptorilor de pe
membrana celulelor care le-au sintetizat (autoreceptori).
Un exemplu de astfel de compus este histaraina.

Conceptul de mneuromedulatori (sau
neuroreglatori) acoperd reglarea activititii celulelor
neuronale prin alie mecanisme decit transmisia sinaptica,
efectuatd de neurctransmititorii clasici.

Distinctia  intre  neurotransmititori  si
neuromodulatori este deci de naturd functionald, pentru
cd, in general, neuromodulatorii nu actioneaza direct asupra
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Fig. 2. Reprezentarea schematicd a proceselor in care este implicatd recunoasterea moleculard.
Acesta presupune nu doar legarea ci si selectia unei functii specifice, altfel spus,
recunoasterea moleculara presupune "legarea cu un scop” (11).

membranelor celulare, ci prin intermediul unor reactii
chimice.

Hormonii sunt mesageri de naturd chimici, a céror
principald caracteristicad este aceea cd actioneaza la distanta
de celulele in care au fost sintetiza{i (ca urmare a difuziunii
prin singe, fluidele extracelulare, pana la celulele tintd) (6).
Elementele definitorii pentru acest tip de substante sunt:
sinteza la distanta de {intd, difuziunea si durata actiunii.

Pot aceste distinctii de naturd semanticd sa contribuie
la intelegerea organizirii si functionarii sistemelor de
comunicare dinire celule? Pornind de la aceste distinctii, s-
a formulat un model conceptual conform ciruia ar exista
doud fipuri de retele informationale: una "executiva", cu
rispuns prompt, si care opereazi via transmitatori, i una
"reglatoare", cu rdspuns lent, ce opereazi cu o selectivitate
anatomicd mai restrinsi, si care regleazi structurile primei
retele. (Chauvet, 1996).

3. Cum ajung liganzii la nivelul
receptorilor

Inainte de a aborda unele detalii asupra modului in care
opereazi cea mai numeroasid categorie de receptori vom
prezenta pe scurt modalititile si etapele parcurse in eliberarea
moleculelor semnal.

Drumul pe care moleculele semnal il parcurg pana la
{intd poate fi mai lung sau mai scurt, iar in raport cu
aceastd distantd semnalizarea intercelulara a fost divizata
(13) in patru categorii generice: semnalizare endocrina,
paracrind, autocrind si juxtacrinad (fig.3).

La nivelul terminatiilor nervoase au fost studiate la scara
moleculard etapele parcurse de veziculele sinaptice ce contin
neuro-transmititori. Aceste etape sunt simplificat prezentate
in fig. 4. Fiecare din etapele identificate pana in prezent
presupune participarea unui numir mare de proteine
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Fig. 3. Mecanisme generice de comunicare
intercelulard prin semnale de naturd
chimicd.

celulare. Sudhof a intocmit chiar un miniglosar al proteinelor
implicate in eliberarea neurotransmititorilor (41). El a
clasificat aceste proteine sinaptice in patru grupuri:
— proteine din compunerea veziculelor sinaptice;
— proteine ce se asociazi veziculelor sinaptice, intr-
o etapd sau alta a ciclul veziculelor sinaptice;
— proteine ale membranei plasmatice sinaptice;
— proteine ce se pot asocia reversibil cu proteinele

) membranei plasmatice (41).

In plus, meritd a fi subliniat faptul ca la eliberarea
veziculelor sinaptice participd elemente ale citoscheletului.
In prima etapd a ciclului, veziculele sinaptice ajung in
imediata vecindtate a membranei plasmatice. Ele sunt insa
impiedicate si se ataseze membranei de filamentele de
actind corticale ce formeazi o retea asemandtoare unui gel
pentru a preveni, la aceastd etapd, fuziunea veziculelor cu
membrana plasmaticd. Cresterea concentratiei de calciu
duce la activarea proteinelor ce separd (reindividualizeazi)
filamentele de actind din starea de gel, cu trecere spre o
stare de sol. ‘Astfel se poate realiza fuziunea veziculelor cu
membrana plasmatica (15).

Concomitent cu examinarea detaliilor organizarii
moleculare a versantului presinaptic, au fost ficute
numeroase cercetiri asupra arhitecturii compartimentului
postsinaptic (43).

4. Proteinele G si semnalizarea
transmembranara

Trecerea in revisti a cailor de semnalizare
transmembranard reprezinti in prezent o incercare dificil
de realizat. Dificultatea este datd, pe de o parte, de
multitudinea tipurilor de comunicare, pe de alta parte, de
diversitatea proprietitilor semnalelor reunite sub emblema
aceluiasi tip de semnalizare. In plus, din cauza absentei
criteriilor universal acceptate de clasificare a receptorilor
celulari, cat si datoritd rapiditatii cu care (gratie tehnicilor
de biologie moleculard) sunt relevate noi detalii ale

semnalizarii transmembranare, tabloul transferului de
informatie citre celule este intr-o continud schimbare. De
aceea, datele prezentate in continuare (in acest articol si in
urmatoarele) incearcd doar sa surprinda aspectele cele mai
generale ale diferitelor cdi de semnalizare.

4.1. Superfamilia proteinelor G

Studiile de inginerie genetica (mai exact, de clonare
moleculard) au ardtat ca receptorii cuplati cu proteinele G
reprezinti una dintre cele mai mari familii de proteine
existente in naturd. S-a estimat cid existd, la mamifere,
aproximativ 1.000 de tipuri diferite de astfel de receptori.
(42) Ritmul in care sunt descoperiti noi receptori cu 7
domenii transmembranare descoperiti este atat de alert
incat Flloyd E. Bloom, redactor sef al revistei Science, afirma
in 1996: "Este un adevarat tur de fortd organizarea unui site
(pe reteaua Internet), in care sunt mentinute la zi informatii
referitoare la (virtual) toti receptorii cuplati cu proteine G,
membrii fiecdrei ramuri a superfamiliei de receptori,
proprietitile lor fiziologice si mecanismele de semnalizare
(4). (Adresa acestui site  ese URL  http://
receptor.mgh.harvard.edu/GCRDBHOME.html, iar autorul sau
este Frank Kolakowski) (4).

Pornind de la detaliile arhitecturii moleculare ale
diferitelor categorii de receptori cuplati cu proteinele G, s
au incercat variate modalitati de grupare a acestor receptori
in subfamilii (2). Rezultatul unei astfel de incerciri este
prezentat in fig. 5.

4.2. Cooperarea receptor - proteine G -
efector

Dincolo de schema generali de organizare si functionare
a transferului de informatie dinspre complexul ligand-
receptor citre structurile efectoare (prezentatd in fig. 6),
in ultimul timp au fost examinate, tot mai in detaliu, alte
aspecte ale cooperidrii dintre receptorii cu 7 domenii
transmembranare si proteinele G heterotrimerice:
— detalii moleculare ale activarii receptorului (2, 7,
33), mecanismele ce declanseaza schimbarea
nucleotidului guanozinic legat de proteinele G
(3, 27, 30, 40);
— mecanismele prin care unele canale ionice sunt
modulate de proteinele G (10, 20, 22, 26);
— functiile subunititilor f s y (8, 14, 18);
— mecanismele prin care sunt indepirtate
moleculele liganzilor dupd activarea receptorilor
(5, 17,19);
— mecanismele de sensibilizare si desensibilizare a
receptorilor (17, 29);
— modularea expresiei genelor ce codifica pentru
acesti receptori (9, 34);
— cooperarea dintre proteinele G si fosfolipaze (12);
— semnificatia fiziologicd a proteinelor reglatoare
ale semnalizirii prin proteinele G, ("regulators of
G-protein signaling”, "RGS") ce constituie, la
randul lor, o familie numeroasa (au fost identificati
pand in prezent 16 membri ai acestei familii)
(25);
— endocitoza mediata de receptor, degradarea
receptorilor, mecanismele ce asigurd echilibrul
dintre sinteza si degradarea receptorilor (17);
— informatiile pe care le pot oferi instrumente de
tipul oligonucleotidelor antisens (1), sau de tipul
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Fig. 4. Etapele ciclului veziculelor sinaptice, la nivelul unei terminatii nervoase presinaptice.

1. Veziculele sinaptice, umplute cu neurotransmitdtor stabilesc primul contact cu
membrana celulard, in teritoriul activ, ce mdrgineste fanta sinapticd.

2. Etapa a doua este caracterizatd printr-un proces de maturare a veziculelor sinaptice,
care devin apte de fuziune rapidd cu membrana celulard, ca urmare a unei oscilatii
rapide a concentratiei ionilor de calciu.

3. Procesul de fuziune/fexocitozd necesitd mai putin de 0,3 ms insd numai unul dintre
fiecare serie de 3 pana la 10 potentiale de actiune duce la exocitozd.

4. Veziculele golite sunt rapid internalizate prin transport cu vezicule acoperite.

5. Veziculele acoperite isi pierd invelisul si sunt reciclate.

6. Fuziunea cu endozomii.

7. Veziculele sunt regenerate prin "inmugurire” din endozomi.

8. Preluarea neurotransmitdtorului prin transport activ, in virtutea unui gradient
electrochimic, creat de o pompa protonicd.

9. Translocarea veziculelor pline cu neurotransmitdtor in teritoriul activ, fie prin
difuziune, fie printr-un proces de transport la care participd elemente ale

citoscheletului. (adaptare dupd ref. 23, 28, 32, 41)

animalelor transgenice, in disectia farmacologica
a transductiei semnalului (24) ;

— patologia in care proteinele G sunt implicate (16,
21).

Figura 7 prezintd schematic modificarile
arhitecturii moleculare a receptorului cuplat cu o proteind
G in momentul activirii.

Cel mai mare volum de informatii referitoare la
interactiunea receptor-proteind G au fost obtinute din
experimentele efectuate cu rodopsini, moleculd cu rol de
fotoreceptor. Modificarile arhitecturii moleculare a
receptorului sunt relativ restrinse, ele se referi la orientarea
relativi a domeniilor transmembranare (TM): miscarea catre
exterior a portiunii TM 3 si a portiunii TM 6, insotitd de o
rotatie orard de circa 30°. Similitudinile in organizarea
moleculard a diferitelor categorii de receptori cuplati cu
proteine G au condus la ideea cd modificirile
conformationale obiectivate in cercetirile asupra rodopsinei
ar putea fi similare cu cele produse la activarea altor
receptori.

Legarea unui ligand cu acest tip generic de
receptor duce la recunoasterea unui set limitat de proteine
G. Familia proteinelor G este, la randul sau numeroasa. Mai
multe laboratoare au incercat si indentifice care sunt
domeniile responsabile pentru aceastd selectivitate.
Adeseori, aceste experimente au utilizat receptori hibrizi
(sau himerici), ob{inuti prin reunirea, in aceeasi moleculs,
a unor subunititi apartinand unor receptori distincti sub
aspect functional. S-a stabilit, astfel, cd ansele citoplasmatice
i2, i3 si i4 din molecula receptorului participi la realizarea
cooperirii dintre receptor si clase individuale de proteine
G. Aceste domenii ale moleculei receptorului nu sunt (in
intregime) accesibile heterotrimerului proteinei G in stare
de repaus (in absenta ligandului).

In plus, la realizarea acestei cooperdri selective (anumiti
receptori/clase particulare de proteine G) mai participa:
— densitatea proteinelor G;
— localizarea predilectd a unor proteine G si a unor
receptori in anumite teritorii delimitate ale
membranei celulare; in acest context apare tot
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Fig. 5. Gruparea receptorilor cuplati cu
proteinele G, pe baza criteriului
omologiei structurale si pe baza
situsurilor presupuse de interactiune
cu liganzii specifici.

mai des in literaturd conceptul de grupare a
unor complexe moleculare in microdomenii ale
celulei (8, 28);

— informatiile structurale ce {in de clasele
particulare de receptori sau proteine G.

Cercetarile diferitelor grupuri au identificat, pentru
anumite clase de receptori care sunt lanturile polipeptidice
necesare pentru activarea eficientd precum si situsurile de
contact intre receptor si proteinele G (42). Tehnologiile
folosite pentru aceste determindri sunt: cristalogiafia cu
raze X, metodele de mutageneza dirijatd, studii de fotoliza,
studii de dichroism circular, spectroscopie in infrarosu cu
transformatd Fourrier, proteolizd limitatd etc.

Intr-un model propus recent, al activirii proteinei G de
citre receptor, se considera ca proteina G poseda o suprafata
ce vine in contact cu membrana celulard. GDP este legat
la o distant de circa 30 A de membrana celulari. Eliberarea
GDP de citre subunitatea o a proteinei G este consecinta
unui mecanism alosteric, intrucéit nuclectidul nu poate
ajunge in contact direct cu ansele citoplasmatice ale
receptorului (42).

Participarea subunitatilor fy din compunerea
proteinelor G la transductia semnalelor a fost initial
considerata ca nesemnificativd. Ulterior tot mai multe date
experimentale au demonstrat ca si complexul Py poate
modula direct activitatea unor canale ionice, de potasiu, de
calciu, §i a unor enzime precum fosfolipaza C si adenilat
ciclaza (8, 14).

4.3. Atenuarea sau terminarea semnalului:
mecanisme generice

Un aspect mai putin abordat (in literatura internationala)
este acela al atenudrii (sau termindrii) raspunsului generat
prin activarea receptorilor cuplafi cu proteinele G. Aceste
mecanisme sunt organizate ierarhic si sunt redundante
(17). Fig. 8 prezintd o incercare de generalizare a acestor
mecanisme. Fiecare dintre cele trei niveluri la care se poate
interveni, pentru a limita sau atenua transferul de informatie,
cuprinde numeroase verigi intermediare, sau puncte de
intretiiere cu alte mecanisme implicate in semnalizarea
transmembranara.

Aceste trei niveluri sunt:

— diminuarea concentratiel moleculelor semnal;

— decuplarea (sau desensibilizarea) receptorilor;

— modificarea sub aspect numeric a populafiei de

receptori functionali de pe suprafata (sau din
interiorul) unei celule.

Mecanismele de decuplare & receptorilor au fost
examinate si ele in detaliu. Au fost identificate cel putin 2
cdi de interventie asupra receptorilor, in urma cirora
celulele isi pot limita rdspunsul la un agonist. Ele sunt
prezentate in fig. 9.

Endocitoza mediatd de receptor reprezintd o modalitate
de a internaliza temporar receptorul (decuplare temporara
a receptorului) sau poate fi una dintre etapele unui proces
mai cuprinzdtor, de reglare a echilibrului numeric intre
receptorii nou sintetizati si cel degradati. In figura 10 sunt
prezentate modalitatile diferite in care celulele pot procesa
complexul receptor-ligand dupad internalizare, prin endocitoza
mediatd de receptor.

4.4. Proteinele G: De la desensibilizarea la
hipersensibilitatea receptorilor

Mecanismele desensibilizirii receptorilor cuplati cu
proteinele G au fost intens cercetate in ultimii ani (5, 17,
29).

Doud tipuri de mecanisme, ambele derulate cu
participare unor sisteme de fosforilare, au fost identificate
pand in prezent si au fost denumite desensibilizare omologa
si, respectiv, heterologd.

Desensibilizarea omologa se produce in urma activirii de
citre agonist a aceleiasi clase de receplori, in timp ce cea
heterologa este declansata in urma activirii unei alte clase
de receptori (17). Elemental comun celor doud mecanisme
de desensibilizare este fosforilarea receptorului. Ceea ce
deosebeste cele doud tipuri de desensibilizare sunt efectorii
propriu-zisi ai acestei fosforiliri.

In desensibilizarea omologi, efectorii fosforilarii
(declansate intr-un interval cuprins intre cateva secunde si
cateva minute de la activarea receptorilor) sunt serin/
treonin-kinaze, denumite Kinaze ale receptorilor cuplati cu
proteinele G (GRK). Un element caracteristic al acestei
familii de protein-kinaze este acela ci ele fosforileaza nunai
receptorii ocupati de agonist (17). Au fost deja precizate o
serie de detalil referitoare la: componenta familiel GRK,
specificitatea lor, situsurile de fosforilare, modalititile de
translocare a GRK din citosol in imediata veciniitate a
membranei plasmatice, localizarea izoformelor acestor
enzime in diferite tipuri de {esuturi etc. (5, 17). A fost, de
asemenea, eviden{iatd participarea subunitatilor bg la
mecanismele de translocare a GRK in veciniatatea
membranei, si, implicit, la etapele procesului de
desensibilizare a receptorilor. (8).

Actiunea GRK asupra receptorilor este limitatd la
fosforilarea acestora. Fosforilarea nu este insd suficienta
pentru a provoca desensibilizarea receptorului. Aceasta este
realizatd, in fapt, de reprezentantii unei alte familii de
proteine, denumite arestine. Acestea, denumite ce-facton ai
GRK, au rolul de a se lega de receptorii fosforilafi, i, in
acest fel, de a impiedica interactiunea receptorului cu
proteinele G. Studiile ultrastructurale au identificat
reprezentanti ai familiei arestinelor in corpii multiveziculari
neuronali, sugerdnd cd aceste proteine ar participa si la
mecanisme asociate endocitozei mediate de receptor.
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Fig. 6. Schema generald a mecanismului prin care proteinele G coopereaza cu receptorii
cu 7 domenii transmembranare
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Fig. 7. Reprezentarea "desfdasuratd” a unui receptor cu 7 domenii transmembranare (TM)
(notate cu cifre arabe, de la 1 la 7), si a "anselor"” ce leaga domeniile TM , pe versantul
citoplasmatic (notate cu il - i4) si pe cel extern al membranei. Receptorul a fost
reprezentat in acest mod pentru a evidentia directiile in care domeniile TM isi modifica

pozitia, in momentul activdrii receptorului, ca urmare a cupldrii cu ligandul specific.
Miscarea de rotatie orard a celui de al 6-lea domeniu TM a fost estimatd la circa 30°

(41).

Protein-kinazele activate de mesageri secunzi au fost
identificate ca efectori ai celui de al doilea tip de
desensibilizare : cea heterologd. La aceste mecanisme pot
participa protein-kinaze, precum PKA (protein-kinaza
activatd de AMP ciclic), PKC (protein-kinaza C). Activarea
acestor protein-kinaze se produce in urma cuplarii unor
receptori specifici cu agonistii lor. Denumirea de
desensibilizare heterologa este dati de faptul ci ea este initiatd
de agonisti ce ai unei alte clase de receptori decat cei
asupra se va exercita efectul de fosforilare si, consecutiv, de
desensibilizare.

In ultimul timp au fost examinate si alte mecanisme ce
ar putea participa la sensibilizarea/desensibilizarea
receptorilor. Unul dintre aceste mecanisme il reprezinti
acela al atasarii / detasarii unui radical palmitoil, la nivelul
celui de-al VIIHlea domeniu transmembranar al receptorului,
mecanism ce ar modifica sensibilitatea receptorului (5).

4.5. Participare la mecanismele tolerantei
farmacologice?

Toleranta farmacologicd reprezinti scaderea progresiva
a efectului unui medicament, dupa administrare repetata.

Faptul cd receptorii pentru opioizi fac parte din familia
mare a receptorilor cuplati cu proteinele G a dus la
formularea ipotezei conform careia fenomenul de tolerantd
farmacologicd ar putea fi asociat cu mecanismele de
desensibilizare a receptorilor (29).

Teoretic, atenuarea riaspunsului la opioizi al receptorilor
specifici ar putea surveni ca rezultat al mai multor
mecanisme:

— reducerea numarului de receptori (reducerea
transcrierii si/sau internalizarea receptorilor);
— fosforilarea receptorilor (via mecanismul omolog,
descris mai sus: GRK + arestine);
— modificarea activititii altor proteine ce pot regla
activitatea subunititi a (proteinele RGS).
Acest ultim mecanism a fost enuntat in urma
cercetirilor care au dus la identificarea (in ultimii doi ani)
a unei familii de proteine cu functie de reglatori ai proteinelor

G, familie ce cuprinde pani in prezent 16 membri. Aceste
proteine (care nu au efect asupra legarii nucleotidului de
subunitatea a a proteinei G) pot creste (de cel putin 40 de
ori) rata hidrolizei GTP de catre subunitatea a, i, in acest
mod, pot grabi reasocierea complexului bg cu subunitatea
a (25).

O altd ipotezd, mai recent investigatd, avanseaza ideea
cd opioizii ar putea avea si un efect asupra proteinelor Gs,
cu efecte excitatorii asupra celulelor nervoase, care, in
cursul instalirii fenomenelor de toleranta s-ar contrapune
efctelelor exercitate via proteine G inhibitorii (Gi).

Riméne insa a fi stabilit daca (si in ce mod) proteinele
G participa si in vive instalarea tolerantei, la opioizi, sau la
alte categorii de receptori ce opereaza via proteine G (29).

4.6. Proteinele G in patologie

A priori, numarul mare al tipurilor de receptori cuplati
cu proteine G ne poate face si presupunem ci numeroase
stiri patologice s-ar putea derula in conditiile unor disfunctii
ale acestor proteine.

In ultimii 34 ani aceasti ipoteza a fost examinata extensiv
(16, 21, 29, 37, 39).

Mutatii la nivelul unor gene ce codifica pentru
subunititile proteinelor G au fost diagnosticate “n cursul
unor sindroame endocrine, manifestate fie prin hipofunctie,
fie prin hiperfunctie (distrofia ereditard Albright,
acromegalie, sindromul McCune-Albright, noduli tireidieni
hiperfunctionali, unele tumori endocrine tiroidiene, ovariene,
suprarenale sau secretante de prolactina) (16, 39).

lterari ale expresiei/functiei unor subunitati ale
proteinelor G au fost corelate cu afectiuni in care apare
modificarea transcrierii sub actiunea unor hormoni cu
receptori intranucleari (16).

Dintre mecanismele autoimune, cel mai studiat a fost
acela al aparitiei unor autoanticorpi impotriva unor domenii
din compunerea receptorilor cuplati cu proteinele G (21).
Dintre maladiile cardio-vasculare pentru care acest
mecanism ar putea inclus printre verigile patogenice au fost
studiate: unele forme de cardiomiopatie dilatativa, maladia
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Fig. 8. Modalitdti de atenuare (terminare) a
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cuplati cu proteinele G. Pot fi
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a incheia transmisia unui mesaj: a)
diminuarea concentratiei moleculei
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Chagas, hipertensiunea maligni de origine renovasculard,
in afara unei suferini{c de tip glomerulonefritd (21, 37).
Descoperirea efectelor pe care unele toxine microbiene
le au asupra proicinelor G a permis, dincolo de intelegerea
unor meca-nisme patogenice, uﬁligarea acestor toxine drept
adevirate instrumente de lucru. In sisteme experimentale
in vive sau in vitro, se poate obtine blocarea (spre exemplu,
toxina pertussis, "PTX" catalizeaza ADP-ribozilarea
subunititii a a proteinei Gi si previne disocierea subunitatilor
bg de subunitatea a) sau activarea constitutivi a unor
subunititi ale proteinelor G (toxina holericd, spre exemplu,
catalizeazd ADP-ribozilarea subunititi a Gs,) (39).
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Fig. 9. Mecanismele de desensibilizare si
decuplare a receptorilor cuplati cu
proteinele G, in care elementul central
este procesul de fosforilare a
receptorilor, ca modalitate de atenuare
sau terminare a semnalului. GRK =
protein-kinaze ale receptorilor cuplati
cu proteinele G.
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Fig. 10. Reprezentarea schematicd a
modalitdtilor prin care endocitoza
mediatd de receptor poate participa la
atenuarea sau terminarea semnalului,
evidentiind soarta ligandului si a
receptorului in urma acestui proces.

In concluzie, numeroase aspecte legate de mecanismele
moleculare ale participarii superfamiliei proteinelor G la
semnalizarea transmembranard, cat i consecintele unor
disfunctii in aceste procese sunt descifrate doar partial. De
aceea este de asteptat ca, in viitorul apropiat, sd apara
foarte multe date noi, care vor contura un tablou mai precis
al patologiei asociate unor alterdri ale meca-nismelor cu
care opereazd receptorii cuplati cu proteinele G. Este, de
asemeni de asteptat ca unele dintre verigile participante in
acest lant de evenimente biochimice sa devina {inta actiunii
unor medicamente noi.
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