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WPROWADZENIE

Streszczenie

W 2012 roku Kobilka i Lefkowitz otrzymali Nagrode Nobla za catoksztatt prac nad re-
ceptorami sprzezonymi z biatkiem G (GPCR). GPCR stanowig duzg rodzine receptoréw
posredniczacych w przekazywaniu sygnatu ze srodowiska zewnetrznego do wnetrza ko-
morki. Charakterystyczng cechg ich struktury jest siedem helis przenikajacych btone ko-
morkowa. Laczy je takze ogdiny mechanizm transdukcji sygnatu. Polega on na zwigzaniu
liganda w domenie zewnatrzkomdrkowej receptora i przeniesieniu pobudzenia poprzez
zmiany konformacyjne na biatko G. Kaskada uruchamiana przez aktywacje receptora po-
woduje zmiane metabolizmu komorki, wptywajac na aktywnos$¢ kinaz biatkowych i kana-
tow jonowych. Do tej rodziny naleza receptory B-AR obecne w sercu. Ich gtéwna rolg w or-
ganizmie jest posredniczenie w natychmiastowej regulacji uktadu krazenia w odpowiedzi
na bodzZce stresowe. Przewlekta stymulacja tych receptoréw prowadzi do uaktywnienia
Sciezek proprzerostowych w sercu. Niewydolno$c¢ serca (NS) charakteryzuje sie przewle-
kla nadmierng stymulacja receptoréw B-AR. Skutkuje to zmiang w sktadzie iloSciowym
receptoréw B-AR w sercu i niesie za sobg zmiane w odpowiedzi serca na sytuacje streso-
we. Poznanie struktury i sposobu funkcjonowania receptoréw B-AR pozwolito na wprowa-
dzenie odpowiedniej terapii u oséb dotknietych NS. Artykut podsumowuije aktualny stan
wiedzy dotyczacy budowy i funkcjonowania receptoréw p-AR w sercu.

Summary

In 2012 Kobilka and Lefkowitz won the Nobel Prize in chemistry for their work on G-pro-
tein coupled receptors (GPCR). GPCRs comprise a large receptor family engaged in sig-
nal transduction from the external environment to the cell interior. The most characteristic
feature of this family is a receptor structure that involves seven transmembrane helices
arranged into a funnel. GPCRs have also common mode of signal transduction which
consist in receptor rearrangement, caused by binded ligand, and as a result activation
of G protein. The cascade started by receptor activation leads to changes in cellular me-
tabolism through acting with protein kinases or ionic channels. Cardiac f-adrenergic re-
ceptors (B-AR) are the member of this family. Their main role is in immediate adaptation
of the cardiovascular system to the external stressors. Heart failure (HF) is associated
with chronic excessive B-AR stimulation that results in hypertrophic myocardial response
and in quantitative changes in the cardiac B-AR expression and activity. Knowledge of the
B-AR’s structure and mechanism of action set the stage for the contemporary HF therapy
with B-AR antagonists.

dwu naukowcédw, ktére pozwolity zrozumieé, w jaki

W 2012 roku Nagrode Nobla w dziedzinie chemii sposéb funkcjonuja i jak sg zbudowane receptory
otrzymali Brian K. Kobilka i Robert J. Lefkowitz. Autorzy  sprzezone z biatkiem G (ang. G-protein coupled re-
ci od lat 70. XX w. pracowali nad izolacja, krystalizacja ceptor — GPCR), w tym B-AR. Receptory GPCR sg duza
i badaniem struktury receptoréw B-adrenergicznych. rodzing receptoréw btonowych, ktére: majg podobna
Nagroda zostata przyznana za catoksztatt prac oby- strukture, odbieraja sygnaty chemiczne z otoczenia
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komorek niesione przez hormony, neurotransmitery, neu-
ropeptydy, substancje parakrynne, substancje odzywcze,
zapachy, smaki oraz posredniczg w przekazywaniu tych
sygnatdbw do wnetrza komorki za posrednictwem we-
wnatrzkomorkowego efektora, jakim jest biatko G (1, 2).

W sercu obecne sg receptory adrenergiczne f, B,
i B, (B-AR) roznigce sie powinowactwem do agoni-
stow, komorkowymi szlakami sygnalizacyjnymi i funk-
cja biologiczng. Stosunek gestosci B,-AR do B,-AR na
powierzchni kardiomiocytow wynosi 3:1. W natych-
miastowej regulacji uktadu krazenia (minuty), ktorej
istota polega miedzy innymi na zmianie czynnosci
serca, udziat biorg gtownie B -AR poprzez aktywacje
szlaku kinazy biatkowej A. Wynika to z iloSciowej prze-
wagi B,-AR nad B,-AR oraz faktu, ze B,-AR majg wigk-
sze powinowactwo do agonistéw niz pozostate B-AR.
Wypadkowym efektem krotkotrwatej stymulacji wspot-
czulnej serca sa: wzrost sity skurczu miokardium, przy-
spieszenie rozkurczu, przyspieszenie czestosci rytmu
zatokowego i zwiekszenie szybkosci przewodzenia
w wezle AV. Aktywacja B,-AR i B,-AR stuzy gtoéwnie jako
mechanizm ograniczajgcy skutki nadmiernej aktywa-
cji B,-AR, poprzez desensytyzacje i tzw. down-regu-
lacje B,-AR. Przedtuzajgca sig aktywacja wspoétczulna
skutkuje aktywacjg dodatkowych $ciezek sygnalizacyj-
nych prowadzacych do przerostu mie$nia sercowego.
W przypadku regularnego treningu sportowego akty-
wowane sg szlaki skutkujace blokowaniem apoptozy
i tzw. przerostem fizjologicznym (poprzez aktywacije
B,-AR i szlaki ,pro-life”), a w przypadku niewydolno-
8ci krazenia (NS) dodatkowo szlaki skutkujace przy-
spieszong apoptozg i tzw. przerostem patologicznym
(poprzez aktywacje B,-AR i szlaki ,pro-death”). W NS
ekspresja i aktywnos¢ B,-AR w sercu sg obnizone, co
z jednej strony chroni je przed nadmierng stymulacja
wspétczulng, a z drugiej — ogranicza mozliwo$¢ wzro-
stu rzutu minutowego serca podczas wysitku i w roz-
nych sytuacjach stresowych.

STRUKTURA RECEPTOROW GPCR

W ludzkim organizmie wykryto kilkaset receptorow
GPCR. Biatka te sg zbudowane z pojedynczego fan-
cucha polipeptydowego o pofatdowanej strukturze,
ktory siedmiokrotnie przenika btone komdérkowa, two-
rzgc w jej rdzeniu domene hydrofobowa oraz poza-
btonowe domeny: zewnatrz- i wewngtrzkomorkowa.
Domena wewnatrzbtonowa zbudowana jest z o-helis
(oznaczonych symbolami TM1-TM7, liczac od N-kon-
ca), ktérych wzajemne utozenie tworzy okragty lub lej-
kowaty ksztatt. Helisy potgczone sg ze sobg petlami
wystajgcymi ponad btone — do cytozolu i na zewnatrz
komérki. Domena wewnatrzkomérkowa receptora
tworzona jest przez petle ICL1-ICL3 (ang. intracellular
loop) eksponowane do wnetrza komoérki oraz C-koniec
tahncucha polipeptydowego. Petla ICL3, taczaca helisy
btonowe TM5 z TM6, wspdlnie z petlg ICL2 oraz frag-
mentem C-konca tworzy miejsce wigzania i aktywacji
biatka G. Domena zewnatrzkomérkowa tworzona jest
przez petle ECL1-ECL3 znajdujgce sie poza cytozo-
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lem (ang. extracellular loop) oraz przez N-koniec biat-
ka. W czes$ci zewnatrzkomoérkowej receptora zachodzi
wigzanie ligandow. Wejscie dla nich znajduje sie po-
miedzy petlg ECL3 a potaczonymi petlami ECL1 i ECL2
(ktore tworza przykrywke nad miejscem wiazania ligan-
du). Budowa domeny zewnatrzkomérkowej moze roz-
ni¢ sie w szczego6tach pomiedzy réznymi receptorami,
jednak ogdlny schemat jest wspadlny (1, 3-5).

Czesci wewnatrz- i zewnatrzkomdrkowa receptora
moga ulega¢ modyfikacjom potranslacyjnym. W cze-
§ci zewnatrzkomérkowej moga powstawaé mostki
siarczkowe stabilizujgce strukture przestrzenng recep-
tora. W B-AR mostki spinajace petle ECL3 otwieraja
wiekszy dostep ligandow do kieszeni receptora. Czesé
wewnatrzkomorkowa moze ulega¢ glikozylacji, miry-
stylacji i palmitynizacji lub moze przytacza¢ czasteczki
cholesterolu. Modyfikacje te maja znaczenie w kiero-
waniu receptora do miejsc w btonie komoérkowej boga-
tej w kaweole lub tratwy lipidowe. Dodatkowo, okolice
C-konca bogate w seryne i treonine moga by¢ fosfory-
zowane przez odpowiednie kinazy, co skutkuje inakty-
wacja receptora (vide ponizej) (4).

MECHANIZM TRANSDUKCJI SYGNALU GPCR

Po przytaczeniu sie liganda do receptora nastepu-
je zmiana konformacyjna catego receptora. Polega to
na takiej zmianie utozenia przestrzennego helis trans-
btonowych, ze mozliwe staje sie zwigzanie biatka G
z wewnetrzng domenag receptora. Nastepuje aktywacja
biatka G, ktéra skutkuje zmiang aktywnosci wewnatrz-
komérkowego biatka efektorowego (najczesciej kinazy
biatkowej lub kanatu jonowego) i zmiana komérkowe-
go poziomu substancji petniacej funkcje przekaznika
informacji drugiego rzedu (np. cAMP). Jednorazowa
aktywacja receptora skutkuje aktywacjg wielu kopii
biatka G, co powoduje wzmocnienie sygnatu. Transmi-
sje sygnatu blokuje fosforylacja receptora przez odpo-
wiednie kinazy (vide ponizej) (3, 4, 6, 7).

Biatko G jest heterotrimerem i sktada sie z podjed-
nostek a, B iy (istniejg takze biatka G, o budowie mo-
nomerycznej). Podjednostka o wigze nukleotyd guany-
lowy (GTP) i ma aktywno$¢ GTP-azy. Natomiast B i y
tworzg niepodzielny kompleks, ktéry taczy sie z nieak-
tywng podjednostkg o.. Zaktywowane biatko G zmienia
konformacje i czasteczka GDP zwigzana z podjednost-
kg a jest wymieniana na GTP z cytozolu, co umozliwia
odtgczenie podjednostki o od kompleksu By. Biatko G
podzielone na komponenty a i fy przekazuje sygnat na
biatko efektorowe (np. cyklaze adenylowa), czemu to-
warzyszy hydroliza GTP do GDP i nieaktywna podjed-
nostka o odnawia wigzanie z kompleksem By (5, 7-9).

Istnieje kilka izoform biatka G (G, G, G, Gq(p), G,
réznigcych sie biatkiem efektorowym, z ktérym wcho-
dzg w interakcjg. Biatko G_ aktywuje cyklaze adenylo-
wa, ktéra produkuje cCAMP (7-10). G, hamuje cyklaze
adenylowa i zmniejsza produkcje cAMP (7-10). Gq(p) ak-
tywuje fosfolipaze C, ktdrej produktami sa diacyloglice-
rol (DAQG) i trifosforan inozytolu (IP,). G, aktywuje fosfo-
diesteraze, a biatko G, hamuje kanaty wapniowe (7, 9).
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Obok podjednostki o takze kompleks By ma dziatanie
sygnalizacyjne. Aktywuje mianowicie kinaze recepto-
row GPCR (GRK), ktéra fosforylujac biatko receptoro-
we, skutkuje zahamowaniem aktywnosci receptora, co
jest mechanizmem zabezpieczajgcym przed nadmierng
aktywacjg receptora (vide ponizej) (7, 11). Kompleks By
bierze rowniez udziat w receptorowej aktywacji kanatow
wapniowych i niektérych potasowych (7-9).

WPLYW LIGANDOW NA AKTYWNOSC RECEPTORA

Receptory GPCR sg czesto przedstawiane w ujeciu
bimodalnym. Zaktada ono, ze receptor moze wyste-
powa¢ tylko w jednym z dwdéch stanéw — moze by¢
w stanie aktywnym, w ktérym miejsce wigzania biat-
ka G jest odstoniete, albo w stanie nieaktywnym, w kt6-
rym miejsce wigzania biatka G jest zakryte. Wbrew
tej koncepcji, niektére receptory GPCR, w tym B-AR,
wykazujg pewng podstawowg aktywno$¢ nawet pod
nieobecnos$¢ agonisty. Okazuje sie ponadto, ze pod-
stawowa aktywnos¢ receptoréw moze by¢ regulowana
przez ligandy. W tym kontek$cie wyrdznia sie: a) pet-
nych agonistéw — czyli ligandy skutkujace maksymal-
ng aktywacjg receptora, b) czesciowych agonistow
—czyli ligandy, ktére nawet w stezeniach wysycajgcych
receptor skutkuja jedynie submaksymalng aktywacje
biatka G oraz c) odwrotnych agonistéw — czyli ligan-
dy, ktére hamuja podstawowg aktywno$¢ receptora.
Natomiast antagonisci nie modyfikujg aktywnosci sa-
mego receptora, a jedynie kompetencyjnie blokujg
wigzanie z nim innych ligandéw (2, 4, 12). Interakcja
liganda z receptorem moze odbywa¢ sie na dwa spo-
soby. Agonista moze skutkowa¢ zmiang konformaciji
receptora poprzez proste zaktdécenie oddziatywan ist-
niejagcych wewnatrz jego czasteczki i kreujac zestaw
oddziatywan stabilizujacych nowy stan konformacyjny
lub tez moze stuzyé jako mostek, ktory bierze udziat
w powstawaniu nowych interakcji pomiedzy domena-
mi transbtonowymi i stabilizuje bardziej aktywna kon-
formacje receptora (2, 12).

SERCOWE EFEKTY NATYCHMIASTOWEJ
AKTYWACJI B-AR

W sercu obecne sa receptory adrenergiczne j3,,
B, i B, (B-AR). Agonistami B-AR w sercu sg media-
tory uktadu wspétczulnego: noradrenalina — uwal-
niana z zakonczen nerwowych sercowych wio-
kien wspotczulnych, oraz adrenalina — uwalniana
z rdzenia nadnerczy. W zdrowym sercu stosunek
gestoéci B,-AR do B,-AR wynosi 70-80%/20-30%.
Dodatkowo, najwieksze powinowactwo do ago-
nistbw majg B,-AR, a najmniejsze B,-AR (okoto
100 razy mniejsze). Razem wzigwszy, oznacza to,
ze przy umiarkowanym poziomie aktywaciji wspot-
czulnej pobudzeniu ulegaja gtéwnie B.-AR i ze dwa
pozostate B-AR wiaczajg sie dopiero w stanach
znacznie zwiekszonej aktywacji wspotczulnej.
Receptory B-adrenergiczne sg (ryc. 1):

1. Sprzezone z biatkiem G, (heterotrimer o ) i/lub

biatkiem G (heterotrimer o,8y); podjednostka o

aktywuje cyklaze adenylowg i produkcje cAMP,
a podjednostka o, enzym ten hamuije.

2. Biatkiem efektorowym szlaku B-AR w sercu sa:
a) enzym cyklaza adenylowa, ktory przeksztat-
ca ATP w cykliczny adenozyno-mono-fosforan
(cAMP) oraz b) kanat wapniowy typu L.

3. Drugorzedowymi przekaznikami w $ciezce sygnali-
zacyjnej B-AR w sercu sg cCAMP oraz jony Ca?*.

4. Kinazami aktywowanymi przez $ciezke 3-AR sa: a) ki-
naza biatkowa A (PKA) aktywowana przez cAMP;
PKA przenosi reszte fosforanowa z ATP na seryne,
treonine lub tyrozyne réznych biatek i w ten spo-
s6b zmienia ich wiasciwosci, w tym wiasciwosci
biatek zaangazowanych w skurcz badz rozkurcz
kardiomiocytéw, czesto$¢ pobudzen wytwarza-
nych w wezZle zatokowo-przedsionkowym, szyb-
ko$¢ przewodzenia w tgczu AV oraz metabolizm
komorki (ryc. 2) oraz b) kinaza aktywowana przez
kompleks Ca?*-kalmodulina (CaMKIl). Kinaza ta
fosforyluje niektére biatka komorkowego obiegu
jonéw Ca2* i w ten sposdb uczestniczy w natych-
miastowej regulacji pracy serca. Aktywuje takze
proprzerostowy szlak kalcyneuryny (ryc. 3).

Receptory B,

B,-AR sg sprzezone wytgcznie z biatkiem G, co
oznacza, ze podjednostka Go, tego biatka aktywuje
cyklaze adenylowa. Pobudzenie B,-AR prowadzi do
wzrostu komorkowego poziomu cAMP, aktywaciji PKA
i fosforylacji roznych biatek. Efektem czynno$ciowym
tej fosforylacji w sercu jest przyspieszenie akcji ser-
ca (efekt chronotropowy dodatni) i przewodzenia AV
(efekt dromotropowy dodatni), wzrost sity skurczu
(efekt inotropowy dodatni), przyspieszenie rozkurczu
miesnia sercowego (efekt lusitropowy dodatni) oraz
szereg efektow metabolicznych. Wszystkie te efekty
zwiekszajg sprawno$¢ hemodynamiczng serca jako

adnenalina

PKA

fosforylacja biatek

efekt inotropowy dodatni
efekt chronotropowy dodatni

Ryc. 1. Schemat przekazywania sygnatu przez receptory B-ad-
renergiczne.

B-AR — receptor adrenergiczny B; o, B, Y — podjednostki biatka G;
CA - cyklaza adenylowa; ATP — adenozyno-trifosforan; cAMP — cy-
kliczny adenozyno-monofosforan; PKA — kinaza biatkowa A
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Kanat L

Kanat F CAMP
Kanaly siateczki
Fosfolamban PKA
Troponina |
Kanat L
Biatko C

Kanat L @

cGMP

PKG

Sita skurczu T

Rytm T

Sita skurczu T
Tempo rozkurczu T Tempo rozkurczu 1T
Sita skurczu |

Tempo rozkurczu T

Ryc. 2. Szlaki aktywowane stymulacija typow receptoréw adrenergicznych B, 8, i B, (objasnienia skrotow w tekscie).

Kanat wapniowy

typu L
B»AR
Bs-AR s AC B1-AR
Bly) N () By
T\ \/ \
ATP cAMP cAMP ATP
P P
PKA PKA
PI3K
Ca®'/kalmodulina PKC
Akt = PKB
kalcyneuryna
MAPK

aktywacja czynnikow ] ]
Dziatanie transkrypcyjnych Dziatanie
antyapoptotyczne proapoptotyczne
hypertrofia

Ryc. 3. Mechanizmy zabezpieczajace komorke przed nadmierna stymulacja katecholaminowa. Sekwencja wydarzen obejmuije: (1) aktywa-
cje B-AR; (2) fosforylacje B-AR przez B-ARK; (3) blokowanie interakcji B-AR-biatko Gs przez B-arrestyne; (4) internalizacje -AR w mechani-
zmie ich endocytozy oraz (5) B-ARK zamknigty w endosomie jest albo magazynowany w cytoplazmie, albo wraca na powierzchnie btony,

albo ulega degradacji w lizosomach.

pompy i umozliwiaja skuteczne dostosowywanie jej
pracy do zwiekszonych potrzeb zwigzanych z sytu-
acjami stresowymi (13). Dodatkowo fosforylacji ulegajg
same B-AR, co jest mechanizmem ochronnym komo-
rek przed nadmierna stymulacjg wspotczulna.

Efekt inotropowy dodatni B,-AR jest zwigzany z fos-

forylacjg czterech réznych biatek. Sg to:

1. Fosforylacja kanatéw wapniowych typu L przez
PKA — powoduje zwiekszony naptyw jonéw Ca?*
do kardiomiocytéw w czasie potencjatu czynno-
$ciowego i wiekszg aktywacje aparatu kurczliwe-
go. Do aktywacji kanatu wapniowego dochodzi
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dodatkowo w wyniku bezposredniego oddziaty-
wania podjednostki Ga, z kanatem. W wezZle AV
aktywacja kanatu wapniowego skutkuje ponadto
przyspieszeniem przewodnictwa. Ca?* naptywa-
jacy do kardiomiocytow w wyniku aktywacii B,-AR
i kanatu wapniowego petni réwniez role aktywa-
tora roznych wewnatrzkomoérkowych $ciezek sy-
gnalizacyjnych skutkujacych aktywacjg gendw,
a nastepnie przerostem miokardium, a w patolo-
gicznych sytuacjach — apoptoza kardiomiocytéw
i rozwojem tzw. fenotypu niewydolnego serca
(vide ponizej).
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2. Fosforylacja fosfolambanu — powoduje aktywacje
ATP-azy wapniowej w siateczce $rodplazmatycz-
nej (SERCA). Skutkuje to szybszym usuwaniem
Ca?* z cytoplazmy i szybszym rozkurczem kardio-
miocytéw, a takze wiekszym gromadzeniem sie
Ca?* w siateczce i silniejszym skurczem.

3. Fosforylacja kanatow wapniowych w siateczce
$rédplazmatycznej (receptoréw rianodynowych
— RyRs) — utatwia ich otwarcie i prowadzi do wy-
dzielania z siateczki wiekszej ilosci Ca?* i wzrostu
sity skurczu. Nadmierna fosforylacja RyRs jest
zrédtem nieszczelnosci tych kanatéw, co ostabia
skurcz, a dodatkowo skutkuje powstawaniem aryt-
mogennych depolaryzacji nastepczych p6znych.

4. Fosforylacja biatka C na filamencie miozyno-
wym — utatwia tworzenie sie potgczen pomiedzy
miozyng a aktyna i sprzyja aktywacji skurczu.
W aparacie kurczliwym fosforylowana jest takze
troponina I, co obniza powinowactwo troponiny C
do Ca?*, powodujgc szybsze odtgczanie sie mio-
zyny od aktyny i szybszy rozkurcz komorki.

Efekt chronotropowy dodatni aktywacji B,-AR jest
zwigzany czesciowo z fosforylacjg i aktywacja kanatu
wapniowegdo typu L, a cze$ciowo kanatu jonowego F
bezposrednio przez cAMP (z pominigeciem fosforylacji).
Zmiany w obu tych kanafach skutkuja zwiekszeniem
automatyzmu w komorkach wezta zatokowego.

Receptory B,

B,-AR sg sprzezone zaréwno z biatkiem G, jak i G.
Oznacza to, ze aktywacja B,-AR moze skutkowac za-
réowno aktywacja, jak i zahamowaniem aktywnosci
cyklazy adenylowej i réwnoczesnym pobudzaniem
i hamowaniem klasycznego szlaku AC-cAMP-PKA.
W zdrowym sercu przewage majg efekty zwigzane
z aktywacja cyklazy adenylowej i zwiekszong produkcjg
cAMP - $wiadczy o tym fakt, ze wybiércza aktywacja
B,-AR (w obecnosci blokeréw B.-AR i B,-AR) ma w sercu
ssakéw i ludzi efekt inotropowy dodatni spowodowany
fosforylacjg kanatéw wapniowych typu L (14).

Analize efektow aktywacii B,-AR na site skurczu migénia
sercowego komplikuje fakt, Zze receptory te, poprzez biat-
ko G, a wlasciwie poprzez kompleks Py biatka G, aktywu-
ja dodatkowo szlak kinazy tréjfosforanu inozytolu (PI3K)
i kinazy biatkowej Akt (ryc. 3), co na wiele sposoboéw an-
tagonizuje dziatanie klasycznego szlaku aktywacji B-AR.
Aktywacja szlaku PI3K-Akt miedzy innymi przeciwdziata
fosforylacji fosfolambanu i troponiny przez PKA, a takze
prowadzi do aktywacji wymiennika Na*/Ca?* (NCX), ktory
usuwa jony Ca2* z kardiomiocytdéw, co razem wziawszy,
zmniejsza ich site skurczu (ryc. 2).

Sens biologiczny réwnoczesnych oddziatywan
B,-AR z biatkami G_ i G, nie jest do konca wyja$nio-
ny. Do aktywacji B,-AR potrzebne sg wyzsze stgzenia
agonistow niz do aktywacji B,-AR. Ten fakt oraz coraz
liczniejsze fakty eksperymentalne i kliniczne wskazu-
ja, ze rola biologiczna stymulacji B,-AR, a specyficznie
rola aktywacji szlaku B,-G, polega na antagonizowaniu
efektow nadmiernej aktywaciji szlakow B,-G_ i B,-G, po-

przez szlak B,-G. Na efekt ten prawdopodobnie skia-
daja sie:

a) hamowanie aktywnosci cyklazy adenylowej i na
tej drodze antagonizowanie natychmiastowych
efektow aktywacji szlakow B,-G. i B,-G,

b) aktywacja szlaku PI3K-Akt i zwigzane z tym, wy-
mienione powyzej, modyfikacje biatek obiegu ko-
mérkowego Ca?*, co jest prawdopodobnie dzia-
faniem bardziej odlegtym w czasie,

c) aktywacja szlaku PI3K-Akt i zwigzana z tym ak-
tywacja tzw. prozyciowych $ciezek sygnalizacyj-
nych (szlaki ,pro-life”) (m.in. inhibicja apoptozy,
aktywacja przerostu fizjologicznego).

Dwa pierwsze dziatania zabezpieczatyby serce przed
arytmiami i utratg zasobdéw energetycznych komorek
spowodowanych nadmierng stymulacjg katecholami-
nowa. Efekt trzeci ma prawdopodobnie dwa korzystne
aspekty. Po pierwsze szlak PI3K-Akt moze by¢ odpowie-
dzialny za tzw. przerost fizjologiczny miokardium, ktéry
jest reakcjg adaptacyjng serca na zwiekszone obcigze-
nie. Po drugie, aktywacja szlaku ,-AR prowadzi do roz-
woju fenotypu niewydolnego serca, w tym do aktywacji
apoptozy (szlaki ,pro-death”), aktywacja B,-Gi cze$cio-
wo zabezpiecza przed tymi odlegtymi konsekwencjami
stymulacji katecholaminowe;j (vide ponizej). W prébach
klinicznych znajduje sie obecnie lek o wtasciwosciach
blokera B,-AR i agonisty B,-AR (clenbuterol). Dotych-
czasowe obserwacje pokazuja, ze dziata on korzystnie
na przebudowe migénia sercowego u pacjentdéw z NS
(obieg wapnia, wrazliwo$¢ miofilamentéw na wapn,
morfologie komérek, wywiera efekt antyapoptotyczny).

Receptory B,

B,-AR sg sprzezone jedynie z biatkiem G. Obec-
nos¢ B,-AR stwierdzono zaréwno w przedsionkach, jak
i w komorach u ludzi i wielu ssakow. Wybiércza stymu-
lacja B,-AR (na tle blokady ,-AR i B,-AR) dziata inotro-
powo ujemnie, lusitropowo dodatnio i skraca potencjat
czynnosciowy. Efekt inotropowy jedynie czesciowo ma
zwigzek z hamowaniem cyklazy adenylanowej przez
biatko G.. Wazniejsza dla tego efektu jest prawdopo-
dobnie aktywacja szlaku PI3K-Akt i wtérna do tego ak-
tywacja syntazy tlenku azotu (NO) w kardiomiocytach
i zwiekszona produkcja NO. Tak powstaty NO dziata
nastepujgco: NO aktywuje cyklaze guanylowg (CG)
i ro$nie poziom komodrkowy cyklicznego GMP (cGMP).
cGMP aktywuje kinaze biatkowa G (PKG) oraz fosfo-
diesteraze typu drugiego (PDEIl). PKG fosforyluje
biatka odpowiedzialne za skurcz kardiomiocytow
— kanat wapniowy typu L - oraz troponine |, przy-
$pieszajac rozkurcz. PDEIIl z kolei jest enzymem roz-
ktadajgcym cAMP, dochodzi zatem do zmniejszenia
aktywnosci PKA i stopnia fosforylacji jej substratow.
Ponadto podjednostka By biatka G, aktywuje kanaty
potasowe, powodujgc skrocenie czasu trwania po-
tencjatu czynnosciowego. Obecnos¢ receptorow
B, moze prowadzi¢ do zmniejszenia efektow dziatania
katecholamin przez szlaki B,-G_ i B,-G,, szczegdlnie
przy wysokim stezeniu katecholamin (powinowactwo
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B,-AR zarébwno do adrenaliny, jak i noradrenaliny
jest najnizsze sposréd wszystkich typéw B-AR). Do-
datkowo receptory B, nie ulegajg odczuleniu pod
wptywem stymulacji katecholaminowej, poniewaz
nie sg fosforylowane przez kinazy B-ARK i PKA, jak
ma to miejsce w przypadku B,-AR i B,-AR (ryc. 2).

AUTOREGULACJA WRAZLIWOSCI
B-AR NA KATECHOLAMINY

W wyniku aktywacji B-AR fosforylacji ulegaja takze
same B-AR (B,-AR oraz B,-AR, ale nie B,-AR), co jest
elementem mechanizmu obronnego komorek przed
nadmierng stymulacjg katecholaminowg (13). W pro-
cesie fosforylacji B-AR uczestniczg trzy kinazy: PKA,
B-arrestyna oraz tzw. kinaza B-AR (B-ARK), znana tak-
ze jako kinaza receptoréw zwigzanych z biatkiem G
typu 2 (GRK2). W miare przedtuzania sie aktywaciji
wspotczulnej i postepujgcej fosforylacji B-AR zachodza
kolejno trzy procesy obronne. Sa to (ryc. 4):

1. Zmniejszenie wrazliwosci szlaku B-AR-Gs-cAMP-
-PKA na stymulacje katecholaminowg (desensy-
tyzacja f-AR). Proces rozpoczyna sie natychmiast
po ekspozycji B-AR na katecholaminy. Kompleks
agonista-pB-AR aktywuje biatko G. To rozpada sie
na podjednostke o (dziata na cyklaze adenylo-
wa) oraz dimer By (GBy). GPy aktywuje B-ARK,
a ta fosforyluje B-AR. Ufosforylowany B-AR wig-
ze B-arrestyne, ktéra uniemozliwia tgczenie sie
B-AR z biatkiem G_. Ostatecznie zmniejszajg sie:
aktywacja cyklazy adenylowej, produkcja cAMP
i aktywacja PKA. Proces jest dodatkowo wzmac-
niany poprzez fosforylacje B-AR za posrednic-
twem PKA, gdyz fosforylacja ta zwieksza wigzanie
B-AR do biatka G.

2. Zmniejszenie gestosci B-AR obecnych na po-
wierzchni btony komdérkowej poprzez magazyno-
wanie ich w pecherzykach podbtonowych (inter-
nalizacja B-AR). Usuwanie B-AR z btony nastepuje

na drodze endocytozy i trwa od kilku minut do
kilku godzin. W proces sg zaangazowane biatka
klatryna i AP2, a B-arrestyna dziata jako adaptor
mocujacy B-AR do wyscielonych klatryng wpu-
kleh btony komérkowej (endosoméw). Proces ten
jest odwracalny: B-arrestyna oddysocjowuje od
B-AR, kwasne $rodowisko endosoméw umozliwia
defosforylacje B-AR przy udziale fosfatazy GPCR
i B-AR albo jest magazynowany w tej postaci
w endosomach, albo wraca na powierzchnie bto-
ny komorkowe;.

3. Zmniejszenie ogdlnej liczny B-AR w komérkach
poprzez zwiekszong degradacje i zmniejszong
synteze biatka receptorowego (ang. downregu-
lation). Endosomy z 3-AR moga ulec degradacji
w lizosomach i dochodzi do spadku nie tylko ich
gestosci, ale takze ilosci (internalizacja nieodwra-
calna).

Komérki bronig sie przed przedtuzajacym sie bra-
kiem stymulacji katecholaminowej, np. spowodowanej
dtugotrwatym stosowaniem B-blokeréw, w ten sposob,
ze zwiekszajg liczbe B-AR na powierzchni komorki
(ang. upregulation).

ZMIANY W UKLADZIE B-AR W NIEWYDOLNOSCI
SERCA

W przewlektej NS wystepuja liczne zmiany w uktadzie
B-AR, ktére sa prawdopodobnie wynikiem nadmiernej
i dtugotrwatej stymulacji uktadu wspotczulnego, jaka to-
warzyszy NS. Ich sens biologiczny, jak sie wydaje, pole-
ga na ograniczaniu aktywacji szlaku B,-AR-G, i B,-AR-G
(szlak ,pro-death”) i réwnoczesnym zwigkszaniu akty-
wacji szlaku B,-AR-G, (szlak ,pro-life”). Mozna je wo-
bec tego traktowac jako reakcje obronng uktadu przed
skutkami nadmiernej stymulacji katecholaminowej. Naj-
czestsze zmiany w ukfadzie B-AR w NS to:

a) bezwzgledny spadek ekspresji i gestosci B-AR

w kardiomocytach bez zmiany gestosci B,-AR.

AGONISTA 1

Ryc. 4. Szlaki aktywowane w wyniku dtugotrwatej stymulacji receptorow B-AR (objasnienia skrotéw w tekscie).
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Receptory B-adrenergiczne w sercu (na marginesie Nagrody Nobla z chemii w 2012 roku)

W zdrowym sercu stosunek gesto$ci B,-AR do B,-AR
wynosi 70-80%/20-30%, a w NS moze spadaé na-
wet do 50%/50%, co oznacza, ze w NS wzgledna
gestos¢ i znaczenie czynnosciowe B,-AR rosnie,

b) spadek wrazliwosci B,-AR i B,-AR na katechola-
miny, mierzony mniejsza zdolno$cig katechola-
min do zwiekszania komérkowej produkcji cAMP
i stymulacji PKA,

c) wzrost ekspresji i aktywnosci kinazy B-AR (B-ARK),

d) wzrost ekspresji i aktywnosci biatka G, kt6ry spra-
wia, ze wigksza frakcja B,-AR sprzega sie wtasnie
z tym biatkiem, a nie biatkiem G,

e) wzrost powinowactwa ,-AR do biatka G,

f) wzrost gestosci B,-AR. Receptory te nie sg fosfo-
rylowane i nie ulegajg internalizacji, a dodatkowo
ro$nie ich ekspresja, co sugeruje, ze rosnie ich
znaczenie czynnosciowe, np. zwigzane z aktywa-
cja biatka G, i aktywacjg prozyciowych szlakow
sygnalizacyjnych, jak w przypadku ,-AR.

Ostabienie szlakow B.-AR w NS jest korzystne, po-
niewaz sygnaty aktywujgce szlaki przerostu patologicz-
nego sg ostabione, a ponadto spada zuzycie energii
przez miesien sercowy i maleje predyspozycja do aryt-
mii (w mechanizmie depolaryzacji nastepczych péz-
nych). Rownoczesnie jednak ostabienie szlaku B,-AR
ogranicza zdolno$¢ miesnia sercowego do odpowie-
dzi na aktywacje wspotczulna w sytuacjach streso-
wych wymagajacych zwiekszonego rzutu minutowego
serca. Wyeksponowanie szlaku B,-AR jest korzystne,
poniewaz wzmocnione zostajg sygnaty aktywujgce
szlaki przerostu fizjologicznego. Réwnoczesnie jednak
ostabia sie odpowiedz serca na stymulacje wspétczul-
ng, zwlaszcza ze NS towarzyszy zwykle wzrost ekspre-
sji wymiennika Na*/Ca?+.

Mechanizm, w jakim B-blokery zmniejszajg umie-
ralno$¢ w NS i maja korzystny wptyw na proces prze-
budowy w NS, nie jest w petni zrozumiaty. Najpewniej
wynika z blokowania toksycznych efektéw nadmiernej
aktywacji wspotczulnej, w tym z blokowania proaryt-
micznego dziatania tej stymulacji. W wyniku leczenia
B-blokerami czesciowo normalizuje sig gestos¢ B,-AR
oraz proporcja gestosci B,-AR/B,-AR, a takze ekspre-
sja B-ARK i biatka G. Mozliwe, ze pomimo blokady
B-AR, przywrocenie wtasciwej proporcji B,-AR/B,-AR
umozliwia bardziej elastyczne dostosowywanie rzutu
minutowego serca do aktualnych potrzeb hemodyna-
micznych zwigzanych z sytuacjami stresowymi dnia
codziennego.

SZLAKI ,,PRO-LIFE” | ,,PRO-DEATH” AKTYWOWANE
PRZEWLEKLA STYMULACJA B-AR

Diugotrwata stymulacja B-AR powoduje aktywacije
trzech szlakéw sygnalizacyjnych skutkujacych zmia-
ng aktywnosci kodu genetycznego kardiomiocytow
i zmiang ich struktury (ryc. 3). Z jednej strony sa to
szlaki skutkujgce blokowaniem apoptozy i tzw. przero-
stem fizjologicznym (tzw. szlaki prozyciowe, ,pro-life”).
Z drugiej strony sg to szlaki skutkujgce przyspieszo-
ng apoptoza, ekspresja licznych gendéw typowych dla

serc ptodowych (tzw. fenotyp ptodowy miokardium)
i tzw. przerostem patologicznym miokardium (szlaki
»pro-death”). Omawiane szlaki to:

1. Szlak kinazy tréjfosforanu inozytolu (PI3K) i ki-
nazy biatkowej Akt o dziataniu ,pro-life”. Aktywa-
cja szlaku jest wynikiem aktywacji 3,-AR i B,-AR,
a wasciwym aktywatorem PI3K jest podjednostka
By biatka G.. Aktywacja B,-AR i szlaku PI3K-Akt ma
silne dziatanie antyapoptotyczne i proprzerosto-
we. Antyapoptotyczne dziatanie stymulacji 8,-AR
znoszg blokery biatka G, i jego podjednostek By
oraz kinazy PI3K. Zablokowanie G, powoduje, ze
antyapoptotyczne dziatanie stymulacji f,-AR za-
mienia sie na proapototyczne, co pokazuje, ze
szlak zwigzany z biatkiem G_ jest proapototyczny,
a z G, antyapoptotyczny (15). Innym aktywatorem
tego PI3K-Akt jest IGF1 (insulinopodobny czynnik
wzrostowy), o ktérym wiadomo, ze jest produko-
wany w sercu pod wptywem treningu sportowego
i ze, przynajmniej czesciowo, jest aktywatorem
rozwoju fizjologicznego przerostu serca spowo-
dowanego treningiem.

2. Szlak kalcyneuryny — proprzerostowy i przynaj-
mniej w poczatkowej fazie aktywacji antyapopto-
tyczny (,pro-life”). Konsekwencjg aktywacji f,-AR,
a nastepnie aktywacji kaskady cyklaza adenylowa-
-cCAMP-PKA jest aktywacja kanatu wapniowego,
naptyw Ca2* do komérki, aktywacja kinazy CaMKII,
aktywacja kalcyneuryny, wejscie do jgdra komor-
kowego czynnika transkrypcyjnego NFTA i induk-
Cja programu genetycznego proprzerostowego.

3. Szlak kinazy biatkowej C i MAP-kinaz o dziataniu
proapoptotycznym i promujgcym przerost patolo-
giczny (,pro-death”). Aktywacja tego szlaku jest
wtdérna do obtadowania komérki jonami Ca?* i do
aktywaciji przez Ca?* kinazy biatkowej C (PKC),
a nastepnie réznych szlakéw MAP-kinaz. PKC
jest miejscem, gdzie spotykajg sie wptywy takich
proapoptotycznych i promujacych przerost pa-
tologiczny agonistéw jak angiotensyna I, nora-
drenalina czy endotelina. W wyniku przewlektej
stymulacji B,-AR rzeczywiscie dochodzi do ak-
tywagcji kilku szlakow MAPK (p38, JNK, ERK1/2)
oraz do apoptozy i przerostu miesnia sercowego.
W mechanizmie tym bezpos$rednim aktywatorem
MAPK sg wolne rodniki powstajgce w niezidenty-
fikowanym dotgd mechanizmie. Stymulacja B,-AR
i B,-AR, a takze zwigkszona ekspresja ,-AR majg
dziatanie antyapoptotyczne (16).

Dtugotrwata stymulacja B,-AR, oprocz nasilania
przerostu i apoptozy, ma dziatanie proarytmiczne.
Ma to zwigzek z nadmierng fosforylacjg kanatéw wap-
niowych siateczki (RyRs) przez PKA i z arytmogennym
,wyciekaniem” Ca2?* z siateczki $rddplazmatyczne;.
Prawdopodobnie, wtasnie to zaburzenie jest najgroz-
niejsza konsekwencja nadmiernej stymulacji uktadu
wspétczulnego w NS (17), a zapobieganie arytmiom
powstajgcym w tym mechanizmie stanowi istote ko-
rzystnego dziatania p-blokerow w NS (18).
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PODSUMOWANIE

Badania nagrodzonych Nagroda Nobla naukow-
céw umozliwity zrozumienie dziatania receptoréw
zwigzanych z biatkiem G, w tym receptoréw B-AR.
Potowa stosowanych dzi$ lekéw dziata za posred-
nictwem GPCR. Kobilka i Lefkowitz odkryli struktu-
re receptorow B.-AR, B-AR i B.-AR, dzigki czemu
mozliwe jest projektowanie odpowiednich substan-
cji chemicznych mogacych na nie oddziatywaé.
Majac na uwadze obserwacje korzystnego dzia-

tania blokady na receptory B,-AR i jednoczeénie
pozytywne aspekty aktywacji receptorow f-AR
i B;-AR, sensowne wydajg sie badania nad poten-
cjalnymi lekami, kiére mogtyby charakteryzowaé
sie wybidérczg aktywnoscia wobec kazdego z tych
receptorow. Mogtoby to przetozy¢ sie na zmniej-
szenie $miertelnosci i wzrost jakosci zycia dla pa-
cjentow dotknietych niewydolnoscig serca, a dla
systemu opieki zdrowotnej skutkowa¢ zmniejsze-
niem kosztow hospitalizacji.
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