Linda A. Cicero/Stanford News Service

Desde las trincheras
de las ciencias bdsicas

Brian K. Kobilka en conferencia de prensa después de su
nombramiento como Premio Nobel de Quimica 2012

La Real Academia de las Ciencias de Suecia anun-
cié que el Premio Nobel de Quimica 2012 serd
entregado a los Dres. Robert Lefkowitz y Brian
Kobilka. Una decisién que nos llen6 de alegria a
todos los que nos dedicamos al estudio de los re-
ceptores para hormonas y neurotransmisores. Desde
hace mds de 15 anos se esperaba que Lefkowitz
recibiera en algtin momento el Premio Nobel por
sus contribuciones al conocimiento de los receptores
parala adrenalinay el espectacular trabajo de Kobilka
sobre su cristalizacién lo hacfan también un destacado
candidato a este reconocimiento.

La historia de la adrenalina y sus receptores arran-
ca con el descubrimiento de Oliver y Shiffer, en
1895, de los efectos cardiovasculares de extractos
de la glandula suprarrenal y fue seguido por la pu-
rificacién, en forma independiente, del “principio
activo” por John Abel en los Estados Unidos y Jo-
kichi Takamine, investigador de origen japonés,
en el Reino Unido. El concepto de Langley (1905)
de que los agentes no actiian a distancia, sino que
se fijan a una “sustancia receptiva” o receptor, rd-
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pidamente penetré en el campo de la adrenalina.
En los primeros afios del siglo XX también se dan
pasos importantes estableciendo que la adrenalinay
la noradrenalina comparten muchos de sus efectos,
donde una predominantemente es la hormona, y
la segunda predominantemente un neurotransmi-
sor. Sin embargo, pasaron muchos afos para que
Raymond Ahlquist (1948), con base en la poten-
cia relativa de diversos agonistas, estableciera que
existen 2 tipos de receptores: los alfa-adrenérgicos
y los beta-adrenérgicos. Demos un gran salto en
el tiempo para mencionar que hoy sabemos que la
adrenalina y la noradrenalina comparten 9 dife-
rentes tipos de receptores codificados por distintos
genes, es decir, 3 receptores de la subfamilia beta
(beta;, beta, y betas), 3 de la alfa; (alfaia, alfajs y
alfaip) y 3 de la alfa, (alfasa, alfass y alfayc). Estos
receptores se expresan en forma diferencial en los
tejidos y mucho de su funcionamiento y regulacién,
asi como sus intimidades moleculares se han ido
descubriendo. El trabajo de Lefkowitz y Kobilka
estd inseparablemente unido a esta epopeya de la
medicina; pudiera decirse que el concepto de re-
ceptor adrenérgico se “materializé” con su trabajo’.

Robert Lefkowitz nacié en Nueva York en 1942
y desde muy joven estaba convencido de que estudia-
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Robert Lefkowitz y Brian Kobilka: premios Nobel 2012

Brian Kobilka (izquierda) en su laboratorio

ria Medicina®. Realiz6 sus estudios premédicos en el
Columbia College con especialidad en quimica, su
formacién como médico en el Columbia College of
Physicians and Surgeons y su internado y residen-
cia en el Columbia Presbyterian Medical Center.
Atraido por la medicina académica fue aceptado por
Jesse Roth, uno de los pilares de la endocrinologia
molecular de los Estados Unidos, en los National
Institutes of Health en Bethesda, Maryland. Fue
alli donde Lefkowitz se contagié para siempre de la
pasién por la investigacién. Cuenta Lefkowitz, que
después de leer unas revisiones de Earl Sutherland,
quien recibié el Premio Nobel por el descubrimien-
to del AMP ciclico y el sistema de la adenilil cicla-
sa, decidié con Jesse Roth tratar de cuantificar los
receptores para ACTH. El proyecto esencialmente
consistia en marcar con yodo radioactivo a la hor-
mona, determinar su asociacioén a preparacién de
membranas y su capacidad para activar a la adenilil
ciclasa. Tras un afio de frustraciones en intentos
fallidos las cosas empezaron a funcionar y pron-
to publicé su primer trabajo®, seguido de otros en
que se establecieron las condiciones necesarias para
cuantificar receptores para hormonas peptidicas en
las membranas de las células. Estos trabajos fueron
un hito pues permitieron cuantificar la presencia de
receptores. Es decir, lo que antes era esencialmente
conceptual se podia ya medir.

Lefkowitz regresé a Boston a continuar su ca-
rrera de médico y a “perpetuar el mito de que los
residentes no requieren dormir”. A pesar de su gusto
por la clinica, relata que tenia cierta insatisfaccién:
le faltaban datos. No recibia el placer de sacarle al-
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guin secreto a la naturaleza. Por ello decide trabajar
adicionalmente en el laboratorio del Dr. Haber don-
de empieza a estudiar los receptores adrenérgicos
en preparaciones de corazon utilizando adrenalina
tritiada®. También es con este grupo que inicia sus
esfuerzos por purificar un receptor. A todos los que
somos médicos nos resulta claro el desgaste que
ocasiona la actividad clinica, las tensiones de la evo-
lucién de los pacientes y las guardias. Sin embargo,
los que conocemos a Lefkowitz sabemos que entre
sus caracteristicas mds notorias estdn: un enorme
entusiasmo y una energfa casi inagotable.

Hacia 1972, Lefkowitz recibe una oferta del jefe
de Cardiologia de Duke University para incorpo-
rarse al Departamento de Medicina como investi-
gador con un amplio espacio y recursos para poder
trabajar. Es en esta universidad donde Lefkowitz
ha realizado todo su trabajo independiente y se ha
convertido en el primer investigador que obtiene el
Premio Nobel por su trabajo alli. Su inteligencia,
ambicién y energfa lo llevan a rdpidamente a atraer
a su laboratorio excelentes estudiantes y posdocto-
rales. Pronto el grupo de Lefkowitz es nombrado en
el medio como la “armada de Lefko” (Lefko s army).

Ademids de sus contribuciones personales, Le-
tkowitz es conocido por su capacidad para formar
investigadores de alto nivel; por su laboratorio han
pasado mds de 200 estudiantes, posdoctorales y
visitantes de corto y mediano plazo. Muchos de
ellos, incluido Brian Kobilka, por supuesto, son
auténticos lideres en el campo. Ralf Snyderman, in-
vestigador emérito de Duke University y uno de los
mejores amigos de Lefkowitz, recientemente sefial6
que si hubiera un Premio Nobel por la formacién de
investigadores, Lefkowitz seguramente lo recibiria.

Con la colaboracién de sus distinguidos estu-
diantes y asociados, particularmente de Marc Ca-
ron, con quien ha mantenido una asociacién enor-
memente productiva por muchos afios, Lefkowitz
logra establecer técnicas que permiten la cuantifi-
cacién de receptores, la afinidad para agonistas y
antagonistas, su relacion con la adenilil ciclasa y las
proteinas G (Alfred G. Gilman y Martin Rodbell,
recibieron el Premio Nobel por su trabajo sobre
estas proteinas).

Ademds, su grupo logré el fotomarcaje de los



diversos receptores adrenérgicos y su purificacién
y reconstitucién en membranas artificiales, parti-
cipando en la definicién general de que los recep-
tores son proteinas, muchas de ellas ampliamente
glucosiladas.

Cuando realizaba mi posdoctoral con John Fain
en Brown University, logramos separar las acciones
alfa; de las alfa,-adrenergicas con base en su sena-
lamiento diferenciado, es decir los receptores alfa;
estdn principalmente asociados al recambio de fos-
foinositidos y a la movilizacién de calcio intracelular,
mientras que los alfa, a la adenililciclasa en forma
inhibitoria’. Esto fue importante pues indicaba que
en realidad habia 3 grupos de receptores adrenérgi-
cos por su senalizacién, pues los beta-adrenérgicos se
acoplan a la adenilil ciclasa en forma estimulatoria’.
Para darle mds solidez a los hallazgos se hicieron los
estudios de asociacién de ligandos en colaboracién
con Lefkowtiz y Brian Hoffman, quien era su pos-
doctoral® y en el caso de los adipocitos humanos
también con el grupo del Dr. Burns’.

Algunos anos més tarde realicé una breve es-
tancia en el laboratorio de Lefkowitz con quien
era entonces mi alumno de doctorado, Jose Luis
Boyer, para analizar el efecto de la toxina pertussis
sobre el estado de afinidad de los receptores alfa,-
adrenérgicos®, pues Lefkowitz tenia el mejor siste-
ma de andlisis de datos para curvas de asociacién
y competencia de ligandos. Sin duda, estar en el
laboratorio de Lefkowitz fue una gran experiencia,
se trata de un lugar de altisima intensidad, donde
las cosas son para ayer y donde lo importante no es
lo que ya hiciste, sino lo que sigue; los seminarios
fueron siempre un festival de ideas y proyectos para
realizar. Lefkowitz es un investigador inteligente,
organizado, disciplinado, de trato amable y muy
trabajador. Sin duda un lider que logra conjuntar ta-
lentos y voluntades para lograr objetivos bien defini-
dos, que espera avances rdpidos y que todo el mundo
trabaje, por lo menos, con su misma intensidad.

Volvamos al trabajo de Lefkowtiz. A todos estos
avances siguié un paso fundamental: la clonacién
de los receptores. Como puede entenderse, muchos
grupos estaban interesados en esto pero no conta-
ban con las estrategias y los elementos necesarios.
Aprovechando el receptor beta,-adrenérgico purifi-
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Robert Lefkowitz (izquierda) en el laboratorio

cado, el grupo de Lefkowitz, lo proteoliza y obtiene
péptidos en suficiente cantidad para obtener anti-
cuerpos que permitieran identificar a la proteina, y
lo mds importante, la secuencia de aminodcidos de
los fragmentos; obtiene la correspondiente secuencia
nucleotidica y la sintetiza para utilizar dichos oli-
gonucleétidos en obtener la secuencia codificante.
En mayo de 1996 se publica la clonacién del gen
y el cDNA del receptor beta,-adrenérgico’. Nétese
que en este trabajo ya aparece Brian Kobilka, quien
fungia como posdoctoral con Lefkowtiz; este es el
primer trabajo registrado en PubMed de Kobilka.
Como se esperaba, este receptor mostré 7 zonas
transmembranales y similitud estructural con la
rodopsina (figura 3). En pocos afos el grupo de
Lefkowitz se come casi completo el pastel de la
clonacién de los distintos receptores adrenérgicos;
solamente se presentaron algunos problemas con la
tipificacién del receptor alfaip y el grupo de Stros-
berg en Francia les gana la clonacién del receptor
betas!°.

Por supuesto, la clonacién no fue el final de nada
sino el principio de muchas otras cosas. Utilizando
técnicas de biologia molecular, se construyeron qui-
meras (receptores en que una zona se sustituye por la
equivalente de otro receptor) con el fin de conocer
los dominios funcionales de la proteina y se hicieron
mutaciones dirigidas para entender la relevancia de
determinados aminodcidos en funciones como: la
unién a la adrenalina y a otros agonistas y anta-
gonistas de los diferentes receptores, las zonas de
acoplamiento a las proteinas G, sitios de modifica-
cién postraduccional (fosforilacién, palmitoilacién,
glucosilacién, etc.) y su relevancia funcional.
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Robert J. Lefkowitz (derecha) con la estudiante Erin Bressler
(izquierda)

Los trabajos no ocurren en forma lineal, sino
que se unen unos con otros en formas muchas veces
insospechadas. Lefkowitz ha tenido desde siempre
un gran interés en la regulacién de los receprores. La
dramdtica disminucién de respuesta (taquifilaxia/
desensibilizacién) a las aminas adrenérgicas, que se
observa después de las primeras dosis en pacientes
en estado critico es un aliciente a la investigacién
para todos los médicos. La fosforilacién del recep-
tor es un evento critico que regula su funcién y
el grupo de Lefkowitz ha caracterizado y clonado
a las principales cinasas participantes. Ademds ha
mostrado que, al igual que en el sistema visual,
participan las arrestinas (betaarrestinas) en este proce-
so. Un hallazgo importante fue mostrar que cuan-
do un receptor se desensibiliza y deja de activar
su sistema transductor principal, se prenden otros
sistemas de senalamiento, relacionados con proli-
feracion y diferenciacion celulares (MAP cinasas).
Una contribucién muy importante del trabajo de
Lefkowitz y otros investigadores sobre la farmaco-
logia es definir que los receptores tienen diversos
cambios conformacionales que los llevan a diferen-
tes estados de actividad. Ya no se trata del receptor
que con la hormona pasa de un estado “apagado”
a otro “prendido”. Hay agentes que hacen que los
receptores tomen una de las conformaciones activas
pero no otras, es decir que tengan un sesgo en su
accién, se denominan “agonistas sesgados” y abren
posibilidades terapéuticas pues pueden conducir a
un efecto final y no a otros como la harfa un ago-
nista no sesgado.
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Lefkowtiz no ha trabajado exclusivamente con
los receptores para la adrenalina. Si son los receptores
que mds ha estudiado pero ha aportado conocimien-
to para muchos otros, principalmente de los acopla-
dos a proteinas G con 7 zonas transmembranales.
Este grupo de receptores son los mds abundantes en
nuestro genoma y blanco de un amplio porcentaje
de los medicamentos usados en la préctica clinica.
Ademds, siempre ha tenido un enorme interés en los
aspectos cardiovasculares por lo que ha participado
en estudios sobre hipertrofia e insuficiencia cardia-
cas estudiando a los participantes moleculares de la
accién de diversas hormonas y neurotransmisores y
su rol en estas patologias. Evidentemente no todo lo
relevante en el drea ha sido hecho por Lefkowitz y
su grupo, son muchos los grupos que han permitido
avanzar en el conocimiento, como siempre ocurre;
sin embargo su liderazgo es incuestionable.

Brian Kobilka es un investigador unos 15 afos
mds joven que Lefkowitz. Yo diria que estd en
la etapa central de su carrera. Su entrenamiento
preuniversitario (Bachelor) fue con énfasis en bio-
logia y quimica. Obtuvo su grado de médico con
honores en Yale University School of Medicine y
se unié al grupo de Lefkowitz como posdoctoral
para, después de algunos afios, tomar una posi-
cién independiente en Stanford University. A Ko-
bilka lo conozco mucho menos que a Lefkowitz,
solamente lo he escuchado en algunos congresos
e intercambiado algin saludo. Es un hombre muy
delgado, reservado y siempre muy centrado en su
trabajo. Como ya mencioné, participé con el gru-
po de Lefkowitz en la clonacién de receptores, en
la identificacién de dominios funcionales creando
quimeras y mutantes puntuales o truncadas y otros
muchos aspectos también importantes. Sin embargo
su principal contribucién como investigador inde-
pendiente es el estudio detallado del receptor a nivel
atémico por técnicas cristalograficas. Al inicio de
su carrera independiente combiné estudios fun-
cionales en células y animales knockout (en los que
se elimina la expresién de un receptor o proteina
reguladora) para posteriormente centrarse funda-
mentalmente en aspectos de estructura. No deja
de sorprender que siendo médico haya seleccionado
estos aspectos que requieren, no solamente equi-



Figura 1. Asociacion del receptor con ligandos y proteinas G,
desde el punto de vista estructural cristalografico. Un trabajo
totalmente fuera de serie, espectacular.

po muy particular, sino un entrenamiento intenso
y enormemente especializado, muy alejado de la
préctica médica e incluso de las 4reas bdsicas. Ya
al final del siglo XX y los primeros afos del XXI
estudia cambios conformacionales en los receptores
bajo la accién de agonistas y antagonistas por méto-
dos fluorescentes. Hace solamente 5 anos, en 2007,
aparecen las primeras publicaciones de la estructura
cristalogréfica de un receptor de este tipo''. En los
siguientes afios ha estudiado desde el punto de vista
estructural cristalogréfico la asociacién del recep-
tor con ligandos y proteinas G (figura 1), ademds
de participar en el estudio cristalogrifico de otros
receptores, no adrenérgicos. En opinién de los que
se dedican a la cristalografia se trata de un trabajo
totalmente fuera de serie, espectacular.

No hay duda de que son momentos de gran sa-
tisfaccién para todos los que trabajamos en el drea
y estamos seguros de que hay mucho por definir en
los préximos anos. Felicidades a Robert Lefkowitz
y a Brian Kobilka por este reconocimiento a su tra-
bajo. Sin duda, muy merecido.

Modelo de la estructura de un receptor adrenérgi-
co tomado de la pagina Web del laboratorio de Brian
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Kobilka (http://med.stanford.edu/kobilkalab/). Se
muestra un receptor adrenérgico (en verde; nétense
las hélices transmembranales) con su ligando (mo-
delo de volumen, amarillo, rojo, azul) y a la proteina
G asociada (subunidad alfa en amarillo, subunidad
beta en azul y subunidad gama en magenta). @
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