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I N T R O D U C T I O N

E a rl  S ut h e rl a n d,  a  f ri e n d  of  m y  f at h e r,  w r ot e  t o  m e  i n  t h e  s p ri n g  of  1 9 6 1  wit h

a  p r o p o s al  t o  p a rti ci p at e  i n  w h at  w a s  t h e n  a n  e d u c ati o n al  a d v e nt u r e -  a

c o m bi n e d  M. D.- P h. D.  t r ai ni n g  p r o g r a m  t h at  h e  h a d  d e vi s e d  at  W e st e r n

R e s e r v e  U ni v e r sit y  ( n o w  C a s e  W e st e r n  R e s e r v e  U ni v e r sit y)  i n  O hi o.  M y  r e a c-

ti o n  w a s  e nti r el y  n e g ati v e.  I  t h a n k e d  hi m,  p olit el y  I  t hi n k,  b ut  t h e  i d e a  of

s p e n di n g  s e v e n  y e a r s  i n  Cl e v el a n d  h a d  littl e  a p p e al.  H a p pil y,  S ut h e rl a n d  w a s

p e r si st e nt.  H e  w r ot e  a g ai n  i n  t h e  f all  of  1 9 6 1  (t h e  b e gi n ni n g  of  m y  l a st  y e a r

i n  c oll e g e),  I  d e ci d e d  t h e  i d e a  w a s  w o rt h a vi sit,   a n d  I  h a d  m y  fi r st  gli m p s e  of

c y cli c  A M P  (f o r  w h o s e  di s c o v e r y,  i n  1 9 5 7,  S ut h e rl a n d  w a s  a w a r d e d  t h e  N o b el

P ri z e  [i n  1 9 7 1]).  C y cli c  A M P,  S ut h e rl a n d,  a n d  t h e  M. D.- P h. D.  P r o g r a m  all

l o o k e d  r at h e r  a p p e ali n g.  T h u s,  o n  m y  a r ri v al  i n  S e pt e m b e r,  1 9 6 2,  I  w a s  di s-

a p p oi nt e d  t o  l e a r n  t h at  S ut h e rl a n d  w a s  a b o ut  t o  d e p a rt  f o r  V a n d e r bilt

U ni v e r sit y.  H o w e v e r,  t h e r e  w a s  a n  att r a cti v e  o p p o rt u nit y  t o  w o r k  wit h

T h e o d o r e  R all,  S ut h e rl a n d’ s  y o u n g e r  c oll a b o r at o r,  w h o  h a d  pl a y e d  a  pi v ot al

r ol e  i n  t h e  c r u ci al  e x p e ri m e nt s  of  1 9 5 7.  I  e nt e r e d  t h e  R all  l a b,  a n d  i n  o v e r  3 0

s u b s e q u e nt  y e a r s  h a v e  n e v e r  e s c a p e d  t h e  l u r e  of  c y cli c  n u cl e oti d e  r e s e a r c h,

d e s pit e  o c c a si o n al  att e m pt s  t o  t r y.  T h e  m o st  d et e r mi n e d  of  t h e s e  eff o rt s

c a m e  wit h  m y  c h oi c e  of  M a r s h all  Ni r e n b e r g’ s  n e wl y  p r o cl ai m e d  n e u r o bi ol o-

g y  l a b o r at o r y  f o r  p o st d o ct o r al  t r ai ni n g.  H o w e v e r,  i n  o u r  fi r st  c o n v e r s ati o n

aft e r  m y  a r ri v al  at  t h e  N ati o n al  I n stit ut e s  of  H e alt h  i n  B et h e s d a,  M a r s h all

a s k e d  m e  t o  e st a bli s h  a n  a s s a y  f o r  c y cli c  A M P  i n  hi s  l a b o r at o r y.  T r a p p e d

a g ai n,  b ut  I  di d n’t  fi g ht  b a c k  v e r y  vi g o r o u sl y.

R all  a n d  S ut h e rl a n d’ s  di s c o v e r y  of  c y cli c  A M P  a n d  a d e n yl yl  c y cl a s e,  t h e

h o r m o n e-  s e n siti v e  e n z y m e  t h at  s y nt h e si z e s  t h e  c y cli c  n u cl e oti d e  f r o m  A T P,

g a v e  bi rt h  t o  t h e  c o n c e pt s  of  t r a n s m e m b r a n e  si g n ali n g  a n d  of h or m o n e-

r e g ul at e d  s y nt h e si s  of  i nt r a c ell ul a r  s e c o n d  m e s s e n g e r s  ( Fi g.  1).  B ot h  m e n

w e r e  t r ai n e d  a s  bi o c h e mi st s  ( S ut h e rl a n d  wit h  C a rl  C o ri,  R all  wit h  Al b e rt

L e h ni n g e r),  a n d  t o g et h e r  t h e y  i niti at e d  a  cl a s si c al  r e d u cti o ni sti c  a p p r o a c h  t o

d e ci p h e ri n g  h o r m o n e  a cti o n.  I n  t h e  1 9 5 0’ s,   h o r m o n e s  c o ul d  al m o st  b e d efi-

n e d  a s  r e g ul at o r y  m ol e c ul e s  t h at  w o ul d  a ct  o nl y  o n  i nt a ct  c ell s.  S ut h e rl a n d

a n d  R all’ s  c o u p  w a s  t o  a s s e m bl e  a  s y st e m  i n  w hi c h  a  c h a r a ct e ri sti c  eff e ct  of

e pi n e p h ri n e  a n d  gl u c a g o n  ( a cti v ati o n  of  p h o s p h o r yl a s e)  c o ul d  b e  o b s e r v e d
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i n  h o m o g e n at e s  a n d  t h e n  t o  di s s e ct  t h e  s y st e m  i nt o  it s  m aj o r  c o m p o n e nt s -

h o r m o n e- sti m ul at e d  s y nt h e si s  of  a  f a ct o r,  c y cli c  A M P,  b y  t h e  p a rti c ul at e  f r a c-

ti o n  a n d  s u b s e q u e nt  a cti o n  of  t h e  f a ct o r  i n  t h e  c yt o s ol  t o  a cti v at e p h o s p h o-

r yl a s e  ( 1).  A n  a s s a y  ( al b eit  t o rt u r o u s)  f o r  a d e n yl yl  c y cl a s e  w a s  i n  h a n d,  a n d

h o r m o n e  a cti o n  c o ul d  t h e n  b e  st u di e d  b y  a d di n g  A T P  t o  pl a s m a  m e m b r a n e s

T H E  S E C O N D  M E S S E N G E R   S Y S T E M  I N V O L VI N G A D E N Y L C Y C L A S E

E F  F E C T O R  C E L L

A T P 5’- A M P
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Alt h o u g h  t h e  c o n c e pt  of  r e c e pt o r s  f o r  e n d o g e n o u s  r e g ul at o r y  m ol e c ul e s  a n d

d r u g s  a r o s e  wit h  t h e  p h a r m a c ol o gi c al  e x p e ri m e nt s  of  L a n gl e y  a n d  E h rli c h  i n

t h e  l at e  ni n et e e nt h  a n d  e a rl y  t w e nti et h  c e nt u ri e s,  t h e  w o r d  e v o k e d  o nl y

m et a p h y si c al  f e eli n g s  i n  m a n y  at  t h e  ti m e  of  t h e  di s c o v e r y  of  c y cli c  A M P.  T h e

t e r m  “ r e c e pt o r ” d o e s  n ot  a p p e a r  i n  t h e  i n d e x  of  t h e  1 9 5 5  e diti o n  of T h e

P h a r m a c ol o gi c al  B a si s  of  T h e r a p e uti c s,   t h e  st a n d a r d  t e xt b o o k  of  P h a r m a c ol o g y,

b ut  t h e  f oll o wi n g  s e nt e n c e  i s  t h e r e: “ Y e a r s  a g o,  L a n gl e y  n a m e d  t h e  diff e r e n-

ti ati n g  s u b st a n c e  t h e  ‘ r e c e pti v e  s u b st a n c e’; t hi s  t e r m  i s  still  wi d el y  e m pl o y e d,

b ut  it  m u st  b e  r e ali z e d  t h at  t h e  ‘ r e c e pt o r’  m a y  n ot  b e  a  m o r p h ol o gi c all y

d e m o n st r a bl e  st r u ct u r e. ” R all  a n d  S ut h e rl a n d’ s  e x p e ri m e nt s  p r o vi d e d  t e st-

t u b e  a s s a y s  f o r  r e c e pt o r s,  a n d  t h e  a s s a y s  d e m o n st r at e d  t h at  t h e  r e c e pt o r s

w e r e  a ut h e nti c.  T h e  eff e ct s  of  e pi n e p h ri n e  a n d c o n g e n e r s   o n  a d e n yl yl c y cl a-

s e  w e r e  s h o w n  t o  c o nf o r m  t o  A hl q ui st’ s  n e w  c o n c e pt u ali z ati o n  of β - a d r e n e r-

gi c  r e c e pt o r s  ( a s  di sti n g ui s h e d  f r o m  a  r e c e pt o r s),  a n d  t h e  eff e ct s  w e r e

bl o c k e d  wit h  t h e  fi r st,  n e wl y  di s c o v e r e d β - a d r e n e r gi c  a nt a g o ni st  ( 2 ).

Bi o c h e mi c al  a p p r o a c h e s  t o  r e c e pt o r s  w e r e  t h u s  b o r n,  a n d  t h e  q u e sti o n  a r o s e
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of  t h e  r el ati o n s hi p  of  t h e β - a d r e n e r gi c   r e c e pt o r  t o  a d e n yl yl  c y cl a s e.  C o ul d

t h e  e n z y m e  b e  t h e  r e c e pt o r ?  P e r h a p s,  b ut  t hi s  m o d el  w o ul d  d e m a n d  t h e  e xi-

st e n c e  of  a  f a mil y  of  a d e n yl yl  c y cl a s e s  wit h  di sti n ct  r e g ul at o r y  sit e s,  b e c a u s e

r e g ul ati o n  of  t h e  e n z y m e  w a s  s h o w n  n ot  t o  b e  r e st ri ct e d  t o e pi n e p h ri n e   a n d

gl u c a g o n;  A C T H,  T S H,  L H,  A D H,  a n d  ot h e r  sti m ul at o r s  w e r e  s o o n  i n  e vi-

d e n c e,  a s  w a s  i n hi biti o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y  b y  c h oli n e r gi c  a g o ni st s { 3}.

O v e r  a  d e c a d e  aft e r  t h e  di s c o v e r y  of  a d e n yl yl  c y cl a s e,  M a rti n R o d b ell   a n d

c oll e a g u e s  p r o vi d e d  r e a s o n a bl y  c o m p elli n g,  alt h o u g h  i n di r e ct,  e vi d e n c e  t h at

r e c e pt o r s  a n d  a d e n yl yl  c y cl a s e s  w e r e  di sti n ct  m ol e c ul a r  e ntiti e s.  T h e  a d e n y-

l yl  c y cl a s e  of  a di p o c yt e s  i s  sti m ul at e d  b y  a  m y ri a d  of  h o r m o n e s.  If  t h e r e  w e r e

di sti n ct  c y cl a s e s  t h at  e a c h  al s o  s e r v e d  a s  a  r e c e pt o r,  r e s p o n s e s  t o  m a xi m all y

eff e cti v e  c o n c e nt r ati o n s  of  h o r m o n e s  w o ul d  b e  a d diti v e.  T h e y  w e r e  n ot,

i m pl yi n g  t h at  di sti n ct  r e c e pt o r s  c o ul d  i nt e r a ct  wit h  a  c o m m o n  p o ol  of  a d e-

n yl yl  c y cl a s e  ( 4).  T h e  i s s u e  w a s  r e s ol v e d  d efi niti v el y  i n  t h e  1 9 7 0’ s  wit h  t h e

a d v e nt  of  li g a n d  bi n di n g  a s s a y s  f o r  r e c e pt o r s.  R e c e pt o r s  c o ul d  fi n all y  b e  e x a-

mi n e d  b y  m et h o d s  t h at  di d  n ot  r el y  o n  d et e cti o n  of  a  f u n cti o n al  r e s p o n s e.  It

w a s  t h e n  p o s si bl e  t o  s ol u bili z e  a n d  r e s ol v e  a d e n yl yl  c y cl a s e  f r o m  t h e β - a dr e n-

e r gi c   r e c e pt o r,  p r o vi n g  t h at  t h e y  w e r e  di sti n ct  m a c r o m ol e c ul e s  ( 5, 6).

E A R L Y  TI M E S  F O R  G  P R O T EI N S

T h e  q u e sti o n  of  t h e  m o m e nt  t h u s  b e c a m e  t h e  m e c h a ni s m  of  i nt e r a cti o n  o r

“ c o u pli n g ”  b et w e e n  r e c e pt o r s  a n d  a d e n yl yl  c y cl a s e.  T h e  r el ati v el y  si m pl e

n oti o n  t h at  a n  a g o ni st-  r e c e pt o r  c o m pl e x  c o ul d  a ct  a s  a n  all o st e ri c  r e g ul at o r

of  t h e  e n z y m e  w a s  al s o  c h all e n g e d  b y R o d b ell,   w h o  fi r st  p r o m ul g at e d  t h e

n oti o n  of  a  “t r a n s d u c e r ”  a cti n g  a s  a n  i nt e r m e di a r y  b et w e e n  r e c e pt o r s  a n d

a d e n yl yl  c y cl a s e  ( 7).  Alt h o u g h  t hi s  n oti o n  w a s  at  fi r st  b a s e d  p r e d o mi n a ntl y  o n

e x c ell e nt  i n sti n ct  a n d  t h e  li pi d  bil a y e r  w a s  n a m e d  a s  a  c a n di d at e  t r a n s d u c e r,

s u p p o rti v e  d at a  f o r  s o m et hi n g  m o r e  s p e cifi c  w e r e  s o o n  f o rt h c o mi n g.

R o d b ell,   Bi r n b a u m e r,  a n d  t h ei r  c oll e a g u e s  m a d e  t h e  s u r p ri si n g  di s c o v e r y

t h at  o n e  r e g ul at o r y  li g a n d  (t h e  r e c e pt o r  a g o ni st)  w a s  n ot  s uffi ci e nt  t o  a cti-

v at e  a d e n yl yl  c y cl a s e.  A  h o r m o n e  c o ul d  n ot  a cti v at e  t h e  e n z y m e  u nl e s s  g u a-

n o si n e   t ri p h o s p h at e  ( G T P)  w a s  al s o  p r e s e nt { 8}.  T hi s  c r u ci al  o b s e r v ati o n  h a d

b e e n  mi s s e d  f o r  o v e r  a  d e c a d e  b e c a u s e  of  c o nt a mi n ati o n  of  b ot h  m e m b r a n e

p r e p a r ati o n s  a n d  s u b st r at e  A T P  wit h  s uffi ci e nt  ( µ M)   c o n c e nt r ati o n s  of  G T P

t o  m e et  t h e  r e q ui r e m e nt.  It  w a s  s u b s e q u e ntl y  d et e r mi n e d  t h at  h o r m o n al

i n hi biti o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y  w a s  si mil a rl y  d e p e n d e nt  o n  G T P { 9}. I

will  l e a v e  it  t o R o d b ell   t o  d e s c ri b e  t h e s e  o b s e r v ati o n s  i n  m o r e  d et ail.

H o w e v e r,  it  s h o ul d  b e  n ot e d  t h at  t h e r e  w a s  c o n si d e r a bl e  s k e pti ci s m  a b o ut  t h e

si g nifi c a n c e  of  t h e  fi n di n g s  ( Fi g. 2),   i n  p a rt  g e n e r at e d  b y  diffi c ulti e s  i n  r e p r o-

d u cti o n  of  t h e  r e s ult;  m o st  w e r e  n ot  w o r ki n g‘ wit h  t h e  v e r y  ni c e  m e m b r a n e

p r e p a r ati o n s  t h at  c h a r a ct e ri z e d  t h e R o d b ell   l a b o r at o r y.

S e v e r al  o b s e r v ati o n s  of  t h e  mi d- 1 9 7 0’ s  s p o k e  t o  t h e  u n d e ni a bl e  i m p o rt a n-

c e  of  G T P  i n  r e g ul ati o n  of  h o r m o n e- s e n siti v e  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y.  M o st

si g nifi c a ntl y,  C a s s el  a n d  S eli n g e r  d et e ct e d  a  h o r m o n e- sti m ul at e d G T P a s e
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a cti vit y  t h at  a p p e a r e d  t o  b e  a s s o ci at e d  wit h  a cti v ati o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e,

a n d,  d e s pit e  e n o r m o u s  t e c h ni c al  diffi c ulti e s,  t h e y  c o r r e ctl y  d e d u c e d  (f r o m

ki n eti c  a n al y si s)  t h e  si g nifi c a n c e  of  t h e G T P a s e   i n  t e r mi n ati n g  a h or m o n al-

l y - m e di a t e d  si g n al  { 1 0}.  C o n si st e nt  wit h  t h e s e  t h o u g ht s,  L o n d o s  a n d

S c h r a m m  a n d  c o w o r k e r s  h a d  n ot e d  t h at  n o n h y d r ol y z a bl e  a n al o g s  of  G T P,

s u c h  a s G p p( N H) p,   a cti v at e d  a d e n yl yl  c y cl a s e  d r a m ati c all y  a n d  wit h o ut  t h e

n e e d  f o r  h o r m o n e {1 1,  1 2 }.  Mi c h a el  M a g ui r e,  m y  fi r st  p o st d o ct o r al  f ell o w,

di s c o v e r e d  t h at  G T P  d e c r e a s e d  t h e  affi nit y  of  r e c e pt o r s  s el e cti v el y  f o r  a g o-

ni st s,  b ut  n ot  f o r  a nt a g o ni st s  ( 1 3).  T h e  i nt e r p r et ati o n  of  t hi s  c o u nt e r - i nt ui-

ti v e  o b s e r v ati o n  w a s  n ot  cl e a r,  b ut  it  s u r el y  a p p e a r e d  t o  b e  si g nifi c a nt.

T h r o u g h o ut  t hi s  ti m e  a  f e w  b r a v e  s o ul s  h a d  att e m pt e d  t o  s ol u bili z e  a n d

p u rif y  c o m p o n e nt s  of  h o r m o n e- s e n siti v e  a d e n yl yl  c y cl a s e  s y st e m s.  All

e n c o u nt e r e d  g r e at  diffi c ulti e s.  H o r m o n al  r e s p o n si v e n e s s  w a s  q ui c kl y  l o st  o n

s ol u bili z ati o n  wit h  d et e r g e nt s,  a n d  a d e n yl yl  c y cl a s e  it s elf  a p p e a r e d  t o  b e

r e m a r k a bl y  l a bil e.  E v a  N e e r  w a s  p e r h a p s  t h e  fi r st  t o  t r e at  t h e  e n z y m e  a s  a n

a p p r o a c h a bl e  bi o c h e mi c al  o bj e ct,  wit h  a  c a r ef ul  e x pl o r ati o n  of  it s  h y d r o d y-

n a mi c  p r o p e rti e s  ( 1 4).  D e s pit e  t hi s,  a  c o n v e nti o n al  bi o c h e mi c al  a p p r o a c h  t o

t h e  s y st e m  l o o k e d  diffi c ult  i n d e e d.

T h e  t u r ni n g  p oi nt,  f o r  u s,  st a rt e d  wit h  t h e  d e s c ri pti o n  b y  D a ni el  et  al.  { 1 5}

of  t h e  c yt o ci d al  eff e ct  of  c y cli c  A M P  o n  cl o n al  S 4 9  l y m p h o m a  c ell s.  B o u r n e

a n d  a s s o ci at e s  w e r e  s o o n  a bl e  t o  i s ol at e  a  v a ri a nt  ( c y c-)  of  t h e s e  c ell s  t h at

a p p e a r e d  t o  l a c k  a d e n yl yl  c y cl a s e { 1 6},   d e s pit e  c o nti n u e d  e x p r e s si o n  of  a  n o r-

m al  n u m b e r  of  R- a d r e n e r gi c  r e c e pt o r s  ( 1 7).  W e  w e r e  a bl e  t o  s el e ct  a n ot h e r

S 4 9  c ell  v a ri a nt  t h at  i nt ri g u e d  u s  e v e n  m o r e -  a n  u n c o u pl e d  ( U N C)  m ut a nt

t h at  a p p e a r e d  t o  h a v e  n o r m al  r e c e pt o r s  a n d  a d e n yl yl  c y cl a s e  b ut  t h at  f ail e d

t o  g e n e r at e  a  c y cli c  A M P  si g n al  i n  r e s p o n s e  t o  a p p r o p ri at e  h o r m o n e s (β -

a d r e n e r gi c  a g o ni st s  o r  p r o st a gl a n di n s) {1 8 }.  T h e  a v ail a bilit y  of  t h e s e  g e n eti c
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v a ri a nt s  m a d e  t h e  bi o c h e mi st r y  a p p e a r  m o r e  a p p r o a c h a bl e,  p a rti c ul a rl y  t o

Elli ott  R o s s,  a n  e xt r e m el y  t al e nt e d  a n d  w ell-t r ai n e d  m e m b r a n e  bi o c h e mi st

w h o  j oi n e d  m y  l a b  i n  1 9 7 5.  R o s s  s o u g ht  t o  r e c o n stit ut e  t h e  c y c-  m ut a nt  i n

vit r o,  fi r st  b y  e xt r a cti n g  a d e n yl yl  c y cl a s e  f r o m  c ell s  t h at  l a c k e d  R a d r e n e r gi c

r e c e pt o r s  a n d  t h e n  b y  s o m e h o w  c o a xi n g  t h e  p r ot ei n  b a c k  i nt o  f r uitf ul  i nt e r-
,

a cti o n s  wit h  t h e  r e c e pt o r s  p r e s e nt  i n  c y c-  m e m b r a n e s.  T h e  e x p e ri m e nt  e v e n-

t u all y  w o r k e d;  c y c-  m e m b r a n e s  w e r e  r e c o n stit ut e d  t o  di s pl a y c at e c h ol a mi n e-

s e n siti v e  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y  ( 1 9).  W e  w e r e  pl e a s e d  t h at  w e  h a d  t a k e n  t h e

fi r st  st e p  i n  r e s ol uti o n  a n d  r e c o n stit uti o n  of  t h e  s y st e m,  b ut  w e  h a d  littl e  i d e a

h o w  q ui c kl y  t h e  i n v e st m e nt  w o ul d  p a y  di vi d e n d s.  T h e  r e c o n stit uti o n  h a d  n ot

w o r k e d  f o r  t h e  a nti ci p at e d  r e a s o n s.  W h e n  w e  i n a cti v at e d  t h e  a d e n yl yl  c y cl a-

s e  i n  t h e  d et e r g e nt  e xt r a ct  u s e d  f o r  t h e  r e c o n stit uti o n,  w e  still  o b s e r v e d  u n di-

mi ni s h e d  l e v el s  of  h o r m o n e- sti m ul at e d  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y.  T h at  i s,  a d di-

ti o n  of  a  d et e r g e nt  e xt r a ct  d e v oi d  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y  t o r e c e pt or-

ri g. 3.   E x p eri m e nt s  l e a di n g  t o  t h e  di s c o v er y  of G s .  A:  C art o o n  of  t h e  pr ot o c ol s. I n  t h e fir st   e x p e ri m e nt s,  Elli ott

M.  R o s s  a d d e d  a  d et e r g e nt  e xt r a ct  o f  m e m b r a n e  p r ot ei n s  t o s o- c all e d  c y c -  m e m b r a n e s  (le f t, I ), w h ic h  w e r e

t h o u g ht  t o  l a c k  a d e n yl yl  c y cl a s e.  E pi n e p h ri n e  sti m ul at e d  c y cli c  A M P  p r o d u cti o n ( 2).   w hi c h  s e e m e d  t o  i n di-

c at e  t h at  a d e n yl yl  c y cl a s e  h a d  b e e n  i n s e rt e d  i nt o  t h e  d e fi ci e nt  m e m b r a n e s.  I n  t h e  c o nt r ol  e x p e ri m e nt,  t h e

a d e n y ly l c y c la s e  in  th e  e x tr a c t w a s  in a c tiv a te d  (c e n te r , 1 ). E v e n  w ith o u t it, e p in e p h r in e  c a u s e d  th e  c y c -  m e m-

br a n e s   t o  m a k e  c y cli c  A M P.  T hi s  p u z zli n g  fi n di n g  l e d  t o  t h e  di s c o v e r y  t h at  t h e  c y c‘  m e m b r a n e s  di d  c o nt ai n

a d e n yl yl  c y cl a s e  ( ri g ht,  1)  b ut  l a c k e d  a  t hi r d  c o m p o n e nt  n e c e s s a r y  t o  a cti v at e  it - a G  p r ot ei n  t h at  p e r si st e d

i n  t h e  e xt r a ct  a ft e r  a d e n yl yl  c y cl a s e  h a d  b e e n  i n a cti v at e d.  R e st o r ati o n  o f  t h e  G  p r ot ei n  t o  t h e  m e m b r a n e s

e n a bl e d  a d e n yl yl  c y cl a s e  t o  s y nt h e si z e  c y cli c  A M P.  R e p ri nt e d  f r o m  Li n d e r  a n d Gil m a n { 1 5 4},  wit h  p er mi s si o n.
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c o n ta in in g  c y c - m e m b r a n e s  (w h ic h  a ls o  h a d  n o  a d e n y ly l c y c la s e  a c tiv ity ) le d

t o  r e st o r ati o n  of  t h e  c o m pl et e  r e s p o n s e  ( Fi g.  3).  T r e at m e nt s  wit h  p r ot e a s e s

q u ic k ly  r e v e a le d  th a t b o th  th e  d e te r g e n t e x tr a c t a n d  th e  c y c - m e m b r a n e s

c o nt ai n e d  p r ot ei n s  t h at  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  o b s e r v ati o n  of a n y   a d e n yl yl  c y cl a-

s e  a cti vit y -  b a s al  o r  t h at  sti m ul at e d  b y  h o r m o n e s,  fl u o ri d e,  o r  g u a ni n e n u cl e-

oti d e s.  ( W e  n o w  k n o w  t h at  t h e  s p e cifi c  i s of o r m s  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  t h at  p r e-

d o mi n at e  i n  S 4 9  c ell s  h a v e  n ot a bl y  l o w  b a s al  a cti vit y.)  T h u s  t w o  p r ot ei n s  w e r e

r e q ui r e d -  t h e  c at al y st  o r  a d e n yl yl  c y cl a s e  it s elf,  w hi c h  i n  f a ct w a s   p r e s e nt  i n

s o- c all e d c y c -  m e m b r a n e s , a n d  a  s tim u la to r y  p r o te in , d e fic ie n t in  c y c - m e m -

b r a n e s,  t h at  h a d  s u r vi v e d  t h e  mil d  c o n diti o n s  u s e d  t o  i n a cti v at e  a d e n yl yl

c y cl a s e  i n  t h e  e xt r a ct  u s e d  f o r  r e c o n stit uti o n.  W e  p r o p o s e d  t h at  t h e  r ol e  of

t h e  h o r m o n e  r e c e pt o r  w a s  t o  r e g ul at e  t h e  i nt e r a cti o n  b et w e e n  t h e s e  t w o

c o m p o n e nt s  ( 2 0,  2 1).  C oi n ci d e nt all y,  Pf e uff e r  a c hi e v e d  p a rti al  r e s ol uti o n  b et-

w e e n  a d e n yl yl  c y cl a s e  a n d  a n  a cti v ati n g  p r ot ei n  t h at  b o u n d  s el e cti v el y  t o  a

g u a ni n e  n u cl e oti d e- b a s e d  affi nit y  r e si n  ( 2 2).

1 0 0

5  1 0  1 5 3 0

  ( mi n )

Fi g . 3 .  D at a  fr o m  t h e s e e x p e ri m e nt s.   R e c o n stit uti o n  o f  h o r m o n e- s e n siti v e  a d e n yl yl  c y cl a s e  b y  mi xt u r e  o f c y c-

m e m b r a n e s  wit h  h e at i n a cti v at e d wil d  t y p e m e m br a n e e xtr a ct s.   D et e r g e nt  e xt r a ct s  o f  wil d t y p e m e m br a n e s

w e r e  h e at e d  at 3 0
o
C   f o r  t h r  ti m e s  i n di c at e d  o n  t h r  a b s ci s s a.  c hill e d,  a n d  mi x e d  wit h c y c - m e m br a n e s.   T h e

N a F-   a n d G p p( N H) p- sti m ul at e d a d e n yl yl   c y cl a s e  a cti viti e s  o f  t h e  i n c u b at e d e xt r a ct s ar e   s h o w n  b y  t h e  d a s h e d

li n e s.  Ali q u ot s   of  t h e  r e c o n stit ut e d  mi xt ur e s, p r e p ar e d   wit h  t h e s e i n c u b at e d   e xtr a ct s, w e r e   a s s a y e d  wit h G T P,

i s o pr ot er e n ol   ( a c o n g e n er of   e p i n e p h r i n e ) pl u s G T P, N a F,  or G p p( N H) p, a s  i n di c at e d.  R e p ri nt e d  f r o m  R o s s

et   al.  { 2 1 },  wit h  p er mi s si o n.

T h e  n o v el  p r ot ei n  b e c a m e  t h e  o bj e ct  of  o u r  att e nti o n s,  i n  p a rt  b e c a u s e  of  it s

m o r e  m y st e ri o u s  n at u r e  a n d  i n  p a rt  b e c a u s e  it  w a s  n ot  a s  l a bil e  a s  a d e n yl yl

c y cl a s e.  A d diti o n al  e x p e ri m e nt s  b y  R o s s  i m pli e d  t h at  t h e  p r ot ei n  ( at  t h e  ti m e

te r m e d  G / F , b u t e v e n tu a lly  n a m e d  G s ) w a s  th e  s ite  o f a c tio n  o f g u a n in e
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n u cl e oti d e s  ( a n d  fl u o ri d e).  { 2 1},  a n d  t h e s e  h y p ot h e s e s  w e r e  st r e n gt h e n e d  b y

h y d r o d y n a mi c  c h a r a ct e ri z ati o n  of  t h e  a cti vit y  b y  All y n  H o wl ett;  s h e  d et e ct e d

G p p  ( N H)  p  a n d  fl u o ri d e-i n d u c e d  alt e r ati o n s  s u g g e sti v e  of  s u b u nit  di s s o ci a-

ti o n  u p o n  a cti v ati o n  b y  t h e s e  li g a n d s  ( 2 3).  T h e  r e all y  h a r d  w o r k  f ell  t o  P a ul

St e r n w ei s  a n d  J o h n N ort h u p,   w h o  t o g et h e r  u n d e rt o o k  t h e  t a s k  of  p u rifi c a-

ti o n.  T h e  g o o d  l u c k  of G s   w a s  it s  r e v el ati o n  b y  m ut ati o n  i n  S 4 9  c ell s  a n d  t h e

e xi st e n c e  of  a n  e a s y  a s s a y  f o r  t h e  p r ot ei n  b y  a cti v ati o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e.

T h e  b a d  l u c k,  u n k n o w n  at  t h e  ti m e,  w a s  t h at G s   i s  a m o n g  t h e  l e a st  a b u n d a nt

of  t h e  G  p r ot ei n s.  N e v e rt h el e s s,  p e r s e v e r a n c e  ( b y  all  i n v ol v e d)  a n d  s kill  ( b y

t h o s e  d oi n g  t h e  e x p e ri m e nt s)  p ai d  off,  a n d G s ,  wit h  it s  u n s u s p e ct e d  3 5- k D a

β   s u b u nit,  fi n all y  e m e r g e d  a s  a  h o m o g e n e o u s  g u a ni n e  n u cl e oti d e  bi n di n g

p r ot ei n,  c a p a bl e  of  a cti v ati n g  a d e n yl yl  c y cl a s e  i n  it s G p p( N H) p   o r  fl u o ri d e

a cti v at e d  f o r m s  ( Fi g.  4)  { 2 4,  2 5}.  A  t hi r d,  8- k D a (γ )   s u b u nit  w e nt  u n n oti c e d

at  t h e  ti m e.

Fi x.   4.  A:  P ol y a c r gl a mi d e  g el  el e ct r o p h o r e si s  of  p u rifi e d  f r a cti o n s  of G s .  ( 1)  P r ot ei n  f r o m  a n  i nt e r m e di at e  st e p

of  p u rifi c ati o n.  ( 2)  a n d  ( 3)  P u rifi e d  p r ot ei n,  3 µ g   a n d  8 µ g.   r e s p e c ti v el y. B:  L a b eli n g  of  p u rifi e d G s   wit h

c h ol e r a  t o xi n  a n d [3 2 P] N A D.   ( 1)  P u rifi e d  p r ot ei n s r ai n e d   wit h C o o m a s si e   bl u e.  ( 2)  a n d  ( 3)  A ut o r a di o g r a m s

of  t h e  c h ol e r a  t o xi n-l a b el e d  p r ot ei n,  e x p o s e d  f o r  1 6  a n d  4 8  h r, r e s p e cti v el y.   T h e  t w o  hi g h e r  m ol e c ul a r  w ei g ht

b a n d s  i n  t h e  p u rifi e d  p r e p a r ati o n,  b ot h of w hi c h   a r e  l a b el e d  wit h  c h ol e r a  t o xi n,  a r e  alt e r n ati v el y  s pli c e d  f o r m s

of G s α T h e  l o w e r  m ol e c ul a r  w ei g ht  b a n d  i s  t h e β s u b u nit.   R e p ri nt e d  f r o m N o rt h u p  et al . { 2 4},  wit h  p e r mi s si o n.

F u rt h e r  st u di e s  of  G s  p e rf o r m e d  s h o rtl y  t h e r e aft e r  r e v e al e d  t h at  o n e  e q ui-

v al e nt  of  g u a ni n e  n u cl e oti d e  b o u n d  t o  t h e α   s u b u nit  of  t h e  oli g o m e r,  t h at

a cti v ati o n  b y G p p( N H) p   o r  fl u o ri d e  w a s  i n  f a ct  a c c o m p a ni e d  b y  s u b u nit  di s-

s o ci ati o n,  a n d  t h at  t h e  r e s ol v e d G p p( N H) p-   b o u n d α   s u b u nit  w a s  n e c e s s a r y



Alfr e d  G. Gil m a n 1 8 9

a n d  s uffi ci e nt  f o r  a cti v ati o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  ( Fi g.  5)  { 2 6,  2 7}.  A d diti o n al

w o r k  o n  th e  m e c h a n is m  o f a c tiv a tio n  o f G s  b y  flu o r id e  p r o v id e d  s u r p r is e s  a n d

e v e n  a m u s e m e nt.  T h e  eff e ct  of  fl u o ri d e,  o b s e r v a bl e  w h e n  e x p e ri m e nt s  w e r e

p e rf o r m e d  i n  gl a s s  t e st  t u b e s  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  of  c o m p o n e nt s  of  t h e  a d e-

n yl yl  c y cl a s e  a s s a y  (i. e.,  A T P),  w a s  l o st  i n  t h e  a b s e n c e  of  A T P  w h e n  e x p e ri-

m e nt s  w e r e  d o n e  i n  pl a sti c  t e st  t u b e s  { 2 8,  2 9}.  A n ot h e r  m y st e r y  f a ct o r  w a s

s killf ull y  p u r s u e d  b y  P a ul  St e r n w ei s,  w h o  p u rifi e d  t h e  c o a cti v at o r  f r o m  b ot h

A T P  a n d  f r o m  a q u e o u s  e xt r a ct s  of  di s p o s a bl e  gl a s s  t e st  t u b e s.  A  m et al  s e e-

m e d  t o  b e  i n v ol v e d,  a n d  n e ut r o n- a cti v ati o n  a n al y si s  r e v e al e d A 1 3 +   a s  t h e  c ul-

p rit { 2 9}.  T h e  si g nifi c a n c e  a n d  v al u e  of  t h at  o b s e r v ati o n  h a s  b e c o m e  p a rti c u-

l a rl y  a p p a r e nt  a  d e c a d e  l at e r  ( s e e  b el o w).

3 5

Fr a cti o n  N u m b er

Fi g . 5 .  R e s ol u ti o n  o f  t h e  s u b u ni t s  o f G s   b y  g el  fil t r a ti o n.  P u ri fi e d G s w a s  a cti v at e d  b y  i n c u b ati o n  wit h

[3 5 S] G T P γ S.   Aft e r  r e m o v al  of  f r e e  n u cl e oti d e,  t h e  p r ot ei n  w a s  s u bj e ct e d  t o  hi g h  p e rf o r m a n c e  g el  filt r ati o n.

T h e  t o p  p a n el  s h o w s  t h e  a b s o r b a n c e  of  t h e el ut e d   p r ot ei n.  T h e  i n s et  s h o w s  t h e  sil v e r  st ai ni n g  p att e r n  f o r  S D S

P A G E  g el s  of  t h e  p o ol e d  p e a k s  of  p r ot ei n  (l a n e  1  = fi r st   p e a k,  l a n e  2  =  s e c o n d  p e a k)  a n d  of  t h e  p r ot ei n  a p pli-

e d  (l a n e  3).  T h e  l o w e r  p a n el  s h o w s  t h e  a cti viti e s  a s s a y e d.  G / F (G s a cti vit y ( o)   i s  q u a ntifi e d  b y  a cti v ati o n  of

a d e n yl yl  c y cl a s e. [3 5 S] G T P γ S (.)  i n di c at e s  hi g h- affi nit y  bi n di n g  of  t h e  r a di o a cti v e  n u cl e oti d e. 3 5 K   A cti vit y

(  )  i s  a  m e a s u r e  of  t h e  a cti vit y  of  t h e β γ   s u b u nit  c o m pl e x.  N u cl e oti d e  bi n di n g  a cti vit y  a n d  t h e  c a p a cit y  t o  a cti-

v at e  a d e n yl yl  c y cl a s e  w e r e  e x cl u si v el y  a s s o ci at e d  wit h  t h e  r e s ol v e d a   s u b u nit  of G s ,  w hi c h  di s s o ci at e d  f r o m β γ

o n  a cti v ati o n  wit h G T P γ S.   R e p ri nt e d  f r o m N ort h u p et al .  ( 2 7 1,  wit h  p e r mi s si o n.
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A n  i nt e r e sti n g  si d e  a cti vit y  at  t hi s  ti m e  w a s  st u d y  of  t h e  A D P- ri b o s yl ati o n  of

G s   b y  c h ol e r a  t o xi n.  T h at  t hi s  o c c u r r e d  w a s  v e r y  st r o n gl y  i m pli e d  b y  t h e  w o r k

of  Gill  { 3 0},  V a u g h a n  { 3 1},  a n d  B o u r n e  ( 3 2)  a n d  w a s  p r o v e n  wit h  p u rifi c ati o n

of  t h e  p r ot ei n.  H o w e v e r,  a s  p u rifi c ati o n  p r o c e e d e d,  t h e  c a p a cit y  of  c h ol e r a

t o xi n  t o  A D P- ri b o s yl at e  G s  w a s  l o st.  T hi s  c o ul d  b e  r e st o r e d  b y  a d diti o n  of  a

p r ot ei n  f a ct o r  { 3 3}  t h at  w a s  e v e nt u all y  p u rifi e d,  n a m e d  A D P- ri b o s yl ati o n

f a ct o r  o r  A R F,  a n d  f o u n d  t o  b e  a  l o w- m ol e c ul a r- w ei g ht  G T P  bi n di n g  p r ot ei n

( 3 4,  3 5).  A R F  i s,  of  c o u r s e,  n o w  l e a di n g  a  h a p p y  e xi st e n c e  a s  a n  i m p o rt a nt

r e g ul at o r  of  p r ot ei n  t r affi c ki n g  ( 3 6)  a n d  a s  a n  a cti v at o r  of  p h o s p h oli p a s e  D

(3 7 ). Its  a s s o c ia tio n  w ith  c h o le r a  to x in  a n d / o r  G s  r e m a in s  to  b e  e x p la in e d .

W o r k  i n  J a p a n  i n  t h e  l at e  1 9 7 0’ s  a n d  e a rl y  1 9 8 0’ s  b y  Mi c hi o  Ui  a n d  hi s  c ol-

l e a g u e s  r e s ult e d  i n  c h a r a ct e ri z ati o n  of  i sl et- a cti v ati n g  p r ot ei n  (I A P) -  a  t o xi n

f r o m B o r d et ell a  p e rt u s si s.   T r e at m e nt  of  c ell s  o r  m e m b r a n e s  wit h  t hi s  t o xi n

r e s ult e d  i n  l o s s  of  h o r m o n al  i n hi biti o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  ( a n d  i n  s o m e  c a s e s

e n h a n c e m e nt  of  h o r m o n al  sti m ul ati o n  of  t h e  e n z y m e)  ( 3 8).  C oi n ci d e nt all y,

t h e  t o xi n  a p p e a r e d  t o  c at al y z e  t h e  i n c o r p o r ati o n  of  t h e  A D P- ri b o s yl  m oi et y

of  N A D  i nt o  a  4 1- k D a   m e m b r a n e  p r ot ei n  ( 3 9).  T h e  p a r all el  wit h  c h ol e r a

t o xi n  w a s  r e m a r k a bl e.  T o s hi a ki  K at a d a,  P r of e s s o r  Ui’ s  st u d e nt,  a p pli e d  f o r  a

p o st d o ct o r al  p o siti o n  i n  m y  l a b  a n d  w a s  q ui c kl y  a c c e pt e d. A s   G a r y  B o k o c h,

a n ot h e r  n e wl y  a r ri v e d  p o st d o c,  a n d  K at a d a  b e g a n  t o  w o r k  wit h  P r of e s s o r  Ui’ s

t o xi n,  J o h n N ort h u p   r e ali z e d  t h at  h e  h a d-  f r e q u e ntl y  b e e n  pl a g u e d  wit h  a

4 1 -k D a  c o n ta m in a n t d u r in g  p u r ific a tio n  o f G s . H e  e v e n  h a d  fr a c tio n s  in  th e

f r e e z e r  t h at  w e r e  e n ri c h e d  i n  t hi s  c o nt a mi n a nt;  m o r al:  n e v e r  t h r o w  a n yt hi n g

a w a y!  ( T hi s  c o nt a mi n a nt  c a n  b e  s e e n  i n  Fi g.  4,  a b o v e,  f r o m  t h e  o ri gi n al  p u ri-

fi c ati o n  p a p e r.)  T h e  o b vi o u s  e x p e ri m e nt  w o r k e d  b e a utif ull y  o n  t h e  fi r st  t r y;

N o rt h u p’ s  c o nt a mi n a nt  w a s  a  s u p e r b  s u b st r at e  f o r  A D P- ri b o s yl ati o n  b y  I A P.

O u r  r el ati v el y  t o rt u o u s  e x p e ri e n c e  wit h  t h e  p u rifi c ati o n  of G s   t h e n  p ai d  off,

a n d  p u rifi c ati o n  of  “t h e ”  I A P  s u b st r at e  p r o c e e d e d  q ui c kl y  { 4 0},  ai d e d  b y  t h e

f a ct  t h at  it  i s  s u b st a nti all y  m o r e  a b u n d a nt  t h a n  G,.  T h e  h y p ot h e si s  t h at  t h e

I A P  s u b st r at e  r e p r e s e nt e d G i,  a  h o m ol o g o u s  G  p r ot ei n  r e s p o n si bl e  f o r  i n hi-

biti o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e,  w a s  o b vi o u s,  a n d  it s  v ali dit y  w a s  e st a bli s h e d  a  y e a r

l at e r  wit h  t h o r o u g h  c h a r a ct e ri z ati o n  of G i ( 4 1 -  4 4).  N e v e rt h el e s s,  t h e  a ct u al

m e c h a ni s m s  ( pl u r al  i nt e n d e d)  of  i n hi biti o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  b y G i  r e m ai-

n e d  el u si v e.

T h r o u g h o ut  m u c h  of  t hi s  ti m e,  Bit e n s k y,  w h o  h a d  d et e ct e d  a  li g ht- a cti v a-

t e d  c y cli c  G M P  p h o s p h o di e st e r a s e  i n  t h e  r eti n a { 4. 5},  c all e d  att e nti o n  t o  p a r al-

l el s  b et w e e n  t h e  vi s u al  t r a n s d u cti o n  p at h w a y  a n d  h o r m o n e- s e n siti v e  a d e n yl yl

c y cl a s e s.  P a rti c ul a rl y  n ot a bl e  w e r e  d e s c ri pti o n s  of  a  li g ht- a cti v at e d G T P a s e

( 4 6)  a n d  a  g u a ni n e  n u cl e oti d e  r e q ui r e m e nt  f o r  a cti v ati o n  of  t h e p h o s p h o di-

e st e r a s e.  T h e s e  o b s e r v ati o n s  l e d  t o  p u rifi c ati o n  of  t r a n s d u ci n  ( G,)  { 4 7,  4 8}

a n d  a p p r e ci ati o n  t h at  G s , G i,  a n d  Gt  r e p r e s e nt e d  a  f a mil y  of  st r u ct u r all y

h o m ol o g o u s  g u a ni n e  n u cl e oti d e  bi n di n g  p r ot ei n s  wit h  r el at e d α s u b u nit s

a n d  v e r y  si mil a r  ( o r  i d e nti c al) β   s u b u nit s  { 4 9}  ( Fi g.  6).  T h e  e xi st e n c e  of  t h e

γ   s u b u nit  of  t h e  t r a n s d u ci n  h et e r ot ri m e r  w a s  r e c o g ni z e d  e a rl y  b e c a u s e  of  it s

g r e at  a b u n d a n c e.  P o o r  a vi dit y  f o r  st ai n  d el a y e d  it s  r e c o g niti o n  a s  a  c o m p o-

n e nt  of  G s   a n d G i { 4 1, 5 0}.
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F or  a  b ri ef  p e ri o d  of  ti m e  i n  t h e  e a rl y  1 9 8 0’ s  it  s e e m e d  t h at  t hi n g s  mi g ht  c al m

d o w n.  G u a ni n e  n u cl e oti d e- m e di at e d  sti m ul ati o n  a n d  i n hi biti o n  of  a d e n yl yl

c y c la s e  w a s  in  th e  h a n d s  o f G s  a n d  G i,  w hil e t r a n s d u ci n   e x pl ai n e d  t h e  o b s e r-

v ati o n s  i n  t h e  vi s u al  s y st e m.  I n  c oll a b o r ati o n  wit h  R o s s,  w e  w e r e  a bl e  t o  o b s e r-

v e  h o r m o n al  sti m ul ati o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  u si n g  t h r e e  p u rifi e d  p r ot ei n s -

t h e β - a d r e n e r gi c   r e c e pt o r,  Gs ,  a n d  a d e n yl yl  c y cl a s e -  r e c o n stit ut e d  i nt o  p h o s-

p h oli pi d  v e si cl e s  { 5 1}.  W h at  m o r e  w a s  t h e r e ?  M aj o r  cl u e s  c a m e  q ui c kl y.  P a ul

St e r n w ei s  { 5 2},  n o w  i n d e p e n d e ntl y,  a n d  E v a  N e e r { 5 3}  di s c o v e r e d  Go   a s  a  st a rt-

li n gl y  a b u n d a nt  p r ot ei n  i n  b r ai n;  F ai n ( 5 4)   a n d  G o m p e rt s { 5 5}   o b s e r v e d  h o r-

m o n e-  a n d G T P- d e p e n d e nt   sti m ul ati o n  of  i n o sit ol  t ri s p h o s p h at e  s y nt h e si s;

a mi n o  a ci d  s e q u e n c e  h o m ol o gi e s  w e r e  d et e ct e d  b e h v e e n  si g n al-t r a n s d u ci n g

G  p r ot ei n s  a n d  t h e p 2 1 r a s   g e n e  p r o d u ct s  ( 5 6);  a n d  t h e cl o n er s   a r ri v e d  ( 5 7,  5 8).

It  w a s  cl e a rl y  ti m e  t o  a d d  s o m e  n e w  t e c h n ol o g y  t o  t h e  r e p e rt oi r e  a n d  w el c o-

m e  m a n y  n e w  p e o pl e  t o  t h e  p a rt y.

G  P R O T EI N S  F R O M  P H E R O M O N E S  T O  P H O T O N S

It  n o w  s e e m s  a p p r o p ri at e  t o  a b a n d o n  t h e  hi st o ri c al,  st o r y-t elli n g  a p p r o a c h

a n d  att e m pt  t o  d e s c ri b e  t h e  c u r r e nt  l e v el  of  u n d e r st a n di n g  of  G p r ot ei n-

m e di at e d  t r a n s m e m b r a n e  si g n ali n g.  It  h a s  b e c o m e  a b u n d a ntl y  cl e a r,  p a rti-

c ul a rl y  o v e r  t h e  p a st  d e c a d e,  t h at  t hi s  r el ati v el y  l a r g e  f a mil y  of h et e r ot ri m e-

ri c  G T P- bi n di n g  a n d  h y d r ol y zi n g  p r ot ei n s  pl a y s  a n  e s s e nti al  t r a n s d u ci n g  r ol e
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i n  li n ki n g  h u n d r e d s  of c ell s u rf a c e   r e c e pt o r s  t o eff e ct or   p r ot ei n s  at  t h e  pl a s-

m a  m e m b r a n e.  T h e s e  s y st e m s  a r e  wi d el y  utili z e d  i n  n at u r e,  c o nt r olli n g  p r o-

c e s s e s  r a n gi n g  f r o m  m ati n g  i n  y e a st  t o  c o g niti o n  i n  m a n.  R e c e pt o r s  t h at  a cti-

v at e  G  p r ot ei n s  a r e  c o r r e s p o n di n gl y  di v e r s e  a n d  e n c o m p a s s  p r ot ei n s  t h at

i nt e r a ct  wit h  h o r m o n e s,  n e u r ot r a n s mitt e r s,  a ut a c oi d s,  o d o r a nt s,  t a st a nt s,

p h e r o m o n e s,  a n d  p h ot o n s.  S e v e r al  r e vi e w s  of  t hi s  a r e a  a r e  r e c o m m e n d e d

{ 5 9 -  7 0}  a n d  s h o ul d  al s o  b e  c o n s ult e d  f o r  r ef e r e n c e s  t o  t h e  o ri gi n al  lit e r at u r e.

O v e r vi e w  o f  G  P r ot ei n  F u n cti o n  a n d  St r u ct u r e . Alt h o u g h  G  p r ot ei n s  a r e

st r u ct u r al  h et e r ot ri m e r s,  t h e y  f u n cti o n  a s  di s s o ci a bl e  di m e r s.  T h e β   a n d γ

s u b u nit s  e xi st  a s  ti g htl y  a s s o ci at e d  c o m pl e x e s  t h at  f u n cti o n  a s  a  u nit.  T h e

i d e ntit y  of  t h e α   s u b u nit  i s  c u r r e ntl y  u s e d  t o  d efi n e  a  gi v e n  G  p r ot ei n oli g o-

m e r.  Alt h o u g h  a  n u m b e r  of  diff e r e nt β γ   s u b u nit  c o m pl e x e s  c a n  a p p a r e ntl y

a s s o ci at e  f r uitf ull y  a n d  p r o mi s c u o u sl y  wit h  a  v a ri et y  of  c x  s u b u nit s,  it  i s  u n-

k n o w n  t o  w h at  e xt e nt  t hi s  o c c u r s i n  vi v o .

Si xt e e n  di sti n ct  g e n e s  e n c o d e  G  p r ot ei n α   s u b u nit s  i n  m a m m al s;  2 0  o r

m o r e  p r ot ei n s  a r e  s y nt h e si z e d,  i n cl u di n g  t h e  p r o d u ct s  t h at  a ri s e  a s  a  r e s ult  of

alt e r n ati v e  s pli ci n g  of  m R N A.  T h e  c o m m o nl y  r e c o g ni z e d  s u b cl a s sifi c ati o n  of

t h e α   s u b u nit  f a mil y  i s  b a s e d  o n  st r u ct u r al  r el ati o n s hi p s,  b ut  t hi s  s c h e m e

d o e s  r e a s o n a bl e  j u sti c e  t o  f u n cti o n al  r el ati o n s hi p s  a s  w ell { 6 6}   ( Fi g.  7).  F o u r

s u bf a mili e s  a r e  u s u all y  di s c u s s e d:  ( 1)  t h e  s m all  G s   g r o u p  ( G,  a n d G olf ),   b e st

r e c o g ni z e d  a s  a cti v at o r s  of  a d e n yl yl  c y cl a s e s;  ( 2)  t h e  l a r g e  a n d  f u n cti o n all y

di v e r s e G i  g r o u p,  w h o s e  m e m b e r s  a r e  p e rt u s si s  t o xi n  s u b st r at e s  wit h  o n e

e x c e pti o n  ( G z ) ;  ( 3)  t h e G q   g r o u p,  a cti v at o r s  of  t h e  s e v e r al  i s of o r m s  of p h o s-

p h oli p a s e  C β ;  a n d  ( 4)  t h e  m o st  r e c e ntl y  r e c o g ni z e d  G1 2   g r o u p,  w h o s e  f u n c-

ti o n s  a r e  u n k n o w n.  T h e r e  a r e  fi v e  k n o w n  g e n e s  e n c o di n g β   s u b u nit s  a n d  si x

f o r γ ’ s, If all   p o s si bl e  c o m bi n ati o n s  of α , β ,  a n d γ   w e r e  all o w e d,  w e  w o ul d

n e e d  t o  c o n si d e r  at  l e a st  6 0 0  G  p r ot ei n  oli g o m e r s.  Alt h o u g h  s o m e  c o m bi n a-

ti o n s  of β   a n d γ   a p p e a r  t o  b e  f o r bi d d e n  a n d  t h e r e  a r e  s o m e  p r ef e r e n c e s  of

a’ s  f o r  s p e cifi c β γ   di m e r s,  t h e  n u m b e r  i s  still  li k el y  t o  b e  v e r y  l a r g e.

4 0 6 0 6 0 1 0 0
  I  I   I 

%  A mi n o  A ci d  I d e ntit y

Fi g.  7.  S e q u e n c e  r el ati o ns hi ps  b et w e e n  m a m m ali a n G α   s u b u nits  a n d  f a mil y  gr o u pi n gs.  M o difi e d,  wit h  p er-

missi o n,  fr o m { 6 6 } a n d { 6 5 }.
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E a c h  G  p r ot ei n α s u b u nit  h a s  . a  si n gl e  hi g h- affi nit y  bi n di n g  sit e  f o r  g u a ni n e

n u cl e oti d e.  T h e  G D P- b o u n d  f o r m  of α   i s  r el ati v el y  i n a cti v e  a n d  h a s  hi g h  affi-

nit y  f o r  B y.  T h u s,  G D P- α β γ   c o n stit ut e s  t h e  i n a cti v e  oli g o m e r.  R e c e pt o r- c at a-

l y z e d  g u a ni n e  n u cl e oti d e  e x c h a n g e  r e s ult s  i n  f o r m ati o n  of  G T P-α ,  a n d  r e s ul-

t a nt  c o nf o r m ati o n al  c h a n g e s  c a u s e  di s s o ci ati o n  of α   f r o m β γ   ( s e e  Fi g.  8).

T w o  r e g ul at o r s  of  d o w n st r e a m eff e ct e r s, G T P- α   a n d β γ   a r e  t h u s  li b e r at e d.  G

p r ot ei n α   s u b u nit s  a r e  t h e m s el v e s  e n z y m e s,  al b eit  p o o r  o n e s,  wit h  i nt ri n si c

G T P a s e  a cti vit y.  Aft e r  a  p e ri o d  of  ti m e  c h a r a ct e ri sti c  of  i n di vi d u al α   s u b u nit s,

G T P  i s  h y d r ol y z e d  t o  G D P,  s u b u nit s  a s s o ci at e,  a n d  t h e  b a s al  st at e  i s  r e st o r e d.

G  p r ot ei n s  t h u s  f u n cti o n  a s  s wit c h e s  a n d  ti m e r s.  T h e  hi g h  affi nit y  of α   ( a n d

p a rti c ul a rl y  of  t h e  oli g o m e r)  f o r  G D P  h ol d s  t h e  s wit c h  off;  n u cl e oti d e

e x c h a n g e  t u r n s  t h e  s wit c h  o n;  h y d r ol y si s  of  G T P  t u r n s  it  off  a g ai n  wit h  a  c h a-

r a ct e ri sti c  d el a y  ( s e c o n d s  t o  p e r h a p s  mi n ut e s)  a s  a  r e s ult  of  sl o w  c at al y si s;  t hi s

c o n stit ut e s  t h e  ti m e r,  w hi c h  i s  a n  i m p o rt a nt  el e m e nt  of  si g n al  a m plifi c ati o n.

G P R O T EI N  A C TI V A TI O N/  D E A C TI V A TI O N  C Y C L E

B a s al  St at e R e c e pt or   A cti v ati o n

1. 2.

S u b u nit  Di s s o ci ati o n

Eff e ct or   A cti v ati o n

Fi g. 8. C- pr ot ei n- m e di at e d tr a ns m e m br a n e si g n alli n g.   I n  t h e  b as al  st at e  ( 1) G  pr ot ei ns  e xist  as h et er otri m ers

wit h  G D P  b o u n d  ti g htl y  t o  t h e α   s u b u nit; t h e  h or m o n e r e c e pt or   ( R)  is  u n o c c u pi e d  a n d  t h e eff e ct or   ( E)  i s

u nr e g ul at e d.  U p o n  h or m o n e bi n di n g a n d r e c e pt or a cti v ati o n ( 2),  t h e r e c e pt or i nt er a ct s wit h   t h e    h et er otri m er

t o  pr o m ot e  a c o nf or m ati o n al   c h a n g e  a n d  diss o ci ati o n  of   G D P  fr o m  t h e  g u a ni n e  n u cl e oti d e  bi n di n g  sit e;  at

n or m al c ell ul ar c o n c e ntr ati o ns of g u a ni n e  n u cl e oti d es,   G T P  fills  t h e  sit e  i m m e di at el y.  ( U n d er e x p eri m e nt al

c o n diti o n s  w h er e  G T P  i s  a b s e nt,  t h e  h or m o n e  h a s  hi g h  affi nit y  f or  t h e  r e c e pt or  a n d  t h e  H- R- G- pr ot ei n

c o m pl e x  is  st a bl e.)  Bi n di n g  of  G T P  t o G α   ( 3)  i n d u c es  a  c o nf or m ati o n al  c h a n g e  wit h  t w o  c o ns e q u e n c es.  First,

t h e  G pr ot ei n   diss o ci at es  fr o m t h e  H- R  c o m pl e x,  r e d u ci n g  t h e affi nit y  of  h or m o n e f or r e c e pt or   a n d,  i n  t ur n,

fr e ei n g t h e  r e c e pt or  f or-  a n ot h er  li ais o n  wit h  a  n ei g h b ori n g  q ui es c e nt G  pr ot ei n.  S e c o n d,  G T P  bi n di n g  als o

r e d u c es  t h e  affi nit y  of G α  f or  Gβγ ,  a n d  s u b u nit  diss o ci ati o n  o c c urs.  T his  fr e es G α - G T P   t o  f ulfill  its  pri m ar y

r ol e   as  a  r e g ul at or  of eff e ct ors   ( 4).  At  l e ast  i n  s o m e  s yst e ms,  t h e  fr e e G βγ c o m pl e x  als o i nt er a cts   dir e ctl y  wit h

eff e ct ors ( El)   a n d  m o d ul at es t h e  a cti vit y  of  t h e  a cti v e  c o m pl e x, or  it a cts  i n d e p e n d e ntl y  at  disti n ct eff e ct ors

( E2 ).  G α   p oss ess es  a n  i ntri nsi c G T P as e   a cti vit y  ( 5).  T h e  r at e  of  t his G T P as e   d et er mi n es  t h e  lif eti m e  of t h e

a cti v e  s p e ci es  a n d t h e  ass o ci at e d  p h ysi ol o gi c al  r es p o ns e.  T h e G α - c at al y z e d  h y dr ol ysis  of  G T P  l e a v es  G D P  i n

t h e  bi n di n g  sit e  a n d c a us es   diss o ci ati o n  a n d  d e a cti v ati o n  of  t h e  a cti v e  c o m pl e x. G a - G D P   h as  hi g h  affi nit y f o r

G β γ ;  s u bs e q u e nt  r e ass o ci ati o n of  Gα - G D P   wit h G βγ r et ur ns   t h e  s yst e m  t o  t h e  b as al  st at e  ( 1).  R e pri nt e d  fr o m

H el p er  a n d Gil m a n { 6 8 },   wit h  p er mi s si o n.
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G  p r ot ei n  s u b u nit s  a r e  s u bj e ct e d  t o  a  n u m b e r  of  c o v al e nt  m o difi c ati o n s,  b ot h

p h y si ol o gi c all y  a n d  p at h ol o gi c all y.  Li pi d  c o v al e nt  m o difi c ati o n s  a r e  p a rti c u-

l a rl y  e vi d e nt.  M e m b e r s  of  t h e G i  s u bf a mil y  a r e  m y ri st o yl at e d,  wit h  t h e  Cl 4

f att y  a ci d  i n c o r p o r at e d  i n  a mi d e  li n k a g e  t o  a mi n o-t e r mi n al  gl y ci n e  r e si d u e s

( 7 1 -  7 3).  T hi s  m o difi c ati o n  i s  a n  i m p o rt a nt  d et e r mi n a nt  of  t h e  affi nit y of

t h e s e α   s u b u nit s  f o r β γ   a n d  of  t h e  affi nit y  of  t h e G iα ’ s   f o r  a d e n yl yl  c y cl a s e  ( s e e

b el o w)  ( 7 4,  7 5).  All α   s u b u nit s  wit h  t h e  e x c e pti o n  of G tα   a r e  p al mit o yl at e d,  i n

s o m e  c a s e s  d o u bl y  s o,  a n d  t h e  Cl 6  f att y  a ci d  i s  b o u n d  i n  t hi o e st e r  li n k a g e  t o

c y st ei n e  r e si d u e s  n e a r  t h e  a mi n o  t e r mi n u s  ( 7 6).  I n  t h e  c a s e  of  m e m b e r s  of  t h e

G i  f a mil y,  t h e  p al mit o yl at e d  c y st ei n e  r e si d u e  i s  i m m e di at el y  a dj a c e nt  t o  t h e

m y ri st o yl at e d  gl y ci n e.  W hil e  m y ri st o yl ati o n  p r e s u m a bl y  o c c u r s c ot r a n sl ati o-

n all y  a n d  t h e  m o difi c ati o n  i s  i r r e v e r si bl e,  p al mit at e  i s  i n c o r p o r at e d  p o stt r a n s-

l ati o n all y  a n d  t h e  b o u n d  f att y  a ci d  t u r n s  o v e r  r el ati v el y  r a pi dl y.  Of  p a rti c ul a r

i nt e r e st,  t u r n o v e r  of  p al mit at e  i s  a  r e c e pt o r- r e g ul at e d  p h e n o m e n o n,  wit h  c o n-

t r ol  a p p a r e ntl y  e x e rt e d  at  t h e  l e v el  of  r e m o v al  of  p al mit at e  f r o m  t h e α   s u b u-

nit  ( 7 7,  7 8).  T h e  si g nifi c a n c e  of  t hi s  p h e n o m e n o n  i s  n ot  y et  f ull y  a p p r e ci at e d,

b ut  it  c o ul d  r e p r e s e nt  p a rt  of  a  p at h w a y  f o r  att e n u ati o n  of  t r a n s m e m b r a n e  si g-

n ali n g.  Fi n all y,  f o r  t h e  li pi d s, γ   s u b u nit s  c o nt ai n  t y pi c al  C A A X  b o x e s  at  t h ei r

c a r b o x yl  t e r mi ni  a n d  a r e  p r e n yl at e d;  t h e γ 1   s u b u nit,  f o u n d  i n  t h e  r eti n a,  i s f a r-

n e s yl at e d  ( 7 9 1,  w hil e  t h e  ot h e r γ ’ s  a p p e a r  t o  b e  g e r a n yl g e r a n yl at e d  ( 8 0,  8 1).

Alt h o u g h  p r e n yl ati o n  i s  n ot  e s s e nti al  f o r  t h e  f o r m ati o n  of  hi g h- affi nit y β γ

di m e r s,  it  i s  c r u ci al  f o r  t h e  i nt e r a cti o n s  of β γ   wit h α   a n d  wit h  at  l e a st  c e rt ai n

eff e ct o r s   ( e. g.,  a d e n yl yl  c y cl a s e s)  ( 8 2).  All  of  t h e  li pi d  m o difi c ati o n s  m a y  pl a y

i m p o rt a nt  r ol e s  i n  l o c ali z ati o n  of  G  p r ot ei n  s u b u nit s  t o  m e m b r a n e s,  alt h o u g h

t h e  m e c h a ni s m s  t h at  di ct at e  t h e  s p e cifi citi e s  of  t h e s e  p r ot ei n- m e m b r a n e  i nt e r-

a cti o n s  r e m ai n  t o  b e  di s c o v e r e d.  W e  s u s p e ct  t h at G s α   c o nt ai n s  a n  a s  y et  u ni-

d e ntifi e d  c o v al e nt  m o difi c ati o n.  T h e  n at u r al  p r ot ei n  ( p u rifi e d  f r o m  li v e r  o r

b r ai n)  h a s  a  s u b st a nti all y  hi g h e r  affi nit y  f o r  a d e n yl yl  c y cl a s e  t h a n  d o e s  r e c o m-

bi n a nt G s α   s y nt h e si z e d  i n  b a ct e ri a  ( 8 3).

A D P- ri b o s yl ati o n  of  G  p r ot ei n α   s u b u nit s  b y  b a ct e ri al  t o xi n s  i s  a  p a rti c u-

l a rl y  i nt e r e sti n g,  i r r e v e r si bl e  c o v al e nt  m o difi c ati o n  of  p at h ol o gi c al  si g nifi-

c a n c e.  T h e  di a r r h e a g e ni c  e nt e r ot o xi n  p r o d u c e d  b y Vi b ri o c h ol e r a e   a n d  t h e

h e at  l a bil e  t o xi n  s y nt h e si z e d  b y  c e rt ai n  st r ai n s  of E. c oli   a r e A D P- ri b o s ylt r a n s-

f e r a s e s  wit h  g r e at  s p e cifi cit y  f o r  G,,.  N A D  i s  t h e  d o n o r  of  t h e  A D P- ri b o s yl

m oi et y,  w hi c h  i s  att a c h e d  t o  a n  a cti v e  sit e  a r gi ni n e  r e si d u e  of  t h e  s u b st r at e

{ 8 4}.  T h e  r e s ult a nt  i n hi biti o n  of  t h e G T P a s e   a cti vit y  of G s α   c a u s e s  p e r si st e nt

a cti v ati o n  of  b ot h G s α   a n d  a d e n yl yl  c y cl a s e.  Di a r r h e a  i s  t h e  d o mi n a nt  si g n  of

di s e a s e  b e c a u s e  of  t h e  l o c al,  e nt e ri c  n at u r e  of  t h e  i nf e cti o n.  A  t o xi n (i sl et-

a cti v ati n g  p r ot ei n)  p r o d u c e d  b y B o r d et ell a p e rt u s si s   c at al y z e s  A D P- ri b o s yl ati o n

of  a  c y st ei n e  r e si d u e  n e a r  t h e  c a r b o x yl-t e r mi n u s  of  m e m b e r s  of  t h e G i  f a mi-

l y  of α   s u b u nit s { 8 5}.  T hi s  r e s ult s  i n  i n hi biti o n  of  i nt e r a cti o n s  b et w e e n  G  p r o-

t ei n s  a n d  r e c e pt o r s,  eff e cti v el y  bl o c ki n g  t h e  aff e ct e d  p at h w a y s,  i n cl u di n g

t h o s e  t h at  c a u s e  i n hi biti o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e. A s   a  si d eli g ht,  it  i s  i nt e r e sti n g

t o  n ot e  t h at  ot h e r  mi c r o o r g a ni s m s  h a v e  d e v el o p e d  diff e r e nt  st r at e gi e s  f o r

el e v ati o n  of  h o st  c ell  c o n c e nt r ati o n s  of  c y cli c  A M P.  A  t o xi n  el a b o r at e d  b y



Alfr e d  G. Gil m a n 1 9 5

B a cill u s a nt h a r ci s   a n d  a  di sti n ct B o r d et ell a p e rt u s si s   t o xi n  a r e  t h e m s el v e s c al-

m o d uli n- a cti v at e d  a d e n yl yl  c y cl a s e s  t h at  p e r m e at e  m a m m ali a n  c ell s.

Hi g h- r e s ol uti o n  c r y st al  st r u ct u r e s  of  t w o  G  p r ot ei n α   s u b u nit s, G t a  a n d

G iα l,  i n  diff e r e nt  li g a n d e d  st at e s  h a v e  b e e n  d e s c ri b e d  r e c e ntl y { 8 6 -  8 8}.  W e

h a v e  b e e n  pl e a s e d  t o  c oll a b o r at e  wit h  St e p h e n  S p r a n g  i n  t h e s e  eff o rt s.  T h e

g e n e r al  a r c hit e ct u r e  of  t h e s e  cl o s el y  r el at e d  p r ot ei n s  i s  e s s e nti all y  i d e nti c al

( Fi g.  9).  E a c h  i s  c o n st r u ct e d  of  t w o  v e r y  di sti n ct  d o m ai n s:  a  p 2l r a s-li k e α β

d o m ai n  t h at  i s  fl a n k e d  b y  a  u ni q u e  (t o  G  p r ot ei n s) α   h eli c al  d o m ai n.  T h e  t w o

st r u ct u r e s  a r e  c o n n e ct e d  b y  a  p ai r  of  li n k e r  st r a n d s.  Alt h o u g h  all  of  t h e  di r e ct

c o nt a ct s  b et w e e n  t h e  p r ot ei n  a n d  g u a ni n e  n u cl e oti d e  a r e  f o r m e d  wit h  eit h e r

t h e p 2 1 r a s-li k e d o m ai n  o r  t h e  li n k e r  2  p e pti d e,  t h e  n u cl e oti d e  i s  vi rt u all y  b u ri-

e d  i n  t h e  cl eft  b et w e e n  t h e  t w o  m aj o r  d o m ai n s.  It  i s  h y p ot h e si z e d  t h at  r e c e p-

t o r- m e di at e d  c o nf o r m ati o n al  c h a n g e s  s uffi ci e nt  t o  p e r mit  g u a ni n e n u cl e oti-

d e  e x c h a n g e  r e s ult  i n  s u b st a nti al  s e p a r ati o n  of  t h e  h eli c al  a n d p 2 1 r a s-li k e

-- 

Fi g.  9.   Ri b b o n  a n d  c oil  s c h e m ati c  of G iα l   s u b u nit.  T h e  h eli c al  d o m ai n  i s  c ol o r e d  y ell o w,  a n d  t h e p 2 1
r a s

-li k e

d o m ai n  i s  gr e e n  a n d  c y a n.  Li n k er  1  a n d  li n k er  2  str a n d s  ar e  c ol or e d  r e d.  T h e G T P γ S   i s  s h o w n  a s  a  b all  a n d

sti c k  m o d el,  a n d  t h e  m a g n e si u m  i o n  i s  d e pi ct e d  a s  a  m a g e nt a  s p h e r e.  S e c o n d a r y  st r u ct u r e  el e m e nt s  a r e  l a b e-

l e d.  T h e  r e d  N  a n d  C  m ar k  t h e  p o siti o n s  of  t h e  fir st  or d er e d  r e si d u e s  at  t h e  a mi n o  a n d c ar b o x y   t er mi ni  of  t h e

m ol e c ul e.  R e pri nt e d  fr o m  C ol e m a n  et  al. { 8 8},   wit h  p e r mi s si o n.

D e s pit e  t h e  e xi st e n c e  of  s e v e r al  s u p e r b  c r y st al  st r u ct u r e s  of p 2 1 r a s   p r ot ei n s

a n d  of G T P a s e- d efi ci e nt   m ut a nt s  of  p 2 1r a s,  it  h a s  b e e n  diffi c ult  t o  d e d u c e  t h e

m e c h a ni s m  of  G T P  h y d r ol y si s,  p e r h a p s  i n  l a r g e  p a rt  b e c a u s e  t h e  p r ot ei n s  a r e

s u c h  p o o r  c at al y st s  i n  t h e  a b s e n c e  of  a cti v at o r s ( G T P a s e   a cti v ati n g  p r ot ei n s

o r  G A P S).  T h e  s a m e  i s  t r u e  of  t h e  st r u ct u r e s  of  t h e G T P γ S- b o u n d   f o r m s  of

G tα   a n d   Giα l H a p pil y,  h o w e v e r,  t h e Al F 4
-- b o u n d   c o nf o r m ati o n s  of  t h e s e  p r o-
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t ei n s  a r e  m o r e  ill u mi n ati n g.  A s  n ot e d  a b o v e, Al 3 +   w a s  u n e x p e ct e dl y  f o u n d  t o

b e  a  c of a ct o r  n e c e s s a r y  f o r  a cti v ati o n  of  G  p r ot ei n s  b y  F-,  a n d  it  h a d  b e e n

d e d u c e d  t h at  Al F 4
-  p r o b a bl y  b o u n d  t o G α   p r ot ei n s  i n  p r o xi mit y  t o  G D P,

mi mi c ki n g  t h e γ - p h o s p h or yl   m oi et y  of  G T P  ( 2 9,  8 9,  9 0).  T h e  X- r a y  st r u ct u r e

r e v e al e d  t hi s  h y p ot h e si s  t o  b e  n e a rl y  c o r r e ct  { 8 8}.  H o w e v e r,  r at h e r  t h a n  si m-

pl y  mi mi c ki n g  G T P, G D P- Al 4
-  a p p e a r s  t o  b e  a cti n g  a s  a  t r a n siti o n- st at e  a n a-

l o g,  r e v e ali n g  c riti c al  r ol e s  pl a y e d  b y  a cti v e- sit e  a mi n o  a ci d  r e si d u e s.

T w o  r e si d u e s, Ar g 1 7 8 ( Giα 1   n u m b e ri n g)  a n d Gl n 2 0 4 ,   h a d  b e e n  i m pli c at e d  i n

c at al y si s  a s  t h e  r e s ult  of  i s ol ati o n  o r  c o n st r u cti o n  of  G T P a s e- d efi ci e nt  p r o-

t ei n s  wit h  m ut ati o n s  at  t h e s e  sit e s  ( 9 1 -  9 4).  I n  a d diti o n,  t hi s  A r g  r e si d u e

c o r r e s p o n d s  t o  t h e Ar g  i n G s α t h at  i s  A D P- ri b o s yl at e d  b y  c h ol e r a  t o xi n,  a n d

t h e  Gl n  c o r r e s p o n d s  t o  Gl n6 1 i n  p 2lr a s,  a  r e si d u e  k n o w n  t o  b e  c riti c al  f o r

c at al y si s.  ( T h e r e  i s  n o  h o m ol o g  of Ar g 1 7 8   i n p 2l r a s Ar g 1 7 8   i s  i n  t h e  li n k e r

2  p e pti d e.)

Fi g . 1 0 . A s c h e m ati c o f t h e a cti v e sit e i n t h e G T P γ S- G i al  c o m pl e x, s h o wi n g t h e di s p o siti o n o f Ar g 1 7 8  a n d
Gl n 2 0 4 ;   t h e s e  r e si d u e s  ar e  n ot  wit hi n  h y dr o g e n  b o n di n g  di st a n c e  of  t h e  n u cl e oti d e.  T h e  p ut ati v e w at er n u cl e-

o p hil e   i s  p o siti o n e d  3. 8 5 Å fr o m  t h e γ p h o s p h or u s  tr a n s  a xi al t o t h e βγ ,   bri d gi n g  p h o s p h at e  o x y g e n  at o m.  T h e

β 1 - α 1  l o o p i s c ol o r e d g r e e n, t h e β 2 - α 3 s wit c h p e pti d e  y ell o w, a n d t h e li n k e r 2 st r a n d i s bl u e.

R e a r r a n g e m e nt  of  t h e  p o siti o n s  of  t h e s e  t w o  r e si d u e s  i n  t h e G D P- AI F 4
-   st r u c-

t u r e  ( r el ati v e  t o  t h ei r  p o siti o n s  i n  t h e G T P γ - S b o u n d   p r ot ei n)  r e v e al s  t h ei r

r ol e s  i n  c at al y si s  ( Fi g.  1 0). Gl n 2 0 4 a p p e a r s  t o  b e  st a bili zi n g  a n d  o ri e nti n g  t h e

h y d r ol yti c  w at e r  m ol e c ul e  i n  t h e  t ri g o n al- bi p y r a mi d al  t r a n siti o n  st at e,  w hil e

Ar g 1 7 8   st a bili z e s  t h e  n e g ati v e  c h a r g e  at  t h e  e q u at o ri al  o x y g e n  at o m s  of  t h e

p e nt a c o o r di n at e  p h o s p h at e  i nt e r m e di at e.  Si n c e  t hi s Ar g   r e si d u e  i s  u ni q u e  t o

G α   p r ot ei n s,  it s  p r e s e n c e  m a y  e x pl ai n  t h e  hi g h e r  h y d r ol yti c  a cti vit y  of  Gα   pr o-

t ei n s  r el ati v e  t o  t h o s e  of  m e m b e r s  of  t h e p 2 1 r a s   f a mil y.
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c o nt a ct  t h e  Al F4
-
cl u st er,  a n d  t h e n u cl e o p hili c   w at er  h a s  m o v e d  i nt o  t h e  li g a n d  fi el d  of  t h e  al u mi n u m  i o n.

H y d r ol y si s of G T P b y G iα 1  i s a c c o m p a ni e d b y r el a x ati o n of b ot h t h e li n k e r 2

st r a n d  a n d  a  t w e nt y- r e si d u e  s e g m e nt  t h at  c o nt ai n s Gl n 2 0 4 .  T h e l o s s of a n y

o r d e r e d c o nf o r m ati o n i n t h e s e r e si d u e s ( w hi c h a r e i n vi si bl e i n t h e el e ct r o n

d e n sit y m a p) a c c o u nt s f o r alt e r ati o n s i n p r o p e rti e s k n o w n t o b e c h a r a ct e ri s-

ti c  of  t h e  G D P- b o u n d  f o r m  of  t h e  p r ot ei n:  l o s s  of  t h e M g 2 + bi n di n g  sit e,  a

s o m e w h at r e d u c e d affi nit y f o r g u a ni n e n u cl e oti d e, e n h a n c e d s u s c e pti bilit y

  t o p r ot e ol y si s i n t hi s r e gi o n, a n d q u e n c hi n g of t r y pt o p h a n fl u o r e s c e n c e.

N  H

I

Fi g. 1 0. C:   M o d el  of  t h e  a cti v e  sit e  of G iα 1 at  t h e  tr a n siti o n  st at e  of  t h e  p h o s p h or ol y si s  r e a cti o n,  b a s e d  o n  t h e

str u ct ur e  of  t h e  G D P. Al F 4
-
  c o m pl e x.  R e pri nt e d  fr o m  C ol e m a n  et al. { 8 8}, wit h p e r mi s si o n.
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A  s ur pri si n g  c o n s e q u e n c e  of  G T P  h y dr ol y si s  i s  t h e  a s s e m bl y  of  t h e  a mi n o  a n d

c a r b o x yl t e r mi ni i nt o a di sti n ct, o r g a ni z e d α - h eli c al d o m ai n. T hi s st r u ct u r al

c h a n g e o c c u r s n e a rl y 3 0 Å  f r o m t h e c at al yti c sit e, a n d it i s diffi c ult t o di s c e r n

a n  i ntr a m ol e c ul ar  p at h w a y  of  c o nf or m ati o n al  tr a n siti o n  b et w e e n  t h e s e  sit e s.

E v e n m o r e s u r p ri si n g i s t h e di s c o v e r y t h at t h e n e wl y f o r m e d d o m ai n f or m s

a n e x c e e di n gl y c o m pli m e nt a r y a n d e xt e n si v e p a c ki n g i nt e rf a c e wit h t h e α - 

h eli c al d o m ai n a n d t h e li n k e r 2 st r a n d of t h e n ei g h b o ri n g m ol e c ul e i n t h e

cr y st al  l atti c e  ( Fi g.  1 1).  T h u s,  t h e  tr a n s mi s si o n  of  str u ct ur al  c h a n g e s  b et w e e n

t h e G T P bi n di n g sit e a n d t h e a mi n o a n d c a r b o x yl t e r mi nii ( w hi c h f o r m p a rt

of t h e p r e s u m pti v e bi n di n g s u rf a c e f o r t h e βγ  s u b u nit c o m pl e x) mi g ht b e b y

m e a n s  of  i nt e r m ol e c ul a r  c o nt a ct s { 9 5}.  I nt e r e sti n gl y,  t h e s e  o b s e r v ati o n s

c o ul d b e p e rti n e nt t o r e c e nt s p e c ul ati o n s b y R o d b ell   o n t h e p o s si bilit y of G

F a g. 1 1   S y m m et r y- r el at e d  m ol e c ul e s  o f G D P- G iα 1 f or m  a h eli c al   arr a y  i n  t h e c r y st alli n e   st at e.  T h e  c a r b o x yl-

a n d a mi n o-t er mi n al   a m m o  a ci d  r e si d u e s  of G iα 1 a r e  di s o r d e r e d  i n  t h e  G T P  c o m pl e x  b ut  f ol d i nt o a di s cr et e

p r ot ei n mi cr o d o m ai n c o m pri si n g   n e arl y  4 0 r e si d u e s   u p o n  h y d r ol y si s  o f  t h e  n u cl e o si d e  t n p h o s p h at e.  A p h o s-

p h at e i o n,  w hi c h  c o nt a ct s  t h r e e ar gi ni n e   r e si d u e s  fr o m  t h e  a m m o  t er mi n u s  a n d  l y si n e  1 8 0  fr o m  t h e li n k er- 2

st r a n d,  m a y  a ct  a s a n u cl e ati o n   c e nt er  f or  t h e mi cr o d o m a m.   ( A  s ul f at e i o n  s er v e s t hi s  r ol e  i n  cr y st al s  of G D P-

G iα 1 .) T hi s mi cr o d o m ai n   f or m s  a n e xt e n si v e   a n d  c o m pl e m e nt ar y  i nt erf a c e  wit h  t h e  a- h eli c al d o m ai n   a n d  t h e

h n k e r- 2  st r a n d  o f  t h e  n ei g h b o ri n g  m ol e c ul e  T h e  c o nt a ct  b u ri e s  m o r e  t h a n  1 8 0 0  Å 2  of s ol v e nt- a c c e s si bl e s ur-

f a c e,  a n  ar e a e q ui v al e nt   t o  t h at  e n c o m p a s s e d  b y  m a n y pr ot ei n a nti g e n-i m m u n o gl o b uli n   c o m pl e x e s.

S u m m a r y  of  t h e  F u n c ti o n s  of  I n di vi d u al  G  P r o t ei n  S u b u ni t s.

α S u b u ni t s   ( T a bl e l). Al m o st all  k n o w n G p r ot ei n a s u b u nit s a n d m a n y di sti n ct
β γ   s u b u nit  c o m pl e x e s  h a v e  b e e n  p urifi e d  t o  h o m o g e n eit y  fr o m  ti s s u e  s o ur c e s

or  p urifi e d  aft er  e x pr e s si o n  i n  h et er ol o g o u s  s y st e m s  ( eit h er E. c oli or Sf 9  c ell s).

P r o p e rti e s of s e v e r al s u b u nit s h a v e al s o b e e n i nf e r r e d b y a p pli c ati o n of n e w

w a v e bi o c h e mi st r y - e x p e ri m e nt s p e rf o r m e d “i n tr a nsfe ct o ”.  E a c h s y st e m h a s
a d v a nt a g e s a n d di s a d v a nt a g e s. W hil e t h e E. c oli- d e ri v e d p r ot ei n s m a y b e mi s-

si n g c e rt ai n c o v al e nt m o difi c ati o n s ( alt h o u g h m y ri st o yl ati o n c a n b e a c c o m-
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pli s h e d  b y  c o e x p r e s si o n  of  p r ot ei n  N- m y ri st o yl  t r a n sf e r a s e),  t h e y  h a v e  t h e

di sti n ct  a d v a nt a g e  of  b ei n g  u n a m bi g u o u sl y  f r e e  of  ot h e r  G  p r ot ei n  s u b u nit s.

T hi s  c a n  b e  diffi c ult  t o  p r o v e  wit h  G  p r ot ei n s  i s ol at e d  f r o m  ot h e r  s o u r c e s.

T a bl e  1.  P r o p e rti e s  of  M a m m ali a n  G  P r ot ei n α   S u b u nit s

F a mil y / M
r
( k D a %  A. A.

S u b u ni t x 1 0 - 3) I d e ntit y ”

T o xi n b Li pi d c Ti s s u e R e p r e s e nt ati v e Eff e ct o r /

Di s t ri b u ti o n R e c e pt o r s d R ol e

4 4. 2 C T P U bi q uit o u s  c y cl a s e

4 5. 7 P U bi q uit o u s  c h a n n el s
T S H, ot h e r s   c h a n n el s

4 4. 7 8  8  C T P ?  Olf a ct o r y  A d c n yl yl 

1 0 0 P T

P T

9  4  P T

P T M, 

P T

C T,  P T

C T 

M

N e a rl y 

B r ai n,  ot h e r s

B r ai n, 

M e t - E n k,

  ot h e r s

  r o d s R h o d o p si n

R eti n al c o n e s

 h u d s

ot h e r s ot h e r, 

 A d c n yl yl c y cl a s e

  c h a n n el s 

  c h a n n el s

  c y cl a s e

ot h e r s

4  2

4  2

4  3

4 3. 5

1 0 0 P

P

P

 li v e r B’ s,  ot h e r s 

P ?  ot h e r s ( ?)

P T - c ell s,   ot h e r s  ( ?)

 c ell s

4  4  1 0 0 U bi q uit o u s ?

4  4  6  7  P

F o ot n ot e s:  T a bl e 1.

a. % A mi n o a ci d i d e ntit y: c o m p a ri s o n i s wit h t h e fi r st -li st e d m e m b e r of e a c h f a mil y

b.  C h ol e r a  t o xi n ( C T) a n d p e rt u s si s  t o xi n ( P T) c at al y z e  t h e A D P- ri b o s yl ati o n  of a n a r gi ni n e  r e si d u e ( C T) a n d a c y st ei n e   r e si -

d u e  ( P T).  r e s p e cti v el y,  of  t h e i n di c at e d  a s u b u nit s.

c. Li pi d m o difi c ati o n s: T h e i n di c at e d G α s u b u nit s  a r e c o v al e ntl y  m o difi e d at  o r  n e a r t h e a mi n o t e r mi n u s o n c y st ei n e   r e si d u e s

b y S - p al mit o yl ati o n ( P) a n d / o r  gl y ci n e  r e si d u e s  b y N- m y ri s r o yl ati o n   ( M).

d.  R e c e pt o r a b b r e vi ati o n s:   B A R, β - a d r e n e r gi c; M 2 c h o, M 2 - m u s c a ri ni c   c h oli n e r gi c; α 2 A R, α 2 - a d r e n e r gi c; m et - e n k,  m et- e n k e p h a-

li n; M 1 C h o,  M 1 - m u s c a ri ni c   c h oli n e r gi c; α 1 A R, α 1 - a d r e n e r gi c.

e. S pli c e v a ri a nt s. α s( s) = s h o rt  f o r m s of a α s  a n d α s( 1) =l o n g f o r m s of α s . 
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T h e  m e m b e r s  of  t h e G s α   s u bf a mil y  (α s , α
olf

)  a cti v at e  v a ri o u s  a d e n yl yl  c y cl a s e s,

a n d  t h e y  d o  s o  b y  di r e ct  i nt e r a cti o n s  wit h  t h e s e  p r ot ei n s.  All  k n o w n  i s of o r m s

of  m e m b r a n e-  b o u n d  m a m m ali a n  a d e n yl yl  c y cl a s e  a r e  a cti v at e d  b y  G s α . G s α  i s

e x p r e s s e d  a s  f o u r  di sti n ct  p ol y p e pti d e s ( + /-  r e si d u e s  e n c o d e d  i n  e x o n  3; + /-

a  s e ri n e  r e si d u e  at  t h e  s pli c e  j u n cti o n)  a s  a  r e s ult  of  alt e r n ati v e  s pli ci n g  of  a

si n gl e  p r e c u r s o r  m R N A,  b ut  t h e s e  v a ri a nt s  h a v e  n ot  b e e n  w ell  di sti n g ui s h e d

f u n cti o n all y { 9 7 -  9 9}.  T h e α   s u b u nit  of G olf i s  e x p r e s s e d  p r e d o mi n a ntl y  i n

olf a ct o r y  n e u r o e pit h eli u m,  w h e r e  it  p r e s u m a bl y  c o u pl e s o d o r a nt   r e c e pt o r s

wit h  a  l a r g el y  olf a ct o r y- s p e cifi c  i s of o r m  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  (t y p e  III) {l 0 0}.

P u rifi e d G s α   al s o  a cti v at e s  di h y d r o p y ri di n e- s e n siti v e,  v olt a g e- g at e d C a 2 + c h a n-

n el s  i n  p at c h e s  e x ci s e d  f r o m  s k el et al  a n d  c a r di a c  m u s cl e  ( 1 0 1)  a n d  i n hi bit s

c a r di a c  N a +  c h a n n el s  ( 1 0 2).  T h e  p h y si ol o gi c al  si g nifi c a n c e  of  t h e s e  l a st  t w o

eff e ct s  i s  diffi c ult  t o  j u d g e. G s   i s  a cti v at e d  b y  r e c e pt o r s  t h at  sti m ul at e  a d e n y-

l yl  c y cl a s e  a cti vit y;  B- a d r e n e r gi c  r e c e pt o r s  a r e  p r ot ot y pi c al.

M e m b e r s  of  t h e G i  s u bf a mil y  w e r e  fi r st  e n c o u nt e r e d  a s  r eti n al  t r a n s d u ci n s

a n d  t h e n  a s  s u b st r at e s  f o r  i sl et- a cti v ati n g  p r ot ei n.  T h e  t w o  i s of o r m s  of  t r a n s-

d u ci n  a r e  s el e cti v el y  e x p r e s s e d  i n  r eti n al  r o d s  a n d  c o n e s { 1 0 3}.   T h e y  a r e  a cti-

v at e d  b y  p h ot ol y z e d  r h o d o p si n  o r  t h e  c o n e  o p si n s,  a n d  e a c h  sti m ul at e s  a

c y cli c  G M P- s p e cifi c  p h o s p h o di e st e r a s e, r e s ulti n g  i n  l o w e r e d  i nt r a c ell ul a r

c o n c e nt r ati o n s  of  c y cli c  G M P  o n  ill u mi n ati o n.  A  t r a n s d u ci n-li k e  G  p r ot ei n,

g u s d u ci n,  i s  e x p r e s s e d  s el e cti v el y  i n  t a st e  b u d s  ( 1 0 4).  T h e  r el ati o n s hi p  of  g u s-

d u ci n  t o  t h e  t r a n s d u ci n s  i s  s uffi ci e ntl y  cl o s e  t h at  a  c y cli c  n u cl e oti d e  p h o s-

p h o di e st e r a s e  i s  h y p ot h e si z e d  t o  b e  t h e eff e ct or   i n  a  p at h w a y  m e di ati n g

r e s p o n s e  t o  c e rt ai n  t a st a nt s.

T h r e e  cl o s el y  r el at e d  g e n e s  e n c o d e G iα l,2, a n d 3 .  T h e s e  p r ot ei n s  a r e  f u n c-

ti o n all y  v e r y  si mil a r  i n  vit r o,  alt h o u g h  t h e y  diff e r  i n  b ot h  t h ei r  c ell ul a r  a n d

s u b c ell ul a r  di st ri b uti o n.  D e m o n st r ati o n  of  t h e  di r e ct  i n v ol v e m e nt  of  t h e s e α

s u b u nit s  a s  i n hi bit o r s  of  a d e n yl yl  c y cl a s e s  w a s  l o n g  d el a y e d  f o r  s e v e r al  t e c h-

ni c al  r e a s o n s,  i n cl u di n g  a  r e q ui r e m e nt  f o r  c o m p a r ati v el y  hi g h  c o n c e nt r a-

ti o n s,  t h e  n e e d  f o r  m y ri st o yl ati o n  of  t h e α   s u b u nit,  a n d  diff e r e nti al  r e s p o n-

s e s  of  diff e r e nt  i s of o r m s  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  ( 7 5,  1 0 5).  T hi s  r ol e  i s  n o w  w ell

e st a bli s h e d.  Alt h o u g h  t h e  G iα   p r ot ei n s  w e r e  o ri gi n all y  t h o u g ht  t o  a cti v at e K +

c h a n n el s  i n  c a r di a c  m y o c yt e s  a n d  n e u r al  ti s s u e { 1 0 6},   t h ei r  r ol e  i n  t hi s  p at h-

w a y  i s  n o w  m o r e  c o nt r o v e r si al  a n d  m a y  b e  s e c o n d a r y  t o  t h at  pl a y e d  b y  t h e β γ

s u b u nit  c o m pl e x { 1 0 7}.   E vi d e n c e  h a s  al s o  a c c u m ul at e d  f o r  a  r ol e  of  at  l e a st

c e rt ai n  G iα      p r ot ei n s  i n  m e m b r a n e  t r affi c ki n g  { 1 0 8 - 1 1 0}.  P a rti ci p ati o n  of

t h e s e  p r ot ei n s  i n  s u c h  a p p a r e ntl y  di sti n ct  c ell ul a r  p at h w a y s  i s  c o nf u si n g.

G z α   diff e r s  s u b st a nti all y  f r o m  t h e  Giα        p r ot ei n s,  b ut  it  al s o  i n hi bit s  a d e n yl yl

c y cl a s e  a cti vit y  i n t r a n sf e ct e d  c ell s  ( 1 1 1)  o r i n  vitr o   ( 1 1 2)  N ot a bl y, G z α   i s  n ot  a

s u b st r at e  f o r  p e rt u s si s  t o xi n  a n d  h a s  a  v e r y  sl o w  r at e  of  G T P  h y d r ol y si s { 1 1 3}.

A s  m e nti o n e d  a b o v e,  t h e  di s c o v e r y  of G o   w a s  a n  e y e- o p e n e r  b e c a u s e  of  it s

a b u n d a n c e  i n  b r ai n  ( 1  -   2 %  of  b r ai n  m e m b r a n e  p r ot ei n)  a n d  a p p a r e nt  l a c k

of  i n v ol v e m e nt  wit h  k n o w n  g u a ni n e  n u cl e oti d e- r e g ul at e d  s y st e m s.  Alt h o u g h

G o α   a p p e a r s  t o  pl a y  a  m aj o r  r ol e  a s  a n  i n hi bit o r  of  v olt a g e- s e n siti v e C a 2 + c h a n-

n el s  { 1 1 4},   I  a s s u m e  it  h a s  ot h e r  e xt r e m el y  i m p o rt a nt  r ol e s.  Hi nt s  a r e  s u p pli-
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e d  b y  it s  hi g h  c o n c e nt r ati o n  i n  n e u r al  g r o wt h  c o n e s  { 1 1 5}  a n d  a p p a r e nt  i nt e r-

a cti o n s  wit h  G A P- 4 3,  a  C a 2 + -  bi n di n g  p r ot ei n  t h at  i s  al s o  c o n c e nt r at e d  i n

t h e s e  st r u ct u r e s  ( 1 1 6).

C o m p elli n g  e vi d e n c e  f o r  r e g ul ati o n  of  p h o s p h oi n o siti d e- s p e cifi c  p h o s-

p h oli p a s e  C  a cti viti e s  w a s  i n  h a n d  w ell  b ef o r e  t h e  r el e v a nt  G  p r ot ei n s  c o ul d

b e  i d e ntifi e d  ( 5 4,  5 5).  T hi s  i s  a  p e rt u s si s  t o xi n-i n s e n siti v e  p r o c e s s  i n  m o st

c ell s,  a n d  t h e  P C R- b a s e d  cl o ni n g  of  m e m b e r s  of  t h e  G q α        s u bf a mil y  p r o vi d e d

c a n di d at e s  f o r  t hi s  r ol e { 1 1 7}.   N e a rl y  si m ult a n e o u sl y,  G  p r ot ei n s  t h at  s e r v e

t hi s  f u n cti o n  w e r e  i d e ntifi e d  b y  cl a s si c al  r e c o n stit uti v e  t e c h ni q u e s  ( 1 1 8,  1 1 9)

a n d  b y  p u rifi c ati o n  of  n o v el α   s u b u nit s  u si n g  cl e v e r  s u b u nit  affi nit y  a n d

e x c h a n g e  t e c h ni q u e s { 1 2 0}.   All  t h r e e  p at h s  m e r g e d  wit h  t h e  i d e ntifi c ati o n  of

G q α   a n d  t h e n  G1 1 α ,G 1 4 α, a n d G 1 5/ 1 6 α
a s  a cti v at o r s  of  t h e  v a ri o u s  i s of o r m s  of

p h o s p h oli p a s e  C B.  P u rifi c ati o n  of  t h e  r el e v a nt  p r ot ei n s  p r o v e d  t h at  i nt e r a c-

ti o n s  of  Gq α      f a mil y  m e m b e r s  wit h  t h e  p h o s p h oli p a s e s  a r e  di r e ct,  a n d  t h e s e

a p p e a r  t o  o c c u r  at  c a r b o x yl-t e r mi n al  d o m ai n s  of  t h e  e n z y m e s.  P a rti c ul a rl y

i nt e r e sti n g  i s  t h e  o b s e r v ati o n  t h at  t h e  p h o s p h oli p a s e  Cβ ’ s   a ct  a s G A P S   o r

G T P a s e- a cti v ati n g  p r ot ei n s  t o w a r d s  G q α ( 1 2 1).  I n  t h e  a b s e n c e  of  t h e  eff e ct o r,

t h e k c at   f o r  h y d r ol y si s  of  G T P  b y  t h e s e  p r ot ei n s  i s  v e r y  sl o w,  b ut  it  i s  i n c r e a s e d

o v e r  5 0-f ol d  b y  t h e  eff e ct o r.  T h e  si m pl e st  i nt e r p r et ati o n  of  t hi s  eff e ct  i s  t h at

p h o s p h oli p a s e C β   s h o ul d  bl o c k  it s  o w n  a cti v ati o n.  H o w e v e r,  ki n eti c  a n al y s e s

of  t h e s e  i nt e r a cti o n s  s u g g e st  t h at  r e c e pt o r,  G q ;  a n d  t h e  p h o s p h oli p a s e  a s s o-

ci at e  i n  a  c o m pl e x  t h at  bi n d s  a n d  h y d r ol y z e s  G T P  r a pi dl y,  s u c h  t h at  t h e r e  i s

s u b st a nti al  st e a d y- st at e  a cti v ati o n  of  p h o s p h oli p a s e  C  a s s o ci at e d  wit h  p a rti-

c ul a rl y  r a pi d  r e s p o n s e s.

T h e  r ol e s  of  G 1 2 α   a n d G 1 3 α   a r e  u n k n o w n.  B ot h  of  t h e s e  p r ot ei n s  a r e  st r u c-

t u r all y  r el at e d  t o  t h e  p r o d u ct  of  t h e D r o s o p hil a  c o n c e r ti n a g e n e,  w hi c h

a p p e a r s  t o  pl a y  a  r ol e  i n  g a st r ul ati o n { 1 2 2}. T r a n sf e cti o n   of  NI H 3 T 3   c ell s
wit h  G 1 2 α c D N A   r e s ult s  i n  c ell ul a r  t r a n sf o r m ati o n  { 1 2 3, 1 2 4}.

T a bl e  2.  P r o p e rti e s  of  M a m m ali a n  G  P r ot ei n β   a n d γ   S u b u nit s

S u b u nit

β

Mr % A. A. Ti s s u e  Di stri b uti o n Ef F e ct or/ R ol e

( k D a xl 0
3
) I d e ntit y

a

3 7. 3 1 0 0 U bi q uit o u s

3 7. 3 9 0 N e arl y  u bi q uit o u s R e q uir e d f or G a -r e c e pt or  i nt er a cti o n

3 7. 2 8 3 N e arl y  u bi q uit o u s

3 7. 2 8 9 N e arl y  u bi q uit o u s I n hi biti o n of G a a ct v ati o n

3 8. 7 5 2 B r ai n

S u p p o rt o f a g o ni st-i n d u c e d r e c e pt or

p h o s p h or yl ati o n  a n d  d e s e n siti z ati o n

Y  or   (i s of or m

s p e cifi c  r e s p o n s e s)

8. 4 1 0 0 R eti n al  r o d s   P h o s p h o h p a s e  8,

7. 9 3 8  a dr e n al

8. 5 3 6 Br ai n,  t e sti s  c h a n n el s

( 3 4) ( Ki d n e y,  r eti n a 

7. 3 2 5 U bi q uit o u s  P h o s p h oli p a s e A’ 

7. 5 3 5

a.   A mi n o  a ci d  i d e ntit y:  c o m p ari s o n  i s  wit h  t h e  fir st-li st e d  m e m b er  of  e a c h  f a mil y.
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β γ S u b u nit s  ( T a bl e  2). G e n e r al  a c c e pt a n c e  of  d o w n st r e a m  r e g ul ati o n  of

eff e ct or s   b y  t h e β γ   s u b u nit  c o m pl e x  i s  r el ati v el y  r e c e nt  { 6 9,  7 0}.  T h e s e  s u b u-

nit s  w e r e  fi r st  a s si g n e d  l e s s  gl a m o r o u s  r ol e s.  T h e  bi n di n g  of  G D P  a n d β γ   t o

α   i s  p o siti v el y  c o o p e r ati v e. β γ   t h u s  st a bili z e s  t h e  i n a cti v e  G D P- b o u n d  f o r m  of

α   b y  m a r k e dl y  r e d u ci n g  t h e  r at e  of  di s s o ci ati o n  of  n u cl e oti d e  ( 1 2 5).  A s  a

r e s ult, β γ   a ct s  a s  a  n oi s e  s u p p r e s s o r  ( 1 2 6).  B y  c o nt r a st,  i nt e r a cti o n s  of  G T P

a n d  B y  wit h α   a r e  n e g ati v el y  c o o p e r ati v e,  a n d  it  w a s  h y p ot h e si z e d  t h at β γ

c o ul d  s p e e d  d e a cti v ati o n  of α   a n d  t h e r e b y  c a u s e  i n hi biti o n  of  r el e v a nt  d o w n-

st r e a m  r e s p o n s e s { 1 2 7}.   T h e  si g nifi c a n c e  of  t hi s  p o s si bilit y  r e m ai n s  ill  d efi-

n e d,  b ut  t h e  e v e nt u al  o b s e r v ati o n  of  i n hi bit o r y  eff e ct s  of G iα   p r ot ei n s  o n a d e-

n yl yl  c y cl a s e  h a s  o b vi at e d  t h e  “ n e e d ”  f o r  t hi s  h y p ot h e si s.  R e c e pt o r- c at al y z e d

e x c h a n g e  of  G D P  f o r  G T P  o n G α   r e q ui r e s β γ { 1 2 8},   a n d β γ   c a n  a ct  c at al yti-

c all y  i n  t hi s  r ol e.  T h e  G  p r ot ei n  h et e r ot ri m e r  i s  t h u s  t h e  f o r m  t h at  i s  r e c o g-

ni z e d  b y  r e c e pt o r,  a n d  r e a s s o ci ati o n  of  s u b u nit s  i s  a  r e q ui sit e  f o r  a cti v ati o n.

T h e  fi r st  st r o n g  e vi d e n c e  f o r  i nt e r a cti o n  of  B y  wit h eff e ct or s   c a m e  f r o m

L o g ot h eti s et  al. { 1 0 7},   w h o  d et e ct e d  a cti v ati o n  of K +   c h a n n el s  i n  c a r di a c at ri-

al  m y o c yt e s  wit h β γ   b ut  n ot  wit h G iα .  C o nt r o v e r s y  a b o ut  t h e  i nt e r p r et ati o n  of

t h e s e  o b s e r v ati o n s  k e pt β γ   at  l e a st  p a rti all y  i n  t h e  cl o s et  f o r  a  f e w  y e a r s,  d e s-

pit e  g e n eti c  e vi d e n c e  t h at  B y  w a s  t h e  p ri m a r y  m e di at o r  of  d o w n st r e a m  si g-

n ali n g  i n  t h e  p h e r o m o n e  r e s p o n s e  p a t h w a y  o f  b u d di n g  y e a s t { 1 2 9}.

I nt e r e sti n g  a n d  di r e ct  i nt e r a cti o n s  b et w e e n β γ  a n d eff e ct o r s   s u c h  a s  a d e n yl yl

c y cl a s e s { 1 3 0 -  1 3 2}  a n d  p h o s p h oli p a s e s  { 1 3 3, 1 3 4}  h a v e  n o w  b e e n  o b s e r v e d

u si n g  si m pl e  bi o c h e mi c al  a s s a y s  t h at  h a v e  b e e n  wi d el y  r e p r o d u c e d;  t h e  i s s u e

t h u s  n o w  s e e m s  t o  b e  s ettl e d.  Eff e ct s  of β γ   o n  diff e r e nt  a d e n yl yl  c y cl a s e s  will

b e  di s c u s s e d  b el o w.

T h e  i s s u e  of  s p e cifi cit y  a m o n g  diff e r e nt  s p e ci e s  of β γ   s u b u nit s  r e m ai n s  v e x-

i n g.  Ot h e r  t h a n  o b s e r v ati o n s  t h at  n o n- r eti n al α   s u b u nit s  a n d eff e ct o r s   a p p e-

a r  t o  di s c ri mi n at e  a g ai n st  r eti n al β γ (β 1 γ 1),   littl e  s p e cifi cit y  i s  o b s e r v e d  i n  e x a-

mi n ati o n  of  t h e  i nt e r a cti o n s  of  a  n u m b e r  of β γ   s u b u nit  c o m pl e x e s  wit h  a  v a ri-

et y  of α   s u b u nit s  a n d eff e ct o r s   { 8 2,  1 3 5, 1 3 6}.   T h e s e  o b s e r v ati o n s,  m a d e  i n

vitr o,  fl y i n  t h e  f a c e  of  st ri ki n g  o b s e r v ati o n s  of  s p e cifi cit y  m a d e  i n  i nt a ct  c ell s

b y  KI e u s s  a n d  a s s o ci at e s  { 8 2,  1 3 5 - 1 3 9}.   V olt a g e- s e n siti v e C a 2 +   c h a n n el s  i n

G H 3   c ell s  a r e  i n hi bit e d  b y  b ot h M 4- m u s c a ri ni c   a n d  s o m at o st ati n  r e c e pt o r s.

S el e cti v e  s u p p r e s si o n  of  eit h e r  of  t h e  t w o  s pli c e  v a ri a nt s  of  G o α          wit h a nti s e n-

s e  oli g o n u cl e oti d e s  d e m o n st r at e s  t h at  t h e  m u s c a ri ni c  r e s p o n s e  d e p e n d s  o n

t h e  e x p r e s si o n  of  Gol α   b ut  n ot G o 2 α w hil e  t h e  r e s p o n s e  t o  s o m at o st ati n  i s

s el e cti v el y  d e p e n d e nt  o n G o 2 α Si mil a r  s u p p r e s si o n  of  i n di vi d u al β  o r γ   s u b

u nit s  al s o  yi el d e d  st ri ki n g  r e s ult s,  c o n si st e nt  wit h  m u s c a ri ni c  si g n ali n g  vi a

α ol β 3 γ 4   a n d  s o m at o st ati n  si g n ali n g  t h r o u g h α o 2 β 1 γ 3 .  T h e  b e st  c u r r e nt  g u e s s  i s

t h at  t hi s  s p e cifi cit y  i s  e x e rt e d  at  t h e  l e v el  of  r e c e pt o r- G  p r ot ei n  i nt e r a cti o n s,

b ut  d e m o n st r ati o n s  of  s u c h  b y  r e c o n stit uti o n  of  p u rifi e d  c o m p o n e nt s i n vitr o

r e m ai n s  l e s s  t h a n  c o n vi n ci n g.
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A D E N Y L Y L  C Y C L A S E S

W e  h a v e  m ai nt ai n e d  o u r  i nt e r e st  i n  a d e n yl yl  c y cl a s e s  t h r o u g h o ut  t h e  “ di v e r-

si o n ”  i nt o  G  p r ot ei n s,  alt h o u g h  “t h e  j o b ”  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  w a s  f o r  s o m e

ti m e  t h e  d o m ai n  of  o nl y  o n e  i n di vi d u ali sti c  l a b  m e m b e r.  T hi s  sit u ati o n  c h a n-

g e d  a n d  i m p r o v e d  s u b st a nti all y  i n  1 9 8 9.

M a m m ali a n  a d e n yl yl  c y cl a s e s  a r e  a cti v at e d  b y  f o r s k oli n,  a  dit e r p e n e  f o u n d

i n  t h e  r o ot s  of  t h e  pl a nt C ol e u s  f o r s k olii   .  T h e  d e v el o p m e nt  of  a f o r s k oli n- affi-

nit y  m at ri x  b y  Pf e uff e r  a n d  M et z g e r  { 1 4 0}  m a d e  p u rifi c ati o n  of  t h e  e n z y m e

p o s si bl e,  b ut  n ot  si m pl e.  S mi g el  w a s  t h e  fi r st  i n  o u r  l a b o r at o r y  t o  p u rif y  a  c al-

m o d uli n- s e n siti v e  f o r m  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  f r o m  b o vi n e  b r ai n  b y  a d a pti n g

Pf e uff e r’ s  t e c h ni q u e s  { 1 4 1},   a n d  K r u pi n s ki  a n d  c o w o r k e r s  ( 1 4 2)  fi n all y  p u rifi-

e d  a  s uffi ci e nt  a m o u nt  of  p r ot ei n  t o  o bt ai n  a mi n o  a ci d  s e q u e n c e.  Wit h  t h e

i n v al u a bl e  h el p  of  R a n d all  R e e d  at  J o h n s  H o p ki n s,  w h o s e  c oll a b o r ati v e

eff o rt s  w e  s o u g ht  b e c a u s e  of  t h e  a b u n d a n c e  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  i n  olf a ct o r y

n e u r o e pit h eli u m,  c D N A’ s  e n c o di n g  t y p e  I  ( b y  d efi niti o n)  a d e n yl yl  c y cl a s e

w e r e  o bt ai n e d  f r o m  a  b o vi n e  b r ai n  li b r a r y.  S e v e r al  l a b s  h a v e  n o w  c o nt ri b ut e d

t o  t h e  i s ol ati o n  of  si x  a d diti o n al  f ull-l e n gt h  cl o n e s  (t y p e s  II -  VI  a n d  VIII)  b y

a p pli c ati o n  of  l o w- st ri n g e n c y  h y b ri di z ati o n  a n d  P C R  t e c h ni q u e s;  all  of  t h e s e

p r ot ei n s  h a v e  b e e n  e x p r e s s e d,  a n d  t h ei r  r e g ul at o r y  p r o p e rti e s  a r e  b ei n g  d efi-

n e d  ( 1 4 3 -  1 4 5).

M a m m ali a n,  m e m b r a n e- b o u n d  a d e n yl yl  c y cl a s e s  h a v e  a  c o m pl e x  ( d e d u-

c e d)  st r u ct u r e  t h at  i s  r e mi ni s c e nt  of  a  v a ri et y  of  t r a n s p o rt e r s  a n d  c h a n n el s

( Fi g.  1 2).  T h ei r  t o p o g r a p hi c al  r el ati o n s hi p  t o  t h e  P  gl y c o p r ot ei n  a n d  t h e  c y s-

ti c  fi b r o si s  t r a n s m e m b r a n e  c o n d u ct a n c e  r e g ul at o r  i s  st ri ki n g,  alt h o u g h  t h e y

s h a r e  n o  a mi n o  a ci d  s e q u e n c e  h o m ol o gi e s  wit h  t h e s e  p r ot ei n s.  A  s h o rt  c yt o-

pl a s mi c   a mi n o  t e r mi n u s  i s  f oll o w e d  b y  si x  p ut ati v e  t r a n s m e m b r a n e  s p a n s

( d e si g n at e d  M1 )  a n d  a  r o u g hl y  4 0- k D a  c yt o pl a s mi c  d o m ai n ( C1 )  . T hi s  a p p a-

r e nt  st r u ct u r al  u nit  i s  t h e n  r e p e at e d:  a  s e c o n d  s et  of  si x  t r a n s m e m b r a n e

s p a n s ( M2 ) i s  a g ai n  f oll o w e d  b y  a  s e c o n d  l a r g e  c yt o pl a s mi c  d o m ai n ( C 2 ) .

Alt h o u g h  t hi s  st r u ct u r e  i s  u ni q u e  f o r  a “ si m pl e ”  e n z y m e,  it s  si g nifi c a n c e  i s

el u si v e.  I  fi n d  it  f a s ci n ati n g  t h at  t h e  r e g ul at o r y  m otif  f o r  a d e n yl yl  c y cl a s e s -

a cti v ati o n  b y  a  G T P  bi n di n g  p r ot ei n -  i s  a p p a r e nt  i n S a c c h ar o m y c e s   c e r e vi s e a e.

Alt h o u g h  t hi s  m o d e  of  r e g ul ati o n  i s  c o n s e r v e d  f r o m  y e a st  t o  m a m m al s,  t h e

m ol e c ul a r  pl a y e r s  a r e  n ot.  T h e  a d e n yl yl  c y cl a s e  of S u c c h ar o m y c e s   i s  a  v e r y  l a r g e

p e ri p h e r al  m e m b r a n e  p r ot ei n  wit h  littl e  r e s e m bl a n c e  t o  it s  m a m m ali a n

c o u nt e r p a rt  ( 1 4 6).  T h e  G T P- bi n di n g  p r ot ei n  i n  y e a st  r e s p o n si bl e  f o r  sti m u-

l ati o n  of  c y cli c  A M P  s y nt h e si s  i s  t h e  r e si d e nt  h o m ol o g  of  m a m m ali a n p 2 1 r a s

{ 1 4 7},   e v e n  t h o u g h  y e a st  h a v e  h et e r ot ri m e ri c  G  p r ot ei n s.  E v ol uti o n  w o r k s  i n

st r a n g e w a y s.
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M 1 M 2
\ \

Fi g . 1 2.   P r e di ct e d  t o p ol o g y  of  m e m b r a n e- b o u n d  a d e n yl yl  c y cl a s e s.  C yli n d e r s  r e p r e s e nt  m e m b r a n e- s p a n ni n g

r e gi o n s,  w hil e  b ol d  li n e s  i n di c at e  r e gi o n s  of  hi g h  a mi n o  a ci d  si mil a rit y  a m o n g  all m e m b er s   of  t h e  f a mil y.

N o m e n cl at u r e  i s  a s  f oll o w s:  N,  a mi n ot e r mi n al  d o m ai n;  M 1 , fi r st   s et  of  m e m b r a n e- s p a n ni n g  r e gi o n s; C l a  a n d

C l b,  t h e fi r st   l a r g e  i nt r a c ell ul a r  c yt o pl a s mi c  d o m ai n; M 2 ,  s e c o n d  s et  of tr a n s m e m br a n e   s p a n ni n g  r e gi o n s;  a n d

C 2 a   a n d C 2 b ,  t h e  s e c o n d  l a r g e  i n t r a c ell ul a r  d o m ai n.  R e p ri n t e d  f r o m T a u s si g   a n d Gil m a n { 1 4 5},  wit h  p e r-

mi s si o n.

T w o  r e gi o n s  of  r o u g hl y  2 0 0  a mi n o  a ci d  r e si d u e s  e a c h ( Cl a,  a n d   C2 a )  a r e  hi g h-

l y  c o n s e r v e d  a m o n g  t h e  m a m m ali a n   a d e n yl yl  c y cl a s e s,  a n d  t hi s  r el ati o n s hi p

al s o  e xt e n d s  t o  t h e  t o p o g r a p hi c all y  si mil a r  e n z y m e s  of D r o s o p hil a a n  d

Di ct y o st eli u m. T h e C 1 a  a n d C 2 a   d o m ai n s  a r e  al s o  q uit e  si mil a r  t o  e a c h  ot h e r

a n d  t o  t h e  c at al yti c  d o m ai n s  of  b ot h  m e m b r a n e- b o u n d  a n d  s ol u bl e  g u a n yl yl

c y cl a s e s.  T h e s e  r el ati o n s hi p s  i n di c at e  t h at  o n e  o r  b ot h  of  t h e s e  d o m ai n s  i s  a

sit e  of  c at al y si s.

U nf o rt u n at el y,  it  h a s  n ot  b e e n  p o s si bl e  t o  d et e ct  si g nifi c a nt  a d e n yl yl  c y cl a-

s e  a cti vit y  f oll o wi n g  e x p r e s si o n  of  eit h e r  of  t h e s e  p ut ati v e  c at al yti c  d o m ai n s

a s  di s c r et e  p r ot ei n s;  t h e  s a m e  i s  t r u e  if  i n di vi d u al  h al v e s  of  t h e  m ol e c ul e  a r e

e x p r e s s e d  i n  Sf 9  c ell s.  N e v e rt h el e s s,  c o n c u r r e nt  e x p r e s si o n  of M 1 C 1   a n d

M 2 C 2   r e s ult s  i n  a p p e a r a n c e  of  a  s u b st a nti al  l e v el  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y

t h at  c a n  b e  r e g ul at e d  c h a r a ct e ri sti c all y  b y  G  p r ot ei n  s u b u nit s  a n d,  i n  t h e  c a s e

of  t h e  t y p e  I  e n z y m e,  c al m o d uli n { 1 3 0}.   W e  t e nt ati v el y  a s s u m e  t h at  i nt e r a c-

ti o n  b et w e e n  t h e  Cl  a n d C 2   d o m ai n s  i s  n e c e s s a r y  f o r  c at al y si s.  T hi s  i s  c o n si s-

t e nt  wit h  t h e  f a ct s  t h at  b ot h  s u b u nit s  of  h et e r o di m e ri c,  s ol u bl e  g u a n yl yl

c y cl a s e s  a r e  r e q ui r e d  f o r  c at al y si s  ( e a c h  s u b u nit  c o nt ai n s  s e q u e n c e s  h o m ol o-

g o u s  t o C 1 a   a n d  C2 a ) { 1 4 8 }  a n d  t h at  t h e  m e m b r a n e- b o u n d  g u a n yl yl  c y cl a s e s

a r e  h o m o- oli g o m e r s { 1 4 9 }.  It  i s  al s o  i nt e r e sti n g  t h at  p oi nt  m ut ati o n s  i n  eit h e r

C 1 a  o r  C2 a c a n  i m p ai r  a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y  s e v e r el y  a n d  t h at  m ut ati o n s  i n

eit h e r  d o m ai n  c a n  el e v at e  t h e K m   f o r  A T P.  B ot h  d o m ai n s  m a y  bi n d  A T P;  b ot h

mi g ht  al s o  c at al y z e  c y cli c  A M P  s y nt h e si s,  o r  o n e  m a y  b e  t h e  d o mi n a nt  c at a-

l y st  w hil e  t h e  ot h e r  s e r v e s  a  r e g ul at o r y  r ol e.

R e g ul a ti o n  of  A d e n yl yl  C y cl a s e s  b y  G  P r o t ei n  S u b u ni t s. All  s e v e n  of  t h e

i s of o r m s  of  a d e n yl yl  c y cl a s e  i d e ntifi e d  t o  d at e  a r e  a cti v at e d  b y G s α   ( a n d f or-

s k oli n).  S u r p ri si n gl y,  t h e s e  f e at u r e s  ( a n d  s o- c all e d  P- sit e  i n hi biti o n  b y  a d e-

n o si n e   a n al o g s)  a r e  t h e  o nl y  s h a r e d  r e g ul at o r y  m otif s.  T h e  t y p e  I  i s of o r m  i s

al s o  a cti v at e d  b y  c al m o d uli n,  w hil e  it  i s  st r o n gl y  i n hi bit e d  b y  t h e  G  p r ot ei n β γ

s u b u nit  c o m pl e x.  Alt h o u g h  t hi s  eff e ct  w a s  o ri gi n all y  att ri b ut e d  t o  s e q u e st r a-
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ti o n  of  c al m o d uli n  b y β γ ,  p u rifi c ati o n  of  t h e  e x p r e s s e d  c y cl a s e  h a s  p e r mitt e d

d e m o n st r ati o n  of  it s  di r e ct  i nt e r a cti o n  wit h β γ   ( 1 3 2).  T h e  t h r e e  i s of o r m s  of

G iα  a n d G o α   c a n  al s o  i n hi bit  t y p e  I  a d e n yl yl  c y cl a s e,  b ut  t h e  eff e ct  i s  m u c h  l e s s

p r o mi n e nt  t h a n  t h at  of β γ   w h e n  c al m o d uli n  i s  t h e  a cti v at o r  of  t h e  e n z y m e

a n d  it  n e a rl y  di s a p p e a r s  w h e n  t h e  c y cl a s e  i s  a cti v at e d  b y G s α  { 1 0 5}.

T y p e  I  a d e n yl yl  c y cl a s e  i s  t h e  o nl y  i s of o r m  f o u n d  t o  d at e  t h at  i s i n hi bit e d-

b y β γ.  W h e n  w e  l o o k e d  f o r  s u c h  i nt e r a cti o n s  wit h  ot h e r  i s of o r m s,  w e  w e r e

v e r y  s u r p ri s e d  t o  fi n d  st r o n g  sti m ul ati o n  of  e n z y m ati c  a cti vit y  wit h  t h e  t y p e  II

a n d  t y p e  I V  p r ot ei n s  ( 1 3 1,  1 5 0).  P a rti c ul a rl y  i nt e r e sti n g,  t h e s e  sti m ul at o r y

eff e ct s  of β γ   a r e  hi g hl y  c o n diti o n al.  T h e  s u b u nit s  h a v e  littl e  o r  n o  eff e ct  o n

a d e n yl yl  c y cl a s e  a cti vit y  w h e n  a d d e d  al o n e,  b ut  t h e  c o m pl e x  sti m ul at e s  e n z y-

m ati c  a cti vit y  5-  t o  1 0-f ol d  w h e n G s α i s  al s o  p r e s e nt.  Sti m ul ati o n  of  t y p e  II  a n d

I V  a d e n yl yl  c y cl a s e s  b y β γ   r e q ui r e s  s u b st a nti all y  hi g h e r  c o n c e nt r ati o n s  of β γ

t h a n  of G s α   a n d  w e  p r e s u m e  t h at  eff e cti v e  c o n c e nt r ati o n s  of  b ot h  a cti v at o r s

c a n n ot  a ri s e  b y  di s s o ci ati o n  of  oli g o m e ri c  G,.  T h e  s o u r c e  of β γ   i s  b eli e v e d  t o

b e  t h e G i o r G o   oli g o m e r s,  b ot h  of  w hi c h  a r e  p r e s e nt  i n  hi g h  c o n c e nt r ati o n s

i n  b r ai n.  W e  t h u s  e n vi si o n  t y p e  II  a n d  I V  a d e n yl yl  c y cl a s e s  a s  m ol e c ul e s  d e si g-

n e d  t o  d et e ct  c oi n ci d e nt al  a cti v ati o n  of  t w o  r e g ul at o r y  p at h w a y s -  m a r ki n g

s u c h  e v e nt s  wit h  a di sti n cti v e   si g n al.  T h e  bi o c h e mi c al  p r o p e rti e s  of  t h e s e a d e-

n yl yl  c y cl a s e s  p r o vi d e  a n  e x c ell e nt  e x pl a n ati o n  f o r  p h e n o m e n a  d e s c ri b e d  i n

t h e  1 9 7 0’ s  b y  R all  a n d  a s s o ci at e s  { 1 5 1} w h o  o b s e r v e d  hi g hl y  s y n e r gi sti c  sti-

m ul ati o n  of  c y cli c  A M P  a c c u m ul ati o n  i n  b r ai n  sli c e s  aft e r  a p pli c ati o n  of  p ai r s

of  n e u r ot r a n s mitt e r s  n o w  k n o w n  t o  w o r k  t h r o u g h G S - a n d G i- r e g ul at e d   p at h-

w a y s.  Gi v e n  a cti v ati o n  of  t y p e  II  a d e n yl yl  c y cl a s e  b y β γ ,  w hi c h  p r e s u m a bl y  a ri-

s e s  f r o m G i,  it  w o ul d  b e  p r o bl e m ati c  if G iα   w e r e  t o  i n hi bit  t h e  e n z y m e;  g r ati-

f yi n gl y,  it  d o e s  n ot.

T h e  fi r st  r e all y  b eli e v a bl e  d e m o n st r ati o n s  of  i n hi biti o n  of  a d e n yl yl  c y cl a s e s

b y G iα   w e r e  o b s e r v e d  wit h  t h e  t y p e  V  a n d  t y p e  VI  i s of o r m s,  w h e r e  t h e  eff e ct

i s  p r o mi n e nt  ( 7 5,  1 0 5).  A s  n ot e d  a b o v e,  it  i s  d e p e n d e nt  o n  m y ri st o yl ati o n  of

t h e s e  a  s u b u nit s  a n d  r e q ui r e s  f ai rl y  hi g h,  b ut  w e  b eli e v e  q uit e  r e a s o n a bl e,

c o n c e nt r ati o n s  of  t h e  p r ot ei n s  ( hi g h  n M - µ M).  T y p e  V  a n d  VI  a d e n yl yl c y cl a-

s e s  a r e  t h u s  r e g ul at e d  i n  t h e  r el ati v el y  si m pl e  w a y  t h at  w a s  e n vi si o n e d  t o  b e

t h e  g e n e r al  r ul e -  a cti v ati o n  b y G s α   a n d  i n hi biti o n  b y G iα -  b ut  e v e n  t h e s e i s o-

f o r m s  p r o vi d e d  s u r p ri s e s,  i n  t h at  t h e y  a r e  i n hi bit e d  b y  l o w  (µ M)   c o n c e nt r a-

ti o n s  of C a 2 + .

T h r e e  di sti n ct  p att e r n s  of  r e g ul ati o n  of  m a m m ali a n  a d e n yl yl  c y cl a s e s  a r e

t h u s  e vi d e nt  ( Fi g.  1 3).  All  i s of o r m s  a r e  a cti v at e d  b y  G s a ,  a n d  t w o  ot h e r  s u b

cl a s s e s  of  G  p r ot ei n s, G i a n d G q   a r e  i m pli c at e d  a s  w ell,  eit h e r  di r e ctl y  o r  i n di-

r e ctl y.  T h e  eff e ct s  of G q   f a mil y  m e m b e r s  a r e  e x e rt e d  t h r o u g h G a 2 + ,  eit h e r

a cti n g  al o n e,  wit h  c al m o d uli n,  o r  wit h  p r ot ei n  ki n a s e  C. G i-  a n d G q -  m e di a-

t e d  p at h w a y s  c a n  b ot h  a cti v at e  a n  a d e n yl yl  c y cl a s e  (t y p e  II  a n d  p r o b a bl y  I V)

i n  c o n c e rt  wit h G s α   o r  t h e y  c a n  b ot h  o p p o s e  s u c h  a cti v ati o n  (t y p e s  V  a n d  VI).

T h e  eff e ct s  of G i  a n d G q   a r e  a nt a g o ni sti c  t o  e a c h  ot h e r  wit h  t h e  t y p e  I  e n z y-

m e.  E v e n  at  t hi s  r el ati v el y  e a rl y  st a g e  of  i n v e sti g ati o n  of  t h e  r e g ul at o r y  c o m-

pl e xiti e s  of  a d e n yl yl  c y cl a s e s,  it  i s  cl e a r  t h at  t h e s e  e n z y m e s  h a v e  e v ol v e d  t o
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p e r mit  e xt e n si v e  i nt e g r ati o n  a n d  c r o s s-t al k  b et w e e n  si g n ali n g  p at h w a y s.  T h e

a d e n yl yl  c y cl a s e s  a r e  f o c al  p oi nt s  f o r  t h e  c o n v e r g e n c e  of  a  g r e at  d e al  of  r e g u-

l at o r y  i nf o r m ati o n.

Fi g. 1 3.   P att er ns  of  r e g ul ati o n  of  a d e n yl yl c y cl as e   a cti vit y. P K C   =  pr ot ei n ki n as e C; C A M  = c al m o d uli n;   A C  =

a d e n yl yl  c y cl as e.   S e e  t e xt  f or  dis c ussi o n.  R e pri nt e d  fr o m T a ussi g  a n d Gil m a n { 1 4 5 },   wit h  p er missi o n.

F u t u r e Di r e c ti o n s f o r A d e n yl yl C y cl a s e. A d e n yl yl c y cl a s e s a r e l a bil e i nt ri n si c

m e m b r a n e  p r ot ei n s;  t h ei r  l e v el  of  e x p r e s si o n  i s  l o w,  e v e n  u n d e r  a rtifi ci al  c o n-

diti o n s.  N e w  t o ol s  a r e  n e e d e d  t o  p r o b e  t h ei r  st r u ct u r e s  a n d  m e c h a ni s m s  of

r e g u la tio n . W ith  th e s e  th o u g h ts  in  m in d , W e i-Je n  T a n g  h a s  a tte m p te d  to  c o n -

st r u ct  a  s ol u bl e  a d e n yl yl  c y cl a s e  t h at  w o ul d  r et ai n  c h a r a ct e ri sti c  r e g ul at o r y

p r o p e rti e s,  b e  s y nt h e si z e d  i n  l a r g e  q u a ntiti e s,  a n d  b e  a m e n a bl e  t o  g e n eti c

a n al y si s.  H e  h a s  r e c e ntl y  s u c c e e d e d  i n  d e si g ni n g  a n d  s y nt h e si zi n g  a  m ol e c u-

l e  t h at  m a y  h a v e  all  of  t h e s e  p r o p e rti e s  { 1 5 2}.   T h e  c u r r e nt  p r o d u ct  i s  a  c hi-

m e r a  of  t h e C 1 a   d o m ai n  of  t y p e  I  a d e n yl yl  c y cl a s e,  j oi n e d  b y  a  li n k e r  t o  t h e C 2

d o m ai n  of  t y p e  II  a d e n yl yl  c y cl a s e.  T h e  m ol e c ul e  i s  s y nt h e si z e d  b y E. c oli,

w h e r e  it  a c c u m ul at e s  i n  t h e  c yt o pl a s m.  It  i s  a cti v at e d  d r a m ati c all y  (f r o m  a n

e xt r e m el y  l o w  b a s al  a cti vit y)  b y G s α   a n d,  s u r p ri si n gl y,  f o r s k oli n. C y cl a s e- d efi-

ci e nt   st r ai n s  of E. c oli   a r e  d e p e n d e nt  o n  e x p r e s si o n  a n d  a cti v ati o n  of  t h e a d e-

n yl yl  c y cl a s e  f o r  g r o wt h  o n  m alt o s e.  G e n eti c  s el e cti o n  of  m ut a nt s  wit h  i nf o r-

m ati v e  p h e n ot y p e s  t h u s  s e e m s  p o s si bl e,  a s  d o e s  p u rifi c ati o n,  d et ail e d  c h a-

r a ct e ri z ati o n,  a n d,  h o p ef ull y,  st r u ct u r al  a n al y si s.  W e  h o p e  t h at  t hi s  a p p r o a c h

will  o p e n  t h e  d o o r  f o r  t r u e  u n d e r st a n di n g  of  t h e s e  i m p o rt a nt  p r ot ei n s.

W H Y  G  P R O T EI N S ?

O n e  mi g ht  w ell  a s k  w h y  G  p r ot ei n s  a r e  i n cl u d e d  i n  si g n ali n g  p at h w a y s  a n d

w h y  t h e  s y st e m s  a r e  s o  c o m pl e x  st r u ct u r all y.  T r a n s m e m b r a n e  si g n ali n g  i s  cl e-

a rl y  a c c o m pli s h e d  wit h  si m pl e r  ( alt h o u g h  u s u all y  oli g o m e ri c)  m ol e c ul a r

a s s e m bl a g e s,  s u c h  a s  t y r o si n e  ki n a s e s,  li g a n d- g at e d  i o n  c h a n n el s,  a n d r e c e p-
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t o r  g u a n yl yl  c y cl a s e s.  I  b eli e v e  t h e r e  a r e  s e v e r al  r e a s o n s  f o r  t h e  e v ol uti o n  of

c o m pl e x  si g n ali n g  s y st e m s.  At  a  r el ati v el y  si m pl e  l e v el,  t h e  e xi st e n c e  of  t h e s e

m ol e c ul a r  s wit c h e s  a n d  ti m e r s  p e r mit s  e n o r m o u s  a m plifi c ati o n  i n  t h e  si g n a-

li n g  p r o c e s s.  A  si n gl e  a g o ni st- r e c e pt o r  c o m pl e x  c a n  c at al y z e  t h e  a cti v ati o n  of

m a n y  G  p r ot ei n s  d u ri n g  t h e  ti m e  t h at  a  si n gl e  G  p r ot ei n α   s u b u nit  r e m ai n s,

a cti v e { 1 5 3};   d el a y e d  d e a cti v ati o n  of  t h e α   s u b u nit  p e r mit s  f u rt h e r  a m plifi c a-

ti o n  at  t h e  l e v el  of  c at al yti c eff e ct or   m ol e c ul e s.  T h e r e  i s  al s o  t h e  p o s si bilit y  of

s u b st a nti al  r e g ul at o r y  c o m pl e xit y,  wit h  o p p o rt u niti e s  t o  m o d ul at e  b ot h  t h e

q u a ntit ati v e  a n d  q u alit ati v e  a s p e ct s  of  si g n ali n g  b y  alt e r ati o n s  i n  r at e s  of  s y n-

t h e si s  a n d  d e g r a d ati o n  of  m a n y  g e n e  p r o d u ct s,  a s  w ell  a s  m o r e  a c ut e  r e g ul a-

ti o n  b y  c o v al e nt  m o difi c ati o n  of  t h e s e  m ol e c ul e s.  M o st  i m p o rt a ntl y,  p e r h a p s,

t h e  t ri p a rtit e  n at u r e  of  t h e s e  si g n ali n g  s y st e m s  p e r mit s  e n o r m o u s  di v e r sit y  of

o ut p ut s.  G  p r ot ei n- r e g ul at e d  si g n ali n g  p at h w a y s  a r e  c h a r a ct e ri z e d  b y  b ot h

c o n v e r g e n c e  a n d  di v e r g e n c e  at  e a c h  st e p.  M a n y  diff e r e nt  ki n d s  of  r e c e pt o r s

c a n  c o n v e r g e  t o  a cti v at e  a  si n gl e  t y p e  of  G  p r ot ei n,  w hil e  a  si n gl e  t y p e  of

r e c e pt o r  c a n  i nt e r a ct  wit h  m o r e  t h a n  o n e  s p e ci e s  of  G  p r ot ei n  t o  i niti at e  s e v e-

r al  e v e nt s.  Si mil a rl y,  diff e r e nt  G  p r ot ei n s  m a y  c o n v e r g e  o n  a  si n gl e eff e ct or

t o  alt e r  it s  a cti vit y,  eit h e r  a d diti v el y,  s y n e r gi sti c all y,  o r  a nt a g o ni sti c all y,  w hil e  a

si n gl e  G  p r ot ei n  m a y  al s o  i nt e r a ct  wit h  m o r e  t h a n  o n e  eff e ct o r.  G  p r ot ei n s

c a n  al s o  e x e rt  eff e ct s  vi a  eit h e r  t h ei r α  o r β γ   s u b u nit s.  T h e  c o m pl e xit y  of  t h e

c ell ul a r  s wit c h b o a r d  t h u s  a p p e a r s  s uffi ci e ntl y  v a st  t o  p e r mit  e a c h  c ell  t o

d e si g n  a  hi g hl y  c u st o mi z e d  si g n ali n g  r e p e rt oi r e  b y  e x p r e s si o n  of  a  r el ati v el y

m o d e st  n u m b e r  of  m o d ul a r  c o m p o n e nt s.  I d e ntifi c ati o n  of  all  of  t h e s e  c o m-

p o n e nt s  s e e m s  c e rt ai n  i n  t h e  n e xt  d e c a d e  o r  s o.  Wit h  t hi s  i nf o r m ati o n  i n

h a n d,  w e  will  b e  a bl e  t o  c o m pl et e  o u r  u n d e r st a n di n g  of  t h e  wi ri n g  di a g r a m

of  t h e  si g n ali n g  s wit c h b o a r d  i n  e a c h  t y p e  of  c ell.  S u c h  k n o wl e d g e,  c o u pl e d

wit h  b ot h  i n c r e a si n g  s o p hi sti c ati o n  i n  r ati o n al  d r u g  d e si g n  a n d  i n c r e a si n gl y

cl e v e r  a p p r o a c h e s  t o  s c r e e n  h u g e  c h e mi c al  li b r a ri e s,  will  r e v ol uti o ni z e  b ot h

p h a r m a c ol o g y  a n d  t h e r a p e uti c s.

A C K N O W L E D G M E N T S

T h e r e  a r e  m a n y  w h o  h a v e  e a r n e d  m y  m o st  p r of o u n d  g r atit u d e.  M y  f at h e r

e n c o u r a g e d  a  l o v e  of  s ci e n c e  b y  e x a m pl e,  a n d  it  w a s  c a r ef ull y  n u rt u r e d  b y  m y

d o ct o r al  a n d  p o st d o ct o r al  m e nt o r s -  T h e o d o r e  W.  R all,  w h o  p e r h a p s  s h o ul d

h a v e  w o n  a  N o b el  P ri z e,  a n d  M a r s h all  W.  Ni r e n b e r g,  w h o  di d.  All  of  t h e  st u-

d e nt s  a n d  p o st d o ct o r al  f ell o w s  w h o  h a v e  w o r k e d  i n  o u r  l a b o r at o r y  h a v e

m a d e  s u b st a nti al  c o nt ri b uti o n s.  T h e s e  i n di vi d u al s  a r e  (i n  al p h a b eti c al

o r d e r):  D a vi d  B e r m a n,  G a r y  B o k o c h,  L a w r e n c e B r u nt o n,   P at ri c k  C a s e y,

F r a n c oi s e   C o u s s e n,  C a r m e n  D e s s a u e r,  Al e x  D u n c a n,  K e n n et h  F e r g u s o n,

Mi c h a el  F r ei s s m ut h,  B o ni n g  G a o,  Mi c h a el  G r a zi a n o,  T at s u y a  H a g a,   E m a n u el

H a n s ki,   B r u c e  H a r ri s,  J o h n  H e pl e r,  T s ut o m u  Hi g a s hiji m a,  All y n  H o wl ett,

J o r g e  Itii g u e z- Ll u hi,  Hi r o s hi It o h,   Ri c h a r d  K a h n,  T o s hi a ki  K at a d a,  C h ri sti a n e

Kl e u s s,  T o h r u  K o z a s a,  J o h n  K r u pi n s ki,  Et h a n  L e e,  H si n  C hi e h  ( C al vi n)  Li n,

M a u ri n e   Li n d e r,  Mi c h a el  M a g ui r e,  D a vi d  M a n ni n g,  P a m el a  Mi d dl et o n,

S u s a n n e  M u m b y,  J o h n N ort h u p,   B r u c e  P o s n e r,  L y n n  Q u a r m b y,  A n d r e  R a w,
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J a n et  R o bi s h a w,  Elli ott  R o s s,  L e o n a r d  S c hl eif e r,  J o s e p h  S c h w a r z m ei e r,

M u r r a y  S mi g el,  P a ul  St e r n w ei s,  R o g e r  S u n a h a r a,  W ei-J e n   T a n g,  R o n al d

T a u s si g,  a n d  N at s u o  U e d a.

M a n y  m e m b e r s  of  o u r  st aff  h a v e  al s o  pl a y e d  c r u ci al  r ol e s,  b ut  t w o  l o n g-

t e r m  e m pl o y e e s  t r ul y  st a n d  o ut.  P a m el a  St e r n w ei s,  w h o  j oi n e d  t h e  l a b  i n

1 9 7 3,  still  p r o vi d e s  s killf ul  a s si st a n c e  a n d  a n  u plifti n g  s pi rit  t o  t h o s e  f o rt u n a-

t e  e n o u g h  t o  w o r k  wit h  h e r.  W e n d y  D e a n e r,  w h o  b e g a n  t o  w o r k  wit h  m e  i n

1 9 7 6  a s  a n  A d mi ni st r ati v e  A s si st a nt,  n o w  k e e p s  m u c h  of  m y  lif e  a n d  t h at  of

t h e  D e p a rt m e nt  of  P h a r m a c ol o g y  i n  g o o d  w o r ki n g  o r d e r.  It  i s  n ot a bl e  t h at

o u r  r el ati o n s hi p  h a s  al s o  s u r vi v e d  t h r e e  e diti o n s  of G o o d m a n  a n d Gil m a n’ s  T h e

P h a r m a c ol o gi c al  B a si s  of  T h e r a p e uti c s.

C oll a b o r ati o n s  wit h  ot h e r s  o n  o u r  f a c ult y  a n d  el s e w h e r e  h a v e  b e e n  i n v a-

l u a bl e.  P a rti c ul a rl y  n ot a bl e  r ol e s  h a v e  b e e n  pl a y e d  b y  S u s a n n e  M u m b y,
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9 1. G r a zi a n o,  M.  P.  a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 8 9) J. Bi ol. C h e m.  2 6 4, 1 5 4 7 5 -  1 5 4 8 2

9 2. L a n di s, C. A., M a st e r s, S. B., S p d d a, A., P a c e, A. M., B o u r n e, H. R., a n d V all a r, L.

( 1 9 8 9) N at u r e 3 4 0, 6 9 2 - 6 9 6
9 3. F r ei s s m ut h,  M.  a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 8 9) J. Bi ol.  C h e  m ..      2 6 4, 2 1 9 0 7 -  2 1 9 1 4

9 4. M a st e r s, S. B., Mill e r, R. T., C hi, M.- H., C h a n g,   F.- H.,  B ei d e r m a n,  B.,  L o p e z,  N.  G.,

a n d  B o u r n e,  H.  R.  ( 1 9 8 9) J. Bi ol. C h e m.   2 6 4,  1 5 4 6 7 -  1 5 4 7 4

9 5. Mi x o n, M., C ol e m a n, D. E., B e r g h ui s, A. M., L e e, E., Gil m a n,  A. G., a n d S p r a n g, S.  R.

( 1 9 9 5)  ( S u b mitt e d)
9 6.  C o ult e r,   S.  a n d  R o d b ell,   M.  ( 1 9 9 2) Pr o c. N at l. A c a d.  S ci.  U. S. A.  8 9,  5 8 4 2 - 5 8 4 6

9 7. R o bi s h a w,  J.  D.,  S mi g el,  M.  D.,  a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 8 6) J. Bi ol. C h e m.   2 6 1,  9 5 8 7 -

9 5 9 0
9 8. B r a y, P., C a rt e r, A., Si m o n s, C.,  G u o, V., P u c k ett, C., K a m h ol z, J., S pi e g el, A., a n d

Ni r e n b e r g,  M.  ( 1 9 8 6) Pr o c. N atl.   A c a d.  S ci.  U. S. A.  8 3,  8 8 9 3 -  8 8 9 7

9 9. K o z a s a, T., It o h,  H., T s u k a m ot o, T., a n d K a zi r o,  Y. ( 1 9 8 8) Pr o c. N at l. A c a d.  S ci. U. S. A.

8 5, 2 0 8 1 - 2 0 8 5

1 0 0. J o n e s, D. T. a n d R e e d, R. R. ( 1 9 8 9) S ci e n c e  2 4 4, 7 9 0 - 7 9 5

1 0 1.  Y at a ni,  A.,  C o di n a, J.,  I m ot o,  Y.,  R e v e e s,  J.  P.,  Bi r n b a u m e r,  L.,  a n d  B r o w n,  A.  M.

( 1 9 8 7)  S ci e n c e  2 3 8,  1 2 8 8 -  1 2 9 2
1 0 2. S c h u b e rt, B., V a n D o n g e n, A. M. J., Ki r s c h,  G. E., a n d B r o w n, A. M. ( 1 9 8 9) S ci e n c e 2 4 5,

5 1 6 - 5 1 9

1 0 3. L e r e a,  C. L.,  S o m e r s, D. E., H u rl e y, J.  B., Kl o c k,  1. B., a n d B u nt- Mil a m, A. H. ( 1 9 8 6)

S ci e n c e 2 3 4, 7 7 - 8 0
1 0 4.   M c L a u g hli n, S.   K.,  M c Ki n n o n,  P. J.,   a n d  M a r g ol s k e e,  R.  F.  ( 1 9 9 2) N at u r e  3 5 7,

5 6 3  - 5 6 9
1 0 5.  T a u s si g,  R.,  T a n g,  W.- J.,  H e pl e r, J.  R., a n d Gil m a n:   A. G.  ( 1 9 9 4) J. Bi ol.  C h e m. 2 6 9, 6 0 9 3

- 6 1 0 0
1 0 6. C o di n a, J., Y at a ni, A., G r e n et, D., B r o w n, A. M., a n d Bi r n b d u m e r, L. ( 1 9 8 7) S ci e n c e

2 3 6, 4 4 2 -  4 4 4
1 0 7. L o g ot h eti s, D. E., K u r a c hi,  Y., G al p e r, J., N e e r,  E. J., a n d Cl a p h a m,  D. E. ( 1 9 8 7) N at u r e

3 2 5,  3 2 1 -  3 2 6
1 0 8. St o w, J. L., d e Al m ei d a, J. B., N a r ul a, N., H olt z m a n, E. J.,  E r c ol a ni, L., a n d A u si ell o,

D. A. ( 1 9 9 1) J.  C ell  Bi ol.  1 1 4, 1 1 1 3 - 1 1 2 4
1 0 9.  D o n al d s o n, J.   G.,  K a h n,  R.  A.,  Li p pi n c ott- S c h w a rt z,  J.,  a n d Kl a u s n e r,  R. D. ( 1 9 9 1)

S ci e n c e 2 5 4, 1 1 9 7 - 1 1 9 9
1 1 0. Kti st a ki s, N. T., Li n d e r, M. E., a n d R ot h, M. G. ( 1 9 9 2) N at u r e 3 5 6,  3 4 4 - 3 4 6

1 1 1. W o n g, Y. H., C o n kli n, B. R., a n d B o u r n e, H. R. ( 1 9 9 2) S ci e n c e 2 5 5, 3 3 9 - 3 4 1

1 1 2. K o z a s a, T. a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 4) J. Bi ol.  C h e m. (i n  p r e s s)

1 1 3. C a s e y, P. J.,  F o n g, H. K.  W., Si m o n, M. I., a n d  Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 0) J. Bi ol.  C h e m. 2 6 5,

2 3 8 3 - 3 4 9 0
1 1 4. H e s c h el e r, J., R o s e nt h al, W., T r a ut w ei n, W., a n d S c h ult z, G. ( 1 9 8 7) N at u r e 3 2 5, 4 4 5 -

4 4 7
1 1 5. St ritt m att e r, S. M., V al e n z u el a, D., K e n n e d y, T. E., N e e r, E. J., a n d Fi s h m a n,  M. C.

( 1 9 9 0) N at u r e 3 4 4, 8 3 6 - 8 4 1
1 1 6.  St ritt m att e r,  S.  M.,  V al e n z u el a,  D.,  S u d o,  Y., Li n d e r,   M.  E.,  a n d  Fi s h m a n,   M.  C.  ( 1 9 9 1)

 J.Bi ol.  C h e m. 2 6 6, 2 2 4 6 5 - 2 2 4 7 1
1 1 7. St r at h m a n n, M., Wil ki e, T. M., a n d Si m o n, M. I. ( 1 9 8 9) Pr o c. N atl. A c a d.  S ci. U. S. A. 8 6,

7 4 0 7 - 7 4 0 9
1 1 8. T a yl o r, S. J., S mit h, J. A., a n d E xt o n, J. H. ( 1 9 9 0) J.  Bi ol. C h e m. 2 6 5, 1 7 1 5 0 - 1 7 1 5 6

1 1 9. W al d o, G. L., B o y e r, J.  L., M o r ri s, A. J.,  a n d H a r d e n, T. K. ( 1 9 9 1) J. Bi ol. C h e m.  2 6 6,

1 4 2 1 7- 1 4 2 2 5
1 2 0.  S m r c k a,  A.  V.,  H e pl e r,  J.  R.,  B r o w n,  K.  O.,  a n d  St e r n w ei s,  P.  C.  ( 1 9 9 1)  S ci e n c e  2 5 1, 8 0 4

_ 8 0 7

1 2 1. B e r n st ei n, G., Bl a n k, J. L., J h o n,  D.  Y.,  E xt o n,  J.  H.,  R h e e, S.   G.,  a n d  R o s s,  E.  M.

( 1 9 9 2) C ell 7 0, 4 1 1 - 4 1 8



2 1 2 P h y si ol o g y  o r  M e di ci n e  1 9 9 4

1 2 2. P a r k s, S. a n d Wi e s c h a u s, E. ( 1 9 9 1) c ell 6 4, 4 4 7 - 4 5 8

1 2 3. C h a n, A. M. L., Fl e mi n g, T. P., M c g o v e r n, E. S., C h e di d, M., Mi ki, T., a n d A a r o n s o n,

S. A. ( 1 9 9 3) M ol. C ell. Bi ol. 1 3, 7 6 2 - 7 6 8
1 2 4.  X u,  N.  Z.,  B r a dl e y,  L.,  A m b d u k a r,  I.,  a n d G ut ki n d,  J. S. ( 1 9 9 3) Pr o c. N atl. A c a d.  S ci.

U. S. A. 9 0, 6 7 4l -  6 7 4 5

1 2 5. Hi g a s hiji m a, T.,  F e r g u s o n, K. M., St e r n w ei s, P.  C., S mi g el, M. D., a n d Gil m a n,  A. G.

( 1 9 8 7)  J. Bi ol. C h e m.  2 6 2, 7 6 2 - 7 6 6
1 2 6.  C e ri o n e,  R.  A.,  St a ni s z e w s ki,  C., C a r o n,   M.  G.,  L ef k o wit z,  R. J.,   C o di n a, J.,   a n d

Bi r n b a u m e r, L. ( 1 9 8 5) N at u r e  3 1 8, 2 9 3 - 2 9 5

1 2 7. Gil m a n,  A. G. ( 1 9 8 4) C ell  3 6, 5 7 7 -  5 7 9

1 2 8. Fl o ri o,  V. A. a n d St e r n w ei s, P. C. ( 1 9 8 5) J  Bi ol. C h e m. 2 6 0, 3 4 7 7 - 3 4 8 3

1 2 9. Di et z el,  C. a n d K u rj a n, J. ( 1 9 8 7) C ell 5 0, 1 0 0 1 -  1 0 1 0
1 3 0. T a n g, W.- J., K r u pi n s ki, J., a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 1) J. Bi ol. C h e m. 2 6 6, 8 5 9 5 - 8 6 0 3

1 3 1 T a n g, W.- J.  a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 1) S ci e n c e 2 5 4, 1 5 0 0 -  1 5 0 3

1 3 2.  T a u s si g,  R., Q u a r m b y,  L. M., a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 3) J.  Bi ol. C h e m. 2 6 8, 9 - 1 2

1 3 3. C a m p s, M., H o u, C., Si di r o p o ul o s, D., St o c k, J. B., J a k o b s, K. H., a n d Gi e r s c hi k, P.

( 1 9 9 2) E u r. J.   Bi o c h e m.  2 0 6,  8 2 1 - 8 3 1
1 3 4. C a m p s,  M.,  C a r o z zi,  A.,  S c h n a b el,  P.,  S c h e e r,   A.,  P a r k e r,  P.  J.,  a n d  Gi e r s c hi k, P.   ( 1 9 9 2)

N at u r e  3 6 0, 6 8 4 -  6 8 6
1 3 5. U e d a, N.,  J. A., L e e, E., S m r c k a, A. V., R o bi s h a w, J. D., a n d Gil m a n,  A.,

G  ( 1 9 9 4) J.  Bi ol. C h e m.   2 6 9,  4 3 8 8 -  4 3 9 5
1 3 6.  Kiss el e v,  0. a n d G a ut a m,  N. ( 1 9 9 3) J. Bi ol. C h e m.  2 6 8,  2 4 5 1 9 -  2 4 5 2 2

1 3 7. Kl e u s s, C., H e s c h el e r, J., E w el,  C., R o s e nt h al, W., S c h ult z, G., a n d Witti g, B. ( 1 9 9 1)

N at u r e 3 5 3, 4 3 - 4 8
1 3 8. Kl e u s s, C., S c h e r u bl, H., H e s c h el e r, J., S c h ult z, G., a n d Witti g, B. ( 1 9 9 2) N at u r e 3 5 8,

4 2 4 - 4 2 6
1 3 9. Kl e u s s, C., S c h e r u bl, H., H e s c h el e r, J., S c h ult z, G., a n d Witti g, B. ( 1 9 9 3) S ci e n c e 2 5 9,

8 3 2 - 8 3 4

1 4 0 Pf e uff e r, T.  a n d M et z g e r,  H. ( 1 9 8 2) F E B S L ett.  1 4 6, 3 6 9 - 3 7 5

1 4 1. S mi g el, M. D. ( 1 9 8 6) J. Ri ol.  C h e m. 2 6 1, 1 9 7 6 - 1 9 8 2

1 4 2.  K r u pi n s ki, J.,   C o u s s e n,  F., B a k al y a r,   H.  A.,  T a n g,  W.- J.,  F ei n st ei n,  P.  G.,  O rt h,  K.,

Sl a u g ht e r, C., R e e d, R. R., a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 8 9) S ci e n c e 2 4 4, 1 5 5 8 - 1 5 6 4

1 4 3. T a n g, W.- J. a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 2) C ell 7 0, 8 6 9 - 8 7 2

1 4 4. I y e n g a r, R. ( 1 9 9 3) F A S E B, J  7, 7 6 8 - 7 7 5
1 4 5. T a u s si g, R. a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 5) J. Bi ol. C h e m. 2 7 0, 1 - 4

1 4 6. K at a o k a, T., B r o e k, D., a n d Wi gl e r,  M. ( 1 9 8 5) C ell 4 3, 4 9 3 - 5 0 5
1 4 7.  T o d a,  T.,  U n o, I 1, I s hi k a w a,   T.,  P o w e r s,  S.,  K at a o k a,  T., B r o c k,   D.,  C a m e r o n,  S.,

B r o a c h, J., M at s u m ot o, K., a n d Wi gl e r, M. ( 1 9 8 5) C ell 4 0, 2 7 - 3 6

1 4 8.  N a k d n e,  M.,  A r ai,  K.,  S a h e ki,  S.,  K u n o,  T.,  B u e c hi e r,  W.,  a n d  M u r a d,  F.  ( 1 9 9 0)

J. Bi ol.  C h e m. 2 6 5, 1 6 8 4 1 - 1 6 8 4 5
1 4 9. C hi n k e r s, M. a n d Wil s o n, E. M. ( 1 9 9 2) J. Bi ol.  C h e m. 2 6 7, 1 8 5 8 9 - 1 8 5 9 7

1 5 0.  G a o,  B.  a n d  Gi h n d n,  A.  G.  ( 1 9 9 1) Pr o c. N alt. A c a d. S ci.  U. S. A. 8 8, 1 0 1 7 8 -  1 0 1 8 2

1 5 1  S atti n,  A., R all,  T. W., a n d Z a n ell a,   J.  ( 1 9 7 5) J. P h ar m a c ol. E x p. T h e r.  1 9 2, 2 2 - 3 2

1 5 2. T a n g, W.- J. a n d Gil m a n,  A. G. ( 1 9 9 5) S ci e n c e 2 6 8, 1 7 6 9 - 1 7 7 2

1 5 3.  B r a n dt,  D.  R.  a n d  R o s s,  E.  M.  ( 1 9 8 6) J. Bi ol. C h e m.  2 6 1, 1 6 5 6 -  1 6 6 4

1 5 4. Li n d e r, M. E. a n d Gil m a n,   A. G. ( 1 9 9 2) S ci. A m. 2 6 7(l),  5 6 - 6 5




