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SOUHRN

Arrestiny jsou vyznamné intracelularni proteiny regulujici G-protein-sprazenou receptorovou (GPCR) signalizaci. Tvori komplexy
s vetsinou GPCRs (po jejich aktivaci navazanim agonisty a fosforylaci) a hraji klicovou roli v procesech receptorové homologni
desenzitizace, sekvestrace a downregulace, které vedou k terminaci aktivace G-proteind. V lidském organismu je zastoupeno
deset typU arrestin( nalezicich do dvou skupin: mezi zrakové/beta arrestiny a alfa arrestiny. Nedavno bylo zjisténo, Ze skupina
zrakovych/beta arrestind (ktera je tvofena étyfmi Gleny: rod arrestinem, B-arrestinem 1, p-arrestinem 2 a cone arrestinem) je
odvozena od nove objevenych alfa arrestini. Oznaceni ,alfa“ je velmi vystizné, tato skupina arrestind je fylogeneticky starsi a
nazev je komplementarni k nazvu skupiny beta. Rod a cone arrestiny se nachazeji v burikach sitnice, kde reguluiji funkci foto-
receptor. B-arrestiny jsou ubikvitné vyjadreny, jejich nejvys$si koncentrace byly zjistény v mozku a ve sleziné. Kromé tradiéni
role v desenzitizaci (a nasledujicich procesech) podporuji p-arrestiny téz tvorbu signalizacnich komplext s tyrozinkinazou
Src a s mitogenem-aktivovanymi proteinkindzami, které umoznuji G-protein-sprazenym receptorlim signalizovat nezavisle
na G-proteinech. V téchto kaskadach slouzi jako ,scaffolding” a adaptorové proteiny a reguluji bunééné procesy jako napf.
chemotaxi, apoptézu a metastazovani. -arrestiny se tak stavaji lakavym terapeutickym cilem pro lé¢bu nékterych nadorovych
onemocnéni (napf. karcinomu prsu, plic, kolorekta), alergického astmatu, hypertenze a dalSich nemoci.

Klicova slova: arrestin, receptor spfazeny s aktivaci G-proteind, tyrozinkindza, mitogenem-aktivovana proteinkinaza,
apoptéza.

SUMMARY

Foftova M., Prisa R., Zima T.: Arrestins and their roles in regulation of cellular processes

Arrestins are important intracellular proteins, multifunctional regulators of G-protein-coupled receptor (GPCR) signaling. They
form complexes with most GPCRs (following agonist binding and phosphorylation of receptors) and play a central role in
the processes of homologous desensitization, sequestration and downregulation of receptors, which lead to termination of
G-protein activation. Humans have ten arrestin subtypes pertaining to two subfamilies, visual/beta arrestins and alpha arrestins.
Visual/beta subfamily (which contains four members: rod arrestin, B-arrestin 1, p-arrestin 2 and cone arrestin) was branched
from new finding alpha arrestins relatively recently. “Alpha‘“ fits because this subfamily is ancient/ancestral, and it complements
the name of the beta class. The rod and the cone arrestins are expressed in the retina, where they regulate photoreceptor
function. The B-arrestins are ubiquitously expressed proteins whose highest levels of expression are in the brain and spleen.
Besides their role in desensitization (and following processes), p-arrestins promote the formation of signaling complexes with
tyrosine kinase Src and mitogen-activated protein kinase cascades allowing G-protein-coupled receptors to signal indepen-
dently from G-protein. They serve as scaffold and adaptor proteins in these cascades and regulate cellular processes such as
chemotaxis, apoptosis, and metastasis. Thus, novel therapies focused on these proteins may prove useful in the treatment of
some cancer disorders (for example breast, lung, and colorectal carcinomas), allergic asthma, hypertension, etc.
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l. Uvod

1. 1 Zakladni charakteristika arrestint

Arrestiny jsou vyznamné intracelularni proteiny,
jejichz plsobeni je Uzce spjato s heptahelikalnimi
receptory spfazenymi s aktivaci G-protein(i (G-protein-
-coupled receptors, GPCRs). Jejich nazev je odvo-
zen od jejich nejdéle znamé funkce — slovo ,arrest”
v angli¢tiné znamena ,zastavit, zabrzdit, upoutat®;
arrestiny ,zastavuji“ G-protein-dependentni bunéénou
signalizaci. Arrestiny reguluji bunécnou diferenciaci,
proliferaci, migraci a apoptozu, ¢imz ovliviiuji napf. rast
a vyvoj organismu, ale i vznik zanétlivych ¢i nadorovych
procesu [1-3].

V lidském organismu jsou zastoupeny dvé podskupi-
ny arrestini — alfa a beta. Oznaceni podskupiny ,beta“
neni uplné presné, nalezi do ni dva B-arrestiny, ale
také dva zrakové arrestiny. Oznaceni ,beta“ vyplynulo
zinterakce B-arrestinu 1 s ,beta” adrenergnimi receptory
(viz dale). V literatufe je nékdy pro podskupinu beta

arrestinli pouzivano presnéjsi oznacéeni ,zrakové/beta
arrestiny” (coz budeme uzivat i v naSem textu).

Podskupina ,alfa“ je tvofena Sesti arrestiny. O jeji exis-
tenci byla publikovana studie teprve nedavno, v éervenci
2008. Alfa arrestiny jsou fylogeneticky starSi nez zrako-
vé/beta arrestiny, na rozdil od nich jsou i v nepfitomnosti
agonisty vétSinou asociovany s bunécnou membranou
a jejich hlavni funkci je zfejmé rekrutovat proteiny k akti-
vovanym GPCRs. Oznaceni ,alfa“ vzniklo dodate¢né
(na tuto nové objevenou podskupinu vliastné zbylo), ale
velmi trefné. Na fylogeneticky starsi alfa arrestiny navazuii
fylogeneticky mladsi zrakové/beta arrestiny.

| nomenklatura jednotlivych typl arrestint je nejed-
noznacna a znacné slozita, oficialni nazvy a zkratky
(podle HUGO nomenklatury), synonyma, chromozomalni
lokalizace a rok objevu jsou uvedeny v tabulce 1 (tu¢né
jsou zvyraznény nazvy, které budeme uzivat v tomto
¢lanku). Podskupina alfa arrestin(i je dosud relativné
neprobadana, v dalSim textu se proto budeme vénovat
pouze zrakovym/beta arrestinim [4].



Table 1. Official HUGO nomenclature names/symbols, other aliases and designations, chromosomal locations and years of discovery

of arrestins

Official . . . ) Chromosomal | Years of
Official names Other aliases Other designations . .
symbols locations discovery
. . ARRESTIN, S-arrestin, retinal S-antigen,
S-antigen, retina and -
SAG ) . DKFZp686D1084, rod photoreceptor arrestin, rod | 2937.1 1987
pineal gland arrestin . )
DKFZp68611383, S-AG | arrestin, arrestin 1
2 . ARB1, p-arri, Arrestin beta 1, beta-arrestin 1,
.= |ARRB1 |Arrestin, betal . . 11913 1990
8 formerly ARR1 arrestin 2, formerly arrestin 1
g ARB2, BARR2, g-arr2, Arrestin beta 2, beta-arrestin 2,
g ARRB2 | Arrestin, beta2 DKFZp686L0365, arrestin 3, 17p13 1992
m formerly ARR2 formerly arrestin 2
Cone arrestin, arrestin C,
Arrestin 3, (retinal) X RP13-26D14.6, ARRX, ) .
ARR3 . retinal cone arrestin 3, Xcen-g21 1993
arrestin cArr ) )
C-arrestin, arrestin 4
Arrestin domain RP11-48C7.5,
ARRDCA1 . OTTHUMP00000022707 9q34.3 2008
containing 1 MGC40555
Arrestin domain CLONE24945,
ARRDC2 " ' - 19p13.11 2008
containing 2 PP2703, ILAD1
» Arrestin domain KIAA1376, thioredoxin-binding protein-2-like
c |ARRDC3 . . ) 5q14.3 2008
- containing 3 TLIMP inducible membrane
g Arrestin domain
£ | ARRDC4 n domat FLJ36045, DHR1 - 15q26.3 2008
© containing 4
S Arrestin domain
< |ARRDCS5 . - - 19p13.3 2008
containing 5
OTTHUMP00000015596,
Thioredoxin-interactin ESTO01027, thioredoxin-binding protein 2
i Xin-i i i xin-bindi i
NP | 9 | HHCPa7s, e gp © 1g214 2008
i
P THIF, VDUP1, TBP2 upreguiatec by -
1,25-dihydroxyvitamin D-3

Zrakové arrestiny (arrestin sitnicovych ty&inek
neboli rod arrestin a arrestin sitnicovych ¢ipkl neboli
cone arrestin) se nachazeji ve fotoreceptorovych bun-
kach a reguluji jejich funkci. p-arrestiny (B-arrestin 1 a
B-arrestin 2) jsou ubikvitné vyjadreny, jejich nejvyssi
vyskyt byl zjistén v mozku a ve sleziné a u€astni se
mnohych fyziologickych i patologickych procesu.
B-arrestin 1 se nachéazi v cytoplazmé i v jadfe (distri-
buce mezi témito dvéma kompartmenty zavisi na typu
bunék), p-arrestin 2 a zrakové arrestiny pfedevsim
v cytoplazmé [1, 4, 5].

Arrestiny specificky vazou G-protein-spfazené
receptory aktivované navazanim agonisty (v pfipadé
B-arrestinu) ¢i plsobenim svételného zareni (v pfipadé
zrakovych arrestinii) a nasledné fosforylované kinazami
receptorl sprazenymi s G-proteiny (G-protein-coupled
receptor kinases, GRKs). Objev B-arrestind souvisi se
studiem pravé téchto kindz v procesu p2-adrenergni
receptorové desenzitizace. Paradoxné bylo zjiténo, ze
se zvysujici se ,Cistotou” a specifickou aktivitou GRK2
kinazy k aktivovanému receptoru klesa jeji schopnost
inaktivovat vazbu receptor-G-protein. f2-adrenergni
receptorova desenzitizace byla obnovena plsobenim
retinalniho rod arrestinu, coz vedlo k hypotéze, ze
musi existovat dalSi ,arrestin-like“ proteiny. ,Kofak-
tor esencialni pro GRK2 dependentni desenzitizaci
B2-adrenergniho receptoru byl néasledné nazvan
B-arrestinem 1. ,Beta“ pravé podle jejich interakce
s ,beta“ adrenergnimi receptory. Dal§im vyzkumem

bylo potvrzeno, Zze navazani arrestinu k aktivovanému
a fosforylovanému GPCR prostorové blokuje interakci
GPCR s G-proteinem, tim dojde k terminaci G-protein-
-dependentni signalizace.

Receptor-ligand-arrestinové komplexy jsou nasled-
né endocytdzou vnoreny do buriky. Tento proces se
oznaduje jako receptorova sekvestrace nebo interna-
lizace a je dllezity nejen pro tlumeni GPCR signaliza-
ce pfi dlouhodobém plsobeni podnétu, ale také pro
receptorovou resenzitizaci a downregulaci.

B-arrestiny (na rozdil od zrakovych arrestin() se
vyznamné podileji také na prenosu nitrobunéénych
signdll. Vazou se napf. k tyrozinovym kindzam ze
skupiny Src nebo ke komponentdm z ERK1/2 a JNK
3 MAP kinazovych kaskad, rekrutuji je k agonisty
obsazenym GPCRs a néasledné formuji komplexy:
B-arrestin-kinaza-agonistou obsazeny receptor.
B-arrestin-Src komplexy usnadriuji endocytézu GPCR,
spoustéji kaskadu déju vedoucich k aktivaci ERK 1/2
(a k nasledné proliferaci, diferenciaci a rastu buriky)
a zprostfedkovavaji degranulaci neutrofilt. V ERK1/2
a JNK3 kindzovych kaskadach funguji p-arrestiny
jako jakasi kostra (anglicky ,scaffold®) usnadhujici
stupniovitou aktivaci jednotlivych MAP kinaz rezultujici
v bunéénou proliferaci ¢i apoptézu.

Uloha B-arrestint v GPCR signalizaci je tedy dvoji:
funguiji jako terminatory G-protein-zavislych signalnich
procesu a jako potencialni pfenaseci bunéénych sig-
nald vychazejicich z GPCRs [1, 2].
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1. 2 Struktura arrestint

Arrestiny jsou slozeny ze dvou hlavnichdomén (NaC)
o struktufe sedmkrat stoCeného B-skladaného listu,
ze spojovaci ¢asti obsahujici fosfat vazajici doménu,
ktera tvori ¢ast polarniho jadra proteinu, a z koncovych
domén R1 (na N konci) a R2 (na C konci molekuly
proteinu). N-doména (aminokyselinové zbytky 8—180)
obsahuje oblasti, jez jsou dllezité pro rozpoznani
svétlem aktivovaného rodopsinu v pfipadé zrakovych
arrestind a aktivovanych GPCRs v pfipadé p-arresting.
C-doména (aminokyselinové zbytky 188-362) je zod-
povédna za sekundarni receptorové rozpoznavani.

Krystalograficky identifikované N a C domény pfi-
blizné koresponduji s A a B doménami identifikovanymi
funkéné. Jeden nebo vice PXXP vazebnych motivi
lokalizovanych v A doméné B-arrestinu 1 zprostred-
kovava vazbu k c-Src-SH3 doméné. V B doméné se
nachazi rozpoznavaci oblast pro inozitolové fosfolipidy
(IP6), MAP kinazové rozpoznavaci sekvence (RRSLHL)
B-arrestinu 2 interagujici s MAP kindzou JNK3, a even-
tualné s dalSimi MAP kinazami (MAPKs). R2 doména
obsahuje vazebny motiv LIEF pro klatrin, vazebny motiv
RXR pro p2-adaptin (tj. podjednotku klatrin asociované-
ho proteinového komplexu AP2) a hlavni misto fosforyla-
ce B-arrestinu 1 (S412). Méné presné jsou definované
interakce mezi p-arrestinem 1 (Ak 1-185) a Ask1,
Src-SH1, a pfipadné dalsimi MAPKKKSs, B-arrestinem 1
a NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) Ci
B-arrestinem 2 a Mdm2. Interakce mezi C-terminalnim
koncem (R2) a spojovaci fosfat vazajici oblasti udrzuje
arrestin v inaktivnim stavu. Je pferuSena pfi navazani
receptoru a umoznuje arrestin vazat k fosforylovanému
receptoru s vysokou afinitou.

B-arrestin 1 a p-arrestin 2 vykazuji vysoky stupen
homologie (az 80%), homologie B-arrestind se zrako-
vymi arrestiny je podstatné nizsi [1, 6] — obrazek 1.

B-arr1 N domain

2 Arrestiny v signalnich kaskadach

2.1 Arrestiny jako signalni terminatory

Déletrvajici pusobeni agonisty na GPCR vede
postupné k zeslabeni jeho uc€inku a Ubytku pfenosu
bunécnych signald. Ackoliv je vazebné misto receptoru
obsazeno ligandem, signal pfestane byt pfenaden dale.
Je to dusledek sérii udalosti, které mizeme rozdélit do
tfech zietelnych procesu. Nejdfive nastava receptorova
desenzitizace, dalSim déjem v Casové posloupnosti
je sekvestrace (internalizace) receptoru, ktera maze
nakonec vyustit v celkoveé snizeni poctu (downregulaci)
receptor(.

2. 1. 1 Arrestiny v GPCR desenzitizaci

Pro pojem desenzitizace je vymezen ¢asovy Usek
po zacatku aktivace receptoru agonistou trvajici nékolik
sekund. Desenzitizace je iniciovana fosforylaci recepto-
ru proteinkinazami, které fosforyluji GPCRs na serino-
vych a treoninovych zbytcich v jejich tfeti intracelularni
klicce a na jejich karboxylovém konci. RozliSujeme 2
typy desenzitizace — homologni a heterologni.

V pfipadé heterologni desenzitizace je fosforyla-
ce receptorl proteinkinazami (konkrétné kinazami
aktivovanymi druhymi posly — cAMP-dependentni
proteinkinazou A (PKA) a proteinkinazou C (PKC))
dostacujici k preruseni efektivni vazby receptoru a
G-proteinu; arrestiny se procesu neucastni. Obsazeni
cilovych GPCRs specifickym agonistou neni nutné,
vazba jednoho ligandu znecitlivuje cilovou buriku vigi
jinému ligandu.

Oproti tomu, homologni desenzitizace je iniciova-
na fosforylaci receptori GRKs (kinazami receptor(
spfazenych s G-proteiny) a nasledujici vazbou arresti-
nua, v tomto pripadé ligand znecitlivuje cilovou burku
pouze vUci sobé samému. Je znamo sedm typl GRKs.

C domain

L~ [ 1 [ I | v |

1 418

B-arr2

T [T E1 o ]
410

| || |

Src-SH3 IP6 /
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Fig. 1. Putative domain architecture of B-arrestins [Adapted from Luttrell and Lefkowitz, 2002]
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Rodopsinova kinaza (GRK 1) a opsinova kinaza sit-
nicovych Cipkll (GRK 7) jsou retinalni kinazy spojené
s regulaci rodopsinovych fotoreceptorl, GRK2-GRK6
nejsou vazany na konkrétni typ bunék. Sméfovani
vSech GRKs k bunétné membrané je zprostiedko-
vano jejich C-terminalni koncovou doménou [1, 7]
— obrazek 2.

nach, zatimco celkovy pocet receptorli (véetné téch,
které jsou ve vaccich) je nezménén. Naproti tomu u
downregulace nalezneme snizeny i celkovy pocet
receptoru (viz dale). GRK fosforylace a nasledna vazba
arrestinu na receptor usnadnuje endocytézu mnoha
GPCRs (napf. receptory p2-adrenergni, angiotenzinu
[l typ 1a, m2-m5 muskarinové cholinergni, endotelinu

agonist desensitization
....—...l0 effector clathrin-coated internalization
I i — Pt -
al G% I L 7 o S |
GPCR ) N 17
x4 r
- o/
dynamin
p-arrestin & Src-tyrosine kinase
o

recycling / resensitization
/

degradation/ downregulation

p-arrestin mediated
signaling

endosomal
vesicle

Fig. 2. GPCR intracellular trafficking [Adapted from Luttrell and Lefkowitz, 2002]

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, GRK fosforylace
sama o sobé (v nepfitomnosti arrestind) k ukoncéeni
aktivace G-proteint receptorem nestaéi. Uloha GRK
fosforylace spociva predevsim ve zvySeni afinity recep-
toru pro arrestiny. V pokusech in vitro bylo zjisténo, ze
fosforylace p2-adrenergnich receptorll GRK2 kinazou
zvySi 10-30krat afinitu B-arrestinu 1 k receptoru.

K homologni desenzitizaci receptoru vede praveé vaz-
ba arrestinu k receptorovym doménam a G-proteinim.
Arrestin mlze interagovat s fosforylovanym receptorem
az po pferuseni vazby mezi C-terminalnim koncem
a fosfat vazajici oblasti (jez udrzuje arrestin v inaktiv-
nim stavu, viz dfive).

Vyznam arrestin(i v regulaci GPCR funkce nepfi-
mo potvrzuji pokusy na B-arrestin knockoutovanych
mysSich. Napfiklad homozygotni -arrestin 1 knockouto-
vané mysSi jsou vyvojové normalni a projevuji normalni
klidové srdecni parametry (srdecni obrat, krevni tlak
a ejekeni frakci levé komory). Stimulace p-adrenergnich
receptor(l vS§ak zpUlsobi pfehnanou hemodynamickou
odpovéd, coz nasvédCuje naruSené B-adrenergni
receptorové desenzitizaci [1].

2. 1. 2 Arrestiny v GPCR sekvestraci (internalizaci,
endocytoze)

Receptorova sekvestrace nastava pomaleji nez
desenzitizace, dochazi k ni az po nékolika minutach
od zac¢atku aktivace receptoru agonistou. Biochemicky
je charakterizovana jako stav, v némz je mozné zjistit
pouze snizeni poctu receptorl na bunéénych membra-

A, D2-dopaminové, folitropinové, monocyte chemoat-
tractant protein-1, CCR-5 a CXCR 1) [1, 7].

Oblasti dllezité pro klatrin-dependentni endo-
cytézu GPCRs se nachéazeji v C-terminalnim (R2)
konci molekuly zrakovych i B-arrestind. V pfipadée
B-arrestind se jedna o dva vazebné motivy — LIEF a
RXR sekvenci. LIEF sekvence je lokalizovana mezi Ak
reziduy 374 a 377 a interaguje s oblasti Ak 89 az 100
v N-terminalni doméné klatrinového tézkého retézce.
Prostfednictvim RXR sekvence, ktera je lokalizova-
na mezi reziduy 394 a 396, se p-arrestiny vazou k
B2-adaptinové podjednotce heterotetramerického AP2
komplexu. AP2 komplex se vaze ke klatrinu, dynaminu
a EPS-15 a je spojeny s iniciaci formace klatrinem
pokrytych jamek. Pro mechanismus endocyt6zy jsou
dale dllezité interakce B-arrestind s fosfoinozitidy a
interakce B-arrestinu 1 s NSF. GTPaza dynamin odstépi
klatrinem pokryté jamky od cytoplazmatické membrany
[1, 8] — viz obrazek 2.

Funkce B-arrestinu 1 v procesu endocytozy je regu-
lovana jeho fosforylaci. Cytoplazmaticky B-arrestin 1 je
fosforylovan na S412. Pfi translokaci k membrané je
rychle defosforylovan. S412D mutanta p-arrestinu 1
napodobuje fosforylovany stav, Spatné se vaze ke klat-
rinu, a tim inhibuje sekvestraci receptoru. K zajisténi
endocytdézového mechanismu je proto nutna defosfo-
rylace S412 oblasti.

Oproti tomu funkce B-arrestinu 2 neni regulovana
fosforylaci, ale posttranslaéni modifikaci po navazani
k receptoru. Nedavno bylo zjisténo, ze oba B-arrestiny
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i nékteré receptory (napf. p2-adrenergni, V2-vazopresi-
nové, §-opioidni a IGF-1) mGZou prodélavat v odpovédi
na navazani agonisty rychlou p-arrestin-dependentni
ubikvitinaci. Ubikvitinace B-arrestin(, 3-opioidnich a
IGF-1 receptorl je katalyzovana E3 ubikvitin ligazou
Mdm2, ubikvitinace p2-adrenergnich a V2-vazopresi-
novych receptord dosud neidentifikovanou ligazou.
Ubikvitinace B-arrestinu je zfejmé potfebna pro recep-
torovou internalizaci, zatimco ubikvitinace receptoru je
spojena s jeho degradaci [1, 9].

Funkéni rozdily mezi B-arrestinem 1 a p-arrestinem
2 byly studovany na fibroblastovych liniich odvozenych
z mySich embryi (MEFs) postradajicich bud jeden,
anebo oba B-arrestiny. Desenzitizace p2-adrenergnich
a angiotenzin AT1a receptoru byla snizena v B-arrestin
1 i B-arrestin 2 knockoutovanych bunkéch a dale redu-
kovana v dvojité knockoutovanych burikach. V indukci
desenzitizace jsou obé izoformy pravdépodobné stejné
efektivni. Jinak tomu bylo v pfipadé receptorové se-
kvestrace. p2-adrenergni receptorova sekvestrace byla
vyznamné redukovana pouze v B-arrestin 2 a double-
-knockoutovanych burkach, v p-arrestin 1 knockouto-
vanych bunkéach ovlivnéna nebyla. Daldi pozorovani
potvrdila cca 100krat vétsi ucinnost p-arrestinu 2 oproti
B-arrestinu 1 v procesu p2-adrenergni receptorové endo-
cytézy. AT1a receptorova sekvestrace byla minimalné
ovlivnéna v B-arrestin 1 knockoutovanych bunkach a
vyznamneé snizena pouze v double-knockoutovanych
bunkach. Pro AT1a receptorovou sekvestraci je tedy
dostacujici pouze jeden B-arrestin [1, 2].

2. 1. 3 Arrestiny v GPCR downregulaci a resenzitizaci

PFi dlouhodobém pusobeni podnétu (trva-li hodiny
az dny) se snizi celkovy pocet receptorll — nastava
downregulace. Z dosud popisovanych bunécnych pro-
cesu regulujicich GPCR signalizaci je downregulace
zatim nejméné pochopend. Za asistence arrestin(
dochazi k presunu agonistou obsazenych receptori
z bunécného povrchu do endocytézovych vezikul a k
jejich tfidéni bud pro degradaci, anebo recyklaci zpét
k bunécné membrané (neboli resenzitizaci). Je to vel-
mi dulezity mechanismus regulace poctu receptor( a
uplatni se pfinejmensim v ¢asnych stadiich downregu-
lace (viz obr. 2).V pozdéjSich stadiich dochazi k regu-
laci pfedev&im na transkripéni a posttranskripéni urovni
(snizenim rychlosti transkripce genu nebo ovlivnénim
stability mRNA pro pfislusny receptor).

K resenzitizaci (recyklaci) GPCRs m{ize dojit az
po jejich defosforylaci (GPCR-specifickou protein-
fosfatazou PP2A) a disociaci od ligandu. K témto
procesiim dochazi v acidifikovanych endozomalnich
vezikulach. V dalsi fazi se defosforylované GPCRs
navraceji ve vznikajicich recyklaénich vezikulach
k bunécéné membrané. Znovuobjeveni receptorli na
povrchu membran neni zavislé na proteosyntéze,
recyklace znamend jednak niz8i energetickou naroc-
nost (nez by predstavovala proteosyntéza), jednak je
tim umoznéna rychlejsi reaktivace desenzitizovaného
receptoru [1, 2, 7].

GPCRs muzeme rozdélit podle jejich rozdilného
chovani po internalizaci do dvou tfid. Receptorova

tfida A zahrnuje p2 a a1B-adrenergni, p-opioidni,
endotelinové a dopaminové D1A receptory. Tyto
receptory se vazou k B-arrestinu 2 s vySsi afinitou nez
k B-arrestinu 1 a nevazou se k vizualnim arrestin(im.
Jejich interakce s B-arrestiny je pfechodna. Pfi interna-
lizaci receptoru komplex receptor-p-arrestin disociuje,
receptor pfechazi v endozomalni pool, p-arrestin
recykluje k plazmatické membrané. Receptorova tfida
B, reprezentovana angiotenzin AT1a, neurotenzin 1,
vazopresin 2, tyreotropin uvolfiujici hormon a neuroki-
nin NK-1 receptory, se vaze k p-arrestinu 1 a p-arrestinu
2 se stejnou afinitou a interaguje i s vizualnimi arrestiny.
Tyto receptory tvofi stabilni komplexy s p-arrestiny;
komplex receptor-B-arrestin se internalizuje jako jed-
notka, ktera pfechazi do endozom.

Stabilita receptor-p-arrestinovych komplexu je zaké-
dovana v C-terminalnim konci receptoru (v oblastech
bohatych na serinové a treoninové aminokyseliny) a v
C-koncoveé oblasti p-arrestinu. Zaména C-terminalniho
konce téchto dvou receptorovych tfid a cilené mutace
v C-terminalni oblasti arrestinu kompletné obrati vzorec
defosforylace a recyklace, receptory tfidy A se zacnou
chovat jako receptory tfidy B a naopak.

Osud internalizovaného receptoru uruje prave
stabilita interakce receptoru a B-arrestinu. p2-adre-
nergni receptor (z tfidy A) je rychle defosforylovan
a recyklovan do plazmatické membrany, zatimco
V2-vazopresinovy receptor (z tfidy B) se recykluje
pomaleji. Formovéani pfechodného komplexu recep-
tor-B-arrestin tudiz podporuje rychlou defosforylaci
a navrat do plazmatické membrany, zatimco tvorba
stabilniho komplexu receptor-B-arrestin zpomaluje
resenzitizaci a mdze podporovat cileni receptoru k jeho
degradaci [10].

2. 2 p-arrestiny jako prenaseci signala

Vyzkum na kvasinkach prokézal, Zze B-arrestiny
hraji roli i v bunééné signalizaci. Interaguji pfimo
se Src rodinou tyrozinovych kinaz a s komponentami
z ERK1/2 a JNK3 MAP kinazovych kaskad. B-arrestiny
tedy ,pfepinaji“ G-protein-dependentni signalizaci na
G-protein-independentni a tim urcuji, jakym smérem
se bude bunécné signalizace po navazani ligandu
ubirat [1, 11].

2. 2. 1 Interakce p-arrestinu se Src kinazami

B-arrestiny se mohou pfimo vazat ke kinazam ze
skupiny Src a rekrutuji je k agonistou obsazenému
GPCR. Stimulace receptori (napf. f2-adrenergnich
v HEK-293 burkach, neurokinin-1 v KNRK burikach,
CXCR-1 v neutrofilech) spousti pfesun receptorl
s navazanymi p-arrestiny a Src kinazami do klatrinem
potazenych jamek. Proteinovy komplex obsahujici akti-
vovanou Src kinazu, B-arrestin a receptor je zapojeny
do nékolika GPCR-mediovanych signaliza¢nich uda-
losti: tyrozinové fosforylace dynaminu, Ras-dependent-
ni aktivace ERK MAP kinazové kaskady a stimulace
degranulace neutrofil{i (viz obr. 2).

Vazba Src kinazy k pB-arrestinu 1 je zprostfedkova-
na z velké ¢asti interakci mezi Src homologni (SH) 3
doménou kinazy a na prolin bohatymi PXXP motivy
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lokalizovanymi v reziduich 88-91 a 121-124 v N
doméné B-arrestinu 1. Druhé hlavni misto interakce
tvofi N-terminalni ¢ast katalytické domény (SH1) Src
kinazy a dalsi epitopy lokalizované v N-termindlnich
185 Ak reziduich B-arrestinu 1 [1, 2] — viz obrazek 1.

2. 2. 2 p-arrestiny jako ,kostry“ MAP kindzovych
kaskad

MAP kinazy (mitogenem aktivované proteinkinazy)
patfi do rodiny vyvojové konzervovanych serin/tre-
oninovych kinaz, které jsou spojené s transdukci
signall regulujicich bunéény rast, déleni, diferenciaci
a apoptozu.

Sav¢i buriky obsahuji pfinejmensim tfi hlavni tfidy
MAP kinaz: ERK (extracelularnim signalem regulo-
vana kinaza), JNK (c-Jun N-termindlni kindza také
znama jako stresem aktivovana proteinkindza, SAPK)
a p38/HOG1 MAP kinazy. ERK cesta je dllezita pro
kontrolu pfechodu GO-G1 faze bunééného cyklu,
spravny prubéh bunééné mitézy nebo meidzy, a tedy
pro bunéénou proliferaci a diferenciaci. JNK/SAPK a
p38/HOG1 MAP kinazy jsou spojeny s regulaci zasta-
veni bunécného rlistu, apoptdzy a aktivaci imunitnich
a retikuloendotelialnich bunék v odpovédi na rozli¢né
stresové vlivy.

Aktivace MAP kinaz probiha kaskadovité. Kaz-
da MAPK je aktivovana fosforylaci pfedchazejicimi
kindzami ze skupiny MAPKK (MAP kinéaz-kinaz
neboli MKK & MEK) a ty jsou aktivovany MAPKKK
(MAP kindzami-kinazami-kindzami neboli MKKK ¢i
MAP3K). Napfiklad v ERK1/2 kaskadé proximalni
kinazy Raf-1 a B-Raf (MAPKKK) fosforyluji a aktivuji
treonin/tyrozinové kinazy MEK1 a MEK2 (MAPKK),
které postupné fosforyluji a aktivuji ERK1/2. Aktivované
MAP kinazy fosforyluji pestrou Skalu membranovych,
cytoplazmatickych, jadernych a cytoskeletalnich sub-
strat(, translokuji se k jadru a zde fosforyluji a aktivuji
jaderné transkripéni faktory spojené s DNA syntézou
a bunéénym délenim.

V mnoha pfipadech je aktivace MAP kinazovych
kaskad kontrolovana navazanim kinaz ke ,scaffolding*
proteinm, jez funguji jako kostra ¢i leSeni v tomto
postupném aktivacnim procesu. Scaffolding proteiny
zastavaji v bunkach pfinejmensim tfi funkce: zvysuji
ucinnost signalizace mezi naslednymi kindzami v
fosforylaéni kaskadé; zajistuji signaliza¢ni presnost
tlumenim kfizové komunikace mezi paralelnimi MAP
kinazovymi kaskadami a cili MAP kinazy do specific-
kych subcelularnich lokalizaci.

Tyto ,scaffolding” vlastnosti byly objeveny pravé
u B-arrestind. Stimulace proteindazou aktivovaného
receptoru 2 (PAR2) v KNRK burikach ¢&i angiotenzi-
nového receptoru AT1a v HEK293 a COS-7 burikach
indukuje tvorbu multiproteinovych komplex( osahuiji-
cich internalizovany receptor, p-arrestin, Raf-1, MEK
a aktivovanou ERK1/2.

B-arrestin 2 je zapojen i v JNK3 MAP kinazové
kaskadé. JNK3 je izoforma specificka pro nervovou
tkan. Po stimulaci AT1a receptor(l formuje p-arrestin
2 komplexy s MAPKKK Ask1 (apoptotické signaly
regulujici kinazou 1), MAPKK MKK4 a JNKS3 (ale ne

s JNK1 nebo JNK2). Ask1 se vaze k N-konci -arrestinu
2, zatimco JNKS3 vazba je zprostfedkovana RRSLHL
motivem v C-termindlni oblasti B-arrestinu 2. Tento
motiv neni pfitomen v B-arrestinu 1, ale byl identifikovan
v nékolika dalSich MAPK véazajicich proteinech.

Schopnost p-arrestin(i kontrolovat jak aktivitu, tak i
prostorovou distribuci MAP kinaz ma dllezité funkéni
dasledky. Mnoho GPCRs soubézné pouziva vice roz-
dilnych mechanismu k aktivaci MAP kinaz. Napfriklad
AT1a receptor miize aktivovat ERK1/2 nejen cestou
B-arrestin-dependentni drahy, ale také pomoci G-pro-
tein-dependentnich signalt a zkfizenou komunikaci
s klasickym receptorem tyrozinovych kinaz. Zkfizena
komunikace mezi GPC a EGF receptory vysvétluje
proliferativni odpovéd na GPCR stimulaci v mnoha
systémech.

Aktivovana ERK 1/2 v komplexu s B-arrestinem 1
(stejné jako dalSi aktivované MAP kinazy, viz dfive)
fosforyluje nejen nuklearni transkripéni faktory, ale také
substraty cytoplazmatické membrany, cytoplazmatické
a cytoskeletalni. Tyto komplexy zfejmé také specificky
cili ERK1/2 k nenuklearnim intracelularnim substra-
tim, ty jsou ERK 1/2 nasledné fosforylovany — napf.
fosforylovany cytozolovy protein p90ORSK spojeny
s transkripCni regulaci obratem prendsi signaly do jad-
ra. Tento mechanismus predstavuje alternativni cestu
transkripce nasledujici aktivaci GPCR, transkripéni
udalosti mediované pfimo nuklearnim poolem ERK1/2
jsou v tomto modelu potlaceny [1, 2].

2. 3 Vyznam arrestinl pFi regulaci ubikvitinace
a apoptozy

B-arrestiny ovliviuji ¢innost onkoproteinu Mdm2
(mouse double minute 2), ktery funguje jako E3-ubikvi-
tinligaza proteinu p53, B-arrestint (vzajemné vztahy
Mdm2 a B-arrestinl jsou tedy slozZité propojeny), a
dokonce i Mdm2 (za urc&itych podminek Mdm2 funguje
jako ,autoubikvitinligaza®); pfenaseji Mdm2 a dalsi
E3-ubikvitinligazy k receptordim (coz vede k proteazo-
malni destrukci receptort) [9, 12, 13].

Proces ubikvitinace (syn. ubikvitinylace) byl zmapo-
van v pomérné nedavné dobé. A. Hershko, |. Rose a A.
Ciechanover se jim zabyvali od konce 70. let minulého
stoleti, v roce 2004 ziskali za tento objev Nobelovu
cenu za chemii. Ubikvitinace je posttranslaéni modifi-
kace proteinu, ktera spociva v pfipojeni polyubikvitinu
k proteinu kovalentni vazbou. Probiha mechanismem
vicestupnové kaskady, ktera slouzi k oznaceni proteint
pro rozklad v proteazomech.

Enzym E1 aktivuje C-konec malého polypeptidu
ubikvitinu (76 Ak) a vznika prvni meziprodukt — thiolo-
vy ester E1 — ubikvitin. Aktivovany ubikvitin je potom
prfemistén z E1 na thiolovou skupinu jednoho z konju-
gacnich enzym0 E2 opét za vzniku thioesterové vazby.
Ve tfetim stupni se pfipoji E3-ubikvitinligdza, ktera spe-
cificky rozpozna substrat. C-koncovy glycin ubikvitinu
je potom kovalentni izopeptidovou vazbou pfipojen k
g-aminoskupiné lyzinového zbytku substratu. V pfipo-
jeni dal8ich molekul ubikvitinu hraje ulohu elongacni
faktor E4. Teprve po pfipojeni minimalné ¢tyf molekul
ubikvitinu k substratu dojde k rozpoznani substratu
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proteazomem a substrat je degradovan. Enzym E1
(ktery aktivuje ubikvitin) je pouze jeden, konjugacnich
enzymuU E2 je vice nez 40. E3-ubikvitinligazy jsou
velmi pocetnou heterogenni skupinou proteinl (pfes
500 protein() [14].

E3-ubikvitinligazy se déli na tfi skupiny podle
struktury a zplsobu rozpoznani substratu. Onkopro-
tein Mdm2 nalezi do skupiny RING (,really interesting
new gene) finger-dependentnich E3-ubikvitinligadz a je
kliCovym regulatorem proteinu p53. Tumor supresorovy
gen TP53 a jeho produkt protein p53 zastavaji velmi
dllezitou ulohu pfi regulaci bunééného cyklu. Je-li
jaderna DNA néjakym zplUsobem poskozena, poza-
stavi bunécné déleni a aktivaci dalSich mechanismi
zajisti bud opravu DNA, nebo navodi apoptdzu. Tim
brani vzniku a rdstu nadora.

Mdm2 a p53 jsou propojeny autoregulacnim zpétné
vazebnym mechanismem — transkripce Mdm2 genu je
stimulovana aktivaci p53. Mdm2/p53, zpétnévazebna
smycka, je regulovana interakcemi Mdm2 s nékolika
bunéénymi proteiny (napf. s ARF, Tsg101, MdmX, Rb
a také s B-arrestinem 2), kdy dochazi bud ke zméné
v bunééné distribuci Mdm2, ke zméné stability Mdm2,
nebo k inhibici ligazové aktivity Mdm2.

Mdm2 je nejvice obsazen v jadie (kde kontroluje
funkci p53), v cytoplazmé se nachazi v mnohem
niz8ich koncentracich a pouze minimalné je detekovan
v plazmatické membrané (kde interaguje s GPCRs).
Jak jiz bylo zminéno vySe, B-arrestin 2 je vyznamnym
vazebnym partnerem onkoproteinu Mdm2, moduluje
jeho subcelularni distribuci a ligazovou aktivitu. Do
vazebné interakce vstupuje N-konec B-arrestinu 2
(1-185 AK) a centraini oblast Mdm2 (vazebné mis-
to pro B-arrestin 2 sousedi s RING finger doménou
Mdm2, ktera je nezbytnd pro ubikvitin ligazovou aktivitu
pro samotny Mdm2 a pro p53). Po aktivaci GPCRs
extracelularnimi signaly se sila této interakce zvysuje,
dochazi ke zméné distribuce Mdm2, Mdm2 se trans-
portuje z jadra smérem do cytoplazmy a k plazmatické
membrané.

Dulsledkem B-arrestin 2/Mdm2 interakce je jednak
podpora ubikvitinace B-arrestinu 2 a asistence pfi
internalizaci GPCRs, jednak regulace Mdm2/p53 zpét-
névazebné smycky (omezeni Mdm2 funkce a nasled-
né redukce ubikvitinace a degradace p53, omezeni
autoubikvitinace Mdm2). B-arrestin 2 tedy v navaznosti
na GPCRs aktivaci zvySuje p53-zprostfedkovanou
apoptézu a timto mechanismem propojuje GPCR a
p53 signaliza¢ni drahy [12, 13].

Teprve v nedavné dobé bylo zjisténo, ze nukleocyto-
plazmaticky transport onkoproteinu Mdm2 je zprostfed-
kovan interakci s oligomery B-arrestinu 2 stabilizova-
nymi inozitol 1,2,3,4,5,6 hexakisfosfatem (IP6). Oproti
tomu s GPCRs interaguji monomerické B-arrestiny.
V minulosti byly B-arrestin oligomery povazovany za
klidovy biologicky inaktivni stav. Mutace IP6 vazajicich
mist poskodi oligomerizaci, redukuje interakci s Mdm2
a inhibuje p53-dependentni antiproliferativni (proapop-
toticky) efekt B-arrestinu 2. Intracelularni koncentrace
oligomeru B-arrestinu 2 tak kontroluje bunééné preziti
a proliferaci [15].

B-arrestin 2 podporuje apoptotické déje téz dalSimi
mechanismy nesouvisejicimi s ovlivnénim onkopro-
teinu Mdm2. Jak jiz bylo popséano vy8e, B-arrestiny
funguiji také jako ,scaffolding“ proteiny MAP kindzovych
kaskad a v navaznosti na GPCRs stimulaci spousti
kompletovani MAP kindzového komplexu Ask1-MKK4-
-JNK3-agonistou obsazeny receptor — B-arrestin 2.
Po receptorové internalizaci se komplexy dostavaji
do endozomalnich vezikul a nasleduje aktivace JNK3
kinazy a stimulace apopt6zy [16].

B-arrestin 2 vyznamné ovliviiuje interakce tran-
skrip€niho faktoru NF-«xB a jeho inhibitoru IxB. V Kli-
dovém stavu se faktor NF-xB nachazi hlavné v cyto-
plazmé a je vazan ke svému specifickému inhibitoru
IxB. Tato vazba maskuje sekvence nutné pro transport
NF-«xB do jadra. Infekéni, zanétlivé a stresové podnéty
(napf.TNF-a, LPS, IL-1B) i UV zafeni spousti fosforylaci
IxB inhibitoru — kasein kinazou 2 (CK2) v pfipadé UV
zareni a lkB-kindzovym komplexem (IKK) v pfipadé
vétSiny ostatnich stimul(. Fosforylovany IxB je nasled-
né ubikvitinovan a degradovan v proteazomu. Faktor
NF-«kB je uvolnén z vazby ke svému inhibitoru, timto je
aktivovan a translokovan do jadra, kde Fidi transkripci
genl pro fadu antiapoptotickych protein(, cytokin(
a jejich receptorll, protein ovliviujicich proliferaci
bunék a pro adhezivni molekuly a enzymy zu€astnéné
v zanétlivém procesu [17, 18].

B-arrestin 2 interaguije s kB, brani tak jeho fosforyla-
ci a degradaci, a znemozni aktivaci NFxB. B-arrestin 2
obsahuje dvé vazebné oblasti pro IkBa (mezi Ak reziduy
1-19 a 186—-240), interakce je umoznéna diky pozitivné
nabitym Ak v téchto oblastech. Sila této interakce je
vyznamneé snizena po fosforylaci pfedevsim Ser361 a
Thr383 B-arrestinu 2 kinazou CK2. UV zéfeni vyvola
zvy8eni fosforylaéni aktivity CK2 jak smérem k IxBa,
tak k p-arrestinu 2. Fosforylace B-arrestinu 2 tedy zrusi
supresi NFkB aktivace, NFxB m{ize byt translokovan do
jadra a zde aktivovat antiapoptotické déje. Na druhou
stranu, stimulace p2-adrenergnich receptor( podporuje
defosforylaci p-arrestinu 2, tim je zvySena sila interakce
B-arrestin 2 — IxBa, citlivost bunék k UV-indukované
programované bunééné smrti a epidermalni buriky
jsou chranény pfed vznikem malignit [18].

Vyzkum na drozofile prokézal proapoptotické ucinky i
v pfipadé vizudlniho rod arrestinu. Jeho stabilni transport
k svétlem aktivovanému rodopsinu ved! k apoptdze reti-
nalnich bunék. Byl objasnén molekularni mechanismus
apoptotické smrti fotoreceptorovych bunék — formovani
stabilnich arrestin-rodopsinovych komplex{ a jejich
nasledna endocytéza, vyznamnou roli zde sehrava pravé
i ,scaffolding” funkce vizualnich arresting.

K postupnému zaniku fotoreceptorovych bunék
v8ak dochazi i v pfipadé nedostatku ¢i chybéni arresti-
nu. Zmeény ve funkci zrakovych arrestind jsou spojeny
s retindlnimi nemocemi jak u much a mysi, tak i u lidi.
Mutacim v rodopsinové kindze nebo v rod arrestinu
jsou pfipisovany nékteré formy vrozené nocni slepoty
(napf. Oguchiho nemoc). Rezultuji v poskozenou foto-
receptorovou desenzitizaci a u mnoha z téchto paci-
entl dochazi k postupnému zaniku fotoreceptorovych
bunék az k rozvoiji retinitis pigmentosy [1].

Klinicka biochemie a metabolismus 1/2009

11



V pfedchozim textu bylo podrobné vysvétleno,
jakymi mechanismy B-arrestin 2 a vizualni arrestiny
stimuluji apoptézu. Intracelularni déje jsou slozité
propojeny, arrestiny zastavaji v bunice rozli¢né funkce,
a tudiz neprekvapi objeveni naopak blokaéniho ucinku
B-arrestint na apoptotické mechanismy. Bylo zjiSténo,
Ze v bunikach postradajicich arrestiny stimulace pocet-
nych GPCRs (napf. N-formyl peptid receptoru (FPR),
V2-vazopresin, angiotenzin ll1a a CXCR2 receptor()
iniciuje aktivaci fosfoinozitid 3-kinazy, MAPKs a c-Src
kinazy, coz vyusti v uvolnéni cytochromu C z mito-
chondrii a v aktivaci kaspézy 9 a kaspazy 3. Dochazi k
rychlému zakulacovani bunék, jejich anexin v pozitivité
a nasleduje programovana bunéc¢na smrt. K zahgjeni
apoptotickych déju je nezbytna fosforylace a nasledna
internalizace receptor(. K internalizaci zminénych
receptorl nejsou arrestiny nezbytné nutné, a apoptdza
tak mGze byt zahajena. Pfesny mechanismus spusténi
apoptdzy dosud nebyl objasnén, pfedpoklada se, ze
zde vyznamnou roli hraji ERK a JNK kinazy. V pfipadé
téchto receptoru arrestiny hraji rozhodujici a naprosto
neoCekavanou roli v supresi GPCR-zprostfedkované
apoptdzy. Oproti tomu napf. B2-adrenergni a CXCR4
receptory nejsou schopné internalizace v nepfitom-
nosti arrestin( a apoptoticka signalizace nemuze byt
spusténa [19].

2.4 Nukleocytoplazmaticky ,,shuttling” a nuklearni
funkce arrestinti

Arrestiny jsou pomérné malé proteiny (molekularni
hmotnost 44—48 kDa) a diky tomu mohou volné difun-
dovat nuklearnimi pory. 1zolovana difuze by vyrovnava-
la jejich koncentraci v cytoplazmé a v jadfe. Pfevazné
cytoplazmaticka lokalizace vizualnich arrestind a
B-arrestinu 2 napovida o nutnosti existence aktivniho
nuklearniho transportniho mechanismu [20].

Obousmeérny aktivni transport proteintt mezi cyto-
plazmou a jadrem je dulezity regulaéni mechanismus
pro rozmanité bunééné procesy a je kontrolovan
specializovanymi signély — nuklearnimi lokalizacnimi
importnimi signaly (NLS) a nukledrnimi exportnimi
signaly (NES). Tyto signaly se vyskytuji v proteinech,
jez jsou aktivné transportovany nuklearnimi pory pro-
stfednictvim speciélniho ,pfejizdéjiciho-pendlujiciho®
(angl. shuttling) mechanismu. Ten je tvofen specifickymi
solubilnimi faktory, importiny a exportiny, umoznujici-
mi ,pendlovani“ proteind dovnitf a ven z jadra. Jejich
navazani k pfepravovanému proteinu je regulovano
malou GTPazou Ran, kterd je nezbytna pro spravné
nasmeérovani transportu [20, 21].

Klasické NES, které jsou odpovédné za nuklearni
export vétsiny ,shuttling” proteind, jsou charakterizova-
né pritomnosti leucinovych rezidui a jsou rozpoznané
exportinem CRM1. Rozdilna distribuce B-arrestini
muze byt vysvétlena pfitomnosti klasickych, na leucin
bohatych NES v C-terminalni ¢asti molekuly B-arrestinu
2, které chybi (respektive jsou maskovany) v p-arresti-
nu 1. Konstitutivni nukleocytoplazmaticky ,shuttling*
B-arrestinu 2 byl prokazan pfi kontrole subcelularni
distribuce JNK3 po GPCRs aktivaci zachycenim JNK3
v cytoplazmé. Také Mdm2, ktery se obvykle nachazi

v jadfe v komplexu s p53, je po stimulaci GPCRs
translokovan pomoci B-arrestinu 2 do cytoplazmy a
nasledné k cytoplazmatické membrané (viz dfive)
[20, 22].

Studie z posledni doby (roky 2006, 2007) popisuji
interakce Mdm2 a JNK3 i se zrakovymi arrestiny a
prekvapivé také s pB-arrestinem 1 (které v8ak nejsou
dosud pIné charakterizovany). | tyto arrestiny zajistuji
nukleocytoplazmaticky transport Mdm2 a JNKS. Aktivni
transport ty€inkového arrestinu jadernymi péry je usku-
te€hiovan dvéma mechanismy: jednak NES-depen-
dentnim (tyCinkovy arrestin pravdépodobné obsahuje
dvé NES sekvence) a jednak alternativnim (dosud
nepopsanym) NES-independentnim mechanismem.
B-arrestin 1 ani Cipkovy arrestin neobsahuji zadné
NLS ani NES, jejich cytozolova lokalizace tak musi byt
zajistovana jinymi téz dosud neobjasnénymi mecha-
nismy. V pfipadé p-arrestinu 1 je jednim z moznych
regula¢nich mechanism( zadrzujicich jej v cytoplazmé
jeho interakce s B-arrestinem 2 a vznik cytozolovych
hetereoligomeru [6, 22, 23].

V roce 2006 byla odhalena nova funkce p-arresti-
nu 1.V transfektovanych fibroblastech se B-arrestin
1 v navaznosti na aktivaci k- a 8-opioidnich GPCRs
translokoval do jadra. Tento nitrobunéény pfesun kore-
loval se zvySenou expresi gen( transkripéniho faktoru
c-fos a inhibitoru cyklin dependentni kinazy p27/kip1.
Nasledné byl popsan molekularni mechanismus této
regulace. B-arrestin 1 se podili na tvorbé nuklearniho
komplexu v promotorovych oblastech p27 a c-fos
genu. Tento komplex je tvofen transkripénim faktorem
CREB (cAMP response element-binding protein),
histon acetyltransferazou p300 a B-arrestinem 1, popf.
dal8imi dosud neidentifikovanymi proteiny. g-arrestin 1
pusobi jako nuklearni ,scaffolding” protein rekrutujici
p300 k CREB, coz vede ke zvySené acetylaci histonu
H4, reorganizaci chromatinu a zvySené genové tran-
skripci p27 a c-fos. Nuklearni funkce B-arrestinu 1 byly
potvrzeny pouze v pokusech in vitro, in vivo dosud
sledovany nebyly [24].

2. 5 Funkce p-arrestinil v chemotaxi

Chemotaxe je definovana jako fizenda migrace
bunék smérem k agonistim. Je klicovym mechanis-
mem imunitnich reakci, hojeni ran, embryogeneze,
angiogeneze a migrace neuront v prubéhu vyvoje
nervové soustavy. Chemotaxe je spojena s GPCRs a
s GBy podjednotkami G-proteind, Rho GTPazou, fos-
foinozitid 3-kinazou a ERK1/2. Vzhledem ke klasické
roli arrestin(i v receptorové desenzitizaci se v minulosti
pfedpokladalo, ze B-arrestiny budou chemotaxi spise
tlumit. Tato hypotéza v8ak byla v roce 2002 vyvrace-
na objevenim vyznamné role B-arrestin( pfi stimulaci
bunééné chemotaxe. B-arrestin 2 se uplatriuje napf.
pfi chemotaxi a chemokinezi spermii a pfi migraci Th2
lymfocytl (viz dale) [2, 5, 24, 25].

2. 6 p-arrestin 2, odorantni receptory a migrace
spermii

Odorantni (,vonné®) receptory (ORs) byly objeve-
ny az v roce 1991 a tvofi nejrozsahlejSi podskupinu
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GPCRs. V savéim genomu bylo popsano az 1000 OR
gend, u lidi bylo dosud nalezeno cca 350 typd ORs
(cca 60 % lidskych OR genu se zatim jevi jako pseu-
dogeny). Jak jiz nazev napovida, tyto receptory jsou
exprimovany predevsim v ¢ichovych neuronech, kon-
krétné v jejich sféricky rozsifenych dendritech a z nich
odstupuijicich cilii (zde se nachazi téz B-arrestin 2)
a v jejich axonech. OR vaze B-arrestin 2 s vysokou
afinitou a klatrin-dependentnim mechanismem je tento
komplex internalizovan. Ve vzniklych endozomech je
B-arrestin 2 pfitomen i po dlouhodobé expozici odo-
rantu (> 30min), receptory nejsou cileny k lysozomalni
degradaci, ale mohou byt pomalu recyklovany zpét
k plazmatické membrané (,long cycle® recyklace). Tvor-
ba stabilnich B-arrestin 2-ORs komplex( tedy spusti
pomaly dlouhy recyklaéni cyklus, kdy endozomy musi
byt transportovany i perinuklearni zénou, ORs jsou
pomérné dlouhou dobu zadrzovany v cytozolu. Popsa-
né chovani umoznilo ORs zaradit do tfidy B GPCRs
a je podstatou jejich adaptace na opakované a pfrilis
intenzivni ¢ichové viemy. Adaptace predstavuje dulezity
zpétné vazebny mechanismus, ktery chrani buriky
pfed akutni i chronickou receptorovou overstimulaci a
umozni bunkam zulstat citlivymi ke zménam intenzity
signall v Sirokém rozmezi Urovné stimulace.

V roce 1992 byla objevena pfitomnost odorantnich
receptorl téZ v savéich spermatozoich. V lidskych
spermatozoich byl pfiblizné o 10 let pozdéji nalezen OR
typu hOR17-4 a byla zjiSténa jeho UcCast pfi vyvoji sper-
mii, pfi jejich chemotaxi a chemokinezi a pfi interakci
oocyt/spermie. p-arrestin 2 se soustfeduje do stejnych
subcelularnich kompartmentd spermatozoi jako ORs
(nejvyssi vyskyt ve ,stfednim oddilu“) a podili se na
regulaci chemoreceptorové odpoveédi. Pfekvapujici bylo
zjidténi, Ze stimulace testikularniho hOR17-4 indukuje
PKA-dependentni translokaci B-arrestinu 2 a fosfory-
lovanych MAPKs (ERK1/2 a p38) z cytozolu do jadra
spermie, kde jsou zapojeny do regulace transkrip&nich
déja. Prifertilizaci pronika hlavi¢ka spermie do oocytu,
velmi pravdépodobné sem pfechazi i p-arrestin 2 a
fosforylované MAPKs. To by mohlo byt dilezité pro
iniciaci a regulaci genové exprese v sam¢im prvojadre
zygoty, v ryhujicim se vajiCku, popf.i v ¢asnych krocich
embryonalniho vyvoje [5, 24].

3 Klinické priklady

3.1 Arrestiny a nefrogenni diabetes insipidus
Vyznam stupné afinity arrestind k receptoriim potvr-
zuji nasledujici pfiklady. Mutace V2 receptoru R137H
(arginin 137 je substituovan histidinem) je asociova-
na s familiarnim X vazanym nefrogennim diabetes
insipidus. Patfi do skupiny ,loss-of-function” mutaci
(je spojena se ztratou €i snizenim funkce receptoru).
Indukuje konstitutivni arrestinem zprostfedkovanou
desenzitizaci. Na rozdil od nemutovaného vazopresi-
nového receptoru je R137H receptor stoceny do
nespravné konformace, je dokonce i v nepfitomnosti
agonisty konstitutivné fosforylovany a sekvestrovany

v arrestin-asociovanych intracelularnich vezikulach;
neni recyklovan zpét k bunééné membrané a nemiize
se Ucastnit pfenosu bunéénych signald. Eliminace
mutovanych mist R137H receptoru, jez kdduji tuto
vysoce afinitni B-arrestin-receptorovou interakci,
receptoru opét umozni jak lokalizaci v cytoplazmatické
membrané, tak odpovédét na agonistu; je navracena
schopnost receptorové signalizace.

Analogicka mutace v molekule rodopsinu (R135A
nebo L) ma za nasledek zvySeni afinity k rodopsino-
vé kindze a vizualnimu arrestinu. Vyznamné snizeni
funkce V2R a rodopsinovych mutant souvisi s jejich
zvySujici se silou interakce s arrestiny [26].

Mezi vyznamné priciny GPCR-asociovanych chorob
patfi defekini receptorova desenzitizace a sekvestrace.
Timto smérem se zacaly ubirat potencialni moznosti
terapeutického ovlivnéni. Bylo zjisténo, Zze podavani
antagonisty vazopresinu SR49059 u nékolika paci-
entdl vyznamné zmirnilo pfiznaky diabetes insipidus
(doSlo ke zvySené reabsorpci vody a snizeni diurézy).
SR49059 prostupuje cytoplazmatickou membranou a
na receptory se vaze v endoplazmatickém retikulu, kde
jsou zadrzovany. Plsobi jako farmakologicky ,chape-
ron‘, ktery je schopen navratit spravnou konformaci,
funkci a schopnost recyklace nékterym V2R mutan-
tam. Proces desenzitizace a sekvestrace v8ak timto
antagonistou ovlivnén nebyl. Vyhledové je planovano
terapeutické snahy cilit pravé na proces receptorové
sekvestrace, respektive na inhibi¢ni plsobeni na kon-
stitutivni interakci R137H V2R s B-arrestinem [27].

3. 2 Arrestiny a hypertenze

V pfipadé mutovanych angiotenzinovych receptort
AT1a (L305Q AT1aR) podavani sartant (antagonist(
téchto receptord) zabrani pfimo receptorové sekves-
traci a podporuje jejich transport z endocytozového
poolu k plazmatické membrané [27].

O antagonistech GPCRs se v posledni dobé hovofi
téz v jinych souvislostech. ,Klasicti“ antagonisté téchto
receptor(l (betablokatory a jiz zminéné sartany) patfi
mezi nejpouzivanéjsi Iéky na svété. Antagonizuji
v8ak obé signalizaéni cesty (jak G-proteinovou, tak
i B-arrestinovou), coz neni vzdy zadouci. Zacalo se
diskutovat o nové generaci antagonistd (napf. Sll-
angiotenzin 1l), jez by blokovala Skodlivé plsobeni
~chronické“ G-proteinové signalizace, na druhou stranu
by vSak neovliviiovala cytoprotektivni a antiapoptotické
B-arrestinové signaliza¢ni drahy [9].

3. 3 Arrestiny a nadorova onemocnéni

Recentni studie nachazeji stale ¢astéji souvislosti
mezi B-arrestinem aktivovanou Src kindzou a rozvojem
maligniho nadorového onemocnéni. Zde uvedeme dva
pfiklady — kolorektalni karcinom a nemalobunécny
karcinom plic. GPCR ligand-dependentni transaktivace
receptorll pro rlistové faktory je spojena s proliferaci a
migraci nadorovych bunék. Prostaglandin E2 (vznikaji-
ci plisobenim cyklooxygenazy 2) aktivuje prostaglandi-
novy receptor EP4R ze skupiny GPCRs, coz indukuje
jeho fosforylaci GPCR kinazou. Fosforylované intra-
celularni smycky EP4 receptoru pfitahuji a nasledné
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k sobé translokuji B-arrestin 1. To spusti defosforylaci
B-arrestinu 1 v oblasti serinu-412 a umozni jeho asocia-
ci s c-Src kinazou. Vznikd EP4R/ p-arrestin 1/c-Src sig-
naliza¢ni komplex, ktery transaktivuje EGFR a navazu-
jici signalizaéni kaskady fosfatidylinozitol 3-kinaza/Akt
a Ras/Raf/MEK/ERK. Aktivace téchto signalizacnich
kaskad je spojena s migraci a metastazovanim bunék
kolorektalniho karcinomu. Na samém pocatku téchto
déju se nachazi zvySena exprese cyklooxygenazy 2,
ktera je asociovana nejen s metastazami kolorektalniho
karcinomu, ale i s primarnimi nddory stfev a metasta-
zami karcinomu plic a prsu [28].

Nadorové bunky nemalobunééného karcinomu
plic mGzou byt stimulovany k proliferaci téZ nikotinem,
cestou nikotinovych acetylcholinovych receptorl
(nAChRs). Po této stimulaci vznikaji oligomerické kom-
plexy slozené z B-arrestinu, Src a nAChRs. Aktivovana
Src nasledné aktivuje Raf-1, vznikajici Rb/Raf-1/E2F1
komplexy obsadi promotory proliferace. Trvala mitogen-
ni signalizace vede k disociaci Raf-1 a Rb od téchto
promotor(, zatimco E2F z{istava k promotoriim vazan
a bunka mize vstoupit do S-faze svého cyklu. V kli-
dovém stavu je pfechod do S-faze a bunécna prolife-
race blokovana pfitomnosti Rb v promotorové oblasti
proliferaénich genll. Suprese B-arrestinu zablokuje
aktivaci Src kinazy, suprimuje hladinu fosforylované
ERK a zrusi Rb-Raf-1 vazbu. Tato zjisténi otviraji nové
moznosti cilené protinadorové terapie [29].

3. 4 Arrestiny a psychiatricka onemocnéni

NejvysSi koncentrace B-arrestinG byly zjistény
v nervové tkani (a ve sleziné, viz dfive). Zmény
koncentraci p-arrestinu 2 v mozku (vétSinou jejich
zvy$eni) a nasledna chybna intracelularni signalizace
souviseji s riznymi psychiatrickymi poruchami (napf.
se schizofrenii, bipolarni afektivni poruchou, rozvojem
alkoholové zavislosti). V téchto regulacnich drahach
ovliviiuje B-arrestin 2 napf. tvorbu komplext sloZzenych
ze serin/treoninové kinazy Akt, B-arrestinu 2 a serin/
treoninové proteinfosfatazy 2A (PP2A) a funguje jako
pozitivni mediator dopaminergniho a p-opioidniho
synaptického prenosu. Vyhledové by se p-arrestin 2
mohl stat moznym terapeutickym cilem i v pfipadé
téchto psychiatrickych poruch [30-32].

3.5 Arrestiny a alergické astma

Asthma bronchiale je chronické zanétlivé onemoc-
néni dychacich cest s funkéni pfevahou Th2 lymfocytd.
Migrace Th2 bunék do dychacich cest je pro rozvoj
zanétu kli¢ova. Je regulovana prostfednictvim che-
mokinovych GPCRs a teprve v nedavné dobé bylo
zZjisténo, Ze je pro ni nezbytna i pfitomnost B-arresti-
nu 2 v Th2 burikach. Alergenem senzitizované mys$i
s defektnim genem pro B-arrestin 2 neakumulovaly T
lymfocyty v dychacich cestach a neprojevily se u nich
zadné zanétlivé projevy typické pro astma.

Mechanismus, jakym B-arrestin 2 mize regulo-
vat chemotaxi T bunék, neni dosud zcela objasnén.
B-arrestiny funguji jako scaffolding proteiny spojujici
GPCR aktivaci a MAP kinazové kaskady (ERK, JNK-3 a
p38, viz drive). Propojeni MAPK kaskady p-arrestinem

2 je pravdépodobné pro receptorem zprostrfedkovanou
migraci nékterych bunék nezbytné. p-arrestin-MAPK
komplexy jsou pfednostné cileny nikoliv k jadernym,
ale k cytozolovym substratim, a pravé ty mohou byt
zapojeny do bunééné chemotaxe. Alternativné mohou
B-arrestiny regulovat chemotaxi prostfednictvim termi-
nace chemokin-receptorové signalizace [25].

B-arrestin 2 mize kromé migrace T bunék regulovat
téz jejich diferenciaci. K tomu, aby z prekurzorovych Th
bunék vznikl klon zralych efektorovych bunék Th2, je
potfeba, aby se prekurzorova burika setkala s antigenem
na povrchu antigen prezentujici bunky a za pfitomnosti
interleukinu-4 (IL-4). Signaly pfedané do prekurzorové
Th buriky pfes T bunécny receptor aktivuji Ras-ERK1/2
cestu, coz vystupnuije IL-4 receptorovou signalizaci a do-
jde k opakovanému déleni a diferenciaci na klon zralych
efektorovych Th2 bunék. Ackoliv ani T bunécné receptory,
ani IL-4 receptory nepatfi do skupiny GPCRs, p-arrestin
2 miiZe modulovat non-GPCR-zprostfedkované udalosti
prostfednictvim transaktivace nonheptahelikalnich recep-
tort nebo prostfednictvim intracelularni modulace signa-
liza¢nich drah. Diferenciace Th bunék do Th2 linie byla
u B-arrestin 2 deficientnich mysi redukovana pouze za
klidovych podminek, v prabéhu antigenni senzitizace
narusena nebyla [25, 33, 34].

PlUsobeni bakteridlnich lipopolysacharidii na
B-arrestin 2 deficientni mysi u nich vyvolalo neutrofilni
plicni zanét a zvysilo hyperreaktivitu dychacich cest,
srovnatelné vysledky byly ziskany u p-arrestin 2 pozitiv-
nich mysi. Je tedy dulezité zdlraznit, Ze nepfitomnost
B-arrestinu 2 nesnizi migraci vSech zanétlivych bunék,
ale pouze lymfocytl [33].

B-arrestin 2 reguluje rozvoj zanétlivé odpovédi na
zaCatku celé zanétlivé kaskady, tim se stava atraktivnim
ter€em pro eventualni novou terapii astmatu [25].

O B-arrestinu 2 a bronchialnim astmatu se v posled-
ni dobé diskutuje téz v jinych souvislostech. Chronické
uzivani inhala¢nich 2-agonistd astmatiky je asociova-
no s postupnou ztratou bronchoprotektivniho u¢inku
a se zhorSenim kontroly astmatu. Studie z roku 2008
dokazuje, ze podstatou je desenzitizace p2-adre-
nergnich receptor( hladkého svalstva dychacich cest
zprostfedkovana GRK a B-arrestinem 2. Odstranéni
genu pro B-arrestin 2 u mySi bronchodilataéni u¢inky
2-agonistli obnovilo. | tyto vysledky by mohly pfispét
k vyvoji novych antiastmatik zaméfenych pravé na
B-arrestin 2 [35].

Pouzité zkratky:
Ak — aminokyselina
AP2  — adaptor protein 2

Ask1 — apoptotické signaly regulujici kinaza 1
AT1aR - angiotenzinovy receptor typu 1a

CK2 - kasein kindza 2

CREB - cAMP response element-binding protein
EGF - epidermalni ristovy faktor

ERK  — extracelularnim signalem regulovand kindza
GPCR - receptor sprazeny s aktivaci G-proteinu
GRK - kinaza receptoru sprfazenych s G-proteiny
HUGO - Human Genom Organisation
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IxB — inhibitor nuklearniho faktoru kappa
IKK — lkB-kinazovy komplex

IL-4 — interleukin-4

IP6 —inozitol 1,2,3,4,5,6 hexakisfosfat
JNK  —c-Jun N-termindlni kinaza

LPS - lipopolysacharid

MAPK — mitogenem aktivované proteinkindzy
Mdm2 — mouse double minute 2

MEFs - fibroblastové linie odvozené od mySich embryi
nAChR — nikotinovy acetylcholinovy receptor

NES - nuklearnimi exportni signaly

NF-kB — nuklearni faktor kappa B

NSF  — N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
NSL  — nuklearni lokalizaéni importni signaly
OR — odorantni receptor

PAR2 - proteinazou-aktivovany receptor 2

PKA  —proteinkinaza A

PKC  —proteinkinaza C

PP2A - serin/treoninova proteinfosfataza 2A

SAPK - stresem-aktivovana proteinkinaza

SH — Src homologni

TNFa —tumor necrosis factor alpha
V2R  —V2 vazopresinovy receptor
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