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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Arestyny sa cytosolowymi biatkami, ktére oddziatujac z ufosforylowanym regionem cytoplazma-
tycznym receptoréw sprzezonych z biatkami G (GPCR) uniemozliwiaja zwiazanie si¢ bialek G
iich dalsza aktywacje. Tym samym zablokowana zostaje kaskada przekazywania sygnatu przez
GPCR. U ssakéw odkryto cztery izoformy arestyn. Dwie z nich wystgpuja swoiscie w fotorecep-
torowych komoérkach siatkéwki oka, natomiast dwie pozostate (tzw. B-arestyny 1 i 2) sa obecne
w rozmaitych komérkach organizmu. Ostatnio wykazano, ze biatka te oprécz blokowania aktyw-
nosci sygnalizacyjnej GPCR petnia réwniez wiele innych, waznych funkcji w komérkach.
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Summary

Arrestins are cytosolic proteins involved in the termination of signaling by activated
G protein-coupled receptors (GPCR). Four different arrestins are identified in mammals to date.
Two of these are specific to retinal photoreceptor cells, while the other two (B-arrestin 1 and 2) are
ubiquitously expressed. Recently, several new regulatory functions of arrestins in such processes
as receptor ubiquitination, signaling through kinases, and others have been discovered.
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WPRoOWADZENIE

Pierwszym opisanym przedstawicielem rodziny arestyn
byto, wyizolowane z siatkéwki oka bydlgcego, cytosolo-
we biatko o ruchliwosci elektroforetycznej 48 kDa, znane
jako antygen S (soluble) lub biatko 48 K [97]. Nazwg are-
styna (arrestin) wprowadzono po stwierdzeniu, ze blokuje
ono przekazywanie sygnatu przez ufosforylowana rodopsy-
ne, ,,aresztujac” jej region cytoplazmatyczny [100]. Wkrétce
biatko to sklonowano i okreslono jego pierwszo- i drugo-
rzedowa strukturg [89]. Okazato si¢ réwniez, ze miejscem
jego wystgpowania sg fotoreceptorowe komorki precikowe
[103,104,105]. Badania nad mechanizmami przekazywania
sygnatu przez receptory B-adrenergiczne (B-AR) doprowa-
dzity do odkrycia dwéch kolejnych arestyn, a przyczyni-
fo sig¢ do tego niewatpliwie poznanie procesu hamowania
aktywnosci sygnalizacyjnej rodopsyny przez arestyng siat-
kéwkowa. W trakcie oczyszczania kinazy swoiscie fosfory-
lujacej receptor B2-adrenergiczny (B,-AR) stwierdzono, ze
w miarg uzyskiwania coraz bardziej oczyszczonego enzy-
mu, paradoksalnie obniza si¢ jego zdolnos¢ do blokowania
aktywnosci (odczulania) receptora. Zdolnos¢ ta byta przy-
wracana po dodaniu do uktadu eksperymentalnego aresty-
ny siatkéwkowej, ale proces byl mato wydajny w poréw-
naniu z uktadem zawierajacym rodopsyng. Sugerowato to
istnienie biatka o wlasciwosciach charakterystycznych dla
arestyny, lecz zdecydowanie bardziej swoistego wzgledem
uktadu B-adrenergicznego. Jego poszukiwania doprowadzi-
ty do identyfikacji dwoch izoform, tzw. B-arestyn. W 1990
roku Lohse i wsp. sklonowali 418 aminokwasowe bialko,
homologiczne w 60% z arestyna siatkdwkowa i nazwali je
[B-arestyna 1 [60], a w dwa lata p6Zniej Attramadal i wsp.
[4] opisali sekwencje B-arestyny 2. Najp6zniej odkrytym
biatkiem z rodziny arestyn byla tzw. arestyna czopkowa,
odgrywajaca w komoérkach czopkowych siatkéwki podob-
na role jak arestyna precikowa w precikach [14].

Badania ekspresji bialek z rodziny arestyn wykazaty, ze
arestyny precikowa i czopkowa wystepuja gtéwnie w fo-
toreceptorowych komorkach siatkéwki oka, cho¢ ich nie-
wielkie ilosci stwierdzono rowniez w szyszynce [16].
Obydwie B-arestyny sa obecne w réznych typach komo-
rek [4,48,60,94], ale gtéwnie lokalizowano je w osrodko-
wym uktadzie nerwowym i §ledzionie [62,72]. Analogi are-
styn ssaczych wykryto réwniez u organizméw nizszych,
zaréwno krggowcow [71], jak i bezkrggowcow [41].

Siatkéwkowa arestyna bydlgca jest zbudowana z 404 ami-
nokwaséw o lacznej masie czasteczkowej 45,3 kDa, r6z-
niacej si¢ nieznacznie od tej obserwowanej w elektrofo-
rezie [77]. Z analizy krystalograficznej wynika, ze w jej
strukturze wyrdzniaja si¢ dwie charakterystyczne dome-
ny, N-konicowa (reszty 8-180) i C-koricowa (reszty 188-
362), z ktérych kazda jest zbudowana z siedmiu taricu-
chéw o strukturze beta harmonijek. C-koicowy odcinek
arestyny (reszty 372-404) i domeng C-koricowa taczy tzw.
region zawiasowy [35]. Dzigki jego obecnosci C-korico-
wy odcinek moze oddziatywac z fragmentami obu domen,
wplywajac na konformacje biatka [38]. Stwierdzono, ze
obszar odpowiedzialny za rozpoznawanie aktywowanej
rodopsyny znajduje si¢ w obrebie domeny N-koricowej,
natomiast miejsce jej wigzania w domenie C-koricowe;j.
Polarne aminokwasy z regionéw regulatorowych zarow-
no N-, jak i C-koricowych tworza charakterystyczne sku-

pisko zwane rdzeniem polarnym, ktdry jest wrazliwy na
ujemny tadunek reszt fosforanowych ufosforylowanego re-
ceptora docelowego. Konformacja arestyny jest regulowa-
na przez oddziatywania rdzenia polarnego z C-koficowym
fragmentem receptora [30]. W przypadku braku pobudze-
nia rdzen jest osadzony migdzy domena N- i C-koficowa
arestyny, natomiast podczas oddzialywania z GPCR jego
ufosforylowany fragment wnika w obreb rdzenia, rozrywa
oddziatywania reszt polarnych i uwalnia fragment C-konco-
wy. Takie rozluzZnienie struktury arestyny utatwia tworze-
nie jej kompleksu z receptorem. Podobng ogdlna strukture
maja B-arestyny. Jednak w odréznieniu od arestyn siatkw-
kowych ich region C-koricowy zawiera dodatkowo miejsca
fosforylacji oraz miejsca wiazace klatryny i biatko AP2,
ktore odgrywaja istotna rolg w procesie endocytozy [61].
Wszystkie cztery arestyny wykazuja wysoka (~60%) homo-
logie (ryc. 1). Jest ona najwyzsza (~80%) miedzy B-aresty-
ng 112, anizsza miedzy B-arestynami i arestynami komo-
rek fotoreceptorowych. Réznice dotycza gtéwnie regionéw
N- i C-koricowych.

Podstawowa funkcja wszystkich arestyn jest wspomnia-
na juz zdolnos¢ blokowania przekazywania sygnatu we-
wnatrzkomdrkowego przez aktywowane receptory sprze-
zone z biatkami G [21,48]. Badania ostatnich lat wskazuja
jednak, ze uczestnicza one réwniez w wielu innych pro-
cesach, petniac czasem zupelnie nieoczekiwane funkcje.
I tak B-arestyny, dzieki obecnosci domeny wiazacej kla-
tryny, stanowig element posredniczacy w endocytozie i re-
cyklizacji receptoréw [53,67]. Biora udzial w sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej przez oddziatywanie bezposrednie
lub posrednie z biatkowymi kinazami z rodziny Src [63],
rodziny MAPK [56] i innymi [15,66]. Obecnos¢ arestyn
wptywa na proces chemotaksji [98]. Poprzez oddziatywa-
nie z fosfodiesterazami arestyny moga modulowaé poziom
cAMP w komoérce [82]. Ostatnie doniesienia wskazuja na
ich udziat w inhibicji NF-xB [101]. W miar¢ rozwoju ba-
dan liczba proceséw komérkowych, w ktérych wykazano
udziat arestyn stale wzrasta. Te poznane dotychczas posta-
nowiliSmy oméwic¢ ponize;.

KLasyczna roLA ARESTYN w obczuLaniu GPCR

Receptory sprzg¢zone z biatkami G (G protein-coupled re-
ceptors — GPCR), zwane réwniez receptorami 7-krotnie
przebijajacymi btong komoérkowsa (seven-membrane-span-
ning receptors — 7MSR), stanowia najliczniejsza rodzi-
ne¢ receptoréw komoérkowych, reprezentowana w ludzkim
genomie przez co najmniej 1000 potencjalnych cztonkéw
[75,102]. Odpowiadaja na tak réznorodne sygnaly zewna-
trzkomérkowe, jak: §wiatto, czasteczki zapachowe, neuro-
przekazniki czy hormony [86]. Mechanizm przekazywania
sygnatu przez GPCR jest schematycznie przedstawiony na
rycinie 2. W wyniku oddziatywania z agonista dochodzi
do takiej zmiany konformacyjnej w strukturze receptora,
ktéra umozliwia zwigzanie si¢ w jego czgsci cytoplazma-
tycznej heterotrimerycznego biatka G. Oddziatywanie z re-
ceptorem powoduje wymiang GDP na GTP w podjednost-
ce G bialka G i w konsekwencji dysocjacje heterotrimeru
na dwie podjednostki G i GBv' Obydwie uwolnione pod-
jednostki, w zaleznosci od izoformy oraz rodzaju komé-
rek, moga z kolei aktywowaé wiele biatek efektorowych,
wsréd ktérych znajduja si¢ cyklazy adenylanowe, fosfo-
diesterazy, fosfolipazy, czy kanaty jonowe [8,27,31,32,73].
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Ryc. 1. Pordwnanie sekwendji arestyn ludzkich. Biate litery na czarnym tle oznaczajq identyczne aminokwasy w danej pozycji, natomiast biate
litery na szarym tle aminokwasy podobne; Ar1, Ar2, ArCi ArP oznaczaja kolejno: B-arestyny 1i 2, arestyne czopkows i arestyne precikowa.

Poréwnanie przeprowadzono korzystajac z programu ClustalW

Pobudzony przez agoniste GPCR moze aktywowac wiele
czasteczek biatka G i jesli proces ten nie podlegaltby ogra-
niczeniom dochodzitoby do niekontrolowanej stymulacji
szlakéw sygnatowych komérki. Zahamowanie katalitycz-
nej aktywnosci receptora, zwane odczuleniem, wiaze si¢
z jego fosforylacja i, jak to wykazano dla znacznej ilosci
GPCR, przytaczeniem w ufosforylowanym regionie aresty-

ny, ktéra ,,aresztuje” reszty zaangazowane w wigzanie biat-
ka G [45,83]. W ten spos6b dochodzi do ttumienia prze-
kazywanego przez receptor sygnatu [34,54] i rozpoczyna
sig proces regeneracji receptora.

Do najwczesniej opisanych GPCR nalezy rodopsyna, beda-
ca receptorem $wiatla [17,50] i receptory B-adrenergiczne
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Ryc. 2. Rola arestyn w odczulaniu receptoréw sprzezonych z biatkiem G (GPCR). Pobudzony przez agoniste (L) receptor ulega konformacyjnym
przeksztatceniom (1). Do jego cytoplazmatycznej czesci wiaze sie biatko Gy, (2). Nastepuje aktywacja trimeru i wymiana GDP na GTP w
podjednostce G,, a nastepnie rozpad czasteczki na podjednostki G, i Gy, (3). W wyniku fosforylacji receptora przez kinaze swoista dla GPCR
(4) mozliwe jest przytaczenie arestyny (5). Arestyna wiazac sie do cytoplazmatycznej czesci receptora przestrzennie uniemozliwia zwigzanie
w tym miejscu biatka Ggg,, co prowadzi do przerwania kaskady przekazywania sygnatu; L — ligand (agonista), Ar — arestyna, P — reszty
fosforanowe, GRK — kinaza receptora sprzezonego z biatkiem G

wiazace adrenaling i noradrenaling [72,91]. Procesy akty- ficzne biatko G, zwane transducyna (Tofy), rozpoczyna-
wacji 1 inaktywacji tych receptoréw zostaty rowniez po- jac proces fototransdukcji, czyli zmiang sygnatu swietlnego
znane jako jedne z pierwszych. Rodopsyna po absorpcji na sygnal nerwowy [79]. Aktywowana transducyna ulega
fotonu ulega konformacyjnemu przeksztalceniu w metaro- rozpadowi na podjednostki T i T, Nastgpuje ciag reak-
dopsyne II, ktéra w cytoplazmatycznej czgsci wiaze specy- ¢ji biochemicznych, ktére prowadza do odebrania wraze-
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nia wzrokowego [16,17,27]. W odczulaniu rodopsyny bie-
rze udziat swoista kinaza, zwana kinaza rodopsynowa lub
kinaza 1 receptora sprzgzonego z biatkiem G (G prote-
in-coupled receptor kinase 1 — GRK1). Fosforylacja cy-
toplazmatycznych reszt rodopsyny przez GRK1 umozli-
wia zwigzanie si¢ w tym regionie arestyny siatkowkowej,
ktora blokuje wigzanie transducyny i tym samym zatrzy-
muje kaskade aktywacyjna fototransdukcji [22,28,37,78].
Zwiazanie arestyny rozpoczyna proces regeneracji rodop-
syny i powrét komérki do stanu przed pobudzeniem.

W przypadku receptoréw B-adrenergicznych obserwuje
si¢ dwa rézne sposoby odczulenia. Pierwszy z nich, zwa-
ny odczuleniem heterologicznym, jest niezalezny od ago-
nisty i zachodzi z udziatem kinazy biatkowej A (PKA) lub
kinazy biatkowej C (PKC). Stwierdzono, ze PKA fosfory-
luje B,AR w dwdch specyficznych miejscach i jest to wa-
runek wystarczajacy, aby nie doszto do wiazania biatka G.
Fosforylacja receptora przez PKA prowadzi do depalmity-
lacji cysteiny 341, co moze si¢ przyczynia¢ do odczulenia
GPCR [70]. Drugi sposéb, tzw. odczulenie homologiczne
jest zalezne od zwigzania agonisty i podobnie jak w przy-
padku rodopsyny, zachodzi dwustopniowo. W pierwszym
etapie dochodzi do fosforylacji C-koicowego fragmentu
BAR przez swoista kinaze, a nastepnie zwiazanie [3-are-
styny, ktéra uniemozliwia dalsze przylaczanie biatka G
[54]. Kinazami zaangazowanymi w odczulanie homolo-
giczne sa GRK2 i GRK3, okreslane réwniez jako kinazy 1
i 2 receptora B-adrenergicznego (BARK1 i BARK?2) [19].
Konsekwencja fosforylacji i zwiazania B-arestyn jest szyb-
ko nastgpujacy proces internalizacji receptora [13].

Najnowsze dane literaturowe wskazuja, ze arestyny dzigki
obecnosci miejsc wiazacych rézne biatka moga jednocze-
$nie oddziatywac z kilkoma z nich [12,24,31]. Pelnig tym
samym rolg tzw. ,,bialek szkieletowych” (scaffold protein),
ktére taczac rézne szlaki sygnatowe uczestnicza w rézno-
rodnych procesach komérkowych, wzmagajac skutecznosé
i swoistos¢ przekazywanych przez GPCR informacji.

UbziAL ARESTYN W INTERNALIZACJI RECEPTOROW

Cz¢$¢ GPCR po odczuleniu ulega procesowi endocytozy,
ktory jest okreslany réwniez mianem sekwestracji lub in-
ternalizacji. Zachodzi on po kilku minutach od zwiazania
agonisty [46], a jego konsekwencja jest defosforylacja i po-
nowne uczulenie receptora [47,55]. Wykazano, ze interna-
lizacji ulegaja m.in. receptory o - i ,-adrenergiczne, re-
ceptor typu la angiotensyny II [18], receptor endoteliny A,
receptor D, dopaminy, receptor folitropiny [19]. Endocytoza
GPCR moze przebiega¢ odmiennie (ryc. 3) w zaleznosci
od typu receptora, B-arestyny, czy rodzaju komérki [62].
Istotnym elementem procesu endocytozy GPCR jest two-
rzenie wgtebien w powierzchni komérki i formowanie kla-
trynowych powlok. Nie stwierdzono jednak bezposredniego
wiazania klatryny przez receptory. Rolg biatka tacznikowe-
go miedzy GPCR i klatrynami petnia wtasnie B-arestyny.
Odkrycie ich roli w procesie endocytozy, nastapito w wy-
niku zlokalizowania aktywowanej B-arestyny 2 przy bto-
nie cytoplazmatycznej, wewnatrz klatrynowego pgcherzy-
ka [96]. Wykazano nastgpnie, ze miejsca bezposredniego
wigzania znajduja si¢ miedzy resztami 373-377 B-aresty-
ny 2 [49] i regionem lezacym migdzy resztami 89 i 100
N-korica taiicucha cigzkiego klatryn [26]. Warunkiem od-

dziatywania z klatryna jest aktywacja B-arestyny poprzez
wigzanie z GPCR, w wyniku czego obie izoformy [3-are-
styn ulegaja podobnym zmianom konformacyjnym [33,68].
Stwierdzono, ze w przypadku ufosforylowania C-korica
np. receptora wazopresyny 2 (V,R) i wiazania -arestyny
2 nastepuje rozluZnienie wewnatrz polarnego rdzenia i dy-
socjacja C-konca arestyny z jego pozycji w stanie podsta-
wowym. Uwolnienie C-konca eksponuje miejsce wiazace
klatryne, co umozliwia endocytoze receptora [102]. Oprécz
klatryn, do formowania endosomalnych pecherzykéw nie-
zbgdne jest m.in. biatko adaptorowe AP2 [44]. Jest ono za-
angazowane w rozpoczgcie procesu formowania klatryno-
wych powtok i posredniczy w endocytozie wielu receptoréw
przez wiazanie z klatrynami, dynaminami i biatkiem EPS-
15. W wiazaniu AP2 z GPCR posredniczy réwniez -are-
styna [43,51,62]. Wiazanie z podjednostka Bz, wchodzaca
w sktad AP2, zachodzi poprzez tzw. sekwencje RxR obec-
na w czasteczce arestyny (reszty 394-396 w -arestynie 2)
i jest niezalezne od wiazania z klatrynami [52].

Ze wzgledu na to, ze B-arestyny moga taczyé ze soba r6z-
ne biatka uczestniczace w procesie endocytozy szczegdl-
ne znaczenie maja mechanizmy regulujace ich aktywnos¢.
Taka role wydaje si¢ odgrywacé fosforylacja i defosforyla-
cja arestyn. Cytosolowa B-arestyna 1 jest niemal catkowicie
ufosforylowana na Ser*? [58] przez kinaze ERK1 lub ERK2
[59]. W poblizu btony cytoplazmatycznej ulega jednak szyb-
kiej defosforylacji i dopiero wtedy jest zdolna do tworzenia
kompleksu z klatrynami. Defosforylacja B-arestyny 1 wy-
daje sig istotna dla wigzania z klatrynami, ale nie z recepto-
rem [58]. Chociaz homologia sekwencji aminokwasowych
B-arestyny 1 i 2 sigga 80%, to Ser*? jest charakterystyczna
jedynie dla B-arestyny 1 [87]. W przypadku B-arestyny 2
fosforylowana moze by¢ reszta treoniny (Thr*3 w arestynie
szczurzej, a Thr’®? w bydlecej) przez kinaze kazeinowa typu
II (CKII), lecz jedynie w przypadku arestyny szczurzej ma
to znaczenie przy wiazaniu klatryn [42,57].

Przy braku pobudzenia receptora zaréwno B-arestyna 1,
jak i B-arestyna 2 sa réwnomiernie rozproszone w cyto-
solu. Dopiero po aktywacji GPCR B-arestyny przemiesz-
czaja si¢ szybko do powierzchni btony cytoplazmatycz-
nej [6,7]. W procesie tym wazna rolg odgrywa biatko NSF
(N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein), uczestnicza-
ce w transporcie B-arestyny 1 [67]. Zauwazono, ze nade-
kspresja NSF w komérkach HEK 293 wzmaga proces in-
ternalizacji receptora [62]. Odmienny schemat powrotu
B-arestyn do przestrzeni wewnatrzkomoérkowej stanowit
podstawe podziatu receptoréw sprze¢zonych z biatkiem G
na klasy A i B [76]. Klase A reprezentuja receptory adre-
nergiczne B, i o, receptor opioidowy p, receptor endo-
teliny ET, i receptor dopaminy D ,. Wiaza one preferen-
cyjnie B-arestyne 2 i nie oddziatuja z arestyna wizualna.
Ponadto ich oddziatywanie z B-arestyna 2 jest nietrwate.
Zauwazono, ze co prawda wiaze si¢ ona z receptorem tej
klasy przy btonie plazmatycznej, jednak podczas internali-
zacji oddysocjowuje i w endosomach nie pojawia si¢ kom-
pleks receptor-B-arestyna 2.

Do GPCR klasy B zaliczane sa m.in. receptor wazopre-
syny 2 (V,R), receptor angiotensyny la (AT ,R), recep-
tor hormonu uwalniajacego tyrotroping, receptor neuro-
tensyny 1, czy receptor neurokininy NK-1. Wszystkie one
wykazuja takie samo powinowactwo do -arestyny 1, jak
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Ryc. 3. Udziat B-arestyn w endocytozie GPCR. B-arestyny stanowig facznik miedzy receptorem a elementami mechanizmu endocytozy: klatrynami,
dopaminami i biatkami facznikowymi. Po uformowaniu pecherzyka endosomalnego przebieg procesu jest zalezny od klasy receptora.
W przypadku receptoréw klasy A (np. receptor B-adrenergiczny) dochodzi do szybkiej dysocjacji p-arestyny. W kwasnym srodowisku
pecherzykow ligand odtacza sie od receptora, ktéry ulega defosforylacji prowadzonej przez GRP. Receptor powraca do powierzchni btony
plazmatycznej. Klasa receptoréw B (np. receptor Ta angiotensyny Il) tworzy trwate kompleksy z B-arestyna. GPCR, ktory ulegt akumulacji w
pecherzyku endosomalnym ulega degradadji lub powoli powraca do powierzchni btony w dotychczas stabo poznanym procesie; AP-2 — biatko
tacznikowe 2, GRP — fosfataza receptora sprzezonego z biatkiem G, pozostate oznaczenia jak na ryc. 2

do B-arestyny 2 i ponadto moga wiazaé arestyne wizualng
[76]. Utworzony kompleks receptor-arestyna jest tez trwal-
szy i dluzej ulega kolokalizacji w pgcherzykach endoso-
malnych, niz w przypadku receptoréw klasy A. By¢ moze
spos6b oddzialywania z arestynami powoduje, Ze receptory
klasy A szybciej ulegaja ponownemu uczuleniu i szybciej
,wracaja do obiegu” niz receptory klasy B [57]. Strukturalne
regiony okreslajace stabilno$¢ kompleksu receptor/p-are-
styna i przynaleznos$¢ do klasy receptoréw sa umiejsco-
wione wewnatrz skupisk reszt serynowych i treoninowych
w regionie C-koficowym receptora [3,75]. Oddziatywanie
[-arestyn ze specyficznym motywem, znajdujacym sie na

C-konicu GPCR, decyduje o kinetyce defosforylacji i po-
nownym uczuleniu receptora. Ma zatem wptyw na powrét
receptora do stanu przed pobudzeniem [74].

UbziAL ARESTYN W UBIKWITYNACJI RECEPTOROW

Potranslacyjne przytaczenie ubikwityny (Ub), jest waznym
procesem regulujacym sortowanie i degradacj¢ zawarto-
$ci lizosoméw, np. internalizowanego GPCR [65,87]. Pod
wptywem pobudzenia 3,AR przez agoniste ubikwitynacji
ulega zar6wno receptor, jak i 3-arestyna 2 [88]. Receptor
jednak jest ubikwitynowany tylko w obecnosci 3-arestyny,
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ktéra przypuszczalnie sprowadza w jego poblize odpowied-
nig ligaze [88]. Ubikwitynacja nie jest konieczna do inter-
nalizacji B,AR, co wykazano za pomoca mutacji w miej-
scu wigzania Ub (Lys 268), jest natomiast wymagana do
jego degradacji. Jak wspomniano, Ub wigze si¢ réwniez
z B-arestynami (z udziatem ligazy Mdm?2), ale w zalezno-
Sci od klasy pobudzonego receptora, proces ma odmienny
przebieg. Pobudzenie receptoréw klasy A, takich jak ,AR
i V,Rb,CT (VR z C-koiicowa reszta 3,AR), prowadzi do
przejsciowej ubikwitynacji B-arestyn i do nietrwatego od-
dziatywania receptor-f3-arestyna przy btonie plazmatycznej
[95]. W przypadku receptoréw klasy B, VR lub B ARV, CT
(B,AR z C-koricowa reszta V,R) [95], stan ubikwitynacji
[B-arestyn jest trwaty [85] i sa one kolokalizowane z recep-
torem w endosomie. Ubikwitynacja Swiadczy o konicowe;j
fazie procesu endocytozy, a B-arestyny rowniez na tym eta-
pie moga wptywac na jej przebieg [87].

ODDZIALYWANIE [3-ARESTYN Z KINAZAMI BIALKOWYMI

Stwierdzenie, ze B-arestyny oddzialuja w bezposredni
sposéb z kinazami tyrozynowymi Src i kinazami ERK1/2
i JNK3 z rodziny MAPK sugerowato, ze dzigki temu moga
one odgrywaé znacznie wigksza rolg niz znana dotych-
czas.

Oddzialywanie z kinazami Src

Jedna z najwazniejszych obserwacji byto, ze B-arestyny od-
dziatujac z kinazami rodziny Src umozliwiajg ich wiaza-
nie do GPCR. Luttrel i wsp. [61] zauwazyli, ze w nastgp-
stwie pobudzenia B,AR w komérkach HEK 293 dochodzi
do wspélnego umiejscowienia receptora, B-arestyny i ki-
nazy Src w pecherzykach endosomalnych. Z kolei Miller
i wsp. [69] stwierdzili, ze aktywacja B,AR przez agoniste
prowadzi do zwiazania c-Src do btony komérkowej, gdzie
kinaza ta fosforyluje reszty tyrozynowe dynaminy (biatko
odtaczajace pecherzyk endosomalny od btony komérkowej)
i w ten sposéb posredniczy w internalizacji receptora. Tak
wigc, jednym z zadari kompleksu B-arestyna-Src moze by¢
modulowanie endocytozy GPCR [15]. Natomiast Barlik
i wsp. [9] w swoich badaniach obserwowali, ze B-aresty-
ny oddziatuja z Hek i c-Fgr (kinazy tyrozynowe z rodzi-
ny Src zaangazowane w uwalnianie ziarnistosci) po pobu-
dzeniu receptoréw chemokin (CXCR1) przez interleuking
8. Autorzy ci zauwazyli réwniez, ze w przypadku muta-
cji miejsca wiazania B-arestyny z kinazami, w komérkach
nie dochodzito do uwalniania ziarnistosci po pobudzeniu
chemoatraktantem [9].

Oddziatywanie z MAPK

Serynowo/treoninowe kinazy biatkowe aktywowane mito-
genem (MAPK) sa zaangazowane w przenoszenie sygna-
16w regulujacych ekspresje gendw, proliferacje i apopto-
z¢ [64]. Do rodziny tej naleza kinazy ERK1 (p44MAPK),
ERK2 (p42MAPK), ERKS5 (duza MAPK lub BMK), kina-
zy JNK1-JNK3 zwane tez kinazami aktywowanymi przez
stres (SAPK) i izoformy ., B, Y1 & kinazy p38. Tworza one
tzw. kaskady MAPK i moga oddzialywac¢ z r6znymi biat-
kami szkieletowymi [11,81]. Aktywowane MAPK fosfo-
ryluja biatka blonowe i cytoplazmatyczne, a po transloka-
cji do jadra odpowiednie czynniki transkrypcyjne [81,99].
Stwierdzono, ze za posrednictwem P-arestyny kinaza ERK

moze tworzyé kompleks receptor-B-arestyna-ERK, ktéry
nastgpnie lokalizowano w pegcherzykach endosomalnych.
Kinaza ta nie ulegata wéwczas przemieszczaniu do ja-
dra [84] i nie dochodzito do proliferacji komoérek [62].
MAPK odgrywaja tez istotna rolg w procesie chemotaksji.
Terminem tym okresla si¢ ukierunkowany ruch komoérki
w odpowiedzi na gradient agonisty, zwanego czynnikiem
chemotaktycznym. Jest to jedna z najwazniejszych wtasci-
wosci komérek uktadu immunologicznego, dzigki ktdrej
moga si¢ kierowa¢ do miejsca inicjowanej reakcji odporno-
Sciowej [80]. Wrazliwos¢ i zdolnos¢ do szybkiej odpowie-
dzi komérki na zmiang gradientu czynnika chemotaktyczne-
g0 wiaze si¢ ze zmianami stopnia aktywacji odpowiednich
GPCR. Byto wiec prawdopodobnym, ze -arestyny, wiazac
zaréwno MAPK, jak i receptory czynnikéw chemotaktycz-
nych, moga wptywaé na proces chemotaksji. Istotnie, Ge
i wsp. [24] stwierdzili, ze B-arestyna 1 bierze udziat w prze-
mieszczaniu si¢ komérek. Po aktywacji receptora PAR-2
(protease-activated receptor 2), obecnego m.in. na neutro-
filach, makrofagach oraz komérkach nowotworowych, do-
chodzi do tworzenia klatrynowych wglebienl zawierajacych
kompleks PAR-2-(B-arestyna-ERK. Umozliwia to kinazie
fosforylacje biatek bioracych udziat w wydtuzaniu pseu-
dopodiéw i chemotaksji. Istnieja réwniez inne dowody na
to, ze P-arestyna posredniczy w ukierunkowanym ruchu
komorek. Sun i wsp. [93], prowadzac badania na dwéch
réznych liniach komérkowych (HeLa i HEK 293) stwier-
dzili, ze w wyniku nadekspresji B-arestyny 2 maksymal-
na chemotaksja zachodzita nawet przy 10-krotnie mniej-
szym stg¢zeniu czynnika chemotaktycznego. Zalezato to
od szlaku sygnatowego kontrolowanego przez receptor
CXCR4 chemokin. Sugerowano, ze skoro intensywnos¢
przemieszczania sie B-arestyn w kierunku btony jest pro-
porcjonalna do ilosci pobudzonych GPCR, to B-arestyny
wplywaja na tworzenie si¢ gradientu wewnatrzkomorko-
wego, a to prowadzi do polaryzacji komérki 1 wptywa na
chemotaksje [20].

Oddziatywanie arestyn z MAP kinazami moze wptywaé
na inne jeszcze procesy komérkowe. Ostatnie doniesienia
wskazuja, ze B-arestyna 2 jest zaangazowana w jednej z od-
mian programowanej Smierci komérki [12]. Zauwazono,
ze w wyniku aktywacji receptora neurokininy 1 (NK R)
B-arestyna 2 oddziatuje z jego regionem C-koncowym
i wiaze elementy kaskady MAPK wyzwalajac fosforyla-
cj¢ kolejnych biatek, co prowadzi w koncowej fazie pro-
cesu do pobudzenia NUR-77 i do programowanej Smier-
ci komorki [12].

ObbziALyWANIE 3-ARESTYN Z PDE4

Obserwacje poczynione niedawno przez Perry’ego i wsp.
[82] pozwolity na poznanie kolejnej roli B-arestyn. Okazato
si¢ mianowicie, ze uktad GRK i B-arestyna, ktéry odczula
B,AR, nie tylko wptywa hamujaco na wytwarzanie cCAMP,
ale takze przyspiesza lokalng degradacj¢ nukleotydu. Byto
to zbiezne z obserwacja, ze fosfodiesteraza 4D (PDE4D),
swoiscie hydrolizujaca cAMP, wiaze si¢ do tego receptora
[82]. Wystepujace w wielu izoformach PDE4 sa waznym
elementem metabolizmu cAMP w komérkach uktadu od-
pornosciowego i przypisuje si¢ im istotna rol¢ w przebie-
gu proceséw zapalnych, a takze w chorobach o podtozu
alergicznym, np. astmie [25,36,39]. Biatkiem tacznikowym
w procesie translokacji PDE4D z cytosolu do receptora moze
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by¢ zaréwno B-arestyna 1, jak i B-arestyna 2. Stwierdzono,
ze obie wiaza co prawda wszystkie izoformy PDE4, ale
preferencyjnie wiagzana jest PDE4D [10]. Sugerowato to
istnienie swoistych, charakterystycznych miejsc wigzania
B-arestyn znajdujacych si¢ na PDE4D. Obszar ten ziden-
tyfikowano jako skladajacy sig¢ z 88 aminokwaséw region
znajdujacy si¢ na N-koricu PDE4D5 [10]. Konsekwencja
translokacji PDE4 w poblize ,AR jest zmiana lokalnego
stezenia CAMP, a co za tym idzie aktywnosci regulowane;j
przez nukleotyd kinazy (PKA) i fosforylowanego przez nia
receptora [5]. Niedawno wykazano réwniez, ze aktywacja
kompleksu TCR/CD28 w limfocytach T prowadzi do prze-
mieszczania si¢ B-arestyn wraz z PDE4 do wysepek lipido-
wych, co wptywa na obnizenie lokalnego stezenia cAMP
i wzmocnienia odpowiedzi tych komoérek [1].

Weiyw 3-ARESTYN NA AKTYWNOSC NF-«B

Kolejne, nieznane wczesniej, oblicze arestyn ujawniono,
kiedy okazato si¢, ze moga one modulowaé réwniez ak-
tywnos$¢ jednego z najistotniejszych w odpowiedzi odpor-
nosciowej czynnikéw transkrypcyjnych, jakim jest jadrowy
czynnik kB (NF-kB), pod kontrolg ktérego pozostaja geny
wielu cytokin, czastek adhezyjnych i enzymdéw. W stanie
nieaktywnym NF-kB potaczony jest w cytosolu z podjed-
nostka inhibitorowa (IkB). Aktywacja prowadzi do fosfo-
rylacji IxB, jej ubikwitynacji i degradacji, co umozliwia
NF-«B translokacje do jadra komérki [90]. Wptyw B-are-
styn na aktywnosci NF-kB pierwszy raz zaobserwowano
przy nadekspresji zaréwno B-arestyny 1, jak i B-arestyny 2.
Stwierdzono wéwczas obnizenie aktywnosci NF-xB [101].
Jednoczesnie zaobserwowano, ze w wyniku zahamowa-
nia ekspresji endogennych B-arestyn wzrost aktywnosci
NF-kB nastepowat jedynie przy redukcji poziomu B-are-
styny 1. Sugerowato to, ze endogenna [-arestyna 1 znacz-
nie silniej hamuje NF-xB, chociaz przy nadekspresji skut-
ki zahamowania obserwowano dla kazdej z nich. By¢ moze
B-arestyna 2 w wiekszym stezeniu jest zdolna do nasla-
dowania efektu wywieranego przez f-arestyne 1. Podobna
rozbieznos¢ skutkéw nadekspresji i redukcji B-arestyn ob-
serwowano w procesach regulowanych przez kinazy ERK.
Obnizenie poziomu endogennej B-arestyny 2 eliminowa-

PismiennicTWO

to aktywacje ERK, podczas gdy redukcja poziomu [3-are-
styny 1 powodowata wzrost ich aktywnosci [2]. Ostatnio
stwierdzono, ze pobudzenie receptora 3,AR w widoczny
spos6b wzmacniato oddziatywanie B-arestyny 2 z inhibi-
torowa podjednostka IkB. Zauwazono, ze B-arestyna 2 od-
dziatywata z IxB i w ten sposéb zapobiegata jej fosforyla-
cji i degradacji. Wskazuje to na istotny udziat B-arestyny
2 w przenikaniu sygnatéw zaleznych od receptora B,AR
1 NF-kB i tym samym na nieznany dotychczas mechanizm
regulacji systemu immunologicznego przez wspétczulny
uktad nerwowy [23].

PobsumowaNIE

W przedstawionej pracy, zgodnie z jej tytutem, skupiliSmy
si¢ gtéwnie na oméwieniu roli arestyn w sygnalizacji we-
wnatrzkomoérkowej. Jest jednak jeszcze inny aspekt badan
zwigzanych z arestynami. Arestyna siatkéwkowa okazata
si¢ silnym immunogenem wywotujacym doswiadczalne za-
palenie btony naczyniowej i siatkéwki oka [92]. Juz daw-
no stwierdzono wystgpowanie autoprzeciwciat przeciwko
arestynie siatkéwkowej i B-arestynom, pojawiajacych sie
w surowicach pacjentéw chorych na choroby neurodegene-
racyjne i zapalne narzadu wzroku [77]. P6Zniejsze badania
nie wykazaty jednak istotnej korelacji pomigdzy czgstoscia
wystepowania tych przeciwcial, a dana chorobg [29,40].
By¢ moze doktadniejsze metody detekcji i charakterysty-
ki przeciwcial antyarestynowych umozliwityby znalezie-
nie takiego zwiazku.

Pomimo niemal 20 lat, jakie minety od odkrycia pierw-
szych arestyn liczba prac ukazujacych si¢ kazdego roku
na ich temat wzrosta ponad dwukrotnie w okresie ostat-
nich pigciu lat w poréwnaniu z latami wczes$niejszymi.
Swiadczy to o wzroscie zainteresowania tymi biatkami,
bedacego wynikiem odkrycia ich nowych funkcji, omé-
wionych w tej pracy. Biorac pod uwage szerokie zakres
dziatania arestyn w komorce, zwiazany z ich mozliwo-
Scig tworzenia ,,rusztowan biatkowych”, mozna si¢ spo-
dziewad, ze najblizsze lata przyniosa kolejne doniesienia
o nowych funkcjach arestyn i poszerza wiedz¢ dotyczaca
tych rozpoznanych niedawno.
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