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Abstrakt

B-Arrestin je vSudypfitomny protein v buiikdch, kde se Uc€astni pfenosu informace
signalnimi drahami a mtze tak ovliviiovat riizné bunécné procesy. Konkrétné B-arrestin kooperuje
s receptory sprazenymi s G proteiny (GPCRs). Po aktivaci receptoru pfislusnym ligandem dochézi
k navazani [B-arrestinu K receptoru, ¢imz nastava zeslabeni vedeni signalu prostiednitvim
prislusnych G proteind, neboli desensitizaci, a poté mize dojit i k internalizaci receptoru. Krome
toho B-arrestin funguje jako adaptor pro rizné molekuly, které se ucastni pienosu signalu. Dale
muze hrat roli i pfimo v jadie a ovliviiovat tak transkripci cilovych gent. V neposledni fad¢ je -
arrestin a jeho schopnost regulovat signalni drahy vyuzivana ve vyzkumu zaméfeném na vyvoj
nového typu 1éCiv, tzv. usmérnovacich ligandu, které po navazani na GPCRs dokazi spoustét pouze

jednu urcitou aktivitu receptoru a piisluSnou buné¢nou signalizaci.

Klicova slova: receptory sprazené s G proteiny, B-arrestin, pienos signalu, desensitizace

Abstract

B-Arrestin is a ubiquitous protein in cells, where it is involved in signal transduction and
can affect different cellular processes. B-Arrestin cooperates with G protein-coupled receptors
(GPCRs). Binding of B-arrestin to a receptor after its activation by a relevant ligand results in
attenuation of signal transduction through the cognate G proteins, the process called desensitization,
which can be associated with receptor intrenalization. Besides that, B-arrestin acts as adaptor for
different molecules, which participate in signal transduction. B-Arrestin also has a role in a
regulation of transcription in the cell nucleus. Finally, B-arrestin is explored in research focused on
the development of a new type of drugs, so called biased ligands. After binding to a GPCR, these

ligands can initiated only one specific activity of the receptor and affect relevant signaling cascades.

Key words: G protein-coupled receptors, B-arrestin, signal transduction, desensitization
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Seznam pouzitych zkratek

7™
AP-2
APC
ARB
ASK1

AT1AR
ATP
cCAMP
CREB
CXCR4
D1AR
DOR
Dsh

El, E2, E3
E

Erk 1/2
ETAR
Fz
GABAgR
GDP
GFP
GPCR
GRK
GSK-3p
GTP
H4

Hh

I

ITF
IxB
JNK3
Kif3A

Seven-transmembrane (sedmkrat prochazejici membranou)
Adaptorovy protein 2

Adenomatous polyposis coli (supresorovy gen)
Angiotensin receptor blocker (blokator angiotensinového receptoru)
Apoptose signal-regulated kinase (kinaza regulovana apoptotickym
signalem)

Receptor pro angiotensin Il typu 1A

Adenosintrifosfat

Cyklicky adenosinmonofosfat

CAMP response-element binding protein

CXC chemokinovy receptor typu 4

Dopaminovy receptor 1A

8-Opioidni receptor

Dishevelled

Enzym 1, 2,3

Extracelularni

Extracellular signal-regulated kinase 1/2

Endothelinovy receptor typu A

Frizzled receptor

Receptor tybu B pro kyselinu y-aminomaselnou
Guanosindifosfat

Green fluorescent protein (zeleny fluorescenéni protein)

G protein-coupled receptor (receptor sprazeny S G proteiny)
G protein coupled-receptor kinase (kinaza pro GPCR)
Glycogen synthase kinase 3 (glykogen syntaza kinaza 3[3)
Guanosintrifosfat

Histon 4

Hedgehog

Intracelularni

Intraflagelarni transportni komplex

Inhibitor B

c-Jun N-terminalni kinaza

Podjednotka kinesinu 2



KO
LPS
MAPK
MDM2
MEK
MKK4
MOR
NF-kB
NTR-1
PKA
PKC
Ptc
PTH1R
PTH
RGS
SPR
Src
™
TRH-R
V2R
Wnt
B2AR
B-arr

Knock-outovany gen

Lipopolysacharid

Mitogen-activated protein kinase (mitogenem aktivovana proteinkinaza)
Mouse double minute 2 homolog
MAPKK

Mitogen-activated protein kinase kinase 4
p-opioidni receptor

Nuclear factor-xB (jaderny faktor xB)
Neurotensinovy receptor typu 1
Proteinkinaza A

Proteinkinaza C

Patched receptor

Receptor pro parathyroidni hormon typu 1
Parathyroidni hormon

Regulator of G protein signaling (regulator G proteinové signalizace)
Receptor pro substanci P

Nereceptorova tyrosinova kinaza
Transmembranovy

Receptor pro thyreoliberin
Vasopresinovy receptor typu 2

Wingless (ligand pro Frizzled receptor)
B2-Adrenergni receptor

B-Arrestin



1 Uvod

K tomu, aby mohly jednotlivé bunky tvotit vétsi funkéni celky a celé organismy, potfebuji
mezi sebou komunikovat. Tato komunikace je v organismech realizovana bunéénou signalizaci,
pod kterou si mizeme piedstavit obycejné posilani zprav. Signal predstavuje zaslani zpravy cilové
bunce, ktera zpravu pievezme a zpracuje ji. Na zaklad¢ této signalizace mize bunka naptiklad
vytvorit pozadované proteiny, mtze dojit k jeji diferenciaci a mnoha dalSim jevam.

Signalizace prochazi pies receptory nachazejici se v plazmatické membrané. Receptory
mohou zaujimat rizné konformace v membrané, spoustét odlisné signalni drahy a vazat riizné
ligandy. Problematika receptorti spfazenych s G proteiny (GPCRs) je rozsahla a stale se objevuji
nové poznatky o téchto receptorech a jejich signalizaci. Po mnoha letech védeckého tsili se ustalilo
paradigma této signalizace, avSak stale nachazime v tomto mechanismu nové moznosti, naptiklad
molekulu B-arrestin.

Objev B-arrestinu je spojen s jeho prvotni funkci, ktera spociva v zeslabeni buné¢ného
signalu ptrenasené¢ho prostfednictvim GPCRs. V nékolika dalSich letech se pfislo 1 na jeho jinou
ulohu, konkrétné€ v internalizaci receptort, kde hraje vyznamnou roli jako adaptor pro vazbu dalsich
molekul dulezitych pro vytvafeni vackt. Schopnost B-arrestinu fungovat jako adaptor, vedla
B-arrestinu, predevsim v signalizaci, coz z ngj vytvotilo velmi zajimavy objekt pro nasledujici
studie.

Tato bakalafska prace si klade za cil charakterizovat zakladni vlastnosti B-arrestinu a jeho
ulohu v buné¢né signalizaci prostfednictvim receptorii sprazenych s G proteiny. Hlavnim obsahem
prace je popis jednotlivych typu signalizace, ve kterych hraje B-arrestin daleZitou roli a vytvoreni
ptehledu o vSech jeho moznych funkcich. Tento pfehled by mél poukazovat i na nové poznatky o
B-arrestinu. Zavér prace popisuje jednoduchy pohled na mozné vyuziti 3-arrestinu v oblasti vyvoje

novych 1éciv.






2 Receptory sprazené s G proteiny

Receptory obecné predstavuji integralni membranové proteiny, které jsou schopné na sebe
vazat urCité molekuly a spoustét rizné fyziologické procesy. Konkrétné receptory spiazené s G
proteiny (GPCRs = G protein-coupled receptors) tvofi jednu z nejvétsich rodin receptord, ktera je
kodovana nékolika stovkami gent v lidském genomu. Jak uz bylo feceno, i tyto receptory na sebe
mohou vazat molekuly zvané ligandy (neuropienasece, vapenaté ionty, hormony a mnoho dalsich),
diky nimz receptor zméni svoji konformaci a dokaze tak vyvolat bunétny signal. Velky pocet
raznych fyziologickych procest je regulovan témito receptory a jejich signalnimi drahami, coz déla
z GPCRs vyznamny cil pro vytvafeni novych terapeutik.

Tyto receptory mohou byt v literatufe oznaCované i jako 7TM receptors (Seven
transmembrane receptors = receptory sedmkrat prochdzejici membranou). Tento ndzev spiSe
popisuje specifickou strukturu téchto receptori (viz dale), a proto je vhodnéjsi nez GPCRs, jelikoz
ne kazdy receptor ztéto skupiny kooperuje s G proteiny. Zkratka GPCRs je ale vice zazita
(Fredriksson a kol., 2003).

2.1 Struktura

K popsani struktury byl vyuzit nejzndmé;jsi a nejhojnéji zastoupeny receptor této skupiny
rhodopsin. Centralni ¢ast receptoru vytvari 7 a-helixt, které prochazeji napii¢ plazmatickou
membranou a vytvareji tak smycky na extracelularni a intracelularni strané¢ membrany. N-koncova
Cast receptoru se nachazi na vnéjsi strané, zatimco C koncova ¢ast na vnitini strané membrany
(Palczewski a kol., 2000).

Kazda c¢ast receptoru méa své oznaceni. Transmembranové a-helixy jsou oznacovany
zkratkou TM a fimskym cislem I-VII, kde TM I se nachazi nejblize N koncové casti a TM VII
naopak C koncové casti. Extracelularni smycky jsou popisovany zkratkou E (extracellular) a
ptislusnou ¢islici 1-3, intracelularni smy¢ky zkratkou I (intracellular) a opét Cislici 1-3 (viz obr. 1)
(Hanson a kol., 2009).

Extracelularni smyc¢ky a N konec receptoru poskytuji vazebné misto pro ligand.
Z intracelularnich smycek a C konce receptoru je vytvofeno vazebné misto pro G-protein.(Cherezov

a kol., 2007).
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Obr. 1. Schéma struktury receptoru spiraZzenych s G proteiny

Na tomto schématu je Sedé znazornéna membrana, nad ni extracelularni a pod ni intracelularni prostor.
Obrazek poukazuje na nesbalenou topologii receptoru. Pismenem E a piislusnou Cislici jsou popsany
extracelularni smycky a pismenem I a ¢islici naopak intracelularni smyc¢ky. Transmembarnové oblasti
jsou znazornény zkratkou TM a ptislusnou arabskou ¢islici pro zjednoduseni popisu. Konkrétné je zde
uveden chemokinovy receptor.

Upraveno podle Chew a kol., 2013

2.2 Klasifikace GPCRs

Jeden z nejpouzivangjsich klasifika¢nich systému rozdéluje GPCRs do Sesti zakladnich tiid,
které se oznacuji pismeny A-F (viz tabulka 1). Tento systém zahrnuje vSechny GPCRs obratlovct
i bezobratlych. Zajimavé jsou tfidy D a E, které se nevyskytuji u ¢lovéka, ale naptiklad tfida D byla
objevena pouze v téle hub (Davies a kol., 2007).

V roce 2003 byl publikovan ¢lanek, ktery uvedl novy klasifikaéni systém pouze pro lidské
GPCRs, pojmenovany GRAFS. Kazdé pismeno z tohoto nazvu uvadi danou skupinu receptort:
glutamatova (G), rhodopsinova (R), adhesion (A), frizzled/taste2 (F), sekretinova (S). Tento systém
je zalozen na fylogenetické ptibuznosti jednotlivych skupin (Fredriksson a kol., 2003).

12



Tabulka 1. Priklady receptorii jednotlivych rodin podle klasifika¢niho systému A-F
GPCRs

Rodina Piiklady receptori jednotlivych rodin

A adrenergni receptory, rhodopsin, opioidni receptory

receptory pro, sekretin, kalcitonin

metabotropni glutamatové receptory

receptory pro feromony

CAMP receptory

M m QO O @

receptory Frizzled/Smoothened

Podle Davies a kol., 2007

2.3 Klasicka cesta signalizace GPCRS

Signalizace je pro bunku velice dulezita, a to nejenom z hlediska jeji komunikace
S ostatnimi butikami, ale i S okolnim prostfedim. Nejznaméjsi a nejvice prostudované jsou signalni
drahy, které zahrnuji, jak uz z nazvu GPCRs vypovida, G proteiny. Avsak jsou znamy i jiné cesty
signalizace modulované prostiednictvim téchto receptord, které ve své draze G protein obsahovat
nemusi (Lefkowitz and Shenov, 2005). Pied samotnym popsanim klasické cesty siganlizace je

potieba vysvétlit pojmy ligand a G protein.

2.3.1 Ligandy

Vétsina GPCRs se prepind pouze mezi aktivni a inaktivni formou v zavislosti na pfitomnosti
ligandu, coz je napiiklad rhodopsin. Nekteré se vsak mohou vyskytovat i v dalsich formach mezi
aktivni a inaktivni. Déle také vykazuji bazalni aktivitu, coz znamend, Ze mohou aktivovat pfislusny
G protein i bez ptitomnosti ligandu. Za zvyseni a snizeni aktivity receptoru je zodpovédna vazba
ligandu. Schopnosti téchto molekul je, vazat se s vysokou afinitou do vazebného mista receptoru.
Po navazani dochazi ke konforma¢nim zménam receptoru a prechodu z jeho inaktivni formy na
aktivni, coz je doprovazeno prekonanim urcité energetické bariéry. Podle jejich vlivu na receptor
je délime na agonisty, ¢asteéné agonisty, inverzni agonisty a antagonisty.

Agonista je takovy ligand, ktery dokaze zcela aktivovat receptor. Pod pojmem c¢éste¢ny
agonista rozumime ligand, ktery i pfes plné obsazeni receptorti dokaze aktivovat receptor, i kdyz
jen z malé casti. Inverzni agonista je ligand, ktery dokaze snizovat bazalni aktivitu a tim inhibovat
receptor. Antagonista, posledni zminény ligand, nemé zadny Gc¢inek na bazalni aktivitu, ale svoji

vazbou K receptoru brani nasednuti ostatnich ligandti (Kobilka and Deupi, 2007).
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2.3.2 G protein

vvvvvv

regulaci specifické bunééné odpovedi. Tyto proteiny jsou tvoieny ze tii zakladnich podjednotek a,
B, v, které vytvareji heterotrimer. Podjednotka a je schopna vazat guaninovy nukleotid (GDP nebo
GTP), kdy GDP se vaze v inaktivni form¢ G proteinu a GTP naopak v aktivované form¢. Za vyménu
GDP/GTP je zodpovédny aktivovany receptor a jakmile se navaze k a podjedotce GTP, dochazi
k disociaci této podjednotky od podjednotek Py.

Obecné lze rozdélit G proteiny do ¢tyt hlavnich skupin. Gs proteiny stimuluji efektor zvany
anedylylcyklaza, ktery nasledné katalyzuje produkci cCAMP. G; proteiny mohou inhibovat aktivitu
adenylylcyklazy, Gq proteiny jsou spjaty s aktivaci fosfolipazy C a Gi2 proteiny reguluji signalni
drahu, ktera zahrnuje MAP kinazy (Hamm, 1998).

2.3.3 Signalizace

Signalizace zavisla na G proteinech probiha nasledujicim zptisobem. V prvni fadé dochazi
k vazbé ligandu (agonisty) na membranovy receptor. Tato vazba dokaze vyvolat konformaéni
zmény daného receptoru, Z nichz je nejvyraznéjsi zména na pozici TMVI a receptor pak dokaze
interagovat s piislusnym heterotrimernim G proteinem. Jak jiz bylo zminéno Vv piedchozi kapitole,
pfislusny G protein se nachdzi v inaktivni form¢ snavazanym GDP. Aktivovany receptor
umozni vyménu GDP za GTP na a podjednotce, nasledné dochazi ke zmén¢ heterotrimerniho
usporadani G proteinu a disociaci o podjednotky od By dimeru. Obé tyto podjednotky interaguji se
svymi efektory, coz jsou vétSinou enzymy zodpoveédné za syntézu tzv. druhych posli., diky kterym
se signal dale $iii buiikou.

K ukonceni signalu dochazi pii rozstépeni GTP na a podjednotce na GDP a volny fosfat.
Ke $tépeni napomaha nejenom samotna o podjednotka svoji GTPazovou aktivitou, ale také RGS
(regulator of G-protein signaling) proteiny, které urychluji $t€peni GTP na GDP. Po hydrolyze GTP
a podjednotka s navazanym GDP ziskava opét afinitu k By dimeru a tvofi tak spolecné inaktivni

heterotrimerni usporadani (Pierce a kol., 2002).
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3 B-Arrestin

B-Arrestin je protein, ktery se ucastni n¢kolika diilezitych procesi v buiice. Konkrétné jsou
to procesy zahrnujici pienos signalu prostiednictvim GPCRS, G proteini a naslednych komponent
jejich signalnich drah. Tato kapitola se bude vénovat dvéma hlavnim procesim: desensitizace a
internalizace.

Objeveni B-arrestinu predchazely pokusy, které byly zaméfeny na spravnou izolaci
receptoru rhodopsinu, zkoumani jeho fosforylace pomoci rhodopsin kindzy a nasledné
desensitizace (Shichi & Somers, 1978). Kolem roku 1980 se zacal zkoumat fz-adrenergni receptor
a jeho fosforylace pomoci B-adrenergni receptor kinazy (BARK). Prvotni myslenkou bylo, ze
samotnd fosforylace je zodpovédnd za desensitizaci receptoru, tudiz by bylo logické, ze ¢im 1épe
by byla BARK purifikovana, tim vice by byl B2-adrenergni receptor inaktivovan. Nasledné
purifikace vedly k zavéru, ze dochazi pravé k opaku. Tato skute¢nost vedla védce k myslence, ze
purifikaci je odstranovan dulezity kofaktor, ktery napomaha samotné inaktivaci. Proto védci ptidali
do smési Cisty retinal arrestin, ktery zptisobuje inaktivaci fosforylovaného receptoru rhodopsinu a
poté doslo i k inaktivaci B2-adrenergniho receptoru. Nasledné byl objeven B-arrestin. Oznaceni f je

odvozeno od B2-adrenergniho receptoru (Benovic a kol., 1987).

3.1 Klasifikace a struktura

B-arrestin se fadi u savci do malé genové rodiny arrestinti. Tato rodina se déli do 4 trid,
ZnichZ prvni a ¢tvrta tfida patéi mezi zrakové arrestiny, druhd a tieti tfida jsou [-arrestiny.
Konkrétné druhé tfidé odpovida B-arrestin 1 a tieti tiidé p-arrestin 2 (Craft, Whitmore, 1995).

Strukturu B-arrestinu pomohl popsat piedev§im vyzkum krystalické struktury vizualniho
(zrakového) arrestinu. Ten se skladd ze dvou hlavnich domén, které jsou oznacovany jako C
doména a N doména. Kazdd doména obsahuje sedm [B-skladanych listi (B-sheets), které¢ jsou
uspofadany do tzv. ,,sendvice®. Tento sendvi¢ se sklada ze 4 B-skladanych listli a proti nim ze
zbylych 3 B-skladanych listl. Obé domény obsahuji i a-helixy, v N doméné nalezneme pouze jeden
a-helix a v C doméné dva kratké 310 helixy. Dalsi podstatnou ¢asti struktury arrestinu je
karboxylovy konec (C-konec), ktery je pfipojen k C doméné linkerem (spojkou). Na C-konci
nalezneme kratky usek, ktery vytvaii paralelni interakce s bocnim fetézcem N domény ve formé
0 velmi sekvenéné konzervované misto nachazejici se mezi N a C doménou. Strukturné obsahuje
aminokyselinové zbytky z N-konce, ¢ast z N domény, povrchovou smycku z C domény a cely

C-konec. Polarni jadro je nejdulezitéjsi cast z hlediska funkce arrestinu (viz obr. 2).
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Pii srovnani deviti aminokyselinovych sekvenci arrestinii se ukazalo, ze vSichni zastupci
této skupiny maji velmi podobné slozeni. Hlavni rozdily mezi zrakovymi a B-arrestiny jsou
pfedev§im v inzercich mezi C doménou a C-koncem. Pravé tato ¢ast je zodpovédna za rGzné

interakce, naptiklad za vazbu s Klatrinem (Hirsch a kol., 1999).

Receptor binding

Receptor binding

Clathrin binding site

Polar core

1

1

1
: 7 0 :
Adaptin binding site L NCe X b

1

1

1

Clathrin binding site |

1

1

C-domain N-domain

Obr. 2. Terciarni struktura -arrestinu s ukazkou vazebnych mist

Diagram struktury B-arrestinu 1 znazornujici N a C doménu, polarni jadro, vazebna mista pro receptor
a pro klatrin a adaptin, molekuly, které jsou zahrnuty v internalizaci GPCRs.
Upraveno podle Kang a kol., 2014

3.2 Funkce

Jak uz bylo vySe zminéno, B-arrestin hraje vyznamnou roli v nékolika bunéénych
mechanismech. Nejprve se myslelo, Ze jeho jedinou tlohou v buiice je desensitizovat svoji vazbou
aktivovany receptor. Pozd¢ji se vSak objevily vyzkumy, které dokazuji, ze samotna desensitizace
neni jeho jedinou funkci. Diky vazbé B-arrestinu na receptor muze dojit k nasledné internalizaci
receptoru anebo dokonce i signalizaci.

Aby mohl B-arrestin spravn¢ fungovat, je potieba nékolika dal§ich komponent a kroki. Mezi
tyto komponenty patii jak samotny receptor sprazeny s G proteinem, dale ligand, ktery bude

receptor aktivovat a nasledné specialni kinazy GRK (G protein-coupled kinases).
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3.2.1 GRKs

Pro pochopeni nasledujicich nékolika kapitol je potifeba popsat funkci GRK. Kindzy se
obecné fadi mezi enzymy, které¢ dokazi prenaset fostatovou skupinu z vysokoenergetickych latek
(napt. ATP) na konkrétni aminokyselinovy zbytek proteinu. Aby byla na receptor pienesena
fosfatova skupina, musi dojit nejdiive k aktivaci receptoru pomoci ligandu. Zména konformace
aktivovaného receptoru umozni navazani GRK a dojde k fosforylaci (Premont, Inglese & Lefkowitz,
1995) Fosforylace probiha konkrétné na serinovych a threoninovych aminokyselinovych zbytcich,
které se nachazeji na intracelularnich smy¢kach GPCR a také na C-konci receptoru (Bouvier a kol.,
1988).

GRK klasifikujeme do sedmi tfid, které oznaCujeme arabskymi ¢islicemi. GRK1 neboli
rhodopsin kinaza (Lorenz a kol, 1991), dale GRK 2 a GRK3, neboli BARK1 (Benovic a kol., 1986)
a BARK2 (Benovic a kol., 1991), které jsou spojovany s fz-adrenergnimi receptory, nasledné¢ GRK4
(Ambrose a kol., 1992), GRKS5 (Kunapuli & Benovic, 1993), GRK6 (Benovic & Gomez, 1993) a
GRK7 (Weiss a kol., 1998). Geny kodujici GRKs jsou exprimovany témét vSude. Vyjimkou jsou
geny pro GRK1 a GRK7, nachazejici se Vv ty¢inkach a ¢ipkach retiny (Weiss a kol., 1998). Kinaza
GRK4 se obejvuje ve varlatech (Premont a kol., 1996)

3.2.2 Desensitizace

Vzhledem k neptebernému mnozstvi signalnich kaskad v buiice je velmi dulezité tyto
signaly efektivné regulovat. Stejné jako ostatni signaly v buiice je i signal vedeny prostfednictvim
GPCR velmi intenzivni a je tedy potieba, aby buiika dokazala u¢inné a efektivné tlumit tento signal.
Prvni moznosti (irovni) tohoto titlumu je mechanismus zvany desensitizace.

Pii vyzkumu desensitizace byl jako model nejvice vyuzivan Pz-adrenergni receptor.
Desensitizace je proces, kdy dochazi k zeslabeni aktivity piislusného agonistou aktivovaného
receptoru. Tento dulezity fyziologicky mechanismus chrani receptor pfed nadmérnou, a to jak
akutni, tak i chronickou stimulaci (Ferguson & Caron, 1998). Hlavnim principem desensitizace u
GPCRs je, ze dojde kpieruSeni spojeni aktivovaného receptoru s piislusnym G proteinem.
K zablokovani tohoto spojeni dochéazi pfi kovalentni modifikaci receptoru, kterd je zplisobena
fosforylaci intracelularnimi kindzami. Mezi tyto intracelularni kindzy se fadi proteinkindza A
(PKA), proteinkinaza C (PKC) a jiz vyse zminované GRK (Lohse a kol., 1992).

U prvnich dvou kinaz (PKA, PKC) se jedna o klasickou zpétnovazebnou regulaci, jelikoz
prave tyto kinazy jsou aktivovany diky GPCRs. Kinazy tohoto typu jsou vsak schopné fosforylovat

nejen ligandem aktivované receptory, ale také receptory, které nemaji navazaného agonistu. Jedna
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se tedy o fosforylaci nezavislou na agonistovi vedouci k heterologni desensitizaci (Sibley a kol.,
1984).

Druhou moznosti je homologni desensitizace, pti které dochazi k fosforylaci receptoru diky
GRKSs (Sibley a kol., 1985). Princip tohoto typu desensitizace spociva ve schopnosti GRK rozeznat
pouze specifickym agonistou aktivovany receptor, ktery nasledn¢ nafosforyluji a vytvoii tim
vazebné misto pro B-arrestin, ¢imz vznikne fyzicka bariéra pro navazani G proteinu a dojde tak

k zeslabeni signalu (Lohse a kol., 1989).

3.2.3 Internalizace

Dalsim dulezitym procesem v bufice je internalizace. U tohoto mechanismu dochazi k
oddaleni receptoru z plazmatické membrany do bunky. Receptor se pak nachazi na povrchu
endocytovaného vacku. Nésleduji dvé mozné cesty tohoto vacku. Receptor mize byt za snizeného
pH defosforylovan pomoci fosfataz, vracen zpét na bunécny povrch a znovu vyuzit, neboli
recyklovan (Krueger akol., 1997). Druha cesta navede vacek s receptorem do lysozomu, kde je
degradovan. Ktéto predstavé vedl vyzkum =zalozeny na pouziti GFP, neboli zeleného
fluorescenéniho proteinu, ktery byl navazan na Pz-adrenergni receptor. Internalizace byla poté
pozorovatelna v realném ¢ase pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Kallal a kol., 1998).

Endocytovany vacek s receptorem je nejéastéji obalen Klatrinem, coz je protein, ktery se
sklada do triskelionti (Pearse, 1975). Pomoci adaptorovych proteinti postupné obaluje vacek. Za
nejdilezitéjsi ¢ast vazby klatrinu je povazovana C-terminalni doména B-arrestinu, konkrétné usek
77 aminokyselin. Samoziejmé vazbé klatrinu predchazi opét aktivace receptoru agonistou, nasledné
jeho fosforylace a navazani p-arrestinu (Goodman a kol., 1996).

Nezbytnym krokem internalizace je vazba adaptorovych proteinti. Jedna se konkrétné o
komplex AP-2, ktery se vaze na B-arrestin a umoziuje tak vazbu Klatrinu a obaleni vacku. AP-2 je
heterotetramerni komplex, ktery se sklada ze 4 podjednotek, z nichz jsou dvé velké a dvé mensi.
Nejhlavngjsi podjednotka AP-2 pro vazbu k B-arrestinu je f2-adaptin (Laporte a kol., 1999). Pro
vazbu AP-2 k B-arrestinu jsou esencialni dva argininové zbytky, nachazejici se v C-terminalni
doméné B-arrestinu (Laporte a kol., 2000). Pribéh internalizace je zobrazen na obrazku 3.

Jednim z dilezitych mezikrokti pii internalizaci je také fosforylace a defosforylace
B-arrestinu. V savéich bunkach se B-arrestin vyskytuje piirozené ve fosforylovaném stavu. Pravé
po aktivaci receptoru danym agonistou je P-arrestin defosforylovan a vaze se K receptoru.
Defosforylace je u internalizace nutna z hlediska nasledné vazby klatrinu a adaptorového proteinu

AP2. Fosforylace probiha konkrétné na serinu v pozici 412 (Lin a kol., 1997).
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Obr. 3. Schéma internalizace receptoru

Na tomto obrazku je znazornén prubéh internalizace. Dochazi k navazani hormonu (H), fosforylaci (P-
fosfatova skupina) receptoru diky GRK a navazani B-arrestinu (B-arr) a adaptorového proteinu (AP-2).
Poté je postupné receptor obalovan klatrinem a endocytovan.

Podle Ferguson a kol., 2001

3.2.4 Dvé¢ hlavni tiidy GPCRs dle afinity kK B-arrestinim

Arrestiny se obecné mohou vazat k nékolika riznym typim receptorii. Na zakladé tohoto
se predpokladalo, ze receptory maji jakysi spole¢ny sekvencni motiv dulezity pro jejich rozeznani
a vazbu arrestind. V nasledujici studii se kolektiv védct rozhodl zkoumat interakce mezi arrestiny
a GPCRs. Princip tohoto vyzkumu byl zalozen na fluorescencné znacenych arrestinech (pomoci
GFP) a naslednym sledovanim jejich rozlozeni v Zivé buiice pied a po aplikaci agonisty (viz obr. 4)
(Barak a kol., 1997).

Takto byly identifikovany dvé tfidy GPCRs dle jejich odlisné afinity k jednotlivym
isoformam B-arrestinu. Tfida A, do které zapada predevsim [2-adrenergni receptor, vaze B-arrestin2
S VEtsi afinitou nez B-arrestinl, zatimco zrakovy arrestin nevaze vibec. Ttida B, do které se tadi
receptory pro angiotensin Il typu 1A (AT1AR) a také pro vasopresin typu 2 (V2), dokazi vazat
zrakovy arrestin a také ob¢ isoformy [-arrestinu se stejnou afinitou. Zastoupeni jednotlivych

receptort v tfidé A a B je znazornéno v tabulce 2.
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Tabulka 2. Priklady jednotlivych receptori tiidy A a tiidy B

Ttida A

Ttida B

B2-adrenergni receptor (B2AR)

Receptor pro angiotensin Il typu 1A (AT1AR)

p-opioidni receptor (MOR)

Vasopresinovy receptor typu 2 (V2R)

Endothelinovy receptor typu A (ETAR)

Thyreoliberinovy receptor (TRHR)

Dopaminova 1A receptor (D1AR)

Receptor pro substanci P (SPR)

alb-adrenergni receptor (a1bAR)

Neurotensinovy receptor typu 1 (NTR-1)

Podle Oakley a kol., 2000

Tyto dvé ttidy receptori se 1isi v internalizaci a nasledné resensitizaci. U tiidy A p-arrestin disociuje
od receptoru kratce po internalizaci a receptor je zpét vracen na plazmatickou membranu, kdezto u

tiidy B je B-arrestin sou¢asti endocytovaného vacku mnohem delsi dobu po internalizaci receptoru

a mize se tak i¢astnit aktivace inracelularnich signalnich drah (Oakley a kol., 2000).
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Obr. 4. Translokace p-arrl a p-arr2 znacenych GFP k p2AR a AT1AR

A a B znazoriiyji distribuci B-arrl-GFP a B-arr2-GFP pied (0 s) a po pfidani (35 s a 180 s) 10 uM
isoproterenolu, agonisty pro B2AR. U snimk B je vidét, jak se B-arr2 transportuje k plazmatické
membrané a vaze se k receptorim. Graf C popisuje procentudlni zastoupeni obou isoforem v cytoplasmé
po urcity Casovy usek. Z grafu lze dobte vidét, Zze B-arrl je zastoupen spiSe v cytoplasmé oproti -arr2.
Snimky D a E ukazuji také distribuci f-arrl-GFP a B-arr2-GFP pted (0 s) a po piidani (35 s a 180 s)
angiotensinu II, coz je agonista pro AT1AR. Jak u snimku D i E je vidét, Ze se obé isoformy B-arrestinu
transportuji k plazmatické membrang. Podle grafu F mazeme soudit, Zze AT1A receptor vaze ob¢
isoformy se stejnou afinitou, jelikoZ jejich zastoupeni v cytoplasmé je po pfidani agonisty témér stejné.
Upraveno podle Oakley a kol., 2000

3.2.5 Ubikvitinace p-arrestinu

Ubikvitinace je proces, pii kterém dochazi k oznaceni proteinit v podobé navazani
ubikvitinu. Tyto proteiny jsou na zakladé¢ tohoto oznaceni degradovany v proteasomech.
Mechanismus navazani ubikvitinu na ur€ity protein vyzaduje tfi pomocné enzymy E1, E2 a E3. E1
neboli aktivujici enzym dokaze za hydrolyzy ATP vazat thioesterovou vazbou ubikvitin a aktivovat
tak glycin na C-konci ubikvitinu. Aktivni ubikvitin je poté pfenesen na enzym E2 opét za hydrolyzy
ATP. Poslednim krokem je ptenos aktivniho ubikvitinu na uréity protein, coz probiha ptes enzym
E3, neboli ubikvitin proteinligazu, ktera je zodpovédna za amidovou vazbu mezi ubikvitiem a

substratovym proteinem (Hershko a kol., 1980; Haas a kol., 1982; Hershko a kol., 1983).
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B-Arrestin podléha velmi rychlé ubikvitinaci po vazbé k aktivovanému receptoru.
B-Arrestin navazany na receptor funguje jako adaptor pro E3 ubikvitin ligazu, konkrétné MDM?2,
ktera je zodpovédna za ptenos ubikvitinu. Pro naslednou internalizaci aktivovaného receptoru je
ubikvitinace B-arrestinu nezbytna.

Také dochazi k ubikvitinaci Pz-adrenergniho receptoru, ale je nutné, aby receptor byl
aktivovany agonistou a byl na ném navazany B-arrestin. Ubikvitinace p2-adrenergniho receptoru

slouzi jako indikace pro naslednou degradaci receptoru v lysozomech (Shenoy a kol., 2001).
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4 Uloha B-arrestini v signalizaci iniciované GPCRs

B-Arrestin nejdiive predstavoval molekulu, kterd pouze zabranuje signalizaci iniciované
prostfednictvim GPCRs. Tato piedstava byla pozménéna ve chvili, kdy se objevily vyzkumy, které
poukazovaly i na mozné funkce B-arrestinu v bunééné signalizaci.

Jednou z hlavnich roli B-arrestinu v signalizaci je jeho schopnost fungovat jako adaptor pro
nekolik rtiznych molekul, které se ucastni signdlnich drah. Nejprve byla objevena vazba Src
(nereceptorové tyrosinové kinazy) K B-arrestinu (Luttrell a kol., 1999). Nasledoval objev role
B-arrestinu i v MAPK (mitogen-activated protein kinase) kaskadé, ktera zahrnuje né€kolik riznych
molekul a cest. V neposledni fadé se objevily nové poznatky o mozné funkci B-arrestinu v regulaci

jadernych procesu.

4.1 Interakce Src a B-arrestinu

Nova role B-arrestinu jako adaptoru byla potvrzena na zakladé vyzkumu tykajiciho se jeho
interakce s molekulou Src. Pti jednom z pokust se vystavil Pz-adrenergni receptor agonistovi
(konkrétné isoproterenolu) a v dusledku toho doslo k redistribuci B-arrestinu a Src k plazmatické
membrané. To vedlo k zavéru, Ze dochazi k této interakci a konkrétné, ze Src se vaze na N-konec
defosforylovaného [-arrestinu. Tento komplex je poté navazan na receptor, dojde k jeho
internalizaci a poté se spousti aktivace Erk 1/2 kaskady (Luttrell a kol., 1999)

4.2 Regulace MAPKs drahy prostfednictvim p-arrestinu

MAPK signalni draha je tvofena dlouhym sledem interagujicich proteinti, kterymi je veden
signal naptiklad az do jadra a hraje tedy v buiice také velmi dulezitou roli. Principem této drahy
jsou proteinkinazy, které v uréitém stupni kaskady fosforyluji dalsi proteinkinazu. Nasledné
dochézi k fosforylaci naptiklad transkripénich faktorti, cytoskeletarnich faktord a dalSich enzymd,
coz vede kovlivnéni exprese genti ¢i metabolismu. Kaskada se skladd z MAPKK kinaza
(MAPKKK), ktera fosforyluje MAPK kinazu (MAPKK) a ta poté aktivuje MAP kinazu (MAPK).
Do kazdé z téchto tii irovni spadaji riizné kinazy, konkrétné 14 zastupci v MAPKKK, 7 v MAPKK
a 12 v MAPK (Widmann a kol., 1999; Zhang & Liu, 2002; Qi & Elion. 2005)

V této kapitole nds budou zajimat nejvice kinazy, které jsou v posledni zminéné skuping
MAPK. Tato skupina ma 12 kinaz, avsak pouze tii z nich (ERK 1/2, JNK3 a p38) se ucastni této

kaskady a zaroven interaguji s B-arrestinem.
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4.2.1 Aktivace ERK 1/2

ERK 1/2 je jednou z MAP kinaz, které mohou byt aktivovany i pies G protein nezavislou
signalni drahu, tedy pfes B-arrestin. Klasicka cesta aktivace ERK 1/2 je ale spiSe spojovana se
signalizaci prostiednictvim G proteint (Daaka a kol., 1997).

U této aktivace hraje také dulezitou roli typ GPCRs. Pokud se podivame na receptor pro
angiotensin 1l typu 1A ( AT1AR), bude u n&j probihat aktivace ERK 1/2 rozdilné¢ nez u fo-
adrenergniho receptoru. To je dano piedevsim zptisobem jejich vazby a afinity k B-arrestinu, jelikoz
kazdy receptor spada do jiné ttidy (viz kapitola 2.2.4).

Piipad aktivace ERK 1/2, ve které hraje roli AT1A receptor, poukazuje na to, ze tento
receptor dokaze vazat P-arrestin velmi dobfe a tato vazba pietrvava i po jeho internalizaci.
B-Arrestin je pak schopen vytvofit jakési leSeni pro ostatni kinazy, které jsou dilezité pro naslednou
aktivaci ERK 1/2. Mezi tyto kinazy patii Raf-1 a MEK. Na tento komplex se poté navaze ERK 1/2,
ktery se vyskytuje v cytosolu. Cely tento proces probiha na povrchu endocytovaného vacku
s receptorem (Luttrell a kol., 2001). Je zajimavé, Ze u tohoto typu aktivace je vyZzadovana pouze
isoforma B-arrestin2, jelikoz B-arrestinl ptsobi jako inhibitor této drahy (Ahn a kol., 2004).

U druhé skupiny receptort, mezi které patii 32-adrenergni receptor, dochazi k aktivaci ERK
1/2 i za ptedpokladu, Ze se B-arrestin nevyskytuje v endocytovaném vacku. Zde se vyuZzivaji obé

isoformy B-arrestinu (Shenoy a kol., 2006).

4.2.2 Aktivace INK3

JNK3 neboli tzv. stresem aktivovava proteinkinaza je jednou z dalsich MAPK, ktera muaze
byt aktivovanad B-arrestinem. Jeji aktivace je zpusobena dvoji fosforylaci na threoninovych a
tyrosinovych zbytcich. Za tuto fosrorylaci jsou zodpovédné MAPKK a to konkrétné MKK4 nebo
MKKT7, které jsou aktivovany taktéz fosforylaci diky MAPKKK, konkrétné¢ ASKI1.

Pti vyzkumu tohoto typu signalizace byl vyuZzit AT1A receptor a dva kvasinkové hybridni
systémy, které dokazaly, ze JNK3 je partnerem vazajicim se k f-arrestinu. Za normalnich podminek
se JNK3 pohybuje mezi cytosolem a jadrem, avSak po zvySené expresi B-arrestinu2 v bunce
dochazi k vylouceni JNK3 z jadra. Nasledné byla vénovana pozornost také interakci MKK4, ASK1
a JNK3 s B-arrestinem2, a pritom se potvrdilo, Ze dochézi k velmi slabé vazbé mezi B-arrestinem a
MKKH4, to se vSak zménilo v ptitomnosti JNK3 a ASKI1. Tyto vysledky napovidaji, ze MKK4 se
nevaze ptimo na B-arrestin, ale vyuziva vazbu k JNK3 a ASK1, které se ptimo vazi s f-arrestinem

(McDonald a kol., 2000).
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4.2.3 Aktivace p38

MAP kinaza p38 je zahrnuta v nékolika rtiznych bunéénych procesech jako naptiklad
diferenciace bun¢k, bunécny cyklus, apoptoza ci piti zanétech. Dale funguje i jako kinaza, ktera
mize fosforylovat transkripéni faktory a ovladat tak genovou expresi (Ono & Han, 2000).

p38 se vSak objevuje i v chemotaxi (Ashida a kol., 2001). Tato signalizace probiha pies
chemokinovy receptor CXCR4, ktery patii do skupiny GPCRs. | na tento receptor se vaze B-arrestin,
snizuje tak jeho aktivaci a dochazi i k internalizaci (Cheng a kol., 2000). Nasledna studie dokazala,
ze B-arrestin je zahrnut do chemokinem indukované aktivace p38. Molekularni mechanismus této
aktivace je dosud nejasny, avsak predpoklada se, Ze jsou zde opét zahrnuty kinazy ASK1 a MKK4
(Sun a kol., 2002).

Dalsi receptor, ktery indukuje aktivaci MAP kinazy p38, je virovy receptor US28.
Zajimavosti tohoto receptoru je jeho neustala fosforylace i v nepfitomnosti agonisty. Pii zvySené
expresi GRK2 a GRKS5 v burikach, ve kterych se nachazi i US28, se ukazalo, ze tyto GRK jsou
schopné indukovat silngjsi fosforylaci serinovych a threoninovych zbytkti US28 a na zakladé této
fosforylace je ptivolan B-arrestin a dochazi k internalizaci receptoru. K dikazu o tom, ze US28 je
zahrnut v aktivaci p38, byl vyuzit mutovany receptor US28-(1-314), u kterého byly deletovany
vSechny serinové a threoninové zbytky na C-konci. Tento mutovany receptor pak nasledné selhal
Vv ptivolani B-arrestinu a naopak zvysil aktivaci signalni drahy, ktera vede k tvorb¢ inositol fosfatu.
Poté se ukazalo, ze tento mutant snizuje také aktivaci MAP kinazy p38, coz vedlo k myslence, ze
tato aktivace je regulovana jinak, pravdépodobné B-arrestinem podobné jako u aktivace ERK 1/2 a

JNK3 pies AT1A receptor (Miller a kol., 2003).

4.3 Jaderna signalizace prostifednictvim B-arrestinu

Ulohu p-arrestinu v jadfe, potvrdila studie, ktera se zabyvala buné&énou lokalizaci obou
isoforem B-arrestinu. Zatimco lokalizace B-arrestinul je jak v cytoplasmé, tak v jadre, B-arrestin2
nalezneme pouze v cytoplasmé. Ob¢ isoformy maji lokaliza¢ni jaderny signal, ale -arrestin2 ma
jaderny exportni signal, ktery mu umozni dostat se do cytoplasmy. Tento exportni signél se nachazi

na C-konci B-arrestinu mezi aminokyselinami 390 a 400 (Scott a kol,. 2002).

4.3.1 Regulace transkripce pres NF-kB

NF-xB, jaderny faktor-«B, je vSudypfitomny transkripcni faktor. Za jeho neaktivni formu
Vv cytoplasmé je zodpovédny inhibitor IkB, ktery je navdzany na NF-«B a znemoziuje tak jeho
transport do jadra. Avsak po puisobeni aktivaénich latek pro NF-kB, jako naptiklad lipopolysacharid

(LPS) nebo forbolester, dochazi k fosforylaci inhibitoru a nasledné disociaci od NF-kB. Poté je
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aktivovany NF-kB ihned transportovan do jadra, kde podporuje aktivaci transkripce uréitych genti
(Sen & Baltimore, 1986a; 1986b; Baeuerle & Baltimore, 1988).

B-arrestin v tomto mechanismu opét funguje jako adaptor. Konkrétné obé isoformy
B-arrestinu interaguji piimo s inhibitorem IkBa. Interakce probiha pies N-konec P-arrestinu a
C-konec inhibitoru IkBa. Role této interakce spociva ve stabilizaci vazby inhibitoru s NF-«xB a tudiz
zabranéni transportu NF-kB do jadra. Konkrétné vazba B-arrestinu2 K inhibitoru zabranuje jeho
mozné fosforylaci a nasledné degradaci a naopak zvysuje pocet IkBa, coz dokazuje, Ze B-arrestin2

stabilizuje svoji vazbou inhibitor (Gao a kol., 2004; Witherow a kol., 2004).

4.3.2 Regulace MDM2

MDM2 je onkoprotein, ktery se Gcastni v inhibici transkripéniho faktoru p53. Pii bunééném
stresu dochazi pravé k aktivaci p53, ktery nasledné zastavuje bunéény rust (Mercer a kol., 1990) a
indukuje apoptdzu (Yonish a kol., 1991). Pokud je p53 aktivni, umoziuje ptepis genu pro MDM2
protein. MDM?2 pak funguje jako negativni regulator p53. Po navazani MDM2 na p53 dochazi
k ubikvitinaci a nasledné degradaci p53 v proteazomech. Ubiquitinace je zptisobena oncoproteinem
MDM2, jelikoz ma funkci E3 ubikvitin ligazy (Honda a kol., 1997; Fang a kol., 2000). Jedna se o
tzv. zpétnovazebnou smycku mezi MDM2 a p53 (Wu a kol., 1993).

Zahrnuti B-arrestinu do toho mechanismu je ptes vazbu k MDM2. p-Opioidni receptor
napomohl k dikazu o této vazb€, dokonce, pokud je receptor aktivovan piisluSnym agonistou,
dochazi i ke zlepsSeni této vazby, coz znamena, ze stimulace GPCRs muze regulovat vazbu mezi
MDM2 a B-arrestinem. Transport MDM2 k aktivovanému receptoru je zajistény diky schopnosti
B-arrestinu vazat se k MDM2.

[-arrestin ma co do ¢inéni i s regulaci MDM2 a p53, kde redukuje MDM2 indukovanou
ubikvitinaci proteinu p53, coz vyusti ke snizeni degradace p53. Nadmérna exprese f-arrestinu 2
Vv bunikdch Saos2 zabratiuje degradaci p53 a dochazi tak ke zvyseni apoptozy.

Vazebné misto na B-arrestinu pro MDM2 se nachazi na N-konci, u MDM2 se B-arrestin

vaze v regionu mezi 383 a 410 aminokyselinou MDM2 (Wang a kol., 2003).

4.3.3 Funkce B-arrestinu v jadie

Po zjisténi jaderné lokalizace B-arrestinul se objevily domnénky o jeho piimé roli v jadre,
napiiklad v regulaci transkripce. Kang a jeho kolegové uvedli studii ohledné jedinecné funkce
B-arrestinu v jadie. V této studii byl vyuzit 6-opioidni receptor (DOR) a prvni pokusy vedly
k myslence, zda aktivace DOR indukuje translokaci B-arrestinu do jadra. Opét byl pouzit
fluorescen¢né znaceny P-arrestin a po aktivaci DOR agonistou doslo k transportu obou isoforem

B-arrestinu Kk plazmatické membrané a nasledné se [P-arrestinl translokoval do jadra. Tato
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translokace B-arrestinul byla poté potvrzena pii aktivaci k-opioidniho receptoru, avsak pti aktivaci
p-opioidniho a Pz-adrenergniho receptoru doslo pouze k transportu B-arrestinul k plazmatické
membrang, nikoliv do jadra.

Byla popsana funkce B-arrestinu v jadre, ktera spociva v regulaci exprese gent, konkrétné
geni p-27 a c-fos. Tyto geny hraji roli v apoptoze a bunééném cyklu. Jaderna funkce B-arrestinu je
spojena pravdépodobné s aktivaci DOR a nasledné translokaci f-arrestinu do jadra.

Regulace transkripce prostiednictvim [-arrestinul spociva v acetylaci histonu H4.
Akumulace B-arrestinu v jadte souvisi s funkci promotori genti p-27 a c-fos. Acetylace pak probiha
na téchto promotorech. Konkrétné acetyltransferaza p300 hraje roli v acetylaci téchto promotor.
Po jeji nadmérné expresi v buitkach se zvysila acetylace histonu H4 v promotorovych oblastech
genl p-27 a c-fos. Efekt acetylace byl rozsiten pii koexpresi B-arrestinul. Vazba B-arrestinu k tzv.
CREB proteinu je nutna, aby mohla byt acetyltransferaza p300 piivolana. Veskeré tyto poznatky
vedou k vysledku, Ze p300 zpusobuje P-arrestineml zprostiedkovanou acetylaci histonu H4

v promotorovych oblastech (Kang a kol., 2005).

4.4 Regulace hedgehog signélni drahy

Hedgehog signalni draha je jednou z dulezitych signalnich drah pfi embryonalnim vyvoji.
Nejenom, ze je dulezita pii larvalni segmentaci Drosophily, ale pfedevs§im je potiebna pro spravny
vyvoj zivoéicht a pro ur€ovani osudu jednotlivych bun¢k v lidském téle (Ingham & McMahon,
2001)

Ligandem v této signalni draze je pravé hedgehog protein, ktery se dokaze vazat na receptor
a spoustét signalni drahu, ktera vede k aktivaci transkripce ptislusnych gent. Tato draha zahrnuje
receptory patched (Ptc) a smoothened (Smo) a také mnoho dal$ich proteint v cytoplasmé. Zakladni
paradigma tohoto mechanismu spoc¢iva v inhibici Smo receptoru, za coz je zodpovédny neaktivni
Ptc receptor. Diky inhibovanému Smo receptoru nemize dochazet k aktivaci transkripce danych
gent, avSak po navazani ligandu hedgehog na receptor Ptc dochazi k uvolnéni jeho represe na Smo
receptor, ktery se aktivuje. Tak jsou spustény dal$i procesy v butice, které vyusti v aktivaci
transkripéniho faktoru, ktery se transportuje do jadra a umozni transkripci genti (Murone a kol.,
1999).

Prvni poznatky o zahrnuti B-arrestinu v této signalizaci jsou ze studie z roku 2004, kde se
B-arrestin2 ukazal jako nezbytny regulator hedgehog signalizace u zebficky v jejim embryonalnim
vyvoji (Wilbanks a kol., 2004). K potvrzeni vazby B-arrestinu k aktivovanému Smo receptoru byl
pouzit fluorescencné oznaCeny B-arr2. Vysledky poté ukézaly, Zze vazba hedgehog ligandu a
aktivace Smo receptoru piilaka B-arr2 k plazmatické membrané. Otazka, zda je receptor také

fosforylovan podobné jako i u jinych GPCRs, byla zodpovézena po expresi GRK2. Touto kinazou
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zprostfedkovana fosforylace zvysila transport B-arrestinu K receptorim Smo v plazmatické
membrané a nasledné bylo i potvrzeno, Zze po fosforylaci a vazbé B-arrestinu k Smo receptoru
dochazi i k jeho internalizaci (Chen a kol., 2004)

Mnohem zajimavéjsi funkce B-arrestinu u obratlovcu v této draze je pomoc pii lokalizaci
Smo receptoru do primarniho cilia. Dfive se poukazalo na to, ze Smo receptor je béhem své aktivace
transportovan do cilia za pomoci intraflagelarniho transportniho komplexu (ITF) (May a kol., 2005).
Konkrétné kinesin-2 motorovy komplex napomaha u tohoto transportu pii hedgehog signalizaci.
Kif3A je podjednotka kinesin-2 motorového komplexu (Huangfu a kol., 2003), ke které se vaze -
arrestin a napomaha tak v transportu Smo receptoru do primarniho cilia u obratlovct (Kovacs a kol.,
2008).

4.5 Regulace Wnt signalni drahy

Obdobné¢ jako hedgehog signalni draha, i Wnt signalizace je zapojena piedevsim pii vyvoji
embrya. Wingless (Wnt) je ligand, vazajici se k Frizzled (Fz) receptoru. Wnt signalizace reguluje
bunécnou proliferaci, diferenciaci a polaritu v bunkach pfi ur¢itych stadiich vyvoje.

Pti kanonické cesté této signalizace dochazi po navazani Wnt k aktivaci Fz receptoru, ktery
pteposila signal n¢kolika dal§im proteinim, do kterych se fadi dishevelled (Dsh), axin, glykogen
syntaza kinaza-3f (GSK-3B), APC (Adenomatous Polyposis Coli) a transkripéni regulator
B-katenin. Pokud je receptor neaktivni, B-katenin je pomérné v nizké koncentraci v cytoplasmé,
jelikoz je neustale fosforylovany od GSK-3p a nasledné ubikvitinovany a dochazi tak k jeho
degradaci v proteazomu. Jakmile se Wnt navaze na receptor, dojde k rozpusténi komplexu GSK-
3B/APC/Axin, tim padem nedochazi k degradaci B-kateninu, ktery se tak nahromadi v cytoplasmé
a transportuje se do jadra, kde se vaze k transkripénim faktorim a spousti transkripci cilovych geni
(Moon a kol., 2004).

U nekanonické cesty je signal pfendSen nezavisle na B-kateninu a to dvéma moznymi
cestami. Do jedné z nich jsou zahrnuty Rho a Rac proteiny, které se fadi do skupiny malych GTPaz.
Po aktivaci Fz receptoru se nese signal pies tyto dva proteiny a dochazi k pfestavbé aktinového
cytoskeletu (Schlessinger a kol., 2009). U druhé dochazi po navazani Wnt na receptor k uvolnéni
intracelularniho vapniku, ktery inhibuje kanonickou cestu Wnt signalizace (Kohn & Moon, 2005).

[-arrestin hraje roli v internalizaci receptoru u kanonické cesty signalizace. Dsh2 se vaze na
aktivovany receptor a pies néj dochazi i k vazbé B-arrestinu a internalizaci. Tim je B-katenin volny
V cytoplasmé¢ a miiZe se translokovat do jadra a umozZnit tak prepis gent. K internalizaci konkrétné

Fz4 receptoru je vyzadovan ligand Wnt5A a aktivace PKC (Chen a kol., 2003).
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5 Terapeuticky potencial p-Arrestinu

Jak uz bylo na zacatku prace napsano, diky mnoha fyziologickym procestim, které jsou
regulované prostiednictvim GPCRs, se tyto receptory dostavaji do pozornosti védct jako dulezity
cil pro vyvoj novych 1é¢iv. Vlastnosti liganda hraji dalezitou roli V jejich moZzném terapeutickém
uplatnéni. V této kapitole se budu vénovat pouze n¢kolika vybranym receptortim a jejich ligandtim,
které maji mozny potencial ve zlepseni 1éCby urcitych chorob.

Vyvoj 1éCiv je zalozeny na ligandech schopnych se selektivné vazat K receptorim. Termin
usmérnovaci (angl. biased) ligand vysvétluje schopnost navazaného ligandu stabilizovat urcitou
konformaci receptoru a spoustét vybrané aktivity tohoto receptoru. S timto souvisi i termin
dokonalé usmérnéni (,,perfect bias*), ktery poukazuje na vlastnosti ligandu, ktery je schopnen po
navazani stimulovat pouze jednu danou aktivitu receptoru bez stimulace jiné aktivity receptoru.

V této kapitole pujde predevsim o usmériovaci ligandy pro B-arrestin (Violin & Lefkowitz, 2007).

5.1 pu-Opioidni receptor (MOR)

U p-opioidniho receptoru bylo poukdzano na ligandy, které¢ jsou schopny po navazéani
k receptoru umoznit jeho fosforylaci a ptivolani B-arrestinu. Konkrétné se jedna o endogenni
enkefalin a opiaty, jako napiiklad morfin nebo etorfin. Po navazani enkefalinu a etorfinu dojde k
internalizaci receptoru, avSak pokud se navaze morfin, ptekvapivé dochazi ke sniZeni internalizace
(Keith akol., 1996). To vypovida o velmi slabé schopnosti morfinu stimulovat fosforylaci receptoru
(Zhang a kol., 1998).

Pokusy, ve kterych byl u mysi odstranén B-arrestin2 (B-arrestin2 KO mysi), ukazaly
zvySenou a prodlouzenou analgezii indukovanou morfinem a také zlepseni a vyssi i€innost vazby
G proteinu k receptoru (Bohn a kol., 1999). B-Arrestin2 KO mysi jsou také resistentni vii¢i vytvaieni
chronické tolerance pro morfin nebo se u nich neprojevuji vedlejsi ucinky zptisobené morfinem
(Bohn a kol., 2000).

Byl vSak objeven novéjsi ligand zvany herkinorin, ktery ptisobi jesté vice negativné nez
morfin. Tento ligand poskytuje zvySeni analgesie vyvolané opiaty a dokaze se vyhnout vedlejsim

ucinkiim opiatt, které jsou zprostiedkované p-arrestinem2 (Groer a kol., 2007).

5.2 Receptor pro angiotensin Il typu 1 (AT1AR)

Tento receptor je znam piedevsim pro svoji schopnost regulovat krevni tlak. Pii 1é¢bé

vysokého krevniho tlaku je receptor cilem pro jeho blokatory (ARBs), coz je naptiklad valsartan a
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losartan. Tito antagonisté znemozni signalizaci zavisejici na G proteinu a dojde tak ke snizeni
krevniho tlaku (Hedner a kol., 1999).

ATI1A receptor je spojeny pravé i se signalizaci, kterd nezahrnuje G proteiny, nybrz
B-arrestin. Signalizace prostfednictvim B-arrestinu se projevuje zvySenim bunééného rlstu,
proliferaci ¢i cytoprotekci (Zhai a kol., 2005). Aby mohlo k této signalizaci dojit, musi se navazat
spravny agonista. V tomto piipad¢ byl objeven dokonale usmériovaci ligand se zkratkou SlI
(Holloway a kol., 2002). Uginek SII ligandu by mohl byt velmi pfinosny, nebot po navazani
inhibuje signalizaci zprostiedkovanou G proteinem, coz ve vysledku snizi krevni tlak, ale na druhou
stranu aktivuje B-arrestinovou signalizaci, ktera ma ptinosné ucinky pro buiiku (Violin & Lefkowitz,
2007).

5.3 Receptor pro parathyroidni hormon typu 1 (PTH1R)

Tento receptor je velice dalezity pro regulaci homeostazy vapniku v kostech, ktera vyzaduje
pro své udrZeni spravnou regulaci pfi vytvareni a resorpci kosti. Jeho nejvyznamnéj$im ligandem
je parathyroidni hormon (PTH a dale také parathyroidnimu hormonu ptibuzny peptid (PTHrP). Po
navazani parathyroidniho hormonu k receptoru muze dojit k signalizaci ptes Gs, Gq nebo
nebo B-arrestin. Existuji viak derivaty PTH zkracené o jednu aminokyselinu PTHrp(2-36), Bpa’-
PTHrP(1-36), které aktivuji signalizaci pouze pies Gs (Bisello a kol., 2002) nebo derivaty D-Trp*?,
Tyr**PTH (7-34) fungujici jako inverzni agonisté pro Gs-signalizaci, coz znamena, Ze aktivuji pouze
[B-arrestin.

Pravé ligand, ktery spousti signalizaci prostfednictvim B-arrestinu a zarovenn blokuje
G protein, indukuje novotvorbu kosti bez stimulace jejich resorpce. Tato aktivita byla porusena u
mysi, u kterych byl zruSen gen pro B-arrestin2. Nové poznatky o tomto ligandu mohou hrat velmi

vyznamnou roli ve vyvoji novych terapeutik pro 1é¢bu osteopordzy (Gesty-Palmer a kol., 2009).
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6 Zavér

Buriky si pro komunikaci s okolim a mezi sebou vytvorily neuvéfitelné chytry a velmi dobie
propracovany systém. Tento systém zvany bunécna signalizace jim na zaklad¢ pfijimani signala
napomaha fesit naptiklad krizové situace nebo otdzku diferenciace buiiky. Do tohoto mechanismu
jsou v bunce zahrnuty receptory nachazejici se v plazmatické membrané a mnoho molekul
V cytoplasmé a v jadie. Mimo buiiku jsou to latky, které jsou schopny vazat se k receptorim, ménit
tak jeho konformaci a posilat jejich signal dale do bunky.

Tato prace je vénovana jedné tiidé receptorit zvané GPCRs, neboli receptory spiazené s G
proteiny. Zkoumani téchto receptorit poodhalilo jejich, ted’ uz, velmi jasnou strukturu a nasledné
klasickou cestu signalizace probihajici prostiednictvim heterotrimernich G proteinu.

V poslednich 10-15 letech se dostala do povédomi védct zajimava molekula, ktera byla
schopna §ifit signal od aktivovaného GPCR, avsak nezavisle na G proteinu. Tato molekula zvana
B-arrestin dokaze zabranit navazani G proteinu na aktivovany receptor a tim ho desensitizovat a to
v podobé kovalentni vazby samotného B-arrestinu k receptoru. Tato mechanicka bariéra vSak
vyzaduje dalsi potfebné procesy, aby se B-arrestin mohl na receptor navazat. Témito procesy jsou
fosforylace ligandem aktivovaného receptoru a naopak defosforylace volného cytoplasmatického
B-arrestinu. Po vazbé k receptoru je B-arrestin schopny internalizovat receptor a slouzit jako adaptor
pro molekuly potifebné k obaleni vacku s receptorem.

Slozitou funkci ma B-arrestin v pfenosu signalu. Jeho schopnost slouzit jako adaptor se
vyuziva v riznych typech bunécné signalizace, pocinaje od MAP kindzové drahy, prenosu signalu
do jadra az k dilezité embryonalni signalizaci pres Smothened a Frizzled receptory. Osobné mé
nejvice zaujala funkce B-arrestinu v jadie, kde dokaze piimo regulovat transkripci gent. Tuto
regulaci provadi diky své schopnosti pfivolat k promotorové oblasti genti acetyltransferazu p300,
které acetyluje histon H4 a dochazi k ptepisu genu.

Spousténi signalnich drah zavislych na G proteinu nebo na B-arrestinu se vyuziva
ve vyzkumu novych farmakoterapeutik. Pravé rozdilné cesty signalizace maji rizné fyziologické
dopady. Napiiklad u p-opioidniho receptoru dochazi pti spusténi signalizace prostfednictvim

B-arrestinu ke snizeni krevniho tlaku a vytvofeni cytoprotekce.
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