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Streszczenie: Recykling lub degradacja biatek blonowych na drodze zaleznej od ubikwitynacji endo-
cytozy jest jednym z najwazniejszych mechanizmow regulacji homeostazy komorkowej. W regulacji
obrotu biatek btonowych istotna role odgrywa proces selektywnego naprowadzania ligaz ubikwityny
na odpowiednie substraty biatkowe dzigki aktywnosci tzw. biatek adaptorowych z rodziny konser-
wowanych ewolucyjnie arestyn. Od wielu lat badano pod tym katem B-arestyny, ktére umozliwiaja
ubikwitynacje¢ wielu ssaczych biatek blonowych. Nowo wyodrebniong podrodzing arestyn, ktora oka-
zala si¢ ewolucyjnie starsza od B-arestyn, sa a-arestyny. Biatka z rodziny arestyn wystepuja powsze-
chnie od drozdzy po ludzi i zaangazowane sg w wiele procesow komorkowych, a ich dysfunkcje moga
prowadzi¢ do powaznych zaburzen w funkcjonowaniu komorek, co czyni arestyny waznym obiektem
badan. Roznorodnos¢ i zmiennos¢ lokalizacji a-arestyn moga sugerowac zaangazowanie tych biatek
w wiele r6znych proceséw komorkowych. Wiekszos¢ dotychczasowych informacji na temat funk-
¢ji i mechanizmu dziatania a-arestyn pochodzi z badan prowadzonych na drozdzach piekarniczych
Saccharomyces cerevisiae. a-Arestyny wchodza w interakcje z RspS, ligaza ubikwityny z rodziny
Nedd4, poprzez motywy PY i domeny WW rekrutujac ja do specyficznych substratow. Natomiast
rozpoznawanie biatek substratowych przez odpowiednie a-arestyny mozliwe jest dzigki tzw. syg-
natom degronowym (degrony), najprawdopodobniej stanowigcym krotkie sekwencje aminokwasowe.
Badania wskazuja na regulacj¢ aktywnosci a-arestyn poprzez modyfikacje potranslacyjne np. fosfo-
rylacje i ubikwitynacje. Modyfikacje potranslacyjne wpltywaja na zmiang specyficznosci substratowe;j
a-arestyn co pozwala na $cista regulacje i sprawng odpowiedz w systemie kontroli biatek blonowych,
umozliwiajac szybka adaptacj¢ komorki do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska.

Stowa kluczowe: a-arestyny, biatka btonowe, ubikwitynacja, adaptory, degradacja

Summary: Recycling or degradation of membrane proteins by ubiquitination-dependent endocytosis is
one of the most important mechanisms of regulation of cellular homeostasis. The proces of selective
targeting of ubiquitin ligases to the appropriate protein substrates, due to the activity of the so-called
adapter proteins from the family of evolutionarily conserved arrestins, plays an important role in regu-
lation of the membrane proteins turnover. The role of -arrestins which enable ubiquitination of many
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mammalian membrane proteins have been studied for many years. A newly separated subfamily of
arrestins, which turned out to be evolutionarily older than fB-arrestins, is the subfamily of -arrestins.
Arrestin family proteins are ubiquitous from yeast to humans and are involved in many cellular pro-
cesses. Their dysfunction can lead to serious disorders in the functioning of the cell, making arrestins
an important research target. The variability of the subcellular location of -arrestins may suggest the
involvement of these proteins in many different cellular processes. Most of the information on the
function and mechanism of action of a-arestins comes from studies conducted with the baker’s yeast
Saccharomyces cerevisiae. o-Arrestins interact with RspS, the Nedd4 family E3 ubiquitin ligase, via
PY motifs and WW domains, and recruit it to the specific substrate. The recognition of substrate
proteins by a-arrestins is possible thanks to the so-called degron signals (degrons), most likely short
amino acid sequences. The regulation of a-arrestin activity through post-translational modifications,
e.g. phosphorylation and ubiquitination may modulate the substrate specificity of a-arrestins, which
allows a tight regulation and efficient response in the membrane protein control system, enabling the
cell quick adaptation to changing environmental conditions.

Keywords: a-arrestins, plasma membrane proteins, ubiquitination, adaptors, protein degradation

WPROWADZENIE

Jednym z najwazniejszych sposobow regulacji poboru substancji ze srodowi-
ska zewnatrzkomorkowego oraz komunikacji migdzykomorkowej we wszystkich
komorkach eukariotycznych jest endocytoza i recykling lub degradacja biatek bto-
nowych. Regulacja obecnosci transporterow, kanatow i receptoréw w btonie ko-
moérkowej poprzez degradacje endocytarna, zalezna jest od wielu procesow komor-
kowych, w tym modyfikacji lipidow, formowania koszy klatrynowych, czy zmian
szkieletu aktynowego [15]. W regulacji obrotu bialek blonowych istotna rolg od-
grywa takze ubikwitynacja [27, 29], odpowiedzialna za inicjacj¢ endocytozy oraz
warunkowanie prawidlowego sortowania endosomalnego i degradacje wakuolarna,
zardwno u eukariontow nizszych (np. drozdzy), jak i ssakow [37, 73].

Przytaczenie czasteczki ubikwityny do biatka btonowego zachodzi na drodze
3-stopniowego szlaku reakcji enzymatycznych, w ktorych udzial biora kolejno:
enzymy aktywujace ubikwityne (E1), enzymy wiazace ubikwityne (E2) oraz liga-
zy ubikwityny (E3). Istotnym elementem procesu ubikwitynacji jest specyficzne
i selektywne rozpoznawanie biatek przeznaczonych do degradacji przez enzymy
E3. Ligazy ubikwityny wykazuja najwigcksza réznorodnos¢ sposrod enzymow
maszynerii ubikwitynowej (odkryto 60-100 ligaz E3 u drozdzy [16] i ponad 600
u ludzi [35]), jednak tylko nieliczne z nich zaangazowane sa w rozpoznawanie
biatek btonowych. Rozpoznawanie substratow przez ligazy E3 zachodzi poprzez
sygnaty degradacyjne (degrony) np. w postaci okreslonej sekwencji aminokwaso-
wej, lecz zazwyczaj wymagane sg rowniez modyfikacje potranslacyjne substratow
lub ligaz E3, a takze interakcje z biatkami adaptorowymi. W proces ubikwitynacji
bialek btonowych zaangazowane sa ligazy z rodziny Rsp5/Nedd4, nalezace do
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grupy ligaz HECT (ang. homologous to the E6AP carboxyl terminus) zdolnych
do bezposredniego katalizowania reakcji przenoszenia czasteczki ubikwityny na
biatko docelowe [31,48]. Wiazanie przez nie substratow zachodzi jednak najcze-
$ciej posrednio, przy udziale biatek adaptorowych zrodziny arestyn (arestyny
wzrokowe 1 B-arestyny) oraz spokrewnionych z nimi stabiej poznanych biatek
z rodziny ARTs (ang. arrestin-related trafficking adaptors), nazywanych tez a-a-
restynami [2]. Jako ze biatka z klanu arestyn wystepuja powszechnie od drozdzy
po ludzi i zaangazowane sg w wiele procesow komorkowych, takich jak regulacja
degradacji i recyklingu biatek blonowych w r6znych warunkach, kontrola aktyw-
nosci receptorow sprzezonych z biatkami G (ang. G-protein-coupled receptors,
GPCRs), czy udziat w przekazywaniu sygnatéw komoérkowych, ich dysfunkcje
moga prowadzi¢ do powaznych zaburzen w funkcjonowaniu komérek, co czy-
ni arestyny waznym obiektem badan. Wigkszo$¢ dotychczasowych informacji na
temat funkcji i mechanizmu dziatania ARTs pochodzi z badan prowadzonych na
drozdzach piekarniczych Saccharomyces cerevisiae, ktore sa organizmem mode-
lowym w biologii molekularnej eukariotow [12].

ADAPTORY ARTs: KONSERWATYWNE
BIALKA Z KLANU ARESTYN

Jedna z gtownych rol arestyn jest naprowadzanie ligaz z rodziny Rsp5/Nedd4
na substraty btonowe i posredniczenie w reakcji ich ubikwitynacji. Od wielu lat
badano pod tym katem B-arestyny, ktore umozliwiajg ubikwitynacje wielu ssa-
czych biatek btonowych, dodatkowo stymulujagc endocytoze poprzez wigzanie
klatryny oraz endocytarnego kompleksu AP-2 [34]. U ludzi, rodzina Nedd4 sktada
sic z 9 ligaz E3 [64], z ktorych ligaza Nedd4 wydaje si¢ by¢ najstarsza ewolucyj-
nie i wykazuje duza homologi¢ do drozdzowej ligazy Rsp5, co wskazuje, ze bial-
ka te sg konserwowane ewolucyjnie [82]. Ligazy Rsp5/Nedd4 rozpoznaja swoje
substraty dzigki domenom WW wiazacym motywy PY ([L/P]PxY) lub ufosfory-
lowane reszty seryny/treoniny w poblizu reszty prolinowej [42]. Jednakze, wie-
le bialek ubikwitynowanych przez te ligazy nie posiada w strukturze motywow
PY, co rodzi konieczno$¢ interakcji z biatkami adaptorowymi [39]. Co ciekawe,
arestyny wzrokowe i B-arestyny rowniez nie posiadaja w swojej strukturze moty-
wow PY, a inne bogate w proling sekwencje w ich strukturze nie sg rozpoznawa-
ne przez ligazy Nedd4 [67], co najprawdopodobniej §wiadczy o niekanonicznych
interakcjach migdzy tymi biatkami. Stosunkowo niedawno, bo dopiero w 2008
r., Alvarez opisatl grupe bialek adaptorowych zaangazowanych w ubikwitynacje
cargo — bialka ARTs — przypominajace ssacze P-arestyny i wchodzace w inte-
rakcje z ligazami Rsp5/Nedd4 poprzez motywy PY i domeny WW [2]. Analiza
filogenetyczna wykazala, ze B-arestyny i arestyny wzrokowe wywodzg si¢ z tej
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samej ancestralnej rodziny arestyn, ktora data poczatek biatkom ARTs oraz innym
biatkom podobnym od arestyn [2]. Ze wzgledu na ewolucyjnie starsze pochodze-
nie, adaptory ARTs nazwano a-arestynami, odrdzniajac je od rodziny B-arestyn/
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RYCINA 1. Drzewo filogenetyczne i schemat organizacji domenowej a-arestyn u drozdzy S. cerevi-
siae. Drzewo filogenetyczne stworzono za pomoca metody Neighbor-joining method, przy uzyciu pro-
gramOw ClustalW oraz MEGA7. Domeny przewidziane przez HmmerWeb 2.41.1 (https://www.ebi.
ac.uk/Tools/hmmer/) w oparciu o baz¢ Pfam 32.0 odpowiadaja nastepujacym numerom dost¢pu Pfam-
-A: Arr N (Arresin N): PF00339, Arr C (Arrestin_C): PF02752, Arr N-like (LDB19): PF13002,
Bull N: PF04425, Bull _C: PF04426

FIGURE 1. Phylogenetic tree and schematic representation of the domain organization of yeast S.cer-
evisiae a-arrestins. Phylogenetic tree was created with Neighbor-joining method using ClustalW and
MEGA?7 programs. Domains based on Pfam 32.0 and detected by HmmerWeb 2.41.1 (https://www.ebi.
ac.uk/Tools/hmmer/) correspond to the following Pfam-A accessions: Arr N (Arresin_N): PF00339,
Arr_C (Arrestin_C): PF02752, Arr_N-like (LDB19): PF13002, Bull_N: PF04425, Bull_C: PF04426
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arestyn wzrokowych (odtad nazywanych B-arestynami) oraz innych bialek po-
siadajacych domene arestynowa [2]. Jednocze$nie wykazano, ze a-arestyny sa
biatkami wystepujacymi powszechnie u wszystkich eukariontow poza roslinami,
u ktorych nie stwierdzono obecnosci takze ligaz Rsp5/Nedd4 [2]. Jedng z pierw-
szych zidentyfikowanych a-arestyn byto biatko PalF u Aspergillus nidulans, za-
angazowane w $Sciezke sygnalng pH poprzez wigzanie receptora PalH [25]. U lu-
dzi zidentyfikowano co najmniej 6 a-arestyn: ARRDCI1-5 (ang. arrestin-domain
containing 1-5) oraz TXNIP (ang. thioredoxin-interacting protein) [2]; u drozdzy
S. cerevisiae, ktore stanowig gtéwny model badan nad a-arestynami, zidentyfiko-
wano 14 biatek nalezacych do tej rodziny, w tym biatka Art1-10 [51] oraz Bull-3
[53] (Rye. 1)(Tab. 1).

Strukturalng cechg wspolng dla arestyn i bialek z nimi spokrewnionych jest
obecno$¢ charakterystycznie utozonych nici  formujgcych dwie domeny o struk-
turze B kanapek potaczonych domena zawiasowa (ang. arrestin fold) [2, 4, 5, 40,
76]. B-arestyny charakteryzuja si¢ takze elementami strukturalnymi, ktorych star-
sze ewolucyjnie a-arestyny nie posiadaja, np. motywy wiazace klatryne¢ u [-are-
styny-1 1 -2 i N-koncowa a-helisa, ktorej rola u B-arestyn nie zostala jednoznacz-
nie okreslona [2]. Znaczacg r6znica miedzy o- i B-arestynami jest powszechna
obecnos¢ motywow PY w strukturze a-arestyn [2] (Rye. 1), co zgodnie z obser-
wacjami pozwala im na kanoniczne wigzanie przez ligazy Rsp5/Nedd4 i efek-
tywne petienie roli w regulacji endocytozy i sortowania endosomalnego biatek
btonowych [3, 19,20 ,22 ,52] (Tab. 1).

WIELOFUNKCYJNOSC LUDZKICH 0-ARESTYN

Biatka a-arestyn lokalizuja si¢ w komoérkach réznie w zaleznosci od przedsta-
wiciela rodziny, a takze w zalezno$ci od warunkéw panujacych w komorce. Ludz-
ka a-arestyna TXNIP moze lokalizowac si¢ w btonie komorkowej [80] lub ule-
ga¢ translokacji do mitochondriéw, a wchodzac w interakcje z importyng-a moze
krazy¢ miedzy cytosolem a jadrem komorkowym [63]. Z kolei ludzkie ARRDC3
i drozdzowe Art9/Rim8 oprocz btony komorkowej lokalizuja si¢ takze w btonie en-
dosomu, gdzie wchodzg w interakcj¢ z biatkami endosomalnymi [14, 24]. R6zno-
rodno$¢ i zmiennos¢ lokalizacji moga sugerowac zaangazowanie o-arestyn w wie-
le r6znych procesow komorkowych, tak jak w przypadku B-arestyn. Strukturalne
podobienstwo miedzy - i B-arestynami, rowniez wskazuje na podobne funkcje
tych bialek. Pomimo intensywnych badan na przestrzeni ostatnich lat, rola a-are-
styn w komorkach zwierzgcych nadal pozostaje stabo poznana, a ostatnie odkrycia
pokazuja, ze a-arestyny, tak jak i B-arestyny, mogg petnic¢ istotng role w regulacji
proteostazy. Wykazano, ze a-arestyna TXNIP odgrywa znaczaca role w promowa-
niu apoptozy komorek B trzustki oraz procesach redoks w komorce [63]. Zgodnie
z nowszymi doniesieniami, TXNIP petni takze wazng funkcje w regulacji poboru
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TABELA 1. Drozdzowe i ludzkie a-arestyny
TABLE 1. Yeast and human a-arrestins

Drozdzowa

T Charakterystyka Odnosniki
Artl/Ldb19 rsetiglaqa endocytozy Mupl, Canl, Tat2, Fur4, Lyp1, Ste2, [19,51.60]
Ar2/Eem21 ;?illﬂacja endocytozy Smfl, Tat2, Furd, Lypl, Thi7, Thi72, [51.62]

Art3/Aly2 regulacja endocytozy Gapl, Dip5, Ste3 [13,55,60]
Art4/Rod1 regulacja endocytozy Jenl, Hxt6, Hxt1, Hxt3, [17,51,56]
Art5 regulacja endocytozy Itrl [51]
Art6/Alyl regulacja endocytozy Gapl, Dip5, Ste3 [13,55,60]
Art7/Rog3 regulacja endocytozy Hxtl, Hxt3 [56]
Art8/Csr2 regulacja endocytozy Smf1, Hxt2, Hxt3, Hxt4, Hxt6, Hxt7 [30,51,68]
Art9/Rim8 regulacja endocytozy i sortowania Rim21 [23,24]
Art10 meznan’a .funkCJa; r}adekspreSJa skutkuje zwigkszeniem [72]

opornosci na arsenin
Bull ;ﬁjlag;sendocytozy Jenl, Gapl, Ptr2, Tatl, Tat2, Ctrl, [1,13,17,32,41,75]
Bul2 regulacja endocytozy Jenl, Gapl, Ptr2, Tatl, Tat2, Ctrl, [1,13,17.32,41,75]

Put4, Dal5

Bul3 (BSC5/

nieznana funkcja; usunigcie skutkuje zwickszeniem wrazli-

YNRO068C) wosci na temperature [53]
Spo23 nieznana funkcja; zwigzana z mejotycznym biatkiem Spol [74]
Ludzka Charakterystyka Odnos$niki
a-arestyna
RRT regulacja ubikwitynacji DMT1, Notch, YAP1; rekrutacja
A cl TSG101 do sekrecji pecherzykow ARMMs [44,49.61,81]
ARRDC?2 przypuszczalnie regulacja post-endocytarnego sortowania [21]
B2-AR
regulacja endosomalnego sortowania PAR1; regulacja post-
ARRDC3 -endocytarnego sortowania 2-AR; regulacja ubikwitynacji [6,14,21,69,81]
YAPI, ITG B4, IR
przypuszczalnie regulacja post-endocytarnego sortowania
A 4 B2-AR; regulacja ubikwitynacji DMT1, MDAS, V2R [21,44,46,66]
ARRDCS nieznana funkcja
TXNIP udziat w procesach redoks poprzez wigzanie tioredoksyny; [63,77.80.83]

regulacja apoptozy; regulacja endocytozy GLUT1, GLUT4
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glukozy przez promowanie degradacji transporterow glukozy GLUT1 oraz GLUT4
(ang. glucose transporter) pod wptywem wewnatrzkomorkowego stezenia glukozy
oraz insuliny [77, 80]. a-Arestyny wspolpracuja takze z f-arestynami w regulacji
obrotu receptora 2-AR, cho¢ zaangazowana w ten proces a-arestyna ARRDC3
uczestniczy jedynie w post-endocytarnym sortowaniu ubikwitynowanego juz re-
ceptora do ciat wielopgcherzykowych (ang. multivesicular bodies, MVB) 1 odgrywa
mniejsza role w jego obrocie —gtownymi adaptorami dla receptora 32-AR sg p-are-
styny [21]. Niedawno odkryto uczestnictwo bialek ARRDC1 i ARRDC3 w hamo-
waniu rozwoju jasnokomoérkowego raka nerki poprzez wspoéldziatanie z ligazami
Nedd4 w kierowaniu na $ciezke degradacji onkogenu YAP1 (ang. Yes-associated
protein 1) [81]. Nowe badania pokazujg, ze ARRDC3 uczestniczy w sortowaniu
receptora GPCR PARI1 (ang. protease-activated receptor 1) do MVB poprzez pro-
mowanie ubikwitynacji endosomalnego biatka ALIX (ang. ALG-interacting protein
X) [14], a takze posredniczy w ubikwitynacji integryny B4, hamujac jej recykling
i sekrecje w komorkach raka piersi oraz kierujac ja na $ciezke degradacji lizoso-
malnej [69]. Badania na myszach pokazaly, ze biatko ARRDC3 jest silnie zaanga-
zowane takze w procesy metaboliczne w watrobie. W warunkach hiperinsulinemii
ekspresja genu ARRDC3 w watrobie ulega regulacji w sposéb zalezny od aktyw-
no$ci receptora insuliny (ang. insulin receptor, IR) — u myszy pozbawionych IR
w watrobie obserwowano znaczne zmniejszenie ARRDC3 mRNA [6], natomiast
delecja genu ARRDC3 skutkowata zwigkszonym st¢zeniem IR w blonie komorko-
wej oraz zwiekszong wrazliwoscig komorek na insuling [6]. Wyniki te wskazuja na
role ARRDC3 w petli regulujacej odpowiedz komodrek watroby na insuling. Inne
badania wskazywaty na role ARRDC3 oraz ARRDC4 w rekrutacji ligaz Nedd4 do
receptorow GPCR [66]. ARRDCA4, a takze ARRDCI1, posrednicza w ubikwitynacji
takze transportera DMT1 (ang. divalent metal ion transporter 1), co pozytywnie re-
guluje jego uwalnianie w pecherzykach zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular
vesicles, EVs) [44]. Pokazano tez, ze a-arestyna ARRDCI1 wspotdziata wraz z [3-a-
restynami w negatywnej regulacji $ciezki sygnalnej Notch, rekrutujac ligaze Itch do
ubikwitynacji receptora Notch, co promuje jego degradacje¢ lizosomalng [61]. Co
ciekawe, powyzsza praca zasugerowata zdolnos¢ a- i f-arestyn do heterodimeryza-
cji poprzez domeng arestynowa i kooperacje w wigzaniu substratow dla ligazy E3.
Wezeséniej pokazano juz, ze obie rodziny arestyn majg zdolno$¢ do homodimeryza-
cji [49,71]. W przypadku receptora Notch, nadekspresja nierozpoznawanego przez
ligazy Nedd4 mutanta ARRDC1 pozbawionego motywu PY spowodowata znaczne
zahamowanie ubikwitynacji i degradacji receptora Notch oraz wzrost kompleksow
Notch/p-arestyna-1, prawdopodobnie ze wzgledu na nieefektywng degradacje tego
receptora [61]. Mozliwo$¢ formowania heterodimeréw sugerowaly takze inne bada-
nia, gdzie nadekspresja ARRDC3 i ARRDC4 prowadzita do koimmunoprecypitacji
ich kompleksow z B-arestynami [66].
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Podobienstwa w funkcjonowaniu miedzy B- i a-arestynami wskazujg na row-
nie istotng role tych drugich w prawidlowym funkcjonowaniu komoérek, a tym
samym potencjalne powazne skutki zaburzen ich ekspresji czy mutacji. Niestety,
obecnie nadal dysponujemy niewielka wiedza na temat powigzan mig¢dzy a-are-
stynami a stanami chorobowymi. Przyktadem stwierdzonych zalezno$ci sg obser-
wacje zwigkszonej ekspresji biatka TXNIP w zwigzku z cukrzycg. TXNIP promu-
je apoptoze komorek B, a niedobory tego bialka promujg przezycie tych komoérek
oraz poprawiaja sekrecje i wrazliwo$¢ na insuline, biatko to stanowi wigc obie-
cujacy cel w terapiach farmakologicznych — inhibitory TXNIP lub znaczne obni-
zenie jego ekspresji mogtoby chroni¢ przed cukrzycg typu I oraz II [79]. Podob-
nie potencjalnym celem w leczeniu chordb zwigzanych z dysfunkcja gospodarki
insulinowej mogtoby by¢ biatko ARRDC3. Zaobserwowano, ze globalna delecja
ARRDC3 u myszy chronita je przed otyloscia, insulinoopornos$cia oraz sttuszcze-
niem watroby, a analiza genomowa u ludzi wykazala powigzanie miedzy otyto-
$cig u mezezyzn a rzadkim haplotypem w obrgbie locus genu ARRDC3 [59]. Naj-
nowsze badania udowodnity, ze delecja ARRDC3 u myszy poprawia ich ogo6lng
wrazliwo$¢ na insuling, zwigkszajac ilo$¢ receptorow insuliny w btonie komorek
watroby, a takze zwicksza ekspresje glukokinazy i karboksykinazy PEPCK (ang.
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1), co przektada si¢ na zwigkszong synteze
glikogenu [6]. a-Arestyny moga tez bra¢ udziat w zapobieganiu nowotworzeniu,
co pokazalo wspomniane wcze$niej badanie nad rola ARRDC1 i ARRDC3 w de-
gradacji onkogenu YAP1 [81]. Przyktady te pokazuja, ze ludzkie a-arestyny maja
duzy potencjat terapeutyczny, jednak aby lepiej poznac ich funkcj¢ niezbedne sa
dalsze badania.

DROZDZOWE a-ARESTYNY JAKO
ADAPTORY ENDOCYTARNE

Najczesciej obserwowana funkcja a-arestyn jest wspotdziatanie z ligazami
Rsp5/Nedd4 w degradacji okreslonych biatek i proces ten jest konserwatywny od
drozdzy po ludzi, dlatego dobrym modelem do szczegotowego zgtebiania interakcji
miedzy tymi ligazami E3 a ich adaptorami moga by¢ drozdze S. cerevisiae. W 2008,
kiedy Alvarez po raz pierwszy opisywat a-arestyny, jako przedstawicieli tej rodziny
u S. cerevisiae zidentyfikowano jedynie 3 biatka: Art4/Rod1, Art7/Rog3 oraz Art9/
Rim8 [2]. W kolejnych latach do rodziny a-arestyn zaliczono takze adaptory Artl/
Ldbl19 [40], Art2/Ecm21 [40], Art3/Aly2 [40], Art5 [40], Art6/Aly1 [40], Art8/Csr2
[40], Art10 [51], Bul1-3 [53] 1 Spo23 [5] (Rye. 1)(Tab. 1). Cho¢ wszystkie te biatka
posiadaja domeny arestynowe, a w wigkszosci takze motywy PY, nadal nie poznano
funkcji czesci z nich. Bialka te przede wszystkim naprowadzajg ligazg Rsp5 (jedyna
ligaze Nedd4 u drozdzy) na jej bialka substratowe, a tym samym regulujg endocy-
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toze 1 sortowanie biatek btonowych do MVB [9]. Rozpoznawanie biatek substrato-
wych przez odpowiednie adaptory mozliwe jest dzigki tzw. sygnatom degronowym
(degrony), stanowigcym krotkie sekwencje aminokwasowe (np. PEST — sekwencje
bogate w proling, glutaminian, seryng i treoning¢) [45], motywy strukturalne, poje-
dyncze reszty aminokwasowe, czy wolne grupy a-aminowe.

Strukturalnie i funkcjonalnie wéréd drozdzowych a-arestyn wyrdznia si¢ biat-
ko Art9/Rim8, poniewaz jako jedyne w swojej strukturze nie posiada motywu PY
i (podobnie do swojego homologa PalF u 4. nidulans) zaangazowane jest w odpo-
wiedz na zmiany pH otoczenia na $ciezce sygnalnej RIM (ang. regulator of IME?),
poprzez modulacje aktywnosci czynnika transkrypcyjnego Rim101 [23]. Art9/
Rim8 funkcjonuje tu jako adaptor taczacy receptor GPCR Rim21 z biatkami en-
dosomalnych kompleksow ESCRT (ang. endosomal sorting complex required for
transport) [23, 24]. Nowe badania nad wptywem cykloheksymidu na proteom blo-
nowy komorek S. cerevisiae wytonity wiele bialek ulegajacych a-arestyno-zalezne;j
ubikwitynacji i endocytozie pod wptywem tego antybiotyku [62]. Wsrdd tak odkry-
tych substratéw o-arestyn wymieni¢ mozna transportery witaminy Bl (tiaminy):
Thi7 oraz blisko spokrewnione z nim transportery Nrtl i Thi72, ktore wigzane sa
przez Art2/Ecm21 [62]. Delecja Art2/Ecm21 skutkowala zahamowaniem endocy-
tozy tych transporteréw, a interakcja migdzy Art2/Ecm21 i Thi7 warunkowana jest
zmianami konformacyjnymi i aktywnos$cig tego transportera [62]. Inne badania po-
kazaty, ze drozdzowe transportery heksoz z rodziny Hxt (ang. hexose transporters),
homologi ssaczych transporterow GLUT, ulegaja ubikwitynacji przez ligazg Rsp5
w sposob zalezny od bliskospokrewnionych arestyn Art4/Rod1 i Art7/Rog3, a takze
Art8/Csr2 [8, 30, 51, 56, 68]. Rozpoznawanie substratow dla ligazy Rsp5 wydaje
si¢ jednak by¢ uzaleznione od czynnikéw indukujacych degradacje danego biatka
— wiazanie transportera Hxt6 przez Art4/Rod1 indukowane jest wysokim stezeniem
glukozy, cykloheksymid z kolei pobudza wigzanie tego transportera przez Art8/
Csr2 [51]. Obserwacje te stanowig jeden z wielu dowodow istnienia mechanizmu
selektywnej regulacji biatek blonowych, w ktorej rozne a-arestyny promujg ubikwi-
tynacje¢, endocytoze i degradacje tych samych substratow ligazy Rsp5 w odpowie-
dzi na r6zne warunki. Co ciekawe, Art4/Rod1 i Art7/Rog3 (ale tez Art6/Alyl i Art3/
Aly2), odpowiedzialne byly za degradacj¢ heterologicznie ekspresjonowanych
w komorkach S. cerevisiae transporterow cukrowych CDT-1 i CDT-2 Neurospora
crassa, co moze swiadczy¢ o pewnej konserwatywnosci sekwencji degronowych
[65]. Biatko Art4/Rod1 powiazane jest z homeostazg cukrowa [8], co potwierdzity
najnowsze badania nad degradacja permeazy mleczanowej Jenl, ktorej C-koncowy
degron wigzany jest przez Art4/Rodl w obecnosci fermentowalnego zrodta wegla
[17]. Jenlp rozpoznawane jest takze przez a-arestyny Bull i Bul2, ktore wigzg zu-
petnie inny region transportera niz Art4/Rod1 (N-koniec) i robig to w odmiennych
warunkach, co dowodzi zaangazowania wielu a-arestyn w degradacj¢ tych samych
substratow w réznych warunkach [17]. Innym biatkiem rozpoznawanym przez kil-
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ka a-arestyn jest transporter manganu Smfl, w ktérego degradacje zaangazowane
sg m.in. blisko spokrewnione biatka Art2/Ecm21 i Art8/Csr2 [52].

Arestyny Bull oraz Bul2 charakteryzuja si¢ jak dotad najwigksza iloscig stwier-
dzonych substratow [1, 13, 17, 32, 41, 75], ktore czgsto sa jednak rozpoznawane
takze przez inne o-arestyny wigzace odmienne degrony w strukturze tych subs-
tratow, np. Art4/Rod1 w przypadku transportera Jenl [17], Art6/Alyl i Art3/Aly2
przy indukowanej stresem degradacji permeazy Gapl [13] czy Artl/Ldb19, Art2/
Ecm21 i Art8/Csr2 w przypadku permeazy Fur4 [51]. Nietypowym przypadkiem
jest trzeci zidentyfikowany przedstawiciel rodziny Bul — Bul3, ktory jest produktem
dwach sasiadujacych otwartych ramek odczytu (ang. open reading frames, ORF):
BSC5 (YNR069C) oraz YNR0O68C, transkrybowanych z pominigciem kodonu stop
[50]. Produkty biatkowe BSCS5 i YNR068C wykazuja homologi¢ do odpowiednio
N- i C-koncowej domeny Bull i biatko to posiada motyw PY, co moze sugerowac
funkcje podobne do pozostatych bialek Bul [53]. Analiza funkcji Bul3p wykazata,
ze w zaleznos$ci od formy biatka (skroconej lub pelnej) wchodzi ono w interakcje
z ligazg Rsp5 poprzez rézne domeny WW tej ligazy [53]. Usunigcie BSCS5/YN-
R0O68C skutkowato zwickszong wrazliwoscia komorek drozdzowych na tempera-
turg, ale nie potwierdzono dotad interakcji Bul3p z zadnym substratem blonowym.
Wykazano takze, ze wszystkie biatka Bul wiaza si¢ in vitro z roznymi domenami
WW Rsp5, a kombinacje ich delecji moga dawa¢ antagonistyczne skutki, dlatego
postawiono hipoteze, zgodnie z ktéra adaptory Bul mogtyby funkcjonowa¢ jako
modulatory aktywno$ci RspS5, ktore taczac si¢ z r6znymi domenami WW reguluja
jej zdolnos¢ do wigzania substratow [53].

Analiza dotychczasowych odkry¢ pokazuje, ze a-arestyny tworzg wysoce ztozona
sie¢ Rsp5-adaptor, ktora nadaje ligazie Rsp5 swoistos¢ substratowa, pozwala na $cista
regulacje wielu biatek btonowych i sprawna odpowiedz na szybko zmieniajace si¢
warunki otoczenia oraz funkcjonuje w systemie kontroli jakosci bialek blonowych,
zapewniajac komorce drozdzowej homeostaze. Sie¢ RspS-adaptor wspottworza takze
inne drozdzowe biatka adaptorowe posiadajace motywy PY, ale nie nalezace do ro-
dziny arestyn (np. Bsd2, Trel/2, Earl oraz Ssh4), zaangazowane m.in. w rekrutacje
ligazy Rsp5 do ubikwitynacji Smflp czy sortowanie cargo do MVB [26, 38, 70].

SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA
DROZDZOWYCH a-ARESTYN

Wecigz niewiele wiadomo o mechanizmie rozpoznawania substratow ligazy
Rsp5 przez a-arestyny. Rozpoznawanie biatek btonowych jako przeznaczonych
do internalizacji i recyklingu lub degradacji wigze si¢ czg¢sto ze zmiang warunkow
panujacych wewnatrz lub na zewnatrz komorki. Sygnaty degronowe biatek blony
komoérkowej moga ulega¢ ekspozycji dla maszynerii endocytarnej m.in. z powo-
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du indukowanego stresem rozfatdowania (np. przy szoku cieplnym) [84], ale tez
w wyniku zmian konformacyjnych towarzyszacych transportowi substratow przez
btonowe permeazy [18]. Endocytoza i degradacja biatek moze by¢ tez efektem
aktywacji receptorow i ich $ciezek sygnalnych [67] lub zmiany stezenia réznych
substancji wewnatrz komorki [30]. Istotna jest takze sama struktura sygnalow de-
gradacyjnych. Badania nad degradacja permeazy metioninowej Mupl i permeazy
argininowej Canl wykazaly, ze oba biatka posiadajg w poblizu ulegajacych ubikwi-
tynacji reszt lizynowych skupisko kwasnych reszt aminokwasowych (tzw. acidic pa-
tch), ktorego obecnosc jest konieczna dla rekrutacji Art1/Ldb19 i ubikwitynacji tych
biatek. Mutacje w obrebie acidic patch obu transporteréw skutkowaty ich wyrazng
stabilizacjg w btonie komérkowej [19]. Dalsze badania nad interakcja miedzy Mupl
a Artl/Ldb19 doprowadzity do identyfikacji regionu bogatego w zasadowe reszty
aminokwasowe w Artl/Ldb19 jako potencjalne miejsce interakcji z acidic patch
Mupl. Rzeczywiscie, mutacje zmieniajace charakter odpowiednich reszt aminokwa-
sowych Artl/Ldb19 pozwalaty na supresj¢ efektu mutacji w obrebie acidic patch
Mupl, przywracajac endocytoze tej permeazy [19]. Uzyskane wyniki pozwolily na
sformutowanie hipotezy, wedtug ktorej powszechny mechanizm odpowiedzialny za
interakcje migdzy a-arestynami a substratami ligazy Rsp5 méglby opierac si¢ na od-
dziatywaniach elektrostatycznych [19]. Ujemnie natadowane reszty aminokwasowe
rozpoznano jako istotne w degradacji takze innych biatek blonowych, w tym Gapl
[13], Jenl [17] oraz antyportera Acr3 [78]. Wciaz nie wiadomo co stanowi sygnat do
zwigzania si¢ adaptora w obrebie sekwencji degronowej. W niektorych przypadkach
do prawidtowej degradacji biatek btonowych konieczna jest fosforylacja, np. Smflp
musi ulec fosforylacji w poblizu ubikwitynowanych reszt lizynowych na N-koncu
— mutant Smfl, ktorego N-koncowe reszty serynowe zmieniono na reszty alanino-
we, byl slabiej wiazany przez Art2/Ecm21 [52]. Przypomina to sposob interakcji
miedzy B-arestynami a receptorami GPCR, ktore aby zosta¢ zwigzane przez adaptor
muszg ulec najpierw aktywacji i fosforylacji. Podobnie receptor Ste2 oraz perme-
aza Fur4 posiadajg w swojej strukturze charakterystyczne sekwencje, odpowiednio
SINNDAKSS oraz PEST, w obrgbie ktorych zachodzi fosforylacja niezbgdna dla
degradacji tych bialek [28, 45]. Cecha wspolna taczaca kwasne oraz ufosforylowane
reszty aminokwasowe jest obecnos¢ ujemnego tadunku, ktory wydaje si¢ niezbedny
dla interakcji wielu biatek btonowych z ich adaptorami, co idzie w parze z hipoteza
dotyczaca oddziatywan elektrostatycznych jako podstawy tych interakcji.

REGULACJAAKTYWNOSCI ARESTYN

Zmiana warunkéw zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych wptywa nie tylko
na konformacje i aktywno$¢ biatek blonowych, ale takze aktywuje réznorodne
$ciezki sygnalne warunkujace odpowiedz na te zmiany. Waznym elementem tych
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odpowiedzi sg modyfikacje potranslacyjne biatek, dotyczace rowniez maszynerii
endocytarnej, np. fosforylacja substratow btonowych [28, 36, 45] lub ligaz ubi-
kwityny [10, 11, 58]. Scistej regulacji poprzez modyfikacje post-translacyjne (ta-
kie jak fosforylacja czy ubikwitynacja) ulegaja takze adaptory dla enzymow E3,
dzieki czemu komorki moga lepiej kontrolowac ich aktywnos¢ w odpowiedzi na
zmiany w srodowiska i efektywnie regulowa¢ proteom btonowy.

Ubikwityna jest znanym regulatorem aktywnos$ci a-arestyn, ale (w przeci-
wienstwie do B-arestyn) ich ubikwitynacja zalezy od ligaz Rsp5/Nedd4, co czyni
je jednoczesnie adaptorami i substratami dla ligaz z tej rodziny. Zdolnos$¢ a-are-
styn do ulegania ubikwitynacji wydaje si¢ by¢ kluczowa dla prawidtowego funk-
cjonowania wielu procesow w komorce. Zaobserwowano, ze ludzka a-arestyna
ARRDCI1 zdolna jest do rekrutacji endosomalnego biatka TSG101 (ang. tumor
susceptibility gene 101) (homolog drozdzowego Vps23p) do btony komorkowe;,
co skutkuje sekrecja podobnych do egzosomow mikropecherzykow zawierajacych
ARRDCI (ang. ARRDCI-mediated microvesicles, ARMMs) na zewnatrz komorek
[49]. Autorzy wskazuja na potencjalng funkcje ARMMs jako sposdb komunikacji
miedzykomorkowej (pecherzyki moga zawiera¢ RNA lub biatka), a utworzenie ich
wymaga ubikwitynacji ARRDCI1 przez ligaze WW?2 z rodziny Nedd4 [49]. Inna li-
gaza Nedd4 — Itch — reguluje aktywnos$¢ biatka TXNIP [83]. a-Arestyna ta funkcjo-
nuje jako antyoksydant i regulator redoks zdolny do hamowania proliferacji i pro-
mowania apoptozy, dlatego w komoérkach nowotworowych obserwuje si¢ regulacje
aktywnosci poprzez poliubikwitynacje i degradacje proteasomalnag [83].

Regulacje aktywnosci arestyn poprzez ubikwitynacj¢ zaobserwowano tez
u drozdzy. Badania w tym modelu pokazaly, ze drozdzowa a-arestyna Art4/Rod1
ulega ubikwitynacji w odpowiedzi na glukoze, promujac endocytoze permeazy
Jenl [8]. Zmutowany wariant Art4/Rod] nieulegajacy ubikwitynacji byt ekspre-
sjonowany w komorkach ArodI na poziomie podobnym do typu dzikiego, ale nie
byt zdolny do promowania glukozo-zaleznej endocytozy Jenl [8]. Podobnie sub-
stytucja ubikwitynowanej reszty lizynowej biatka Art1/Ldb19 na reszte arginino-
wa skutkowata stabilizacjg wigzanej przez nig permeazy Canl w btonie komoérko-
wej [40]. Mutacja ta wplywala nie tylko na aktywno$¢ arestyny, ale takze na jej
lokalizacjg¢ subkomoérkowa (biatko dzikiego typu obserwowano w diktiosomach
aparatu Golgiego, natomiast mutant lizynowy byt rozproszony w cytoplazmie)
[40]. Zaobserwowano takze C-koncowg Rsp5-zalezna monoubikwitynacje droz-
dzowej a-arestyny Art9/Rim8, ktdra pozwala na jej stabilne wigzanie z podjed-
nostka Vps23 kompleksu ESCRT-I dzigki motywowi SxP w strukturze arestyny
oraz domenie wigzacej ubikwityng UEV (ang. ubiquitin E2 variant) w strukturze
Vps23 [23]. Warto zauwazy¢, ze w komorkach Avps23 ubikwitynacja Art9/Rim8
nie zachodzi, co sugeruje, ze to wigzanie Art9/Rim8 przez Vps23 promuje ubi-
kwitynacje tej arestyny. Proponowany model tego procesu zaktada dwustopniowa
ubikwitynacje Art9/Rim8, w ktorej najpierw dochodzi do utworzenia kompleksu
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podjednostki Vps23 z arestyng (poprzez jej motyw SxP) oraz ligaza Rsp5 z przy-
laczong czasteczka ubikwityny (poprzez domene UEV biatka Vps23) — dopiero
pozniej zachodzi przeniesienie czgsteczki ubikwityny z enzymu E3 na arestyne.
Utworzenie takiego kompleksu umozliwiatoby odpowiednie pozycjonowanie
Art9/Rim8 i przeniesienie na nig czasteczki ubikwityny, co stabilizowaloby kom-
pleks arestyna-Vps23 [23]. Przypuszcza si¢, ze potozony na C-koncu motyw SxP
Art9/Rim8 moze by¢ zwigzany z motywem P[S/T]xP, ktory wigzany jest zarowno
przez drozdzowe Vps23, jak ijego ludzki homolog TSG101 [23]. Co ciekawe,
ludzka a-arestyna ARRDC1 posiada na swoim koncu motyw PSAP, ktory jest
niezbedny do interakcji z TSG101 i formowaniem ARMMs [49], co sugeruje kon-
serwatywnos$¢ takiej interakcji.

Innym regulatorem aktywnosci o-arestyn jest modyfikacja przez fosforyla-
cje. Zgodnie z najnowszymi odkryciami, biatko ARRDC3, ktére w mysich ko-
morkach watroby odpowiada za regulacje obecnos$ci receptora insuliny w btonie
komoérkowej, aby zwigza¢ si¢ z tym receptorem wymaga stymulowanej insuli-
ng fosforylacji konserwatywnej reszty tyrozynowej, polozonej migdzy dwoma
C-koncowymi motywami PY [6]. Zwickszong fosforylacje reszty tyrozynowej
w C-koncowej domenie ARRDC3 zaobserwowano w komorkach nowotwordéw
charakteryzujacych si¢ mutacjami aktywujacymi receptor EGF (ang. epidermal
growth factor receptor), co moze sugerowac fosforylacje C-konca ARRDC3 przez
receptory kinazy tyrozynowej [6]. W ostatnich latach pojawito si¢ takze wiele do-
wodow przemawiajacych za fosfoinhibicjg jako powszechnym mechanizmem re-
gulacji aktywnosci a-arestyn. Cho¢ opisana wcze$niej monoubikwitynacja Art9/
RimS8 stabilizuje jej kompleks z biatkiem Vps23, modyfikacja ta nie wydaje si¢
mie¢ istotnego znaczenia dla $ciezki sygnalnej RIM [23]. Duza role w kontroli
aktywnosci Art9/Rim8 odgrywa za to fosforylacja zarowno ubikwitynowanego,
jak inieubikwitynowanego wariantu tej arestyny, katalizowana przez kinaze¢ ka-
zeinowa | (ang. casein kinase I, CK1) [24]. Zmiany pH z kwas$nego na neutralny/
zasadowy skutkuja relokalizacjg Art9/Rim8 z cytoplazmy do btony komorkowe;,
gdzie wigze si¢ z Rim21 i (podobnie do mysiej B-arestyny-2 [33]) ulega fosforyla-
cji w regionie zawiasowym tego biatka, co hamuje aktywnos¢ tej arestyny, a tym
samym catg Sciezke sygnalng RIM [24].

U drozdzy scharakteryzowano fosfoinhibicyjng regulacje aktywnosci a-arestyn
Bull i Bul2 na $ciezce TORC1/Npr1/14-3-3. TORCI1 (ang. the target of rapamy-
cin complex 1), wysoce konserwatywny wielopodjednostkowy kompleks kinazy
zaangazowany w odpowiedz m.in. na zmian¢ dostepnosci substancji odzywczych
i sygnaty wzrostowe, posrednio wptywa na endocytoze btonowych transporterow
substancji odzywczych w sposob globalny (w odpowiedzi na stres) oraz indywidu-
alnie (w odpowiedzi na substraty danej permeazy), regulujac fosforylacje adapto-
row endocytarnych wigzacych odpowiednie biatka transporterowe, np. Gapl, Canl,
Mupl i Fur4 [43, 47, 57]. W oparciu o badania nad degradacjg permeazy Gapl za-
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proponowano model opierajacy si¢ na przeciwstawnej TORC1-zaleznej aktywno-
sci kinazy efektorowej Nprl oraz fosfatazy Sit4. W niekorzystnych warunkach (np.
dostepnosci ubogiego zrodta azotu w przypadku Gapl), TORCI jest nieaktywny, za
to fosfataza Sit4 warunkuje hipofosforylacj¢ kinazy Nprl, aktywujac ja. Aktywne
Nprl fosforyluje adaptory Bull-2, co warunkuje ich wigzanie do biatek 14-3-3 i ha-
muje aktywno$¢ kompleksow adaptor-Rsp5, a tym samym stabilizuje Gapl w bto-
nie komodrkowej. W korzystnych warunkach kompleks TORCI1 jest aktywowany
i fosforyluje kinaze Npr1 oraz biatko Tap42. Hiperfosforylowana kinaza Npr1 ulega
inaktywacji, a Tap42p wiaze si¢ z fosfatazg Sit4, ktora w takim kompleksie rozpo-
znaje biatka Bull-2 i defosforyluje je, uwalniajac je z kompleksow z biatkami 14-3-
3 i umozliwiajgc rekrutacje ligazy RspS, co warunkuje ubikwitynacje i degradacje
Gapl [47, 57]. Defosforylacji biatek Bul towarzyszy tez ich monoubikwitynacja,
ale znaczenie tej modyfikacji pozostaje nieznane [47].

W regulacje obrotu Gapl zaangazowane sa takze adaptory Art6/Alyl oraz
Art3/Aly2, ale ich rola wydaje si¢ opiera¢ przede wszystkim na regulacji we-
wnatrzkomoérkowego sortowania Gapl [54]. a-Arestyny te biorg udzial w promo-
waniu transportu Gapl z endosomow do sieci transaparatu Golgiego (ang. trans-
-Golgi network, TGN) i recykling tej permeazy [54]. Wykazano, ze w warunkach
stresu azotowego Art3/Aly2 ulega fosforylacji przez kinaze Nprl, modyfikacja
ta nie inaktywuje jej jednak, a umozliwia jej wejscie w bezposrednia interakcje
z kompleksem AP-1 w endosomach, promujac klatryno-zalezny transport Gapl
do TGN, skad w warunkach niedoboru azotu dochodzi do ponownej sekrecji
Gapl do btony komorkowej [54]. Przy duzej dostepnosci azotu kinaza Nprl po-
zostaje z kolei nieaktywna i nie fosforyluje Aly2/Art6, a Gapl kierowane jest na
sciezke degradacji wakuolarnej [54]. Nowsze badania pokazaly, ze biatko Art6/
Alyl zaangazowane jest takze w degradacj¢ transportera kwasu asparaginowe-
go i glutaminowego Dip5, gdzie pelni funkcje w promowaniu jej Rsp5-zaleznej
ubikwitynacji i degradacji wakuolarnej [55]. Wykazano, ze skierowanie Dip5 do
wakuoli wymaga defosforylacji Art6/Alyl, za co odpowiada Ca**-zalezna fosfa-
taza bialkowa kalcyneuryna [55]. Nalezy zauwazy¢, ze defosforylacja Art6/Alyl
wydaje si¢ jednak nieistotna dla samego wigzania Dip5 i jego ubikwitynacji ani
nie warunkuje stabilno$ci Art6/Alyl [55]. Wykazano takze, ze cho¢ Art6/Alyl
potencjalnie moze wigza¢ si¢ z biatkami 14-3-3, kalcyneuryno-zalezna fosfory-
lacja prawdopodobnie nie bierze udziatu w regulacji tej interakcji, a takze nie
wplywa na Art6/Alyl-zalezny obrot biatka Gapl [55]. Wykazano rowniez, ze
w szczegolnych warunkach adaptory Art6/Alyl i Art3/Aly2, razem z biatkami
Bull-2, takze moga rozpoznawa¢ Gapl w btonie komoérkowej i promowac jego
ubikwitynacje przez Rsp5 oraz degradacje wakuolarna, a odpowiedzialny za to
mechanizm rdézni si¢ od dotychczas scharakteryzowanego dla biatek Bull-2 [13].
W warunkach stresu wywotanego dysfunkcja kompleksu TORCI1, wcigz ufosfo-
rylowane adaptory Bull-2 oraz Art6/Alyl i Art3/Aly2, prawdopodobnie nadal
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zwiazane z biatkami 14-3-3, dalej moga posredniczy¢ w ubikwitynacji Gapl i in-
nych permeaz blonowych [13]. Zauwazono tez, ze te ufosforylowane a-arestyny
wchodza w interakcje z odmiennymi regonami cytoplazmatycznymi Gapl niz ma
to miejsce w przypadku degradacji Gapl warunkowanej wewnatrzkomoérkowym
stezeniem aminokwasow [13]. Reasumujac, wyniki wyraznie pokazujg obecno$é
kilku réznych wspotdziatajacych mechanizméw promowania ubikwitynacji per-
meaz btonowych poprzez biatka Bull-2 oraz Art6/Alyl i Art3/Aly2, w zaleznosci
od modyfikacji a-arestyn w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki w komorce
[13] co pozwala na zwigkszenie mozliwosci adaptacyjnych.

Inny opisany mechanizm regulacji a-arestyn zwigzany jest z odpowiedzig na
zmiang stezenia glukozy w komorce. Drozdzowa a-arestyna Art4/Rodl, odpowie-
dzialna za degradacj¢ m.in. transporteréw Hxt oraz Jenl, przy braku glukozy ulega
fosforylacji przez kinazg¢ Snfl i, podobnie do biatek Bull-2, pozostaje nieaktywna
w kompleksie z biatkami 14-3-3 [8]. Pojawienie si¢ glukozy w komorce skutkuje
defosforylacjg Art4/Rodl przez fosfataze biatkowa I (ang. protein phosphatase I,
PPI), jej uwolnieniem z kompleksu z biatkiem 14-3-3 i ubikwitynacja przez liga-
z¢ Rsp5. Aktywowane bialko Art4/Rodl bierze udziat nie tylko w rekrutacji Rsp5
do cargo w btonie komorkowej, ale takze w sortowaniu internalizowanych oraz
ulegajacych sekrecji biatek w TGN [7]. Stymulowana defosforylacja ubikwityna-
cja Art4/Rodl wydaje si¢ niezbedna do prawidtowego rozpoznawania transportera
Jenl przez t¢ arestyne, ale doktadny mechanizm tej zaleznosci pozostaje niezna-
ny [8]. Spadek stezenia glukozy w komorce skutkuje fosforylacja Art4/Rodl i jej
ponownej rozproszeniem w cytosolu [7]. Co ciekawe, podobny mechanizm regu-
lacji w odpowiedzi na glukoze¢ opisano dla ludzkiej a-arestyny TXNIP. Biatko TX-
NIP, w obecnosci glukozy zaangazowane jest w endocytoze transporterow GLUT1
1 GLUT4 [80]. W sytuacji stresu energetycznego ulega jednak fosforylacji przez
ludzkiego homologa drozdzowej kinazy Snfl, kinaz¢ AMPK (ang. 5 -AMP-activa-
ted protein kinase) [80], a fosforylacja ta skutkuje gwattowna degradacja TXNIP
[80]. Mutacje w obrgbie motywow PY tego biatka hamowaty jego indukowang fos-
forylacja degradacjg, co sugeruje, ze fosforylacja TXNIP powoduje uzewngtrznie-
nie si¢ jego motywow PY i umozliwia jego rozpoznanie przez ligaze Nedd4 jako
substratu przeznaczonego do degradacji [80]. Taki mechanizm regulacji pozwala
na stworzenie auto-inhibicyjnej petli odpowiedzi na zewnatrzkomoérkowe stezenie
glukozy, modulowane AMPK-zalezna degradacjg biatka TXNIP.

PODSUMOWANIE

Przedstawiciele klanu arestyn to wielofunkcyjne biatka zaangazowane w sze-
reg istotnych funkcji zwigzanych z wieloma procesami komérkowymi, zwtaszcza
w regulacje obrotu biatek blonowych jako biatka adaptorowe dla ligaz ubikwi-
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tyny z rodziny Rsp5/Nedd4. Na szczeg6lng uwage zashuguje rodzina a-arestyn,
ktorej przedstawiciele wystepuja powszechnie od drozdzy po ludzi. a-Arestyny,
cho¢ ewolucyjnie starsze od zwierzecych B-arestyn, odkryte zostaty relatywnie
niedawno i mimo intensywnych badan prowadzonych na przestrzeni ostatnich lat,
wiele aspektéw ich biologii pozostaje niewyjasnionych. Niewiele wiadomo na te-
mat funkcji niektorych przedstawicieli tej rodziny, mechanizméw selektywnego
1 specyficznego rozpoznawania przez nie biatek przeznaczonych do internalizacji
i recyklingu lub degradacji lizosomalnej/wakuolarnej, a takze o mechanizmach mo-
lekularnych stojacych za ich regulacjg na drodze fosforylacji i ubikwitynacji w od-
powiedzi na zmieniajace si¢ czynniki srodowiska, dlatego zagadnienia te pozostajg
wyzwaniem na kolejne lata badan.
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