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Eden izmed tarénih kandidatov za razvoj zdravila, ki bi vplivalo na zmanjSanje apetita je
sedemtransmembranskireceptor (7TM-R) za grelin (GHS-R1a). V raziskavi smo proudili vpliv
posameznih aminokislinskih ostankov v tretjem in Sestem transmembranskem obmocju
receptorja, ki imajo vpliv na aktivacijo sekundarnega sporocilnega sistema v celici ali pa
na sposobnost vezave liganda. Ugotavljali smo vpliv spremenjenih lastnosti receptorjev
na obliko, velikost celic, razporeditev ter prerazporeditev citoskeleta ter vlogo posameznih
G-proteinov pri preoblikovanju citoskeleta. Uporabili smo divjo in mutantne oblike GHS-
R1a, ki smo jih kotransfecirali z dominantno negativnimi oblikami G-proteinov, ter prikazali
s pomocjo konfokalne mikroskopije. Ugotovili smo, da imajo podenote a G-proteinov Ga,,
in Ga,, vlogo v prerazporeditvi aktinskega citoskeleta in mikrotubolov. Pri mutantni obliki
GHS-R1a s povecano konstitutivno aktivnostjo je bila vloga obeh G-proteinov izrazitejsa.
Pri mutantni obliki receptorja s spremembo v ohranjenem motivu DRY smo opazili razlike
pri polimerizaciji mikrotubulov. Pri celicah z soizrazenimi mutantami GHS-R1a z okvarjeno
funkcijo vezave liganda ali funkcijo prenosa signala v celico smo opazili podobno morfologijo
celic, razporeditev mikrotubulov ter aktinskega citoskeleta kot pri celicah z izrazeno divjo
obliko receptorja.

Kljuéne besede: receptor za grelin; mutageneza; regulacija apetita; celice HEK-293

Uvod

Epidemicna razseznost debelosti je postala izhodiS€e za zanimanje farmacevtske
industrije za razvoj zdravila, ki bi vplivalo na zmanjSanje apetita. Hormonski sistem in
mehanizmi, ki urejajo vnos energije vklju¢ujejo hormon grelin ter receptor za grelin (GHS-
Rla) so zelo kompleksni in jih je potrebno podrobneje prouéiti. GHS-R1la uvr§éamo v
razred A superdruzine sedem transmembranskih (TM) receptorjev. Peptidni hormon grelin
se veze na receptor in sprozi znotrajcelicni prenos signala vecinoma preko Go,,,; podenote
proteina G, kar se kaze v akumulaciji inositol fosfata in spro§¢anju kalcija. Grelin poveca
izloCanje rastnega hormona iz hipofize in s tem pomembno vpliva na kratkoro¢no in
dolgoro¢no uravnavanje telesne teze (1,2). Pomembna je tudi njegova visoka konstitutivna
aktivnost. Clanom skupine A je skupnih ve¢ ohranjenih zaporedij, kot so cisteinski amino-
kislinski ostanki na vrhu TM-III in 2. zunajcelicne zanke, ki tvorijo disulfidni mosticek,
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ki zanko razdeli v dva dela, prolini v TM-V (ProV:16 oz. V:50), TM-VI (ProVI:15 oz. VI:50,
ProVII:17 oz. VII:50), motiv E/DRY na meji TM-III in 2. znotrajcelicno zanko, polarni
TM aminokislinski ostanki na ve¢ mestih v receptorju in ve¢ potencialnih mest za post-
translacijske modifikacije kot so npr. mozna glikozilacijska mesta v N-terminalnem koncu
receptorja. Za GHS-R1a so poleg zgoraj nastetih ohranjenih mest pomembni §e motiv NPXXY
na koncu TM-VII, ki ima pomembno vlogo pri aktivaciji receptorja, interakciji s proteini G
ter internalizaciji. Za aktivacijo so pomembna tudi t.i. mikrostikala v TM:III (Arglll:26) (3,
4).V §tudiji smo testirali ve¢ mutantnih oblik grelinskega receptorja in sicer Glulll:09GIn
(R141A), pri kateri je bil bazi¢ni arginin v motivu DRY zamenjan z nepolarnim alaninom,
kar se je kazalo v zmanjSanem prenosu signala v celico, Glulll:09GIn (E124Q), pri katerem
je zamenjana kisla glutaminska kislina z nenabitim polarnim glutaminom zmanjsala
zmoznost prenosa znotrajcelicnega signala preko GHS-R1a ter TrpVI:13Ala (W276A), kjer
je prislo do zamenjave triptofana, ki ima aromati¢no stransko verigo z nepolarno metilno
stransko verigo v alanin, kar povzro¢i zmanjSan prenos signala. Zanimal nas je celi¢ni odziv
pri konstitutivno aktivnem receptorju GHS-R1la na organizacijo aktinskega citoskeleta in
mikrotubulov v celici, vpliv aktivacije GHS-R1la na citoskelet ter vpliv mutantnih oblik
receptorja, ki imajo okvarjeno funkcijo vezave liganda ali prenos signala v celico, na
razporeditev in prerazporeditev citoskeleta v celici. Proucevali smo tudi vlogo podenot a
G-proteinov Ga,, in Ga,, pri preoblikovanju citoskeleta.

Material in metode

Za naSe delo smo uporabili rekombinantni plazmidni vektor pcDNA3+, divjo obliko
grelinskega receptorja (WT GHS-R1a) in konstrukte mutantnih oblik grelinskega receptorja
(Arglll:26Ala, GIulll:09GIn in TrpVI:13Ala), ki smo jih okarakterizirali s predhodno
opravljenim testom ELISA. Pri delu smo uporabljali trajno celi¢no linijo primarnih humanih
embrionalnih ledviénih celic - HEK-293 (Evropska zbirka zivalskih celiénih kultur -
European Collection of Animal Cell Culture), ki smo jih gojili in vitro in nato prehodno
transfecirali z DNA z razlicnih oblik receptorjev in proteinov G - DN mutante podenote
a G-proteina Ga,, [Q231L/D299N) in Ga , pa Q226L/D294N (UMR cDNA®). Celice smo
nato fiksirali, aktinske filamente smo oznacili z rodamin faloidinom, divjo in mutatnte
oblike receptorja ter mikrotubule pa smo prikazali imunohistokemijsko ter jih pripravili
za konfokalno mikroskopijo, s katero smo opazovali celicno lokalizacijo receptorjev
in morfologijo citoskeleta. Za receptorje smo uporabili primarna podganja protitelesa
proti epitopu FLAG (Sigma Aldrich) ter sekundarnima kozja protipodganja protitelesa
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), za mikrotubule pa primarna misja protitelesa proti
a-tubulinu ter sekundarna kozja protimiSja protitelesa Alexa 488. S pomoc¢jo konstruktov
smo proudili vpliv posameznih aminokislin v TM-III in TM-VI, ki imajo vpliv bodisi na
aktivacijo sekundarnega sporocilnega sistema v celici ali pa na spodobnost vezave liganda
v smislu njihove internalizacije, ravni konstitutivne aktivnosti ter vpliva na morfologijo in
prerazporeditev aktinskih filamentov in mikrotubulov. Opravili smo tudi morfometri¢no
analizo celic z ra¢unalni§kim programom Image J (National Institute of Health). Izmerili
smo povrsine celic, ki so izrazale divjo ali mutantne oblike GHS-R1a.

Rezultati

S konfokalno mikroskopijo smo opazovali lokalizacijo receptorja v celici in potrdili
funkcionalnost divje in mutantnih oblik GHS-R1la. Pri mutanti Arglll:26Ala je priS§lo do
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povecanja znotrajceliCnega signala mutantne oblike GHSR1a, vendar brez sprememb na
povrsini celic. Pri mutantni obliki TrpVI:13Ala je bilo opaziti ve¢ signala mutantne oblike
GHSR1a na povrsini celic. Pri aktivaciji divje oblike in mutante receptorja Glulll:09GIn
z agonistom je priS§lo do prerazporeditve signala mutantne oblike GHSR1la v notranjost
celice in povecanja celicne povrSine. Izstopajoce povecanje povrSine celice pri Glulll:09GIn
so potrdili tudi rezultati morfometricne analize celic. Povecana konstitutivna aktivnost
GIulll:09Gln se je kazala tudi v izraziti prerazporeditvi aktinskega citoskeleta v celici in je
imela vpliv na reorganizacijo aktinskega citoskeleta preko podenot a G-proteinov Ga,, in
Ga,,, kar smo zavrli z dodatkom dominantno negativnih oblik proteinov G. Na formacijo
mikrotubulov pa podenote a G-proteinov Ga,, in Ga , ter veCja konstitutivna aktivnost
receptorja niso imele vpliva pri divji obliki receptorja in mutanti Glulll:09Gln. Nasprotno
pa je pri mutanti Arglll:26Ala pri§lo do povecane polimerizacije mikrotubulov od dodatku
DN oblik podenot Ga,, in Ga,, (Tabela 1).

Razprava

Divja oblika GHS-R1la je konstitutivno aktivna (6). Za mutantno obliko Glulll:09GIn
je znacilna poviSana konstitutivna aktivnost, ki bi lahko bila razlog za povecano velikost
celic in spremembe v aktinskem citoskeletu. Konstitutivna aktivnost ter Se dodatna
aktivacija z agonistom grelinom privede do aktivacije drugotne sporocilne poti v celici
v najvecji meri preko podenote proteina Ga  in posledicno nastanka fosfoinozitolov in
povecane koncentracije Ca?" v celici (6). Glede na ocitne spremembe v celicni morfologiji
transfeciranih celic z mutantno obliko receptorja Glulll:09GIn, smo pokazali, da podenote
a G-proteinov Ga , in Ga , igrajo vlogo pri prerazporeditvi aktinskega citoskeleta, predvsem
nastanku stresnih filamentov, ki v manjs$i meri nastanejo tudi pri divji obliki receptorja.
Obliki podenot a G-proteinov Ga, , in Ga,, ne kazeta vpliva na nastanek mikrotubulov
pri divji in mutantni obliki receptorja GHS-Rla s poviSano konstitutivnho aktivnostjo
receptorja. PoviSana polimerizacija mikrotubulov je vidna pri mutantni obliki receptorja s
spremembo v motivu DRY. V celicah s soizrazenima mutantama GHS-R1a — Glulll:09GIn
in Arglll:26Ala, ki imata bodisi okvarjeno funkcijo vezave liganda bodisi funkcijo prenosa
signala v celico, smo opazili podobno morfologijo celic, razporeditev in prerazporeditev
mikrotubulov in aktinskega citoskeleta kot pri celicah, kjer je bil izrazen divji tip receptorja.
To nakazuje na moznost homodimerizacije receptorja GHS-Rla. NovejSe raziskave so
potrdile, da je GHS-R1la sposoben dimerizacije v obliki homo- ali heterodimerov (7-12).
Delovanje receptorja v obliki heterodimerov bi lahko bil vzrok za delovanje grelina pri
stresno pogojenem prehranjevanju in motnjah hranjenja. Heterodimerizacija receptorja
omogoca veliko natanc¢nejSe mehanizme pozitivne in negativne regulacije u¢inka grelina in
predstavlja novo moznost terapevtske intervencije. Poleg prikazanih rezultatov smo z naso
Studijo odprli Se mnogo novih vprasanj, ki bi se jim v prihodnosti zeleli posvetiti.
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Characterization of morphological alterations in HEK-
293 cells, transfected with mutants of ghrelin receptor
(GHS-R1a), impaired in ligand binding or signaling

One of the drug target candidates to decrease appetite is a seven transmembrane (7TM)
ghrelin receptor (GHS-R1a). We have defined the impact of individual amino acids in the
third and sixth transmembrane region that have an impact on the activation of the second
messenger systems or on the ability of ligand binding. The effect of changes in the mutated
receptors on the shape, size of the cells and redistribution of cell actin filaments and
microtubules and the role of G-proteins in the cytoskeleton redistribution was determined.
Wild type and mutants of the GHS-R1a were cotransfected with dominant negative mutants
of G-proteins, expressed in HEK-293 cells and shown by the confocal microscopy. We have
demonstrated that a subunits of G proteins Ga,, and Ga,, had role in the rearrangement of
the actin cytoskeleton and microtubules. In highly constitutive GHS-R1a mutant even more
pronounced changes were observed. In receptor mutated in conserved DRY motif differences
in polymerization of microtubules were observed. Similar cell morphology phenotype and
the rearrangement of cytoskeleton were observed in the cells co-expressing mutants of
GHS-R1a with disabled ligand or signal transduction function in comparison to GHS-R1a.

Key words: ghrelin receptor; mutagenesis; appetite regulation; HEK-293 cells



