
Ubikvitinace	proteinů	a	jejich
degradace	proteazomem

Degradace	proteinů	na	proteazomech
Degradace	defektních	proteinů
Prostřednictvím	proteazomů	jsou	také	degradovány	defektní	proteiny,	které	se	buňce	nepodařilo	syntetizovat
správně	(asi	30%	všech	nativních	proteinů	v	buňce)	a	jejichž	likvidace	probíhá	ihned	během	translace	nebo	krátce
po	ní[1].	Jsou-li	nově	syntetizované	defektní	proteiny	umístěny	v	endoplazmatickém	retikulu	(ER)	–	a	zde	jde
především	o	proteiny	špatně	poskládané	do	terciárních	struktur	–	podléhají	procesu,	v	němž	proteazomy
spolupracují	s	ER	a	který	se	nazývá	ERAD	(endoplasmic	reticulum-associated	degradation).	Během	ERADu	je
nesprávně	poskládaný	protein	nejprve	označen	specifickým	kódem	(jedná	se	o	glykany),	pak	je	transportován	přes
membránu	ER	do	cytozolu	a	degradován	přilehlými	proteazomy[2].	V	případě	nenativních	proteinů,	které	jsou
špatně	poskládány	a	agregovány,	dochází	k	jejich	vychytávání	v	cytozolu	pomocí	dvou	kompartmentů	zvaných
JUNQ	(juxta-nuclear	quality	control)	a	IPOD	(insoluble	protein	deposit).	I	tyto	proteiny	jsou	nakonec	degradovány	v
proteazomech[3].	Proteazomy	ovšem	zdaleka	nedegradují	pouze	defektní	proteiny,	nýbrž	se	také	významnou	měrou
podílejí	na	zpracování	funkčních	proteinů	ve	smyslu	ovlivňování	jejich	funkce.	Degradace	nějakého	proteinu	může
být	důležitou	součástí	různých	signalizačních	dějů	v	buňce,	jak	uvidíme	níže.

Jaderné	a	cytoplazmatické	proteazomy
Proteazomy	jsou	obsaženy	v	cytoplazmě	i	v	jádře,	kde	se	volně	a	rychle	pohybují.	Přenos	proteazomů	z	cytoplazmy,
kde	je	jich	více,	do	jádra	(opačným	směrem	to	nejde)	je	naopak	pomalý.	Během	mitózy	se	obě	oddělené	populace
proteazomů,	jaderná	a	cytoplazmatická,	mohou	spojit	a	promísit[4].	Celkové	množství	proteazomů	v	buňce	je	ve
stovkách	až	tisících	nanogramů	na	miligram	všech	buněčných	proteinů	s	tím,	že	v	rakovinných	buňkách	může	být
výrazně	větší	než	ve	zdravých	buňkách[5].	Bližší	podrobnosti	o	lokalizaci	proteazomů	v	cytoplazmě	a	jádru	lze	najít
v	literatuře[6].

Ubikvitin-proteazomový	systém
Degradace	proteinů	pomocí	proteazomů	je	velice	sofistikovaný	proces,	který	se	děje	v	rámci	tzv.	ubikvitin-
proteazomového	systému	(UPS)	neboli	tzv.	ubikvitin-proteazomové	cesty	(cesta	anglicky	pathway,	tedy	zkraka
UPP).	Významnou	roli	v	tomto	procesu	hraje	malý	(76	aminokyselin,	8,5	kDa)	protein	ubikvitin,	který	byl	objeven
už	v	roce	1975,	aniž	by	byla	známa	jeho	funkce.	Již	z	názvu	však	plyne,	že	tento	protein	se	hojně	vyskytuje	ve
všech	eukaryotních	buňkách	(je	„ubikvitní“	čili	„všude	se	vyskytující“).	Dnes	už	víme,	že	ubikvitin	slouží	ke	značení
proteinů	v	ději,	jemuž	říkáme	ubikvitinace	nebo	ubikvitinylace	proteinu.	Význam,	rozmanitost	a	komplexní	kontext
označování	proteinů	ubikvitinem	dnes	dosahuje	úrovně	dosud	nejvýznamnější	posttranslační	modifikace	proteinů,
kterou	je	fosforylace[7].

	Podrobnější	informace	naleznete	na	stránce	o	historii	ubikvitin-proteazomového	systému.

Procesy	ubikvitinace
1.	Ubikvitin	je	v	buňce	nejprve	vázán	(aktivován)	za	spotřeby	ATP	tzv.	ubikvitin-
aktivujícím	enzymem	E1.
2.	Následně	je	přenesen	na	ubikvitin-přenášející	(nebo	ubikvitin-konjugující)
enzym	E2.
3.	Další	přesun	ubikvitinu	na	protein,	který	má	být	degradován	(dále	PDG;
nebo	na	vytvářející	se	řetězec	ubikvitinů	na	PDG)	je	podmíněn	ubikvitin-ligázou
E3,	která	dokáže	specificky	rozpoznat	proteiny,	jež	mají	být	degradovány.

Jinými	slovy,	enzymy	E1	a	E2	slouží	převážně	pouze	k	transportu	ubikvitinů,	naopak
enzymy	E3	obsluhují	jejich	konečné	navázání	na	PDG,	rozpoznaný	právě	těmito
enzymy.	Nejprve	je	tedy	na	PDG	navázán	první	ubikvitin,	na	něj	pak	druhý,	na	druhý
třetí	atd.	Z	toho,	že	E3	enzymy	specificky	rozpoznávají	různé	PDG,	plyne	také	to,	že	v
buňkách	je	málo	různých	E1	(podle	[8]	existují	v	lidských	buňkách	přinejmenším	dva	E1
enzymy,	totiž	Uba6	a	Ube1)	a	E2	enzymů,	zatímco	E3	enzymů	existuje	rozmanité	množství	(stovky)	pro	různé
skupiny	proteinů,	určených	k	degradaci.

Ubikvitin-ligázy

Rozeznáváme	základní	dva	rody	ubikvitin-ligáz,	které	se	liší	přítomností	aktivní	domény:	buď	obsahují	doménu
HECT	(homologous	to	E6-Associated	Protein	C-Terminus),	nebo	doménu	RING	(really	interesting	new	gene)	[9]-[10].
Navíc	kromě	klasické	kaskády	E1-E2-E3	dnes	už	známe	také	tzv.	E4	enzymy,	které	se	mohou	podílet	na
prodlužování	polyubikvitinového	řetězce[11].

Způsob	vazby	ubikvitinů
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Proteazom

Klíčovou	otázkou	je	také	to,	jakým	způsobem	jsou	ubikvitiny	v	řetězci	navzájem	spojeny.	Nikoli	každý
polyubikvitinový	řetězec	je	totiž	prima	facie	polibkem	smrti.	Nejběžnější	způsob	vazby	dvou	ubikvitinů	v
polyubikvitinovém	řetězci	je	přes	lysin	48	(tzv.	K48	řetězce)	nebo	lysin	63	(tzv.	K63	řetězce),	existují	však	i
řetězce	ubikvitinů	vázané	přes	lysin	6,	11,	27,	29	či	33,	výjimečně	bývají	tyto	řetězce	i	rozvětvené[12].	Dnes
neumíme	přesně	říci,	jaký	je	význam	celé	pestrosti	těchto	signálů.	Za	„polibek	smrti“	jsou	považovány	zejména	K48
řetězce,	zatímco	K63	řetězce	hrají	především	jiné	role	v	buněčné	signalizaci.	Nedávno	se	však	ukázalo,	že	také
proteiny	označené	K63	řetězci	mohou	být	rozpoznány	proteazomy	a	degradovány	v	nich[13].	Existuje	dokonce
možnost,	že	K63	řetězce	mohou	být	přeměněny	přímo	na	označeném	proteinu	na	K48	řetězce[14].

Deubikvitinace

V	eukaryotní	buňce	dochází	kromě	ubikvitinace	proteinů	také	k	jejich	deubikvitinaci.	Enzymy	zodpovědné	za	tento
proces	se	nazývají	deubikvitinázy	a	označují	se	zkratkou	DUB.	Můžeme	je	rozdělit	do	následujících	pěti	skupin:

1.	ubikvitin	C-terminální	hydrolázy,
2.	ubikvitin	specifické	proteázy,
3.	proteázy	s	doménou	Machadovy-Josephovy	nemoci,
4.	proteázy	z	vaječníkových	tumorů,
5.	proteázy	s	JAMM	doménou[15].

Dnes	je	známo	75	DUBů,	které	interagují	se	stovkami	proteinů	a	hrají	v	eukaryotní	buňce	nesmírné	množství
různých	rolí[16].	Poznamenejme,	že	jedna	z	JAMM	doménových	deubikvitináz,	označovaná	v	lidských	buňkách	jako
Poh1,	je	součástí	eukaryotního	proteazomu	a	hraje	klíčovou	roli	při	jeho	správném	fungování.

Proteazom

Charakteristika
Protein,	který	na	sobě	nese	K48	polyubikvitinový	řetězec.	Může	být	rozpoznán	tzv.	26S	proteazomem	a	degradován
v	něm.

26S	proteazom	je	běžný	typ	proteazomu,	obsažený	v	našich	buňkách.	Skládá	se	ze	dvou	základních	částí[17]:

1.	20S	proteazom	čili	hlavní	partikule	(core	particle),	která	má	tvar	válce	a	v	níž	probíhá	samotná	proteolýza
PDG;
2.	19S	proteazom	čili	regulační	partikule	(regulatory	particle),	která	se	také	nazývá	PA700.

Hlavní	partikule

20S	proteazom	se	skládá	celkem	ze	čtyř	prstenců.	Dva	vnější	jsou	tvořeny	sedmi	α	pojednotkami	a	dva	vnitřní
sedmi	β	podjednotkami.	Aktivní	místa	štěpící	proteiny	jsou	v	β	prstencích	a	jsou	obráceny	dovnitř	válce	20S
proteazomu,	konkrétně	se	jedná	o:

β1	podjednotku	s	aktivitou	podobnou	kaspázám;
β2	podjednotku	s	aktivitou	podobnou	trypsinu;
β5	podjednotku	s	aktivitou	podobnou	chymotrypsinu.

Kromě	běžného	20S	proteazomu	existují	v	našich	buňkách	také	inducibilní	proteazomy.	Ty	mají	jiná	aktivní	místa
(β1i,	β2i	a	β5i),	jež	se	nazývají	imunoproteazomy	nebo	směsné	proteazomy.	Hrají	roli	v	imunitní	odpovědi	buněk	na
cizorodé	látky[18].	Zcela	speciální	typ	proteazomů	existuje	v	brzlíku,	jde	o	tzv.	thymoproteazomy.	Obsahují	β5t
podjednotku	s	neobvyklou	katalytickou	aktivitou.	Jejich	role	souvisí	s	pozitivní	selekcí	CD8+	T	buněk[19].

Regulační	partikule

Regulační	částice	se	vážou	na	vnější,	tedy	α	prstence	20S	proteazomu.	Kromě
19S	proteazomu	to	mohou	být	i	jiné	komplexy,	jako	jsou	PA28	či	PA200,	nebo
dokonce	proteiny,	které	se	reverzibilně	připojují	k	20S	proteazomu	v
substechiometrických	množstvích[20].	I	když	uspořádání	proteazomů	se	různě
dynamicky	mění,	bylo	prokázáno,	že	26S	proteazom	zůstává	během	degradace
proteinů	intaktní[21].

Regulační	částice	26S	proteazomu	(PA700)	obsahuje	dvě	základní,	navzájem
spojené	oblasti:	bázi	a	víko.	V	bázi	můžeme	najít	šest	rozdílných	AAA+	ATPáz	a
další	čtyři	podjednotky.	Jejím	hlavním	posláním	je	regulovat	vstup	do	nitra	20S
proteazomu[22].	Víko	obsahuje	devět	ne-ATPázových	podjednotek	[23]	a	jeho
základní	funkcí	je	deubikvitinace	ubikvitinovaných	proteinů	pomocí	JAMM
doménové	DUB	Poh1	před	jejich	vstupem	do	nitra	26S	proteazomů[24].

Degradace	neubikvitinovaných	proteinů
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Úloha	proteazomu	v	prezentaci	antigenu:	
A	–	Bílkovina
B	–	Proteazom
C	–	MHC	I	syntéza	proteinu
D	–	Peptidy	k	prezentaci
E	–	ER
F	–	Plasmatická	membrána
1.	Ubiquitinace
2.	Degradace	proteinu	na	peptidy	pomocí
proteazomu
3.	Transport	peptidu	do	lumen	ER	pomocí
ABC	přenašečů
4.	Navazování	peptidů	v	zářezu	MHC	I
komplexu
5.	Prezentace	antigenu	na	plazmatické
membráně

Typický	protein,	degradovaný	v	eukaryotní	buňce	proteazomy,	musí	být	ubikvitinován.	Avšak	podle	nedávného
zjištění	asi	20%	všech	proteinů,	štěpených	proteazomy	v	eukaryotních	buňkách,	nemusí	mít	ubikvitinové	značení.
Takové	proteiny	obsahují	špatně	uspořádaná	místa	ve	svých	strukturách,	která	slouží	jako	nespecifický	signál	pro
degradaci	v	proteazomech	bez	nutnosti	ubikvitinace	daného	proteinu[25].

Degradace	ubikvitinovaných	proteinů

Zaměříme	se	na	mechanismus	degradace	ubikvitinovaných	PDG	v	26S
proteazomech.

V	rozpoznání	ubikvitinovaného	proteinu	hrají	klíčovou	roli	některé
podjednotky	z	báze	(ubikvitinové	receptory)	a	také	některé	proteiny,	které
se	jen	přechodně	asociují	s	26S	proteazomy[26].	Jestliže	je	ubikvitinovaný
protein	již	navázán	na	26S	proteazom,	jeho	polyubikvitinový	řetězec	může
být	proteazomem	různě	štěpen	a	znovu	syntetizován	pomocí
deubikvitináz	a	ubikvitin-ligáz[27].	Bylo	také	ukázáno,	že	snížení	intenzity
degradace	samotných	ubikvitinů	v	proteazomu	souvisí	s	činností
specifické	DUB,	nazývané	Ubp6,	která	není	stálou	podjednotkou	26S
proteazomů[28].

Jednotlivé	kroky

Před	samotnou	degradací	PDG	je	polyubikvitinový	řetězec	zpravidla
odštěpen	en	bloc	(vcelku,	najednou)	pomocí	Poh1	a	dále	je
odstraňován	jinými	DUBy[29].
Rozplétání	proteinu	do	primární	struktury	a	jeho	přesunutí	do	otvoru
proteazomu	je	pak	spojeno	s	hydrolýzou	ATP	AAA+	ATPázami[30].
Rozpletený	protein	může	být	„skladován“	v	α	prstencích,	pokud	β
prstence	jsou	ještě	vytíženy	degradací	předchozího	PDG[31].	Proteiny
mohou	přitom	vcházet	do	20S	proteazomu	z	obou	stran[32].
Degradace	probíhá	tak	dlouho,	dokud	vzniknuvší	oligopeptidy	nejsou
dostatečně	malé,	aby	mohly	samovolně	difundovat	ven[33].
Jakmile	se	oligopeptidy	dostanou	ven	z	26S	proteazomů,	jsou	v	buňce	dále	štěpeny	jinými	peptidázami	až	na
aminokyseliny,	které	lze	použít	pro	další	proteosyntézu[34],	nebo	jsou	použity	v	rámci	imunitního	systému	jako
antigeny[35].

Regulace	aktivity	proteinů

Některé	proteiny	jsou	26S	proteazomy	degradovány	neúplně,	nýbrž	jsou	vlastně	aktivovány.	K	tomu	dojde
degradací	jiných	proteinů,	které	jsou	na	ně	vázány	a	inhibují	je.	Typickým	příkladem	je	aktivace	tzv.	jaderného
faktoru-κB	(NF-κB),	který	se	běžně	v	cytoplazmě	vyskytuje	v	komplexu	se	svým	inhibitorem	I-κB.	Jakmile	je	tento	I-
κB	ubikvitinován	a	degradován,	NF-κB	se	translokuje	do	jádra	a	spouští	transkripci	příslušných	genů[36].	Funkce	26S
proteazomů	není	spojena	jen	s	regulací	množství	daného	proteinu	v	buňce,	nýbrž	i	s	regulací	aktivity	různých
proteinů.	Z	toho	vyplývá,	že	UPS	hraje	klíčovou	roli	v	mnoha	terapeuticky	významných	procesech,	jako	jsou
zánětlivá	onemocnění,	neurodegenerativní	procesy,	svalové	dystrofie,	virové	infekce	nebo	karcinogeneze[37]-[38].

Inhibitory	proteazomu
Inhibice	proteazomu	vede	k	apoptóze	některých	nádorových	buněk.	Přestože	přesný	mechanismus	jejich	působení
na	buňky	ještě	není	známý,	využívají	se	jako	protinádorové	léky.	Nejvýznamnějším	představitelem	je	bortezomib ,
který	se	používá	pro	léčbu	mnohočetného	myelomu.

	Podrobnější	informace	naleznete	na	stránce	Inhibitory	proteazomu.
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