Degradace proteinu na proteazomech

Degradace defektnich proteini

Prostrednictvim proteazomdi jsou také degradovany defektni proteiny, které se burice nepodafilo syntetizovat
spravné (asi 30% vsech nativnich protein( v burice) a jejichz likvidace probiha ihned béhem translace nebo kratce
po nitll, Jsou-li nové syntetizované defektni proteiny umistény v endoplazmatickém retikulu (ER) - a zde jde
predevsim o proteiny Spatné poskladané do terciarnich struktur - podléhaji procesu, v némz proteazomy
spolupracuji s ER a ktery se nazyva ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation). BEhem ERADu je
nespravné posklddany protein nejprve oznacen specifickym kédem (jedna se o glykany), pak je transportovan pres
membranu ER do cytozolu a degradovan pfilehlymi proteazomy!?l. V pfipadé nenativnich protein(, které jsou
$patné poskladany a agregovany, dochazi k jejich vychytavéani v cytozolu pomoci dvou kompartmentd zvanych
JUNQ (juxta-nuclear quality control) a IPOD (insoluble protein deposit). | tyto proteiny jsou nakonec degradovény v
proteazomech!3), Proteazomy ovéem zdaleka nedegraduji pouze defektni proteiny, nybrz se také vyznamnou mérou
podileji na zpracovani funkénich proteind ve smyslu ovliviiovani jejich funkce. Degradace néjakého proteinu mize
byt dllezitou soucasti riznych signaliza¢nich déjd v burice, jak uvidime nize.

Jaderné a cytoplazmatické proteazomy

Proteazomy jsou obsazeny v cytoplazmé i v jadre, kde se volné a rychle pohybuji. Pfenos proteazomi z cytoplazmy,
kde je jich vice, do jaddra (opacnym smérem to nejde) je naopak pomaly. Béhem mitdzy se obé oddélené populace
proteazom(l, jadernd a cytoplazmatickd, mohou spojit a promisit!l. Celkové mnozstvi proteazom( v bufice je ve
stovkach az tisicich nanogramd na miligram vsech bunéénych proteind s tim, Ze v rakovinnych burnkach mize byt
vyrazné vé%é}f nez ve zdravych burikédch®l. Blizsi podrobnosti o lokalizaci proteazom( v cytoplazmé a jadru Ize najit
v literaturet®l.

Ubikvitin-proteazomovy systém

Degradace proteind pomoci proteazomd je velice sofistikovany proces, ktery se déje v rdmci tzv. ubikvitin-
proteazomového systému (UPS) neboli tzv. ubikvitin-proteazomové cesty (cesta anglicky pathway, tedy zkraka
UPP). Vyznamnou roli v tomto procesu hraje maly (76 aminokyselin, 8,5 kDa) protein ubikvitin, ktery byl objeven
uz v roce 1975, aniz by byla zndma jeho funkce. Jiz z ndzvu vsak plyne, Ze tento protein se hojné vyskytuje ve
vSech eukaryotnich bunkéach (je ,,ubikvitni“ Cili ,,vSude se vyskytujici“). Dnes uz vime, zZe ubikvitin slouzi ke znaceni
proteind v dé&ji, jemuz rfikdme ubikvitinace nebo ubikvitinylace proteinu. Vyznam, rozmanitost a komplexni kontext
oznacovani proteinl ubikvitinem dnes dosahuje Grovné dosud nejvyznamnéjsi posttransla¢ni modifikace proteind,
kterou je fosforylacel”!.

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance o historii ubikvitin-proteazomového systému.

Procesy ubikvitinace

1. Ubikvitin je v bufice nejprve vazan (aktivovan) za spotieby ATP tzv. ubikvitin-
aktivujicim enzymem E1. «— A
2. Nasledné je prenesen na ubikvitin-prenasejici (nebo ubikvitin-konjuguijici) : o
enzym E2.

3. Dalsi presun ubikvitinu na protein, ktery ma byt degradovan (déle PDG;
nebo na vytvarejici se retézec ubikvitinl na PDG) je podminén ubikvitin-ligazou
E3, kterd dokaze specificky rozpoznat proteiny, jez maji byt degradovany.
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Jinymi slovy, enzymy E1 a E2 slouZi pfevazné pouze k transportu ubikvitind, naopak
enzymy E3 obsluhuji jejich kone¢né navazani na PDG, rozpoznany pravé témito
enzymy. Nejprve je tedy na PDG navazan prvni ubikvitin, na néj pak druhy, na druhy
treti atd. Z toho, Ze E3 enzymy specificky rozpoznavaiji réizné PDG, plyne také to, ze v
burikdch je malo rlznych E1 (podle 8 existuji v lidskych burikach pfinejmensim dva E1
enzymy, totiz Uba6 a Ubel) a E2 enzym, zatimco E3 enzym{ existuje rozmanité mnozstvi (stovky) pro rlizné
skupiny proteind, ur¢enych k degradaci.

Ubikvitinace proteind a jejich
degradace proteazomem

Ubikvitin-ligazy

Rozeznavame zakladni dva rody ubikvitin-ligdz, které se lisi prfitomnosti aktivni domény: bud obsahuji doménu
HECT (homologous to E6-Associated Protein C-Terminus), nebo doménu RING (really interesting new gene) [°1-[10],
Navic kromé klasické kaskddy E1-E2-E3 dnes uz zndme také tzv. E4 enzymy, které se mohou podilet na
prodluzovani polyubikvitinového Fetézcellll,

Zpusob vazby ubikvitinu
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Kli¢ovou otdzkou je také to, jakym zplsobem jsou ubikvitiny v retézci navzdjem spojeny. Nikoli kazdy
polyubikvitinovy retézec je totiz prima facie polibkem smrti. Nejbéznéjsi zplsob vazby dvou ubikvitind v
polyubikvitinovém retézci je pres lysin 48 (tzv. K48 retézce) nebo lysin 63 (tzv. K63 retézce), existuji vSak i
Fetézce ubikvitinl vézané pres lysin 6, 11, 27, 29 ¢&i 33, vyjime¢né byvaji tyto fetézce i rozvétvené’?], Dnes
neumime presné fici, jaky je vyznam celé pestrosti téchto signdald. Za , polibek smrti jsou povazovany zejména K48
fetézce, zatimco K63 retézce hraji predevsim jiné role v bunécné signalizaci. Neddvno se vSak ukdzalo, ze také
proteiny ozna¢ené K63 fetézci mohou byt rozpoznany proteazomy a degradovany v nich!t3], Existuje dokonce
moznost, ze K63 Fetézce mohou byt pfemé&nény pfimo na oznac¢eném proteinu na K48 fetézcell4,

Deubikvitinace

V eukaryotni burice dochazi kromé ubikvitinace protein( také k jejich deubikvitinaci. Enzymy zodpovédné za tento
proces se nazyvaji deubikvitindazy a oznacuji se zkratkou DUB. MZeme je rozdélit do nasledujicich péti skupin:

. ubikvitin C-terminalni hydrolazy,

. ubikvitin specifické proteéazy,

. protedzy s doménou Machadovy-Josephovy nemoci,
. proteazy z vajecnikovych tumord,

. protedzy s JAMM doménou!?>!,
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Dnes je zndmo 75 DUBJ, které interaguji se stovkami proteind a hraji v eukaryotni burice nesmirné mnozstvi
rznych rolil’®!, Poznamenejme, Ze jedna z JAMM doménovych deubikvitindz, oznacovand v lidskych burikach jako
Pohl, je soucasti eukaryotniho proteazomu a hraje kli¢ovou roli pfi jeho sprdvném fungovani.

Proteazom

Charakteristika

Protein, ktery na sobé nese K48 polyubikvitinovy retézec. Mlze byt rozpoznan tzv. 26S proteazomem a degradovan
v ném.

26S proteazom je b&zny typ proteazomu, obsazeny v nasich bufkach. Skldda se ze dvou zdkladnich ¢astill7!:

1. 20S proteazom ¢Cili hlavni partikule (core particle), kterd mé tvar valce a v niz probihd samotna proteolyza
PDG;
2. 19S proteazom cili regulacni partikule (regulatory particle), ktera se také nazyva PA700.

Hlavni partikule

20S proteazom se sklada celkem ze Ctyr prstencl. Dva vnéjsi jsou tvoreny sedmi a pojednotkami a dva vnitfni
sedmi B podjednotkami. Aktivni mista Stépici proteiny jsou v B prstencich a jsou obraceny dovnitr valce 20S
proteazomu, konkrétné se jednd o:

= B1 podjednotku s aktivitou podobnou kaspazam;
= (32 podjednotku s aktivitou podobnou trypsinu;
= 35 podjednotku s aktivitou podobnou chymotrypsinu.

Kromé bézného 20S proteazomu existuji v nasich bunikach také inducibilni proteazomy. Ty maji jind aktivni mista
(B1li, B2i a B5i), jez se nazyvaji imunoproteazomy nebo smeésné proteazomy. Hraji roli v imunitni odpovédi bunék na
cizorodé latky!'8l, Zcela speciélni typ proteazom( existuje v brzliku, jde o tzv. thymoproteazomy. Obsahuji B5t
podjednotku s neobvyklou katalytickou aktivitou. Jejich role souvisi s pozitivni selekci CD8+ T bunék!t9],

Regulacni partikule

Regulacni ¢astice se vazou na vnéjsi, tedy a prstence 20S proteazomu. Kromé
19S proteazomu to mohou byt i jiné komplexy, jako jsou PA28 ¢i PA200, nebo
dokonce proteiny, které se reverzibilné pfipojuji k 20S proteazomu v PROTEASOME
substechiometrickych mnozstvich[29l, | kdyZ uspofadani proteazomi se réizné
dynamicky méni, bylo prokazano, Ze 26S proteazom zlstava béhem degradace
protein{ intaktnil?1!,

Regulacni Castice 26S proteazomu (PA700) obsahuje dvé zakladni, navzajem
spojené oblasti: bazi a viko. V bazi mizZeme najit Sest rozdilnych AAA+ ATPaz a
dalsi ¢tyfi podjednotky. Jejim hlavnim posldnim je regulovat vstup do nitra 20S
proteazomul??], Viko obsahuje devét ne-ATPazovych podjednotek 23! a jeho
zakladni funkci je deubikvitinace ubikvitinovanych proteind pomoci JAMM
doménové DUB Pohl pred jejich vstupem do nitra 26S proteazomat24!,

Degradace neubikvitinovanych proteinu

Proteazom
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Typicky protein, degradovany v eukaryotni burice proteazomy, musi byt ubikvitinovan. Avsak podle neddvného
zjisténi asi 20% vsech proteind, stépenych proteazomy v eukaryotnich bunkach, nemusi mit ubikvitinové znaceni.
Takové proteiny obsahuji Spatné usporadand mista ve svych strukturdch, ktera slouzi jako nespecificky signal pro

degradaci v proteazomech bez nutnosti ubikvitinace daného proteinu!??J,

Degradace ubikvitinovanych proteinu

Zamérime se na mechanismus degradace ubikvitinovanych PDG v 26S
proteazomech.

V rozpoznani ubikvitinovaného proteinu hraji klicovou roli nékteré
podjednotky z bdze (ubikvitinové receptory) a také nékteré proteiny, které
se jen pfechodné asociuji s 26S proteazomy!?6l, Jestlize je ubikvitinovany
protein jiz navdzan na 26S proteazom, jeho polyubikvitinovy retézec mize
byt proteazomem rdizné stépen a znovu syntetizovan pomoci
deubikvitindz a ubikvitin-ligéz!?’!. Bylo také ukazano, Ze snizeni intenzity
degradace samotnych ubikvitinG v proteazomu souvisi s ¢innosti
specifické DUB, nazyvané Ubp6, kterd neni stdlou podjednotkou 26S
proteazom(il28!,

Jednotlivé kroky

= Pred samotnou degradaci PDG je polyubikvitinovy fetézec zpravidla
odsStépen en bloc (vcelku, najednou) pomoci Pohl a déle je
odstranovan jinymi DUBy(29],

= Rozplétdni proteinu do primarni struktury a jeho presunuti do otvoru
proteazomu je pak spojeno s hydrolyzou ATP AAA+ ATP&zamil39!,

= Rozpleteny protein mUze byt ,skladovan” v a prstencich, pokud B
prstence jsou jesté vytizeny degradaci pfedchoziho PDGBY, Proteiny
mohou pfitom vchézet do 20S proteazomu z obou stran32],
Degradace probiha tak dlouho, dokud vzniknuvsi oligopeptidy nejsou
dostate¢né& malé, aby mohly samovolné difundovat ven!33!,
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Uloha proteazomu v prezentaci antigenu:
A - Bilkovina

B - Proteazom

C - MHC | syntéza proteinu

D - Peptidy k prezentaci

E-ER

F - Plasmatickd membréna

1. Ubiquitinace

2. Degradace proteinu na peptidy pomoci
proteazomu

3. Transport peptidu do lumen ER pomoci
ABC prenasecl

4. Navazovani peptidd v zafezu MHC |
komplexu

5. Prezentace antigenu na plazmatické
membrané

= Jakmile se oligopeptidy dostanou ven z 26S proteazomd, jsou v burice dale Stépeny jinymi peptiddzami az na
aminokyseliny, které Ize pouzit pro dalsi proteosyntézul34, nebo jsou pouzity v rdémci imunitniho systému jako

antigeny!33],

Regulace aktivity proteini

Nékteré proteiny jsou 26S proteazomy degradovany nelplné, nybrz jsou vlastné aktivovany. K tomu dojde
degradaci jinych proteinl, které jsou na né vazany a inhibuji je. Typickym prikladem je aktivace tzv. jaderného
faktoru-kB (NF-kB), ktery se bézné v cytoplazmé vyskytuje v komplexu se svym inhibitorem I-kB. Jakmile je tento I-
KB ubikvitinovan a degradovan, NF-kB se translokuje do jadra a spousti transkripci pfisludnych gen@36!, Funkce 26S
proteazomU neni spojena jen s regulaci mnozstvi daného proteinu v burice, nybrz i s regulaci aktivity riznych
proteind. Z toho vyplyva, ze UPS hraje kli¢ovou roli v mnoha terapeuticky vyznamnych procesech, jako jsou
z&nétlivd onemocnéni, neurodegenerativni procesy, svalové dystrofie, virové infekce nebo karcinogenezel37-[38],

Inhibitory proteazomu

Inhibice proteazomu vede k apoptdze nékterych nddorovych bunék. Pfestoze presny mechanismus jejich plsobeni
na burky jesté neni znamy, vyuzivaji se jako protinadorové Iéky. Nejvyznamné&jsim predstavitelem je bortezomib#,,

ktery se pouziva pro Ié¢bu mnohocetného myelomu.

{2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Inhibitory proteazomu.
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