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Post-translacné modifikacie proteinov

(len) u eukaryotickych buniek

mnohondasobne zvysuju repertoar proteinov a ich komplexov

rychle a reverzibilné adaptacie na zmeny

pripojenie - malych molekul - fosforylacia, acetylacia, metylacia,...
- proteinovych molekul - ubikvitony
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Genome Transcriptome Proteome

~20-25,000 genes - - -------- »  ~100,000 transcripts -—————————3  >1,000,000 proteins
Alternative promoters Post-translational

Altemnative splicing modifications
mRNA editing



Ubikvitony = ubikvitin a ubikvitinu podobné proteiny
(ubiquitin-like proteins, UBLSs)

Attachable ubiquitons

(a)

Ubiquitons are everywhere!

Ubiquitin superfolds: intrinsic and attachable regulators of
cellular activities?
R John Mayer, Michael Landon and Robert Layfield

Mavyer et al., 1998



Ubi

Iitony

Modification Modifier Mature modifier E1 E2 E3 Active protease
encoding gene  protein
Ubiquitination UBB, UBC, UBA52 76 amino acids 2 (UBAT and ~40 Over 600 Dozens
and RPS27A LUBAG) (USPs,UCHs,OTUs MID JAMM)
Sumoylation  SUMO1-4 varies from 1 (SAE) 1 (UBC9) A dozen 6 (SENPs)
SUMOT1-4
MNeddylation  NEDDS 76 amino acids 1 (NAE) 2 (UBC12 and Over 600 3 (UCHL1, UCHL3 and USP21)
UBEZF)
Ufmylation UFM1 83 amino acids 1 (UBAS) 1 (UFCT) 1 (UFLT) 1 (UFSP2)
Isgylation 15G15 163 amino acids 1 (UBETL) 1 (UBCHS) 2 (HERCS and 5 (USP18, USP2, USP5, USP13
TRIM25) and USP14)
Fatylation FAT10 165 amino acids 1 (UBABG) 1 (USET) Unknown Unknown

Yu et al., 2020



Ubikvitony

Ubiquitin ISG15 NEDD8

SUMO2

SUMO3

Waughan et al., 2020



Ubikvitéony - B-grasp fold

Ubikvitin
SUMO-1
NEDD-8

T. Wilkinson



Konjugacny cyklus ubikviténov

- °>
S
G

k
O |

@ g

Schwartz & Hoch

strasser, 2003



Dopad pripojenia ubikvitonu

* Pripojenie na protein cez flexibilny C-koniec
—> priame ovplyvnenie proteinu zriedkavé

C-koniec

* Prinasa povrch pre proteinové interakcie - stimulacia protein-
proteinovych interakcii a tvorby proteinovych komplexov

* Interakény partner obsahuje nekovalentné vazobné miesto
Specifické pre dany ubikviton (ubiquiton binding domain, UBD)

< O
—>

e interakcia medzi ubikvitonom a UBD je hlavhym mechanizmom
funkcie tychto modifikacii




Ubikvitin



The Nobel Prize in Chemistry 2004

Photo: D. Porges Photo: D. Porges Photo from the Nobel Foundation

Aaron Ciechanover Avram Hershko archive.
Irwin Rose

Prize share: 1/3

Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

The Nobel Prize in Chemistry 2004 was awarded
jointly to Aaron Ciechanover, Avram Hershko and
Irwin Rose "for the discovery of ubiquitin-mediated
protein degradation."



Ubikvitin

C-terminus
= Lysine 48

maly protein (8.5 kDa, 76 aminokyselin)

ubique = vSade — je hojny vo vsSetkych eukaryotickych bunkach
globularna struktura

sekvencia je vysoko konzervovana "

kovalentné pripojenie k inym proteinom: karboxylovy (C) koniec & "N epepiise
ubikvitinu (glycin) sa kovalentne pripoji k e-amino skupine - <>
lyzinového zvysku vnutri cielového proteinu izopeptidovou
vazbou / k amino-skupine N-konca proteinu peptidovou vazbou



Ubikvitin - prekurzory

e ubikvitin nevznika samostatne, ale ako fuzny protein
e U ludije kddovany styrmi lokusmi
— Dva lokusy kéduju polyubikvitin - expresia pri stresovych podmienkach

— Dva lokusy kéduju fuziu ubikvitinu s ribozomalnym proteinom — spolo¢na regulacia
ubikvitinového systému s translacnou aktivitou bunky

e fuzne translacné produkty su rychlo spracované aktivitou ubikvitinovych C-
terminalnych hydrolaz - volny ubikvitin

Human
Polv-u-A D DN N R I R R
Polv-u-B =1 T [ ]
Poly-u-\v A==

Mono32 [
Mono&0 [ Il
Caenorhabditis elegans

Polv-u [T 17 T 7771717717710 7007
Mono52 [

Fig. 1. Ubiquitin polymeric (poly-u) loci in humans and C. elegans. A poly-u
locus consists of a number of ubiquitin genes that are concatenated with no
intervening sequences. A monomeric locus is composed of a ubiquitin gene and
a ribosomal protein gene with either 52 or 80 codons. The proteins encoded by
polymeric and monomeric genes are identical. Poly-u s is a pseudogene locus.

Nei et al., 2000



Ubikvitin - konjugacny systém

Ligation K48 Chains

RING Ligase

Activation Conjugation

Response

K63 Cﬂaim‘\A Intracellular and

HECTLigase Immune Signaling
E1l, E2 — Ub sa viaze na katalyticky Cys / na substrat sa viaze cez Lys

Ludia: E1-2ks; E2—-35ks; E3»600 ks

Verma et al., 2020



Priklad analyzy ubivitinacie in vitro

- + + + + + + El(Ubal)
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Article

Role of Nsel Subunit of SMC5/6 Complex as a Ubiquitin Ligase

Peter Kolesar *(2, Karel Stejskal 2!, David Potesil 2, Johanne M. Murray 3 and Jan J. Palecek »+2*
J y



Uloha - najdi problém ubikvitindcie NSE1/MAGEG1

- + + + + + E1(110kDa)
+ - + + + + E2(Ubc13-17kDa/ Mms2 -21kDa)
+ + - + + + Ub{-biotinylated -8.5 kDa)
+ + + - + + ATP
maw + 0+ + + -+ NSET1(30kDa)/ MAGEG1 (36kDa)
e & —=w
70 -
=3 A - - -MAGEG1-Ub
40 = -NSE1-Ub
35 e - MAGEG!
o =
15 &

10 & S Ena—
Streptavidin-HRP

Kolesar, unpublished



E3 ubikvitin ligazy

* udeluju specifickost tym Ze rozozndvaju cielové substraty f\
e vazobné miesto pre cielovy protein + pre Specificky E2 enzym
e priblizia substrat a E2 - tym sprostredkovavaju prenos ubikvitinu

Substrate

E3

Deshaies & Joazeiro, 2009

2 hlavné triedy:
* RING (Really interesting new gene) E3 ligdzy (95%)
 HECT (homologous to E6-AP COOH terminus) E3 ligazy




Rozdiel mezi HECT a RING E3 ligazami

a HECTE3 b RINGE3

Rotin & Kumar, 2009

Rozdiel v prenose ubikvitinu na substrat:

 HECT — obsahuju konzervovany katalyticky cystein, ktory
funguje ako akceptor ubikvitinu z E2. Ubikvitin je nasledne
preneseny na Specificky lyzin substratu

 RING — ubikvitin je preneseny z E2 priamo na substrat



RING E3 ligazy

X
* RING doména: } ;%
— 7xCys+1xHis/6xCys + 2 x His - koordinuju dva
y / y J X20 X2 X2-3x1-3

X
atomy Zn2* ‘/ 2
— viazesasE2 & '
N C
X (@ Zinc. @ Histidioe |

9‘39 © Sulfur ligand :

|E3 Ligase Deshaies & Joazeiro,
2009

2 velké podskupiny:

— Jednoduché RING E3 — na jednom polypeptide sa
nachadza RING doména aj doména pre vazbu
substratu

— Zlozené Cullin-RING E3 — tvorené modularnymi
podjednotkami — RBX (RING box protein), Cullin a
dalSie substrat-rozoznavajuce proteiny

Nalepa et al., 2006



Priklad jednoduchej RING E3 ligazy — MDM?2

p53 — transkripcny faktor, senzor poskodenia DNA - ‘strazca gendmu’
- zabranuje mutagenéze a naslednej karcinogenéze zastavou bunkového cyklu alebo apoptézou

- asi 50% ludskych nadorov obsahuje mutaciu v jeho géne Phosphonation by
-damage Kinases
MDM2 - hlavna ubikvitin ligaza pre p53, onkogénny RING E3 enzym :;I: dependent l Cellcycle @
=-g acd ":'-' arrest

expresia je indukovana p53 (negativna slucka) . mnm_:_- .
MDM?2 inaktivuje p53 najmenej 3 mechanizmami: ition soptosis

« fyzicky blokuje transaktivaénd doménu p53 Zﬁﬁ?j{;f:'““‘ @

O

e podporuje transport p53 z jadra, ¢o ho udrzuje daleko od cielovych génov

* stimuluje ubikvitin — zavislu degradaciu
Cielena liecba nddorov — vyradenie MDM2 / inhibicia MDM2 interakcie s p53 malymi
molekulami (Nutlin, PRIMA-1 — klinické testy) - stimulacia tumor-supresorovej aktivity p53




Cullin-RING E3 ligazy

multi-podjednotkové ligazy zostavené Table 1] The cullin-RING-ligase family

na Cullin-ovom leseni Cullin  Subunit organization Names
, , . v 1, Lo , CULT  F-box protein/SKP1/CULT/RING SCFE CDL1
u ludi 7 Cullinov - kazdy sucastou CUL2 SOCS/BC-box protein/elongin BC/CUL2/RING VBC, CBC, ECS, SCF2, CDL2
. ’ .« 7 CUL3 BTB-domain protein/CUL3/RING BCR3, SCF3, CDOL3

VlaceryCh Ilgaz CUL4A Receptor/DDB1/CUL4AARING VDC, DCX, SCF4, CDL4
RBX obsahuje RING — interakcia s E2 CUL4B ?/CUL4B/RING None

. . ’ ’ ’ .7 CULS 5S0CS/BC-box protein/elongin BC/CULS/RING  SCF5, CDLS
Variabilné substrat-rozoznavajuce CULT EEonSKE UL RN it o a

podjednotky

Petorski et al., 2005

(FBW7, SKP2, B-TRCP) (VHL)

Scaffold

& SKPz (F-box protein)

, Ezf:: - 3' m%%‘a)

RBX1-27 n
s o ; SCF ubiquitin ||gase
[ N

SKP 1
H Ubiquitin-transferring
1

i e
enzyme ! %’7. v ’}’ jé"
: L% SCF (SKP1-Cullin-F-box ) ligdzy

B . s < o culhn Nalepa et al., 2006



Priklad Cullin-RING E3 Iigézy

Mad 2 ;—..—r i
LnR] \F

—- 5: rane +—-Eﬁﬂnﬂ-
Cdk1

qpuaz
" Kinetochasm Peters et al., 2006
BCNOCLITHLRE 5

Promeetapha se Metaphase Anaphase Telophase

APC (Anaphase promoting complex) / cyklozém

Komplex nevyhnutny pre spravny priebeh bunkového cyklu - separaciu sesterskych chromatid
1,5 MDa komplex (asi 13 podjednotiek — obsahuje Cullin (APC2) a RING (APC11) podjednotku

aktivita zavisi na aktivatoroch — napr. CDC20, ktory je aktivny od metafazy do telofazy

Spusta prechod z metafazy do anafazy — ubikvitinaciou proteinov ako sekurin, S a M cykliny, ...

ubkvitinacia sekurinu (inhibitor separazy) - aktivacia separazy - sStiepi Sccl podjednotku kohezinu (drzi
sesterské chromatidy pohromade), odstranenie kohezinu uvolni vazbu sesterskych chromatid — presun k
polom bunky



U-box E3 ligazy

e U-box motiv je strukturne podobny RING doméne a viaze E2
enzymy

* U-box neviaze idny kovu, priestorovu konformaciu urcuju
intramolekularne vodikové vazby

 STUB1 (CHIP) — U-box ligdza dblezita pri odstranovani
nespravne poskladanych proteinov ako je CFTR pri cystickej
fibroze a tau proteiny pri niektorych neurodegenerativnych
chorobach (Alzheimer)




HECT E3 ligazy

e U ludi priblizne 30 HECT ligaz
e HECT doména (homologous to E6-AP C - terminus) — 350 aminokyselin na C-konci

HERC family (six members)

small HERCs R0 — HECT [
Large HERCs
f\ m\\ ffor example— ROl 3——@PRD— WAL 5 HECT D
HERC])
@ Nedd4 family %, —
(nine members) HECT U
Other HECTs
ESAP, HECTDZ and { FECT 0
KIAA 0614
TRIP12 e ( FECT D
G — OO O— (T
PHD or RING
N-terminalna katalyticka doména EDD —0EE Znk EREC FECT D
(obsahuje aktivny cystein - viaZze Ub)
Haceland HECTDT  —CCHCHCECECE { HECT 0
ANK
UBE3B and UBE3C (16 { FECT ]
ohybova doména
E2 (UbcT) KIAAD3T —(Flaminy) { FECT 0
HECT D
Ubc vazobna HECT doména
HECT D

Rotin & Kumar, 2009



Priklad HECT E3 ligdzy

 EG6-AP (UBE3A) ubikvitin ligaza
— rakovina krcku maternice = délozniho Cipku
- HPV (human papillomavirus) nesie gén pre protein E6
- E6 sa po infekcie exprimuje v bunke a viaze na E6-AP ligazu

- E6-AP potom ubikvitinuje p53, ¢o vedie k jeho degradacii a
napomaha vzniku rakoviny

— Angelmanov syndrom
- sposobeny mutaciou pri aktivnom mieste E6-AP

— mentalna retardacia, zachvaty smiechu

Giovanni Francesco Caroto — Dieta s kresbou (1520)



Monoubikvitindcia / polyubikvitinacia

* Polyubikvitinacia — samotny ubikvitin je substratom ubikvitinacie
e Ubikvitin ma 7 lyzinov ktoré moézu byt modifikované + N-koniec

(C-terminus - point of linkage)

Lys27 (9%)
(ubiquitin fusion
degradation)

O <«—— Lysas (29%)
proteasomal degradation
Lys29 (3%)
(lysosomal degradation,
kinase modification)

Met1 - linear chains (ND)
signalling

~a—— Lys63 (17%)
signalling, trafficking,

Lys33 (3%
ys33 (3%) DNA damage response

(kinase modification)

Lys6 (11%)
(DNA repair)

\Lysﬁ (28%)
ERAD, cell cycle regulation

Komander, 2009



Druhy ubikvitinacii

A Monoubiquitination Multi-monoubiquitination  Polyubiquitination

B Homotypic polyubiquitination

Lys-linked Lys11-linked Lys27-linked
up Wb

GK . QK °K‘

Lys29-linked Lys33-linked Lysd8-linked

Lys63-linked Linear-linked

GCeee

‘

C Heterotypic polyubiquitination
Mixed linkages Branched linkages

Komander, 2009




Rozne ub retazce maju odlisnu topoldégiu

Met1 diUb

Gly76

*yﬁ&tym

DistalUb  Proximal Ub

Husnjak & Dikic, 2012



Dopad pripojenia ubikvitinu

< o)
- D

stimulacia protein-proteinovych interakcii, tvorba komplexov

Interakény partner (ubikvitinovy receptor) obsahuje nekovalentné
vazobné miesto Specifické pre ubikvitin (ubiquitin binding domain,
UBD)

Asi 20 roznych typov UBD s roznymi Struktirami a velkostou

Vacésina UBD sa viaze s hydrofébnou oblastou ubikvitinu okolo lle44
(Leu8, lle44, Val70) (zvysok ubikvitinu je polarny)



UBD — vazba s ubikvitinom

Cbi-b, UBA

Rabex-5, ZnF A20, and IUIM \_ USPs, ZnF UBP

S Rpn13, PRU
(e \,._\

Husnjak & Dikic, 2012



UBD - odlisenie roznych typov ub retazcov

A Lys48 diubiquitin complex

lled44-patches

(covered) Mud1 UBA domain

(docked model)

lle44-patches lled4-patches

’fandem UM

Komander, 2009



Viacnasobné slabé interakcie vyznamne zvysuju afinitu

low affinity ‘
—
f—

PB1 PB1

PB1 PB1

Bishop et al., 2010



Funkcie ubikvitinacie

Ub) Endocytosis
= 2 MonoUb Virus budding
(__ substrate MultiUb Gene expression

= DNA repair
nuclear export
uJbUbiTBU'b
T T PolyUb Proteasomal
l.\__\_substrate/) K48 degradation
il

(g DNA repair
> PolyUb Endocytosis
(i?“bsvaﬁei?iv K11,29,63 NF-kB activation

o Ribosome function
Ub)
o .
y Hb Jbgtydblfb'

o
- " Branched E3 ligase activity
(__substrate polyUb regulation

i 7.

Woelk et al., 2009



Cytozolicka degradacia proteinov v proteazémoch

e Konjugacia ubikvitinu - hlavna nelyzozomalna proteolyticka draha

* Po selektivnom oznaceni proteinu konjugaciou ubikvitinového retazca K48 (na
rozoznanie treba 4 a viac ubikvitinov v retazci) dochadza k jeho degradacii v proteazoéme

« odstranenie abnormalnych proteinov, riadi dizku Zivota délezitych regulaénych proteinov
(transkripcné faktory (p53), cykliny, securin,...)

26S proteazom

* velky (2.5 MDa) multipodjednotkovy (60)
proteazovy komplex na degradaciu proteinov




Struktura 26S proteazému

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Sklada sa z 2 subkomplexov:

e 20S centralna cast (core particle) —
vykazuje katalyticku aktivitu

e 19S regulacna c¢ast (regulatory
particle)



Struktura 26S proteazému

19S regulaéna ¢ast

- zlozena najmenej z 18 r6znych podjednotiek,
ktoré tvoria subkomplexy bazu (base) a veko (lid)

- veko obsahuje podjednotky, ktoré viazu
ubikvitinované retazce a 2 deubikvitinaéné enzymy
(izopeptidazy) odstranujuce ubikvitiny (recyklacia)
- baza obsahuje 6 ATPaz priliehajucich k
vonkajsiemu kruhu 20S

- ATPazy viazu proteiny, ktoré maju byt
degradované a za hydrolyzy ATP ich rozbaluju a
posuvaju do 20S

ATPases

265 proteasome

20S centralna ¢ast

- tvar sudku = zlozZeny zo 4 spojenych kruhov
— 2 identické vonkajSie a kruhy a 2 vnutorné
B kruhy

- kazdy kruh je zlozeny zo 7 r6znych
podjednotiek - o, ;B, 7 B;70

- proteolyticky aktivhe miesto je na
podjednotkach (B1, 2, 5)

- a podjednotky obklopuju vstup pre substrat
a vystup pre produkt

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Kloetzel, 2001



Architektura 26S proteazomu

19S

20S

veko

http://pdb101.rcsb.org/motm/166


http://pdb101.rcsb.org/motm/166

Ubikvitinové receptory proteazomu

ptors Yeast Human
— ortholegs paralogs
hRpn10 ' _— Rpnl0

hRpn13 — Rpnl3

Shuttling receptors and putative shuttling receptors

hHR23a f— Rad23 hHAZ3b

T
scDdil Ddil
Ddi?
PLIC-1 - I Dsk2 FLIC-2
i i Ubiquilin 3
AlUp
-
p&2
. W, Y
AIRAPL AIRAF
NUBIL [’ =
Ubi7

B —
Key L uBA InF FRU 'Wﬂ UBL PB1 'Sll'l RVP

Ublquitin FATID

Finley, 2009



Priebeh degradacie

substrat uréeny k degradacii sa pomocou ubikvitinového K48 retazca naviaze na 19S, kde sa polyubikvitinovy
retazec odstiepi a recykluje

ATPazy linearizuju zbaleny protein (esencidlne pre vstup do 20S, globuldrne proteiny su prilis velké) a zaroven
reguluju otvaranie vstupného kanaliku do 20S

po vstupe substratu do centralnej Casti je polypeptid Stiepeny 6 proteolytickymi miestami na kratké peptidy
(Stiepia za hydrofédbnymi, bazickymi, kyslymi aminokyselinami)

peptidy (7 — 9 a.k.) su uvolnené z proteazdmu a su degradované cytozolickymi endopeptiddazami a
aminopeptidazami na jednotlivé aminokyseliny a vyuzité pre syntézu novych proteinov ¢i metabolizmus

Polyubiquitin Rpn13 Dcublqullylallon ’
chain /AW Rpn10 /-7 ° oo /—‘J?
Substrate ° / o
unstructured 00 ~—Substrate oo
195 region : ™
regulatory : ) ¢
particle Vs /Rpn8- s < \
{ Rpnl ) ' ) ' Rpnil [ Y : : ) ‘ ) S ,
% Substrate o (LE ) lJnfoiding and )| )
P | recruitment Engagement . translocation [0 )/ ———
Y y — \
— N— N S | S - N 4
N ATPase ring Proteolysis
20S core ———— —_— ——
particle
e = /‘ -2 P — \ ,/k = \\
) )
— ——t —_— —
—— i
e

Bhattacharyya et al., 2014



Imunoproteazom - 20S

Specialny typ proteazomu
exprimuje sa v bunkach pri zdpalovej odpovedi (expresia spustena interferénom) a v antigén-
prezentujucich bunkach imunitného systému

Je hybridom pozostavajucim zo standardnych proteazomovych podjednotiek a 3 katalytickych
B-podjednotiek Specifickych pre imunoproteazém

Stiepi odligne od 26S - tvori dihgie peptidy schopné sluzit ako antigénne peptidy

Peptidy su na povrchu bunky naviazané na MHC | (major histocompatibility complex) molekuly
a prezentované pre cytotoxické T (CD8*) lymfocyty

20S proteasome

- -

Constitutive Immunoproteasome
[ proteasome

Miller et al., 2016



Vyuzitie ubikvitin - proteazémového systému na cielenu degradaciu proteinov

- AID = auxinom indukovatelny degron

- za gén cielového proteinu sa prida AID -
translaciou vznikne fuzia cielovy protein-AID
- pridanie auxinu stimuluje interakciu medzi
AID a TIR1-SCF ubikvitin ligazou

- ubikvitinacia a proteazomalna degradacia
cielového proteinu

Verma et al., 2020



Vyuzitie ubikvitin - proteazémového systému na cielenu degradaciu proteinov

PROTAC

Proteasome

- PROTAC = PROteolysis Targeting Chimeric molecule
- chimericka molekula zaroven interaguje s cielovym proteinom a s ubikvitin ligazou
- blizkost ligazy vedie k ubikvitinacii a degradacii cielového proteinu

Verma et al., 2020



SUMO



SUMO proteiny SUMO-1

Small Ubiquitin-like Modifiers

Malé proteiny - 11 kDa, 100 aminokyselin

18-20% sekvencna identita s ubikvitinom
Kvasinky, bezstavovce — iba jeden SUMO protein
Cicavce — 3 izoformy: SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3

Sumoylacia — kovalentné pripojenie SUMO proteinu k lyzinu
cielového proteinu

- esencialna vo vacsine eukaryotov
— vacsinou vo forme monomeérov a nie retazcov

- nevedie k proteozomalnej degradacii

Bayer et al 1998



Sumoylacia

. =
ATP @ > Aosl1/Uba2 ukvasiniek
\anma | ~ Sael/Sae2 utudi

1

\

@L\ Ubc9

v N SIZ/PIAS rodina
S B @ RanBP

Pc?2
Mms21



Priklad analyzy sumoylacie in vitro

- 4 16 64 64 - =~ - - Siz1(nM)

- - = = = 12 48 192 192 Siz2 (nM)

+ + + + + + + + + E1+E2+SUMO+ATP

+ + + + -  + + + - Srs2

— — tri-SUMO-Srs2
- ' s — SUMO-Srs2

- e - — — — Srs?

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Published online 16 June 2012 Nucleic Acids Research, 2012, Vol. 40, No. 16 7831-7843

doi:10.1093 (nar|gks484

Dual roles of the SUMO-interacting motif in the
regulation of Srs2 sumoylation

Peter Kolesar'?, Prabha Sarangi®*, Veronika Altmannova™?°, Xiaolan Zhao® and

Lumir Krejci'-%%*



Sumoylacia

* Reverzibilny proces — SUMO dekonjugované pomocou ULP proteaz u
kvasiniek / SENP protedz u cicavcov

* Typické SUMO-akceptorové miesto:

WwKxE(D)
/ \

hydrofébna ak glutamova/asparagova kyselina

(lle, Val) L
cielovy lyzin

 Dopad sumoylacie: SUMO stimuluje interakcie s proteinmi
obsahujucimi SUMO-interakény motiv (SIM) — 3-4 hydrofobne a.k. +
prilahlé negativne nabité zvysky (napr. IVIIEDD)



















Specifickost’ indukovatelnost’




SUMO a PML telieska (bodies)

 PML protein (promyelocytic leukemia) je tumor supresor, ktory spolu s dalSimi
interakénymi partnermi v jadre vytvara PML jadrové telieska

 PML telieska su délezité pri regulacii transkripcie, bunkového cyklu,
posttranslacnych modifikacii, proti-virovej odpovedi, oprave DNA, apoptoze,...

e  SUMO ma centralnu ulohu pri tvorbe PML teliesok — sumoylacia a nasledné
nekovalentné SUMO — SIM interakcie medzi PML podjednotkami navzajomas
dalSimi proteinmi su nevyhnutné pre tvorbu PML teliesok

Mitosis

SUMO funguje ako lepidlo,
ktoré drzi komplex pohromade

Bernardi, 2007




SUMO - funkcie

e SUMO ma vyznamnu ulohu vo viacerych bunkovych
procesoch:
— Jadrovy transport
— Regulacia transkripcie
— Prenos signalu
— Metabolizmus DNA
— Stabilita gendmu



SUMO vs Ubikvitin

proteiny mozu byt modifikované SUMOm alebo ubikvitinom, ¢asto s odlisSnymi

nasledkami

v niektorych pripadoch SUMO sutazi s ubikvitinom o dany lyzinovy zvysok, ale
casto v regulacnych drahach spolupracuju

Common
Protein Function Role of SUMOylation Role of ubiquitination lysine??
IKBa Signal transduction/  Stabilizes IKBa by competition with Promotes proteasome-mediated yes
Inhibition of NFKB ubiquitin degradation
NEMO Signal transduction/  Promotes nuclear localization Required for IKK activation
IKK regulation
vyPCNA DNA replication and Regulates DNA repair during replication Monoubiquitination promotes yes
repair translesion DNA repair;
polyubiquitination promotes
error-free DNA repair
PML Tumor supressor Regulates subnuclear localization; required  Promotes proteasome-mediated
for integrity of nuclear bodies degradation
P53 Transcription factor/ Variable effects observed; reduces Promotes proteasome-mediated
tumor supressor transcriptional activation in some degradation
contexts
Glucocorticoid  Transcription factor  Reduces transcriptional activation Promotes proteasome-mediated
receptor (GR) dependent on promoter context degradation
c-Myb Transcription factor  Reduces transcriptional activation Promotes proteasome-mediated
degradation
HDAC-1 Histone deacetylase/ Promotes deacetylase activity and Promotes proteasome-mediated
transcriptional transcriptional repression degradation
corepressor

“Indicates that competition by ubiquitin and SUMO for a common lysine in the substrate protein has been reported to impact activity.



Iné ubikvitony



NEDDS8

NEDD8 — 9 kDa, 60% sekvencna identita s ubikvitinom
Neddylacny cyklus: - Stiepenie neaktivheho prekurzoru

- E1 = NAE (APPBP1/UBA3)

-E2 =Ubcl12 / Ube2F

- E3 ligazy

- proteazy
substratom su Cullinové podjednotky SCF Cullin-RING ligaz

kovaletné pripojenie NEDDS8 ku Cullinu je nevyhnutné pre
interakciu ligazy s E2, teda pre ubikvitinaciu substratu




ISG15 = interferon stimulated gene
Dve spojené domény s 30% sekvencnou homoldgiou k ubikvitinu
165 aminokyselin, 17 kDa

Expresia stimulovana interferonmi — ISG15 len u vyssSich
eukaryotov, ktoré pouzivaju interferénovu signalizaciu

E1 (Ubell), E2 (UbcH6, UbcH8), E3 (Herc5) a delSGylaza (UBP43)
sU tiez indukované interferonmi

Uloha v obrane proti virusom a baktéridam — ISG15 modifikuje
proteiny virusu aj hostitela



Prokaryotické ubikvitony

 SAMPs (small archaeal modifier proteins) u archaea / TtuB u rodu Thermus
- odlisna sekvencia od ubikvitinu, ale spolocny B-grasp fold

Ub SAMP1 SAMP3 SAMP2

1UBQ ) 3PO0

* PUP (prokaryotic ubiquitin-like protein)

— u aktinobaktérii - bezné pddne baktérie a tiez mnoho patogénov
(Mycobacterium leprae, M. tuberculosis)

— 7 kDa, nezdiela sekvencny ani strukturny motiv s ubikvitinom



PUPylacia

- pupylacia = pripojene PUP proteinu na lyzin cielového proteinu

- pupylovany protein je nasledne degradovany prokaryotickym proteazomom
- iba 1 pupylacny enzym PufA a 1 depupylacny Dop

Pup Proteasome System Ubiquitin Proteasome System

@ —© =
Substrate @
Substrate I

i Tagiing

|
Unfolding

Mpa/ARC

Y 20S Degradation

Striebel et al., 2014



Take home message

Ubikvitony sa kovalentne viazu na lyziny cielovych proteinov

Na konjugacii sa podielaju E1 (aktivacné), E2 (konjugacné) enzymy a E3 ligazy
E3 ligazy udeluju drahe sSpecifickost tym Ze rozoznavaju cielové substraty
Modifikacia je reverzibilna a ubikvitony su odstranované proteazami
Ubikvitény mo6zu, ale nemusia tvorit retazce

Ubikvitony mozZu, ale nemusia viest k proteazomalnej degradacii

Ubikviton substratu prinasa novy interakcny povrch a vacsinou vedie k
stimulacii protein-proteinovych interakcii a tvorbe proteinovych komplexov

&



