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Osnova

o zplsoby rozkladu nezadoucich protein{

e degradace protein{ v lysosomech a proteasomech

e autofagie

e struktura a funkce proteasomi

e znaceni substratl pro proteasomovy rozklad

e rizika plynouci z poruch degradace chybné slozenych protein(




Funkcnost proteinu
zavisi na jeho strukture

e konformace Sfens inthe |

* vazba kofaktoru functional protein B

o posttranslaéni modifikace meracions

e spojeni podjednotek &‘U? |

e lokalizace ve spravném ]m
bunécném kompartmentu -g‘U?

e regulacni/aktivacni g oot
modifikace (doCasna) I .
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Proc rozkladat molekuly?

e slozky bunék maji kratsi zivotaschopnost nez bunky — jsou priibézné

nahrazovany

e U zdravého cloveéka se denné odboura 300 — 600 g protein{
e produkty degradace vyuzitelné pro opétnou syntézu a metabolismus

e likvidace Spatné slozenych proteint
e aktivni likvidace nezadoucich proteint

(regulace)
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,Turnover" proteinii

e bézny obrat proteinl - rovnovaha mezi jejich syntézou a degradaci
e vychyleni smérem k proteosyntéze — anabolismus

e vychyleni smérem k degradaci — katabolismus
e pri starnuti se ,turnover" proteint prodluzuje, nasledkem je zvyseni

hladiny poskozenych proteind
e pric¢ina nebo nasledek starnuti?
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,gurnover"

Rozklad a nahrazovani molekul v bunkach:

o konstitutivni turnover: udrzovaci funkce — pravidelné nahrazovani
starsich molekul novée syntetizovanymi

e regulovany turnover: rychly rozklad specifickych cilovych molekul
v reakci na podnéty, napr. pri prenosech signall, regulaci bunécného
cyklu nebo pri diferenciaci a vyvoji




Konstitutivni ,turnover"

e souvisi s presnym vyvazenim syntetickych a rozkladnych procest

e obvykle se vyjadruje jako polocas rozkladu, tj. doba, béhem ktere
se rozlozi polovina molekul daného typu

e polocas zavisi na velikosti molekuly, naboji, termostabilite, flexibilite,
hydrofobicité, zplsobu slozeni a zptisobu usporadani
e polocas rozkladu protein{ se pohybuje v intervalu minut az hodin/dn(




Kde probiha proteolyza?

 riziko poskozeni bunky
e soustredéni do specifickych bunécnych oddil{:

e lysosomd

198 regulatory
B complex + ATP

e proteasoml

198

208

198

Nature Reviews | Cancer
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Lysosomy

e membranou ohrani¢ené organely, ve kterych jsou soustredeny
rozkladné enzymy

* hlavni organely rozkladu molekul




Vakuoly
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organely podobné lysosom{m u rostlinnych bunék, hub a kvasinek
rovnéz obsahuji hydrolytické enzymy
zasobarny zivin a produktt rozkladu

podil na zvétSovani velikosti
bunék

udrzovani turgoru (tlaku na
bunécnou sténu zevnitr bunky)

cytosol

Figure 13-39 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Lysosomy

e poprveé pozorovany v polovine 50. let 20. stol. a charakterizovany
jako organely, ve kterych se enzymaticky rozkladaji proteiny,
uhlovodiky a lipidy

e za objev lysosomu ziskava v roce 1974 Nobelovu cenu za fyziologii
a medicinu Belgican Christian de Duve

Christian de Duve |
. (1917-2013) ‘
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Lysosomy

0.2-0.5 pm
| |

e kyselé pH pH~7.2
o o cYTosoL
* obsahuji smes cca 40 hydrolytickych
enzym( — kyselych hydrolaz
e podminkou aktivity hydrolaz je jejich stépeni

ACID HYDROLASES:
nucleases

— syntetizuji se jako neaktivni prekurzory procsasss
o vyssi molekulové hmotnosti; aktivujici P ipaser
steépeni probiha az v lysosomech phosphatases
v v s ’ sulfatases
* ochrana pred nezadoucim rozkladem: phospholipases

membrana udrzuje enzymy mimo cytozol, H
ale pokud by do néj pronikly, v neutralnim

pH by nemohly prilis skodit
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Transport substratt
a enzymu do lysosomul
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e pomoci vackd (vezikuld) z vnéjsiho
i vnitrniho prostoru bunky

° enzymy jsou syntetizovany v
ribozomech hrubého ER a do
lysosom{ se prenaseji pres
Golgiho aparat
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Transport
lysosomalnich enzymti

e modifikace prekurzorll enzymt v Golgiho aparatu, glykosylace,
fosforylace

e lysosomalni hydrolazy jsou oznaceny skupinami manoso-6 fosfatu
pripojenymi k oligosacharidu

mannose 6-phosphate
(MéP)

P —0—CH,

HO (o)

N-linked
oligosaccharide

lysosomal
hydrolase
Biology of the Cell 5/e (! L

Figure 13-43
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Transport
lysosomalnich enzymu

e skupiny M6P rozeznavaji receptory v trans-Golgiho aparatu

e pomoci receptorl a adaptérovych proteint se uzaviraji do klathrinovych
vackd a transportuji do ranych endozomu

lysosomal hydrolase
precursor

mannose RECEPTOR-DEPENDENT m 'ADP | + (P
P TRANSPORT g ——
l BINDING TO
M6P RECEPTOR =
\ UNCOVERING OF e ——— H
M6P SIGNAL e
ADDITION OF '\ lo o l 7\ ®
P-GlcNAc A transport retromer b REMOVAL OF
clathiin cont vesicle coat DISSOCIATION PHOSPHATE
ATACIDICpH @&
—,
\ lysosomal
-— hydrolase
precursor
MG6P receptor in ety endosene
RECEPTOR RECYCLING budding vesicle
cis trans
Golgi Golgi
network network
1 ]
Golgi apparatus 15

fppt.com Figure 13-44 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




Proteolyza v lysosomech
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nizké pH (4-5) je nezbytné pro Ucinnou degradaci: podminka aktivity
enzymd, pomoc pri denaturaci substratt
pH se udrzuje protonovymi pumpami, ktera tlaci H* do lysosomu

pohanéno hydrolyzou ATP

proteiny lysosomalni membrany jsou vysoce glykosylované, coz zvysuje
jejich odolnost k lysosomalnim proteazam

produkty rozkladu (aminokyseliny, cukry, nukleotidy) se pomoci

transportnich proteint dostavaji z
lysosomU do cytozolu a mohou se
podilet na biosyntetickych procesech
nebo byt vylouceny ven z bunky

Anatomy of the Lysosome
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Lysosomy jsou heterogenni

e velikost a tvar jsou znacné rozmanité (ostatni organely uniformni)
e dUsledek rozmanitosti rozkladanych substratl

e pozlstatky réiznych mimobunécénych i nitrobunécnych struktur

e fagocytovanych mikroorganismu

e travené potravy

e pozdni endosomy obsahuji vnéjsi material z plazmatické membrany
pohlceny endocytdzou i nove syntetizované hydrolazy

* hydrolyticky aktivni jsou nejen lysosomy, ale také pozdni endosomy
a endolysozomy

| hydrolytically active, low-pH compartments )

i [ |

2§25, @
®:¢D3 m

late endosome endolysosome lysosome
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Lysosomy jsou heterogenni

fppt.com

po rozlozeni vétsiny dodaneho materialu obsahuji pouze
nedegradovatelné nebo jen pomalu degradovatelné zbytky
(rezidualni télisko), které se vylouci z bunky exocytdzou

je znamo vice nez 30 rliznych
genetickych chorob Cloveka, které
jsou dlsledkem mutaci v genech

lysosomalnich enzymU: nerozlozeny
material se v lysosomech hromadi

endoplasmic reticulum exocytosis and

cell membrane \

cytoplasm

Golgi
apparatus

food particles

endocytosis

© 2003 Encyclopadia Britannica, Inc. Tl ot

elimination

digestive
vacuole

18



Gaucherova nemoc

e dedicna nemoc, patologické ukladani tukovych latek (predevsim
glukocerebrosidu) v lidskych organech

e pricinou je deficit glukosylceramidazy, ktera katalyzuje stépeni
glukosylceramidu (tj. glukocerebrosidu) na glukozu a ceramid;
nedegradovany material se v lysozomech hromadi — zvétsovani tkani

e |écba: substitucni enzymova terapie

Normal macrophage

~ Lysosomes Lysosome, whose

\ = 2 enzymes break down
\ ~ lipids, proteins,
=4 carbohydrates, and

\ \ / \ D
\ \/f \ /f nucleic acids; products
\ 4 removed by reuptake
\ i or excretion
Cellular debris, Nucleus
such as worn-out
red blood cells

Gaucher disease macrophage Lysosome without Lysosomes swell
glucocerebrosidase and cause whole
unable to digest lipid cell to swell

in red blood cells
_~ Lysosomes 7

| g0 it e
SN N y

Philippe Gaucher
(1854-1918)

y

Gaucher cell swollen Nucleus is
with undigested lipid displaced 19




Melanosomy

e specialni lysosomy koznich melanocytd, ve kterych se hromadi pigmenty

* melanosomy pigmenty uvolnuji do mimobunécného prostoru exocytozou

e uvolnéné pigmenty jsou fagocytovany keratinocyty, coz vede k normalni
pigmentaci kiize

e existuji genetické choroby, u kterych je exocytdza pigmentd
zablokovana, nasledkem je nedostatecna pigmentace klize - albinismus

Melanocyte Keratinocyte

Mucleus MNucleus
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B |Preautophagosomal Isolation

Autofagie

e forma bunécné smrti

e 7z rectiny: auto=vlastni, vnitrni; fagie=jist)

e autorem terminu je Christian de Duve, ktery uvnitr lysosom{
nekdy pozoroval velké Utvary podobné organelam

e do lysosoml je dopravuiji specialni transportni vacky —
autofagosomy, které poskozené proteiny nebo organely nejprve
obklopi a pak predaji lysosomim

1%

Autophagolysosome
(cargo degradation)

Autophagosome

structure membrane

21



Autofagie

e poskytuje bunce ziviny a stavebni kameny

e npastava v hladovéjicich nebo infikovanych bunkach
° vymena opotrebovanych organel

e podil na starnuti, smrti a dalSich procesech

@N\ID Pathological and Physiological Functions of Autophagy
Cell Death
Neurodegenerative '
Diseases Cancer
N Autophagy

Type I v Innate

Diabetes Fninihe

Fatty Liver System
Infectlous Cardiomyopathy

Diseases

etc..

22
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Vyznam autofagie

Fyziologicky Patologicky
* recyklace makromolekul a organel < neurodegenerativni choroby
(rozpad na aminokyseliny, (hromadéni poskozenych nebo
nukleotidy a volné mastné toxickych protein()
kyseliny), obnova energetického o  d&di¢na svalova onemocnéni
metabolismu e infekcni onemocnéni (podil na
* nevede nutne k zaniku bunky likvidaci bakterialnich a
e prezivani za nepriznivych virovych patogend)
podminek (vnitfnich i vnéjsich) e nadorova onemocnéni

e u mnohobunécénych organism{ —
podil na regulaci embryonalniho

vyvoje

23



Makroautofagie

e uzavreni Casti bunécného obsahu membranou, vcetné organel typu
mitochondrii

e vznika autofagicka vakuola (autofagosom), ktera po fuzi s lysosomem
tvori autolysosom, jehoz obsah se rozlozi

Lyscsome Lysosomal hydrolase
Autophagosome w5 - Autolysosome
= Qo
30 (@AY e
, / J}Q v o Q \ ;—) \ ,L- - ',-\_ : = ’
Isolation Qo e ° [ AN
membrane 0% > 8\9 ® .5 \ DR B .
\ - Q \'\ & ..\‘ s ‘
Q #, .
N o~t o\ : '

VESICLE VESICLE DOCKING VESICLE BREAKDOWN

NUCLEATION ELONGATION & FUSION & DEGRADATION




Nobelova cena 2016
za vyzkum autofagie

Josinori Osumi
(*1945)

e vyzkum autofagie u kvasinek
* identifikace zodpovédnych gent

fppt.com —— 25



Kvasinky a autofagie

* mala velikost bunék, obtizné sledovani vnitrnich struktur mikroskopii
* nejasné, jestli autofagie u kvasinek vibec existuje

 Osumiho napad: preruseni degradacniho procesu, ¢imZ by mohla
vyniknout tvorba autofagosom{ a usnadnila by se jejich detekce

e kultivuje mutantni kvasinky postradajici degradacni enzymy

e vyhladovenim soucasne stimuluje
autofagii

e vysledek: autofagosomy jasnée
patrne elektronovou mikroskopii

AN
R
LA L




Esencialni geny autofagie

e Osumi vyuZiva svych mutantnich kmend, ve kterych je schopen
hladovénim vyvolat tvorbu autofagosom{

e tisice téchto kmenl vystavuje plsobeni mutagennich latek
e hleda varianty, u kterych je tvorba autofagosoml poskozena

e naléza jich 15

e funkcni analyzou prokazuije,
ze autofagie je rizena
kaskadovité, kazdy protein ma
svou presné definovanou funkci
v dané fazi

e homology kvasinkovych gen{

. funguiji u vyssich organismi

Initiation complex

Beclin

;FI-:} Conjugation cascades
Pl <4 "Bcl-2
WP

G Ata7
Bcl-2 v 2

Vps30 ‘ y B Ag12

: Amino/Fatty acids
Beclin vpsi15 LCA|

Atg5
vps34 =t
Class Il PI3K HAtg12 1‘ __
‘& ‘I f 1("" - \
v LC3 - L)
Nucleation =b
complex b4 e Lysosome
Atg9 Limiting

membrane Autophagosome

Autophagy




Vyznam autofagie - souhrn

e zapojeni do degradacnich a recyklacnich bunécnych procest
e eliminace poskozenych protein{ a organel
e eliminace nitrobunécnych bakterii a vird pfi infekci

e produkce energie a stavebniho materialu pro obnovovani bunécnych
slozek

e soucast odpovédi bunék na hladovéni a jiné formy stresu
e zapojeni do vyvojovych a diferenciacnich procest

e soucast kontrolniho mechanismu pro napravu negativnich dtsledkd
starnuti

e narusena autofagie prokazana u onemocnéni (napr. Parkinson,
diabetes typu 2, rakovina)

28



Fagocytoza

e endocytdza velkych ¢astic — mikroorganism{ nebo mrtvych bunék

e u prvokl forma vyzivy

e u mnohobunécénych organisml — ochrana proti infekci, likvidace
senescentnich bunék nebo bunék odumrelych apoptdzou

e zajistovano specializovanymi bunkami — fagocyty: makrofagy a
neutrofily — produkty krvetvorného
systému

e vysoka aktivita: 101! senescentnich
erytrocytl denné =

PR

bacterium

pseudopod

plasma
membrane

< - -
phagocytic S
white blood cell Tpm

uuuuu

Figure 13-46 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008) 2 9
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Proteasom

e druhy hlavni bunécny proteolyticky systém
* Nobelova cena za chemii v roce 2004

Aaron Ciechanover Avram Hersko Irwin Rose
(*1947) (*1937) (*1926)

30
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Proteasom

e v burice predstavuje az 1% vSech bunécnych proteinl

e tvar valce, uvnitr kterého jsou proteolyticka mista stépici proteiny na
malé peptidy

e poklopy ovlivhuiji pristupnost valce pro substraty

e substraty jsou abnormalni a Spatné slozené proteiny + normalni
proteiny oznaceneé k likvidaci

- -
.Capture
polyublquitin - \
chains . e 19S RP
2.Deublquitinate ® & .
3. Unfoldaild y
open the gata" '¢* -
PA A A AL 2 sets of
(@3 )et oo Xo8XeT) @ [ | 7 different cc-type subunits
Xp7) B {at=al)
WEDET) o | | +7 different B-type subunits
| a B1-p7)
Active subunit: p1, p2, B5

1 198
(RP)
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Proteasom

e sestaven z mnoha proteinovych podjednotek
* regulacni systémy ovladaji otvirani ,poklopt" a umoznuji tak vstup
pouze vybranym neslozenym molekulam

e podminkou prenosu molekul do proteasomu je jejich modifikace
pripojenim malého polypeptidu — ubikvitinu — k lyzinovym zbytk{m

* nutna energie ATP

PROTEASOME

Unfolded
protein

=

o ‘|| ||I 1] ||
VoYY

i Iﬁ A AN

Core
|Particle)

(Y
||]
[ 1]

i
Il
Y

{
|
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Proteasom '
a kontrola kvality proteosyntezy -

proteosyntéza produkuje radne slozené proteiny: najdou si své
pripadné vazebné partnery a radné funguji

neuplné slozené proteiny jsou zacileny chaperony diky obnazenym
hydrofobnim sekvencim a bunka se snazi zajistit, aby dosahly
spravne konformace

mutace, chyby v transkripci, sestfihu RNA nebo translaci mohou vest
k tvorbé proteind, které se neposkladaiji spravné, jsou obnazeny

jejich hydrofobni Useky, které maji tendenci mezi sebou nespecificky
agregovat — bunka je
likviduje v proteasomu newly

synthesized
protein

protein
aggregate

——

correctly folded correctly folded incompletely
withouthelp  withhelpofa folded forms
molecular digested by the
increasing time chaperone proteasome

\




Proteasom (26S)

e ATP-dependentni komplex proteaz
e katalyzuje rozvolnéni a proteolyticky rozklad svych substratd

e slozen z katalytického komplexu 20S, ktery je obklopen dvéma
regulacnimi komplexy 19S

268 Proteasome

34



Struktura proteasomu

Jadro proteasomu (20S)

fppt.com

evolucne konzervativni (baktérie — savci)
valec slozeny ze ctyr kruhl (2xa, 2xB)

vnitfni komora pristupna pouze otvory na obou koncich

otvirani poklopt regulovano

aktivni mista proteolyzy
soustredéna v podjednotkach B
a smeéruji dovnitr valce

188
regulatory
particle

20S core
proteasome

Protein
cleavage
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Jadro proteasomu (20S)

podjednotky alfa nemaji katalytickou aktivitu, Ucastni se translokace
substratu do proteolytické komory

e vlastni hydrolyza na malé peptidy je
zajiStovana podjednotkami beta a
nevyzaduje ATP

e (1 sStépi kyselé zbytky (caspase-like activity)
* (2 stépi zasadité zbytky (trypsin-like activity)
- 5 stepi hydrofobni zbytky (chymotrypsin-like activity)

36



Poklop - podjednotka 195;‘

obsahuje viko (,lid") a zakladnu (,base")

regulacni funkce: rozeznavaji a rozplétaji substratové proteiny

15-20 jednotek:
e jednotky bez ATPazove aktivity (n1-n12)

tvori poklop: rozeznavaji ubikvitinem
oznaceneé proteiny a odstranuji ubikvitinove
znacky pro recyklaci

ATPazy (t1-t6) tvori zakladnu: zajistuji
rozplétani proteind a jejich transport do
_ podjednotky 20S

19S

20S

[

FEER J-

ST
000000,

Base

TiBS
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Postupny rozklad
proteinti v proteasomu

folded substrate
protein
ecognition \

7’ tag

 viko rozeznava prislusny substrat hexameric

e substrat se rozpléta a za spotreby ATP se P
translokuje do valce

e obdobné strukturni rysy s helikdzami DNA >A ]
[are :

frequent | ppp
substrate

release

B,
ATP hydrolysis
causes conformational
change

strained ring
structure pulls
on substrate

rare translocation

ADP
and denaturation m

Figure 6-91b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Postupny rozklad

proteinti v proteasomu

e v raneé fazi se odstépuje ubikvitin pro recyklaci

e hydrolyza je dikladna: na malé peptidy (ne jednorazové stépeni

jako u béznych proteaz)

target protein with
polyubiquitin chain
a é
= é

central

(protease)

cap

active sites
- \\‘ \\\ (r
cylinder 7/?’ —_— _L>
4 ‘\ i \\

fppt.com
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Znaceni proteint pro
proteasomovou likvidaci

e regulacnim prvkem je vstup do valce proteazomu

e substraty, kterym ma byt povolen vstup do proteozomu se opatri
specifickou znackou (protein-tagging) — ubikvitinem

e ubikvitin se k cilovém proteinu (lyzinu) pripojuje kovalentni vazbou
pomoci specifickych enzym{

Ubiquitination Degradation

-
\. @‘”’?%

(@i -
<_aRing__ 1\
ase - :’*"\
~ $ \,1'\

40
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Ubikvitin

e protein o nizké molekulové hmotnosti (76 aminokyselin)

e kompaktni globularni struktura

e evolucni konzervativnost

e vyskytuje se ve vSech tkanich vsech eukaryotickych organismd

e v bunce - volna molekula nebo kovalentné pripojena k jinym proteinéim
e vaze se k aminoskupine lyzinu cilového proteinu

e vazbou nékolika molekul ubikvitinu vznika polyubikvitinovy retézec

e proteiny oznacené polyubikvitinem jsou rozeznany
a degradovany proteasomem

41




Znaceni molekul ubikvitinem

e aktivace ubikvitinu

e katalyzovana ubikvitin-aktivujicim enzymem E1

* reakce je podminéna ATP

* vysledkem je ubikvitin pripojeny svym C-koncem k
cysteinu proteinu E1 thioesterovou vazbou

/_\

NH. hydrophobic
2 globular core

HooC p tf n hm :

m

14

$—-C=0

/ ubiquitin
-
ubiquitin-

activating m

enzyme

binding to
ubiquitin
ligase

Gy
o/

ubiquitin ligase
primed with
ubiquitin

fppt.com
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Znaceni molekul ubikvitinem

e ubikvitin se prenasi z E1 na cystein ubikvitin-
konjuguijiciho enzymu E2

e enzymy E2 funguji v komplexu s enzymy E3;
tento komplex se oznacuje jako ubikvitin-ligaza

HOOC

\

H hydrophobic
2 globular core

point of attachment
to lysine side chains
of proteins

ubiquitin
CO0™ ?
o U
ubiquitin- ubiquitin
activating m li .
. | enzyme Ll
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Znaceni molekul ubikvitinem

e rlzné ubikvitin-ligazy rozeznavaji urcité degradacni signaly (tzv. degrony)
na cilovych proteinech prostrednictvim casti E3 - rozeznani substratu

e ubikvitin-ligazy pak zajist'uji vlastni ubikvitinaci 0
. V4 . g = 7 v A\ Va - ’ - HZN_CH2_CH2_CH2_CH2_CH_C_OH
* vznikaji polyubikvitinove retezce pripojene k lyzinu NH,
cilového proteinu, resp. predchoziho ubikvitinu 0
H2N\/\/\‘)J\OH
MH,

€-amino group
on lysine
side chain

| @

e %
arget protein with

degradation signal target protein first ubiquitin ot
on target protein bound to chain added pOIyUbiqUitin
ubiquitin ligase to target protein chain




Pribéh degradace

e vazba poly-Ub oznaceného substratu k Ub-receptorové podjednotce
proteasomu

e odstépeni Ub izopeptidazami (deubikvitinazami) vazanymi na poklop
e rozvinuti a translokace substratu do valce proteazomu
e degradace substratu na malé peptidy

A 26S proteasome B

20S proteasome 19S complex

ATPase ring

Subunits in the B-ring

Caspase-like Trypsin-like site
{ =9 site

8

Peptide
products o
Poly-Ubiquitin Unfolding and Opening of Six peptidase sites Gy :
chain binding translocation 208 gate for| | for degradation : Bortezomib
by ATPase ring substrate o MG132
entry thmotrypsnn-llke 45
sites
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Specifita
proteasomoveého systemu

e spravny vybeér substratu zajist'uji ubikvitinove ligazy
e u savcl je popsano cca 30 rliznych enzymU E2 a stovky protein{ E3

e rlzné komplexy reaguji na specifické degradacni signaly (napr.
fosforylace, spojeni s jinymi proteiny, chybné slozené proteiny, apod.)
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Ubikvitinace a deubikvitinace

e tvorba thioesterové vazby mezi C-koncovym glycinem Ub a cysteinem
v aktivnim misté enzymu E1

e primy prenos Ub z E1 na E2
Monomeric ubiquitin

e prenos Ub na lyzin substratu oo

e DUBs (deubikvitina¢ni enzymy) o 9o
jsou cysteinové proteazy specificky —— \i
Stépici konjugaty Ub — antagonizuji E3

0
I
E1-S-C-ubiquitin

E2-SHs w

0
n
E2-S-C-ubiquitin

o D
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Deubikvitinaéni enzymy

e DUBI1: postupné odstranuje molekuly ubikvitinu od vzdaleného
konce retézce

e DUB2: odstépuje ubikvitinovy retézec od substratu

e DUB3: destabilizuje neukotvené retézce ubikvitinu

Vyznam: tvorba volného Ub (recyklace), odstranéni Ub z cilovych
proteind

E1,E2, E3

ATP
12 3 4 12 3

DUBA1
DUB3 ATP
I 26S, DUB2

COO-
+ peptides TIBS
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Vyznamne cile
proteasomoveé degradace

e regulatory bunécného cyklu a ristu

* slozky bunécnych signalnich kaskad

e transkripcni faktory

* enzymy zapojené do metabolickych reakci

* varianty proteinl vytvorené v dlsledku mutace nebo defektni
proteosyntézy

e antigeny hlavniho histokompatibilitniho komplexu tridy I

e ztrata funkce proteasomu je pro bunky letalni

49




Priklady
Fizené destrukce proteinti

 |ikvidace sSpatné slozenych nebo jinak abnormalnich proteinl

e likvidace normalnich proteind, jejichz polocas rozpadu je z
néjakého dlivodu potreba zkratit (napr. v souvislosti se zménou
stavu bunky, bunécnym cyklem, apod.)

e existuji proteiny s prirozene kratkym polocasem rozpadu,
jiné se rychle rozkladaji jen podminecnég, jinak jsou stabilni

e napr. nékteré cykliny — prirozené stabilni v priibéhu cyklu -
se v urcité fazi rychle rozkladaji
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Mechanismy
rizené destrukce proteinti

e aktivace ubikvitin-ligazy fosforylaci podjednotky E3 nebo

alosterickou aktivaci pomocnou molekulou

e APC = ubikvitin-ligaza, ktera se aktivuje ve spravné fazi bunécného cyklu

pridanim aktivacni podjednotky

e APC pak oznadi ubikvitinem sekurin

ACTIVATION OF A UBIQUITIN LIGASE

L L

o = 7

phosphorylation
by protein kinase

UBIQUITYLATION AND
DEGRADATION OF SECURIN

T

L L

allosteric transition
caused by ligand binding

allosteric transition
caused by protein
subunit addition | |




Mechanismy

rizené destrukce proteini

 modifikace substratu, ktera umozni jeho oznaceni ubikvitinem
 signal z vngjsiho nebo vnitrniho prostoru bunky

typy modifikace:

e fosforylace, ktera obnazi degradacni signal, ktery je normalné ukryt

uvnitr proteinu

e disociace proteinové podjednotky, ktera ukryva degradacni signal

e Stépeni urcité peptidové vazby
za vzniku nové domény, ktera
je rozeznana E3 jako nestabilni

fppt.com

| phosphorylation
3l by protein kinase

ACTIVATION OF A DEGRADATION SIGNAL

#(' H,OWC\QN

creation of destabilizing
N-terminus

Q

\Iy
A1y

P/

unmasking by
protein dissociation
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Rizena destrukce proteinti™
- NFkB/IkB

* NFkB (Rel) je dilezity transkripcni
faktor

e aktivace NFkB je podminéna
degradaci inhibitoru IkB

* autoregulace: NFkB indukuje
transkripci genu IkB

e hlavni funkce IkB: zabranéni
transportu NFkB do jadra
vytvorenim komplexu NFkB/IkB @@
v cytoplazmé (transkripéné aktivacni QN =7 camiines

funkce NFkB se v cytoplazmé neuplatni) of apoptosis
_* hladina IkB v bunce je urcena mirou jeho degradace

Regulation of NF-KB activation
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Aktivace NFkB

 signal zachycen na bunécném povrchu - aktivace IkB kinaz (IKK)
» fosforylace IkB
e fosforylovana molekula IkB je substratem pro ubikvitinaci

e molekula IkB s navazanym polyubikvitinovym retézcem je degradovana
proteazomem

* molekula NFkB zbavena IkB se translokuje do jadra a indukuje transkripci
svych cilovych genl

* molekula IkB opatrena SUMO-1 nepodleha modifikaci ubikvitinem a
nemuUze byt proto degradovana: transkripce fizena NFkB zastavena
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SUMO-1
(Small Ubiquitin-like Modlfler)

e protein podobny ubikvitinu

e kovalentné se pripojuje k bunécnym proteiniim

e pripojeni SUMO je posttranslacni modifikace ovliviujici funkci daného
proteinu (pozménuje interakce protein-protein, nitrobunécnou lokalizaci,
stabilitu, atd.)

e substraty jsou:
- regulatory nitrobunécného transportu
- regulatory transkripce
- regulatory apoptozy
- regulatory bunécneého cyklu
_ - regulatory stresové odpovédi
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Znaceni proteinem SUMO-1

 pro znaceni substratll pouziva podobnou drahu jako ubikvitin

e aktivuje se proteazou SENP, ktera
odstepi nekolik aminokyselin z C-konce

e aktivovana varianta SUMO-1 se
pripojuje k SAE (SUMO-activating
enzyme) — ekvivalent E1

* ten jej prenasi na Ubc9 (ekvivalent E2)

e SUMO-1-Ubc9 rozeznava substrat:
prenos SUMO-1 na cilovy proteinu
pomoci E3

SEA1/SAE2




Protein p53

e chrani genom pred mutacemi

transkripCni faktor, ktery ovliviuje buneécnou proliferaci, apoptdzu
hladina p53 je rizena ubikvitinovou degradacni drahou
v normalnich bunkach je p53 konstitutivné ubikvitinovan ubikvitin

ligadzou Mdm2 a pribézné odbouravan

e stresoveé signaly aktivuji p53 tim,

ze inhibuji jeho degradaci

Classic model of p53 activation

p53 stabﬁnhzaﬂonr'n SHeLERE
1
ATM/ATR/DNA-PK,
/ Chk1/Chk2
Degradation
MDM2

DNA binding

Transcriptional
activation
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AP-1 (,,activator protein 1)

fppt.com

transkripCni faktor slozeny z dvojice clent proteinovych rodin Fos a Jun
zprostredkovava reakce na vnéjsi signaly zajiSténim indukce exprese gend

zapojenych do rizeni bunécného cyklu, diferenciace a apoptozy

hladiny proteint Fos a Jun v bunce jsou urceny mirou degradace

ubikvitinovou drahou

existuji onkoproteiny v-Jun a
v-Fos, které postradaji domeény
podléhajici modifikaci ubikvitinem

- proteiny jsou mnohem stabilnéjsi | ;

Jun

JunD

JunB

JunB

JunB

JunB

Jun, JunB, Fos

AFosB, Fra-1, ATF2

Jun

Fibrosarcoma

Squamous cell carcinoma

Hepatocarcinoma

Pro Anti

Jun

JunB Ju
Ju

JunD

Fos
FosB
AFosB

Disease

JunB

Chronic myeloid leukemia

Hodgkin lymphoma

Pro 1 nti
Jun Fibrob JunD
Jun Neuro Fos

Fos
Fra-1

Fos ocyte Jun

Fos

Rhabdosarcoma
Osteosarcoma
Squamous cell carcinoma




Chybné slozené proteiny
jsou nebezpecné

e pokud uniknou bunécnému kontrolniho
systému mohou zpUsobit zavazné choroby
(napr. srpkovitou anémii — zaména hydrofilni
kyseliny glutamové za hydrofobni valin v
molekule hemoglobinu)

 mutace zplsobi chybné sloZeni proteinu, ktery o e i i
ma kvlli obnazenym hydrofobnim castem L. w
tendenci tvorit agregaty I.D %

e agregaty proteind mohou bunky vazné Folded protein  Misfolded protein
poskodit nebo usmrtit T

e zavazna je i mutace jediné alely daného genu % ;*:::1::;5,5. J
— normalni alela nezabrani vzniku choroby, wmm @B

ie vznik agregétﬂ nemﬂie Odvrétit Protein g~ Protein
fibril aggregate
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Nefunkcni systém pro

kontrolu kvality proteini

e muze byt problém u starnouciho organismu
 tolerance chybné slozenych proteind,

* budou agregovat, ziskaji odolnost k proteolyze
e agregaty mohou narusovat funkci bunek

e agregaty se z odumrelych bunék mohou
uvolnit do extracelularni matrix a tam se
hromadit, ¢imz danou tkan poskozuji

* nejnachylngjsi je mozkova tkan

e agregaty proteind jsou podstatnym faktorem
vzniku neurodegenerativnich chorob

healthy
brain

advanced
alzheimer's
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Agregaty proteinti v mozku
u neurodegenerativnich chorob

Alzheimerova choroba
e Parkinsonova choroba
e Huntingtonova choroba

e agregaty obvykle obsahuji urcity protein, ktery zodpovida za vznik
choroby

e agregaty proteind unikaji rozkladu v proteazomu (ucpani?)
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Agregaty proteint v mozku u

neurodegenerativnich chorob

Typ choroby

dysfunkce

Alzheimerova choroba

Zablokovani funkce proteazomu
abnormalnimi formami Ub

Huntingtonova choroba

Zablokovani funkce proteazomu
proteinem, které obsahuje
expandovaneé oblasti polyglutaminu

Familialni Parkinsonova
choroba

Mutace vedouci k ztraté funkce
ubikvitin ligazy E3
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HUNTINGTONOVA CHOROBA

e dUsledek expanze CAG (koddn koduijici
glutamin) v genu kodujicim Huntingtin

e mutantni Huntingtin obsahujici abnormalné
dlouhy polyglutaminovy Usek je nachylny
k vzajemnym agregacim

e agregaty poskozuji mozkovou tkan

e degradace agregatll proteasomem je
vyznamne snizena

George Huntington
(1850-1916)
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PARKINSONOVA CHOROBA

e neurony v mozku pacientl ¢asto obsahuji inkluzni —
tzv. Lewyho téliska

* Lewyho teliska obsahuji agregaty proteinu
a-synukleinu

e a-synuklein se podili na prenosu signall
mezi neurony

James Parkinson
(1755-1824)

e pricinou akumulace a-synukleinu je zrejmé mutace v genu kddujicim
E3 ubikvitin ligazu, ktera zodpovida za ubikvitinaci a-synukleinu
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Amyloidni plaky
v postizene tkani

e agregaty jsou nebezpecné v okamziku, kdy se stanou odolnymi k
proteolyze

e problematicke agregaty Casto tvofi fibrily, které se skladaji ve
vrstvach na sebe a tvori velké sloupce B-struktur — tzv. krizova
beta-filamenta

e abnormalneé slozené proteiny ruzneho typu tvori obdobnou strukturu

* jevelmi rezistentni k proteolyze | noma  Azheimer'

e (asto pritomny u rdiznych G Uy || e
neurologickych chorob

* |ze identifikovat barvenim
_ jako tzv. amyloidni plaky
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Prionoveé choroby

na rozdil od Huntigtonovy nebo Alzheimerovy nemoci jsou prionové
choroby infekcni

podstatou Sifeni je to, ze jeden organismus s potravou prijme tkan
obsahujici proteinovy agregat

chybné slozeny a agregovany prionovy protein PrP zplsobuje
chorobu zvanou skrapie (u ovci), hovézi spongioformni
encefalopatie — BSE (u krav) a Creutzfeldt — Jacobova nemoc
(u Cloveka)
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Protein Prp

e normalné umistén na vneéjsim povrchu plazmatické membrany,
predevsSim u neuronl

e funkce neznama, patrné zapojen do transportu méd'natych iontl

* nebezpecna vlastnost proteinu: mize se vyskytovat ve velmi specifické
— patologické konformaci, ktera proteinu PrP umoznuje odolnost k
proteazam

e umozni tvorbu krizovych beta-filament

* umozni pozmenit do této konformace i normalni proteiny (je ,infekcni™)

A
(A) very rare (B) infectious seeding of amyloid fiber formation
conformational

L

heterodimer homodimer

change 0
& =" 5




Protein Prp*

e patologicka varianta prionového proteinu
* rychle se Sifi z bunky do bunky v mozku
e zplsobuje smrt u zvifat i Clovéka

e muze byt nebezpecné jist tkané nemocnych zvirat
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Skladani a degradace protein

— zaver cesty od genu k proteinu

konecna hladina radné sloZzeného
proteinu v burice zavisi na Ucinnosti
kazdého z krok{l genové exprese

fppt.com
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Souhrn

e stabilita protein{ ovliviiuje jejich aktudlni hladinu v bunce stejné
jako ucinnost jejich syntézy

e rozklad protein{ zajist'uji lysozomy a proteazomy

e proteazomova degradace postihuje substraty znacené
polyubikvitinovym retézcem

e poruchy rozkladu proteinli mohou mit vazné dtsledky

e nezadouci proteiny odolné k proteolyze mohou agregovat a
narusovat funkci tkani nebo se dokonce Sifit do druhych organizm{

http://fof.wz.cz/madcow.htm
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