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Abstrakt

Mitochondrie je organela eukaryotické bunky zodpovédna za klicové metabolické
pochody a bunécnou apoptézu. Pro pteziti buiikky je proto nutné, aby byla zachovana jeji
funkcénost. V mitochondrii se proto uplatiuji specifické signalni drahy, reagujici na stres a
zpetné€ ustanovujici homeostazi. Unfolded protein response je stresova odpovéd’ na pritomnost
nesbalenych proteind, zahrnujici signalizaci z organely do jadra a zde zménu exprese genu

pro chaperony a proteazy.

Tato bakalarska prace shrnuje dosavadni poznatky o problematice mitochondrialni
UPR, jak v matrix, tak v mezimembranovém prostoru. Zabyva se druhy mitochondrialnich
chaperonii a proteaz, pti¢inami vzniku a dopady mitochondridlniho stresu vyvolavajiciho

UPR a stru¢né zahrnuje také problematiku UPR v cytosolu a ER.

Kli¢ova slova: mitochondrie, UPR®!, UPRER, UPR™ mitochondridlni stres



Abstract

Mitochondrion is an organelle of the eukaryotic cell responsible for the crucial
metabolic processes and the apoptosis. Therefore, it is necessary for the survival of the cell to
maintain mitochondrial functionality. Hence, the mitochondria have specific signalling
stress-activated pathways for re-establishing its homeostasis. Unfolded protein response is a
stress response to the presence of unfolded proteins that includes signalling from the organelle

to the nucleus and activating specific genes for chaperones and proteases.

This thesis summarizes current knowledge of the mitochondrial UPR, in the matrix as
well as in the intermembrane space. It describes different types of the mitochondial
chaperones and proteases, the reasons and the impacts of the mitochondrial stress causing the
UPR and also briefly covers the problematics od the UPR in the cytosol and the ER.
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1 Uvod

Bunka je v pribéhu celého zivota vystavovdna potencidlnim zdrojim stresu, které mohou
narusit bunéné déje. Pro vyrovnani se s timto stresem ma buiitka specidlni odpovédi a mechanismy,
které ji pomahaji udrzovat homeostazi a brani jejimu poSkozeni ¢i piipadné smrti. Jeden z dopadi
stresu mize byt poSkozeni proteini nebo naruSeni jejich sbalovani. Pro pieziti buiiky je klicové
udrzeni protein v nativnim, a tedy funkénim stavu. Vyvinula se proto specifickd odpoveéd’, kterd
reaguje na hromadéni nesbalenych proteini upregulaci jadernych geni pro bunécné efektory,
predevs§im chaperony a protedzy, a zp€tn€ ustanovuje proteostdzi. Tato odpoveéd’ je oznaCovana jako

unfolded protein response (UPR).

UPR se nachazi v kompartmentech, ve kterych probiha sbalovani proteint, tedy v cytosolu,
endoplasmatickém retikulu a mitochondrii. Cytosolicka forma je nazyvana heat shock response a je
ze zminénych nejjednodussi a nejlépe prozkoumana. Je zaloZzena na interakci chaperonu
S trankripénim faktorem, ktery se pii stresu uvoliiuje a vjadie aktivuje geny pro cytosolické
chaperony. Signalni drdha UPR v endoplazmatickém retikulu (UPR™ ) prekondva membranu a je
proto realizovana prostfednictvim transmembranovych kindz. Kromé upregulace genti pro chaperony

a proteazy zahrnuje také utlumeni cytosolické translace.

UPR v mitochondrii se lisi pfedevSim kvili semiautonomnimu charakteru této organely.
Na pocatku signalizace stoji protedza, nikoliv chaperony a transkripcni faktory, a signalni draha
prekonava dvé mitochondrialni membrany. Stejné jako u UPR™, i zde dochazi kromé zvy$ené exprese
genll pro chaperony a proteazy také k utlumu cytosolické translace. Pomérné velké rozdily lze najit
mezi UPR u Caenorhabditis elegans a v sav¢ich bunkach. Specialitou mitochondrie je oddélena UPR

vV mezimembranovém prostoru, ktera je od drahy v matrix oddélena.

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o mitochondridlni UPR, vysvétlit pficiny
vzniku stresové odpovédi a dusledky jeji deficience. Strucnéji jsou popsany také signalni dréhy

Vv cytosolu a endoplasmatickém retikulu.



2 Unfolded protein response v bakteriich a v cytosolu
eukaryot

V bakteriich (studovano na piikladu E. coli) je odpovéd’ na nesbalené proteiny oznacovana
jako heat shock response. Kli¢ovou roli zde hraje transkripéni faktor 632. Ten je degradovan
kontaktem s chaperonem DnaK. Béhem stresu chaperon preferenéné vaze nesbalené proteiny, 632 tak
zustava ve volné, stabilni formé a plisobi jako transkripéni faktor pro heat shock operon (Guisbert et
al., 2004). Indukovanych zvySenim exprese gent pro chaperony dochazi k ustanoveni rovnovahy
ve sbalovani proteint (viz. obr. 1). Nadbyte¢ny DnaK poté opét vaze 632 a dochazi tak k negativni

regulaci exprese (Straus et al., 1990).

Na podobném principu funguje odpovéd na nesbalené proteiny v cytosolu eukaryot.
Transkripéni faktory patiici do rodiny heat shock faktort (HSF) interaguji s heat shock elementy
(HSE). Chaperony Hsp70 a Hsp90 se vazi na aktivaéni doménu transkripéniho faktoru HSF1, ¢imz
brani jeho funkci. Béhem stresu se faktor z komplexu uvoliuje, dochazi k jeho trimerizaci a transportu
do jadra. Interakci s promotory dochazi k aktivaci transkripce gend pro chaperony Hsp70 a Hsp90

a slozky ubiquitin-proteazomového systému (Hahn et al., 2004).

Obrdazek 1 — Heat shock response.
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3 Unfolded protein response v endoplasmatickém retikulu

V endoplasmatickém retikulu (ER) dochazi ke skladani a zrani membranovych
a sekretovanych proteinti. Mutantni proteiny, virova infekce nebo napiiklad extrémni Zivotni
podminky naru$uji sbalovani proteinii v ER. Odpoveéd na nesbalené proteiny v ER je asociovana
s jeho membranou. Popsany byly tii transmembranové proteiny, které monitoruji stav proteind
v lumen ER. Signalizaci do cytosolu a nasledné do jadra dochazi k expresi genti pro kompartmentové-

specifické chaperony a komponenty sekretorické drahy (viz. obr. 2).

3.1.1 Irel

Prvnim 2z transmembranovych proteint je Inositol-requiring enzyme 1 (Irel). Jde
o serin/treonin kindzu, majici tfi funkéni domény. N-koncova doména se nachazi vlumen ER
arozeznava nesbalené proteiny (Gardner and Walter, 2011). Po jejich rozpoznani dojde
k oligomerizaci proteinu a aktivaci kinazové domény, ktera trans-autofosforylaci aktivuje cytosolickou
endonukleazovou doménu (Shamu and Walter, 1996). Ta vystépi intron transkriptu pro X-box binding
protein 1 (XBP1) v pfipadé savct, nebo HACL v piipadé kvasinek. Zbylé exony jsou pak spojeny
tRNA ligazou (Calfon et al., 2002; Lee et al., 2002; Shen et al., 2001; Yoshida et al., 2001).
Po translaci je XBP1/HACI transportovan do jadra, kde aktivuje transkripci slozek UPR, naptiklad
chaperonu BiP (Cox and Walter, 1996; Mori et al., 1996). Irel je také soucasti drahy regulated
Irel-dependent decay (RIDD). Vlivem stresu v ER dochazi ke zvysenému rozkladu mRNA kédujici
membranové a sekretované proteiny nukledzovou doménou Irel. To vede ke sniZzeni mnozstvi

proteint, které je tieba sbalit v ER (Hollien and Weissman, 2006; Hollien et al., 2009).

3.1.2 PERK

Druhym proteinem je protein-kinase-like endoplasmatic reticulum kinase (PERK), kinaza
popsana pouze U metazoi (narozdil od Irel, jejiz homology se vyskytuji napfi¢ celou eukaryotickou
doménou). PERK mé dvé funkéni domény. Doména nachézejici se v lumen je blizce pribuzna Irel
(Bertolotti et al., 2000). Cytosolicka doména je elF2a kinaza, endonukledzova doména chybi.
Aktivace kinazy vede k obecnému utlumeni translace po dobu stresu diky fosforylaci eukaryotického
elF2a zaroven vede Kk aktivaci transkripce aktiva¢niho transkripéniho faktoru 4 (ATF4), ktery
interaguje s promotorem chop genu a také upreguluje geny pro ER chaperony (Harding et al., 2000).
Expresi proteinu CHOP, ktery funguje jako transkripéni faktor (viz nize) aktivuje kromé zminéného

ATF4 i ATF-6 a NF-Y, kter¢ nasedaji na tzv. ERSE element (Ma et al., 2002).



3.1.3 ATF6

Poslednim z transmembranovych proteint podilejicich se na UPR™® je activating transcription
factor 6 (ATF6), ktery byl taktéz popsan pouze u metazoi. Na rozdil od piedchozich dvou se v lumen
ER nachazi C-koncova ¢ast proteinu, kterd monitoruje stres. Pod vlivem stresu je ATF6 transportovan
do Golgiho aparatu a Stépen site 1 a site 2 protedzami (S1P a S2P) za vzniku ATF6 fragmentu
(ATF6f). Ten vstupuje do jadra, vaze se na DNA a aktivuje genovou transkripci (Haze et al., 1999;
Shen et al., 2002; Ye et al., 2000)

3.1.4 BiP

Vsechny tfi vySe zminéné proteiny maji spoleny mechanismus monitorovani vyskytu
nesbalenych proteinh v ER. Maji na svou doménu vlumen navazan ER chaperone-binding
imunoglobulin protein (BiP), homolog Hsp70. Pfi stresu BiP oddisociuje a spusti se mechanismus
typicky pro dany protein, popsany vy3e. BiP tedy pisobi jako negativni regulator UPR®R. Upregulace
exprese gentl kodujicich BiP je zaroven cilem signalni drahy UPR™ (Bertolotti et al., 2000; Shen et
al., 2001; Shen et al., 2002). Kromé BiP pravdépodobné hraje roli i schopnost Irel vazat nesbalené
proteiny ptimo, jeho doména v lumen ma totiz podobnou strukturu jako MHC glykoproteiny (Credle
et al., 2005).

Cilem UPR® je tedy zp&tné ustaveni proteinové homeostéze v ER. To je zajisténo signalizaci
do jadra vedouci k upregulaci genti pro ER chaperony a enzymy podilejici se na sbalovani proteint
(napt. protein disulfid izomeraza, calretikulin, calnexin). Zaroven dochazi ke snizeni translace
sekretovanych proteind. Soucasti odpovédi na stres je také spusténi ER-associated degradation
(ERAD) drahy, kterd rozeznava nevratné Spatn¢ sbalené proteiny a translokuje je do cytosolu

pro jejich degradaci ubiquitin-proteasomovou drahou (Meusser et al., 2005).
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Obrazek 2 — Unfolded protein response v ER. Nesbalené proteiny zpiisobi oddisociovini BiP
od membranovych proteinii PERK, Irel a ATF6. Aktivovand PERK kindza fosforyluje faktor elF2aq,
coz vede k utlumeni cytosolické translace a aktivaci selektivni translace ATF4, ktery funguje jako
trankripcni faktor pro gen chop. Autofosforylovand Irel vystépi intron XBP1l mRNA, ktery po
translaci cestuje do jadra a jako transkripcni faktor aktivuje expresi cilovych genii UPR. ATF6 je
vlivem stresu transportovan do Golgiho aparatu, kde je Stépen proteazami SIP a S2P, nacez cestuje
do jadra a funguje jako transkripéni faktor napv. pro BiP nebo XBPI (prevzato ze Zhang and
Kaufman, 2008).

3.2 Apoptoza

Apopticka draha, tedy drdha programované bun&éné smrti, je s UPR™ tizce spjatd. K jeji
aktivaci totiz dochazi ve chvili, kdy ani zvySené mnozstvi chaperont, aktivace ERAD drahy
a utlumeni translace nevede k uspéSnému znovunastoleni proteostaze. Pro ochranu organismu je proto

nutné poskozené bunky odstranit.

Jednim z faktorti, podilejicich se na apoptdze je jiz zminény CHOP, aktivovany drahou
zahrnujici kindzu PERK. CHOP funguje jako transkripéni faktor pro geny kodujici proapoptické
faktory, naptiklad death receptor 5 (DRS) (Yamaguchi, 2004) nebo tribbles-related protein 3 (TRB3)
(Ohoka et al., 2005). Pii jeho absenci, stejné jako pii deficitu jeho dimerizaéniho partnera C/EBP,
nedochazi K apoptéze ani béhem ER stresu. Kromé CHOP se na aktivaci proapoptickych faktori
podili i samotny ATF6, ktery specificky indukuje expresi proteini z rodiny Bcl-2 (Fribley et al.,
2006).



Indukce apoptozy je regulovana mnoha faktory, které vytvari slozitou regulacni sit’. Krom¢é
PERK kinazy se na aktivaci podili i drdha zahrnujici Irel. Stres vede také k uvolnéni Ca®* z ER, jehoz

absorpce mitochondrii poté vede k vyliti cytochromu c a tvorbé apoptozomu (Fribley et al., 2009).

3.3 UPRFR u parazitickych prvoki

Jak se zd4, u parazitickych prvokd je UPR™ odli$na od drah ostatnich eukaryot. O skuteéném
fungovani UPR v parazitickych prvocich vSak zatim nebylo zjisténo mnoho. Poznani téchto drah by
mohlo byt pfinosné v oblasti 1é¢by parazitickych onemocnéni, nebot’ naruseni drah UPR casto vede

k poskozeni buiiky a jak bylo zminéno vyse, také k bunécné smrti.

Vétsina vyzkumu na toto téma se zabyva drahou zahrnujici kinazu PERK. Gosline et al., 2011
pomoci pocitaCové analyzy proteinovych domén piitomnych a konzervovanych v jednotlivych
slozkdch UPR zjistili, ze nékteré dilezité domény u vybranych parazitickych prvoka chybi a je tedy
mozné, Ze u nich chybi celé drahy UPR. Vyzkum na parazitovi Leishmania donovani ukazal, ze elF2a
se 1i8i ve velkosti — zatimco u vétSiny eukaryot ma ptiblizné 340 aminokyselin, u L. donovani ma pies
400 aminokyselin. K jeho fosforylaci dochazi na jiném misté. Obvykle je elF20 fosforylovan na serinu
51, u L. donovani je vSak fosforylovan na treoninu 166, u Trypanosomy brucei na treoninu 169. Lisi se
také samotna PERK kinaza, které proti obvyklym eukaryotickym PERK chybi nékteré ¢asti, i presto
je v8ak schopna elF2a fosforylovat. To stejné jako u ostatnich eukaryot vede k utlumeni cytosolické
translace. Dalsim zjisténim bylo, ze pifi ER stresu se nezvySuje mnozstvi chaperonu BiP. Také
efektivita UPR je niZ8i neZ u ostatnich metazoi. L. donovani byla v porovnani s hostitelskou bunikou

vici stresu citlivéjsi (Gosline et al., 2011; Lahav et al., 2011; Moraes et al., 2007).

U parazita T. brucei byl homolog PERK kindzy nalezen v bi¢ikové kapse (flagellar pocket),
nikoli v§ak v ER. To znamena, ze piestoze je schopna fosforylovat elF2a, nemlze reagovat na stres

v lumen ER a nejde tedy o ortolog savéi PERK (Moraes et al., 2007).

Dalsim piikladem je vyzkum parazita Toxoplasma gondii, ktery ukazal, ze zde lze nalézt
signalni drahu spojenou s PERK. V dusledku stresu i zde dochazi k fosforylaci elF2a, ktera vede
k atenuaci cytosolické translace. Homolog PERK je navic v kontaktu s chaperonem BiP a pfi stresu
dochazi k jeho uvolnéni, stejné jako v savci signalni draze. Zaroven byla zjisténa upregulace nekterych

jadernych gent. U T. gondii nebyly nalezeny homology Irel a ATF6 (Joyce et al., 2013).

Vysledky téchto nékolika studii ukazuji, ze UPR™ parazitickych organismi se od savéich

vyrazng lisi, a je mozné, Ze parazité maji navic jiné, dosud nepopsané drahy.



4 Mitochondrialni unfolded protein response

Mitochondrialni unfolded protein response (UPR™) byla popsana relativné nedavno a je
ze zminénych také nejméné prozkoumana. Mitochondrie je organela endosymbiotického piivodu, coz
ji dava unikatni vlastnosti, diky nimzZ je jeji signalni draha od ptedchozich dvou vyrazné odlisna. Prvni
z téchto vlastnosti je ¢lenéni mitochondrie. Organela je rozdélena na ctyfi hlavni oddily — vngjsi
membranu, zvrasnénou vnitini membranu, mezimembranovy prostor a matrix. Kvili pfitomnosti dvou
membran neni mozné, aby jeji signalizace fungovala obdobné jako u ER, kde lumen a cytosol
komunikuji pomoci transmembranovych kindz. Existuji zde proto zcela odlisné drahy signalizace. Pies
vnéj§i membranu je mozné signalizacni molekuly translokovat pomérné snadno, je totiz
semipermeabilni. Pfitomnost proteint z rodiny eukaryotickych porini, Tom40 a voltage-dependent
anion channel (VDAC), umoznuje nespecificky prichod molekul do velikosti zhruba 5 kDa (Vander
Heiden et al., 2000). Vnitini membrana je propustna selektivné, obsahuje specifické transportéry pro

rizné druhy molekul, tedy i pro molekuly signaliza¢ni.

ProtoZze mitochondrie pochazi z bakterie, dalo by se ocekavat, ze prvky jeji UPR budou
bakterialnim podobné. Avsak z divodu masivniho pfenosu ptivodnich bakteridlnich genti do jadra
a vzniku zcela novych eukaryotickych funkci doslo k vytvofeni specifickych mitochondrialnich
mechanismti, které v bakteriich nejsou pfitomny. V mitochondrii se tedy schazi produkty dvou
riznych genomd, které je tieba synchronizovat. NejvyznamngjSimi jsou vtomto ohledu geny
pro slozky dychaciho fetézce, znichz vétSina je kodovdna v jadfe buiky, cast genti ale zlstala
vV mitochondrii. U savct jde o 13 pievdzné hydrofobnich proteinti. Komplexy dychaciho fetézce jsou
tedy sestavovany cCastecné zproteind transportovanych zcytosolu a castetné z proteind
translatovanych piimo v mitochondridlni matrix. S elektrontransportnim fetézcem zaroven souvisi
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) jako vedlejSiho produktu oxidativni fosforylace, jejichz

existence v mitochondrii patii mezi pfi¢iny hromadéni nesbalenych proteind.

4.1 PFiéiny aktivace UPR™

Mitochondrialni UPR je pojmenovana podle ji podobné signalni drahy v ER, v mitochondrii
vsak mtze byt vznik odpovédi vyvolan nejen nesbalenymi proteiny. Pfistup autorii k divodiim vzniku
UPR™ se Vv literatufe li§i. Néktefi autofi uvazuji jako pii¢inu vyvolani UPR™ pouze nesbalené a $patné
sbalené proteiny, dal$i zahrnuji také zvySeny oxidativni stres, poskozeni mitochondrialni DNA nebo
dysfunkci elektrontransportniho fetézce. V této praci se priklanim k druhému pohledu, nebot’ zminéné

pric¢iny nakonec nevyhnutelné vedou ke zvysenému vyskytu poskozenych proteind.



4.1.1 Nesbalené proteiny

Kudrzeni homeostaze v mitochondrii je kliCovy vyvaZeny pomér mezi mnoZzstvim noveé
nasyntetizovanych nesbalenych proteintl, proteinti $patn¢ sbalenych a chaperonti, zajistujicich jejich
sbaleni. Pokud dojde naptiklad vlivem mutace K situaci, kdy je pfekrocena kapacita mitochondrialnich
chaperond, nesbalené proteiny se hromadi a vznikd mitochondrialni stres (Zhao et al., 2002).
Nesbalené proteiny predstavuji pro buiiku problém, nebot’ dochéazi ke vzniku agregatl, které jsou
cytotoxické. Mohou vyvolat fadu nemoci, mezi n¢z patii naptiklad Parkinsonova a Alzheimerova

choroba (Nystrom, 2005).

4.1.2 Oxidativni stres a dysfunkce elektrontransportniho retézce

v

species), mezi néz patii napiiklad superoxidové radikaly, hydroxylové radikaly nebo peroxid vodiku.
ROS jsou piirozenym produktem metabolismu kysliku, nejvétsim producentem je pravé mitochondrie
a jeji elektrontransportni fetézec (Balaban et al., 2005). Problémem je jejich hromadéni, ke kterému
dochazi naptiklad v dasledku poskozeni proteind elektrontransportniho fetézce. Pokud k takovému
poskozeni dojde, je naruSen pfenos elektronu na kyslik a jsou generovany ROS. Ty jsou extrémné
reaktivni, Z proteini odebiraji elektrony a tak narusi proteostazi tvorbou ireverzibilnich modifikaci,
naptiklad karbonylaci lysinu, prolinu, argininu a threoninu. Takto modifikované proteiny pak nejsou
schopny zaujmout nativni konformaci a stavaji se substraitem pro Lon proteazu (Nystrom, 2005;

Yoneda et al., 2004).

4.1.3 Poskozeni mitochondrialni DNA

Pti experimentech zahrnujicich deleci mitochondridlni DNA byla taktéz zjisténa indukce
UPR™ (Martinus et al., 1996). V pfirozenych podminkach miize k poskozeni dojit napiiklad kvuli
ROS nebo mutacim. Problémem mizZe byt hromadéni nesbalenych proteinii kvili stechiometrické
nerovnovaze mezi podjednotkami elektrontransportniho fetézce kddovanymi v jadie a v mitochondrii.
V ptipadé poskozeni DNA v mitochondrii se mohou zac¢it hromadit importované proteiny a vyvolavat

mitochondrialni stres.

4.2 Mitochondrialni vybava zodpovédna za proteostazi

Mitochondrie ma pro udrzeni proteinové homestaze sadu nastrojti zahrnujici chaperony,
proteazy a specifické ,,assembly“ faktory. Ackoliv jsou svou Ccinnosti chaperony a proteazy
antagonisty (chaperony proteiny ,,opravuji“ zatimco protedzy je degraduji), jejich cil v mitochondrii
je stejny — odstranit nesbalené, Spatné sbalené nebo poskozené proteiny. Obecné je pro bunku

energeticky vyhodnéjsi nedokonaly protein opravit pomoci chaperonu, nez ho degradovat a znovu



syntetizovat. Z tohoto diivodu je v mitochondriich vice chaperonti nezZ proteaz a v cilovych proteinech

je pak vice mist rozeznavanych chaperony nez protézami (Gur and Sauer, 2008).

4.2.1 Mitochondrialni chaperony

Pii UPR hraji klicovou roli chaperony, specialni proteiny, jejichz funkci je asistence
pii skladani molekularnich struktur, pfedev§im proteinii. V mitochondrialni matrix se nachazi dva
hlavni druhy chaperoni — mtHsp70 a komplex Hsp60 a HsplO — =zajistujici mitochondrialni
proteostazi. VSechny mitochondrialni chaperony jsou kodovany jadernymi geny. Je nutné zminit,
ze ackoli se chaperony podileji na UPR, nejsou to molekuly specifické pouze pro tuto signalni drahu,

ale jsou soucasti také jinych procest v buiice a mohou fungovat na UPR nezavisle.

4.2.1.1 mtHsp70

Chaperon mtHsp70, homolog DnaK, patii do rodiny Hsp70, coz jsou heat shock proteiny
0 velikosti pfiblizn¢ 70 kDa, majici ATPazovou aktivitu. Kochaperon mtHsp40, resp. DnaJ, reguluje
jeho funkci, urychluje hydrolyzu ATP a muize rekrutovat mtHsp70 k nesbalenym proteiniim.
Funk¢nost mtHsp70 je zavisla na vyvazeném pomeéru jeho koncentrace ku koncentraci mtHsp40,
pokud je kochaperonu piilis, inhibuje funkci mtHsp70 (Lee et al., 2015). Dalsim klicovym partnerem
mtHsp70 je Hsp70 escort protein (Hepl), chaperon, jehoz homology se ziejmé vyskytuji u vSech
eukaryot (oznacované jsou také jako Zim17 nebo Tim15) (Burri et al., 2004; Yamamoto et al., 2005;
Zhai et al., 2008). mtHsp70 tvoii pii deficitu ATP agregaty. Hepl svou vazbou na ATP doménu
zabranuje samoagregaci, udrzuje mtHsp70 v nativni formé a tim chrani jeho funk¢nost. Podili se také
na mitochondrialnim transportu, pti jeho deficienci je mira transportu nizsi (Sichting et al., 2005; Zhai
et al., 2008). V neposledni fadé je Hepl nutny ke spravnému sbaleni ATP domény v nové
syntetizovaném mtHsp70 (Blamowska et al., 2012).

Chaperony z rodiny Hsp70 rozeznavaji cilové proteiny pomoci specifickych vazebnych mist,
ktera se v proteinech vyskytuji priblizné kazdych 36 residui. Vazebné misto je tvofeno hydrofobnim
jadrem, casto obsahujicim leucin, a postrannimi sekvencemi. VétSinou je soucasti struktury
B-skladaného listu a v nativnim stavu je ukryto uvnitf proteinu, v nesbaleném je odkryté a mize dojit
k navazani na chaperony (Rudiger et al., 1997) V mitochondrii je mtHsp70 soucasti komplexu
pre-sequence translocase-associated motor (PAM), kde interaguje s translokazou vnitini membrany 44
(Tim44). PAM je asociovan s translokazou TIM23, které pomaha pii translokaci polypeptida
do matrix. Hsp70 zde funguje jako molekularni motor, ktery pomoci hydrolyzy ATP polypeptid
translokazou protahne (Schatz and Dobberstein, 1996). Samostatné se vyskytujici mtHsp70 se podili
na sbaleni importovanych a v mitochondrii syntetizovanych proteint. Dalsi z dulezitych funkci je
navazani nesbalenych proteinti a jejich prezentovani mitochondrialnim proteazam, ¢imz je branéno

jejich agregaci (Wagner et al., 1994).



4.2.1.2 Hsp60

Chaperony Hsp60 a HsplO jsou homology bakterialnich GroEL a GroES a patii mezi
chaperoniny, tvoti tedy komplex ve tvaru barelu. Ten je rozdélen na dvé funkéné oddélené dutiny,
oznacované jako Anfinsenovy klece, které znemoziuji svému klientovi interakci s jinymi proteiny.
Hsp10/GroES jsou kochaperony, 10 kDa velké proteiny, které nasedaji na misto vstupu do dutiny
atim vytvaii uzavieny prostor pro skladani proteinu. Ten je rozeznavan stejné¢ jako u Hsp70
prostfednictvim odhalenych hydrofobnich mist. Také tento chaperonin ma ATPazovou aktivitu.
Funkci chaperonu Hsp60 je skladani proteind importovanych, nové syntetizovanych a stresem
denaturovanych. Na chaperony se vaze sedm molekul ATP a energie z jejich hydrolyzy je pouzita

na sbaleni proteind v dutin¢ (Chen and Sigler, 1999; Schatz and Dobberstein, 1996).

4.2.1.3 TRAP-1

V mitochondrialni matrix byl nalezen také homolog cytosolického Hsp90, nazvany tumor
necrosis factor receptor-associated protein 1 (TRAP-1) nebo také Hsp75. Chaperony z rodiny Hsp90
jsou zodpovédné za skladani a maturaci proteinti, funguji ale také jako regulatory proteinové
homeostaze (Taipale et al., 2010). V mitochondrii ma TRAP-1 kromé& obvyklé funkce chaperonu
ziejmé dulezitou roli také v ochrané proti apoptdze a oxidativnimu stresu (Hua et al., 2007; Masuda et
al., 2004). Ztrata nebo piili§ vysoka exprese TRAP-1 vede k aktivaci UPR™ (Bagri et al., 2014;
Siegelin et al., 2011).

4.2.2 Mitochondrialni proteazy

Proteazy jsou pro ustanoveni homeostaze stejné dulezité jako chaperony. Nejenze zmenSuji
mnozstvi proteint, které musi obstarat chaperony, ale zaroven degraduji proteiny nevratné Spatné
sbalené a zabrariuji jejich toxické agregaci. Mitochondrie a bakterie nemaji proteazomy, ale proteazy
plni jejich funkci. Jejich €innost je nutna pro spravnou funkci enzymil. Naptiklad dalezity enzym
Krebsova cyklu akonitdza ma vyrazné zhorSenou funk¢nost pii deficienci Lon proteazy jiz po Etyfech
dnech. Zprvu sice stoupne jeji mnozstvi, po urcité dobé se vSak za¢nou hromadit enzymy nefunkéni,
poskozené karbonylaci, které obvykle Lon odstrafiuje (Bota and Davies, 2002). Proteazy navic
vyznamnou signaliza¢ni funkci, bez které by viibec nevznikla UPR. Témto protedzam se fika PQC —

protein quality control proteazy.

Protedzy v mitochondrialni matrix zodpovédné za kontrolu kvality proteind se fadi mezi AAA
(ATPase Associated with diverse cellular Activities) proteazy. Jsou to proteiny prstencového tvaru
s hydrolytickou a proteolytickou doménou, ukrytou v dutiné prstence a tedy nepfistupnou pro proteiny
V nativnim stavu. Hydrolyticka doména pomoci vazby a hydrolyzy ATP rozbali protein a umozni jeho

ptistup k proteolytické doméné, ktera protein degraduje.
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4.2.2.1 ClpXP

wervr

oznacovana jako CLPP-1. Je to heterooligomerni protedza slozend z hexamerni ATPazové domény
ClpX a dvojité heptamerni proteolytické domény ClpP. Jeji role spoéiva v upstream signalizaci UPR™,
stoji tedy na pocatku signalni drahy. Pfi jeji inhibici odpovéd’ nevznika, protoze nedochazi

k redistribuci klicovych transkripénich faktort (viz nize) (Haynes et al., 2007).

ClpX ma chaperonovou aktivitu a rozeznava u cilovych proteini vysoce konzervované
specifické motivy (Flynn et al., 2003). Po rozeznani proteaza protein vaze, ¢aste¢né ho rozbaluje
apreddva do ClpP degradacni dutiny, kde dochéazi k proteolyze na malé peptidy. Pomoci ClpX
zarovein probiha regulace protedzy, pfi stresu je upregulovana, zatimco hladina ClpP zistava

nezménéna  (Al-Furoukh et al., 2015).

4.2.2.2 Lon

Druhou z proteaz vyskytujicich se voln¢ v matrix je bakterialni a sav¢i Lon (oznacované také
jako La) (Wang et al., 1993), homolog kvasinkové PIM1 protedazy (Van Dyck et al., 1994). Lon je
ATP-stimulovana (nikoliv ptimo ATP-dependentni, vykazuje bazalni aktivitu i pfi deficitu ATP)
serinova proteaza, ktera v mitochondrii preferencné degraduje proteiny oxidativné poskozené.
Oxidativni modifikace zpusobi odhaleni hydrofobnich mist a tim vét§i nachylnost k nastépeni
proteazou (Bota and Davies, 2002). Stejné jako ClpXP, i Lon protéza §té€pi proteiny $patné sbalené,
které rozeznava diky tsekiim s aminokyselinami s aromatickymi postrannimi fetézci. Tyto tGseky jsou
Vv nativnich proteinech nepfistupné, ale denaturaci dojde k jejich odhaleni (Gur and Sauer, 2008).
Kromé toho Lon prostfednictvim specifickych faktorti ovliviiuje transkripci a replikaci mtDNA

(Matsushima et al., 2010).

4.2.2.3 m-AAA ai-AAA

Na rozdil od pfedchozich proteaz vyskytujicich se volné¢ v matrix, m-AAA a i-AAA jsou
protedzy pevné ukotvené ve vnitini mitochondridlni membrané. Proteaza m-AAA ma aktivni doménu
orientovanou do matrix a v savéich bunkach je slozena z podjednotek Afg3L2 a parapleginu (Atorino
et al., 2003), v kvasinkach Ytal0 a Ytal2 (Arlt et al., 1996). Naopak katalytickd doména i-AAA
proteaz, oznafovanych také jako YMEL, sméfuje do mezimembranového prostoru mitochondrie
(Leonhard et al., 1996). Jejich hlavni funkci je udrzovani proteostdze ve vnitini mitochondrialni
membrané. Degraduji nesbalené polypeptidy asociované s membranou a jsou nutné pro spravné
sloZeni a funkénost dychaciho fetézce (Arlt et al., 1998). Jejich deficit vede k hromadéni nesbalenych

proteinti a vyvolani mitochondrialniho stresu (Qi et al., 2016).

11



4.3 Savcéi mitochondrialni UPR

Prvni studie naznacujici existenci organelové specifické mitochondriadlni UPR byly provadény
na savéich bunkach a pfinesly zjisténi, ze pfi ztrat€¢ mitochondrialni DNA dochazi ke zvySeni
mnozstvi mitochondrialnich chaperonti Hsp60 a HsplO (Martinus et al., 1996). Pozd&jsi vyzkumy
ukazaly, ze pfi hromadéni nesbalenych proteind v matrix dochazi také ke zvySené expresi gent
pro chaperon Dnal a proteazu CIpP. Naopak exprese chaperond ostatnich bunéénych kompartmentt
zvySena nebyla. Tyto informace poslouzily jako dikaz, Ze pii agregaci nesbalenych proteint
Vv mitochondrii dochazi k vyvolani specifické mitochondrialni UPR a expresi mitochondrialnich

chaperont a proteaz (Zhao et al., 2002).

4.3.1 CHOP

Prvnim identifikovanym &lankem signalni drahy UPR™ je transkripéni faktor CHOP (C/EBP
homology protein). Po¢ate¢nim zjisténim naznacujicim jeho souvislost s UPR v mitochondriich byl
vyskyt chop elementi (usekdi rozeznavanych CHOP) v promotorech genli aktivovanych
pti mitochondrialnim stresu. CHOP je v buiikach exprimovan konstitutivné, pii bunééném stresu ale
jeho hladina stoupa. Pro vznik odpovédi je potfebna jeho dimerizace s transkripénim faktorem

C/EBPp (CCAAT/enhancer binding protein) (Zhao et al., 2002).

Jak bylo zjisténo jiz diive, faktor CHOP hraje roli také p¥i UPR® (Wang et al., 1996). Tuto
dvojitou roli umoziiuje promotor chop genu, ktery ma v sobé rizna vazebna mista. Vazebné misto
pro transkripéni faktory UPR™ je oznacovano jako ER stress responsive element (ERSE) (Yoshida et
al., 1998), vazou se na n&j faktory ATF-6 a NF-Y (Yoshida et al., 2000) a jeho delece nema vliv
na UPR™. Smérem k 5°- konci od ERSE se nachazi AP-1 element, ktery byl nalezen také v promotoru
pro c/ebpP. Ten se uplatiiuje pti UPR™. Vyznamnou se zda byt i konzervovana sekvence predchazejici
AP-1, jejiz delece vede knizsi odezvé na mitochondrialni stres (Horibe and Hoogenraad, 2007).
Krom& ERSE ma na expresi CHOP pii ER stresu vliv také dalsi element oznacovany jako C/EBP-
ATF. Pii jeho deleci dramaticky klesa jak indukovana, tak bazalni exprese CHOP. Na C/EBP-ATF
pii ER stresu naseda faktor ATF4, aktivovany signalni drahou, zahrnujici PERK (Harding et al., 2000;
Ma et al., 2002).

CHOP se tedy podili na dvou riiznych stresovych signalizacnich drahach. Odpovéd’ na stres je
ale organelové specificka, coz naznacuje, ze CHOP neni jedinym faktorem, ktery v procesu hraje roli
(Zhao et al., 2002). Prestoze se CHOP element nachazi v promotorech velkého mnozstvi proteint, jen
velmi maly podil je aktivovan p¥i UPR™. Kromé CHOP elementu byly v promotorech genii
aktivovanych UPR™ nalezeny dalsi konzervované sekvence. Prvni znich, oznaGovana jako
mitochondrial UPR element 1 (MUREL), se nachazi 14 bp pfed CHOP elementem a ma délku 12 bp.
Druha, MURE?2, se vyskytuje 21 bp za CHOP elementem a je dlouha 9 bp. Tyto byly nalezeny u vSech
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zkoumanych gent aktivovanych UPR™ kromé promotoru pro Hsp60/10. Jejich delece méla negativni
dopad na aktivaci stresové odpovédi. Zatim vSak nebyly identifikovany zadné transkrip¢ni faktory,
které s MURE interaguji (Aldridge et al., 2007).

4.3.2 Jun a JNK2

Savéi UPR™ je dvoufazovy proces. Nejprve dochazi vlivem stresu v mitochondrii k aktivaci
exprese genu pro CHOP, ktery dimerizuje, naseda na promotory a aktivuje geny mitochondrialnich
efektord (viz. obr. 3). Jak bylo zminéno vySe, v promotoru chop se nachazi AP-1 element.
Transkripéni faktor nasedajici na AP-1 a aktivujici expresi se nazyva Jun (také c-Jun). Jun je
inhibovan represorovym komplexem obsahujicim histon deacetylazu 3 (HDACS3). Jednim ze zpusobi,
jakym je Jun aktivovan je fosforylace. Tu =zajistuje mitogen-activated protein kinase (MAP)
oznacovana jako c-Jun N-terminal kinase 2 (JNK2), ktera je pii stresu stimulovana fosforylaci
nadfazenou kindzou (napf. JNKK). JNK2 nasledné fosforylaci Jun zptisobi oddisociovani inhibi¢niho
komplexu a Jun tak neni dale inhibovan (Jaeschke et al., 2006). Obecné aktivace Jun jeho uvolnénim
od inhibi¢niho komplexu mize probihat i nezavisle na JNK2 (Weiss et al., 2003).
P#i mitochondrialnim stresu se ale ziejmé uplatfiuje pravé draha zahrnujici JNK2, nebot’ jeji inhibici

dochazi také k inhibici UPR™ (Horibe and Hoogenraad, 2007).

4.3.3 PKR

Jak bylo zjisténo pozdéji, INK2 neni jedind kinaza ovlivijici Jun/AP-1. Dalsi takovou
kinazou je PKR (double-stranded-RNA-activated protein kinase). Pokusy ukazaly, ze PKR je esecialni
pro indukci exprese z promotoru hsp60 pii mitochondrialnim stresu, a tedy obecné pro signalizaci
UPR™. Pfi stresu ma ale i dal3i dulezitou funkci a tou je fosforylace elF2a, kterd, jak bylo zminéno

v kapitole 0 UPR®™, ma na svédomi utlumeni translace v cytosolu (Rath et al., 2012).

Vyzkum PKR v souvislosti s UPR™ piinesl jesté jedno zajimavé zjisténi. Jak je popsano
Vv kapitole Mitochondrialni UPR u C. elegans, na pocatku signalizace z mitochondrialni matrix stoji
protedza ClpP. Ta $tépi nesbalené proteiny na kratké peptidy, které jsou transportovany
do mezimembranového prostoru a nasledné uvolnény do cytosolu. Ukazalo se, Ze podobny
mechanismus se zfejmé uplatituje i v savéich buikach, nebot’ inhibice CIpP vedla k oslabeni

signalizace pii mitochondrialnim stresu (Rath et al., 2012).
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Obrdzek 3 — Savéi mitochondridlni UPR. Signalizace z mitochondrie zavisld na protedze ClpP vede
zatim nepopsanym zpiisobem k aktivaci kinaz PKR a JNK2. Obé kinazy se poté fosforylaci podili
na aktivaci faktoru c-Jun, ktery naseda na AP-1 misto v promotoru chop a c/ebpP. Dochdzi k jejich
expresi, dimerizaci a nasednuti na element CHOP, ktery se vyskytuje v genech pro efektory UPR™,
Zda se, ze CHOP neni jediny faktor aktivujicimi transkripci, nebot' v promotoru téchto genit se nachazi
také dva nepostradatelnée elementy MUREI a MURE?2, zpiisob jejich pusobeni ale prozatim nebyl
popsan. Aktivace genit vede k produkci mitochondrialnich chaperonii a protedz, které zpéetné
ustanovuji proteostazi. Soucasti signalni drahy je také celkové utlumeni cytosolické translace

fosforylaci elF2a pomoci kindzy PKR (prrevzato z Jovaisaite et al., 2014).

4.4 Mitochondrialni UPR u C. elegans

Prestoze UPR byla jako prvni popsana v sav¢ich bunkach, nejvice vyzkumu bylo provadéno
u C. elegans. Diky tomu je draha popsana podrobnéji a je 1épe pochopena. Stale vSak zlstava z Casti

nerozlusténa (viz. obr. 4).

4.4.1 Pocatek signalizace

Za iniciaci signalizace rozpoznanim Spatné sbalenych proteinti je ziejmé zodpovédna
mitochondrialni proteaza CLPP-1. Tato proteaza je homologni s bakterialni ClpP, ma ale navic
N-terminalni sekvenci, ktera ji sméfuje do mitochondrie (Haynes et al., 2007). Stépi proteiny
na peptidy dlouhé 6-30 AK, které jsou poté transportovany ven z mitochondrie. Za jejich eflux pies
vnitini mitochondridlni membrénu je zodpovédny ABC transportér HAF-1, homolog kvasinkového
MdIl a sav¢iho TAP, coz jsou peptidové transportéry. Pfes vnéj$i membranu pak prochdzi
pravdépodobné difuzi (Haynes et al., 2010). Tento proces vede k celkovému snizeni importu
do mitochondrie. Teorie, které se snazily vysvétlit, jak vypada nasledna signalizace od exportu peptida
zahrnovaly myslenky o pfimém vlivu peptidi na transkripcni faktory, mife transportu ptes HAF-1

nebo existenci nepeptidového substratu HAF-1 ligandu (Haynes and Ron, 2010). Nakonec vsak
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samotni autofi téchto mysSlenek pfisli s odpovédi mnohem jednodusSi. Snizeni importu do
mitochondrie totiz umozni ATFS-1 vstoupit do jadra a plnit funkci transkripéniho faktoru (Nargund et
al., 2012).

442 ATFS-1

Kli¢ovou soucasti signalizace zavislé na CLPP-1 a HAF-1 je transkripéni faktor ATFS-1
(activating transcription factor associated with stress), protein nesouci leucinovy zip diive ozna¢ovany
jako ZC376.7 (Haynes et al., 2010). ATFS-1 ma dvé targetovaci sekvence, C-koncovou, ktera ho
sméruje do jadra a N-koncovou, targetujici do mitochondrie. Diky tomu v buice funguje jako
komunikaéni prvek. Mitochondrialni targetovaci sekvence je dilezitd pro potladeni UPR™.
V mitochondrii je ATFS-1 degradovan Lon protedzou a nemuze proto fungovat jako transkripéni
faktor. Pokud pii mitochondrialnim stresu dojde ke snizeni importu proteind do matrix, ATFS-1 se
akumuluje vjadfe. Tam aktivuje geny pro mitochondrialni chaperony HSP-60 a HSP-6, proteazy
aproteiny podilejici se na mitochondridlnim importu, ROS detoxifikaci a ochrané proti
mitochondrialni dysfunkci. ATFS-1 také upreguluje n€kolik geni zodpovédnych za glykolyzu, coz
naznacuje, ze se burika snazi podpofit ziskavani energie jinak nez respira¢nim fetézcem v mitochondrii

(Nargund et al., 2012).

4.4.3 DVE-1aUBL-5

Dal§imi dvéma dulezitymi prvky signalizace zavislé na CLPP-1, avSak nezavislé na HAF-1,
jsou vysoce konzervované transkripéni faktory DVE-1 a UBL-5 (ubiquitin-like protein 5). DVE-1
obsahuje DNA vazebnou homeodoménu a je homologni k sav¢im organizatorim chromatinu SATB1 a
SATB2 (Galande et al., 2007). Béhem stresu dochazi k upregulaci genu ubl-5, coZz je nezbytné
K plnému rozvinuti odpovédi. Mnozstvi UBL-5 v jadie stoupa a dochazi k jeho asociaci s DVE-1.
Jejich komplex naseda napiiklad na promotory genti kodujicich mitochondrialni chaperony mtHsp70 a
Hsp60 (Benedetti et al., 2006; Haynes et al., 2007).

Podstata vlastni interakce mezi ATFS-1 a DVE-1/UBL-5 komplexem zlstava prozatim
neodhalena. Jednou z teorii je, Ze DVE-1 by mohl ptisobit podobné jako savéi SATB1 a SATB2, tedy

upravovat uspofadani chromatinu a umoznit tak nasednuti ATFS-1 (Jovaisaite et al., 2014).

Na rozdil od UPR v cytosolu a ER, nemiize byt béhem UPR™ negativni zp&tna vazba zalozena
na piimé interakci transkripénich faktora s chaperony. Tomu brani dvojita mitochondrialni membrana.
Vzhledem k tomu, ze mitochondrialni signalizace zaéina u proteinti nastépenych protedzou, mohou
neptimo chaperony drahu inhibovat vazanim a sbalovanim cilovych proteind a tim znemoznit jejich

Stépeni (Haynes and Ron, 2010).
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4.4.4 Krizeni signalnich drah UPR™ a UPRER

Ackoliv se zprvu zdéalo, 7e signalni drahy UPR™ a UPR®™ funguji naprosto oddéleng,
s postupem &asu se ukézalo, Ze dochazi k jejich protinani. P¥i UPR™ dochazi prostiednictvim kinazy
PERK k fosforylaci faktoru elF2o a tim kutlumeni translace v cytosolu. General control
non-derepressible-2 (GCN-2) je cytosolicka kinaza, ktera plni velmi podobnou funkci pii UPR™.
Zvysena produkce ROS pii mitochondridlnim stresu aktivuje kinazu a ta fosforyluje elF2a, nacez
dochazi ke snizeni hladiny cytosolické translace. Pfesny mechanismus ptsobeni ROS na kinazu jesté
neni znamy, spekuluje se o aktivaci pfes tRNA syntetazovou doménu, pies niz je GCN-2 aktivovana
naptiklad pfi aminokyselinovém nedostatku (Wek et al., 1995). Ukazalo se, ze tato draha
je komplementarni k signalni draze HAF-1/ATFS-1. To znamena, Zze pokud dojde k inhibici nebo
poskozeni jedné z drah, druha draha je upregulovana. Pokud je poSkozena funkce obou drah, dochazi
u C. elegans za stresu k vyvojovym vadam, neschopnosti piemény v dospélce a vyraznému zkraceni
délky zivota (Baker et al., 2012a).

SniZeni translace v cytosolu dopomaha k ustaveni proteinové homeostaze a zachovani funkce
mitochondrie (Wang et al., 2008). Nabizi se ale otazka, zda je regulovana i translace v mitochondrii,
nebot’ jinak by v matrix dochdzelo k hromadéni podjednotek elektrontransportniho fetézce,
kédovanych mitochondridlnimi geny. Ukazalo se, ze translace v mitochondrii je silné zavisla
na importu podjednotek elektrontransportniho fetézce zcytoplasmy a pii absenci importu
je atenuovana (Mick et al., 2011). Je proto mozné, Zze utlumeni translace v cytosolu vede také

ke snizeni translace v matrix (Baker et al., 2012a).

Nejnovéjsim objevem v souvislosti s kfizenim drah UPR™ a UPR je cytosolicka kinaza
PIFK-1 (phosphoinositide four kinase). Inhibici PIFK-1 dojde k atenuaci exprese mitochondrialniho
HSP-60, ale i HSP-4, ktery je soucasti signdlni drahy UPR™. PIFK-1 je tedy slozkou signalizace obou

drah (Runkel et al., 2013). Mechanismus pisobeni této kinazy prozatim nebyl popsan.
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Obrazek 4 — UPR u C. elegans. Nesbalené proteiny jsou nastépeny CLPP-1 protedzou na kratké
peptidy, které jsou prostiednictvim HAF-1 transportovany do cytoplasmy, v diisledku cehoz dochadzi
k celkovému utlumu transportu do mitochondrie. Faktor ATFS-1 md sekvence, které ho sméruji jak
do mitochondrie, tak do jdidra. Kvili utlumeni mitochondridalniho transportu proto muize byt
targetovan do jadra, kde funguje jako transkripcni faktor pro mitochondrialni chaperony a dalsi
molekuly podilejici se na UPR. Pro aktivaci stresové odpovédi jsou nezbytné také faktory UBL-5
a DVE-1, jejich presna funkce ale jesté neni znama. ROS produkované mitochondrii béhem stresu
aktivuji kindzu GCN-2, ktera fosforyluje elF20 a tim V cytoplasmé tlumi translaci (prevzato z
Jovaisaite et al., 2014)

4.5 UPR v mezimembranovém prostoru mitochondrie

Jak jiz bylo fefeno, mitochondrie je obalena dv€éma membranami, které vymezuji
mezimembranovy prostor (IMS). IMS ma vlastni proteiny, které jsou do n&j sméfovany diky
specifickému signalu, oznacovanému jako MISS (mitochondrial IMS sorting signal). Vsechny
proteiny IMS jsou kdédovany v jadie a jsou transportovany po translaci v cytosolu (Herrmann and
Riemer, 2010).

Stejné jako v ostatnich kompartmentech, i zde muze dojit k vyskytu nesbalenych proteind.
Na rozdil od matrix ale v IMS zatim nebyly identifikovany zadné chaperony z rodiny Hsp40, Hsp60
nebo Hsp70, piestoze se zde objevuji slozité proteinové komplexy, které ziejmé vyzaduji asistenci pii

sbalovani. D4 se tedy ptedpokladat, ze sbalovani je umoznéno jinymi mechanismy.

Signalni draha mezimembranové UPR je samostatnd, nezavisla na draze v matrix. Stejné jako
UPR VER a v matrix, i tato je specifickd a nedochazi K aktivaci genti pro ostatni odpovédi.
Hromadéni nesbalenych proteind v IMS vede ke zvysené produkci ROS a tim k aktivaci kindzy AKT.
Tato kinaza poté fosforyluje ERa (estrogen receptor o) a tim ho aktivuje (Campbell et al., 2001).

Aktivovany ERa je ziejmé centralnim bodem stresové odpovédi IMS. Prozatim byly popsany jeho dvé
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dilezité funkce. Prvni z nich je aktivace gent pro vybrané slozky IMS, naptiklad proteazu Omi nebo
transkripcni regulator proteind elektrontransportniho fetézce NRF1, ktery chrani mitochondrii pied
ztratou membranového potencidlu. Druhou funkci je aktivace cytosolického proteazomu v reakci

na stres v IMS (viz. obr. 5) (Papa and Germain, 2011).

Cytosolicky proteazom hraje pii udrzovani proteostaze v IMS dilezitou roli. Spatné sbalené
proteiny IMS jsou Vv cytosolu ubiquitinovany a degradovany jesté diive, nez se dostanou
do mitochondrie. Pokud vSak dojde k inhibici proteazomu, poskozené proteiny jSou transportovany
do IMS a tvoii se agregaty. Aby k agregaci nedoslo, dojde pfi inhibici proteazomu k aktivaci IMS
proteazy Omi/HtrA2, ktera Spatné sbalené proteiny nastépi (Radke et al., 2008). Urcity vliv
na proteostazi v IMS ma také protedza vnitini mitochondrialni membrany YMEI (Baker et al., 2012b).
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Obrdzek 5 - UPR™ v mezimembrdnovém prostoru. Zvyseni produkce ROS v diisledku stresu aktivuje
kinazu AKT, ktera fosforyluje ERa. Ten pak stimuluje aktivitu proteazomu a aktivuje expresi genii pro

protedzu IMS HtrA?2 a faktoru NRF1 (pievzato z Jovaisaite et al., 2014).

4.6 UPRmt v kontextu organismu

Agregované nesbalené proteiny jsou pro bunku toxické a vedou k poskozeni mitochondrie,
pripadné az k bunééné smrti. V kontextu organismu lze v dusledku této toxicity pozorovat vznik fady
chorob. Jednim z ptikladd jsou neurodegenerativni onemocnéni, jako je Parkinsonova
a Huntingtonova choroba. Vlivem akumulace proteinii dochdzi ke smrti neuronti ve specifickych
oblastech nervové soustavy, coz vede ke vzniku charakteristickych ptiznak chorob (Arrasate and
Finkbeiner, 2012; Gundersen, 2010). Onemocnéni mohou byt spjata také ptimo s dysfunkci slozek
UPR™. Piikladem je dal$i neurodegenerativni onemocnéni, hereditarni spastickd paraparéza, ktera
muze vznikat, mimo jiné, z divodu mutace v genech pro Hsp60 nebo m-AAA proteazu (Casari et al.,
1998; Hansen et al., 2002). V neposledni fad¢ jsou s mitochondrialni dysfunkci také spojovana

nadorova onemocnéni. Mitochondrie rakovinnych bun€k jsou vystaveny vétSimu stresu kvali vyssi
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produkci ROS, a také zde Castéji dochazi k mutacim v mtDNA (Petros et al., 2005). V nadorovych
bunikach byla pozorovana zvySena hladina mitochondrialnich chaperonti, které pravdépodobné
umoziuji jejich preziti (Ghosh et al., 2008). Inhibice mitochondridlnich chaperoni v nadorovych
bunikach vede ke ztrat€ membranového potencialu a bunééné smrti (Kang et al., 2007). Tyto informace

N, . I3 It I3 t . 7 ’ v 7 o e .
naznaduji, Ze signalni draha UPR™ hraje u nadorovych onemocnéni diileZitou roli.

Jednim z diivodi studia UPR™ a mitochondrialnich dysfunci obecné je spojitost s délkou
zivota organismu. Starnuti organismu je komplexni proces, ktery je mimo jiné spjat také s funkci
mitochondrie. Korelace aktivace UPR™ s délkou Zivota byla opakované prokazana mnoha vyzkumy.
Zda se, ze aktivace UPR™ a jeji protektivni u¢inky vedou k prodlouZeni délky Zivota organismi

(Houtkooper et al., 2013; Mouchiroud et al., 2013).
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5 Zavér
Tato prace shnuje dosavadni poznatky o UPR™ v mitochondridlni  matrix

a vV mezimembranovém prostoru mitochondrie. Jak z prace vyplyva, pomérné velka ¢ast signalnich

drah UPR je jiz popsana, stale vSak zlstavaji nezodpoveézené otazky.

Pro vyzkum UPR™ by bylo piinosné odhalit moznou homologii mezi drahou u savci
a C. elegans a vyvodit konzevovanost drahy napii¢ zivo€iSnou fi$i. Otazkou je, ktera molekula
u C. elegans je homologni faktoru CHOP. N¢které védecké prace uvazuji faktor ATFS-1, avSak
charakter drahy CHOP, tedy jeho upregulace, dimerizace a aktivace dal$ich genu je podobna spise
UBL-5. Nékteré detaily chybi v konkrétnich drahach. U savéi UPR™ je pravdépodobné nejvétsi
otazkou aktivace elementt MURE1 a MURE2. Ackoliv se nabizi moznost plisobeni transkripnich
faktorti, vyloucit se neda ani jina forma aktivace, naptiklad fosforylace. Dalsi neznama je aktivace
kinaz, které fosforyluji faktor Jun. Co se tyée UPR™ u C. elegans, zde je tieba zjistit, jakym
mechanismem zpisobi export peptidd snizeni importu do mitochondrie, jaka je funkce komplexu
DVE-1/UBL-5 a jaké je jeho interakce s ATFS-1. UPR™ v mezimembranovém prostoru piinasi novou
soucast drahy, a tou je stimulace cytosolického proteazomu. Bylo by zajimavé zjistit, zda je proteazom
stimulovan i v dasledku stresu v mitochondrialni matrix. Na zavér je tfeba zminit dosud nepopsané

interakce mezi signalnimi drahami UPR™ a UPR®™, naptiklad drahu zahrnujici kinizu PIFK-1.

Z parazitologického hlediska vyzkum UPR™ prakticky jesté nezaGal a tato price mize
poslouzit jako zaklad pro studium. Signalni drahy nebyly na parazitickych organismech zkoumany,
prestoze jejich odhaleni by mohlo mit velky potencial. UPR™ se uvazuje jako mozny cil pii 16¢bé
rakoviny. Pokud by tuto signalni drahu vyuzivali parazité, bylo by mozné pouzit jeji poSkozeni k 1é¢bé

parazitickych onemocnéni.
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6 Seznam pouzivanych zkratek

ATF4 activating transcription factor 4

ATF6 activating transcription factor 6

ATFS-1 activating transcription factor associated with stress-1
BiP chaperone-binding imunoglobulin protein
C/EBP CCAAT/enhancer binding protein

CHOP C/EBP homologous protein

Clp caseinolytic protease

DR5 death receptor 5

elF2a eukaryotic initiation factor 2

ER endoplasmatické retikulum

ERa estrogen receptor o

ERAD ER-associated degradation pathway

ERSE ER stress responsive element

GCN-2 general control non-derepressible-2

HAC1 homologous to Atf/Crebl

HDAC 3 histone deacetylase 3

Hepl Hsp70 escort protein

HSE heat shock element

HSF1 heat shock factor 1

IMS intermembrane space

Irel inositol-requiring enzyme 1

JNK2 c-Jun N-terminal kinase 2

MAP mitogen-activated protein kinase

MURE mitochondrial UPR element

PAM presequence translocase-associated motor
PERK protein-kinase-like endoplasmatic reticulum kinase
PIFK-1 phosphoinositide four kinase

PKR double-stranded-RNA-activated protein kinase
RIDD regulated Irel-dependent decay

ROS reactive oxygen species

TOM translocase of outer membrane

TRAP-1 tumor necrosis factor receptor-associated protein 1
TRB3 tribbles-related protein 3

UBL-5 ubiquitin-like protein 5

UPR unfolded protein response

VDAC voltage-dependent anion channel

XBP1 x-box binding protein 1
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