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Seznam zkratek

AMPK
AMPs
APC/C
ATGI6L1
ATM
ATP
Bcl-2
BRCA1
CD
CRH
DSS
DNA
DUB
El

E2

E3
ENS
EOS
ER
ERAD
FcRy
GC
GIT

GWAS

AMP-aktivovana protein kinasa
antimikrobidlni peptidy

anafazi podporujici komplex
esencialni gen autofagie
serin/threoninova kin4za
adenosintrifosfat

z angl. B-cell lymphoma

z angl. BReast CAncer

Crohnova choroba

hormon uvoliiujici kortikotropiny
z angl. Dextran Sodium Sulfate
deoxyribonukleova kyselina
deubikvitina¢ni enzym

ubikvitin aktivujici enzym
ubikvitin konjugujici enzym
enzym - ubikvitin ligdza
enteralni nervovy systém
eosinofil

endoplasmatické retikulum

z angl. Endoplasmatic Reticulum-Associated Degradation
Fc-receptor gama

poharkova bunka (z angl. goblet cell)
gastrointestinalni trakt

z angl. Genome Wide Association Studies



HECT homologni s E6-asociovanym proteinovym C-koncem doména

IKKB, IkB  kindzy - inhibitory podjednotky NF-«xB

ISZ idiopatické stfevni zanéty

ITAM z angl. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
JAK Janusovy kinazy

KRK kolorektalni karcinom

M makrofag

MC Zirné bunka

MHCII MHC glykoproteiny II ttidy
Nedd4 E3 ubivitin-protein ligdza

NEUT neutrofil

NF-«B jaderny faktor kappa B

NLR z angl. NOD-like receptor

NOD2 z angl. Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2
P53 tumor supresorovy gen

PC Panethova burka

RING z angl. really interesting new gene
RNA ribonukleova kyselina

SP latka P

SUMO z angl. small ubiquitin-like modifer
TJs tésné spoje

TLR z angl. tool-like receptor

TNBS kyselina trinitrobenzensulfonova
Treg regulaéni T-lymfocyt

UPS ubikvitin-proteazovy systém

Ub ubikvitin



Ubel/Ubal  z angl. ubiquitin activating enzyme E1
ucC ulcerdzni kolitida

VIP vazoaktivni stievni polypeptid



Abstrakt

E3 ubikvitin ligazy jsou poc¢etnou rodinou enzymi, které se u€astni mnoha bunécnych
déji jako je oprava poskozené¢ DNA, transport membranovych proteinii, modifikace
chromatinu, bunéény cyklus a apoptoéza. Bylo dokazano, ze E3 ubikvitin ligdzy se vyznamné
podileji na udrzovani stfevni homeostazy a jejich abnormalni funkce spojena s jejich deregulaci
ptispivaji k zanétlivym onemocnéni stfev jako je ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba.
V poslednich letech bylo identifikovano ptiblizné 200 rizikovych lokust, které jsou nachylné
k ttmto onemocnénim, vcetné téch kddujicich E3 ubikvitin ligazy. Téch bylo aktudlné
identifikovano 10. Cilem této préace je porovnat jiz identifikované E3 ubikvitin ligazy spojené

s t€émito onemocnénimi a podat jejich piehled se zaméfenim na regulaci stievni homeostazi.

Kli¢ova slova: E3, ubikvitinace, idiopatické stievni zanéty, stfevni homeostdza, CD, UC

Abstract

E3 ubiquitin ligases are a large family of enzymes involved in many cellular processes
such as repair of damaged DNA, transport of membrane proteins, chromatin modification, cell
cycle and apoptosis. E3 ubiquitin ligase has been shown to play a significant role in the
maintenance of intestinal homeostasis, and their abnormal function associated with their
deregulation contributes to inflammatory bowel diseases such as ulcerative colitis and Crohn's
disease. In recent years, approximately 200 risk loci have been identified that are susceptible to
these diseases, including those encoding E3 ubiquitin ligase. 10 of them have been identified.
The aim of this work is to compare the already identified E3 ubiquitin ligases associated with
these diseases and to give an overview of them with a focus on the regulation of intestinal

homeostasis.

Key words: E3, ubiquitination, inflammatory bowel diseases, intestinal homeostasis, CD, UC
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Uvod

E3 ubikvitin ligazy (E3) jsou velmi pocetnou rodinou proteini, které se podili na
fad¢ bunéCnych procesi. Ubikvitinace je jednu z nejCastéjSich posttranslacnich
modifikaci v eukaryotickych bunkach, pii které dochédzi k napojeni malého polypeptidu
ubikvitinu (Ub) kovaletni vazbou skrze ubikvitina¢ni kaskadu na cilovy protein. Takto
oznaceny protein mize byt rozpoznan proteazomem 26S a nasledné degradovan, avsak
ubikvitinace mtize také vést k zméné bunécné lokalizace proteinu, jeho funkce a nebo k

jeho interakci s jinym proteinem [1] [2].

Diky tomuto mechanismu, ktery je schopny zajistit neustalé proteinové zmény
v bufice je udrzena homeostaza. Jakakoli zména v ubikvitin-proteazovém systému (UPS)
dokaze vyvolat nevratné zmény a zpusobit zanétliva, onkologickd a jind zdvazna
onemocnéni [3]. Je znamo, ze prave E3 pfispivaji k regulaci zénétlivych onemocnéni

stiev (ISZ) jako je ulcer6zni kolitida (UC) a Crohnova choroba (CD) [4].

Epitelidlni bariéra je semipermeabilni a hraje zdsadni roli v regulaci imunitniho
systému. Umoznuje absorpci Zivin a omezuje transport mikroorganismi a Skodlivych
antigend. Tato bariéra je regulovand tim, ze musi dochdzet k vzajemné souhfe mezi
molekularnimi interakcemi a strukturalnimi slozkami na stfevni sliznici jako je bunééna
proliferace, diferenciace a apoptoza. Pokud nastane nerovnovaha v tomto procesu, tak

muze dochazet k naruseni sliznice a ndslednym onemocnénim [5].

Autofagie je jednim z klicovych mechanismi pro udrZeni stfevni homeostazy, pii
kterém dochazi k lysozomélnimu rozkladu proteint. Dal§imi mohou byt zmény v
mucinove vrstvé a bunéénych spojich, kde diky zvySené expresi danych proteinil narusi
rovnovahu stfevniho epitelu [5].

Cilem této prace je popsat konkrétni E3, které jsou spojeny s ISZ, kde regulu;i
homeostazu strev. Existuje hned ne€kolik praci, které¢ poukazuji, Ze pravé E3 ligdzy jsou

velmi diileZité pfi téchto zadnétlivych onemocnéni.



1 Zanétliva onemocnéni strev

Idiopaticka stfevni onemocnéni, jako je Crohnova choroba (CD) a ulcer6zni kolitida (UC)

patii do skupiny autoimunitnich zénétlivych poruch, které ovliviiuji gastrointestinalni
trakt (GIT). Tyto dvé nemoci maji mnoho spolecného, ale lisi se Casti stieva, kterou
postihuji a také do jaké hloubky postihuji stievni sliznici. Zatimco u UC je postihnuto jen
tlusté stievo s konecnikem, kde je zanét kontinualn¢ omezen na stievni sliznici, tak u CD
muZze byt napadena jakakoli ¢ast z GIT a zanét byva submukozni [4]. Nejbéznéjsi obecné
ptfiznaky ISZ jsou bolesti bficha, krvaceni z konecniku, prijjem a ztrata hmotnosti.
Etiologie téchto chorob je komplexni. Genetika spolu s vnéj$imi vlivy hraji vyznamnou

roli v patogenezi téchto zanéth [4].

1.1 Ulcerozni kolitida

UC je nespecificky hemoragicko-kataralni kontinualni zanét sliznice tlustého stfeva
postihujici pfedevS§im konecnik a pfilehlou ¢ast - traénik. UC miiZe byt diagnostikovana
v jakémkoli véku a vyskytuje se u obou pohlavi témér stejné. Nedavné studie vSak
prokazali, ze se vyskytuje Castéji u muzské populace. Vyskyt byva vyssi v USA
(postizeno 800 000 obyvatel) a v Evropé (postizeno 1400 000 obyvatel), nez to byva
v rozvojovych zemi, napf. v Asii a Oceanii [6].

U UC jsou nejc¢astéjSimi projevy prijmy, které mohou byt doprovazeny hustym
je kolorektéalni karcinom (KRK). Celosvétove je toto civilizacni onemocnéni velmi vazny
problém i z hlediska ekonomiky. V CR je diagnostikovano 7 800-8 100 obyvatel roéné a
priblizné polovina pacientli na KRK zemfte. Tim se bohuzel nase zem¢ fadi mezi piedni

svetove pricky v incidenci tohoto zavazného onemocnéni [6].

1.2 Crohnova choroba

Toto onemocnéni je diagnostikovano pfevazné v mladi ve v€ku kolem 15-30 let a u Zen
je vyskyt castéjsi nez u muzi. Nejvice rozsifeno je v USA a v Evropé¢, kde prevalence
onemocnéni ve Spojenych statech je 201/100 000 obyvatel (dospélych) a v Evropé to je
12,7/100 000 obyvatel/rok [6]. Je charakterizovano tim, Ze je postizen vzdy pouze urcity

tisek tenkého nebo tlustého stieva, pripadné obé dvé &asti. Useky mezi jednotlivymi
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nemocnymi oblastmi mohou byt zcela zdravé. Zanétlivy proces postihuje nejen sliznici,
ale mtze proniknout i do stfevni stény a vést ke vzniku pistéli nebo az k perforaci stieva.
Klasické ptiznaky byvaji bolesti bficha, dlouhodoby prijem a tim padem i tibytek na vaze.
Také dle toho, kde je nemoc lokalizovana, tak se poji s mnoha zdravotnimi komplikacemi
jako je napf. anémie, horecka, krvaceni, obstrukce, striktury a perianalni postizeni jako
jsou pistéle a abscesy [6].

Pravé pistéle jsou velmi nepiijemnou komplikaci. Jsou to spoje mezi klickami
stfeva nebo mezi jiz zminovanymi klickami a jinymi télnimi organy. Perianalni pistéle se
vyskytujiu 15-35 % pacientd CD a jsou zpusobené pievazné bakteriemi Escherichia coli

[6].

1.3 Requlace stfevni homeostdzy

Stievni epitel, ktery je tvotfen z jednoduchého cylindrického epitelu, je velmi dynamicka
tkan, kterd se kompletné obnovi kazdych 3-5 dni skrz bunééné déleni. Aby tento systém
mohl spravné fungovat, musi byt udrzovdna rovnovaha mezi proliferaci epitelidlnich

bun¢k, jejich diferenciaci a apoptozou [7].

Epitelialni vrstva bunék obsahuje enterocyty (resorp¢ni bunky), poharkové buiiky,
které produkuji hlen - mucin a Panethovy buiiky, které vylucuji peptidy antimikrobidlniho
puvodu. Ty podporuji transport velkych apikalnich antigenii a bakterii do imunitnich
bunck ve sliznici tvofenou vazivem tzv. lamina propria. Lamina propria je nejsilné;si
polarizovana monovrstva, kterd se nachazi na nejspodné;jsi ¢asti stievni bariéry a je témet

nepropustna [8].

Mucinova vrstva je prvni vrstva epitelidlni bariéry a funguje jako lubrikaéni a
fyzicka bariéra mezi povrchem sliznice a apikdlnim obsahem. Je slozena z velkych
molekul oligosacharidii o ptiblizné molekulové hmotnosti 1 - 20x10° Daltont [9]. Hlen -
mucin se sklada ze dvou vrstev [10] s tim, Ze vnitini vrstva je bez bakterii. U mysi bylo
zjisténo, ze absence Mucinu 2 vede k redukci vnitini vrstvy hlenu a tim padem ke

kontaktu s bakteriemi a to k rozvinuti spontanni kolitidy [11][12].

Druhé bariéra je fyzicka a tvofi ji bunééné spoje: t€sné spoje tzv. tight junctions,
adhezni spoje a desmozomy. Té€sné spoje mohou umoznit propustnost malych molekul a

iontli do velikosti 20 kDa. Naopak desmozomy a adhezni spoje vytvareji mezi sebou silné
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vazby, které jsou zodpovédné za integritu a kohezi tkdn¢ [8][7][13]. Jakékoli strukturalni

zmény a zmeény exprese v téchto spojich vedou k rozvoji zanétlivych onemocnéni [14].

Nejspodnéjsi vrstva, ktera byla zminéna jiz vyse je tzv. lamina propria, ktera hraje
ulohu ve vrozené imunité. Imunitni systém je zavisly na rovnovaze mezi stievni a
hostitelskou mikroflorou, kde jakékoli patogenni zmény mohou vyvolat zénétlivé
onemocnéni. Tyto zmény jsou rozpozndny signalnimi receptory TLR (z angl. tool-like

receptor), NLR (z angl. nucleotide oligomerization domain like receptors) [8].

Tis
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Epitelialni vrtsva &% G o ‘i
e WP, . M =
q CRH, 5P ¢ 3 Autofagie
=T (o) )
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}\_}‘4 NEUT
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Obr. 1 — Schéma hlavnich typt stievnich bun¢k a molekuldrnich funkeci jako cil,

souvisejicich s funkei stfevni bariéry pro terapeutické strategie v ISZ (upraveno z [8]).

AMPs = antimikrobialni peptidy, CRH = hormon uvoliujici kortikotropiny, ENS =
enterdlni nervovy system, EOS = eosinofil, GC = pohdrkova bunka, JAK = Janusovy
kindazy, M = makrofag, MC = zZirna bunka, NEUT = neutrofil, NLR = z angl. NOD-like
receptor, PC = Panethova bunka, SP = latka P, TJs = tésné spoje, TLR = z angl. toll-like
receptor, Treg = regulacni T-lymfocyt, VIP = vazoaktivni stievni polypeptid.

Pro udrzeni epitelialni homeostdzy, kterd je Uzce spjata s efektivni stfevni

bariérou, je dulezité zachovani rovnovahy mezi bunécnou proliferaci a apoptozou [7].

-12 -



Signalni draha NF-kB je zasadni pro regulaci apoptozy a proliferaci. Jeji aktivace je do
ur¢ité miry zavisla na typu bunék. V buiikach stfevniho epitelu zpomaluje apoptdzu a
siln€ vyvolava zanétlivé reakce. Zvysena aktivace NF-kB je Casto pozorovéna v tlustém
stfeve u pacientt, kteti trpi idiopatickymi stievnimi zanéty. U mysi, s deleci IKKp, byla
také vypozorovana zvySena aktivace NF-kB. Tyto mysi vykazuji zvySenou expresi a
aktivaci proteinu p53, coZ je tumor supresorovy protein, a naopak dochazi ke snizeni
exprese Bcl-2 [15]. IKKp je kinaza, ktera spolu s IkB kinazou dokéaze fosforylovat
proteiny IkB. Tato fosforylace vede k nasledné degradaci danych proteinii a aktivaci
genové exprese NF-kB [84]. Mimo to se NF-kB se také podili na signalizacni kaskade¢,
ktera je aktivovana pomoci NOD2, ktery vykazuje vysokou expresi v Panethovych
bunikach, dendritickych buikach, granulocytech a makrofazich. NOD2 dokaze
identifikovat MDP (muramyl dipeptid) skrze rozpoznévajici leucinové receptory a

nasledn€ vyvolat protizanétlivou imunitni odpovéd’ [16].

U pacientd s CD byly zjistény abnormality i v Panethovych bunikach. Ale pouze
u téch, ktefi vykazovali homozygotni alelu T300A genu ATGI6LI — esencialni gen
autofagie. Autofagie je velmi konzervovana stresova reakce, ktera je klicova pro udrzeni
sttevni homeostdzy, antimikrobidlni ochrany, vrozené adaptivni imunity a dalSich
fyziologickych procest. V konecné fazi dochdzi k lysozomalnimu rozkladu proteint.
Tato stresova reakce se vyvinula, aby odstranovala poSkozené organely, intracelularni
mikroorganismy a poskytovala Ziviny bunikam [17][18][19, 20]. Pravé zvySeny bunéény

stres vede ke ztrat€ mucinu a antimikrobialnich peptidi [21].

- 13-
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Obr. 2 Autofagie v patologii ISZ (upraveno [21]).

(A) — Krypty jsou za normalnich podminek sekretoricky udrzovany pomoci Panethovych
bunék, kde tyto bunky vylucuji antimikrobialni peptidy. SniZeni nebo ztrdta této
sekretorické funkce ma za ndsledek zvyseni mikrobii v kryptach a dochdzi k celkové zmené
mikrobialni flory. (B) — Autofagie je dulezita pro vyvoj T-lymfocytii. Defekty v tomto
procesu mohou zpiisobit zvySeni autoreaktivnich T-lymfocytii ve strevé a snizeni B-
lymfocytii. Diky tomu mohou byt T-lymfocyty spoustécem zanétu viastnim antigenem. Ke
snizeni odolnosti viici bakteriim povede také ztrata vrozenych protilatek B-lymfocyti. (C)
— Udrzeni tésnych spoju mezi epitelialnimi bunkami je diilezité, aby nedoslo k uniku
strevniho obsahu ven. Poruchy tohoto spojeni mohou vést ke ztrdte integrity pri
nahrazovani bunek. (D) — M buiiky maji pri autofagii do urcité miry nejasnou roli, avsak
tyto buniky jsou vyhodnymi portaly pro radu infekcnich agens. Pravdépodobné jsou tedy
M buniky ndchylnejsi k infekcim pri neplnohodnotné autofagii. V konecné fazi bude
zvySeny zanét, vice infekci a také zména imunitni odpovedi na strevni floru. (E) —
Fagocyty a epitelialni bunky spoléhaji pri kontrole napadajicich bakterii a pritomnosti
cytosolickych antigenii na MHCII na autofagii. Nasledné autofagicke defekty diky tomu
povedou ke zvySenému riziku infekce, zpomaleni iniciace imunitnich odpovédi a k méné

schopné bakterialni manipulaci a dodavce antigenu.
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Podobné byla identifikovana souvislost mezi stresem endoplasmatického retikula
(ER) a UPR (z angl. unfolded protein response). Aby sekretorické buiiky udrzovaly stéale
svoji funkci, musi byt koordinovan transport sekre¢nich proteini a skladani proteint
pomoci siti ER a Golgi. UPR je vyvoldno nahromadénim Spatné slozenych proteinti nebo
jejich rozlozenim v ER. To znamen4, ze Panethovy a poharkové buiiky, které jsou vysoce
citlivé na stres ER museji byt udrzovany funkénim UPR, aby byla zachovana homeostaza

ve stitevnim epitelu [22].

2 Ubikvitinace

Ubikvitinace je reverzibilni proces pfipojeni ubikvitinu k cilovému proteinu. Ub je maly

protein s globularni strukturou, ktery se sklada ze 76 aminokyselin a je pfitomen ve vSech
eukaryotickych bunkach (z lat. ubique, vSude). Proces ubikvitinace byl prvné popsan
vroce 1980 a za tenhle objev byla Avramovi Hershkovi, Aaronovi Ciechanoverovi a
Irwinovi Roseovi v roce 2004 udélena Nobelova cena za chemii [23, 24]. Tento proces
se se svou regulacni schopnosti UcCastni prakticky vétSiny bunéénych déjti, napt. pfi
opravach DNA, pii regulaci bunécného cyklu, signalni transdukci, apoptoze, hraje také

roli v imunitni odpovédi a zanétu [25].

Oznaceni cilovych proteinii ubikvitinem je nejvice znamo jako signal pro jejich
degradaci prostfednictvim 26S proteazomu, ale taky mize vést k zmené jejich bunécné
lokalizace, ovlivnit jejich funkci nebo interakci s jinym proteinem. Tato post-translacni
modifikace proteinli je mnohostuptiovy a ATP-zavisly proces, zprostfedkovan sérii
enzymu: ubikvitin-aktivacniho E1, ubikvitin-konjugacniho E2 a ubikvitin-ligdzou E3
(Obr.1). Vysledkem enzymatické kaskady je formovani izopeptidové vazby mezi C-

terminalnim koncem Ub a obvykle lyzinem cilového proteinu [26].

Aktivacit E1 umoznuje pouze jeden enzym - Ubal (z angl. ubiquitin activating
enzyme E1) [27, 28]. Diky velkému poctu E2 jsme schopni rozeznat u ¢lovéka ptiblizné
40 podtypt, které se podileji na ptfenosu Ub nebo Ubl (z angl. Ubiquitin-like proteins)
proteind jako jsou napiiklad SUMO a NEDDS [29]. Vyznamnym a poslednim krokem
v této enzymatické kaskade je ligace, tj. vytvoreni findlni izopeptidové vazby mezi Ub a
substratem pomoci E3 ligdz. V lidském genomu existuje vice nez 600 geni kodujicich

tyto enzymy, které celému procesu udavaji specificitu [30].
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Ubikvitinace je ovSem vratny déj, nebot Ub muze byt z proteinu odstranén
¢innosti deubikvitinaz (DUBs), kterych je v lidském genomu piiblizné sto. DUB umé;ji
odstépit Ub z proteinu a také dokazi udrzet v bunce konstantni mnozstvi volného Ub.
Maji katalytickou aktivitu, kterd se zaklada na Stépeni izopeptidové vazby mezi C-
koncem Ub a N-koncem lyzinu [31]. DUBs si mizeme spojit s mnoha bunéénymi procesy
jako je zpracovani RNA, transkripce, pfeménu proteinti a v systému ERAD [32]. Tyto

enzymy byly identifikovany i jako onkongeny a nadorové supresory [33].

(§) | \

UbR

I N ) . 26S proteazom

O E2 (E3) ) UbR ]

A J - -
B2 Protein _e\}.—;. Protein —(g—
ATP f \/ \' - .

(€)(E3)

@ (b |
@ E2 Protein

Obr. 3 - Ubikvitina¢ni systém (upraveno z [26]).

St ((©

(a) Ub jsou aktivovany pomoci El. (b) Aktivovany Ub je pres thioesterovou vazbu
prenesen z aktivniho mista cysteinu El na cystein v aktivnim misté E2. (c) E2~Ub
interaguje s E3 ligazou, ktera pak realizuje prenos Ub z E2~Ub na lyzinovy zbytek
cilového proteinu. Monoubikvitinovany substrat muze disociovat z E3 (d) nebo v dalsim
kroku ziskat dalsi Ub modifikace ve formé vicenasobnych jednoduchych vazeb ubikvitinu
(neni v obrazku) (e) nebo ve forme Ub retezce, ktery muze byt linearni nebo rozvétveny
poziistavajici z riiznych lyzinovych zbytkii Ub. Zatimco monoubikvitinace a nékteré typy
Ub retézcii (napr. pres K63) vedou nejcasteji ke zmené funkce modifikovaného proteinu
(f), polyubikvitinové retézce pres zbytek K48 navadi pripojeny substrat k proteazomu,
ktery ho nasledné degraduje (g). ATP — adenosintrifosfat, Ub — ubikvitin, E1 — ubikvitin
aktivujici enzym, E2 — ubikvitin konjugujici enzym, E3 — ubikvitin ligaza, UbR —

ubikvitinové receptory.
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2.1 Zpusoby vazeb Ub retézct

Proteiny v buiice mohou byt oznaceny jednou molekulou Ub (monoubikvitinace) nebo
dvéma a vice molekulami Ub (polyubikvitinace) skrze lyzinovy zbytek cilového proteinu.
Ub obsahuje 7 lyzinovych zbytki (K6, K11, K27, K29, K33, K48 a K63;
aminokyselinové zbytky jsou ¢iselné oznaceny podle postaveni v Ub molekuly), z nichz
vSechny mohou slouzit ke tvorb¢ izopeptidové vazby, kterou jsou jednotlivé Ub spojeny
v fetézec. Komplexita ubikvitinace je jeSté navySena existenci mnohopocetné
monoubikvitinace a smiSenych nebo rozvétvenych fetézcl. Navic byla popséna vazba
skrz N-termindalni konec (M1) Ub, kterd je Casto vyuzivand pro tvorbu linearnich fetézct
a identifikovana pfi regulaci aktivace transkripéniho faktoru NF-«kB v zanétlivych a

imunitnich reakcich [1, 34].

Nejcastejsi zplisoby vazby pfi polyubikvitinaci jsou pies K48, kterd vytvaii 29%
vSech vazeb a pres K63, kterd vytvari 17% vsSech ubikvitinovych vazeb [1]. K48 je
tetramér, ktery je slozen minimalné ze ¢tyf ubikvitinovych molekul. Vyznamnou roli
hraje pifi degradaci proteinli v proteazomu 26S, uvniti kterého specifické receptory
rozeznaji vazbu pres K48, protein urCeny k degradaci oznaéi a prakticky okamzité
zneSkodni. U K11 bylo zjisténo vice funkci. Jedna z nich je v bunééném cyklu, konkrétné
u mitozy, pricemz K11-znacené proteiny jsou odsouzené k degradaci pomoci APC/C
(anafazi podporujici komplex). Pokud je tento komplex aktivni béhem mitozy, tak se
mnozstvi vazeb u K11 rapidn€ zvySuje [35]. Také byla zjisténa dalezitd funkce K11 u
mechanismu degradace spojend s ER ktera se nazyvda ERAD (z angl. endoplasmatic
reticulum-associated degradation). Tento mechanismus dokaZe odstranit proteiny z ER,
kter¢ mohou byt néjakym zplsobem poskozeny a zaroven zamezuje tomu, aby tyto
proteiny dale pokraovaly ve své sekreni draze. Nejdiive jsou proteiny podrobeny
cytosolické proteolyze pomoci proteazomu 26S, kde nésledné¢ dochazi k odstranéni z ER

[35] [36] [37].

Zatimco K11 a K48 se uplatiiuji pii degradaci proteinti, K63 fetézce maji zejména
regulacni funkci. Tyto fetézce se velmi tizce podileji na signalnich procesech, které vedou
k aktivaci transkripéniho faktoru NF-«kB, a také maji zasadni funkci pii degradaci a
opravach DNA [1, 38]. K63 ma také dalezitou ulohu v receptorové endocytdze in vivo a
signalni transdukci. Jisté studie poukazaly na to, Ze takto oznacené proteiny mohou byt

degradovany a rozpoznany v proteazomu 26S [39]. U K63 se piiSlo také na to, Ze je
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klicovy pti opravach dvouvldknovych zlomti DNA, u pacientek s mutovanym genem
BRCAI, ktery je zodpovédny za rakovinu prsu [38]. Molekuly tohoto fetézce jsou pouze

izopeptidového charakteru [1].

Vazba skrze K6 neni az zas tak béznou a jeji fyziologickd role neni objasnéna.
Vazby tohoto typu byly identifikovany pomoci proteinti, které se nachdzeji na vnéjsi
mitochondrialni membrang [34]. Za to K27 fetézec se ticastni reakce u poskozeni DNA,
kdy je aktivovana ATM kindza, ktera je vyznamné zodpovédna za fosforylacni a
ubikvitina¢ni kaskadu kde je tato ligdza schopna indukovat ubikvitinaci chromatinu. K27
vazba je dulezitd pii spravné aktivaci DNA [40]. Znaceni ptes K29 se uplatiiuje jako
inhibitor Wnt/B-katenin signalni dréhy, kterd hraje ustfedni roli pii embryogenezi a jeji
deregulace je izce spojena s vyvojem a rastem nddort [41]. Posledni K33 fetézec je

spojen s negativni regulaci T-antigenu a proteinové kindzy sdruzenou s AMPK [42, 43].

2.2 E3 ubikvitin ligazy

V sav¢éim genomu muiZzeme najit pres 600 gend kodujicich E3 ligdzy (ptehledné shrnuty

napt. v [26, 44, 45]), které urcuji specificitu ubikvitinace rozpozndvanim cilovych
proteinti. V eukaryotnich organismech rozezndvame rtzné typy enzymt E3. Nejvétsimi
a také nejpocetnéjsimi rodinami jsou RING a HECT. Zakladni rozdil mezi t€émito typy
E3 enzymi je, ze RING doména netvoii thioesterovy katalyticky meziprodukt s Ub, jak
to je u HECT domény, ale ptimo katalyzuje pienos z E2 na cilovy protein [45]. Mezi E3
ligazy patii taky méné po€etna RBR (z angl. RING-between-RING) rodina a podskupina
malych konzervovanych proteinti nesoucich U-Box doménu, ktera je odvozena od rodiny
RING [46]. Nékteré E3 mohou tvofit monomery jako napiiklad c-CBL, homodimery,
napt. RNF4, BIRC7, IDOL, cIAP a TRIMS5a a heterodimery, napt. BRCA1-BARDI,
Mdm2-MdmX a RING1B-Bmil. Z téchto tfech dvojic maji vzdy Brcal, Mdm2 a
RINGIB vazebna mista pro E2 a vykazuji E3 aktivitu. Naopak jejich partnefi, Bardl,
MdmX a Bmil, E3 aktivitu nevykazuji, ale jejich RING domény interaguji s RING
doménou interagujiciho proteinu, pficemz tvoii heterodimér a stimuluji E3 aktivitu [26,

47].

Zvlastni podskupinu RING ligaz ptredstavuji Cullin RING ligdzy (CRL), které
jsou sestaveny z vice podjednotek. Jsou velmi rozmanitou a vyznamnou podskupinou a

jejich pocet ptesahuje bezmala 200 odlisnych cullin-RING ligaz [48] [49]. Tyto ligazy
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prostfednictvim konzervovanych cullinovych domén vazou proteiny RING-boxu na svém
N-konci (napt. Rbx1) a substratovy receptor (napt. Skp2) s adaptérovym proteinem (napf.
Skp1) na svém C-konci. Nejveétsi roli maji pii cileni proteind, které jsou urcené k nasledné
degradaci. V lidském genomu mtiZzeme najit celkem sedm komplext tvofené Cull, Cul2,

Cul3, Cul4, Cul5, Cul7 a Cul9 [47, 50, 51].

2.2.1 RING E3 ligdzy

RING doména byla poprvé popsana Paul S. Freemontem a jeho kolegy [52]. Termin
RING (Really Interesting New Gene) byl ptivodné zaveden v kontextu proteinti nesoucich
tzv. zinkovy prst (z angl. zinc finger) kvuli pfitomnosti zinku v jejich unikatni doméné.
Tento motiv byl prvné popsan u Ringl proteinu a nasledné u n¢kolika desitek dalSich,
pficemz se domnivalo, Ze je zodpovédny za jejich vazbu na DNA. Dalsi vyzkumy vSak
toto tvrzeni vyvratily, kdyZ bylo zjisté€no, ze proteiny nesouci RING doménu vykazuji
Ub-ligdzovou aktivitu. Kanonické typy RING domén jsou charakteristické pritomnosti
sedmi cysteiny a jednim nebo dvéma histidinovymi zbytky v linearni fad€ koordinujicich
zbytki (C3H2Cs a C3HC,), avSak existuje vicero variant RING domén [26] [52] [53] [54].
Osm aminokyselinovych zbytki (cystein nebo histidin) tvoii ve struktufe RING domény
dvé vazebni mista pro Zn?" atomy (Obr.2). Piesny mechanismus prenosu Ub z E2 na
cilovy protein neni znamy. Je ovSem jasné, Ze v tom velkou roli sehrava praveé katalyticka
aktivita domény RING, kterd napomaha k zvySenému stetu mezi E2 a cilovym proteinem

[28].

Obr. 4 - Trojrozmérna krystalova struktura RING domény [26].
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2.2.2 HECTE3 ligdzy

V lidském genomu se nachézi ptiblizné 30 geni, které koduji E3 ligazy s tzv. HECT (z
angl. Homologous to E6AP C terminus) doménou. HECT E3 ligazy katalyzuji ptenos Ub
na cilovy protein dvoustupiovou reakci. V prvnim kroku je Ub pienesen na katalyticky
cystein HECT E3 ligdzy a poté z ligazy na cilovy protein. Tenhle typ Ub transferu
vyzaduje existenci strukturné flexibilni HECT domény, coz je zajiSténo piitomnosti tzv.
dvou lalokii (z angl. bi-lobed), ktera je umisténa na C-konci proteini. Zatimco N-
terminalni lalok interaguje s Ub-konjugovanym E2, C-termindlni lalok obsahuje
katalyticky cystein. Pii Ub transferu pak dochazi k pfiblizenim obou lalokt ptes ohybny
kloub, pficemz se méni relativni orientace obou lalokl [45]. HECT ligdzy miizeme d¢lit
na tfi podrodiny. Prvni se nazyva Nedd4 (z angl. neural precursor cell expressed
developmemtally down-regulated protein 4) s motivem (W W) tryptofan - tryptofan. Tato
podrodina obsahuje mimo jiné proteiny Smurfl (z angl. SMAD specific E3 ubiquitin
protein ligase 1) a Smurf2 (z angl. SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2). Druhou
podrodinou je HERC, ktera je charakteristicka ptitomnosti dvou domén: HECT a RLD (z
angl. regulator of chromosome condensation-like domain). Typickym c¢lenem této
podrodiny je E6AP (z angl. E6-associated protein). Podili se na degradaci cilenych
proteintl a je kodovan genem UBE3A (z angl. ubiquitin-protein ligase E34). Nejdiive byl
tento protein identifikovan jako onkoprotein, ktery hraje tlohu v degradaci proteinu p53.
AvSak tato informace nebyla prokdzana a onkogenni funkce E6AP nejsou pftili§ znamy
[55] U E6AP bylo pozdéji zjisténo, ze piispiva k rozvoji vaznych lidskych onemocnéni
jako je naptiklad vzacna genetickd porucha zvand Angelmantv syndrom, v disledku
ztraty funkce E6AP neboli inaktivaci. Miize mit vliv také na karcinogenezi délozniho
¢ipku, kdy ale dochazi naopak k aktivaci E6AP [56]. Posledni jsou ,,jiné*“ HECT rodiny,
které obsahuji dals§i domény [47].

2.2.3 RBRE3ligazy

Nazev RBR rodiny je odvozen z ptitomnosti dvou riznych RING domén (RINGI a
RING?2), které jsou odd€leny doménou IBR (z angl. in-between ring). Jednim
z nejvyznamngéjsich €lend této rodiny, ktery hraje vyznamnou roli u projevi Parkinsovy
choroby — Parkin. MiZeme jmenovat dalsi ptfiklady jako je napt. Parc (z angl. p53-
associated parkin-like cytoplasmatic protein), RNF144 (z angl. ring finger protein 144)
a HOIP1 (z angl. HOIL-interacting protein) [47]. Veskeré E3 této rodiny jsou
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multidoménové. Analogicky jako HECT E3 ligazy, RBR E3 ligazy katalyzuji pfenos Ub
na cilovy protein ve dvou krocich. Prvni doména — RING1 se vaze s Ub-konjugovanym
E2, ptficemz RING2 doména obsahuje tzv. ,katalyticky cystein, pfes ktery piijima
molekulu Ub od E2. Jelikoz RING2 doména strukturné nezodpovida kanonické RING
struktufe, byla proto pojmenovana jako Rcat (z angl. required-for-catalysis). IBR doména
je strukturné stejna jako RING2 doména, ale chybi ji katalyticky zbytek cysteinu, a proto
se nazyva BRcat (z angl. benign-catalytic) [57].

2.2.4 U-box E3 ligazy

U-box je nejméné pocetna rodina E3 ligdz odvozena od rodiny RING. Na rozdil od RING
domény, které je stabilizovana vazbami s Zn?*, struktura U-box domény je udrzovana
nabitymi a polarnimi zbytky a stabiliza¢nimi vodikovymi vazbami. Bylo zji§téno, Ze
proteiny U-Boxu rodiny dokazi samostatné fungovat jako E3, které jsou pii ubikvitinaci
zavislé na E2. U-box E3 ligazy hraji diilezitou roli v kontrolnim systému kvality proteint,
ktery je zékladni reakci bunécného stresu na intracelularni akumulaci abnormalnich

proteind. Mezi zastupce tohoto typu E3 ligdz patii napt. Ufd2, CYC4 a PRP19 [58].

3 E3ligdzy asociované s ISZ

Velkym ptinosem pro poznédni genetické determinace ISZ jsou celogenomové asociaéni

studie GWAS (z angl. Genome Wide Association Studies), které identifikovaly ptiblizné
200 rizikovych lokust. Presto vSak nalezené varianty rizikovych gent jako jsou naptiklad
NOD2,ATGI16L1, IRGM, IL23R, RNF186 a CARDY nevysvétluji heritabilitu ISZ, kdy se
zfejmé uplatiiuji i dalS$i mechanizmy — vzdjemné interakce genti, epigenetické modifikace
apod. [4].

Konkrétné byly identifikovany tyto E3 ligdzy: Rnf186, Rnf5, Rnf183, TRIM62,
A20, XIAP, ITCH E3, MARCHS, Pellino3 a TRIM31. Tyto E3 ligdzy vykazuji urcitou
asociaci s ISZ a jejich buné¢né procesy naruSuji funkeni bariéru stfeva at’ uz ve zméné
produkce mucinu, naruseni bunéénych spoji, defektech v autofagii eventualné v defektni
produkci AMPs. Konkrétnéji budou jednotlivé ligdzy popsany nize.

Na mySich modelech byl proveden experiment, konkrétné u Rnfl86, ktery

spocival v oralnim podani polysacharidu DSS (z angl. dextran sodium sulfate), kde tato
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latka nejdiive narusi stfevni bariéru a nasledné je vyvolan zanét. Tato forma je velice

vérohodnd, protoze napodobuje presné klinické vlastnosti ISZ [59] [60].

V této studii bylo zjisténo, ze Rnfl186 vyrazné zvysSuje expresi Ocln — genu
kodujici okludin. Kde doslo k naruseni tésnych spoju v epitelialni bariéte skrze okludin
(integralni membranovy protein, nachéazejici se v tésnych spojich) [59]. Jiz tfeti den od
podani DSS jsme schopni pozorovat prvni pfiznaky UC a pfiblizn€¢ sedmy den miizeme
pozorovat rozsahlejsi formu zanétlivého onemocnéni. Hlavné diky vyznamné expresi
zanétlivych proteinti tzv. cytokini a chemokinii (IL-6, IL-1, TNF-a, KC a Interferonu-c),
které jsou podstatné zvySené a naopak syntéza protizanétlivych cytokind je velmi sniZzena

(IL-10) [60].

Ukazatelem zanétlivého onemocnéni miiZze byt naptiklad délka stieva, které se
zkracuje a také niz§i vdha dané mysi, které byl podan DSS pii porovnani s kontrolni
kohortou, které DSS podavan nebyl. Ackoli DSS kolitidu dokaze vyvolat, tak bohuzel

jeho mechanismus je stale neznamy [60].

Tabulka 1 - E3 ligdzy asociované s ISZ.

E3 ligaza Substrat Bunécny proces Onemocnéni Citace
Rnf186 BNipl regulace stresu ER a indukce apoptdézy pomoci BNipl uc [63]
Rnf5 S100A8 regulace degradace proteinli pomoci S100A8 skrze NF-kB drahu a TLR uc [64]

iniciace zanétu pomoci DR5, aktivace drahy NF-kB zvySenim ubikvitinace
RNF183 DRS P M W uc [69]
a degradace IkBa

TRIM62 CARD9 zvy3end produkce cytokint pomoci drahy NF-kB ISz [70]

A20 TNFAIP3 negativni regulace B bunék, zavislé na NF-«kB ISZ [75, 74]

XIAP NOD2 ubikvitinace RIPK1, LU B,AC. komplex aktivuje NF-kB drahu 1Sz (76]
pomoci stimulace NOD2

ITCHE3 NOD2, Ndfipl ubikvitinace JunB a tim je zabranéna produkce IL-4 a IL5 I1SZ [77]

degradace IL1IRAP vede k negativni regulaci signélnich drah,
MARCH8 ILIRAP . , P I1SZ [80]
indukovanych IL-1B, autofagie

Pellino3 RIP2 oslabeni ubikvitinace RIP2 skrze Nod2, nizsi aktivace NF-kB cD [81]
. . P . . cD
TRIM31 NLRP3 inhibice aktivace zanétlivych bunék degradaci NLRP3 KRK [82][83]

UC — ulcerozni kolitida, CD — Crohnova choroba, ISZ — idiopatickeé strevni zanéty, KRK

— kolorektalni karcinom.
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Rnf186 je ligdza, u které byla zjiSténa vyznamna exprese v lidskych buiikéch
sttevniho epitelu, oproti imunitni tkéni. Pfesnéji se jednd o variantu A64T, ktera byla
objevena v roce 2006, kde je aminokyselina alanin nahrazena treoninem na pozici 64 [59].
Vzhledem k tomu, Ze se tato ligdza nachazi v domén¢ RING s aktivitou E3 ubikvitin-
proteinové ligazy, tak je tato varianta klicova. O E3 je totiz znamo, Ze jsou schopny
regulovat diilezité protizanétlivé drahy [61] [62]. Pokud u néjaké biologické funkce v ER
nastane urcity defekt, tak mize vést k nahromadéni rozloZzenych bilkovin a tim narusi
regulaci Ca®" v lumen ER a tim vyvol4 zna¢né mnozstvi komplikaci. Tyto komplikace
nazyvame rozvinuté proteinové odpovedi (z angl. unfolded protein response - UPR),
které zajiStuji zprvu normalni funkci homeostdzy. Pokud UPR nedokdzi néjakym
zpusobem vyrovnat tyto komplikace, resp. poSkozeni, tak je buiika odsouzena k apoptoze
[63]. U RNF186 byl identifikovén in vivo BNipl, ktery patii do proteinové rodiny Bcl-2
(z angl. B-cell ymphomay), ktery je polyubikvitovan pomoci RNF186 skrze vazby K29 a
K63. Témito vazbami je podpoten transport BNipl do mitochondrii, ale nema absolutné
zadny vliv na jeho mnozstvi proteinu. Diky stresu v ER, ktery je zplsoben
pravdépodobné nahromadénim RNF186, je ubikvitinace BNipl velmi vyrazné¢ zlepSena.
Dulezité také je, ze diky redukci genové exprese u BNipl bylo zjisténo, ze zeslabuje
signaly stresu v ER, ktery navodi RNF186. Diky tomu muzeme fici, ze BNipl funguje
jako regulator stresu ER asociovaného apoptotickou signalizaci u RNF186. U této ligazy
bylo také zjisténo, Ze miiZe spustit aktivaci kaspazy 12 a 9 a tudiZ apoptotické draha, ktera

je specificka pro stres ER vyvoland RNF186 je zavisla na kaspazach [63].

RNFS5 ligaza, u které byl identifikovan substrat SI00A8 reguluje degradaci
proteini a také hraje roli, stejné tak jako RNF186, v regulaci vyvoje UC vyvolané DSS.
V tomto ptipad¢ ale skrze SI00AS a signalni komponenty NF-kB a TLR (z angl. foll-like
receptor) [64]. S100A8 je protein o nizké molekulové hmotnosti, ktery je slozkou
kalprotektinu, coZ je leukocytarni cytosolovy protein, ktery na sebe vaze Ca’"a o kterém
bylo dokdzano, Ze hraje roli ve stfevni sliznicic DAMP (z angl. danger associated
molecular patterns). DAMP jsou biomolekuly, které dokazi podnitit a udrzet zanétlivou

odpovéd’ [64] [65]. Kalprotektin slouZi jako zna¢ny endogenni signal, ktery podnécuje

.....

.....

zvyseny [64].
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Dalsim biomarkerem pii ISZ je RNF183, ktery je pfevazné exprimovan
v ledvinach. OvSem nékteré studie poukazuji na expresi i ve stievnim epitelu po podéani
latky DSS nebo TNBS [66]. U RNF183 byla pomoci transfekce zjisténa negativni
regulace miRNA-7, ktera podnécuje stfevni zanét zvySenim ubikvitinace pomoci drahy
NF-«B a degradaci IkBa [67] [68]. U RNF183 jako substrat DRS, kdy je skrze vazbu K63
cilovy protein transportovan do lysozomu, kde je nasledn¢ degradovan. DR5 se ucastni
apoptozy, kterd souvisi s TNF (z angl. tumor necrosis factor). Ten nasledné vyvola signal
pro programovanou bunécnou smrt, kdy TNF je indukovany pomoci TRAIL (z angl.
TNF-related apoptosis-inducing ligand) prostiednictvim interakce s kaspazou 8. Bylo
zjisténo, ze inhibice RNF183 pravé potlacuje indukovanou aktivaci TRAIL kaspazy 8 a
kaspazy 3. Tim je podpoten transport DRS do lysozomil a apoptdza [66] [69].

TRIM62 ma také ulohu v zanétlivych onemocnéni stiev. Spolu s ni byl oznacen
in vitro substrat CARD9, ktery je hlavni slozkou vrozené imunitni signalizace. Jisté
mutace v CARD9 zptisobuji poruchy souvisejici s imunitou, ale existuje i méné obvykla
varianta, kterd je klicova pro ISZ [70]. CARD?9 je protein s n-koncovou doménou vazan
skrze vazbu K27, ktery muze souCasné vazat dva nebo vice dalSich proteinil a tim je
schopen vytvorit komplex. Na svém c-konci nema jasnou doménu a regulaéni zpiisob na
tomto konci neni jesté zcela jasné objasnén. V kazdém piipad¢ je c-konec zasadnim pro
regulacni aktivitu CARDO. Jeho signalni kaskada je zahijena pomoci B-glukanti po
zapojeni Dectinu-1, coZ je transmembranovy protein, ktery obsahuje ITAM motiv
v intracelularni ¢asti. Diky tomu dojde k fosforylaci Dectinu-1 piipadné k pfipojeni
Dectinu-2 a to mé za nasledek fosforylaci signalizace, ktera obsahuje ITAM s FcRy.
Nasledné¢ se aktivuje Syk kinaza, ktera da podnét PKCS5 ke kone¢né fosforylact CARD9
v T231. CARDO9 za vzniku komplexu CARD9-BCL10-MALT1 piijme BCL10 (z angl.
B-cell lymphoma/leukemia 10) a MALT]1 (z angl. mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma translocation protein 1), ktery aktivuje signalni drahu NF-xB [70] [71] [72].

A20 je Ub-editacni enzym, ktery ma jak ubikvitina¢ni, tak 1 deubikvitinacni
aktivitu a ubikvitinovou vazebnou funkci pro regulaci signaliza¢ni drahy NF-xB. A20
omezuje aktivacni signadly u TNF, TLR, CD40 a NOD pomoci Upravy Ub-fetézct na
signalizaénich proteinech, které dany signal dokazi ptenést. Hlavné zvySeni TNF, na
kterém je obvykle zavisla apoptoza ukazuje, Ze A20 mé zanétlivé ucinky na sttevni epitel

[73] [74]. Vzhledem k tomu, Ze programovand bunécnd smrt pomoci TNF je zavisla na

-4 -



tvorbé signalizacnich komplex, tak je dulezita je také aktivita RIPK 1. Klasicka apoptoza
pfi inhibici antiapoptickych proteinti je zprostfedkovana komplexem II a a Komplex I b
neboli Ripoptozom je zavisly na RIPK1 a zplsobuje apoptézu v bunkéch, které spusti
kaspazu SMAC a ta nasledné degraduje cIAP1. Pfi blokaci kaspazy ovSem aktivita
komplexu III zavisi pravé na RIPK1 a RIPK3, které indukuji apoptdzu. Bylo zjisténo, ze
inhibitory RIPK1 programované bunécné smrti branily, kdezto u RIPK 3 tomu tak nebylo
[73] [74]. Mutace v tomto genu jsou spojeny s idiopatickymi stfevnimi zanéty, ale také je
dalezity v patogenezi jinych onemocnéni jako jsou napiiklad artritida a diabetes 1. typu
[74]. U A20 byl identifikovan substrat TNFAIP3, exprimovany ve stfevnich epitelidlnich
bunkach, ktery je schopny negativnim zpisobem regulovat aktivaci B bunék, které jsou

zavislé na NF-«kB signalni draze [75] [74].

XIAP (z angl. X-linked inhibitor of apoptosis protein) a ITCH hraji tlohu
v kontrole degradace u ISZ a jejich mutace jsou spojeny s imunodeficienci. Substratem u
obou je NOD2. Pro tento substrat je nezbytnd XIAP ligaza, ktera ubikvitinuje RIPK2 a
vpravuje LUBAC (z angl. linear ubiquitin chain assembly complex) do NOD2. LUBAC
aktivita je klicova pro aktivaci NF-kB drahy. Po stimulaci NOD?2 je také aktivita LUBAC
jedné z nejpocetnéjsich rodin a to HECT. Mutace v ni vede k rozvoji zanétu tlustého
stteva, kde ovliviiuje expresi IL-17. ITCH ubikvitinuje RIPK2 (z angl. receptor
interacting serin/threonin kinase 2), na kterou se miize vazat NOD2 [77]. Dal§im moZnym
substratem byl identifikovan Ndfipl, ktery zprostiedkovanou ubikvitinaci podporuje
degradaci riznych signalnich proteinti a tim je potlacena aktivace T-lymfocytl a mozny
cytokini jako IL-4 a IL-5. KdyZz je samoziejm¢ Ndfipl méng, tak TH2 bunky

zprostifedkovavaji zanétlivé onemocnéni [78, 79].

MARCHS je ubikvitin ligaza, identifikovana jako supresor IL-1B indukovanych
pomoci aktivacnich drah NF-kB a MAPK. Vysoka exprese této ligdzy zplisobuje inhibici
pravé téchto aktivacnich drah, zatimco snizeni aktivity MARCHS zpisobi excitaci.
MARCHS interaguje s ILIRAP (z angl. interleukin-1 receptor accessory protein),
zacileny na Lys512, kde je polyubikvitovan skrze vazbu K48. I kdyz se ILIRAP nevaze
pifimo na IL-1p, tak jeho pfijem do IL-1RI je stéZejni, aby mohl vytvofit aktivovany

komplex ur¢itych membranovych receptorti. Tyto komplexy jsou schopny pojmout
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proteiny a kinazy jako tfeba MyD88, IRAKI1 a IRAK4. Funguje to tak, ze IRAK4
fosforyluje a nasledn¢ aktivuje IRAKI, ktery pak piijme TRAF6, ktery vykazuje aktivitu
E3 [80]. Takto ubikvitovany TRAF6 aktivuje dalsi drahy kinaz a proteiny, coz vede
k aktivaci TAKI, ktery inaktivuje IKK-a a IKK-f kinazy. Ty fosforyluji proteiny IxB a
aktivuji signdlni drahu NF-«xB [80].

Pellino3 majici vliv pfevazné na CD je mediator v NOD?2 signalizacni draze, ktery
reguluje stfevni zanét. Jako substrat tady hraje ulohu kindza RIPK2, na kterou se vaze
Pellino 3 a dochazi k ubikvitinaci diky K63 vazb¢. Snizeni exprese této ligdzy vede
k oslabeni ubikvitinace kinazy, iniciovanou skrz NOD?2 a také ke snizeni aktivace NF-kB

a MAPK [81].

TRIM31 E3 ligdza je pomérné nové identifikovanym c¢lenem, ktery hraje roli
v mnoha biologickych procesech. Bylo zjisténo, Ze mé vliv na rakovinu tlustého stieva a
konec¢niku, ale tento mechanismus je stale neprobadany. TRIM31 byl ale identifikovana
jako zpétnovazebny supresor NLRP3, na ktery se piimo vaze prostfednictvim vazby K48
[82] [83] Navazand ligaza TRIM31 pfispivd k samotné polyubikvitinaci a degradaci
proteinu NLRP3. Niz§i exprese TRIM31 pak pfispiva k vyssi aktivaci NLRP3 a ta
zhorSuje zanét. Zajimavé je, ze deficit ligdzy zmiriiuje zavaznost UC, kterd byla uméle
vyvoland DSS. V tomto ptipadé ma NLRP3 ochrannou funkci. Bohuzel konkrétni zptisob

exprese tohoto proteinu zdstava stale neznamy [82].
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4 Zavér
V poslednich letech bylo diky GWAS identifikovéano piiblizn€ 200 rizikovych lokust spjatych

se zanétlivymi onemocnénimi stiev [4]. Z toho 10 jich bylo identifikovanych jako E3 ligazy.
Diky tomu jsem jako prvni mohla podat takto uceleny piehled genetiky kandidatnich E3
ubikvitin ligdz, které maji vyznamnou ulohu v regulaci stfevni homeostazy u idiopatickych

stfevnich zanétl, jako je Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida.

Budouci studie v této oblasti jsou zcela nezbytné a diky t€émto védeckym vyzkumiim se
postupem casu s nejveétsi pravdépodobnosti podafi identifikovat diky GWAS vétsi mnozstvi
dalsich citlivych lokust a jejich genetickych variant.

Vzhledem k tomu, ze idiopatickymi stfevnimi onemocnénimi trpi ve svété ¢im dal tim
vice pfevazné mladé populace, tak je velmi zadouci objasnit piesnéjsi patologii a mechanismy
ISZ [18]. A prav¢ identifikace dalSich rizikovych lokusi a nésledujici rozsahlejsi studie jsou

velmi duilezité pro nasledny vyvoj 1€ki a cilenou 1é¢bu téchto onemocnéni.
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