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Abstrakt

Ubiquitin-proteasomovy systém (UPS) je hlavni nelysosomalni proteolytickou drahou
eukaryotickych bunék. Hraje dilezitou ulohu v regulaci fady bunéénych procest, jako jsou
kontrola buné¢ného cyklu, genova transkripce a metabolicky obrat proteinti. Pro degradaci
vétSiny proteinii je nezbytna kovalentni vazba malého hydrofobniho proteinu ubiquitinu.
Ubiquitinace proteinovych substratii zavisi na ubiquitin-aktivaénim enzymu (E1), ubiquitin-
konjuga¢nim enzymu (E2) a ubiquitin-protein ligaze (E2-E3 komplex). Polyubiquitinovy
fetézec je rozeznavan 19 S regula¢ni ¢astici 26 S proteasomu. Zde je polyubiquitinovy fetizek
odstranén pomoci deubiquitina¢nich enzymii (DUB) a molekuly ubiquitinu jsou recyklovény.
Protein urceny k degradaci je premistén do 20 S katalytického jadra proteasomu, kde je
rozStépen.

Proteasom je zodpovédny za odstranéni mnoha nespravné sbalenych proteini. Pokud
vsak tento mechanismus, ktery kontroluje kvalitu proteind, selze, proteiny maji tendenci se
shlukovat a vytvaret stabilni loziska zvana inkluzni téliska. Inkluzni téliska jsou znakem fady
stafeckych neurodegenerativnich chorob. Jsou povazovana za patogenni. Tvorba inkluznich
télisek vsak ve skuteCnosti sniZuje cytotoxicitu vyvolanou proteinovymi agregaty a mize

usnadnit jejich odstranéni pomoci autofagie.

Kli¢ova slova: ubiquitin, proteasom, degradace proteint, agregace, inkluzni téliska,
kvasinky



Abstract

The ubiquitin-proteasome system (UPS) is the major non-lysosomal proteolytic
pathway in eukaryotic cells. It plays an important role in the regulation of many cellular
processes like cell cycle control, gene transcription and protein turnover. For degradation of
many proteins covalent conjugation of small hydrophobic polypeptide ubiquitin is necessary.
Ubiquitination of protein substrates depends on ubiquitin-activating enzyme (E1), ubiquitin-
conjugating enzyme (E2) and ubiquitin-protein ligase (E2-E3 complex). Polyubiquitin chain
is recognized by the 19 S regulatory particle of the 26 S proteasome. Here, polyubiquitin
chain is removed by deubiquitinating enzymes (DUBs) and molecules of the ubiquitin are
recycled. Protein destined to degradation is translocated to the 20 S catalytic core of the
proteasome where it is digested.

The proteasome is responsible for disposal of many misfolded proteins. If this protein-
quality control mechanism fails, proteins tend to aggregate and form stable deposits called
inclusion bodies. Inclusion bodies are a hallmark of many age-related neurodegenerative
diseases. They are thought to be pathogenic. But in fact inclusion body formation reduces

cytotoxicity caused by protein aggregates and it can facilitate their clearance by autophagy.

Keywords: ubiquitin, proteasome, protein degradation, aggregation, inclusion bodies, yeast



Seznam pouzitych zkratek

AAA ATPaza - ATPase associated with various cellular activities
ANKI1 - ankyrin-like repeat

ATP - adenosintriphosphate

CDC48 - cell division cycle 48

Cys - cystein

DNA - deoxyribonucleic acid

DUB - deubiquitinating enzyme

Gly - glycin

HDACG - histone deacetylase 6

His - histidin

Hsp - heat-shock protein

ChT-L - chymotrypsin-like

IFN- y - interferon gamma

IPOD - insoluble protein deposit

IsoT - isopeptidase T

JUNQ - juxtanuclear gquality control compartment
Lys - lysin

MHC - major histocompatibility complex

mRNA - messenger ribonucleic acid

MTOC - microtubule organizing center

p53 - protein 53

PA28 - proteasome activator 28

PA700 - proteasome activator 700

PGPH - peptidylglutamyl-peptide hydrolyzing
PrP%° - prion protein

Pru - pleckstrin-like receptor for ubiquitin

PSG - proteasome storage granule

SPB - spindle pole body

TAP - transporter associated with antigen processing
Thr - threonin

T-L - trypsin-like



Uba - ubiquitin-activating enzyme

UBA doména - ubiquitin-associated domain
UBB+1 - ubiquitin B

Ubc - ubiquitin-conjugating enzyme

UBL doména - ubiquitin-like binding domain
UBP - ubiquitin specific processing protease
UIM - ubiquitin-interacting motif

UPS - ubiquitin-proteasome system



1. Uvod

Degradace je jednou z cest, jak regulovat mnozstvi proteini v buiice a jak udrzovat
proteinovou homeostazu. Hlavnim cytosolickym systémem, jenz zaji§t'uje §t€peni proteinu, je
proteasom. Proteasom ve spolupraci s ubiquitinovym systémem kontroluje polocas Zivota
fady proteini. Substraty ubiquitin-proteasomové drahy jsou $patné sbalené proteiny a dtilezité
regulacni proteiny s kratkou Zivotnosti. Neni divu, Ze poSkozeni tohoto systému muzZe byt pro
buriku fatalni.

Selhani UPS vede k agregaci proteasomalnich substratii a proteinové agregaty funkci
UPS dale zhor$uji, coz mtize ve vysledku vést az k apoptoze postizenych bunék. S tvorbou
proteinovych agregati a inkluzi, ktera Casto Usti v bunéfnou smrt, se setkivame mimo jiné
1 u neurodegenerativnich chorob.

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se pouziva jako modelovy organismus
pro objasnéni bunécnych a molekularnich pochodu v eukaryotickych buiikach. Vyjimkou neni
ani studium vztahu mezi proteinovou agregaci, dysfunkci UPS a cytotoxicitou. Ukazalo se, Ze
fada mechanismu tykajicich se agregace a tvorby inkluznich télisek je evolu¢né konzervovana
od kvasinkovych po savéi buiiky. Poznatky ziskané pii studiu kvasinek by tak bylo mozné

vyuzit pfi hledani farmaceutickych cili v boji s neurodegenerativnimi chorobami.



2. Proteasom

Proteasom predstavuje hlavni extralysosomalni proteolytickou drahu v eukaryotickych
burikach. Je to vysoce uspofadand proteinova soustava sloZzena z minimaln€é 33 rtznych
podjednotek sestavenych do dvou subkomplexti, 20 S katalytického jadra a 19 S regulacni
castice, které dohromady tvofi 26 S holoenzym (viz obr.1). Tento multikatalyticky
protedzovy komplex provadi ubiquitin-dependentni (26 S) i ubiquitin-independentni (20 S)
intracelularni degradaci proteini. Samotna hydrolyza proteinti uréenych k degradaci neni
energeticky naro¢néd aprobihd v katalytickém jadfe proteasomu. Naopak 19 S &astice
vyzaduje energii ze Stépeni ATP. ZajiStuje rozpoznavani ubiquitinovanych substratl,
rozbaluje je a pfesouva do centralni dutiny 20 S proteasomu.

Proteasom se nachazi v jadfe i v cytosolu, a to ve dvou hlavnich formach, 20 S a 26 S.
Tvofi 1% bunécnych proteind. Podle studie Russell et al. (1999) je mnozstvi molekul
proteasomu 15-30 tisic na buriku.

Stépeni vétsiny bunéénych proteint u kvasinek je nevakuolarni proces. Proteasom
katalyzuje hydrolyzu intracelulamich proteinti, ¢imz kontroluje jejich polocas Zivota.
Degradace je jednou z cest jak regulovat mnozstvi cytosolickych proteinti. Proteolyza hraje
roli v regulaci mitotického cyklu, transkripce genti a metabolickych drah. Pro tyto procesy je
nezbytna rychla degradace klicovych regulacnich proteint.

Substraty pro degradaci jsou proteiny s kratkou Zivotnosti jako napf. cykliny ucastnici
se regulace bunééného cyklu nebo transkripéni faktory, dale proteiny s destabilizujicim
N-koncem, nespravné sbalené ¢i poskozené. Bunééné proteiny s abnormalni konformaci jsou
degradovany obzvlasté¢ rychle. V proteasomu kon¢i téZ pomémé velkd cast nové
syntetizovanych proteind. Tyto proteiny se zhruba jednu hodinu po syntéze nachazeji
ve fragilni period¢, kdy jesté nestacily zaujmout spravnou finalni konformaci. Jsou citlivéjsi
k oxidativnimu a termalnimu poskozeni, a tudiZ jsou i nachylné;si k degradaci vyvolané timto
stresem (Medicherla and Goldberg 2008). Kromé rozpustnych proteinti cytosolu a jadra jsou
v proteasomu  Stépeny iSpatné sbalené ¢i poskladané proteiny syntetizované
do endoplazmatického retikula. Takovéto translac¢ni produkty jsou translokovany do cytosolu
a oznaCeny pro okamzitou degradaci. Dal§imi proteasomalnimi substraty mohou byt proteiny
cytoplasmatické membrany. U savcid jsou v proteasomu degradovany proteiny s kratkou
1 dlouhou Zivotnosti, zatimco u kvasinek pouze s kratkou. Proteiny s dlouhou Zivotnosti,

pokud tedy nejsou n€jakym zptisobem poskozené, jsou degradovany ve vakuole.
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VétSina proteind  potfebuje pro proteasomdlni degradaci znacku

polyubiquitinového fetizku. Neni to ale pravidlem. Nékteré oxidované ¢i rozbalené proteiny

(bez sekundami struktury) ubiquitinovy signal nevyzaduji ajsou degradovany ubiquitin-

a ATP-independentnim zplsobem samotnym 20 S proteasomem bez ucasti regula¢niho

komplexu.
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Obr. 1: Stavba proteasomu (pievzato z Rubin and Finley 1995, upraveno)

2.1 Stavba proteasomu

Proteasom je vysoce konzervovana struktura, ktera se sklada z n€kolika komplexi.

20 S proteasom predstavuje katalytické jadro. V buiice se vyskytuje samostatné nebo

s navazanymi regula¢nimi komplexy. Najadro se muze vazat jedna ¢i dvé 19 S castice,
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a vytvaret tak 26 S proteasom zodpovédny za ATP- a ubiquitin-dependentni degradaci
proteini. U sav¢ich bunék se katalytické jadro mtize kombinovat s 11 S regulatorem a tvofit
imunoproteasom, ktery hraje roli v sestfihu antigeni prezentovanych na MHC molekulach
L. t¥idy.

Jadro proteasomu (20 S) predstavuje duty centralni valec sestaveny z 28 podjednotek
ve C¢tyfech heptamernich kruzich. Kruhy jsou tvofeny dvéma typy podjednotek, aap (viz
tab. 1). Kazdy ze dvou vnéjsich kruhti obsahuje 7 a podjednotek a vnitini kruhy maji po 7
podjednotkach. 20 S proteasom je u kvasinek kddovan 14 geny, 7 odliSnych pro a a7 pro
B podjednotky. Centralni oblast je tedy shodna pro vSechny proteasomy v burice.
20 S proteasom je cca 700 kDa velky komplex, jednotlivé podjednotky se svou velikosti
pohybuji v rozmezi 21-32 kDa. Barel mé&fi 11 nm v priméru a jeho délka je 15 nm. Vstupni
otvory do centralni dutiny 20 S proteasomu tvofené vn¢jSimi kruhy jsou velmi uzké,
v pruméru maji 10-20 A (shrmuto Orlowski and Wilk 2000). Centralni dutina obklopena
dvéma vnitinimi B kruhy je tedy oddé€lena od bunécného prostiedi. Katalytickd mista se
nachazeji na B podjednotkach, ale ne na vech. Pouze tfi z nich v kazdém vnitinim kruhu jsou
proteolyticky aktivni a smétuji do centralni komory proteasomu. Tyto tfi typy p podjednotek
jsou syntetizovany jako inaktivni prekurzory. Jejich prosekvence je odstranéna pii dimerizaci
ap kruhovych komplext (Reits et al. 1997). Funkce zbylych B podjednotek zistava zatim
neznama. a podjednotky maji strukturni funkci, jsou dilezité pro spravné sestaveni komplexu.
Ackoliv se a podjednotky degradace piimo neucastni, strukturni integrita je pro
proteolytickou aktivitu proteasomu nezbytna. Pfes o podjednotky 20 S jadro interaguje
s aktivatory proteasomu (19 S a 11 S) (shrnuto Orlowski and Wilk 2000).

Na konce 20 S proteasomu se mohou vazat jedna nebo dvé 19 S cepicky (PA700,
proteasomovy aktivator 700). Tento regulacni komplex je velky pfiblizn€¢ 700 kDa (Russell et
al. 1999, shrnuto Orlowski and Wilk 2000). Role 19 S regulacni ¢astice je rozpoznavani
polyubiquitinového fetézce a jeho odstranéni ze substratovych proteinl, rozbaleni proteinti
ur¢enych k degradaci a jejich piemisténi do 20 S valce. 19 S ¢epicka ma ATPazovou aktivitu
a receptory pro rozpoznavani polyubiquitinového fetézce.

19 S regulator je asymetricky komplex, ktery se sklada ze dvou subkomplext, baze
a zatky. Bazi tvoii Sest ATPazovych podjednotek, Rptl-Rpt6, a ¢tyfi bez ATPazové aktivity,
Rpnl, Rpn2, Rpnl0 a Rpnl3. Zitka je sloZena z deviti podjednotek, Rpn3, Rpn5-Rpn9,
Rpnll, Rpnl2 a Seml. Podjednotky RpnS, 6, 8 a9 vytvateji nezavisly heterotetramerni
subkomplex, podjednotky Rpn6, 9 a 12 jsou lokalizovany na okraji zatky. Rpn6 podjednotka
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je nezbytna pro spravné sestaveni zatky. Kdyz je funkéni komplex sestaven, Rpn6é se uvolni
a odkryva aktivni misto na podjednotce Rpnll, ktera slouzi jako deubiquitina¢ni enzym
(Zn*" dependentni metaloproteaza). Ostatni podjednotky zatky katalytickou aktivitu nemaji.

Funkci zatky 19 S komplexu je tedy deubiquitinace proteinovych substratti (Sharon et al.
2006).

Systematicky Kvasinky Cloveék Aktivita
nazev

al PRS2 Iota/PRS2

a2 PRS4/Y7 C3

a3 PRS5/Y13 C9

a4 PRE6 C6/XAPC7

as PUP2 ZETA

ab PRES C2(PROS-30)

a7 PRSI C8

Bl PRE3 Y/delta/ PGPH
B1-i - LMP2-i ChT-L
B2 PUP1 Z T-L
B2-i - LMP10/MECL-1-1i  T-L

B3 PUP3 C10-11

B4 PREI C7-1

BS PRE2 X/MBI1 ChT-L
B5-i - LMP7-i ChT-L
B6 PRS3 Cs

B7 PRE4 N3

Tab. 1: Podjednotky 20 S proteasomu (pievzato z Orlowski and Wilk 2000, upraveno)

Otazkou je, jak jsou proteiny oznacené polyubiquitinovym fetizkem rozpoznavané.
19 S komplex obsahuje receptory, které takto znacené proteiny vazi. Jednim z receptort je
Rpn 10, cytosolicky protein, ktery muize fungovat jako podjednotka 19 S aktivatoru
(Medicherla and Goldberg 2008). Rpn 10 ma na svém C-konci UIM doménu (ubiquitin-
interacting motif), na kterou se vaze polyubiquitinovy fetézec. Dalsi podjednotkou 19 S
regulacniho komplexu slouzici jako polyubiquitinovy receptor je Rpn 13. Na N-konci tohoto
proteinu je Pru doména (pleckstrin-like receptor for ubiquitin) s velmi vysokou afinitou

Jak jiz bylo zminéno, ATPazovou aktivitu vykazuje Sest spojenych podjednotek baze
19 S komplexu uspotfadanych do kruhu. Tyto proteiny patii do rodiny AAA ATPaz (ATPase

associated with various cellular activities), rozbalovacich enzymi (Thrower et al. 2000).
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Energie z hydrolyzy ATP je vyuzita narozbaleni proteinovych substrati, otevieni kandlu
do dutiny a pfesun rozbalenych proteinii do katalytického jadra, kde jsou degradovany.
Dal§im c¢lenem AAA rodiny hexamerich ATPaz je protein CDC48. Tento
extraproteasomalni chaperon napomaha degradaci rozbalovanim polyubiquitinovanych
proteind (Thrower et al. 2000, Medicherla and Goldberg 2008).

Jednou z funkci proteasomu v savéich buiikach je Stépeni antigennich peptida.
20 S proteasom v kombinaci s 11 S regulacni castici (PA28) vytvafi imunoproteasom.
U kvasinek zatim nebyl objeven Zzadny homolog PA28. V imunoproteasomu dochézi
k nahrazeni tfi typu katalytickych B podjednotek 20 S jadra. Misto X (BS5), Y (Bl) aZ (B2)
podjednotek obsahuje podjednotky LMP7 (B5-i), LMP2 (B1-i) a LMP10O/MECL-1 (B2-i).
Exprese PA28 regulatoru atéchto podjednotek je stejné jako jejich zabudovavani
do proteasomu indukovano interferonem y (IFN- y) (Reits et al. 1997, shrnuto Orlowski and

Wilk 2000).

2.2 Lokalizace proteasomu

Proteasom se nachazi v jadfe i v cytosolu eukaryotickych bunék. Je to velmi pohybliva
struktura a jeho rozmisténi v buiice se méni. V proliferujicich kvasinkovych buiikach je
nejpocetn€j§i  formou 26 S proteasom, ktera odpovida mimo jiné za degradaci
polyubiquitinovanych proteinti s kratkym poloasem rozpadu zahrnutych v kontrole
bunécného cyklu. Na rozdil od mnohobunéénych organismi je u kvasinek v exponencialni
fazi ristu vétSina proteasomu lokalizovana v jadie (Laporte et al. 2008), kde jsou v priibéhu
celého cyklu, u bun€k s pupenem, bez pupenu iu bunék mitotickych (Russell et al. 1999).
V téchto buiikich mizeme proteasom najit po celém jadie kromé jadérka. Cast proteasomil je
téZ rozptylena v cytosolu. Tyto proteolytické komplexy se nachazeji u okraje jadra na vnitini
strané€ jaderné membrany (Wilkinson et al. 1998). Tato studie byla provadéna na kvasinkach
Schizosaccharomyces pombe, které nepuci, ale déli se, anarozdil od Saccharomyces
cerevisiae se pil mitoze jejich jaderny obal nerozpada. Béhem mitézy téchto bunck
proteasomy zustavaji u jaderného okraje. Pii oddaleni vznikajicich jader tvofi proteasomy
stopu mezi obéma novymi jadry a po Case zistavaji jako tecka presné uprostied mezi jadry.
Tato tecka by mohla ptedstavovat zbytkovy ,,pool“ proteasomt, ktery zlistdva pfitomen
po rozdéleni jadernych obald. Pfi meioze proteasomy disociuji od okraje a rozprostiraji se

po celém jadfe mimo jadérko. V prvni profazi maji jadra protazeny tvar. Na opacném konci
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jadra nez je konec vedouci se objevuje tecka, kde je koncentrace proteasomii vyssi nez jinde
v jadre. Behem meidzy I je rozloZeni proteasomii podobné jako pii mitéze (v pozdni anafazi
se tvofi teCka mezi jadry), ale pfi meidze II dochazi k ptesunu proteasomu z celého jadra
do omezené oblasti uprostied jadra mezi separujici se chromozomy. Na konci meiozy z této
oblasti zmizeji a opét se rozprostiraji po celém jadie, dokud se nevytvoii spory. Poté se
pfesunou opé€t na okraj jadra. Rozmisténi proteasomt na jaderné periferii neni kontinualni, ale
pferuSované. Je mozné, Ze pfemisténi béhem meidzy II hraje kontrolni roli v procesu tvorby
spor (Wilkinson et al. 1998).

Po vstupu buiky doklidové faze klesa proteolyticka aktivita, ale mnoZzstvi
proteasomovych podjednotek se nesnizuje. V nedélicich se buiikach Saccharomyces
cerevisiae dochazi k pfemisténi proteasomil. Kdyz se buiiky piestanou d¢lit a piejdou
do klidové faze, proteasomy se zacnou pfesouvat na okraj jadra k jaderné membrang.
Vytvarieji bud’ ostré nepohyblivé tecky blizko jaderného okraje, anebo, coz je pfipad vétSiny
bunék, se nachazeji v cytosolu jako jedna nebo dvé granule, které jsou vysoce pohyblivé. Tyto
struktury se oznacuji jako PSG (proteasome storage granules). V jedné PSG se spolecné
nachazeji podjednotky 20 S 119 S subkomplexu, za inaktivaci proteasomu tedy neni
zodpovédné odlisna lokalizace proteasomovych podjednotek. Rychlost pohybu granuli
postupem casu klesa, ale zvySuje se mnozstvi proteasomovych podjednotek ulozenych v PSG.
PSG slouzi jako cytoplasmatické rezervy a po ukonéeni klidové faze odtud mohou byt tyto
podjednotky rychle mobilizovany. Po vystupu z klidové faze bunky potiebuji degradovat
poskozené proteiny a syntéza novych podjednotek proteasomu by zplsobila zdrzeni ndvratu
do bunécného cyklu, proto nejsou proteasomy v klidu degradovany. Po ukonceni klidové faze
se proteasomy pifesunuji op€t najaderny okraj anasledné¢ dovnitf jadra. U kvasinek
Schizosaccharomyces pombe dochéazi ke stejnému pfemisténi proteasomu pii vstupu
do klidové faze ¢i po navratu do déleni (Laporte et al. 2008).

U savéich bunék je situace ponékud odlisna. Proteasomy se nachazeji v cytosolu,
v jadre kromé jadérka a asociované s membranou endoplasmatického retikula. Proteasomy
jsou vysoce mobilni struktury, volné difunduji cytoplasmou nebo jadrem ATP-nezavislym
zpusobem. Jadernd membrana tvofi selektivni bariéru, kterd pohyb proteasomii omezuje.
Ukazalo se, Ze propousti proteasomy z cytosolu do jadra, ale obracené ne. Tento zpisob
prenosu je velmi pomaly. Velikost jaderného poru (260 Av pruméru) dovoluje proteasomu
projit, aniz by byla néjakym zplisobem poskozena jeho struktura. Velikost 20 S jadra
u kvasinek se udava 113 x 114 A (Reits et al. 1997, Wilkinson et al. 1998). Dalsi mozZnost

vstupu dovniti jadra je béhem bunécného déleni. Pti mitéze se rozpousti jaderny obal
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a proteasomy mohou bez omezeni cestovat skrz celou délici se bunku. Po rozdéleni se jaderna
membrana sestavi a opét brani vyméné proteasomu. Jelikoz se tyto proteolytické komplexy
pohybuji velice rychle, je pravdépodobné, Ze proteiny urcené k degradaci nepotiebuji zadny
signal pro nasmérovani do proteasomu, protoze dfive nebo pozdé€ji dojde ke kolizi proteasomu

a jeho substratu (Reits et al. 1997).

2.3 Proteolyticka aktivita

Proteasom je multikatalyticky proteazovy komplex. Centralni jadro proteasomu
vykazuje tfi klasické enzymatické aktivity: chymotrypsinovou (ChT-L, chymotrypsin-like),
trypsinovou (T-L, trypsin-like) a peptidylglutamylpeptidhydrolyzujici (PGPH) aktivitu. Tyto
katalytické aktivity jsou spojené s riznymi podjednotkami 20 S valce. Proteolyticky aktivni
jsou tfi B podjednotky v kazdém vnitinim kruhu. Pro spravnou funkci je nezbytna pifitomnost
threoninu na N-konci téchto podjednotek. Thr 1 obsahuje nukleofilni hydroxylovou skupinu,
proto proteasom fadime do tfidy N-terminalni nukleofilni hydroldzy. N-koncovy threonin je
nezbytny pro degradaci, ale neni dostacujici. Dalsi nukleofilni skupina, ktera hraje roli
ve fungovani proteolytické aktivity, je na lysinovém zbytku na pozici 33 (Lys 33). Ctyfi B
podjednotky, Pre3 (B1), Pupl (B2), Pre2 (B5) a Pre4 (B7) obsahuji na svém N-konci treonin.
Funkéni jsou pouze B1, B2 a B5, protoze katalyzy se kromé N-terminalniho Thr ucastni jesté
Lys 33. Katalyticky aktivni podjednotky jsou syntetizovany jako propeptidy s prodlouzenym
fetézcem na N-konci, ktery je autokatalyticky odstépen mezi Thr 1 a poslednim Gly
prosekvence po té, co dojde ke spojeni podjednotek proteasomového jadra. Thr 1 je dulezity
pro samotny sestfih.

Nejdulezitéjsi aktivitou v proteasomu je ChT-L. Je téz ze vSech tfi nejvice citliva
k inhibitorim, které se vazi na OH skupinu Thr. Nachazi se na podjednotce B5 (Pre2, X
usavci, LMP7 uimunoproteasomu). ChT-L aktivitu vykazuje téz podjednotka
imunoproteasomu LMP2. Podjednotky s touto aktivitou $té€pi polypeptidy za hydrofobnimi
aminokyselinami. Dal$i enzymatickou aktivitou je T-L napodjednotce B2 (Pupl, Z,
MECL-1), ktera zajiStuje St€peni proteinil za argininem. Posledni aktivitou jadra proteasomu
je PGPH, kdy jsou substraty $tépeny za glutamatem. Je lokalizovana na podjednotce B1 (Pre3,
Y). V imunoproteasomu tuto aktivitu nenalezneme, protoze podjednotka LMP2, ktera

nahrazuje Pre3, ma aktivitu ChT-L.
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Pro spravnou funkci proteasomu jsou potieba i dalsi podjednotky, které se sice samy
neucastni katalytického procesu, ale ovliviiyji aktivni podjednotky tim, Ze s nimi interaguji.
Na T-L aktivité se tedy kromé Pupl podili i B3 (Pup3, 10C-II), na ChT-L B4 (Prel, C7)
a na PGPH B7 (Pre4, N3) (shruto Orlowski and Wilk 2000).

2.4 Imunoproteasom

Jak jiz bylo zminéno dfive, vsav¢ich buiikach ovlivnénych IFN-y muize dojit
k zdaméné¢ Sesti katalytickych B podjednotek =zajiné, k20 S jadru se pfipoji PA28
(11 S regulacni Castice) a vytvaii se imunoproteasom. Jeho funkci je generovat peptidy
prezentované na MHC molekulach I. tfidy imunitnich bunék. Dvé nové P podjednotky
imunoproteasomu jsou kddovéany piimo v MHC lokusu a jejich exprese je indukovana IFN-y.
Vyména podjednotek nema vliv na lokalizaci proteasomu v burice, ale dochazi ke zméné
proteolytické specifity zptisobem, ktery pfispiva k tvorbé peptidovych fragmenti, jez se
mohou véazat na MHC I molekuly. Imunoproteasom nevykazuje PGPH aktivitu, ale je u néj
zvySena aktivita ChT-L a T-L. Roli v procesu tvorby antigennich peptidi mize hrat asociace
proteasomu s membranou endoplasmatického retikula, kdy uvoliiované peptidy jdou piimo
k TAP transportéru (transporter associated with antigen processing) v membrané a jsou

translokovany do lumen endoplasmatického retikula, kde se vazi na MHC I molekuly.
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3. Ubiquitin

VétSina proteini uréenych k degradaci v proteasomu musi byt néjakym zpisobem
oznacena. Degradacni signal pfedstavuje kovalentné navazany ubiquitinovy fetézec. Tato
znacka neni nezbytn€ nutnd, napf. oxidované proteiny ziejmé ubiquitinaci nevyzaduji. Tyto
proteiny jsou ale rozpoznavany a degradovany 20 S proteasomem, nikoli 26 S (Shringarpure
et al. 2003).

Ubiquitin (viz obr.2) je maly vysoce konzervovany polypeptid tvofeny 76
aminokyselinami. Lidsky a kvasinkovy ubiquitin se 1i§i pouze ve tfech aminokyselinovych
zbytcich. Je také velmi stabilni, nepodléha denaturaci zpisobené teplem nebo zménou pH.
Nachéazi se ve vSech eukaryotickych bunikdch bud volny ve formé monomeri ¢i
polyubiquitinovych fetizk(i nebo kovalentné¢ vazany na proteinové substraty. Posttranslacni
modifikace navazanim ubiquitinu méni vlastnosti oznacenych proteinli, méni jejich povrch,
stabilitu, aktivitu i schopnost interagovat s dalSimi proteiny. Takto modifikované proteiny

kon¢i v proteasomu.

N-konec

lysin 63

(C-konec
lysin 48

Obr. 2: Molekula ubiquitinu (pfevzato z http://en.wikipedia.org/wiki/Ubiquitin, upraveno)
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3.1 Proces ubiquitinace

Ubiquitinace proteinli je reverzibilni, deubiquitinatni enzymy znacku odstépi
a molekuly ubiquitinu jsou recyklovany. Proces navazani ubiquitinu na substrat probiha
ve tiech krocich a vyzaduje tfi odliSné tfidy enzymu, E1 (ubiquitin-aktiva¢ni enzym, Uba), E2
(ubiquitin-konjugacni enzym, Ubc) a E3 (enzym rozpoznavajici proteinové substraty). E2
a E3 enzymy byvaji spojeny a vytvaii E2-E3 komplex oznacovany jako ubiquitin-ligaza.

Prvnim krokem procesu je ATP-dependentni aktivace C-konce ubiquitinu a je
katalyzovan E1 enzymem. Mezi reaktivnim Cys zbytkem E1 a C-koncem ubiquitinu vznika
thiolesterova vazba. Ve druhém kroku je aktivovany ubiquitin pfenesen na Cys E2 enzymu.
E3 se vaze na specificky degradacni signal cilového proteinu. Ubiquitin-konjugacni enzym
s navazanym ubiquitinem se dostane do blizkosti substratu, ¢imz je umoznén tfeti krok,
pfenos ubiquitinu na Lys proteinu uréeného k degradaci (viz obr. 3). Ubiquitin je k proteinu
vazan izopeptidovou vazbou mezi COOH skupinou C-koncového Gly ubiquitinu (Gly 76)
a e-aminoskupinou Lys substratu. Pokud proteinovy fetézec neobsahuje zadny Lys zbytek,
na ktery by se mohl ubiquitin navazat, mize se vytvofit klasickd peptidova vazba mezi
C-koncem ubiquitinu a N-koncem proteinu. Tento proces probéhne neékolikrat dokola. Kazda
dal§i molekula ubiquitinu v polyubyquitinovém fetizku se svym C-koncem vaze na Lys
predchazejiciho ubiquitinu.

Pfidani polyubiquitinového fetizku na substrat zahmuje dva kroky s odliSnymi
pozadavky. Zda se, ze jeden ubiquitin-konjugacni enzym neni schopen navézat prvni
molekulu ubiquitinu a zaroven pak fetézec prodluzovat. Existuji tedy dvé odlidné tfidy E2
enzymd. Jedna provadi monoubiquitinaci. Takové enzymy postradaji  specifitu
ke konkrétnimu Lys zbytku, nerozliSuji mezi ubiquitinem a jinymi proteiny, proto by pfi
elongaci mohly tvofit ubiquitinové fetézce s nevhodnou topologii nebo fetézce vétvené.
Druha tfida, ktera ma na starosti elongaci, je naopak velmi specificka. Zajist'uje, Ze ubiquitin
bude navazan pouze na jeden urcity Lys na pfedchazejici molekule ubiquitinu a Zadny jiny.
Pfidani polyubiquitinového fetizku je zavislé na pfitomnosti obou E2 enzymt, E3 enzym
muZze zistat stejny nebo se ménit spolu s E2 (Windheim et al. 2008).

Existuje mnoho izoforem E2 a E3 enzymu s riznou specifitou. Jejich vzdjemnym
kombinovanim se vytvafi spektrum ubiquitin ligdz, jeZ rozeznavaji rizné degradacni signaly.
Vysledkem je fada ubiquitinaénich drah s vysokou substratovou specifitou a Sirokym

spektrem ubiquitinace.
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Obr. 3: Proces ubiquitinace a degradace v proteasomu (pfevzato z Rubin and Finley 1995,

upraveno)

20



3.2 Degradacni signal

Na povrchu S$patné¢ sbalenych nebo denaturovanych proteini jsou vystavovany
neobvyklé sekvence, které jsou rozeznavany E3 enzymy. Degradacni signal mize obsahovat
poskozené aminokyseliny nebo sekvence, jeZ jsou za normalnich okolnosti schované uvnitf
proteinu (napf. hydrofobni oblasti). Degrada¢ni signal se muze vytvafet i na proteinech
spravné sbalenych napf. fosforylaci ur¢itého mista ¢i disociaci proteinové podjednotky. Dalsi
moznosti vzniku degradac¢niho signalu je proteolytické Stépeni peptidové vazby za vzniku
destabilizujiciho N-konce. Dle N-koncového pravidla aminokyselina na N-konci proteinu
urcuje polocas jeho Zivota. Ne¢které aminokyseliny protein stabilizuji, jiné jsou naopak
destabilizujici, a pravé tyto jsou rozeznavany ubiquitin-ligazou.

Ubiquitinovy signal hraje roli v fadé bunéénych procesi, nejdulezitéjsi je jeho funkce
vobratu proteinti, kdy polyubiquitinovy fetézec oznaCuje proteiny k degradaci
v 26 S proteasomu. Ovliviiuje ale i neproteolytické procesy. Ucastni se napi. aktivace
enzymd, transkripénich regulatori, transdukce signald, endocytézy, DNA reparace nebo
vezikularniho transportu. Vyznam polyubiquitinového signalu zavisi na zplisobu spojeni
jednotlivych molekul v fetézci anajeho délce. Molekula ubiquitinu obsahuje sedm
lysinovych zbytki azda se, Ze u kvasinek mohou byt pro tvorbu izopeptidového fetézce
pouzity vSechny (Windheim et al. 2008). Jsou to Lys v pozicich 6, 11, 27, 29, 33, 48 a 63
(Olzmann et al. 2007, citovano z Pickart and Fushman 2004). Retézce spojené vazbou
Gly 76-Lys 48 hraji roli ve smérovani ubiquitinovaného substratu do 26 S proteasomu.
Retézce, kdy se na vazb& podili Lys 63, funguji napf. v signalni transdukeci, postreplikaéni
opravé DNA nebo endocytdze. Pripojeni jedné molekuly ubiquitinu na substrat miize vést
k jeho degradaci ve vakuole (u Zivo¢isnych bunék v lysozomu).

Jak jiz bylo zminéno, ubiquitinové molekuly v fetizku navazaném na proteinech
ur¢enych k degradaci ve 26 S proteasomu jsou spojené pres lysin na pozici 48. Afinita
polyubiquitinového fetézce k proteasomu je zavisla na jeho délce. Minimalnim signalem jsou
Ctyfi spojené molekuly ubiquitinu. S rostouci délkou se afinita zvySuje. Rozeznan muze byt
ubiquitinovy tetramer Uby v jakékoli pozici v fetézci. Delsi fetézce maji tedy vyssi afinitu,
protoZze obsahuji vice moznych tetramer, které se mohou vazat nareceptory
19 S subkomplexu. V experimentu s chimernimi ubiquitinovymi tetramery bylo zjisténo, Ze
¢tyfi molekuly v Uby signélu nejsou rovnocenné. Kazdy ubiquitin v tetrameru s proteasomem

interaguje jinak, a Uby signal proto nemize byt dale délen (Thrower et al. 2000).
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3.3 Ubiquitinové receptory

Vysledny polyubiquitinovy pfivések je rozpoznavan specifickymi receptory 26 S
proteasomu, nasledné je od proteinu odstépen a protein podléha degradaci.

Proteasom obsahuje minimaln¢ dva ubiquitinové receptory pfimo zabudované
v 19 S regulacni ¢astici. Jsou jimi Rpnl0 a Rpn13 podjednotky baze 19 S proteasomu (Sharon
et al. 2006). Tyto receptory maji ve své struktufe oblasti odpovédné za schopnost vézat
polyubiquitinovy fetézec. U Rpnl0 podjednotky to je UIM (ubiquitin-interacting motif)
au Rpnl3 Pru doména (pleckstrin-like receptor for ubiquitin). Kromé téchto dvou vnitinich
ubiquitinovych receptorti existuji jest¢ vnéjsi receptory Rad23, Dsk2 aDdil. Ve svych
strukturach obsahuji UBL doménu (ubiquitin-like binding domain) a UBA doménu
(ubiquitin-associated domain), které zajistuji vazbu ubiquitinové znacky. Zprostfedkovavaji
kontakt s proteasomem, a dovoluji tak témto proteinim fungovat jako vnéjSi ubiquitinové

receptory (Saeki and Tanaka 2008).

3.4 Deubiquitinace

Ubiquitinace je reverzibilni. Po vazbé substratu na proteasom dochazi k odstranéni
ubiquitinového signélu a k jeho recyklaci (viz obr. 3). Tento proces zajistuji specializované
protézy, deubiquitinacni enzymy (DUB), které katalyzuji hydrolyzu vazby mezi Gly 76
ubiquitinu a Lys substratu ¢i mezi jednotlivymi ubiquitinovymi molekulami. Existuje n€kolik
konzervovanych rodin DUB enzymi, znichz nejvétsi je tfida UBP (ubiquitin specific
processing protease). Pro enzymy této rodiny jsou charakteristické kratké konzervativni
sekvence, cysteinové a histidinové boxy, které osahuji vysoce konzervované Cys a His zbytky
dilezité pro katalytickou aktivitu UBP enzymi.

Nékteré deubiquitinaéni enzymy jsou piimo soucasti proteasomu jako napi. Rpnll
nebo Uch2 (lidskym homologem je Uch37). Jiné jsou s proteasomem spojené volnéji, napf.
Doa4 (Ubp4), Ubp6 (lidsky Uspl4). Enzymy, které nejsou integralnimi podjednotkami
proteasomu, obsahuji ve své struktufe UBL doménu, jeZ vazbu na tento multikatalyticky
komplex umoziiuje. Ubp6 a jeho funkéni homolog Usp14 jsou v rodiné UBP enzymi zv1astni
tim, Ze jsou aktivovany az po vazbé k proteasomu (Hu et al. 2005). Asociace DUB enzymu

s 26 S proteasomem hraje roli pii ¢asovém sladéni deubiquitinace a degradace proteinovych
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substrati. Deubiquitinaéni enzymy jsou zodpovédné za uvoliiovani polyubiquitinového
fetézce z oznaCenych proteint. V délicich se kvasinkach Schizosaccharomyces pombe je
hlavnim DUB enzymem Uch2, Ubp6 ma roli spiSe v regulaci aktivity 26 S proteasomu.
U pucicich kvasinek Saccharomyces cerevisiae nebyl homolog Uch2 enzymu nalezen
a hlavnimi DUB enzymy jsou zde Ubp6 a Rpnl1 (Stone et al. 2004).

Pfi deubiquitinaci jsou uvolnény polyubiquitinové fetizky, které je potfeba rozlozit
na jednotlivé molekuly ubiquitinu. Enzymem zajistujicim $té€peni takovychto neukotvenych
polyubiquitinovych fetézci je Ubpl4 (homolog sav¢i isopeptidazy T, IsoT) z rodiny UBP.
Volné ubiquitinové fetézce vznikaji pfi odstrafiovani ubiquitinu ze substratu, touto cestou
vznikaji tetramery nebo delsi oligomerni fetézce. Mohou byt ale téZ syntetizovany de novo,
prevazné dimery a trimery. Ubp14 i IsoT §tépi fetézce od volného C-konce, a piedchazeji tak
jejich akumulaci v buiice. Pokud je enzym nefunkéni, dochazi k hromadéni neukotvenych
fetézcd, které se mohou vazat na proteasomové receptory a branit vazbé ubiquitinovanych
proteind, které maji byt degradovany. Vysoké hladiny nerozlozenych ubiquitinovych fetézch
mohou inhibovat proteasom-dependentni proteolyzu (Amerik et al. 1997). Akumulace oligo-
a polyubiquitinovych fetézci ale neznamena inhibici S$tépeni vSech proteind. Zalezi
na konkrétnim substratu. Proteasomalni degradace nékterych proteini neni v buiikach
s defektnim Ubp14 nijak ovlivnéna (Eisele et al. 2006).

Nekteré enzymy Sté€pi ubiquitinovy fetizek od distadlniho N-konce, ¢imz mohou
degradaci regulovat. Pokud totiz izopeptidaza odStépi ubiquitinovy fetizek diive, nez je
zahajena degradace proteinu, substratovy protein ztraci afinitu k proteasomu a je uvolnén
(Thrower et al. 2000). Ukazalo se, Ze jednim z enzymd, ktery upfednostiiuje zkracovani
polyubiquitinovych fetézci od distalniho konce, je lidsky Uspl4 (homolog kvasinkového
Ubp6) (Hu et al. 2005).
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4. Agregace proteini

Funkéni UPS (ubiquitin-proteasomovy systém) je dilezity pro udrzeni proteinové
homeostaze. Pfi baleni nové nasyntetizovaného proteinu ziskava lineami fetézec
aminokyselin jedine¢nou trojrozmémou strukturu. Protein se snazi najit svou nativni
konformaci s nejvyhodnéj§im energetickym stavem. Tomuto procesu v buiice pomahaji
molekularni chaperony branici nespravnému sbaleni ¢i poskladani. Nicméné se miize stat, ze
protein zaujme konformaci stabilni, ale nespravnou a nefunkéni. Mohou zato genetické
mutace, chyby v transkripci, sesttihu mRNA nebo v translaci. Svoji roli hraji 1 vné€;si faktory
jako oxida¢ni stres souvisejici s aerobnim Zivotem buriky. Proteiny rovnéz denaturuji tepelny
¢1 osmoticky stres. Proto se v bufice nachazi fada Spatné sbalenych proteint, které jsou
substratem pro proteasomalni degradaci.

Aberantni proteiny na svém povrchu vystavuji sekvence, které by za normalnich
okolnosti byly schované uvnitt struktury proteinu a které jim umoziuji tvofit nepfirozené
vazby, vzajemné¢ interagovat a utvafet stabilni shluky. Ubiquitin-proteasomovy systém ma
za tkol takovéto aberantni proteiny degradovat. Pokud je ale tato proteolytickd draha
poskozena a jeji funkce je sniZena, nebo inhibovana, anebo pokud mutantni proteiny vznikaji

ve vysokém mnozstvi a degradacni kapacita proteasomu je piekrocena, proteiny se shlukuji.

4.1 Proteinové agregaty a inkluze

Dysfunkce proteasomu tedy muze vést k agregaci proteasomovych substrati, tim spis,
Ze témito substraty jsou casto aberantni proteiny nachylné ke shlukovani. Napftiklad
proteotoxicky stres vyvolany tepelnym Sokem poSkozuje ubiquitin-proteasomovy systém.
Vytvaieji se dva typy agregatd. Jednim typem jsou mobilni solubilni agregaty, které se
rozpoustéji po obnoveni funkce proteasomu, protoze jsou z nich proteiny odbouravany. Druhy
typ predstavuji velké nepohyblivé shluky. Ty byvaji nerozpustné a pietrvavaji v buiice i poté,
co je zdroj proteotoxického stresu odstranén a UPS je zcela funkéni (Salomons et al. 2009).

Pti selhani UPS jakozto jednoho z mechanismii zodpovédnych za kontrolu kvality
proteini se polypeptidy shlukuji a mohou v buiice i mimo ni vytvafet stabilni loziska
agregovanych proteind (inkluze, inkluzni téliska) (Johnston et al. 1998, Kaganovich et al.

2008, Salomons et al. 2009). Vétsinou se objevuje jedno nebo nékolik malo inkluznich télisek
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na bunku. Vznikaji rizné typy bezmembranovych inkluzi, které se odliSuji svymi vlastnostmi,
lokalizaci ¢i mechanismem vzniku. Tvorba inkluznich télisek neni pouze nahodné
nahromadéni poSkozenych polypeptidi, ale organizovany aktivni proces. Kromé
agregovanych proteinii se v inkluzich nachazeji i molekulamni chaperony (napf. Hsp70)
a slozky UPS (ubiquitin, 19 S i 20 S proteasom) (shrnuto Kopito 2000), coz muize piispivat
k jejich rozpousténi. Inkluze by tak mohly pfedstavovat proteolyticka centra.

Spatng sbalené proteiny se hromadi ve viditelnych intracelularnich inkluznich
téliskach. Rozdéleni mezi rizné inkluze zavisi nafadé faktori, mimo jiné na jejich
rozpustnosti a stavu ubiquitinace. Dle studie Kaganovich et al. (2008) jsou potencialné
toxické polypeptidy nachylné k agregaci rozdéleny do dvou definovanych inkluzi. Jedné
v blizkosti jadra, JUNQ (juxtanuclear quality control compartment) a druhé zvané IPOD
(insoluble protein deposit) na periferii buiiky v blizkosti vakuoly. Ve stresovanych burikach se
juxtanuklearni inkluze vytvati dfive a je béznéjsi i za normalnich podminek. Pokud stresové
podminky pfetrvavaji a dochazi k inhibici proteasomu, vytvari se druhé perivakuolarni
inkluzni télisko na okraji buiiky. I toto ale miZe byt vytvofeno v nestresovych podminkach
a za pfitomnosti funk¢niho proteasomového systému. Zalezi na typu substratovych proteint,
kam Spatné sbalené polypeptidy pijdou. Amyloidogenni proteiny, jako napf. priony nebo
huntingtin (zptsobujici Huntingtonovu chorobu), putuji do perivakuolami inkluze, a to i bez
pasobeni stresu. V juxtanuklearni inkluzi se hromadi piedevS§im rozpustné proteasomové
substraty. Znacné Cast téchto proteind je solubilni a mize volné piechazet mezi inkluznim
téliskem a cytosolem. Proteiny agregované v periferni perivakuolarni inkluzi nemohou
difundovat a vymeéinovat se se zasobami Vv cytosolu, jsou to nerozpustné proteasomové
substraty a amyloidogenni proteiny.

Solubilni nespravné sbalené proteiny zpisobuji redistribuci 26 S proteasomu v burice.
Proteasomy jsou odvedeny do JUNQ, nekolokalizuji vSak s [IPOD. Ze zvySené koncentrace
proteasomu v juxtanuklearni inkluzi je mozné pfedpokladat, Ze tento kompartment hraje roli
v degradaci aberantnich proteinti (Kaganovich et al. 2008).

Pro udrZeni rozpustnosti S$patné sbalenych polypeptidi je dilezitd ubiquitinace.
Ubiquitin-dependentni substraty pro svou degradaci v proteasomu piipojeni ubiquitinu
vyzaduji. Pokud je ale ubiquitinovy systém posSkozen, tyto proteiny se stavaji nerozpustnymi
amisto v JUNQ se shromazd'uji v IPOD inkluzi, a to i za normalnich podminek a absence
inhibice proteasomu. A naopak, polyubiquitinace proteini se sklonem k agregaci, které se

akumuluji v periferni perivakuolarni inkluzi, je dostacujici pro jejich pfesmérovani a uloZeni

25



v JUNQ (Kaganovich et al. 2008). Tento mechanismus rozdéleni poSkozenych proteinii mezi

JUNQ a IPOD inkluze je konzervovan od kvasinek po sav¢i buriky.

4.2 Agresom

DalSim typem intracelularni inkluze konzervované v evoluci je agresom. Agresom
pfedstavuje obecnou odpovéd buiiky na pfitomnost nedegradovatelnych nebo pomalu
degradovanych proteinovych agregati (Johnston et al. 1998). Nespravné sbalené proteiny se
shlukuji do malych agregatt, které jsou rozptylené v cytosolu. Kdyz je proteasom inhibovan,
nebo kdyz dojde k piekroceni jeho kapacity, agregaty se slucuji do jedné stabilni inkluze. Je
to tedy agregat sloZzeny z agregatu (viz obr. 4). Agresom vznika v juxtanuklearni oblasti, rusi
obrys jaderného obalu a vytvari
vném dilek, vekterém je
umistény. Charakteristickym
rysem agresomu  je, ze
kolokalizuje s MTOC
(microtubule organizing center,
u kvasinek nazyvané spindle pole
body, SPB, usav¢ich bunék
centrosom). Tvorba agresomu je
zavisla na mikrotubulech. Malé
agregaty jsou do SPB oblasti
dopravované retrogradnim
transportem  po mikrotubulech

prostfednictvim  molekulového

motoru dyneinu (viz obr: 4).

Po pouziti inhibitord
Obr. 4: Agresom — tvorba a lokalizace (pfevzato ) )
z Kopito 2000, upraveno) polymerizace mikrotubuli (napf.
nokodazolu, benomylu) se

agresom netvofi a agregaty zistavaji rozprostiené po cytosolu. Na jiz vytvofené agresomy ale
depolymerizace mikrotubuli Zadny vliv nema (Johnston et al. 1998, Zaarur et al. 2008, Wang

et al. 2009).
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Znakem typickym nejen pro agresom, ale i pro dal$i inkluzni téliska, je reorganizace
intermediarnich filament, ktera doprovazi formovani téchto inkluzi. Za normélnich podminek
je vimentin (typ intermediarnich filament) v buiice pfitomen ve formé dlouhych vldken. Pti
inhibici proteasomu, kterd spousti tvorbu agresomu, dochazi k masivnimu pfemisténi
intermediarnich filament. Vimentin je kompletné pfesunut do oblasti MTOC, kde tvoti klec
okolo agresomu. Pozorované obklopeni inkluzniho téliska vlakny vimentinu pravdépodobné

brani difazi jeho slozek, a piispiva tak k jeho stabilité (Johnston et al. 1998).

4.3 Smérovani proteini do agresomu

Tvorba agresomu je aktivni bunéény proces. Proteiny vyzaduji signal, ktery zajisti
jejich nasmérovani do téchto inkluznich télisek. Né&které proteiny, jejichz mutantni formy se
podileji na vzniku neurodegenerativnich chorob, maji ve své struktufe dvé sekvence. Jedna je
zodpovédna za tendenci shlukovat se, druha sekvence funguje jako smérovy (cilovy) signal
do agresomu. Exon 1 huntingtinu obsahuje mimo jiné polyglutaminovou doménu (polyQ).
Pokud dojde k mutaci a polyQ doména expanduje, huntingtin vytvafi v cytosolu postizenych
bunék mnohocetné agregaty. PolyQ je tedy agrega¢ni doména. P-region (oblast bohata
na aminokyselinu prolin) v huntingtinu zodpovida za to, Ze agregaty neztlistanou rozptylené
v cytoplasmé, ale soustfed’uji se do jedné perinuklearni inkluze. P-region pfedstavuje smérovy
signal do agresomu (Wang et al. 2009). Synphilin 1 (protein, ktery hraje roli v patogenezi
Parkinsonovy choroby) také vytvati pravé agresomy. Cilovou sekvenci je zde ANK1 doména
(ankyrin-like repeat) (Zaarur et al. 2008). Tyto smérové signaly jsou ptenosné. Jejich
vzajemna vyména mezi huntingtinem a synphilinem 1 ¢i pfipojeni na polypeptid, ktery sam
o sobé tvoii agregaty, vede ktvorbé agresomu. Ve vSech pifipadech je vznik agresomu
spoustén inhibici proteasomu (Zaarur et al. 2008, Wang et al. 2009).

Na cileni aberantnich proteinti do agresomu se podili dalsi protein, parkin, jehoz
mutantni forma zpusobuje Parkinsonovu chorobu. Parkin je ubiquitin-ligdza, ktera
spolupracuje s heterodimernim E2 enzymem UbcH13/Uevla. Polyubiquitinace substratl
fizena parkinem nema degradativni roli. Parkin vytvafi na proteinech polyubiquitinovy
fetézec, kde jsou jednotlivé molekuly ubiquitinu spojeny pfes aminoskupinu na Lys 63. K této
polyubiquitinaci dochazi jesté dfive, nez se substraty dostanou do agresomu, z ¢ehoz mizeme

usuzovat, Ze ubiquitinace neni dusledkem pfitomnosti danych proteinii v agresomu.
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Polyubiquitinovy fetézec spojeny pomoci Lys 63 se vaze na histondeacetylazu 6 (HDAC6).
HDACS6 je dyneinovy adaptorovy protein, vaZze ubiquitinovy fetézec a zarovefi ma doménu
pro asociaci s dyneinem. Pfipojeni na mikrotubularni molekulovy motor dynein zajistuje
retrogradni transport nakladu k minus konci mikrotubuli a dopraveni proteinti do agresomu
(viz obr. 5). Parkin a Lys 63 polyubiquitinace hraji dilezitou roli ve smérovani mutantnich
proteind, které nemohou byt degradovany v proteasomu, do agresomu. Zpusob, jakym jsou

tyto proteiny parkinem rozeznavané, zatim neni znamy (Olzmann et al. 2007).

funkéni proteasom poskozeny proteasom

. -£<

if

26 S proteasom mikrotubulus

Y

degradace proteinu sekvestrace proteimi do agresomu

Obr. 5: Parkin a HDAC6 dependentni doprava aberantnich proteini do agresomu (pievzato

z Olzmann 2007, upraveno)
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4.4 Osud agregatu

Jak bude s proteinovymi agregaty nalozeno, zavisi na jejich vlastnostech, stabilité ¢i
rozpustnosti ve vodé a v detergentech. Vliv na jejich osud ma i typ polypeptidi, z nichz jsou
agregaty tvofeny, a dalSi proteiny a bunécné struktury, které s agregaty kolokalizuji. V fadé
agregatd a inkluzi mizeme najit kromé substratovych proteinti i chaperony (Taylor et al.
2003, Zietkiewicz et al. 2004, Kristiansen et al. 2007, Olzmann et al. 2007, Kaganovich et al.
2008), slozky ubiquitin-proteasomové drahy (Taylor et al. 2003, Holmberg et al. 2004,
Olzmann et al. 2007) ¢i indikatory poukazujici na spojitost s autofagii (Olzmann et al. 2007,
Kaganovich et al. 2008). VSechny zminéné slozky mohou mit vliv na rozpousténi a degradaci
proteinovych agregatu.

Molekuldrni chaperony vykonavaji v buiikach rtizné funkce. Kromé pomahani pti
zaujeti nativni konformace proteind maji vliv i na dynamiku proteinovych agregati. Mohou
agregaci prfedchazet nebo napomahat rozpousténi. Ve studii Krobitsch and Lindquist (2000)
byl zkouman vliv molekulamich chaperonti na distribuci proteinti s expandovanou
polyglutaminovou doménou. Bylo zji§téno, Ze nadprodukce chaperond z rodin Hsp40, Hsp70
a Hsp100 vede ke sniZzené agregaci polyQ-proteinti. Tyto chaperony casto kolokalizuji
s bunénymi inkluzemi, s agresomy, JUNQ, IPOD nebo inkluzemi z polyQ-agregati. Hsp104
(zrodiny Hspl00) nalezeny vIPOD slouzi k disagregaci nebo fragmentaci agregatd
prionovych proteint, v JUNQ inkluzi udrzuji rozpustnost proteinti, aby mohly byt rozbaleny
a znovu sbaleny nebo degradovany (Kaganovich et al. 2008).

Dilezitou ulohu v disagregaci hraje bi-chaperonovy systém Hsp70-Hsp100. Tyto dvé
rodiny chaperonti se spoleéné podileji na uvoliiovani aberantnich polypeptidd z agregati.
Rozbaluji je a umoziuji jim nové sbaleni nebo degradaci. K rozpousténi malych agregati
(zhruba do 100 kDa) stac¢i samotny Hsp70 systém, u vétSich agregati je ale potieba
spoluprace obou rodin. Hsp70 se svymi kofaktory asociuje s agregaty a vytvaii s nimi stabilni
komplex. Ridi pfeuspofadani proteint v agregatu aumoZiuje jejich uvolnéni. Uvolnéné
polypeptidy jsou soukany do kandlu Hspl100 chaperonu. Pti priichodu skrz HsplO0 se
proteiny rozbali. Po opusténi kanalu mohou zaujmout svou nativni konformaci, v ¢emz jim
pravdépodobné pomaha opét Hsp70 (Zietkiewicz et al. 2004).

V bunéénych inkluzich se casto nachazi i ubiquitin, enzymy polyubiquitinacni
kaskady a podjednotky proteasomu (26S, 20S, PA700 avsavcich burikach iPA28
aktivétor). Ubiquitinace polypeptidG v JUNQ inkluzich udrzuje substraty rozpustné, a pfispiva
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tak k jejich rozbaleni aznovusbaleni (Kaganovich et al. 2008). Ubiquitin-ligaza parkin
ve spolupraci s heterodimernim UbcH13/Uevla nema degradativni roli, ale fidi sekvestraci
proteinovych agregati do agresomu, ¢imz pravdépodobné usnadiuje odklizeni
nedegradovatelnych cytosolickych proteinovych substrati pomoci autofagie (Zietkiewicz et
al. 2004, Olzmann et al. 2007). V jadie autofagickou drahu nenajdeme. Mechanismem, ktery
zde kontroluje kvalitu proteind, je UPS. Jaderna ubiquitin-ligaza Sanl (sav¢im ortologem je
UHRF-2) napomaha ubiquitinaci proteinti s expandovanou polyQ doménou, a urychluje tim
jejich degradaci. UHRF-2 asociuje s inkluznimi télisky polyQ-proteind zahrnutych
v patogenezi né€kterych neurodegenerativnich chorob. Urychlenim degradace téchto proteind
chrani buriku pfed toxicitou, kterou zptisobuji jejich aberantni formy (Iwata et al. 2009).

JUNQ fidi redistribuci 26 S proteasomi do téchto juxtanuklearnich inkluzi. JUNQ
inkluze vytvofené v burice piedstavuji hlavni misto koncentrace proteasomid a degradace
aberantnich solubilnich proteinovych substrati (Kaganovich et al. 2008). Také proteiny
nachylné k agregaci (proteiny s rozsifenou polyQ doménou) fidi ireverzibilni piesun
proteasoml do cytosolickych i jadernych agregacnich ohnisek, ktera tyto proteiny vytvareji.
Proteasomy jsou v inkluzich pevné vazané a ztraci svou mobilitu. Proteiny s polyQ expanzi
ale nejsou kompletné hydrolyzovany, ackoliv maji znacku pro S$tépeni. Degradace téchto
proteind je velice pomala, nebo je zcela blokovana, coz mize piispivat ke zhorSené proteolyze
dalich substrati. Navic se z proteasomu mohou uvoliiovat netiplné degradacni produkty
polyQ-substrati, které se mohou hromadit a mit Skodlivy vliv na buiku (Holmberg et al.
2004).

Tvorba agresomu a jinych stabilnich inkluzi sice vétSinou nevede k jejich rozpusténi,
ale hraje roli v odklizeni aberantnich polypeptidi a jejich agregatd z cytosolu, kde by mohly
interferovat s Zivotné dulezitymi bunéénymi procesy a pusobit $kodlivé. Soustfedéni agregati
do jednoho mista mliZe navic pfispivat k jejich odstranéni pomoci autofagie. V fad€ agregati
byla prokazana kolokalizace s indikatory autofagickych vakuol (Kaganovich et al. 2008),
nebo s lysosomalnimi strukturami (Taylor et al. 2003, Olzmann et al. 2007). Castice uréené
k odstranéni autofagii jsou nejprve obaleny membranou. Vznika multilamelarni autofagosom,
ktery fuzuje s vakuolou, nebo lysosomem, a obsah je za tcasti proteolytickych enzymu
rozSté€pen (shrnuto Kopito 2000). Autofagie je povazovana za nespecificky masovy proces
degradace. E3 parkin vybird substraty, které pidjdou do agresomu a nasledné budou
odstranény autofagii. Je tedy mozné, ze parkin timto zplsobem pomaha odstranéni
aberantnich proteind pomoci autofagosomalni drahy a ptispiva k jeji selektivité (Olzmann and

Chin 2008). Navic nékteré bunécné inkluze maji zamezeny pfistup do dcefiné buriky. Pti
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bunécném déleni, kdy jsou v burice ptitomny dvé SPB, agresom kolokalizuje pouze s jednim
z nich. Pfi déleni je agresom zadrZzen v burice matefské, coz mize byt mechanismem pro

postupné odstranéni inkluzi z populace (Kaganovich et al. 2008, Wang et al. 2009).

4.5 Toxické piisobeni agregatu

Agregace aberantnich proteind a dysfunkce UPS spolu souvisi. Agregaty mohou byt
pfi¢inou poskozeni azarovenn produkty nefunkéni proteolytické drahy. Tak jako tak,
akumulace agregovanych proteini zpusobuje globalni poskozeni ubiquitin-proteasomového
systému (Bence et al. 2001, Bennett et al. 2005), ackoliv mechanismus toxického ptisobeni
neni zcela jasny.

Jednou z moznosti je, ze proteinové agregaty piimo interferuji s proteasomem.
Naptiklad stabilni agregaty prionovych PrP* (prion protein) oligomert jsou piili§ velké, aby
prosly kanalem 20 S jadra proteasomu. Mohou ucpavat otvor do proteasomu a interferovat se
vstupem dalSich proteasomovych substratli, coz ve vysledku vede k patologickému poskozeni
postizenych savéich nervovych bunék (Kristiansen et al. 2007). Agregaty proteint
s expandovanou polyglutaminovou doménou (napf. mutantni huntingtin) mohou téz piimo
interferovat s funkci 26 S proteasomu. PolyQ proteiny jsou v proteasomu kineticky chyceny
a jejich degradace je blokovana nebo probiha velmi pomalu. Proteiny s polyglutaminovou
expanzi tak zaméstnavaji tento proteolyticky systém na del$i dobu nezZ jiné substraty, a tim
nepiimo inhibuji proteasomovou aktivitu. Navic se ¢astecné degradované intermediaty mohou
z proteasomu uvolnit a hromadit v buiice, coz mize vést k dalSimu poSkozeni zpiisobenému
proteinovou agregaci (Holmberg et al. 2004).

Prionové proteiny v sav¢ich neuronech specificky inhibuji katalytické B podjednotky
v 20 S jadre proteasomu. Poskozuji vSechny tii proteolytické aktivity, nejvice vSak ChT-L
a PGPH (B5 a Bl podjednotky), vliv na T-L aktivitu je slabsi (Kristiansen et al. 2007).

Ne vzdy agregace proteint interferuje pfimo s UPS. Vysvétlenim nepfiznivého vlivu
agregati by mohlo byt ulozeni slozek ubiquitin-proteasomové drahy do jadernych
a cytosolickych inkluzi. Bennett et al. (2005) vSak uvadi, ze sekvestrace limitujiciho mnozZstvi
komponent UPS neni hlavnim diivodem inhibice systému, protoze ani v jadre, ani v cytosolu
jejich mnozstvi vyznamné neklesa. Taktéz Bence et al. (2001) uvadi, ze agregace nevede

k vyCerpani zasob volného ubiquitinu. Navic se poskozeni projevuje jesté dfive, nez se

31



proteiny do inkluznich télisek shluknou (Bennett et al. 2005). Na druhou stranu, vysledky
studie Salomon et al. (2009) ukazuji, Ze proteotoxicky stres indukovany tepelnym Sokem
porusuje rovnovahu volného ubiquitinu. Ubiquitin je pfipojen na nerozpustné proteasomove
substraty uloZzené v imobilnich proteinovych inkluzich, coz vede k poklesu jeho hladiny (viz
obr. 6). Nedostatek tohoto polypeptidu znemozZiiuje ubiquitin-dependentni proteolyzu
solubilnich substratd. Nadprodukce ubiquitinu vede k obnoveni degradace rozpustnych
proteinil, na nerozpustné agregaty vSak vliv nema. Za dysfunkci UPS je zde tedy zodpovédna
redukce ubiquitinu potfebného k ubiquitinem fizené proteasomalni degradaci (Salomons et al.
2009).

A Zadny stres

ubiguitinindependentri o e
. substrity °
¢ o
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ubiquitin-dependentni y

substréty nichylné peptidové
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k agregaci

Obr. 6: PoSkozeni UPS zpiisobené tepelnym proteotoxickym stresem. Model fungovani UPS za
nepfitomnosti stresu (A) a béhem plisobeni proteotoxického stresu (B) (pfevzato z Salomons et al.

2009, upraveno)
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Mutantni forma ubiquitinu B (UBB+1) také ovliviiuje funkci UPS. UBB+1 je
substratem proteasomu, jeho vysoké hladiny v burice vSak tento systém poSkozuji. Neblokuje
ubiquitinaci jinych proteinli ani pfimo neinhibuje proteasom. Ale méni ubiquitinacni vzory
na n¢kterych UPS substratech, ¢imz ovliviiuje jejich schopnost byt St€pené v proteasomu.
Navic snizuje toleranci k toxickym agregatim pfitomnym v burice. Samotny UBB+1 agregaci
nezpusobuje, ale zvySuje toxicky projev polyglutaminovych agregati. Poskozeni UPS
azmény v ubiquitinaci diky pfitomnosti velkého mnozstvi UBB+1 pravdépodobné vedou
ke $patnému zachazeni s nékterymi toxickymi amyloidogennimi proteiny. Brani jejich
efektivni sekvestraci do velkych nerozpustnych agregati, coz miize byt pro burku fatalni.
Tento mutantni ubiquitin miZeme najit v inkluzich typickych pro Alzheimerovu chorobu
(Tank and True 2009).

Agregace a poSkozeni UPS je kli¢ovou udalosti v iniciaci bunétné smrti v patogenezi
neurodegenerativnich chorob. Kromé akumulace proteint je vysledkem agregace 1 zastaveni
bunééného cyklu v G2 fazi (Bence et al. 2001). Buiky s poskozenou ubiquitin-
proteasomovou drdhou maji snizenou schopnost degradovat dalSi proteasomové substraty,
které jsou dilezité pro spravné fungovani buiiky a jeji pfeziti, jako napf. tumor supresorovy
protein p53. Hypofunkce proteasomu muze zptsobit uvolnéni cytochromu c z mitochondrii
do cytosolu, a aktivovat tak kaspazovou kaskadu, ktera vede k apoptdze postizenych bunék

(Jana et al. 2001).

4.6 Protektivni uloha bunéénych inkluzi

Je ziejmé, Ze produkce mutantnich ¢i jinak poSkozenych proteind nachylnych
k agregaci a tvorba buné¢nych inkluzi souvisi s cytotoxicitou. Ta ve vysledku usti ve zhorSené
prezivani postizenych bunék. Loziska agregovanych proteini miizeme najit v fadé
konformac¢nich neurodegenerativnich chorob. Proto jsou povaZovana za toxicka a patologicka.
Ve skutec¢nosti vSak mize mit tvorba velkych stabilnich agregati protektivni ucinky. Co je
tedy opravdu toxickym agens v postizenych buiikach? Jsou inkluzni téliska $kodliva, nebo
naopak blahodarna?

Nadprodukce aberantnich proteini vede k jejich akumulaci a inhibice proteasomu

indukuje jejich shlukovani do inkluznich télisek. V buiikach exprimujicich mutantni formy
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synphilinu I ¢i huntingtinu se po pouziti proteasomového inhibitoru MG132 vytvofily
agresomy a buriky nevykazovaly znamky proteotoxického poSkozeni. Pokud ale byla tvorba
agresomu znemoznéna odstranénim cilové znacky smeérujici proteiny do agresomu (Wang et
al. 2009) nebo depolymerizaci mikrotubull (napi. Zaarur et al. 2008), vznikaly mnohocetné
mobilni agregaty, které byly pro buriku $kodlivé (Zaarur et al. 2008, Wang et al. 2009). Stejny
vliv méla ztrata funkce ubiquitin-ligdzy parkinu. Neschopnost efektivné oddélit toxické
aberantni proteiny ustila ve zvySenou vnimavost kbunécné dysfunkci indukované
agregovanymi proteiny (Olzmann et al. 2007). SpiSe nez velké inkluze jsou tedy toxické méné
agregované oligomerni intermediaty vznikajici béhem procesu agregace (Arrasate et al.
2004). Poskozeni UPS apozménéna ubiquitinace substratt v disledku zvySené exprese
mutantni formy ubiquitinu UBB+1 miiZe branit rychlému odvodu amyloidogennich proteini
do velkych nerozpustnych inkluzi. To vede ke zvySeni mnozstvi rozpustnych ¢i oligomernich
forem téchto proteintl a ke zvySeni toxicity (Tank and True 2009). TaktéZ prionova toxicita
pozorovana v neuronech souvisi spise s kritickou hladinou oligomert PrP*, které mohou byt
biologicky vice aktivni nez uspofadana amyloidogenni vlakna (Kristiansen et al. 2007).
Mutantni protein Sup35 zplisobuje prionovy fenotyp kvasinek bez ohledu na pfitomnost
pozorovatelnych ohnisek tohoto proteinu. Viditelna ohniska nejsou nutna ani pro propagaci
priond. Do dcefinych bunék jsou pienaseny oligomery mutantniho Sup3S5, které zpisobuji
prionovy fenotyp jak v mateiské burice, tak v buiikach dcefinych (Kawai-Noma et al. 2006).
Rozhodujici vliv na pfeziti maji tedy hladiny difuznich aberantnich proteinti (Arrasate et al.
2004).

Globélni poskozeni UPS zpisobené agregaty je nezavislé na sekvestraci agregati
do inkluznich télisek a projevuje se jesté diive, nez se proteiny do inkluzi shluknou. Tvorbé
inkluznich télisek predchazi posSkozeni ubiquitin-proteasomového systému. Poskozeni této
proteolytické drahy bylo vétsi u bunék, které inkluzni téliska nasledné tvofily, nez u téch,
které je netvorily. Po objeveni inkluzi se funkce ubiquitin-proteasomového systému zlepsila
a jeho poskozeni bylo mensi v neuronech s inkluzemi nez v neuronech bez nich. Z toho lze
usoudit, Ze tvorba inkluznich télisek je protektivni a zlepSuje piezivani postizenych neuronti
(Mitra et al. 2009).

Cytoprotektivni u¢inek velkych inkluzi mize byt zpisoben tim, Ze tvorba inkluzi vede
ke snizeni hladiny difuznich forem aberantnich proteinti (napf. huntingtinu s polyQ expanzi),
které jsou povazovany zatoxické agens (Arrasate et al. 2004). Vyclenéni toxickych
polypeptidi do nerozpustnych bunéénych inkluzi pomaha také vtom, Ze odklizi tyto

polypeptidy z mist, kde by mohly interferovat s chodem buriky. Redukuje jejich interakce
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s jinymi proteiny (Krobitsch and Lindquist 2000) a usnadiiuje odstranéni téchto agregati
pomoci autofagie (Kaganovich et al. 2008). Jestlize agregaty mutantnich proteini poskozuji
funkci UPS, pak jejich sekvestrace do inkluzi a pfesmérovani do jinych proteolytickych drah
muze zlepSit degradaci ostatnich proteasomalnich substrati, acelkové tak snizit zatéz
na buriku. Navic pfechodna inhibice proteasomu by mohla vyvolat adaptivni odpoveéd’, ktera
by buriku chranila pfed dal§im poSkozenim. Tato odpovéd’ by zahrnovala napf. zmény
exprese chaperoni a slozek drahy obratu proteini (Mitra et al. 2009). At uz je mechanismus
pasobeni jakykoliv, vSe nasvédCuje tomu, Ze tvorba inkluznich télisek pfedstavuje

cytoprotektivni odpovéd’ na poskozeni vyvolané nahromadénim aberantnich proteini.
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5. Zavér

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae se ukazaly jako vhodny modelovy organismus
pro studium jak ubiquitin-proteasomové drahy, tak proteinovych agregati a inkluzi. Jsou
vhodné také pro studium vztahu mezi agregaci, degradaci a toxicitou spojenou s poskozenim
bunék. Ackoliv ne vzdy dosahuje poSkozeni kvasinek takové zavaZznosti jako u neuront
(Sharma et al. 2006), s uspéchem se pouZzivaji jako model pro objasnéni toxického pisobeni
proteinil asociovanych s neurodegeneraci.

Toto téma je atraktivni zejména proto, Ze v lidskych nervovych burikach je poskozeni
UPS a depozice lozisek agregovanych mutantnich proteini privodnim jevem fady
konformacnich neurodegenerativnich chorob. Mezi nejzavaznéj$i patfi naptiklad
Alzheimerova choroba, prionovd onemocnéni anebo choroby zplsobené proteiny
s expandovanou polyglutaminovou doménou — Parkinsonismus, Huntingtonova chorea,
spinocerebellarni ataxie a dal$i. Proteiny indukujici tyto choroby jsou navzajem neptfibuzné.
Pro viechny je vSak spolecné ochota shlukovat se a tvofit patogenni agregaty.

Jak tyto toxické proteiny na neurony pusobi? Jak se buriky poskozeni brani? Jakou roli
v procesu neurodegenerace hraje UPS a tvorba stabilnich inkluznich télisek typickych pro tyto
choroby? Objasnéni téchto mechanismi mize pomoci pfi hledani novych terapeutickych

strategii, diky kterym by bylo mozné zminéné poruchy 1é¢it nebo jim predchazet.
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