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Dulezité zkratky

AAA+ ATPases Associated with diverse cellular Activities+, ,,ATPazy asociované s rozmanitymi
bunéénymi aktivitami+*

Afg3l ATPase family gene 3-like, "Genu 3 ATPazové rodiny podobny"

AP Amyloid beta

Cepl Cytochrome c peroxidase 1, Cytochrom c¢ peroxidaza 1

Clp Caseinolytic protease, "Proteaza lyzujici kaseiny", co znamenaji X aPa A

Cox Cytochrome c¢ Oxidase, cytochrom c oxiddza

Cyml Cytosolic metalloprotease 1, "Cytosolicka metaloprotedza 1"

e escherichia coli, pfedzkratkou proteinu oznacuje jeho homolog nalezeny u Escherichia
coli

FtsH Filamentous temperature sensitive H, "Vlaknity protein H citlivy na teplotu”

h human, pted zkratkou proteinu oznacuje jeho lidsky homolog

HSP Hereditary Spastic Paraplegia, "Dédi¢na spasticka paraplegie

HtrA2 High temperature requirement protein A2, "Protein s poZzadavkem na vysokou teplotu
A2")

i-AAA intermembrane space ATPase Associated with diverse cellular Activities, "ATPéaza
mezimembranového prostoru asociovana s rozmanitymi bunénymi aktivitami"

IAP Inhibitor of APoptosis

Icp55 Intermediate Cleaving Peptidase of 55 kDa, "Intermediarni §tépici peptidaza o
molekularni hmotnosti 55 kDa"

IMP Inner Membrane Peptidase, "Peptidaza vnitini membrana"

m-AAA matrix ATPase Associated with diverse cellular Activities, "matrixova ATPaza
asociovana s rozmanitymi bunénymi aktivitami"

MIP Mitochondrial Intermediate Peptidase, "Intermediarni mitochondridlni peptidaza"

Mopl112  Metalloprotease of 112 kDa, "Metaloprotedza o molekuloarni hmotnosti 112 kDa"

MPP Mitochondrial Processing Peptidase, "Mitochondridlni procesujici peptidaza"

MPT Mitochondrial Permeability Transition, "Tranzice permeability mitochondrii"

MrpL32  Mitochondrial ribosomal protein L32, "Mitochondrialni ribosomalni protein L32"

NSF N-ethylmaleimide Sensitive Fusion protein, "Fuzni protein citlivy na N-etylmaleimid"

OmAL Overlapping with the m-AAA protease 1, "Protedza 1 prekryvajici se s m-AAA"

PARL Presenilins-associated rhomboid-like protein, "Rhomboidiim podobny protein asociovany
s preseniliny"

Phb Prohibitin

PINK PTEN-induced putative kinase, Domn¢la kinaza indukovana PTEN

Prd1 Proteinase yscD, "Proteindza yscD"

PreP Presequence Peptidase, "Peptiddza cilicich sekvenci"

SCA28 SpinoCerebellar Ataxia 28, "Spinocerebelarni ataxie 28"

StAR Steroidogenic acute regulatory protein — ,,Akutni protein generujici produkci steroida*

TFAM Transcription factor A, mitochondrial, "Mitochondrialni transkripcni faktor A"

TOM Translocase of the Outer Membrane, Traslokdza vnéj$i membrany

UPR"' Unfolded Protein Response in MiTochondria

Ymel Yeast mitochondrial escape protein 1, "Kvasinkovy tnikovy protein 1"

V textu jsou pouzity jednopismenné zkratky aminokyselin podle International Union of Pure and

Applied Chemistry, na jejich pouziti byva upozornéno pomoci (IUPAC).



1. Uvod

Mitochondrie jsou specifické organely, které plni v eukaryotické burice fadu dulezitych roli. Spolu
s plastidy jsou jedinymi organelami, které maji vlastni DNA nejaderného pivodu. Praveé na zakladé
této skuteCnosti je dnes vSeobecné piijimana teorie endosymbiotického ptivodu mitochondrii, podle
které jsou mitochondrie potomky aerobniho prokaryota, ktery navazal endosymbiotickou interakci
s vetsi anaerobni bunikou (Margulis & Bermudes, 1985). Tento prokaryot byl pravdépodobné ptibuzny
pfedkiim dnesnich o proteobakterii. Jeho splynuti s anaerobni bunikou se zfejmé udalo v pocatcich
evoluce eukaryot, podle jedné z teorii eukaryogeneze dokonce pravé splynuti anaerobniho prokaryota
s aerobnim prokaryotem (budouci mitochondrii) vedlo ke vzniku prvni eukaryotické buiiky (Scheftler,
2001).

Pozice této udalosti na samém koteni eukaryotického fylogenetického stromu poukazuje na zasadni
dalezitost mitochondrii pro eukaryotickou buiiku. VSeobecné zndma je uloha mitochondrii
v energetice builky, v matrix mitochondrie je lokalizovana oxidativni dekarboxylace, B-Oxidace
mastnych kyselin a Krebstv cyklus, ve vnitini membrané mitochondrii jsou zabudovany komplexy
oxidativni fosforylace. Mitochondrie plni i fadu dalSich odvozenych funkci, Casto pro bunku
zasadnich. Jmenujme netfesovou termogenezi, biosyntézu hemd, skladani Fe-S komplexti, proces
zmény propustnosti mitochondridlnich membran (MPT, Mitochondrial Permeability Transition,
,» 1 ranzice Permeability mitochondrii®) — zasadni krok apoptotické drahy, a v neposledni fad¢ ukladani
vapniku do mitochondrii za G¢elem udrzeni jeho nizké koncentrace v cytosolu a tedy i jeho relevance
v bunécné signalizaci (Scheffler, 2001).

Aby mohla mitochondrie plnit své funkce, potiebuje nejen zajistit syntézu (soucinnosti jaderného a
mitochondridlniho genomu) svych piiblizn€ 1000 — 1500 mitochondrialnich proteini (Meisinger et al,
2008), ale také musi kontrolovat, zda syntéza probéhla v potddku a nasledné degradovat Spatné
slozené ¢i prebytecné proteiny a tak regulovat jejich kvalitu, mnozstvi a obrat v organele. Zasadni roli
v téchto procesech hraji jednak dynamické procesy mitochondrialni ,,fusion* (splyvani mitochondrii) a
»fission (rozpad, neni nutné spojeny s replikaci mitochondridlni (mt) DNA), které umoziuji
redistribuci proteintt v mitochondriich v ramci buiiky, a zejména pak proteolyza, kterd umoziluje
degradaci proteint. RozliSujeme neselektivni a selektivni proteolyzu. Pfi neselektivni proteolyze
mohou byt mitochondrie (které se predtim oddélili z vétSich komplexii pomoci mitochondridlni
»fission*) autofagocytovany a nasledné degradovany v lysozomech, nebo ve vakuolach (Mijaljica et
al, 2007). Selektivni proteolyzu obstarava proteolyticky systém mitochondrii. Je zodpovédny za
odstratiovani $patné foldovanych', $patné asemblovanych *¢i prosté nadbyteénych proteint (systém

kontroly kvality mitochondridlnich proteini — v anglickém jazyce znamy jako Quality Control

! Folding se vztahuje k procesu zaujeti terciarni struktury proteinu. Unfoldingem se pak v textu mysli d&j
vedouci k rozloZeni této struktury.
?Asemblaci minime skladani proteinovych podjednotek do kvarternich struktur — proteinovych komplexd.



system), rovnéz zprostfedkovavd maturaci proteini v mitochondriich, zejména odStépenim
specifickych mitochondridlnich cilicich sekvenci proteinti syntetizovanych v cytosolu (Koppen &
Langer, 2007).

Funkéni jednotky proteolytického systému mitochondrii, mitochondridlni protedzy, prostiednictvim
svych — zejména proteolytickych, ale i dalSich — aktivit hraji zasadni roli v biogenezi mitochondrii.
Dysfunkce mitochondridlnich proteaz patfi mezi pti¢iny nékterych zavaznych neurodegenerativnich
onemocnéni, vCetné¢ dédicné spastické paraplegie (HSP, Hereditary Spastic Paraplegia) (Tatsuta &
Langer, 2008), autozomaln¢ dominantni spinocerebelarni ataxie (SCA28, SpinoCerebellar Ataxia 28)
(Di Bella et al, 2010), Perraultova syndromu (Jenkinson et al, 2013) a mozna také Parkinsonovy
(Tatsuta & Langer, 2008) a Alzheimerovy (Teixeira & Glaser, 2013) choroby. Studium funkce
mitochondrialnich proteaz je tak dtlezitym pfedmétem biomedicinského vyzkumu.

Tato prace si klade za cil shrnout soucasné znalosti o vlastnostech mitochondrialnich proteaz a jejich
uloze v biogenezi organely, se zvlaStnim zaméfenim na ATP dependentni AAA+ protedzy (ATPases
Associated with various cellular Activitiest) jako na nejlépe prozkoumanou skupinu v ramci

proteolytického systému mitochondrii.

2. Klasifikace mitochondrialnich proteaz
Selektivni proteolyzu v mitochondriich zajiStuje mitochondrialni proteolyticky systém, sestavajici
z protedz specializovanych na rizné funkce. Vedle maturace proteint a kontroly jejich kvality mohou
tyto protedzy také fungovat v draze vedouci k apoptodze, nebo naopak apoptoézu blokovat, uplatiiuji se
pii spravném skladani komplexti oxidativni fosforylace a v dalSich procesech. Mizeme je klasifikovat
podle riznych hledisek, naptiklad podle jejich lokalizace v jednom ze ¢ty mitochondrialnich
subkompartment (Matrix, vnitini membrdna, mezimembranovy prostor, vnéj§i membrana), nebo
podle jejich prevladajici funkce.

Za osnovu této prace poslouzila klasifikace mitochondrialnich protedz podle Koppena a Langera

(Koppen & Langer, 2007), zalozena na ptedpokladané hlavni vlastnosti proteazy, ptipadné na zptisobu

jeji ¢innosti. Takto mizeme rozdélit mitochondridlni protedzy do Ctyt skupin:

o ATP-dependentni AAA+ proteazy. Na zakladé fenotypli spojenych s absenci téchto proteaz u
kvasinek se rysuji hlavni funkce této skupiny protedz — ucast v systému kontroly kvality
mitochondrialnich proteini a kontrola regulacnich krokii v biogenezi mitochondrii (Koppen &
Langer, 2007). Z vysledkd vyzkumu bakterialnich homologt této tfidy proteaz lze usuzovat na to,
ze ATP je vyuzito krozkladdni (unfolding) proteini a k pfesunu substratu do aktivniho
proteolytického mista proteinu (Baker & Sauer, 2006). Patfi sem i-AAA (intermembrane space
ATPase Associated with diverse cellular Activities), m-AAA (matrix ATPase Associated with

diverse cellular Activities), Lon a ClpXP (Caseinolytic protease) komplexy.



o Procesujici peptidazy nevyzZadujici ke své ¢innosti ATP. Tyto peptidazy odstépuji cilici
sekvence  mitochondridlnich  proteini,  nachdzi se  vriznych  mitochondrialnich
subkompartmentech (Gakh et al, 2002). Patii ssm MPP (Mitochondrial Processing Peptidase),
MIP (Mitochondrial Intermediate Peptidase), IMP (Inner Membrane Peptidase), Icp55
(Intermediate cleaving peptidase of 55 kDa) a fadime sem rovnéz skupinu Rhomboidovych
protedz, z nichz nékteré maji ale i dillezité regulacni funkce (Koppen & Langer, 2007; Teixeira &
Glaser, 2013). Do této skupiny mizeme fadit také peptiddzu Atp23, jeji procesujici aktivita byla
pozorovana na substratu Atp6 podjednotky komplexu FFo-ATP syntazy (Teixeira & Glaser,
2013).

o Oligopeptidazy. Jedna se vétSinou o malo charakterizované proteiny. Jejich existence byla
predpovézena poté, co bylo pozorovano, Ze polypeptidy mohou byt kompletné¢ degradovany
v ramci mitochondrii (Young et al, 2001). Jejich spolecnou vlastnosti je tedy Stépeni peptidi
(typicky peptidovych zbytkil po proteolyze, napiiklad i-AAA protedzou (Kambacheld et al, 2005),
na aminokyseliny. Patfi sem zejména metalopeptidaza PreP (Presequence Peptidase, zndima také
jako Mop112, Metalloprotease of 112 kDa, nebo Cym1, Cytosolic metalloprotease 1) a thimetova
peptidaza PrD1 (Proteinase yscD, zndma také jako saccharolysin, a jeji lidsky homolog jako
neurolysin), nachazejici se v mezimembranovém prostoru mitochondrii a Lap3, zndma také jako
hydroléza bleomycinu, lokalizovana v matrix (Koppen & Langer, 2007).

o Ostatni proteazy. Nevyhovuji vySe uvedené klasifikaci. V textu bude pojedndno o OmAl
(Overlapping with the m-AAA protease 1) a HtrA2 (High temperature requirement protein A2).

3. ATP-dependentni AAA+ proteazy

ATP dependentni AAA+ protedzy sestdvaji obecné ze dvou casti, ATPazové (vyuziva hydrolyzu ATP
jako zdroj energie) a proteolytické (Stépeni peptidové vazby). ATPazova a proteolytickd funkce se
muize nachdzet na riznych doménach jednoho fetézce (komplexy m-AA, i-AAA, Lon), nebo na
specializovanych podjednotkéch kvartérni struktury (Clp proteazovy komplex) (Hanson & Whiteheart,
2005). AAA+ proteazy muzeme tiidit podle toho, kde byly lokalizovany. Mame pak protedzy matrix
mitochondrii (Lon, Clp) a proteazy vnitini mitochondridlni membrany (i-AAA, m-AAA). Jiné
hledisko umoznuje zatadit ATP-dependentni protedzy do vysoce konzervovanych rodin spolu s tizce
pfibuznymi bakteridlnimi homology — mame pak tfi velké rodiny — Lon proteazy, Clp proteadzy a
proteazy homologické s FtsH (Filamentous temperature sensitive H; vice nez 40% homologie podle
Langer, 2000, patii sem i-AAA a m-AAA proteazy) (Koppen & Langer, 2007).

K hlavni funkci AAA+ protedz — degradaci mitochondridlnich proteini proteolyzou — je nezbytna
¢innost ATPazy. AAA+ proteazy patii mezi komorové proteazy (viz Obr.le); protedzové podjednotky
jsou strukturalné usporadany jako duté oligomery prstencovitého tvaru, uvniti kterych dochazi

k proteolyze (v takzvané degradacni komote — proto komorové protedzy). Vstup do dutiny oligomeru



— degradacni komory, je pro substrat — protein ve slozené konformaci — pfili§ tésny. Zde ptichazi ke
slovu ATP4za, obvykle rovnéz prstencovitého tvaru s axidlnim porem, kterd dany enzym denaturuje a
translokuje do degradacni komory, muze vSak také rozsifovat vstup do této komory v proteazové
podjednotce (Sauer et al, 2004). Napiiklad pokusy na proteazové podjednotce bakterialni Clp (ClpP)
ukazaly, Ze samotna proteaza neni schopna u¢inné degradovat svilj substrat, pottebuje ke své ¢innosti

ATPézu (Thompson & Maurizi, 1994).
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Obrazek 1: a. Sekundarni struktura AAA domény (obdélniky odpovidaji a-helixim, Sipky B-
listim), a klicové funkéni elementy domény zobrazené¢ paralelné ksekundarni struktute.
b. Schematické zobrazeni prostorového uspofadani komponent sekundarni struktury z 1.a. (Iyer et
al, 2004, podle Hanson & Whiteheart, 2005) c. Prostorovy model AAA domény proteinu NSF,
vramci domény vyznaceny komponenty sekundarni struktury cislované podle obrazku 1.a.
d. Jako 1. c., tentokrat vSak s vyznaenymi kli¢ovymi elementy podle Obr. la. (Lenzen et al,
1998, podle Hanson & Whiteheart, 2005) e. Celkova struktura komorové proteazy, zde
konkrétné HslUV. (Sauer et a,2004 podle Sousa et al, 2000). Bliz$i komentaf v textu.

Zatim co proteolytickd Cast AAA+ protedzy potifebuje ke své Cinnosti ATPazu, ATPéazové
podjednotky mohou vobmeénénych rolich fungovat i samostatng. Naptiklad vyzkumy na ClpA
ATPazovych podjednotkach ukazaly, Ze funguji i samostatné jako chaperony (Wickner et al, 1994).

Spolecnym strukturnim znakem ATP dependentnich proteaz je doména AAA+ (viz Obr. la., b.,
prostorova struktura Obr. Ic., 1d.). Tato doména sestavd ze dvou subdomén, a-helikalni subdomény
na C konci a Rossmanova o/f foldu na N konci. Sekundarni struktura Rossmanova foldu je tvorena
sttidajicimi se alfa helixy a paralelnimi  listy. Tercidrni struktura foldu pak pfipomina klin, ve kterém
jsou B-listy usporadany stabilné v potadi B5-B1-p4-B3-B2 (Viz Obr. 1b.) Mnozstvi a helixti mezi
jednotlivymi B listy se lisi v z&vislosti na konkrétnim proteinu, na kterém se AAA+ doména nachazi.

N-termindlné od o-helixu 0 se nachdzi konzervovany motiv N-linkeru, pfispivajici k vazbé
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adeninového kruhu ATP. Pro vazbu ATP pak maji hlavni vyznam Walker A a Walker B motivy, které
se nachazi dale smérem k C konci od N-linkeru. Na Walker A se nachazi P-smycka, ktera ptimo
interaguje s fosfaty ATP. Cini tak ziejmé pomoci lysinu v konsenzualni sekvenci GXXXXGK(T/S)
(IUPAC), nebot’ mutace v této doméné obvykle eliminuje ATPazovou aktivitu. Walker B motiv
obsahuje hhhhDE sekvenci (IUPAC, h zde znamena hydrofobni), aspartatovy zbytek této sekvence
koordinuje Mg”" kationty, které jsou nutné pro zdarny priibéh hydrolyzy ATP, zbytek kyseliny
glutamové by mél aktivovat vodu pro hydrolyzu. Pokrac¢ujeme li dal smérem k C konci, narazime na
SRH, neboli Second Region of Homology. Tento region se nenachazi zachovany cely u vSech AAA+
proteind, ale vzdy mtiZeme nalézt alesponn obdobné struktury. V N-koncové casti SRH se nachézi
Senzor 1, v terciarni struktufe je tento element umistény mezi Walker A a Walker B motivy, interaguje
s Walker B a y-fosfatem ATP (Hanson & Whiteheart, 2005). Mutace kvasinkové protedzy NSF (N-
ethylmaleimide Sensitive Fusion protein) ukazaly, ze Senzor I je nezbytny k hydrolyze ATP (Steel et
al, 2000). Na C konci SRH se nachazi argininové prsty, v ramci oligomeru se prsty jednoho protomeru
(podjednotky komplexu) ucastni ATP-vazebného mista na sousednim protomeru. C-koncova o-
helikalni doména sestava z nékolika alfa helixd a nachazi se nad $irSim koncem Rossmanova foldu,
tvoric Castecné vicko nad ATP-vazajicim mistem foldu. V ramci o-helikalni domény se nachazi
Senzor 2, jehoz soucasti je nabitd aminokyselina (Casto arginin), kterd interaguje piimo s y-fosfatem
ATP. Vramci AAA+ hexameru se Senzor 2 nachazi blizko Rossmannova foldu sousedniho
protomeru. Spolu s argininovymi prsty SRH tak mizou nabité zbytky Senzoru 2 zprosttedkovavat
konformac¢ni zmény mezi protomery oligomeru. (Hanson & Whiteheart, 2005) Indukované mutace
v Senzoru 2 potvrzuji roli tohoto regionu v hydrolyze ATP a unfoldingu proteinti (Joshi et al, 2003).
Strukturni motiv dvou subdomén je vramci AAA+ rodiny konzervovanéjsi, nez struktury v ramci
jednotlivych subdomén (Smith et al, 2004).

Vsechny degradacni procesy v buiice je tfeba kontrolovat. V ptipadé AAA+ protedz je tato kontrola
uskute¢néna hlavné ptes urCitou specificitu v rozezndvani substratu. Rizné AAA+ protedzy vsak
nejsou specializované piimo na urcité tfidy proteind, ale maji preference ke kratkym sekvencim na N
nebo C konci proteinu (Sauer et al, 2004). Napiiklad hmotnostni spektrometrie substratii polapenych
deaktivovanou ATPazovou podjednotkou bakterialni ClpXP (tedy ClpX proteinem) identifikovala
stovky riznych substratt, které rozeznava podle nekolika typti peptidovych signald, tfi motivy byly
lokalizovany na N konci a dva motivy na C konci (Flynn et al, 2003). VEtSi mnozstvi signalil ziejme
umoziiuje jemné&jsi regulaci degradace pomoci Clp (Sauer et al, 2004).

Poté, co ATPazova podjednotka rozezna sviij substrat, mize pfistoupit k jeho unfoldingu. Tento d¢j je
energeticky velmi naro¢ny a probiha jako sled jednotlivych pokusii o rozbaleni proteinu (Sauer et al,
2004). Nekolik studii poukazuje na to, Ze mnozstvi potfebnych pokusti nekoreluje piimo s celkovou
stabilitou proteinového komplexu, ale zavisi hlavné na stabilit¢ domény nachdzejici se za sekvenci

urcujici protein k degradaci (Kenniston et al, 2003; Lee et al, 2001).



Po unfoldingu substratu AAA+ ATP dependentni protedzou nésleduje jeho translokace do degradacni
komory protedzy, kde dochézi ke $té€peni polypeptidového fetézce na kratsi peptidy. Tyto peptidy jsou
nasledné transportovany z mitochondrii, nebo jsou degradovany mitochondridlnimi oligopeptidazami.

Nyni pfistoupime k diskuzi jednotlivych mitochondrialnich AAA+ proteaz.

3.1 CIpXP proteaza
Mitochondridlni AAA protedzovy komplex ClpXP byl lokalizovan v matrix mitochondrii (Corydon et

al, 1998; de Sagarra et al, 1999; Santagata et al, 1999). ClpXP je heterooligomerni komplex sestavajici
ze dvou proteinovych podjednotek ClpX a ClpP, ¢lent rodiny Clp proteini a homologl
stejnojmennych proteind bakterii (Koppen & Langer, 2007). Sekvence lidskych Clp proteint vykazuji
vysokou miru podobnosti s bakteridlnimi sekvencemi, véetné konzervace vSech katalytickych zbytk

Escherichia coli u lidskych Clp (Kang et al, 2002).

3.1.1 CIpX a ClpP: Podjednotky ClpXP komplexu
ClIpP je serinova protedza (Koppen & Langer, 2007), proteolyticka aktivita byla nicmén¢ detekovana

pouze u komplexu ClpXP (Kang et al, 2002), nikoli u samostatného ClpP proteinu (Corydon et al,
1998; de Sagarra et al, 1999; Kang et al, 2005). Tato skutecnost naznacuje, ze mitochondrialni ClpP
podjednotka sama o sob€ nestaci na vykonavani proteolytické funkce. Clp proteaza tedy podobné jako
ostatni AAA protedzy potiebuje ke zdarnému plnéni své funkce nejen proteolytickou podjednotku
ClpP, ale také ATPazovou podjednotku (ClpX), kterd rozeznavd substrat (Kang et al, 2002).
Bakterialni homolog (eClpX) substrat po jeho rozeznani unfolduje a zprostfedkuje jej tak
proteolytickému centru (eClpP). Vzhledem k podobnosti mezi hClpX a eClpX — pfi experimentech
vytvarela hCIpP s eClpX funkéni ClpXP komplex (Kang et al, 2002) — Ize s velkou pravdépodobnosti
usuzovat, ze rovné€z lidskd hClpX substrat po jeho rozeznani unfolduje a zprostfedkuje jej tak
proteolytickému centru hClpP. Na rozdil od nesamostatného fungovani ClpP naznacuje studium
bakterialni ClpX, Ze tato podjednotka mlze vykondvat samostatné funkci chaperonu, tedy bez

asociace do komplexu ClpXP (Wawrzynow et al, 1995).

3.1.2 Genetika a struktura ClpP podjednotky
Gen pro hCIpP podjednotku byl lokalizovan na lidském chromozomu 19 (Bross et al, 1995). Produkt

translace tohoto genu ma molekuldrni hmotnost ~35 kDa. Jakozto mitochondridlni protein kédovany
v jadfe obsahuje Cerstvé translatovany ClpP pro-protein cilici N-koncovou sekvenci nezndmé délky.
Po uspésném navedeni proteinu do mitochondrie je cilici sekvence autokatalyticky (tedy jinym jiz
aktivnim ClpXP komplexem) odstépena (Kang et al, 2004); a zlistdva protomer ClpP o hmotnosti 26
kDa.? Znageni pomoci anti-hClpP protilatek s navazanym zlatem a nasledna elektronova mikroskopie
umoznily lokalizovat ClpP do matrix mitochondrii, a v ramci matrix poukéazaly na zvySeny vyskyt

ClIpP pobliz vnitini vrstvy vnitini mitochondridlni membrany (de Sagarra et al, 1999).

? Corydon et al, 2000 uvadi trochu jiné hodnoty pro atomové hmotnosti ClpP: 37-39 kDa pro translatovany
prekurzor ClpP, 32 kDa po odstépeni cilici sekvence.



hClpP je strukturn€é podobny svému bakterialnimu homologu. (viz Obr. 2a.) Elektronovéd mikroskopie
lidskych ClpXP (déle jen hClpXP) ukézala, ze protomery hClpP samostatné asociuji do prstencovitych
heptamerti o vn&jsim priméru 121 A (de Sagarra et al, 1999), jejichz vnitiek tvoii aktivni
proteolytickd mista, jednd se tedy o komorové protedzy. (Viz Obr. 3a.) Proteolytickd mista tvoii
katalyticka tridda typicka pro serinové proteazy, vpiipadé ClpP ji tvoii Serin 97, Histidin 122 a
Aspartat 171. Proteolytickd mista se nachazi v dutiné¢ heptameru, ktery jednotlivé protomery ClpP
tvoti. Na N konci ClpP protomerti se nachazi hydrofobni sekvence, které se stykaji v misté osniho
otvoru (12 A) do heptameru, nachizi se tak v pozici, kde mohou interagovat sunfoldovanymi
substraty translokovanymi na toto misto chaperonovou ClpX ¢asti ClpXP komplexu. Mutace nebo
delece zbytkli téchto hydrofobnich N-koncovych sekvenci ClpP vedla k drastickému poklesu
proteolytické aktivity ClpXP komplexu. Proto lze pfedpokladat, Ze tyto peptidy se ucastni procesu
translokace substratu do degrada¢ni komory, primarné zprostiedkovavaného ClpX podjednotkami
ClpXP komplexu. N-koncovou sekvenci nasleduji zbytky 8 az 16, které vystupuji nad rovinu
heptameru a jsou rovnéz dilezité pro aktivitu ClpXP komplexu. Na okraji heptamerniho prstence se
pak nachazi specifickd savci C-koncova sekvence dlouhd 28 aminokyselin, tvofi zde smycku, kterd
vy¢niva z povrchu prstence. Aminokyselinové zbytky na zacatku C-koncové domény se dotykaji mista
styku sousednich ClpP protomerti v rdmci heptameru, ovliviiuji tak sklddani (asemblaci) heptameru a

jeho stabilitu (Kang et al, 2004).

PDO07447 PDOO95131 PDOOO09Z PDOOOT TGO
MTP Zn ATPase SSD
A _
T
AAA" domain

Obrazek 2: a. Stuzkovy model hCIpP. Modie N konec, ¢ervené C konec, Ser97, His122, a
Aspl71 zvyraznény v podobé tyCinkovych modeli. (pfevzato z Kang et al, 2004)
b. Domény ClpX. MTP = mitochondrial transit peptide cilici sekvence do mitochondrii

v

3.1.3 Genetika a struktura ClpX podjednotky
Gen pro hClpX podjednotku byl lokalizovan na lidském chromozomu 15. CLPX gen je dlouhy vice

nez 27 kbp a sestdva ze 14 exont a 13 intrond. Prekurzorovy protein vznikly po translaci je dlouhy
633 aminokyselin. Na jeho N-konci se nachazi sekvence cilici prekurzorovy protein do mitochondrii,
kde je tato sekvence odStépena — piedpokladad se, ze mezi 56. a 57. aminokyselinou. Maturované
protomery hClpX pak tvofi prstencovité hexamery. (Viz Obr. 3b.)

Pro strukturu ClpX (Viz Obr. 2b.) je zésadni vySe diskutovany AAA+ modul, sestavajici z SSD
(substrat vazajici) a ATPazové domény. Smérem k N konci od AAA+ modulu se nachézi dalsi dve

konzervované domény s neznamou funkei. Blize k N-konci z nich se nachazi doména, ktera obsahuje



Ctyfi cysteinové zbytky obdobné jako bakteridlni homolog ClpX v této oblasti (Corydon et al, 2000).
Tyto cysteinové zbytky by mohly tvofit zinkovy prst (Gottesman et al, 1993). Vzhledem k tomu, Ze
tento motiv ClpX nebyl nalezen u Saccharomyces cerevisae (van Dyck et al, 1998), kde rovnéz nebyl
nalezen protein ClpP, I1ze se domnivat, Ze se motiv podili na vazbé ClpX na ClpP v ramci ClpXP
komplexu (Corydon et al, 2000).

U purifikovaného mysiho ClpX byla pozorovana samostatna ATPazova aktivita, s K, =~ 25 mM a
Vinax = 660 pmol*min™*mg™. ATPéza je aktivni v pomérné Sirokém rozmezi pH a teploty. (Santagata

et al, 1999).

3.1.4 ClpX a ClpP asociuji do multimernich komplexi
V ptitomnosti hexamert hClpX asociuji heptamery hClpP do dvojic a tvofi tak tetradekamer, ke

kterému se prikladaji hexamery hCIpX — jeden z kazdé strany. Vytvari se tak stabilni Castecné
asymetricky komplex ClpXP (Viz Obr 3c.) (Kang et al, 2005; Kang et al, 2002). Stejné castecné
asymetrické uspotradani sestavajici z hexamerii a heptamerti ma i bakterialni komplex ClpXP a CIpAP,
a nektefi autofi se domnivaji, Ze toto usporadani vede k rotaci hexamert a heptamerd viici sob¢ a tak
vytvaii tah, ktery poméaha translokaci unfoldovaného peptidu do proteolytické komory ClpP (Beuron
et al, 1998).

Obrazek 3: a. Heptamer podjednotek ClpP. Obrazek vznikl zprimérovanim 219
mikrofotografii z elektronového mikroskopu (pfevzato z de Sagarra et al, 1999)
b. Hexamer podjednotek ClpX c. Pohled ze strany na komplex ClpXP, vidime dva
heptamery ClpP, na které ptisedaji ClpX hexamery jeden z kazdé strany. Fotografie b a ¢
z elektronového mikroskopu (pfevzato z Kang et al, 2002).

3.1.5 Funkce lidského CIpXP a jeho patologie
Na rozdil od pomérné rozsédhlych védomosti o funkci bakteridlniho komplexu ClpXP, o funkci

lidského homologu ClpXP zatim mnoho nevime. Dosud bylo identifikovdno jen nckolik substrat
ClpXP (Matsushima & Kaguni, 2012). Vysledky studii ukazuji na zvySenou expresi ClpP za
stresovych podminek a ucast ClpP v signalizaci v ramci mitochondridlni funkéni odpovédi na stres

UPRM" (unfolded protein response in mitochondria). Zda se, ze Clp se podobné jako dalsi AAA+
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protedzy podili na systému kontroly kvality mitochondrialnich proteinii (Haynes et al, 2007; Zhao et
al, 2002).*

V ptipadé ClpX byla dokumentovana vazba tohoto proteinu na inhibitor apoptdézy IAP (Inhibitor of
APoptosis) (Verhagen et al, 2007). Proapoptotickou funkci ClpXP by naznaCovala i neddvna studie na
modelové vieckovytrusné houbé Podospora anserina. Delece genu CLPP pro ClpP podjednotku
ClpXP proteazy vedla k prodlouzeni zivota houby. Fenotyp se vratil do ptivodniho stavu, pokud byla
v houbé¢ indukovéna exprese lidského ClpP homologu (Fischer et al, 2013).

Nova studie identifikovala recesivni mutaci v genu CLPP pro ClpP protein jako jednu z pficin
Perraultova syndromu, heterogenniho autozomalné recesivniho onemocnéni charakterizovaného
ztratou sluchu a selhanim vajecnikG  (Jenkinson et al, 2013). Pfi hledani funkce lidské ClpXP by
mohly pomoci znalosti o specifické expresi podjednotek hClpX a hClpP v nékterych lidskych tkanich,
zejména zvysené expresi v kosternich svalech a v srdci (Bross et al, 1995; Corydon et al, 2000).
Podjednotky ClpX byly nalezeny v mitochondriich v§ech zkoumanych skupin eukaryot, CIpP se vSak
nepodafilo nalézt v mitochondriich kvasinek. Protedza ClpXP tedy zifejmé neni univerzalnim

komplexem eukaryotickych mitochondrii (Nolden et al, 2005; van Dyck et al, 1998).

3.2 Lon Proteaza

Prote4dza Lon se podobné jako ClpXP AAA+ protedza nachazi v mitochondrialni matrix (Suzuki et al,
1994; Wang et al, 1994). Na rozdil od ClpXP se AAA+ i proteazova doména nachazi na jediném
polypeptidu (Hanson & Whiteheart, 2005). Protedza Lon ma stejnojmenny homolog u bakterii
(naptiklad 43% homologie lidské Lon s Lon Bacillis subtilis) a homolog Piml u kvasinek. Je ¢lenem
vysoce konzervované rodiny Lon protedz nachazejicich se ve vSech velkych taxonech od archei pies
eubakterie, houby az po sav¢i mitochondrie a peroxizomy (Koppen & Langer, 2007; Venkatesh et al,
2012).

3.2.1 Doménova struktura
Struktura proteazy Lon neni slozitd, nicméné zde existuji ur¢ité obmény v ramci riznych taxont. Tti

zakladni domény v ramci jednoho polypeptidu Lon vidime na Obrdzku 4. Jedna se o N doménu na N
konci, ATPazovy AAA+ modul a proteolytickou P doménu. N doména rozezndva a vaze substrat,
zaroven se jednd o nejvariabilngjsi ¢ast Lon proteazy v ramci rodiny Lon. AAA+ modul slouzi jako
obvykle k hydrolyze ATP (Venkatesh et al, 2012). P doména ma proteolytickou funkci a je v oblasti
svého aktivniho mista evoluéné konzervovana. Jedna se o serinovou proteazu, mutacni a srovnavaci
studie na eubakterialnich a archedlnich Lon vsak ukdzaly, ze proteolytickou funkci nezprostfedkovava
nejobvyklejsi katalyticka triada Ser-His-Asp. Misto ni se na P doméné nachazi serin-lysinova dyada

(Botos et al, 2004; Cha et al, 2010; Rotanova et al, 2004). Kvasinkové homology Pim1 navic obsahuji

* Zhao et al. ve své studii rovnéz uvadi, Ze spolu s nartistem exprese ClpP nepozorovali paralelni narist exprese
ClpX. To by bylo ponékud v rozporu s pfedchozimi studiemi, které poukazovaly na nezbytnou asociaci ClpP
s ClpX pro vykonavani proteolytické funkce.
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zvlastni vysoce nabitou sekvenci zhruba 50 aminokyselin na rozhrani AAA+ modulu a P domény

(Venkatesh et al, 2012).

Figure 2A
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Obrazek 4: a. Domény a funkéni motivy vramci primdrni aminokyselinové sekvence
lidské mitochondridlni Lon protedzy. MTS — cilici sekvence do mitochondrii — véaze
prekurzor Lon na translokatory na vnéj$i mitochondridlni membrané, které zprostredkuji
translokaci Lon do matrix. N domain je vysoce variabilni doména s ptedpokladanou funkci
rozeznavani a vazby substratu. AAA+ modul obsahuje mista k vazbé ATP a jeho
hydrolyze. P doména obsahuje zbytky serinu a lysinu tvofici proteolytickou dyadu. U Lon
Saccharomyces cerevisae byla nalezena sekvence 54 nabitych aminokyselin mezi AAA+
modulem a P doménou. b. Funkéni hexamer lidské Lon. Stuzkovy model vygenerovan
v PyMol. Pfevzato z Venkatesh et al, 2012. ¢. Nitro hexameru Lon u Thermococcus
onnurineus. Pfevzato z Cha et al., 2010

3.2.2 Genetika, translace, translokace do matrix, maturace a asemblace
Lidska Lon protedza je kodovana jaderné lokalizovanym genem. Produktem translace je prekurzorovy

polypeptid 963 aminokyselin dlouhy, o molekularni hmotnosti 106 kDa (Wang et al, 1993). Na jeho N
konci se nachazi cilici sekvence, kterd slouzi k translokaci do matrix mitochondrie. Jeji predpokladana
délka je 65 aminokyselin, téchto prvnich 65 aminokyselin od N konce obsahuje znaky typické pro
cilici sekvenci do mitochondrii — obsahuje hodné argininovych zbytki a méa schopnost tvorby
amfipatického helixu. Imunoprecipitace maturovanych Lon proteind poskytla protedzy o molekularni
hmotnosti 100 kDa, o 6 kDa nizs$i nez hmotnost prekurzoru Lon. To naznacuje, Ze cilici sekvence

lidské Lon je po translokaci prekurzoru do matrix mitochondrii odstépena (Wang et al, 1994). Proces
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proteolytické maturace byl studovan u Piml protedzy, ve dvou-krokovém procesu je odstépena cilici
sekvence a poté dalSich 61 aminokyselin na C konci (Wagner et al, 1997).

Jednotlivé bakterialni Lon proteiny se v mitochondriich skladaji jako podjednotky do funkénich
hexamert, které vytvaii zvlastni prostfedi pro proteolyticka mista podjednotek oddélené od okolni
mitochondrialni matrix. Radi se tak mezi komorové proteazy, podobné jako ostatni AAA+ proteazy
(Duman & Lowe, 2010; Venkatesh et al, 2012). Proteinové jednotky kvasinkového PIM1 homologu
asociuji do funkénich castecné asymetrickych otevienych heptamernich prstenct (Stahlberg et al,
1999). Na zakladé srovnavacich studii sekvenci lidskych Lon s kvasinkovymi Piml a bakterialnimi
Lon homology se Ize domnivat, Ze lidské Lon tvofi strukturné funkéni hexamery, podobné jako jejich
bakteridlni homology. (viz Obr. 4b.) Dalsi studie jsou vSak potfeba pro potvrzeni téchto teoreticky
zalozenych domnének (Venkatesh et al, 2012).

3.2.3 Aktivita
Studie bakterialni Lon ukazaly, Ze protedza je schopna Stépit velmi kratké peptidy bez pfitomnosti

ATP (ale za pfitomnosti iontd Mg>", Ca®>", nebo Mn”"), navazani ATP nicméné peptidazovou aktivitu
vyrazné stimuluje (Waxman & Goldberg, 1985). Vazba ATP a jeho hydrolyza je pak nezbytna, aby
mohlo prob&hnout $tépeni peptidovych vazeb proteinovych substrati. Mechanismus ATP-dependentni
proteolyzy Lon tedy pravdépodobné odpovida obecnému mechanismu znamému u AAA+ protedz
(Venkatesh et al, 2012). Krystalograficka analyza archealni Lon protedzy Thermococcus onnurineus
nicméné naznacuje existenci vyznamnych rozdild ve srovnani s nékterymi AAA+ protedzami,
napiiklad z rodiny Clp. Na apikalni strané¢ hexamerniho komplexu se nachéazi vstup do jeho nitra, do
komory hexameru, vramci niz pak neexistuje zadné zvlaStni oddé€leni mezi ATPazovou
(chaperonovou) a proteolytickou ¢asti. (viz Obr. 4c.). Autofi argumentuji, Ze tento model 1ze vztdhnout
na Lon proteazy obecné, a Ze by mohl vysvétlovat §t€épeni nativnich proteinii Lon protedzou bez jejich
pfedchoziho undfoldingu (Cha et al, 2010), jak jej pozorovala Ondrovicova et al, 2005

Fenotypy spojené s deleci kvasinkového homologu Lon protedzy Piml zahrnuji nefunkéni
mitochondrialni genom, niz§i ATP-dependentni proteolyzu (Suzuki et al, 1994), neschopnost vyuzivat
nefermentovatelny substrat jako zdroj uhliku (Van Dyck et al, 1994) a akumulaci elektrondenznich
inkluznich télisek v mitochondrialni matrix (Bayot et al, 2010). RNAi knockdown Lon v kulturach
bun¢k Drosophila sp. vede knartistu oxidovanych proteini v mitochondriich (Matsushima et al,
2010), v lidskych fibroblastech bylo pozorovano, ze absence Lon vede ke znacnému poskozeni
mitochondrialnich funkei, k zavislosti postizenych bun€k na anaerobnim metabolismu a ¢asto (ackoli
ne univerzalné) i k apoptoze (Bota et al, 2005). VSechny tyto fenotypy naznacuji vyznamnou roli Lon
protedz v biogenezi mitochondrii. Protedzy rodiny Lon rozeznéavaji Spatn€ slozené nebo posSkozené
proteiny, zahajuji jejich kompletni proteolyzu, a tak zabranuji jejich akumulaci a jejich Skodlivym

ucinkiim na mitochondrialni procesy (Koppen & Langer, 2007).
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3.2.4 Rozmanité funkce Lon proteazy a jeji patologie
Proteomické pfistupy na modelu Saccharomyces cerevisae umoznily identifikovat mnozstvi

oxidativné poskozenych proteinti jako substraty Piml, kvasinkového homologu Lon, v¢etné proteinti
s antioxidantnimi vlastnostmi a enzyml mitochondridlniho metabolismu, zejména podjednotek
pyruvat dehydrogendzového komplexu a dychaciho fetézce (Bayot et al, 2010). Lon protedzy se tedy
ucastni systému kontroly kvality mitochondrialnich proteind, a to zejména za stresovych podminek.
Byla pozorovana klicova role proteazy Piml pfi degradaci polypeptidi modifikovanych ROS
(reaktivnimi kyslikovymi molekulami) (Bender et al, 2010). K indukci exprese lidské Lon dochazi za
stresovych podminek teplotniho Soku, vyhladovéni (serum starvation) a zvySené koncentrace
zminénych ROS (Ngo & Davies, 2009).

Lon ma schopnost vazby na DNA. Tato schopnost je zachovana od bakterialnich Lon az po
mitochondrialni Lon protedzu cloveéka. Piesto vSak byla DNA vazebna doména zatim identifikovana
jen u bakterii (Matsushima & Kaguni, 2012). U lidské Lon byla pozorovdna vazba na promotory na
obou vldknech mitochondridlni DNA, s preferenci vii¢i sekvencim bohatym na GT, s guaninovymi
bazemi blizko sebe. Sekvence s alespon Ctyfmi takovymi prostorové blizkymi guaniny maji tendenci
tvorit G-kvadruplexy, ctyivlaknové sekvence s usporadanim guanind ve Ctveficich, a vyskytuji se na
mitochondridlni DNA kazdych ptiblizné 150 nukleotidti (Fu & Markovitz, 1998; Chen et al, 2008).
Lon se vazZe na takovato na guanin bohatd mista, a to i mimo promotory. Specifickd asociace Lon s
misty tvoficimi kvadruplexy na jednovlaknové mitochondridlni DNA by mohla fungovat jako
prosttedek, jak pfimét Lon, aby na konkrétnich mistech degradovala proteiny podilejici se na
transkripci a replikaci DNA. Vazba Lon by také mohla slouzit k zavedeni kontrolnich bodd béhem
replikace a transkripce, nebo pfimo inhibovat/aktivovat replikaci a transkripci (Venkatesh et al, 2012).
Mezi substraty Lon patii také dulezity mitochondridlni transkripéni faktor A — TFAM. Studie na
mitochondriich octomilek ukazala, ze RNAi knockdown proteazy Lon vede k nariistu koncentrace
TFAM, a tedy i poméru TFAM:mtDNA, coz nésledné vyusti v inhibici transkripce. ZvySena exprese
Lon naopak vedla ke snizeni koncentrace TFAM. Autofi proto vyvozuji, Ze Lon pfes degradaci TFAM
ovlivituje rovnovdhu TFAM:mtDNA, a takto zprostiedkované reguluje transkripci mitochondridlni
DNA (Matsushima et al, 2010).

Vedle ulohy Lon v systému kontroly kvality mitochondrialnich proteinti a asociace s mtDNA a TFAM
byly identifikovany dalsi substraty Lon, které poukazuji na jeji regulacni funkci v mnoha bunéénych
dgjich.

Za hypoxickych podminek se Lon tcastni vymény Cox4-1 varianty podjednotky Cox4 komplexu IV
dychaciho tetézce (Cytochrom c oxidazy) za Cox4-2 variantu, (Stiburek & Zeman, 2010) ktera je 1épe
optimalizovana pro pfenos elektronti v hypoxickych buiikach (Fukuda et al, 2007). Bylo pozorovano,
ze 1 mutanty Lon s deaktivovanou proteolytickou P doménou jsou schopny se podilet na skladani

proteinovych komplexti véetné komplexu IV (Hori et al, 2002; Rep et al, 1996). To by naznacovalo
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nezavislou chaperonovou aktivitu ATP-vazebnych domén Lon, kterd by mohla byt teoreticky vyuzita i
k inkorporaci Cox4-2 podjednotky do komplexu IV béhem hypoxie (Venkatesh et al, 2012).

V bunkach nadledvin a v gonadach je Lon zodpoveédna za rychly obrat proteinu StAR (Steroidogenic
Acute Regulatory protein) a tak miiZze nepfimo regulovat syntézu steroidnich hormont, nebot’ StAR ve
specializovanych steroidy produkujicich mitochondriich zminénych bunéénych typd dodava
cholesterol do drahy syntézy steroidii (Granot et al, 2007).

ZvySena koncentrace hemu v jaternich mitochondriich stimuluje Lon k degradaci enzymu ALAS-1
(alpha aminolevulinic acid synthase 1 — ,,Syntdza kyseliny alfa aminolevulinové 1), ktery katalyzuje
regulovany krok syntézy hemt a tak ziejmé ptispivd k regulaci biosyntézy hemti v mitochondriich
(Tian et al, 2011).

V jaternich buiikdch krys byl pozorovan pokles exprese Lon a akumulace oxidovanych proteinil
s rostoucim vékem (Bakala et al, 2003). Dlouhodobé zvysena exprese Lon u houby Podospora
anserina vedla ke zvySené rezistence vi€i oxidacnimu stresu a k prodlouzeni zivota u tohoto
organismu. Takovy fenotyp mtzeme vysvétlit vyznamnou tlohou Lon v ochrané proti oxida¢nimu
stresu, a diky tomu ve zpomaleni degradativnich procesti uvnitf mitochondrie, lze si vSak také
predstavit piimou tcast Lon protedzy na inhibici apoptdzy. Protiapoptoticka funkce Lon protedzy by
se tak dostala do kontrastu s pravdépodobnou proapoptotickou (Fischer et al, 2013) ulohou ClpXP
protedzy, diskutovanou vySe (viz ¢ast 3.1.5). Obé matrixové AAA+ proteazy by se takto mohly
protichiidnym zpiisobem podilet na regulaci apoptozy.

Vzhledem k dialezit¢ roli Lon v systému kontroly kvality proteini a v dalSich procesech neni
prekvapivé, ze jeji nefunkCnost je spojena se zasadnimi defekty postizenych mitochondrii u
rozmanitych organizmu (popis nékterych fenotypi viz vyse). Agregace Spatné slozenych proteind a
souvisejici nartst produkce ROS, tedy procesy, kterym pomaha predchiazet mimo jinych faktort i
spravnd funkce Lon protedzy, vedou k mnohym mitochondridlnim onemocnénim. Mutace v genech
vedouci k CastéjSimu vyskytu Spatné slozenych proteini a naslednému onemocnéni v mnohych
ptipadech vedou ke zvySeni exprese Lon, coz bylo pozorovano napiiklad u syndromi MELAS,
MERREF a u Friedrichovy ataxie. Naopak u mitochondrii pacient s HSP byl pozorovan piiblizné¢ 50%
pokles exprese Lon protedazy (Venkatesh et al, 2012). Dalsi vyzkum je nutny k lepSimu pochopeni

souvislosti mezi mitochondrialnimi onemocnénimi a funket, respektive dysfunkci lidské Lon proteazy.

3.3 m-AAA a i-AAA proteazy
Tteti skupinou AAA+ ATP-dependentnich protedz jsou m-AAA a i-AAA proteazy, obé lokalizované

ve vnitini mitochondridlni membrané, m-AAA protedza vycniva svymi aktivnhimi misty do matrix
(odtud m v nazvu), i-AAA protedza do mezimembranového prostoru (intermembrane space, odtud 1)
(Janska et al, 2013). V ramci AAA+ rodiny proteinil spadaji m-AAA a i-AAA protedzy do podskupiny
AAA proteint (Lyer et al, 2004), proto zde na obé¢ proteazy bude odkazovano jako na ,,AAA proteazy*.
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AAA protedzy jsou tvofeny velkymi oligomerni komplexy o molekulové hmotnosti pfiblizné¢ 1 MDa
(Arlt et al, 1996; Janska et al, 2013; Leonhard et al, 1996), slozenymi z podjednotek o molekulové
hmotnosti ~80 kDa (Langer, 2000). VSechny podjednotky riznych typti m-AAA a i-AAA komplext
jsou navzajem homologni ¢leny rodiny AAA/FtsH, v ramci které sdileji jeji clenové od bakterialnich
FtsH proteaz, pfes AAA protedzy kvasinek az po AAA proteazy lidskych mitochondrii vice nez 40%
homologii (Janska et al, 2013). Vzhledem k blizké evolucni ptibuznosti podjednotek m-AAA a i-AAA
komplexd, i k ptekryvajicim se funkcim budou obé AAA proteazy pojednany spolecné.

3.3.1 Isoenzymy podjednotek AAA proteaz
Do AAA/FtsH rodiny patifi mnoho isoenzymi, které mohou nésledné tvofit komplexy v rtiznych

kombinacich. VétSina bakterii obsahuje pouze jeden gen pro AAA/FtsH protein, tii geny byly
nalezeny u kvasinek a lidi, a az 12 v genomu Arabidopsis thaliana (Janska et al, 2013). Lidska i-AAA
je tvofena homooligomery sestdvajicimi z podjednotek YMEIL (blizky homolog Ymel, Yeast
mitochondrial escape protein 1, ktery tvoii homooligomery i-AAA u kvasinek) (Leonhard et al, 1996;
Stiburek et al, 2012). Lidskd m-AAA mize byt tvofena rovnéz homooligomery podjednotek Afg312
(ATPase family gene 3-like), nebo heterooligomery slozenymi z Afg312 a parapleginu, u mysi byla
nalezena jesté Afg3l1, kterd miize tvofit heterooligomery s parapleginem, s Afg312, anebo stejné jako
Afg312 homooligomery (YtalO a Ytal2 tvofi heterooligomery u kvasinek) (Arlt et al, 1996; Koppen et
al, 2007). Funkéni vyznam rozmanitosti téchto isoenzymu je nejasny, pravdépodobné vsak slouzi
k optimalizaci funkce m-AAA v podminkidch rGznych tkdni, kde funguji s mirné rozdilnymi
specificitami vici substratim. Tomu napovida pozorovany tkanoveé specificky vyskyt rGznych
komplexii m-AAA u mysi, stejné jako tkanoveé specificky fenotyp mySiho mutanta postradajiciho
Afg312 (Koppen et al, 2007; Martinelli et al, 2009). Komplementa¢ni studie pak ukdzala, Ze
procesovani lidské OPA1 (OPtic Atrophy 1) GTPazy uméle exprimované v kvasinkach bylo obnoveno
s vétsi efektivitou, pokud byl ke komplementaci mutace pouzit sav¢éi homooligomerni komplex nez
komplex heterooligomerni obsahujici paraplegin (Duvezin-Caubet et al, 2007). To by naznaCovalo

funk¢ni specifika komplexit m-AAA v zavislosti na podjednotkovém slozeni.

3.3.2 Lokalizace a struktura AAA proteaz
Protedzy m-AAA a i-AAA jsou kodovany vjaderném genomu, a lokalizovany ve wvnitini

mitochondridlni membran€ (viz Obr. 5b.). Protedza m-AAA je zakotvena v membrané pies dvé
hydrofobni transmembranové sekvence, s N i C koncem v matrix mitochondrii, i-AAA proteaza
pfechazi pies membranu jen jednou, sN koncem v mitochondridlni matrix a C koncem
v mezimembranovém prostoru (Langer, 2000). Smérem od N konce k C konci (viz Obr. 5a.) se za
transmembranovou sekvenci nachdzi obvyklé podjednotky AAA+ ATP dependentnich protedz,
s aktivnim proteolytickym 1 ATP4zovym mistem na jednom polypeptidovém fetézci (Langer, 2000).

Zhruba 230 aminokyselin dlouhy AAA modul klasicky obsahuje Walker A a Walker B motivy,

podilejici se na vazb¢ a hydrolyze ATP, na C konci AAA sekvence se vSak navic nachazi vysoce
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a. ATPGzOVE, Proteolyticka .
chaperonova  aldivita
aktivita,

i-AAA AAA

MTS ™ WA WB SRH HEXXH

Mitochondria S. cerevisiae Ymelp

m-AAA AAA

B (1)

MTS ™ WA WB SRH HEXXH

Obrazek 5: AAA proteazy. a. Doménova struktura proteinové podjednotky i- (nahote) a
m-AAA (dole) komplexu. AAA — ATPazovda doména, HEXXH — kovovy iont vazajici
sekvence, MTS — cilici sekvence do mitochondrii, SRH — Second region of homology, WA
— Walker A, WB — Walker B. b. Ukotveni AAA protedz v membrang. Podle Langer, 2000.
¢. Prostorovy model vytvoreny na zdkladé krystalové struktury hexamerniho kruhu AAA
domén parapleginovych podjednotek m-AAA komplexu. Pohled dovnitf na ty¢inkovy
model navdazaného ADTP. Prevzato z Karlberg et al, 2009. d. C-sekvence a N-sekvence
zvyraznéné na povrchu FtsH 7. maritima. PD — proteolytickd doména. e. Zpracovani
substratu i-AAA protedzou. Vidime rizné moZznosti navdzani substraitu na N- a C-
sekvence, translokaci substratu (pfipadn€ spojenou s jeho vytazenim z membrany (vlevo),
proteolytickou degradaci substratu a vypusténi peptidi do mezimembranového prostoru.
(1) Cox 20 umoziiuje vazbu Cox2 na N-sekvenci. Spatné slozené (2) a periferni
membranové proteiny (3) se pied asociaci s N-sekvenci rozeznany C-sekvenci. Pohled ze
strany, vidime dv€ podjednotky Ymel hexameru i-AAA, modfe vyznacen YVG motiv
centralniho poru. Podle Graef et al, 2007.
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konzervovand sekvence zvand SRH (Second Region of Homology, ,.druhy region homologie®).
V SRH sekvenci nalezneme dva argininové zbytky, které zasahuji do aktivniho mista AAA modulu
sousedni podjednotky stimulujice tak hydrolyzu ATP. (Hanson & Whiteheart, 2005; Iyer et al, 2004;
Tatsuta & Langer, 2009) Indukované mutace arginind za jiné aminokyseliny vedly ke ztraté
ATPazové aktivity u FtsH protedz bakterii (mutace R315L) (Karata et al, 1999) a u kvasinkovych m-
AAA protedz (mutace R447A, R450A na YtalO podjednotce) (Korbel et al, 2004). Argininové zbytky
na SRH a funkéni asociace podjednotek do oligomert, kterou tyto argininy zprostfedkuji, jsou tedy
nutné k vykondvani ATPazové aktivity (Koppen & Langer, 2007).

Postupujeme-li dale k C konci, nachdzime metalopeptiddzovou doménu M41. Zkoumani krystalové
struktury bakteridlni FtsH ukazalo, Ze M41 obsahuje konsenzualni katalytickou HEXXH sekvenci
(IUPAC), jejiz okrajové histidiny vaZou ionty zinku (Bieniossek et al, 2006). Mutace glutamatového
zbytku v HEXXH sekvenci mySich podjednotek m-AAA (ES67Q u Afg3l1, ES74Q u Afg312, E575Q
u parapleginu) vedly ke ztrat€ proteolytické aktivity (Koppen et al, 2007). Ztrata proteolytické aktivity
nasledkem mutace glutamatu (E559Q na podjednotce Yta-10 a E614Q na podjednotce Ytal2) byla
pozorovéna rovnéz u m-AAA kvasinek (Arlt et al, 1996). Uplna ztrata proteolytické aktivity m-AAA
komplexu vSak byla pozorovana jen tehdy, pokud vSechny podjednotky nesly diskutovanou mutaci,
naproti tomu si heterooligomery obsahujici nemutované podjednotky zbytkovou proteolytickou
aktivitu zachovaly (Arlt et al, 1998; Koppen et al, 2007). Tyto studie tedy naznacuji, Ze — na rozdil od
AAA domén — proteolytické domény pifi vykondvani své funkce nespolupracuji, nebo alespont neni
jejich spoluprace nezbytné nutna pro (¢astecné) zachovani proteolytické funkce komplexu. Asociace
podjednotek do m-AAA oligomeru je nicméné pro proteolytickou ¢innost nezbytna (Arlt et al, 1996).
Jak bylo jiz pojednano vyse, m-AAA a i-AAA jsou funkéni oligomery. Prace zkoumajici strukturu
FtsH komplext bakterii, AAA domény lidského parapleginu (jedné z isoenzymovych podjednotek —
lidskych m-AAA komplexii — viz Obr. 5c.) a nedavno publikované studie struktury m-AAA u kvasinek
vypovidaji o AAA/FtsH komplexech jako o hexamerech, ve kterych jsou proteolytické a ATPazové
(chaperonové) podjednotky usporadany do dvou kruhti nad sebou (Bieniossek et al, 2009; Bieniossek
et al, 2006; Karlberg et al, 2009; Lee et al, 2011; Suno et al, 2006).

3.3.3 Aktivity AAA proteaz
Protedzy m-AAA a i-AAA obecné rozeznavaji Spatné foldované proteiny ¢i neasemblované

podjednotky jako substraty, dalsi faktory vSak ziejmé zajiStujici specificitu proteaz (Koppen &
Langer, 2007).Podstata této specificity neni blize prozkoumana. Pro rozeznani substratu m-AAA/i-
AAA protedzou a zahajeni proteolyzy staci pouze ~20 aminokyselin dlouhy N nebo C konec
vy¢nivajici nad membranu, do prostoru, kde se nachazi proteolyticky hexamer dané protedzy. Proteiny
exponujici unfoldované domény na obé¢ strany membrany, tedy do matrixu i mezimembranového
prostoru mitochondrii, byly kompletné proteolyzovany i pfi inaktivaci jakékoli jedné z obou protedz.

V souhlasu s tim protedzy m-AAA a i-AAA vykazuji prekryv specificity v rozeznavani substratu
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(Leonhard et al, 2000). Pokusy na kvasinkovych i-AAA ukazuji, Ze k rozeznani substratu dochazi
pomoci helixti lokalizovanych smérem k C konci na proteolytické doméné a N-koncové od AAA
domény (v tomto kontextu déale jen C-sekvence, N-sekvence), tyto helixy se vradmci jedné
podjednotky hexameru nachdzi pobliz sebe a tvoii miizovitou strukturu na povrchu vné&jsi strany
hexamerniho vélce m-AAA (viz Obr. 5d.e). Krozeznani jakéhokoli substratu je nezbytnd N-
sekvence, C-sekvence se naopak podili jen na rozeznavani nekterych substratl, v takovém piipade pak
dochézi k vazbé substratu nejprve na C-sekvenci, a az poté na N-sekvenci. S vazbou substratu zfejme
pomahaji i rizné adaptorové proteiny, jednim kandidatem na takovou roli je Cox 20, pfi jehoz absenci
se na rozezndni substratu Cox2 i-AAA protedzou a nasledné na vazbé Cox2 na protedzu podilela C-
sekvence spolu s N-sekvenci, zatimco za pfitomnosti Cox 20 se procesu Ucastnila pouze N-sekvence.
(Graef et al, 2007).

Po rozeznani substratu pomoci N-sekvence dojde k ATP-dependentni translokaci substratu pies
centralni poér hexameru, ktery je tvofen kruhem AAA domén (Koppen & Langer, 2007). Pfi
translokaci pres centrdlni por hraji klicovou roli smycky obsahujici konzervovany motiv. YVG
(aromatickd aminokyselina-hydrofobni aminokyselina-glycin), tyto smycky vy¢nivaji do centra poru,
a v ramci nich zejména tyrosin (Y) v YVG motivu. (Graef & Langer, 2006) ATPazova aktivita AAA
protedz je vyuzivana pro unfoldovani substratl a jejich translokaci do proteolytické komory, podobné
jako u matrixovych proteaz zrodin Clp a Lon, navic je vSak zfejmé€ potfebnd i pro vytaZeni
membranovych proteinit z vnitini mitochondridlni membrany. Mezi podjednotkami kvasinkovych i
lidskych m-AAA byla pozorovana koordinace pii hydrolyze ATP, kterd je zfejmé nutnd pro
energeticky naro¢né vytazeni proteinu z vnitini mitochondrialni membrany (Tatsuta & Langer, 2009).
Polypeptidovy ftetézec, ktery je uspéSné translokovan do proteolytické komory, je nasledné
proteolyticky Sté€pen. Neni pfitom zndmo, jak protedza poznd, zda ma dany polypeptid pouze
procesovat (tedy odstépovat z néj ¢ast za ucelem zmény jeho vlastnosti, naptiklad kviili umoznéni jeho
maturace), ¢i zda ho mad podrobit uplné degradaci (Tatsuta & Langer, 2009). V pfipad¢ uplné
degradace proteinu vznikaji oligopeptidy o molekulové hmotnosti do 3kDa, vétSinou o délce 10 az 20
aminokyselinovych zbytkli (Janska et al, 2013). Produkty mitochondridlnich protedz mohou byt dale
kompletné degradovany na peptidy v rdmci mitochondrii prostiednictvim oligopeptidaz (Young et al,
2001), nicméné u m-AAA a i-AAA proteaz byl pozorovan export peptidii z mitochondrii. Peptidy
generované m-AAA protedzou se nejprve ocitaji v matrix mitochondrii, odkud jsou transportovany
ABC transportérem Mdll do mezimembranového prostoru. Peptidy produkované i-AAA se dostdvaji
do mezimembranového prostoru piimo. Produkty obou protedz nasledné putuji do cytosolu pomoci
komplexu TOM (Translocase of the Outer Membrane) (Langer et al, 2001). Zpracovani proteinu AAA
protedzou popsané v pfedchozich odstavcich shrnuje Obrdzek Se.

Predstava m-AAA/i-AAA komplext jako funkénich hexamerii popsana vyse je presvédciva, nicméne

nevysvétluje zjisténou molekulovou hmotnost m-AAA a i-AAA komplexd o hodnoté pfiblizné 1MDa
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(viz vyse) — respektive u lidskych m-AAA v rozmezi 900 — 2000 kDa (Janska et al, 2013) a u lidskych
i-AAA v rozmezi 600 — 1100 kDa (Stiburek et al, 2012).

Tato molekulovd hmotnost totiz neodpovidd souctu hmotnosti Sesti podjednotek hexamerniho
komplexu, nebot — jak bylo jiz zminéno vySe — molekulovd hmotnost jedné podjednotky je
odhadovana na ~80 kDa (Langer, 2000). Hexamerni komplexy tedy musi in vivo asociovat bud’
s dal§imi hexamery m-AAA, respektive i-AAA, nebo s dalS§imi proteiny/komplexy proteinil (Janska et

al, 2013).

3.3.4 Asociace AAA komplexu s dalSimi proteiny
V souhlasu s druhou zminénou piedstavou byly v superkomplexech s m-AAA identifikovany

prohibitinové komplexy, sestavajici z proteinit Phb1 a Phb 2 (Steglich et al, 1999), u bakterii pak byla
prokazana asociace jejich homologti HfIK a HfIC s FtsH komplexem (Kihara et al, 1996).

Phbl a Phb2 jsou vysoce homologické proteiny s 50% identitou a 60% podobnosti aminokyselinové
sekvence o hmotnostech 32 a 34 kDa, které¢ asociuji do oligomernich komplext (Artal-Sanz &
Tavernarakis, 2009; Nijtmans et al, 2000). Jejich pfedpokladand struktura ma zifejmé podobu
palisddového prstence vystavéného z ~16 heterodimerti — dvojic Phbl aPhb2 podjednotek, o priméru
~25 nm. Homodimerni asociace nebyly pozorovany (Back et al, 2002; Tatsuta et al, 2005). Vyzkum
protein-proteinovych interakci naznacuje funkci prohibitinovych komplexti ve stabilizaci rtiznych
mitochondrialnich polypeptidf, naptiklad podjednotek komplexii dychaciho fetézce (Nijtmans et al,
2000). Ztrata Phb1 nebo Phb2 vedla ke zvyseni intenzity proteolyzy neasemblovanych proteinti vnitini
mitochondridlni membrany zprostiedkované kvasinkovymi m-AAA komplexy, coZ poukazuje na
negativni regulaci proteolytické aktivity komplexu ze strany prohibitind. (Steglich et al, 1999) Je
mozné, ze regulace probihd skrze znesnadnéni pristup substratu k m-AAA hexameru, a/nebo skrze
ovlivnéni jeho lipidického okoli (Koppen & Langer, 2007). S jinou pfedstavou pfisli Nijtmans et al,
2000. Podle nich prohibitiny kooperuji spolu s m-AAA protedzami na foldingu polypeptidd, a pokud
nelze polypeptid spravné slozit, je pfedan protedze m-AAA, kterd zahaji jeho destrukci. ZvySeni
proteolytické Cinnosti m-AAA za nepritomnosti prohibitini by pak vyplyvalo z absence chaperonové
¢innosti prohibitinového komplexu a nésledné nutnosti proteolyzovat vetSi mnozstvi Spatné
foldovanych, respektive neasemblovanych proteind.

Vysokd molekulovd hmotnost lidskych m-AAA komplexi by rovnéz mohla poukazovat na jejich
asociaci s lidskymi prohibitiny — homology kvasinkovych prohibitini Phbl a Phb2 do podobnych
superkomplext, jako je tomu u kvasinek, ackoli pfima pozorovani chybi.

U kvasinkovych i-AAA byla pozorovana asociace do superkomplexi spolu s proteiny Mgr 1 a Mgr 3,
které tvoii adaptorovy komplex a navadi k i-AAA substraty. Sav¢éi homology téchto proteinti nebyly

nalezeny (Dunn et al, 2006; Dunn et al, 2008; Janska et al, 2013).
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3.3.5 Tri skupiny substrati AAA proteaz
Z popisu struktury a mechanismu AAA protedz vyplyva, Ze se jedna o sofistikované vnitrobunécné

stroje, schopné translokace integralnich membranovych proteind, unfoldovani proteint, jejich
procesujiciho Stépeni, stejné jako jejich kompletni proteolyzy, a to i v uzké spolupraci s dal§imi
proteinovymi komplexy. Studie ucasti AAA protedz na skladani komplexu FFo-ATP syntazy u
kvasinek by mohly dokonce naznacCovat, Ze AAA protedzy vykonavaji i na proteolyze nezavislou
chaperonovou funkei pfi sklddani proteinovych komplexti (Arlt et al, 1996; Francis & Thorsness,
2011). Ve vnitini mitochondriadlni membrané¢ se nachazi komplexy dychaciho fetézce produkujici ROS
(reaktivni kyslikové molekuly), které nasledné poskozuji membranové proteiny. Tato skutecnost Cini
z AAA proteédz ustfedni aktéry v systému kontroly kvality mitochondrialnich proteinti, AAA proteazy
se vSak podileji i na fadé dalsich procesii v mitochondriich (Tatsuta & Langer, 2009).

Mnoho substrdti mitochondridlnich AAA protedz bylo identifikovano v kvasinkdch, nicméné
vysledky lze s jistou divérou zobecnit diky znacné evolu¢ni konzervaci funkce AAA protedz —
komplementa¢ni studie na kvasinkdch ukazaly, ze komplexy slozené ze savCich homologii
kvasinkovych podjednotek tsp€sné substituovaly zakladni funkce kvasinkovych m-AAA a i-AAA
protedz (Koppen et al, 2007; Shah et al, 2000). Substraty lze rozdélit do tfi funkcnich kategorii
(Tatsuta & Langer, 2009), a tak ziskat urcity tfidici kli¢ k rozmanitym funkcim mitochondrialnich
AAA proteaz.

Prvni skupinu substratii tvofi membranové proteiny, které jsou Spatné foldované, poskozené(zejména
oxidativne), ptipadné nejsou spravné asemblované do proteinovych komplexii, naptiklad proto, Ze jsou
pfitomné v nefyziologicky zvySenych mnozstvich, a nenachazi tak dostatek potfebnych partnert
k asemblaci do komplexu. Pravé tyto proteiny jsou pfedmétem systému kontroly kvality
mitochondrialnich proteinti, a podléhaji proteolytické degradaci. Dulezité postaveni mezi nimi maji
proteiny dychaciho fetézce, které tvoii velké komplexy slozené zjaderné¢ a mitochondrialng
kédovanych podjednotek. Pokud nékteré z podjednotek téchto respira¢nich komplexti nenachézi
partnera (napfiklad v disledku porusené koordinace exprese obou genomt), nebo se nespravné
asembluji do komplexu, byvaji odbourany AAA proteazami (Tatsuta & Langer, 2009).

Jako substraty podléhajici systému kontroly kvality mitochondridlnich proteini prostfednictvim
kvasinkové m-AAA byly identifikovany Atp6 a Atp9 podjednotky F,Fo ATP syntazy, Cox3
podjednotka komplexu IV dychaciho fetézce (Arlt et al, 1996), Atp7 (Korbel et al, 2004) a AtpS8
podjednotky FFo ATP syntazy, Cob protein a Cox 1 podjednotka komplexu IV dychaciho fetézce
(Guzelin et al, 1996). V ptipade i-AAA protedzy pak byla identifikovana Cox2 podjednotka komplexu
IV dychaciho fetézce (Nakai et al, 1995), Atp3 podjednotka F,Fo-ATP syntdzy (Weber et al, 1995),
Ndel podjednotka komplexu I dychaciho fetézce (Augustin et al, 2005), prohibitiny Phbl a Phb2
(Kambacheld et al, 2005; Nolden et al, 2005b) a proteiny Upsl a Ups2, které reguluji akumulaci
kardiolipinu a fosfatidyletanolaminu (Potting et al); jako substraty lidskych i-AAA pak byly odhaleny
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podjednotky Ndufb6 komplexu 1, ND1 komplexu I a Cox4 komplexu IV dychaciho fetézce (Stiburek
etal, 2012).

U druhé skupiny substrati nedochazi k jejich tiplné degradaci, ale k procesujicimu Stépeni (Tatsuta &
Langer, 2009). Kvasinkovd i savéi m-AAA zprostiedkovavd maturaci MrpL32 (Mitochondrial
ribosomal protein L32) podjednotky mitochondridlniho ribozomu, a to tak, Ze po importu MrpL32 do
mitochondrie $tépi jeho N-koncovou cilici sekvenci. Maturace je podminkou k tomu, aby se MrpL.32
mohlo slozit spolu s dalsimi podjednotkami do funkéniho ribozomu (Nolden et al, 2005). Skrze
maturaci MrpL32 se tak m-AAA neptimo podili na procesech vedoucich k expresi mitochondrialniho
genomu, ktery koduje klicové podjednotky komplexii dychaciho fetézce. Nefungujici translace téchto
podjednotek tak zvelké casti vysvétluje ztratu schopnosti respirace u m-AAA deficientnich
mitochondrii (Koppen & Langer, 2007). Afg3ll a Afg312 podjednotky m-AAA po importu do
mitochondrie autokatalyticky zprostiedkovavaji svou vlastni maturaci a po importu parapleginu
odstépuji jeho N-koncovou cilici sekvenci (Koppen et al, 2009). Savéi m-AAA a i-AAA procesuji také
OPA1, dynaminu podobnou GTPazu, ktera se podili na regulaci morfologie sav¢ich mitochondrii a
chrani bunky ptfed apoptdézou tim, ze brani uvolnéni cytochromu c jako proapoptotického signalu.
(Duvezin-Caubet et al, 2007; Frezza et al, 2006; Griparic et al, 2007).

Treti skupinu substrati AAA protedzy pouze dislokuji z membrany a zprostfedkuji ji tak dalSim
enzymum (Tatsuta & Langer, 2009). Zastupcem této skupiny substrati je Ccpl (Cytochrom ¢
peroxiddaza 1, enzym chranici pred reaktivnimi molekulami kysliku), ktera vychytava reaktivni
kyslikové molekuly. Jaderné kodovany prekurzor Ccpl je po translaci importovan do wvnitini
mitochondridlni membrany. Dislokace prekurzoru z membrany zprostfedkovana kvasinkovou m-AAA
protedzou umozni procesujici st€peni Ccpl pomoci procesujici peptiddzy Pcpl a maturovana forma
Ccpl se mize uvolnit do mezimembranového prostoru (Tatsuta et al, 2007). Do této t¥idy substratt by

mohl spadat i sav¢i protein polynukleotid fosforylaza (Tatsuta & Langer, 2009).

3.3.6 Role m-AAA v dédic¢né spastické paraplegii a dalSich onemocnénich
Vzhledem dtlezitym funkcim, které AAA proteazy plni, 1ze predpokladat, ze jejich deficience povede

k riznym onemocnénim.

AFG3L2 gen na chromozomu 18, kodujici Afg312 podjednotku — isoenzym lidské m-AAA, byl
neddvno spojen s autozomalné dominantni formou spinocerebelarni ataxie (SCA) (Di Bella et al,
2010). Spinocerebelarni ataxie jsou heterogenni skupinou onemocnéni klinicky charakterizovanou
progresivni ztradtou spravného drzeni téla, ataxii koncetin (neschopnosti koordinace jejich pohybtl) a
poruchou artikulace, zpisobenymi degeneraci mozecku a jeho dostiedivych a odstiedivych nervovych
spojeni (Taroni & DiDonato, 2004 podle Martinelli & Rugarli, 2010).

Mutace v genu SPG7 pro paraplegin byla zase identifikovana jako jedna z pfi¢in autozomalné
recesivni formy onemocnéni HSP (dédi¢né spastické paraplegie) (Casari et al, 1998). Dédi¢nou

spastickou paraplegii charakterizuje rostouci kiecovitost dolnich koncetin (v dasledku retrogradni
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degenerace axonil motorickych neurontt mozkové kiiry), ztrata vibracniho smyslu (vibratory sense) a
mocopudnost (urinary urgency) (Koppen & Langer, 2007; Martinelli & Rugarli, 2010). HSP je
heterogenni onemocnéni (identifikovdno vice nez 25 lokusil) (Soderblom & Blackstone, 2006),
mutace na SPG7 genu lokalizovaném na chromozomu 16 (Casari et al, 1998) je pficinou ~4%
recesivnich ptipadit HSP (Elleuch et al, 2006).

Patogeneze HSP zatim nebyla objasnéna, ale vyzkum na mysich modelech poskytuje mozné scénare.
Mysi postradajici paraplegin (SPG77") jsou charakterizovany axonopatii, ktera se projevuje bobtnanim
axoni napliiovanych neurofilamenty a organelami, zejména abnormalnimi mitochondriemi, coz
naznac¢uje poruchu anterogradniho axondlniho transportu. U staré SPG7" mysi pak bylo pozorovano
naruSeni retrogradniho axonalniho transportu. (Ferreirinha et al, 2004) Zda se, Ze axonopatie je tedy
zplsobena poruchami v axondlnim transportu. To by bylo vsouladu se skuteCnosti, Ze poruchy
axonalniho transportu jsou spojeny s patogenezi mnoha dalSich typtit HSP (Soderblom & Blackstone,
2006).

Zkouméani ultrastruktury mitochondrii SPG7"~ mysi odhalilo bobtnajici mitochondrie s abnormalni
strukturou a rozméry v koncovych ¢astech axonti uz u mysi 4,5 mésicti starych. Vyskyt abnormalnich
mitochondrii v koncovych c¢astech axonti koreloval s prostorovou distribuci axonopatickych neurond.
U SPG7" mysi bylo pozorovano ~15% snizeni produkce ATP, ackoli az od 23 mésicti v&ku
(Ferreirinha et al, 2004). Navic, fibroblasty pacientd postizenych HSP mély redukovanou aktivitu
komplexu I dychaciho fetézce, zvySenou senzitivu k oxidaénimu stresu a snizenou schopnost syntézy
ATP (Atorino et al, 2003). Deficience parapleginu tedy vede na jedné stran¢ k abnormalni morfologii
mitochondrii, na stran¢ druhé rovnéz k porucham respirace, relativné mirnym zfejme diky Céstecné
nahraditelnosti heterooligomernich komplexit m-AAA homooligomernimi Afg312 komplexy. Tyto
mirné poruchy vSak miizou mit zdvazné disledky v situacich, kdy je potieba adaptovat se na vyssi
energetické naroky. Je mozné, Ze abnormalni morfologie a rozméry mitochondrii vedou k snizené
prichodnosti na trasdch axondlniho transportu, a situaci nepomaha ani nizs§i energetickd vykonnost
mitochondrii, kterd nestac¢i k pohybu po ucpané trase, dochazi tak k dalSimu ucpavani a stupnovani
tohoto procesu pak vyusti v axonopatické projevy (Martinelli & Rugarli, 2010).

Kauzélni proces vedouci od nefunkénosti m-AAA komplexi obsahujicich paraplegin k vyse
zminénym fenotypiim vSak zatim nebyl objasnén. Situaci komplikuje skutecnost, ze vétSina substratii
m-AAA proteaz byla identifikovana u kvasinek, jedinym jednoznac¢né prokdzanym substratem savci
m-AAA tak ziistdva MrpL32, abnormalni procesovani tohoto substratu se vSak s neurodegenerativnimi
procesy spojit nepodafilo (Martinelli & Rugarli, 2010; Nolden et al, 2005b). Abnormalni velikost a
morfologie postizenych mitochondrii by mohla byt zplisobena akumulaci nezpracovanych substratii
m-AAA protedzy, tato akumulace vSak rovnéz nebyla experimentalné prokazana. V tomto kontextu je
zajimava identifikace GTPazy OPA1 jako substratu procesovaného m-AAA komplexem (viz ¢ast
3.3.2). OPAIl se totiz podili na procesech mitochondrialni ,,fusion” (splyvani mitochondrii) a

spoluurcuje morfologii krist, a tak by pravé poruchy procesovani tohoto proteinu v dusledku absence
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parapleginové podjednotky m-AAA komplexu mohly souviset s abnormalni morfologii postizenych
mitochondrii (Cerveny et al, 2007; Frezza et al, 2006; Martinelli & Rugarli, 2010). Dals$i vyzkum bude
nutny k potvrzeni podobnych domnének a blizsimu objasnéni diskutovanych mitochondrialnich déja.
Tkanové specificky fenotyp HSP rovnéz nebyl dostatecné vysvétlen. Nabizi se né€kolik moznych
vysvétleni, ktera se pfitom nemusi vzajemné vyluCovat. Tkanoveé specifické zastoupeni rtznych
podjednotek m-AAA komplexii u mysi poukazuje na ménici se relativni vyznam parapleginu (a tedy i
jeho absence) v proteolytickém systému mitochondrii v zavislosti na dané tkani, respektive bunécném
totiz s mirné odliSnou funkei (substratovou specificitou) homooligomernich a heterooligomernich
(obsahujicich paraplegin) m-AAA komplexti. Vzhledem k variabilité ve slozeni mitochondrialniho
proteomu v rtiznych mysich tkdnich (Mootha et al, 2003) Ize také uvazovat proménlivou citlivost
mitochondrii ke ztraté parapleginu (Koppen & Langer, 2007). Kone¢né se nabizi mechanistické
zdivodnéni specificity HSP: Nejvice postizené bunétné typy, motorické neurony mozkové kiry a
Purkyného buiiky, se vyznacuji nejdel$imi axony v pfipadé motorickych neuroni, respektive nejvice
spletitym dendritickym vétvenim v pfipadé¢ Purkync¢ho bunck (Martinelli & Rugarli, 2010). Poruchy
v axonalnim transportu se tedy u téchto bunécnych typt logicky projevuji relativné nejvice.

Dalsi vyzkum tkanove specifické distribuce isoenzymi a specifickych projevi deficience isoenzymil

v riznych lidskych tkéanich by mohl vnést do této problematiky vice svétla.

4 Procesujici peptidazy

Do této skupiny fadime ty komponenty proteolytického systému mitochondrii, které stépi cilici
sekvence mitochondrialnich proteinii kddovanych v jadte, na rozdil od AAA+ protedz vSak nevyzaduji
k této Cinnosti ATP (Koppen & Langer, 2007). Cilici sekvence se muzou skladat ze dvou casti.
Univerzalné ptitomnd je sekvence na N konci, kterou $té€pi procesujici peptidazy v matrix. U proteind
lokalizovanych do vnitfni membrany pak jesté nasleduje hydrofobni cilici sekvence, kterou stépi
procesujici peptiddzy lokalizované ve vnitini membrané mitochondrii (Teixeira & Glaser, 2013).
Procesujici peptidazy miizeme tedy tfidit podle vyskytu v riznych subkompartmentech mitochondrie,
mame pak procesujici peptiddzy mitochondridlni matrix — MPP a MIP, peptiddzu IMP a proteazy
z thomboidové rodiny nalezneme ve vnitfni mitochondridlni membrané a Atp23 zase
v mezimembranovém prostoru (Koppen & Langer, 2007). Enzymy této skupiny casto Stépi své
substraty v navaznosti na jiné proteazy a podili se tak na maturaci spole¢né s nimi (Koppen & Langer,
2007). V nasledujicich odstavcich bude stru¢né shrnuta uloha a funkéni souvislosti Cinnosti

jednotlivych procesujicich peptidaz.

4.1 MPP

MPP specificky stépi nékolik set substrath — prekurzori mitochondrialnich proteinti (Teixeira &

Glaser, 2013). MPP tvoii heterodimery, sestdvajici ze dvou podjednotek o-MPP a B-MPP (jejich
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homology u kvasinek Masl a Mas2), obé podjednotky maji molekulovou hmotnost cca 50 kDa
(dohromady tedy cca 100 kDa na jeden MPP dimer) (Koppen & Langer, 2007; Ou et al, 1989). B-MPP
obsahuje katalytické metalopeptidazové misto s pfevrdcenym vazebnym motivem pro zinek:
HXXEHX74.76E (IUPAC) (Paces et al, 1993; Teixeira & Glaser, 2013).

Analyza substratii rostlinné MPP ukézala, Ze pfiblizn¢ 80% z nich obsahuje arginin na pozici -2 nebo
-3 od N konce maturovaného proteinu), zbylé substraty pak konzervovany arginin neobsahovaly
(Zhang et al, 2001). Dalsi skupina substratt (nenalezena u rostlin) obsahuje arginin na pozici -10 od N
konce maturovaného proteinu (Teixeira & Glaser, 2013). Rozeznéni substratu MPP peptidazou zalezi
také na aminokyselinovych zbytcich déle od §tépeného mista (Rudhe et al, 2004; Tanudji et al, 1999),

a na strukturnich elementech v ramci cilici sekvence (Waltner & Weiner, 1995).

4.2 MIP a Icp55

U substratt stépenych MPP protedzou pobliz argininu na pozici -10 od N konce maturovaného
proteinu dochézi k naslednému Stépeni dal$i mitochondridlni protedzou MIP o osm zbytkt dale
smérem k C konci (Isaya et al, 1992a; Koppen & Langer, 2007). Arginin se tak nachdzi na pozici -2 od
mista Stépeni MPP peptidazou, stejné jako substraty, které MIP peptiddzou nésledné $tépeny nejsou.
MIP funguje v monomerni formé o molekuldrni hmotnosti ~75 kDa, jeji proteolytické misto obsahuje
konzervovany klasicky HEXXH (IUPAC) motiv vazajici zinek. Protein vykazuje Siroké pH optimum
(6,6 — 8,9) (Isaya et al, 1992b; Kalousek et al, 1992).

V ramci oktapeptidu odstépovaného MIP peptidazou se na pozici -8 od N konce maturovaného
proteinu nachdzi objemny hydrofobni zbytek (Phe, Leu nebo Ile), na pozici -5 se nachazi serin,
threonin nebo glycin (Hendrick et al, 1989). Nasledujici osud odstépenych oktapeptidi je podobny
dalsim peptidim vzniklym procesujicim nebo degradativnim S§tépenim: Bud’ jsou exportovany
z mitochondrie, nebo degradovany v ramci mitochondrii pomoci oligopeptiddz (Young et al, 2001).
Odstranéni oktapeptidil je nutné mimo jiné proto, Ze inhibuji ¢innost MIP (Isaya et al, 1992a).
Substraty MPP s argininem na pozici -3 od N konce maturovaného proteinu jsou zase dale Stépeny
peptidazou Icp535, kterd odstépuje jeden aminokyselinovy zbytek (Vogtle et al, 2009). I arginin této
skupiny substratii se tedy nachazi na pozici -2 od mista stépeni MPP peptidazou, jako tomu bylo u
vyse zminénych skupin substrata.

Icp55 je periferni membranovy protein ukotveny ve vnitini membrané mitochondrii ze strany matrix
(Vogtle et al, 2009), byl vSak lokalizovany rovnéz v jadfe (Naamati et al, 2009). Naprostou vétSinu
serin, alanin nebo threonin (Vogtle et al, 2009). Mechanismus rozeznani substratu a nasledného
exopeptiddzového Stépeni peptidové vazby neni objasnén. Navic byl Icp55 v soucasnosti
charakterizovan pouze u kvasinek (Teixeira & Glaser, 2013).

Spolecnym znakem dvou-krokového procesovani je, ze MPP peptidaza §t€penim substratil s argininem

na -3, respektive -10 pozici produkuje nestabilni intermediaty, jejichz ,,zastfizeni* o jeden (Icp55),
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respektive o 8 (MIP) aminokyselinovych zbytki stabilizuje tyto intermediaty, z kterych se tak stavaji
pln€ maturované proteiny (Vogtle et al, 2011; Vogtle et al, 2009).

4.3 IMP

IMP (Inner Membrane Protease, ,,Protedza vnitini membrany*) je heterooligomerni komplex, sklada
se ze dvou katalytickych podjednotek Impl a Imp2, a nekatalytické podjednotky Soml. Katalytické
podjednotky jsou integrovany do vnitini mitochondridlni membrany. Aktivni mista podjednotek
obsahuji serin-leucinovou dyadu a nachazi se v mezimembranovém prostoru (Chen et al, 1999; Jan et
al, 2000; Nunnari et al, 1993). Prekurzorové proteiny procesované IMP se nachdzi z velké casti
v mezimembranovém prostoru, svou hydrofobni cilici (sorting) sekvenci jsou ale zakotvené ve vnitini
mitochondridlni membrané. Na konci této sekvence jsou Stépeny IMP proteazou, ktera tak uvoliuje
maturovang proteiny do mezimembranového prostoru mitochondrii (Teixeira & Glaser, 2013).

Dosud bylo identifikovano pouze nékolik substrati kvasinkové IMP, podjednotky Imp1 a Imp2 se ve
své specificité¢ nepiekryvaly (Nunnari et al, 1993; Teixeira & Glaser, 2013). Jako mozny substrat
lidského IMP komplexu se ukazuje pro-apoptoticky protein DIABLO: IMP ho pravdépodobné

aktivuje procesujicim St€penim a tak se ti€astni apoptotické drahy (Burri et al, 2005).

4.4 Rhomboidové proteazy
Rhomboidové proteazy (kvasinkova Pcpl, lidskd PARL - Presenilins-Associated Rhomboid-Like

protein) jsou integralni membranové proteiny, které katalyzuji — pomoci aktivniho mista obsahujiciho
serin-histidinovou dyadu — $tépeni substrati uprostied nebo na kraji jejich transmembranovych
domén, a Cini tak pfimo uvnitf lipidové dvojvrstvy (Koppen & Langer, 2007; Teixeira & Glaser,
2013).

U kvasinkové rhomboidové protedzy byly nalezeny dva substraty — Ccpl (cytochrom c peroxidaza —
jeji dvou-krokové Stépeni je popsano v ¢asti 3.3.2) a Mgml (Herlan et al, 2003; Tatsuta et al, 2007).
Mgml také podléhd dvou-krokovému Sté€peni, N-koncova sekvence je Stépena nejdiive MPP
peptidazou, vzniké tak dlouha izoforma Mgml, a nasledné Pcpl §tépi tuto dlouhou izoformu jeste
jednou, vznikéd tak kratka izoforma. Splyvani mitochondrii (,,fusion®) z&visi na Cinnosti kratké
izoformy, skrze jeji maturaci tak mize Pcpl nepfimo ovliviiovat dynamiku mitochondrii (Herlan et al,
2003). Pravdépodobnym substratem savéi PARL je OPA1, sav¢i homolog kvasinkové Mgm1 zminény
jiz v kapitole o m-AAA protedzach (viz ¢ast 3.3). OPA1 chrani proti apoptoze, pii absenci PARL vsak
neni schopen tuto funkci spravn€ vykonavat (Cipolat et al, 2006). PARL dale za zprostfedkovani Bcl-2
proteinu Hax procesuje dal$i mitochondridlni proteazu HtrA2, ktera v mezimembranovém prostoru
brani pro-apoptotické akumulaci Bax proteinti (Chao et al, 2008). PARL tedy hraje dilezitou roli

v mechanismech ochrany pted apoptdzou.
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4.5 Atp23

Atp23 je metaloprotedza lokalizovand v mezimembranovém prostoru kvasinkovych mitochondrii.
Atp23 odstépuje 10 aminokyselin dlouhou cilici sekvenci Atp6 podjednotky komplexu FFo-ATP
syntazy. Atp23 vSak funguje rovnéz jako chaperon béhem skladani FFo-ATP syntazy a
pravdépodobné prave ztrata této funkce, nikoli ztrata funkce procesujici, vedla u mutantl
s deletovanym ATP23 genem k neschopnosti riist na nefermentovatelnych substratech (Michon et al,
1988; Osman et al, 2007). Bylo rovnéz zjist€éno, ze Atp23 — podobné jako i-AAA protedza —
proteolyticky degraduje Upsl protein, ktery se podili na metabolismu fosfolipida (Potting et al, 2010).
Aktivita savciho homologu Atp23 nebyla dosud charakterizovana (Teixeira & Glaser, 2013).

5. Oligopeptidazy

Kratké peptidy — produkty proteolytického S§tépeni mitochondridlnich AAA proteaz a odStépovani
cilicich sekvenci procesujicimi peptidazami — mohou byt dale kompletné degradovany na peptidy
v ramci mitochondrii (Kambacheld et al, 2005; Young et al, 2001). Studie naznacuji, Ze akumulace
mitochondrialnich peptidi — ziejmé diky jejich amfipatickym vlastnostem - vede k tvorbé poéra ve
vnitini membrang, disledkem ¢ehoz dochdzi k poruse membrany, rozprahnuti oxidacni fosforylace
(uncoupling) a rozptyleni membranového potencialu (Nicolay et al, 1994). Vzhledem k exportu ¢asti
peptidi z mitochondrii pomoci ABC transportéru Mdll se néktefi autofi domnivaji, Ze peptidy by
mohly slouzit k signalizaci za ucelem koordinace exprese jaderného a mitochondridlniho genomu
(Arnold et al, 2006; Young et al, 2001). Stépeni peptidii v mitochondriich je tedy patrn& dilezity
proces s moznymi ochrannymi i regulacnimi didsledky. Maji jej na starosti enzymy ze skupiny
oligopeptiddz — tato skupina je dosud nejméné charakterizovanou slozkou mitochondridlniho
proteolytického systému.

V mezimembranovém prostoru kvasinkovych mitochondrii byly lokalizovany metalopeptidazy PreP a
PrD1 (a u ¢loveka jeji lidsky homolog neurolysin) (Kambacheld et al, 2005; Koppen & Langer, 2007).
Stépi nejen peptidy vzniklé v mezimembranovém prostoru, ale také peptidy pivodem z matrix
transportované do mezimembranového prostoru Mdll transportérem (Kambacheld et al, 2005). U
Saccharomyces cerevisae byla PreP lokalizovdna v mitochondrialni matrix (Alikhani et al). Mutantni
kvasinky postradajici PreP nebyly schopny rtst na nefermentovatelnych substratech. Z toho lze
vyvozovat, ze funkce PreP uzce souvisi s udrzovanim respira¢ni kompetence buiiky (Kambacheld et
al, 2005). U ¢lovéka byl v matrix mitochondrii lokalizovan homolog PreP zvany hPreP (Falkevall et
al, 2006). Proteomické studie naznacuji, Ze hPreP je univerzalné ptitomny v lidskych mitochondriich
vSech hlavnich bunéénych typt (Burkard et al, 2011). Vedle §tépeni produkti proteolytického systému
Stépi také amyloid B peptid (A), jehoz akumulace vede k rozvoji Alzheimerovy choroby (Falkevall et
al, 2006). Oligopeptidaza hPreP se tak zfejmé ucastni likvidace AP peptidii v mitochondriich a tedy
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ochrany pied Alzheimerovou chorobou. V souhlasu s tim bylo pozorovano vyrazné snizeni aktivity
hPreP v hypotalamu pacientti s Alzheimerovou chorobou (Teixeira & Glaser, 2013).

V matrix mitochondrii kvasinek byla identifikovana dal$i oligopeptiddza, cysteinova peptidaza Lap3,
kterd se nachéazi rovné€z v cytosolu, znama jako bleomycin hydroldza. Jeji uloha v mitochondrialni

matrix zatim nebyla charakterizovana (Koppen & Langer, 2007).

6. Ostatni proteazy

V ramci mitochondridlniho proteolytického systému existuji dalsi proteazy, které nelze zaradit do tii
vyse uvedenych skupin.

Protedza OmA1 byla nalezena ve vnitfni mitochondridlni membrané kvasinek, jeji katalytické misto se
nachdzi v mitochondridlni matrix, degradace substratu vSak byla pozorovana na obou stranach vnitini
membrany. Je schopné bez spotfeby ATP degradovat Spatné foldované proteiny, jeji funkce se tedy
podoba m-AAA proteaze a zifejmé funguje za podminek omezené aktivity m-AAA protedzy (Kaser et
al, 2003). OmA1l pfi rozprahnuti oxidacni fosforylace (uncoupling) proteolyticky St€pi OPAI,
dynaminu podobnou GTPazu chrénici buiiky proti apoptdze a zajistujici mitochondridlni ,,fusion®
(splyvani mitochondrii) (Cerveny et al, 2007; Frezza et al, 2006), ktera jiz byla diskutovana
v souvislosti s m-AAA a PARL proteiny (viz ¢ast 3.3.2 a 4.4). RNAi knockdown OmA1 proteazy vedl
k zastaveni OmA1 protedzou zprostiedkované proteolyzy OPA1 proteinu, a nasledkem toho k udrzeni
kompetence mitochondrie k mitochondridlni ,.fusion” a k oddaleni nastupu apoptézy. (Head et al,
2009; McBride & Soubannier, 2010)

Serinovéd protedza HtrA2 funguje jako trimer v mezimembranovém prostoru savéich mitochondrii
(Hegde et al, 2002; Li et al, 2002). HtrA2 obsahuje jednak proteolytickou doménu, a rovnéz regulacni
PDZ doménu, kterd se, pokud neni blokovana jinym peptidem, vaze na proteolytickou doménu a
blokuje tak Cinnost protedzy (Martins et al, 2003). Bylo pozorovano, ze HtrA2 je pod vlivem
apoptotického stimulu uvolnéna z mitochondrii a vdZze pomoci dal§i ze svych domén molekuly
inhibitort apoptozy (IAP), kterym tak zabranuje interagovat s kaspazami a dale inhibovat apoptdzu
(Hegde et al, 2002; Suzuki et al, 2001). Svou proteolytickou Cinnosti HtrA2 rovnéz podporuje
apoptézu (Verhagen et al, 2002). V rozporu s proapoptotickou funkcei je zjisténi, ze delece HtrA2 u
my$i nevedla ke zpomaleni apoptdzy, ale k selektivni neurodegeneraci, naznacuje tak tlohu HtrA2
v ochrané neurond (Martins et al, 2004). Déle, u mysich lymfocytd bylo pozorovano, ze HtrA2
v mitochondridlnim mezimembranovém prostoru brani akumulaci proapoptotickych Bax proteini
(Chao et al, 2008). Lze si tak pfedstavit, ze HtrA2 vykonava v bunice dv¢ protichidné tlohy: Uvnitf
mitochondrii brani HtrA2 protedza ve spolupraci s rhomboidovou protedzou PARL (viz ¢ast 4.4)

nastupu apoptozy, po uvolnéni do cytosolu na zakladé apoptotického stimulu naopak apoptozu

propaguje.
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Mozna souvislost HtrA2 a Parkinsonovy choroby zlstava pfedmétem sport. Nékteré studie naznacuji
funkéni spojitost mezi proteazou HtrA2 a kindzou PINK (PTEN-Induced Putative Kinase), jejiz
deficience je zodpovédnd za autozomalné recesivni formu Parkinsonovy choroby, jiné studie takovou
spojitost popiraji. Bliz8i diskuzi problému podavéa Martinelli & Rugarli, 2010.

Dalsi studie budou nutné, maji-li byt doplnény a vysvétleny dosavadni rozporuplné vysledky

objasnéna uloha HtrA2 protedzy a jejiho vztah k rozvoji Parkinsonovy choroby.

7.Zavér

Od prvnich praci, které prokazali existenci homologii bakteridlnich protedz uvnitf mitochondrii,
vyzkum mitochondrialnich protedz znacné pokrocil. Rysuje se predstava mitochondrialni proteolyzy
jako systému ve stfedu biogeneze mitochondrii, tedy jako systému podilejiciho se na vSech zasadnich
mitochondridlnich déjich, at’ uz prostrednictvim kontroly kvality proteinti (Koppen & Langer, 2007;
Tatsuta & Langer, 2008), procesovanim proteinovych prekurzort (Teixeira & Glaser, 2013), ¢i tcasti
na proapoptotickych ¢i protiapoptotickych procesech v ptipadé HtrA2 a PARL protedz (Chao et al,
2008).

Ukazuje se, ze mitochondrialni proteolyticky systém plni své rozmanité funkce prostfednictvim délby
prace mezi jednotlivé skupiny enzymi. Schematicka ptedstava zakladni role proteolytického systému
v mitochondrii je nasledujici: Mitochondrialni proteiny koédované vjadie a translokované do
mitochondrie se stavaji substraty procesujicich peptidaz, které znich odstépuji cilici sekvence.
Nasledné se maturované proteiny pokusi zaujmout spravnou terciarni strukturu, a piipadné asemblovat
do proteinovych komplexti. Pokud se jim to nepodaii, nebo dojde-li k jejich poskozeni (napiiklad
oxidativnimu), jsou rozeznany AAA+ proteazami, které je nejdiive unfolduji prostfednictvim svych
ATP dependentnich domén a posléze degraduji na kratké peptidy. Peptidy vzniklé timto procesujicim
Stépenim 1 produkty proteolytické degradace jsou nésledné bud exportovany z mitochondrie a
metabolizovany mimo ni, nebo jsou degradovany na jednotlivé aminokyseliny pifimo
v mitochondriich, pomoci mitochondridlnich oligopeptidaz. Vzhledem k tomu, Ze tyto peptidy by
mohly slouzit ke komunikaci mezi jadernym a mitochondridlnim genomem (Arnold et al, 2006),
oligopeptidazy by prostfednictvim jejich degradace mohly tuto komunikaci regulovat.

Stale vice studii ale ukazuje, zZe spektrum funkci mitochondridlnich protedz je podstatné Sirsi, nez by
predpokladalo vyse uvedené (notné zjednodusené) schéma. Naptiklad lidska AAA+ protedza Lon
zdaleka neplni jen svou ulohu v systému kontroly kvality proteinti, jak by vyplyvalo z ptfedchoziho
odstavce. Vaze se také na mitochondrialni DNA a reguluje jeji transkripci (Matsushima et al, 2010),
ptes proteolyzu StAR proteinu reguluje syntézu steroidd (Granot et al, 2007), dale reguluje syntézu
hemti (Tian et al, 2011) a zfejmé souvisi i s procesy starnuti (Matsushima & Kaguni, 2012). Procesivni
Stépeni zase neni vyhradni funkci procesujicich peptidaz, podili se na ném rovnéz AAA proteazy, jako

v piipadé procesovani OPA1 (Duvezin-Caubet et al, 2007), nebo MrpL32 (Nolden et al, 2005).
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Nekteré funkce AAA+ a dalSich protedz dokonce nesouvisi s proteolyzou. Tak se naptiklad Lon
podili prostfednictvim své chaperonové (AAA) domény na skladani komplexu IV dychaciho fetézce
(Hori et al, 2002), a Atp23 zase spolupracuje na slozeni komplexu FFo-ATP syntazy (Osman et al,
2007). I tyto poznatky o rozmanitych funkcich mitochondridlnich proteaz vSak mizou byt jen
pomyslnou $pickou ledovce.

O nekterych komponentach mitochondridlniho proteolytického systému (zejména pak o enzymech ze
skupiny oligopeptiddz) mame jen velmi omezené poznatky. Situace je podstatné lepsi ohledné naSich
znalosti mitochondrialnich AAA+ proteaz. I v tomto pfipadé vSak zlstava problematickym aspektem
stavu naseho poznani to, Ze mnoho obecnych poznatkii o mitochondridlnich protedzach je odvozeno
z funkce bakterialnich homologti. Takové modely sice umoziuji — diky homologii mitochondrialnich
protedz napfic i pomérne€ vzdalenymi taxony — jisté obecné zavery, pomiji vSak specifické vlastnosti a
funkce proteaz. Substraty AAA proteaz byly vétSinou identifikovany v kvasinkach, v ptipadé¢ m-AAA
protedzy pak takika vyhradn€. O funkci ClpXP proteazy v mitochondriich nevime skoro nic, mame
informace témét vyhradné jen o jejich bakterialnich homolozich. Je tomu tak z velké Césti proto, ze
homolog ClpP proteinové podjednotky u kvasinek nalezeny nebyl. Ukolem pro vyzkum piistich let
bude tedy prokazat poznatky extrapolované z kvasinkovych (a nékdy dokonce z bakterialnich) modelii
pfimo na savcich modelech, at” uz na modelech mysich, nebo na kulturach lidskych bun€k, pomoci
knock-outovych studii, RNA interference a dalSich metod.

To je zasadni zejména pro aplikaci téchto poznatkii v medicing. Jiz nyni se ukazuje dillezita role
mitochondrialnich protedz v fadé zavaznych dédi¢nych onemocnéni. Mnoho otazek vSak zistava
nezodpovézeno. Mutace v genu SPG7 pro podjednotku paraplegin m-AAA je jako pfiCina jedné
z forem dédi¢né spastické paraplegie (HSP) znama jiz del$i dobu (Casari et al, 1998). Tkainove
specificky fenotyp této choroby neni vSak stale zcela vysvétlen, stejné jako patologicky proces
retrogradni axonopatie motorickych neuroni mozkové kiry. Ackoli jsou tyto axonopatie zptisobeny
pravdépodobné poruchami mitochondrialniho transportu (Martinelli & Rugarli, 2010), neni jasné,
jakym zplisobem vede dysfunkce m-AAA az kporuSe axondlniho transportu. Zjisténi, ze
oligopeptiddza PreP S$tépi amyloid beta (Falkevall et al, 2006), zase naznacCuje asociaci této
oligopeptidazy s Alzheimerovou chorobou, a s takovou piedstavou souhlasi i vyrazné snizeni aktivity
PreP pozorované v hypotalamu pacientii postizenych touto chorobou (Teixeira & Glaser, 2013).
Kontroverzni zlistdvd mozna funk¢ni souvislost mezi proteazou HtrA2 a Parkinsonovou chorobou,
zprosttedkovana pres kindzu PINK (Martinelli & Rugarli, 2010).

Vedle znamé souvislosti HSP a parapleginu, a diskutované tloze dysfunkce mitochondrialnich proteaz
v rozvoji Alzheimerovy a mozna i Parkinsonovy choroby se vSak ukazuje, Ze i dalSi onemocnéni
souvisi s mutacemi genti pro mitochondridlni proteazy. Neddvna studie propojila recesivni mutaci
v genu CLPP pro CIpP podjednotku ClpXP komplexu s Perraultovym syndromem (Jenkinson et al,
2013). Jind pomérné recentni studie zase ukédzala na mutaci v Afg312 podjednotce jako na pficinu

autozomalné¢ dominantni formy spinocerebelarni ataxie (SCA28) (Di Bella et al, 2010). A nebude
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ptekvapivé, pokud biomedicinsky vyzkum v pfistich letech odhali dalsi choroby, jejichz souvislost

s dysfunkci mitochondridlnich protedz dosud piedpokladdna nebyla.
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