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1. Abstrakt

Intramembranové protedzy jsou membranové enzymy, které maji aktivni misto zanotfeno pod
povrch bunécéné lipidové membrdny a které Stépi ostatni membranové proteiny uvniti jejich
transmembranovych domén. Podle svého katalytického mechanizmu se déli na celkem ctyfi rodiny —
aspartatové, serinové (¢asto nazyvané rhomboidy), metaloprotedzy a nejnovéji popsané glutamatové.
St&penim uvnitt lipidové dvojvrstvy ovliviiuji mnoho biologicky vyznamnych dé&jii jako je metabolizmus
lipid(, bunécna proliferace ¢i adheze, regulace vyvojové signalizace, degradace signalnich peptidl a
obecné kontrola kvality membranovych proteinl. Tato price se zaméfuje predevsSim na jejich roli
v rliznych puvodcich onemocnéni a biologickych mechanizmech spojenych s patologickymi déji. Jedna
se predevsim o Alzheimerovu chorobu, infekci jednobunécénymi parazity (Mycobacterium tuberculosis,
Entamoeba histolytica a Plasmodium falciparum), maturaci viru hepatitidy C, Bunyamwera viru a viru

praseci chfipky a mitochondridlni dysfunkce.

Klicova slova: intramembranova protedza, metabolizmus lipidd, kontrola kvality membranovych
proteind, Alzheimerova choroba, infekce jednobunéénymi parazity, maturace viru hepatitidy C,

mitochondridlni dysfunkce



Abstract

Intramembrane proteases are membrane enzymes whose active site is buried below the surface
of the biological lipid membrane, and which cleave other membrane proteins within their
transmembrane domains. They are divided into four families according to their catalytic residues —
aspartate, serine (often called rhomboids), metalloproteases and the recently described glutamate
proteases. By proteolytic cleavage inside lipid bilayer they affect many significant biological processes
such as metabolism of lipids, cell proliferation and adhesion, regulation of developmental signaling,
degradation of signal peptides, and membrane protein quality control. This work focusses on the role
of intramembrane proteases in various diseases and biological mechanisms associated with
pathological processes. These are specifically Alzheimer’s disease, infection by unicellular parasites
(Mycobacterium tuberculosis, Entamoeba histolytica and Plasmodium falciparum), maturation of

hepatitis C virus, Bunyamwera virus and swine influenza virus, and mitochondrial dysfunction.

Keywords: intramembrane proteases, lipid metabolism, membrane protein quality control,
Alzheimer’s disease, infection by unicellular parasites, maturation of Hepatitis C virus, mitochondrial
dysfunction



2. Uvod

2.1 Proteolyza membranovych proteint jako regulacni mechanizmus

Stépeni proteind v burice zajistuji hydrolytické enzymy zvané protedzy. Jsou lokalizovany ve
vsech bunécénych kompartmentech véetné plazmatické membrany. Protedzy se angaZuji
v degradacnich procesech (proteazom, lyzozomalni proteazy), ale velmi ¢asto maji i jemnéjsi regulacni
funkci. Konkrétné velké mnozZstvi membranovych proteini na plazmatické membrané, jako treba
cytokiny, ristové faktory, bunécné adheziny, enzymy a mnoho dalsich, jsou regulované stépeny tak,
Ze je jejich extracelularni doména (ektodoména) oddélena od svého membranového zakotveni. Tento
proces, zvany ectodomain shedding (Stépeni ektodomén), ovliviiuje Siroké spektrum protein(, které
hraji zasadni Ulohy v imunitnich reakcich, rdstu bunék, jejich adhezi na povrchy a mnoho dalsiho
(Arribas et al., 1996). Proteolyza na bunécném povrchu je tedy nezbytnym regula¢nim krokem celé
rady dulezitych biologickych dé&jd. Specifikum proteaz je to, Ze proteolyza je ve vodném prostredi

nevratny déj a proteazy tak davaji signdlnim drahdm jasnou smérovost.

Samotny ectodomain shedding mlzZe byt indukovdan mnoha faktory — phorbolovymi estery,
cytokiny, rlstovymi faktory, bunéénym stresem, vapnikovymi ionofory a bakteridlnimi toxiny
(Fitzgerald et al., 2000). Protedzy zajistujici shedding se nazyvaji sheddazy. Prikladem vyznamné
shedddzy je napt. TNFa converting enzyme (TACE) patfici do rodiny ADAM (a disintegrin and
metalloprotease) (Schlondorff and Blobel, 1999). TACE je sheddazou pro povrchové molekuly,
napriklad L-selektin ¢i TGFa a jiné ligandy EGF receptoru. Dalsi sheddazy z rodiny ADAM Stépi tieba E-
a N-kadherin, Notch a mnoho dalsich (Peschon et al., 1998). Ectodomain shedding tedy reguluje expresi
a funkce biologicky aktivnich molekul v bunééné adhezi, migraci, proliferaci, diferenciaci a smrti, coz
jsou vsechno nanejvys dileZité biologické déje (Hayashida et al., 2010). Ectodomain shedding je tudiz
podstatny pro fadu zavainych nemoci, jako napftiklad rakovinu (Borrell-Pages et al., 2003), infekce
(Gibot et al., 2004), Alzheimerovu chorobu (Lichtenthaler and Haass, 2004) ¢i mnohé zanétlivé choroby

(Garton et al., 2006).

2.2 ‘Juxtamembranova’ versus ‘intramembranovad’ proteolyza

Proteazy byvaji zakotveny v membrané rliznymi zpUsoby. VétSinou je globuldrni proteazova
doména ptipojena k membrané transmembranovym o-helixem, coZ je pfipad ADAM protedz.
V poslednich 20 letech bylo zjisténo, Ze existuje nékolik rodin proteaz, jejichZz katalytickd doména je
tvofena transmembranovymi o-helixy a jejich aktivni misto je plné zanofeno do hydrofobni ¢asti

lipidové membrany. Tyto enzymy se nazyvaji intramembranové proteazy (IMPR) (Strisovsky, 2016).



Dusledkem umisténi aktivniho mista IMPR uvnitf membrany je, Ze jejich aktivita mlzZe podléhat
zménam vlastnosti lipidové dvojvrstvy. Tim se IMPR principidlné lisi od globuldrnich sheddaz
popsanych vyse. Dalsi odlisSnost IMPR je, ze Stépi své substraty uvnitr jejich transmembranového a-
helixu. Tim vznikne polarni nebo nabity konec polypeptidového fetézce v hydrofobnim prostredi
membrany, coz je energeticky nevyhodné a mlze byt kompenzovano vypusténim tohoto zbytku
z membrany ven, ¢i jeho agregaci (Strisovsky, 2016). Cilem této prace je strucné shrnout doposud

znamé biologické funkce téchto protedz a nastinit jejich ulohu v nejrliznéjsich patologickych déjich.



3. Intramembranové proteazy — obecné poznamky

3.1 Historie objevl a rozdéleni dle katalytického typu

Intramembranové protedzy se déli celkem na 4 tfidy podle jejich katalytického mechanizmu:
serinové, aspartatové, metaloproteazy a nejnovéji objevené glutamatové (Manolaridis et al., 2013).
Prvni objev intramembrdnovych proteaz pftisel spoleéné s vyzkumy regulace metabolizmu sterolu a
mastnych kyselin (Brown and Goldstein, 1997). Jednalo se o metaloproteazu site-2 protease (S2P),
Ucastnici se metabolizmu cholesterolu (Duncan et al., 1998). Brzy byla identifikovana prvni aspartatova
IMPR —y-sekretaza, komplex, jehoz proteolytickou slozkou je presenilin (Kimberly et al., 2000) a jehoz
mutace jsou spojeny s ¢asnym propuknutim Alzheimerovy choroby (Li et al., 1995). Dalsim ¢lenem
rodiny aspartatovych IMPR je signal peptide peptidase (SPP). Matouci je, Ze jméno SPP bylo poprvé
pouzito pro SppA u E.coli (protedza V), coZ je serinova protedza, kterd nema nic spolecného se
savCi SPP, kromé schopnosti Stépit signalni peptidy (i kdyz s Gplné jinou specifitou) (Ichihara et al.,
1986). Pozdéji byla objevena rodina serinovych intramembranovych protedz nazyvanych také
rhomboidy, dle jména genu pro prvniho ¢lena této rodiny v Drosophile. Zde protedza umoziuje
Stépenim sekreci rlstovych faktor( z jejich membranovych prekurzor( v Golgiho aparatu (Urban et al.,

2001).

Nejnovéjsi studie naznacuji, Ze proteiny se strukturnim motivem CAAX (C - cystein, A — alifaticka
aminokyselina, X — jakdkoliv aminokyselina) jsou procesovany cleny udplné nové rodiny
intramembranovych proteaz — glutamatovych (Manolaridis et al., 2013). Hlavni protedzova aktivita je
zprostfedkovana Ras a a-faktor konvertujicim enzymem — Rcel (Schmidt et al., 1998). Ten je kromé
zajisténi proteolytického zpracovani Ras proteinli v membrané (Bergo et al., 2002) zifejmé dulezity pro
preZiti fotoreceptorovych bunék, prestoze se zda, Ze pro jejich vyvoj esencialni neni (Christiansen et
al., 2011). Rcel tak hraje duleZitou roli v mnoha signalizacnich drahach a kontrolnich procesech, jako

diferenciace, proliferace a karcinogeneze (Bergo et al., 2002).

3.3 Struktury

Katalyticka doména intramembranovych proteaz je tvofena transmembrdanovymi o-helixy,
jejichZ pocet se v rdmci jednotlivych rodin lisi. Napriklad S2P se sklada ze Sesti transmembranovych
helix(l (Obr. 1), pricemz katalytické jadro tvofi 3 helixy. Z toho helixy 2 a 4 nesou metaloproteazovy
motiv, jehoz dva histidinové a jeden aspartatovy zbytek vazou zinecnaty kationt, jehoZ funkce je

aktivovat molekulu vody pro hydrolyzu (Feng et al., 2007; Kroos and Akiyama, 2013).



Zatimco rhomboidy, S2P a SPP jsou autonomni protedzy nevyzadujici Zadné dalsi proteinové
kofaktory, y-sekretaza (Obr. 2) je obligdtni heterotetramer tvofeny presenilinem, Aph-1, Pen-2 a
Nicastrinem (De Strooper, 2003). Komplex ddle obsahuje dvé nedavno objevené fakultativni
podjednotky - CD147 (Zhou et al., 2005) a TMP21, které rovnéz ovliviiuji aktivitu komplexu, ale nejsou
pro ni esencialni (Pardossi-Piquard et al., 2009). Presenilin tvofi aktivni misto s katalytickymi aspartaty
a pravdépodobné také , dokovaci misto” (docking site), kudy se dostdva transmembranovy substrat
k aktivnimu mistu enzymu (Kornilova et al., 2005). Nicastrin rovnéz pfispiva k rozpoznavani substratu,
jeho ektodoména interaguje s N—konci substrat( (Shah et al., 2005). U Aph-1 se predpoklada, Ze slouzi
jako jakési leseni pro komplex y-sekretdzy, a Pen-2 zfejmé napomahd autokatalytickému Stépeni
presenilinu v aktivni heterodimer (Shirotani et al., 2007). Cely proteinovy komplex y-sekretdzy Stépi
mnoho membranovych protein( typu | (C-konec proteinu se nachazi na cytozolické strané membrany,
u membranovych protein typu Il se na cytozolické strané membrany nachazi N-konec proteinu)

(Kopan and Ilagan, 2004).

Vstupni Katalytickd  vstupni
doména doména doména

(b)

H2

H1 H3

L 11 ]
Strukturni Katalyticka
leSeni jednotka

Obr. 1: Obrazek (a) ukazuje strukturu zinkové metaloproteazy z M. jannaschii. Cervené je vyznaden zinec¢naty
kationt a katalytické zbytky. Konzervované transmembranové helixy jsou vyznaceny modie. Obrazek (b)
znazornuje strukturu GlpG - rhomboidu (serinové IMPR) z E. coli. Katalytické zbytky jsou opét vyznaceny cCervené.
U Zluté vyznacenych segmentl se predpoklada, Ze interaguji se substratem. Na obou obrazcich je extracelularni

strana membréany nahore a cytosolicka dole. Pfevzato z (Urban and Shi, 2008).



Zakladni komponenty
komplexu y-sekretazy

Obr. 2: Na obrazku je znazornén komplex y-sekretdzy. Proteolytickou slozkou je presenilin (PS). Dale je
v komplexu anterior pharynx-defective 1 (APH-1), nicastrin (NCT) a presenilin enhancer 2 (PEN-2), ktery
dopomdhda autokatalytickému Stépeni presenilinu v N-koncovy (PS-NTF) a C-koncovy (PS-CTF) fragment.

Cervenozluté jiskry vyznaduji polohu katalytickych aspartat(i. Prevzato z (Gael et al., 2012).

3.4 Mechanizmus katalyzy

3.4.1 Dostupnost vody
Proteolyza uvnitf hydrofobni lipidové dvojvrstvy se zdd byt obtizn3, jelikoZ v hydrofobnim jadru

dvojvrstvy neni bézné pfitomna voda potfebnd k hydrolyze. Intramembranové protedzy tak musi

néjakym zplisobem oddélit katalytické misto od hydrofobniho prostfedi membrany.

Mechanizmus $tépeni lze popsat na zastupci rodiny serinovych proteaz/rhomboidd — GlpG. Ten
se sklada ze Sesti a-helix(, které vytvari v membrané ,svazek”, uvnitf kterého se nachazi katalytické
misto s katalytickym serinem. Takzvana katalyticka triada serinovych proteaz se sklada z nukleofilniho
atomu kysliku v postrannim fetézci katalytického serinu, obecné kyseliny/zasady (imidazolovy kruh
histidinu) a karboxylatu kyseliny asparagové. Obecna kyselina/zdsada pomaha deprotonovat nukleofil
a karboxyldt nastavuje imidazolovy kruh histidinu do spravné pozice pro katalyzu. Nukleofilni atak
serinem generuje oxyaniont, ktery musi byt stabilizovan, aby reakce mohla probéhnout. Ke stabilizaci
dochazi v oxyaniontové jamé, ktera je tvofena vedlejSim fetézcem histidinu, amidovou skupinou
z hlavniho fetézce ndleZejici katalytickému serinu a vedlejSim retézcem asparaginu. Rozhodujicim
krokem v katalyze serinovou protedzou je vytvoreni prechodného tetrahedralniho intermediatu.

Postup pres tento krok zavisi pravé na vysSe zminéné stabilizaci oxyaniontu (Cho et al., 2016).
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Rhomboidy maji pouze katalytickou dyadu serinu a histidinu, ta jim vSak postacuje ke katalytické
aktivité (Wang et al., 2006). Katalytické misto se tedy nachazi v Urovni membrany, je vSak na dné mélké
prohlubné a je tak v kontaktu s vodnym prostfedim. Jedna prace naznacuje, Ze existuje pomocny
mechanismus, kterym se molekuly vody dopravuji touto prohlubni na misto katalyzy (Zhou et al.,
2012). Vyzkumy ukazuji, Ze i S2P metaloproteazy maji své intramembranové katalytické misto spojeno

s vodnym prostiedim roztoku jakymsi kandlkem (Feng et al., 2007).

U vétsiny intramembranovych protedz probiha stépeni jako dvoukrokovy proces — nejprve jina
protedza nastépi ektodoménu substratového proteinu, coz umozni druhy krok — samotné stépeni
uvnitt membrany (Lemberg and Martoglio, 2002). Priklady takového procesu jsou Stépeni signalnich
peptidd sekreénich a membranovych proteini pomoci SPP v membrané ER, které byly predstépeny
signalni peptidazou (Weihofen et al., 2002), a Stépeni SREBP (Obr. 3), dileZité molekuly v metabolismu
lipidG. Nejdfive je SREBP nasStépen S1P (site-1 protease), ¢imZ se od sebe oddali jeho dva

transmembranové helixy (Sakai et al., 1997), coz pak umozZni Stépeni zbylé TMD S2P (Ye et al., 2000).

SlP
lumen
2
S2P—>
cytosol ,%?
. e
SREBP

Obr. 3: Dvoukrokovy proces stépeni SREBP (sterol regulatory element - binding protein). Nejprve Site-1 proteaza
nastépi luminalni smycku SREBP, coZ pravdépodobné zpUsobi rozvolnéni prvniho transmembranového helixu. To

umozni Site-2 proteaze provést proteolyzu uvnitf membrany. Pfevzato z (Kroos and Akiyama, 2013).

3.4.2 Rozeznavani substratu
JelikoZ IMPR i jejich substraty jsou celé zanoreny v lipidové dvojvrstvé a aktivni misto IMPR je

oddéleno od lipidového prostredi, naznacuje to, Ze pristup substratu k aktivnimu mistu je regulovany.
ProtoZe protedzy obecné stépi rozvolnéné B-struktury (Madala et al., 2010), predpoklada se, Ze je pro
Stépeni nutné rozvolnéni a-helikalniho transmembranového segmentu substratu v misté proteolyzy

(Brown et al., 2000). Vradé pripadl se blizko Stépeného mista u substratli IMPR vyskytuji



aminokyseliny destabilizujici helixy, jako glycin ¢i prolin. Nékteré intramembranové protedzy vsak stépi
substraty bez téchto destabilizujicich aminokyselin (Kopan and llagan, 2004; Wolfe, 2009). Nejlépe
prostudovanymi IMPR jsou z hlediska rozpoznani substratu rhomboidy. Ukdzalo se, Ze ve svych
substratech rozeznavaji dva rysy — transmembranovou doménu a motiv linedrni sekvence
(,rozeznavaci motiv“), ktery urcuje misto Stépeni a jeho rychlost, pficemz tyto prvky jsou v sekvenci
substratu oddélitelné. Nékdy se ,rozeznavaci motiv’ mlzZe dokonce nachdzet mimo membranu

(Strisovsky et al., 2009).

Jak je zminéno v sekci 3.4.1, vétSina intramembranovych proteaz, tedy y-sekretdza, SPP a S2P,
vyzaduje nejprve odsStépeni ektodomény substratu jinou protedzou. U y-sekretazy jsou to ADAM
metaloprotedzy (Selkoe and Wolfe, 2007) a u S2P jiz zminéna S1P (Sakai et al., 1997). RovnéZ je dulezité
zminit, Ze ne vSechny intramembranové proteazy Stépi stejné orientované transmembranové
substraty. Zatimco SPP a S2P $tépi substraty transmembranové orientace typu I, y-sekretaza a
rhomboidy naopak preferuji substraty transmembranové orientace typu | (Weihofen and Martoglio,

2003).



4. Intramembranové metaloproteazy (S2P)

4.1 Metabolizmus cholesterolu

Site-2 protedzy hraji dilezitou roli v regulaci metabolizmu cholesterolu v burice tim, Ze zajistuji
Stépeni protein SREBP (sterol regulatory element — binding protein). SREBP jsou hlavnimi regulatory
lipidové homeostdazy v burice. Spousti transkripci gen(, které koduji enzymy podilejici se na biosyntéze
cholesterolu, triglyceridd, fosfolipidli a mastnych kyselin. SREBP jsou syntetizovany jako prekurzory
vazané v membrané ER spolecné se SCAP (SREBP cleavage-activating protein) (Waris et al., 2007).
SCAP pravdépodobné nema proteolytickou aktivitu, ale vazbou na SREBP zfejmé vytvari vazebné misto
pro protedzu, kterd Stépi na luminalni strané membrany (Sakai et al., 1997). Pokud ma burika
nedostatek sterolu, transportuje SCAP SREBP do GA, kde je SREBP nastépen nejdfive S1P, coz umozni
jeho nasledné Stépeni proteazou S2P. Timto druhym, intramembranovym proteolytickym Stépenim se
tak doména transkripéniho faktoru uvolni z membrany a translokuje se do jadra, kde aktivuje geny

spojené s lipidogenezi (McRae et al., 2016).

4.2 Extracytoplazmaticky stres u E. coli

PFi rlstu bakterialni bunky je nezbytné, aby vnéjsi membranovy kompartment s vnitikem buriky
komunikoval. Pokud se v membrané (nebo v periplazmé) vyskytnou Spatné sbalené proteiny,
nastartuje bunka procesy vedouci k odstranéni tohoto problému. U Gram-negativnich bakterii, jako je
E. coli, se tento déj nazyva odpovéd na extracytoplazmaticky stres. Umisténi S2P pfimo v membrdané
umoznuje tomuto enzymu reagovat na jeji zmény. Dvoukrokovym proteolytickym zpracovanim, velmi
podobnym Stépeni SREBP zminénému v pfedchozi kapitole, se aktivuji regula¢ni podjednotky RNA
polymerdzy zvané sigma faktory, které jsou drzeny v inaktivni formé pomoci anti-sigma faktorG. U E.
coli tento proces zacina nastépenim RseA, anti-sigma faktoru integrovaného do membrany. Druhym
krokem je Stépeni RseA pomoci RseP (regulator of sigma E protease; S2P v E. coli), coz aktivuje sigma
E faktor (Alba et al., 2002). Sigma faktory pak reguluji opravné a rezistenéni mechanizmy, které bakterie
aktivuje v odpovédi na ménici se prostredi. Vétsinou se jedna o tzv. ECF (extracytoplasmic function)
sigma faktory, které interaguji s RNA polymerazou a spousti expresi konkrétnich gen( v zavislosti na

podminkach (Hastie et al., 2013).
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4.3 Degradace signalnich peptidul u E. coli

Pti sekreci proteinl zUstavaji po odstépeni signalni peptidazou v membrané zanorené signalni
peptidy, které je nutno odstranovat, aby nedoslo k zahlceni membrany. Degradaci signalnich peptidd
usnadnuji ¢i zajistuji intramebranové protedazy, a to SPP u eukaryot (Weihofen et al., 2000, 2002) a
intramembranové (S2P) metaloprotedazy u bakterii (kterym chybi homology SPP), napfiklad RseP v E.

coli (Akiyama et al., 2004).

4.4 Metabolizmus lipidG u Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis je bakterie zplsobujici vazné infekéni onemocnéni — tuberkuldzu. Z vyzkum
vychazi najevo, Ze pro virulenci této bakterie je zfejmé dilezita diverzita lipidd v bunécném obalu (Rao
et al., 2005). Hlavni ulohu v patogenité M. tuberculosis tedy hraji membranové lipidy, konkrétné
glykolipidy a mykolové kyseliny. PfestoZe jsou slozky bunécéné stény u M. tuberculosis relativné dobre
prozkoumany, neni jasna podstata dlleZitosti téchto lipidl pro virulenci. Nicméné z vyzkum( vychazi
najevo, Ze existuje uzky vztah mezi cordingem (Cili interakcemi povrchovych molekul bunécné

membrany, tvofici jakdsi vlakna) a patogenitou bakterie (Glickman et al., 2000).

U M. tuberculosis existuje homolog lidské S2P, ktery se podili na virulenci proteolytickou regulaci
sloZzeni bunééného obalu. Rovnéz je pozitivnim i negativnim transkripénim regulatorem nékolika gen(
spojenych s metabolizmem lipid( (Makinoshima and Glickman, 2005). MizZeme se domnivat, Ze by zde
mohl probihat obdobny mechanizmus regulace lipidli v membrané jako u vyssich eukaryot. Tam je
tento mechanizmus regulovdn S2P, ktera Stépi SREBP — membranové vazané transkripcni faktory
kontrolujici syntézu lipid( (Sakai et al., 1996), v¢etné sterolu a mastnych kyselin (Horton et al., 2003).
S2P metaloprotedzy u M. tuberculosis ovsem nereguluji pouze metabolizmus lipid( a slozeni bunécné
membrany. Konkrétné dalsi z ¢lenti S2P rodiny v M. tuberculosis — Rip1 — stépi anti-sigma faktory, ¢imz
umozni vypusténi sigma faktor(i z membrany a expresi genl potfebnych pro preZiti parazita v hostiteli

(naptiklad obrana proti oxidativnimu stresu) (Sklar et al., 2010).
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5. Aspartatové intramembranové proteazy

5.1 Vyvojova signalizace pres Notch receptor

Gama-sekretdza je intramembrdnova proteaza podilejici se na regulaci vyvoje a bunécného
osudu bunék vorganizmu proteolytickym procesingem ligandd Notch receptorli, coZ jsou
transmembranové proteiny. Sklada se ze Ctyr proteind tvoricich komplex — z presenilinu, Aph-1, Pen-2
a Nicastrinu (De Strooper, 2003), pficemz studie prokazaly presenilin jako aktivni misto (Kopan and
llagan, 2004). Stépeni y-sekretdzou umozriuje vypusténi Notch intraceluldrni domény z membrany a

jeji naslednou translokaci do jadra, kde iniciuje transkripci (Annaert and Strooper, 2002).

Notch signalizace je typ pfimé komunikace mezi burikami, ktery je nezbytny pro regulaci
proliferace, apoptdzy a celkové bunééného osudu kmenovych bunék béhem embryondiniho vyvoje
(Fischer et al., 2004). Mnoho studii se také zaméfilo na pUsobeni Notch signalizace v rakovinném
bujeni. Z vysledk( je zfejmé, Ze role Notch signalizace se velmi lisi u rGznych typl rakoviny. Zatimco
abnormalni aktivace Notch signalni kaskady u nékterych nadord, naptiklad u rakoviny prsu, stfeva Ci
slinivky bFisni mdze urychlovat proliferaci a podporovat preziti nadorovych bunék (Blichler et al., 2005),
u jinych typa rakoviny — konkrétné u podtyp( rakoviny predniho mozku, mlze Notch signalizace slouZit

jako tumor supresor (Giachino et al., 2015).

5.2 Alzheimerova choroba

Dédicna Alzheimerova choroba (AD) je Uzce spojena s aktivitou y-sekretdzy, jejiz podjednotka
presenilin je zodpovédna za stépeni amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), ¢imZ generuje B-
amyloidové peptidy (Futai et al., 2016). B-amyloid se v nervové tkdni nachazi béiné, ale pfi
Alzheimerové nemoci dochazi k jeho patologickému ukladani a vzniku jiz zminénych amyloidnich plakd,
které posléze poskozuji neurony (Haass et al., 1994; Hung et al., 1993). Proto se y-sekretdaza stala cilem
pro vyvoj raznych farmak proti AD. Pfi vyvoji takovych 1ékd je ale nutné brat v Uvahu, Ze kromé APP je
substratem y-sekretdzy také napf. Notch a dalsi dlleZité membranové proteiny typu | (Kopan and
llagan, 2004). Sice jiZ existuji latky, které moduluji y-sekretdzu bez ovlivnéni Notch drahy (Futai et al.,
2016), presto vSak zatim vSechna potencialni [éCiva zaloZena na inhibici y-sekretazy selhala v klinickych

testech (Tan et al., 2016).

Gamma-sekretdza Stépi také neurexiny, coZ jsou transmembrdnové adhezivni molekuly, které
se Ucastni vyvoje a funkce synapsi v neuronech (Bang and Owczarek, 2013). Mutace v neurexinech jsou
pri¢inou poruch autistického spektra a schizofrenie (Yangngam et al., 2014). Rovnéz se ukazuje, Ze hraji

roli v Alzheimerové chorobé, konkrétné v dysfunkci synaptického prenosu (Naito et al., 2017). Je
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mozné, ze proteolyza neurexinu y-sekretdzou uvolfiuje intracelularni doménu, ktera se translokuje do
jadra, kde pulsobi jako transkripéni faktor. Ten pravdépodobné zplisobuje expresi genl

s neurobiologickymi ucinky (napt. synaptogeneze) (Borcel et al., 2016).

5.3 Infekce prvokem Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum je parazit z kmene Apicomplexa, zplsobujici zadvazné lidské onemocnéni
— malarii. Parazit se do hostitele dostava béhem sani krve samici komdra rodu Anopheles. Plasmodium
se krevnim fecistém dopravi do jater, kde se namnoZi a v dal$im stadiu se rozmnoZuje asexualné uvnitf
erytrocytl. Pfi dostate¢ném namnozeni Plasmodium roztrhne erytrocyt a uvolni se do krevniho recisté.
Stim jsou také spojeny projevy maldrie — pravidelné se opakujici zachvaty horecek (Cowman and

Crabb, 2006).

K praniku do hostitelskych erytrocytl pouZiva parazit specializované organely, mikronémy, které
interaguji s transmembrdnovymi receptory na erytrocytech hostitele (Li et al., 2008). V mikronémach
obsazené adheziny (MIC adheziny) pfi invazi zajistuji vazbu na bunééné receptory hostitele, coZz umozni
vstup parazita do buriky a Unik imunitnimu systému hostitele. Po priniku do hostitelské buriky vsak
parazit potfebuje pevna spojeni MIC adhezin( s receptory hostitele prerusit. Pvodné se véfilo, Ze se
tak déje proteolytickym Stépenim prostfednictvim homologu SPP v mikronemach parazita (Brossier et
al., 2005). Plasmodiova SPP je pravdépodobné esencidlni gen, jelikoz se rliznym skupinam opakované
nedafilo pfipravit mutanty s vyfazenym genem pro SPP (Sibley, 2013). Novéjsi vyzkumy vSak ukazuji,
Ze SPP neni lokalizovana v mikronémach a nepodili se na invazi parazita, ale nachazi se v ER a jeji
chemickou inhibici je blokovan rlst Plasmodia in vitro i vyvoj jeho jaterniho stadia (Marapana

Danushka S. et al., 2012). SPP je tedy novy slibny cil pro vyvoj IéCiv proti malarii.

Ve Stépeni povrchovych molekul se zfejmé angazuji spise jiné IMPR —rhomboidy, cozZ je zminéno

pozdéji v sekci 6.3.

5.4 Maturace viru hepatitidy C, Bunyamwera viru a viru praseci chripky

Bunyamwera virus patfi do rodiny Bunyavirll, patfici mezi minus RNA viry. Nékteré viry z této
rodiny jsou vaznymi lidskymi patogeny jako La Crosse virus, Oropouche virus, Sin Nombre virus nebo
Rift Valley fever virus (Elliott, 1997). Virus Hepatitidy C je plus RNA virus z rodiny FlavivirQ, ktery
zpUsobuje jaterni cirhdzu az rakovinu (Lindenbach and Rice, 2013). Virus praseci chiipky je rovnéz plus
RNA virus, ktery zplUsobuje tézké infekce u zvitat i u lidi (Bintintan and Meyers, 2010). U vétsiny téchto

virll se ukazuje, Ze Stépeni virovych glykoproteind pomoci SPP je velmi dulezité pro virovou aktivitu
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(Shi et al., 2016). Posttranslaéni modifikace virovych proteind, které jsou nezbytné pro maturaci viru,
vétSinou provadi hostitelské enzymy. MuZe se jednat o odstépeni signdlniho peptidu signalni
peptidazou nebo SPP, proteolyzu ¢i glykosylaci (Bintintan and Meyers, 2010). Virovy core protein
(nukleoprotein, na ktery se vaze genom viru a tvofi tak ,jadro” viru) neni schopen bez proteolytického
zpracovani SPP tvofit infekéni Castice. Nékteré studie naznacuji, Ze tyto nematurované virové Castice

jsou pomérné rychle degradovany v proteazomu (Aizawa et al., 2016) (Obr. 4).
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Obr. 4: Horni &st obrazku ukazuje maturaci viru hepatitidy C. V tomto procesu se vyznamné angaZuji protedzy
— Signal peptidase (SP) a Signal peptid peptidase (SPP). Dolni ¢ast obrazku znazorfiuje osud core proteinu, pokud
inhibujeme $tépeni SPP. Nematurovana virova partikule je degradovana v proteazomu. Pfevzato z (Aizawa et al.,

2016).

5.5 Kontrola kvality membranovych proteinli

Signal peptide peptidase - SPP se nachazi v membrané ER, kde Stépi signdlni peptidy sekrecnich
a membranovych proteini (Weihofen et al., 2002). Mimo jiné se také ucastni imunitniho dozoru
v organismu (proteolyza je duleZity krok pro tvorbu epitopt vazajicich HLA molekuly) a proteolytického
zpracovani core proteinu viru hepatitidy C (Lemberg et al., 2001). Nedavné studie naznacuji, Ze by SPP
rovnéz mohla byt souc¢asti ERAD — ER associated degradation. SPP zifejmé vytvari komplex s faktory
ERAD drahy — Derlinl a TRC8. Tento komplex poté stépi XBP1u, UPR (unfolded protein response)
regulator, coz je molekula, hrajici daleZitou ulohu v signalizaci odpovédi na nesbalené proteiny (Chen

et al., 2014).
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5.6 Modulace imunity

MHC II. tfidy se nachazi na profesionalnich antigen prezentujicich burikach jako jsou B-lymfocyty,
makrofagy ¢i dendritické buriky. Na MHC Il. tfidy dochazi k prezentaci antigenl toho, co tyto buriky
poziely. MHC II. tfidy je sestaven v membrané ER, kde se na néj navaze CD74 neboli invariantni fetézec.
Tento komplex je poté poslan do pozdniho endozomu, kde je invariantni fetézec proteolyticky
degradovan. MHCII tak m(Ze navazat peptid z proteinu, ktery byl bunkou fagocytovan. Invariantni
fetézec je nezbytnou soucasti procesu sestaveni a umisténi MHC Il. tfidy (Neefjes et al., 2011). CD74 je
Stépen SPPL2a (signal peptide peptidase like-2a), coz je nezbytny krok pro jeho funkénost. Pfi absenci
toho kroku dochdzi k akumulaci N-termindiniho fragmentu CD74 a naruseni signalizace nezbytné pro

maturaci B-lymfocytl (Schneppenheim et al., 2013).

SPPL2a je aspartatova IMPR pribuzna presenilinu (Weihofen et al.,, 2002). Vzhledem k
jeji dulezité roli v maturaci B-lymfocytl (Schneppenheim et al., 2013) byl zapocat vyzkum inhibitord
této protedzy jako lécby nékterych autoimunitnich chorob. Zpocdtku nedostatecné selektivni
inhibitory SPPL2a ovliviiovaly i aktivitu y-sekretazy, coz ovlivnilo Notch signalizaci a zplsobovalo
nezddouci ucinky. Az neddvno se podafilo vyvinout selektivni inhibitory SPPL2a, které na Notch

signalizaci vliv nemaji (Velcicky et al., 2018).
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6. Rhomboidy - serinové intramembranové proteazy

6.1 Sekrece ligandti EGF receptoru

Transforming growth factor alfa (TGFa) patfi do rodiny epidermalnich rlstovych faktord (EGF) a
je to jeden z hlavnich ligandd EGF receptoru (EGFR/ErbB1/Her1), coz je receptor tyrosin kindza. EGFR
je vyznamny pro proliferaci bunék a ¢asto byvd zmnozeny nebo aktivovany mutacemi pfi rakovinném
bujeni (Wilson et al., 2009). K aktivaci TGFa, stejné jako ostatnich ligand(l EGFR, je nutné stépeni jeho
transmembranové prekurzorové formy protedzou. VétSinou jsou tyto protedzy ADAM10 nebo
ADAM17 (Sahin et al., 2004). V lidskych nadorech tlustého stfeva byla nedavno zjisténa nadprodukce
proteinu RHBDL4 (také zndm jako RHBDD1) z rodiny rhomboidd. Bylo ukdzano, Zze RHBDL4 zesiluje
sekreci TGFa (Song et al., 2015) pravdépodobné prostrfednictvim zvySené sekrece membranovych
mikrovesikul (exosom() obsahujicich celodélkovy TGFa (Wunderle et al., 2016) (Obr. 5), coz ukazuje

spojitost mezi rhomboidy, signalizaci pres EGFR a rakovinou.
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Obr. 5: Obrazek znéazorfiuje mechanizmus zesileni sekrece TGFa pomoci RHBDL4. Nadbytek proTGFa (tmavé
modré lichobézniky) je degradovan prostrednictvim ERAD drahy, dokud RHBDL4 nenastépi zatim neznamy blok
(Cervené ¢tverce) sekrece proTGFa z ER do GA. Je pravdépodobné, Ze se jednd o ER exit site (ERES) faktor. GPCR
(G-protein coupled receptor) a PKC (protein kinaza C) mohou zvySovat aktivitu rhomboidu (zelena Sipka).

Pfevzato z (Wunderle et al., 2016)
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6.2 Kontrola kvality membranovych proteint

Degradace proteind se déje predevsim dvéma cestami. Prvni se odehrava hydroldzami uvnitfr
specializovanych membranovych organel zvanych lyzozomy, druhd probiha v cytozolu prostfednictvim
ubiquitin-proteazomového systému. Druhy zminény mechanismus je velmi dokonale regulovan
prostiednictvim ubikvitin ligdz, deubikvitinacnich enzym(, proteazomu a rlznych adaptorovych
proteinl. Asi tfetina vSech proteind v burice vznika v endoplazmatickém retikulu (ER), coZ zahrnuje
transmembranové, lumendini nebo sekretované proteiny. Proteiny, které neprojdou ,kontrolou
kvality” pfi sbalovani a skladani, jsou degradovany v ERAD draze (Tsai and Weissman, 2012). To je
obzvlasté ndrocné pro membranové proteiny, které musi byt ,vytazeny“ z membrdany. Bylo ukazano,
Ze ,dislokaci’ nékterych membranovych proteinl usnadfiuji protedzy zrodiny rhomboidl, jako

napriklad RHBDLA4 (Fleig et al., 2012).

6.3 Infekce prvokem Plasmodium falciparum

Hlavnimi virulenénimi faktory nejen v malarii, ale i v mnoha dalsich onemocnénich zptsobenych
prvoky (z nejvyznamnéjsich Ize uvést Toxoplasma gondii, Trypanosoma brucei, Entamoeba histolytica
¢i Trichomonas vaginalis), jsou proteazy. Hraji dlleZitou roli v invazi parazita do hostitelskych bunék,
degradaci hemoglobinu a Uniku imunitnimu systému (Sibley, 2013). V genomu Plasmodia bylo
nalezeno celkem devét genli pro rhomboidové IMPR. Nachazi se napfiklad v apikdlni organele
(mononéma) krevni faze merozoita (Singh et al., 2007) ¢i na povrchu sporozoita po invazi do slinné
Zlazy (Srinivasan et al., 2009). Zd4 se, Zze rhomboidy napomahaji invazi merozoita intramembranovym
Stépenim povrchovych molekul, napfiklad adhezinu na membrané parazita (Howell et al., 2005) ci

antigenu vazajicich erytrocyty (O’Donnell et al., 2006).

6.4 Infekce parazitem Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica je extracelularni stfevni parazit, ktery zpUsobuje zanét tlustého streva a
jaterni absces (Stauffer and Ravdin, 2003). Patogenita Entamoeby je spojena s jeji schopnosti narusit
stfevni epitel a cestovat tak mimo tlusté stfevo (Labruyére and Guillén, 2006). Pfi prohledavani
genomu E. histolytica bylo zjisténo, Ze obsahuje ctyfi geny pro rhomboidové protedzy (Baxt et al.,
2010). Pri snizeni exprese genu (downregulaci) pro rhomboidovou proteazu se sniZila schopnost
parazita hemolyzovat erytrocyty a migrovat. To znadi, Ze protedza hraje vyznamnou roli v interakci

mezi amébou a hostitelem (Rastew et al., 2015).

17



6.5 Mitochondrialni dysfunkce

Mitochondrialni dysfunkce, predevsim nedostatecné odstrariovani nefunkénich mitochondrii a
nasledna akumulace toxickych latek, byla prokdzdna jako jedna z pficin dédi¢né Parkinsonovy choroby
(Exner N et al., EMBO J. 2012). Ta je zpUsobena mutaci ve dvou genech - PINK1 (PTEN induced kinase
1) a PARK2 (parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) (Valente et al., 2004). Ty hraji ustfedni roli
v kontrole kvality mitochondrii (Schapira, 2012). PINK1 navadi PARK2 do mitochondrie, kde PARK2 znici
poni¢enou mitochondrii indukci makroautofagie — mitofagie. V normalni situaci je transmembranova
doména PINK1 ve vnitfni mitochondridlni membrané Stépena intramembranovou protedzou PARL
(PINK1-associated rhomboid-like), coZz vede k vypousténi fragmentu PINK1 do cytoplasmy, kde je
degradovan, a k mitofagii nedochdzi. Snizeni aktivity PARL vede kakumulaci PINK1 na vnéjsi
mitochondridlni membrané, rekrutaci PARK2 a ve vysledku k autofagii. Inhibice PARL by tedy mohla
byt spoustécem degradace nefunkénich mitochondrii, ¢ehoz by se dalo vyuZit pti Ié¢bé Parkinsonovy

choroby (Meissner et al., 2015).

6.6 Apoptdza

Protedzy v mitochondriich zastavaji vyznamnou ulohu v regulaci a fizeni interakci mitochondrii
s intracelularnim prostfedim (Quirds et al., 2015). Napfiklad mitochondridlni fragmentace je fizena
Stépenim dynamin-like GTPazy OPA1l proteazami vnitfni membrany mitochondrie (Griparic et al.,
2007). Zvyseny processing OPA1 vede k remodelaci krist a vypusténi cytochromu c z mitochondrie, coz
je faktor indukujici apoptozu (Frezza et al., 2006; Jiang et al., 2014). V regulaci vypousténi cytochromu
¢ se angazZuje intramembranova protedza PARL. Saita a kolektiv ve své studii ukazuji, Ze ztrata této
IMPR by mohla buriku chranit pred apoptdzou. PfestoZe ztrata PARL neinhibuje vypusténi cytochromu
¢, dokaze zabranit apoptdze v rlznych bunécnych liniich (Saita et al., 2017). Da se tedy usuzovat, Ze
PARL je pro-apoptoticky mitochondrialni protein. Pfedevsim kvili jeho proteolytickému stépeni
mitochondridlniho proteinu Smac, ktery se musi dostat do cytosolu pro zahajeni apoptdzy, a regulaci

vypousténi cytochromu c do cytozolu (Saita et al., 2017).
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7. Zavér

V soucasné dobé se stdle vice ukazuje dlleZitost intramembranovych protedz ve vyznamnych
biologickych pochodech. Jejich umisténi uvnitf membrdany jim umoziuje sledovat a regulovat slozeni
membrany, coZz kromé lipidogeneze zahrnuje i kontrolu kvality membranovych protein(.
Intramembranové protedzy se mohou rovnéz Ucastnit regulace apoptdzy Stépenim membrdnovych
proteind uvnitf membrany mitochondrie. Dalsim neméné dulleZitym déjem, ktery IMPs reguluji, je

Notch signalizace. Proteolyzou Notch ligand( se IMPR angaZuji ve vyvoji a bunécném osudu bunék.

PARL se vyznamné angaZuje pfi regulaci mitofagie, jeho inhibici se spousti lyzozomalni
degradace celé mitochondrie. Pfi Parkinsonové chorobé dochazi k hromadéni nefunkénich
mitochondrii, inhibitory PARL by se tedy mohly stat ucinnym Ié¢ivem. IMPR hraji dileZitou roli i
v dal§im neurodegenerativnim onemocnéni — Alzheimerové chorobé. Stépeni APP y-sekretdzou
generuje delsi B-amyloid, ktery se uklada v nervové tkani a zpUsobuje tim Alzheimerovu chorobu. PFi
vyvoji inhibitorl proti y-sekretdze je ovSsem tfeba mit na paméti, Ze se angaZuje v regulaci Notch

signalizace.

Vyznamnou roli hraji IMPR i v parazitarnich infekcich. SPP se kupfikladu podili na rlistu a vyvoji
jaterniho stadia Plasmodium falciparum, prvoka zpuUsobujiciho nejzavainéjsi formu malarie. Na
virulenci Plasmodia se podili i rhomboidy, napomahajici invazi prvoka. Rhomboidy jsou rovnéz zasadni
pro patogenitu Entamoeba histolytica, coz je parazit zplsobujici zanét tlustého stfeva a jaterni absces.
Rhomboidy zde ziejmé zprostfedkovavaji interakci mezi amébou a bunikami hostitele. IMPR hraji
dulezitou roli i ve virovych infekcich. Pro virulenci viru hepatitidy C a Bunyamwera viru je nezbytné
proteolytické zpracovani core proteinu viru. Bez nastépeni SPP nedojde k maturaci viru a
nematurované ¢astice jsou degradovany. IMPR maji nezanedbatelny vyznam i pro modulaci imunity,
konkrétné SPPL2a se podili na maturaci B-lymfocyt(l. Stava se tak slibnym cilem pro vyvoj lécby
autoimunitnich chorob. Dokonce jiz existuji selektivni inhibitory této proteazy, které neovliviiuji Notch

signalizaci.

Jen pfi pohledu na vycéet nemoci a patologickych déjd, do kterych IMPR zasahuiji, je naprosto
logické zaméreni Usili na vyvoj 1ékll ovliviiujicich IMPR. Tento smér vyzkumu ma velky potencidl a
inhibitory IMPR jsou dale vyvijeny a studovany. PouZiti takovychto inhibitor(i ovsem skryva jista uskali
dana predevsim rozlicnymi funkcemi IMPR, které kromé patologickych déji bézné reguluji fyziologické
déje nezbytné pro zdravy chod bunky. Jako pfiklad Ize uvést y-sekretazu, ktera je plivodcem B-amyloidu
zpUsobujiciho Alzheimerovu chorobu, ale zaroven je také enzymem regulujicim vyvoj buriky pfes Notch
signalni drahu. Vyvoj inhibitord IMPR jako |ékl proti mnoha zavainym nemocem ma tedy velky

potencial. Je ovsem nutné peclivé prostudovat veskeré funkce dané proteazy, aby nedochazelo
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k ovlivnéni Zivotné dllezZitych déju, které studované protedzy reguluji. V této praci jsem se pokusila o
shrnuti dosavadnich poznatk( v této oblasti a zdGraznéni medicinského vyznamu intramembranovych

protedz.
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Seznam zkratek

AD = Alzheimer disease

ADAM = a disintegrin and metalloprotease
APH-1 = anterior pharynx-defective 1

APP = amyloid precursor protein

ECF = extracytoplasmic function

EGF = epidermal growth factor

EGFR = epidermal growth factor receptor
ER = endoplasmatické retikulum

ERAD = ER associated degradation

ERES = ER exit sites

GA = Golgiho aparat

GPCR = G-protein coupled receptor

HLA = human leukocyte antigen

IMPR = intramembranové proteazy

MHC = major histocompatibility complex
MIC = proteiny nachazejici se pouze v mikronémé
OPA1 = optic atrophy 1

PARK2 = parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase
PARL = presenilin associated rhomboid-like
PEN-2 = presenilin enhancer 2

PINK1 = PTEN induced kinase 1

PKC = protein kinaza C

PS-CTF = C-koncovy fragment presenilinu
PS-NTF = N-koncovy fragment presenilinu
Rcel = Ras and a-faktor convertiing enzyme
RHBDL4 = rhombiod like 4

RseP = regulator of sigma E, protease

S1P =site 1 protease

S2P = site 2 protease
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SCAP = SREBP cleavage-activating protein

SPP = signal peptide peptidase

SPPL2a = signal peptide peptidase like-2a

SREBP = sterol regulatory element — binding protein
TACE = TNFa converting enzyme

TGFa = transforming growth factor alfa

TMD = transmembranova doména

UPR = unfolded protein response
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