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Abstrakt

E3 ubikvitin ligzy jsou pocetnou rodinou enzymd, které se ti¢astni mnoha bunéénych
déji jako jsou opravy poskozené DNA, transport membranovych proteinti, modifikace
chromatinu, bunéény cyklus a apoptoéza. Bylo dokézano, ze E3 ubikvitin ligdzy se vyznamné
podileji na udrzovani stfevni homeostazy a jejich abnormalni funkce spojena s jejich deregulaci
prispivaji k zanétlivym onemocnéni stiev jako je ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba.
V poslednich letech bylo identifikovano diky GWAS pftiblizné 200 rizikovych lokus, které
jsou nachylné k t¢émto onemocnénim. Vcetné téch kodujicich E3 ubikvitin ligdzy. Cilem této
prace je porovnat jiz identifikované E3 ubikvitin ligdzy spojené s t€émito onemocnénimi a podat

jejich prehled se zaméfenim na regulaci stievni homeostazy.

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

Abstract

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

an overview of them with a focus on the regulation of intestinal homeostasis.

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

E3 ubikvitin ligazy (E3) jsou velmi pocetnou rodinou proteinti, které se podili na
fad€ bunécnych procesti. Ubikvitinace je jednu znejcastéjSich posttranslacnich
modifikaci v eukaryotickych bunkach, pfi které dochazi k napojeni malého polypeptidu
ubikvitinu (Ub) kovaletni vazbou skrze ubikvitina¢ni kaskadu na cilovy protein. Takto
oznaceny protein miize byt rozpoznan proteazomem 26S a nasledné degradovan, avSak
ubikvitinace muze také vést ke zmén€ bunééné lokalizace proteinu, jeho funkce, nebo k

jeho interakci s jinym proteinem (Komander, 2009, Popovic et al., 2014).

Diky tomuto mechanismu, ktery je schopny zajistit neustalé proteinové zmény
v buiice je udrZzena homeostaza. Jakakoli zména v ubikvitin-proteazovém systému (UPS)
dokaze vyvolat nevratné zmény a zpusobit zanétliva, onkologickd a jind zdvazna
onemocnéni (Nandi et al., 2006). Je znamo, ze E3 pfispivaji k regulaci zanétlivych
onemocnéni stiev (ISZ) jako je ulcerdzni kolitida (UC) a Crohnova choroba (CD).
V disledku dysfunkce nebo deregulace specifickych E3 ligaz dochazi k vzajemnému
nesouladu mezi molekularnimi interakcemi a strukturalnimi slozkami na stievni sliznici.
Tyto zmény na urovni proteini pak vedou k rozvoji patofyziologickych bunéénych
procesti - naruSeni fyzické epitelidlni bariéry nebo nespravné imunitni odpovédi a v

konec¢ném disledku k rozvoji ISZ.

Cilem této prace je popsat biologické procesy, které piispivaji k udrzovéani a
obnové sttevniho epitelu, dale podat shrnuti aktudlnich poznatkt o E3 ligdzach a pfinést
prehled téch, které byly identifikovany jako klicovi hraci v kontrole stitevni homeostazy

na proteinové trovni ve vztahu s ISZ.



1 Zanétliva onemocnéni strev

Idiopaticka stfevni onemocnéni, jako je Crohnova choroba (CD) a ulcerozni
kolitida (UC) patii do skupiny autoimunitnich zanétlivych poruch, které ovliviuji
gastrointestinalni trakt (GIT). Tyto dvé nemoci maji mnoho spole¢ného, ale lisi se ¢asti
stteva, kterou postihuji a také do jaké hloubky postihuji stievni sliznici. Zatimco u UC je
postihnuto jen tlusté stfevo s konecnikem, kde je kontinudlni zanét omezen na stievni
sliznici, tak u CD muze byt napadena jakakoli ¢ast z GIT a zanét byva submukdzni.
Nejbeéznéjsi obecné ptiznaky ISZ jsou bolesti biicha, krvaceni z kone¢niku, prijem a
ztrata hmotnosti. Etiologie téchto chorob je komplexni. Genetika spolu s vnéj$imi vlivy
hraji vyznamnou roli v patogenezi téchto zanéta (shrnuto v (Beaudoin et al., 2013) (Khor

etal., 2011)).

1.1 Ulcerozni kolitida

UC je nespecificky hemoragicko-kataralni kontinualni zanét sliznice tlustého
stteva postihujici pfedevSim konecnik a pfilehlou ¢ast — traénik. UC muze byt
diagnostikovana v jakémkoli véku a vyskytuje se u obou pohlavi témér stejné. Prevalence
tohoto onemocnéni byva vyssi v rozvinutych zemich jako je tieba USA oproti tém
rozvojovym. U UC jsou nejcastéjSimi projevy prijmy, které mohou byt doprovazeny
hustym hlenem, krvi a bolestmi bficha s nutkanim na stolici. Nastup vSech téchto
priznak mtize byt rychly, nebo naopak postupny. UC se bézné v populaci vyskytuje vice,
nez je tomu u CD (shrnuto v (Ordas et al., 2012, Adams and Bornemann, 2013)).

1.2 Crohnova choroba

CD je diagnostikovéana prevazné v mladém véku a byva castéjsi u kuidkt a také
jsou mnohem nachylnéj$i na onemocnéni Zeny nez muzi. Nejvice rozsifena je v USA a
v Evropé. Je charakterizovadna tim, Ze je postizen vzdy pouze urcity usek tenkého nebo
tlustého stfeva, piipadné obd dvé ¢asti. Useky mezi jednotlivymi nemocnymi oblastmi
mohou byt zcela zdravé. Zanétlivy proces postihuje nejen sliznici, ale miiZze proniknout i

do stfevni stény a vést ke vzniku pistéli nebo az k perforaci stfeva. Klasické ptiznaky
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byvaji bolesti bticha, dlouhodoby prijem a tim padem i tibytek na vaze. Také dle toho,
kde je nemoc lokalizovana, tak se poji s mnoha zdravotnimi komplikacemi jako je napf.
anémie, horecka, krvaceni, obstrukce, striktury a perianalni postizeni jako jsou pistéle a
abscesy. Pravé pistéle jsou velmi nepiijemnou komplikaci. Jsou to spoje mezi klickami
stieva nebo mezi jiz zmilovanymi kli¢kami a jinymi té€lnimi organy (shrnuto v (Baumgart

and Sandborn, 2012)(Cleynen et al., 2016)(Roda et al., 2020).

1.3 Requlace stfevni homeostdzy

K rozvoji UC a CD vedou rizné patofyziologické transformace na stfevnim
epitelu, ktery je tvofen z jednoduchého cylindrického epitelu. Je to velmi dynamicka tkan,
ktera se kompletné€ obnovi kazdych 3-5 dni skrze bunécné déleni. Aby tento systém mohl
spravné fungovat, musi byt udrzovana rovnovaha mezi proliferaci epitelidlnich bunék,
jejich diferenciaci a apoptdzou (Edelblum et al., 2006). Epitelidlni vrstva bunék, ktera je
pokrytd mucindzni vrstvou, obsahuje enterocyty (resorpéni buiiky), poharkové bunky,
které produkuji hlen - mucin a Panethovy buiiky, které vylucuji peptidy antimikrobialniho
puvodu (AMP). Ty podporuji transport velkych apikdlnich antigeni a bakterii do
imunitnich buné€k ve sliznici tvofenou vazivem tzv. lamina propria. Lamina propria je
nejsiln€jsi polarizovana monovrstva, ktera se nachazi v nejspodnéjsi ¢asti stievni bariéry
a je témet nepropustnd. Poskozeni této bariéry mize vést k vyssi propustnosti patogenii

diky poSkozeni t€snych spojii (viz. nize) (Ordas et al., 2012, Schoultz and Keita, 2019).

Mucinova vrstva je tedy prvni vrstva epitelialni bariéry a funguje jako lubrikaéni
a fyzicka bariéra mezi povrchem sliznice a apikdlnim obsahem. Je sloZena z velkych
molekul oligosacharidfi o piiblizné molekulové hmotnosti 1 - 20x10° Daltonti (Shirazi et
al., 2000). Hlen - mucin se skladé ze dvou vrstev (Johansson et al., 2008) s tim, Ze vnitini
vrstva je bez bakterii. Na mySich modelech bylo zji$téno, Ze absence Mucinu 2 vede
k redukci vnitini vrstvy hlenu a tim padem ke kontaktu s bakteriemi a nasledné k rozvinuti

spontanni kolitidy a prajmtam (Sun et al., 2016)(Van der Sluis et al., 2006).
Druha bariéra je fyzicka a tvofi ji bunécné spoje: tésné spoje tzv. tight junctions,
adhezni spoje a desmozomy. Tésné spoje mohou umoznit propustnost malych molekul a

ionth do velikosti 20 kDa. Naopak desmozomy a adhezni spoje vytvaieji mezi sebou silné

vazby, které¢ jsou zodpoveédné za integritu a kohezi tkané. Jakékoli strukturdlni zmény a
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zmeény exprese v téchto spojich vedou k rozvoji zdnétlivych onemocnéni (Schmitz et al.,

1999, Schoultz and Keita, 2019).

Kromé¢ fyzické bariéry je samotny stievni epitel soucasti systému nespecifické
imunity. Imunitni systém je zavisly na rovnovaze mezi stievni a hostitelskou mikroflérou,
kde jakékoli patogenni zmény mohou vyvolat zanétlivé onemocnéni. U vrozené imunitni
odpovédi jsou hlavnimi bunéénymi slozkami dendritické bunky, makrofagy a
granulocyty, které se chovaji jako fagocyty a jsou antigen prezentujicimi bunkami.
Vrozena imunita je evolucné konzervovana a zavisla na tzv. MAMP/PAMP (z angl.
microbial/pathogen-associated molecular pattern), molekularnich vzorech spojenych s
mikroby nebo patogeny (Aslam et al., 2009). Na povrchu fagocytl jsou pfitomny rizné
druhy receptorti takovychto MAMP/PAMP oznacované jako PRR (z angl. pattern
recognition receptors). Je znama fada povrchovych nebo sekretovanych PRR vazajicich
sacharidové molekuly typické pro bakterie nebo plisné, které patii do rodiny TLR (z angl.
toll-like receptor) nebo NLR [z angl. NOD- (nucleotide oligomerization domain-) like
receptors] (Schoultz and Keita, 2019, Elia et al., 2015, Kopp and Medzhitov, 2003,
Lichtenberger et al., 2004). V intestinalnich epitelidlnich buitkach se za normalnich
podminek exprimuji TLR2, TLR3, TLR4 a TLRS (Cario and Podolsky, 2000). Bylo
dokazano, Ze u pacientl s ISZ se exprese téchto receptori rizné méni v zavislosti na typu
onemocnéni. U pacientll s CD a UC je TLR4 vyrazné zvySen, kdezto TLR2 a TLRS
zustava nezménén. U CD je také snizena exprese TLR3, ale u UC tomu tak neni. Tyto
zmény exprese TLR mohou byt spojeny se vznikem ISZ, ale zatim neni zcela jasné, jestli
imunitni nerovnovaha u téchto onemocnéni vede opravdu k dysregulaci TLR
v epitelidlnich buiikdch (Cario and Podolsky, 2000). Zatimco TLR zkoumaji
extracelularni prostor, NLR neboli NOD maji za kol chranit intracelularni cytosolicky
kompartment. Tyto receptory po rozpoznani MAMP/PAMP rozezndvaji jiné bunécné
kinazy a adaptaéni proteiny, které dokazou nasledné spustit dalsi signélni kaskady a ty

mohou vyustit v aktivaci drah, napt. NF-xB (Elia et al., 2015).

Pravé signdlni draha NF-kB hraje zasadni roli v regulaci transkripéniho systému
kontrolujici stfevni biologické procesy, jako jsou bunécnd proliferace, apoptdza,
diferenciace, zanét a karcinogeneze. Jeji aktivace je do urcité miry zavisla na typu bunck.
Zvysena aktivace NF-«kB je Casto pozorovana v tlustém stieveé u pacienti, ktefi trpi ISZ

(Atreya et al., 2008). Mimo to se NF-«xB se také podili na signalizacni kaskadé¢, ktera je
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aktivovana pomoci NOD?2 receptoru, ktery byl objeven jako prvni rizikovy gen, asociujici
s ISZ (Hugot et al., 2001), a ktery vykazuje vysokou expresi v Panethovych bunkéch,
dendritickych bunikach, granulocytech a makrofazich. NOD?2 je nezbytny pro udrzovani
sttevni homeostazy prostfednictvim produkce AMPs a dokaze identifikovat MDP (z angl.
muramyl dipeptid) skrze rozpoznavajici leucinové receptory a ndasledné vyvolat

protizanétlivou imunitni odpovéd’ (Girardin et al., 2003)(Schoultz and Keita, 2019).

Tis

2 a% . TR
" Komenzalni fléra |
vs. patogeny. 1 NLR

Treg

Epitelialni vrtsva {2 Y e iy
e P, g M
q w, CRH,SP ¢ Autofagle
X 3
r\_ ﬂﬁ( NEUT

Obr. 1 — Schéma hlavnich typt stievnich bun¢k a molekuldrnich funkeci jako cil,
souvisejicich s funkci stfevni bariéry pro terapeutické strategie v ISZ (upraveno z

(Schoultz and Keita, 2019)).

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

Ubikvitinace je reverzibilni proces pfipojeni ubikvitinu k cilovému proteinu. Ub
je maly protein s globularni strukturou, ktery se sklada ze 76 aminokyselin a je pfitomen
ve vSech eukaryotickych bunkéch (z lat. ubigue, vSude). Proces ubikvitinace byl prvné
popsan vroce 1980 a za tenhle objev byla Avramovi Hershkovi, Aaronovi
Ciechanoverovi a Irwinovi Roseovi v roce 2004 udélena Nobelova cena za chemii
(Hershko et al., 1980)(Ciechanover et al., 1980). Tento proces se se svou regulacni
schopnosti Ucastni prakticky vétSiny bunéénych déji, napt. pii opravach DNA, pii
regulaci bunécného cyklu, signalni transdukci, apoptdze, hraje také roli v imunitni

odpovédi a zanétu (Kwon and Ciechanover, 2017).

Oznaceni cilovych proteinii ubikvitinem je nejvice znamo jako signal pro jejich
degradaci prostfednictvim 26S proteazomu, ale taky mize vést k zméné jejich bunécné
lokalizace, ovlivnit jejich funkci nebo interakci s jinym proteinem. Tato post-translacni
modifikace proteinii je mnohostupniovy a ATP-zavisly proces, zprostiedkovan sérii
enzymu: ubikvitin-aktivacniho E1, ubikvitin-konjugacniho E2 a ubikvitin-ligdzou E3
(Obr.2). Vysledkem enzymatické kaskady je formovani izopeptidové vazby mezi C-
terminalnim koncem Ub a obvykle lyzinem cilového proteinu (Deshaies and Joazeiro,

2009).

Aktivaci E1 umoznuje pouze jeden enzym - Ubal (z angl. ubiquitin activating
enzyme E1) (Lee and Schindelin, 2008)(Pickart and Eddins, 2004). Diky velkému poctu
E2 jsme schopni rozeznat u ¢lovéka ptiblizné€ 40 podtypt, které se podileji na pfenosu Ub
nebo Ubl (z angl. Ubiquitin-like proteins) proteint jako jsou napiiklad SUMO a NEDDS
(Stewart et al., 2016). Vyznamnym a poslednim krokem v této enzymaticke kaskade je
ligace, tj. vytvofeni finalni izopeptidové vazby mezi Ub a substratem pomoci E3 ligaz.
V lidském genomu existuje vice nez 600 gent kodujicich tyto enzymy, které celému

procesu udavaji specificitu (Li et al., 2008).

Ubikvitinace je ovSem vratny d¢j, nebot’” Ub miize byt z proteinu odstranén
¢innosti deubikvitindz (DUBs), kterych je v lidském genomu pfiblizné sto. DUB umé;ji
odstépit Ub z proteinu a také dokézou udrzet v buiice konstantni mnozstvi volného Ub.

Maji katalytickou aktivitu, kterd se zakldd4a na Sté€peni izopeptidové vazby mezi C-
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koncem Ub a N-koncem lyzinu (Komander et al., 2009). Tyto enzymy byly

identifikovany i jako onkogeny a nddorové supresory (Hussain et al., 2009).

Ubikvitinace a deubikvitinace jsou spojeny s mnoha bunécnymi procesy jako je
zpracovani RNA, transkripce, pfemény proteini nebo v systétmu ERAD (z angl
endoplasmatic reticulum-associated degradation), zodpovédnym za degradaci Spatné

sbalenych proteint asociovanych s endoplazmatickym retikulem (ER).

Zménéna funkce < ’/f \ UbR .I
t iy | ( J
) UeR |(d)
¢ ) ~ 26S proteazom

E2 Protein _/e\\}./_p Protein —i/_-\}—)-

e

)(E3)

Ve

ATP f

t(a)

OX(@ e i
@

Obr. 2 - Ubikvitina¢ni systém (upraveno z (Deshaies and Joazeiro, 2009)).

-

=

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

ubikvitinové receptory.
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2.1 Zpusoby vazeb Ub retézct

Proteiny v buiice mohou byt oznaceny jednou molekulou Ub (monoubikvitinace)
nebo dvéma a vice molekulami Ub (polyubikvitinace) skrze lyzinovy zbytek cilového
proteinu. Ub obsahuje 7 lyzinovych zbytki (K6, K11, K27, K29, K33, K48 a K63;
aminokyselinové zbytky jsou ¢iseln¢ oznaceny podle postaveni v Ub molekuly), z nichz
vSechny mohou slouzit ke tvorbé izopeptidové vazby, kterou jsou jednotlivé Ub spojeny
v fetézec. Komplexita ubikvitinace je jeSt€¢ navySena existenci mnohopocetné
monoubikvitinace a smiSenych nebo rozvétvenych fetézcli. Navic byla popsana vazba
skrz N-terminalni konec (M 1) Ub, ktera je ¢asto vyuzivana pro tvorbu linedrnich fetézct
a identifikovdna pii regulaci aktivace transkripniho faktoru NF-xB v zdnétlivych a

imunitnich reakcich (Komander, 2009)(Akutsu et al., 2016).

Nejcastéjsi zpisoby vazby pfi polyubikvitinaci jsou pies K48, ktera vytvaii 29%
vSech vazeb a pres K63, ktera vytvaii 17% vsech ubikvitinovych vazeb (Komander,
2009). Vazba skrze K48 hraje vyznamnou roli pfi degradaci proteini v proteazomu 268,
uvniti  kterého specifické receptory tuto vazbu rozeznaji. Protein, ktery urceny
k degradaci oznaci a prakticky okamzité zneskodni. Proteazom 26S potiebuje minimalné
&tyii Ub molekuly typu K48 na rozeznani. Cim vice je K48 ubikvitinovych molekul, tim
je vyssi afinita mezi proteazoem a lyzinovym zbytkem proteinu (Thrower et al., 2000). U
K11 bylo zjisténo vice funkci. Jedna z nich je v buné€ném cyklu, konkrétné u mitozy,
pficemz K11-znacené proteiny jsou odsouzené k degradaci pomoci APC/C (anafazi
podporujici komplex). Pokud je tento komplex aktivni béhem mitozy, tak se mnozstvi
vazeb u K11 rapidné€ zvysSuje (Jin et al., 2008). Také byla zjiSténa dalezita funkce K11 u
mechanismu degradace pomoci ERAD (Jin et al., 2008)(Locke et al., 2014)(Lord et al.,
2000).

Zatimco K11 a K48 se uplatiiuji pii degradaci proteinti, K63 fetézce maji zejména
regulacni funkci. Tyto fetézce se velmi Uizce podileji na signalnich procesech, které vedou
k aktivaci transkripéniho faktoru NF-«kB, a také maji zasadni funkci pii degradaci a
opravach DNA (Komander, 2009)(Chen and Sun, 2009). K63 mé také diilezitou ulohu
v receptorové endocytdze in vivo a signalni transdukci. Jisté studie poukazaly na to, ze
takto oznacené proteiny mohou byt degradovany a rozpoznany proteazomem 26S (Saeki
etal., 2009). U K63 se pfislo také na to, Ze je klicovy pti opravach dvouvlaknovych zlomt

DNA, u pacientek s mutovanym genem BRCAI, ktery je zodpovédny za rakovinu prsu
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(Chen and Sun, 2009). Molekuly tohoto fetézce jsou pouze izopeptidového charakteru
(Komander, 2009).

Vazba skrze K6 neni az zas tak béznou a jeji fyziologickd role neni objasnéna.
Vazby tohoto typu byly identifikovany pomoci proteinti, které se nachéazeji na vnéjsi
mitochondridlni membrané (Akutsu et al., 2016). Za to K27 fetézec se ucastni reakce u
poskozeni DNA, kdy je aktivovana ATM kinaza, ktera je vyznamné zodpovédnd za
fosforylacni a ubikvitinac¢ni kaskadu kde je tato ligaza schopna indukovat ubikvitinaci
chromatinu. K27 vazba je dualezita pii spravné aktivaci DNA (Gatti et al., 2015). Znaceni
pres K29 se uplatiiuje jako inhibitor Wnt/B-katenin signalni drahy, ktera hraje ustfedni
roli pfi embryogenezi a jeji deregulace je izce spojena s vyvojem a rustem nadort
(Clevers and Nusse, 2012). Posledni K33 fetézec je spojen s negativni regulaci T-antigenu
a proteinové kindzy sdruzenou s AMPK (AMP-aktivovana protein kindza) (Huang et al.,

2010)(Al-Hakim et al., 2008).

2.2 E3 ubikvitin ligazy

V sav¢im genomu muzeme najit pies 600 gent kodujicich E3 ligdzy (pfehledné
shrnuty napt. v (Zheng and Shabek, 2017, Deshaies and Joazeiro, 2009, Metzger et al.,
2012)), které urcuji specificitu ubikvitinace rozpozndvanim cilovych proteint.
V eukaryotnich organismech rozeznavame rizné typy enzymu E3. NejvetSimi a také
nejpocetnéj§imi rodinami jsou RING a HECT. Zakladni rozdil mezi témito typy E3
enzymt je, Ze RING doména netvoii thioesterovy katalyticky meziprodukt s Ub, jak to je
u HECT domény, ale ptfimo katalyzuje ptenos z E2 na cilovy protein (Metzger et al.,
2012). Mezi E3 ligazy patii taky méné pocetnd RBR (z angl. RING-between-RING)
rodina a podskupina malych konzervovanych proteinii nesoucich U-Box doménu, ktera
je odvozend od rodiny RING (Aravind and Koonin, 2000). Nékteré¢ E3 mohou tvofit
monomery jako napiiklad c-CBL, homodimery, napt. RNF4, BIRC7, IDOL, cIAP a
TRIMS5a a heterodimery, napt. BRCA1-BARD1, Mdm2-MdmX a RINGI1B-Bmil.
Z téchto trech dvojic maji vzdy Brecal, Mdm?2 a RING1B vazebna mista pro E2 a vykazuji
E3 aktivitu. Naopak jejich partnetfi, Bardl, MdmX a Bmil, E3 aktivitu nevykazuji, ale
jejich RING domény interaguji s RING doménou interagujiciho proteinu, pficemz tvoii
heterodimér a stimuluji E3 aktivitu (Morreale and Walden, 2016, Deshaies and Joazeiro,

2009).
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Zvlastni podskupinu RING ligdz ptredstavuji Cullin RING ligazy (CRL), které
jsou sestaveny z vice podjednotek. Jsou velmi rozmanitou a vyznamnou podskupinou a
jejich pocet presahuje bezmala 200 odlisnych cullin-RING ligaz (Petroski and Deshaies,
2005) (Nguyen et al., 2017). Tyto ligazy prostiednictvim konzervovanych cullinovych
domén vazou proteiny RING-boxu na svém N-konci (napt. Rbx1) a substratovy receptor
(napt. Skp2) s adaptérovym proteinem (napt. Skp1) na svém C-konci. Nejvétsi roli maji
pii cileni proteint, které jsou urcené k nasledné degradaci. V lidském genomu mizeme
najit celkem sedm komplext tvoiené Cull, Cul2, Cul3, Cul4, Cul5, Cul7 a Cul9 (Teixeira
and Reed, 2013) (Morreale and Walden, 2016)(Fouad et al., 2019).

2.2.1 RING E3 ligdzy

RING doména byla poprvé popsana Paul S. Freemontem a jeho kolegy (Freemont
et al,, 1991). Termin RING (Really Interesting New Gene) byl piivodné zaveden
v kontextu proteinli nesoucich tzv. zinkovy prst (z angl. zinc finger) kvili ptitomnosti
zinku v jejich unikdtni doméné. Tento motiv byl prvné popsan u Ringl proteinu a
nasledné u nékolika desitek dalsich, pficemz se domnivalo, Ze je zodpovédny za jejich
vazbu na DNA. Dalsi vyzkumy vsak toto tvrzeni vyvratily, kdyz bylo zjiSténo, Ze proteiny
nesouci RING doménu vykazuji Ub-ligazovou aktivitu. Kanonické typy RING domén
jsou charakteristické pfitomnosti sedmi cysteiny a jednim nebo dvéma histidinovymi
zbytky v linedrni fad¢ koordinujicich zbytkii (CsH2C3 a C3HC4), avSak existuje vicero
variant RING domén (Deshaies and Joazeiro, 2009, Freemont et al., 1991, Everett et al.,
1993, Yanagisawa, 1995). Osm aminokyselinovych zbytka (cystein nebo histidin) tvori
ve struktufe RING domény dvé vazebni mista pro Zn?* atomy (Obr.3). Piesny
mechanismus pienosu Ub z E2 na cilovy protein neni zndmy. Je ovSem jasné, Ze v tom
velkou roli sehrava pravé katalytickd aktivita domény RING, kterd napomaha

k zvySenému stietu mezi E2 a cilovym proteinem (Pickart and Eddins, 2004).
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Obr. 3 - Trojrozmérnd krystalova struktura RING domény (Deshaies and Joazeiro,

2009).

2.2.2 HECT E3 ligdzy

V lidském genomu se nachazi ptiblizné 30 gend, které koduji E3 ligazy s tzv.
HECT (z angl. Homologous to E6AP C terminus) doménou. HECT E3 ligazy katalyzuji
prenos Ub na cilovy protein dvoustupniovou reakci. V prvnim kroku je Ub pienesen na
katalyticky cystein HECT E3 ligazy a poté z ligdzy na cilovy protein. Tenhle typ Ub
transferu vyzaduje existenci strukturné flexibilni HECT domény, coZ je zajiSténo
pritomnosti tzv. dvou lalokl (z angl. bi-lobed), ktera je umisténa na C-konci proteind.
Zatimco N-terminalni lalok interaguje s Ub-konjugovanym E2, C-terminalni lalok
obsahuje katalyticky cystein. Pfi Ub transferu pak dochazi k ptiblizenim obou lalokt ptes
ohybny kloub, pficemz se méni relativni orientace obou lalokli (Metzger et al., 2012).
HECT ligadzy mizeme d¢lit na tfi podrodiny. Prvni se nazyvad Nedd4 (z angl. neural
precursor cell expressed developmemtally down-regulated protein 4) s motivem (WW)
tryptofan - tryptofan. Tato podrodina obsahuje mimo jiné proteiny Smurf1 (z angl. SMAD
specific E3 ubiquitin protein ligase 1) a Smurf2 (z angl. SMAD specific E3 ubiquitin
protein ligase 2). Druhou podrodinou je HERC, ktera je charakteristicka ptitomnosti dvou
domén: HECT a RLD (z angl. regulator of chromosome condensation-like domain).
Typickym ¢lenem této podrodiny je E6AP (z angl. E6-associated protein). Podili se na
degradaci cilenych proteinil a je kodovan genem UBE3A4 (z angl. ubiquitin-protein ligase
E34). Nejdiive byl tento protein identifikovan jako onkoprotein, ktery hraje tlohu
v degradaci proteinu p53. AvSak tato informace nebyla prokézana a onkogenni funkce

E6AP nejsou pftili§ zndmy (Nuber et al., 1998). U E6AP bylo pozdéji zjisténo, ze ptispiva
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k rozvoji vaznych lidskych onemocnéni jako je napiiklad vzacnd genetickd porucha
zvand Angelmaniiv syndrom, v disledku ztraty funkce E6AP neboli inaktivaci. Miize mit
vliv také na karcinogenezi délozniho ¢ipku, kdy ale dochazi naopak k aktivaci E6AP
(Matentzoglu and Scheffner, 2008). Posledni jsou ,,jiné¢*“ HECT rodiny, které obsahuji
dal$i domény (Morreale and Walden, 2016).

2.2.3 RBRE3ligdzy

Nazev RBR rodiny je odvozen z ptitomnosti dvou riznych RING domén (RING1
a RING2), které jsou oddéleny doménou IBR (z angl. in-between ring). Jednim
z nejvyznamngéjSich ¢lent této rodiny, ktery hraje vyznamnou roli u projevl Parkinsovy
choroby — Parkin. Mlzeme jmenovat dalsi ptiklady jako je napi. Parc (z angl. p53-
associated parkin-like cytoplasmatic protein), RNF144 (z angl. ring finger protein 144)
a HOIP1 (z angl. HOIL-interacting protein) (Morreale and Walden, 2016). Veskeré E3
této rodiny jsou multidoménové. Analogicky jako HECT E3 ligazy, RBR E3 ligazy
katalyzuji pfenos Ub na cilovy protein ve dvou krocich. Prvni doména — RING1 se vaze
s Ub-konjugovanym E2, pficemz RING2 doména obsahuje tzv. ,katalyticky cystein®,
ptes ktery piijimé molekulu Ub od E2. Jelikoz RING2 doména strukturné nezodpovida
kanonické RING struktufe, byla proto pojmenovana jako Rcat (z angl. required-for-
catalysis). IBR doména je strukturné stejnéd jako RING2 doména, ale chybi ji katalyticky
zbytek cysteinu, a proto se nazyva BRcat (z angl. benign-catalytic) (Spratt et al., 2014).

2.2.4 U-box E3 ligdzy

U-box je nejmén¢ pocetna rodina E3 ligaz odvozena od rodiny RING. Na rozdil
od RING domény, kterd je stabilizovana vazbami s Zn**, struktura U-box domény je
udrZzovana nabitymi a polarnimi zbytky a stabilizacnimi vodikovymi vazbami. Bylo
zjisténo, ze proteiny U-Boxu rodiny dokézou samostatné fungovat jako E3, které jsou pfi
ubikvitinaci zavislé na E2. U-box E3 ligazy hraji dileZitou roli v kontrolnim systému
kvality proteind, ktery je zakladni reakci bunééného stresu na intracelularni akumulaci
abnormalnich proteini. Mezi zastupce tohoto typu E3 ligdz patii napt. Ufd2, CYC4 a
PRP19 (Hatakeyama and Nakayama, 2003).
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3 E3ligdzy asociované s ISZ

Velkym piinosem pro pozndni genetické determinace ISZ jsou celogenomové
asociacni studie GWAS (z angl. Genome Wide Association Studies), které identifikovaly
piiblizn¢ 200 rizikovych lokust. Pfesto vSak nalezené varianty rizikovych gent jako jsou
naptiklad NOD2, ATG16L1, IRGM, IL23R, RNF186 a CARDY nevysvétluji heritabilitu
ISZ, kdy se ziejmée uplatiiuji i dalsi mechanizmy — vzajemné interakce gentl, epigenetické

modifikace apod. (Beaudoin et al., 2013).

Doposud bylo identifikovano piiblizné tucet E3 ligdz asociovanych s ISZ a jejich
seznam neustale nartsta (Xiao et al., 2020). Valna vétSina takto identifikovanych E3 ligaz
patii do rodiny RING, jako jsou napt. Rnf183, Rnf186, TRIM62, XIAP, Pellino-3, apod.
ITCH E3 ligaza jako jedina z nich patii do rodiny HECT (Perry et al., 1998). Neobvyklym
typem ligazy je pak A20, kterd ma jak ubikvitinacni, tak i1 deubikvitina¢ni aktivitu (Wertz
et al., 2004). Veskeré tyto E3 ligazy katalyzuji posttranslacni proteolytické nebo
neproteolytické funkce ve fyziologickych nebo patologickych procesech. Vyznamna
skupina téchto E3 ligdz sehrava ulohu v bunéénych procesech spjatych s udrzenim
funkéni bariéry stfeva, jako je zdnét-asociovana signélni transdukce (Zhu et al.,
2020)(Fujita et al., 2018)(Yu et al., 2016)(Wu et al., 2019) kontrola bunécnych spoji
(Fujimoto et al., 2017), autofagii (Lear et al., 2019), eventualné kontrolu produkci AMPs
(Damgaard et al., 2012, Cao et al., 2015, Song et al., 2016). Konkrétnéji budou jednotlivé

ligdzy popsany niZe a shrnuty v tabulce 1.

Jednim z vyznamnych kandidatd E3 ligdz, ktery je asociovan s UC a patii do
rodiny RING je RNF186. RNF186 sehrava tlohu v ERAD draze. Jako vysledek
deregulace této E3 ligazy, byla u Rnf186-deficientnich mySich pozorovana zvySena
hladina vicero substratli véetné proteinu pevnych bunéénych spoji - okludinu, coz vedlo
k naruSeni permeability sttevniho epitelu a k vyssi citlivosti zvifat na DSS (dextran sulfat
sodny)-indukovanou kolitidu (Fujimoto et al., 2017). Autofi Fujimoto a kolektiv (2017)
zaroven dokazali, ze zavedeni lidsk¢ UC-asociované A64T mutace do mySiho genu
Rnf186 vedlo k naruseni E3 ligazové aktivity a k zvySeni stfevniho zadnétu (Fujimoto et
al., 2017). Dalsi blize studovanou genetickou variantou je varianta proteinu zkracena o

druhou transmembranovou doménu - R179X, ktera naopak nositelim ptispiva k ochrané
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proti UC (Rivas et al., 2016). Tento ochranny mechanismus tkvi pravdépodobné ve ztraté
funkce nebo interakce jako dusledek nespravné lokalizace proteinu. Inhibice lokalizace
RNF186 do membran ER pak nasledné mitize vést k ztrat€¢ K29- a K63-spojené schopnosti
polyubikvitinace proapototického BNipl rodiny Bcl-2 (z angl. B-cell lymphoma), ktery
byl popsan jako RNF186 substrat na lidskych bunikach (Wang et al., 2013). Zajimavé bylo
také zjiSténi, ze tato zkracena varianta byla identifikovana jako faktor, ktery je spojen s
rizikem chronického onemocnéni ledvin (Sveinbjornsson et al., 2014). Je nepochybné, ze
RNF186 hraje vyznamnou roli v autofagii a aktivaci mTOR (z angl. mechanistic Target
Of Rapamycin) komplex 1 drahy, primarnich drah podilejicich se na regulaci
metabolismu, odpovédi na stres a dostupnost zivin, nakolik bylo dokazano, ze tato E3
ligdza ubikvitinuje proteiny dilezité v kontrole téchto procesu - sestrin-2 a efrin-2 (Lear
et al., 2019, Zhang et al., 2020). V neposledni fad¢, in vitro experimenty prokazali roli
RNF186 v kontrole signalizace inzulinu v primarnich bunikach hepatocyti (Tong et al.,
2018), 1 kdyz mechanismus kontroly nebyl objasnén. Je nepochybné, ze regulace stfevni
homeostazy pres RNF186 E3 ligdzu bude komplexnégjsi, nakolik pocet jejich substrati

narusta.
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Tabulka 1 - E3 ligdzy asociované s ISZ.

Rodina | E3 ligaza Substrat Bunécény proces ISZ Citace
(Fujimoto et al.,
, 2017)
lc;l;liudlm Regulace stresu ER, (Wang et al.,
RNF186 P indukce apoptozy a ucC 2013)
sestrin-2 .
EFNB2 autofagie. (Lear et al., 2019)
(Zhang et al.,
2020)
Regulace degradace (Fujita et al.,
RNFS S100A8 proteini skrze ERAD. uc 2018)
Bel-X1 . . (Yu et al., 2016)
RNF183 | DR5 Egng’la gktwi‘fe drlalg’ UC | (Wuetal, 2018)
«Ba, -Kb a degradace lkba. (Wu et al., 2019).
RING ucC
TRIM62 | CARD9 Regulace TLR drahy. CD (Cao et al., 2015)
. Regulace signaliza¢ni (Yang et al., 2013)
Pellino-3 | RIPK2 drahy NF-«B. CD
Inhibice aktivace CD
TRIM31 NLRP3 inflamazému NLRP3. KRK (Song et al., 2016)
Regulace signalizac¢ni uUcC (Damgaard et al.,
XIAP NOD2 drahy NF-«B. CD 2012)
HECT | ITCH NOD2 I;Zi‘;l?\‘;;i%nahzacm [ng (Tao et al., 2009)
. e Garcia-Carbonell
Regulace signaliza¢ni uUC (
OoTuU A20 RIPK1 drahy NF-«B. cD etal., 2018)

UC — ulcerozni kolitida, CD — Crohnova choroba, KRK — kolorektalni karcinom.
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RNFS5 je ligaza z RING rodiny, u které byl identifikovan substrat SIO0AS (Fujita
et al.,, 2018). SIO0A8 je protein o nizké molekulové hmotnosti, ktery je slozkou
kalprotektinu, coZ je leukocytarni cytosolovy protein, ktery na sebe vaze Ca** a patii do
skupiny DAMP (z angl. danger-associated molecular patterns). DAMP jsou
biomolekuly, které dokdzou podnitit a udrzet zdnétlivou odpoveéd’ a jsou zndmymi hraci
v etiologii ISZ (Boyapati et al., 2016). Kalprotektin slouzi jako endogenni signal, ktery

podnécuje zaniceni a dokdze vyvolat signaliza¢ni kaskady vedouci k rozvolnéni hlavnich

.....

.....

Rnf5-deficientnich mysi (Fujita et al., 2018).

DalSim biomarkerem, ktery patfi do RING rodiny a je asociovan s ISZ, je
RNF183, ktery je pfevazné exprimovan v ledvinach. OvSem nékteré studie, které byly
experimentalné provedeny na mySim modelu, poukazuji na zvySenou expresi i ve
sttevnim  epitelu  po podani litky DSS nebo TNBS (kyselina 2.,4,6-
trinitrobenzensulfonovd) (Yu et al., 2016, Wu et al., 2018). U RNF183 byla in vitro
zjiSténa negativni regulace pomoci miRNA-7, kterd podnécuje stfevni zanét aktivaci
drahy NF-«B zvysenim ubikvitinace a degradaci IkBa (Yu et al., 2016). U RNF183 byl
identifikovan taky substrat DR5 receptor (z angl. death receptor 5) pattici do rodiny TNF
(z angl. tumor necrosis factor), kdy je skrze vazbu K63 cilovy protein ubikvitinovan a
nasledné transportovan do lysozomu k degradaci. Navic bylo dokazano, Ze tato E3 ligaza
spousti aktivaci TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)-zprostfedkovanou
apoptozu skrze interakce s kaspazou 8 (Wu et al., 2019).

TRIM62 E3 ligaza je netypicka tim, Ze patii do rodiny TRIM/RBCC obsahujici
proteiny, které nesou B-box, RING a tzv. ,,coiled-coil“ doménu (Huang et al., 2013).
TRIM 62 méa ulohu v ISZ, a to prostiednictvim regulace aktivace CARD9 (z angl.
caspase recruitment domain-containing protein 9) - centralni signaliza¢ni molekuly ve
vrozené imunitni reakci (Cao et al., 2015). CARDY byl identifikovan jako jeden z genti
asociovanych s ISZ pomoci GWAS (Beaudoin et al., 2013). Cao a kolektiv (2015)
prokézali, Ze CARDO protein interaguje s TRIM62 E3 ligazou pies jeho C konec, ktery
je zaroven zasadnim pro regulaci aktivity CARD9. TRIM62 zprostiedkovava ubikvitinaci
CARD?9 skrz K27 vazbu, coz vede k aktivaci CLR (C-type lectin receptors)-CARDO a
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kanonické NF«kB signalni kaskady, vysledkem ¢eho je produkce zanétlivych cytokinti

jako TNFa, IL-6 a IL-1p (Cao et al., 2015).

TRIM31 E3 ligaza je dalSim identifikovanym ¢lenem z RING rodiny, kde jeji
uloha v udrzeni homeostazy stfevniho epitelu je nepostradatelnd. Bylo zjiSténo, ze ma
vliv na rakovinu tlustého stfeva a konecniku (Wang et al., 2018), ale tento mechanismus
je stale neprobadany. Ve studii Song a kol. (2016) zkoumali funkci TRIM31 na IL-1
zavislém modelu mysi peritonitidy, kterd byla injekéné vyvolana pomoci kamence. Na
tomto modelu bylo prokazano, ze TRIM31 muze inhibovat aktivitu inflamazému NLRP3
(z angl. NLR family pyrin domain containig 3), ¢imz nasledné¢ vyvold akumulaci
imunitnich bunék. TRIM31 byla identifikovana jako zpétnovazebny supresor NLRP3, na
ktery se ptimo vaZze a prostfednictvim vazby K48 zprosttedkuje jeho ubikvitinaci, co vede
k jeho degradaci. Zajimavé je, ze deficit ligdzy zmiriiuje zavaznost UC, ktera byla uméle

vyvolana DSS. V tomto ptipadé¢ ma NLRP3 ochrannou funkci (Song et al., 2016).

Zajimavé jsou ligazy XIAP (z angl. X-linked inhibitor of apoptosis protein),
Pellino-3 a ITCH, coz je z angl. E3 ubiquitin-protein ligase Itchy homolog. Zatimco
XIAP a Pellino-3 se nachazi v rodin€ RING, tak ITCH jako jedinad z E3 ligdz v rodiné
HECT. A a¢ maji rozdilné domény, tak je spojuje hodné spole¢ného. VSechny tyto E3
ligazy hraji ulohu v kontrole degradace NOD2 u ISZ a jejich mutace jsou spojeny
s imunodeficienci (Tao et al., 2009)(Damgaard et al., 2012)(Yang et al., 2013). XIAP
ligdza dokaze ubikvitinovat RIPK2 (z angl. receptor interacting serin/threonin kinase 2)
arekrutovat LUBAC (z angl. linear ubiquitin chain assembly complex) komplex k NOD2.
LUBAC aktivita je klicova pro aktivaci NF-kB drahy pfipojenim linearnich Ub fetezct,

oy w1

Pellino-3, patfici do RING rodiny, byl také popsan jako kriticky pozitivni
regulator NOD?2 signalizace (Yang et al., 2013, Topal and Gyrd-Hansen, 2020), pficemZ
mutace NOD2 jsou spojeny s CD u lidi a mySich modeli (Rubino et al., 2012). Pellino-3
se vaze na RIPK2 kindzu a umoziuje jeji ubikvitinaci skrze K63 vazby, nasledkem ¢eho
dochazi k aktivaci NF-kB signdlni drahy, produkci peptidii antimikrobidlniho ptivodu a
zanétlivych cytokini (Yang et al., 2013).

ITCH patii do jedné z nejpocetnéjSich rodin E3 ligdz - HECT (Perry et al., 1998).
Nazev je odvozen od ltchy fenotypu mysi, u kterych byly zkoumany genetické varianty

barvy mysi srsti (Hustad et al., 1995). ITCH ubikvitinuje RIPK2 kinazu skrze vazbu K63,
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na ktery se nasledné mtze vazat NOD2 (Tao et al., 2009). Chhangani a kolektiv (2014)
ve své praci poukazali na to, ze ITCH E3 ligaza ma také ulohu v regulaci autofagie

(Chhangani et al., 2014).

Zvlastnim typem ligazy je A20, ktera patii do tzv. OTU (z angl. ovarian tumor)
rodiny s ubikvitina¢ni a deubikvitina¢ni aktivitou. Ty jsou dany pfitomnosti sedmi C2/C2
zinkovych prsti na C-termindlnim konci a OTUD-deubikvitina¢ni doménou na N-
terminalnim konci proteinu (Wertz et al., 2004). A20 ligiza je kodovana genem
TNFAIP3, ktery je exprimovany ve stfevnich epitelialnich buitkach. A20 protein byl
popsan jako negativni reguldtor signalizacni drahy NF-xB, schopny katalyzovat
polyubikvitinace RIPK 1, ¢imz ptispiva k degradaci kritické NF-kB aktivacni efektorové
molekuly (Garcia-Carbonell et al., 2018). Mutace v tomto genu jsou spojeny s ISZ, ale
také je dulezity v patogenezi jinych onemocnéni jako je naptiklad artritida (Plenge et al.,

2007) a celiakie (Trynka et al., 2009).
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Diky UPS, ktery zajiStuje nepfetrzité proteinové zmény v buiice, je neustdle udrzovana
homeostaza. Jakdkoli transformace v tomto systému dokaZze vyvolat nevratné zmény a zpusobit
zanétliva ¢i jina zdvaznd onemocnéni. Je zndmo, ze E3 ubikvitin ligdzy pfispivaji k regulaci
ISZ jako je pravé UC a CD.

V poslednich letech bylo diky GWAS, identifikovano piiblizn¢ 200 rizikovych lokust
spjatych se zanétlivymi onemocnénimi stiev. V mnoha jinych studiich (napt. v (Zhang et al.,
2020)) bylo identifikovanych ptiblizné tucet E3 ligiz RNF186, RNF5, RNF183, TRIM62,
Pellino-3, TRIM31, XIAP, ITCH a A20, u kterych bylo dokazano, zZe se zdsadnim zptisobem
podileji na regulaci stfevni homeostdzy, kde sehrdvaji krucialni roli v bunéénych procesech
jako je napf. zanétem-asociovana signalni transdukce, kontrola bunéénych spoji, autofagie,

ptfipadné kontrola produkce antimikrobialnich peptidu.

Budouci studie v této oblasti jsou zcela nezbytné a diky témto rliznym védeckym
vyzkumim GWAS, se postupem c¢asu s nejvétsi pravdépodobnosti podafi identifikovat vétsi
mnozstvi dalSich citlivych lokusti a jejich genetickych variant. V minulém roce vysla nova

publikace od Zhang a kol. (2020) (Zhang et al., 2020), ktera se touto problematikou zaobira.

wewvr

které maji vyznamnou ulohu v regulaci stitevni homeostazy u ISZ, jako je CD a UC.
Vzhledem k tomu, ze ISZ trpi ve svété ¢im dal tim vice pfevazné mladé populace, tak

je velmi zadouci objasnit pfesnéjsi patologii a mechanismy ISZ. A pravé identifikace dalSich

rizikovych lokust a nésledujici rozséhlejsi studie jsou velmi dilezité pro nasledny vyvoj 1éka

a cilenou 1é¢bu téchto onemocnéni.
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