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Abstrakt

Kvalitativni kontrola (QC) je soubor procest, které se uicastni biogeneze a vystavby proteinti. Cilem této
prace je tyto procesy detailn¢ popsat. V buiice probiha QC na mnoha urovnich. Popisuji QC
endoplazmatického retikula (ER) a s ni propojenou QC cytosolickou. QCER zahrnuje vice druhti
translokace do lumen ER, glykosylaci, formovani disulfidickych mustkdi pomoci protein disulfid
izomerazy (PDI), chaperony ucastnici se téchto procesti a ER-asociovanou degrada¢ni drdhu, ktera
chybné sbalené proteiny retranslokuje zpét do cytoplasmy, kde jsou nésledné¢ degradovany
v proteosomu. QC cytosolu je s ERQC propojend, nebot’ proteiny se translatuji v cytosolu a jsou poté
riznymi druhy drah pfendSeny na nebo pfes membranu ER. S cytosolickou degradaci proteinti
v proteasomu souvisi ubikvitinace proteint a i€astni se ji také cytosolické chaperony a dals§i bunééné
organely, jako napfiklad agresomy, juxtanuklearni kompartmenty a depozita nerozpustnych proteind. S
kvalitativni kontrolou a spravnym sbalenim proteinii v ER je rovnéz spojena vapnikova rovnovaha.
Naptiklad chybné sbaleni glutamatovych receptori vede k nékterym neurodegenerativnim

onemocnénim.

Klic¢ova slova: kvalitativni kontrola, endoplasmatické retikulum, ERAD, ERQC, glutamatovy

receptor, protein, glykosylace, posttransla¢ni modifikace, degradace, proteasom, ubikvitinace



Abstract

Quality control (QC) is a collection of processes taking part in the biogenesis and architecture of
proteins. The objective of this thesis is to describe these processes in detail.
QC takes place on many different levels in various compartments of the cell. The focus is on the
endoplasmic reticulum (ER) QC interconnected with cytosolic QC. There are multiple steps involved in
ERQC: several types of protein translocation to the ER lumen, glycosylation, disulfide bond formation
via protein disulfide isomerase, chaperones that assist to achieve a correct conformation, and ER-
associated degradation pathway for retranslocation of misfolded proteins back to the cytoplasm, where
they are degraded. Cytosolic QC is interconnected with the ERQC through various ways of translocation
of proteins to the ER membrane or lumen. Proteins that are retranslocated from ER to the cytosol are
ubiquitinated and subsequently degraded in the proteasome. Ubiquitination is a process of targeting a
protein for degradation. Cytosolic chaperones and other cellular structures, such as aggresomes,
juxtanuclear compartments, and insoluble protein deposits, take part in the ubiquitination. Calcium
dysregulation that is linked to QC and correct protein folding in ER is also described. Some of the
possible consequences of protein misfolding are pointed out. For instance, the misfolding of glutamate

receptors leads to neurodegenerative diseases.

Key words: quality control, endoplasmic reticulum, ERAD, ERQC, glutamate receptor, protein,

glycosylation, posttranslational modification, degradation, proteasome, ubiquitination
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1. Uvod

Kvalitativni kontrola (QC) je systém, ktery zahrnuje mnozstvi drah a enzymu a kontroluje kazdy krok

v bunécné syntéze DNA, RNA i proteinil (Chen et al., 2011).

Tento systém ma nékolik stupnti kontroly: na tirovni transkripce, translace, sbaleni proteinu a tvorby
oligomert. Drahy kvalitativni kontroly jsou lokalizované v riiznych castech bunky (Arlt et al., 1996;
Gottesman et al. 1997). V této bakalaiské praci se zaméiim na ¢asti kontroly kvality lokalizované v
cytosolu a organelach, zvlasté pak v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu. Endoplasmatické
retikulum (ER) vyuziva systém kontroly kvality pro sledovani zmén konformace proteinii zvany ER
Quality Control (ERQC) (Hurtley & Helenius, 1989). Tento systém dokaze rozpoznédvat pouze proteiny,
které jsou sbaleny spravné a jsou tedy v nativni konformaci. Tato konformace je pro protein nejméné
energeticky naro¢na (Hammond & Helenius, 2006). Proteiny v nativni konformaci jsou dale upravovany
a transportovany do Golgiho aparatu (GA), kde probihaji kone¢né upravy. Poté mize byt
protein zabudovan do nékterého typu bunééné membrany, nebo mtze slouzit cely, ¢i jako podjednotka,

enzmymu pfi intracelularnich procesech.

Chybn¢ sbalené proteiny jsou rozpoznany a translokovany z ER pomoci transportéri zvanych ¢lunky
do cytoplasmy (Stoller & Shields, 1989). V cytoplasmé se na n¢€ vazi enzymy — chaperony. Ty maji dvé
funkce, a to opétovné sbaleni proteinti a doprovazeni S$patné sbaleného proteinu k proteasomu, kde
dochazi k jejich degradaci. Protein, ktery nema nativni konformaci je rozpoznavan proteiny (ubikvitin
ligazou), které jsou schopny pfipojit malé molekuly ubikvitinu s vysokou afinitou pro Spatné sbalené
proteiny. Ubikvitin zastava roli markeru/znacky pro naslednou vazbu chaperonu v cytosolu a translokaci
vedouci k degradaci proteinu (Kirisako et al., 2006; Hao Dong et al., 2013; Hammond & Helenius,
2006). Tento proces se jmenuje draha degradace vazana na endoplasmatické retikulum (z angl. ER -
associated degradation pathway (ERAD) (Kopito, 1997). Diky témto drahdm je riziko zafazeni Spatné
sbalenych proteinti do béznych procesti v buiice velice malé, avsak jedina chyba v této kontrolni draze,

miiZze byt pfi¢inou velice zdvaznych onemocnéni (Ellgaard & Helenius, 2003).

Jako vétSina proteint,-i proteiny glutamatovych receptorti prochazi kvalitativni kontrolou, a to jak
cytoplasmatickou, tak i kontrolou endoplasmatického retikula. Chyby v syntéze a ve strukturnim
usporadani glutamatovych receptorti zpusobené poruchou nékterych ze slozek kontrolnich drah jsou
podstatou neurodegenerativnich onemocnéni, jejichz ptikladem jsou Alzheimerova choroba,

Huntingtonova choroba a mnohé dalsi.

Cilem této prace je popsat kvalitativni kontrolu a jeji poruchy, které jsou podstatou n¢kterych vaznych

neurodegenrativnich onemocnéni (Baloyannis, 2014).



2. Kvalitativni kontrola

2.1. V cytoplasmé

Kuvalitativni kontrola je soubor kontrolnich mechanismt, které funguji jako monitorovaci zatizeni pro
syntézu proteinl v bunce. Lidské bunka obsahuje asi bilion proteinovych molekul. Translace téchto
proteinti se ucastni kolem 3 milionti ribozomu v kazdé butice (Duncan & Hershey, 1983), ktefi mohou
v buiice spotiebovava az 75% jeji energie (Lane & Martin, 2010). Ribozomy jsou komplexem, ktery je
tvofen ribozomalni RNA (rRNA) a pomocnymi proteiny. VétSinou jej tvoii mala a velka ribozomalni
podjednotka. Mezi prokaryotickym a eukaryotickym typem ribozomu je jednim z rozdili velikost
podjednotek. Velikost je definovana hodnotou sedimentaéniho koeficientu, ktery udava rychlost
sedimentace Castice pii centrifugaci a udava se v jednotkach Svedberg [S] (Svedberg et al., 1993).
Prokaryoticky typ ribozomu se znaci jako 70S a eukaryoticky jako 80S. Ribozomy obsahuji jednu tetinu
rRNA a dvé¢ tretiny proteinti (Pestova et al., 1998). rRNA je zodpovédna za proces translace, zatimco
vétSina ribozomalniho proteomu, bézné az 300 proteinti, zodpovida za spravnost, kvalitu a G¢innost
kolem 50 rGznych ribozomalnich proteind. Tyto proteiny maji schopnost snizovat mnozstvi mutaci na
urovni posunu ¢teciho ramce, a to az na jednu chybu na 10 000 aminokyselin (AA) (Zaher & Green,

2009). Bufika produkuje az 10? proteinii a pfiblizn& 10° z nich obsahuje chyby.

Je mozné, Ze chyby jsou monitorovany pravé pomoci ribozomalnich podjednotek, pomocnych faktord
a hlavné substratu ribozomu - mRNA. Tyto slozky reguluji rychlost translace, diky konformacim, které
mRNA vytvafi. Jedna se naptiklad o vlasenky a dalsi spoje/vazby mezi nukleotidy. Z pomocnych
faktorti zpomaluji translaci také chaperony, které dokazou drzet mRNA ve stabilni konformaci (Gloge

et al., 2014).

Pokud je protein rozpoznan jako chybny, dochézi ke ko-translacni ubikvitinaci. Ubikvitin je molekula,
ktera se sklada ze 76 AA. Proteiny jsou ubikvitinovany na nascentnim N-konci a to nejcastéji na lysinu.
Ubikvitin Casto vytvati polyubikvitinové fetézce, ¢imz se zvetSuje vystrazny signal proteinu pro
degradaci. Tento mechanismus je soucasti kvalitativni kontroly v cytoplasmé a zarovei je i soucasti

drahy ERAD (Ciechanover & Schwartz, 2002; Swatek & Komander, 2016).

K redukci chyb po translaci proteini piispivaji i dal§i systémy bunécné kvalitativni kontroly.
Nejprozkoumangj$imi systémy jsou juxtanuklearni kompartmeny CQ (JUNQ) a téliska pro nerozpustné
proteiny (IPODs), dale velkou roli hraji i agresomy a dal$i (Johnston et al, 2012; Kaganovich et al,
2009).



2.1.1. Juxtanuklearni kompartmenty kvalitativni kontroly — JUNQ

JUNQ je cytosolicky systém kvalitativni kontroly, kde jsou shromazd’'ovany $patné sbalené proteiny,
které jsou vSak rozpustné v cytoplasmé. Smérovani proteinit do JUNQ ptedchazi jejich ubikvitinace,
ktera probiha jiz b€hem translace a tyto proteiny jsou dale ur¢ené k novému skladani nebo k degradaci

(Kambhi-Nesher et al., 2001).

Ubikvitinované proteiny se do JUNQ systému dostavaji po aktinovych mikrotubulech nejspise pomoci
proteinovych motorti a JUNQ sam o sob¢ tvoii jakési prechodné skladisté, které brani vlivu Spatné
sbalenych proteinli na bunécné déleni a na dal$imi procesy, pied jejich degradaci (Kaganovich et al.,
2009). Dale bylo prokazano, ze proteiny jsou z JUNQ exportovany do blizkého okoli s velkou

koncentraci chaperond a proteasomu také po aktinovém vlakné (Kamhi-Nesher et al., 2001).

2.1.2. Téliska pro nerozpustné proteiny - IPODs

IPODs jsou kompartmenty lokalizované téz v cytoplasmé, avSak oproti JUNQ obsahuji agregaty
proteint a amyloidy, které jsou nerozpustné a je potieba je z buiiky eliminovat jinym postupem nez
proteiny rozpustné. Tyto proteiny jsou pro buiiku obzvlast nebezpecné. V IPODs byly ko-lokalizovany
s autofagnimi proteiny i proteiny teplotniho Soku (Hsp), které opét pomahaji v degradaci a

pravdépodobné i opravnému baleni téchto proteinii (Kaganovich et al., 2009).

2.1.3. Agresomy

Agresomy jsou obrovska juxanuklearni téliska, ktera jsou formovana mikrotubularni siti a propojena s
mikrotubuldrnim organizaénim centrem (MTOC). Obsahuji agregované proteiny, chaperony i
proteosomalni podjednotky. Agregaty proteind jsou do nich smérovany pomoci dyneinového motoru. V
agresomech probiha sekvestrace proteinii dle vlastnosti urcujicich jejich toxicitu a probiha zde i
autofagie toxickych proteinti. Nékteré proteiny jsou vSak dale smérované k degradaci v lysozomech

(Johnston et al., 2012).

Existuje fada dalSich kompartmentd, které se lisi svymi specifikacemi a také signalizacnimi drahami.
Ale zatim nejsou propojeni mezi jednotlivymi kompartmenty popsana a je velmi pravdépodobné, Ze ani
veskeré kompartmenty zapojené v cytosolické kvalitativni kontrole nebyly je$té odhaleny. Je vSak

ziejmé, Ze existuje dynamicky vztah mezi nenativnimi a nativnimi proteiny.

2.2. Asymetricka dédi¢nost poSkozenych proteini

Kazda buiika béhem svého Zivota nasttada velké mnozstvi po§kozenych proteind. Otazkou vsak je, co
se s nimi stane po cytokinezi. Pokud se buiika d¢€li, tyto proteiny vétSinou zistavaji v matefské bunce a

dcefiné bunce predavany nejsou. Této dédicnosti se fika asymetricka dédi¢nost (Aguilaniu et al., 2003).



Mechanismus této asymetrické dédicnosti spociva v tom, Ze poSkozené proteiny se spoji do agregati,
které rozpozna Hsp 104. Ten navaze tyto agregaty na aktinova vlakna, a proto nejsou tyto agregaty
schopné prejit do dcefiné buiky. Pokud se i tak podaii n¢které agregaty presunout do dcefiné buiiky,
funguje v ni jeste dal§i mechanismus, kterym je dcetina buiika schopna poslat po aktinovych vlaknech

tyto agregaty zp¢ét mateiské buiice (Coelho & Toli¢, 2015; Aguilaniu et al., 2003).

Diky tomuto mechanismu mize dcefind butika, bez chybnych proteintl, zacit novy cyklus (Obrazek 1).

Matefska burika

Dcefina burika

Dcefina bunka se
zdravym proteomem

Matefska burika s
defektnimi proteiny

Obrazek 1 Schéma bunééné asymetrické dédic¢nosti, A. butika se zobrazenymi kompartmenty -
juxtanuklearni kompartment (JUNQ), depozita nerozpustnych proteinti (IPOD) a agresomy. B.
zobrazeni vysledku asymetrické dédicnosti (prevzato a modifikovano z Wolff et al., 2014).

2.3. V endoplasmatickém retikulu

Endoplasmatické retikulum je organela, ktera se vyskytuje i u téch nejjednodussich eukaryotickych
systémul. Zodpovida za biosyntézu jedné tfetiny proteomu. Uvnitf ER se bali proteiny, s funkci v
membranach a lumen riznych organel (GA, endosomy, lysozomy), v cytoplasmatické membrané a

proteiny sekre¢ni drahy, které slouzi napt. v mezibunééné signalizaci (Wolff et al., 2014).



Aby se tyto proteiny slozily spravné, vyuziva ER — kvalitativni kontroly (ERQC), ktera je asociovana s
ERAD a autofagickou degeneraci (Kopito, 1997). Tyto drahy jsou také tizce propojeny s bunécnou a
vapnikovou homeostazou ER (Kuznetsov et al., 1992). Proteiny se do ER dostavaji dvéma zplisoby —

ko-transla¢n¢ a post-translacné (Obrazek 2) (Wolff et al., 2014).

A Ko-translaéni inzerce B Post-transla¢ni inzerce

sy )

N O

2

N

Obrazek 2 Schéma ko-translacni a post-translacni inzerce sekreénich proteinii do ER, A/ ko-
translacni inzerce, B/ post-translacni inzerce (prevzato a modifikovano z Barlowe & Miller, 2013).

2.3.1. Ko-translace
Ve vétsing ptipadl ptispiva k translokaci do membrany ER N-termindlni signalni sekvence, ktera je
rozpoznana Castici rozpoznavajici signal (SRP). SRP signalni sekvence jsou velmi rozdilné u vétSiny
organismi co do délky, tvaru i slozeni aminokyselin (von Heijne, 1985). V jejim jadie se vétSinou
vyskytuje 8-12 hydrofobnich aminokyselin, které prednostné tvoii a helix, ktery je zasadni pro
rozpoznani této sekvence SRP (Hatsuzawa et al., 1997). Tato sekvence je také specificka svou prahovou

urovni hydrofobicity, kterd by mohla byt jednim z hlavnich faktord umoziujici signalni sekvenci

predurcit drahu SRP (Ng et al., 1996).

SRP je ribonukleoproteinovy komplex lokalizovany v cytoplasmé, ktery naseda na N-terminalni konec
nascentniho polypeptidového fetézce. Komplex SRP, nascentniho proteinu a ribozomu naseda na SRP
translokon a dojde k translokaci polypeptidu na cilové misto béhem translace (Gilmore et al,. 1982; Ng
et al., 1996; Shan & Walter, 2005). Sav¢i SRP komplex je slozen ze 7SL RNA a 6 proteinovych
podjednotek. Tento celek se déli do dvou strukturnich domén, a to Alu a S doménu. S doména zahrnuje
oblast 7SL RNA a proteinové podjednotky SRP19, SRP54, SRP68 a SRP72. Alu doména obsahuje
helikélni 3-5 7SL RNA a SRP9-—SRP14 podjednotkové heterodimery. Nekteré podjednotky a jejich

funkce jsou vysoce konzervované u prokaryotickych i eukaryotickych organismt (Gundelfinger et al.,



1983; Walter & Blobel, 1983). Dilezitou a vysoce konzervovanou slozkou SRP je S doménova
podjednotka SRP54 (Maeshima et al., 2001). Tato podjednotka hraje hlavni roli pfi proteinovém cileni
béhem ko-translace (Siegel & Walter, 1988). Dulezitou roli zastava pti vzajemnych interakcich SRP s
ribozomem, rozpoznavani signalni sekvence a GTP-dependentni interakce SRP se SR. Tyto procesy
spolecn¢ urcuji spravny prenos komplexu ribozomalniho fetézce na translokon (Connolly & Gilmore,
1989). SRP54 ma tfi domény; C-koncovou a-helikalni doménu bohatou na metionin (M doména), N-
terminalni doménu (N doména) a GTPazovou doménu (G doména). Domény N a G jsou té€sn¢ zabaleny
a interaguji s SRP receptorem (SR) (Freymann et al., 1997). M doména se sklada ze Ctyt amfipatickych
helixti uspotadanych okolo malého hydrofobniho jadra. V tomto hydrofobnim jadfe se nachazi
hydrofobni zlabek, ktery se podili na vazbé signalni sekvence a arginin bohaty motiv, ktery se podili

vazb¢ na SRP RNA (Keenan et al., 1998).

Navazani SRP probihd ve fazi, kdy je rostouci nascentni AA fetézec stale pfipojen k ribosomu a probiha
jeho translace. Timto navdzanim zabraiuje SRP vystaveni peptidové hydrofobni signalni sekvence ven
do cytosolu, ¢imz zabrani jeho chybné agregaci. SRP receptor vaze jak ribozomy bez SRP, tak se SRP,
ale pokud polypeptid ma na N-konci SRP, vaze se k receptoru s vysokou afinitou (Flanagan et al., 2003).
Komplex SRP a ribozomalni nascentni komplex (SRP — RNC), slozeny ze SRP, translatovaného

polypeptidu a ribozomu poté reaguje s ER membranovym SR.

SR receptor se sklada z dvou podjednotek — aSR podjednotky, coz je periferni ER membranovy protein
a BSR podjednotky. BSR, je integralni membranovy protein, ktery ma jednu transmembranovou doménu
ulozenou v membrané ER (Schwartz & Blobel, 2003). C-terminalni oblast aSR je velice podobna N a
G doménam SRP54 a také méd GTPazovou aktivitu. SRP54 interaguje s aSR, spolecné tvoii dimer, u
kterého se protilehle vazi GTP (Rapiejko et al., 1997a). Tim vznika otevieny komplex GTP cyklu.
Nastévaji konforma¢ni zmény proteintl, které umoziuji SRP pfenos RNC na translokon (Zhang et al.,
2008). Bylo prokazano, Ze pro piesunuti RNC na translokon je zapottebi vazby nukleotid trifosfatti na
SRP54 ina aSR podjednotky (Rapiejko et al., 1997b). Dochézi ke zméné z otevieného stavu na uzavieny
a téz k hydrolyze GTP. Po hydrolyze je komplex SR — SRP rozpustén (Zhang et at., 2009).

Komplex Sec61 je kanal, pomoci jehoz proteiny prochazi do ER nebo jsou integrovany do ER
membrany. Komplex Sec61 ma 3 podjednotky: a podjednotka slouZzi jako pant — uzavira/otevira kanal,
jedna z jejich podjednotek také tvoti zaklopku, ktera kanal uzavira. y — podjednotka prochazi diagonalné
obéma polovinami a-podjednotky. B — podjednotka nema zatim objasnénou funkci (Mothes et al., 1994).
Kanal ma tvar presypacich hodin, je tvotfen 6 hydrofobnimi zbytky, jejichz fetézce sméfuji radidlné
dovnitf translokonu (Zimmer et al., 2008). Ten je v neaktivnim stavu ziZeny a po aktivovani se rozsifi,
tak aby jim mohl projit neslozeny protein. Translokon se ¢astecné otevira, s nejveétsi pravdépodobnosti,
pomoci ribozomu, ktery se n¢j vaze. To zpiisobi posunuti zdklopkové domény a podjednotky a castecné

otevfeni brany. Diky tomuto ¢astenému otevieni, je umoznéno dostat se SRP rozpoznavaci sekvenci



do tunelu translokonu, kde se navaze na TM doménu Sec61 a podjednotky. Tim dojde k destabilizaci
interakci a-podjednotky, rozsiteni translokonu (Wilkinson et al., 2010; Plath et al., 1998) a y-

podjednotka se vzpti¢i mezi panty a-podjednotky, v disledku ¢ehoz
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Obriazek 3 Schéma ko-translokace proteini pi‘es membranu ER (prevzato a modifikovano dle
Molecular cell biology — Sixth Edition 2008).

se kanal nemuze uzavtit (Maillard et al., 2007). SRP rozpoznavaci sekvence je béhem pokracujici
translace peptidu skrz translokon odstépena pepidazou (Marius, 2002) (Obrazek 3). Je mozné, ze na
regulaci translokonu se podili i chaperon ER Hsp70 - BiP (z angl. binding immunoglobulin protein).

Data ukazuji, Ze se mohou vazat na lumenarni smycku a translokon uzavfit (von Heijne, 1985).

2.3.1.1. Post-translacni translokace proteinii
Post-translacni translokace je proces, kdy protein s dokon¢enou syntézou v cytosolu je pfenesen pies
membranu dovniti bunééné organely, tedy do lumen ER (Cross et al., 2009) . Tento proces efektivni
post-translacni translokace byl objeven u kvasinek na prekurzoru parovaciho faktoru alfa (PpaF), ktery
se translokuje do mikrosomu. Nasledné experimenty potvrdily, Ze stejny proces také existuje v savéich

bunikach (Hansen et al 1986; Schlenstedsts et al., 1992).

Kvasinkové proteiny, které jsou translokovany touto drahou, jsou méné hydrofobni, takze se na né
nemuze pripojit SRP sekvence (Ng et al., 1996) a potiebuji k translokaci jiné cytosolické slozky a
adenosintrifosfat (ATP). Tento proces je tedy ATP dependentni. Pfi této translokaci miize pomahat i

chaperon Hsp70, ktery udrzuje proteiny ve stavu vhodném k translokaci (Hansen et al., 1986).



U sav¢ich bungk je tento evolu¢né konzervovany proces obdobny. Proteiny, které jsou translokovany
touto drahou, jsou vétSinou tak malé, Ze se nestaci vytvofit N-koncova doména a navazat SRP pred
ukoncenim translace a bylo dokazano, Ze jsou SRP nezavislé. Dale potfebuji, stejné jako kvasinkové
proteiny, cytosolické slozky (TRC40, kalmodulin, atd.) a ATP (Shao & Hegde, 2011; Mfiller, 1990).
Jako prvni byl nalezen u savct prekurzor véeliho jedu prepromellittinu, ktery ma fetézec pouze o délce

70AA (Miiller & Zimmermann, 1987).

Poslednim krokem post-translacni translokace sekrecnich proteint je podobné jako u ko-translokace,
navazani na klasicky Sec61 komplex. Rozdil je, ze tento protein doprovazi transloka¢ni komponenty

zvySujici kapacitu translokonu (Deshaien et al., 1991)

2.3.1.2.  Post-translacni translokace membrdanovych proteinii
Proteiny ukotvené C-koncovou doménou (z angl. Tail-anchored, TA) jsou transmembranové proteiny,
u kterych byla jako prvnich prokazéana post-translacni translokace (Abell et al., 2004). Tyto proteiny se
skladaji z dlouhé N-koncové domény, ktera ¢ni do cytosolu, jediné transmembranové domény (TMD),
lemované bazickymi aminokyselinami a kratkym (max. 30 aminokyselin) C koncovym segmentem
(Borgese et al., 2003). TMD je hydrofobni, alfa helikdlni struktura, ktera je tvofena ~20
aminokyselinami. Tato oblast je lokalizovana blizko C-konce polypeptidu, a proto je translace ukoncena
jesté pred vstupem do translokonu. Tato kategorie proteinli je velice Cetnd a variabilni, patfi do ni
napfiklad rozpustné NSF proteinové receptory (z angl. soluble NSF attachment protein receptors
(SNARES)). Bylo zjisténo, ze TA proteiny, jsou schopné post-translacni translokace nezévislé na SRP
sekvenci, ale také nezavislé na Sec61. Zplsobu, kterymi se TA proteiny dostavaji do ER, je vice, v této
praci se zaméfim pouze na drahu navadeéni vstupu TA proteini GET (z angl. Guided Entry of TA
proteins), ktera je nejvice prozkoumana a evolucné konzervovana jak u kvasinek, tak u savci (Kutay et

al.,1995; Plath et al., 1998).

2.3.1.3. GET drdha
GET dréha je intenzivné zkouména u kvasinek, zatimco mén¢ informaci je dostupnych pro sav¢i bunky.
U kvasinek vétSina TA proteintl je na ribozomech rozpoznana proteinem Sgt2 (z angl. a small glutamine-
rich tetratricopeptide repeat-containing protein). Tento protein z rodiny chaperonti se navazuje na TM
doménu a chrani TA proteiny pred agregaci v cytosolu. Sgt2 je v komplexu s dal§ima dvéma proteiny
GET4 a GETS5. Z tohoto komplexu je TA protein pfedan na protein GET 3. Tato ATPaza ma dvé role.
ATP se vaze na GET 3 a méni jeho konformaci z oteviené na polo-otevienou (Suloway et al., 2012). Po
navazani TM domény do hydrofobniho kanalku GET3, dochazi k hydrolyze ATP a konformace GET 3
se méni na uzavienou. GET3 prenese TA protein na membranovy receptor, ktery je sloZen z proteind
GET1 a GET2. Tento receptor je vysoce selektivni pouze pro TA proteiny. GET1 a GET2 jsou
transmembranové proteiny se tfemi TMD. Heterodimer GET1 a GET2 interaguje pomoci dlouhé

cytosolické domény GET?2, ktera vaze GET3 a pfiblizi ho s navazanym TA proteinem ke GET1. GET1



se navazuje zpuisobem spiralového navinuti (z angl. coiled-coil), otevira GET3 dimer a rusi vazbu
substratu v kanalu GET3. Po pfedani substratu ATP indukuje disociaci GET3 z membrany a cely cyklus
se opakuje (Obrazek 3) (Denic, 2012).

U savct tato draha zacina zachycenim TMD domény TA proteinu pomoci Bag6 (z angl. a protein
encoded by BC-2- associated athanogene 6) (Kuwabara et al., 2015). Bag6, neni homologni k zatim
zadnému nalezenému kvasinkovému proteinu. Je soucasti komplexu slozeného z Ubl4A (kvasinkovy
GET4) a TRC35 (kvasinkovy GET5) (Room et al., 2015; Wang, et al., 2010). Na Bag6-Ubl4A-TRC35
komplex se slabé vaze SGTA (kvasinkovy Sgt2). SGTA rovnéz rozpozndva TMD doménu a patrné
umoziuje, ze Bag6-Ubl4A-TRC35 komplex s SGTA se vaze na TMD doménu TA proteinu jesté pied
ukonéenim translace (Winnefeld et al., 2006; Wang, et al., 2010). In vitro studie ukazala, ze po
dokonceni syntézy TMD domény se zvySuje afinita Bag6 k TA proteinu. Také se ukazuje, Ze po syntéze
TMD domény, se translace zpomaluje, nejspiSe proto, aby se Bag6-Ubl4A-TRC35 komplex stihnul
navdzat pied jejim ukoncenim (shrnuto v Denic, 2012). TA protein je poté pienesen na TRC40 (40kDa
component of the TMD recognition komplex, kvasinkovy GET3) (Leznicki et al, 2010). TRC40 patrné
interaguje a preda substrat na membranovy protein WRB, ktery je ¢aste¢né homologni ke kvasinkovému
GET!1 (z angl. tryptophan-rich basic protein) (Schuldiner et al., 2008). GET2 u sav¢ich bunék nebyl
nalezen, avSak moznym ekvivalentem je CAML (z angl. calcium-modulating cyclophilin ligand)
(Yamamoto & Sakisaka, 2015). Mechanismus vlastni inkorporace TMD TA proteini do membrany ER

neni znama (Obrazek 4).

Dalsi drahou, ktera neni dosud pfili$ prozkoumana, je inkorporace TA proteinti do membrany ER

pomoci chaperont Hsp40/Hsc70 (Rabu at al., 2009). Nekteré TA proteiny napt. cytochrom bs, se



mohou inkorporovat do membrany i neasistované tj. bez ptispéni dalSich cytosolickych faktorti (z

angl. unassisted pathway) (Colombo et al.,2009).
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Obrazek 4 Schémata konformacni zmén GET cyklu: A kvasinkovy cyklus, B sav¢i cyklus
(prevzato z http.//shangroup.caltech.edu/research_02_GET.html )
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2.3.2. Glykosylace

2.3.2.1 N — glykosylace

Kovalentni vazani glykand na N-konec proteintl je jednou z hlavnich tloh ER, vyskytuje se az u 90 %
vsech glykoproteind. Zakladni slozkou N-glykosylace je dolichol, ktery je wvytvafeny cis-
prenyltransferazou. Dolichol je fosforylovanyn dolicholkindzou na dolicholfosfat-Dol-P (Swiezewska
& Danikiewicz, 2005; Welti, 2013). Tento isoprenoidovy lipid je lokalizovan na membran¢ ER a ma
dilezitou roli jako pfenaSeC oligosacharidi (Bugg & Brandish, 1994). Na dolicholfofat-Dol-P se poté
postupné navazuji aktivované cukry a dolichol-P cukry, tvotici Glc3Man9GIcNAc?2 oligosacharidovy
fetézec (Schwarz & Aebi, 2011). Tento oligosacharidovy fetézec je poté pfenesen na membranovou
kotvu, kde vznik4 N-glykosidicka vazba (Orlean et al., 1988). Polypeptidy vstupujici do lumen ER jsou
kovalentn¢ modifikovany pfipojenim piedem vytvoreného oligosacharidu Glc3Man9GIcNAc2 na
asparaginové postranni Tfetézce Asn-Xxx-Ser/oligosaccharyltransferazy (OST) (Kean, 1985).
Glukézové zbytky N-glykand jsou odstranény pomoci glukosidaz 1 a II, ¢imz se generuji
monoglukosylované oligosacharidy (GleMan9GIlcNAc2) (Grinnat, 1979). Takové N-glykany jsou poté
rozpoznany chaperony, kalnexinem (CNX) nebo kalretikulinem (CRT), které zabraiuji agregaci a
pomahaji proteinu spravné se slozit. Odiiznutim dalsiho gluk6zového zbytku glukosidazou II dochazi k
uvolnéni N-glykani z chaperont. UDP-glukéza / glykoprotein-glukosyltransferaza (UGGT)
rozpoznava konformaci uvolnénych glykoproteinii a pokud protein nedosahl spravné konformace,
UGGT glykosyluje N-glykan znovu, aby se opé€t uvolnil pomoci CNX / CRT a sbalil do nativni
konformace. Tento proces se né€kolikrat opakuje, ale pokud protein piesto nezaujme spravnou
konformaci, je poslan ERAD drahou zpét do cytoplasmy, kde je degradovan (shrnuto v Aebi, 2013;
Schwarz & Aebi, 2011).

2.3.2.2, O-glykosylace
O-glykosylace, je iniciovana nejCastéji v GA. Tato post-translaéni Uprava se nachazi zejména na
cytoplasmatickych, ale i jadernych proteinech. Na aminokyseliny serin nebo threonin kompletné
sbaleného proteinu je pfipevnén monosacharid N-acetylglukosamin (GIcNAc) glykosydickou vazbou.
Enzym ucastnici se této reakce je O-GlcNAc transferaza. Pii O-glykosylaci se pfipojené glykany
neprodluzuji. GIcNAc mize byt z nativniho proteinu odstranén a znovu pfidan. O-glykosylace se podili
na regulaci bunééné signalizace a expresi proteinil v reakci na stresové podminky buiiky (Van Den Steen

etal., 1998).

2.3.3. Formovani disulfidickych mistki — Protein disulfid-izomeraza

Disulfidické mistky patii mezi vazby nekovalentni. Jedna se o vazbu mezi dvéma molekulami cysteinu,

které stabilizuji protein v urcité konformaci. Jsou rozhodujici pro spravnou biosyntézu a funkci mnoha
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proteintl. Dale jsou vyznamné pro usnadnéni sbaleni velkych proteinovych multi-komplexti a systém
také jejich pomoci reguluje redox-dependentni funkce, jako odpovéd na zmény (napf. stres) v burice

(Wilkinson & Gilbert, 2004).

Spontanni vazby mezi cysteiny ale nemusi byt vzdy zadané, jelikoz mohou znesnadnovat zaujmuti
nativni konformace proteinu. K tomu, aby proteiny byly schopné izomeraci, posunt, ale i redukci vazeb,
slouzi enzym protein disulfid-izomeraza (PDI) rodiny thiol-disulfid oxidoreduktdz, ktera byla objevena

v roce 1964 (Edman et al., 1985; Goldberger et al., 1963).

V cytoplasmé zavisi formovani disulfidickych mustkd na redukované ¢i oxidované form¢ tripeptidu
glutationu, ktery obsahuje molekulu cysteinu vazanou na glycin. V cytosolu pfevazuje jeho koncentrace
v redukované form¢ (GSH). Pro udrzovani koncentrace GSH je v cytoplasmé pfitomna glutathion

reduktaza interagujici s nikotinamidadenindinukleotidfosfatem (NADPH).

a’- doména

a - doména

. ¢-doména

AKktivni mista

N — konec

Obrazek 5 Schéma rozloZeni domén PDI reduktazy (prevzato a modifikovano Neves, Fernandes, &
Ramos, 2017).

Dalsim cytoplasmatickym enzymem je thioredoxin, ktery se také ucastni redukce disulfidickych mistki.
Thioredoxin reguluje thioredoxin reduktaza, zavisla opét na NADPH. Pro spravnou translokaci do ER
nesmi byt na proteinu pfitomna zadn4 disulfidickd vazba (Banhegyi et al., 1999; LaMantia & Lennarz,

1993; shrnuto v Frand et al., 2000).
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x-linker

Obrazek 6 Schéma struktury PDI oxidoreduktazy: A uzaviena konformace, B oteviena
konformace (prevzato a modifikovano z Ali Khan & Mutus, 2014).

V ER je oxidativni prostfedi, které je vhodné pro oxidaci volnych sulfanylovych skupin — SH
navazanych na cysteinu pomoci cysteinovych mustkd. Rovnovaha redukované a oxidované formy
glutanthionu je opa¢na nez v cytoplasmé. V ER je vysoké procento oxidované formy (GSSG) a malé
procento vyskytu thioredoxinu, coz podporuje tvorbu disulfidickych mustkt (Hwang et al., 1992). PDI
je enzym, ktery v ER katalyzuje upravy disulfidickych mustku, tj. jejich tvorbu (oxida¢ni reakce), ale
také jejich zruseni (redukéni reakce). Na rozdil od thioredoxinu, PDI thiol-disulfid oxidoreduktazy jsou
mén¢ stabilni a proto ¢astéji pouze vymeéni u jiz vzniklého disulfidického mistku jeden z partnerskych
cysteint, misto toho, aby rozrusil a jinde opét vytvoftil, novy disulfidicky mustek (Frand et al., 2000).
Proteiny, se kterymi PDI reduktaza interaguje, jsou dvojiho druhu: proteiny, které slouzi bud’ jako
akceptory a nebo jako donory elektronu. PDI enzym obsahuje ¢tyfi thioredoxin-podobné (Trx-like)
domény ,,a“, ,b“, ,a’“ ,b™ (Obrazek 5 a 6). Domény, ,a“ a ,a"“ maji specificky, pro PDI
charakteristicky, motiv CysXXCys (CXXC), ktery predstavuje katalytickou aktivni doménu (Chivers et
al., 1998). PDI ma charakteristicky tvar pismena U (Obrazek 5 a 6). Katalytické domény, které jsou

proti sob¢ na koncich. ,,b“ a ,,'b*“ domény, jsou neaktivni hydrofobni Trx-like domény. ,,b"* doména
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obsahuje hlavni misto pro navazani polypeptidt. V oxidované formé ma PDI konformaci otevienou, v
redukované forme ji ma uzavienou. Zména konformace se méni diky rotaci vnitini inter-domény okolo
»a “a,b“ domény. Pokud je PDI v oteviené konformaci, je vazebné misto Sirsi. To znamena, ze je PDI
schopna vazat velké polypeptidy, které jsou sbalené, ale nemaji jest¢ zformované disulfidické mustky.
Pokud je ale PDI v uzaviené konformaci, vazebné misto je mnohem mensi a PDI je schopna vazby
pouze na mensi, nebo mén¢ sbalené polypeptidy (Nguyen et al., 2008; Freedman, 1998). Pro zp&tnou
oxidaci PDI slouzi ER-rezidentni oxidaza. Tento enzym slouzi jako katalyzator formovani
disulfidickych mustkt. Priklada disulfidové mustky na nové syntetizované proteiny, které¢ prenasi

oxida¢ni ekvivalenty pro PDI proteiny. PDI poté pienesou disulfidické mustky na nascentni

polypeptidy.

2.3.3.1. Enzymy v katalytické draze PDI v ER

Prvnim enzymem, ktery hraje dulezitou roli pfi formovani disulfidickych mustkt je ER oxidoreduktin
1 (ERO1). ERO1 je oxidoreduktéza, ktera ptispiva k formovani disulfidickych mustka de novo. U
savci byl nalezen ER oxidoreduktin 1 a (ve vSech tkanich) (Erola) a ER oxidoreduktin 1 B (tkdnove
specificky) (Erol1p). Erol proteiny jsou flavoenzymy, které pouzivaji flavinadenindinukleotid (FAD)
jako kofaktor pro transport elektronti z PDI na molekularni kyslik. Ve struktufe Erol najdeme
zabudované cysteinové zbytky, které jsou zodpoveédné za katalyticky cyklus. Na flexibilni smycce se
vyskytuje par cysteinovych zbytkl — cysteinovych ¢lunki, které tvoti aktivni vnéjsi stranu (Obrazek
7). Vnitini aktivni stranu tvofi dva cysteiny na C terminalnim konci Erol, a zéroven slouzi pro vazani

kofaktoru FAD (Ramming & Appenzeller-Herzog, 2012; Kim et al., 2012).

Obr. 7: Schéma formace disulfidickych mustkii; 1/ nesbaleny protein, 2/ protein v

nascentni konformaci, 3/ transientni stav proteinu s PDI, 4/ $patné sbaleny protein.
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Transport elektronu zacina tim, Ze piejde z PDI na cysteiny flexibilni smy¢ky Ecol, dale je elektron
dopraven na vné&jsi aktivni stranu, kde dojde k vazbé na FAD, odkud se poté pfesune na konecny
akceptor — kyslik. Tato draha musi byt regulovana, jinak by dochazelo ke zvySeni hladiny
hydrogenovych peroxidd, které mohou byt pro buiiku velmi nebezpecné, jelikoz jsou schopny narusSovat
jeji odpoveéd’ na stresové faktory. Proto je cely systém regulovany negativni zpétnou vazbou, kdy se na
Ecol zaclenuji cysteiny, které nejsou katalytické, a tedy nedokazi prenaset elektrony na C-terminalni

konec (shrnuto v Sevier & Kaiser, 2008).

Peroxiredoxin IV (PexIV) je enzym, ktery chrani buiiku pted peroxidem produkovanym Erol.
Vyuziva H>O; jako konecny elektronovy akceptor a spojuje je rozdélenim disulfidické vazby na PDI
proteinech. Rozpad H,O» zahrnuje sulfenylaci peroxidovaného cysteinu na sulfenylovou kyselinu. Diky
tomuto rozpadu se méni konformace modifikovaného peroxidovaného cysteinu, coz vede k mezi-
tetézcové disulfidické vazbé. Tato vazba muze byt opét redukovana pomoci PDI proteind thiol-
disulfidovou vyménou. Na kazdou molekulu kysliku pouzitou béhem Erol-zprosttedkované oxidace
PDI proteintl, jsou tvofeny dvé disulfidické vazby na nové syntetizovanych proteinech. Sulfenylovany
cystein muze byt dale oxidovan reversibilné na sulfinic a poté ireverzibilné na sulfonic (Tavender &

Bulleid, 2010).

Glutation peroxidazy 7/8 (GPxs) jsou enzymy, vyuzivajici GSH pro redukci H>O,. Tyto enzymy
interaguji s Erol a podporuji formovani disulfidickych mutstki na redukované substraty za pritomnosti
PDI a H,0». Je mozné, ze reak¢éni mechanismus téchto peroxidaz je zprostfedkovan pies sulfenylovany
cysteinovy intermediat, ktery je tvofen aktivni stranou cysteinu pomoci H>O,. Tento sulfenylovany
cystein reaguje s redukovanym cysteinem na PDI a vytvafi se pfechodny disulfidicky mastek, ktery je

poté presunut na druhy cystein PDI (shrnuto v Brigelius-flohé & Maiorino, 2013; Wang, et al., 2014).

Vitamin K epoxid reduktiza (VKOR) je dilezitou slozkou ER membranové-rezidentniho vitaminu
K-dependentniho y-karboxylového systému, ktery hraje dalezitou roli v koagulaci krve. Je to
transmembranovy protein, ktery se skladd za Ctyt smycek. Obsahuje dva cysteinové pary, jeden
zabudovany do membrany ER a druhy, ktery je vestavény do smycky proteinu vystavené do lumen ER.
Tyto cysteiny katalyzuji n¢které redoxni reakce katalytického cyklu. VKOR redukuje vitamin K nebo
jeho epoxidové derivaty jako vysledek formovani disulfidického mutistku motivu CXXC zabudovaného
v membrané ER. Tento mustek se dale pfesunuje na par cysteinti umisténych na smyéce VKOR. Ty
nasledné mohou ptijmout elektron od Trx-like proteint. Existuji dva modely tohoto slozitého komplexu,
model s ¢tyfmi smyckami ma smycku s cysteinovym parem v lumen ER, pfijima elektrony od PDI
proteint a vytvari intermediaty s PDI - podobnymi proteiny zakotvenymi v membrané ER. Oproti tomu,
tiismyckovy model ma tuto smycku v cytosolu, kde je elektron na cysteinovém paru. Koneénym
vysledkem je, Ze tento elektron je pfedan na Trx-like proteiny v cytosolu a oba cysteinové pary jsou

oxidovany (Rutkevich & Williams, 2012; Schulman et al., 2010).
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2.34. Chaperony

Zakladni funkci chaperont, je rozpoznavat a vazat proteiny, které se nachazi v ne-nenativni konformaci.
Takové proteiny jsou dvojiho druhu, proteiny s dosud nedokoncenou biogenezi a chybné sbalené
proteiny. Chaperony dokazi tyto proteiny udrzet ve stabilni konformaci a tim zabranuji jejich agregaci
(Ellis, 2013). U $patné sbalenych proteind je poté doprovazi k mistim, kde dochazi k jejich opétovnému
skladani nebo k degradaci. U proteint s nedokoncenou biogenezi je chaperony doprovazi v drahach
biogeneze od translace proteinu, translokace az po kone¢né tipravy v ER a GA. U vétSiny komplext se

chaperony navazuji a jsou odpoutany pomoci disociace a hydrolyzy ATP (Fink, 2018).

ER obsahuje chaperony, které se déli do nékolika rodin. Hsp jsou proteiny, které jsou produkovany ve
zvySené mife pifi bunécném stresu. Patii mezi né Hsp40, Hsp70 a Hsp90. V ER se také nachazi
chaperony kalnexin, kalretikulin a proteiny thiol-disufid oxidoreduktdzové rodiny (Bergeron et al.,

1994; Hartl, 1996; Georgopoulos, 1993).

Hsp70 je rodina molekularnich proteinti, které hraji roli pfi procesech proteinového sklddani a maji
slabou ATPazovou aktivitu (Georgopoulos, 1993). Maji dvé€ hlavni funkéni domény. N-koncova funkéni
skupina vaze a hydrolyzuje ATP na ADP. ATPazova aktivita je zavisla na pfitomnosti Mg** a K*. C-
koncova centralni doména je urena k vazbé substratu tj. polypeptidii (substrate binding domain, SBD)
a na ni navazuje usek obsahujici Sroubovicové struktury (Martin & Hartl, 1997). Hlavnim proteinem
této rodiny v ER je imunoglobuliny vazajici protein BiP (z angl. binding immunoglobulin protein), ktery
hraje roli vriznych castech QC. Vaze nascentni proteiny a pomahd jim pii zaujmuti spravné
konformace. Vyskytuje se také v ERAD draze, pokud systém neni schopen nékteré chybné sbalené
proteiny ptrevést do nativni konformace (Blond-Elguindi et al., 1993). Dalsim chaperonem rodiny
Hsp70, vyskytujicim se v ER, je gluk6zou-regulovany protein 170 (GRP170). Ten se, s nejvetsi
pravdépodobnosti, podili na skladani a sestavovani imunoglobulind. Diky tomu je slibnym kandidatem

pro imunoterapeutické vakciny proti uritym druhdm rakoviny (Chen et al., 1996; Wang et al., 2001).

Hsp40 rodina obsahuje vice nez 100 riznych enzymi. M4 vysoce konservovanou J doménu, ktera ma
az 78 AA zbytkti (Cheetham & Caplan, 1998). J doména je vazana na oblast bohatou na Gly/Phe a
dokaze stimulovat BiP ATPazovou aktivitu in vitro (Chamberlain & Burgoyne, 1997). Ptikladem
chaperonu této rodiny je Dnal, kterda mé nejméné Ctyfi konzervované regiony reprezentujici potencialni
funkéni domény (Cyr & Douglas, 1994). Vétsina téchto chaperont spolupracuje s Hsp70 jako ko-
chaperony (Chamberlain & Burgoyne, 1997) a dokaze vazat nesbalené proteiny nebo nascentni fetézce

(Cyr et al., 1994).

Hsp90 je vysoce konzervovana skupina chaperonti, které jsou esencidlni od bakterii az po savce. V

ER sav¢ich bun€k se vyskytuje Grp94 homologni s HtpG v E. coli (Spence & Georgopoulos, 1989).
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Tento enzym tvoii dimery (Rossmann et al, 1974) a Casto se nachazi v komplexu s jinymi chaperony
(Jakob & Buchner, 1994). N-koncova doména ma specialni ATP/ADP vazebné misto. Toto misto je
také schopné vazat geldamycin. Geldamycin vaze nukleotidy na Hsp90 a neni schopny vazat nespravné

¢i nekompletné sbalené proteiny (Prodromou et al., 1997).

Peptidyl-prolyl izomerazy (z angl. peptidyl-prolyl isomerase (PPlase)) jsou enzymy, délici se do tii
rodin: cyklofiliny, FK506 — véazajici proteiny (FKBP) a parvuliny. Prvni dvé se nazyvaji také
imunofiliny a jsou pfitomny v ER (Bang et al., 2000). Katalyzuji cis/trans isomeraci peptidyl-prolyl
mustkd (Bracher, 2014).

Kalnexin (CNX) a kalretikulin (CRT) jsou lektinové chaperony, které se vazou na N-glykany
glykoproteinti. CNX je membranovy ER-rezidentni molekuldrni chaperon, sekven¢né homologni
k tomuto chaperonu, je chaperon CRT, ktery je solubilni ER chaperon (Bergeron et al., 1994). Oba dva

proteiny pomahaji spravnému sbaleni proteind a ucastni se procesit QC (Suh et al., 1992).

v

Thiol-disulfid oxioreduktaza je velka rodina enzymd, z nichz je nejznaméjsi je PDI (Bracher, 2014). Je
to ditlezity kofaktor pro folding mnoha proteini v ER (Freedman et al., 1994). PDI katalyzuje oxidaci,
izomeraci a redukci disulfidickych mustkil pro jejich spravné parovani a tedy i pro spravné sbaleni

proteinu (LaMantia & Lennarz, 1993).

2.3.5. ERAD draha

ER-asociovana draha proteinové degradace neboli ERAD draha je vysoce konzervovana draha od
kvasinek az po savce (Foresti et al., 2013) a rostliny (Doblas et al., 2013). Slouzi k retrogradnimu
transportu nesbalenych nebo $patné sbalenych proteinti z lumen ER do cytoplasmy skrze translokony
umisténé v membrané ER. Proteiny jsou poté zprostfedkované degradovany pres ubikvitin
v proteaozomu (Ciechanover & Schwartz, 2002; Hampton, 2002). Degradace pomoci ERAD dréhy je
komplexni proces, pfi kterém jsou vybrany defektni proteiny a degradovany pomoci ubikvitin-
proteazomalniho systému (UPS). ERAD ma Ctyfi tésné spojené kroky zahrnujici selekci substratu,
retranslokaci pfes ER membranu, ubikvitinaci a proteozomalni degradaci (Obréazek 8). Clenové ERAD

drahy v lumen ER jsou propojeny s ER membranove vazanymi ubikvitin ligdzami. Tyto ligdzy propojuji
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komponenty zodpovédné za rozpoznani defektnich proteini v lumen ER pomoci ubikvitin-

proteozomalni systému v cytoplazmé (Swanson et al., 2001).

Selekce substratu Dislokace Ubikvitinace Degradace
_ Chaperon ER Kimen
% Substrat
Lektin \ .
Adaptor
e S A =
g L LIRS LA AR AL LR
N\ el \
Adaptor Dislokon
- / % ~J
VCP/p97 Ubikvitin ‘
Cytoplasma ss’
— : 26S
¥ Glykoprotein
«==Disulfidicky mustek R

Obrazek 8 Schéma ¢tyi krokit ERAD drahy. Selekce substratu, dislokace neboli retranslokace,

ubikvitinace a degradace (prevzato a modifikovano z de Verneuil et al., 1986).

2.3.5.1. Selekce substrdtu
ERAD systém je zaméfen na proteiny, které jsou defektni z divodu mutace, Spatné transla¢ni
inkorporace nebo neschopné zaujmout spravnou nativni konformaci. ERAD je schopen regulovat i
nadmérnou expresi nékterych specifickych proteinti prostfednictvim metabolickych signald. Nékteré
viry vyuzivaji ERAD systému tak, ze modifikuji syntézu urcitych proteind a diky tomu oslabi
obranyschopnost bunky (Wiertz et al., 1996). AB toxiny produkované napfiklad pfi zaSkrtu a cholete
vyuzivaji tuto drahu (de Verneuil et al., 1986; Tsai at al., 2001).

Glykoproteiny, které prochazi biosyntézou a jsou jiz v lumen ER, jsou postransla¢né glykosylovany.
Vétsinou jde o N-glykosylaci (kap. 2.3.2.2), kdy se na nascentni peptid vaze GlcsManyGlcNAc,. Tento
krok je dualezity pro defektni proteiny, které je tieba opét sbalit pomoci GSSH, nebo takovy protein
oznacit jako protein, ktery sbalit nelze a poslat ho na degradaci do cytosolu. Tohoto kroku se ucastni
glukosidazy I a II, které deglykosyluji Glcs na Glc,. Na takto upraveny glykoprotein se vazi CNX a CRT

chaperony, které usnadiuji formaci disulfidickych mistki pomoci PDI. Kone¢na deglykosylace
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odstranuje posledni Glc; a po tomto kroku se CNX a CRT jiz na upraveny glykoprotein nevazi (Clerc
et al., 2009).

Proteiny, které nejsou v nativni konformaci, jsou opétovne glykosylovany pomoci UGGT. Tento enzym
je vrati do kroku, kdy jsou dostupné pro PDI, CNX a CRT (Frickel et al., 2002; Oka & Bulleid, 2013).
Glykoproteiny, které nelze timto cyklem zménit jsou pomoci manosidaz (napf. kvasinkovd manosidaza
Htm 1, u savet EDEM) oznaceny biochemickou znackou (1,6-spojenymi man6zami). Manosidazy
pracuji v komplexu s oxidoreduktdzami, které¢ redukuji disulfidické mustky, coz je dilezité pro
jednodussi manipulaci s defektnimi proteiny (Ushioda et al., 2008). Oznacené proteiny rozpoznava
Yos9 (kvasinkovy homolog OS9, XTP3-B) (Kim et al., 2005), signél vSak neni dostate¢ny a je potieba,
aby chaperon Kar2 (kvasinkovy homolog BiP) pfenesl tento komplex na Hrd 3 (kvasinkovy homolog
SEL1), ktery ma rovnéz schopnost rozpoznat znacku defektniho proteinu (Denic et al., 2006; Kim et al.,
2005). Nedavna prace (Goder & Melero, 2011) na kvasinkach ukazuji, ze i O-manosylace (typ O-
glykosylace) nejspis vytvaii nevratné znacky na defektnich proteinech a je tedy podobné dulezita, jako

vyse popsana N-glykosylace.

Rozpoznavaci faktory proteinti jsou soucasti E3 ligazového komplexu. Jsou zatim dva znamé komplexy
a kazdy z nich rozeznava pouze urcité druhy proteint. Zahrnuji slozku transmembranovou i slozky
lumenarni: Hrd1l komplex a DoalO komplex. Funkce jednotlivych ¢lent komplexti jsou popsany v

Tabulce ¢. 1 (Swanson et al., 2001; Wang et al., 2010).

Degradace ERAD substrati je zprostiedkovana stejnym obecnym mechanismem, ale rozpoznani téchto
substrati zahrnuje ruzné faktory. Jednoduchy mechanismus zaméteny na urcity protein ERAD, je
pomoci adaptéru specifického pro substrat. Piikladem drah je rozpoznavaci mechanismus lidského
cytomegaloviru, ktery koduje vlastni adaptory pro hlavni histokompatibilni komplex (z angl. major
histocompatibility complex class 1 (MHC 1)), ktery je poté pfes ERAD drahu degradovan (Wiertz et al.,
1996). Podobny mechanismus oznacuje CD4 pro degradaci v buiikach, které syntetizuji membranovy
protein Vpu, kédovany HIV. Vpu zde funguje jako adaptér i nosi¢, ktery se vaze k E3 ligaze (Fujita et
al., 1997).

Tab. 1 : Souhrn komponent v komplexech Hrd1, Doal0 a spoleénych komponent pro oba dva

komplexy.

Cast Funkce Sav¢i homolog

Hrd 1 komplex

Hrdl E3 ligazova aktivita/retranslokce HRDI1, gp78
Hrd3 rozpoznavani substratu, Hrd 1 SELL1
stabilita
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Yos9 rozpoznavani substratu 0S9, XTP3-B

Kar2 chaperonova aktvita rozpoznavani  Bip
substratu
Usal Hrd 1 a Der 1 oligomerizace HERP
Derl rozeznéni a pieneseni substraituna  Derlin-1, -2, -3

Hrd 1, retranslokace ?

Doal0 komplex

Doal0 E3 ligdzova aktivita TEB4

Ubc E2 ubikvitin pfipojujici activita Ubc6, Ubcbe

Spole¢né pro komplexy Hrd1l a Doal0O

Ubc7 E2 ubikvitin-pfipojujici activita UBE2G1, UBE2G2

Cuel navazani a aktivace Ubc7

Ubx2 membranovy vazebny faktor pro UBXDS
Cdc48

Cdc48 retranslokace substratu a p97/VCP
membranové uvolnéni substratu

Npl4 Cdc48 cofactor NPL4

Ufdl Cdc48 cofactor UFD1

Prevzato a modifikovano z (Ruggiano et al, 2014).

Tyto mechanismy nejsou typické pouze pro viry, ale funguji i pfi patologickych stavech u bun¢k
Drosophily 1 bungk savcich (Zettl et al., 2011). Adaptér specificky pro substrat také funguje v
regulovaném ERAD HMGR (3-hydroxy-3metylglutaryl-koenzym A reduktaza), coz je klicovy enzym
sterolové biosyntetické drahy. Pro tuto drdhou jsou také nesmirné dilezité adaptéry Insig 1 a Insig 2.
Tyto adaptéry interaguji s HMGR pouze v ptipad¢, ze dochazi k hromadéni sterolovych meziproduktt
(24,25-dihydrolanosterolu) v buiice. Pii niz§ich koncentracich je HMGR stabilni a nenavazuje adaptory.
Pti vyCerpani bunécnych sterold, je stimulovana ubikvitinizace Insig 1 komplexem E3 Gp78 ligazy.
Pokud je hladina sterold vysoka, Insig 1 se navazuje na membranovy protein SCAP, coz vede k jeho

vetsi stabilité (Foresti et al., 2013; Hampton et al., 1996; Jo et al., 2011; Song et al., 2005).

2.3.5.2.  Retranslokace a ubikvitinace
Mechanismus retranslokace proteinti do cytoplasmy neni dosud uplné objasnén, ale predpoklada se, ze
by se tohoto procesu mohl ucastnit translokon Sec61, ktery hraje diilezitou roli i pfi bézné translokaci
proteinu (Burr et al., 2013; Wiertz et al., 1996). Dalsim proteinem, ktery pravdépodobné vytvari
retranslokaéni kanal je Hrd1, u néhoz se ukazuje, ze je nejspiSe regulovan dalsimi faktory Hrd3, Usal,
Derl. Bez téchto faktorti Hrd1 neprovadi spravnou selekci proteint. Faktorem spojenym s translokaci

je také E3 ligaza, ktera nespise interaguje s Hrd1 (Carvalho et al. 2011).
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Na cytoplazmatické strané ER membrany jsou substraty ubikvitinovany, coz umoziiuje jejich
rozpoznani pomoci komplexu Cdc48 / p97 ATPazy. VCP / p97 je ATPazy, slozené z homohexameru
Cdc48 / p97 a kofaktorti Ufd1 and Npl4. Aktivita ATPazy komplexu Cdc48 / p97 poskytuje energii k
presunuti ubikvitinovanych substrati z ER membrany do cytosolu. Mechanismus, ktery spojuje ATP
hydrolyzu s membranovou extrakci substratu, neni stale jasny. Vedle komplexu Cdc48 / p97 hraji
ATPazové podjednotky proteasomové regulacni ¢astice roli pfi retrotranslaci nékterych substrati ERAD

drahy (Zhang et al., 2013; Jentsch & Rumpf, 2007).

Nékteré studie (Ye et al., 2001) naznacuji, ze ndsledny proces ubikvitinace zahrnuje cykly ubikvitinace
i de-ubiquitinace. V nékterych ptipadech mohou byt tyto cykly dulezité pro zvySeni specificity

rozpoznavani substratu, coz bylo prokazano u Vpu-zprostiedkované degradace CD4.

2.3.5.3.  Degradace
Disloka¢ni komplexy interaguji se Cleny ucastnici se ubikvitinace i membranové extrakce pomoci VCP

/ p97 a proteolytické degradace pomoci proteazomu (Zhang et al., 2013).

VétSina faktorG hrajicich roli v ERAD draze neni dosud plné prozkoumana. Podrobnéjsi rozbor
jednotlivych hypotéz, definic a moznych komponent hrajicich roli v ERAD draze, neni mozné v této

praci z divodu mista podrobnéji rozebirat.

3. Kalciova rovnovaha a ER stresova odpovéd’

ER retikulum, krome spravného baleni proteinti, udrzuje kalciovou rovnovahu. Tyto dvé funkce jsou na
sob¢ zavislé. Jedna se vyhradné o procesy zdvislé na vapniku, vyZadujici pro sprdvnou funkci jeho
vysokou koncentraci (Kuznetsov et al., 1992). Kdyz jsou tyto funkce naruseny, v ER lumenu se hromadi

nesbalené proteiny, které ¢asem agreguji. Tento patologicky stav se nazyva ER stres.

Proteinové agregaty jsou charakteristickymi znaky degenerativnich poruch mozku. Byly nalezeny po
pfechodné cerebralni ischémii i v pribcéhu dal$ich degenerativnich onemocnéni. To naznacuje, ze
mechanismy spojené se skladanim a zpracovanim proteinti jsou u takovych onemocnéni naruseny (Hu
et al., 2000). Kdyz je poruseno skladani proteinti, nefunguje ERAD dréaha, ptipadné dochazi k chybam
v dalsich procesech zpracovavani proteintl, v disledku ¢ehoZz se v ER hromadi $patné sbalené proteiny.
Po zaregistrovani vyssi koncentrace téchto proteinit v lumen ER se aktivuje naslednd odpovéd na

nesbalené proteiny (UPR) (z angl. unfolded protein response) (Flynn et al., 1991).
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3.1. Odpovéd’ na nesbalené proteiny

UPR je vysoce konzerovany proces odpovédi na zvyseni koncentrace nesbalenych proteint (Tirasophon
et al., 1998). Hlavni funkci tohoto procesu je obnovit funkci ER, sniZzenim koncentrace nesbalenych
proteinti, které je potfeba zpracovat. Hlavnimi enzymy v této draze jsou: RNA-aktivovana
proteinkinaza-podobna ER kinaze (PERK) (Harding et al., 1999) aktiva¢ni transkrip¢ni faktory 4 a 6
(ATF4 a ATF6) ainositol-vyzadujici enzym 1 (IRE1), ktery je zavisly na inositolu (Yoshida et al., 2001).
Pii bézné situaci je u€innost PERK, ATF6 a IRE1 potlacena na né vazanym chaperonem GRP78, ktery
se vyskytuje u lidi a je homologni s BiP. V podminkach ER - dysfunkce ER GRP78 disociuje z PERK,
ATF6 a IRE1 a vaze se na nesbalené proteiny. Po disociaci chaperonu z PERK a IRE1 probiha jejich
oligomerace a autofosforylace, ¢imz se aktivuji. ATF6 je rozstépen proteazami a vznika transkripcni
faktor. Aktivovany PERK ptisobi jako kinaza, ktera specificky fosforyluje alfa podjednotku
fosforylaci IRE1 ptisobi jako aktivni endonukledza, ktera indukuje sestiih mRNA Xbpl. Tento sestiih
zpusobi, ze misto piivodniho proteinu je translatovan protein X box vézajici protein 1 (z angl. X-box-
binding protein-1 (XBPP*)), ktery je vice stabilni nez plivodni protein. XBP1P™° funguje jako
transkripéni aktiva¢ni faktor, pro geny kodujicich trankripci proteinti potfebnych pro biogenezi ER
proteint. Aktivace syntézy téchto proteinti, véetné GRP78, je nutna k urychleni odstranéni pfili§ vysoké
koncentrace nesbalenych proteini v ER. Dalsi ucastnikem nezbytnym pro tento proces je komplex
obsahujicim protein-fosfatazu a protein indukovany poskozenim DNA (z angl. DNA damage-inducible
protein (GADD34)). Tento komplex defosforyluje elF2, diky ¢emuz by méla byt zrusena translacni
represe indukovana ER stresem (Novoa et al., 2001). Aktivace UPR je nutna, aby buiiky mohly prezit
stresové stavy spojené s dysfunkci ER (Obrazek 9).

Pokud ER stres trva pfili§ dlouho, iniciuje se proces apoptdzy, na kterém se podili ER-rezidentni
kaspaza-12 (Nakagawa et al., 2000). Vedle této pfimé apoptické drahy vyvolané stresem ER
prostiednictvim transkripéniho fakotru CHOP (homologni s transkriptem 3 indukovatelelnym
poskozenim DNA (C/EBP)) a kaspazy-12, byla identifikovana apoptoticka signalizace mezi ER a
mitochondrii, ktera aktivuje tradi¢ni apoptotickou drahu (Hécki et al., 2000).
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Obrazek 9 Schéma odpovédi na nesbalené proteiny v ER; A/ normalni stav ER, B/ stresovy stav v

ER (ptevzato a modifikovano z Paschen & Mengesdorf, 2005).
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4. Clenéni a struktura glutamatovych receptori

Glutamatové receptory jsou receptory vyskytujici se na nervovych buikach sav¢i centralni nervové
soustavy (CNS). Jsou aktivovany neuropfenaSeCem glutamatem, podle néhoz dostaly sviij nazev.
Glutamatové receptory se déli na dvé skupiny, a to na receptory inotropni a metabotropni (Meyerson et

al., 2014).

Ionotropni glutamatové receptory (iGluRs) jsou receptory jejichz otevieni €i zavieni je zavislé na
ligandu (z angl. ligand-gated) transmembranové iontové kandly. Zprostfedkovavaji excitaéni synapticky
prenos v mozku obratlovcti a hraji zasadni roli ve schopnosti organismu ucit se a pamatovat si (Meyerson
et al., 2014). iGluRs jsou sloZené ze Ctyt podjednotek, které tvori centralni por. Podjednotky iGIluRs
obsahuji Ctyfi semi-autonomni domény: extracelularni amino(N)-terminalni doménu (ATD), doménu
vazajici extracelularni ligand (LBD), transmembranovou doménu (TMD) a intracelularni karboxyl(C)-

terminalni doménu (CTD) (Nath et al., 1988).

inaktivni, relaxovany aktivni, nedesenzitivizovny inaktivovany, desenzitivizovany

glutamate

B &

zavieny otevieny zavieny

Obrazek 10 Schéma struktury ionotropniho glutamatového receptoru (pfevzato a modifikovano

z Nath et al., 1988).

Metabolotropni glutamatové receptory (mGluRs) jsou membranové proteiny spirazené s G — proteiny.
Moduluji pomalé synaptické drahy ptes intracelularni druhé posly. Struktura mGluRs zahrnuje N-
terminalni extracelularni doménu, extracelularni a tfi intracelularni smycky a cytoplazmaticky C-konec
oddéleny sedmi vysoce hydrofobnimi oblastmi. Predpoklada se, ze pravé tyto oblasti jsou prekryté
lipidovou dvojvrstvou. N-terminalni ¢ast receptoru obsahuje vazebné misto pro glutamat. Intracelularni
domény interaguji s G-proteiny, a tim je zprostfedkovan pienos signalu (Ferraguti & Shigemoto, 2006;

Masu et al., 1991).
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Obrazek 11 Schéma metabotropniho NMDA receptoru (pievzato a upraveno z

https://www.slideshare.net/VibhaManu/glutamate-receptors-69079362).

3.2 Clenéni podle antagonisty

Ionotropni glutamatové receptory se déli do ¢tyt skupin dle typu antagonisti, kterymi jsou: a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina (AMPA), N-methyl-D-aspartat (NMDA), kainatové
(2-karboxy-3-karboxymethyl-4-isopropenylpyrrolidin) a é receptory (Nath et al., 1988).

Prvni tfi skupiny, reaguji na vazbu ligandu otevienim poru specifického pro kationty. Po otevieni poru
nasleduje destabilizace porovych proteinli a uzavieni poru. Tento proces trvd pouhé milisekundy

(Meyerson et al., 2014).

NMDA receptory jsou nejvice exprimovany v CNS a jsou vysoce propustné pro kalciové ionty
(Macdermott et al., 1986). Ugastni se mnoha fyziologickych, ale i patologickych procesii. Tyto receptory
lze tadit do subpopulaci, které maji rizné funkce a pravdépodobné i jejich role v patologickych
procesech je odlisna (Niciu et al., 2013). NMDA receptory tvofi heterotetramery slozené ze Ctyt
podjednotek GluN1, GIuN2A — GluN2D, GluN3A — GIuN3B, které se mohou mezi sebou kombinovat
(Yamamoto et al., 2015). Na rozdil od ostatnich druhil ionotropnich glutamatovych receptorii potfebuji
pro svou aktivaci ko-agonistu. Témito ko-agonisty jsou glutamat a glycin. Bylo identifikovana vazebna

mista, ktera pravdépodobné reguluji otevieni kanala tvorenych NMDA receptory, a to mista pro dva
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povinné ko-ligandy (glutamat a glycin) a kationty (Mg2*, Zn2" a H") (Kleckner & Dingledine, 1988;
Mayer et al, 1984).

AMPA receptorové podjednotky se nazyvaji GluR1-4. Tvoifi homotetramery i heterotetramery
(Meyerson et al., 2014). Pri tvorb¢é tetramerniho komplexu GluR1-4 s AMPA receptory
zprostiedkovavaji rychly synapticky pfenos signalu. AMPAR-zprostfedkované signaly jsou rychle
generovany, rychle Sifeny a rychle se rozkladaji. Oproti tomu aktivace NMDA receptorti vyvolava delsi
fazi depolarizace, ktera maze trvat nékolik set milisekund. Pfedpoklada se proto, Ze silné excitacni
postsynaptické potencidly jsou fizeny aktivaci AMPAR, zatimco NMDA receptory, maji diky
receptorové senzibilizujicim farmakokinetikam ¢as pro prostorovou a €asovou sumaci u mnoha post-

synaptickych vstupt (Niciu et al., 2013).

Kainatové receptory jsou homo — nebo heterotetramerni komplexy slozené z podjednotek GluR5-7 a
KA1-2. V heterolognich systémech muize dochazet k tvorbé homoreceptorii slozenych pouze z
podjednotek KA1 nebo KA2. Tyto receptory avsak neplni funkci iontovych kanald, ale zda se, Ze maji
schopnost modulace signalti. Oproti tomu receptory slozené z podjednotek GluR5-7 funguji pouze jako

kanaly zavislé na ligandu (Niciu et al., 2013).

d-receptory tvoii homotetramery a skladaji z podjednotek GluD1 nebo GluD2 (Nath et al., 1988).

4. Neurodegenerativni onemocnéni

Kvalitativni kontrola skyta fadu regulacnich mechanismd, které se podileji na spravné biosyntéze
glutamatovych receptorii (iGluRs). Zména ¢i absence komponenty v nékteré z téchto regulacnich drah,
miize mit vliv na strukturu i funkci iGluRs, coz vede ke zméndm a chybam synaptického pienosu

glutamatu. Tyto zmény mohou byt divodem vzniku neurodegenerativnach onemocnéni.

4.1.Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni mozku. AD je charakteristicka
poskozenim kognitivnich funkci, vyvijejici se neurodegeneraci a tvorbou plakti obsahujicich amyloid
B (AB). Neurodegenerativni proces v AD je zpoc¢atku charakterizovan synaptickym poSkozenim
doprovazenym ztratou neuronti. Synapticka ztrata koreluje s kognitivni poruchou u pacient s AD.
Etiologie AD je multifaktorialni. Jednim z moznych vysvétleni je, Ze synapticka patologie a defektni
neurogeneze v AD souviseji s postupnym zvySovanim koncentrace oligomertt Ap. Abnormalni
akumulace A, vedouci k tvorbé toxickych oligomert, je disledkem nerovnovahy mezi urovnémi
produkce AP, agregace a degradace (Crews & Masliah, 2010; Glenner & Wong, 1984). Dalsim
moznym diivodem je NMDAR signalizace. Nedostatecna signalizace vede k postupnému vymirani

bun¢k, zatimco pfili§ mnoho signalizace zpiisobuje excitotoxicitu a neurodegeneraci. Proto se k 1écbé
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této nemoci pouzivaji také 1éky a obsahujic memantin, coZ je antagonista glutamatu (Wang & Reddy,

2017).

AD je nejcastéjsi pri¢inou demence. Obvykle je jeji nastup pomaly. Zpocatku maji pacienti problémy
s vykonavanim kazdodennich b&znych tkoli. Typické je neschopnost soustiedéni, zmatenost. Casem
nastupuje problém s vyjadiovanim. Pacientova osobnost se béhem progrese onemocnéni méni a

v kone¢ném stadiu jsou pacienti neschopni samostatného zivota (Perry & Hodges, 1999).

4.2.Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je komplexni neurodegenerativni onemocnéni. Je to jedno z nejbéznéjsich
onemocnéni tohoto typu v populaci. Vyskytuje se u lidi starSich ~ 40let. Vétsina pacient s PD trpi
motorickymi poruchami, zpomalenim pohybu, tfesenim, poruchami v rovnovaze. Dale mohou takeé trpét

uzkosti, depresi, autonomni poruchou a demenci (Dawson & Dawson, 2009).

Pfi tomto onemocnéni, dochazi k ibytku neuronti v ¢asti sttedniho mozku - substantia nigra. Ztrata
neuroni vede k hlavnim klinickym ptiznakiim PD i rozsahlé neuropatologii. Tyto neurony jsou
vyznamnym producentem dopaminu, neurotransmiteru, ktery umoznuje pienos signalu mezi neurony.
Nedostatek dopaminu je ptic¢inou ztraty koordinace, ovladani pohybu i dalSich patologickych projevi

(Braak et al., 2003).

Soucasné experimenty naznacuji, Ze inhibice mitochondrialniho komplexu I mize byt hlavni ptic¢inou
PD. Poruchy v komplexu I zptisobuji agregaci B-synucleinu, coz pfispiva k zaniku dopaminergnich
neurontl. Jistou roli nejspise v tomto onemocnéni hraji i glutamatové NMDA, AMPA receptory i nékteré
podtypy metabolotropnich receptorti. Zvyseni neurotransmise souvisejici s hyperfosforylaci NMDA
podjednotek se podili na vyvoji a udrzovani ¢asté komplikace u PD - Levodopa-indukované dyskineze
u modelovych zvifat. Avsak dikazy podporujici souvislost mezi abnormalni funkci glutamatu a
dyskinezi u pacientt s Parkinsonovou chorobou jsou neptimé. Symptomy tohoto onemocnéni je mozné
dnes jiz 1é¢it, ale dosud neexistuje terapie, ktera by umoznila témto symptomam piedejit (Ahmed et al.,

2011; Dawson & Dawson, 2009).

4.3.Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (chorea) (HD) je autozomalné¢ dominantni, progresivni neurodegenerativni
porucha. MuZe se projevovat riznymi zpasoby, véetné nervovych poruch spocivajicich v mimovolnich
rychlych pohybech riznych svalt, svalovych kiecich, $patné koordinaci, naruseni kognitivnich funkci
a behavioralnimi obtizemi. Nejéastéji se onemocnéni za¢ne projevovat ve stfednim véku, ¢asto po
téhotenstvi, ale mize se projevit i kdykoli mezi 1. az 80. rokem Zzivota. Pfi¢inou symptom HD je
mutantni gen kddujici protein - huntingtin. Tento gen obsahuje, oproti genu nemutovanému, na svém 5”
konci vice nasobné repetice CAG. Abnormalni konec proteinu je ptipojen k polyglutaminovému fetézci

s variabilni délkou na N-konci. Dlkazy naznacuji, Ze tato repetice zptsobuje toxické zesileni jeho
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funkce. Dal§im divodem tohoto onemocnéni by mohlo byt neuronalni poskozeni diky nadmérné
aktivaci NMDAR glutamatovych receptorii excitacnimi aminokyselinami. Zména funkce NMDAR byla
zaznamenana u kortikostriatalnich synapsi mysiho modelu HD. NMDAR zprostfedkovana toxicita je se
vice projevuje ve striatadlnich neuronech nékterych mysich modeltt HD, podobné jako butiky exprimujici

mutantni protein huntingtn (Nguyen et al., 2008).

HD mé tfi faze, zdravé obdobi, prediagnostické obdobi a diagnostickou fazi. Zdravé obdobi
nepostiehnutelné prechazi v prediagnostickou fazi, kdy lidé s HD vykazuji jemné zmény osobnosti,
kognitivnich funkcich a sebeovladani. V prediagnostické fazi mohou byt jednotlivei podrazdéni,
depresivni, nespolehlivi ve svém zameéstnani. Obtizné je vykondvat vice véci soub&zné€, zacinaji se

projevovat poruchy paméti a s tim spojené uzkosti, poptipadné nespavost.

V diagnostické fazi se zacinaji projevovat nervové disfunkce (nahlé pohyby, kiece), $patna koordinace,
zpomaleni pohybu o¢i. Kognitivni dysfunkce nespoc¢iva v naruseni dlouhodobé paméti jako u AD, ale v
naruseni funkci, jakymi jsou organizovani, planovani, kontrola nebo pfizplisobovani se novym
podminkam a zpomaluje se ziskavani novych motorickych dovednosti. Tyto vlastnosti se Casem
zhorSuji, zhorSuje se fe¢, u které dochazi k rychlejsi progresi, oproti porozuméni. Lidé s timto
onemocnénim jsou vysoce rizikovou skupinou v pachani sebevrazd. Bylo prokazano, ze az 9 % jiz v

prediagnostickych stadiich premysli o sebevrazdé (Walker, 2007).
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S. Shrnuti

Procesy kvalitativni kontroly jsou zcela nepostradatelné pro vSechny Zivé organismy od kvasinek az po
savce i rostliny. Utastni se biogeneze proteinii nezbytnych pro Zivot organismu a zajistuji jejich
spravnou funkci. Jsou dtlezité pro vyfazovani a degradaci Spatné sbalenych proteint a jejich agregatu,
které mohou byt pro organismus toxické. Jsou schopné reagovat na vykyvy koncentraci nativnich,
sbalenych, nesbalenych i chybné sbalenych proteini a podle toho regulovat transkripci i translaci

faktort, které pomahaji udrzovat rovnovahu mezi hladinami vSech uvedenych forem.

Vyzkum v oblasti kvalitativni kontroly je velmi intenzivni. QC je zkouméana z mnoha pohledt a na
mnoha trovnich. Jde vS§ak o velmi komplexni systém a tak zjistit v§echny dusledky vyvolané jednou
konkrétni zménou, neni jednoduché. Zdaleka také jesté¢ nejsou znamé vSechny mechanismy, které
ovliviiuji biosyntézu proteinti a jejich spravné formovani a monitoring. Jiz nyni vSak vime, Ze defekty
v procesech QC hraji vyznamnou roli pfi vzniku velmi ¢astych neurodegenerativnich onemocnénich.
Dalsi vyzkum vedouci k detailngjsi poznavani procest a disledkd v jejich zménach, by ndm mohlo
umoznit kompletni pochopeni vzniku téchto onemocnéni a piipadné vyvinuti G¢inngjsi symptomatické

i presymptomatické terapie.
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