Degradace bunécnych proteinu

» vedle ovliviiovani u€innosti tvorby - hlavni zpusob
regulace hladiny proteinu v burice

* komplexni a prisné€ regulovany proces, ktery
vyznamn¢ ovliviuje fadu bunécnych procesu

 zajisténa kaskadou enzymatickych reakci
(substratova specifita)




Vyznam degradace proteinu

Regulace mnoha zivotné dulezitych procesu:
- bunécny cyklus a rust
- diferenciace a vyvoj
- odpovéd’ na stresové a mimobunécné faktory
- povrchovych receptoru, 1ontovych kanalku
- DNA reparace
- imunitni a zanétlivé rekce
- biogeneze organel
- apoptoza
Poruchy degradace se projevuji vaznymi dédiCnymi 1 ziskanymi
chorobami




Bunécna proteolyza probiha ve
dvou kompartmentech

1) lysozomalni proteolyza:

e 10 % celkové proteolytické aktivity buniky

 substraty jsou vétSinou membranoveé nebo extracelularni
proteiny piijaté endocytdzou

e hlavnim degradaCnim prvkem jsou kyselé proteazy (katepsiny)

2) cytozolickd proteolyza

 substraty jsou zejména cytozolické regulacni proteiny (cykliny,
nadorovée supresory, noveé potvrzeno t€z pro membranove a
extracelularni proteiny, které jsou dopraveny do cytozolu)

e hlavnimi degrada¢nimi prvky jsou kalpainy, Ca-dependentni
proteazy a hlavné proteazom

e proteazom je koneCnym ¢lankem ubiquitinaCni drahy
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SHORT-LIVED REGULATORY PROTEINS
DEGRADED BY THE PROTEASOME

Transcriptional regulators

NK-xB (p105)

IxB

YY1

ATF2 (activating transcription factor 2)
HIF1 (hypoxia-inducible factor 1)

ICER (inducible cAMP early repressor)

Cell-cycle proteins
Cyclins (mitotic cyclins, G1 cyclins, etc.)
Cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors (p27, etc.y

Oncogenic products and tumour suppressors
c-jun

c-Fos

c-Mos

E2A proteins

p53

Enzymes

Receptor-associated protein kinases
DNA topoisomerase

Omithine decarboxylase




Vyznamné cile proteazomove degradace

» regulatory bunécného cyklu a riustu

 slozky bunécnych signalnich kaskad

e enzymy, které napomahaji udrzovat zivotni funkce bunky
(,,house-keeping genes*)

e enzymy zapojen¢ do metabolickych reakci

e varianty proteinu vytvorené v dusledku mutace nebo
defektni proteosyntézy

 antigeny hlavniho histokompatibilitniho komplexu tiidy I




Ubiquitin

76 aminokyselinovych zbytkl
evoluéni konzervativnost

vyskytuje se ve vSech tkanich vSech eukaryotickych
organismu

v bunice bud’ volna molekula nebo kovalentné pripojena k
jinym proteintim




Ubiquitin

ma funkci markeru, ktery oznacuje cytozolické nebo jaderné
proteiny urcené k rychlé proteolyze

vaze se k aminoskupiné lyzinu cilového proteinu

vazbou dalSich molekul ubiquitinu vznika polyubiquitinovy
fet€zec

proteiny oznacCen¢ polyubiquitinem jsou rozeznany a
degradovany proteazomem




Ubiquitin ma Siroké spektrum cilovych
molekul

* poskozené a chybné slozené proteiny
 transkripCni faktory

* regulatory rustu

e prenaSece signalu

 regulatory bunécného cyklu

* nadorove supresory a onkoproteiny

* enzymy

e virove proteiny

 membranové receptory




Ubiquitina¢ni draha - princip

specifické vyhledani proteinu v zavislosti na buné¢ném cyklu,
diferencia¢nim stadiu bunky, atd.

oznaceni tohoto substratu kovalentnim pripojenim nékolika
molekul ubiquitinu

degradace tohoto substratu proteazomem 26S

uvolnéni ubiquitinu a jeho vyuziti pti dalSim degrada¢nim cyklu
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Pripojeni ubiquitinu k cilové molekule
probiha ve trech krocich

aktivace Ub pripojenim ubiquitin %—D‘\'

aktivujiciho enzymu E1 @ ATP AMP

pienos Ub z E1 na ubiquitinovou protein >®<

:

ligazu E3 prostiednictvim nékteré¢ho z
pirenaSecu (Ub-konjugujicich enzymii) E2 @ @_0

k E3 se specificky vaze substratovy protein >@<
E3 katalyzuje kovalentni ptipojeni Ub k

substratu (obvykle ke zbytku lysinu @ @—0
izopeptidovou vazbou) 4 Protein
v dalsich reakcich se k modifikovanému @ |Samme

substratu ve stejném misté vazou dalsi
molekuly Ub: vznika polyubiquitinovy
retézec

Substrate




degradaci na proteazomu

Proteiny s navazanym Ub podléhayji

vazba poly-Ub substratu k Ub-receptoroveé
podjednotce proteazomu a degradace
substratu

recyklovani Ub prostirednictvim izopeptidaz
198
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Kaskadovy mechanismus znaceni substratu

* jedina molekula ubiquitin-aktivujiciho enzymu prenasi Ub na nékolik molekul E2
» E2 vétSinou pienasi Ub na nékolik E3

* E3 mohou byt substratové specifické nebo mou rozeznat nékolik substrati s
podobnymi,ale neidentickymi strukturnimi motivy
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Ubiquitinové prekurzory se syntetizuji dvéma zpusoby

- tvorba polymeru ubiquitinu v uspofadani ,,head-to-tail*

e tvorba jedin€ molekuly Ub spojené s jinym proteinem
(obvykle s nékterym z ribozomalnich proteint —
pravdépodobnd ucast na sestavovani ribozomu jako chaperon)

* oba typy Ub jsou pfeménény do monomerni formy
pusobenim deubiquinacnich enzymu (DUB)

Ubigyuitin Linear chains of
fusion proteins ubiguitin
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Ubiquitinace ,,step-by-step*

Tvorba thioesterové vazby mezi
C-koncovym glycinem Ub a
cysteinem v aktivnim misté
enzymu E1

Ptimy pienos Ub na E2

Pfenos Ub na epsilon-
aminoskupinu lysinu substratu

DUBs jsou cysteinové proteazy,
které specificky Stépi konjugaty
Ub — antagonizuji E3

Monomeric ubiguitin
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Deubiquinac¢ni enzymy DUBs

DUBI: postupné odstranuje molekuly Ub od vzdaleného konce fetézce
DUB2: odstépuje Ub od substratu
DUBS3: destabilizuje neukotvené fetézce Ub

E1, E2, E3

ATP
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Degradacni draha /’%L;\‘

ATP  AMP
1. Aktivace Ub enzymem E1 Cr1 ) - @)@
2
2. Prenos aktivovaného Ub na >_<
Ub-konjugujici enzym E2 @ F2 @

3
3. a 4. Pfenos aktivovaného Ub bud’ g >_< / @

pfimo nebo nepiimo z E2 na lysin @_@ @

proteinového substratu prostiednictvim
ubiquitin protein ligazy E3.

Opakovana konjugace Ub k jiz
ubiquitinovanym zbytkiim lysinu
vede k tvorbé Ub fetézcu

5. Vazba poly-Ub substratu k Ub-
receptoroveé podjednotce proteazomu
a degradace substratu

6. Recyklovani Ub prosttednictvim
izopeptidaz




Podstata vysoké presnosti degradace

* substraty jsou rozeznavany ruznymi E3

 substraty musi byt uritym zpusobem
modifikovany, aby mohly byt rozeznany E3
(fosforylace, spojeni s jinymi proteiny, napr.
chaperony)




Proteazom 265

» ATP-dependentni komplex proteaz
 Kkatalyzuje rozvolnéni a proteolyzu svych substratu

 sloZen z katalytického komplexu 208, ktery je
obklopen dvéma regulacnimi komplexy 19S




Struktura proteazomu

Podjednotka 20S: valec slozeny ze Ctyf kruhu
e vnitini komora je pristupnad pouze izkymi pory na obou koncich
e otvirani poru je fizeno

* nese aktivni mista pro proteolyzu
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Kompartmentalizace je dilezita pro
spravnou funkci proteazomu

» vysoka koncentrace aktivnich mist zajistuje velmi
ucinnou degradaci proteinu

» degradace probiha jen ve vymezeném prostoru

Cena za tento luxus:

 substraty musi byt rozvolnény a translokovany, aby
se dostaly k aktivnim mistum proteazomu
(energeticke naroky, zajisténo podjednotkami 19S)




3 typy aktivnich mist v podjednotce 205
proteazomu

- trypsinova
- chymotrypsinova
- post-glutamyl peptidyl hydrolyticka




Podjednotky 19S proteazomu

- regulacni funkce: rozeznavaji a rozplétaji ubiquitinované proteiny

Slozeny z 15-20 jednotek: _

ATPazy (t1-t6) tvoii zédkladnu @@%@
Jednotky bez ATPazové aktivity
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Deubiquitina¢ni enzymy

cysteinové protedzy
odstranéni Ub z proteint

Patti do jedné ze dvou rodin:
UCH (ubiquitin C-terminal hydrolase)
UBP (ubiquitin processing protease)

Vyznam:

tvorba volného Ub z polyUb fetézcu (recyklace)
odstranéni Ub z cilovych proteint
¢iSténi proteazomu od zbytkl peptida




SUMO-1 (sentrin)

« protein podobny ubiquitinu (small ubiquitin-related
modifier-1)

* kovalentné pfipojen k cilovym proteiniim
 zakladni rysy ubiquitinové drahy plati 1 pro SUMO-1:
- aktivovan ATP-dependentnim enzymem

- aktivovand varianta SUMO-1 se prenasi na Ubc9
(ekvivalent E2)

- SUMO-1-Ubc9 rozeznava substrat: prenos SUMO-1 na
lysinovy zbytek cilového proteinu




Vyznam modifikace proteinu
»sumoylaci‘

ochrana proteinu pied ubiquitinaci a naslednou degradaci

(naprt. stabilizace IkB )




NFxB/I1kB

 NF«xB je dulezity transkripCni faktor
 aktivace NFxB je podminéna degradaci svého inhibitoru IxB
 autoregulace: - NFxB indukuje transkripci genu IxB

- protein IkB se prechodné hromadi v jadre a
tlumi NFkB-dependentni transkripci

Funkce IkB: transport komplexu NFxB/ IkB do cytoplazmy

(transkripcné aktivacni funkce NF«kB se v cytoplazmé neuplatni)

Hladina IxB v bunce je urCena mirou jeho degradace.




Aktivace NFkB

signal zachycen na bunééném povrchu - aktivace IkB kindz IKK
fosforylace IxB (Ser 32 a Ser 36)
fosforylovana molekula IkB je substratem pro ubiquitinaci

molekula IxkB s navazanym polyubiquitinovym fetézcem je
degradovana proteazomem

molekula NFkB zbavena IkB se translokuje do jadra a indukuje
transkripci svych cilovych gent

molekula IkB opatfena SUMO-1 nepodl€éhd modifikaci
ubiquitinem a nemuze byt proto degradovana

- transkripce tfizena NFxB zastavena
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pS3

ochrana genomu pred poSkozenim

transkripCni faktor, ktery ovliviiuje bunécnou proliferaci a
apoptozu

hladina p33 je fizena ubiquitinovou degradacni drahou

v normalnich bunkach je p53 konstitutivné ubiquitinovan Mdm?2
ubiquitin ligazou

stresove signaly aktivuji p53 tim, Ze inhibuji jeho degradaci




AP-1 (,,activator protein 1¢)

transkripCni faktor slozen z dvojice ¢lenu proteinovych rodin Fos
a Jun

v e/

zapojenych do fizeni bunécného cyklu, diferenciace, transformace
a apoptozy

hladiny proteinti Fos a Jun v bunce jsou ur¢eny mirou degradace
ubiquitinovou dahou

existuji onkoproteiny v-Jun a v-Fos, které postradaji domény
podléhajici modifikaci ubiquitinem - proteiny jsou mnohem
stabilnéjsi




E2F

transkripCni faktor, ktery hraje kliCovou roli v fizeni bunécné
proliferace

kontrola exprese genu tidicich postup z faze G1 do S
aktivita E2F je fizena interakci s dalSimi molekulami:

cyklinem A, histonovymi deacetylazami HADC1, HADC2 a
nadorovymi supresory p53 a Rb

vazba E2F k Rb vede k inhibici transaktivacni potence E2F
vazba E2F k ubiquitin ligaze zajiStuje degradaci E2F




Ubiquitinace neni vzdy spojena s degradaci

proteinu

Monoubiquitinované proteiny se degraduji v lysozomech:
EGFR a jiné membranovée proteiny mohou byt oznaCeny
mono-Ub:

* Internalizace
* transport do endozomu

* transport do lysozomu




Neurodegenerativni choroby potencialné spojené s
dysfunkci ubiquitin-proteazomového systému (UPS)

Selhani UPS:

» akumulace chybné slozenych nebo poSkozenych proteint
 agregaty poSkozenych proteinii mohou vazné narusit
bunécné pochody = — mechanické/tyzikalni davody

- vychytani a inhibice funkce jinych
slozek bunky




Neobvyklé agregaty riznych proteinu byly nalezeny v mozku
pacienti postizenych neurodegenerativnimi chorobami

Alzheimerova choroba

Parkinsonova choroba

Huntingtonova choroba

Amyotroini lateralni skleroza
 agregaty obvykle obsahuji protein, ktery je spojen se

vznikem dané choroby a dalsi slozky UPS a chaperony, které
maji chybné spojené proteiny skladat

e agregaty proteint inhibuji funkci UPS (ucpani proteazomu?)




Neurodegenerativni choroby potencialné spojené s
dysfunkci ubiquitin-proteazomového systému (UPS)

Typ choroby UPS dysfunkce

Alzheimerova choroba Zablokovani funkce proteazomu
abnormalnimi formami Ub

Huntingtonova choroba Zablokovani funkce proteazomu
proteiny,které obsahuji expandované
oblasti polyglutaminu

Familialni Parkinsonova choroba | 1. Mutace vedouci k ztraté funkce
ubiquitin ligazy E3

2. Mutace vedouci k ztrate funkce

ubiquitin C-koncové hydrolazy




ALZHEIMEROVA CHOROBA

e v mozku pacientl byla zaznamenana exprese mutantni formy
ubiquitinu UB1 (pozménény C-konec)

e absence glycinu znemoznuje normalni pripojeni UB1 k
substratu prostiednictvim E3

« UBI muze byt podroben normalni ubiquitinaci proteinem Ub
wt: vznikaji formy UB1 nesouci polyUb, které nepredstavuyi
optimalni substraty pro deubiquitinacni enzymy: inhibice
proteazomu 26S, akumulace UB1 v mozku pacienti




HUNTINGTONOVA CHOROBA

» dusledek expanze CAG (kodon kodujici glutamin)

e proteiny obsahujici abnormalné dlouhy polyglutaminovy
usek jsou nachylné k agregacim

« Napi. expanze CAG v genu kodujicim ataxin-1:

- tvorba agregatl ataxinu 1 — 1 kdyz mohou byt normalné
oznaceny UB, jejich degradace proteazomem je vyznamneé
snizena - usmrceni neuronu




PARKINSONOVA CHOROBA

neurony v mozku pacientu ¢asto obsahuji inkluzni — tzv.
Lewyho téliska

Lewyho téliska obsahuji agregaty proteinu o-synuclein
a-synuclein ma ziejme néjakou funkci v synaptickych
vezikulech

pri¢inou akumulace o-synucleinu je zfejmé mutace v genu
kodujicim E3 ubiquitin ligazu (tzv. Parkin), ktera zodpovida
za ubiquitinaci a-synuclein




Cysticka fibroza (CF)

gen CF koduje transmembranovy reguldtor CFTR - kanalek pro
chloridové ionty

pouze mala frakce proteinu CFTR zraje a dostava se na bunécny
povrch - vétSina je rozlozena ubiquitinovym systémem
nejcastéjsi mutace genu CF, ktera doprovazi cystickou fibrozu,
nemeéni funkci proteinu CFTR, ale zvySuje uroven jeho degradace




Ubiquitinac¢ni draha a bunécny cyklus
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