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Souhrn: Proteazom je bilkovinny komplex s protedzovou aktivitou. Proteazomy jsou vedle lyzozomu hlavnim proteolytickym
apardtem kazdé eukaryotické bunky. Proteiny uréené k rozkladu jsou oznaceny tzv. ubikvitinylaci, kterd spociva v pfipojeni po-
lyubikvitinu k pfislusnému proteinu. Ndsleduje transport takto modifikovaného proteinu k proteazomu, ve kterém je protein
rozlozen na kratké peptidy. Vedle pripojeni polyubikvitinu k proteinu existuje i monoubikvitinylace proteinti, ktera hraje duile-
zitou tlohu v opravé DNA, transkripci genti, endocytdze a prenosu signalu. S proteazomem je spojena funkce vyznamného
transkripéniho faktoru NF-xB, ktery je aktivovan po proteolyze jeho inhibitoru IkB v proteazomu. Ubikvitinylace a odbourava-
ni proteinu v proteazomu a dale aktivace NF-kB hraji dulezitou roli v odklizeni proteint a v expresi fady gent dutlezitych v re-
gulaci bunééného cyklu a apoptdzy bunék. Inhibice proteazomii ma antiprolifera¢ni a protizanétlivy tcinek a otevird tak nové
terapeutické pfistupy v 1é¢bé nadorti a nékterych zanétlivych stavii. Prehled jsme rozdélili do tfi kapitol, a to 1. Ubikvitin-protea-
zomovy systém a transkripcni faktor NF-xB, I1. Sumoylace a neddylace jako posttranslacni modifikace proteinit podobné ubikvitinylaci a jejich
vyznam, a konecné II1. VyuZiti poznatki v ubikvitin-proteazomovém systému v terapii nadori i dalsich chorob.
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Ubiquitins, proteasomes, sumoylation and application today and in future for cancer and other diseases therapy I.
Ubiquitin-proteasome system and the transcription factor NF-xB

Summary: Proteasome is protein complex with proteolytic activity. Proteasomes are in addition to lysosomes the main proteo-
lytic machinery of the eukaryotic cell. Proteins destined for degradation in proteasomes are marked by ubiquitinylation, which
consists in attachment of polyubiquitin to relevant protein. The transport of polyubiquitinylated protein follows to proteaso-
me, where protein is cleaved into small peptides. Besides polyubiquitin attachment to protein, monoubiquitinylation of proteins
exists and has an important role in DNA repair, transcription of genes, endocytosis and signal transduction. The function of an
important transcription factor NF-kB is connected with proteasome. NF-kB is activated after the proteolysis of its inhibitor IkB
in proteasome. Ubiqutinylation and degradation of protein in proteasome and the activation of NF-xB play significant roles in
taking proteins away and in expression of great numbers of genes important for the regulation of the cell cycle and apoptosis
of cells. The inhibition of proteasomes has antiproliferative and antiinflammatory effects and opens new therapeutic approa-
ches to a treatment of cancer and some inflammatory diseases. We divided the review into three parts: I. Ubiquitin-proteasome sys-
tem and the transcription factor NF-xB, I1. Sumoylation and neddylation as post-translational modification of proteins similar to ubiquitinyla-
tion and their significance and lastly II1. Using of the knowledge of ubiquitin-proteasome system in cancer and other diseases therapy.
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Proteazomy se vyskytuji ve vsech
eukaryotickych bunkach, v kterych
zajistuji z velké ¢asti proteolyzu. Se-
lektivné rozklddaji nékteré regulacni
proteiny a podileji se na celé radé za-

kladnich funkei bunék. Proteazomy,
znamé téz pod nazvy prozomy nebo
multikatalytické proteindzy, objevil
Harris [1] koncem 60. let 20. stoleti
pti elektronmikroskopickém studiu
proteinovych ¢astic v extraktech lid-

skych erytrocytt. Arrigo et al [2] za-
vedliv roce 1988 termin proteazomy,
ktery odpovidd mikrocasticim, ,té-
liskim® ve tvaru vilce s aktivitou
protedz. Viyskytuji se uz u archebak-
terii rodu Thermoplasma acidophilium.
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Obr. 1. Schéma ubikvitinylace substratu (proteinu uréeného k degra-
daci v proteazomu) a jeho proteolyza na malé peptidy v proteazomu.
Priibéh obou pochodii je popsidn v textu.

Sekven¢ni shoda podjednotek pro-
teazomi téchto bakterii a proteazo-
mu lidskych dosahuje az 40 % [3].
Ztrata funkce proteazomii mutaci
jejich slozek u kvasinek byla pro
buniky letalni. Stejného dusledku, tj.
smrti buriky, Ize dosahnout u bunék
savctl pomoci specifickych inhibito-
ri proteazomu.

Proteazomy jsou tizce spjaty se sys-
témem ubikvitind. Ubikvitin byl
izolovan jiz v roce 1975 skupinou
Goldsteina [4]. Jesté v roce 1984 bylo
publikovino méné nez 100 praci
s kli¢ovym slovem ubikvitin. Dnes je
vyzkum v této oblasti daleko rozsih-
lejsi; svédci o tom asi 1 000 publika-
civroce 2003. Za objev mechanizmu
oznaceni proteintt urcenych k roz-
kladu v proteazomu polyubikviti-
nem [5-9] byli v roce 2004 odménéni
Nobelovou cenou za chemii Aaron
Ciechanover a Avram Hershko z Iz-
raele a Irwin Rose z USA. Jejich objev
bude moci byt vyuzit k vyrobé lékt

proti mnohym onemocnénim.
Ubikvitin a ubikvitinylace

Ubikvitiny jsou malé polypeptidy
(76 aminokyselinovych zbytk), které
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jsou pritomny ve vSech studovanych
eukaryotickych burkach a tkanich.
Termin ubikvitin pochdazi z latinské-
ho slova vsudypfitomny. Sekvence
aminokyselin ubikvitinu je velmi kon-
zervativni a lisf se jen ve 3 aminoky-
selinovych zbytcich mezi ubikviti-
nem kvasinek a ¢lovéka. Ubikvitin je
kédovan genem pro polyubikvitin,
kde sekvence kodujici nékolik ubi-
kvitint nasleduji za sebou bez intro-
nt (vlozenych nekddujicich sekven-
ci) [10]. Ubikvitin je vSak také kédo-
van faznimi geny s informaci jak pro
ubikvitin, tak pro malé ribozomalni
podjednotky [11]. V burkach se
ubikvitin nachazi jen ve formé jedno-
ho proteinu (monoubikvitin).
Proteazom-ubikvitinovd cesta
(ubiquitin-proteasome pathway) spo-
¢ivd ve Ctyfstupriové enzymatické
kaskadé, ve které dochazi za pouziti
ATP a energie k oznaceni proteinu,
uréeného pro rozklad v proteazomu
[9,12-14], jak ukazuje obr. 1. Enzym
El1 (aktivujici enzym) aktivuje
C-konec bilkoviny ubikvitinu a tvorfi
s ni meziprodukt E1-ubikvitin. Akti-
vovany ubikvitin je pfemistén z E1
na thiolovou skupinu konjugaéni-

ho enzymu E2. Ve tfetim stupni se
ubikvitin pripoji na ubikvitinligdzu
E3, kterd uz specificky rozpoznava
bilkovinny substrit, tedy protein ur-
ceny k degradaci. C-konec ubikviti-
nu je potom spojen s 6-aminoskupi-
nou lyzinu v proteinu, uréeném k pro-
teolyze. Na protein musi byt napojeny
dalsi molekuly ubikvitinu, coz je
uloha elongaéniho faktoru E4 [15].
Ubikvitin obsahuje 7 lyzinovych
zbytktl. Jeden z nich (Lys-48) je po-
uzit k pripojeni dal$ich molekul
ubikvitinu pfi polyubikvitinylaci
[16]. Polyubikvitin je slozen z mini-
mélné 4 ubikvitind. Teprve po piipo-
jeni vice ubikvitind, minimalné jaké-
hosi ,¢tyfsprezi® ubikviting, tzv. po-
lyubikvitinu, je bilkovina uréena
k proteolyze rozpoznana a doprave-
na k proteazomu (obr. 1). Do protea-
zom-ubikvitinového systému patii
i rodina deubikvitinyla¢nich enzy-
mi, které odstépuji ubikvitin ze sub-
stratu [17-19]. Ovliviiuji stabilitu
ubikvitinem oznacenych proteint
a hladinu volného ubikvitinu.
Ubikvitinligazy (E3) jsou velmi po-
¢etnou heterogenni skupinou pro-
teindl, které umoznuji najit a speci-
ficky oznacit polyubikvitinem urcité
proteiny urcené k proteolyze. Prav-
dépodobnost, ze mensi skupina pro-
teintl nebo dokonce jednotlivé pro-
teiny maji svou vlastni ubikvitinligs-
zu, ddvd nadéji pro vyvoj inhibitoru
pro velmi cilenou a specifickou tera-
pii. Projekt sekvenace lidského geno-
mu ukdzal pfitomnost vice nez
40 rtiznych enzymu E2, pres 500 en-
zym@ E3 a vice nez 80 ruznych
deubikvitinyla¢nich enzymu [20].
Pro zna¢nou ¢ast proteintl, uréenych
k degradaci v proteazomech, zatim
nezndme rozpoznavaci znaky. Obec-
né si napf. piedstavujeme, Ze v systé-
mu ubikvitin-proteazom je rozpoz-
ndvina zména konformace bilkovi-
ny, kterd splnila svou funkci a ma byt
rozlozena. Nejde vsak jen o odklize-
ni ,starych“ bilkovin, ale ubikvitin-
proteazomovy systém je dilezity pro
splnéni nékterych fyziologickych
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funkci v burice. Pro nékteré z téchto
procesti uz zname mechanizmy, kte-
ré uréuji proteolyzu cilové bilkoviny
nebo naopak chrani takovou bilkovi-
nu pred degradaci. Zde uvadime tfi
priklady.

1. Proteiny s kratkou Zivotnosti
obsahuji specifické degradacni sig-
ndly (,,degrony*), ¢asto oznacované ta-
ké jako destrukéni box. Tato N-kon-
cova sekvence je signilem pro ubi-
kvitinylaci a néaslednou degradaci
v proteazomu [21-25]. Uvedena sek-
vence obsahuje bazické a hydrofobni
aminokyseliny, které destabilizuji
protein podle tzv. pravidla N-konce
[24-26]. Ubikvitinylace podle pravid-
la N-konce probiha napft. u C-konco-
vého fragmentu kohezinu béhem
mitézy [27]. Kohezin spojuje dvé ses-
terské chromatidy, které musi byt
oddéleny béhem mitdzy a stivaji se
na sobé nezavislymi dcefinymi chro-
mozomy. Pfi ubikvitinylaci cyklind,
uvadéjicich buntku do cyklu, je dule-
zitd kratka sekvence 9 aminokyselin
na N-konci téchto bilkovin (destruk-
¢ni box). Tato sekvence je rozpozna-
vana ubikvitinligdzou E3 a molekula
cyklinu muize byt odbourdna. Tim
kon¢i faze déleni buriky.

2.V degradaci transkripéniho fak-
toru HIF-1o (hypoxia-inducible
transcription factor 1 o) hraje dlohu
hydroxylace tohoto proteinu. HIF-
lo reaguje na hladinu kysliku. Pfi
normiélnich hladinich kysliku je zi-
votnost o-subjednotky tohoto fakto-
ru velmi kratkd (méné nez 5 minut).
E3-ubikvitinligiza rozpoznavé hydro-
xylaci HIF-1a na prolinovém zbytku
(Pro564) a rychle uvadi tento protein
do proteolyzy [28]. Naopak pfi hy-
poxii nedochdzi k hydroxylaci proli-
nového zbytku faktoru HIF-1a,
a tim ani ne k jeho proteolytické de-
gradaci. Subjednotka HIF-1a: se spo-
ji se subjednotkou B, faktor se pre-
misti z cytoplazmy do jadra, kde
aktivuje transkripci gent pro erytro-
poetin, transferinovy receptor, vasku-
larni endotelidlni rastovy faktor
a dalsi geny indukované hypoxii.

Ubikvitiny, proteazomy, sumoylace a poutiti dnes a zitra v terapii nadori i jinych chorob |. e—————

akif=aca
[T [T ¥
cylohiny

Aktivacnl cesta nukieamiho fakiors - kKBppalB

Obr. 2. Schéma aktivace transkripéniho faktoru NF-xB degradaci je-
ho inhibitoru IkB v proteazomech. Po stimulaci buriky napf. cytokiny
dojde k fosforylaci a polyubikvitinylaci inhibitoru IxB a jeho rozkla-
du v proteazomech. Degradace IxB umozni prestup transkripéniho
faktoru NF-kB do jiadra buriky, kde naseda na promotory rtiznych
gentl a spousti jejich transkripci. Indukuje tak tvorbu cytokinii a jejich
receptorti, antiapoptotickych faktori, adhezivnich molekul, proteint
ovliviiujicich proliferaci bunék a svého vlastniho inhibitoru IxB.

3. Fosforylace je dalsi modifikaci
proteinu urceného k degradaci. Fos-
forylace dvou specifickych serinovych
zbytkii na IxB (inhibitoru transkripé-
niho faktoru NF-kB) pomoci IKK
(kindza IxB) je predpokladem pro
rozpoznani tohoto proteinu enzy-
mem E3 nebo-li ubikvitinligdizou
[29]. Ubikvitinylovany inhibi¢ni fak-
tor IkB je potom v proteazomu od-
bouran. Obdobné fosforylace dvou
aminokyselinovych zbytkt (treoni-
nu a serinu) c-myc vede k rozpozna-
ni tohoto proteinu enzymem E3 ne-
bo-li ubikvitinligazou a k degradaci
v proteazomech [30].

Je tfeba upozornit, ze fosforylace
muze mit i opaény efekt napt. v pii-
padé proteinu p53. V odpovédi na
poskozeni DNA je p53 fosforylovan.
Fosforylovand forma proteinu pS53
se nemuize vazat s ligdzou E3 [31].
Protein p53 je stabilizovany a muize
splnit svou tlohu uvést do apoptdzy
potenciondlné maligni bunku.

Transkriptni faktor NF-«B

Ubikvitin-proteazomovy systém je
Gzce spjat s aktivaci transkripéniho
faktoru NF-kB (nukledrni faktor
kB). Aktivace transkripéniho faktoru
NF-kB je vizana na proteolyzu svého
inhibi¢niho faktoru IkB v proteazo-
mu (obr. 2) [32-34]. NF-kB je v cy-
toplazmé bunék asociovan se svym
inhibitorem IxB. Po stimulaci bunky
cytokiny, chemokiny, bakteridlnimi
a virovymi produkty, UV zifenim
a volnymi radikaly dochazi k aktiva-
ci NF-kB. Uvedeny inhibitor IkB je
fosforylovan proteinkindzou IKK,
jak jsme jiz uvedli. Fosforylace je ne-
zbytnym predpokladem pro polyu-
bikvitinylaci a degradaci IkB v pro-
teazomu. Aktivovany NF-kB, ktery
se zbavil svého inhibitoru IkB, pak
muze prestoupit z cytoplazmy bur-
ky do jadra bunky. Zde tento tran-
skripéni faktor fidi transkripci cilo-
vych genti pro fadu antiapoptotickych
proteinti (napt. bl 2, bel-XL, bunééné
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inhibitory apoptézy IAP1, IAP2
a dalsi), pro cytokiny (napf. interleu-
kiny IL1p, IL2, IL6 a IL8, TNFo a dal-
§i), pro proteiny ovliviiujici proliferaci
bunék (napf. c-myc, cyklin D1 a dal-
8i), pro receptory (napf. receptor pro
IL 2, receptor T lymfocyt(i a dalsi),
pro adhezni molekuly, napt. ICAM-1
(intercellular cell adhesion molecule-
1) a VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1), pro vlastni inhibitor
IxB a pro enzymy zdcastnéné v za-
nétlivém procesu, naprt. iNOS (indu-
kovatelnd forma NO syntézy), COX2
(cyklooxygendza 2) a dalsi [35-37].

Aktivovany NF-kB ma tedy silny
prolifera¢ni a antiapoptoticky efeke;
prevedeno do kliniky, podporuje
riist nadorovych bunék a jejich me-
tastazovani. Naopak inhibice NF-xB
umozni apoptézu nddorové buriky.
Takovym inhibitorem je bortezomib
(Velcade), slibny protinadorovy 1ék.
Bortezomib nevyvolava apoptdzu na-
dorovych bunék jen inhibici NF-kB,
ale fadou dal$ich mechanizmu. Mi-
mo jiné bortezomib indukuje apop-
tézu zplisobenim stresu v endoplaz-
matickém retikulu bunék a vyvola-
nim tvorby reaktivnich sloucenin
kysliku (ROS, ,reactive oxygen spe-
cies) [38,39]. S témito déji je spoje-
na aktivace proapoptotickych pro-
teintt bik (,bcl2-interacting killer®)
a Noxa (pojmenovani prevzato z lati-
ny) [40-43].

NF-B plni funkei v zanétlivé reak-
ci. Aktivovany NF-kB v endotelidlnich
burikdch vede k syntéze adhezivnich
molekul, které zptisobi koncentraci
leukocyttt v misté zdnétu. Klinicky
vyznam inhibice proteazomi bude
podrobnéji probran ve III. ¢asti.

Monoubikvitinylace a polyubikvitinylace
na jiném lyzinu neZ Lys-48

Vedle polyubikvitinylace proteinu ma-
ze dojit k jeho monoubikvitinylaci.
Monoubikvitinylace proteinu ho ne-
predurcuje k degradaci v proteazo-
mech, ale hraje tlohu v endocytdze,
opravé DNA, aktivaci proteinkindz
v prenosu signdlu a v regulaci struk-
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tury chromatinu a transkripce
[44-46]. Polyubikvitinylace na ji-
ném lyzinovém zbytku neZ uvede-
ném Lys-48 prvého pripojeného
ubikvitinu k proteinu, napf. na
Lys-63, hraje také alohu v procesech
uvedenych u monoubikvitinylace, a ne
v degradaci proteint v proteazomech
[47,48].

Prikladem tlohy monoubikvitiny-
lace proteinu v endocytéze recepto-
r1 je receptor pro epidermalni riisto-
vy faktor (EGFR), ktery nélezi do ro-
diny tyrosinkindzovych receptort
[49, 50]. Malé molekuly se do bunky
dostavaji difuzi pres bunécnou mem-
branu, ale makromolekuly (napt. hor-
mony, ale i viry) procesem endocytézy.
Endocytéza muize byt zprostredko-
vana receptory na bunééném povrchu.
Makromolekuly se vazou k odpovi-
dajicim receptorim a vstupuji do
bunky v podobé komplext s recepto-
ry v klatrinovych véaécich. Bilkovina
klatrin (clathrin) se podili na endo-
cytdze pravé pomoci pii tvorbé uve-
denych vacka (vezikul), které se od-
déli z bunécéné membrany a putuji se
svym obsahem na misto urceni. En-
docytéza zprosttedkovana receptory
se vyuziva k pfijmu fady pro bunku
esencidlnich latek (napf. Zeleza, vita-
minu B,,, cholesterolu vdzaného na
proteiny ve formé lipoproteinti s niz-
kou hustotou a dalsich). Endocytéza
probihd sadou spojenych membra-
novych trubicek a vétsich vacka, kee-
ré Ize délit na rané a pozdni endozo-
my. Vnitfek endozomalniho oddilu
je udrzovan v kyselém stavu ATP po-
hdnénou H' pumpou. Kyselé pro-
stfedi endozomu vede k uvolnéni va-
zaného nakladu z receptoru.

Endocytéza EGER pii fyziologické
koncentraci epidermdlniho ristové-
ho faktoru (EGF) probiha popsanym
procesem endocytdzy zprostredko-
vané receptory pres uvedené klatri-
nové vacky. Pri vys$si koncentraci ligan-
du vsak endocytéza EGFR probiha
cestou nezavislou na klatrinu a sig-
nalem pro tuto endocytdzu je mono-
ubikvitinylace EGFR na vice mistech

jeho molekuly. Endocytéza nezavisla
na klatrinu vyzaduje rozpoznavaci
receptory pro ubikvitin (epsin a Eps15
- ,EGFR pathway substrate 15“), kte-
ré slouzi po rozpoznini monou-
bikvitinylovaného EGFR jako jeho
adaptory v endocytické pouti pfes
endozomy do lyzozomi [49,50]. Ty-
to rozpoznavaci receptory obsahuji
ve své sekvenci aminokyselinovych
zbytku oblasti interagujici s ubikviti-
nem. Zatimco endocytéza EGFR zi-
visla na klatrinu umoznuje recyklaci
nedegradovaného receptoru (EGFR)
zpét na buné¢nou membranu, mono-
ubikvitinylace EGFR predurci EGFR
ke degradaci v lyzozomech a ukon¢i
tak prenos signalu vyvolany nefyzio-
logickou koncentraci EGF.

Dal$im prikladem vlivu monou-
bikvitinylace proteinu na jeho umisté-
ni v burice a posléze vedouci k opravé
DNA je jeden z proteinti Fanconiho
anémie (FANCD2, Fanconi disease).
Fanconiho anémie je vzicnym auto-
zomalné recesivnhim syndromem,
vrozenym onemocnénim charakteri-
zovanym nestabilitou chromozomi
a predispozici k leukemii [51,52].
FANCD?2 je monoubikvitinylovan ve
fazi S bunécného cyklu na specific-
kém lyzinovém zbytku a tato modi-
fikace stimuluje jeho translokaci do
specifické oblasti jidra burky, kde
interaguje s proteiny BRCA1, BRCA2
(proteiny pro nachylnost k rakoviné
prsu). Ddle interaguje s proteiny
FANCDI1 a RADSI (jeden z rodiny
proteint - produktt exprese ,radia-
tion“ genti - angazovanych v , repair®
DNA) a cely komplex uvedenych
proteint se podili na opravé posko-
zené DNA.

Monoubikvitinylace histontt H2A
a H2B hraje tlohu v transkripci ge-
nt.. Molekula ubikvitinu ma4 asi po-
loviéni velikost ve srovndni s histony.
Pritomnost ubikvitinylovanych histo-
nt v nukleozomalni struktufe chro-
matinu rozvoliuje chromatin a sti-
muluje transkripci. Mechanizmus
této stimulace transkripce spocivd
v lepsim pristupu transkripénich
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faktort k DNA podobné jako pfi
rozvolnéni chromatinu acetylaci
histon.

Monoubikvitinylace a deubikviti-
nylace histont je charakteristicka
i pro prubéh bunééného cyklu.
Deubikvitinylované histony jsou pfi-
tomny béhem G2 az M-fize bunéc-
ného cyklu, kdy je chromatin v kon-
denzovaném stavu. Monoubikvitiny-
lované histony se objevi az v G1 fizi
bunééného cyklu, kdy podporuji
rozvolnéni chromatinu. Tedy ubikvi-
tinylace a deubikvitinylace histont
maji opacny vliv na transkripci [53].
Monoubikvitinylace histonu H2B
podporuje metylaci histonu H3 a zpt-
sobi stimulaci transkripce [44,53,54].
Obecné vsak metylace histonu H3
nevede vzdy ke stimulaci transkripce
[55,56].

Polyubikvitinylace na jiném lyzinu
nez Lys-48 prvého pripojeného ubi-
kvitinu nevede k degradaci substratu
v proteazomu. Tento zptisob polyu-
bikvitinylace hraje tlohu v aktivaci
proteinkindz. Jednd se napiiklad
o polybikvitinylaci nékolika faktort
Gcastnicich se aktivace proteinkina-
zy IKK, kterd ma, jak jsme uvedli, du-
lezitou tlohu v aktivaci NF-xB. Po-
lyubikvitinylace téchto faktorti pro-
biha na Lys-63 prvého pripojeného
ubikvitinu. Uvedena polyubikvitiny-
lace vede nejprve k aktivaci pro-
teinkindzy TAK1 (TGF-f activated ki-
nase 1), kterd nasledné aktivuje IKK
[45-57]. Proteinkindza TAK1 ma ta-
ké schopnost aktivovat c-Jun N-kon-
cové kindzy (JNK) a p38 kindzy.

Proteazomy

Proteazom je komplexni bilkovinna
Castice o sedimentac¢ni konstanté
26S a hmotnosti priblizné 2,5 mega-
daltonti. Proteazomy jsou pfitomny
v cytoplazmé i v jadfe vSech eukaryo-
tickych bunék [58].

Proteazom se skldd4 ze dvou funk¢-
nich komplexid proteini (obr. 3).
Prvni ¢ast (télo proteazomu) nese
katalytickou aktivitu a ma tvar sudu
délky 15 nm a praméru 11 nm. Skla-
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Obr. 3. Schématické znazornéni 26S proteazomu a jeho podjednotek.
Protein regula¢ni podjednotky, Rpn 10, miiZe interagovat se ziklad-

nou zatky i vickem zatky v regulac

7 Yz

ni ¢asti (podjednotce) proteazomu

o sedimentacni konstanté 19 S. Rpn 10 ma i dilezZitou dlohu v roz-
poznani substratu pro degradaci v proteazomu, a to svou schopnosti
vazat polyubikvitinovy fetézec (receptor pro ubikvitin). ATPazy hraji
tlohu v rozbaleni proteinu, které mu umoznuje vstup do proteolytic-

kého centra proteazomu.

da se ze Ctyf segmentl a md sedi-
menta¢ni konstantu 20S. Dva vniti-
ni segmenty jsou slozeny ze sedmi
rtiznych B-podjednotek a dva vnéjsi
segmenty ze sedmi rtiznych o-pod-
jednotek. Proteolytickou aktivitu
maji 3 ze 7 B-podjednotek a obsahuji
v katalytickém aktivnim centru treo-
ninovy nebo serinovy zbytek. Proteo-
lyticka aktivita je podobna trypsinu,
chymotrypsinu a peptidylglutamyl-
peptid hydroldze [59-63]. Télo sudu
je z obou stran uzavieno jakymisi
zitkami ¢i poklickami, tvofenymi
komplexem proteint o sedimentac¢ni
konstanté 19S, ktery nese nézev re-
gulacni ¢astice (RP). Regulaéni pod-
jednotka proteazomu (jeji protein
Rpn10 u kvasinek nebo jeho lidsky
homolog SS5a) a dalsi proteiny s ni
asociované se podili na rozpoznini

polyubikvitinylovaného proteinu a na
jeho vtazeni dovniti do dutiny pro-
teazomu (viz obr. 3) [64-67]. Uvede-
né proteiny tedy slouzi jako rozpoz-
navaci receptory, které proteazom
vyuziva k vybéru proteint urcenych
k degradaci a k jejich dopravé do
proteazomu. V proteazomu, jakémsi
yminimixéru®, dojde k rozbaleni pro-
teinu a odstépeni ubikvitint z polyu-
bikvitinylovanych proteint. Protein
je dale rozlozen na kratké oligo-
peptidy, které spolu s molekulami
ubikvitinu jsou vypustény z protea-
zomu (obr. 3).

Degradace proteinu

v proteazomech nezavisla na piedchozi
polyubikvitinylaci proteinu

U nékterych proteinti dochdzi k de-
gradaci v proteazomech nezivisle na
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ubikvitinylaci pfislusnych proteint
[68-72]. Jako rozpoznavaci znak pro
proteazomy zde slouzi jiny protein
interagujici s proteinem urcenym
k degradaci nebo néjaky degradacni
signal v sekvenci proteinu uréeného
k degradaci. Naptiklad ornitindekar-
boxyldza vyuzivd dalstho proteinu
antizymu jako signadlu k rozkladu
v proteazomech [68,69]. V proteazo-
mech dochdzi i k degradaci dulezité-
ho inhibitoru na cyklinech zavislych
kinaz (cdk), proteinu p21**"/*' nezi-
visle na predchozi polyubikvitinylaci
[70]. Nékteré proteiny, napriklad
supresory vzniku nadort, proteiny
p53 a p73, jsou degradovany v pro-
teazomech po predchozi polyubikvi-
tinylaci i bez ni [72].

Inhibice degradace proteinu

v proteazomech pomoci ubistatinu
Nizkomolekuldrni pfirozené inhibi-
tory (ubistatiny) se vazi na fetézec
polyubikvitinu pfipojeny k proteinu
uréenému k degradaci v proteazo-
mech, a rusi tim jeho interakci s pro-
teazomy. Konkuruji rozpoznivacim
receptoriim proteazomu pro ubikvi-
tin [73,74]. V kapitole o proteazo-
mech jsme popsali uvedené receptory
proteazomtl pro rozpoznani polyu-
bikvitinylovaného proteinu. Ubistati-
ny jsou tedy schopné zrusit interakci
protein-protein (polyubikvitinylovany
protein-vyhleddvaci receptor pro
ubikvitin). Tato schopnost ubistatint
bude jisté vyuzita pfi vyvoji obdob-
nych farmakologicky a¢innych latek.

Funkini duleZitost degradace proteinu
v proteazomech

Ptivodné se proteazomu pripisovala
funkce ,uklizeci ¢ety buiiky“, ktera
meéla likvidovat - odbourat proteiny,
které uz ukoncily svou funkei. Odha-
duje se, ze 80 % proteint uréenych
k proteolyze, je degradovano v pro-
teazomu. Brzo se vSak ukdzalo, Ze
ubikvitin-proteazomovy systém ma
dalsi funkce: Gicastni se v procesu
rozpoznavani antigennich strukeur,
hraje vyznamnou dlohu v regulaci
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bunééného cyklu, podporuje prolife-
raci bunék a ma vyznamnou tlohu
v apoptdze bunék [59,60,75-77].

Prikladem prace proteazomu v pro-
cesu rozpoznavani antigennich
struktur je jeho dloha v dendritic-
kych bunkach v systému rozpozna-
vani a prezentace antigenu pro cyto-
toxickou reakci zprostfedkovanou
T-lymfocyty. Antigen je v proteazo-
mu rozlozen na fragmenty (kracké
peptidy o 8-11 aminokyselinovych
zbytcich), které jsou transportovany
pomoci specifickych pfenasectt do
endoplazmatického retikula ke gly-
koproteintim MHC L. tfidy. Ve spoje-
ni s histokompatibilnim komplexem
je pak peptid externalizovin na po-
vrch buriky a prezentovan T-lymfo-
cytim [78,79].

Uloha proteazomu v regulaci bu-
nécného cyklu je zprostfredkovina
mimo jiné aktivaci transkripéniho
faktoru NF-kB a degradaci cyklind,
jak jsme se jiz zminili v kapitole
Ubikvitin a ubikvitinylace. Aktivova-
ny NF-kB m4 tedy silny prolifera¢ni
a antiapoptoticky vliv. Degradace
cyklinti v ubikvitin-proteazomovém
systému vede k zdstavé bunécného
cyklu. Vedle toho jsou i inaktivoviny
kinazy zavislé na cyklinech (cdk). In-
hibitor téchto kindz, protein p27*',
je také degradovan v ubikvitin-pro-
teazomovém systému. Dalsi inhibitor
cdk, p21/! je také rozlozen pro-
teazomy, ale bez predchozi polyu-
bikvitinylace. Snizeni hladiny téchto
inhibitort cdk stimuluje proliferaci
bunky.

Vliv degradace proteint v ubikvi-
tin-proteazomovém systému na apop-
tézu bunék byl jiz zminén pii popi-
su regulace aktivity transkripéniho
faktoru NF-kB, kdy dochazi k degra-
daci jeho inhibi¢niho faktoru IxB
v proteazomech. Zminili jsme se také
o degradaci dal$iho dulezitého fak-
toru v aktivaci apoptdzy bunék, pro-
teinu pS53, v ubikvitin-proteazomo-
vém systému. Proteiny rodiny bcl2
pro- a anti-apoptotickych proteint
jsou také degradoviny v ubikvitin-

proteasomovém systému. Inhibitory
apoptézy, proteiny IAP (inhibitor of
apoptosis protein) vykazuji aktivitu
ubikvitinligdiz a mohou byt proto
auto-ubikvitinylovany a degradovany,
a tim je spusténa apoptdza bunék.

Zavér

Diky intenzivnimu vyzkumu ubikvi-
tinylace a funkce proteazomu lze oce-
kévat v dohledné dobé dalsi infor-
mace o ubikvitinylaci a téasti pro-
teazomu ve specifickych bunécnych
procesech. Aktivita ubikvitinligdz
1 pfipravenost proteinti urcenych
k degradaci (substratl) je regulovana
fosforylaci a dal$imi posttransla¢ni-
mi modifikacemi, které zfejmé bu-
dou postupné v jednotlivych dosud
nepopsanych pfipadech objeveny
a popsany. Dulezitym faktorem bu-
de také, kde v burice k degradaci spe-
cifickych proteintt v proteazomech
dochazi vzhledem k jejich umisténi
jak v cytoplazmé, tak v jadre bunky.
Zatim nevime, zda slozeni jadernych
a cytoplazmatickych proteazomu je
shodné, ¢i se néjak lisi. Vyzkum
endogennich inhibitort proteazomu
a jejich cileného pusobeni v subcelu-
larnich strukturdch bude jisté také
pristupem v blizké budoucnosti. Za-
tim popsané nizkomolekularni pfi-
rozené inhibitory (ubistatiny) jsou
schopné zrusit interakei polyubikvi-
tinylovaného proteinu s receptory
proteazomu pro ubikvitin, a ptisobi
tak na trovni pfisunu polyubikviti-
nylovanych proteint urcenych k de-
gradaci k proteazomu. Otazka speci-
fickych inhibitort jednotlivych en-
zym E3 (ubikvitinligdz) pro cilené
terapeutické vyuziti a inhibitort pro-
teazomu s klinickymi konsekvence-
mi bude probrina ve III. ¢asti prehle-
du. Inhibice proteazomt umoziuje
apoptdzu bunék potladenim aktivity
transkripéniho faktoru NF-xB a zvy-
Senim aktivity proteinu p53, dalsich
proapoptotickych proteint a inhibi-
tort cdk. Zatim provedené klinické
studie ukazuji, Ze maligni burky
jsou daleko citlivéjsi k inhibici pro-
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teazoml nez normalni bunky zdra-
vych jedinct. Jiz dnes je jasné z po-
kustt na zvifecich modelech a tkano-
vych a bunécénych kulturach, ze ved-
le onkologickych onemocnéni se
inhibitory proteazomt uplatni v 1é¢-
bé nékterych zanétlivych reakci ko-
lem ischemickych lozisek (napf. pii
cévni mozkové prihodé nebo u expe-
rimentalniho infarktu myokardu).
Naopak u neurologickych onemoc-
néni spojenych s hromadénim bilko-
vinnych komplextt (Alzheimerova,
Huntingtonova a Parkinsonova cho-
roba, Angelmantv syndrom a dalsi
onemocnéni) dochdzi k poruchim
v ubikvitin-proteazomovém systému
a je tfeba naopak zajistit jeho proteo-
lytickou funkci. Podrobnéjsi poznani
pri¢in téchto a podobnych onemoc-
néni na zikladé poruch v ubikvitin-
proteazomovém systému jisté povede
k G¢innéjsim zplisobtim jejich léceni.

Price vznikla za podpory grantu
NC/7605-3 Interni grantové agentury Mi-
nisterstva zdravotnictvi Ceské republiky.
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