'PROTEINSKA RAZGRADNJA

pretvorba Stevilnih encimov poteka v vsaki celici

* razpolovna doba proteinov v celicah jeter: t,,, =15 min— 100 ur
* mehanizem: preko proteaz - proteoliza

* smiselnost razgradnje v primerjavi s sintezo?

e prilagajanje okolici

e odstranjevanje abnormalnih proteinov

* daljsa je zivlj. doba celice bolj pomembna je pretvorb encimov
— E. coli - celica se deli vsake 20 min
— Celica jeter - Stevilni encimi se popolnoma zamenjajo v nekaj dnevih

* nivo encima je v ravnotezju: sinteza 2 razgradnja

* mehanizem sinteze bolj poznan kot mehanizem razgradnje



Kinetika encimske pretvorbe

Pretvorba encima sledi kinetiki Y= k[E]
prvega reda:

Proces encimske sinteze sledi
kinetiki nicelnega reda.

dE
V ravnotezju sta obe hitrosi enaki: T k.- kd[E] k.= kd[E]

kS , hitrostna konstanta encimske sinteze

k 4’ hitrostna konstanta encimske razgradnje

Ce se hitrost sinteze ali razgradnje |:E ] n i |
spremeni se spremembe vencimski L2 —_ s | s ]|
koncentraciji preudujejo: 'E,| &[E,] |k[E,]

_In2  0.693
Bolj uporaben izraz za merjenje t1/2 - I - A

hitrosti razpada encima: d d




Primer razpolovnih ¢asov encima: vzpostavitev ravnotezja

10 §

prikaz vzpostavljanja ravnotezja

— 10x vedja sinteza encima

— po 10x manjsa sinteza
(vracanje v prvotno stanje)

encim z najkrajso t,, se
najhitreje odzove

encimi z daljSo razpolovno dobo
se pocasneje odzovejo

povedana encimska aktivnost
o)

l 10x vegja sinteza

l 10x manjSa sinteza

ornitin dekarboksilaza
t, /2=O.3 h

triptofan 2,3-dioksigenaza
t;2=2.5h

piruvat kinaza
t;,=24 h

3 4 5 6 7 8 9 10
éas (h)

J t1/2-> hitrejsi je odgovor ->boljsa kontrola novega stanja



‘Metode spremljanja hitrosti encimske pretvorbe

metode, ki so na razpolago
omogocajo ugotavljanje
spremembe koncentracije
encima zaradi sinteze ali
razgradnje

meri se encimska aktivnost

dolocanje k
— zradioaktivno oznacenimi ak
— dolocitev specificne
radioaktivnosti ak ()glede na
celotno koli¢ino ak

— merjenje zacetnih hitrosti (v
krajsih ¢asovnih obdobijih)

dolocanje k,

— tudi preko radioaktivno
oznacenih prekursorjev

— meri specificno aktivhost encima
se v daljSih ¢asovnih obdobjih

— inhibiranje sinteze encima z
antibiotikom (puromicin)

intravenozni vnos
*aminokislin

specifi¥na radioaktivnost

ribosomi + mRNA

*aminoacil tRNA ——— *protein

kapilare {,f *\“E

| + tRNA +ATP
*aminokisline
razredéenez . ‘aminokisline razredéene :
aminokislinami ? z intracelularnimi aminokislinami ;
v plazmi k 3

. .
..................................................

specifina radioaktivnost
nabora aminokislin

k, meritve

specifi¥na radioaktivnost
encima

10 20 30 40 50

&as (min)



‘Razgradnja proteinov

* Razgradnja zunanjih
proteinov:

— odvija v lumnu prebavil (Ser)
— imunski odgovor
— absorpcija ak

* Razgradnja lastnih proteinov
— zunajcelicni proteini preko
nespecificne razgradnje v

lizosomih (hormoni, Ig, proteini
koagulacije krvi...)

* lizosomska pot (1974 NN De
Duve)

— znotrajceli¢ni proteini preko
specificne razgradnje
* nelizosomska pot 2>

Ub-proteasomska pot
(2004 NN Avram Hershko)

— specificni inhibitorji obeh poti
(laktacistin in klorokin)

Citosolni proteini

abnormalni proteini \

kratko-#ive&i proteini QT.

dolgo-Zived&i proteini

ER-asocirani proteini 7: <
\Ns v
\
\

MG132
Endocitozirani proteini S N\

membranski proteini

proteasom

ubikvitin-proteasomska

7/

I

ekstracelularni proteini /

dolgo-Zive&i proteini

HsC
NH O

COOH
S

HO HN

CH,
CH,

0]
laktacistin

antigenska
pot -
i prezentacija
0 \J
laktacistin
aminokisline

/ﬁ antigenska
prezentacija

lizosomska pot

(_) proteolizni
encimi

E-64
klorokin
Sibke
baze

N Cl

/N
HiC' CH,CH,N(CHs),

klorokin



Razpolovni casi encimov

* dolocene hitrosti pretvorbe Stevilnih encimov
e razpolovni Casi variirajo od tkiva do tkiva

* Obstoja korelacija med t,,, in lastnostmi
encima?

— hidrofobnost
— stabilnost

— pl

- S

— efektor

— koencim

* Aminokislinsko zaporedje?

* Kemijsko modificirani proteini?

* Mutirani proteini?

* Povezava s transkripcijskimi faktorji?
* Funkcija proteina?

encim Razpolovni &as (h)
ornitin-dekarboksilaza 0.3
S-aminolevulinat sintaza 1.2
RNA-polimeraza I 1.3
tirozin -aminotransferaza 1.5
triptofan 2,3-dioksigenaza 2.0
timidin-kinaza 2.6
hidroksimetiglutaril-CoA reduktaza 4.0
serin dehidrataza 5.2
fosfoenolpiruvat-karboksikinaza 8.0
RNA-polimeraza II 13.0
glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza 24
glukokinaza 30
katalaza 33
acetil CoA-karbokislaza 50
gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza 74
piruvat -kinaza 84
arginaza 108
fruktoza-bifosfat-aldolaza 117
laktat-dehidrogenaza 144
6-fosfofruktokinaza 168

encim jetra srce skeletne ledvice | moZgani
misice
piruvat-kinaza 3.5 4.2 21.6 - -
laktat-dehidrogenaza 1.88-3. 3.7-9.9 3.0-8.5 3.0-5.0| 3.0-7.2
ornitin- 0.95 - - 4.0 -
aminotransferaza
mas&obne kisline - 6.4 - - - 2.8

sintaza




Razpolovni casi encimov

dolgoziveci encimi
— Tty inso t.i. house keeping encimi
— ne dolocajo hitrosti reakcije
— razgradijo se v lizosomih.

kratkoziveci proteini
— prisotni v mnogo |, konc

— razgrajujejo se po ekstralizosomski
poti

kljucni odkritji na tem podrocju
— 1980 Hershko: ATP odvisna hidroliza
vkljuCuje konjugacijo proteinov z
ubikvitinom (selektivna razgradnja)

— 1980 Wilk&Orlowski: izolirala velik
multikataliticni kompleks proteasom
(neselektivna razgradnja)

razgradnja proteinov je v resnici
kontroliran proces

Citosolni proteini

abnormalni proteini

proteasom

kratko-#ive&i proteini ——» | ubikvitin-proteasomska

/

pot

antigenska
prezentacija

ER-asocirani proteini /

dolgo-Zive&i proteini

Endocitozirani proteini

membranski proteini

—

o

ekstracelularni proteini /

dolgo-Zive&i proteini

@)

laktacistin
MG132

N

aminokisline

/* antigenska
prezentacija

lizosomska pot

()

E-64
klorokin
Sibke
baze

proteolizni
encimi



Lizosom

* vlogalizosomov
— razgradnja makromolekul in poskodovanih c. komponent
— sodeluje pri signalni transdukciji
— sodeluje pri antigenski prezentaciji

* energija pri razgradnji proteinov
— sinteza proteinov je energijsko zahtevna
— proteoliza z energijskega stalis¢a tezko razumljiva
— eksergoni proces
— sprosceno energijo ne uporabijo encimi
— indirektna uporaba sproscene energije

* transport do lizosomov
* vzdrZzevanje nizkega pH v lizosomu

* vnos substrata v lizosom glede selektivnosti
— neselektiven (mikroavtofagija)
— selektiven
* prepoznavni motiv KFERQ
* endocitoza preko receptorjev
* fagocitoza
* memb. proteini oznaceni z Ub



Lizosom - vnos proteinov

* razgradnja proteinov v lizosomu
je dinamicni proces

* nacin vnosa substratov v lizosom

docit Receptor-ligand complex‘ rl?':g?n”g?ane °L, ooo éEone”OUS protein
— endocitoza
_ fasoii Cytosol N
avtoragija
— fagocitoza Receptor-mediated

endocytosm

o 00O Pmocytosns
0 o
° Phagocyhosls

* Vvnos ic proteinov

Early

— mikroavtofagija endosome

* invaginacija lizosomske membrane _

 direkten vstop 4 o 0%?/
— makroavtofagija |: :f N

.. . . [e) _’ \
* sekvestracija citopl. organel in o Q thAJembrane . Q
dolgoZivecih proteinov \ sion net

Products of

digestion
Macroautophagy /
‘ Mitochondrion

* vnos eksogenih proteinov

— endocitoza, pinocitoza, receptorski
vnos

— oblike vesiklov Se brez proteaz

Bacterium
(exogenous
particle)

, Lysosome

o— Endogenous protein

\ Microautophagy

— recikliranje prisotno
— nastanek hibridnega organela



‘Lizosom — dostava in fuzija

* faze vesikularne dostava substrata a Maturation Vesicular

— vesikel |ﬂzsl;n;rane Q Q

— zgodnji endosom _

— pozni endosom s Q Q

Early ('C_/O\—O\_} (’(_/O-\—O\j\
* razlicni modeli prehoda v lizosom GLLEZIL)_ '

— model zorenja do zrelega lizosoma L=, . °50
(postopno dodajanje komponent v ) Py
pozni lizosom) @ @

— vesikularni model (vsebina se prekov ™ \
dostavlja v lizosom)

— model “kiss-and-run” izmenjava
vsebine

— model hibridnega organela
(permanentno zdruzenje obeh)

b
* lizosomi se lahko zdruZijo z O
razlicnimi membranami Pasa () ! Membrane repair
. membrane
— endosomi \

Phagosome
— fagosomi Early *
- p|aZemsko membrano endosome
te \ o
endosome A @/ Autophagosome

Lysosome



Lizosom - encimi

* Hidroliza poteka v

poznem endosomu
lizosomu

hibridnih organelih
fagosomu

* vlizosomu se nahaja:

50 razliénih hidrolaz

2 MPR - manoza-6-fosfatna receptorja z razlicnima
afinitetama do S

e 275 kDa, od kationa neodvisen receptor
* 46 kDa, od kationa odvisen receptor

LAMP (Lysosomal associated membrane proteins)

* zasS¢ita memb. komponent

cisteinski (notri) in cistinski (ven) transporter
e vzdriujejo redox potencial
* cistein fizioloski reducent

GILT (y-interferon — inducible lysosomal thiol
reductase) deluje podobno kot PDI

V-ATP protonska Crpalka

Proteolizni encimi
katepsini B, H, D, L, S...
elastaza, katepsin G

kolagenaza

Glikozidaze

B-D-glukoronidaza

B-N-acetil-D-heksoaminidaza

hialuronglukozaminidaza

lizocim
neuraminidaza

Esteraze

deoksiribonukleaza Il

ribonukleaza Il

Lipaze

fosfolipazi Al in A2
holesterol-esteraza

Drugi

kisla-fosfataza

aril-sulfataza

Cysteine transporter

A

s

¥ Cysteine

Cystine

Cystine transporter

Ox, GILT

Red. GILT

Red. protein

Ox. protein



Lizosom — proteolizni encimi/sinteza in aktivacija

* encimi se sintetizirajo kot pre-proencimi
* signalni peptid se ko-translacijsko odcepi
* prekursor se modificira

— glikozilacija na Asn (zascita)

— dodatek manoza-6-fosfat oznake

. (©]
* vnosV lizosom preko membransko O peimi
vezanih receptorjev (MPR) o "n
e vezani na glikozaminoglikane
* aktivirajo se z odcepitvijo proregije sulfonirani
glikozaminoglikani

- nabiti

° pH 4.6-5.0 (protonska Crpalka ATPaza)



Lizosom — proteolizni encimi

. . Catalytic Operating

e cisteinske P roteaze Name goup M, pH* pl Distribution
najbolj zastopane Cahepsin B Cys 27 565 54 Ubiquitous
Cathepsin D Asp 42 2.8-5.0 55-6.5  Ubiquitous

H Cathepsin E Asp 100 3-35 41-44  Restricted

[ J

Serins ka p rOtea Zd katG Cathepsin G Ser 30 10 10 Neutrophils

oo Cathepsin H  Cys 28 5.0-6.5 & Ubiquitous
1Zjéma Cathepsin L Cys 20 4560 5861 Ubiquitous
Cathepsin N Cys 34 k1 6.2 Ubiquitous

Cathepsin S Cys 24 5.0-7.5 6.3-6.9  Restricted

Cathepsin T Cys 34 6.9 ? Restricted
. Y . Cathepsin K Cys 271-29 6.0-6.5 ? Osteoclasts

y Cysl H IS kata I Itlcna d Iada Legumain Cys 31 46 ? Ubiquitous

katepsin H katepsin H
mini veriga, oranzno aminopeptidaza

katepsin L katepsin L
Cys, aktivho mesto endopeptida

 mehanisticno delujejo kot
endo (Cys, Asp) in 4

. =0

ekso pe phdaze (Cys, Ser-katG) katepsin X katepsin X

zanka, zeleno karboksipeptidaza




Lizosom — pogoji v lizosomu

pogoji v lizosomu glede pH (1) in redoks potenciala
(redukcuskl)
— denaturirajo substrate

— povecajo aktivnost proteaz

— encimi stabilni v teh denaturacijskih pogojih

— encimi obstojni proti proteolizi (t,,=1 teden)
pogoji najbolj primerni za CP in AP
kot encimi so Siroko specificni

aktivno mesto je v primerjavi z aktivnim mestom SP veliko
bolj nespecificno
CP in AP so nestabilne v nevtralnem in alkalnem

regulacija aktivnosti CP v lizosomu

— inhibitorji
* inhibitorjev CP ni ne v lizosomih, ne v endosomih
* AP inhibitorjev nimajo

— redoks potencial
* direkten vpliv na aktivno mesto CP
* potrebna prosta tiolna skupina
* prizelo nizkem pH se aktivhost CP zmanjsa

pH odvisnost nastanka tiolatnega iona (RS¢>RSH)

* se pa aktivira AP katepsin D

— acidifikacija
» direktno vpliva na aktivnost Stevilnih encimov



\ Proteasom/ubikvitin -

» fosforilacija/ubikvitinacija dve osnovni
reverzibilni posttranslacijski modifikaciji

PDB-phosphate binding domain
e fosforilacija proteinov
— Ser/Thr, Tyr
— regulacija encimske aktivnosti
— alosteri¢na regulacija
— omogoca interakcijo s proteini
— kinaze/fosfataze

Kinases (518)

Phosphatases (~7120)

e ubikvitinacija

UDB-ubiquitin
E2 Ub conjugating enzyme (37)
— Lys E3 Ub ligase (>600) /ﬂ~
PRI K Ubiquitin K UBD\
— ubikvitin (76 ak, 8,5 kDa) . @y
— kovalentpo vezan na protein signal za Detbigitinases (2%
razgradnjo v proteasomu

— aktivacija potece s tremi encimi
* E1 Ub aktivirajo¢ encim
* E2 Ub konjugirajoC encim

NH HO -
* E3 Ub-protein ligaza lys NN \{h C-konec Ub

— izopeptidna vez med + o
* C-koncem Ub in e-skupino Lys H
e C-koncem Ub in a-skupino N-konca proteina ’g/\/\/Nﬁhf +H0

Isopeptide o)



\ Proteasom/ubikvitin - ubikvitin

razlicna vloga ubikvitinacije

signal za razgradnjo (proteasom)
endocitoza in sortiranje (lizosom)
popravljanje DNA po replikaciji
kontrola transkripcije

signalna transdukcija

regulacija proteinskih interakcij
regulacija proteinske aktivnosti

@ @ - Target

enzymes

Transcriptional
activation

Nuclear foci

Lysosome



Proteasom/ubikvitin — strukturne lastnosti ubikvitina

* majhen, kompakten bazicen protein

* evolucijsko zelo ohranjen

(prepoznavanje z UBD-Ub binding domain)

* ~50 % vezan na proteine
e 7Lys
e Strle¢ C-konec

* znacilne hidrofobne regije za

prepoznavanje

— regijalle 44
* veZe na proteasom
* UBD

— regijalle 36
 HECT domene
* DUB (deubikvitinaza)
* UBD

— regija Phe 4

e USP (ubiquitin-specific domain)domena

DUB

(lysosomal degradation,
kinase modification)

(kinase modification)

(C-terminus - point of linkage)

Lys27 (9%)
(ubiquitin fusion
degradation)

T --—— Lysd48 (29%)
proteasomal degradation

Lys29 (3%)

Met1 - linear chains (ND)
signalling

~a—— Lys63 (17%)
signalling, trafficking,
DNA damage response

Lys6 (11%)
(DNA repair)

\ Lys11 (28%)
ERAD, cell cycle regulation

C-konec

regija lle36
Leu8
lle36

regija lled4

regija Phe4 Leu8
GlIn2 lle44
Phed His68
Thr14 Val70



Proteasom/ubikvitin — oblike proteinske ubikvitinacije

* podobno kot pri fosfatazah (518/120) je
pri ubikvitinaciji 5x ve¢ encimov za
pripenjanje kot odstranjevanje

e ubikvitinacija ima Se nadgradnjo glede
kompleksnosti
— 7 Lys
— polimerizacija

e trije splosni nacini pripenjanja Ub
— monoubikvitinacija
* histoni
— multi-monoubikvitinacija

* na povrsinskih receptorjih->
internalizacija—>lizosomi

— poliubikvitinacija

* homotipi¢na poliubikvitinacija
— preko vseh Lys

— vezava “head to tail”
* C- Ub/N-protein - peptidna vez

* heterotipi¢na poliubikvitinacija
— meSane vezave
- razvejane vezave

Multi-monoubiquitination  Polyubiquitination

@K

A Monoubiquitination

® 2®
®
“®

B Homotypic polyubiquitination

Lys6-linked Lys11- Ilnked Lys27-linked

Lys29-linked Lys33-linked Lys48-linked
Lys63-linked Linear-linked
0™\
Oee® GeL®

@@K

Heterotypic polyubiquitination
Mixed linkages Branched linkages

ub

w

: GGG 0w (00 ) ) aKr




Proteasom/ubikvitin — oblike proteinske ubikvitinacije

* veliko encimov specificno sestavlja in
razstavlja takSne povezave

* kako proteini razlikujejo med polimeri?

* vezava preko izopeptidne vezi da vedno
dimer (isti naboj, ista masa)

* znacCilnosti molekule Ub:
— globularna oblika A Lys48-linked
— fleksibilnost C-konca (motiv Leu-Arg-Gly-Gly) < uu%
— hidrofobne regije (lle, Phe) @
— vsi Lys razporejeni vse naokrog @
— razlicna usmerjenost

B Lys63-linked
* nadstruktura Lys48- in Lys63-povezanih 00
verig zelo razli¢na (tetragonalna vs. iztegnjena) @
* strukturna podobnost samo pri linearnem
polimeru in Lys63-povezavi
C Linear
*  prirazliénih razporeditvah je pomembna > ® %
izpostavljenost/dostopnost hidrofobnih j’;”f;; : &

regij (vezavne regije) proximal distal



Proteasom/ubikvitin — 3D konformacija diubikvitinov

a Lys4s diub

* povezave Lys48, -6 in -11 tvorijo kompaktne
strukture

* povezave Lys63 in Metl tvorijo odprte
konformacije, konformacijska fleksibilnost

* razdalje in orientacija med hidrofobnimi
regijami se pri zaporednih Ub pri razli¢nih
povezavah razlikujejo

* vse te konformacije omogocajo veliko
moznosti za vezavo partnerjev

« pomenijo razlicne vloge v celici



Proteasom/ubikvitin — konform. spremembe di-Ub po vezavi

nekaj struktur z interakcijskimi partner;ji
je poznanih

kaze se velika intrinsicna konformacijska
fleksibilnost

Lys 48

— interakcija z lle44 regijo omsy
— interakcija na dva razli¢éna nacina )

linearni kompleks

— iztegnjena obliae se skréi ob vezavi NEMO

A Lys48 diubiquitin complex

Mud1 UBA domain
(docked model)

U BA (Ub-associated domain)

umestitev med domnevno tesno
pakiranima Ub molekulama

lle44-patches

B Lys63 diubiquitin complexes
Ub molekuli ostaneta tesno povezani distal distl

lle44-

distal ; " '
- R patch e
@ % SH distal 597 £< S
e \Hc?d . . ]
Lys 63 f2a ™ ‘%’é §-a
) S ’,{%n -
— DUB (deubikvitinaza AMSH-LP) in RAP80 lott__o s : ¢ ;
. . . . . patch ~ proxima
interagirata z iztegnjeno obliko g provimal
— Ab—>drasti¢no prelomi iztegnjeno obliko C winar aubiquiin compie pecina -
Ty distal 5% o a5
& NEMO Rt h* o (@ 17 linear diub 1
lledd- ista s RN \'} LA v NEM:
patch v X ‘é_‘-ff'\:;: I ”" UBNE\J ‘;ﬁner

~ *

ene

e
___

o W

e ;
e ; s S 0k linear diUb 2
eI SRS

’(Y

7
A
lled4- /L 3

. 6 Y
proximal patch proximal proximal  lle44- distal

— v kristalni strukturi simetricni dimer P



‘Proteasom/ubikvitin — fizioloSka voga ubikvitinacije

Lys48
— dolgo ¢asa veljala kot edina povezava
— tetramer je najkrajsa oblika, ki jo prepozna proteasom
— prepoznajo jo DUB (deubikvitinaze) in ligaze na proteasomu
— poliUb se ne razgradi, se reciklira
* Lyslil
— malo znanega
— mocan signal za proteasomsko razgradnjo
* Lys63
— poli-Ub ni signal za razgradnjo (za razliko monoUb—>internalizacija)
— odgovor na poskodbo-DNA
— signalizacija preko citokinov (TNFa)—=>aktivacija kinaz, ta pa je odvisna od Lys63 Ub-polimera
— sodeluje pri Wnt signalizacijski poti
* Lysb6
— fizioloska vloga Se ni poznana
* Lys27
— vloga v celici Se ni poznana
e Lys29/Lys33
— asociacija z HECT E3 ligazo
— AMPK (AMP-activated kinase) se poli ubikvitinirajo preko Lys29/33

* linearna veriga
— na RING domeni proteinov
* mesSanain razvejana vriga
— procesiranje take oblike v proteasomu ni uspesno



‘Proteasom/ubikvitin - kaskadna reakcija ubikvitinacije

* nastanek kompleksa med Ub in substratom
katalizira delovanje treh encimov v zaporedju
— E1 Ub aktivirajo¢ encim (2)
* od ATP odvisna prva stopnja
— E2 Ub konjugirajoc¢ encim (~40)
— E3 Ub ligaza (>600)

* dve vrste ligaz
— RING
— HECT

* delujejo kot adapterji za E2-Ub in substrat

* mehanizem tvorbe izopeptidne vezi med Ub in
substratom ni poznan

e proces ubikvitinacije je reverzibilen proces (~ 85
deubikvitinaz (DUB))

* ubikvitinirane proteine prepozna vsaj 20
specializiranih Ub-vezavnih domen

Cytosol

o

- @ Q Target
3G @ protein

Deubiquitylating @
enzymes @
¢/ @
@

4

Y

ATP
) 268
ADP+Pi proteasome

Peptides



Proteasom/ubikvitin — mehanizem vezave Ub na substrat

e AktivacijaUbz E1l

— nastanek visoko-energijske vezi med C-
koncem Ub in SH-skupino v aktivnem mestu
El

— od ATP odvisen proces

 Transtiolacija na E2
— prenos Ub na SH skupino aktivhega mesta E2

* PrenosUbizE2 naSvezan naE3
— dve druzini E2 ligaz
* znacilna HECT domena
(prenos Ub preko vezave na E3 do S)
* znacilna RING domena (Really Inetersting New Gene)
( direkten prenos Ub iz E2 na S)
— reakcijo prenosa katalizira E3 ligaza
— vezava na €-amino skupino Lys na S

e poli-Ub veriga se gradi z zaporednim
dodajanjem Ub

e ubikvitinacija je kompleksen proces in
poteka izjemno specificno (€asovno in
prostorsko)

 >600 razliénih E3

@~
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.| Ubiquitin activation by
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Transfer to e-amine
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RING E3-directed
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Polyubiquitin chains
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« Trafficking
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Proteasom/ubikvitin — Ub-ligaza / RING domena

* UB ligaza z RING domeno
(<600) deluje kot

— monomer (dva Zn?*)

Types of RING E3 ligase

Monomeric RING ligase
Substrate

— dimer (preko RING domene)

* homodimer N '\ &  Esinteracting

sites (orange)

* heterodimer

— kompleks z ve¢ podenotami

Zn2+-coordinating
residues (purple)

e zarazliko od Ub ligaze s

HECT domeno, ne tvori "
kataliticnega intermediata zn1
z Ub c

RING cross-brace structure

* RING domena je
namenjena, da pripelje E2
in S v neposredno blizino

RING consensus sequence
IN-CD -X(2)- ) -X(9-27)- (3) -X(1-3)- 4) -X(2)- 5) -X(2)- (6) -X(4-48)- (/) -X(2)- ©)-C|




Proteasom/ubikvitin — Ub-ligaza / HECT domena

UB ligaza

N-konec, razlicen namenjen vezavi S

na C-koncu locirana HECT domena
(390 ak)

~30 HECT domen pri sesalcih
razlicne vloge

signalizacijska
transportna

imunski odgovor
regulacija celi¢ne rasti

strukturno razdeljen na dva reznja

C-rezenj (aktivno mesto)
N-reZenj (za interakcijo z E2)

kristalna struktura HECT domene

vezan samo E2 (41A razdalja med
kataliticnima Cys)

vezan Ub-E2 (8A razdalja med
kataliticnima Cys)

fleksibilna zanka (rdece) omogoca

zblizanje obeh kataliticnih mest za
prenos Ub

[E6AP HECT domain|

Catalytic Cys
(41A apart)

E3-interacting
sites (orange)

. Movement of the

! flexible hinge loop

' may bring the

. C-lobe active site

. Cys close to that of
+ the E2 for ubiquitin
+ transfer.

.................................

[NEDD4L HECT domain |

Position of
catalytic Cys
(8 A apart)

C

Hinge loop

E3-interacting
sites (orange)

C-lobe

N-lobe

C-lobe

N-lobe



Proteasom/ubikvitin — proteasom

* je proteaza Ub-proteasomske poti
* pomembna za celicni metabolizem
*  vsaka celica 20.000 -30.000
* izvaja regulirano razgradnjo proteinov v citosolu in jedru
— narobe zviti
— defektni
— kratkoZiveci proteini
* kot encim je nespecificen, cepi proteine do kratkih peptidov
* edina proteaza, ki deluje v odvisnosti od ATP

* deluje v fazah

— prepozna z Ub-oznacdene proteine
— odstrani Ub

— substrat razvije
— translocira do aktivnega mesta e
—  razgradi @\3”»

*  prisoten
— evkariontih
— arhejah
— nekaterih bakterijah

Archaea ———— Eukarya —

Y

CP-PAN  CP-Cdc48 || 26S proteasome

B S

e cilindri¢na oblika osrednjega dela ~700 kDa N 265 _ _
CP (core particle)=> 20S proteasom funIt<C|onaIn|
«  pokrov na obeh straneh ~700 kDa proteasom z

) AAA-ATPazno
RP (regulatory particles) 19S aktivnostjo

aEE

Hsluv  Clpxp  CIPAP/
L PP cipep




Proteasom/ubikvitin — proteasom struktura

e Zgodovina

1980 izolirani
1995 dolocena funkcija
2013 dolocena struktura

e osrednji del CP

2 genska produkta a-in B
vsak v 14 kopijah
stirje heptamerni obroci
* zunanja obroca a-podenote (neaktivna)

* notranja obroca B-podenote
(proteolizno aktivne)

arheje ena vrsta a- in B-podenot

evkariontski proteasom, Saccharomyces
cerevisea

e 7 razliénih vrst a- in sedem B-podenot

* pokrov, regulatorna enota

19 podenot

Thermoplasma Rhodococcus Sacharomyces
proteasom proteasom proteasom

pokrov (lid)
Rpn3,5-9,11,12
Seml

podstavek (base)
Rptl-6 in Rpnl,2,10,13



\ Proteasom/ubikvitin — struktura 20S proteasoma

* struktura osrednjega dela Thermoplasma acidophilum a podenota Lys198
* a-in B- podenoti homologni z nekaj strukturnimi razlikami B podenota Glu205 _ :
* zloZeni v heptamerne obroce

* vstop Sv 20S proteasom
—  vrh zaprt z N-konci a-podenot (13 A)
— potrebne konformacijske spremembe preko RP

*  kataliti¢ni center je na B- podenoti
— bakterije vse B- podenote aktivne
— evkarionti, aktivne B1, 2 in B5
— 20S oblika razgrajuje samo majhne peptide in razvite proteine
— velikih in z Ub oznacenih proteinov ne razgradi
— aktivnost ostalih B-podenot ni poznana
— nukleofil je N-kon¢ni Thrl
— specifi¢nost
* kimotripticna (Tyr, Phe)
e tripticna (Arg, Lys)
*  postglutamilna (Glu)

*  visji organizmi kombinacija drugih B- podenot
— homologi podenot = B1 (LMP2), B2 (MECL1), B5 (LMP7)
— podenote se selektivno iducirajo s citokini (y-interferon)
— prisestavljanju zamenjajo B1, -2, -5- podenote
— imajo drugac¢no aktivnost kot konstitutivne podenote
— imunoproteasom — pomen pri antigenski prezentaciji

*  proteasom visjih organizmov deluje vedno v povezavi z
regulatornimi proteini (RP)-aktivatorji



Proteasom/ubikvitin — od ATP-neodbvisni aktivatorji

« 11S (PA28 ali homolog PA26)
aktivator
— heptamerna oblika

— na 20S se veze s C-konci in sprozi
konformacijske spremembe

— odpre se odprtina na 20S

Blm10-20S

— ne izkazuje ATP-azne aktivnosti
— razgrajuje krajsSe peptide

N terminus

 PA200 (BIm10) aktivator
— strukturno drugacen kot 11S
— enojna veriga ~250kDa

— s C-koncem se veze med a5 in a6
podenoto

— Vv Zepu vzpostavi solni most z Lys na a6

PA26 top BIm10 top Blm10-20S



Proteasom/ubikvitin — od ATP-odvisni aktivatorji (metode)

cryo-electron microscopy



Proteasom/ubikvitin — od ATP-odvisni aktivatorji (metode)

—p» Gathering
Data

|

Restraints

Scoring
Structures

Analyzing and
Assessing the
— Ensemble of
Structures

Representing
and Translating
Data Into Spatial

Sampling Good

Experimental data

Statistical inference and physical principles
I 11
Protein Residue-specific Electron X-ray Comparative Bioinformatics
interactions cross linking microscopy crystallography modeling
13 two-hybrid 35 cross links from S. pombe S.pombe wildtype 16 proteins / domains 12 domains 12 proteins
13 subunit cross links 36 cross links from S. cerevisiae S.cerevisiae deletion knockout
27 pull downs
; | / \ 1 1 V4 \
Y Y | 4 8 Y Y 4 )
Protein connectivity Residue contacts Assembly density Protein localization ~ Atomic structures Fold models Radius of Excluded
gyration volume
oQ = 3 Nl
s % N
£ 20 e
. " L A
o = §
x‘. e i)
Discretized density map Subunit configuration Refined model
Coarse sampling Refinement (orientation, Flexible fitting
(subunit contacts) complementarity)
Ensemble of structures Ensemble analysis
ar 3 % %)

I




Proteasom/ubikvitin — od ATP-odvisni aktivator 195

 19S podenota
— podstavek
* 6 ATPaz (Rptl1-6)
* Rpnl, Rpn2
* Ub receptorji Rpn10in Rpn13
— pokrov
* Rpn3,5-9,11, 12,15

» Rpn10 Rpni2 Rpné6

* Rpt podenote 19S RP

— spadajo v druzino AAA-ATPaz CTD&;‘V

e hidroliza ATP za konform.
spremembe Ubal

* tvorijo heksamer | @(ﬁ ‘

* heksamer Rpt1-6 A

* |ocirani blizu N-koncev a-

podenot
V)
e vloga pri razvijanjuoproteinov, da %
vstopijo v ozek, 13A kanal
* omogocijo translokacijo proteinaysa ‘%3

Rad23




Proteasom/ubikvitin — od ATP-odvisni aktivator 195

 19S podenota
— podstavek
* 6 ATPaz (Rpt1-6)
* Rpnl, Rpn2
* Ub receptorji Rpn10 in Rpn13
— pokrov
. an3’ 5-9,11,12, 15 PC-repeat containing proteins

MPN containing proteins

* Rpn podenote 19S RP

Rpn1
— Rpnlin Rpn2 najved;i S :
* PC ponovitve =
g P .‘k‘. g
* strukturna vloga SRS
{3 ,“‘f‘/‘;_'"{‘\}'."-'
~ Rpng, 11 B s &
* MPN domene SR {‘p‘,-_) \

* metalo encim (Zn)

* heterodimer

* deubikvitinazna aktivnost S5
— Rpn3, 5-9, 12  F=g/-uReni2

* vsi enako zvitje PER NI

* medsebojni kontakt preko PCl domen

» ST N l"‘,' - 1‘
* prekrivajo AAA ATPazni heksamer Rpn9™ et e *K .
. \ i "- \‘ [; ’ -
— Rpnl0in Rpnl3 RpnS Xt . S
* strukturno nesorodna & RN e s mg
P B }
P" VAN ¢

* prepoznata Ub



\ Proteasom/ubikvitin — mehanisticni model razgradnje 26S

Rekrutiranje W i
* rekrutiranje z Ub oznacenega substrata )
* vezava na Rpn 10in Rpnl3

* razdalja odgovarja 4 Ub

— razlog, zakaj je signal za proteasom najmanj 4 Ub
— razlika v afiniteti med 2 Ub in 4 Ub 100x
— nad 4 Ub ni bitvene razlike

Vezava substrata
* boljtesna vezava substrata

* Rptl/2in Rpt4/5 dimera zanihata/zarotirata (40°)

Deubikvitinacija

e veriga seizpostavi Rpnll Se preden se razvije v AAA-
ATPazni votlini (hidroliza za energijo razvijanja)

 odcepise Ub

* sledi translokacija do CP

* razgradnja substrata



modeli razgradnje se en clanek

Functions of the 19S complex in
proteasomal degradation
Chang-Wei Liu and Andrew D. Jacobson



\ Proteasom/ubikvitin — sestavljanje proteasoma

Asociacija CP

Prokarionti

*  poteka po urejeni poti/stopnjah

* obrocC a-podenot se spontano sestavi

*  B-podenote se nalozijo na ze sestavljen
obro¢ a-podenot

*  B-podenote se sintetizirajo kot
propeptidi, ki se aktivirajo med
sestavljanjem

* koncna sestavitev iz dveh polovic, potece
aktivacija B-podenot

Evkarionti
* sestavljanje je bolj kompleksno, v osnovi
enako

*  vkluCuje stevilne faktorje, Saperone

Asociacija RP
* niveliko poznanega
* sestavljanje pokrova preko dveh
vecjih kompleksov
— Rpn5-Rpn6-Rpn8-Rpn9
— Rpn3-Rpn7-Rpnl5
— RpnllinRpnl2
e vkluCuje stevilne faktorje, Saperone

(B, -
(B) o, B (@] g
’ - RO (3] (®)
e (@O @M (i)
T R R N e\
— '.‘;ﬂ— I —
oo gn g N
/—’l\) S/
& — / \
o
ol D 5o
C -2 &S
™) o

UMP1 PAC1 PAC2




Proteasom/ubikvitin — deubikvitinacija

e  C¢loveski genom UBCW% ODUB @ ubiquitin
— 600 E3 ligaz usas2 @BD | | a Precursor processing
— 79 deubikvitinaz (DUB) Upe0 @ —}'O
* najbolj proucene povezave preko Lys48 bmm P emlof
IN Ly563 degradation o ® ® O E&?{ﬂfﬁri%fif
* deubikvitinaze so zelo raznolike k
* razdeljene v 5 razredov % ¢000 O o2
— ubiquitin C-terminal hydrolase (UBH) e o - © ;| ondegadative
— ubiquitin specific protease (USP) d Recyclng, @ @£Etne_
— ovarian tumor protease (OTU) Degadaion| @ Free ubiquitin pool @) ®
— Josephins &7 Dt
— JAMMS

* vsirazen JAMMS (metaloproteaza) so
cisteinske proteaze

e 3 glavne aktivnosti DUB
— linearna fuzija Ub molekul do prostega Ub

— odstranjevanje s posttranslacijsko
modificiranih proteinov
* ssignalom za razgradnjo
* brez vloge signala za razgradnjo



‘Proteasom/ubikvitin — specificnost deubikvitinacije

a Linkage specificity

 DUB izkazujejo specificnost na &
vec nivojih &

— razlicno povezane Ub-verig

— mestna specificnost (endo/ekso)

— substratna Speciﬁénost b Exo- versus endo-deubiquitylation
Exo Endo

— mono/poli ubikvitinacija Distal
T . Distal
— Ub za recikliranje W

— izopeptidne vezi/linearni peptid S DuR:

Distal Distal

— Ub-podobne molekule DORE DROC:

d Mono-deubiquitylation

b

e Recycling DUBs — UCH and ISOT

»  |Crossover loop @ Ubiquitin
°”L/ Distal
< & @ Substrate




‘Degradacijski signali (degron)

1.

Pravilo N-zaporedja - prepozna E3

- E3 prepozna tri vrste N-koncnih zaporedij:
substrate z bazi¢nimi a.k. na N-koncu
substrate s hidrofobnimi a.k. na N-koncu
prepoznavanje substratov po drugem sistemu (N-a-acetilacija- hitreje se razgradijo prosti N-konci)

- proteini s kratko Zivljensko dobo (¢ 3min) imajo najpogosteje Arg, Lys, Phe, Leu ali Trp
- proteini z dolgo Zivljensko dobo (»30 ur) imajo najpogosteje Cys, Ala, Ser, Thr, Gly, Val ali Met

Fosforilacija substratov in/ali encimov za ubikvitinacijo
- Fosforilacija je lahko signal za razgradnjo ali pa prepredi razgradnjo

Nenormalni/mutirani/narobe zviti proteini
- Kotranslacijska razgradnja (30%) = hidrofobni signal?

Znacilna zaporedja
D-perel razgradnje (D=destruction)
R-(A/T)-(A)-L-(G)-X(D)-(1/V)-(G/T)-(N) (R in L sta ednina nespremenljiva ak preostanka)
PEST elementi
- obmocdja bogata z Pro (P), Glu (E), Ser (S), Thr (T)
- pogosto vsebujejo tudi fosforilacijsko mesto potrebno pri razgradniji
- zaCetne stopnje se odvijajo preko protein kinaze, temu pa sledi prepoznavanje z E3 Ub ligazo
KFERQ
za vnos Vv lizosom

SSSTDSTP
prisotno pri transkripcijskih faktorjih

Specificni faktoriji



