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Souhrn: Posttranslacni modifikace proteintl jsou G¢innymi ndstroji, které buniky pouzivaji k urceni funkce proteinti. Modifikdtory
proteint podobné ubikvitinu (Ubl, ,,ubiquitin-like®) jsou posttranslacné pripojeny k proteintim enzymatickymi reakcemi, které jsou po-
dobné jako pfi pfipojeni ubikvitinu. Mezi nejvice pozoruhodné Ubl patfi rodina proteintt SUMO (,,small ubiquitin-related modifier®).
Sumoylace je pfipojeni SUMO k cilovému proteinu kovalentni vazbou. Neddylace je proces, ktery pripoji polypeptid Nedd8 k urcitym
lyzinovym zbytktim cullint. Culliny jsou rodina proteind, keerd je slozkou ubikvitinligdzovych komplext pro polyubikvitinylaci a na-
slednou degradaci fady bunécnych proteinti v proteazomech. Pres podobnost ve struktufe a enzymatickych reakcich Ubl maji jiné funk-
ce nez ubikvitin. Na rozdil od polyubikvitinylace, kterd oznacuje proteiny pro degradaci v proteazomech, spocivaji biologické diisledky
sumoylace ve zvySeni stability proteinu. Dédle sumoylace pomaha transportu proteinu z cytoplazmy do jadra burnky, reguluje tran-
skripéni aktivity proteinu a ovliviiuje vazbu proteinu k jinym proteintiim. Neddylace mé dilezitou tlohu v regulaci bunééného cyklu,
v prenosu signalu, diferenciaci bunék a také v opravé DNA. Neddvné studie ukazaly na vyznam sumoylace a neddylace fady proteinii
v dilezitych chorobach (neurodegenerativni choroby, akutni promyelocytarni leukemie, diabetes mellitus 1. typu a dalsi onemocnéni).
Regulace téchto posttranslacnich modifikaci muize poskytnout nové cile pro terapeutické ovlivnéni u fady onemocnéni.
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Ubiquitins, proteasomes, sumoylation and application today and in future for cancer and other diseases therapy II.
Sumoylation and neddylation as posttranslational modifications of proteins and their significance

Summary: Posttranslational protein modifications are effective devices that cells use to control the functions of proteins. Ubiquitin-like
protein modifiers (Ubls) are posttranslationally attached to proteins by enzymatic reactions that are similar to ubiquitin conjugation. SU-
MO (small ubiquitin-related modifier) family proteins are the most intriguing Ubls. Sumoylation is the covalent attachment of SUMO
to target proteins. Neddylation is the process that conjugates the ubiquitin-like polypeptide Nedd8 to the conserved lysines of cullins.
Cullin family proteins organize ubiquitin ligase complexes to target numerous cellular proteins for polyubiquitinylation and subsequent
proteasomal degradation. Despite the similarities in their structure and in enzymatic reactions Ubls and ubiquitin have distinct func-
tions. In contrast with polyubiquitinylation that targets modified proteins to proteasome degradation, the biological consequences of su-
moylation include the increase of protein stability. Sumoylation also helps in the protein transport from the cytoplasm to nucleus of cells,
regulates transcriptional activities of proteins and mediates the binding of the protein to other proteins. Neddylation has importance for
cell cycle control, signal transmission, cell differentiation and DNA repair. Recent studies linked sumoylation and neddylation of several
proteins to important diseases (neurodegenerative diseases, acute promyelocytic leukemia, type I diabetes and other disorders). The regu-
lation of these postranslational modifications may provide new targets for therapeutic intervention in several human diseases.
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Uvod ubikvitinu (Ubl, ubiquitin like), kte-  starsi literatufe bylo misto ndzvu
Vletech 1996-1997 byla objevena jed-  ra byla pojmenovana SUMO (small ~ SUMO-1 pouzito i dal$ich pojmeno-
na ze skupin polypeptidii podobnych  ubiquitin-related modifier) [1,2]. Ve vdni (GMP1, PIC1, sentrin, Smt3p,
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Cyklus sumoylace a desumoylace
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Obr. 1. Schéma enzymatické kaskiady sumoylace a desumoylace.
Priibéh sumoylace a desumoylace proteinu je popsan v textu.

Pmt2p a Ubl1) [3-8]. Dalsi typ Ubl,
zastoupeny lidskym polypeptidem
Nedd8 (neural precursor cell-expres-
sed developmentally down regulated
protein) byl objeven v roce 1993 [9]
a podrobnéji charakterizovin az
v roce 1997 [10]. Nedd8 vykazuje po-
mérné velkou shodu primdrni struk-
tury s ubikvitinem (asi 55% shoda
sekvence aminokyselin). Trojrozmér-
nd struktura SUMO se podoba od-
povidajici struktufe ubikvitinu, ale
primérni struktura obou proteint se
vyznamné lisi (pouze 18% shoda sek-
venci aminokyselin).

Vazba Ubl na proteiny, tedy jejich
posttransla¢ni modifikace, byla de-
tekovdna na zdkladé posunu odpovi-
dajiciho pruhu na gelu pri elektrofo-
réze o asi 15 kDa k vétsi molekular-
ni hmotnosti. Pouzitim kombinace
dalsich metod, kterymi jsou kapali-
novd chromatografie za vysokych
tlakr (HPLC) a hmotovd spektromet-
rie, pfipadné magnetickd rezonancni

spektroskopie, je potom proveden
primo prikaz SUMO.
Enzymaticky mechanizmus su-
moylace a neddylace se podob4 ubi-
kvitinylaci, ale enzymy ucastnici se
na aktivaci téchto dvou Ubl se lisi.
U ubikvitinylace rozhoduje o vybéru
substratového proteinu pouze ubi-
kvitinligdza, tedy enzym E3 (obr. 1).
O vybér substratu u sumoylace se
stard kromé enzymu E3 i konjugac¢ni
enzym E2. Obé uvedené posttranslac-
ni modifikace proteinu (sumoylace
i neddylace) jsou reverzibilnimi pro-
cesy podobné jako ubikvitinylace.
Modifikace muze byt odstranéna
specifickymi peptiddzami (desumoy-
la¢ni nebo deneddyla¢ni enzymy).
Biologické funkce jednotlivych
posttransla¢nich modifikaci protei-
nt se lisi. Polyubikvitinylace predur-
¢uje protein k rozkladu v proteazo-
mu, zatimco sumoylace vedle fady
dalsich funkci vétsinou zvysuje stabi-
litu proteinu. Neddylace reguluje ak-
tivitu jedné ze skupin ubikvitinligaz

obsahujicich proteiny rodiny cullint.
Monoubikvitinylace transkripcnich
faktorti a reguldtora stimuluje tran-
skripci. Sumoylace téchto proteint
naopak inhibuje transkripci. Su-
moylace hraje tlohu v transportu
mezi cytoplazmou a jadrem, v udrze-
ni integrity chromozom?i a stability
genomu. Neddylace ubikvitinligiz
obsahujicich cullin je nezbytnd pro
ubikvitinylaci a degradaci fady pro-
teint dtlezitych pro regulaci bunéc-
ného cyklu, jako jsou c-myc, cyklin E,
inhibitory cdk (cyklin-dependentni
kindzy) p21<"¥ a p27". Neddyla-
ce rodiny cullint je proto dulezita
pro proliferaci bunék vétsiny organiz-
mu. Poruchy v neddylaci cullind ve-
dou k porucham bunécného cyklu.

Izoformy proteinu SUMO
Zatimco u kvasinek a bezobratlych
zivocichti existuje 1 forma proteinu
SUMO, u ¢lovéka nachazime 4 izo-
formy (SUMO-1, velmi podobné
SUMO-2 a SUMO-3 a nedavno obje-
venou izoformu SUMO-4) [11,12]. Za
fyziologickych podminek se k pro-
teintim nejvice pripojuje SUMO-1. Za
stresovych podminek, napf. pfi pu-
sobeni zvySené teploty, tedy pri te-
pelném Soku, dochazi k sumoylaci
proteint izoformami SUMO-2/3.
Nékteré proteiny, napf. topoizomera-
za II, jsou v8ak i za normalnich pod-
minek sumoylovany, a tim stabilizo-
vany izoformami SUMO-2/3 [13].
Exprese SUMO-4 probihd pouze
v ledvinich, zatimco ostatni izofor-
my nachazime ve vech tkanich [14].
U izoformy SUMO-4 se setkdvime
s jednonukleotidovym polymorfiz-
mem, kdy v poloze 55 této izoformy
je methioninovy nebo valinovy zby-
tek [14-16]. Izoforma SUMO-4 s va-
linem v poloze 55 je spojena s vétsi
pravdépodobnosti vyskytu diabetes
mellitus 1. typu v pfislusnych rodi-
néch, a je tedy zfejmé zahrnuta v pa-
togeneze tohoto onemocnéni [14-16].
I kdyz sumoylace obvykle snizuje ak-
tivitu transkrip¢nich fakeort, izo-
forma SUMO-4 s valinem v poloze
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55 je spojena se zvySenou aktivitou
transkripénich faktortt NF-kB, STAT
(signal transducers and activators of
transcription) a AP-1 [17]. Pravé zvy-
Seni aktivity uvedenych
skrip¢nich faktora se podili na de-
strukci pankreatickych B-bunék pri
diabetes mellitus 1. typu.

tran-

syntéza SUMO a vybér substratu

pro sumoylaci

SUMO je syntetizovan podobné jako
ubikvitin jako delsi prekurzor, a ten
je Stépen na vyslednou formu speci-
fickymi protedzami (C-koncové hy-
drolazy) za vzniku C-koncového mo-
tivu dvou glycinovych zbytki (obr. 1).
Napriklad prekurzor SUMO-1 obsa-
huje 101 aminokyselin a je proteoly-
ticky zkrdcen na 97 aminokyselin.
Tato forma SUMO je potom aktivo-
vana v kaskddé enzymatickych reak-
ci pro sumoylaci cilovych proteint
(obr. 1). Pri sumoylaci je C-koncovy
glycin proteinu SUMO vazan k lyzi-
novému zbytku cilového proteinu
podobné jako pfi ubikvitinylaci.
Analyzou cilovych proteint sumoy-
lace bylo zjisténo, ze akceptorovy ly-
zin (K), na ktery se navdZe protein
SUMO, lezi uvniti véeobecné shodné
sekvence aminokyselin pro sumoyla-
ci (PKXE) u téchto substratovych
proteinti. Tato sekvence se sklada
z velkého hydrofobniho aminokyse-
linového zbytku ¥, lyzinu K, jakéko-
liv aminokyseliny X a glutamové ky-
seliny E [18].

Enzymy zahrnuté v sumoylaci

a desumoylaci

Mechanizmus post-translaéni modi-
fikace cilovych proteinti (substriti)
sumoylaci se podoba ubikvitinylaci
[19-22]. Na sumoylaci cilového pro-
teinu se podili kaskdda enzymi
(obr. 1), které ale nejsou totozné s en-
zymy ubikvitinylace. SUMO-aktivu-
jici enzym (E1) je jeden stejné jako
u ubikvitinylace. Pfi ubikvitinylaci
rtiznych substratt funguje celd fada
enzymu E2, zatimco sumoylace si vy-
staci s jednim enzymem E2 [23]. Na

rozdil od ubikvitinylace, kde se
o specificky vybér substratu stard az
enzym E3 (ubikvitinligdza), u su-
moylace se na vybéru substritu po-
dili také enzym E2, jak jiz bylo zmi-
néno v tvodu. Konjugaéni enzym E2
se vaze k substritovym proteintim
na zakladé pritomnosti vseobecné
shodné aminokyselinové sekvence
pro sumoylaci (YKXE), popsané
v predchozi kapitole. Lyzinovy zby-
tek v uvedeném sekvenénim motivu
je pravé mistem pfipojeni SUMO.

Existuji tfi hlavni skupiny ligaz
pro SUMO (enzymy E3). Prvni sku-
pinou téchto ligdz jsou proteiny
PIAS (,protein inhibitor of activated
STAT*) [24,25]. Transkripéni fakto-
ry STAT aéinkuji v signalni dréze Ja-
nus kinazy (JAK). Druhou skupinu
enzymt E3 predstavuje protein
RanBP2 (,Ran binding protein 2%).
RanBP2 se viaze ke GTPaze, ktera se
nazyvd Ran (,Ras-related nuclear
protein‘) [26,27]. Tteti skupinu zastu-
puje protein PC2 (soucast komplexu
zvaného ,polycomb®, ktery pusobi
kondenzaci chromatinu s negativnim
vlivem na transkripci) [28,29].

Nyni se budeme zabyvat funkéni
tlohou uvedenych 3 skupin E3 ligaz
ucinkujicich v sumoylaci proteint.
Proteiny PIAS a¢inkuji jako enzymy
E3 pfi sumoylaci nidorového supre-
soru p53, déle regulatoru jeho od-
bourani - proteinu mdm2 (ptivodné
nalezen na ,mouse double minute
chromosomes®), protoonkoproteint
c-jun a c-fos (slozky transkripéniho
faktoru AP1) a rady dalSich protei-
nt. Nddorovy supresor, protein pS3,
hraje dulezitou funkei v onkogeneze,
protoze reguluje proliferaci bunék,
opravu DNA a apoptézu bunék. Velky
vyznam, ktery ma protein p53, je do-
loZen tim, Ze existuji posttransla¢ni
modifikace (fosforylace a acetylace),
které zvysuji jeho stabilitu i aktivitu.
Stabilita proteinu p33 je reguloviana
onkoproteinem mdm2. Mdm2 je
vlastné E3 ubikvitinligza, ktera ubi-
kvitinyluje transkripéni faktor p53.
Pfi poskozeni DNA je p53 fosforylo-
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van a mdm2 se nemtze navizat na
fosforylovany p53. Protein p53 se tim
stava stabilnéjsi, nemuze byt ubikvi-
tinylovan a rozlozen v proteazomech
a muze plnit svou funkci nadorové-
ho supresoru. Mdm?2 je sumoylovan
v sekvenci signdlu pro umisténi
v jadre bunky. Tato sumoylace je ne-
zbytnd pro premisténi mdm2 z cy-
toplazmy do jadra buriky. Sumoylaci
modifikované proteiny p53 a mdm2
mohou byt ubikvitinylovany a su-
moylace zde nebrani jejich rozkladu
v proteazomech.

Druha skupina E3 ligdz v sumoy-
laci, zastoupena proteinem RanBP2,
se Gcastni napt. sumoylace histonde-
acetylazy 4.

Treti skupina E3 ligdz reprezento-
vana proteinem PC2 Gcinkuje pfi su-
moylaci histont (podrobnéji je
probrano nize). Vsechny 3 typy enzy-
mu E3 jsou také samy cilem sumoy-
lace (autosumoylace).

Sedm SUMO protedz bylo zatim
popsano u clovéka [30,31]. Byly ozna-
ceny SENP 1-7 (sentrin-specifické
protedzy) [32]. SUMO protedzy maji
2 zakladni funkce. Vedle jiZ uvedené-
ho stépeni prekurzoru SUMO na vy-
slednou formu jsou také schopny
odstépit SUMO vazané izopeptido-
vou vazbou k proteinu (desumoyla-
ce) [7,22,30]. Sumoylace je tedy po-
dobné jako jiné posttransla¢ni modi-
fikace proteinu, napf. fosforylace
a ubikvitinylace, vratnym procesem.

Co zatim vime o dusledcich

sumoylace proteind

K sumoylaci dochazi ¢asto na stej-
ném lyzinovém zbytku proteinu
(substratu) jako k ubikvitinylaci. Su-
moylace v téchto pripadech soutézi
o tento lyzinovy zbytek v sekvenci
proteinu s ubikvitinylaci. Zatimco po-
lyubikvitinylace oznaci protein k de-
gradaci, sumoylace proteinu vede vét-
$inou ke zvySeni jeho stability (obr. 2,
¢ast a). Prikladem je sumoylace fak-
toru IkB, ktera ho stabilizuje, a brani
tak jeho rozkladu. Zptisobi tim, ze
transkripéni faktor NF-«B je bloko-
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Obr. 2. Schéma téinku sumoylace proteinu na jeho stabilitu a in-
terakce s jinymi proteiny. V ¢asti a) je ukdzan rozdilny vliv sumoylace
a ubikvitinylace proteinu na jeho stabilitu a v ¢asti b) je zndzornén vliv
sumoylace proteinu na jeho interakci s jinymi proteiny.
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Obr. 3. Schematické zndzornéni vliv monoubikvitinylace a sumoylace

transkrip¢niho faktoru na transkripci genu. Monoubikvitinylace
transkripéniho faktoru zptisobi vazbu koaktivitoru transkripce a akti-
vaci transkripce (a), zatimco sumoylace transkripéniho faktoru je
doprovazena vazbou korepresoru transkripce a inhibici transkripce (b).

van v cytoplazmé bunky (viz kapito-

la Ubikvitin a ubikvitinylace a obr. 2
v I &asti ¢lanku) [77] a nemiize dojit
k jeho aktivaci. NF-xB nemuze prejit

622

do jadra bunky a stimulovat jako
transkripéni faktor expresi cilovych
gent pro fadu antiapoptotickych
proteint (napf. bcl 2, bcl-XL, bu-

nécné inhibitory apoptézy IAP1, IAP2
a dalsi), pro cytokiny (napf. interleu-
kiny IL1p, IL2, IL6 a IL8, TNFa a dal-
8i), pro proteiny ovliviiujici prolifera-
ci bunék (napf. c-mye, cyklin D1
a dalsi), pro receptory (napf. receptor
pro IL 2, receptor T lymfocytti a dal-
§i), pro adhezni molekuly [napf.
ICAM-1 (intercellular cell adhesion
molecule-1) a VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1)], pro vlastni
inhibitor IkB a pro enzymy zicastné-
né v zanétlivém procesu [napt. iNOS
(indukovatelnd forma NO syntézy),
COX2 (cyklooxygenaza 2) a dalsi].
Sumoylace IkB ma tedy vlastné
protizanétlivy aéinek, stimuluje
apoptézu bunék a snizuje proliferaci
bunék.

Kromé stability proteinu méni su-
moylace fadu rtznych funkénich
vlastnosti proteinu. Tyto vlastnosti ur-
¢uji lokalizaci sumoylovaného protei-
nu v burice, jeho interakce s dal$imi
proteiny nebo s DNA a jeho aktivitu
ve funkei transkripéniho faktoru. Na
obr. 2 je v ¢asti b ukazan priklad vli-
vu sumoylace proteinu na jeho inter-
akci s jinymi proteiny. Zatimco ne-
modifikovany protein interaguje s ur-
¢itym proteinem, jeho sumoylovana
forma interaguje silnéji s jinym pro-
teinem. Na obr. 3 je v ¢asti b znazor-
nén vliv sumoylace na aktivitu trans-
kripéniho faktoru. Zatimco monou-
bikvitinylace transkripéniho faktoru
(obr. 3a) vede k vazbé koaktivatoru
transkripce a zvysuje aktivitu trans-
kripéniho faktoru, sumoylace trans-
kripéniho faktoru (obr. 3b) vede na-
opak k inhibici aktivity transkripé-
niho faktoru v dusledku navdzani
korepresoru transkripce.

Uloha sumoylace v transportu

mezi cytoplazmou a jadrem bunky
Objev SUMO-1 je spojen s vyzku-
mem transportu makromolekul do
jadra v savcich bunkach. SUMO1 byl
poprvé prokdzin ve vazbé na cyto-
plazmaticky protein RanGAP1 (pro-
tein 1 aktivujici GTPazu Ran). Ran
(,Ras-related nuclear protein®) je pro-

Vniti Lék 2006; 52(6) m—



—— WWW.VNitrnilekarstvi.cz

teinem s klicovou tlohou v trans-
portu mezi cytoplazmou a jidrem
a obracené. Jedna se o protein, ktery
je schopen vizat GDP nebo GTP
a cykluje mezi témito dvéma forma-
mi, které urcuji jeho lokalizaci v cy-
toplazmé nebo jadfe bunék. Ve for-
mé Ran-GTP se vétsinou vyskytuje
v jadfe bunék a ve formé Ran-GDP
v cytoplazmé bunék. V cytoplazmé je
stimulovdna aktivita GTPazy cyto-
plazmatickymi proteiny RanBP1
a RanBP2 (,Ran binding proteins®,
viz téz kapitola o enzymech zahrnu-
tych v sumoylaci) a déle proteinem
RanGAP1. Gradient koncentraci
Ran-GTP mezi jadrem buriky a cyto-
plazmou buriky uréuje smér transpor-
tu makromolekul [proteinti, RNA a ri-
bonukleoproteinovych ¢astic (RNP)]
mezi jidrem a cytoplazmou buniky.
Proteiny RanGAP1 a RanBP2 jsou
sumoyloviny a po sumoylaci se
stavaji soucisti komplexu jader-
nych périd na cytoplazmatické
strané a stimuluji pfenos makro-
molekul z cytoplazmy do jadra bu-
nék [1,2,26,27, 33-35].

Role sumoylace v transportu iontu

pies bunétnou membranu

Nedévno byla popsina i sumoylace
membrinového proteinu draslikové-
ho kandlu K2P1 [36]. Sumoylace
inhibuje funkci tohoto kanilu pro
ionty K’ a naopak desumoylace ote-
vfe kanal pro specificky a na pH za-
visly transport iontt K.

Vliv sumoylace proteinu na funkci
proteinu a na jeho umisténi v buiice
Sumoylace probiha v zavislosti na ci-
lovém proteinu jak v cytoplazmé, tak
i v jadfe bunék. Predurcuje bunéc-
nou lokalizaci sumoylovaného pro-
teinu vétsinou do jadra bunék, napf.
do jadernych télisek (,nuclear bo-
dies“), o kterych se podrobnéji zmi-
nime nize v souvislosti s akutni pro-
myelocytarni leukemii. V jadernych
téliscich se nachazi fada sumoylova-
nych proteinti s diilezitymi funkce-
mi. Jednd se o jiz uvedené proteiny

pS3 a mdm2, déle o protein Daxx,
ktery ucinkuje jako korepresor tran-
skripce a hraje téz tlohu v apoptodze.
V jadernych téliscich se nachazi i dal-
§i sumoylované transkrip¢ni regula-
tory lefl (,lymphocyte enhancer fac-
tor 1) a Tef-4 (,,T-cell factor-4%). Oba
uvedené reguldtory transkripce u¢in-
kuji v signalni draze wnt. Wnt je ro-
dina sekretovanych glykoproteind,
jejichz signalni draha hraje vyznam-
nou ulohu béhem embryonalniho
vyvoje a pfi zvySené expresi regulato-
rt této drahy pri tvorbé nadort.

Vliv sumoylace transkriptnich faktoru
na transkripci genu

Sumoylace transkrip¢nich faktort
vétsinou hraje negativni dlohu v re-
gulaci transkripce (obr. 3b). Sumoy-
lace castéji inhibuje aktivitu fady
transkripénich faktort, a to hlav-
né mechanizmem interakce su-
moylovanych transkripénich fak-
tortt s korepresory transkripce
[37-39]. Sumoylace ma vsak na-
opak pozitivni vliv na hladinu a akti-
vitu fakrorti tepelného Soku (HSF1
a HSF2; ,heat shock factor) a na ak-
tivitu transkripénich faktortt Tef-4
nebo Ikaros [12,40-42]. V poslednim
uvedeném prikladu nejde o pfimé
zvySeni aktivity transkripéniho fak-
toru Ikaros, ale o inhibici jeho repre-
se. Transkrip¢ni faktory Ikaros jsou
dulezité pri diferenciaci hematopoe-
tickych bunék, vyvoji a funkci imu-
nitniho systému. Vliv sumoylace na
transkripci je dale ovlivnén sumoylaci
koaktivatorti [napt. histonacetyltrans-
ferazy CBP (,cyclic AMP response
element binding protein“) a p300]
a korepresorti transkripce (histonde-
acetylizy HDAC1 a HDAC4) [40,43,
44]. Sumoylovany koaktivitor se
chovi jako korepresor, napt. p300 po
sumoylaci vize HDACG [43].

Vliv sumoylace histoni

na transkripci gena

Sumoylace histonu H4 zptisobi vazbu
histondeacetylazy HDAC1 a protei-
nu heterochromatinu 1 k transkri-
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bovanému genu. Sumoylace histonu
H4 a nésledujici vazba histondeace-
tyldzy a proteinu heterochromatinu
1 k transkribovanému genu vede ke
kondenzaci chromatinu, a tim k in-
hibici transkripce doty¢ného genu
[45-47]. Sumoylace ostatnich histont
(H2A, H2B a H3), zahrnutych s his-
tonem H4 v opakujici se jednotce
chromatinu (nukleozomu) u euka-
ryont, nebyla zatim prozkoumdna.

Uloha sumoylace ve stabilité genomové
DNA a pfi opravé chybného parovani
bazi a zlomii poskozené DNA
Sumoylace hraje tlohu ve stabilité
genomu a ve spravné distribuci chro-
mozomu pro déleni bunék, v opravé
chybného péarovini bizi DNA a zlo-
mu poskozené DNA. Rada klicovych
proteintt v téchto procesech je su-
moylovana jako proteiny p53 a mdm?2,
slozky signalni drahy Wnt (B-katenin,
lef1, Tcf-4), topoizomeriza II a dalsi
[37].

Jaderny antigen proliferujicich
bunék (PCNA, ,proliferating cell
nuclear antigen®) je béhem faze S
bunééného cyklu sumoylovan. Su-
moylace PCNA vsak naopak potlacu-
je schopnost PCNA uéinkovat v opra-
vé chybného parovini bazi DNA
a zlomu poskozené DNA. Po posko-
zeni DNA UV ziafenim nebo chemi-
kaliemi je pro opravu DNA nezbytna
zdména SUMO navazaného k PCNA
za ubikvitin nebo polyubikvitin.
PCNA totiz miize byt na stejném
misté sumoylovidn nebo ubikvitinylo-
van. Zatimco ubikvitinylace PCNA
stimuluje jeho aktivitu v opravé
poskozené DNA, sumoylace PCNA
tuto aktivitu inhibuje [48-50].

Viiv sumoylace proteinu vird na jejich
replikaci v buiikach hostitele

Skupina DNA virt, jejichz replikace
probiha vylu¢né v jadie hostitelské
bunky, vyuzivd k replikaci aparat
hostitelské buriky. Patii sem papova-
viry, herpesviry a adenoviry. Bezpro-
sttedné po infekci bunky se virové
geny prepisuji na mRINA, jejiz trans-

623




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

lace vede k proteintim rané faze. Né-
které z proteint rané faze katalyzuji
replikaci virové DNA a expresi pro-
teintl pozdni fize, které potom slou-
zi jako stavebni kameny viriont.

Sumoylace dvou hlavnich proteint
rané fize (IE1 a IE2, ,immediate ear-
ly“) je nezbytna pro replikacni cyklus
lidského cytomegaloviru a herpesvirt
[51,52]. Také protein BZLF1 (,b-zip
lytic factor®) je proteinem rané faze
po infekeci bunky virem Eppsteina
a Barrové (EBV), ktery patfi mezi
herpesviry. Protein BZLF1 je sumoy-
lovan na lyzinu uvnitf transaktiva¢ni
oblasti. Zeslabi tim sumoylaci protei-
nu promyelocytarni leukemie (PML),
s kterym soutézi o volné SUMO. In-
hibice sumoylace PML zptisobi roz-
pad jadernych télisek a umozni Gi¢in-
nou replikaci EBV [37]. Pozdéji na
prikladu lidské promyelocytarni leu-
kemie ukdZeme na vyznam sumoylace
proteinu PML. Rada proteinti ade-
novirt, nezbytnych pro jejich repli-
kaci, je také sumoylovana [37]. Vétsi-
nou tedy sumoylace virovych protei-
nt vede ke stimulaci replikace virti
v hostitelskych burikach az na vyjim-
ky, jako je tomu u viru HIV-1. Su-
moylace proteinu p6 u tohoto viru
lidského imunodeficitu brani jeho
replikaci [53].

Mozné vyutiti inhibice sumoylace

v oblasti vird v humanni mediciné
Ptaéi adenovir CELO (,chicken emb-
ryo lethal orphan®) kéduje protein
rané fize, oznaceny Gaml (,Gallus
anti morte“). Tento protein je ne-
zbytny pro dalsi replikaci viru v hos-
titelské burice. Gam1 je antiapopto-
ticky protein, ktery nevykazuje zad-
nou shodu sekvenci se znamymi
proteiny eukaryotickych organizmu
[54]. Gam1 m4d dalsi zajimavé funk-
ce, vyznamné u eukaryotickych bu-
nék. Je to jednak inhibice histonde-
cetyldz, enzymu aktivnich zejména
v nadorovych burikdch, jednak schop-
nost nespecificky inhibovat sumoy-
laci [5S5]. Mechanizmus této inhibice
je dany interakci Gam1 s enzymem

624

E1 enzymatické kaskady sumoyla-
ce [56]. Gaml brani aktivaci E1 en-
zymu (viz obr. 1). Objev proteinu
Gaml bude mit jisté vliv na vyvoj no-
vych Gcinnych inhibitor sumoylace
tam, kde sumoylace vede k patolo-
gickym nasledkitim.

Sumoylace proteini

v patologii ruznych chorob

Sumoylace a desumoylace je zahrnu-
ta v Sirokém spektru bunéénych po-
chodlt a dnes se za¢ind odhalovat
Gcast sumoylace v patologii rtiznych
onemocnéni. Jde predevsim o neuro-
degenerativni choroby, napfiklad
Huntingtonovu chorobu, spinocere-
beldrni ataxii a spindlni svalovou
atrofii [57-59]. Sumoylace hunting-
tinu v modelovém pokuse zvysila jeho
neurotoxicitu, zatimco polyubikviti-
nylace huntingtinu ji snizila. Hun-
tingtin je sumoylaci stabilizovin
a tvori rozpustné toxické oligomery,
které zptisobuji degeneraci neuront.
Polyubikvitinylace huntingtinu vede
naopak k jeho degradaci. Sumoylace
proteini se také podili na vzniku ja-
dernych inkluzi v neuronech u ji-
nych neurodegenerativnich chorob
[60] a na tvorbé B-amyloidu z odpo-
vidajiciho prekurzorového proteinu
u Alzheimerovy choroby [61].

Také antionkogeny a onkogeny jsou
¢asto modifikovany sumoylaci. Su-
moylace proteinu promyelocytarni leu-
kemie (PML) hraje tlohu v transpor-
tu tohoto proteinu do jidra. PML je
umistén v jadernych téliskach
(nuclear bodies) v normdlnich bun-
kich [62-64]. PML jaderni téliska
jsou organizované komplexy protei-
ntl véetné proteinu PML, asociované
s jadernou matrix. Jejich vyznam ne-
ni zatim jasny, uvazuje se o uloze
v apoptodze a senescenci buriky. Fazni
protein PML-RARo u promyelocytar-
ni leukemie, vznikly translokaci
mezi 15. a 17. chromozomem, neni
sumoylovan. Interaguje s volnym pro-
teinem PML a zptisobi jeho premis-
téni z jadernych télisek. V leukemic-

kych bunkach pak dochdzi ke ztraté

celistvosti téchto télisek a k rozkladu
uvolnénych proteintt véetné PML
v proteazomech. Oxid arzenity, ktery
je Gspésné pouzivan k lécbé akutni
promyelocytarni leukemie, indukuje
degradaci fazniho proteinu a sti-
muluje sumoylaci PML, a tim jeho
umisténi do jadernych télisek a udr-
zeni jejich celistvosti [65].

Lepsi pochopeni sumoylace a desu-
moylace prispéje k objasnéni patoge-
netickych aspekti nékterych patolo-
gickych stavi a podle prvnich zprav
Ize predpokladat, ze dojde 1 k ovliv-

néni terapie fady onemocnéni.

Neddylace proteini a jeji propojeni

s ubikvitinylaci proteinu

Neddylace proteinti je proces, kte-
rym je pfipojen polypeptid Nedd8
ke konzervativnimu lyzinovému
zbytku pobliz C-konce specifické
rodiny proteini, zvanych culliny
(vysvétleni tohoto terminu viz dile)
[66-69]. Pripojeni Nedd8 na cullin
vyzaduje vstup do nékolikastuprio-
vého enzymatického procesu podob-
ného jako ubikvitinylace a sumoyla-
ce, jak ukazuje obr. 4. Enzymatické
kaskadé neddylace predchazi zkrace-
ni C-konce prekurzoru Nedd8 po-
moci specifické izopeptidazy. Enzymy
zahrnuté v enzymatickém procesu
neddylace se lisf od enzymu Gicastni-
cich se ubikvitinylace nebo sumoyla-
ce. Protein Nedd8 je podobny ubikvi-
tinu s asi 60% shodou sekvence ami-
nokyselin, je pfitomny hlavné v jadre
buniky a patfi stejné jako SUMO ke
skupiné malych polypeptidi podob-
nych ubikvitinu (Ubl), jak bylo vyse
zminéno. Neddylované culliny jsou
slozkou jedné ze skupin E3 ubikviti-
nyla¢nich enzymi, zvanych ubikvitin-
ligdzy (viz kapitola Ubikvitin a ubi-
kvitinylace a obr. 1 v L. ¢asti tohoto
prehledného refertu). Tyto ubikvitin-
ligdzy si specificky vybiraji substrat,
tedy protein urceny k degradaci v pro-
teazomu. Anglické slovo ,to cull
coz znamend vybrat, vyhledat, vy-
svétluje termin culliny. E3 ubikvitin-
ligdzy obsahujici neddylované culli-
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Cyklus neddylace a deneddylace

Obr. 4. Schéma enzymatické kaskady neddylace a deneddylace.
Priibéh neddylace a deneddylace cilovych proteinti (cullintt) je popsan

Vv textu.

ny rozpoznavaji fosforylovany motiv
(fosfodegron), sekvenci obsahujici
fosforylované seriny nebo fosforylo-
vany threonin v proteinu urceném
k degradaci (napf. IxB, inhibitor
NFxB, viz I. ¢ast referatu).

Vedle pripojeni proteinu Nedd8
k substritu existuje i opa¢na reakee,
a to odstranéni Nedd8 z proteinu -
deneddylace pomoci multiproteino-
vého komplexu COP9 (,constitutive
photomorphogenesis®) signaloso-
mu (CSN) s aktivitou izopeptidazy.
CSN se strukturou podobd vicku
26S proteazomu [70-72]. Neddylace
ubikvitinligdz obsahujicich cullin
ma vyznam pro ubikvitinylaci a de-
gradaci rady proteintl Gicastnicich se
regulace bunééného cyklu [c-myc,
cyklin E, inhibitory cdk (cyklin-de-
pendentni kindzy) p21<*/¥ a p27<*
a jiné|, diferenciace bunék (Hoxa9;
»2homeobox A9“), opravy DNA (p53)
a prenosu signalu v signélnich dra-

hach (B-katenin, IxB, transmembra-
nové receptory Notch) [73-76].

Za patologickych okolnosti (muta-
ce nebo zvysena exprese E3 enzymu)
dochazi k nenormalni aktivité
ubikvitinligdz obsahujicich neddylo-
vané culliny. Je to patologicky zasah
do regulace buné¢ného cyklu, ktery
hraje dulezitou tlohu pfi vzniku na-
dort. Ubikvitinligazy obsahujici cul-
lin, a tedy i proces neddylace cullinu
budou tedy v budoucnosti vhodnym
cilem pro terapeutické ovlivnéni de-
gradace proteint v 1é¢bé nddorovych
onemocnéni.

Zaver

Sumoylace a neddylace jsou vedle
ubikvitinylace dtlezitymi posttrans-
la¢nimi modifikacemi proteind. Dalsi
vyzkum mechanizmu i dlohy téchto
modifikaci a moznosti jejich inhibi-
ce umozni nové terapeutické pristu-

py u chorob, u kterych tyto modifi-
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kace kli¢ovych proteinti hraji dalezi-
tou tlohu. Objeveni dalsich substra-
td, proteint podléhajicich témto
modifikacim, je dnes usnadnéno
ucinnou kombinaci metod kapali-
nové chromatografie za vysokych
tlakd (HPLC) a hmotové spektro-
metrie. Tyto metody a zvlasté pro né
nezbytné pristroje byly v poslednim
obdobi silné zdokonaleny vzhledem
k intenzivnimu rozmachu proteo-
mického vyzkumu.

Price vznikla za podpory grantu
NC/7605-3 Interni grantové agentury
Ministerstva zdravotnictvi Ceské repub-
liky, VZ MSM 0021620808 a VZ MZ CR
00023736.
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