PEROXIREDOXIN

férlanger livet genom att guida
chaperoner till skadade proteiner

Ny forskning fran Goteborgs universitet har dkat kunskapen om hur celler aldras.
Studierna kan fa betydelse for forstaelsen for uppkomsten av sjukdomar som Alzheimers
och Parkinsons sjukdom. Denna spannande cellforskning beskrivs hdr av Sarah Hanzén,
doktorand, Institutionen for kemi och molekylarbiologi och Katarina Vielfort, PhD och
forskare, Institutionen for biomedicin, bada vid Géteborgs universitet.

56 neurologi i sverige nr4-16



“Att kroppen aldras hanger
bland annat samman med
att effektiviteten hos cellens
reparationssystem minskar
med tiden, vilket leder till en
ansamling av skador som
slutligen gor att cellen for-
lorar sin funktion och dor.”

Aldrande karaktiriseras av en gradvis forsimring av
kroppens funktioner som yttrar sig i allt ifrdn rynkor och
gritt har till nedsatt effektivitet hos olika organsystem och
minskad férmdga att motstd sjukdomar. I kroppens celler
uppstar det konstant skador av olika slag, vilka kontinuerligt
midste repareras. Att kroppen dldras hinger bland annat sam-
man med att effektiviteten hos cellens reparationssystem
minskar med tiden, vilket leder till en ansamling av skador
som slutligen gor att cellen forlorar sin funktion och dér. Stu-
dier pa senare ar framhéller ett antal faktorer som parallellt
péverkar cellulirt dldrande; detta inkluderar nedsatt funk-
tion hos organeller sdsom mitokondrier och vakuoler/lysoso-
mer, toxiska DNA-strukturer och skadade/aggregerade pro-

teiner.!

ICKE-FUNKTIONELLA PROTEINER KAN AGGREGERA

Ett protein bestar av en kedja med aminosyror som har veck-
ats ithop 1 en tredimensionell struktur. Denna struktur, det
vill sidiga proteinets nativa form, ir helt avgérande for protei-
nets funktion. Proteiner som férlorat sin nativa form ir
ofunktionella och tenderar att klumpa ihop sig och bilda s&
kallade proteinaggregat. Proteinaggregat kan interagera med
olika komponenter 1 cellen och pa sd sitt stora olika cellulira
processer, vilket kan vara forédande for cellen. Proteinaggre-
gat ackumuleras med &lder i flertalet modellorganismer och
har kopplats till flera sjukdomar som pdverkar nervsystemet,
till exempel Alzheimers, Parkinsons sjukdom och Hunting-
tons sjukdom.’

Det finns olika typer av faktorer som kan ge upphov till
proteinskador, exempelvis virme, pH-indringar och reaktiva
oxidanter. Viteperoxid (H,O,), som ir en biprodukt frin cel-
lens syreomsittningsprocesser, ir en instabil molekyl som
oxiderar olika makromolekyler i cellen sisom DNA och pro-
teiner.’ I vissa fall 4r proteinoxidering nédvindigt for protei-
nets struktur och funktion, men oftast férstér oxideringen
proteinets struktur och bidrar till dess aggregering. Bade vi-
teperoxid och oxidativt modifierade proteiner har setts 6ka
med lder.*
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Figur 1. Katalytisk cykel for peroxiredoxin Tsal. Till vénster: Tsal reducerar H,O, till H20 och katalytiska cysteinet 48 oxideras till en sul-
fensyra (-SOH). Cystein 171 reducerar cystein 48 genom att bilda en disulfidbrygga som sedan kan reduceras av Thioredoxin/Threonin
(Trx/Trr) -systemet. Tillhéger: En liten del Tsal-molekyler oxideras ytterligare pa cystein 48 som bildar en sulfinsyra (-SOOH), i detta
hyperoxiderade tillstand sker strukturella foréndringar hos Tsal som da bildar hégmolekyléra komplex som har chaperonaktivitet. Sul-
finsyran reduceras specifikt av sulfiredoxin 1 (Srx1). Vid 6kade nivaer av H,0, skiftar balansen at héger och mer Tsal aterfinns i den hog-

molekyldra chaperonformen.

Ett avancerat nitverk av forsvarsmekanismer har utveck-
lats for att skydda cellens proteiner och begrinsa toxiciteten
av skadade proteiner. Detta kallas for proteinkvalitetskontroll
och inkluderar bland annat protein som forebygger uppkom-
sten av skador, men ocksd proteiner som tar hand om ska-
dade proteiner i cellen.” En stor del av detta system utgérs av
s& kallade chaperoner, som ir proteiner med en mingd olika
funktioner. Mdnga chaperoner 6kar i produktion vid virme-
stress och kallas dirfér ”heat shock proteins” (Hsps) och fa-
miljer har namngetts efter storlek. Hsp70 kan till exempel
vecka proteiner till nativa former och Hspl04, fran Hspl00-
familjen, kan 16sa upp proteinaggregat (disaggregera). Ibland
kan ett skadat protein inte dterga till sin nativa form och d&
kan det i stillet behéva brytas ner. Cellen har flera siitt att
bryta ner proteiner pa och ett av dessa sker med hjilp av pro-
teasomen — ett stort proteinkomplex som bryter bindningar
mellan aminosyror.

PEROXIREDOXINER SKYDDAR CELLEN

Peroxiredoxiner dr enzymer som medverkar i cellens forsvar
mot skador, exempelvis fungerar de som antioxidanter som
bryter ner skadliga peroxider. De idr dessutom viktiga for att
motverka DNA-skador.” P4 senare &r har de dven visats skyd-
da proteiner mot aggregering.” Jist har fem peroxiredoxiner
och minniskor sex. Det primira peroxiredoxinet Tsal 1 jist-
celler ir en ortholog till cytosoliska Peroxiredoxin 1 i min-
niska.’ Tsal ir ett peroxiredoxin som specifikt reducerar vi-
teperoxid, och precis som andra eukaryota peroxiredoxiner
har Tsal formdgan att viixla mellan antioxidant och chaperon
beroende pa cellulira nivder av viteperoxid (figur 1).*” Vid
liga nivder fungerar enzymet frimst som ett peroxidas (an-
tioxidant), som reducerar viiteperoxid till vatten i en process
som innebir att ett av enzymets katalytiskt aktiva cystein
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“Nu har vi ytterligare pavisat
vikten av peroxiredoxiner i
aldrandeprocessen, da vi har
sett att det gar att férlanga
medellivslangden hos jast
genom att endast 6ka mang-
den av Tsal.”

(cystein 48) oxideras till sulfensyra (-SOH) (figur 1). Sm3
strukturella férindringar i peroxiredoxinet gor att cystein 48
kan bilda en sulfidbindning med ett annat cystein (cystein
171). Ett reducerande system bryter sedan denna bindning,
ser till att peroxiredoxinet dterfar sin ursprungliga form och
dirmed slutfors enzymets peroxidatiska cykel. Vid hogre ni-
vder av viteperoxid blir cystein 48 ytterligare oxiderat (sulfi-
nylerat) till en sulfinsyra (-SOOH), detta medfor struktu-
rella forindringar och bildandet av ett hégmolekylirt kom-
plex, vilket kan fungera som ett chaperon (figur 1). Denna
hyperoxidering, eller sulfinylering, dr en reversibel process
dir peroxiredoxinets katalytiska aktivitet kan aterstillas ge-
nom reducering via Sulfiredoxin 1 (Srx1). P4 s sitt vixlar
peroxiredoxinet mellan de olika funktionella formerna.

OKAD LIVSLANGD HOS JASTCELLER

Vi har tidigare studerat Tsal och visat betydelsen av detta
enzym for att forlinga livet med kalorirestriktion. Kalori-
restriktion ir ett fenomen dir man minskar intaget av sock-
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Figur 2. Medellivslangdspaverkan i stammar med en extra kopia av Tsal. Grafen visar férandringen av medellivsldngden (uttryckt i pro-
cent) i en jéststam med en extra kopia av Tsal, jdmfért med samma stam utan en extra kopia. En extra kopia Tsal 6kar medellivslangden
i vildtyp-celler (Wt) med 40%. Denna livsférlangande funktion ar kopplad till att sulfinylerad Tsal effektivt kan reduceras, vilket kan ses
da medellivsldngden inte kan forlangas till samma grad i en stam som saknar Sulfiredoxin 1 (srx1A). Tsal:s formaga att 6ka medellivs-
ldngden &r helt beroende pa proteinkvalitetskontroll, da en extra kopia av Tsal inte kar medellivsldngden i en stam som saknar tva
Hsp70-proteiner (ssalA/ssa2A) eller i en stam som har nedsatt nedbrytningsfunktion (rpn4A) da den saknar transkriptionsfaktorn Rpn4,

vilken stimulerar proteasomgener.

er och proteiner och pé si sitt kan fi medellivslingden att
oka 1 allt fran jist och flugor till rdttor och apor.® Var tidi-
gare studie visade att bdde Tsal och det reducerande Srx1
behovs for att kalorirestriktion skall fungera effektivt.”

I en ny studie har nya rén framkommit som understryker
vikten av peroxiredoxiner i dldrandeprocessen; en extra kopia
av Tsal gor att jisteellerna lever 30—40 procent lingre (figur
2), vilket tyder pd en betydande roll for Tsal i jistens dldran-
deprocess.

Med tanke pd de méinga olika funktionerna som peroxi-
redoxiner har, si ville vi identifiera vilken av dem som ir
avgorande for den livslingdsreglerande formdgan hos Tsal.
Vi fann att en extra kopia av Tsal varken sinker mutations-
hastigheten eller mingden DNA-skador 1 gamla celler. Inte
heller resulterar det 1 effektivare nedbrytning av viteperoxid.
I stillet fér dessa mer etablerade funktioner hos Tsal, visade
det sig att den essentiella uppgiften, med avseende pd ald-
rande, snarare ligger 1 proteinkvalitetskontroll.

Tidigare studier har definierat faktorer som behévs for att
l6sa upp aggregat orsakade av virme, och man har sett att
Hsp40, Hsp70 och Hspl04 samarbetar for att dessa aggregat
skall 16sas upp pa ett effektivt sitt.” Hsp40 binder till ska-
dade proteiner och assisterar Hsp70 och Hspl04 som d& kan
16sa upp aggregatet och antingen dterge proteinet sin nativa
form eller skicka dem till nedbrytning. Var studie visade att
Tsal medverkar i en liknande process for att 16sa upp aggre-
gat som orsakats av oxidativ stress. Vi fann att dven protein-
aggregat som orsakats av viteperoxid behéver Hsp70 och
Hspl04 for att 16sas upp, men i motsats till virmeinducerade
aggregat kriivs Tsal for att Hsp70 och Hspl04 effektivt skall
kinna igen de viteperoxidinducerade aggregaten (figur 3).
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“"Om peroxiredoxiners
funktion i hantering av ska-
dade proteiner ar av rele-
vans ocksa hos manniskor,
finns férhoppningar om att
med hjalp av stimulering av
dessa enzym och darmed
cellens férsvar mot ansam-
ling av skadade proteiner
kunna motverka, eller atmin-
stone senareldgga, upp-
komsten av till exempel
Alzheimers och Parkinsons
sjukdom.”

REKRYTERING AV CHAPERONER

Genom att ssmmanlidnka Hspl04 till ett gront fluoresceran-
de protein (GFP) kan vi under ett fluorescensmikroskop f6l-
ja dess lokalisering i cellen (figur 3). Under normala f6rhal-
landen finns Hspl04-GFP utspritt i hela cellen, men under
stress koncentreras Hspl04 till proteinaggregat vilket kan ses
som starkt grona punkter under mikroskopet. Under viite-
peroxidstress bildas oftast en eller tvd punkter i cellen, vilket
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Figur 3. Fluorescensmikroskopi av stammar med Hsp104-GFP. Representativa bilder fran fluorescensmikroskopi av jaststammar med
Tsal (wt), utan Tsal (tsalA), Tsal med ett inaktivt cystein 171 (tsalCys171-) och Tsal med ett inaktivt cystein 48 (tsalCys48-). Overst: Unga,
ostressade celler (kontroller). Alla stammar har Hsp104-GFP jamt fordelat i cellerna. Mitten: H,O,-behandlade celler fér att inducera
proteinaggregering. | wt-celler lokaliserar Hsp104-GFP till proteinaggregat, vilket ses som en eller tva véaldefinierade punkter. | celler
utan Tsal hittar Hsp104-GFP inte till aggregat, och dérmed saknar dessa celler punkter. Med ett inaktivt cystein 171 kan Tsa1 sulfinyleras
och bilda chaperon, vilket da kan rekrytera Hsp104-GFP tillaggregat och dessa celler har darfér Hsp104-GFP punkter. Ett inaktivt cystein
48 blockerar sulfinylering och chaperonbildning och Tsal kan inte langre rekrytera Hsp104-GFP till aggregat, vilket leder till celler utan
punkter. Underst: Gamla celler. | wt-celler lokaliserar Hsp104-GFP till proteinaggregat, vilket ses som véldefinierade punkter, vanligen
mer &n tva. Precis som i H,O,-behandlade celler lokaliserar Hsp104-GFP till proteinaggregat pa ett TsalCys48-beroende sétt.

betyder att Hspl04 lokaliserats till platsen. I celler som saknar
Tsal (zsalA), kan Hspl04 och Hsp70 inte hitta till proteinagg-
regat pd ett effektivt sitt och dirfor saknas Hspl04-GFP-
punkter i dessa celler (figur 3). Nir vi tittar pd andra GFP-
taggade proteiner som aggregerar av viteperoxid i cellen kan
vi se att proteinaggregat finns och dessutom har svirare att
l6sas upp 1 celler utan Tsal. Att Hspl04/Hsp70 saknas vid
dessa aggregat tyder pd att Tsal behovs for att rekrytera dessa
chaperoner till aggregat under viteperoxidstress. Resultaten
visade dven att Tsal:s formdga att rekrytera chaperoner ir
beroende av dess aktiva cystein 48. Vid inaktivering av cystein
48 (zsalCys48-) och dirmed blockering av dess férmiga att
sulfinyleras och forma chaperon, férlorar Tsal sin férmdaga
att guida Hspl04 (figur 3) och Hsp70 till aggregat. Med ett
inaktiverat cystein 171 (zsalCys171-) kan Tsal diremot fortfa-
rande forma chaperon, dd detta cystein endast behovs f6r den
peroxidatiska cykeln, och dirmed kan Tsal agera guide &t
Hspl04 (figur 3). Vidare visade sig Srx1 vara viktig for att
aggregaten skall kunna I6sas upp pa ett effektivt sitt, vilket
betyder att bdda processerna ir kopplat till Tsal:s sulfinyle-
ringsstatus. Rekrytering av chaperoner ir beroende av sulfi-
nylering av cystein 48 och upplésning av aggregat effektivi-
seras genom desulfinylering via Srx1.

Slutligen sdg vi att Tsal ir viktig for hanteringen av pro-
teinaggregat som bildas under dldrande; precis som under
viiteperoxid rekryteras Hspl04 av Tsal pa ett cystein 48-be-
roende sitt till 8ldersrelaterade aggregat (figur 3), och avsak-

naden av Tsal leder till ackumulering av fler aggregat i gam-
la celler. Okad produktion av Tsal leder tvirtom till firre
proteinaggregat och forlingd livslingd (figur 2). I avsaknad
av Srxl, vilken effektiviserar disaggregeringen av viiteper-
oxidinducerade aggregat, forlinger inte en extra kopia av Tsal
medellivslingden lika markant (figur 2). Dessutom kunde vi
visa att Tsal:s livsforlingande funktion ir helt beroende av
att enzymer sdsom Hsp70 och transkriptionsfaktorn Rpn4,
vilken stimulerar uttrycket av proteasomgener, finns niirva-
rande vilket visar pd att Tsal:s roll i proteinkvalitetskontroll
ir kopplad till dess férméga att forlinga livet (figur 2).

SLUTSATS

Vi foreslar att Tsal dr viktig for hanteringen av proteinagg-
regat under dldrande pd foljande sitt (figur 4): 1) Tsal rek-
ryterar Hsp70 till proteiner som missveckats av viteperoxid,
Hsp70 kan 1 sin tur vecka proteinet till sin nativa form eller
dirigera dem till nedbrytning i proteasomen och pa sd sitt
forhindra aggregatbildning. 2) Rekrytering av Hspl04 gor att
proteinaggregat kan lésas upp och direfter dterveckas av
Hsp70 eller brytas ner i proteasomen. Tsal-funktion regleras
av redoxstatusen hos det aktiva cysteinet 48; sulfinylering och
medfsljande omvandling till chaperon gor att Tsal kan rek-
rytera Hsp70/Hspl04 till aggregat inducerade av viiteperoxid,
och desulfinylering (via Srx1) leder till en effektiviserad upp-
l6sning av dessa aggregat.
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Figur 4. Schematisk representation fér hantering av protein-
aggregatinduceratav H,0,. Okade H,0,-nivaeri gamla celler
leder dels till 6kad mé&ngd missveckade proteiner och dels 6kad
maéangd sulfinylerat Tsal med chaperonaktivitet. Tsal kan da rekry-
tera Hsp70/Hsp104 till missveckade proteiner och Hsp70 kan ater-
vecka eller dirigera proteinet till nedbrytning. Om aggregat bil-
dats kan Hsp104 tillsammans med Hsp70 l6sa upp aggregatet,

en process som underlattas av att Tsal-SOOH desulfinyleras av
Srx1, darefter kan Hsp70 aterigen vecka proteinet till dess nativa
form eller assistera i nedbrytning.

Om peroxiredoxiners funktion i hantering av skadade pro-
teiner ir av relevans ocksd hos minniskor, finns férhoppning-
ar om att med hjilp av stimulering av dessa enzym och dir-
med cellens férsvar mot ansamling av skadade proteiner kun-
na motverka, eller dtminstone senareligga, uppkomsten av till
exempel Alzheimers och Parkinsons sjukdom. Nedsatt funk-
tion av peroxiredoxiner ir dessutom associerat till flertalet ge-
netiska defekter och cancer, vilket innebir att denna nya kun-
skap kring peroxiredoxiners funktion kan komma att bli be-
tydelsefull dven for att motverka uppkomsten av cancer.

Link ull originalartikel:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27264606
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