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Proteasomit ovat keskeisid solun homeostaasin séitelytekijoitd, jotka hydrolysoivat solulle
haitallisten proteiinien peptidisidoksia. 20S-proteasomi toimii proteasomeissa proteolyyttisena
keskuksena, jossa tapahtuu solunsisdisten substraattien hajotus. 20S-proteasomi koostuu neljasta
konservoituneesta heptameerisesta renkaasta, jotka muodostavat 20S-proteasomille ominaisen
onton ja sylinteriméisen a7B7ps07-rakenteen. Tutkielman tavoitteena on syventdd késitystimme
eukaryoottisen 20S-proteasomin rakenteesta, aktiivisista keskuksista sekd
kokoonpanomekanismista ja sithen vaikuttavista sdatelytekijoista. Tutkielman keskidssd on 20S-
proteasomin kokoonpano, jossa viisi erilaista kaperonia (Pbal-Pba2, Pba3-Pba4 ja Umpl) sekd
proteasomin B-alayksikoiden C- ja N-terminaaliset paét ohjaavat koordinoidusti 20S-proteasomin
rakentumista. Kaperonien avulla ohjataan a-renkaiden muodostumista, minkd jédlkeen [-
alayksikot integroidaan a-renkaaseen yksitellen ja lopulta puoliproteasomin dimerisaation avulla
muodostetaan kokonainen 20S-proteasomi. Kaperonien vapauttaminen tai hajotus rakenteesta
sekd P-alayksikdiden propeptidien autokatalyyttinen prosessointi aktivoivat 20S-proteasomin
proteolyyttisen aktiivisuuden. Proteasomin kokoonpanomekanismi siséltdd vield monia epéselvia
kohtia, minké takia kokoonpanoon vaikuttavien sditelytekijoiden ja kokoonpanomekanismin
tutkiminen on tarkedd myo0s tulevaisuudessa.

Asiasanat: 20S-proteasomi, proteasomi, treoniiniproteaasi, propeptidi, kaperoni, aktiivinen
keskus,  proteolyysi,  proteasomiaktivaattori, = immunoproteasomi,  tymoproteasomi,
sekaproteasomi, ubikitinaatio
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1 Johdanto

Proteasomit ovat monikatalyyttisia proteaasikomplekseja, joiden tehtdvand on ylldpitdd solun
homeostaasia hydrolysoimalla solunsisdisten proteiinien peptidisidoksia (Fabre ja muut 2014a;
Kim ja muut 2023). Proteolyyttisen aktiivisuuden avulla kohdeproteiinit pilkotaan lyhyiksi
peptideiksi, jotka ovat yleensd 3-23 aminohappoa pitkid (Kim ja muut 2023). Proteasomeja
esiintyy kaikissa eukaryooteissa ja joissakin prokaryooteissa. Bakteereissa ainoastaan
Actinomycetales-lahkon organismeilla esiintyy proteasomeja, mutta muissa bakteereissa, kuten
esimerkiksi Escherichia colissa, esiintyy proteasomin rakenneyksiko6itd muistuttavia
treoniiniproteaaseja. Lisdksi joissakin arkeoneissa esiintyy myds proteasomeja. (Murata ja muut
2009; Ramos ja muut 2004.) Tassd tutkielmassa keskitytddn eukaryoottien, erityisesti

nisékkdiden, 20S-proteasomiin ja sen toimintaan.

Proteasomit ovat osa proteiinien laadunvalvontajarjestelmad (Protein Quality Control, PQC),
joka siséltda proteasomien lisdksi muita proteaaseja, kaperoneja sekd autofagosytoosin (Li ja
muut 2022). Haitallisten proteiinimuotojen, kuten véérinlaskostuneiden, avautuneiden tai
vaurioituneiden proteiinien, poistaminen solusta on elintirkedd solun homeostaasin
ylldpitdmiseksi. Solun erilaiset stressiolosuhteet, kuten oksidatiivinen stressi, aiheuttavat
proteiinien vidrinlaskostumista sekd avautumista, mikd voi johtaa solulle haitallisten
proteiiniaggregaattien muodostumiseen (Kim ja muut 2023; Shringarpure ja muut 2001).
Erityisesti oksidatiivisesta stressistd johtuva proteiinien vaurioituminen liittyy nisdkkailla
ikddntymiseen ja erilaisiin hiiridtiloihin, kuten neurodegeneratiivisiin sairauksiin ja syOpdin
(Jung ja muut 2014; Kragness ja Trader 2023; Raynes ja muut 2016; Shringarpure ja muut 2001).
Oksidatiivisesti modifioituja proteiineja muodostuu, kun proteiinit altistuvat erilaisille vapaille
radikaaleille, muun muassa reaktiivisille happilajeille. Erityisesti rikkid siséltdvit aminohapot,
kuten kysteiini ja metioniini, ovat herkkid oksidatiiviselle vauriolle (Shringarpure ja muut 2001).
Hapettumisen myota proteiinin sekundaarinen ja tertiddrinen rakenne muuttuvat, jolloin proteiinin
hydrofobiset rakenteet paljastuvat, minké jdlkeen proteasomit voivat tunnistaa ja hajottaa ne

(Davies 2001; Jung ja Grune 2008; Raynes ja muut 2016).

Proteasomi-termilld viitataan erilaisiin komplekseihin, joilla kaikilla on yksi yhteinen tekija: 20S-
proteasomi. Kompleksit eroavat toisistaan niihin kiinnittyvilli proteasomiaktivaattoreilla
(proteasome activators, PA), jotka voivat kiinnittyd 20S-proteasomin molempiin tai ainoastaan
toiseen pddhdn (Budenholzer ja muut 2017; Kim ja muut 2023). Mikéli 20S-proteasomiin
kiinnittyy kaksi erilaista aktivaattoria, puhutaan télloin hybridiproteasomista (Budenholzer ja

muut 2017).

Eukaryoottisoluissa vapaa 20S-proteasomi pystyy itsendisesti ja valikoivasti hajottamaan
substraatteja (Abi Habib ja muut 2020: Myer ja muut 2018; Raynes ja muut 2016; Shringarpure
ja muut 2001), mutta proteasomin toimintaa voidaan sdéddelld erilaisten aktivaattorien avulla.

Yleisimmin tutkittu aktivaattori on 19S RP (regulatory particle, PA700), joka tunnistaa
2



ubikitiinilla leimattuja proteiineja. On osoitettu, ettd 19S RP on aktivaattoreista yleisin kaikissa
solulinjoissa, ja noin 21-35 % kaikista proteasomeista siséltdd kyseisen aktivaattorin (Fabre ja
muut 2014a,b). 19S RP voi kiinnittyd 20S-proteasomiin joko yhdestd tai molemmista paista,
muodostaen 26S- tai 30S-holoentsyymin (Sahu ja Glickman 2021). Usein tieteellisissi
artikkeleissa ndistd kahdesta puhutaan pelkéstién 26S-proteasomina, ja tdssé tutkielmassa tullaan

myds viittaamaan 26S-proteasomiin.

Muita eukaryoottisen solun proteasomin aktivaattoreita ovat PA28 (11S) ja PA200 (hiivassa
Blm10) (Fabre ja muut 2014a; Sahu ja Glickman 2021; Tanahashi ja muut 2000). Nisékassoluissa
PA28-aktivaattorista on pystytty tunnistamaan kolme erilaista homologista muotoa (PA28afy).
PA28a ja PA28B muodostavat yhdessé erilaisia heterohepta- tai heteroheksameerisid rakenteita
(a3PB3, a3p4, a4p3), joita esiintyy ldhinnd solulimassa (Kim ja muut 2023; Tanahashi ja muut
2000). PA28ap-20S-proteasomikompleksin esiintyminen vaihtelee (1-14 %) solulinjan mukaan
(Fabre ja muut 2014a,b). PA28y muodostaa homoheptameerisen rakenteen, jota esiintyy lahinni
tumassa (Kim ja muut 2023). PA200-aktivaattorista on kolme erilaista muotoa, joista ainoastaan
yksi on vuorovaikutuksessa 20S-proteasomin kanssa (Fabre ja muut 2014a). Sekd PA200 ettd
PA28 voivat muodostaa yhdessd 19S RP:n kanssa hybridiproteasomin (Kim ja muut 2023,
Tanahashi ja muut 2000). Molemmat aktivaattorit kykenevit avustamaan ainoastaan pienten
peptidien hydrolyysissa (Kim ja muut 2023; Stadtmueller ja Hill 2011). PA200 ja PA28y
muodostamia 20S-proteasomikomplekseja esiintyy solussa alle 5 % kaikista proteasomeista,
mutta niiden maérdn on havaittu nousevan, kun soluun kohdistetaan stressitekijoitd (Fabre ja muut

2014a,b).

Ubikitinaatio on yksi yleisimmistd reversiibeleistd post-translationaalisista modifikaatioista
(post-translational modification), jonka avulla ATP-riippuvainen 26S-proteasomi tunnistaa ja
hajottaa vadrinlaskostuneet tai avautuneet proteiinit (Fabre ja muut 2014a; Li ja muut 2022).
Ubikitinaatiossa  substraattiproteiinin ~ N-terminaaliseen  pédhén  liitetddn  yksittdinen
ubikitiinimolekyyli tai polyubikitiiniketju, jonka avulla proteasomit voivat tunnistaa substraatin.
Arviolta noin 80 % solun proteiineista hajotetaan 26S-proteasomin avulla. (Kim ja muut 2023.)
20S-proteasomi puolestaan hajottaa ATP:sta ja ubikitiinista riippumattomalla tavalla proteiineja,
jotka ovat hapettuneita, luonnostaan rakenteettomia tai sisdltdvét rakenteettomia alueita
(intrinsically disordered proteins/regions, IDP/R) (Davies 2001; Kim ja muut 2023; Liu ja muut
2003). Tallaisia proteiineja ovat muun muassa p21, p53, tau ja a-synukleiini, jotka kaikki liittyvét
erilaisiin sairauksiin (Ben-Nissan ja Sharon 2014). 20S-proteasomin kyky hajottaa kyseisiad
proteiineja viittaa sithen, ettd IDP/R:114 ja oksidatiivisilla proteiineilla on spesifejd ominaisuuksia,
joiden avulla ne ohjautuvat suoraan 20S-proteasomiin edistden niiden hajotusta (Liu ja muut
2003). 20S-proteasomi pystyy esimerkiksi tunnistamaan erityisesti hapettuneiden proteiinien

hydrofobiset rakenteet ja titen pilkkomaan ne (Davies 2001; Raynes ja muut 2016). Lisdksi Sahu



tyoryhmineen (2021) havaitsi, ettd substraattiin kiinnitetty ubikitiini voidaan hajottaa yhdessa

substraatin kanssa 20S-proteasomilla.

Useiden tutkimusten mukaan 20S-proteasomilla on merkittava rooli IDP/R:n ja oksidatiivisten
proteiinien hajotuksessa, kun soluun kohdistetaan stressitekijoitd (Davies 2001; Liu ja muut 2003;
Raynes ja muut 2016; Sahu ja muut 2021). Sen on chdotettu toimivan niin sanottuna
hitdproteasomina (Jung ja Grune 2008; Jung ja muut 2014; Myers ja muut 2018). Tdma voi johtua
siitd, ettd oksidatiivisen stressin aikana 26S-proteasomi on labiilimpi kuin 20S-proteasomi, ja 26S
dissosioituu 19S RP:ksi ja 20S-proteasomiksi (Abi Habib ja muut 2020; Ben-Nissan ja Sharon
2014; Kim ja muut 2023; Sahu ja Glickman 2021). Oksidatiivisen stressin jilkeen 26S-
proteasomin mééra solussa nousee jélleen sitd edeltiaville tasolle (Abi Habib ja muut 2020). Tama
viittaa siithen, ettd 26S- ja 20S-proteasomit toimivat enemminkin toisiaan tdydentdvini
mekanismeina, kun solu pyrkii sopeutumaan muuttuviin olosuhteisiin. Suurin osa solun
proteasomeista esiintyy vapaana 20S-proteasomina (noin 50 %) solulinjasta riippumatta (Sahu ja
Glickman 2021). Tama viittaa siihen, ettd solu pystyy nopeasti mukauttamaan proteolyyttista
toimintaansa tarpeiden mukaan, kun soluun kohdistetaan stressitekijoitd. On kuitenkin vield
epéselvdd, miten 20S-hajotusmekanismi aktivoituu ja miksi vapaan 20S-proteasomin osuus

solussa on niin suuri.

20S-proteasomin rakenteen ja sen kokoonpanoon vaikuttavien sédételytekijoiden tutkiminen on
tarkedd useasta syystd. 20S-proteasomin merkitys solujen homeostaasin ylldpidossa on tirkeda,
silld se auttaa ymmartdmaan solujen kykya sopeutua erilaisiin vallitseviin olosuhteisiin. Lisdksi
20S-proteasomin rooli monissa hiiridtiloissa, kuten syOvdssd tai neurodegeneratiivissa
sairauksissa, korostaa 20S-proteasomin tutkimuksen merkitystd uusien hoitokeinojen
kehittdmisessa. Tutkimalla 20S-proteasomin rakenteellisia yksityiskohtia ja
kokoonpanomekanismia, saadaan arvokasta tietoa, joka voi tukea lddketieteellistd tutkimusta.
Téssd tutkielmassa keskitytdédn eukaryyottien, erityisesti nisdkkdiden, 20S-proteasomin
rakenteelliseen analyysiin. Lisdksi tarkastellaan nykytiedon perusteella 20S-proteasomin

kokoonpanomekanismia ja kokoamista ohjaavien sdételytekijéiden roolia mekanismissa.



2 20S-proteasomi

2.1 20S-proteasomin rakenne ja aktiiviset keskukset

20S-proteasomin (~750 kDa) rakenne on konservoitunut ja se koostuu 28 alayksikosté, jotka
jérjestiytyvét neljiksi homologiseksi renkaaksi. Renkaat asettuvat paallekkédin niin, ettd kaksi 8-
rengasta (B1-B7) sijaitsee rakenteen keskelld, ja a-renkaat (a1-0.7) sijoittuvat rakenteen molempiin
paihin muodostaen onton ja sylinteriméisen a;fB-B707-rakenteen (kuva 1A). (Fabre ja muut 2014a;
Tanahashi ja muut 2000; Tanaka 2009.) Rakenteen perusteella on havaittu, ettd dimeerisen
proteasomin af-renkaiden kaikki al- ja f1-alayksikdt ovat linjassa keskenddn, ja renkaiden muut
alayksikot kiertdvit vastakkaisiin suuntiin (kuva 1A) (Sahu ja Glickman 2021). Kuvasta 1B
ndhdadn, ettd 20S-proteasomissa on kolme kammiota (chamber): kaksi eteiskammiota
(antechamber) rakenteen molemmissa pdissa ja yksi keskella sijaitseva proteolyyttinen kammio

(central catalytic chamber), joka muodostuu p-alayksikoistd (Sahu ja Glickman 2021).

a-renkaiden tehtdvand on sdddelld substraatin sisddnpddsyd proteasomin sisdosaan, kun taas -
renkaat muodostavat proteasomin katalyyttisen keskuksen. Ainoastaan B1-, B2- ja f5-alayksikot
ovat proteolyyttisesti aktiivisia ja kykenevédt hydrolysoimaan proteiinien peptidisidoksia.
(Budenholzer ja muut 2017; Kim ja muut 2023.) Jokainen proteolyyttisesti aktiivinen [-
alayksikko hajottaa peptidisidoksen tietystd kohtaa substraattia. Aktiivisten keskusten S1-
taskujen (S7-pockets) rakenteelliset ominaisuudet vaikuttavat proteasomin kykyyn tunnistaa
tiettyjd peptidisekvenssejd (Abi Habib ja muut 2022). Bl-alayksikkd, jolla on peptidyyli-
glutamyyli-peptidihydrolyysi-aktiivisuus  (peptidyl-glutamyl  peptide-hydrolyzing  activity,
PGPH), kéyttdd Sl-taskun pohjalla sijaitsevaa positiivisesti varautunutta arginiinia (Arg4S5)
hydrolysoidakseen peptidisidoksen happamien aminohappojen C-terminaalisesta padstd. B2-
alayksikolld on puolestaan trypsiinin kaltainen aktiivisuus (trypsin-like activity), ja S1-taskun
glysiinin (Gly45) tai negatiivisesti varautuneen aspartaatin (Asp55) avulla alayksikko pilkkoo
peptidisidokset eméksisen aminohapon karboksyyliryhmén puolelta. $5-alayksikdn S1-taskun
metioniini (Met45) mahdollistaa hydrofobisten aminohappojen jilkeisten peptidisidosten
katkaisun kymotrypsiinin kaltaisen aktiivisuuden (chymotrypsin-like activity) avulla. (Kim ja

muut 2023; Marques ja muut 2009; Serrano-Aparicio ja muut 2022; Tanaka 2009.)

Proteasomin [-renkaat jarjestdytyvit pddllekkdin siten, ettd ainoastaan [1-alayksikdt ovat
kohdakkain. Koska kaksi muuta Kkatalyyttista alayksikkOparia eivdt sijaitse rakenteessa
paallekkain, muodostuu B-renkaiden rakenteeseen aukko, jossa ei ole proteolyyttista aktiivisuutta.
Kun verrataan eukaryoottisen 20S-proteasomin p-renkaiden rakennetta ja katalyyttista
aktiivisuutta esitumallisten 20S-proteasomeihin, havaitaan, ettd esitumallisilla kaikki neljitoista
B-alayksikkod ovat seké rakenteeltaan ettd proteolyyttiselta aktiivisuudeltaan samanlaisia. On siis
mahdollista, ettd evoluution aikana eukaryoottien 20S-proteasomien rakenne on muuttunut siten,

ettd ndmé aukot mahdollistavat pidempien peptidien muodostumisen. Niité peptidejd voidaan



myOhemmin hyddyntdd esimerkiksi solusignaloinnissa. (Budenholzer ja muut 2017; Sahu ja

Glickman 2021.)

B-renkaan aktiiviset keskukset ovat treoniiniproteaaseja, joissa kunkin B-alayksikon N-
terminaalisessa péddssd sijaitseva konservoitunut treoniini (Thr, T) toimii nukleofiilina
hydroksyyliryhménsd ansiosta (Budenholzer ja muut 2017; Kim ja muut 2023). Nami (-
alayksikot aktivoidaan niiden N-terminaalisen propeptidien autokatalyyttisen hajotuksen avulla,
miké paljastaa proteolyyttisesti aktiivisen treoniinin. Propeptidien péiasiallisena tehtivdnd on
suojata N-terminaalista treoniinia asetylaatiolta ja auttaa proteasomin alayksikoitd niiden

oikeanlaisessa laskostumisessa ja kokoonpanossa (Kisselev ja muut 2000).

proteolyyttinen
. (-
kammio

eteiskammio

Kuva 1. Ihmisen 20S-proteasomin rakenne. (A) 20S proteasomin a7f37p707-rakenne, jossa ylempi af-rengas kiertda
vastapdivadn ja alempi af-rengas kiertdd myotdpdivadn. Renkaiden al/B1/B1/al-alayksikot ovat linjassa keskendén.
Jokainen alayksikko on kuvattu omalla varilla: B7 (keltainen), 6 (magenta), B5 (oranssi), 4 (syaani), 3 (punainen),
B2 (sininen), B1 (vihred), a7 (lohenpunainen), a6 (vaaleansininen), a5 (vaaleankeltainen), a4 (vaaleanpunainen), o3
(vaaleanvihred), o2 (vaaleanoranssi), al (vaaleansyaani). (B) 20S-proteasomin ontto rakenne, josta n#hddén
molemmissa péissd sijaitsevat eteiskammiot ja keskelld sijaitseva proteolyyttinen kammio, jossa proteiinit hajotetaan.
20S-proteasomin malli on tehty kéyttden PyMOL-ohjelmaa (The PyMOL Molecular Graphics System 2.4.1,
Schrédinger, LCC) perustuen aiemmin julkaistuun kiderakenteeseen (1.8 A, Schrader ja muut 2016).

Eukaryoottien katalyyttisessa keskuksessa sijaitsee treoniinin (Thrl, T1) liséksi kaksi muuta
konservoitunutta aminohappoa: asparagiinihappo (Aspl7, D17) ja lysiini (Lys33, K33) (Marques
jamuut 2009). Lisdksi ldhelld katalyyttista treoniinia sijaitsevat seriinit (Ser129, S129 ja Ser169,
S169) ja asparagiinihappo (Aspl166, D166) stabiloivat treoniinin konformaatiota vetysidoksien
avulla (Marques ja muut 2009). Huber ja tydryhmé (2016) ovat osoittaneet, ettd kyseinen Thr-
Lys-Asp-ryhmé on kriittinen tekijd sekd autokatalyyttisessa prosessoinnissa ettd substraattien
proteolyysissa. On ehdotettu, ettd autokatalyyttisessa prosessoinnissa vesimolekyyli tai lysiinin
(K33) amiiniryhmi, joka sijaitsee treoniinin liheisyydessi (2.7 A), deprotonoi treoniinin
hydroksyyliryhmén (Huber ja muut 2016). Zhou tyéryhmineen (2023) on lisdksi osoittanut, ettd
D17:n polaarisuus edistdd K33:n protonaatiota. Deprotonoitunut treoniinin (T10y)

hydroksyyliryhma toimii nukleofiilina hyokaten viereisen glysiinin (Gly-1, G-1) aminohapon



karbonyylihiileen, jolloin muodostuu tetrahedraalinen oksatsolidiini-vélituote. Glysiinin (G-1)
amiiniryhmé toimii reaktiossa oksianioniaukkona (oxyanion hole), stabiloiden negatiivisesti
varautuneen vilituotteen. Seuraavaksi treoniinin amiiniryhmi hyokkdd seriinin (S129)
hydroksyyliryhméan, joka puolestaan hyokk&éd asparagiinihapon (D166) hydroksyyliryhméén,
muodostaen uuden vetysidoksen aminohappojen vilille. Lopuksi treoniinin amiiniryhmi
polarisoi  vesimolekyylin, joka hyokkdd muodostuneen asyylientsyymi-vélituotteen
karbonyylihiileen, vapauttaen N-terminaalisen treoniinin G-1:std. (Huber ja muut 2016.) Huber
tyoryhmineen (2016) on my0s osoittanut, ettd substraatin proteolyysissa tapahtuu ldhes
samankaltainen reaktio kuin autokatalyyttisessa prosessoinnissa. Kemialliset reaktiomekanismit

on esitetty kuvassa 2.

1. vilituote K 2. vilituote

A

H20

/ H H20



Kuva 2. 20S-proteasomin aktiivisten keskusten reaktiomekanismit. (A) Autakatalyyttinen prosessointi.
Proteasomin B-alayksikéiden aktivointi (B1, B2, B5) N-terminaalisen propeptidin autokatalyyttisella hajotuksella.
Reaktiossa lysiini (K33) deprotonoi treoniinin (T1) hydroksyyliryhmén, joka hyokkdd glysiinin (G-1)
karbonyylihiileen muodostaen tetrahedraalisen oksatsolidiini-vélituotteen (1. vélituote). G-INH toimii
oksianioniaukkona, stabiloiden negatiivisesti varautuneen vélituotteen. TINH hyokkdd seriinin (S129)
hydroksyyliryhméén, joka puolestaan hyokkaa vieressé olevaan asparagiinihapon (D166) hydroksyyliryhméén. Télloin
peptidisidos katkeaa ja muodostuu asyylientsyymi-vélituote (2. vélituote), johon T1NH2:n polarisoima vesimolekyyli
hyokkad. Seurauksena on N-terminaalisen treoniinin vapautuminen G-1:sta. Arginiini (R190) yhdessd muiden
aminohappojen kanssa stabiloi katalyyttisen treoniinin konformaatiota. (B) Proteolyysi. Substraatin proteolyyttinen
hajotus B-alayksikon (B1, 2, B5S) aktiivisen keskuksen toimesta. T1:n deprotonoitu hydroksyyliryhma hyokkaa
katkaistavan peptidisidoksen karbonyylihiileen. Katkenneen peptidisidoksin amiiniryhmé vastaanottaa T1NHs:1ta
vedyn, jolloin deprotonoitu T1NH2 polarisoi vesimolekyylin asyylientsyymin hydrolyysia varten. Kuva on mukailtu
artikkelissa Huber ym. (2016) esitetystd kuvasta.

2.2 20S-proteasomin alatyypit

Nisidkéssolujen 20S-proteasomista on pystytty selvittiméén kuusi erilaista kiderakennetta. Néissd
rakenteissa B1-, B2- ja f5-alayksikot on korvattu niiden homologisilla alayksikéilla (B1i, 21, B5i,
B5t). Yhtend 20S-proteasomin rakennevarianttina on immunoproteasomi, jota esiintyy padasiassa
immuunisoluissa, kuten T- ja B-soluissa sekd antigeenié esittelevissi soluissa. (Abi Habib ja muut
2022.) Sen on havaittu esiintyvén erityisesti PA28af-proteasomiaktivaattorin kanssa (Rackova ja
Csekes 2020). Immunoproteasomissa B-alayksikot on korvattu Bli-, B2i- ja BSi-alayksikoilla,
miké lisdd proteasomin kymotrypsiinin ja trypsiinin kaltaista aktiivisuutta (Abi Habib ja muut
2022). Tamian seurauksena proteasomit tuottavat enemmén antigeenipeptidejd, joiden C-
terminaalisessa padssd on hydrofobinen tai emiksinen aminohappo. Luokan I MHC (major
histocompatibility complex) proteiinit suosivat tdmankaltaisia peptidejd, mikd edistdd solun
immuunivastetta (Tanaka 2009). Hajotetut antigeenipeptidit liitetddn MHC luokan I molekyylien
pinnalle solulimakalvostolla, minki jilkeen kompleksia esitelldén sytotoksisille T-soluille. On
havaittu, ettd PSi-alayksikon Sl1-taskun metioniinin (Met45) ja glutamiinin (GIn53) van der
Waals-vuorovaikutukset suurentavat S1-taskun kokoa, minké takia S1-taskuun mahtuu suurempia
hydrofobisia substraatteja. (Abi Habib ja muut 2022.) Bi-alayksikdiden esiintymiseen vaikuttavat
stressiolosuhteet, erityisesti oksidatiivinen stressi, sekd tulehdussytokiinin esiaste (pro-
inflammatory cytokines), kuten interferonit (INF-y/a/p) ja tuumorinekroositekija (tumor necrosis
factor, TNF) (Abi Habib ja muut 2022; Murata ja muut 2018). Tutkimuksessa on lisidksi 16ydetty
todisteita siité, ettd BS5i-alayksikkolld on merkittidva rooli hapettuneiden proteiinien pilkkomisessa

(Abi Habib ja muut 2020).

20S-proteasomista on havaittu rakenteita, joissa vain osa proteolyyttisesti aktiivisista [-
alayksikoisti on korvattu homologisilla Bi-alayksiko6illd. Taménkaltaisia proteasomeja kutsutaan
sekaproteasomeiksi (mixed/intermediate proteasomes) ja niitd esiintyy kahdessa pdamuodossa:
ensimmaisessd muodossa esiintyy Pl-, p2- ja P5i-alayksikoitd, kun taas toisessa muodossa
esiintyy Bli-, f2- ja pSi-alayksikoitd. (Abi Habib ja muut 2022; Kim ja muut 2023.) Naiiden
proteasomimuotojen olemassaolo lisdd peptidien monimuotoisuutta antigeenien esittelyssi

(Budenholzer ja muut 2017). Lisdksi on pystytty keinotekoisesti rakentamaan erilaisia



proteasomiyhdistelmid B- ja Pi-alayksikoistd, mutta niiden luonnollista esiintymistd soluissa ei

ole pystytty vahvistamaan (Abi Habib ja muut 2022).

Kateenkorvan kuorikerroksen epiteelisoluissa (cortical thymic epithelial cells, cTECs) esiintyvéin
tymoproteasomin B-renkaan katalyyttisesti aktiiviset B-alayksikot on korvattu Bli-, f2i ja B5t-
alayksikoilld (Kim ja muut 2023). Rakenteessa esiintyvd PSt-alayksikké on homologinen B5-
alayksikolle, ja sen on havaittu alentavan kymotrypsiinin kaltaista aktiivisuutta verrattuna p5- tai
BS5i-alayksikoihin (Abi Habib ja muut 2022; Tanaka 2009). Taméd viittaa siihen, ettd
tymoproteasomin avulla lisdtddn luokan I MHC proteiineihin kiinnittyvien peptidien
monimuotoisuutta, ja siten vaikutetaan T-lymfosyyttien esiasteiden kehitykseen kateenkorvassa.
Tutkimustulokset osoittavatkin, ettd tymoproteasomilla on tirked rooli CD8+-T-lymfosyyttien
positiivisessa valinnassa tuottamalla sellaisia peptidejd, jotka johtavat alhaisen affiniteetin
sitoutumiseen T-solureseptorin (TCR) ja MHC-peptidikompleksin valilld (Nitta ja muut 2010;
Sasaki ja muut 2015; Takada ja muut 2015).

20S-proteasomista on myods vaihtoehtoisia rakennemuotoja, joissa a-alayksikoitd on korvattu
niiden homologeilla. Téllaisia esimerkiksi ovat spermatoproteasomit, joissa a4-alayksikkd on
korvattu homologisella o4s-alayksikolld. Tdméa alayksikon vaihdos ei kuitenkaan vaikuta
proteasomin katalyyttiseen aktiivisuuteen, silld B-renkaan alayksikot pysyvit standardeina.
Spermatoproteasomeja  esiintyy  urospuolisen  nisdkkddn  sukusoluista  kehittyvissa
spermatosyyteissa ja silli on keskeinen rooli spermatogeneesissid. (Abi Habib ja muut 2022;
Budenholzer ja muur 2017.) Drosophila-suvun mahlakarpasten hedelmaéllisyyteen vaikuttavat
puolestaan kivesspesifiset proteasomit, joissa o6-alayksikkd on korvattu a6T-alayksikolld

(Budenholzer ja muur 2017).



3 20S-proteasomin kokoonpano

20S-proteasomin kokoaminen on tarkkaan siddelty, monivaiheinen prosessi, jossa a- ja [-
alayksik6t muodostavat sylinterimdisen ja onton rakenteen. Tdssd prosessissa [-
propeptidialayksikot kéyvat ldpi autokatalyyttisen prosessoinnin, mikd on edellytys 20S-
proteasomin aktivoitumiselle. a- ja B-alayksikdiden jérjestys renkaissa on esitetty kuvassa 3.
Eukaryoottisen proteasomin kokoonpanon avustavina tekijoind ovat kaksi konservoitunutta
heterodimeeristd kaperonia, hiivan Pbal-Pba2 ja Pba3-Pba4 (ihmisen PAC1-PAC2 ja PAC3-
PAC4), sekd konservoitunut Umpl-kaperoni (ubiquitin-mediated proteolysis; ihmisen hUmpl,
POMP). (Budenholzer ja muut 2017; Kim ja muut 2023; Murata ja muut 2009.)

On ehdotettu, ettd proteasomin kokoonpano tapahtuu kolmessa paddvaiheessa. Ensimmaisessi
vaiheessa Pbal/2- ja Pba3/4-kaperonit avustavat o-alayksikoitd renkaan muodostamisessa.
Toisessa vaiheessa P-alayksikot kiinnitetdén vaiheittain a-renkaaseen, jolloin muodostuu kaksi
puoliproteasomia, jotka viimeisessd vaiheessa dimerisoituvat kokonaiseksi 20S-proteasomiksi.
Tamén prosessin aikana muodostuu 13S-kompleksi, joka siséltdd a-renkaan (al1-7), kolme f-
alayksikkod (2-4), Pbal/2 sekd Umpl-kaperonin. 13S-kompleksin muodostuminen edellyttad
Pba3/4-kaperonien poistamista rakenteesta. 15S-kompleksi muodostuu, kun B1-, B5- ja P6-
alayksikot kiinnitetdén rakenteeseen. f7-alayksikko kiinnitetdéin viimeisend, jolloin muodostuu

puoliproteasomi.  Viimeisessd vaiheessa  [-alayksikdiden  propeptidit prosessoidaan

autokatalyyttisesti ja kaperonit vapautetaan rakenteesta. (Schnell ja muut 2021.)

Kuva 3. Ihmisen 20S proteasomin a- ja f-renkaat. (A) 20S proteasomin heptameeriset -renkaat, joiden alayksikot
kiertdvat vastakkaisiin suuntiin. Alayksikoiden vérit: B7 (keltainen), f6 (magenta), B5 (oranssi), f4 (syaani), B3
(punainen), 2 (sininen), B1 (vihred). f7-alayksikon pitkd C-terminaalinen hénti ulottuu vastakkaisen B-renkaan B1:n
ja B2:n viliseen rajapintaan. B2-alayksikon pitkd C-terminaalinen hinté kietoutuu $3:n ympdrille. (B) 20S proteasomin
B-rengas ylhdiltd kuvattuna. (C) 20S proteasomin heptameerinen a-rengas ylhédltd kuvattuna. Alayksikdiden virit: o7
(lohenpunainen), 06 (vaaleansininen), o5 (vaaleankeltainen), o4 (vaaleanpunainen), o3 (vaaleanvihred), o2
(vaaleanoranssi), al (vaaleansyaani). a3-alayksikon pitkd N-terminaalinen hénti ulottuu o-renkaan aukon keskelle.
Kuvat on tehty kdyttden PyMOL-ohjelmaa (The PyMOL Molecular Graphics System 2.4.1, Schrodinger, LCC)
perustuen aiemmin julkaistuun kiderakenteeseen (1.8 A, Schrader ja muut 2016).
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3.1 oa-rengas

Eukaryoottisen 20S-proteasomin kokoaminen alkaa heteroheptameeristen o-renkaiden
muodostamisella, mikd tapahtuu Pbal-Pba2 (PACI1/2)- ja Pba3-Pba4 (PAC3/4)-kaperonien
avustuksella ennen B-alayksikodiden kiinnittymistd o-renkaaseen (Budenholzer ja muut 2017;
Schnell ja muut 2021). Pba3/4-heterodimeeri kiinnittyy a-renkaan sille puolelle, johon B-rengas
my6hemmin kiinnitetdén. Pbal/2-heterodimeeri puolestaan kiinnittyy o-renkaan vastakkaiselle
puolelle, johon proteasomiaktivaattorit myohemmin kiinnittyvat (Schnell ja muut 2022b; Tanaka

2009).

Alayksikoiden tarkkaa jarjestystd a-renkaan kokoamisessa ei ole vield lopullisesti vahvistettu,
mutta tutkimukset ovat antaneet viitteitd mahdollisesta jirjestyksestd. On ehdotettu, ettd Pba3/4
(PAC3/4) -kaperonit avustavat a4-7-alayksikoitd muodostamaan valikompleksin, johon loput a-
alayksikot kiinnittyvét (Kusmierczyk ja muut 2008; Wu ja muut 2018). Tutkimukset osoittavat,
ettd Pba3/4-kaperonikompleksi on spesifissd vuorovaikutuksessa aS-alayksikdn kanssa, miké
edesauttaa a4-7-vilikompleksin muodostumista (Kusmierczyk ja muut 2008; Takagi ja muut
2014; Yashiroda ja muut 2008). T4té viittimaa tukee havainto Pba3-Pba4-a5-kiderakenteesta (2.9
A) seki tieto siiti, ettid Pba3/4-kaperonit edistivit o4- ja a5-alayksikdiden kiinnittymisti toisiinsa
a-renkaan kokoamisprosessin aikana (Takagi ja muut 2014; Yashiroda ja muut 2008). Pba3/4-
kaperonit irrotetaan kuitenkin a-renkaasta ennen 13S-kompleksin muodostumista, koska Ump1-
kaperonin kiinnittyminen a7- ja al-4-alayksikoihin aiheuttaa steerisen esteen Pba4-kaperonin
kanssa (Schnell ja muut 2021). On myds ehdotettu, ettd f4-alayksikon (Budelholzer ja muut 2017)
tai B3-alayksikon (Hirano ja muut 2008) kiinnittyminen a-renkaaseen aiheuttaa steerisen esteen

Pba3/4:n kanssa, mutta ndistd vaihtoehdoista ei ole vield muodostettu yhteistd konsensusta.

a-renkaan kokoonpanoa avustaa my0s toinen kaperonipari Pbal-Pba2 (PACI-PAC2), jonka
padtehtdvdnd on stabiloida o-rengasta 20S-proteasomin kokoonpanon aikana sekd estdd
ennenaikainen dimerisaatio toisen a-renkaan tai proteasomiaktivaattorin kanssa (Budenholzer ja
muut 2017; Schnell ja muut 2021). Pbal/2-kaperonit kiinnittyvit muodostuvaan a-renkaaseen
samalla tavalla kuin 19S RP ja PA200. Kiinnittyminen tapahtuu Pbal/2-kaperonien C-
terminaalisen padn HbYX-motiivin (hydrophobic-tyrosine-any amino acid) avulla. Pbal-
kaperonin HbYX-motiivi kiinnittyy o5-a6-alayksikoiden viliseen tilaan, kun taas Pba2-
kaperonin HbYX-motiivi kiinnittyy a6-a7-alayksikéiden véliseen tilaan (Budenholzer ja muut
2017; Fabre ja muut 2014; Schnell ja muut 2022a). Pbal-kaperonin N-terminaalinen paa
puolestaan sukeltaa muodostuvan proteasomin sisdosaan o-renkaan aukosta, ja on
vuorovaikutuksessa Ump1:n, B5-propeptidin ja jokaisen a-alayksikon kanssa (Schnell ja muut
2021). Pbal/Pba2 sitoutuu 20S-proteasomin esiasteeseen huomattavasti tiukemmin kuin 20S-
proteasomiin (Budenholzer ja muut 2017). Tdméin on ehdotettu johtuvan HbYX-motiiveista
(Budenholzer ja muut 2017) tai Pbal-kaperonin assosiaatiosta Ump1:n ja B5-propeptidin kanssa

20S-proteasomin kokoonpanon aikana (Schnell ja muut 2021).
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al-3-alayksikdiden liittimismekanismi a4-7-vdlikompleksiin on vield epdselvd. On havaittu
kuitenkin, ettd al1- ja a3-alayksikot voidaan liittdd yksindén valikompleksiin, mutta a2-alayksikon
kiinnittyminen on riippuvainen al-alayksikostd. a2-alayksikon kiinnittyminen vélikompleksiin
on sdddelty siten, ettd se on liitettdva al-alayksikon jélkeen. (Watanabe ja muut 2022; Wu ja muut
2018.) Schnell tydryhmineen (2022a) havaitsivat, ettd Pbal-kaperonin N-terminaalinen pii on
vuorovaikutuksessa al-3-alayksikdiden kanssa, jolloin on mahdollista, ettd Pbal/2-kaperonit

avustavat kyseisten alayksikoiden liittdmisessd o4-7-vilikompleksiin.

Marshall tydryhmineen (2020) 16ysi hiljattain lituruohosta (Arabidopsis thaliana) proteasomiin
sidonnaisen kaperonin (PBACS), jonka C-terminaalisessa paéssid on HbY X-motiivi ja se sitoutuu
ad-a5-alayksikdiden viliseen taskuun. PBACS5:n on havaittu muodostavan heterotrimeerin
PACI1-PAC2-kompleksin kanssa. Tdmé viittaa siihen, ettd PBACS5-kaperonilla on rooli 20S-
proteasomin kokoonpanossa. Kyseisen kaperonin toimintaa ei kuitenkaan ole vield méaéritetty,
mutta sen homologisia geenejd on 10ydetty kaikista kasvilajeista, useista Oomycetes-luokan

munasienista sekd joistakin sienista.

3.2 P-rengas

a-renkaan kokoamisen jilkeen [-alayksikot muodostavat renkaan. [-renkaan irrallisia
vilituotteita ei ole havaittu solussa, miki viittaa siihen, ettd B-alayksikot kiinnittyvét suoraan a-
renkaaseen (Hirano ja muut 2008). Ump1 (hUmpl) koordinoi B-alayksikdiden kiinnittymistd o-
renkaaseen ja osallistuu puoliproteasomien dimerisaatioon (Morris ja Da Fonseca 2021; Schnell
ja muut 2021; Tanaka 2009). Lisdksi useat B-alayksikdiden C-terminaaliset hénndt ja N-
terminaaliset propeptidit toimivat proteasomin kokoonpanossa molekyylinsisdisind kaperoneina
(Hirano ja muut 2008; Matias ja muut 2010). Eukaryoottisissa soluissa f1-2- ja 35-7-alayksikot
siséltavit propeptidisegmentin (Matias ja muut 2010; Schnell ja muut 2022b).

Umpl-kaperoni kiinnittyy o-renkaan samalle puolelle kuin Pba3/4-kaperonit. Se koostuu
seitsemadstd a-kierteestd, jotka kiertdvit proteasomin sisikammion ympéri muodostaen kontaktin
B2-5-, a7- ja al-4-alayksikoiden kanssa (Schnell ja muut 2022b). Kaperonin N-terminaalinen paa
sijaitsee ldahelld f6-7-alayksikodiden liittymékohtaa (Budenholzer ja muut 2017). f7-alayksikon
propeptidi vuorovaikuttavaa Ump1:n N-terminaalisen pdan kanssa in vitro (Zimmermann ja muut
2022), minké takia on ehdotettu, ettdi Ump] toimii niin sanottuna tarkistuspisteend proteasomin
kokoonpanossa. Télla tarkoitetaan sité, ettd Ump1-kaperoni varmistaa, etté kaikki alayksikot ovat
kiinnittyneend renkaaseen ennen puoliproteasomien dimerisaatiota ja mahdollisesti inhiboi B7-
alayksikon ennenaikaista kiinnittymistd. (Budenholzer ja muut 2017; Kusmierczyk ja
Hochstrasser 2008; Li ja muut 2007; Tanaka 2009; Zimmermann ja muut 2022.) Ump1-kaperonin

tarkka rooli puoliproteasomien dimerisaatiossa on kuitenkin yha epéselva.
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B2-alayksikkd kiinnittyy a-renkaaseen ensimméisend, minkd jidlkeen B3-, B4-, B5- ja po6-
alayksikot kiinnittyvit renkaaseen. Bl-alayksikkd todenndkdisimmin kiinnittyy P6-alayksikon
jilkeen, mutta sen on havaittu myos kiinnittyvin ennen p4-6-alayksikoitd. (Hirano ja muut 2008.)
Immuno- ja tymoproteasomeissa 1i- ja f2i-alayksikot kiinnittyvén a-renkaaseen ensimmaéisena.
Néma alayksikot liitetdin samanaikaisesti, ja niiden jilkeen kiinnittyvét B3- ja P4-alayksikdt,
muodostaen kyseisille proteasomeille tyypillisen 13S-kompleksin. Bli- ja P2i-alayksikdiden
kiinnittyminen on hUmp1:sta riippuvainen. (Bai ja muut 2014.) Hirano ja muut (2008) osoittivat,
ettd myos P2-alayksikdn kiinnittyminen a-renkaaseen edellyttdd hUmpl-kaperonin ldsnioloa.
Hiivassa Umpl-kaperoni kiinnittyy kuitenkin vasta f2-alayksikon kiinnittymisen jélkeen (Hirano
ja muut 2008; Yashiroda ja muut 2008). f2-alayksikon N-terminaalinen propeptidi avustaa B3-
alayksikon ja mahdollisesti myds P4-alayksikon oikeanlaisessa kiinnittymisesséd a-renkaaseen
(Ramos ja muut 2004; Schnell ja muut 2021). f2-alayksikon C-terminaalinen héntd puolestaan
stabiloi muodostuvaa rakennetta kietoutumalla B3-alayksikon ympdérille (Matias ja muut 2010;
Schnell ja muut 2021; Tanaka 2009), kuten kuvassa 3A on esitetty. f2-alayksikdiden N- ja C-
terminaaliset hdnnit ovat tdten kriittisid toiminnallisen proteasomin kokoonpanolle (Matias ja

muut 2010).

B5-alayksikon N-terminaalinen propeptidi (75 aminohappoa) on pisin B-alayksikoissa esiintyvistd
propeptideistd, ja sen on havaittu avustavan yhdessd Umpl:n kanssa puoliproteasomien
dimerisaatiota sekd propeptidien autokatalyyttista hajotusta (Li ja muut 2007; Schnell ja muut
2022b). 5-alayksikon liittdminen a-renkaaseen edellyttdéd f4-alayksikon kiinnittymistd, kun taas
B6-alayksikon kiinnittyminen vaatii B5-alayksikon propeptidin ldsnédoloa (Bai ja muut 2014;
Hirano ja muut 2008). Liséksi on havaittu, ettd f5-alayksikon kiinnittdminen 13S-kompleksiin on
proteasomin kokoonpanoprosessin yksi nopeutta rajoittavista vaiheista (Bai ja muut 2014; Hirano
ja muut 2008.) Bai tyéryhmineen (2014) osoitti, ettd immuno- ja tymoproteasomeissa B5i- ja B5t-
alayksikot voidaan liittdd muodostuvaan B-renkaaseen heti f3-alayksikon jalkeen f4-alayksikosta
riippumattomalla tavalla. p7-alayksikkoé kiinnitetddn viimeisend proteasomin alatyypisté
riippumatta, mikd kdynnistdd puoliproteasomien dimerisaation. (Bai ja muut 2014; Hirano ja

muut 2008.)

3.3 Puoliproteasomin dimerisaatio ja 20S-proteasomin aktivointi

B7-alayksikdiden C-terminaalisten pdiden 17-19 viimeistd aminohappotdhdettd kiinnittyy
vastakkaisen = 15S-kompleksin  [1-2-alayksikdiden viliin (kuva 3A), mikd johtaa
puoliproteasomien muodostumiseen. Samaan aikaan 7-alayksikkd yhdistdd ndmé muodostuneet
puoliproteasomit toisiinsa. (Hirano ja muut 2008; Ramos ja muut 2004; Schnell ja muut 2022b.)
Kyseessd olevien C-terminaalisten aminohappojen poistaminen heikentdd puoliproteasomien
dimerisaatiota, mik& johtaa 15S-kompleksien ja puoliproteasomien kertymiseen (Ramos ja muut

2004). B7-alayksikon lisdksi BS-propeptidi ja P6-alayksikdn yhdeksdn viimeistd N-terminaalista
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aminohappoa (N-terminal extension, NTE) edistivdt proteasomin kokoonpanoa. Sen sijaan

Ump1-kaperoni ja f6-propeptidi inhiboivat puoliproteasomien dimerisaatiota (Li ja muut 2007).

Puoliproteasomien dimerisaatiota seuraa [-alayksikodiden propeptidien (B1-2, B5-7) poistaminen
autokatalyyttisesti ja Ump1-kaperonin sekd PAC1-PAC2-kaperonien hajotus muodostuneen 20S-
proteasomin avulla (Hirano ja muut 2005). Hiivan Pbal-Pba2-kaperonien kohtalo kokoonpanon
jilkeen on vield epidselvd. On ehdotettu, etti Pbal/2-kaperoni irrotetaan hajotuksen sijaan
uudelleenkiyttod varten. Pbal-kaperonin affiniteetti proteasomiin heikkenee Umpl:n ja B5-
propeptidin hajottua, mikd mahdollistaisi Pbal-kaperonin irtoamisen. (Schnell ja muut 2022b.)
Pbal/2-kaperonien irrottaminen johtaisi proteasomin o-renkaan aukon sulkeutumiseen, joka
tapahtuu padasiassa a2-4-alayksikdiden N-terminaalisten pdiden avulla. Lisdksi ndma alayksikot

ovat vuorovaikutuksessa Pbal/2-kaperonien kanssa (Bajorek ja Glickman 2004; Schnell 2022a).

Kuten tutkielmassa aiemmin esitettiin (2.1), on B1-, B2- ja B5-alayksikdiden propeptidien
autokatalyyttisen prosessoinnin reaktiomekanismi tunnettu. Sen sijaan tapahtuma, joka laukaisee
tdméin reaktion puoliproteasomien dimerisaation jilkeen, on edelleen epéselvd. Liséksi 6-7-
alayksikoiden propeptidien autokatalyyttinen hajotusmekanismi on tuntematon, silld alayksikot
eivit omaa Thr-Lys-Asp-ryhmai, kuten katalyyttisen keskuksen alayksikot. On ehdotettu, ettéd
kaperonien  poistamiseen ja  aktiivisten keskusten aktivoitumiseen voi  liittyd

konformaatiomuutoksia proteasomissa (Marques ja muut 2009).

B7-alayksikon C-terminaalisen pdin aminohapot muodostavat vetysidoksia P1-alayksikon
aktiivisen keskuksen Thr-Lys-Asp-ryhmén lysiinin (Lys33) kanssa, mikd stabiloi tdmén
konformaatiota. C-terminaalisten aminohappojen poistaminen heikentdd merkittavésti B1-
alayksikon PGPH-aktiivisuutta. (Ramos ja muut 2004.) [l-alayksikon aktiivisuuden
heikentymisen ei kuitenkaan havaittu vaikuttavan 2- ja f5-alayksikoiden aktiivisiin keskuksiin,
mik4 viittaa siihen, ettd aktiivisten keskusten propeptidien autokatalyyttinen hajotus ei ole

ketjutettu reaktio. 20S-proteasomin kokoonpanomekanismi on esitetty kuvassa 4.

14



a4-7-vélikompleksi @
Umpl
15S-kompleksi @ @

20S-proteasomi

Kuva 4: 20S-proteasomin kokoonpano. Eukaryoottisolun 20S-proteasomin kokoonpanoprosessi vaiheittan
esitettynd. o4-7-alayksik6t muodostavat aluksi vilikompleksin Pba3/4-kaperonien avustuksella. Pbal/2-kaperonit
kiinnittyvét vasta, kun niiden C-terminaalisten pdiden HbYX-motiivit péddsevét kiinnittymdén a5-6- ja 06-7-
alayksikoiden vilisiin taskuihin. al1-3 liitetdén muodostuneeseen vilikompleksiin siten, ettd a2 liitetddn ol:n jilkeen.
a-renkaaseen liitetdédn ensimmadisend Ump1-kaperoni sekd B2. Pba3/4-kaperonit irtoavat rakenteesta steerisen esteen
takia joko Umpl:n, 33- tai B4-alayksikon kiinnittymisen jélkeen. B2 avustaa 3:n ja mahdollisesti B4:n kiinnittymisessa.
13S-kompleksi muodostuu, kun rakenne siséltdd al-7, f2-4, Umpl ja Pbal/2-kaperonit. Tdmén jélkeen B5, B6 ja 1
kiinnittyvét. f5:n kiinnittyminen edellyttdd p4 kiinnittymistd, kun taas B6 edellyttdd BS-propeptidin kiinnittymista. B1
voi kiinnitty4 joko B6:n jalkeen tai ennen B4-6-alayksikoitd. 15S-kompleksi muodostuu, kun rakenne siséltdad al-7, f1-
6, Umpl ja Pbal/2-kaperonit. Viimeisena lisétaén 7, joka aktivoi puoliproteasomien dimerisaation 20S-proteasomiksi.
B7:n C-terminaalinen p#dd kiinnittyy vastakkaisen 15S-kompleksin P1-2-alayksikoiden véliseen rajapintaan.
Dimerisaation jédlkeen B-alayksikéiden (B1-2, B5-7) propeptidit autokatalyyttisesti hajotetaan, Pbal/2-kaperonit
irrotetaan rakenteesta ja Ump1 hajotetaan muodostuneen 20S-proteasomin toimesta. PAC1/-kaperonit hajotetaan myds
20S-proteasomin toimesta.
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4 Yhteenveto

Téssd tutkielmassa tarkasteltiin eukaryoottien, erityisesti nisékkdiden, 20S-proteasomin
rakenteellista analyysia sekd katalyyttisten keskusten B-propeptidien autokatalyyttista hajotusta
ja substraattien proteolyysia. Lisdksi esiteltiin nykytiedon perusteella 20S-proteasomin
kokoonpanomekanismi ja kokoamista ohjaavien sditelytekijéiden rooli mekanismissa. Pbal-
Pba2 (PAC1-PAC2)-, Pba3-Pba4 (PAC3-PAC4)- ja Umpl (hUmpl)-kaperonien (Budenholzer ja
muut 2017; Kim ja muut 2023; Murata ja muut 2009) seki B-alayksikoiden C- ja N-terminaalisten
pdiden on todettu ohjaavan koordinoidusti 20S-proteasomin kokoonpanoa (Hirano ja muut 2008;
Matias ja muut 2010). 20S-proteasomin kokoonpanossa saattaa olla myods muita, vield
tuntemattomia saételytekijoitd. Esimerkiksi hiljattain lituruohosta (Arabidopsis thaliana)
loydetyn PBAC5-kaperonin on havaittu muodostavan heterotrimeerin PAC1-PAC2-kompleksin

kanssa, mutta timén toimintaa ei ole vield méaéritetty (Marshall ja muut 2020).

Kokoonpanomekanismi sisdltdd yhd monia epidselvid kohtia, ja erityisesti puoliproteasomien
dimerisaation jalkeiset tapahtumat vaativat lisdtutkimusta. Vaikka B1-, f2- ja B5-propeptidien
autokatalyyttinen prosessointireaktio on selvitetty, on f6- ja f7-propeptidien hajotusmekanismi
yhd tuntematon. Umpl-kaperoni on mielenkiintoisessa asemassa, silli sen tiedetdén olevan
vuorovaikutuksessa useamman f-alayksikon propeptidin (B2, B5, p7) kanssa. On epéselvad, miten
propeptidien autokatalyyttinen prosessointi etenee dimerisaation jilkeen ja miten propeptidit
irrottautuvat Umpl-kaperonista. Jos propeptidit eivét irrottaudu Umpl-kaperonista, on
mahdollista, ettd ne hajotetaan yhdessd Umpl-kaperonin kanssa. On myds ehdotettu, etté
muutokset konformaatiossa saattavat vaikuttaa 20S-proteasomin aktivointiin puoliproteasomin

dimerisaation jilkeen.

Korkean resoluution kiderakenteet 20S-proteasomista ja sitd avustavista sdatelytekijoistd ovat
antaneet arvokasta tietoa kokoonpanovilituotteista ja -mekanismista. Tamian lisdksi
kiderakenteita voidaan kéyttdd yhdessd muiden molekyylibiologisten tutkimusmenetelmien
kanssa 20S-proteasomin rakenteellisten ominaisuuksien ja proteasomin aktivoivien tai
inhiboivien  vuorovaikutusten = ymmaértimiseen.  Erityisesti  proteasomia  inhiboivia
ladkemolekyyleji on suunniteltu viime vuosikymmenind terapeuttiseen kayttoon, kuten
multippelia myeloomaa ja muita sy0pid varten. Proteasomin hajotustoiminnan tehostamiseen
tahtddvid menetelmid puolestaan tutkitaan ratkaisuna proteiinien védrinlaskostumiseen liittyviin

héiriétiloihin, kuten erilaisiin neurodegeneratiivisiin sairauksiin.

20S-proteasomin alayksikdiden geeneihin kohdistuvien mutaatioiden on myds havaittu
aiheuttavan erindisid sairauksia, kuten autoinflammatoriset oireyhtymit (PRAAS 1-5), Nakajo-
Nishimura-oireyhtyma (NNS) ja krooninen autoinflammatorinen ihosairaus (Chronic Atypical
Neutrophilic Dermatosis with Lipodystrophy and Elevated temperature, CANDLE). Naméi
mutaatiot ovat kohdistuneet al-, a7-, B7-, B5-, B5i-, B2i-, B1- ja Pli-alayksikoihin. Liséksi on
havaittu hUmpl- ja PAC2-kaperoneissa tapahtuvia mutaatioita, jotka estdvit 20S-proteasomin
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kokoonpanoa ja edistéen titen haitallisten proteiinien kertymisté soluun. (Schnell ja muut 2022b;
Watanabe ja muut 2022.) On mahdollista, ettd monet muutkin sairaudet liittyvét 20S-proteasomin
kokoonpanomekanismin mutaatioihin tai virheisiin. 20S-proteasomin rooli monissa sairauksissa
korostaa 20S-proteasomin tutkimuksen merkitystd sairauksien kartoittamisessa ja uusien
hoitokeinojen kehittdimisessd. Téstd syystd 20S-proteasomin rakenteen ja sen kokoonpanoon

vaikuttavien sditelytekijoiden tutkiminen on tirkedd myds tulevaisuudessa.
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