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Proteasomy a nowe kierunki terapii
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Biatka i peptydy obecne w zywej komérce po wy-
petnieniu swoich funkcji sg rozktadane do podsta-
wowych cegietek aminokwasdw, ktére sg ponownie
wykorzystywane, m.in. w procesie translacji biatek.
Przez wiele lat uwazano, ze rozktad biatek przebie-
ga jedynie w swoistych przedziatach komérkowych
zwanych lizosomami, w ktérych tatwo mozna kontro-
lowac aktywnos¢ enzymoéw proteolitycznych. Jednak
na poczatku lat 70 ubiegtego wieku, w badaniach pro-
wadzonych przez Goldberg i wsp. [1] wykazano, Ze ko-
morki bakteryjne oraz niedojrzate krwinki czerwone
potrafig rowniez rozktadac niepozadane polipeptydy,
pomimo braku wewngtrzkomérkowych lizosomow.
W badaniach tych odtworzono w warunkach in vitro
procesy rozktadu biatek, ktore przebiegaja na dro-
dze tzw. ubikwitynozaleznej proteolizy w specjalnych
strukturach zwanych proteasomami. Proteasomy s3
duzymi wielkoczgsteczkowymi kompleksami enzy-
matycznymi o masie czasteczkowej okoto 2MDa,
utworzonymi z biatek. Odgrywaja one gtéwna role
w systemie enzymatycznym, ktéry ma za zadanie
sprawng proteolityczng degradacje niefunkcjonal-
nych, nieprawidtowo zbudowanych lub uszkodzonych
biatek komoérkowych. Kompleks proteasomowy re-
guluje ,,obrét” wielu biatek wewnatrzkomérkowych,
petnigcych kluczowa role w regulacji cyklu komérko-
wego, apoptozy, angiogenezy i ekspresji molekut ad-
hezyjnych [2—5]. Wewnatrz kazde] komérki naszego
organizmu znajduje sie okoto 30 tys. proteasomow.
Struktury te zlokalizowane sg w cytoplazmie, jadrze
komorkowym, skupiaja sie wokét centrioli, tworzac
centra proteolityczne komorki. Ich liczba ulega cze-
stym zmianom w zaleznosci od zapotrzebowania
komérki na destrukcje biatek. Poza eliminowaniem
biatek uszkodzonych i zle sfatdowanych, proteaso-
my reguluja takze kluczowe procesy wewnatrzkomor-
kowe. Nieprawidtowe funkcjonowanie tych struktur
moze by¢ przyczyng wielu choréb molekularnych. Za-
burzenie ich funkcjonowania moze powodowac¢ nad-
mierny rozktad biatek istotnych dla przezycia komérki
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lub hamowanie rozktadu i kumulacji uszkodzonych
lub patologicznych biatek, co prowadzi do réznych za-
burzen molekularnych. Niewtasciwe funkcjonowanie
procesu proteolizy w proteasomach jest przyczyng
powstawania niektérych odmian nowotwordéw ztosli-
wych oraz szeregu choréb uktadu nerwowego takich
jak choroba Alzheimera czy Parkinsona. Komorki no-
wotworowe sg bardziej wrazliwe na hamowanie ak-
tywnosci komplekséw proteasomalnych niz komorki
prawidtowe. Z tego powodu prébuje sie otrzymac in-
hibitory aktywnosci proteasomoéw, ktére mozna wy-
korzystac w terapii nowotworéw [6].

Wptyw proteasoméw na funkcje komérek

Moze sie wydawac, ze ciggta degradacja biatek

komorkowych w proteasomach jest duzym marno-
trawstwem, ale jest ona w petni uzasadniona, gdyz
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Proteasomy sg duzymi
wielkoczasteczkowymi
kompleksami
enzymatycznymi
utworzonymi z biatek.

istnieje szereg proceséw biochemicznych, ktére sa
przynajmniej czesciowo kontrolowane w wyniku
aktywnosci proteasomoéw. Kontrola ta odbywa sie
poprzez zmiang stezenia i stabilnosci biatek regulato-
rowych. Degradacja istotnych enzymdéw, badz biatek
regulatorowych to dobry mechanizm spowalniania
lub hamowania reakcji biochemicznych. W innych
przypadkach wiele proceséw biochemicznych ulega
aktywacji podczas degradacji biatek inhibitorowych
przez proteasomy. Wydaje sig, ze wtasciwe dziatanie
proteasomoéw reguluje prawidtowa homeostaze ko-
morki, jak rowniez mediuje odpowiedZ komérkowa na
chemioterapie [7]. Poprzez procesy degradacji w pro-
teasomach komérka reguluje postep cyklu komérko-
wego, supresje nowotwordw, transkrypcje i replikacje
DNA [8]. Prawidtowo dziatajace proteasomy biorg ak-
tywny udziat w kontroli proceséw zwigzanych z na-
prawg uszkodzen DNA tzw. postreplikacyjng naprawg
uszkodzen DNA. Naprawa tego typu umozliwia prze-
zycie komérce mimo istnienia uszkodzen DNA i prze-
kazywanie komérce potomnej petnej,
chot zawierajacej btedy, informacji ge-
netycznej [9, 10]. Dysregulacja proce-
sow rozktadu biatek w proteasomach
moze sie przyczyni¢ do progresji no-
wotworow, narastania opornosci na
leki oraz powstawania zmian w me-

przez proteasomy do krétkich peptydéw ztozonych
z 6-12 aminokwasow, ktore jako epitopy zostaja wy-
chwycone i skierowane na powierzchnie komarki,
gdzie sg prezentowane uktadowi odpornosciowemu
i rozpoznawane jako antygeny patogenéw. Podczas
przebiegu choroby w niektérych narzgdach, takich
jak sledziona, wezty chtonne powstaja wyspecjali-
zowane typy proteasoméw nazywane immunopro-
teasomami, ktére poprawiajg efektywnos¢ uktadu
nadzorczego w procesach rozpoznawania obcych an-
tygendw [14, 15].

Choroby a proteasomy

Degradacja zbednych biatek przez proteasomy
stanowi istotny wewnatrzkomérkowy system kon-
troli, ktory zapobiega nagromadzaniu sie¢ nieprawi-
dtowych i toksycznych biatek w komarce. Dzieki tym
strukturom niszczone s3 biatka o niewtasciwej kon-
formacji oraz wadliwe biatka powstajace na skutek
mutacji w genach kodujacych. Niszczenie takich bia-
tek jest istotne w wielu chorobach o podtozu gene-
tycznym, np. w przypadku mukowiscydozy, ktéra
jest spowodowana mutacjg w genie kodujacym biat-
ko btony komdrkowej, petnigce funkcje kanatu bto-
nowego dla transportu jonéw chlorkowych. Mutacja

tego biatka powoduje zmiane konformacji, co sty-

Odgrywaja one gtéwna
role w systemie
enzymatycznym, ktéry
ma za zadanie sprawng
proteolityczng degradacje
niefunkcjonalnych,
nieprawidtowo zbudowanych
lub uszkodzonych biatek
komérkowych. Kompleks
proteasomu reguluje
“obrét” wielu biatek
wewnatrzkomérkowych
petnigcych kluczowg

role w regulacji cyklu
komérkowego, apoptozy,
angiogenezy i ekspresji
molekut adhezyjnych.

chanizmach immunologicznych [11]. In-
nym skutkiem dysregulacji moga by¢
zaburzenia réwnowagi miedzy biatka-
mi regulatorowymi, co moze powodo-
wac zatrzymanie cyklu komérkowego
w fazach G1-S i G2-M oraz apopto-
ze komorek. Procesy rozktadu biatek
przebiegaja szczegblnie intensywnie
w czasie, gdy organizm jest wycienczo-
ny rozwijajaca sie chorobg, szczegblnie
w takich chorobach, jak nowotwory,
AIDS, cukrzyca czy w ostabionych mie-
$niach, gdzie nastepuje intensywna
degradacja biatek do aminokwaséw,
ktére sa nastepnie przeksztatcane na
glukoze, podstawowe zrédto energii.
Sprawna, niczym niezaburzona degra-

muluje jego rozktad w proteasomach przed wbu-
dowaniem do btony komérkowej. Na skutek braku
przenos$nika jonéw chlorkowych w ptucach i innych
narzadach u oséb chorych na mukowiscydoze zbiera
sie lepki $luz. W przypadku wielu choréb przyczyng
powstawania zmian jest niezdolnos¢ proteasoméw
do rozktadu patologicznych biatek [16]. Wykazano, ze
w przypadku choréb neurodegeneracyjnych, takich
jak choroba Parkinsona, Alzhaimera czy Huntingtona
w neuronach OUN powstajg ztogi nieprawidtowych
biatek zasocjowane z proteasomami. Znalezienie
przyczyny powstawania tych zmian histologicznych
oraz utraty zdolnosci degradacji tych biatek przez
neurony moze przynies¢ rozwigzanie w postaci sku-
tecznej terapii tych schorzen [6].

Szlak ubikwityna - proteasomy

dacja biatek komérkowych jest istotna
dla transdukcji sygnatu, odpowiedzi na
stres oraz prawidtowej kontroli czynnosci recepto-
row [6,12]. W przypadku kontroli odpowiedzi zapalnej,
czynnik transkrypcyjny NF-«kB (ang. nuclear factor)
bierze udziat w inicjacji ekspresji genéw bioracych
udziat w tej odpowiedzi. Jest on aktywowany w wy-
niku degradacji przez proteasomy biatka I-kB, ktére
jest czynnikiem hamujacym aktywnosé NF-kB [13].
Proteasomy sg réwniez istotnym elementem ukta-
du opornosciowego naszego organizmu, odgrywaja
one wazna role w prezentacji antygenu. W procesie

degradacji obce immunogenne biatka s3 trawione
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Ubikwitynacja — naznaczanie biatek

do degradacji

Biatka ulegaja biodegradacji w proteasomach nie
w sposéb przypadkowy. Przez wiele lat badano me-
chanizmy komérkowe rozpoznawania i kierowania
niepotrzebnych biatek do rozktadu. Okazato sie, ze
w komérkach istnieje pewnego rodzaju kontrola ja-
kosci biatek. Istniejg mianowicie specyficzne enzymy
wyszukujgce biatka, ktore nalezy roztozy¢, natomiast
inne enzymy powodujg odpowiednie wyznakowanie,
ktére pomaga w rozpoznaniu przez proteasom dane-

go polipeptydu, ktéry ma ulec destrukcji. Mechanizm
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wyznakowania biatek jest zwigzany z wymagajaca
energii reakcja przytaczania specyficznych czaste-
czek biatkowych zwanych ubikwityna (Ub), a pro-
ces przytaczania tych czasteczek nazywany jest
ubikwitynacja lub ubikwityzacja. Proces ten moze
przebiega¢ zaréwno w cytoplazmie, jak i w jadrze ko-
morkowym [17].

Ubikwityna (Ub) jest matoczasteczkowym biat-
kiem o masie 8,5 kDa, sktadajacym sie z 76 reszt
aminokwasowych (rycina 1). Biatko to obecne jest
w cytoplazmie w postaci wolnych czasteczek, tan-
cuchéw wieloczasteczkowych oraz w kowalentnym
zwigzku z innymi biatkami. Wystepuje ono w ko-
morkach wszystkich organizméw eukariotycznych,
a ze wzgledu na swoje analogiczne funkcje, struk-
tura ubikwityny jest wysoce konserwatywna pod
wzgledem ewolucyjnym. Przyktadowo sekwencja
aminokwasowa ubikwityny drozdzowej rézni sie od
biatka ludzkiego tylko trzema aminokwasami sposrod Rycina 1. Struktura przestrzenna ubikwityny. Ubikwityna, jak kazde biatko,

76 aminokwasoéw [17]. Wystajacy karboksylowy ko- posiada konce N i C. Wystajacy koniec C zawiera grupe karboksylowa glicyny
niec tego biatka petni aktywna role podczas procesu (Gly 78), ktéra moze tworzy¢ wigzanie izopeptydowe z nastepna czasteczka Ub
przytaczania biatek przeznaczonych do degradacji. Na poprzez grupe aminowa lizyny znajdujacej sie w pozycji 48

C-konhcu czasteczki Ub jest obecna grupa karboksylo-
wa aminokwasu glicyny (Gly 76), ktéra moze sie przy-
taczy¢ kowalencyjnie do grupy e-aminowych reszty
lizyny nastepnej ubikwityny (czasteczka Ub zawie-
ra 7 reszt lizyny) lub do reszty lizyny biatka przezna-
czonego do degradacji. Pomiedzy dwoma biatkami
tworzy sie w miare stabilne wigzanie izopeptydowe,
ktore pozwala czasteczkom ubikwityny dostarczy¢
naznaczone biatko do miejsca degradacji. Energia
potrzebna do wytworzenia tego wigzania pocho-
dzi z hydrolizy ATP. Wigzanie izopeptydowe, do kt6-
rego budowy jest uzywana grupa e-aminowa lizyny
wymaga mniej energii do utworzenia niz wigzanie
peptydowe w naturalnie wystepujacych tancuchach
peptydowych.

Przytaczenie do biatka tylko jednej czasteczki Ub
jest bardzo stabym sygnatem degradacji. Najwieksze
znaczenie ma poliubikwitynacja, a poliubikwityno-
we tancuchy petnig funkcje znacznika biatek. Biatko
docelowe z ogonem poliubikwitynowym jest roz-
poznawane przez proteasom, ktéry wciaga wyzna-
kowane biatka do swego wnetrza powodujac jego
rozktad. Ubikwitynacji podlegaja biatka uszkodzo-
ne, zdeformowane, zdenaturowane i nieprawidtowo
funkcjonujace, oraz biatka obce dla komorki np. biat-
ka wirusowe. Proces ubikwitynacji jest pierwszym
etapem w szlaku degradacji danego biatka w komérce
[6]. Nalezy dodac¢, ze w szczegdlnych przypadkach roz-
ktad biatek komérkowych moze by¢ hamowany przez
proteazy specyficzne dla ubikwityny (Ub-specific pro-
cessing proteases — UBPs). Blisko 20 enzymow petnia-
cych taka funkcje moze zetrze¢ pietno Smierci poprzez
odtaczenie czasteczek ubikwityny od naznaczonego
biatka, nawet w miejscu degradacji, tj. w komplek- Rycina 2. Modele biatek E1, E2 i E3, ktdre biorg udziat w procesie ubikwityzacji
sie proteosomu. biatka przeznaczonego do degradacji wewnatrz proteasoméw
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Tabela 1. Zaleznos$¢ okresu pottrwania biatek cytozolowych drozdzy od reszt

aminokwasowych na N-kofcu [22]

Reszty silnie stabilizujace biatko Ala, Cys, Gly, Met, Pro, Ser, Thr, Val (t 1/2>30 min)

Reszty bezposrednio destabilizujace Arg, His, lle, Leu, Lys, Phe, Trp, Tyr (t1/2=2 do 30 min)

Reszty destabilizujgce po modyfikacji chemicznej Asn, Asp, Glu, (t1/2=3 do 30 min)

Enzymy uczestniczace w ubikwitynacji biatek
sa zdolne do bardzo selektywnego rozpoznawania
substratu. Tworzenie wigzania izopeptydowego wy-
maga, oprocz energii, udziatu trzech specyficznych
enzymoéw (rycina 2), takich jak enzym aktywujacy
ubikwityne (E1), enzym koniugujacy (E2) i ligaza ubi-
kwitynowo-biatkowa* (E3) [18].

Ubikwitynacje mozna podzieli¢ na kilka eta-
pow, w ktérych uczestnicza trzy powyzsze enzymy.
W pierwszym etapie biatko E1 przy udziale czastecz-
ki ATP aktywuje ubikwityne przeksztatcajac to biat-
ko do ubikwitynoadenylanu, ktéry taczy sie z grupa
tiolowa enzymu E1 z utworzeniem wysokoenerge-
tycznego wigzania tioestrowego miedzy koncowa
grupa karboksylowa ubikwityny, a grupa hydrosul-
fidowa enzymu E1. W etapie tym grupa adenylano-
wa przytaczajac sie do grupy karboksylowej C-konca
ubikwityny, uwalnia czasteczke pirofosforanu. W na-
stepnym etapie ubikwityna z enzymu E1 zostaje
przeniesiona na grupe hydrosulfidowa enzymu E2,
a nastepnie jest przenoszona na biatko docelowe
(transestryfikacja), przy czym w zaleznosci od izo-
formy biatka E2, etap ten moze wymagad, ale nie
musi, aktywnosci trzeciego enzymu E3. W przypad-
ku, w ktérym enzym E3 jest wymagany, to wtasnie
on decyduje o wyborze biatka do ubikwitynacji [19].
Czasteczka ubikwityny odtacza sie od enzymu E2
i przy udziale biatka E3 przenoszona jest na grupe
e-aminowa biatka przeznaczonego do degradacji.
Proces ten powtarza sie az do momentu, gdy zosta-
nie utworzony odpowiedni tancuch poliubikwityny,
przytaczony do biatka docelowego przeznaczonego
do degradacji (rycina 3).

Sygnaty destrukgji

Nalezy sobie zada¢ pytanie, co decyduje o tym,
ze biatko zostaje napietnowane i degradowane oraz
w jaki sposéb enzymy biorace udziat w procesie
ubikwitynacji rozpoznaja wtasciwe biatko, ktére
ma zostac przeznaczone do degradacji? Badania
wykazaty, ze w duzym stopniu o okresie pottrwa-
nia biatek cytoplazmatycznych w komérce decydu-
ja reszty aminokwasowe wystepujace na koncach

aminowych degradowanych biatek. W wielu przy-
padkach biatka podlegajace specyficznej degradacji
posiadaja na N-koncu odpowiednig sekwencje ami-
nokwasowa ztozong z 8—10 aminokwaséw nazywa-
na sygnatem destrukcji, a zaleznos¢ te nazywamy
reguta N-konca (tabela 1). Motyw ten umozliwia
rozpoznanie biatek kierowanych do destrukcji za
pomoca specyficznych biatek rozpoznajacych (E3),
ktére wigza sie z aminokwasami zlokalizowany-
mi w sekwencji destrukcyjnej [20]. Przyktadowo,
okres pottrwania biatek drozdzowych zawieraja-
cych na N-kohcu metionine wynosi okoto 20 godzin,
podczas gdy dla biatek zawierajacych arginine tyl-
ko 2 min. Reszty takie jak arginina lub leucyna sil-
nie stymuluja ubikwitynacje, a biatko takie jest
niestabilne. Natomiast reszty aminokwasowe na
N-koncu, takie jak metionina lub prolina dziataja
odwrotnie [21].

Innym rodzajem genetycznego sygnatu, kto-
ry determinuje czas trwania biatka jest obecnosé
fragmentu sekwencji ubikwityny na N-koncu biat-
ka docelowego. Biatka, ktére posiadajg zakodowa-
na w DNA taka sekwencje ubikwityny, podlegaja
obligatoryjnej degradacji (ubiquitin fusion degrada-
tion — UFD). Taka metaboliczna niestabilnos¢ biatek
jest wtasciwoscig np. enzymoéw dokonujacych na-
prawy uszkodzonego DNA, ktérych aktywnosé prze-
trwata do momentu replikacji mogtaby spowodowac
powstanie mutacji. Nastepnym znanym sygnatem
degradacji jest tzw. kaseta destrukcyjna D-box, se-
kwencja ta wystepuje w niektérych cyklinach i de-
cyduje o degradacji biatek uczestniczacych w cyklu
komoérkowym. Szybka degradacja czynnikéw trans-
krypcyjnych jest konieczna dla zachowania zdol-
nosci do zmiany tempa transkrypcji wielu genéw.
Nastepnym sygnatem jest sekwencja PEST (Pro-Glu-
Ser-Thr), zawierajaca proline, kwas glutaminowy, se-
ryne i treonine. Obecna jest ona az w 1/3 wszystkich
znanych sekwencji kodujacych [17]. Nowo syntetyzo-
wane biatka, ktére nie osiggnety jeszcze swego doj-
rzatego ksztattu, sa chronione przed ubikwityzacja
za pomoca specyficznych biatek zwanych chapero-
nami. Nowo powstate tancuchy peptydowe zawie-
raja aminokwasy, ktére przybieraja wtasciwy uktad
przestrzenny, tzw. konformacje pod wptywem wielu
sit. Na przyktad kazdy aminokwas tancucha inaczej
reaguje na obecnos¢ wody w cytoplazmie komor-
ki. Aminokwasy hydrofobowe starajg sie uniknaé
kontaktu z nig i kierujg sie do wnetrza molekuty,
natomiast aminokwasy hydrofilowe oddziatywaja

1 W przypadku cztowieka istnieje pewna choroba znana pod nazwg zespotu Angelmana, ktéra jest spowodowana wrodzonym defektem ligazy ubikwi-
tynowej. Warto dodac, ze badania prowadzone w naszym kraju nad wtasciwosciami ubikwityn byty jednymi z pierwszych na swiecie. W 1973 roku
rozpoczeto eksperymenty nad produkcja wyciagu z grasic cielgcych, ktéry w 1981 zostat opatentowany pod nazwg Thymus Factor X (TFX). W toku
licznych badan biochemicznych i klinicznych okazato sie, ze gtéownym sktadnikiem TFX sg glikozylowane ubikwityny. Aktywnos¢ biologiczna tych po-
dawanych parenteralnie ubikwityn obserwowano w wielu modelach klinicznych, rowniez w przypadku zespotu Angelmana. Wydaje sie, ze wszech-
obecnos¢ proceséw ubikwitylacji oraz ich wewngtrzkomérkowa lokalizacja powinny sktania¢ do dalszych badan nad mechanizmami dziatania oraz

do poszukiwania czystszych i aktywniejszych biologicznie frakcji.
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z wodg i umiejscawiajg sie na zewngatrz czasteczki
peptydu. Biatkowe chaperony pomagaja przy zwija-
niu sie nowo powstajacych tancuchéw aminokwa-
sowych do wtasciwej konformacji, ktéra decyduje
o ich aktywnosci w komérce [23, 24]. Denaturacja lub
nieprawidtowe fatdowanie biatek ujawnia najpraw-
dopodobniej sygnaty degradacji, ktére w prawidto-
wej czasteczce s3 ukryte wewnatrz przestrzennej
struktury. Wydaje sie, ze wiekszos¢ polipeptydow
komaérki ma w swojej sekwencji sygnaty destrukcji,
ktére ujawniaja sie w nastepstwie przyjmowania nie-

prawidtowej konformacji biatka, co powoduje uru-
chamianie proceséw degradacji [6].

Rola biatek E

Komérki organizméw eukariotycznych zawiera-
ja jeden lub kilka wariantéw enzymu E1, natomiast
enzymy E2 i E3 wystepuja w wielu odmianach struk-
turalnych. Enzymy E2 tworza rodzine biatek spokrew-
nionych ewolucyjnie, natomiast biatka E3 tworza
kilka rodzin biatek. Badania wykazaty, ze o specy-
ficznosci substratowej procesu ubikwitynacji decy-
duja enzymy E3, ale kompleks zbudowany z biatek
E2 i E3 umozliwia bardziej precyzyjny wybér biatka
przeznaczonego do degradacji. Biatka typu E3 roz-
poznaja specyficzne sekwencje destrukcyjne biatek
przeznaczonych do ubikwityzacji. W zmieniajacych
sie warunkach fizjologicznych wywotanych infekcja
lub brakiem sktadnikéw odzywczych komorki modyfi-
kuja polipeptydy, dodajac do nich grupy fosforanowe.
W wyniku takiej fosforylacji zmienia sie aktywnosé
lub zdolnos¢ wigzania zmodyfikowanego biatka z en-
zymem E3. Biatka E3 poprzez stymulacje trwatosci
istotnych biatek, petnig wazna role w regulacji ro6z-
norodnych proceséw odbywajacych sie w komorce,
takich jak odpowiedZ immunologiczna, podziaty ko-
morkowe i komunikacja miedzykomoérkowa. Wiele
biatek E3 nalezy do supresoréw nowotworowych lub
onkogendw, co wiaze proces ubikwityzacji z poczat-
kami nowotworzenia [6].

Rola proteasomow
w regulacji cyklu komorkowego

Wiadomo ze cykliny, cyklino-zalezne kinazy CDK
i inhibitory CDK, tzw. inhibitory CKI, petnia kluczo-
wa role w regulacji postepu cyklu komérkowego [25].
W fazie S nastepuje podwojenie ilosci komérkowego
DNA. Warunkiem rozpoczecia replikacji DNA w ko-
morce jest aktywacja cyklino zaleznych kinaz (CDK).
Aktywne kinazy CDK powoduja stymulacje aktywno-
Sci transkrypcyjnych aktywatoréw E2F, ktére sg wy-
magane do regulacji ekspresji genéw w fazie S cyklu
komérkowego [26,27]. Czgsteczki kinaz zbudowane
sa z cykliny i podjednostki Cdk. Cykliny sa zwiaza-
ne z biatkowymi inhibitorami CKI, ktére sg syntety-
zowane w fazie G1 cyklu komérkowego. Aktywacja
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Substrat biatkowy

przeniesienie czasteczki Ub z kompleksu E2/E3
na biatko docelowe

powtorzenie ubikwityzacji
powoduje powstanie tancucha Ub

seoeel

biatko z tancuchem poliubikwitynowym

Rycina 3. Schemat degradacji biatek poprzez szlak ubikwitynowo-proteasomowy.
Wiekszos¢ biatek przeznaczonych do degradacji za pomoca szlaku Ub-
proteasomowego ulega najpierw, poliubikwitylacji, ktéra wymaga kilku etapow.
W pierwszym etapie enzym E1 aktywujacy ubikwityne przy udziale czasteczki ATP
katalizuje adenylacje ubikwityny. Powstaje ubikwitynoadenylan, ktéry taczy sie

z grupa tiolowa reszty cysteiny enzymu E1z utworzeniem aktywnego kompleksu.
W nastepnym etapie aktywowane biatko Ub z kompleksu E1 jest przenoszone

na reszte cysteiny enzymu koniugujacego E2. Nastepnie czasteczka ubikwityny
odtacza sie od biatka E2 i przy udziale biatka E3 jest przenoszona na grupe
e-aminowa lizyny biatka przeznaczonego do degradacji. Po kilku powtérzeniach
takiego cyklu ubikwityzacji, biatko docelowe ulega poliubikwityzacji i jest
rozpoznawane przez czes¢ regulacyjng proteasomu 195
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Cdk 1. Biatko Cdk jest zablokowane
: przez inhibitor CKI

2. SCF naznacza inhibitor CKI
do rekonstrukcji

) s 222 .,

Cyklina  CKI \

3. Odfaczenie inhibitora powoduje 4. Naznaczony inhibitor CKI wnika
aktywacje biatka Cdk, do proteasomu, gdzie jest rozktadany
ktore pobudza synteze DNA na oligonukleotydy

synteza DNA

Rycina 4. Regulacja cyklu komérkowego w wyniku dziatania proteasoméw

kinaz CDK polega na degradacji biatkowego inhibi-
tora CKI w proteasomach (rycina 4). Oczywiscie, aby
inhibitor zostat skierowany do degradacji w proteaso-
mach musi zosta¢ wyznakowany za pomoca czaste-
czek Ub. Biatkowy inhibitor CKI podlega procesowi
ubikwityzacji przy udziale enzymatycznych biatek
E3, ktére tworzg kompleks SCF. Kompleks ten roz-
poznaje dane biatka oraz inhibitor CKI po okreslo-
nej strukturze przestrzennej. W komoérkach naszych
organizmoéw wykryto juz kilkadziesiat r6znych kom-
plekséw SCF, ktére posiadaja specyficzne biatka F-box
zdolne do wigzania sie z okreslonymi biatkami prze-
znaczonymi do degradacji w proteasomach [28]. Kom-
pleks SCF przesadza o wyborze danego biatka, ktore
ma zostac skierowane do proteasoméw i petni funk-
cje posrednika taczacego wyznaczone do degradacji

biatko z enzymami dodajacymi ubikwityne. R6zno-
rodnos¢ komplekséw SCF i ich wybiércze dziatanie
pozwala komoérce decydowac, ktory typ biatek i jaka
ilos¢ kazdego z nich bedzie w danej chwili do dyspo-
zycji, aby prawidtowo przebiegat cykl komdrkowy
i inne procesy biochemiczne w komérce [15]. W chwi-
li obecnej trwaja prace majace na celu konstrukcje
specyficznych inhibitoréw komplekséw SCF, co po-
zwoli hamowac cykl komérkowy komérek nowotwo-
rowych [29].

Budowa i mechanizm dziatania
proteasomow

Kompleksy proteasomowe wystepuja u wszyst-
kich organizméw eukariotycznych. Obecnos¢ homo-
logicznych do proteasomoéw struktur zaobserwowano
rowniez w przypadku organizméw prokariotycz-
nych, jednak ich funkcja nie jest catkowicie pozna-
naz. Wiekszos¢ proteasomow organizmoéw wyzszych
osigga mase 1500—2400 kD (265). W latach go. ubie-
gtego wieku, przy zastosowaniu dyfrakcji promieni X
i przy wykorzystaniu techniki mikroskopii elektrono-
wej, ustalono molekularng strukture proteasomoéw.
Kazdy kompleks proteasomowy ztozony jest z kilku
podjednostek, ktére w sumie zbudowane sg z oko-
to 44 polipeptyddw [30]. W kompleksie tym wyréz-
niamy trzy podjednostki 20S, 195 i 11S. Podjednostka
20S, okreslana czesto mianem proteasom 20S, petni
role rdzeniowego kompleksu katalitycznego (0 ma-
sie okoto 700 kD). Kompleks katalityczny zbudowa-
ny z rdzenia biatkowego ksztattem przypomina tunel,
wewnatrz ktérego wystepuje aktywnos¢ proteoli-
tyczna. Natomiast podjednostka 19S petni role kom-
pleksu regulatorowego (o masie zblizonej do 700kD)
[31]. Podjednostka ta kontroluje transport znako-
wanych ubikwityna polipeptydéw do wnetrza pro-
teasomow. Typowy kompleks proteasomowy 26S
zbudowany jest z rdzeniowej czesci katalitycznej 20S
i dwoch podjednostek regulatorowych 19S przytaczo-
nych po obu stronach cylindrycznej podjednostki 20S
(rycina 5) [32, 33]. W przypadku niektérych immuno-
proteasoméw wystepuje dodatkowa podjednost-
ka oligopeptydowa (heptamer) 11S przytaczony do
podjednostki 20S, ktéry jest potencjalnym aktywa-
torem proteosomu [34,35,36]. Katalityczny kompleks
rdzeniowy 20S jest zbudowany z 28 podjednostek
polipeptydowych, 14 podjednostek alfa i 14 podjed-
nostek beta [37]. Podjednostki te formujg dwa ze-
wnetrzne i wewnetrzne pierscienie, ktére s utozone
jeden na drugim budujac strukture cylindryczna po-
siadajaca trzy przedziaty. Kazdy pierscien zewnetrzny

2 W organizmach prokariotycznych brak ubikwityny, a jednak w tych komérkach zidentyfikowano specyficzne biatka bedace molekularnymi przod-
kami tego biatka. Nie biora one udziatu w modyfikacji biatek, lecz w biosyntezie koenzymu-tiaminy. Pokrewiefistwo ewolucyjne miedzy pierwszym
etapem ubikwityzacji u eukariontéw, a biosyntezg tiaminy u prokariontéw potwierdzono dzieki zbadaniu struktury przestrzennej biatka ThiS, kt6-
rej struktura jest podobna do ubikwityny. Wydaje sie zatem, ze proces znakowania w wyniku ubikwityzacji wyewaluowat z istniejgcego wczesniej

szlaku biosyntezy tiaminy u prokariontdw.

516

Tom 65 - nr7-2009 -



sktada sie z siedmiu podjednostek alfa (ai-a7), nato-
miast kazdy pierscien wewnetrzny zbudowany jest
rowniez z siedmiu podjednostek beta (B1-B7) i ota-
cza centralny kanat, ktéry jest miejscem rozktadu
biatek. Proteolityczna aktywnosé proteasomoéw zwia-
zana jest z podjednostkami beta. W eukariotycznych
proteasomach 26S rdzeniowy kompleks katalitycz-
ny posiada trzy rodzaje aktywnosci proteolitycznej
zwiazanej z podjednostkami beta, tj. aktywnos¢ chy-
motrypsynowa, pozwalajaca na ciecie tancuchow
polipeptydowych o strukturze hydrofobowej, tryp-
synowa, ktéra umozliwia degradacje tancuchow za-
sadowych oraz kaspazopodobna, umozliwiajaca
rozcinanie tancuchoéw peptydowych o charakterze
kwasowym [31]. Dwa aktywne miejsca katalityczne
znajduja sie w podjednostce 31 oraz po dwa w pod-
jednostce B2 35 [38].

Wspoélnym elementem proteasomoéw jest obec-
nos¢ katalitycznej triady w centrach aktywnych
zbudowanych z trzech aminokwaséw, ktére sa od-
powiedzialne za ciecie peptydéw. Te aktywne miejsca
degradacji biatek znajduja sie wewnatrz proteasomu
na kofcach aminowych podjednostek  zawieraja-
cych w centrum aktywnym reszty treoniny i seryny.
Grupy hydroksylowe tych aminokwaséw przy udziale
wtasnych grup aminowych przeksztatcaja sie w czyn-
niki, nukleofilowe, ktére atakuja grupy karbonylowe
wigzan peptydowych tworzac produkt posredni acy-
lo-enzym. Wewnatrz proteasomoéw substraty s3 de-
gradowane bez uwalniania produktéw posrednich
do momentu az biatko zostanie roztozone do krot-
kich peptydéw o dtugosci 7-9 reszt aminokwaso-
wych [38]. Te krétkie peptydy powstajace w wyniku
dziatania proteasomu sa nastepnie rozktadane do po-
jedynczych aminokwasoéw przez oligopeptydazy ko-
morkowe (rycina 6).

Dostep do wnetrza proteasomu jest kontrolowa-
ny przez kompleks regulatorowy 19S, zbudowany
z 20 podjednostek. Kompleks ten przytacza sie do
obu koncéw proteasoméw tworzac dwa zewnetrz-
ne pierscienie, ktére petnia role bramy, przez ktéra
nastepuje wciaggniecie do wnetrza degradacyjnej ko-
mory biatek, ktére majg zostac roztozone przez rdzen
katalityczny proteasomu. Podjednostka 19S posiada
enzym zwany izopeptydaza odcinajacy nienaruszo-
ne czasteczki ubikwityny, ktére sg ponownie wyko-
rzystane w procesie ubikwityzacji [17].

Na aktywnos¢ enzymatyczng proteasoméw moze
wptywac szereg lekow, ktérych mechanizm terapeu-
tycznego dziatania w duzym stopniu zalezy od wpty-
wu na aktywnos¢ proteasomaéw. Do zwigzkdw, ktére
podwyzszaja aktywnosé proteasomoéw nalezy zali-
czy¢ kwas retinowy, geldanamycyne [42, 43]. Nato-
miast zwigzki hamujace aktywnos¢ proteasomoéw
w wielu przypadkach sg wykorzystywane w terapii
przeciwnowotworowej, co zasugerowato zastosowa-
nie inhibitoréw proteasoméw w tego rodzaju terapii.

Tom 65 - nr7-2009

) TERAPIA | LEKI

Kompleks
regulatorowy 19S

podjednostka a.

podjednostka 3

Kompleks
katalityczny 20S

podjednostka 3

podjednostka o

Kompleks
regulatorowy 19S

Rycina 5. Schemat ogblny proteasomu 26S, ktéry zbudowany jest z dwéch
komplekséw regulatorowych 19S i kompleksu katalitycznego 20S (proteasom
20S). Czes¢ katalityczna 20S ztozona jest z 28 homologicznych podjednostek ai 8
(1401 14P) utozonych w postaci 4 pierscieni [39]

Do zwigzkéw hamujacych aktywnos$¢ proteasoméw
naleza kwas taninowy, lek immunosupresyjny — cy-
klosporyna A, leki obnizajace poziom cholesterolu
z grupy statyn [44, 45]. Szczeg6lnie ciekawym inhibi-
torem jest lek immunosupresyjny rapamycyna, ktéra
hamuje ekspresje specyficznego proteasomowego
aktywatora biatka PA28 i w ten sposéb blokuje funk-
cje proteasoméw. Do innych chemioterapeutykéw
o wtasciwosciach hamujacych aktywnos¢ proteaso-
mow nalezy zaliczy¢ aklarubicyne, winblastyne i win-
krystyne [46—49].

Szlak ubikwityno-proteasomowy

a autofagia

Procesy degradacji biatek i polipeptydéw sa
rownie wazne jak biosynteza nowych czasteczek
biatkowych. Podczas ewolucji wyksztatcity sie
w komoérkach dwa mechanizmy degradacji zbed-
nych biatek, wczeéniej oméwiony szlak ubikwity-
nowo-proteasomowy oraz mechanizm autofagii za
pomoca autofagosomoéw i lizosomoéw. Te dwa me-
chanizmy rozktadu zbednych biatek istniejg obok
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Biatko docelowe z fancuchem Ub

g Z
2 B hiwiyna B

cze$¢ regulatorowa 19S posiada aktywno$é
izopeptydazy, ktéra rozktada taficuch poli-UB,
czasteczki ubikwityny moga by¢ wykorzystane
ponowie do procesu ubikwitynacji biatkowego
substratu

powstate po degradacji oligopeptydy
sg nastepnie trawione
przez komaérkowe oligopeptydazy

Rycina 6. Biatko naznaczone dostaje sie do wewnetrznego kanatu proteasomu
gdzie ulega proteolitycznemu rozktadowi do krétkich oligopeptydow,

ktére w dalszym etapie sa rozktadane do aminokwaséw przez komérkowe
oligopeptydazy [40, 41]

siebie w naszych komérkach, ale wykorzystywane
sa do odmiennych celéw. Za proces autofagii odpo-
wiedzialne sg wewngatrzkomérkowe organelle zwa-
ne autofagosomami, ktére nieustannie pochtaniaja
niewielkie ilosci cytoplazmy, a wraz z nia usuwaja
z wnetrza komérek zuzyte, uszkodzone i Zle funk-
cjonujace biatka oraz nieprawidtowo funkcjonujace
organelle, bakterie i wirusy. Autofagia3, okreslana

czesto terminem ,,samozjadania” komérki, umoz-
liwia degradacje zbednych i patologicznych biatek
oraz innych struktur komérkowych, ktére sa po-
nownie wykorzystywane jako materiat budulcowy
do biosyntezy niezbednych czasteczek. Istnienie au-
tofagii jest niezbedne do prawidtowego funkcjono-
wania naszych komérek. Podczas licznych proceséw
biochemicznych odbywajacych sie w komérkach po-
wstaje niezliczona ilos¢ zbednych zwiazkéw, ktére
ulegaja nagromadzeniu w cytoplazmie komorki. Aby
zatem sprawnie funkcjonowaé komérka musi posia-
dac¢ system, ktéry bedzie pozbywat sie tych niepo-
trzebnych odpadkéw. Zaburzenie autofagii podobnie
jak szlaku Ub-P moze posiadac grozne nastepstwa
dla naszych organizmoéw, np. zaburzenie autofagii
w neuronach moze przyczyniac sie do rozwoju cho-
roby Alzheimera oraz powodowac przedwczesne
starzenie [50].

Medyczne aspekty autofagii

Autofagia a komérki nowotworowe

Pomimo ze zjawisko autofagii jest korzystne dla
komorek, to czasami moze by¢ szczegblnie niebez-
pieczne dla pacjentéw z chorobg nowotworowa.
Wykazano, bowiem ze autofagie moga wykorzysty-
wac komaérki nowotworowe, aby ratowac sie przed
skutkami chemio- i radioterapii. Podczas napromie-
niowania lub po podaniu chemioterapeutykéw na-
stepuje podwyzszenie aktywnosci autofagosomow
w komaérkach. Autofagia pozwala usuna¢ uszko-
dzone mitochondria, zanim zainicjuja one proces
apoptozy. Komérki nowotworowe moga réwniez
wykorzystywaé autofagie, aby chronic sie przed
zahamowaniem dostarczania do stabo unaczynio-
nego guza sktadnikéw odzywczych i tlenu. Autofa-
gia w takim przypadku pozwala na spozytkowanie
zbednych czasteczek i struktur komérkowych do
produkcji energii i potrzebnych organelli w komérce.
Wydaje sie, zatem celowe w terapii zahamowanie
autofagii podczas radio- lub chemioterapii. Trwaja
proby nad opracowaniem lekow, ktére hamowatyby
ten proces. Nie jest to jednak tatwe zadanie, gdyz
zahamowanie autofagii w komérkach nowotwo-
rowych moze z kolei doprowadzi¢ do zwiekszenia
liczby uszkodzen DNA, co moze wptynac na remisje
choroby. Uzyskanie, zatem wtasciwego efektu tera-
peutycznego przy uzyciu lekéw tego typu bedzie za-
pewne wymagac rozwaznego wywazenia proporcji
poszczegdlnych elementdw terapii [50, 51].

3 Proces autofagii rozpoczyna sie od utozenia specyficznych cytoplazmatycznych biatek i lipidow w dwuwarstwowa btone o ksztatcie miseczki, kté-
ra otacza fragment cytoplazmy ulegajgc stopniowemu zamknieciu, wyksztatcajac kapsutkowaty autofagosom. Taki autofagosom zawiera, zatem
przypadkowy fragment cytoplazmy, w ktérej moga sie znalez¢ rézne molekuty, organelle czy patogeny. Po zamknieciu autofagosom transportu-
je swojg zawartos¢ do znajdujacego sie w innym miejscu komérki lizosomu. Lizosomy sg organellami, ktére zawieraja enzymy trawienne, dochodzi
do potaczenia obu strukturi enzymy proteolityczne rozktadajg dostarczony fragment cytoplazmy na prostsze zwigzki, ktére sg ponownie wtgczane
do proceséw biochemicznych odbywajacych sie w komérce. Wydaje sie, ze juz od chwili powstania proces ten stuzyt do obrony komérek przed gto-
dem i mogt by¢ réwniez prymitywnym mechanizmem odpornosciowym komérek. W przypadku braku pozywienia komérki zaczynaja wykorzysty-

wac te sktadniki, ktére nie s niezbedne do przezycia.
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Autofagia w terapii chor6b OUN

Wtasciwy proces autofagii petni istotng role
w utrzymaniu prawidtowych funkcji wszystkich ko-
morek, jednak szczegblnie wazny jest dla prawidto-
wego dziatania dtugo zyjacych neuronéw. Niewydolny
proces autofagii odgrywa kluczowa role w rozwoju
schorzen neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera, Parkinsona czy Hantingtona, ktére pro-
wadzg do powstania powolnych, lecz nieuniknionych
zmian w moézgu. Jednym z typowych objawéw sta-
rzenia sie komodrek nerwowych jest stopniowe gro-
madzenie sie ztogéw lipo-peptydowych, amyloidu
beta. Wydaje sie, ze ztogi te powstaja w wyniku nie-
kompletnej autofagii. Sugeruje to jednoczesnie spo-
sob terapii w celu mozliwosci spowolnienia rozwoju
choroby Alzheimera, ktéra polegataby na usprawnie-
niu autofagii. Taki sposéb podejscia terapeutycznego
probuje sie wykorzystac w terapii choroby Huntingto-
na. W tym celu stosuje sig lek o nazwie rapamycyna.
Zwigzek ten, jako lek hamujacy odpowiedZ immuno-
logiczna, stosowany jest w transplantologii w celu
zapobiegania odrzucaniu przeszczepow narzadow.
W badaniach okazato sie, ze zwigzek ten stymuluje
autofagie i prébuje sie go zastosowac do usuniecia
ztogdw biatkowych [51].

Ostatnie lata przyniosty wiele szczegotdw dotycza-
cych przebiegu i regulacji procesu autofagii. Sprawne
funkcjonowanie autofagosoméw chroni nasz orga-
nizm przed chorobami infekcyjnymi, moze opézniac
powstawanie wielu choréb neurodegeneracyjnych
OUN. Doktadne zrozumienie mechanizméw zarza-
dzajacych dziataniem autofagosomoéw i znalezienie
sposobu ich farmakologicznej stymulacji moze przy-
czyni¢ sie do odkrycia nowych skutecznych perspek-
tyw terapii nowotwordw, choréb zakaznych, zaburzen
immunologicznych oraz zaburzeni degeneracyjnych
OUN, a w przysztosci moze pozwoli na opdznienie
proceséw starzenia sie organizmu. Podczas badan
prowadzonych w Uniwersity of Pensylwania (USA)
odkryto molekularny tacznik miedzy dwoma gtéwny-
mi szlakami rozktadu biatek tj. migdzy proteasomami
i autofagami. Do chwili odkrycia obu systemoéw de-
gradacji uwazano, ze cho¢ przeznaczone s3 do tego
samego celu, to jednak wykonuja swoja role za pomo-
ca réznych toréw, ktére nie maja ze soba nic wspoélne-
go. Jednak badania wykazaty, ze obydwa mechanizmy
moga taczyc sie ze sobg, a kluczowa role w tym od-
grywa biatko HDAC6. Okazato sie, ze w mutantach,
w ktérych zablokowano aktywnos$é proteasomow
ich funkcje przejmowaty autofagosomy, ktére byty
wtgczane w wyniku nadekspresji genu HDAC6. Przy
wytaczonym genie nie nastepuje indukcja autofago-
cytozy, natomiast nadekspresja tego genu istotnie
stymuluje ten proces. Badania sugeruja, ze odpowied-
ni poziom biatka HDAC6, gdy proteasomy nie dziataja
w komorce prawidtowo, moze regulowac proces au-
tofagocytozy [52].

) TERAPIA | LEKI

Mechanizm dziatania inhibitorow
proteasoméw

Inhibitory proteasoméw otrzymano po raz pierw-
szy pod koniec lat 8o. ubiegtego wieku. Byty one
pierwotnie uzywane jako narzedzia laboratoryjne
w badaniach aktywnosci proteasoméw w komor-
ce w celu okreslenia ich roli w procesach komorko-
wych [31]. Inhibitory proteasoméw moga dziata¢ na
kilka sposobéw [30]. W jednym przypadku inhibitor
moze inaktywowac centrum aktywne proteasomu
w wyniku przytgczenia si¢ do aminokwasu petnia-
cego funkcje katalityczne tj. N-terminalnej treoni-
ny. Blisko N-terminalnej treoniny znajduje sie kilka
kieszeni rozpoznajacych i przytaczajacych ubikwi-
tynowane biatka przeznaczone do degradacji. Do
tych kieszeni moga sie réwniez przytaczac inhibito-
ry proteasoméw blokujac tym samym przytaczanie
substratéw [53]. Wiele inhibitoréw moze wykazy-
wac podwojny mechanizm dziatania w stosunku do
proteasomow, tj. blokowa¢ miejsce przytgczania de-
gradowanych biatek i modyfikowaé N-terminalna
treonine. Przyktadem takiego dziatania moze by¢
peptydowy inhibitor Ac-LLnL, ktéry zawiera termi-
nalna grupe acetylowa, ktéra formuje tioacetylo-
we potaczenie z N-terminalng treoning. Inhibitory
o charakterze estrowym, takie jak laktacystyna czy
niektére polifenole otrzymane z zielonej herbaty ha-
muja aktywnos¢ proteasomoéw, w wyniku tworzenia
kowalencyjnych wigzan z N-terminalna treoning [54,
55]. Niezwykle ciekawe z medycznego punktu widze-
nia sg prace zmierzajace do wykorzystania specy-
ficznych inhibitoréw proteaosoméw
w terapii. W badaniach przedklinicz-
nych wykazano, ze inhibitory prote-
asomow sa bardziej cytotoksyczne dla
proliferujacych komdérek nowotworéw
ztosliwych niz spoczynkowych komo-
rek prawidtowych [56]. Wykazano,
ze inhibitory proteasoméw sa zdol-
ne do uruchamiania proceséw apop-
tozy w hodowlach nowotworowych
ludzkich linii komérkowych [56, 57],
co zasugerowato mozliwos¢ zastoso-
wania tego typu zwigzkéw w terapii
przeciwnowotworowej. Wydaje sie,
ze komérki nowotworowe majg zmie-
nione lub uposledzone biatka cyklu
komaérkowego, co prowadzi do zwiek-
szenia szybkosci proliferacji, wzrostu
gromadzenia sie uszkodzonych biatek
iwten sposéb do wiekszej zaleznosci
od proceséw degradacji proteaoso-
malnej. Aby zastosowac inhibitory do
odpowiedniej terapii konieczne jest
poznanie doktadnych szlakéw degra-
dacji proteasomow. Nalezy bowiem

i@ Tom 65 - nr7-2009

519

Proteasomy zbudowane

s dwoch biatkowych
elementéw. Pierwszy z nich
to rdzefi o wygladzie cylindra
z wewnetrznym kanatem.
W tym to kanale przebiega
proces destrukcji biatek.
Kanat zbudowany jest
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specyficzne, peptydazy

czyli enzymy proteolityczne
odpowiedzialne za proteolize
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proteasomu to czesé
regulatorowa potozona

po dwdch stronach

cylindra, odpowiedzialna

za rozpoznawanie biatek
przeznaczonych do
degradacji po ich uprzednim
wyznakowaniu przez
ubikwityne.



zdac sobie sprawe, ze inhibitory proteasoméw w wy-
niku hamowania degradacji biatek, powoduja aku-
mulacje biatek Zle sfatdowanych lub uszkodzonych,
co z kolei moze wywotac odpowiedz szoku cieplnego
i powodowac $mier¢ komorki. W wielu przypadkach
terapia z zastosowaniem inhibitoréw proteasoméw
moze przyczynic sie do powstawania niekorzystnych
zmian w komérkach pacjentéw. Dziatanie przeciwno-

W badaniach
przedklinicznych wykazano,
ze inhibitory proteasoméw
sa bardziej cytotoksyczne
dla proliferujgcych komérek
nowotwordéw ztosliwych niz
spoczynkowych komérek
prawidtowych. Inhibitory
proteasoméw sg zdolne

do uruchamiania proceséw
apoptozy w komérkach
nowotworowych, co
zasugerowato mozliwosé
zastosowania tego typu
zwigzkéw w terapii
przeciwnowotworowe;.

wotworowe inhibitoréw w wielu przy-
padkach zwigzane jest zhamowaniem
aktywnosci transkrypcyjnego czynni-
ka NF-kB, ktéry jest waznym regulato-
rem wptywajacym na proces apoptozy
w wielu typach komérek nowotworo-
wych [57]. Proteasomy biorg aktywny
udziat w degradacji wielu biatek re-
gulatorowych, supresoréw nowotwo-
rowych, czynnikéw transkrypcyjnych
i onkogendw. Proces inhibicji prote-
asomdéw moze prowadzi¢ do apoptozy
przez wptyw na stezenie réznych waz-
nych fizjologicznie biatek, ktére moga
wywotywaé hamowanie aktywnosci
NF-kB, zwiekszenie aktywnosci biatek
p53 oraz akumulacje biatek p27 i p21,
ktére sa inhibitorami cyklinozaleznych

kinaz [48]. Czynniki hamujace aktyw-
nos¢ proteasoméw moga skutecznie
wspomagac chemioterapie, w wyniku hamowania
mechanizmoéw odpornosci komdrek nowotworo-
wych na chemioterapeutyki. Inhibitory proteasomow
zwiekszaja przeciwnowotworowe dziatanie lekéw,
takich jak doksorubicyna, antracykliny, co wiaze sie
z wptywem na aktywnos¢ NF-kB i intensywnosé
przekazywania sygnatu przez komérki nowotworo-
we [48]. Waznym mechanizmem opornosci komé-
rek nowotworowych na chemioterapie jest ekspresja
przez te komoérki membranowej pompy glikoprote-
inowej P, ktéra powoduje wyrzucanie chemiotera-
peutykéw na zewnatrz, co w konsekwencji zmniejsza
ich wewnatrzkomorkowe stezenie i skutecznosé dzia-
tania. Prawidtowe funkcjonowanie proteasomoéw jest
niezbedne w formowaniu tych glikoproteinowych
struktur w btonach komérek nowotworowych. Ha-
mowanie aktywnosci proteasoméw zmniejsza dra-
stycznie ilos¢ pomp glikoproteinowych P w btonach
komorek nowotworowych, co hamuje wydalanie che-
mioterapeutykow i zwieksza ich skutecznos¢ tera-

peutyczng [49).

Inhibitory proteasoméw

Mozliwos¢ kierowanej terapii w stosunku do szla-
ku ubikwityno-proteasomowego jeszcze w latach
9o. ubiegtego wieku spotykato sie z duzym scepty-
cyzmem ze wzgledu na fakt, Zze szlak ten odgrywa
istotna role w prawidtowej homeostazie komorkowej.
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Jednak pierwsze badania w warunkach in vivo wy-
kazaty, ze inhibitory proteasoméw wykazujg istot-
ne dziatanie przeciwnowotworowe przy stosunkowo
matej toksycznosci [48]. Do tej pory odkryto i opi-
sano kilka inhibitoréw proteasoméw [49]. Jednym
z nich jest np. laktacystyna, ktora jest nieodwracal-
nym inhibitorem podjednostki katalitycznej # pro-
teasomu. Zwigzek ten indukuje apoptoze ludzkich
komérek monoblastycznych [58]. Innym jest benzy-
looksykarbonylo-(Z)-Leu-Leu-leucynal, ktory jest tri-
peptydo-aldehydowym inhibitorem proteasomoéw
indukujacym w komoérkach biataczkowych apopto-
ze zalezna od biatka p53. Powyzsze inhibitory cha-
rakteryzuja sie mata swoistoscia w dziataniu i z tego
wzgledu podjeto badania w celu zaprojektowa-
nia i otrzymania zwiazkéw hamujacych szlak pro-
teasomoéw w sposéb bardziej swoisty. Zwigzkami
tymi okazaty sie pochodne kwasu boronowego [56].
Kluczowym zwigzkiem jest dipeptyd kwasu boro-
nowego — bortezomib (kwas N-pyrazynokarbonylo-L-
fenyloalanino-L-leucyno-boronowy, zwany uprzednio
PS-341 (rycina 7) [59]. Mechanizm dziatania inhibito-
ra proteasomu PS-341 opiera sie w gtdwnej mierze
na interferencji z droga przekazywania sygnatéw po-
przez receptor jadrowy NF-kB [60]. Hamuje on szlak
proteasomowy w sposéb odwracalny poprzez wigza-
nie sie bezposrednio do rdzenia kompleksu proteaso-
mowego 20 S, gdzie tworzy kowalencyjne wigzania
z aktywnym miejscem treoniny. Potaczenie to ha-
muje aktywnos¢ centrow aktywnych proteasomow.
Zwiazek ten byt pierwszym inhibitorem aktywnosci
proteasomow, ktéry zostat uzyty w badaniach klinicz-
nych [61]. Hideshima i wsp. [62], wykazali, ze bortezo-
mib hamuje znaczaco ekspresje molekut adhezyjnych
zmniejszajac interakcje komarek szpiczaka z mikro-
Srodowiskiem szpiku przez zmniejszenie sekrecji cy-
tokin, a wéréd nich TNF, ktory stymuluje NF-kB [62].
Bortezomid okazat sie szczegblnie przydatny w te-
rapii szpiczaka mnogiego opornego na uprzednio
stosowane terapie, deksametazonem, melfalanem
i talidomidem. Komérki szpiczaka mnogiego umiej-
scawiajg sie gtéwnie w szpiku kostnym, gdzie roz-
norodne czynniki humoralne wspomagaja wzrost
i przezycie komérek nowotworowych, a takze zapo-
biegaja efektom cytotoksycznym chemioterapii. Przy-
leganie komdrek szpiczaka mnogiego do komorek
zrebu szpiku kostnego wywotuje wydzielanie cytokin,
takich jak interleukina-6, 2 (IL-61L-2), insulinopodobny
czynnik wzrostu (IGF-1) oraz naczyniowo $rodbtonko-
wy czynnik wzrostu (VEGF), ktdre z kolei nie tylko in-
dukuja proliferacje komorek szpiczaka mnogiego, ale
takze hamuja wywotang przez chemioterapie apop-
toze komérek nowotworowych [6]. Badania kliniczne
wykazaty, ze ekspresja wielu czynnikéw humoralnych
po zastosowaniu bortezomibu ulegta zahamowaniu,
co przyczynia sie do pomyslnego leczenia bortezomi-
bem w szpiczaku mnogim [6].
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Mechanizm dziatania bortezomibu

Jednym z wazniejszych efektow terapeutycznych
wywotanych stosowaniem bortezomibu jest indu-
kowanie apoptozy, ktéra nastepuje w wyniku ha-
mowania aktywnosci biatka NF-kB. Grupa biatek NF
tworzy rodzine dimerycznych czynnikéw transkryp-
cyjnych, ktére rozpoznaja i wigza wspélne motywy
sekwencji w chromosomalnym DNA [63]. NF-kB jest
najwazniejszym czynnikiem transkrypcyjnym tej ro-
dziny i wystepuje w cytoplazmie prawie wszystkich
komérek [63]. Konstytutywna aktywacja NF-kB w ko-
morkach, wiagze sie z proliferacjg i opornoscia na
leki, nadajac w ten sposéb komérkom nowotworo-
wym oraz prawidtowym réznicujaca wrazliwos¢ na
inhibitory proteasoméw. W warunkach fizjologicz-
nych obecny w cytoplazmie czynnik jest potaczony
ze swoistym inhibitorem I-kB. Podczas pobudzenia
komérek np. przez cytokiny, stres Srodowiskowy czy
chemioterapie, nastepuje aktywacja kaskady sygna-
téw, ktéra prowadzi do aktywacji specyficznej kinazy
biatkowej IKK, ktéra fosforyluje inhibitor I-kB. Kinaza
IKK fosforyluje dwie reszty serynowe w N-koncowej
domenie regulatorowej inhibitora I-kB [64]. Ufosfo-
rylowane seryny w N-koricowej pozycji biatkowego
inhibitora sg rozpoznawane z kolei przez ligaze ubi-
kwityny E3 typu SCF, co prowadzi do ubikwitynacji
inhibitora 1-kB, ktéry tak naznaczony jest nastep-
nie degradowany przez proteasomy. Degradacja in-
hibitora I-kB powoduje aktywacje czynnika NF-kB,
ktory przemieszcza sie do jadra, gdzie wiaze sie ze
zgodnymi sekwencjami obecnymi w regionach pro-
motorowych wielu genéw zwigzanych z czynnika-
mi wzrostu/przezycia, wywotujgc ich transkrypcje.
W kohcowym etapie prowadzi to do zwiekszenia eks-
presji roznych cytokin, chemokin, czasteczek adhe-
zyjnych iich receptoréw [6]. Aktywacja NF-kB sprzyja
wytwarzaniu cytokin (IL-6, TNF), czynnikéw przezy-
cia (inhibitory biatek apoptozy), i czasteczek przyle-
gania miedzykomorkowego (czasteczka przylegania
komoérek naczyniowych i selektyna-E) [65]. Przylega-
nie patologicznych plazmocytéw do komérek zrebo-
wych szpiku kostnego wywotuje mediowang przez
NF-kB transkrypcje i wydzielanie IL-6 i IGF-1 [65].
Zaréwno IL-6, jak i IGF-1 sprzyjajg przezyciu komo-
rek szpiczaka mnogiego w szpiku kostnym. Komorki
nowotworowe posiadajg zwiekszona (w pordéwna-
niu do komérek prawidtowych) aktywnos¢ NF-«B
[65], natomiast wrazliwe na leki komérki szpicza-
ka mnogiego wykazuja mniejsza aktywnos¢ NF-«xB
niz oporne na leczenie komorki szpiczaka mnogie-
go. Zwiekszone stezenia NF-kB relacjonowano tak-
ze w komorkach szpiczaka mnogiego pochodzacych
od chorych z nawrotem po chemioterapii [65]. Wyni-
ki te wskazuja, ze NF-kB jest kluczowym regulatorem
wzrostu i przezycia komoérek nowotworowych, kto-
ry nadaje opornos¢ na chemioterapie. Terapeutyczne
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Rycina 7. Bortezomib

inhibitory proteasomow, takie jak wspomniany wy-
zej bortezomib hamuja aktywnos¢ NF-kB w komor-
kach pacjentéw w wyniku blokowania degradacji
I-kB [66]. Hamowanie aktywnosci czynnika NF-kB
petni korzystna role u pacjentéw chorych na no-
wotwory w wyniku zmniejszania ekspresji réznych
czynnikéw wzrostu, przezycia i angiogenetycznych,
ktére umozliwiaja rozwdj i proliferacje komorek no-
wotworowych. Prowadzi to miedzy innymi do obniza-
nia poziomu biatek proapoptycznych Bcl-2 i A1/Bfl-1,
wywotujacych uwalnianie cytochromu C, aktywacje
kaspazy 9 oraz apoptoze komérek [66]. Wydaje sie,
ze inhibicja aktywnosci czynnika NF-kB, a w konse-
kwencji apoptoza wywotana przez bortezomib, jest
jednym z najwazniejszych mechanizméw dziatania
tego zwiazku [66]. Aktywacja czynnika NF-kB powo-
duje ekspresje réznych cytokin mediujacych angio-
geneze i wzrost. W wyniku dziatania bortezomibu
nastepuje hamowanie angiogenezy oraz blokowa-
nie zaleznej od czynnika NF-kB indukcji wydzielania
przez komorki zrebowe czynnikéw wzrostu, takich
jak IL-6, co w znacznym stopniu ogra-
nicza wzrost komoérek nowotworo-

wych [67]. Dalsze prace wykazaty, ze
apoptoza indukowana przez borte-
zomib wiaze sie nie tylko z hamowa-
niem aktywnosci czynnika NF-kB, ale
rowniez z takimi zdarzeniami jak po-
budzenie klasycznych biatek odpo-
wiedzi stresowej, takich jak biatka
szoku cieplnego Hsp27, Hsp70 i Hspgo,
zwigkszenie ilosci NH, koncowej ki-
nazy c-jun, zmiana potencjatu btony
mitochondrialnej i wytwarzanie reak-
tywnych odmian tlenu, co powoduje
indukcje wewnetrznego szlaku Smier-
ci komorki (tj. uwolnienie do cytozolu
biatek mitochondrialnych — cytochro-
mu c i mitochondrialnego aktywatora
kaspaz), hamowanie szlakdéw sygnato-
wych kinazy biatkowej aktywowanej
przez mitogeny i kinazy 3-fosfatydy-
loiznozytolu. Wszystkie powyzsze
mechanizmy sygnatowe moga miec

Bortezomib jest pierwszym
inhibitorem aktywnosci
proteasoméw, ktory

zostat uzyty w badaniach
klinicznych. Jednym

z wazniejszych efektéw
terapeutycznych
wywotanych stosowaniem
bortezomibu jest
indukowanie apoptozy,
ktéra nastepuje w wyniku
hamowania aktywnosci
biatka NF-kB. Bortezomid
okazat sie szczegédlnie
przydatny w terapii
szpiczaka mnogiego
opornego na uprzednio
stosowane terapie,
deksametazonem,
melfalanem i talidomidem.
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taczny udziat w dziataniu bortezomibu przeciw szpi-
czakowi mnogiemu [67].

Przyszte kierunki badan

Do chwili obecnej gtéwny kierunek badan szlaku
ubikwityno-proteasomowego dotyczy otrzymywania
i zastosowania inhibitoréw proteasomoéw. Natomiast
zainteresowanie badaniami dotyczacymi mechani-
zmoéw odpowiedzialnych za ubikwityzacje i otrzyma-
nie odpowiednich substancji, ktére stymulowatyby
ten proces w celach terapeutycznych jest kierun-
kiem, ktéry od niedawna jest badany. Aktywacja lub
hamowanie dziatania proteasoméw powoduje spa-
dek lub wzrost stezenia catej puli niepozgdanych

Do chwili obecnej

gtéwny kierunek badan
szlaku ubikwityno-
proteasomowego

dotyczy otrzymywania

i zastosowania inhibitoréw
proteasoméw. Natomiast
wydaje sie, ze selektywne
hamowanie aktywnosci
enzyméw stymulujacych
ubikwityzacje (E1,E2 czy E3)
moze by¢ wydajniejszym
narzedziem terapeutycznym
niz inhibitory proteasoméw.
Leki, ktére wykazywatyby
zdolno$¢ hamowania lub
pobudzenia aktywnosci
konstytutywnej ligazy

E3 mogtyby dziata¢

bardziej selektywnie

wobec konkretnej
jednostki chorobowej przy
stosunkowo niskich efektach
toksycznych dla organizmu.

biatek komdérkowych. Zastosowanie
inhibitoréw proteasomoéw nie bedzie
jednak jedynym skutecznym podej-
Sciem terapeutycznym podczas tera-
pii danej jednostki chorobowej. Jest
raczej niemozliwe, by mozna byto se-
lektywnie stymulowa¢ degradacje lub
hamowanie rozktadu tylko okreslo-
nych biatek patologicznych, decydu-
jacych o powstawaniu danej choroby
poprzez wptyw na aktywnos¢ prote-
asomow. Terapia przy udziale inhibito-
row polega na hamowaniu aktywnosci
proteasaoméw zaréwno w komaor-
kach zmienionych patologicznie, jak
i komorkach zdrowych. Jest ona sku-
teczna w przypadku komoérek nowo-
tworowych, w ktoérych zaburzonych
jest wiele proceséw biochemicznych.
Trudno jednak bedzie mechanizm ta-
kiej terapii zastosowa¢ do choroby
molekularnej, w ktérej praktycznie
wszystkie komorki somatyczne orga-
nizmu wykazuja sie produkcja jedne-
go wadliwego biatka. Wydaje sie, ze
selektywne hamowanie aktywnosci

enzymow stymulujgcych ubikwityza-
cje (E1, E2 czy E3) moze by¢ wydaj-
niejszym narzedziem terapeutycznym niz inhibitory
proteasomow. Leki, ktére wykazywatyby zdolnosé
hamowania lub pobudzenia aktywnosci konstytu-
tywnej ligazy E3 mogtyby dziata¢ bardziej selektyw-
nie wobec konkretnej jednostki chorobowej przy
stosunkowo niskich efektach toksycznych dla orga-
nizmu. Jednym z ciekawszych potencjalnych celéw
takiej terapii jest biatko MDMz2, ktéry ulega silnej
ekspresji w niektorych nowotworach np. raku piersi.
MDM2 nalezy do rodziny biatek E3 odpowiedzialnych
za degradacje czynnika p53. Zahamowanie aktyw-
nosci MDM2 powoduje zwigkszenie poziomu ps53,
co prowadzi do zahamowania cyklu komérkowego
i nasilenia apoptozy komdérek nowotworowych [55].
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Nastepny interesujacy cel to proteina F-box, kto-
ra jest odpowiedzialna, za ubikwitynacje inhibitora
I-kB. Zahamowanie tego procesu obniza aktywnos¢
NF-kB, co uwrazliwia komérki nowotworowe na che-
mioterapie [56]. Innym biatkiem bedgcym celem te-
rapii jest biatko p27. Ten inhibitor cyklin zaleznych
od kinaz jest obecny w niskich stezeniach szczegol-
nie w komoérkach bardzo ztosliwych nowotwordw.
Biatko to ulega ubikwityzacji w ostatniej fazie cyklu
komorkowego przez kompleks SCF. Hamowanie ak-
tywnosci tego kompleksu powoduje wzrost pozio-
mu biatka p27 w komérce, a konsekwencja tego jest
zatrzymanie cyklu komoérkowego i apoptoza komo-
rek [68, 69, 70, 71].

Podsumowanie

Wyniki badan klinicznych wskazuja, ze inhibicja
proteasomdéw moze sie sta¢ obiecujaca strategia
terapeutyczng w leczeniu nowotworoéw, szczegol-
nie w leczeniu szpiczaka mnogiego (MM) opornego
na chemioterapie. Wprowadzony do leczenia inhi-
bitor proteasoméw bortezomib jest pierwszym le-
kiem zatwierdzonym przez FDA w leczeniu MM.
Obecnie trwaja badania nad zastosowaniem tego
typu inhibitora aktywnosci proteasoméw w przy-
padku réznych hematologicznych i innych typach
nowotworéw ztosliwych. Otrzymane wyniki suge-
ruja mozliwos¢ zastosowania tego typu inhibitora
w réznego typu chtoniakach oraz nowotworach zto-
Sliwych, takich jak niedrobnokomérkowy rak oskrze-
la, raki nosogardta, czerniaku ztosliwym czy raku
nerek [72, 73]. Prowadzone sg réwniez badania nad
skojarzeniem inhibitoréw proteasoméw z innymi
chemioterapeutykami. Dane przedkliniczne wyka-
zuja, bowiem, ze w nowotworach litych aktywnosé
bortezomibu jest zwiekszona, gdy stosuje sie go
w potaczeniu z lekami chemioterapeutycznymi, ta-
kimi jak gemcytabina, doksorubicyna, docetaksel.
W przypadku innych, takich jak melfalan nastepuje
nawet synergizm w dziataniu. [74]. Trwaja réwniez
proby w celu otrzymania selektywnych lekdw, kto-
re bedg zdolne do hamowania aktywnosci biatek
E3. Ze wzgledu na fakt, ze kazda z form biatka E3
jest odpowiedzialna za niszczenie niewielkiej gru-
py biatek wewnatrz komérki, otrzymane inhibitory
powinny by¢ wysoko specyficzne, o matym dziata-
niu niepozadanym. Badania wykazuja, ze prawidto-
wa aktywnos¢ proteasoméw moze regulowac wiele
proceséw biochemicznych w komérce i z tego wzgle-
duhamowanie ich aktywnosci przez inhibitory moze
dawac wiele efektow ubocznych. Sg, zatem potrzeb-
ne szczeg6towe badania funkcji proteasomoéw, ktére
pomoga w petni oceni¢ ryzyko uzywania w terapii
czynnikbw hamujacych aktywnos¢ dziatanie tych
struktur. Z kolei wiedza zebrana na ten temat uta-
twi projektowanie specyficznych inhibitoréw, ktére
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beda wykorzystane do hamowania Sciéle okreslo-
nych proceséw komoérkowych w danej jednostce
chorobowej.
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