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Stowa kluczowe:

Streszczenie

System ubikwityna-proteasom jest jednym z gléwnych szlakéw selektywnie degradujacych
bialka komérkowe i regulujacych wigkszo$¢ proceséw kluczowych dla zachowania homeostazy
komérki. Degradacji proteasomalnej ulegaja migdzy innymi bialka odpowiadajace za transduk-
cje sygnatu oraz regulacje metabolizmu, cyklu komérkowego i apoptozy. Inhibicja systemu ubi-
kwityna-proteasom powoduje zahamowanie proliferacji komérek i indukeje apoptozy, szcze-
gélnie w komérkach nowotworowych, przez co jest obiecujacy strategia terapii nowotwordw,
potwierdzong przez wyniki badan klinicznych. Niniejszy artykul podsumowuje badania nad
dotychczas poznanymi inhibitorami proteasomu, réznigcymi si¢ budows chemiczng i mecha-
nizmem dzialania, ze szczeg6lnym naciskiem na ich wplyw na zjawiska wewnatrzkomérkowe
zwigzane z apoptoza i regulacjg cyklu komérkowego.
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Summary

'The ubiquitin-proteasome system is one of the main pathways involved in degradation of cel-
lular proteins and regulation of most biochemical processes critical for maintaining cellular ho-
meostasis. Among proteins that undergo proteasomal degradation are those involved in signal
transduction, metabolism regulation, cell cycle control and apoptosis. Therefore, inhibition of
the ubiquitin-proteasome system causes inhibition of cell proliferation and induction of apop-
tosis, especially in cancer cells, which makes it a promising strategy of cancer therapy that is
already supported by clinical trials. This article summarizes reports of known proteasome in-
hibitors, differing in chemical structure and mechanism of action, emphasizing their effects on
intracellular phenomena related to apoptosis and cell cycle control.
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CDK — kinazy zalezne od cyklin; C-L — aktywnos$¢ kaspazopodobna; CT-L — aktywnosé¢ chy-

motrypsynopodobna; EGCG — 3-galusan epigallokatechiny; IGF-1 — insulinopodobny czynnik
wzrostu-1; IL — interleukina; IkBa — inhibitor czynnika transkrypcyjnego kappa B; JNK — kinaza
N-koricowa bialka c-Jun; MDR — opornos¢ wielolekowa; NF-kB — czynnik transkrypcyjny kappa
B; TL — aktywnos¢ trypsynopodobna; Ub — ubikwityna; UPS — system ubikwityna — proteasom.

Wsrep

Znajomo$¢ molekularnych podstaw proceséw choro-
bowych, wlaczajac procesy nowotworowe, pozwala na
rozwéj nowoczesnych metod celowanej terapii, a takze
strategii chemioprewencyjnych, majacych na celu zapo-
bieganie rozwojowi choroby lub wspomaganie dziala-
nia czynnikéw terapeutycznych. W patogenezie choréb
degeneracyjnych i nowotworowych istotng role odgry-
wa wiele Sciezek przekaznictwa sygnalowego, ktérych
nieprawidlowa regulacja prowadzi do zmiany fenotypu
komérki i zaburzeri tak waznych proceséw, jak regu-
lacja cyklu, wzrostu, §mierci, réznicowania czy adhezji
komérek [34,84]. Istotnym problemem w terapii no-
wotworéw jest zlozono$¢ procesu chorobowego oraz
wiele niekorzystnych cech nabywanych przez komérki
w czasie progresji, ktére w efekcie utrudniaja skutecz-
ng terapie. W sygnalizacji komérkowej, a takze w po-
wstawaniu zaburzed na poziomie transdukcji istotng
role odgrywaja procesy degradacji bialek sygnatowych,
do ktérych zalicza si¢ system ubikwityna-proteasom.
Ze wzgledu na to, ze system ten jest zaangazowany
w wiele proceséw waznych dla patogenezy i rozwoju
choroby nowotworowej, jego inhibicja okazuje si¢ ra-
cjonalnym podejsciem zaréwno w kontekscie terapii,
jak i prewencji, co potwierdza zadowalajaca skutecz-
nos¢ inhibitoréw proteasomu w badaniach klinicznych
[17,55]. Sktania to badaczy do poszukiwania nowych
zwigzkéw, wykazujacych podobne wlasciwosci. W ar-
tykule podsumowano doniesienia dotyczace inhibito-
réw proteasomu o zréznicowanej budowie chemicznej
i pochodzacych z réznych zrédet. W sposéb szczegdlny
zwrécono uwage na wplyw tych substancji na zjawiska
komérkowe zwiazane z kontrola cyklu komdérkowego
czy indukcja apoptozy.

SYSTEM UBIKWITYNA-PROTEASOM

W komérkach eukariotycznych mozna wyrézni¢ dwa
komplementarne procesy majace za zadanie degrada-
¢je rodzimych biatek wewnatrzkomérkowych: degrada-
cje lizosomalng, w tym makroautofagie oraz degrada-
cj¢ proteasomalng. Lizosomy rozktadajg gléwnie biatka
pozakomérkowe, ktére dostaly sie do wnetrza komérki
poprzez endocytoze lub — w ramach $cisle regulowa-
nej makroautofagii — biatka wewnatrzkomérkowe, ale
tylko w przypadku, jesli komérka poddana jest silne-

mu stresowi (np. podczas glodzenia), badz biatka te sg
uszkodzone. Zadaniem makroautofagii, przeprowa-
dzanej w autolizosomach otoczonych podwdéjna blona,
jest kontrolowany rozklad duzych struktur biatkowych,
cytosolu i organelli, w celu utylizacji wadliwej struk-
tury i/lub pozyskania surowcéw strukturalnych bgdz
energetycznych. Proteasomy sa z kolei odpowiedzialne
za kontrolowang degradacje¢ bialek o nizszych masach
czasteczkowych, w tym bialek sygnalowych o krétkim
okresie péltrwania oraz bialek wadliwie staldowanych

[29,96].

Proteasom jest gléwng cz¢scig systemu okreslanego jako
system ubikwityna-proteasom (UPS). Biatka przezna-
czone do degradacji proteasomalnej s najpierw roz-
poznawane i oznaczane przez przylaczenie ubikwityny
(Ub), niewielkiego biatka zlozonego z 76 reszt ami-
nokwasowych. Proces ubikwitynylacji jest kilkuetapo-
wy i obejmuje kolejno: aktywacj¢ Ub przez enzym E1,
transfer aktywnej Ub na enzym klasy E2 i dalej ligacje
Ub z docelowym biatkiem, katalizowana przez enzymy
klasy E3. Czasteczka Ub przylaczona do biatka maja-
cego ulec degradacii staje si¢ nastepnie kolejnym sub-
stratem enzymu E3, co skutkuje powstaniem laricucha
poliubikwityny (poli-Ub). Biatko z przytaczonym lan-
cuchem poli-Ub, zlozonym z co najmniej 4 reszt Ub,
jest rozpoznawane przez proteasom i po odlaczeniu
faricucha poli-Ub przez enzymy deubikwitynylujace
(DUB) naste¢puje jego rozklad na oligopeptydy. Lan-
cuch poli-Ub jest nastepnie rozkladany na monomery

Ub (ryc. 1) [12,26,63].

O ile E1 jest pojedynczym enzymem, klasa E2 liczy u ssa-
kéw okoto 40 réznych enzyméw. Réznice migdzy enzy-
mami klasy E2 sprowadzajg si¢ do typu poliubikwityny-
lacji, jako ze czasteczki Ub zawieraja 7 reszt lizynowych,
z ktérych kazda moze potencjalnie stuzy¢ jako ,,punkt za-
czepu” dla nastepnej czasteczki Ub (choé¢ najezesciej jest
to Lys48). Klasa E3 jest jeszcze szersza i liczy okoto 1000
wysoce swoistych enzymoéw, ktérych zadaniem jest roz-
poznanie okreslonego bialka i umozliwienie jego poliubi-

kwitynylacji [26,63].

Sam proteasom jest ztozonym kompleksem biatkowym
o masie okolo 2,5 MDa i znajduje si¢ w jadrze lub cyto-
solu kazdej komérki eukariotycznej. Jego poszczegélne
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Ryc. 1 Mechanizm dziatania systemu ubikwityna-proteasom. Ub — ubikwityna, E1 — enzym aktywujacy ubikwityne, E2 — enzym koniugujacy ubikwityne,
E3 — enzym o aktywnosci ligazy ubikwityna-biatko, DUB — enzym deubikwitynylujacy

komponenty nosza nazwy zwiazane z ich stala sedy-
mentacji Svedberga. Ludzki proteasom jest okreslany
jako 26S i sktada si¢ z rdzenia 20S o masie 670 kDa
(okreslanego takze jako proteasom 20S) oraz dwéch
czastek regulatorowych 19S (masa ~1 MDa). Rdzen
ma postaé tuby zlozonej z czterech pierscieni — dwa
zewnetrzne pelnig role ,bramki” i kazdy z nich sktada
sie z 7 podjednostek o, natomiast kazdy z dwéch we-
wnetrznych zlozony jest z 7 podjednostek B o aktyw-
nosci katalitycznej. Czastka regulatorowa 19S skfada
sie z 19 podjednostek, z ktérych 10 tworzy pierscien
przylegajacy do rdzenia, a 9 pozostatych ,pokrywke”
wiazacg tancuch poli-Ub (ryc. 2). Zadaniem czastki re-
gulatorowej jest rozpoznanie taficucha poli-Ub i roz-
winiecie przylaczonego do niego bialka tak, aby mogto
ono wnikna¢ do wnetrza rdzenia i tam ulec degradacji

[63,86,99].

Proteasom 20S, inaczej niz typowe proteazy, ma zdol-
no$¢ degradacji prawie wszystkich wigzari w substracie
biatkowym, dzigki posiadaniu kilku aktywnosci pepty-
dazowych wewnatrz jednej komory proteolitycznej [59].
Kompleks 20S jest konformacyjnie elastyczny, aktywne
miejsca katalityczne umiejscowione sg na wewnetrznej
powierzchni cylindra, gdzie ulegaja wiazaniu substra-
ty biatkowe. Aktywne miejsca katalityczne proteasomu
otrzymaly nazwy zaleznie od swojej swoistosci substra-

towej. Aktywnos¢ odpowiedzialna za rozbijanie wiazan
hydrofobowych, przypominajaca ta, jaka wykazuje chy-
motrypsyna, zostala nazwana aktywnos$cia chymotryp-
synopodobng (CT-L — chymotrypsin-like). Na tej same;
zasadzie scharakteryzowano aktywno$¢ trypsynopodob-
ng, ktérej wynikiem jest rozpoznawanie reszt aminokwa-
séw zasadowych i rozcinanie wigzan przy tych resztach
(T-L — trypsin-like) oraz kaspazopodobng, dziatajaca
analogicznie, lecz dla reszt kwasowych (C-L — caspase-
-like lub PGPH - post-glutamyl peptide hydrolizing)
[59,78]. Poza tymi dobrze poznanymi aktywnoscia-
mi odkryto, iz proteasom ma jeszcze dwie: preferuja-
ca aminokwasy o rozgalezionych lafcuchach bocznych
(BrAAP - branched-chain amino acid-preferring) oraz
preferujaca niskoczasteczkowe aminokwasy neutralne
(SNAAP — small neutral amino acid-preferring) [76].
Kolejne badania udowodnily, iz kazda z wymienionych
aktywnosci jest przyporzadkowana do innej podjednost-
ki w katalitycznej czeéci proteasomu. Podjednostki B1 sg
zwigzane z C-L, B5 z CT-L a B2 z T-L [59]. Podjed-
nostki te nie dzialaja indywidualnie, lecz rozpad naste-
puje jako multikatalityczna sekwencja zdarzer. Ustalono
takze hierarchi¢ aktywnosci proteasomu i ich znaczenie
dla wzrostu komérek. Za najwazniejszg z punktu widze-
nia przydatnosci, jako cel oddziatywania czynnikéw te-
rapeutycznych przyjeto uwazaé aktywnos$¢ chymotryp-
synopodobna, nastepnie trypsynopodobng, natomiast za
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Ryc. 2. Struktura proteasomu 26S. Kompleks sktada sie z czesci rdzeniowej (proteasomu 205) oraz dwach czesci regulatorowych 19S. W sktad proteasomu 20S wchodza dwa
pierScienie zewnetrzne (kazdy ztozony z podjednostek a1—a7) oraz dwa pierscienie wewnetrzne (kazdy ztozony z podjednostek p1-p7). Trzy sposrod podtypow
podjednostek B odpowiadaja za trzy podstawowe aktywnosci proteolityczne kompleksu

najmniej wazng kaspazopodobna. Hierarchia ta zostala
ustalona na podstawie przezywalnosci mutantéw z de-
fektami poszczegdlnych aktywnosci [94]. Wydaje sie
jednak, ze istotnoé¢ hamowania poszczegélnych aktyw-
nosci zalezy w duzej mierze od charakteru bialtka, ktére
w danym przypadku ulega degradacji. Ponadto ustalono,
ze jednoczesne hamowanie aktywnosci CT-L oraz C-L
znacznie podnosi efekt zablokowania proteolizy zaleznej
od proteasomu [39].

Proteasomy maja réwniez swoje odpowiedniki wyste-
pujace gtéwnie w narzadach ukladu immunologicznego,
zwane immunoproteasomami i zawierajace alternatyw-
ne podjednostki katalityczne B1i, 2i oraz P5i. Podjed-
nostki B2i oraz P5i charakteryzuja si¢ wicksza aktyw-
noscig proteolityczng niz ich standardowe odpowiedniki
i stuzg do wytwarzania polipeptydéw, ktére sa nastepnie
prezentowane jako antygeny w ramach MHC 1 [26,63].
Swoisty typ immunoproteasomu wykryto w grasicy i na-
zwano tymoproteasomem. Zawiera on jednostke kata-
lityczng PB5t, charakteryzujaca si¢ specyficzng aktywno-
§cig enzymatyczng. Biatko to ulega ekspresji w korowe;
warstwie komorek epitelialnych grasicy i bierze udzial
w pozytywnej selekcji tymocytéw [58]. Myszy pozba-
wione genu kodujacego podjednostke B5t wykazuja nie-
dobér limfocytéw T CD8*. Wydaje si¢, ze do wytworze-
nia immunokompetentnych komérek cytotoksycznych
T CD8* niezbe¢dne jest wytwarzanie odpowiedniego
peptydu MHC I, ktére z kolei jest uzaleznione od ak-
tywnosci tymoproteasomu [65].

ZNAczenie INHIBICH UPS w HOMEOSTAZIE KOMORKOWE)
| KANCEROGENEZIE

Ze wzgledu na to, ze substratami proteasomu sg zaréwno
biatka uszkodzone, wadliwie ztozone i bialka sygnatowe,
w tym prekursory bialek wymagajacych proteolitycznej
aktywacji, pelni on niezwykle istotng role w utrzymaniu
homeostazy komérkowe;.

Poprzez kontrole poziomu bialek regulatorowych w ko-
morce proteasomy uczestnicza w regulacji jej podstawo-
wych proceséw zyciowych, takich jak: progresja cyklu ko-
morkowego, onkogeneza, transkrypcja, rozwdj, wzrost,
szlaki metaboliczne, selektywna degradacja uszkodzonych
biatek czy wytwarzanie antygenéw. Nagromadzenie biatek
wadliwych moze ostatecznie uruchomi¢ programowang
$mier¢ komorki (apoptoze) lub indukowa¢ makroautofagie

w ramach préby naprawy uszkodzeri [20,86,96].

Komérki nowotworowe charakteryzuja si¢ m.in. niekon-
trolowanym wzrostem, niewielka podatnoscia na apop-
toze, a niekiedy podwyzszona wrazliwoscia na szkodliwe
czynniki, co zwigzane jest z rozregulowanym cyklem ko-
morkowym i drastycznie przyspieszonym metabolizmem.
Obecne strategie terapeutyczne maja giéwnie na celu wy-
muszenie apoptozy w tych komérkach poprzez dzialanie
genotoksyczne lub zahamowanie ich proliferacji [32].

Do biatek degradowanych przez UPS nalezg biatka pro-
apoptotyczne z rodziny Bcl-2, ujemne regulatory cyklu
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Tabela 1. Substraty proteasomu 265

Rodzaj substratu Przykfad

Funkcja

Cykliny i biatka spokrewnione cykliny A, B, D, E

progresja cyklu komérkowego

z cyklinami inhibitory zalezne od cyklin (CDK): p27, p21 regulacja aktywnosci kinaz cyklinozaleznych
p53 czynnik transkrypcyjny
Supresory onkogenezy ’b inhibitor E2F
¢-fos/c-jun czynnik transkrypcyjny
Onkogeny c-myc czynnik transkrypcyjny
N-myc czynnik transkrypcyjny
L IkB inhibitor NF-kB
Biatko inhibitorowe p130 inhibitor E2F-1
Enzvm fosfataza cdc25 (DK1/cykliny B fosfataza
ymy aminotransferaza tyrozyny (TAT) metabolizm Tyr
Coynnili pro- XIAP |nh|b|tor apoptozy
antvaboptotyezhe Bax czynnik proapoptotyczny
yapopioty Bdl-2 inhibitor apoptozy
Inne Ki67 degradacja jadrowego antygenu komorek proliferujacych

(PCNA)

komérkowego (p53, p21Wafl/Cip1, p27Kip1) i inne ele-
menty sygnalizacji wewnatrzkomérkowej, takie jak in-
hibitor czynnika transkrypcyjnego NF-«B, biatko IxB
(tabela 1). Inhibicja systemu UPS prowadzi zatem do sta-
bilizacji wielu istotnych czynnikéw proapoptotycznych

[86,95].

Uwzgledniajac to, ze aktywnos¢ proteasomu 26S w ko-
morkach nowotworowych jest najczesciej podwyzszona,
co stanowi swoistg ochrong tych komdrek przed apop-
toza, inhibicja UPS wydaje si¢ obiecujaca strategia tera-
pii przeciwnowotworowej [6,92], ktéra obecnie przynosi
wymierne efekty, zar6wno w badaniach laboratoryjnych,
jak i klinicznych. Indukcje apoptozy i zahamowanie cyklu
komérkowego wigze sie giéwnie z zahamowaniem ak-

tywnosci CT-L proteasomu [62].
Skutki inhibicji proteasoméw

Wiele podstawowych proceséw komérkowych jest zwig-
zanych z funkcjonowaniem proteasomu i szlaku UPS,
w zwigzku z czym inhibicja proteasomu wplywa na
wzrost komérek, regulacje cyklu komérkowego i apop-
toze. Nizej podano przyklady skutkéw inhibicji prote-
asomu 26S.

Wplyw na wzrost komérek i procesy starzenia

Inhibicja proteasomu obniza transkrypcje gléw-
nych czasteczek zwigzanych z kaskadami sygnalowy-
mi, zwigzanymi ze wzrostem i przezyciem komérek,
np. nastgpuje obnizenie ekspresji insulinopodobnego

czynnika wzrostu 1 (IGF-1), jego receptora (IGF-1R)

i czasteczek regulujacych (np. substrat receptora insu-
linowego IRS-1). Szlak sygnalizacji zwiazany z IGF-1
promuje wzrost komérek w niektérych nowotworach
(np. w szpiczaku mnogim), ich przezycie i opornos¢ na
niektére leki. IGF-1 jest wytwarzanym przez komér-
ki gospodarza czynnikiem wzrostu umozliwiajacym
wedréwke komoérek nowotworowych podcezas meta-
stazy. Podobnie jak interleukina 8 (IL-8) i histamina,
IGF-1 moze powodowaé zmiany ksztaltu komorek,
rearanzacj¢ cytoszkieletu, zmiany w adhezji komérek
i plynnosci blon, umozliwiajace powstanie przerzu-
téw. Szlaki sygnalizacyjne zwigzane z insuling i czyn-
nikiem IGF-1 odgrywaja takze istotng rol¢ w proce-
sach starzenia. Stymulacja komérek za pomoca IGF-1
powoduje wzrost aktywnosci proteasomu [49]. Wydaje
sie, ze odpowiedni poziom IGF-1 odgrywa zatem role
w zaleznym od proteasomu usuwaniu utlenionych bia-
tek w komérkach nerwowych. IGF-1 prawdopodob-
nie wplywa na aktywno$é proteasomu poprzez szlak
kinazy mTOR. Zahamowanie aktywnosci proteaso-
mu moze by¢ zatem zaréwno konsekwencja, jak i jedna
Z przyczyn procesOw starzenia.

Wplyw na apoptoze

Inhibicja proteasomu wplywa istotnie na proces apop-
tozy. Istnieje przynajmniej pig¢ mechanizméw apopto-
zy, zwigzanej z regulacjg systemu proteasomu 26S. Po
pierwsze, obnizenie aktywnosci proteasomu prowadzi
do podwyzszenia poziomu biatka inhibitorowego li-
ganda Fas (FLIP), co sprzyja apoptozie, przez zwigk-
szenie aktywacji kaspazy 8. Drugi mechanizm nie wigze
sie bezposrednio z inhibicja proteasomu, lecz z ochro-
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ng degradacji bialka BAX poprzez jego dimeryzacje
(podczas gdy w prawidtowych komdérkach jest ono mo-
nomeryczne). BAX przemieszcza si¢ wtedy do wne-
trza mitochondrium, sprzyjajac uwalnianiu cytochro-
mu c i drugiego mitochondrialnego aktywatora kaspaz,
SMAC. To prowadzi do aktywacji kaspazy 9 i tworze-
nia apoptosomu [103]. Trzeci mechanizm zwigzany jest
z hamowaniem degradacji biatka IxB, co z kolei hamu-
je aktywnos¢ transkrypcyjng czynnika transkrypcyjne-
go NF-«B i prowadzi do obnizenia ekspresji biatek an-
tyapoptotycznych, takich jak Bcl-2, Al oraz inhibitora
kaspazy 9 XIAP [74]. Prowadzi to w konsekwencji do
uwolnienia cytochromu ¢ do cytosolu i aktywacji kaska-
dy kaspaz, stymulujac apoptoze. Kolejny szlak apopto-
zy zwigzany jest z nagromadzeniem innych substratéw
proteasomu, takich jak: kinaza JNK i czynnik c-myec.
Stabilizacja JNK prowadzi do zwigkszonej fosforylacji
c-Jun i podnosi zdolnos¢ wigzania si¢ AP-1 do DNA, co
prowadzi do podwyzszonej ekspresji receptora $mierci
Fas. Jednocze$nie wzrasta réwniez ekspresja FasL, zalez-
na od czynnika transkrypcyjnego c-myc, ktéry réwniez
gromadzi si¢ wskutek inhibicji proteasomu. Przyltacze-
nie FasL do Fas uaktywnia kaspaz¢ 8, ktéra jest gléwna
kaspazg apoptozy, prowadzac nieuchronnie do kontro-
lowanej $mierci komérki. Wreszcie, inhibicja proteaso-
mu skutkuje zwickszeniem poziomu biatka p53, ktére
z kolei powoduje wzrost ekspresji wielu czynnikéw pro-
apoptotycznych (np. Bax) i obniza ekspresj¢ czynnikéw
antyapoptotycznych. Biatko p53 wplywa réwniez na
przebieg cyklu komérkowego poprzez transaktywacje
biatka p21 [67].

Whynika z tego, ze inhibicja proteasomu moze indukowaé
apoptoze zaréwno przez aktywacje szlaku mitochondrial-
nego (wewnatrzkomoérkowego), jak i receptorowego (ze-
wnatrzkomérkowego).

Wplyw na cykl komérkowy

Degradacja cyklin zalezna od proteasomu jest jed-
nym z gléwnych mechanizméw odpowiedzialnych za
regulacje cyklu komérkowego. Zalezne od cyklin ki-
nazy CDK wiazg si¢ do cyklin, ktére ulegaja ekspre-
sji tylko w specyficznych momentach cyklu, tworzac
enzymatyczny kompleks cyklina/CDK. Kompleks ten
jest kontrolowany przez inhibitory CDK: p21WAF1
i p27KIP1,19, ktére sa substratami proteasomu. Inhi-
bicja proteasomu skutkuje nagromadzeniem inhibito-
réw CDK, co prowadzi do zatrzymania cyklu komor-
kowego [77,78].

Wplyw na pompy blonowe i zjawisko opornosci
wielolekowej (MDR)

Zjawisko opornosci wielolekowej w komérkach nowo-
tworowych zwigzane jest z nadmierng aktywnoscia gli-
koproteiny P (MDR1), wypompowujacej leki poza ko-
morke, co skutecznie zmniejsza ich st¢zenie i tym samym
efektywno$¢ terapii. Wykazano, ze proteasom 26S bierze
udziat w procesie dojrzewania glikoproteiny P [91].

W niektérych badaniach stwierdzono, ze inhibitory pro-
teasoméw zmniejszaja aktywno$¢ transporteréw blono-
wych z rodziny ABC (ATP-binding cassette), do ktérych
nalezy glikoproteina P (PgP). Taka aktywnos¢ wykazy-
wal syntetyczny peptyd MG132 w komérkach raka zo-
tadka linii SGC7901/VCR [104]. Wezesniej wykazano,
ze zarowno MG132, jak i bortezomib hamuje aktywnos¢
PgP poprzez szlak kinaz MAP i czynnika NF-kB w ko-
morkach raka piersi MCF7 [25]. Podobne dziatanie bor-
tezomibu w liniach wykazujacych nadekspresjc MDR1,
KB 8-5 i K 562/i-S9 wykazano w badaniach Panischeve;
i wsp., wskazujac jednak na oddzialywanie tego leku na
biatko YB-1 [69]. Takie dzialanie inhibitoréw proteaso-
mu sugeruje ich zastosowanie w terapii skojarzonej w celu
zwiekszenia efektéw i obnizenia zjawiska opornosci wie-
lolekowe;.

Mozliwos¢ indukcji makroautofagii i ekspresji
bialek szoku cieplnego

Z powodu roli, ktéra proteasomy pelniag w homeostazie
komérki, ich inhibicja moze uruchomi¢ mechanizmy ada-
ptacyjne zwickszajace szanse komérki na przezycie.

Inhibitory proteasomu prowadza do wzrostu transkryp-
¢ji genéw kodujacych biatka z rodzin HSP90, HSP70,
HSP40, HSP28, HSP apg-1 i mitochondrialnego
HSP?75. Bialka te, nalezace do bialek opickuriczych (cha-
perons), pelnig znaczacg role w rozwijaniu si¢ mechani-
zméw opornosci na zwiazki terapeutyczne. Komérki no-
wotworowe traktowane inhibitorami proteasomu daza do
kompensowania obnizonej aktywnosci tej proteazy przez
zwigkszanie jej syntezy i syntezy czasteczek chapero-
nowych. Takie zachowanie moze by¢ dowodem na nie-
zbedno$é proteasomu do przezycia komorki oraz suge-
rowa¢ mozliwo$¢ uzycia inhibitoréw chaperonéw w celu
wzmocnienia terapii inhibitorami proteasoméw [53].

Innym zjawiskiem obserwowanym w inhibicji prote-
asoméw jest indukcja autofagii, jako komplementarne-
go procesu niszczenia wadliwych struktur biatkowych
i odzysku aminokwaséw. Chociaz intensywna auto-
fagia moze réwnie dobrze prowadzi¢ do autofagiczne;
$mierci komoérki, indukeja autofagii w komérkach no-
wotworowych jest powszechnie uwazana za zjawisko
niepozadane, dzigki ktéremu komdérka nowotworo-
wa moze pozby¢ si¢ uszkodzonych struktur i pozyskaé
dodatkowe substraty budulcowe i energetyczne. Zaha-
mowanie aktywnos$ci proteasomu skutkuje akumulacja
ubikwitynylowanych bialek, ktére moga tworzy¢ agre-
gaty zwane agresomami, rozkladane w procesie autofa-
gii poprzez aktywacje HDACS, a takze indukeja stresu
siateczki §rédplazmatycznej, co skutkuje aktywacja szla-
ku IRE1-JNK. Inhibicja proteasomu powoduje tez inhi-
bicje mTOR, stabilizacje ATF4 oraz akumulacj¢ LC3.
Wszystkie te zjawiska mogg prowadzi¢ do indukcji ma-
kroautofagii [96].

Nalezy tez wzia¢ pod uwage mozliwo$¢, ze mala toksycz-
no$¢ inhibitoréw proteasomu w komérkach nienowotwo-
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rowych moze mie¢ zwigzek z ich lepszymi mozliwoscia-
mi adaptacyjnymi oraz indukcja powyzszych zjawisk na
wicksza skale.

INHIBITORY PROTEASOMU 20 — KLASYFIKACJA | PRZEGLAD

Aldehydy peptydowe

Dziatanie aldehydéw peptydowych opiera si¢ na reak-
¢ji grupy aldehydowej z grupa hydroksylowg reszty tre-
oniny w miejscu aktywnym proteasomu, czego skutkiem
jest powstanie hemacetalowego adduktu. W warun-
kach fizjologicznych reakcja ta jest odwracalna, ponad-
to aldehydy szybko ulegaja utlenieniu do odpowied-
nich kwaséw karboksylowych niezdolnych do inhibicji
i usuwanych z komérki w ramach zjawiska opornosci
wielolekowej [90]. Powaznga wada aldehydéw peptydo-
wych jest ich nieswoisto$¢, poniewaz wywoluja réwniez
inhibicje proteaz serynowych i cysteinowych, takich jak
kalpaina i katepsyna B [79]. Z tego wzgledu znajduja
one zastosowanie giéwnie jako ,narzedzia” w biologii
molekularnej.

Do grupy tej nalezy m.in. syntetyczny peptyd MG-132
(Z-Leu-Leu-Leu-CHO), wykazujacy silna inhibicje
aktywnosci CT-L [90]. Wykazano, ze uwrazliwia on
komorki raka prostaty linii PC3-TR i LNCaP niewraz-
liwe na TRAIL, ligand receptoréw §mierci DR4 i DRS5,
prowadzac do ich apoptozy. Jednoczesnie ani MG-132,
ani TRAIL, ani tez kombinacja tych dwéch czynni-
kéw nie wywoluje apoptozy w komérkach linii 293T
i BPH-1, zatem dzialanie sensytyzujace MG-132 wy-
daje si¢ selektywne w stosunku do zlosliwych komérek
nowotworowych [46]. Inne badania wykazaty induku-
jacy wplyw MG-132 na sygnalizacje BMP w komoér-
kach nowotworowych linii gruczolakoraka TMK1,
a takze jelita grubego SW1116 oraz HT-29, czego
skutkiem jest zwigkszenie ekspresji genéw p21Wafl/
Cip1, p27Kip1 oraz kilku naturalnych ligandéw recep-
tora BMP i konsekwentnie zmniejszenie proliferacji
wspomnianych komérek [97,98]. Istnieja doniesienia,
ze MG-132 moze indukowad apoptoze neuronéw do-
paminergicznych, co zostato zaobserwowane w linii im-
mortalizowanych neuronéw N27 oraz w modelu zwie-
rzecym myszy C57 (bezposrednie podanie domézgowe)
i ma zwigzek z aktywacja kaspazy 3. Przypuszcza sie,
ze zaburzenia aktywno$ci proteasomu w neuronach do-
paminergicznych moga mie¢ znaczenie w patogenezie

choroby Parkinsona [87].

Tyropeptyna A, zwiazek wyizolowany z pozywki hodow-
lanej bakterii Kitasatospora sp. hamuje aktywnos¢ CT-L
oraz T-L (IC50 odpowiednio 0,1 i 1,5 pg/mL), nie ha-
muje jednak aktywnosci C-L nawet przy stezeniu rze-
du 100 pg/mL. Tyropeptyna B, bedaca zwigzkiem o bar-
dzo zblizonej budowie wykazuje aktywnos¢ dwukrotnie
mniejsza [56,90]. Zsyntetyzowano kilka pochodnych ty-
ropeptyny A, z ktérych dwie okazaly si¢ mie¢ szczegélne
wiasciwosci. TP-104 wykazuje 20-krotnie silniejszg inhi-
bicje CT-L niz zwigzek macierzysty, natomiast TP-110

jest swoistym inhibitorem aktywnosci CT-L, tj. wykazu-
jacym brak inhibicji pozostalych aktywnosci enzymatycz-
nych proteasomu [57].

Fellutamid B wyizolowano z Penicillium fellutanum; ze
wzgledu na pewne podobieristwo strukturalne do MG-
132 zostal przebadany jako inhibitor proteasomu i oka-
zalo sig, ze szczegdlnie silnie hamuje aktywnosé CT-L
(IC50 = 9,4 nM), a takze aktywnosci T-L i C-L (IC50
odpowiednio 2,01 1,2 uM) [90]. Ostatnie badania wska-
zujg takze na wyjatkowo silng inhibicj¢ proteasomu My-
cobacterium tuberculosis, co moze sugerowaé potencjalne
zastosowanie fellutamidu B jako leku przeciwgruzlicze-
go [47].

Peptydowe pochodne kwasu boronowego

Niestabilno$¢ i nieselektywnos¢ aldehydéw peptydo-
wych stala si¢ powodem poszukiwan innej grupy funk-
cyjnej zdolnej do inhibicji proteasomu, co ostatecznie
doprowadzilo do syntezy boronianéw peptydowych.
Mimo iz wiazanie miedzy grupa boronianowa a N-kori-
cowq resztg treoniny proteasomu nie ma charakteru ko-
walencyjnego, inhibitory proteasomu zawierajace grupe
boronianows wykazuja duzg aktywnos¢ i selektywnosc.
Uwaza sig, ze atom boru przyjmuje wolng pare elektro-
nowg tlenu pochodzacego z reszty treoniny, co pozwala
na uzyskanie stabilnej struktury tetraedrycznej. Pepty-
dowe pochodne kwasu boronowego sa tez wolniej usu-
wane przez mechanizm opornosci wielolekowej, niz al-

dehydy peptydowe [90].

Bortezomib (Velcade™, PS-341) jest pierwszym inhi-
bitorem proteasomu dopuszczonym w 2003 r. w trybie
przyspieszonym przez Food and Drug Administration do
terapii pacjentéw ze szpiczakiem mnogim (MM) w sta-
dium progresji. Dzicki zadowalajacej skutecznosci w 2005
r. uzyskat regularng rekomendacj¢ FDA [37].

Skutecznoé¢ bortezomibu jest szczegdlnie widoczna
w polaczeniu z konwencjonalnymi chemioterapeutyka-
mi, deksametazonem lub radioterapig [77]. Silny efekt
chemiouczulajgcy bortezomibu zaobserwowano w pola-
czeniu z chemioterapeutykami, takimi jak melfalan czy
doksorubicyna w licznych liniach komérkowych szpi-
czaka mnogiego. Mechanizm dzialania powigzany jest
z inhibicja NF-«B i transrepresja licznych czynnikéw
antyapoptotycznych: Bel-2, A1, XIAP i FLIP [53,54].
Bortezomib indukuje takze apoptoze w kilku rodzajach
zlosliwego chloniaka, zaréwno in vitro jak i u pacjentéw
[35]. Skutecznos$¢ bortezomibu nie ogranicza si¢ jed-
nak do nowotworéw hematologicznych. Jedne z pierw-
szych doniesienn dotyczacych chemiosensytyzacji przez
bortezomib pochodza z badari na liniach komérkowych
raka jelita grubego oraz ksenograftach u myszy, gdzie
chemioterapeutykiem byl czynny metabolit irinoteka-
nu [18]. Analogiczne badania wykonano réwniez na li-
niach komoérkowych raka trzustki BxPC3 [83]. Badania
przeprowadzone na dwéch liniach komdérkowych siat-

kéwcezaka WERI-Rb1 i Y72 (IC50 odpowiednio 4,4

96



Michat Maliriski, Michat Cichocki — Inhibicja aktywnosci proteasomu jako nowa strategia w terapii i chemioprewencji nowotwordw

i 10 nM) wykazaly wzrost ekspresji p53, p21 i p27, in-
dukeje apoptozy i chemiosensytyzacje na doksorubicyne
[73]. Badania aktywnosci bortezomibu iz vifro w liniach
komérkowych raka rdzeniastego i anaplastycznego tar-
czycy wskazuja na jego dzialanie proapoptotyczne
w stezeniach zblizonych do osiagalnych klinicznie. Za-
obserwowano takze ostabienie aktywnosci bortezomibu
w obecnosci IGF-1, co wskazuje, ze aktywnos$¢ osi sy-
gnalowej IGF-1/Akt moze dzialaé¢ przeciwstawnie do
inhibicji proteasomu [52]. Sugeruje sig, ze obiecujaca
strategia chemioterapii mogloby by¢ polaczenie borte-
zomibu z TRAIL, ligandem receptoréw $mierci charak-
teryzujacym sie brakiem wigkszego wplywu na komérki
nienowotworowe [32].

Bortezomib nie jest jednak pozbawiony dzialan nie-
pozadanych — do najczgstszych naleza trombocytope-
nia, neutropenia, anemia i neuropatia obwodowa [35].
Istotnym problemem klinicznym jest takze nabywanie
opornosci na bortezomib stosowany w monoterapii.
7 badan in vitro wynika, ze ma to najprawdopodobniej
zwigzek z nadekspresja i/lub mutacja genu kodujacego
jednostke B5 — z linii komérkowych biataczki THP1
oraz Jurkat wyprowadzono linie oporne na bortezomib,
natomiast linia K562 wykazujaca naturalng nadekspre-
sje podjednostki B5 jest bardziej oporna na bortezo-
mib w poréwnaniu do innych linii biataczki i szpicza-
ka.Inng przyczyng nabywania opornosci, niezalezng od
aktywnosci proteasomu, moze by¢ nadekspresja biatek
chaperonowych, jak Bip czy HSP20, co zostalo zaob-
serwowane w badaniach na liniach mie¢dzybloniaka
i chtoniaka [80].

CEP-18770 jest syntetycznym boronianem peptydowym,
charakteryzujacym si¢ aktywnoscia przy podaniu doust-
nym i podobnym profilem i sila inhibicji proteasomu jak
bortezomib. CEP-18770 indukuje apoptoze i hamuje ak-
tywno$¢ NF-kB wywotang TNF-a w licznych liniach ko-
moérkowych szpiczaka mnogiego, a takze ksenograftach
w modelu mysim. Zwiazek ten charakteryzuje si¢ takze
mniejsza cytotoksycznoscig niz bortezomib w stosunku
do nienowotworowych komérek krwi i szpiku kostnego
[72]. Dalsze badania nad CEP-18770 wskazuja na jego
synergistyczne dzialanie w polaczeniu z bortezomibem
lub melfalanem w liniach komérkowych szpiczaka mno-
giego, a takze duza skutecznos¢ w modelach mysich kse-
nograftéw (zaréwno przy podaniu .. jak i p.o.). Ponad-
to, progresja LAGk-1B — guz6éw opornych na bortezomib
czy CEP-18770 podawanych pojedynczo — postepuje
dwukrotnie wolniej przy podaniu obu tych inhibitoréw
jednoczeénie [81]. Moze to sugerowaé inny mechanizm
dzialania tego inhibitora, wspomagajacy dzialanie borte-
zomibu.

Duza skutecznos$é boronianéw peptydowych sprawita, ze
podjete zostaly préby syntezy zwigzkéw opartych na in-
nych efektywnych inhibitorach proteasomu, ale zawiera-
jacych grupe boronianowa jako grupe funkeyjna. Sposréd
boropochodnych tyropeptyn z dodatkowymi podstawni-

kami przy N-koricu na szczegélng uwage zastuguja dwie:

N-3-fenoksyfenyloacetylowa oraz N-3-fluoropikolinowa.
Ta pierwsza jest ponad 9-krotnie silniejszym inhibito-
rem aktywnosci CT-L niz bortezomib (IC50 odpowied-
nio 4,1 1 39 nM), wykazuje jednak mniejsza cytotoksycz-
no$¢ w stosunku do komérek szpiczaka linii RPMI8226.
Druga z pochodnych charakteryzuje si¢ z kolei wyzsza
cytotoksycznoéeig niz bortezomib (IC50 odpowiednio
4,9 1 8,8 nM), lecz jest stabszym inhibitorem aktywnosci
CT-L [93].

p-laktony

Laktacystyna jest metabolitem bakterii z rodzaju Strep-
tomyces i historycznie pierwszym zwigzkiem pochodze-
nia naturalnego opisanym jako inhibitor proteasomu,
odkrytym i wyizolowanym jako inhibitor wzrostu my-
siej linii komérkowej nerwiaka plodowego, Neuro-2a
oraz induktor rozrostu neurytéw tej linii komérkowe;.
Laktacystyna powoduje takze zatrzymanie cyklu ko-
moérkowego w linii kostniakomigsaka MG-63 [23,24].
Omuralid, B-lakton clasto-laktacystyny, zidentyfikowa-
ny pézniej jako jej aktywny metabolit, hamuje wszystkie
trzy aktywnosci proteasomu przez utworzenie acylowe-
go adduktu z resztg treoniny w miejscu aktywnym pod-
jednostki . Charakter inhibicji aktywnoéei CT-L 1 T-L
jest nieodwracalny. Oba zwigzki okresla si¢ jako wysoce
specyficzne inhibitory proteasomu, niemajace wplywu
na inne proteazy, ani na aktywnos¢ lizosoméw. Obser-
wuje si¢ takze zmniejszong prezentacj¢ antygenéw w ra-
mach MHC I [16,23]. W kulturach komérek granular-
nych mézdzka pochodzacych od szczuréw rasy Wistar,
laktacystyna indukuje apoptoz¢ poprzez aktywacje ka-
spazy 3 [71]. Podobny skutek uzyskano w kulturach
mysich embrionalnych neuronéw kory mézgowej, przy
czym zaobserwowano réwniez zwigkszenie poziomu
biatka szoku cieplnego HSP70, a ponadto nasilenie eks-
presji genéw HSP47 1 HSP22. Badania powtérzono na
komérkach PC-12 transfekowanych HSP22 w celu jego
nadekspresji i inkubowanych z MG-132. Efektem bylo
zwigkszenie ich przezywalnosci o 25%, co dodatkowo
potwierdza indukcje mechanizméw cytoprotekeyjnych
w odpowiedzi na inhibicj¢ proteasomu [102].

Salinosporamid A (Marizomib, NPI-0052) jest wtor-
nym metabolitem morskiej bakterii Sa/inispora tropica,
nieodwracalnie hamujacym aktywnos¢ CT-L przy ni-
skich stezeniach nanomolowych. W badaniach aktyw-
nosci na izolowanym proteasomie 20S pochodzacym
od drozdzy i krélikéw IC50 wynosza odpowiednio 1,9
i 2,6 nM, co czyni salinosporamid A jednym z silniej-
szych znanych inhibitoréw proteasomu pochodzenia
naturalnego. Badania wykazuja dobra skuteczno$¢ sali-
nosporamidu A w modelu ksenograftéw szpiczaka mno-
giego u myszy. Wiele badan przedklinicznych wskazuje
na potencjalne zastosowanie salinosporamidu A w no-
wotworach hematologicznych: szpiczaku mnogim, ma-
kroglobulinemii Waldenstréma, ostrej bialaczce szpi-
kowej i limfatycznej, przewleklej biataczce limfatycznej
oraz chloniakach nieziarniczych, a takze nowotworach
trzustki i jelita grubego [90].
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Salinosporamid A w polaczeniu z bortezomibem,
a takze z wieloma chemioterapeutykami wykazuje sy-
nergizm dzialania. Udokumentowany jest takze wplyw
salinosporamidu A na inhibicje NF-kB. Obecnie sali-
nosporamid A znajduje si¢ w I fazie badan klinicznych
jako pojedynczy chemioterapeutyk w leczeniu szpicza-
ka mnogiego, chtoniakéw i guzéw litych [30]. Jest do-
brze tolerowany, jedynym efektem niepozadanym sa
halucynacje. Istotng wada salinosporamidu A jest jego
krotki okres péttrwania u ludzi, wynoszacy okoto 5 mi-
nut [80].

W poszukiwaniu jeszcze silniejszych inhibitoréw prote-
asomu zsyntetyzowano wiele pochodnych salinosporami-
du A, zadna jednak, wiaczajac w to pochodna fluorows,
nie wykazala silniejszego dziatania. Innymi silnymi inhi-
bitorami proteasomu pochodzenia naturalnego spokrew-
nionymi z salinosporamidem A sg cynabaramid A (IC50
=1 nM) oraz antyprotealid, bedacy naturalng hybryda sa-
linosporamidu A i omuralidu [90].

Belaktozyny A i C wyizolowane ze Streptomyces sp. wy-
kazuja profil dzialania podobny do omuralidu. Ich ha-
mujacy wplyw na cykl komérkowy komérek HeLa S3,
zwigzany z zatrzymaniem cyklu na granicy faz G2/M,
opisano jeszcze przed odkryciem zdolno$ci hamowania
aktywnosci proteasomu [7]. Dalsze badania wykazaty,
ze hamowanie aktywnoséci komplekséw cyklina Al-
-Cdc2 oraz cyklina A1-Cdc28 ma charakter posredni
i jest skutkiem inhibicji aktywnosci CT-L proteasomu
20S (IC50 obu zwigzkéw 0,21 pM). Ponadto zaobser-
wowano wickszg aktywnos¢ benzylowego estru belak-
tozyny A, KF33955 (IC50 = 48 nM), a takze znacz-
nie silniejsze dzialanie antyproliferacyjne na komérki
HeLa S3 (IC50 = 0,46 uM; IC50 belaktozyny A = 51
pM), co przypisuyje si¢ jego lepszej przenikalnosci przez
btone komoérkowa. Analog ten powoduje takze wzrost
poziomu p53 oraz p27 [8].

Sposréd pochodnych belaktozyny C warto wyréznié
dwa zwiazki rézniace si¢ gléwnie obecnoscia grupy bo-
ronianowej zamiast ugrupowania -laktonowego, hamu-
jace aktywnos$¢ CT-L proteasomu 20S przy IC50 0,28
10,51 pM. Pierwszy z nich wywoluje zatrzymanie cyklu
w fazie G2/M oraz indukuje apoptoze w komérkach li-
nii HeLa S3 przy st¢zeniach >1 pM, jednak bortezomib
wywoluje poréwnywalny efekt w stezeniu 100-krotnie
mniejszym [60].

Epoksyketony

Mechanizm dzialania a,B-epoksyketonéw opiera sig
na tworzeniu morfolinowego adduktu z reszta treoni-
ny w miejscu aktywnym proteasomu. Zwiazki tej gru-
py sa wysoce specyficznymi inhibitorami proteasomu
i nieodwracalnie hamujg jego aktywno$¢, przy nizszych
stezeniach wykazujac takze znaczng selektywnosé
w stosunku do aktywnosci CT-L [28]. Epoksomycyna,
opisana po raz pierwszy w 1992 jako metabolit nie-
zidentyfikowanego szczepu promieniowcéw, wykazuje

silne dzialanie cytotoksyczne in vifro na mysie komorki
czerniaka linii B16 oraz biataczki P388, a takze ludzkie
komérki raka jelita linii HCT-116 i Moser oraz bia-
taczki szpikowej K562 (IC50 odpowiednio 2, 2, 5, 44,
37 ng/ml). Badania in vivo na myszach z wszczepio-
nymi komérkami linii B16 i P388 wykazaly duzg sku-
teczno$¢ jedynie w stosunku do pierwszej z nich [31].
W 2000 r. epoksomycyna zostala scharakteryzowana
jako nieodwracalny, wysoce selektywny inhibitor pro-
teasomu [28].

Carfilzomib (PR-171) jest syntetycznym epoksyke-
tonem z dobrze udokumentowanym dzialaniem pro-
apoptotycznym in vitro w liniach komérkowych szpi-
czaka mnogiego (ANBL-6, KAS-6/1, RPMI 8226,
U266, H929). Charakteryzuje si¢ wysoka selektywno-
$cia inhibicji aktywnosci CT-L (ponad 80% inhibicji
przy stezeniu 10 nM, brak wigkszego wplywu na po-
zostale aktywnosci ponizej stezenia 100 nM). W ko-
moérkach traktowanych carfilzomibem obserwuje sie
aktywacje JNK, fragmentacj¢ DNA, spadek potencja-
tu blony mitochondrialnej i zwigkszona aktywnos¢ obu
szlakéw indukeji apoptozy. W poréwnaniu z bortezo-
mibem, carfilzomib okazuje si¢ silniejszym czynnikiem
proapoptotycznym. Wykazuje réwniez duzg skutecz-
no§¢ w liniach komérkowych oraz prébkach guzéw
opornych na bortezomib [44]. Przypadek carfilzomi-
bu wydaje si¢ podkresla¢ szczegélna role aktywnosci
CT-L proteasomu w przezyciu komoérek nowotwo-
rowych, przynajmniej w odniesieniu do nowotworéw
hematologicznych [70]. W pierwszych badaniach kli-
nicznych u pacjentéw z nawrotami nowotworéw he-
matologicznych réznego typu, carfilzomib wykazal za-
dowalajaca efektywnosé¢ i bezpieczedstwo stosowania.
Nie wywoluje neuropatii obwodowych jak bortezomib,
zaobserwowano natomiast zmeczenie, mdloéci i bie-
gunki, a przy wyzszych dawkach neutropeni¢ i trom-
bocytopeni¢. Aktywnos¢ przeciwnowotworowsg zaob-
serwowano przy dawkach > 11 mg/m? a maksymalng
tolerowana dawke ustalono na 15 mg/m?. Biologiczny
okres péltrwania carfilzomibu wynosi okolo 30 minut

[66].

ONX-0912 jest tripeptydem z ugrupowaniem epoksy-
ketonowym o sile i selektywnosci dziatania poréwnywal-
nej z carfilzomibem, a ponadto aktywnym przy podaniu
doustnym. W liniach komérkowych szpiczaka mnogiego
wykazuje synergizm dzialania z bortezomibem, deksa-
metazonem, lenalidomidem oraz MS-275 (inhibitorem
deacetylazy histonéw). ONX-0912 indukuje apoptoze
poprzez aktywacje kaspazy 3, 8, 9 oraz PARP, przediuza
takze zycie myszy z ksenograftami szpiczaka mnogiego.
Badania na liniach MM.1S oraz HUVEC sugeruja, ze
inhibitor ten moze hamowaé migracje komérek do krwi
obwodowej oraz angiogeneze [9].

Syrbaktyny

Inhibitory tej grupy zawieraja makrocykliczny ukiad

laktamowy zawierajacy wigzanie nienasycone, ktd-
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re uczestniczy w tworzeniu kowalencyjnego wigzania
z resztg treoniny w miejscu katalitycznym podjednostki
B proteasomu. Syryngolina A jest metabolitem bakte-
ryjnym Pseudomonas syringae pv. syringae, scharaktery-
zowanym jako inhibitor proteasomu hamujacy nieod-
wracalnie jego trzy gléwne aktywnosci katalityczne.
Glidobaktyna A, metabolit bakterii z rz¢du Burkholde-
riales, roznigca si¢ od syryngoliny A gléwnie obecno-
$cig dlugiego lipofilowego laricucha bocznego, wyka-
zuje wigksza aktywnos¢ i znikomy wplyw na inhibicje
aktywnosci C-L. Pélsyntetyczna pochodna syryngoli-
ny A zawierajgca podobny taricuch charakteryzuje sig
jeszcze wyzszg aktywnoscig [13]. W badaniach in vitro
na liniach komérkowych nerwiaka ptodowego (SK-N-
-SH i LAN-1) oraz raka jajnika SKOV3 syryngolina
A wykazuje dzialanie antyproliferacyjne (IC50 rzedu
20-25 pM). W komérkach SK-N-SH zaobserwowano
zwickszony poziom biatka p53 oraz indukcje apopto-
zy [15]. Glidobaktyna A wykazuje bardzo silne dzia-
tanie antyproliferacyjne na linie komérkowe szpiczaka
mnogiego, zaréwno podatne na deksametazon MM1.S,
jak i oporne na niego MM1.RL (IC50 odpowiednio
415 nM), poza tym silnie hamuje aktywnos¢ CT-L
proteasomu w komérkach SK-N-SH (IC50 = 15 nM).
Co istotne, przewyzsza pod tymi wzgledami zaréw-
no syryngoling A, jak i jej dwie syntetyczne pochod-
ne z tadcuchem bocznym. Dokladniejsze badania nad
dziataniem glidobaktyny A w linii SK-N-SH wykazu-
ja akumulacje p53 i indukcje apoptozy, aktywacje Akt/
PKB przez jej fosforylacje, a takze indukcje autofagii,
za czym przemawia obecno$¢ autofagosoméw oraz li-
pidowanej postaci biatka LC3 [5].

Peptydy cykliczne

TMC-95A jest peptydem cyklicznym wyizolowanym
z pozywki hodowlanej Apiospora montagnei, jednokomor-
kowego grzyba nalezacego do workowcéw. Zwigzek ten
hamuje aktywnosci CT-L, T-L i C-L przy IC50 odpo-
wiednio 5,4, 200 i 60 nM. Mechanizm dziatania, wyja-
$niony na podstawie badari krystalograficznych, opiera
si¢ o tworzenie wigzai wodorowych z podjednostka 20S
proteasomu [90].

Argiryna A, peptyd wykazujacy wlasciwosci immunosu-
presyjne, zostala pozyskana z bakterii sluzowej Archan-
gium gephyra. Zwigzek ten najsilniej hamuje aktywnos¢
CT-L, stabiej C-L i najstabiej T-L. W komoérkach no-
wotworowych linii HCT116, SW480 i HeLa argiryna
A sprzyja akumulacji biatek p27, p53, p21, Bax, lecz takze
NF-«B. Dalsze badania ukazuja odmienne reakcje komé-
rek réznych linii na dodatek argiryny A: o ile w liniach
komérkowych ludzkich pierwotnych fibroblastéw, A549
i HCT116 obserwuje si¢ zahamowanie proliferacji i za-
trzymanie cyklu w fazie G1, w komérkach SW480, CaCo,
MCEF7 i HeLa wystepuje indukcja apoptozy. Argiryna
A w modelu ksenograftéw linii SW480 u myszy wykazu-
je skutecznoé¢ poréwnywalng z bortezomibem, ponadto
w przeciwienistwie do niego nie powoduje spadku masy
ciata zwierzat [64].

Scytonemid A, peptyd zawierajacy ugrupowanie imi-
nowe, zostal wyizolowany z podloza fermentacyjnego
sinic Scytonema hofmanii. Zwigzek ten hamuje aktyw-
no$¢ CT-L proteasomu 20S przy IC50 = 96 nM. Ba-
dania na linii komérkowej HT-29 nie daty zadowa-
lajacych rezultatéw, co przypisywano utrudnionemu
przenikaniu substancji przez blon¢ komérkows. Do-
$wiadczenie powtdérzono, tym razem badajac aktyw-
no§¢ proteasomu metodami luminescencyjnymi. Wy-
kazano 80% inhibicji juz przy stezeniu 6,7 nM, przy
ktérym nie obserwowano cytotoksycznosci. Sugeruje
to niestabilnoé¢ chemiczng lub metaboliczng scytone-
midu A in cellulo przy dtuzszej kilkudniowej inkubacii,
co mozna teoretycznie poprawic przez chemiczng mo-

dyfikacje peptydu [43].

INNE INHIBITORY PROTEASOMU POCHODZENIA NATURALNEGO

Gliotoksyna jest toksyng z grupy epipolitiodioksopi-
perazyn wyizolowang pierwotnie z grzyba Gliocladium
[fimbriatum, a wytwarzang réwniez przez Aspergillus fu-
migatus i wykazujgca silne dzialanie immunosupresyj-
ne. Odnotowano réwniez silne dzialanie hamujace ak-
tywacje NF-kB w limfocytach TiB [68].

Zwigzek ten hamuje wszystkie trzy podstawowe ak-
tywnoséci proteasomu, przy czym najsilniej CT-L
(>60% inhibicji przy 1 pM dla izolowanych proteaso-
moéw) 1 nie ma znaczacego wplywu na aktywnosé pro-
teaz. Z badan na komérkach Hela oraz komoérkach
mononuklearnych z krwi obwodowej wynika, ze obec-
nos¢ gliotoksyny w stezeniu 1 pM jest wystarczajaca,
aby zahamowac¢ aktywacje NF-«kB wywolang przez sty-
mulacj¢ TNEF. Jest to zwigzane ze stabilizacja poziomu
IkBa wywolang przez inhibicje proteasomu. Mecha-
nizm dzialania gliotoksyny zwigzany jest z obecnoscig
mostka disulfidowego [42]. Gliotoksyna ze wzgledu na
szczegdlnie silng inhibicje proteasomu Plasmodium fal-
ciparum moze znalez¢ zastosowanie jako lek przeciw-
malaryczny, zwlaszcza w szczepach zarodzca opornych
na dziatanie chlorochiny [33].

Agosterole sa polihydroksysterolami obecnymi w gab-
kach z rodzaju Spongia i Acanthodendrilla, z ktérych naj-
silniejszym inhibitorem aktywnosci CT-L jest agoste-
rol C (IC50 = 10 pg/mL) [88]. Warty odnotowania jest
silnie hamujacy wplyw agosteroli na zjawisko opornosci
wielolekowej w komérkach raka szyjki macicy linii KB-
3-1, KB-C2 i KB-CV60, przy czym dwie ostatnie linie
charakteryzuja si¢ nadekspresja odpowiednio glikopro-
teiny P i MRP [3,4]. Gabki z rodzaju Mycale wytwa-
rzajg inhibitory proteasomu nalezace do grupy mikalo-
lidéw, z ktérych najwyzsza aktywno$é ma sekomikaloid
A (IC50 = 11 pg/mL) [90]. Z gabki Aaptos suberitoides
wyizolowano alkaloid aaptaming i wiele jego pochod-
nych dobrze hamujacych aktywnos¢ CT-L (IC50 rz¢du
kilku pg/mL), nie zaobserwowano jednak korelacji po-
migdzy sila inhibicji proteasomu a ich duzg cytotoksycz-
noscig w komérkach Hela (demetyloaaptamina wyka-
zuje minimalnie stabsza inhibicje i jest o wiele bardziej
cytotoksyczna) [89].
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Kurkumina, polifenol o intensywnie zéltym zabar-
wieniu pochodzacy z klaczy ostryzu dlugiego (Curcu-
ma longa), jest znana z dzialania przeciwutleniajacego,
przeciwzapalnego oraz przeciwnowotworowego, za-
réwno in vivo jak i in vitro. Dzialanie proapoptotycz-
ne i antyproliferacyjne kurkuminy jest dobrze udoku-
mentowane i zwigzane z wplywem na biatka z rodziny
Bcl-2, kaspazy, receptory $mierci, cykl komérkowy oraz
liczne $ciezki sygnalowe, ponadto dotyczy ono niemal
wylacznie komérek nowotworowych [75]. Kurkumina
okazuje si¢ réwniez inhibitorem aktywnosci proteaso-
mu — w komérkach linii Neuro 2a jej dodatek w steze-
niu 10 pM powoduje obnizenie aktywnoséci CT-L, T-L
i C-L proteasomu prawie do 60%. Ponadto obserwu-
je si¢ spadek poziomu wolnej ubikwityny oraz wzrost
okresu péltrwania destabilizowanego biatka GFP. In-
dukcja apoptozy przez kurkumine zwigzana jest ze
wzrostem poziomu biatka p53 oraz aktywacja kaspazy
91 3. W badaniach na komérkach Hela zaobserwowa-
no natomiast spadek potencjatu blony mitochondrial-
nej oraz wyciek cytochromu ¢ do cytosolu. Podobnie
jak inne inhibitory proteasomu, kurkumina wykazuje
stabsze dzialanie antyproliferacyjne na zréznicowane
komérki Neuro 2a oraz stymuluje rozrost neurytéw
w tej linii [36]. Nowsze doniesienia dotycza wplywu
kurkuminy na komérki raka jelita grubego linii HCT-
116 oraz SW480 i wywodzace si¢ z tych linii kseno-
grafty u myszy. Obserwuje si¢ zalezny od dawki i cza-
su wzrost poziomu ubikwitynylacji bialek, w tym IxBa,
a takze wzmozong aktywnos¢ p27, kaspazy 3 i 7, spa-
dek aktywnosci cykliny D1 oraz zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla apoptozy. IC50 dla aktywnosci
CT-L, T-L, i C-L izolowanego proteasomu 20S wy-
nosi odpowiednio 1,85, 6,23 1 3,68 uM. Sugeruje sie, ze
karbonylowe atomy wegla kurkuminy sa bardzo podat-
ne na nukleofilowy atak grupy hydroksylowej treoniny
zawartej w miejscu aktywnym podjednostki 5. Cza-
steczka kurkuminy zwigzana w ten sposéb moze tez
tworzy¢ wigzania wodorowe z pobliskimi aminokwasa-
mi, dodatkowo stabilizujace kompleks [51].

Warto odnotowaé, ze chociaz kurkumina w nizszych
dawkach jest czynnikiem neuroprotekcyjnym o mozli-
wym zastosowaniu w terapii choréb neurodegeneracyj-
nych, takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy
Huntingtona, jej wyzsze st¢zenia przekraczajace kil-
ka pM mogg wywiera¢ dziatanie odwrotne [14]. Wyka-
zano, ze inhibicja aktywnosci proteasomu przez kurku-
ming w neuronach wytwarzajacych zmutowang postaé
huntingtyny (odpowiedzialng za rozwéj choroby Hun-
tingtona) przyczynia si¢ do ich jeszcze szybszej $mierci
i progresji choroby [21]. Nizsze stezenia moga z kolei, na
zasadzie hormezy, indukowaé aktywno$é proteasomu, co
wykazano na przykladzie keratynocytéw inkubowanych
z kurkuming w stezeniu 1 pM, gdzie aktywnos¢ CT-L
wzrosta o 46%. Preinkubacja z kurkuming w stezeniu 3
puM przez dobe indukowata z kolei wytwarzanie biatek
szoku cieplnego HSP70 i HSP90, przy czym oba te zja-
wiska nie wystepowaly w wyzszych stezeniach, rzedu 10
pM [1]. Konsekwencje inhibicji proteasomu w komér-

kach nienowotworowych, zwlaszcza nerwowych, moga
by¢ zatem réznorodne i nie zawsze pozadane, a samo
dzialanie niektérych inhibitoréw proteasomu moze byé¢
dwufazowe i przy nizszych stgzeniach uruchamiaé me-
chanizmy adaptacyjne.

Takze kapsaicyna, substancja odpowiedzialna za palacy
smak ostrych odmian papryki, o dobrze udokumentowa-
nym dzialaniu proapoptotycznym, okazuje si¢, ze hamuja-
co wplywa na aktywno$é CT-L i C-L proteasomu (IC50
okoto 300 uM), a takze zwigksza poziom ubikwitynylo-
wanych bialek. Podobnie jak MG-132, w komérkach linii
Neuro 2a kapsaicyna indukuje rozrost neurytéw. Komér-
ki tej linii pod wplywem kapsaicyny ostatecznie ulega-
ja apoptozie (IC50 okoto 600 uM), potwierdzong przez
wzrost poziomu p27, p53 i Bax, spadek Bcl-2, obnizenie
potencjalu blony mitochondrialnej, uwolnienie cytochro-
mu c oraz aktywacje¢ kaspaz. Co ciekawe, wraz ze wzro-
stem dawki obserwuje si¢ zaréwno obnizenie aktywnosci
NF-«B, jak i spadek poziomu jego inhibitora, IxBa [50].
Whynika z tego, ze indukcja apoptozy przez kapsaicyne
jest, przynajmniej czgsciowo, efektem inhibicji proteaso-
mow.

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa wielu polifenoli po-
chodzenia roslinnego réwniez zdaje si¢ silnie powia-
zana z inhibicjg proteasomu. Wykazano szczegélng ak-
tywnoé¢ polifenoli zawieracych ugrupowanie estrowe
— gléwnie 3-galusanu epigallokatechiny (EGCG) oraz
kwasu taninowego. Zwiazki te hamujg najsilniej aktyw-
no$¢ CT-L i znacznie stabiej C-L oraz T-L. Sugeruje
sie, ze mechanizm dzialania estréw polifenoli jest zwia-
zany z nukleofilowym atakiem grupy hydroksylowej tre-
oniny podjednostki B na karbonylowy atom wegla inhi-
bitora, podobnie jak w przypadku opisanych wezesniej
beta-laktonéw [61].

EGCG wykazuje silng inhibicje aktywnosci CT-L izo-
lowanych proteasoméw 20S przy IC50 = 86 nM. Epi-
gallokatechina i kwas galusowy wykazuja o wiele mniej-
szy wplyw na aktywno$¢ izolowanego proteasomu niz
EGCG (IC50 rzedu kilku mM), co podkresla szczegol-
ng role ugrupowania estrowego. EGCG hamuje réwniez
aktywnos¢ proteasomu w licznych liniach komérkowych:
LNCaP, PC-3, MCEF7 oraz Jurkat (najnizsze IC50 = 18
puM). Obserwuje si¢ dodatkowo akumulacje p27, IxkBa
oraz ubikwitynylowanych biatek juz przy stezeniu 1 pM,
przy czym nie zdarza si¢ to przy inkubacji komérek z epi-
gallokateching. Akumulacja p27 oraz IkBa zachodzi po-
nadto na znacznie wigksza skale w transformowanych
fibroblastach linii VA-13, niz w ich nienowotworowych
odpowiednikach linii WI-38 [61].

Stereoizomeria EGCG nie ma wplywu na inhibicje pro-
teasomu. Zaréwno naturalnie wystgpujacy izomer (—)-
EGCQG, jak i syntetyczny (+)-EGCG wykazuja zblizone
wartosci IC50. GCG (3-galusan gallokatechiny, ktéra
jest naturalnym epimerem epigallokatechiny) wykazuje
stabsze dzialanie niz EGCG, jednak i w tym przypadku
zaréwno (-)-GCG, jak i (+)-GCG wykazujg zblizone
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IC50. Oba (+)-stereoizomery wywolujg réwniez wzrost
poziomu p27 i IkBa, a (+)-EGCG indukuje apoptoze
w komoérkach LNCaP poprzez akumulacje Bax [85].
Dowiedziono, ze O-metylacja EGCG ostabia jego ak-
tywno$¢ tym bardziej, im wigcej grup metylowych za-
wiera dana pochodna, a catkowicie O-benzylowana po-
sta¢ EGCG jest niezdolna do inhibicji proteasomu, co
wskazuje na wazng role wolnych grup hydroksylowych
i sugeruje prawdopodobny los tego zwigzku w ramach
biotransformacji [45,85]. Z tego wzgledu dokonano
syntezy catkowicie O-acetylowanej pochodnej EGCG,
ulegajacej hydrolizie wewnatrz komérki, ktéra wykazu-
je wieksza aktywno$¢, prawdopodobnie zaréwno dzieki
mniejszej podatnosci na O-metylacje, jak i zwigkszonej
lipofilnosci [22].

Kwas taninowy silnie i swoiScie hamuje aktywnos¢
CT-L izolowanych proteasoméw 20S (IC50 = 0,06 pg/
mL), a takze aktywno$¢ proteasomu 26S komérek Jur-
kat. Pod jego wplywem zachodzi akumulacja biatek p27
i Bax, obserwuje si¢ takze zatrzymanie cyklu w fazie G1
oraz indukeje apoptozy [62]. Nalezy nadmieni¢, ze tak-
ze w przypadku kwasu taninowego i EGCG obserwuje
sie inhibicje aktywnosci glikoproteiny P w komérkach
linii KB-C2, wykazujacych jej nadekspresje, przy czym
przypisuje si¢ to w duzej mierze bezposredniej interakeji
z tym bialkiem transporterowym. Kwas taninowy prze-
wyzsza pod tym wzgledem EGCG prawdopodobnie
ze wzgledu na wigksza liczbe ugrupowan galloilowych
[40,41]. W naskérku myszy wykazano umiarkowang
zdolnos$¢ kwasu taninowego do hamowania indukowa-
nej 12-O-tetradekanoilo-13-octanem forbolu (TPA)
aktywnosci proteasomu [11]. W badaniach tych hamo-
wana byla giéwnie aktywnos$¢ C-L, natomiast aktywno-
éci CT-L i T-L byly modulowane w mniejszym stopniu.

Do inhibicji proteasomu s3 réwniez zdolne flawonoidy,
takie jak genisteina, kwercetyna, mirycetyna, apigenina
oraz kemferol. Genisteina hamuje aktywnos¢ CT-L izo-
lowanych proteasoméw (IC50 = 26 uM) oraz w komor-
kach linii MCF7 i LNCaP, zwigkszajac poziom biatek
p27, IxkBa oraz Bax [38]. Sposréd pozostatych flawono-
idéw najwicksza aktywnos¢ wykazuja apigenina i kwer-
cetyna, osiggajac w izolowanych proteasomach 20S IC50
odpowiednio 1,8 i 3,5 pM. IC50 mirycetyny i kemferolu
wynosi odpowiednio 10 i 10,5 pM. Wartosci IC50 wy-
znaczone dla proteasomu w nienaruszonych komérkach
linii Jurkat sg zblizone do wyzej wymienionych i wyno-
szg odpowiednio 1, 2,12 1 11 pM. Zwiazki te zwicksza-
ja poziom IxBo, BAX i kaspazy 3, indukujac apoptoze,
przy czym ich sita dzialania koreluje z wartosciami IC50.
Dodatkowo, apigenina nie hamuje aktywnosci proteaso-
mu i nie indukuje apoptozy w nienowotworowych lim-
focytach T. Postuluje si¢, ze podobnie jak w przypad-
ku B-laktonéw i estréw kwasu galusowego mechanizm
dzialania zwigzany jest z nukleofilowym atakiem grupy
hydroksylowej anicucha bocznego reszty treoninowej na
karbonylowy wegiel C4 flawonoidu. Brak grupy hydrok-
sylowej w pozycji C3 prawdopodobnie ulatwia wpasowa-
nie czasteczki inhibitora w miejscu aktywnym podjed-

nostki B. Obecnos¢ dodatkowych grup hydroksylowych
w pierscieniu benzenowym przy C2 wydaje si¢ ostabiaé
aktywnos¢ inhibitora [10].

Za istotne klinicznie nalezy uwaza¢ wzmianki o inte-
rakcji EGCG oraz pokrewnych polifenoli z bortezomi-
bem. W liniach komérkowych szpiczaka RPMI/8226
oraz glejaka U251 i LN229 dodatek EGCG ostabia
dziatanie bortezomibu i MG-262, boronianowego ana-
logu MG-132. Podobne dziatanie obserwuje si¢ in vivo
w ksenograftach linii RPMI/8226 u myszy. Przypusz-
cza sig, ze dochodzi tu do inaktywacji grupy boronia-
nowej przez jej polaczenie z grupa 1,2-diolows, obecna
w EGCQG 1 innych polifenolach [27]. Podobng atenu-
acje powoduja takze kwercetyna i mirycetyna w liniach
komérkowych chloniaka i szpiczaka. Z tego wzgledu
spozywanie wickszej ilosci polifenoli jest przeciwwska-
zane u oséb poddanych terapii inhibitorami proteaso-
mu z ugrupowaniem boronianowym, choé¢ wykazano
réwniez, ze w obecnosci nieorganicznego kwasu boro-
wego bortezomib odzyskuje swoja aktywnosé, prawdo-
podobnie ze wzgledu na preferencyjne wigzanie si¢ po-
lifenoli z kwasem borowym [48].

Celastrol, nalezacy do grupy triterpenéw, jest jednym
z czynnych skladnikéw pnacza Triprerygium wilfor-
dii, stosowanego w chiriskiej medycynie naturalnej jako
§rodek przeciwzapalny. Wykazuje inhibicje aktywnosci
CT-L proteasomu 20S przy IC50 = 2,5 pM. W komor-
kach raka prostaty linii PC-3 i LNCaP celastrol powo-
duje wzrost poziomu ubikwitynylowanych biatek, IxBa,
Bax oraz p27, czego nastgpstwem jest indukcja apopto-
zy. W modelu ksenograftéw linii PC-3 wszczepianych
myszom, celastrol podawany dootrzewnowo w dawce
1-3 mg/kg m.c./d przez 31 dni powodowat znaczny (65-
93%) spadek masy guza [100]. Z dalszych badan na li-
niach komérkowych PC-3, DU145 oraz CL1 wynika
dodatkowo, ze celastrol jest w stanie zapobiega¢ migracji
i zmniejsza¢ inwazyjno$¢ komérek, obniza¢ konstytutyw-
na aktywnos¢ NF-«kB, aktywowaé proapoptotyczne bial-
ko Noxa i hamowa¢ aktywno$é antyapoptotyczng biatka
Mecl-1[19].

Witaferyna A jest laktonem steroidowym pochodza-
cym z rofliny Withania somnifera, stosowanej w medy-
cynie ajurwedyjskiej jako $rodek tonizujacy. Badania nad
farmakologia wyciagu z W. somnifera wskazuja m.in. na
wlasciwosci przeciwzapalne, immunomodulacyjne, kar-
dio- i neuroprotekcyjne oraz przeciwnowotworowe.
Dziatanie przeciwnowotworowe ma zwiazek z inhibicja
NF-«B i indukejg apoptozy, co jest nastepstwem inhibi-
¢ji proteasomu. IC50 w odniesieniu do aktywnosci CT-L
izolowanego proteasomu 20S wynosi 4,5 pM. W li-
niach komérkowych raka prostaty (w stezeniu 5-10 pM)
oraz wywodzacych si¢ z nich ksenograftach (4-8 mg/
kg m.c./d) witaferyna A powoduje wzrost poziomu Bax,
p27, IxkBa oraz ubikwitynylowanych bialek, co ostatecz-
nie skutkuje apoptoza. Ponadto, w androgenozaleznych
komérkach linii LNCaP naste¢puje supresja receptoréw
androgenowych [101].
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Tabela 2. Leki modulujace szlak UPS

Klasa lekow

Mechanizm dziatania

Czynniki chemioterapeutyczne

Aklarubicyna

inhibitor aktywnosci CT-L proteasomu

All-trans kwas retinowy

moze przyspieszac¢ degradacje onkoprotein w biataczce przez proteasom

Tréjtlenek arsenu

hamuje ubikwitynacje i degradacje IkB poprzez oddziatywanie na kinaze biatka IkB (IKK)

Kamptotecyna

stymuluje ubikwitynacje i degradacje topoizomerazy 1

Geldanamycyna

hamuje ATP-aze HSP90, stymulujac proteasomalng degradacje zaleznych od niego biatek

Winblastyna, winkrystyna

inhibicja aktywnosci T-L, CT-L i PGPH proteasomu

Zwiazki immunosupresyjne

Cyklosporyna A niekompetycyjny inhibitor aktywnosci chymotrypsynopodobnej proteasomu
Rapamycyna hamuje funkcje proteasomu poprzez inhibicje aktywatora proteasomu PA28
Inne zwiazki
Fulwestrant stymuluje zalezng od proteasomu proteolize ERa (receptor estrogenowy)
Lowastatyna inhibitor aktywnosci CT-L, aktywnos¢ prawdopodobnie zwiazana

z ugrupowaniem §-laktonowym

Leki przeciwretrowirusowe (np. ritonawir)

inhibitory aktywnosci CT-LiT-L

Kwas acetylosalicylowy

inhibitor aktywnosci CT-L

LEKI WPELYWAJACE NA AKTYWNOSC PROTEASOMU

Poza zwigzkami, ktérych gléwnym mechanizmem dzia-
tania jest wplyw na szlak UPS istnieje duza grupa le-
kéw, wprowadzonych wezesniej do praktyki klinicznej ze
wzgledu na inne wlasciwosci, ktére jak si¢ okazuje réw-
niez wykazuja znaczny wplyw na aktywnos¢ tej Sciezki
proteolitycznej. Leki te zostaly wymienione w tabeli 2.

PobsumowaNiE

Inhibitory proteasomu sa nowa i unikalng klasg zwigzkéw,
ktére wykazuja mechanizm dziatania znacznie odbiegaja-
cy od konwencjonalnych czynnikéw chemioterapeutycz-
nych. Poza tym inhibitory te wykazuja zdolnos¢ silniej-
szego oddziatywania na komérki transformowane niz na
zdrowe, zwigkszaja wrazliwo$¢ komérek nowotworowych
na chemioterapeutyki i pokonuja opornos¢ wielolekows. Sg
to cechy idealnych kandydatéw do stosowania w skojarzo-
nej terapii przeciwnowotworowej — zaréwno w polaczeniu
z konwencjonalnymi chemioterapeutykami, jak i z inhibi-
torami proteasomu nalezacymi do innych grup.

O ile proteasom 20S jest giéwng strukturg systemu
UPS, nie jest jedynym jego elementem, ktérego ak-
tywnos$¢ mozna zahamowad. Pojawia si¢ coraz wigcej
doniesieri na temat mozliwosci hamowania enzyméw
E1, E2 i E3, a wiec czynnikéw zapewniajacych akty-
wacje¢ ubikwityny, rozpoznanie substratu i jego sprawng
ubikwitynylacje. Szczegélne nadzieje wiagze si¢ z selek-
tywna inhibicja enzyméw klasy E3, ktére sa odpowie-
dzialne za rozpoznanie specyficznego substratu prze-
znaczonego do degradacji, konieczne sg jednak dalsze
badania dotyczace motywoéw strukturalnych biorgcych
udzial w swoistym wiazaniu danego substratu. Ponie-
waz przed degradacja biatka przytaczony do niego tan-
cuch poliubikwityny musi zosta¢ uchwycony i odla-
czony, istnieje takze mozliwos¢ hamowania enzymoéw
deubikwitynylujacych oraz podjednostek regulatoro-
wych proteasomu.

Zaréwno z punktu widzenia metodologii badai nad
inhibicja proteasomu, jak i praktycznego zastosowania
samych inhibitoréw warto zauwazy¢, ze IC50 w po-
réwnaniu do izolowanych proteasoméw jest przewaz-
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nie zawsze nizsze od IC50 w odniesieniu do inhibi-
c¢ji proteasoméw w zywych, nietknietych komérkach.
O ile pierwsza warto$¢ determinuje aktywnos¢ danego
zwigzku, druga decyduje o jego potencjalnym zastoso-
waniu w terapii. W zaleznosci od typu inhibitora réz-
nice migdzy tymi dwiema warto$ciami moga wahac si¢
od nieznacznych, jak w przypadku flawonoidéw [10],
do nawet kilkusetkrotnych w przypadku niektérych
peptydéw [2]. Ma to z pewnoscia zwiazek z utrudnio-
ng przenikalnosciag przez blon¢ komérkowa, co zda-
je sie potwierdzaé lepsza skuteczno$é¢ lipofilowych
pochodnych wielu inhibitoréw. Nie mozna jednak wy-
kluczy¢ innych przyczyn, np. niestabilno$¢ chemiczna
niektérych inhibitoréw w zlozonym srodowisku we-
wnatrzkomérkowym.

Ze wzgledu na liczne doniesienia o skutkach inhibicji
proteasomu w komérkach nerwowych, istotnym efek-
tem ubocznym stosowania inhibitoréw proteasomu
moze by¢ sprzyjanie rozwojowi choréb neurodegene-
racyjnych i indukcja apoptozy neuronéw, pod warun-
kiem jednak, ze dany inhibitor bedzie w stanie przekro-
czy¢ barier¢ krew-mézg. Moze to dodatkowo wykluczaé
mozliwos¢ stosowania tych zwigzkéw w nowotworach
ukfadu nerwowego, konieczne sg jednak dalsze bada-
nia dotyczace wplywu inhibitoréw proteasomu na uktad
nerwowy czlowieka, przy czym istotng zmienng moze
w tym przypadku by¢ zaréwno st¢zenie osiggane w neu-
ronie, jak i czas ekspozycji.

PismiennicTwo

Obecnos¢ inhibitoréw proteasomu pochodzenia natural-
nego w diecie czlowieka, takich jak kurkumina, kapsaicy-
na, flawonoidy i estry kwasu galusowego, stwarza realng
mozliwo$é zastosowania ich w chemioprewencji nowo-
tworéw. Istnienie mechanizméw adaptacyjnych induko-
wanych przez inhibicje proteasomu oraz trudno$¢ w osia-
gnieciu funkcjonalnych stezen przy podaniu doustnym
moze jednak stanowi¢ istotny problem. W tym kontek-
$cie na dokladniejsze zbadanie zasluguje wplyw wymie-
nionych substancji w stezeniach osiaganych przy podaniu
doustnym na caloksztalt procesu kancerogenezy w moz-
liwie wielu modelach.

Pomimo wzglednie stabej aktywnosci (IC50 rz¢du kil-
kunastu uM i wyzsze) licznych inhibitoréw proteasomu
pochodzenia naturalnego, doniesienia o ich aktywnosci
nalezy uwaza¢ za cenne, poszerzaja one bowiem wiedze
na temat interakcji proteasomu z substancjami o okreslo-
nej budowie chemicznej i mogg si¢ przyczyni¢ do opraco-
wania nowych struktur o aktywnosci daleko wickszej niz
zwigzki macierzyste. Kolejne, pojawiajace sie wcigz do-
niesienia dotyczace inhibicji proteasoméw przez substan-
cje o réznorodnej budowie chemicznej skutkuja nie tylko
mozliwoécia ich zastosowania w terapii przeciwnowo-
tworowej, ale takze poszerzeniem ogdlnej wiedzy o dzia-
faniu systemu UPS i powigzaniu jego aktywnosci oraz jej
inhibicji z innymi waznymi procesami biochemicznymi,
ktére moga mieé¢ znaczenie w patogenezie nowotworéw
i innych schorzen degeneracyjnych.
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