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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka sg podstawowym elementem budulcowym organizmu cztowieka. Stowo biatko (proteina)
pochodzi od greckiego stowa proteo, tzn. najwazniejszy. Bialka, bez ktérych zycie w postaci ob-
serwowanej na Ziemi nie bytoby mozliwe, maja ograniczony czas zycia w komorce i organizmie.
Ich tak zwany ,,okres péttrwania” jest zréznicowany i wynosi od kilku minut do kilku dni. Biatka
regulatorowe pojawiaja si¢ w komorce na okreslony czas, sa krétko zyjace. Biatka zaangazowa-
ne w podstawy funkcjonowania komorki sa stabilne i dtugo zyjace. Po spelnieniu swoich funk-
¢ji lub w przypadku nadmiaru, czy uszkodzenia, biatka sa eliminowane z komérki, w procesach
okreslanych jako degradacja biatek. Procesy przemian bialek sa $cisle kontrolowane. Istnieje tez
Scista korelacja migdzy metabolizmem biatek a energetycznym stanem komorki.

Gléwne systemy proteolityczne w komorce to lizosomalny i proteasomalny. Pierwszy, lizosomy
— organelle komoérkowe, funkcjonuja w sposob prosty i przejrzysty. Drugi, proteasomy, to system
wysoce zorganizowany, ktory za pomoca ubikwityny dostarcza ,.etykiet¢ molekularna” i kieruje
oznakowane biatko w proces degradacji.

Sprawna degradacja biatek komdrkowych przez szlak UPS (ubikwityna-proteasom) jest istotna
dla transdukcji sygnatu, regulacji transkrypcji, odpowiedzi na stres oraz kontroli czynnosci re-
ceptorow.

Dystunkcja szlaku UPS odgrywa role w rozwoju wielu choréb: nowotworowych, neurodegenera-
cyjnych, o podtozu immunologicznym i infekcyjnych. Wyzwaniem zatem staje si¢ opracowanie
metod farmakologicznej interwencji w funkcjonowanie tego uktadu, polegajacych m.in. na za-
stosowaniu swoistych, niskoczasteczkowych inhibitoréw proteasomu i enzymdéw katalizujacych
ubikwitynacje.

W pracy oméwiono aktualng wiedze, poczawszy od odkrycia lizosoméw — szlaku degradacji bia-
fek niezaleznego od ubikwityny, nastgpnie proteasomow — szlaku zaleznego od ubikwityny i zja-
wiska agregacji biatek oraz podsumowanie dotyczace stosowanych terapii, wykorzystujacych jako
podstawe procesy degradacji biatek.

degradacja biatka * lizosom * proteasom  UPS * nowotwory ° choroba Huntingtona

Summary

Proteins constitute the basic building elements of living organisms. Proteins have a limited li-
fetime in a cell. The so called “half-life period” of proteins is diverse and lasts from several mi-
nutes to several days. Regulatory proteins appear in a cell for a definite time and are short-lived.
The proteins responsible for basic cell functions are stable and long-lived. Once their func-
tions are fulfilled or because of their surfeit or damage, proteins are eliminated by degradation.
Transformation processes of proteins are precisely controlled. There is also a strict association
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between protein metabolism and the energetic state of a cell. The main proteolytic cell systems
are lysosomal and proteasome ones. The first (lysosomes) function in a simple and transparent
way. The second system (proteasomes) is highly organized; by using ubiquitin it delivers “mole-
cular label” and sends a marked protein for degradation. Efficient degradation of cellular prote-
ins by the UPS route (ubiquitin — proteasome system) is essential for signal transduction, trans-
cription adjustment, response to stress and control of receptors’ activity. The dysfunction of the
UPS route is crucial in the development of tumors, neurodegenerative diseases and diseases of
immunological and infectious origin. Therefore, it is a challenge to elaborate methods of pharma-
cological intervention within this system involving, for example, the use of specific, low molecu-
lar-weight proteasome inhibitors and enzymes catalyzing the ubiquitination process. The article
presents a review of advances in the field, including description of the lysosomal protein degra-
dation route, proteasome model, and the phenomenon of protein aggregation. The summary of
the experience on applied therapies, which use the processes of protein degradation as a basis,

were also presented.

Key words: degradation of protein ¢ lysosome ° proteasome ¢ UPS * cancers ¢ Huntington’s disease
Full-text PDF:  http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=915316
Word count: 5970
Tables: -
Figures: 3
References: 49
Adres autorki:  drn. biol. Irena Bubko, Narodowy Instytut Lekdw, Zaktad Biochemii i Biofarmaceutykdw, ul. Chetmska 30/34,
00-725 Warszawa; e-mail: ibub@il.waw.pl
Wstep proteolizy — endocytozeg i pinocytoze, zachodzace w ko-

Nieraz zadawano sobie pytanie, jakie procesy musza za-
chodzi¢ w naszej komorce, gdzie codziennie usuwanych
jest 3—5% biatek w organizmie zdrowym, nie wspomina-
jac o stanach patologicznych, w ktérych ta liczba propor-
cjonalnie wzrasta [8].

Dtlugotrwate poszukiwania, prowadzone na calym swiecie
przyniosty w duzej czg¢sci wyjasnienie mechanizméw de-
gradacji biatek w komérce. Chrystian de Duve opisal me-
chanizm usuwania zbgdnych w komérce biatek za pomoca
lizosomo6w, inna grupa badaczy odkryta, ze w komorce ist-
nieje réwniez szlak pozalizosomalny zwiazany z ubikwity-
na [7,8]. Odkrycie mechanizmu ubikwitynacji bialek zapo-
czatkowalo nowg er¢ w zrozumieniu cyklu komérkowego,
podziatu komérek, roli regulacyjnej czynnikéw transkryp-
cyjnych oraz mechanizmu kontroli wszystkich proceséw
zachodzacych w komérce. Patogeneza wielu choréb, takich
jak nowotwory, czy choroby neurodegeneracyjne, jest zwig-
zana z utratg kontroli i wynikajacymi z niej trudnosciami
w utrzymaniu homeostazy migdzy biosynteza a degrada-
cja poszczegdlnych elementéw komorki. Opisanie szlaku
ubikwityno-proteasomalnego (UPS) jako precyzyjnego
kompleksu o ztozonej strukturze i nie mniej skompliko-
wanym mechanizmie dziatania, pozwolito zaprezentowac
go jako zintegrowana platforme, ktdra staje si¢ celem te-
rapeutycznym ostatnich lat w walce z licznymi chorobami.

Lizosomy

W 1955 r. Chrystian de Duve odkryt lizosomy — wewnatrz-
komérkowe organelle — struktury w postaci pecherzykéw
zawierajacych proteazy. Wéwczas przedstawiono dwa typy

morce. Pézniej wykazano, ze tych typow jest wigcej [8,48].

W Swietle ostatnich danych literaturowych, lizosomy usuwa-
ja biatka zewnetrzne za posrednictwem endocytozy, pino-
cytozy i fagocytozy, zas trawienie wewnatrzkomérkowych
biatek odbywa si¢ w wyniku autofagii [7]. W obrgbie au-
tofagii wyréznia si¢ makroautofagig, mikroautofagie, au-
tofagie swoista i autofagi¢ zalezna od chaperondéw [36].

W procesie makroautofagii tworzy si¢ autofagosom, kté-
ry za pomoca btony zwanej fagofor oddziela zdrowa czgs¢
komorki od czeSci eliminowanej. Proces ten jest zalezny
od aktywnosci GTP-az (enzymoéw rozktadajacych guano-
zynotrifosforan). Fuzja autofagosomu i lizosomu prowadzi
do powstania autolizosomu. Mikroautofagia to podobny
proces, ale odbywajacy si¢ w komodrce na mniejsza ska-
l¢. Autofagia swoista (peksofagia) — to proces zachodza-
cy w peroksysomach [36]. Natomiast autofagii zaleznej od
chaperonéw podlegaja tylko wybrane biatka komérkowe,
ktdre sa rozpoznawane przez biatka szoku cieplnego (heat
shock proteins — HSP), nalezace do grupy tzw. biatek opie-
kuriczych (chaperonéw). Po zwiazaniu si¢ kompleksu HSP
i nieprawidlowego biatka z receptorem btonowym lizoso-
mu, kompleks ten jest przemieszczany do Swiatta lizosomu,
gdzie nast¢pnie ulega rozktadowi przez znajdujace si¢ tam
enzymy. Degradacja bialek w wyniku autofagii stanowi je-
den z mechanizméw eliminacji, m.in. alfa-synukleiny [11].

Wyodrebniono kilka postaci lizosoméw: poczatkowe li-
zosomy, w ktérych nie zachodzi jeszcze proces trawienia;
weczesne autofagalne pgcherzyki, ktére zawieraja wewnatrz-
komérkowe biatka; péZne (posrednie) endosomy i fagocy-
ty, zawierajace elementy biatkowe i wreszcie — struktury
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wielopgcherzykowe (multivesicular bodies — MVBs), kt6-
re przeksztalcaja si¢ w lizosomy trawienne. Ten taficuszek
zdarzen od lizosoméw poczatkowych do wielopgcherzy-
kowych potwierdza, ze proces trawienny ma swoja dyna-
mike¢ rozwoju. Zrozumialy staje si¢ tez fakt, ze niektorzy
naukowcy okreslaja lizosomy jako trawienny system pe-
cherzykowy [7].

Za potwierdzeniem istnienia szlaku pozalizosomalnego
przemawiaja wyniki do§wiadczen z zastosowaniem inhi-
bitoréw lizosoméw, w ktérych obserwowano zahamowa-
nie degradacji dtugo zyjacych biatek, jednak pozostawato
to bez wigkszego wptywu na degradacje krétko zyjacych
i zmutowanych biatek [8]. Jak podaje Wilkinson [47] na
poczatku lat osiemdziesiatych ub.w. I. Rose, A. Hershko
i A. Ciechanover opublikowali dwa artykuly w PNAS, do-
noszace o energozaleznej proteolizie bialek, zachodzacej
po procesie ubikwitynacji z udzialem proteasoméw.

UBIKWITYNACIA

Ubikwitynacja jest potranslacyjna modyfikacja biatek, ktéra
polega na potaczeniu wigzaniem izopeptydowym ubikwi-
tyny poprzez C-koricowq reszt¢ glicyny z grupa €-aminowa
lizyny biatka podlegajacego modyfikacji [39].

W koricu lat siedemdziesiatych i poczatku osiemdziesia-
tych ub.w., wykazano, ze w lizatach z retykulocytéw zacho-
dzi zalezna od ATP proteoliza biatek, w ktérej uczestniczy
termostabilne biatko nazwane poczatkowo APF-1 (ATP-
dependent proteolytic factor 1), ktére nastgpnie okazato sie
identyczne z odkryta kilka lat wczesniej ubikwityna [17].

Ubikwityna jest polipeptydem, zlozonym z 76 aminokwa-
séw, o masie 8,5 kDa, wystgpujacym we wszystkich zba-
danych dotychczas komérkach i tkankach organizméw eu-
kariotycznych. Biatko to ma migdzygatunkowa homologie
sekwencyjna. Ubikwityna drozdzy rézni si¢ od ludzkiej tyl-
ko 3 resztami aminokwasowymi, jest wysoce termostabilna
i odporna na szeroki zakres pH oraz polarnos¢ srodowiska.
Monoubikwitynacja oznacza, ze biatko zmodyfikowano po-
jedyncza reszta ubikwityny, poliubikwitynacja zas oznacza,
ze dotaczone sa liczne reszty ubikwityny, ktére tworza taricu-
chy proste lub rozgalezione, inaczej: multimeryczne [5,17,24].

Proces ubikwitynacji u Eukaryota jest uniwersalnym sys-
temem ,,0znakowania” bialek przeznaczonych do degra-
dacji. ,,Oznakowanie” biatka ukierunkowuje je na proces
proteolizy. Ubikwitynowane biatka szybko ulegaja degrada-
cji przez proteazy pozalizosomalne w strukturach zwanych
proteasomami. W ten sposob degradowane sa w cytopla-
zmie biatka nieprawidtowo zsyntetyzowane, Zle rozmiesz-
czone w strukturach subkomédrkowych lub starzejace sig
[39]. Proces ubikwitynacji jest procesem wieloetapowym,
wymagajacym aktywnosci wielu enzyméw i energii pocho-
dzacej z ATP. Biatko naznaczone ubikwityna nie ma szans
na przezycie, musi zosta¢ zdegradowane.

Rozpoznanie substratu przez proteasom wymaga jego po-
liubikwitynacji przez przytaczenie czasteczek ubikwityny
do lizyny w pozycji 48 substratu biatkowego [5].

W pierwszym etapie dziala enzym EI, tzw. enzym aktywu-
jacy ubikwityne (ubiquitin activating enzyme, E1 — UBA).

AMP+-PPi ‘

\[ @

‘—NH2

Ryc. 1.Proces ubikwitynacji biatka; U — ubikwityna; ATP —
adenozynotrifosforan; SH-ET — SH reszty cysteinowej w centrum
E1; E1-U, E2-U — produkty posrednie ubikwitynacji; E3 — ligaza
ubikwitynowa; E4 — czynnik elongacjitaricucha; U-NH,-biatko —
ubikwitynowane biatko

Wowczas przy wspoétudziale ATP w reakcji transestryfika-
cji zostaje utworzone wysokoenergetyczne wiazanie migdzy
glicyng na C-konicu ubikwityny a grupa —SH reszty cyste-
inowej w centrum E1 i powstaje produkt posredni E1-U.

Nastepnie czasteczka ubikwityny jest przenoszona na resz-
te cysteinowa enzymu koniugujacego (ubiquitin conjuga-
ting enzyme, E2 — UBC) i tworzy si¢ E2-U. W koricowym
etapie, za pomoca enzymu zwanego ligaza ubikwitynowa
(ubiquitin ligase, E3 — UBL) reszta ubikwityny przenoszo-
na jest na substrat z utworzeniem produktu U-NH,-biatko
(ryc.1) [30,31,38].

Dziatanie ligazy ubikwitynowej doprowadza do powstania
wiazania izopeptydowego migdzy aktywowanym C-koricem
ubikwityny i €-NH, jednej z reszt lizynowych obecnych
w biatku. Proces powtarza si¢ az biatko zostanie nazna-
czone potaczonymi w taricuch czasteczkami ubikwityny.
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Ryc. 2. Proces degradacji biatka w proteasomie;
U — ubikwityna; AA — aminokwasy

Jesli ubikwitynacja nastgpuje przez Lys-48, a takze niekie-
dy Lys-29, to pociaga za soba skierowanie bialek do pro-
teasomu 26S. Wiadomo, ze taficuch przeznaczony do de-
gradacji proteasomalnej musi si¢ sktada¢ z co najmniej 4
reszt ubikwityny [5]. Pewne substraty wymagaja do swej
poliubikwitynacji wspétdziatania takze czynnika elonga-
¢ji taricucha (E4).

Monoubikwitynacja biatek lub modyfikacja przez biatka
ubikwitynopodobne skierowuje je do réznych kompartmen-
téw komoérkowych, w tym takze do lizosoméw, w ktérych
moga by¢ degradowane [17,32].

Proces ubikwitynacji jest regulowany przez enzymy deu-
bikwitynujace (DUB). Enzymy te maja zdolnos¢ hydrolizy
faficuchéw ubikwityny tworzonych przez kaskad¢ enzyma-
tyczna E1-E2-E3 zaréwno uwolnionych z substratéw rozto-
zonych przez proteasomy, jak i zwigzanych z niezdegrado-
wanymi biatkami. W tym drugim przypadku, DUB moga
chroni¢ substrat przed hydroliza proteasomalna, moga tez
skracad taricuchy poliubikwitynowe potaczone z czastecz-
kami substratu [5]. Ubikwityna kierowana jest w ten spos6b
do wtérnego obiegu znakowania nastgpnego biatka [39].

Ubikwityna petni w komorce takze inne funkcje, nie-
zwigzane ze szlakiem proteasomalnym, np. odgrywa role
w regulacji proceséw transkrypcyjnych, kierowaniu bia-
ek z blony komoérkowej do kompartmentu endosomalne-
go, przemieszczaniu biatek z endosoméw do ciatek wie-
lopgcherzykowych [5,34].

Posredni udziat ubikwityny w regulacji transkrypcji wy-
daje si¢ oczywisty, jesli uwzgledni si¢ jej wptyw na sta-
bilnos¢ biatek bioracych udziat w tym ztozonym procesie.
Transkrypcja genéw zachodzi w obrebie aktywnej euchro-
matyny, na stan ktérej maja wptyw histony. Histon 2A byt
pierwszym opisanym ubikwitynowanym biatkiem. Obecnie
wiadomo, ze takze histony H2B, H1 podlegaja ubikwity-
nacji i obecne sa w aktywnych transkrypcyjnie regionach
chromatyny. Ubikwitynacja moze zmienia¢ strukture¢ hi-
stonéw i ich wzajemne oddziatywania, a takze oddziatywa-
nie z DNA 1i jest niezb¢dna do powstawania ,,rozluznionej”
struktury chromatyny, koniecznej do odstonigcia rejonéw
promotorowych genéw. Moze takze utatwiaC nastgpcza me-
tylacjg histonéw i wptywac na wyciszanie genéw [17,34].

Docenianie ubikwityny, jako jednego z istotnych regulatoréw
coraz wigkszej liczby proceséw komérkowych, rozpoczeto
si¢ ponad 20 lat temu. Okres ten przynidst wiele odkry¢,
pozwalajacych na docenienie znaczenia procesu ubikwity-
nacji, chociaz wiele zagadnieni z tym zwiazanych wyma-
ga dalszych badan. Zbyt mato tez jeszcze wiadomo o pro-
cesach deubikwitynacji biatek, czy tez o dziataniu biatek
pokrewnych ubikwitynie. Niemniej jednak wydaje si¢ juz
niemal pewne, ze ubikwitynacja stanowi réwnie waznga mo-
dyfikacje biatek, tak jak ich fosforylacja, czy metylacja [17].

ProtEASOM

W 2004 roku doceniono wieloletnie badania i uhonorowano
Nagroda Nobla z dziedziny chemii trzech badaczy Avrama
Hershko i Aarona Ciechanovera z Izraela oraz Irwina Rose
z USA — za odkrycie ubikwityno-proteasomalnej degrada-
cji biatek, procesu $cisle regulowanego i swoistego w sto-
sunku do biatkowego substratu, jego lokalizacji komérko-
wej 1 momentu, w ktérym ma nastapic¢ degradacja [5,17].

Proteasomy oczyszczono po raz pierwszy w 1980 roku
z wotowych przysadek mézgowych. Sa to ztozone kom-
pleksy biatkowe o statej sedymentacji. Ze wzgledu na to,
iz proteasomy w obrebie jednego kompleksu wykazuja
rozne aktywnosci enzymatyczne, poczatkowo nazwano je
wielokatalicznymi kompleksami proteaz MPC (multicata-
lytic proteinase complex). Nazwe proteasom zapropono-
wano w 1988 roku [5].

Proteasomy eukariotyczne wystgpuja w 2 podstawowych
postaciach: 20S i 26S. Proteasom 20S nie jest zdolny do
proteolizy ubikwitynowanych biatek komérkowych i nie
wykazuje aktywnosci ATP-azowej. Proteasom 26S ma
zdolnos¢ hydrolizy biatek potaczonych z taficuchami ubi-
kwityny [5], a centrum aktywnos$ci ATP-azowej znajduje
si¢ w podstawie aktywatora kompleksu.

Proteasom 26S (1500-2000 kDa) sktada si¢ z rdzeniowego
kompleksu katalitycznego 20S okoto 700 kDa (core par-
ticle — CP) i kompleksu regulatorowego 19S (regulatory
particie — RP, activator PA700) [5,24].

Proteasom 20S jest zbudowany z 4 pierscieni, ktére two-
rza strukture cylindryczna. Kazdy pierscien sktada sig¢ z 7
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r6znych podjednostek, ktérych masa czasteczkowa waha
si¢ migdzy 20 i 35 kDa. Zewngtrzne pierscienie sa zbudo-
wane z 7 podjednostek o (o1-at7) kazdy, a dwa pierscienie
wewnetrzne — z 7 ré6znych podjednostek B (B1-B7). Role
w utrzymaniu potaczenia migdzy pierScieniami  odgrywa
podjednostka 7. U drozdzy oddziatywanie migdzy COOH-
koricowym fragmentem tej podjednostki a podjednostka-
mi B1 i B2 z przeciwleglego pierscienia f wptywa na sta-
bilizacje proteasomu. NH,-koricowe fragmenty tarficuchéw
podjednostek o zamykaja kanat wiodacy do wnetrza prote-
asomu (o-bramka). Do otwarcia kanatu i aktywacji prote-
asomu moze dojs¢ wskutek potaczenia z aktywatorem lub
chemicznie, np. pod wptywem SDS [5,24,46].

Proteasom 20S konformacyjnie jest strukturg elastyczna.
Aktywne miejsca katalityczne sa umiejscowione na wewnetrz-
nej powierzchni cylindra, do ktérej sa wigzane substraty biat-
kowe. Wszystkie podjednostki o i wigkszos¢ 3 sa nieaktywne
enzymatycznie, oprocz podjednostek B1, B2 i B5, ktére maja
centra aktywne. R6znig si¢ one migdzy soba wrazliwoscia
na inhibitory i pH optymalnym dla swej aktywnosci. W ko-
morce wigkszos¢ wsrdd proteasoméw stanowi postac 20S.

W badaniach in vitro wyrézniono 3 podstawowe aktywno-
Sci proteasomu 20S: chymotrypsynopodobna (B5), trypsy-
nopodobna (32) i kaspazopodobna (1).

Proteasom nie jest zgrupowaniem niezaleznych od siebie
podjednostek, tylko funkcjonalna catoscia, w ktérej na pod-
jednostki katalityczne oddziatuja podjednostki sasiaduja-
ce. U drozdzy COOH-koricowy fragment podjednostki 7,
tworzacy kilka wiazari wodorowych z podjednostka B1, po-
przez stabilizacje centrum aktywnego podjednostki B1, jest
konieczny dla aktywnosci kaspazopodobnej. Jedynie pod-
jednostka B5 proteasomu moze wystepowac jako wolna [5].

Proteasom 26S powstaje przez potaczenie proteasomu 20S
z kompleksem aktywatora PA700 (19S) (ryc. 2). Biatka zna-
kowane ubikwityng sg rozpoznawane przez kompleks re-
gulatorowy 19S, w zwiazku z czym petni on dwojaka role
— rozpoznaje ubikwitynowane biatko, ale takze otwiera ka-
nat do cylindra proteasomu 20S. Takie dzialanie wymaga
energii ATP-azy o aktywnosci chaperonopodobnej u pod-
stawy regulatora, poniewaz powinno nastapic¢ rozwinigcie
substratu biatkowego i wprowadzenie go do wewngtrz-
nych przedzialéw cylindra. Kanal wejSciowy jest strze-
zony przez bramke molekularna, tj. N-koicowy fragment
faiicucha podjednostki 3. Biatka wchodzace do komory
wewngetrznej ulegaja hydrolizie w aktywnych miejscach
proteolitycznych, w podjednostkach  na mate polipepty-
dy o dlugosci 3—22 aminokwaséw [24].

Aktywator PA700 (19S) sktada si¢ z podstawy (base)
i wieczka (lid). W sktad podstawy aktywatora wchodzi
pierscienn 6 ATP-az nazywanych Rpt (Rpt1-Rpt6) i 3 pod-
jednostki niemajace aktywnosci ATP-az (Rpnl, Rpn2,
Rpn10). Podstawa ma aktywnos¢ ATP-azowa, a wiecz-
ko wykazuje si¢ jej brakiem i sktada si¢ z podjednostek:
Rpn3, Rpn5-RpnY, Rpnll, Rpnl2, UCH37. Biatko enzy-
matyczne UCH37 — hydrolaza C-koiica ubikwityny (ubi-
quitin C-terminal hydrolase) — tworzy kompleks z podjed-
nostka Rpn12. UCH37 jest integralnym sktadnikiem PA700
u ssakéw i Drosophila, natomiast nie stwierdza sig tej pod-
jednostki u drozdzy [5].

Podjednostki podstawy pelnia réznorodne funkcje.
Podjednostki Rpt biora udzial w wiazaniu i rozwijaniu
substratéw biatkowych. Rpn10 wiaze ubikwitynowany
substrat poprzez domeng UIM (ubiquitin-interacting mo-
tif). Rpt 2 bierze udzial w otwarciu kanatlu proteasomu
20S zamknigtego NH,-koricem taficuchéw podjednostek
a. Podjednostka Rpt 2 uczestniczy w procesie przemiesz-
czania substratu do cylindra proteasomu i uwalnianiu z nie-
go produktéw. Rpn4 i Rpn6 sa niezbedne do prawidtowe-
go funkcjonowania proteasomu 26S [5].

W literaturze spotyka si¢ doniesienia o istnieniu immu-
noproteasomow.

Interferon y (IFN-y) indukuje w komérkach synteze pod-
jednostek proteasomalnych oraz podjednostek aktywato-
ra PA28 (11S) o sktadzie podjednostek a3f34. Aktywator
ten petni podobna aktywujaca rolg, z tym ze aktywuje hy-
drolize peptydéw, a nie biatek [5].

ZNACZENIE SZLAKU UBIKWITYNO-PROTEASOMALNEGO

Sprawna degradacja biatek komérkowych przez szlak ubi-
kwityna-proteasom jest istotna dla transdukcji sygnatu,
regulacji transkrypcji, odpowiedzi na stres oraz kontro-
li czynnosci receptoréw. Szlak ten kontroluje aktywacje
czynnika jadrowego NF-kB przez degradacje¢ jego inhi-
bitora. Proteasom odgrywa rowniez wazna rolg w prezen-
tacji antygenu. Zaburzenia funkcjonalne uktadu UPS na-
ruszaja rownowage migdzy biatkami regulatorowymi, co
wywotuje zablokowanie cyklu komérkowego w fazie G1-S
i G2-M oraz apoptoze [24].

W wigkszosci bialek, ktére sa degradowane na szlaku UPS
charakteryzuja si¢ obecnoscia na N-kornicu czasteczki tzw.
degrondéw, czyli okreslonych sekwencji aminokwasowych
petiacych funkcje destabilizujace i zawierajacych reszty
lizynowe, do ktdrych jest dotaczany taiicuch poliubikwi-
tynowy (ryc. 2) [7].

Do precyzyjnego rozpoznawania biatkowych substratéw
przez enzymy ubikwitynowe przyczyniaja si¢ tez liczne
modyfikacje potranslacyjne, z ktérych najczesciej opisy-
wane sa fosforylacja i hydroksylacja okreslonych reszt ami-
nokwasowych. Utatwiaja one lub czgsto sq wrecz niezbed-
ne do rozpoznawania biatek przez odpowiednie ligazy [7].

Degradacji przez szlak UPS ulegaja zar6wno biatka regu-
latorowe, jak i supresory nowotworowe [24].

Deregulacja uktadu UPS prowadzi do wielu schorzen.
Warto podkreslié, ze dysfunkcja proteasomu moze miec
dwie postaci: nastgpuje drastyczny wzrost aktywnosci lub
jej zmniejszenie. Lista choréb zwiazana z utrata prawidlo-
wego funkcjonowania proteasomu zawiera rézne choro-
by, niektére z nich sa dziedziczone, a inne nabyte. W po-
szczegblnych przypadkach sa zwiazane bezposrednio lub
posrednio z zaburzeniami uktadu UPS. Dotyczy to gtow-
nie schorzein nowotworowych, w ktérych obserwuje sie
wzrost aktywnosci proteasomu, takich jak: rak ptuc, okrez-
nicy, jajnika, nerki, czy bialaczce mieloblastycznej [40].

Wsréd choréb neurodegeneracyjnych zwigzanych z zabu-
rzeniami uktadu UPS, wymienia si¢ choroby Alzheimera,
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Parkinsona, Huntingtona, prionowe, a takze ataksje rdze-
niowo-mézdzkowe. Oslabienie funkcjonalnosci UPS ob-
serwuje sig¢ rowniez w zakazeniach wirusami HIV, HBV,
a takze chorobie Wilsona, anemii Fanconiego i innych [40].

Zaburzenia szlaku UPS odgrywaja wazna rolg¢ w rozwo-
ju nowotworéw, choréb neurodegeneracyjnych, o podio-
zu immunologicznym i infekcyjnym. Wyzwaniem zatem
staje si¢ opracowanie metod farmakologicznej interwen-
cji w funkcjonowanie tego uktadu, m.in. polegajacych na
zastosowaniu swoistych, niskoczasteczkowych inhibito-
row proteasomu i enzyméw katalizujacych ubikwityna-
cj¢. Mysdli sig réwniez o precyzyjnym kierowaniu wybra-
nych biatek na drogg proteolizy z uzyciem syntetycznych
chimerycznych bialek adaptorowych [7,24].

UPS A AGREGACJA BIALEK

Zaburzenia homeostazy bialek komérkowych, prowadza-
ce do ich agregacji, stanowia wspdlne ogniwo w patome-
chanizmie wielu choréb neurodegeneracyjnych. Gtéwna
przyczyna tego zjawiska sa liczne mutacje w genach lub
nieprawidtowosci wystepujace w potranslacyjnych mody-
fikacjach biatek. Zaburzenia struktury przestrzennej biat-
ka moga tez wystapi¢ pod wptywem réznych czynnikéw
uszkadzajacych komorke, takich jak np. stany niedokrwie-
nie oraz stany zapalne i urazy [11].

Agregacja nieprawidtowo pofatdowanych lub uszkodzo-
nych bialek jest istotnym zjawiskiem odgrywajacym role
w mechanizmach neurodegeneracyjnych. Sama akumula-
cja patologicznych biatek w komoérce nie wyjasnia jeszcze
mechanizmu ich agregacji. Biatka o nieprawidlowej struktu-
rze przestrzennej charakteryzuja si¢ obecnoscia duzej licz-
by struktur typu B o silnie hydrofobowych wtasciwosciach.
Czasteczki o takiej budowie przestrzennej maja tendencje do
autoagregacji. Powstanie nierozpuszczalnych makromolekut
biatkowych zachodzi w sposéb uporzadkowany w wyniku
zarodkowania (nukleacji), ktérej przebieg jest podobny do
procesu krystalizacji. Czynnik wyzwalajacy zarodkowanie
nie zostal jeszcze poznany. Zarodkowanie rozpoczyna si¢
od wytworzenia jadra agregacji zbudowanego z oligome-
row biatkowych, wokét ktérego agreguja monomery pep-
tydowe. W ten sposdb tworza si¢ poczatkowo mate struk-
tury wiékienkowe, tzw. protowtdkienka (protofilamenty),
a potem wigksze filamenty. Zarodkowanie i agregacja sa
procesami energochtonnymi, niekorzystnymi z punktu wi-
dzenia kinetyki komérki. Dlatego zachodza one bardzo po-
woli, co moze wyjasnia¢ pojawienie si¢ objawéw niektd-
rych choréb dopiero w Srednim i starszym wieku [11,37].

W ciagu ostatnich lat pojawito sig¢ wiele prac, w ktérych wy-
kazano, ze za zwyrodnienie komorek nie sg odpowiedzialne
same ztogi, lecz posrednie formy strukturalne powstajace
podczas stopniowo przebiegajacego procesu agregacji bia-
tek. Duze ztogi biatkowe sa prawdopodobnie nieaktywne
lub odgrywaja role cytoprotekcyjna, zapobiegajac poprzez
izolacj¢ nieprawidlowych bialek ich interakcji z innymi
sktadnikami komorki. Neurotoksyczny wptyw na komérke
moga natomiast wywieraé protowldkienka i rozpuszczalne
oligomery biatkowe. Moga one wplywac na funkcje kana-
16w jonowych i powodowaé wzrost przepuszczalnosci bton
komérkowych, jak to prawdopodobnie sig dzieje w choro-
bie Parkinsona i Huntingtona lub tez oddziatywac na inne

struktury komorki i wewnatrzkomoérkowe szlaki sygnatowe,
zaburzajac przeplyw informacji. Przyktadem tego ostatnie-
go zaburzenia jest zahamowanie aktywnosci transkrypcji
przez zmutowana huntingtyne [11,37].

Zbyt mata wydajnos¢ ubikwitynozaleznych mechanizméw
eliminujacych moze odgrywac istotna rolg w patogenezie
choréb neurodegeneracyjnych, w ktérych stwierdza si¢ od-
ktadanie agregatéw biatkowych. Prowadzi to do akumula-
cji patologicznych biatek, dysfunkcji komérki, a nastgpnie
jej Smierci. Ze wzgledu na to, ze zaréwno do ubikwitynacji
biatka, jak i do jego degradacji w proteasomach potrzeb-
na jest energia magazynowana w ATP, istnieje potencjalna
mozliwosé, ze odkladanie si¢ agregatéw biatkowych moze
by¢ spowodowane spadkiem syntezy ATP na skutek de-
fektu mitochondrialnych tancuchéw oddechowych [11,44].

MoDULACJA FUNKCJI PROTEASOMU

Czynniki regulatorowe zaangazowane w modulacj¢ ak-
tywnosci proteasomu sklasyfikowano w poszczegdlne gru-
py. przede wszystkim sa to aktywatory i inhibitory. Huang
i Chen [20] donosza o 3 typach komérkowych aktywato-
réw: PA 28, PA 200, PA 700. Autorzy wspominajg réwniez
o kwasach: linolenowym, linolowym, betulinowym. W ob-
rebie inhibitoréw rozrdznia si¢ 2 grupy: niskoczasteczko-
we zwiazki pochodzace z syntezy chemicznej oraz inhi-
bitory pochodzenia naturalnego, takie jak tyropeptin A,
TMC-86, TMC-89, TMC-95A, PR-171 [20].

W celu opracowania kontrolowanego zahamowania aktyw-
nosci proteasomu, podjeto wiele préb syntezy zwiazkéw
chemicznych o spodziewanym dziataniu w tym kierunku.

Najczesciej stosowane in vitro grupy inhibitoréw to alde-
hydowe formy peptydéw (np. PSI, MG132, MG115, CEP-
1612), epoksyketony (np. epoksomycyna, eponemycyna)
oraz laktacystyna i jej pochodne (np. PS-519). Inhibitory
te w komoérkach wielu linii nowotworowych powoduja za-
hamowanie cyklu komdérkowego i apoptoze [40].

Jak podaje Jurczyszyn i wsp. [24] laktacystyna (nieod-
wracalny inhibitor podjednostki ) indukuje apoptoze
w ludzkich komérkach monoblastycznych U937, nato-
miast Shinohara i wsp. odnotowali, ze benzylooksykarbo-
nylo-(Z)-Leu-Leu-leucynal — tripeptydo-aldehyd — inhi-
bitor proteasomu, indukuje w komoérkach biataczkowych
apoptoze zalezng od biatka p53. Podobne badania dostar-
czyly dowodéw na to, ze proteasom jest waznym celem
w terapii przeciwnowotworowej, jednak dostgpnym inhi-
bitorom brakuje swoistosci.

Zaprojektowano i stworzono kilka zwiazkéw bedacych
pochodnymi kwasu boronowego. Wigkszos¢ z tych inhi-
bitoréw proteasomu wykazata aktywnos$¢ w obrebie pane-
lu 60 nowotworowych linii komérkowych zgromadzonych
w Narodowym Instytucie Raka (NCI) w USA. Na podsta-
wie swoistosci dziatania oraz efektu cytotoksycznego wy-
brano bortezomib jako najlepszy zwiazek do dalszych ba-
dan klinicznych [5,24].

Bortezomib (kwas N-pyrazynokarbonylo-L-fenyloalanino-
L-leucyno-boronowy; inne nazwy PS-341, MLN-341, di-
peptyd kwasu boronowego), jest unikatowym i swoistym
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Transkryﬁcja genéw —
zwiekszajacych

przezycie komorki

bodziec
(stres)

Ryc. 3.Requlacja proteasomu przez inhibitor
bortezomib; NF-kB — czynnik transkrypcyjny;
IkBa — inhibitor NF-kB; p50/p65 — heterodimer
czynnika transkrypcyjnego NF-kB;
U — ubikwityna

inhibitorem szlaku UPS. Hamuje proteasom szybko i w spo-
sob odwracalny przez bezposrednie wigzanie do kompleksu
26S i blokowanie aktywnosci enzymatycznej. Jest pierw-
szym inhibitorem proteasomu, stosowanym w praktyce kli-
nicznej. Aktywno$¢ bortezomibu wykazano w wielu ty-
pach nowotworéw, co podnosi jego wartos¢ terapeutyczna.
Dlatego tez lek z ta substancja czynng zostal zarejestrowa-
ny w ciagu zaledwie kilku miesigcy, w 2003 r. jednocze-
$nie we wszystkich krajach UE, ze wskazaniami do lecze-
nia opornego szpiczaka mnogiego (MM).

Bortezomib w terapii przeciwnowotworowej dziala po-
przez indukcje apoptozy, bedacej nastgpstwem zahamo-
wania proteasomu (ryc. 3). Lezace u podloza wywolane;j
apoptozy mechanizmy, obejmuja inhibicj¢ NF-xB wiaza-
cg si¢ ze zwigkszeniem aktywnosci szlakéw apoptotycz-
nych oraz oddziatywaniem na mikrosrodowisko nowotworu.
Oproécz indukceji apoptozy bortezomib zmniejsza ekspre-
sj¢ insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 i receptora in-
sulinopodobnego czynnika wzrostu 1. Hamuje réwniez in-
dukowang przez IL-6 aktywacje szlaku Ras/Raf/MAPK,
co prowadzi do zahamowania wzrostu komérek szpicza-
ka mnogiego [24,41].

Rodzina biatek Rel/NF-xB to indukowalne dimeryczne
czynniki transkrypcyjne rozpoznajace i wiazace wspol-
ny motyw sekwencji w jadrowym DNA. NF-xB — gtow-
ny czynnik transkrypcyjny z tej rodziny, jest heterodime-
rem p50/RelA (p50/p65) obecnym w cytoplazmie prawie
wszystkich komoérek. Sekwencja kB znajduje si¢ w ob-
rebie genéw, wsréd ktérych mozna wyrézni¢ nastgpuja-
ce kategorie:
1) geny istotne dla proceséw odpowiedzi immunologicz-
nej i procesow zapalnych;
2) geny istotne dla proceséw apoptozy i proliferacji komérek;
3) geny regulujace aktywnos¢ NF-kB, aktywowane za po-
Srednictwem sprz¢zenia zwrotnego [16].

W cytoplazmie NF-kB jest potaczony z podjednostka in-
hibitorowa IkBo i stanowi posta¢ nieaktywna. W wyniku
dziatania bodZca stresujacego, aktywacji ulegaja kaskady
sygnatowe prowadzace do aktywacji kinaz IKK i nast¢puje

fosforylacja IxBa [24]. Fosforylacji ulegaja dwie reszty se-
rynowe IkBa w N-koricowej domenie — Ser-32 i Ser-36.
Ufosforylowane miejsca w IkBo sa nastgpnie rozpozna-
wane przez ligaz¢ ubikwityny SCF, co prowadzi do ubi-
kwitynacji, a nastgpnie degradacji inhibitora z udziatem
proteasomu 268 i uwolnienia podjednostek p50 i p65 czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB. Odlaczenie IkBow powodu-
je odstonigcie sekwencji NLS i translokacj¢ podjednostek
do jadra komoérkowego, gdzie wiaza sig ze swoistym miej-
scem w czasteczce DNA o wielkosci 10 par zasad, regulu-
jac transkrypcje genéw [24,41].

Bortezomib hamuje aktywnos¢é NF-kB w komorkach przez
blokowanie degradacji IkBa. Inhibicja aktywnosci trans-
krypcjnej NF-kB odgrywa korzystna role w etiologii no-
wotwordw przez zmniejszenie ekspresji réznych czynnikéw
wzrostu, przezycia i angiogenezy. Nastgpuje uwalnianie cy-
tochromu c, aktywacja kaspazy 9 i apoptoza [24].

Bezpieczenistwo i skutecznos$¢ bortezomibu w leczeniu
opornego szpiczaka mnogiego (MM) oceniano na podsta-
wie badan klinicznych II fazy: badania CREST i badania
SUMMIT. Wyniki osiagnigte w obu badaniach byty po-
rownywalne. Badanie SUMMIT przeprowadzono w gru-
pie 202 pacjentéw z 14 oSrodkéw USA, uczestniczacych
wczesniej w co najmniej 2 programach leczenia oraz w gru-
pie chorych, u ktérych mimo leczenia obserwowano po-
stgp choroby. Chorym podawano bortezomib w dawce 1,3
mg/m? powierzchni ciata, 2 razy w tygodniu przez 2 tygo-
dnie. Leczenie powtarzano po tygodniowej przerwie, tacz-
nie do 8 cykli. OdpowiedZ na leczenie polegajaca na cofa-
niu si¢ objawéw choroby wynosita 35%, przy czym u 10%
chorych osiagnigto petna remisjg. Catkowita odpowiedZ na
leczenie (remisje kliniczne + stabilizacja procesu nowotwo-
rowego) wynosita 59%. Mediana czasu do wystapienia od-
powiedzi na leczenie wynosita 38 dni. Mediana czasu trwa-
nia odpowiedzi na bortezomib wyniosta 12 miesigcy [15].

Podjeto réwniez proby terapii skojarzonej. We wstepnych do-
niesieniach dotyczacych potaczenia bortezomibu z melfalanem
w MM obserwowano synergizm dziatania obu lekéw przy jed-
noczesnym korzystnym zmniejszeniu dawki kazdego z nich.
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Wstepne wyniki sugeruja, ze potaczenie bortezomibu
z pegylowana doksorubicyna réwniez zastuguje na dal-
sze badania ze wzgledu na obserwowane wspoétdziatanie
obu zwigzkow [24].

Obecnie trwaja badania kliniczne fazy II bortezomibu
w polaczeniu, m.in. z gemcytabing, docetakselem i iry-
notekanem [24]. Subhankar Paul [40] wykazal, ze pota-
czenie bortezomibu z epoksomycyna wptyneto na nasile-
nie apoptozy w komorkach biataczkowych AML (acute
myeloid leukemia).

Osiagnigcia w zwalczaniu szpiczaka mnogiego za po-
moca bortezomibu sg niewatpliwie punktem odniesienia
do opracowania nowych terapii przeciwnowotworowych.
Kilkuletnie badania naukowe pozwolity wyselekcjonowaé
zwiazek, ktéry wykazat skutecznosé. Wspotczesne po-
szukiwania synergizmu dziatania trwaja i sa skierowane
w strong innowacji, ktére pozwolilyby stworzy¢ bardziej
swoisty i bezpieczny lek. To, ze mechanizm inhibicji pro-
teasomalnej jest rzetelnie opisany, pomaga w sposéb przej-
rzysty obserwowac rozwdj badan naukowych. Bortezomib
daje duza nadziej¢ na pokonanie lekoopornosci, wystepu-
jacej przy stosowaniu konwencjonalnej chemioterapii i za-
pewne moze stanowi¢ punkt wyjscia do rozwoju bardziej
skutecznych strategii terapeutycznych.

Chociaz sukces kliniczny bortezomibu sprzyja stosowaniu
go w praktyce, jednak towarzyszaca mu toksycznos¢ (bo-
lesna neuropatia obwodowa, trombocytopenia) sktania do
dalszych poszukiwan.

Jak dotad, doniesienia naukowe sugerowaly, ze pierwszo-
rzedna role w przebiegu degradacji biatka odgrywa aktyw-
nos$¢ chymotrypsynopodobna proteasomu 26S. Kisselev
i wsp. [25] zdecydowali si¢ przebadac¢ wszystkie trzy ak-
tywnosci proteasomu 26S, mianowicie chymotrypsynopo-
dobna (Ch), kaspazopodobna (K) i trypsynopodobna (T).
W eksperymencie zastosowano kilka inhibitoréw: borte-
zomib, epoksomycyne, B-lakton klasto-laktacystyny oraz
zwigzki NLVS i MG-262. Jako substratu uzyto dtugo zy-
jacych biatek, ktérych hydroliza przebiega liniowo, tj.: ka-
zeiny, owoalbuminy, histonéw, kalmoduliny.

Okazato sig, ze inaktywacja Ch aktywnosci hamuje de-
gradacje¢ protein o 11-50%, inaktywacja K aktywnosci
0 12-22%, a inaktywacja T aktywnosci o0 3-35%.

Na podstawie wynikéw badacze stwierdzili, ze wszyst-
kie trzy aktywnosci biora udzial w degradacji biatka.
Eksperyment pozwolit tez okresli¢ swoisto$¢ oddziaty-
wania inhibitoréw.

Stosowany juz bortezomib w 70% hamuje Ch, w 20% ak-
tywnos$¢ K iw 10% hamuje T aktywnos¢. Interesujace wy-
niki uzyskano w przypadku epoksomycyny, ktéra reduko-
wata 0 85% Ch aktywnos¢ i 0 28% hamowata T aktywnos¢.
Opracowany modyfikowany peptyd epoksomycyny ozna-
czony pierwotnie symbolem PR-171, a nastgpnie okreslony
jako karfilzomib stanowit przedmiot dalszych badan [10,29].

Skomplikowany mechanizm dziatania PR-171 opisali Demo
i wsp. [10]. Inhibitor w swojej budowie zawiera epoksydo-
wy keton, ktéry stereoselektywnie reaguje z katalityczna

reszta treoniny, obecng w czasteczce proteasomu i nieod-
wracalnie go blokuje. Badania krystalograficzne pokazu-
ja, ze epoksomycyna tworzy podwdjne kowalencyjne wia-
zanie migdzy adduktem morfolinowym a proteasomem, co
wymaga zblizenia grup hydroksylowej i 0i-aminowej reszty
treoniny. Ten unikatowy mechanizm zapewnia duza swo-
isto$¢ inhibitora.

PR-171 aktualnie znajduje si¢ w I fazie badan klinicznych
jako potencjalny lek stosowany w terapii szpiczaka mnogiego
(multiple myeloma, MM) i NHL (non-Hodgkin lymphoma).

Jak wykazaly badania, po 2-5 dniach podawania karfil-
zomibu nast¢gpowalto obnizenie aktywnosci proteasomu
o ponad 80%. Nie zanotowano, jak dotad efektéw wska-
zujacych na toksyczno$¢ ostra. Takie cechy, jak tolerancja,
skutecznos$¢ i elastycznos$¢ dawki zdecydowaly o skiero-
waniu tego inhibitora do badan klinicznych.

Autorzy przebadali proapoptotyczny wptyw karfilzomibu, sto-
sujac rézne st¢zenia inhibitora i badajac efekt apoptogenny
w ludzkich komérkach szpiczaka mnogiego ANBL-6. Okazato
sig, ze nastgpowal wzrost enzymoéw finalnej fazy apoptozy
kaspaz 8, 9 i 3. Obserwowano tez obnizenie transmembra-
nowego potencjatu mitochondrialnego i uwolnienie proapop-
totycznych biatek, takich jak cytochrom c i Smac/DIABLO.
Oprécz tego nastapita aktywacja kinazy JNK. Jak wynika
z przeprowadzonych badan, karfilzomib wykazuje syner-
giczny dzialanie z deksametazonem (dexamethasone, Dex).

Na uwage zastuguje rowniez inny inhibitor — salinosporamid
A, zwany réwniez marizomibem lub NPI-0052. Zwiazek
ten jest izolowany z bakterii Salinispora tropica i stano-
wi modyfikowang pochodng laktacystyny [6,10]. Inhibitor
ten hamuje nieodwracalnie aktywnos¢ proteasomu w ludz-
kich komérkach szpiczaka mnogiego (MM) in vitro i in
vivo, jednak wedlug innego mechanizmu niz bortezomib.

Fenomenem inhibitora jest to, ze NPI-0052 indukuje apop-
toze w komérkach MM wrazliwych i opornych na bortezo-
mib. Badania sugeruja, ze NPI-0052 efektywniej niz bor-
tezomib hamuje NF-kB.

Mechanizm dziatania NPI-0052 jest zwiazany z udzialem
TNF w szlaku sygnalowym NF-xB [1,42]. Wiadomo, ze
NPI-0052 blokuje TNF-zalezna IkB degradacjg, wstrzy-
muje translokacje p65 do jadra i tym samym hamuje eks-
presje genéw zaleznych od NF-xB, w tym gendw antyapop-
totycznych. Zahamowanie aktywacji NF-kB za pomoca
NPI-0052 prowadzi do nagromadzenia ufosforylowane;j
postaci IkB, jej ubikwitynacji i w konsekwencji do inhibi-
cji aktywnosci proteasomu. Ostatnie badania sugeruja, ze
aktywacja apoptozy za posrednictwem NPI-0052 nastegpu-
je przede wszystkim przez uwolnienie FADD-kaspazy 8.

Wykazano, ze NPI-0052 hamuje tez ekspresj¢ bialek, takich
jak: cyklina D1, COX-2,c-myc, MMP-9, ICAM-1,VEGF.

Wedlug ostatnich doniesiert NPI-0052 wykazuje synergiczny
efekt z talidomidem (thalidomide) i bortezomibem, co moze
by¢ obiecujace w przysztosci w terapii szpiczaka mnogiego.

Niewatpliwie badania nad inhibitorami proteasomu, pro-
wadzone z coraz wigkszym zaangazowaniem zaowocuja
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nowymi odkryciami. Jest to ptaszczyzna dla nowych wy-
zwan stawianych naukowcom. Dotychczasowe wyniki do-
brze rokuja w walce z nowotworami. Modulacja aktyw-
nosci proteasomu stanowi cel strategiczny nowoczesnych
terapii przeciwnowotworowych.

CHoroBa HunTINGTONA

Choroba Huntingtona (Huntington’s disease — HD) jest
postepujaca zwyrodnieniowa chorobg OUN, ktérej towa-
rzysza zaburzenia ruchowe, otgpienie oraz zaburzenia psy-
chiczne. Choroba jest rozpoznawana na podstawie testéw
genetycznych, badari neuroobrazowych oraz badan neu-
ropsychiatrycznych.

Chorobg po raz pierwszy opisat w 1872 roku amerykanski
lekarz George Huntington. Jako ceche charakterystyczna
wyréznil wystgpowanie ruchéw plasawiczych, ktére poczat-
kowo obejmuja tylko ograniczone grupy migsni, z czasem
nasilajg si¢ i ogarniaja wszystkie migsnie szkieletowe. Chod
staje si¢ uposledzony, niezgrabny, mowa niewyrazna, poja-
wiaja si¢ problemy z potykaniem. W wariancie mtodzien-
czym zaburzenia ruchowe wystepuja w postaci sztywnosci
z kineza, a klasyczne ruchy plasawicze sa rzadkie. Szybko
u tych pacjentéw dochodzi do zespotu otgpienia, wystepu-
ja takze drgawki. W zaawansowanych stadiach choroby do-
chodzi do znacznego wyniszczenia organizmu, chory traci
zdolnos¢ stownego komunikowania si¢ z otoczeniem, nie
rozpoznaje cztonkéw rodziny, jest zobojetniaty, niezdolny
do samodzielnego funkcjonowania [12,28].

HD dziedziczy si¢ w sposob autosomalny dominujacy, jest
choroba spowodowang mutacja genu H77T umiejscowionego
na krétkim ramieniu chromosomu 4 (4p. 16.3). Prawidtowy
gen koduje biatko huntingtyng (HTT). Defekt polega na pa-
tologicznym zwigkszeniu liczby tréjek aminokwaséw — CAG
powyzej 36 reszt (polyQ). Zwigkszenie powtérzen tréjek
CAG, umiejscowionych w eksonie 1 genu zmienia konfor-
macje¢ huntingtyny przez wydtuzenie poliglutaminowego
segmentu blisko zakoriczenia NH,. Zmutowane biatko za-
burza wiele proceséw komdrkowych na poziomie moleku-
larnym i biochemicznym, szczeg6lnie okreslonych obszaréw
OUN, nastgpuje obumieranie komoérek nerwowych i w ich
nastgpstwie uposledzenie przekazywania sygnatéw do ko-
morek migsniowych [27]. Czestosé wystgpowania HD w po-
pulacji ogélnej szacuje si¢ 2—10/100000 przypadkéw [35].

Badania obrazowe struktur mézgu w HD ujawniaja u wigk-
szosci pacjentow zmniejszona wielkos¢ jadra ogoniastego.
Wzgbrze oraz przysrodkowe struktury skroniowe zmniej-
szaja si¢, dochodzi réwniez do wyraZnego zwyrodnienia
istoty bialej. Badania z uzyciem znakowanej glukozy me-
toda PET wykazuja zmniejszona aktywnos¢ metaboliczna
w jadrze ogoniastym. Zaréwno korowy, jak i podkorowy
spadek metabolizmu oraz zmniejszona perfuzja sa uwaza-
ne za objaw postgpujacej choroby [28]. W HD wystepuje
okoto 30% zmniejszenie masy mézgu [2].

Mimo postepdw w rozumieniu etiopatogenezy choroby, jak
dotad nie opracowano skutecznego przyczynowego lecze-
nia. Istnieje sporo danych na temat objawowego leczenia
zaburzen wystgpujacych w przebiegu HD. Diagnostyka
tego schorzenia opiera si¢ na analizie genetycznej DNA,
tj. wykrywaniu mutacji w genie H77, co w rodzinach

chorych stwarza szans¢ na wczesna interwencj¢ terapeu-
tyczng. Mimo licznych wysitkéw badaczy nie zanotowa-
no jednak takich postepéw w tej dziedzinie, ktére mozna
by przetozy¢ na praktyke kliniczna [35].

Naukowcy, jak dotad, opracowali dwie robocze hipotezy
zdarzen, powodujacych neurodegeneracj¢ tkanki mézgo-
wej w chorobie HD. Pierwsza hipoteza zaktada, ze pato-
logiczna huntingtyna w pewien sposob prowadzi do upo-
Sledzenia wytwarzania energii w niektérych komérkach,
co powoduje ich wigkszg podatnos$¢ na toksyczne skutki
chemicznych substancji przekaznikowych w mézgu. Druga
hipoteza zas zaktada, ze zmutowana HTT dostaje si¢ do
jadra komérkowego, co prowadzi do Smierci komoérki ner-
wowej [22]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze patogene-
za HD jest zwiazana z dysfunkcja transkrypcji i uposle-
dzeniem metabolizmu energetycznego. Przypuszcza sig,
ze przyczyna objawéw choroby sa zaburzenia procesow
transkrypcyjnych, wynikajace z oddziatywania na neurony
podwyzszonego w HD poziomu glutaminianu oraz utrata
prawidlowych funkcji mézgu i agregacja HTT [9,13,14,33].

BIALKO HUNTINGTYNA

Rola prawidiowej, jak i zmutowanej huntingtyny, jak dotad
wciaz pozostaja do korica niewyjasnione. HTT jest duzym
biatkiem, ztozonym z 3141 aminokwaséw (350 kDa), roz-
puszczalnym w cytoplazmie. Biatko to jest zwiazane z cy-
toszkieletem komorki oraz pecherzykami synaptycznymi,
petniac wazna role w transporcie pecherzykowym i akso-
nalnym oraz transporcie cytoplazmatycznym. Za pomoca
technik biochemicznych i fluorescencyjnych biatko jest
widoczne w retikulum endoplazmatycznym (ER), w ja-
drze lub moze si¢ przemieszcza¢ migdzy cytoplazma i ja-
drem. W badaniach proteomicznych wykazano obecnos¢
HTT we frakcji membranowej mézgu. Badania z uzyciem
monoklonalnych przeciwcial wskazuja, ze wigkszos¢ HTT
jest umiejscowiona w cytoplazmie i ER w strefie przyja-
drowej [1]. HTT ma konserwatywny region — 18 amino-
kwasow od N-korica, stanowiacy amfipatyczna o-helisg
z potencjalnymi miejscami wilaczenia si¢ do interakcji
membranowej. Wiadomo, ze huntingtyna wiaze si¢ z wie-
loma biatkami zwigzanymi z transmisja sygnatéw nerwo-
wych i apoptoza, m.in. z HAP-1, HIP 1, GAPDH, kalmo-
dulina. Przypuszcza sig, ze huntingtyna tez petni istotne
funkcje w procesie embriogenezy [2].

Prawidtowe biatko HTT nie jest toksyczne, dopiero po-
przez mutacje nabywa toksycznej aktywnosci wzgledem
komorki. Uwaza sig, ze toksyczny efekt zmutowanej hun-
tingtyny moze by¢ spowodowany nasilona aktywnos$cia
tego biatka lub pojawieniem si¢ jego nowych wtasciwo-
Sci, prowadzacych do zmian konformacyjnych w czastecz-
ce huntingtyny oraz do zmian jej oddziatywania z inny-
mi biatkami. HTT staje si¢ bardziej podatna na dziatanie
enzyméw proteolitycznych, m.in. kaspazy 3. Uwolniony
proteolitycznie N-koniec HTT ulega translokacji do ja-
dra komoérkowego, stanowiac rdzen, wokét ktérego two-
rzg si¢ nierozpuszczalne kompleksy, powodujace degene-
racj¢ neuronéw [19]. W wyniku zwigkszenia liczby reszt
poliglutaminowych dochodzi do hiperagregacji hunting-
tyny i formowania nierozpuszczalnych wtretéw miedzy-
i Srodkomérkowych (w tym — w obrebie jadra komérkowe-
go0), w wyniku czego nastgpuje Smieré komorki. Agregaty
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zmutowanego biatka moga zakt6caé procesy wewnatrzko-
morkowe, takie jak transkrypcja, translacja, transport cy-
toplazmatyczny i aksonalny oraz wzajemne oddzialtywa-
nie biatek komérkowych. [33,35].

Eksperymentalnie potwierdzono, ze aktywnos¢ N-korica
jest wazna tak w powstaniu agregatow polyQ, jak i w mo-
dulacji toksycznosci. W badaniach z uzyciem zmutowane-
go biatka HTT obserwowano wzrost ilosci HTT w jadrze
wraz z bardzo zwigkszona toksycznos$cia, chociaz bez po-
wstawania agregatow. W eksperymencie tym dodatkowo
wprowadzono punktowa mutacj¢ na odcinku 1-18 amino-
kwasowym. Stwierdzono, ze obecnos¢ N-konca w biatku,
jest niezbedna do potaczenia z ER [2,21].

Potwierdzeniem zachodzacego procesu agregacji w ko-
morce o réznych stopniach toksycznosci sa wyniki dostar-
czone przez Bhutani i wsp. [4]. Agregaty powstale z nie-
wielkich fragmentéw polyQ charakteryzuja si¢ wigksza
toksycznoscia niz wigksze agregaty; potwierdzaja to wy-
niki badan prébek, pobranych z mézgéw pacjentéw z HD
post mortem. Najprawdopodobniej krétkie polyQ, two-
rzac toksyczne postaci HT'T, moga tatwiej sie taczy¢ z in-
nymi biatkami, uposledzajac funkcje komorki. Agregaty
takze uposledzaja transport pecherzykowy wzdtuz akso-
nu komorki nerwowej, co prowadzi do zaburzefi neuro-
przekaznictwa [4].

DEGRADACIE BIALKA A CHOROBA HUNTINGTONA

Hipoteza o udziale szlaku UPS w patologii choréb neu-
rodegeneracyjnych powstata w 1989 r., kiedy zajmowa-
no si¢ badaniami immunohistochemicznymi ubikwity-
ny [18,19,23,26,27]. Dowody na udzial UPS w chorobach
neurodegeneracyjnych pojawily si¢ dopiero w ostatnich
latach. Uwaza sig, ze dysfunkcja ubikwityny jest jedna
z przyczyn patogenezy choroby HD. Wykazano, ze aktyw-
nos$¢ uktadu UPS w chorobie Huntingtona jest ostabiona
[3,12,22,43,45]. Bennett i wsp. [3] zastosowali spektrosko-
pie masowa w celu okreslenia iloSciowego i jakosciowego
sktadu tarficuchéw poliglutaminowych u pacjentéw z HD
i na modelach zwierzg¢cych. Najwazniejszym okazalo sig
stwierdzenie, ze w chorobie Huntingtona nastgpuje atypo-
we taczenie ubikwityny do proteasomu. W doswiadcze-
niach przeprowadzonych zaréwno na transgenicznych my-
szach R6/2 z mutacja w genie IT15, kodujacym HTT, jak
1z udziatem pacjentéw z HD ustalono, ze dysfunkcja UPS,
to wspdlna cecha w chorobie Huntingtona. W lizatach ko-
moérkowych za pomoca biatka fluoroscencyjnego GFP, mie-
rzono ilos¢ HTT zawierajacej 16 reszt glutaminowych (typ
zdrowy: HTTQ16GFP) lub 150 reszt glutaminowych (typ pa-
tologiczny: HTTQ150GFP), jak réwniez ilos¢ izopeptydow
U-Lys11 i U-Lys63 oraz U-Lys48, traktowanych inhibitorem
MG132. Zaobserwowano, ze w patologicznych modelach
HTTQI50GFP wzrasta liczba atypowych wiazai w prote-
asomie — U-Lys11 i U-Lys63, w stosunku do powszechnie
wystepujacego wiazania biatka przez U-Lys48 [3].

Gil 1 wsp. [13] stosujac, spektroskopie masowa dostar-
czyli dowodéw, zaréwno na modelach mysich, jak i u pa-
cjentéw HD post mortem, ze we wczesnym okresie choro-
by wystepuje akumulacja taficuchéw poliubikwitynowych
tworzonych z udziatem Lys48. Autorzy wysuneli sugestie,
ze w poczatkowym stadium choroby szlak UPS jeszcze

funkcjonuje, a p6zZniej zwigkszone agregaty zmutowane-
go biatka blokuja t¢ droge degradacji.

Dysfunkcja UPS i jej nastgpstwa dla homeostazy komorki
sg krotkotrwate, uruchamiaja kaskadg zdarzen, prowadza-
cych do dysfunkcji neuronalnej, co jest charakterystyczne
dla obrazu choroby HD. Wtasciwe funkcjonowanie tego
uktadu jest istotne z powodu pojawiajacych si¢ w komor-
ce, w stanach patologicznych, biatek o krétkim okresie
poltrwania, nieprawidtowo pofatdowanych i zmutowanych.
Mimo iz deregulacja szlaku UPS jest tylko jednym z wie-
lu czynnikéw w etiopatogenezie HD, jednak ze wzgledu
na rolg, jaka odgrywa w komorce, UPS staje si¢ waznym
celem terapeutycznym [44].

Seo i wsp. [4,20,44,49] stworzyli mysi model HD z 105
CAG, w ktérym obserwowano zmniejszona aktywnos¢ pro-
teasomalng. Badania prowadzono poréwnujac typ prawidto-
wy 26 CAG. Wykazano, ze aktywator proteasomu PA28,
stosowany w badaniach, zwigkszat aktywnos¢ proteasomu
i przezywalnos¢ komoérek. Autorzy sugeruja, ze zmutowa-
ne biatko w cytosolu jest toksyczne i powinno by¢ usunig-
te poprzez UPS lub lizosomy, w przeciwnym razie, kiedy
liczba mutanta osiggnie pewien graniczny poziom, zaczy-
naja sie tworzy¢ jadrowe agregaty.

Imarisio i wsp. [21] donosza, ze w modulacji aktywno-
$ci proteasomu zastosowali chemiczne zwiazki: trehalo-
z¢ 1 czerwien Kongo, ktére w efekcie spowodowaty wigk-
sza dostepnos¢ proteasomu dla zmutowanej huntingtyny.

W regulacji lizosomalnej degradacji biatka Bhutani i wsp.
[4] zwracaja uwage na szlak lizosomalnej autofagii agre-
gatéw polyQ. Doswiadczenia wskazuja, ze o ile UPS de-
graduje prawidlowe biatko huntingtyne, to agregaty polyQ
sg kierowane na szlak lizosomalny. Wykazano, ze zmniej-
szenie procesu autofagii w OUN powoduje akumulacje
agregatow biatkowych i zjawisko neurodegeneracji u my-
szy. Proteasomy Eukaryota trawia w najlepszym razie po-
lyQ powoli lub wcale, uwalniajac fragmenty do dalszej de-
gradacji przez inne peptydazy. Sugeruje sig, ze fragmenty
ulegajacego rozpadowi biatka moga powodowaé uszkodze-
nie funkcji proteasomu. Potwierdzeniem tego sa badania
Gila i wsp. [13], ktére wykazaly obecnos¢ w agregatach
biatkowych resztek podjednostek proteasomu zaréwno in
vitro, jak i in vivo.

Jak wiadomo, peptydy uwolnione przez proteasom sg tra-
wione przez komérkowe endopeptydazy, oligopeptyda-
zy i aminopeptydazy do aminokwaséw. Wskazanie, ktére
peptydazy biorg udziat w trawieniu sekwencji polyQ stato
si¢ bardzo wazne. Podjeto probe identyfikacji peptydaz in
vitro. W poczatkowym etapie produkty proteasomalne sa
degradowane przez dwie gléwne endopeptydazy — TPPII
i TOP. TPPII — proteolityczny kompleks 5-9 MDa, odgry-
wa in vivo istotna rol¢ w proteolizie peptydéw wigkszych
niz 15 reszt, za§ TOP peptydéw o dtugosci 9—15 reszt ami-
nokwasowych (okoto 25% produktéw proteasomalnych).
Wymienione wyzej i inne endopetydazy — IDE, ACE, POP
— nie maja wigkszego znaczenia dla produktéw proteaso-
malnych. Za koricowy etap trawienia odpowiadaja amino-
peptydazy. Przebadano giéwne 3 aminopeptydazy: BH,
LAP, PSA. Przedstawione biochemiczne badania ujawni-
1y unikalna zdolnos¢ PSA do trawienia fragmentéw polyQ,

323



Postepy Hig Med Dosw (online), 2010; tom 64: 314-325

co moze odgrywaé ogromng rolg w protekcji neuronéw
w schorzeniach poliglutaminowych réwniez in vivo. PSA
jest enzymem wszechobecnym §rédkomérkowo, znajdu-
je sie w cytosolu, jadrze, jest zwigzany z membranami,
a podczas mitozy wystepuje tez w mikrotubulach. Jest to
metalopeptydaza zwiazana z jonami Zn** — biatko o masie
100 kDa, obecne w duzym stgzeniu w mézgu ssakow [4].

Imarisio i wsp. donosza, ze do modulacji lizosomalnej de-
gradacji zmutowanej huntingtyny zastosowali rowniez ta-
kie zwiazki jak rapamycyng, karbamazeping, walpronian
sodu. W eksperymentach z uzyciem mysich modeli HD za-
obserwowano nasilenie zjawiska autofagii [21].

Interesujace sa wyniki uzyskane w badaniach z uzyciem
modeli zwierzgcych i hodowli komérkowych, w ktérych
wykazano, ze nadekspresja chaperonéw HSP 70,40,104
oraz TRiC (tail-less complex polypeptide 1 ring complex)
zmniejsza agregacje i Smier¢ neuronéw w HD [21].

Etiopatogeneza choroby Huntingtona stanowi bardzo zto-
zony problem. Jednak coraz to nowoczesniejsze techniki

PismiennicTwo

identyfikacji genéw oraz stosunkowo tatwy dostep do
zsekwencjonowanego genomu ludzkiego, by¢ moze juz
w niedalekiej przysziosci pozwola na uzyskanie petniej-
szej informacji o etiologii tej choroby uktadu nerwowego,
mozliwych terapiach i neuroprotekcji.

PobsumowaNIE

W $wietle doniesien literaturowych, przedstawionych
w niniejszym artykule, UPS okazuje si¢ jednym z punk-
téw docelowych w poszukiwaniu celéw terapeutycznych.
Prawidlowe funkcjonowanie szlaku UPS umozliwia za-
chowanie homeostazy proceséw wewnatrzkomoérkowych
i usunigcie uszkodzonych biatek. Przyroda wyposazyta
komoérke w wyspecjalizowane systemy przeznaczone do
konkretnych celéw, w zwiazku z tym szlak UPS nie moze
by¢ zamieniony, lecz jedynie naprawiony. Stworzenie inno-
wacyjnego projektu majacego na celu opracowanie strate-
gii naprawczych funkcji UPS bedzie wyzwaniem dla wielu
naukowcoéw przez najblizsze lata. Dotychczasowe wyniki
badan dowodza, ze proteasom jest potencjalnym kluczem
do opracowania skutecznych terapii.
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