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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Aktywno$¢ proteasomdéw (P), wewngtrzkomdrkowych struktur odpowiedzialnych za rozktad
biatek, wplywa znaczaco na przebieg gtéwnych proceséw biologicznych. Obnizenie aktywnosci
proteasoméw upos$ledza rozpad patologicznych biatek i powoduje ich nagromadzenie w ko-
morce, natomiast nadczynno$¢ proteasomdw jest przyczyng niedoboru biatek niezbednych
do funkcjonowania organizmu. Badanie aktywno$ci proteasomdw, jako markera przebiegu
réznych chordb, moze byé przydatne w ich diagnostyce. Podejmowane sa tez préby farmako-
logicznej regulacji funkcji proteasomdw, gtéwnie przez zastosowanie substancji hamujacych
ich aktywnos¢.

degradacja biatka - proteasomy - szlak ubikwityna-proteasom - czynnik transkrypcyjny NF-kB « inhibitory
proteasoméw
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Summary

Proteasomes are structures responsible for the elimination of damaged and misfolded pro-
teins. Thus, they also regulate the most important intracellular processes. Changes in their
functions can lead to many molecular diseases. There are two possible disorders in the func-
tion of proteasomes. Their increasing activity causes excessive degradation of important cell
proteins. On the other hand, their insufficiency can inhibit the degradation of pathological
proteins and lead to their accumulation.

The increase of proteasome activity and the degradation of important proteins are observed
in many pathological disorders. Therefore the study of pharmacological methods using pro-
teasome inhibitors has gained growing interest in the last years.

This review summarizes recent findings regarding the role of proteasomes in pathogenesis
of selected diseases and discusses the potential use of proteasomes in diagnosis of different
disorders.

proteasomes - protein degradation - ubiquitin-proteasome pathway - nuclear factor kappa B - proteasome
inhibitors
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ECM - macierz pozakomoérkowa, IL - interleukina, IkBa - inhibitor czynnika transkrypcji jagdrowej
kappa B, IRS - receptor insuliny, HSP - biatka szoku termicznego, HTT - gen huntingtyny, NF-xB
- czynnik transkrypcji jadrowej kappa B, P — proteasomy, TGF1 - transformujacy czynnik wzrostu
1, TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw, Ub - ubikwityna, UP — ubikwityna-proteasom.

WPROWADZENIE

PROTEASOMY I ICH STRUKTURA

Biatka sg gtéwnym sktadnikiem budulcowym organizmu
oraz petnig gtéwna role w przebiegu wewnatrzkomérko-
wych reakeji biochemicznych w jadrze komérkowym, cy-
tosolu i siateczce endoplazmatycznej. Podlegaja ciagtym
przemianom, bedgc jednocze$nie przedmiotem biosyn-
tezy oraz degradacji. Usuwane sa wéwczas m.in. biatka
zbedne, nieprawidtowo zbudowane lub uszkodzone, co
ma znaczenie w utrzymaniu homeostazy komdrkowej,
a tym samym zapobieganiu chorobom o podtozu moleku-
larnym. Zachowanie stanu réwnowagi miedzy procesami
syntezy i rozktadu pozwala utrzyma¢ stosowne stezenie
niezbednych oraz eliminacje niepotrzebnych, a czasem
nawet niebezpiecznych zwiazkéw biatkowych [38].

Istnieja dwa gtéwne komédrkowe systemy proteolitycz-
ne: uktad lizosomalny, degradujacy biatka przedostajace
sie z otoczenia do komérki w wyniku endocytozy oraz
wewnatrzkomérkowe ulegajace autofagocytozie po pod-
daniu komérki silnemu stresowi, a takze system prote-
asomalny, odpowiedzialny za rozktad bialek wewnatrz-
komérkowych [19,44]. Pozalizosomalny szlak degradacji
biatek z udziatem proteasoméw jest gtéwna droga elimi-
nacji nieprawidtowych biatek, ktére wykazuja np. nie-
prawidlowa konformacje, spowodowana przez zaburze-
nia translacji, mutacje, wolne rodniki czy nadmiar ciepta
[4]. Proteasomy degraduja réwniez prawidtowe biatka
regulacyjne, o krétkim czasie péttrwania oraz stabilne
biatka funkcjonalne i strukturalne o dlugim okresie pét-
trwania [34,44].

Proteasomalna degradacja biatek umozliwia uzyskanie
ich mniejszych, biologicznie aktywnych fragmentéw lub
odzyskanie wolnych aminokwaséw, stuzacych do budowy
nowych struktur [42]. Proteasomy biorg udziat w gtéw-
nych procesach wewnatrzkomérkowych, takich jak cykl
komérkowy, réznicowanie sie komérek, odpowiedz im-
munologiczna, apoptoza, a ich dysfunkcja lezy u podstaw
wielu chordb [19,34].

Proteasomy sg duzymi wielkoczasteczkowymi komplek-
sami enzymatycznymi o masie czgsteczkowej wynoszgcej
okoto 2 MDa, zbudowanymi z biatek. Wewnatrz komdrki
organizmu czlowieka znajduje sie prawie 30 tys. proteaso-
moéw, ktére sa umiejscowione gtéwnie w cytoplazmie oraz
jadrze komérkowym [20]. Moga wystepowaé w dwéch
podstawowych postaciach: 20S i 26S [5].

Proteasomy 20S wygladaja jak pusty w $rodku pierscieti
o$rednicy 11 nm (ryc.1). Zbudowane sa z 28 podjednostek
biatkowych o masie czasteczkowej 21-35 kDa, utozonych
w 4 pierdcienie [34]. Zewnetrzne pierscienie tworzy 7 pod-
jednostek a (a1-a7), a pier$cienie wewnetrzne 7 podjed-
nostek f (B1-f7). Wiekszo$¢ z nich jest nieaktywna enzy-
matycznie z wyjatkiem p1, p2 i #5. Z tymi podjednostkami
sa zwigzane trzy gtéwne aktywnosci proteasoméw 20S:
chymotrypsynopodobna (odpowiada za nig podjednostka
B5), trypsynopodobna (podjednostka p2) i hydrolizujaca
wigzania peptydyloglutamylowe nazywang réwniez ka-
spazopodobng (podjednostka $1). W proteasomach 20S
zachodzi szybki rozpad wigzan peptydowych z wytwo-
rzeniem peptydéw zbudowanych z 8-12 aminokwaséw
[19,44]. Moga hydrolizowal wigzania aminokwaséw roz-
galezionych oraz wigzania powstajace miedzy krétko-
taticuchowymi i obojetnie elektrycznymi aminokwasami
[5,13,19,34,44].

Proteasomy 26S maja ksztalt ciezarka gimnastycznego,
ktéry powstaje przez przytaczenie do podstawowej podjed-
nostki 20S z obydwu stron elementéw 19S (inaczej aktywa-
tor PA 700) (ryc.1). Rdzeti cylindryczny 20S odpowiada za
aktywno$¢ proteolityczna proteasomu 268, a podjednostki
19S petnig funkcje aktywujace i regulacyjne. Kompleksy
regulacyjne 19S odpowiadaja przede wszystkim za rozpo-
znanie substratu, odszczepienie od niego taficucha reszt
ubikwityny oraz zmiane jego konfiguracji przestrzennej
na taka, ktéra umozliwi proteolize biatka przez jadro pro-
teolityczne proteasomu 26S [1,13,19,34].
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PROTEASOMALNA DEGRADACJA BIALEK

Naukowcy przez wiele lat koncentrowali uwage na syn-
tezie biatek. W toku prowadzonych badat zwrécono jed-
nak uwage na istotny problem zwigzany z koniecznoscia
zapewnienia obecnosci w komdérce tylko tych biatek,
ktére sa konieczne. Pozostate biatka sg niepotrzebne,
a czasem niebezpieczne. Komdrki muszg zatem zawierad
system rozpoznajacy i niszczacy niepotrzebne i niebez-
pieczne biatka. System degradujacy biatka odkryli Cie-
chanover, Herschko i Rose. Sktada sie z trzech elemen-
téw: proteasomdéw niszczacych biatka, ubikwityny, ktéra
zaznacza biatka przeznaczone do degradacji i uktadu
biatek, ktéry kontroluje oraz rozpoznaje biatka wyma-
gajace zniszczenia. Tematyka prowadzonych badari nad
systemem degradacji biatek w komérkach okazata sie na
tyle istotna, ze w 2004 r. jego odkrywcy otrzymali Na-
grode Nobla w dziedzinie chemii za ,,odkrycie zaleznej
od ubikwityny degradacji biatek”, w ktérej gtéwna role
odgrywaja proteasomy [5].

Wiekszo$¢ proteasoméw komédrkowych stanowia pro-
teasomy 20S. Szacuje sie, ze ich liczba jest dwukrotnie
wieksza od proteasomdéw 26S. Proteasomy 20S nie sg
zdolne do proteolizy ubikwitynowanych biatek komdr-
kowych, poniewaz w budowie nie maja podjednostki
19S. Mogg za to degradowa¢ niezubikwitynowane biat-
ka o wadliwej strukturze przestrzennej [8]. Proteasomy
20S skuteczniej niz proteasomy 26S degraduja niektére
biatka uszkodzone przez wolne rodniki, takie jak: kal-
modulina, hemoglobina czy mioglobina, a takze biatka
regulacyjne o krétkim i dtugim czasie pdttrwania. Po-
nadto prowadzone badania wskazujg na zdolno$¢ P 20S

do degradacji utlenionych biatek w przeciwieristwie do
P 26S, ktére w procesie oksydacji ulegaja dezaktywacji.
Proteoliza biatek nieoznaczonych ubikwityna przez pro-
teasomy 20S jest mozliwa dzieki réznym mechanizmom.
Niekiedy sam substrat wigze sie z proteasomem za po-
moca grupy funkcyjnej lub innej czasteczki, inne same
otwieraja kanat proteasomu 20S. Degradacja jest réwniez
mozliwa w nastepstwie zmian allosterycznych (zmian
powinowactwa chemicznego proteasomu do czasteczek)
prowadzacych do selektywnej aktywacji centréw kata-
litycznych proteasomu 20S [30].

Proteasomy 26S degradujg gtéwnie biatka sprzezone
z ubikwityna (Ub). Ubikwitynacja jest procesem wie-
loetapowym i wymaga udziatu zaréwno réznych enzy-
moéw, jak i dostarczenia energii pochodzacej z ATP. Zanim
ubikwityna przytaczy sie do substratu biatkowego, ule-
ga aktywacji w reakgji transestryfikacji zaleznej od ATP
i przytaczeniu do grupy tiolowej (-SH) cysteiny w centrum
enzymu aktywujacego E1. Nastepnie tak zaktywowana
jest przenoszona na grupe aminowa biatkowych substra-
téw przez reszte cysteinowg enzymu koniugujacego E2,
by w koficowym etapie nastapito jej przeniesienie na do-
celowe biatko z udzialem enzymu zwanego ligaza ubi-
kwitynowg E3 [15,35,44]. Przytaczenie do biatka jednej
czgsteczki ubikwityny jest niewystarczajacym sygnatem
do zainicjowania degradacji. Dopiero przytaczenie 4 reszt
ubikwitynowych pozwala na rozpoznanie przeznaczone-
go do degradacji substratu biatkowego przez proteasom
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26S (ryc.2) [17]. Podjednostki 19S proteasomu rozwijaja
taficuch biatkowy i utatwiaja w ten sposéb przemieszcze-
nie biatka do wnetrza komory proteasomu, gdzie ulega
rozktadowi. Jednocze$nie ubikwityna jest uwalniana do
cytosolu i kierowana do wtérnego obiegu znakowania
nastepnych biatek [4].

Proteasomy 26S wykazujg zdolno$¢ do proteolizy nie-
ktérych biatek niesprzezonych z ubikwityna. Pierwszym
biatkiem, dla ktérego wykazano mozliwo$¢ degradacji
zudzialem proteasomu 26S bez uprzedniego oznakowania
Ub byta dekarboksylaza ornitynowa. Ponadto w sposéb
ubikwitynoniezalezny proteasom 26S moze degradowaé
takze kalmoduline, troponine C, zalezny od cyklin inhi-
bitor p21“P! i supresorowe biatko p53. Biatko supreso-
rowe p53 moze by¢ degradowane dwojako, niezaleznie
od ubikwityny, w wyniku degradacji regulowanej przez
oksydoreduktaze chinonu NADPH lub po oznakowaniu
przez Ub [30].

ZABURZENIA W FUNKCJONOWANIU SZLAKU UBIKWITYNA-PROTEASOM
1 1CH SKUTKI DLA ORGANIZMU

Dysfunkcja proteasomalnego systemu degradacji bia-
tek moze doprowadzi¢ do wielu schorzen. Zwiekszo-
ng aktywno$¢ proteasomdédw obserwuje sie w stanach
katabolicznych, towarzyszacych gtodzeniu, posocznicy
czy urazom, co jest zwiazane z indukcjg miesniowych
ligaz ubikwitynowych. Nadmierna aktywnos$¢ uktadu
UP przejawia sie réwniez w chorobach o podtozu immu-
nologicznym, takich jak mukowiscydoza, niewydolno$¢é
nerek, dziedziczne nadci$nienie nerkowe oraz w choro-
bach nowotworowych, np. rak ptuc, okreznicy, jajnika,
nerki, biataczka mieloblastyczna [4,14,20,29]. Ostabienie
wydolnosci uktadu proteasomalnego wystepuje w cho-
robach neurodegeneracyjnych, w tym w chorobie Alzhe-
imera, Parkinsona, Huntingtona i ataksjach rdzeniowo-
-mézdzkowych. Mniejsza aktywno$¢é proteasomdéw jest
réwniez charakterystyczna dla zakazert wirusami HIV,
HBV, a takze w chorobie Wilsona i anemii Fanconiego.

W mechanizmie powstawania wielu chordb uczestniczy
posrednio NF-kB, ktéry ulega aktywacji pod wptywem
dzialania proteasoméw. Nalezy do stale obecnych w ko-
mdrce, niewymagajacych syntezy de novo, szybko dziata-
jacych czynnikéw transkrypeyjnych, odpowiadajacych
natychmiast na bodzce uszkadzajace komérke, takie jak
np. wolne rodniki tlenowe, TNF-a, IL-1, LPS, kokaina, pro-
mieniowanie jonizujace. Jako bezpo$redni czynnik akty-
wujacy wytwarzanie cytokin i tzw. czynnikéw przezycia,
NF-kB jest gtéwnym regulatorem wzrostu i przetrwania
komérek, poddanych dziataniu bodzcéw uszkadzajacych.
Dzialanie NF-kB hamuje apoptoze i eliminacje zbednych,
uszkodzonych i zmutowanych komdérek [4,29]. Aktywno$é
tego czynnika jest zwigzana z degradacja jego inhibitora,
w ktdrej uczestnicza proteasomy. Oprécz degradacji inhi-
bitora czynnika transkrypcyjnego NF-kB, duze znaczenie
w patogenezie wielu choréb ma proteasomalna degra-
dacja innych biatek réwnie waznych dla prawidlowego
funkcjonowania organizmu.

PATOMECHANIZM WYBRANYCH CHOROB W ASPEKCIE PODWYZSZENIA
AKTYWNOSCI PROTEASOMOW

W ostatnich latach pojawily sie przestanki, ktére mogty-
by wskazywad na sensowno$¢ wlaczenia proteasoméw do
markeréw wykorzystywanych w badaniach klinicznych.
Cze$¢ standw patologicznych organizmu wiaze sie ze
wzmozong ich aktywnoscia. Proponowany nizej przeglad
dotyczy chordb bedacych najczesciej przedmiotem pro-
wadzonych badari i w ktérych przebiegu wzrasta zdolno$¢
proteasoméw do degradacji biatek. W patogenezie wielu
z nich podkresla sie istotny udziat proteasoméw zwigza-
ny z aktywowaniem czynnika transkrypcyjnego NF-xB.

Szpiczak mnogi jest nowotworem uktadu krwiotwérczego
powstatym z komdrek plazmatycznych. Pod wptywem ak-
tywacji NF-kB, w wyniku proteasomalnej degradacji jego
inhibitora, sa wytwarzane czasteczki przylegania miedzy-
komdérkowego. Przyleganie patologicznych plazmocytéw
do komérek zrebowych szpiku kostnego wywotuje trans-
krypcje z udziatem NF-kB i wydzielanie m.in. IL-6, ktéra
sprzyja przezyciu komérek szpiczaka mnogiego w szpiku
kostnym. Zahamowanie aktywnosci proteasoméw w ko-
mdrkach nowotworowych z zastosowaniem bortezomibu
zmniejsza ekspresje réznych czynnikéw wzrostu, przezy-
cia i angiogenetycznych, umozliwiajacych rozwdj i proli-
feracje komdrek nowotworowych [20].

U podloza reumatoidalnego zapalenia stawéw lezg za-
burzenia odpornosci, objawiajace sie wystepowaniem
uogdlnionego procesu zapalnego, ujawniajacego sie bé-
lem, obrzekiem i sztywno$cia stawéw. Proces zapalny
uszkadzajacy uktad ruchu inicjowany jest przez prozapal-
ne mediatory w postaci cytokin (TNF-a, IL-1), chemokin
(IL-8) i proteinaz (metaloproteinazy, katepsyny), ktérych
wytwarzanie jest kontrolowane przez NF-kB. Poniewaz
zwiekszenie aktywno$ci proteasomdw, ktére powoduja
degradacje inhibitora NF-kB, nasila wytwarzanie czynni-
kéw pozapalnych w reumatoidalnym zapaleniu stawéw,
poprawe stanu chorego usituje sie uzyskaé¢ m.in. przez
zastosowanie inhibitoréw proteasoméw, takich jak np.
zwigzek PS-341 [24].

Astmaiprzewlekta obturacyjna choroba ptuc sa ztozony-
mi, wieloczynnikowymi schorzeniami drég oddechowych
obarczonymi wysokim stopniem zachorowalnosci i $mier-
telno$ci. Astma jest zwigzana z odpowiedzia alergiczna,
podczas gdy przyczyna choroby zapalnej pluc jest m.in.
ekspozycja na dym papierosowy. Wieloczynnikowos$¢ tych
choréb wynika z tego, ze biatka klasy II z rodziny biatek
NF-kB indukujg wiele czynnikéw prozapalnych, takich
jak chemokiny, cytokiny, molekuly adhezyjne, mucyny
oddechowe, czynniki wzrostowe i angiogenne. Wskazuje
to na wazna role NF-kB w patogenezie choréb drég od-
dechowych [10].

Astma jest przewlektym, zapalnym schorzeniem drég od-
dechowych. Towarzyszy jej przechodzenie komdrek za-
palnych eozynofili (komdrek kwasochtonnych) do drég
oddechowych [11,12]. Pod wptywem bodZca (np. stres,

451



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; tom 70: 448-458

cytokiny) inhibitor kB ulega fosforylacji i jest wigzany
przez taficuch poliubikwitynowy, a nastepnie ulega degra-
dacji. Powoduje to uwolnienie NF-kB, ktéry przedostaje
sie do jadra komdrkowego. Wiaze sie wéwczas ze zgodny-
mi sekwencjami gendw zwiazanych z czynnikami wzro-
stu/przezycia, powoduje ich transkrypcje i doprowadza
do syntezy wielu biatek prozapalnych. Ponadto reguluje
ekspresje licznych cytokin oraz przyczynia sie do migra-
cji komérek zapalnych do drég oddechowych. W astmie
obserwuje sie znaczne zwiekszenie aktywnosci prote-
asoméw, co uzasadnia konieczno$¢ wykorzystywania ich
inhibitoréw majacych na celu zahamowanie redukcji IxB
i jednoczesne zmniejszenie dziatania zapalnego czynnika
transkrypcyjnego NF-«B [10,11,12].

Liczne badania wskazujg na zastosowanie w leczeniu ast-
my inhibitora PS-519, ktdry znacznie zmniejsza przenika-
nie eozynofili do ptuc, a tym samym ostabia stan zapalny.
Ponadto w literaturze znajduja sie wzmianki o inhibito-
rze PS-341, ktéry dziata hamujgco na rozwdéj astmy [12].

Zapalne uszkodzenie ptuc jest rezultatem zwiekszonej
akumulacji aktywnych neutrofili i nastepujacego w dal-
szej kolejnosci uszkodzenia migzszu ptuc. Gromadzenie
immunoglobulin w ptucach intensyfikuje aktywacje ma-
krofagéw pecherzykowych. Ich aktywacja zwieksza ak-
tywno$¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB, co sprzyja
zwiekszeniu wytwarzania prozapalnych cytokin (IL-6,
IL-1, czynnika martwicy guza TNF-a), czynnikéw przezy-
cia (inhibitory biatek apoptozy) i czasteczek przylegania
miedzykomdrkowego. Zwiekszenie aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego jest spowodowarne takze wzrostem ak-
tywnosci proteasoméw. Uzasadnia to celowo$¢ stosowa-
nia inhibitoréw proteasoméw, ktérych dziatanie zmniej-
szy wytwarzanie chemokin oraz zahamuje akumulacje
neutrofili, zapobiegajac wystepowaniu schorzen ptuc.

W profilaktyce choréb nowotworowych ptuc wykorzysty-
wany jest bortezomib, ktéry hamuje aktywno$¢ czynni-
ka transkrypcyjnego blokujac proteasomalna degradacje
IKB - gléwnego regulatora wzrostu i przezycia komérek
nowotworowych [1,21].

Ostre zapalenie trzustki jest ostrym stanem zapalnym
gruczotu zwigzanym z przedwczesng aktywacja proenzy-
mdéw trzustkowych. W przebiegu choroby zapalnej trzust-
ki nastepuje uszkodzenie komérek groniastych. Zmiany
patologiczne w tkance groniastej wywotuja odpowied? za-
palna, ktérej towarzyszy ekspresja mediatoréw prozapal-
nych (TNF-q, IL-6), oraz wzrost aktywnosci czynnika NF-
-kB, spowodowany zwiekszong aktywnoscia proteasoméw
degradujacych inhibitor IkB. Obnizenie aktywno$ci NF-kB
uzyskuje sie przez zastosowanie inhibitora proteasoméw
MG132. Nie tylko hamuje aktywno$¢ proteasoméw, ale
takze zwieksza ekspresje biatek szoku termicznego HSP.
Oba dziatania ostabiajg stan zapalny trzustki [22].

Choroba Lesniewskiego-Crohna to przewlekly proces
zapalny $ciany przewodu pokarmowego. Moze dotyczy¢
kazdego odcinka, ale najcze$ciej umiejscawia sie w korico-

wej czesci jelita cienkiego oraz poczatkowej jelita grube-
go0. W przebiegu tej choroby niekontrolowana aktywacja
prozapalalnych limfocytéw T CD4+ inicjuje proces zapalny
oraz prowadzi do wzrostu wytwarzania cytokin w $lu-
zéwece jelit zaatakowanych choroba Crohna. Powstajace
cytokiny odgrywaja wazna role w patogenezie schorze-
nia. Przeprowadzone badania wykazaly, ze sposréd nich
najwazniejsza role w inicjowaniu miejscowego zapalenia
jelit i regulacji odpowiedzi zapalnej petni IL-23. Synteza
IL-23 oraz innych prozapalnych cytokin i chemokin jest
zalezna od aktywnosci czynnika NF-kB. W profilaktyce
tego schorzenia podstawowe znaczenie moga mieé réw-
niez inhibitory proteasoméw, ktére ostabig zapalng od-
powiedz organizmu [43].

Wi1éknienie watroby, ktére w koicowym stadium dopro-
wadza do marsko$ci watroby to powazny problem kli-
niczny. Towarzyszy mu dlugotrwaty, przewlekty proces
zapalny aktywujgcy procesy majace na celu ,,gojenie sie
rany” - czyli nadmierne gromadzenie elementéw macie-
rzy pozakomdrkowej (ECM - extracellular matrix) i zaste-
powanie uszkodzonej tkanki narzadu elementami tkanki
tacznej. Komérkami, ktére odgrywaja wazna role w tym
procesie sg watrobowe komérki gwiezdziste aktywowa-
ne w przebiegu zapalenia do watrobowych miofibrobla-
stéw. Te natomiast wydzielajg wiele cytokin i czynnikéw
wzrostu oraz sktadnikéw ECM majacych wplyw na inne
komérki, ktérych wzajemne oddziatywania doprowa-
dzaja do procesu witéknienia. Duze znaczenie wéréd nich
ma transformujacy czynnik wzrostu TGF-B1 pobudzajagcy
zwrotnie komérki gwiezdziste aktywowane do syntezy
kolagenu i innych sktadnikéw ECM. W aktywowanych do
miofibroblastéw komdrkach watrobowych podstawowa
role w procesie prozapalnym odgrywa jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF-kB. W wolnej postaci hamuje apop-
toze komdrek wytwarzajacych nadmiar tkanki taczne;j.
W przypadku wtéknienia watroby nastepuje wzrost ak-
tywnosci proteasomdw, ktére sg odpowiedzialne za de-
gradacje inhibitora tego czynnika. W przebiegu leczenia
wskazane jest stosowanie inhibitoréw proteasoméw, kté-
re hamujac ich aktywno$¢ zapobiegng aktywowaniu NF-
KB. Powszechnie stosowana w tym celu jest sulfasalazyna,
wykorzystywana w przewlektych chorobach zapalnych
i reumatoidalnym zapaleniu stawdw [31].

Insulinoopornos¢ jest przyczyng wielu chordb, tj.: otyto-
$ci, nadci$nienia, niewydolno$ci serca czy cukrzycy. Zabu-
rza homeostaze glukozy, powodujac zmniejszenie wraz-
liwosci miesni, tkanki ttuszczowej, watroby oraz innych
tkanek na insuline. Wzrost stezenia insuliny po spozyciu
pokarmu hamuje glukoneogeneze, zwieksza wchtanianie
insuliny przez miesnie i tkanke ttuszczowg oraz hamuje
lipolize w tkance ttuszczowej. Natomiast jej spadek (spo-
wodowany niespozywaniem pozywienia w ciggu dtuzsze-
go czasu) oraz jednoczesny wzrost stezenia glukagonu
i epinefryny stymuluja wytwarzanie glukozy i lipolize.
Otyto$¢ jest najbardziej powszechna choroba, ktéra jest
przyczyna insulinoopornoéci. Gléwnym elementem w jej
patogenezie jest niewydolno$¢ insuliny do hamowania
wytwarzania glukozy oraz jej usuwania. Wzrost stezenia
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Ryc. 3. Dysfunkcja proteasomalnego systemu degradacji biatek zwiazana ze wzrostem aktywnosci proteasomdw a patomechanizm wybranych chordb

glukozy we krwi stymuluje komérki beta trzustki do wy-
twarzania wiekszej ilo$ci insuliny.

Wewnatrzkomérkowa degradacja biatek jest niezbedna
do utrzymywania prawidtowej homeostazy komérkowe;j.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze kontrola degradacji
swoistych protein z udziatem proteasoméw odgrywa waz-
na role w procesie insulinoopornosci. Szczegélnie istotna
jest degradacja receptora insulinowego (IRS - insulin re-
ceptor substrate). Receptor ten petni wazng funkcje pole-
gajaca na blokowaniu czasteczek insuliny we wgtebieniu
receptora. Wéwczas ulega aktywacji i stymuluje jedna
ze struktur znajdujacych sie w komérce do wykonania
przypisanego zadania: zniszczenia lub przeksztatcenia
okreslonej substancji. Nadmierna ekspozycja komérek
na insuline prowadzi do degradacji IRS. Insulina taczy sie
w komoérkach ze swoistym receptorem i wywotuje jego
fosforylacje, aktywujac kinaze tyrozynowa i dalsze szlaki
sygnatowe insuliny. Fosforylacja przebiegajaca pod wply-
wem enzyméw z grupy kinaz zwykle zmienia konformacje
receptora insulinowego, jego aktywno$¢ oraz zdolno$¢ do
wigzania sie z innymi biatkami. N-koricowy fragment tak
zmienionego biatka IRS zostaje naznaczony przez ubikwi-
tyne, a nastepnie jest degradowany przez proteasom 26S
podczas pobudzania wytwarzania insuliny. Oporno$é na
dziatanie insuliny moze sie rozwinaé¢ w nastepstwie za-
burzen czynnosci lub struktury receptora insulinowego.

Moze by¢ takze wywotana zaburzeniami poreceptoro-
wymi, wérdd ktérych wyrdznia sie zaburzenia proceséw
sygnalizujgcych przytaczenie insuliny do receptora insuli-
nowego oraz zaburzenia struktury i funkeji transporteréw
glukozy do wnetrza komérki. Takze wirusowe zapalenie
watroby typu C (HCV) jest wynikiem proteasomalnej de-
gradacji IRS1 oraz IRS2. Znaczaca rola szlaku UP w po-
wstawaniu insulinoopornosci pozwala na zastosowanie
substancji regulujacych uktad ubikwityna-proteasom,
tym samym pozwalajgc na skuteczng terapie [3].

Urazy i zakazenia w aspekcie zapobiegania i sposobu te-
rapii sa duzym wyzwaniem w leczeniu chirurgicznym.
Uktad ubikwityna-proteasom uczestniczy w wywotanych
zakazeniem mie$niowych procesach katabolicznych. Za-
kazenie wigze sie z ostabieniem sity mie$ni szkieletowych,
gdzie nastepuje intensywna degradacja biatek do amino-
kwaséw, przeksztatcanych w glukoze, podstawowe zrédto
energii. Wiekszo$¢ biatek mie$niowych jest rozktadana po
uprzednim naznaczeniu przez ubikwityne. Aktywnosé
proteasoméw w mie$niach wzrasta wprost proporcjonal-
nie do nasilenia proceséw katabolicznych [18]. W prze-
biegu choroby oparzeniowej obserwuje sie réwniez nasi-
long degradacje biatek mie$ni szkieletowych, ulegajacych
proteasomalnej degradacji. Zaburzeniom bilansu syntezy
i degradacji bialek w chorobie oparzeniowej towarzyszy
utrata masy mie$niowej [8,16,25,31,41].
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W chorobach nowotworowych niekontrolowane podzia-
ty komérek nowotworowych sa m.in. wynikiem mutacji
gendw kodujacych biatka uczestniczace w cyklu komér-
kowym, Uktad ubikwityna-proteasom (UPS) kontroluje
ekspresje genéw przez degradacje czynnikéw transkryp-
cyjnych, tj. p53, c-Jun, c-Fos, NF-kB, c-Myc, HIF-1a. Biatko
supresorowe p53 jest zaangazowane w regulacje wielu
proceséw komérkowych, przy czym odgrywa gtéwna role
w programowanej $mierci zuzytych lub uszkodzonych
komérek. W chorobach nowotworowych obserwuje sie
zwiekszenie aktywnoS$ci proteasomdéw i nasilong degrada-
cje biatka p53. Przy obnizonym stezeniu tego biatka uszko-
dzenia DNA nie zostajg naprawione, a komérki z powaz-
nymi defektami nie ulegaja apoptozie. Zwieksza sie liczba
zmutowanych komdrek, potencjalnie przeksztatcajacych
sie w komérki nowotworowe. Niepozadana, nasilona de-
gradacja biatka p53 moze by¢ hamowana przez inhibito-
ry proteasomdw, ktére sa coraz powszechniej stosowane
w terapii onkologicznej [2,14,29].

Mukowiscydoza (CF) jest posrednio spowodowana muta-
cja w genie kodujacym biatko CFTR (CFTR - cystic fibro-
sis transmembrane conductance regulator), petnigcym
funkcje kanatu blonowego dla transportu jonéw chlorko-
wych. Mutacja tego typu zaburza transport biatka CFTR
z siateczki §rédplazmatycznej (ER - reticulum endopla-
smaticum), w ktdrej dzieki funkcjonujacemu systemowi
kontroli biatek dochodzi do jego degradacji. Gtéwna role
w eliminacji biatek w ER odgrywa uktad ubikwityna-pro-
teasom. Glikozylowane w siateczce $rédplazmatycznej
biatko CFTR ulega poliubikwitynacji z udziatem ATP. Po-
wstaty w ten sposéb kompleks uszkodzonego biatka z cza-
steczkami Ub $cisle wiaze sie z membrana ER i inicjuje
degradacje z udziatem cytosolowych proteasoméw 268,
ktére wéwczas wykazuja zwiekszong aktywno$é. Mutacja
wprawdzie nie zakt4ca funkcji biatka CFTR, ale powoduje
w ten sposéb jego znaczacy niedobdr. Bezposrednig przy-
czyng mukowiscydozy jest brak biatka CFTR i niewydol-
no$¢ kanatu chlorkowego z jego klinicznymi konsekwen-
cjami, np. zaleganie §luzu [20,42]. Mutacje biatka CFTR
hamujgce transport jonowy w nabtonku prowadza do nie-
wydolnosci ptuc i trzustki, ktére najczesciej sa przyczy-
ng znacznej $miertelnosci wiréd pacjentéw cierpigcych
zpowodu CF. W zaleznosci od molekularnego charakteru
wérdd mutacji biatka CFTR wyréznia sie réznego rodzaju
klasy. Najciezsze symptomy mukowiscydozy sa zwigzane
zmutacjami klasy I, 11 i I1l. Mutacje klasy I moga wynikaé
m.in. z delecji lub innych mutacji genowych typu non-
sens. W wyniku mutacji klasy IIT powstajg biatka o dlu-
gim czasie péttrwania i zdezaktywowanym kanale jono-
wym. Najbardziej rozpowszechniong jest mutacja klasy 11
zwigzana z nieprawidlowg strukturg biatka CFTR, ktére
jest rozpoznawane i degradowane przez proteasomalny
system kontrolny [40].

Przeglad najnowszej literatury wskazuje na wzrastajace
wsréd naukowcédw przekonanie o prawdopodobnej roli
proteasoméw w patomechanizmie okreslonych choréb.
Dotychczasowe badania pozwolily na skorelowanie pew-
nych choréb ze zwiekszajacg sie aktywnoscig proteaso-

méw i zaproponowanie schematu przedstawiajacego te
korelacje (ryc.3).

PATOMECHANIZM WYBRANYCH CHOROB W ASPEKCIE OBNIZENIA
AKTYWNOSCI PROTEASOMOW

Nie wszystkie choroby wiazg sie ze wzmozong aktywno-
$cig proteasomdw. Dostepne Zrédta literaturowe opisuja
stany patologiczne, w ktérych przebiegu nastepuje hamo-
wanie proteasomalnej degradacji biatek. Proteasomy tra-
ca wéwczas najwazniejsze funkcje i tym samym zaburzaja
gospodarke biatkowg. Najcze$ciej opisywane sa choroby
neurodegeneracyjne i niedokrwienne.

Choroba Parkinsona jest schorzeniem neurodegenera-
cyjnym, ktére w obrazie histopatologicznym charakte-
ryzuje si¢ wystepowaniem cial Lewy’ego. Ich gtéwnym
sktadnikiem sg agregaty a-synukleiny; a-synukleina jest
14-aminokwasowym biatkiem, ktére wystepuje gtéwnie
w zakoficzeniach presynaptycznych neurondw. W stanie
fizjologicznym jest niepofatdowana, dobrze rozpuszczal-
na oraz termostabilna. W warunkach patologicznych na-
bywa sktonnosci do akumulacji, gdy w komérce znajduje
sie jej wystarczajaca ilo§¢. Wzrost stezenia Zle sfaldowa-
nych biatek a-synukleiny nie tylko inicjuje ich agregacje,
ale réwniez indukuje degeneracyjne zmiany w transfeko-
wanych komérkach. Agregaty biatkowe charakteryzuje
oporno$¢ na dziatanie enzyméw proteolitycznych oraz
nierozpuszczalno$é. Rozwdj procesu patologicznego trwa
wiele lat. W tym czasie w obrebie wypustek komdrkowych
pojawiaja sie charakterystyczne ciata wtretowe, a w obre-
bie ciat komérek nerwowych ciata Lewy’ego zawierajace
gtéwnie biatka neutrofilamenéw, ubikwityne i agregaty
nieprawidtowo skumulowanej a-synukleiny. O ile wolne
czastki a-synukleiny moga by¢ degradowane przez prote-
asomy, o tyle agregaty tego biatka hamuja proteasomalng
degradacje. Hamowanie uktadu UP przez ztogi biatek ob-
niza aktywno$¢ proteasomdéw [14,29]. Przyczyn choroby
Parkinsona upatruje sie takze w czynnikach genetycz-
nych. Jest to zwigzane z mutacjami w genach kodujacych
ligaze ubikwitynowa (Parkin) oraz w genach kodujacych
kinaze (PINK-1). PINK-1 reguluje mitochondrialng kon-
trole jakosci, Parkin natomiast jest zaangazowany w ubi-
kwitynacje i degradacje biatek z udziatem proteasomu.
Mutacje PINK-1 i Parkin upo$ledzaja ich funkcjonowanie,
powodujac gromadzenie sie uszkodzonych i toksycznych
biatek w komérkach [18,39].

Objawami choroby Parkinsona sg zaburzenia ruchowe,
ktére moga dotyczy¢ réznych czesci ciata. Za kontrole
ruchu, napiecia miesni i koordynacje odpowiada dopa-
mina, ktéra jest uwalniana i syntezowana przez neurony
dopaminergiczne. W utrzymaniu homeostazy dopami-
ny wazna role odgrywa a-synukleina i tym samym jest
niezbedna do prawidtowego funkcjonowania neuronéw
dopaminergicznych [18,39]. W prawidtowo funkcjonuja-
cych neuronach nastepuje synteza i uwalnianie dopami-
ny. W syntezie dopaminy uczestniczy enzym hydroksy-
lazy tyrozynowej. a-synukleina jako biatko regulatorowe
moze sie wigzal z czasteczkg hydroksylazy tyrozynowe;j
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(HT) i uposledzaé jej dziatanie. O ile fizjologiczna, rozpusz-
czalna a-synukleina nie wykazuje hamujagcego dziatania
na hydroksylaze tyrozynows, o tyle agregaty tego biatka
dereguluja dzialanie tego enzymu, znacznie zmniejszajac
synteze dopaminy. Podstawowym czynnikiem patoge-
nezy parkinsonizmu jest uszkodzenie cze$ci zbitej isto-
ty czarnej neuronéw dopaminergicznych, a tym samym
zaburzenie ich funkcji zwiazanej z synteza i uwalnianiem
dopaminy. Prowadzi to do zespotu dysregulacji dopami-
nowej, ktéra przejawia sie uposledzeniem ruchowym [32].

Choroba Alzheimera jest postacig starczej demencji,
w ktérej dochodzi do zaniku kory mézgowej z jednocze-
snym odktadaniem sie w §cianach naczyn krwionosnych
blaszek starczych zbudowanych z p-amyloidu. Stwierdza
sie takze nadmierng agregacje biatka tau w postaci splat-
kéw neurofibrynalnych [37].

Nieprawidtowe funkcjonowanie biatka tau wywotuje za-
burzenia funkcji neuronu, a w koicu jego $mier¢. Zrédtem
zmian patologicznych w mézgu sg takze jednoczesne za-
burzenia réwnowagi miedzy tworzeniem, a degradacja
p-amyloidu.

Zmiany zwigzane z patologia p-amyloidu i biatka tau do-
tycza tych samych obszaréw mézgu. Amyloid  (AB) selek-
tywnie hamuje aktywno$¢ proteasomu 26S, tym samym
zwiekszajac wytwarzanie B-amyloidu i jego prekurso-
réw. Biatko AP moze by¢ zbudowane z 40 aminokwaséw
(AP40) oraz 42 aminokwaséw (AP42). Postaé AP42 wy-
kazuje silniejsze wtasciwos$ci neurotoksyczne i zaburza
istotne mechanizmy komérkowe powodujac zaburzenie
funkcjonalnosci komérek neuronowych. Zaréwno Ap42
i AB40 blokuja funkcje proteasoméw. AB40 wiaze sie z po-
wierzchnia proteasomu i hamuje aktywno$¢ chymotryp-
synopodobng proteasomu 20S, podczas gdy AB42 dziata
analogiczne do stosowanych inhibitoréw proteasoméw
[27].

Biatko tau jest degradowane przez proteasomy 20S i 26S,
natomiast jego agregaty obnizaja aktywno$¢ proteaso-
méw. Im wiekszy jest stopieti agregacji tego patologiczne-
go biatka, tym silniej hamowana jest aktywnos$é enzymdw
proteolitycznych. Biatko tau znajdujgce sie w mézgu taczy
sie z ubikwityna powodujac jej mutacje. Zmutowana ubi-
kwityna hamuje aktywno$¢ proteolityczna proteasomu
i zmniejsza aktywno$¢ enzyméw aktywujacych i przeno-
szacych ubikwityne [14,29].

Choroba Huntingtona jest postepujaca zwyrodnieniowa
chorobg o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN), ktérej
objawami sa zaburzenia ruchowe, otepienie oraz zabu-
rzenia psychiczne. Choroba jest spowodowana mutacja
genu HTT, ktéry koduje nieprawidtowe biatko huntingty-
ne (HTT). Mutacja genu HTT polega na zwiekszeniu liczby
powtdrzeti CAG kodujacych glutamine. Powtérzenia CAG
prowadza do translacji biatka huntingtyny z taicuchem
poliglutaminowym we fragmencie N-koricowym biatka.
Ciag powtdrzert glutaminowych tworzy nieprawidtowa
konformacje biatka HTT [23]. Zmutowane biatko w OUN

zaburza wiele proceséw komérkowych na poziomie mole-
kularnym i biochemicznym. Powoduje m.in. obumieranie
komérek nerwowych przez co uposledza przekazywanie
sygnatéw do komdrek mie$niowych. W miare postepo-
wania choroby dochodzi do hiperagregacji huntingtyny
w neuronach oraz pojawienia sie wewnatrzjgdrowych
i cytoplazmatycznych ciat wtretowych w neuronach,
zwlaszcza w korze mézgowej. Agregaty zmutowanego
biatka hamuja dziatanie uktadu ubikwityna-proteasom,
zaburzajgc funkcje neurondéw [4,29].

Chorobom niedokrwiennym serca i mézgu towarzyszy
stan zapalny. Stres oksydacyjny bedacy jego skutkiem,
powoduje nadmierne wytwarzanie biatek o niewtasci-
wej konformacji. W patologicznych sytuacjach, takich jak
m.in. stan niedokrwienia/reperfuzji dochodzi do wzmo-
zonego wytwarzania wolnych rodnikéw, co moze spo-
wodowaé uszkodzenie komérek lub indukowaé procesy
apoptozy. Wolne rodniki tlenowe i reaktywne formy tlenu
(RFT-reactive oxygen species) moga reagowac z réznymi
strukturami komérkowymi, powodujac konwersje biatek,
peroksydacje lipidowa czy uszkodzenie struktury kwaséw
nukleinowych. Reakgje silnych oksydantéw z biatkami po-
wodujg utlenianie reszt aminokwasowych i grup proste-
tycznych, a tym samym zaburzajg ich funkcje biologiczne
lub catkowicie unieczynniajg. Tworzenie sie modyfikacji
proteinowych pod wptywem oddzialywania RFT moze
spowodowal fragmentacje taticucha polipeptydowego
oraz powstawanie dimeréw lub agregatéw biatkowych.
Tworzace sie usieciowane agregaty biatkowe hamuja
funkcje proteasoméw badz tez je inaktywujg w wyniku
zmniejszenia ekspresji lub modyfikacje podjednostek. Po-
nadto nadmierne wytwarzanie uszkodzonych w wyniku
niedokrwienia biatek inicjuje proces przylaczania czastek
ubikwityny i w niedotlenionych narzadach tworzg sie jej
agregaty [11,26,33].

W niedokrwieniu mézgu agregacja prowadzi do nieodwra-
calnej inhibicji translacji w obumierajacych neuronach.
Cytoplazmatyczne agregaty zawierajace ubikwityne oraz
chaperony (granulki stresu) moga doprowadzi¢ do trwa-
tego zatrzymania translacji i wrazliwosci piramidowych
neuronéw CA1. Niekorzystnie na funkcje proteasoméw
wplywa takze to, ze agregaty biatkowe przyczyniaja sie do
odlgczenia podjednostki 195 petnigcej funkcje aktywujace
iregulacyjne proteasomu. Wewnatrzneuronalna akumu-
lacja zubikwitynowanych biatek i zmniejszenie stezenia
wolnej ubikwityny w nastepstwie choréb niedokrwien-
nych ostabiaja funkcje proteasoméw. W niedokrwieniu
mézgu dochodzi do ostabienia funkcji proteasoméw 26S,
gdyz nastepuje ich rozpad w wyniku odtaczenia elemen-
tu regulacyjnego 19S. Jednak, podczas gdy proteasomy
26S regeneruja sie pod wplywem przywrécenia krazenia
krwi (reperfuzja), w wielu wrazliwych obszarach, takich
jak neurony CA1 w hipokampie, dziatanie proteasoméw
19S i 20S jest nieodwracalnie hamowane. Ostabienie ak-
tywnosci proteasoméw przejawia sie nadmierng akumu-
lacja zubikwitynowanych biatek tworzacych agregaty za-
wierajace takze uszkodzone biatka, ktére powinny by¢
degradowane [6].
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wewnatrzneuronalna agregacja
zubikwitynowanych uszkodzonych
biatek, zmniejszenie st¢zenia wolnej
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Ryc. 4. Dysfunkcja proteasomalnego systemu degradacji biatek zwiazana z obnizeniem aktywnosci proteasoméw a patomechanizm wybranych choréb

Chorobom niedokrwiennym serca towarzyszy dysfunkcja
proteasomdéw polegajaca na ostabieniu funkcjonowania
szlaku UPS, zwtaszcza na etapie ubikwitynacji uszkodzo-
nych biatek. Odtaczenie podjednostki 19S od rdzenia 20S,
aktywacja proteasoméw oraz ubikwitynacja biatek wyma-
gaja energii pochodzacej z ATP. Na skutek niedokrwienia
wewnatrzkomérkowe stezenie ATP ulega obnizeniu, po-
wodujgc tym samym zmniejszenie sercowej aktywnosci
proteasoméw [7].

Niedawne badania wskazuja, ze reperfuzja bardziej
niz niedokrwienie moze doprowadzi¢ do akumula-
cji agregatéw ubikwitynowych w korze nowej oraz
w obszarach, w ktérych nastepuje przywrdcenie krg-
zenia krwi.

Analiza dostepnej literatury pozwolita na zaprojektowa-
nie schematu uwzgledniajacego choroby, w ktérych pa-
tomechanizmie istotne znaczenie moze mie¢ obnizona
aktywno$¢ proteasoméw (ryc.4).

INNE CHOROBY A DYSFUNKCJA PROTEASOMALNEGO UKEADU
DEGRADACJI BIALEK

Liczne doniesienia wskazuja, ze zaburzenia w ukladzie
ubikwityna-proteasom moga wystepowac takze w innych
chorobach, m.in. w autoimmunologicznym zapaleniu wa-
troby, dystrofii mie$niowej, chorobie nerek, miazdzycy
naczyn krwiono$nych, chorobie Cushinga, zaémie, a na-
wet w coraz powszechniej wystepujacej otytosci. Prowa-
dzone sg badania zmierzajace do ustalenia mechanizmu
ich powstawania oraz roli proteasoméw w tym procesie
[30,34,35,36]. Degradacja biatek przebiega szczegdlnie in-
tensywnie w czasie, gdy organizm jest wyciericzony roz-
wijajaca sie choroba, zwlaszcza w takich chorobach, jak
AIDS czy cukrzyca [6].

PopsumowaNie

Prawidlowe funkcjonowanie uktadu ubikwityna-prote-
asom umozliwia zachowanie homeostazy proceséw we-
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wnatrzkomdrkowych i usuniecie uszkodzonych biatek.
Dysfunkcja tego szlaku odgrywa istotng role w rozwoju
wielu choréb nowotworowych, neurodegeneracyjnych,
infekcyjnych i o podtozu immunologicznym. Niezwykle
wazne jest jak najlepsze poznanie mechanizméw odpo-
wiedzialnych za ubikwitynacje i opracowanie metod far-

PismiennicTwo

makologicznej interwencji w funkcjonowanie tego uktadu
polegajacych m.in. na zastosowaniu swoistych, niskocza-
steczkowych inhibitoréw proteasomu i enzymdw katali-
zujacych ubikwitynacje. Ingerencja w funkcjonowanie
uktadu proteasomalnej degradacji biatek moze sie okazaé
wydajnym narzedziem terapeutycznym.
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