® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; 71: 997-1004 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received: 01.07.2016
Accepted:  16.08.2017
Published: 08.12.2017

SUMO-swoiste proteazy SENP jako potencjalne cele
w terapii nowotworow

SUMO proteases as potential targets for cancer therapy
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Sumoilacja jest jedna z potranslacyjnych modyfikacji biatek, ktéra odgrywa wazna role w re-
gulacji wielu proceséw komdrkowych, takich jak replikacja i naprawa DNA, transkrypcja,
przekaznictwo sygnatu i transport jadrowy. Podczas sumoilacji, biatka SUMO (small ubiqu-
itin-like modifier) sa kowalencyjnie przytaczane do grupy s-aminowej lizyny w biatku doce-
lowym poprzez kaskade reakcji enzymatycznych przebiegajacych z udzialem enzyméw E1,
E2 i E3. Waznym aspektem sumoilacji jest jej odwracalno$é, w ktérej gtéwna role odgrywaja
SUMO-swoiste proteazy cysteinowe SENP. SENP (sentrin/SUMO-specific proteases) katalizuja
reakcje odlaczania bialek SUMO od substratu, dzieki aktywnosci izopeptydazowej. Enzymy
te sa zaangazowane takze, dzieki aktywnosci hydrolazowej, w reakcje dojrzewania biatek
SUMO, ktéra polega na usunieciu krétkiego fragmentu C-korica nieaktywnej postaci SUMO
i odstonieciu dwéch reszt glicyny. Proteazy SUMO odgrywaja zatem wazng role w utrzymaniu
réwnowagi miedzy sumoilacjg i desumoilacja biatek, ktéra jest konieczna do prawidlowego
funkcjonowania komérki. U ssakéw zidentyfikowano sze$¢ izoform proteaz SUMO - SENP1,
SENP2, SENP3, SENP5, SENP6 i SENP7. Izoformy te podzielono na trzy grupy ze wzgledu na
podobieristwo sekwencji, swoisto$¢ substratowg i umiejscowienie w komdrce. Wyniki badati
wskazujg na role proteaz SUMO w rozwoju choréb cztowieka, w tym nowotwordw, sugerujac
tym samym, ze biatka te moga by¢ waznymi celami dla nowych lekéw.
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Summary

Sumoylation is one of the post-translational modifications of proteins, responsible for the
regulation of many cellular processes, such as DNA replication and repair, transcription, signal
transduction and nuclear transport. During sumoylation, SUMO proteins are covalently at-
tached to the e-amino group of lysine in target proteins via an enzymatic cascade that requires
the sequential action of E1, E2 and E3 enzymes. An important aspect of sumoylation is its
reversibility, which involves SUMO-specific proteases called SENPs. SENPs (sentrin/SUMO-
specific proteases) catalyze the deconjugation of SUMO proteins using their isopeptidase
activity. These enzymes participate through hydrolase activity in the reaction of SUMO protein
maturation, which involves the removal of a short fragment on the C-terminus of SUMO inactive
form and exposure two glycine residues. SENPs are important for maintaining the balance
between sumoylated and desumoylated proteins required for normal cellular physiology.
Six SENP isoforms (SENP1, SENP2, SENP3, SENP5, SENP6 and SENP7) have been identified
in mammals. These SENPs can be divided into three subfamilies based on their sequence
homology, substrate specificity and subcellular localization. Results of studies indicate the
role of SUMO proteases in the development of human diseases including cancer, suggesting
that these proteins may be attractive targets for new drugs.
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Wykaz skrotow: AR - receptor hormonéw androgenowych (androgen receptor); CDKs - kinazy zalezne od cyklin

(cyclin-dependent kinases); c-Jun — jadrowy czynnik transkrypcyjny wchodzacy w sktad czynnika
AP-1; EMT - transformacja nabtonkowo-mezenchymalna (epithelial-mesenchymal transition);
FoxM1 - czynnik transkrypcyjny (transcription factor forkhead box protein M1); HDAC1 - deace-
tylaza histonéw 1 (histone deacetylase 1); HDAC3 - deacetylaza histonéw 3 (histone deacetylase
3); HIF-1a - podjednosta a czynnika transkrypcyjnego indukowanego niedotlenieniem (hypo-
xia-inducible factor 1-alpha); HP1a - biatko heterochromatynowe 1a (heterochromatin protein
1-alpha); IC,, - stezenie inhibitora hamujace w 50% funkcje biologiczne i biochemiczne komoérek
i organizméw (inhibitory concentration); MMP9 — metaloproteinaza 9 (matrix metallopeptidase
9); NES - sygnat eksportu jgdrowego (nuclear export sequence); NLS - sygnat lokalizacji jadrowej
(nuclear localization sequence); OSCC - ptaskokomérkowy rak jamy ustnej (oral squamous cell
carcinoma); PIAS - biatkowy inhibitor aktywowanego STAT (protein inhibitor of activated STAT);
ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species); SAE — heterodimeryczny enzym aktywuja-
cy biatko SUMO (SUMO-activating enzyme); SENP - SUMO-swoista proteaza cysteinowa (sentrin/
SUMO-specific protease); SUMO - biatko SUMO, podobne do ubikwityny (small ubiquitin-like
modifier); STAT - biatka przekazujace sygnat i aktywujace transkrypcje (signal transducer and
activator of transcription); UBC9 - enzym koniugujacy w cyklu sumoilacji (ubiquitin-conjugating
enzyme 9); TGF-BRI - receptor typu | transformujacego czynnika wzrostu TGF-f (receptor | of
transforming growth factor beta); VEGF — czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (vascular

endothelial growth factor).

Biatka SuMO 1 SUMOILACIA

Biatka SUMO to niewielkie czgsteczki o masie cza-
steczkowej okoto 10 kDa, podobne do ubikwityny.
W komérkach ssakéw dochodzi do ekspresji czterech
izoform biatka SUMO: SUMO-1, - 2, - 3 oraz - 4. Biatka
te u cztowieka wykazuja wysoki stopieri podobieristwa
sekwencji: SUMO-1 jest identyczne sekwencyjnie w 48%
z SUMO-2 i w 46% z SUMO-3. Biatka SUMO-2 i-3 wyka-
zujg okoto 97% homologii, a biatko SUMO-4 jest w 87%
identyczne sekwencyjnie z SUMO-2. Biatka SUMO-2 i -
3 (zwane takze SUMO-2/3 ze wzgledu na wysoki stopieti
homologii), w przeciwiefistwie do SUMO-1, sg zdolne
do tworzenia izopeptydowych wigzat miedzy C-koti-
cowg resztg glicyny jednego biatka SUMO a lizyng w 11
pozycji innej czasteczki SUMO-2/3, tworzgc w ten spo-
s6b taficuchy polimerowe [28]. Udzial biatka SUMO-4
w procesie sumoilacji jest sporny ze wzgledu na obec-
no$¢ Pro w miejscu Gln90 w innych izoformach SUMO.
Prolina powoduje ograniczenie konformacyjne w pre-
kursorze SUMO-4, ktére uniemozliwia dziatanie pro-
teazy SUMO, nie dochodzi wiec do powstania dojrzatej
postaci SUMO-4 [6,8,34].

Biatka SUMO ulegaja ekspresji w postaci prekursoréw,
ktére w wyniku dziatania proteaz SENP traca C-kotice,
co powoduje odstoniecie dwéch reszt glicyny, umoz-

liwiajgc tym samym powstawanie wigzania kowalen-
cyjnego z grupa e-aminowa lizyny biatka docelowego
[15]. Zanim jednak dojdzie do powstania tego wigza-
nia, nastepuje wiele reakcji enzymatycznych z udziatem
enzymu aktywujacego E1, koniugujgcego E2 i ligazy E3
(ryc. 1). W pierwszym etapie enzymatycznej kaskady
dojrzate biatko SUMO ulega zwigzaniu przez heterodi-
meryczny enzym E1 - SAE (SUMO-activating enzyme),
sktadajacy sie z podjednostek SAE1 i SAE2. Z udziatem
ATP powstaje kompleks SUMO-E1, w ktérym cyste-
ina w pozycji 173 (Cys173) podjednostki SAE2 wigze sie
wigzaniem tioestrowym z glicyna w pozycji 97 (Gly97)
w C-koricu biatka SUMO. Nastepny etap to przeniesie-
nie biatka SUMO na enzym koniugujacy E2, tj. biatko
UBC9 (SUMO-E2-conjugating enzyme). Powstaje kom-
pleks SUMO-UBC9 dzieki wigzaniu tioestrowemu miedzy
Gly97 w biatku SUMO i Cys93 w zachowanym ewolucyj-
nie motywie w N-koticu biatka UBC9. Enzym ten katali-
zuje utworzenie wigzania izopeptydowego miedzy grupa
karboksylowg glicyny w C-koricu biatka SUMO i grupa
g-aminowg lizyny w biatku docelowym [15]. W warun-
kach in vitro sumoilacja moze sie opieraé wytacznie na
enzymach E1 i E2; in vivo czesto niezbedny jest udziat
czynnika E3, pelniacego funkcje ligazy. W roli E3 najcze-
$ciej wystepuja biatka PIAS (protein inhibitor of activa-
ted STAT), biatko RanBP2 (Nup358) i biatko Pc-2 nalezgce
do rodziny biatek Polycomb.
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Ryc. 1. Schemat przebiegu procesu sumoilacji (wg [45] zmodyfikowano)

Klasyczng sekwencja, w obrebie ktérej dochodzi do sumo-
ilacji jest sekwencja: YLysXGlu/Asp (WKXE/D), gdzie ¥
oznacza aminokwas hydrofobowy, taki jak Ile, Leu czy Val;
w miejscu X moze wystepowaé dowolny aminokwas [15].

Proteazy sumo

Swoiste proteazy SUMO, istotne na etapie aktywacji
prekursora biatka SUMO, biorg réwniez udziat w desu-
moilacji, umozliwiajac szybkie odwrécenie modyfika-
cji substratu i odtaczenie czasteczki SUMO. Enzymy te

réznia sie miedzy soba struktura, powinowactwem do
konkretnych izoform biatka SUMO i umiejscowieniem
w komdrce [49]. Obecnie znanych jest sze$¢ izoform pro-
teaz SUMO: SENP1, SENP2, SENP3, SENP5, SENP6 i SENP7
(tabela 1). Ze wzgledu na swoisto$¢ substratowg, homo-
logie sekwencji oraz subkomdrkowga lokalizacje prote-
azy te mozna podzieli¢ na trzy podrodziny. SENP1 oraz
SENP2 tworzg podrodzine pierwsza i charakteryzuja sie
duzg swoistocig dla biatek SUMO-1 i SUMO0-2/3. Podro-
dzina druga to SENP3 i SENP5, ktére wykazujg dziatanie
wybidrcze w kierunku czgsteczek SUMO-2/3. W sktad
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ostatniej podrodziny wchodza SENP6 i SENP7. Prote-
azy te wykazuja umiarkowane zaangazowanie w pro-
ces dekoniugacji monomerycznego SUMO-2/3, znacznie
wplywajac na procesy koniugacji i dekoniugacji polime-
rycznego SUMO-2/3. Ponadto, SENP6 i SENP7 majg jesz-
cze unikalng wtasciwo$é demontazu polimerycznych
czasteczek SUMO-2/3 (chain editing) [7,49].

Nie wszystkie proteazy SENP sg swoiste wobec biatek
SUMO. Znana jest proteaza SENP8 (opisywana takze
jako biatko NEDP1 lub DENP1), ktéra wykazuje swoisto$é
wobec innego, podobnego do ubikwityny biatka NEDD8
(neural precursor cell expressed, developmentally
down-regulated 8) [14,22]. SENP8 bierze udzial w mody-
fikacji biatek zwanej neddylacja, zaréwno na etapie doj-
rzewania prekursora NEDDS, jak i jego odfaczania od
biatkowego substratu.

Proteazy cysteinowe SENP zwane réwniez tiolowymi
lub sulthydrylowymi charakteryzuja sie obecnoscia
konserwatywnej domeny katalitycznej znajdujacej sie
w C-koricu, ktérej obszar jest jednym z najcze$ciej bada-
nych fragmentéw tych biatek. W jego sktad wchodzi
okoto 250 reszt aminokwasowych determinujacych swo-
isto$¢ oraz funkcjonalno$é proteaz SENP. Miejsce kata-
lityczne jest zbudowane z typowej triady katalitycznej
sktadajacej sie z cysteiny, histydyny i asparaginy. Funk-
cja triady katalitycznej jest niezwykle istotna w obrébce
prekursoréw biatek SUMO, ale takze w procesie dekoniu-
gacji. Subkomdrkowe potozenie proteaz SENP zalezy od
obecnosci mniej lub bardziej konserwatywnego regionu

N-koricowego zawierajacego sygnat lokalizacji jadro-
wej NLS oraz obecnego na C-koticu sygnatu eksportu
jadrowego NES [14]. Proteaza SENP1 wystepuje gtéwnie
w nukleoplazmie. SENP2 jest $ci$le zwiazana z SENP1
i wystepuje gtéwnie w jadrowym kompleksie poro-
wym otoczki jadrowej i w nukleoplazmie. SENP3 oraz
SENP5 sa umiejscowione w jaderku, natomiast SENP7
w nukleoplazmie. W przypadku umiejscowienia biatka
SENP6 pierwsze doniesienia wskazywaly, iz jego miej-
scem wystepowania jest cytoplazma, jednak na podsta-
wie ostatnich badan udowodniono, ze biatko to znajduje
sie podobnie jak wszystkie inne proteazy SUMO w jadrze
komérkowym [32].

PROTEAZY SUMO W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Wiele danych wskazuje na istotny zwiazek miedzy sumo-
ilacjg a szlakami biochemicznymi uczestniczgcymi
w powstawaniu i rozwoju nowotwordéw oraz innych cho-
réb cztowieka [7,22,44,45,48,50]. Zaburzenia w cyklicznych
procesach sumo- i desumoilacji moga zaktécaé homeostaze
komdrkowsg, zmienia¢ skuteczno$é naprawy DNA oraz
sprzyja¢ indukgji i promocji nowotworéw ztosliwych.

W wielu typach nowotworéw obserwuje sie nadekspre-
sje enzyméw bioracych udziat w cyklu SUMO, w tym pro-
teaz SENP. Najlepiej pod tym wzgledem zbadano proteazy
SENP1 i SENP2. Nadekspresje SENP1 wykazano w gruczo-
lakoraku tarczycy [19], raku stercza [3,12,42], gruczolako-
raku trzustki [27] i raku ptuca [31]. Podobnie w raku jelita
grubego obserwuje sie wzrost ekspresji genu jak i biatka

Tabela 1. Wtasciwosci biologiczne i strukturalne SUMO-swoistych proteaz SENP cztowieka [25,49]

Gtéwna lokalizacja

Liczba aminokwasow/

SENP Inne nazwy w koméree Specyficznos¢ Aktywnos¢ enzymatyczna po{ozen!e domteny
katalitycznej

SENPT SuPr-2 Nukleoplazma SUMO-1/2/3 Choricowa hydrolaza, 643/419-643

izopeptydaza
SuPr-1, AXAM2, Kompleks porow i (C-koricowa hydrolaza, y

SENP2 SMT3IP2 jadrowych SUMO0-1/2/3 lzopeptydaza 589/365-589

SENP3 SSP3, SMT3IP1 Jaderko SUMO0-2/3 Izopeptydaza 574/353-574

SENPS Jaderko SUMO-2/3 Choricowa hydrolaza, 755/567-755
izopeptydaza

SENPS SUSP1, SSP1 Nukleoplazma SUMO0-2/3 lzopeptydaza, 1M12/637-1112
chain editing

SENP7 Nukleoplazma SUM0-2/3 lzopeptydaza, 984/662-984
chain editing
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SENP1 w poréwnaniu z tkankg prawidtowa [46]. Wycisze-
nie ekspresji SENP1 zatrzymuje cykl komérkowy w fazie G1
i hamuje proliferacje komérek raka jelita grubego DLD-1.
Ponadto wykazano, ze wyciszenie ekspresji SENP1 powo-
duje wzrost ekspresji inhibitoréw CDKs (Cyclin-Dependent
Kinases), takich jak p16, p19, p21 i p27 [47]. SENP1 prowa-
dzi do stabilizacji biatka HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor
1a), a takze VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
i indukcji procesu angiogenezy [47]. W odpowiedzi na niski
poziom tlenu pobudzana jest ekspresja biatek SUMO, ktére
modyfikujg HIF-1a. Stwierdzono, ze sumoilowana podjed-
nostka HIF-1a jest bezpo$rednim sygnatem do ubikwityno-
zaleznej degradacji HIF-1a, a enzymem odpowiedzialnym
za desumoilacje HIF-1a jest SENP1. Oznacza to, ze nad-
ekspresja SENP1 moze powodowad nadmierng desumo-
ilacje podjednostki HIF-1a, a tym samym zapobiegac jej
degradacji i aktywowa¢ ekspresje genéw odpowiedzi na
niedotlenienie [40]. Badania przeprowadzone niedawno
nad rakiem jajnika, potwierdzity wczesniejsze doniesienia,
ze proteaza SENP1 jest pozytywnym regulatorem ekspre-
sji HIF-1a. W badaniach tych wykazano réwniez, ze SENP1
odgrywa negatywna role w chemioterapii raka jajnika
z zastosowaniem cisplatyny [2].

Badania wskazuja, Ze proteaza SENP1 moze odgrywaé
znaczaca role w powstawaniu i rozwoju raka gruczotu
krokowego [3,12,42,43]. Nadekspresje genu SENPI zaob-
serwowano zaréwno na etapie wewnatrznabtonkowej
neoplazji gruczotu krokowego (Prostatic Intraepithelial
Neoplasia, PIN), jak i inwazyjnego raka stercza, w poréw-
naniu do tkanek prawidtowych. W komérkach LNCaP
(androgen-sensitive prostatic carcinoma cell line) zaob-
serwowano ponadto wzrost ekspresji SENP1 po dziataniu
syntetycznych androgenéw i/lub interleukiny 6 (interleu-
kin-6, IL-6). SENP1 dziata jako silny aktywator czynnikéw
transkrypcyjnych AR i c-Jun, a takze cykliny D1. Zdolno§¢
SENP1 do zwiekszania transkrypcji z udzialem AR jest
zwigzana z desumoilacja deacetylazy histonowej HDAC1
(histone deacetylase 1), bedacej koregulatorem AR. Desu-
moilowana HDAC1 traci aktywno$¢ deacetylazy i zdol-
no$¢ do hamowania transkrypcji zaleznej od AR. Ponadto,
nadekspresja SENP1 wplywa na wzrost transkrypcji
zaleznej od c-Jun. Zatem nadekspresja SENP1 zwieksza
AR-zalezna i c-Jun-zalezng transkrypcje oraz ekspre-
sje cykliny D1, co zwieksza proliferacje komérek gru-
czotu krokowego i moze prowadzi¢ do raka tego narzadu.
Wykazano wprawdzie, ze nadekspresja SENP1 moze by¢
konieczna do utrzymywania wysokiego poziomu wolnego
SUMO-1, ktéry obserwowano w prawidlowym gruczole
krokowym w poréwnaniu do innych narzadéw [9]. Jed-
nak badania wykonane na myszach transgenicznych jed-
noznacznie wykazaly, ze utrzymujacy sie wysoki poziom
SENP1 prowadzi do transformacji gruczotu krokowego [3].

U pacjentéw z rakiem stercza obserwuje sie nie tylko
podwyzszony poziom mRNA SENP1, ale takze proteazy
SENP3, ktéra przeprowadza desumoilacje biatek mody-
fikowanych przez SUMO0-2/3 [5]. Indukcja SENP3 moze
zainicjowac proces angiogenezy, poniewaz SENP3 regu-
luje aktywno$¢ czynnika HIF-1a przez desumoilacje jego

koregulatora, biatka p300. W ten sposéb nadekspresja
SENP3 powoduje wzrost ekspresji czynnika VEGF regulo-
wanego przez HIF-1a. Wzmozona ekspresja SENP3 moze
mie¢ dwa Zrédla: moga w niej posredniczy¢ reaktywne
formy tlenu (ROS), ktére hamuja degradacje SENP3.
Ponadto ROS powodujg wzrost poziomu biatek SUMO-
2/3, ktérych dekoniugacje przeprowadza SENP3. ROS
wplywaja tez na relokalizacje SENP3 z jaderka do nukle-
oplazmy [17]. Podobne wyniki zanotowali Sun i wsp.
w komérkach ptaskokomdérkowego raka jamy ustnej
0SCC (oral squamous cell carcinoma) [38]. Nadekspresja
SENP3 moze by¢ takze zwigzana z biatkiem supresoro-
wym p194RF, ktére odpowiada za fosforylacje, ubikwi-
tylacje, a nastepnie degradacje SENP3 [26]. Obnizona
aktywno$¢ biatka p19%F obserwowana w wielu nowo-
tworach moze by¢ zatem odpowiedzialna za wyzszy
poziom proteazy SENP3 [23].

Niedawne badania wykazaly, ze wysoka ekspresja SENP1
w komdrkach raka stercza byta zwiazana z nizsza eks-
presja czasteczki supresorowej microRNA-145 (miR-145)
[42]; fragment 3'UTR SENP1 oddziatuje z microRNA-145;
microRNA-145 powodowat zatrzymanie cyklu komdrko-
wego w komdrkach linii PC-3, a takze hamowat rozwdj
guza in vivo. Zatem mikroRNA-145 przez oddziatywanie
z SENP1 odgrywa wazng role w raku stercza.

Dane kliniczne wskazuja, ze poziom proteazy SENP1
pozytywnie koreluje z progresja i metastaza raka
trzustki (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) [27].
Wyciszenie ekspresji SENP1 obnizato poziom metalopro-
teinazy MMP-9, ktéra ma zasadnicze znaczenie dla wzro-
stu i migracji komérek PDAC.

SENP2 wplywa na wzrost komérek raka watroby (hepa-
tocellular carcinoma, HCC) przez regulowanie stabilno-
$ci B-kateniny [20]. Inne badania wykazaly natomiast,
ze proteaza SENP2 przez hamowanie ekspresji MMP13
zatrzymuje migracje i inwazje komérek raka pecherza
[39].

W przeciwieristwie do raka stercza, w ktérym obserwo-
wano wzrost ekspresji proteazy SENP1 i SENP3, w raku
piersi odnotowano obnizenie poziomu mRNA SENP6
[30]. Inne badania przeprowadzone na komérkach raka
piersi MCF-7 i T47D wykazaly, ze SENP2 hamuje aktyw-
no$¢ transkrypcyjng receptora ERa [33]. Represja byta
niezalezna od aktywno$ci proteazowej SENP2, wyma-
gata natomiast przytaczenia deacetylazy histonéw
HDAC3 (histone deacetylase 3). Ponadto wykazano, ze
SENP2 hamuje zaréwno estrogenozalezna, jak i estroge-
noniezalezng proliferacje komérek MCF-7. Dane przed-
stawione przez Nait Achour i wsp. dotyczace proteazy
SENP2 identyfikuja to biatko jako klasyczny koregulator
transkrypcji [33]. Nasze nowe badania wykazatly nato-
miast, ze zmienno$¢ genédw SENPI i SENP2 moze wplywaé
na ryzyko rozwoju raka piersi [29]. Analizowane przez
nas polimorfizmy SENPI (c.1691 + 36C > T, rs12297820)
i SENP2 (c.902C > A, p.Thr301Lys, rs6762208) prawdo-
podobnie nie s niezaleznymi czynnikami ryzyka, ale
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Ryc. 2. Wzory strukturalne inhibitoréw proteaz SUMO [25]

moga by¢ waznymi elementami wiekszej grupy gendw,
ktérych rézne warianty polimorficzne ksztattuja ryzyko
rozwoju raka piersi.

Badania przeprowadzone w grupie 1363 oséb wykazaty,
ze niska ekspresja SENP5 wigze sie z dobrym rokowa-
niem u pacjentéw z rakiem piersi [10]. W komérkach
raka piersi, w ktérych wyciszono ekspresje SENP5, noto-
wano takze nizszg ekspresje receptora transformujacego
czynnika wzrostu TGF-P typu I - TGF-BRI oraz metalo-
proteinazy MMP9, ktéra odgrywa gtéwna role w degra-
dacji macierzy zewnatrzkomdrkowej i przyczynia sie do
inwazji raka [10]. Aktywno$¢ receptora TGF-PRI jest jesz-
cze regulowana przez jego sumoilacje na lizynie 389 [21].

Bawa-Khalfe i wsp. [4] zaproponowali badania doty-
czace roli proteaz SENP w rozwoju raku piersi. Wykazali,
ze dwa warianty transkryptu SENP7 - krétszy SENP7S
i dluzszy SENP7L odpowiadaja za poziom sumoilacji
biatka HP-1a, co wigze sie z epigenetycznym reprogra-
mowaniem komérek zachodzacym podczas transforma-
cji nowotworowej. SENP7L prowadzi do ekspresji gendéw
zwigzanych z zaburzong proliferacja i inicjuje transfor-
macje nablonkowo-mezenchymalna (Epithelial-Mesen-
chymal Transition, EMT). Ponadto wariant ten hamuje
sumoilacje biatka HP-1a [4].

Nowe badania wskazaty takze, ze proteaza SENP6 ulega
zwiekszonej ekspresji w komdrkach raka zotadka i pro-
wadzi do ich nadmiernej proliferacji, a jednym z jej

substratéw jest czynnik transkrypcyjny FoxM1 (trans-
cription factor forkhead box protein M1) [37].

INHIBITORY PROTEAZ SUMO

Odkrycie udziatu proteaz SENP w rozwoju cho-
réb cztowieka zainicjowato poszukiwania zwigzkdw,
ktére selektywnie hamowalyby ich dziatanie. Jedna
z pierwszych metod hamowania aktywno$ci proteaz
SENP opierata sie na wykorzystaniu petnej lub skré-
conej postaci biatka SUMO wzbogaconego o obecno$é
elektrofilowej putapki zlokalizowanej na C-koticowej
glicynie [16]. W jednej z metod do tego celu wyko-
rzystano siarkoorganiczny zwigzek - sulfon winylu
(VS), ktéry koniugowano z biatkiem SUMO-1 oraz
innymi biatkami ubikwitynopodobnymi (zwiazek 1 na
ryc. 2). Powstaly kompleks wykazywat kowalencyjne
oddziatywanie z izoformg SENP2 oraz innymi enzy-
mami aktywujacymi, odpowiedzialnymi za koniuga-
cje i dekoniugacje, w wyniku addycji sulfonu winylu
do grupy tiolowej cysteiny wchodzacej w sktad triady
katalitycznej. Inkubacja SENP2 w obecno$ci czynnika
alkilujacego N-etylomaleimidu (NEM) dowiodta, iz
VS zapobiega powstawaniu kompleksu SUMO-1-VS-
SENP2, co potwierdzito teze, ze obecnos¢ cysteiny jest
niezbedna do prawidlowej katalizy tego procesu [16].
Obecnos¢ elektrofilowej putapki wykorzystano réwniez
w przygotowaniu aktywnej sondy zawierajacej fluoro-
metyloketon przytaczony na C-koticu do swoistego
peptydu (FQQQTGG) (zwiazek 2 na ryc. 2) [13].
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Inne niewielkie zwiazki wykazujgce wtasciwosci inhibi-
toréw proteaz SUMO zostaly odkryte przez Ponder i wsp.
[35]. Jednym z nich jest matoczasteczkowy inhibitor pro-
teazy SENP1 Plasmodium falciparum (PfSENP1) - JCP-666
(zwiazek 3. na ryc. 2). Zwiazek zawiera reaktywny aza-
-epoksyd potaczony z peptydem szkieletowym. Jest to
zwigzek skutecznie hamujacy dziatanie PfSENP1; IC,
wynosi 17,9 uM. Podobne wlasciwosci hamujace wobec
PfSENP1 wykazuje zwigzek o symbolu VEA-260 (zwigzek
4.naryc. 2) pozbawiony bocznego taficucha asparagino-
wego w szkielecie aza-epoksydu (IC,, réwne 16,2 uM).
W toku badati dowiedziono réwniez, ze JPC-666 oraz
VEA-260 z duza skuteczno$cig hamujg dziatanie ludz-
kich proteaz SENP1 oraz SENP2 [35]. JCP-666 wykazuje
IC,, réwne 9,0 uM dla SENP1 i 4,7 uM dla SENP2 czlo-
wieka. Natomiast zwigzek VEA-260 ma IC, réwne 7,1 uM
dla SENP1 i 3,7 uM dla SENP2 cztowieka.

Albrow i wsp., wykorzystujac VEA-260, zsyntetyzowali
16 nowych czasteczek, ktére analizowano wobec SENP1,
2,5, 6 i 7 cztowieka [1]. Jednak dziatanie nowych cza-
steczek okazato sie bardzo nieswoiste. Nastepnych 11
zwigzkSw zsyntetyzowano réwniez w oparciu o VEA-260
uzywajac jako grupy reaktywnej acyloksymetylo ketonu
(AOMK) [1]. Najbardziej efektywnym inhibitorem oka-
zat sie zwigzek o symbolu VEA-499 (zwigzek 5. na ryc. 2)
(IC,, réwne 3,6 uM dla SENP11 0,25 uM dla SENP2).

Qiao i wsp., zaprojektowali i zsyntetyzowali inhibitory
SENP1 w oparciu o benzodiazepine [36]. Najbardziej efek-
tywnymi inhibitorami SENP1 okazaly sie dwa zwigzki
o numerach 6 i 7 (ryc. 2) wykazujace IC,  réwne odpo-
wiednio 15,51 9,2 uM. Zwigzki te hamowaly takze wzrost
komdrek nowotworowych in vitro [36]. Zwiazek 8. na ryc.
2 (GN6958) jest réwniez potencjalnym czynnikiem anty-
nowotworowym hamujacym swoiscie aktywno$¢é SENP1
z1C,, réwnym 29,6 uM [41]. Tak wiec przytoczone dane
wskazuja, ze obecnie intensywnie poszukuje sie selek-
tywnych inhibitoréw proteaz SUMO, zaréwno synte-
tycznych, jak i pochodzenia naturalnego [18].

PobsumowaNiE

Sumoilacja jest procesem potranslacyjnej modyfikacji
biatek przebiegajagcym z udziatem grupy niewielkich,
podobnych do ubikwityny biatek SUMO. Ten dyna-
miczny proces wptywa na zmiane stabilno$ci, konforma-
cji oraz umiejscowienia wielu pojedynczych czasteczek
biatkowych. Tym samym sumoilacja jest waznym mecha-
nizmem regulujacym aktywno$¢ biatek w wielu proce-
sach komérkowych. Sumoilacja biatek jest modyfikacja
odwracalna. Za odfaczenie biatka SUMO od biatkowego
substratu sg odpowiedzialne, dzieki aktywno$ci izopep-
tydazowej, swoiste proteazy cysteinowe SENP. Biora
one takze udzial w proteolitycznym dojrzewaniu biatka
SUMO, ktére polega na usunieciu ich C-korica i odsto-
nieciu dwéch reszt glicyny. Proteazy SUMO odgrywaja
zatem wazna role w utrzymaniu réwnowagi miedzy
sumoilacja i desumoilacja biatek. Liczne badania wska-
zuja, ze zachwianie tej réwnowagi moze doprowadzi¢ do

rozwoju réznych choréb cztowieka, w tym nowotwordéw
zto$liwych. W wielu nowotworach ztosliwych obserwuje
sie zmiany w ekspresji proteaz SUMO. Dowody na udziat
proteaz SUMO w przebiegu chordb nowotworowych,
czynia te biatka atrakcyjnymi celami terapeutycznymi.
W ciggu ostatnich dwdch dekad, dzieki zaawansowanym
metodom obliczeniowym, takim jak dokowanie moleku-
larne, udato sie zidentyfikowaé wiele matoczasteczko-
wych inhibitoréw réznych izoform SENP. Nalezy mie¢
nadzieje, ze niektére z nich po doglebnych badaniach
biochemicznych, a nastepnie klinicznych, stana sie
nowymi lekami przeciwnowotworowymi.
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