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Ubikwitynacja, kontrola jakosci i degradacji biatek
btonowych - szansa na terapie?

Ubiquitination, quality control and degradation of
membrane proteins — chance for therapies?
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Utrzymanie integralno$ci blony komdrkowej zalezy od rozmieszczenia i funkcjonalnosci wyste-
pujacych w niej bialek. Dlatego prawidlowe dziatanie systeméw kontroli jakosci jest podstawa
przezycia organizmdéw. Zachowanie homeostazy proteomu w zmieniajacych sie warunkach
srodowiskowych jest mozliwe dzieki usuwaniu zbednych biatek, przy jednoczesnym zwieksze-
niu ekspresji innych. Zablokowane w btonie biatka moga wchodzi¢ w niepozadane interakcje
z innymi czasteczkami, tworzy¢ agregaty i nabiera¢ toksycznego charakteru. W komérkach
eukariotycznych zidentyfikowano kilka mechanizméw rozpoznawania nieprawidtowosci kon-
formacyjnych w obrebie blony komdrkowej - zalezny od chaperondw system wykrywajacy
7le sfaldowane domeny cytoplazmatyczne oraz zawarty w strukturze samego biatka system
LID, opierajacy sie na ekspozycji degronu po przyjeciu odpowiedniej konformacji. U drozdzy
opisano réwniez sie¢ zalezno$ci adaptoréw ART i ligazy Rsp5, wspdtpracujacych w degradacji
transporteréw btonowych. Rsp5 jest E3 ligaza ubikwityny nalezaca do rodziny Nedd4, jedyna
dotychczas zidentyfikowana drozdzowg ligaza ubikwitynujaca biatka btonowe. Ubikwityna-
cja przez Rsp5 jest sygnatem do internalizacji biatek w procesie endocytozy; nastepnie sa
rozpoznawane przez system ESCRT, wprowadzane do MVB i degradowane przez proteazy
wakuolarne. Rsp5 preferuje budowanie taticuchéw poli-Ub przez K63, a na btonowe substraty
naprowadzana moze by¢ przez tzw. biatka adaptorowe. Dotychczas zidentyfikowano kilkanascie
biatek petnigcych funkcje adaptoréw dla Rsp5, wiekszo$¢ z nich nalezy do rodziny a-arestyn.
Wykazano, ze zaburzenia ubikwitynacji biatek blonowych moga prowadzi¢ do nowotworzenia,
rozwoju choréb neurodegeneracyjnych, choréb uktadu krazenia i nadcisnienia. Weiaz jednak
brak odpowiednich $rodkéw, ktére mozna by zastosowaé w terapii. Drozdze Saccharomyces
cerevisiae sa jednym z najlepszych modeli do badati mechanizméw ubikwitynacji i degradacji
biatek btonowych.

biatka btony komérkowej - degradacja - drozdze S. cerevisiae -ubikwitynacja

Summary

Plasma membrane integrity maintenance is crucial for cell survival. Plasma membrane pro-
teins are under tight regulation and under certain conditions are actively removed from the
membrane allowing cells to adapt to changing environment. Proteins blocked in the cell
membrane may interact with other molecules and form toxic aggregates. Ubiquitin is one of
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the most important modifiers targeting proteins for degradation and/or regulating protein
functions. Several quality control mechanisms have been identified in eukaryotic cells: chap-
erone-dependent system that recognizes and ubiquitinates misfolded or redundant membrane
proteins; protein-intrinsic LID-degron system, based on recognition of degron and ARTs-Rsp5
network that controls quality of membrane transporters. Rsp5, a Nedd4-family E3 ubiquitin
ligase, is crucial for plasma membrane proteins ubiquitination. Rsp5-dependent ubiquitin
action acts as a sorting signal for internalization of a membrane protein via endocytosis, rec-
ognition by the ESCRT system and vacuolar degradation. Rsp5 builds poliUb-chains on K63 and
recognizes substrates through various adaptor proteins. Most of the identified Rsp5 adaptors
belongs to the a-arrestin family. Plasma membrane protein ubiquitination and degradation
disorders may cause neurodegenerative and cardiovascular diseases. The yeast Saccharomyces
cerevisiae is one of the best models for studying trafficking pathways of membrane proteins
and ubiquitination systems.
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kwityny (C-terminus of Hsc70-interacting protein); DUBs — deubikwitynazy (deubiquitinating
enzymes); ER - retikulum endoplazmatyczne (endoplasmic reticulum); ESCRT - endosomalny
kompleks sortujacy (endosomal sorting complexes required for transport); HSPs — biatka szoku
cieplnego (heat shock proteins); ILVs — pecherzyki $wiatta endosomu (intraluminal vesicles);
LID - domena interakgji z petlami cytoplazmatycznymi (loop interaction domain); MVBs - ciat-
ka wielopecherzykowe (multivesicular bodies); PM - btona komoérkowa (plasma membrane);
QC - kontrola jakosci (quality control); TGN - sie¢ transaparatu Golgiego (trans-Golgi network);
Ub - ubikwityna (ubiquitin); UBDs — domeny wigzace ubikwityne (ubiquitin binding domains);
UIM - motyw interakgji z ubikwityna (ubiquitin-interaction motif).

WSTEP

Utrzymywanie integralno$ci btony komérkowej (PM,
plasma membrane) jest podstawa zycia komérki.
Membrana cytoplazmatyczna tworzy platforme kon-
taktu ze $rodowiskiem zewnetrznym. Zakotwiczone
w blonie receptory sygnatowe, akwaporyny, transpor-
tery substancji odzywczych i inne biatka sg niezbedne do
przezycia, wzrostu i zachowania homeostazy. Zachowa-
nie prawidlowej struktury btony zalezy od rozmieszcze-
nia i funkcjonalnosci biatek w niej wystepujacych, stad
sprawnie dziatajace systemy kontroli jakosci i degrada-
cji biatek leza u podstaw przezycia, szczegdlnie orga-
nizméw jednokomdrkowych. Zmieniajace sie warunki
srodowiska i dostepno$é czynnikéw odzywezych wymu-
szajg dostosowanie przez komérke biatek z obrebu
blony komdérkowej, stanowiacych do 20% proteomu [2].

Biatka niewykorzystywane, zbedne lub juz wykorzy-
stane sg wyprowadzane z blony i degradowane (turno-
ver) przy jednoczesnym zwiekszeniu ekspresji innych
biatek, ktére w danych warunkach sg niezbedne. Zacho-
wanie homeostazy proteomu komdérki (proteostasis)
wymaga regulacji na poziomie transkrypcji, translacji
i degradacji. Prawidlowy balans miedzy wytwarzaniem
biatka, a jego degradacja zalezy od faldowania, potran-
slacyjnych modyfikacji, oligomeryzacji, prawidtowego
sortowania i aktywnos$ci mechanizméw degradacyj-
nych. Z zaburzeniami funkcjonowania biatek btonowych
powiazano wiele chordb.

Biatka uszkodzone i Zle sfatdowane moga wchodzié
w niepozadane interakcje z innymi czasteczkami, two-
rzy¢ w komérkach agregaty i nabiera¢ toksycznego cha-
rakteru. Szybkie rozpoznanie i pozbycie sie tego typu
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zagrozen jest szczegblnie wazne w przypadku blony
cytoplazmatycznej, gdzie nawet kilka wadliwych biatek
transmembranowych moze zaburzy¢ homeostaze lipi-
dowo-biatkowa doprowadzajac do destabilizacji i $mierci
komérki [13]. Funkcjonalne biatka réwniez podlegaja
nieustannemu cyklowi syntezy i proteolizy - wyjatkiem
sa m.in. krystaliny soczewki oka, ktére nigdy nie ulegaja
wymianie ani degradacji [79]. W zaleznosci od funkcji,
fazy cyklu komérkowego i panujacych warunkéw sro-
dowiskowych, biatka charakteryzuja sie réznym czasem
péttrwania. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae waha sie
od 4 minut do 48 godzin (podczas gdy cykl komérkowy
trwa okoto 90 min) [16].

W komorkach eukariotycznych sa dwie gtéwne $ciezki
degradacji biatek - zalezna od ubikwityny degradacja
w proteasomie oraz proteoliza wakuolarna/lizosomalna.
Uszkodzone i niepotrzebne biatka cytozolowe, po roz-
poznaniu, sg kierowane na droge degradacji proteaso-
malnej, choé w warunkach stresu glodowego moga
wybidrczo ulegaé autofagii i nastepnie proteolizie
wakuolarnej [12]. W proteasomie sg hydrolizowane réw-
niez biatka zewnetrznej blony mitochondrialne;j [27,87]
oraz retrotranslokowane z retikulum endoplazmatycz-
nego (ER) [41,49]. Otoczone podwdjng btona mitochon-
dria, jako jedyne organella, wyksztalcity wiasny system
proteolityczny - macierz mitochondrialna oraz btona
wewnetrzna nie maja dostepu do cytoplazmatycznego
systemu degradacji, stad zawierajg wtasne ATP-zalezne
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proteazy i oligopeptydazy [63]. Zupetnie inaczej sa usu-
wane biatka btony komérkowej, ktére podlegaja kil-
kuetapowemu transportowi do wakuoli (lizosomu
w komérkach zwierzecych), gdzie wraz z fragmentami
btony sa degradowane przez nieswoiste proteazy i lipazy
[71].

Biorac pod uwage réznorodnosé biatek btonowych (np.
transportery, receptory, kanaty) zaburzenia procesu ich
regulacji poprzez ubikwitynacje doprowadzaja do zmian
w sieci odpowiedzi wewnatrzkomdrkowej (down stream
signaling pathways), a to wptywa na fizjologie komérki
[31]. Zaburzenia ubikwitynacji biatek btonowych moga
bezposrednio lub posrednio wplywaé na rozwdj wielu
choréb np. nowotworzenie, choroby serca, neurodege-
neracyjne czy metaboliczne [31].

UBIKWITYNACJA BIALEK

Ubikwitynacja jest sposobem znakowania biatek prze-
znaczonych do degradacji, endocytozy, naprawy i innych
proceséw komdrkowych. Polega na kowalencyjnym
przyltaczeniu zbudowanej z 76 aminokwaséw ubikwi-
tyny (Ub) do substratu, ktérym moze byé réwniez inna
czasteczka ubikwityny. Tworzy sie w ten sposéb wig-
zanie izopeptydowe miedzy resztg lizynowg substratu,
a C-koricowg glicyng ubikwityny [47]. W czasteczce ubi-
kwityny zidentyfikowano 6 reszt lizynowych: K6, K11,
K29, K33, K48 i K63 (ryc.1), z ktérych kazda moze utwo-
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Ryc. 1. Typy ubikwitynagji; A - sekwencja aminokwasowa ubikwityny z zaznaczonymi lizynami (K), poprzez ktére moze dochodzi¢ do tworzenia uktaddw
poliubikwitynowych, B - przytaczanie czasteczki ubikwityny do substratu moze doprowadzi¢ do monoubikwitynacji, multiubikwitynagji lub poliubikwitynadji
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rzy¢ wigzanie izopeptydowe z nastepna czasteczka ubi-
kwityny. W wyniku poliubikwitynacji powstaje taticuch
ubikwityn, ktéry w zaleznosci od tego, przez ktéra reszte
lizynowa ubikwityny jest zbudowany, nadaje biatku
rézne przeznaczenie. taticuchy dotaczone do lizyny K48
kieruja substrat na $ciezke degradacji proteasomalnej
[118], a odchodzace od lizyny K63 sa sygnatem zwigza-
nym z wieloma procesami komérkowymi, m.in. naprawa
DNA [111] i odpowiedzia na stres $rodowiskowy [10], ale
co najwazniejsze w obrocie biatek btony komdrkowej -
sa sygnatem sortowania do ciat wielopecherzykowych
(MVBs, multivesicular bodies) [67].

Substrat moze ulega¢ monoubikwitynacji, multiubikwi-
tynacji (pojedyncze czasteczki ubikwityny sa przyta-
czane do réznych reszt lizynowych substratu) lub by¢
poliubikwitynowany na wielu resztach lizynowych (ryc.
1), np. permeaza Gapl u drozdzy S. cereviasiae ma dwa
takie miejsca - K9 i K16 [110]. Badania mutantéw lizyno-
wych Gapl i receptora a-faktora wykazaly, ze juz poje-
dyncza ubikwitynacja wystarcza do internalizacji biatka
btonowego [112,117], cho¢ poliubikwitynacja przez
UbK63 jest niezbedna do skierowania na $ciezke MVB
i degradacji wakuolarnej [67].

Proces ubikwitynacji przebiega w trzech etapach.
W pierwszym dochodzi do aktywacji ubikwityny i prze-
niesieniu jej na reszte cysteinowa enzymu aktywujacego
E1, powstaje wigzanie tioestrowe. Nastepnie ubikwi-
tyna zostaje przeniesiona na reszte cysteinowg enzymu
koniugujacego E2. W ostatnim etapie ligaza ubikwityny,
tzw. enzym E3, katalizuje powstanie wigzania izopepty-
dowego miedzy C-koricowa glicyng ubikwityny a grupa
aminowg reszty lizynowej substratu biatkowego [47]
(ryc. 2). U drozdzy S. cerevisiae zidentyfikowano 4 geny
kodujgce ubikwityne: UBI1, UBI2, UBI3, UBI4 (tabela 1).
Wiekszo$¢ organizméw eukariotycznych ma tylko jeden
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enzym aktywujacy E1 [95], a wiele E2 i E3. Na przyktad
u S. cerevisiae wystepuje jeden enzym E1 (Ubal), jede-
nascie E2 (tabela 1) i 60-100 enzymdw uczestnicza-
cych w ligacji [30]. Réznorodnosé ligaz E3 wynika z ich
swoisto$ci substratowej - sg odpowiedzialne za roz-
poznawanie substratu (réwniez w kompleksach z E2),
ktére odbywa sie w réznych warunkach i umiejsco-
wieniu. Ligazy ubikwityny funkcjonujace jako regula-
tory cyklu komérkowego rozpoznaja inne substraty niz
ligazy kierujace uszkodzone biatka do degradacji. Nato-
miast w obrebie samych substratéw, uszkodzenia moga
przyjmowaé rézne formy wymagajgce innego rodzaju
identyfikacji. Rozpoznawanie moze mieé charakter bez-
posredni lub wystepowac z udziatem mediatoréw. Ligaza
Rsp5 biorgca m.in. udziat w odpowiedzi na szok cieplny,
rozpoznaje i ubikwitynuje biatka cytoplazmatyczne bez-
posrednio lub z udziatem biatka opiekuriczego Hsp40
[28], a wchodzgc w interakcje z biatkami ARTSs funkcjo-
nuje jako cze$¢ systemu jakosci (QC, quality control)
biatek btonowych [136]. Zanim biatko zostanie ubikwity-
nowane, musi zostaé rozpoznane jako przeznaczone do
degradacji. Pozwalaja na to sygnaly degradacyjne, tzw.
degrony, zawarte w samej strukturze tych biatek. Degro-
nami moga by¢ krétkie sekwencje, np. PEST (region
bogaty w proline, gutaminian, seryne i treonine) [101],
wolne grupy a-aminowe, motywy z charakterystycznie
ufosforylowanymi resztami serynowymi/treoninowymi,
a takze odstoniete reszty hydrofobowe [100].

Mechanizm rozpoznawania uszkodzonych biatek bto-
nowych (i cytoplazmatycznych) jest stabo poznany,
cho¢ zidentyfikowano rézne elementy systemu QC
zaangazowane w ten proces. W rozfatdowanych
domenach cytoplazmatycznych, ogélnym degronem
wydajg sie eksponowane reszty hydrofobowe, gdzie
rekrutacja chaperondéw nie wymaga odstoniecia kon-
kretnej sekwencji. Bardziej swoistych sygnatéw degra-

E2 —
substrat substrat

Ub --——> Ub Ub

Ryc. 2. Schemat procesu ubikwitynacji; E1 - enzym aktywujacy, E2 - enzym koniugujacy, E3 - ligaza ubikwityny, Ub - czasteczka ubikwityny
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Tabela 1. Sktadniki systemu ubikwitynadji u Saccharomyces cerevisiae

Geny kodujace ubikwityne

UBIT (YIL148W)

Koduje biatko ubikwityna-L40A (sktadnik podjednostki 60S rybosomu) [93]

UBI2 (YKR094() Koduje biatko ubikwityna-L40B (sktadnik podjednostki 60S rybosomu) [93]
UBI3 (YLR167W) Koduje biatko ubikwityna-S31 (sktadnik rybosomu) [93]
UBI4 (YLL0390) Koduje prekursorowa forme pentameru poliubikwityny (Stlétii):ilg)enu ubikwityny powtdrzone bez przerw w uktadzie ,head-
Biatka E1 Charakterystyka
Ubat Enzym aktywujacy ubikwityne; taczy sie z terminalng glicyna ubikwityny poprzez wysokoenergetyczne wiazanie tioestrowe;

aktywacja wymaga ATP; biatko niezbedne do zycia komérki [81]

Biatka koniugujace/ E2/ UBC

Charakterystyka

Ubcl Zwiazane z biogeneza wakuoli, ERAD, kontrolg jakosci biatek jadrowych, degradacja proteasomalng [109]
Ubc2/Rad6 Zwiazane z procesami naprawy DNA, regulacja histonu H2B, N-end rule degradacja biatek [56]
Ubc3/Cdc34 Regulacja cyklu komérkowego; niezbedne do zycia komdrki

Ubc4 Kontrola jakosci biatek poza jadrem, zwigzane z odpowiedzig na stres [108]

Ubcs Podobne do Ubc4, ekspresja gtdwnie w fazie stacjonarnej [108]

Ubc6/Doa2 Zlokalizowany na btonie ER; zwiazany z ERAD; zwiazany z degradacja proteasomalng [35]

Ubc7 Iwigzany z ERAD [35]

Ubc8 Reguluje glukoneogeneze [98]

Ubc10 Zlokalizowany w peroksysomach, niezbedny do biogenezy peroksysomdw [25]

Ubc11 [122]

Ubc12 E2 dla Rub1 (ubiquitin-like protein) [73]

Ubc13 Zwigzany z naprawa DNA; tworzy heterodimer z Mms2 [19]

Deubikwitynazy Charakterystyka
Ubp1 Zlokalizowane w ER i cytoplazmie [120]
Ubp2 Homeostaza K63 w stresie osm9tycznym;.deubikv.vityn.acja.RspS; zwiqzar?e z sortowaniem biatek btonowych [14,64]; zwiazany
z ubikwitynacja PCNA i replikacja DNA [3], zwiazany z regulacjg ART [50]

Ubp3 Zlokalizowany w cytoplazmie; tworzy kompl.eks z Bre5; zwiqzany z rfegula(jq transportu miedzy ER i Golgi; zwiazany

z odpowiedzia na stres replikacyjny [14,119]
Doad/Ubpd Deubikwitynacja biatek z pecherzykow MV!B; Zwi3zany z d(.egra.dach blia’f(?k b%on(?wych; niezbedny do recyklingu Ub [94,103];

zwiazany z odpowiedzig komérki na rtec [53]

Ubp5 Zlokalizowany w miejscu paczkowania [130]

Ubp6 Iwiazany z degradacja proteasomalng; zwigzany z recyklingiem Ub [39]; zwiazany z odpowiedzig komérki na rte¢ [53]

Ubp7 Zlokalizowany w cytoplazmie; powiazany z naprawa DNA przez rekombinacje [18]; zwiazany z endocytoza [125]

Ubp8 Deubikwitynuje histon H2B [80]

Ubp9 Zwiazany z transportem biatek btonowych; wchodzi w interakcje z Duf1 [15]

Ubp10 Zlokalizowany w jadrze; reguluje PCNA [33]
Ubp11 4]

Ubp12 Zlokalizowany w jadrze i cytoplazmie [4]

Ubp13 Zwiazany z odpowiedzig komérki na rtec [53]

Ubp14 Zwiazany z degradacje Fbp1[102], zwigzany z odpowiedzig komérki na rtec [53]

Ubp15 Wptywa na progresje cykIL! komérkowego w.fazie.G1/.S [92]; zwiqzapy z 0dpowiedzi~q komérki na rtec¢ [53]; zwiazany

z ubikwitynacja PCNA i replikacja DNA [3]; zwiazany z regulacjg ART [50]
Ubp 16 Mitochondrialne [62]; zwiazany z ubikwitynacja PCNA i replikacja DNA [3]

Otul Wchodzi w interakcje z Cdc48 [104]; zwiazany z regulacja odpowiedzi na stres replikacyjny [119]

Otu2 Zwiazany z rybosomami; zwigzany z requlacjg odpowiedzi na stres replikacyjny [119]

Rpn11 Metalopeptydaza zwigzana z deubikwitynacja i degradacja biatek w proteasomie [123]
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dacyjnych mozna sie dopatrywaé w sekwencjach
rozpoznawanych przez ligazy E3, np. Rsp5 ma domeny
WW, mogace wigzac sie do bialek z motywem PY [136],
by¢ moze w ten sposdb bezposrednio rozpoznaje uszko-
dzone biatka.

Proces ubikwitynacji jest odwracalny. Czasteczki ubi-
kwityny ulegaja recyklingowi po rozcieciu wigzania
izopeptydowego miedzy resztg lizynowa substratu
a glicynowa ubikwityny. Za uwolnienie ubikwityny sa
odpowiedzialne swoiste izopeptydazy nazywane deu-
bikwitynazami (DUBs, deubiquitinating enzymes) [4].
U drozdzy S. cerevisiae zidentyfikowano dotychczas kil-
kanascie deubikwitynaz (tabela 1). Aktywno$¢ DUB
jest potrzebna nie tylko do uwalniania ubikwityny ze
znakowanego substratu, lecz réwniez do uzyskania
nowych czasteczek przez obrabianie produktéw gendw
Ubil-Ubi4, kodujacych fuzyjne biatka potaczonej ubi-
kwityny i rybosomalnych biatek L40 i S31 [29]. Rola
deubikwitynaz w regulacji proceséw komérkowych jest
obecnie szeroko badana. Ubikwitynacja biatek btony
umozliwia ich endocytoze i degradacje wakuolarng
Wiekszos¢ biatek wystepujacych wewnatrz komdérki jest
degradowana w proteasomach w cytoplazmie lub jadrze.
Szacuje sie, ze u drozdzy przynajmniej 80% proteaso-
méw wystepuje w jadrze, gdzie za ubikwitynacje wadli-
wych biatek (réwniez cytoplazmatycznych) odpowiada
ligaza San1 [6,105]. W zupelnie inny sposéb sa prote-
olizowane biatka btony komdrkowej. Zbedne komérece,
wykorzystane lub uszkodzone biatka, przez endocytoze
i sortowanie do ciat wielopecherzykowych, docieraja do
wakuoli/lizosomu, gdzie sg degradowane z fragmentami
blony (ryc. 3). Wczesniej biatko musi zostaé rozpoznane
przez ligaze E3 lub adaptor [89] i ubikwitynowane, co
umozliwia internalizacje dzieki rekrutacji biatek endocy-
tarnych, cho¢ opisana zostata réwniez endocytoza nie-
zalezna od ubikwitynacji [21]. Wiele z bialek bioracych
udziat w endocytozie i sortowaniu do endosoméw ma
domeny wigzace ubikwityne (UBDs, ubiquitin binding
domains). Adaptory Ent1, Ent2 i Edel rozpoznaja biatka
znakowane do degradacji i umozliwiaja jego interakcje
z maszynerig endocytarng [40]. Powstaje tzw. wczesny
endosom i na tym etapie mozliwy jest jeszcze recykling
biatka, ktére po deubikwitynacji moze zosta¢ skierowane
z powrotem do btony komérkowej bezposrednio lub
przez TGN (trans-Golgi network) [51]. W innym wypadku
nastepuje rekrutacja komplekséw ESCRT (endosomal
complex required for transport), ktére odczytuja ubi-
kwitynacje jako sygnat sortowania do ILVs (intraluminal
vesicles), pecherzykédw powstajacych po wpukleniu sie
blony do wnetrza endosomu. Pézny endosom zawiera-
jacy wiele ILVs nazwano cialem wielopecherzykowym
(MVB). Formacja ILVs wymaga aktywnosci pieciu kon-
serwatywnych ewolucyjnie endosomalnych komplek-
séw sortujacych ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III
i ESCRT-IV. U drozdzy S. cerevisiae w sktad komplekséw
wchodza biatka: ESCRT-0 (Vps27, Hsel), ESCRT-I (Vps23,
Vps28, Vps37, Mvb12), ESCRT-II (Vps36, Vps22, Vps25),
ESCRT-III (Vps20, Snf7, Vps24, Vps2, Vps60, Did2) i Vps4-
AAA-ATPazy (Vps4, Vtal). Biatka komplekséw ESCRT

0/1/11 wchodza w interakcje z ubikwitynowamymi
biatkami wykorzystujac motywy interakcji z ubikwityna
(UIM, ubiquitin-interaction motif) [52]. Wigza sie do ubi-
kwityny przez reszte 1le44 i z nig sasiadujace, uniemoz-
liwiajac jednoczesna interakcje wielu ESCRTs z jedna
czasteczka ubikwityny [129]. Tworzenie ILVs rozpoczyna
rozpoznanie ubikwitynowanego tadunku (cargo) i przy-
taczenie sie ESCRT-0 do endosomu. Na nakierowanie
ESCRT do endosomu wplywa oddzialywanie z lipidami
btony komérkowej. Podjednostka Hrs/Vps27 ESCRT-0
zawiera domene FYVE, ktdra swoiscie wigze trifosforan-
fosfatydyloinozytolu (PtdIns(3)P) i umozliwia rekrutacje
kompleksu do btony [99]. Podobnie inne domeny w obre-
bie ESCRT maja swoistg i nieswoista zdolno$¢ wigzania
do réznych lipidéw, np. domena GLUE Vsp26 w ESCRT-
-1 wigze sie do PtdIns(3)P i innych fosfatydyloinozytoli
[34]. ESCRT-0 jest niezbedny do rekrutacji ESCRT-I i ini-
cjuje szlak powstawania MVB. Wykazano, ze réwniez
ligaza Rsp5 wchodzi w interakcje z ESCRT-0, wigzac
motyw PY w podjednostce Hsel, by¢ moze przyktada-
jac sie do zmiany loséw biatka w ostatniej chwili [76].
ESCRT-I z jednej strony kompleksu wigze sie¢ do ESCRT-
0, a z drugiej do ESCRT II, jednocze$nie ESCRT-I i -II
wiazg tadunek, dzieki czemu powstaje region zawiera-
jacy ubikwitynowane biatka i rozpoczyna sie inwagina-
cja blony endosomu [46]. ESCRT-II wigze podjednostke
Vsp20, co umozliwia zlozenie wystepujacego w formie
monomerycznej kompleksu ESCRT-III w cato$é, nato-
miast ESCRT-III odpowiada za zlozenie ILV i oddzielenie
go od btony endosomu. Zanim proces zostanie zakon-
czony, podjednostka Snf7 ESCRT-I1I wigze biatko adapto-
rowe Brol, rekrutujace do miejsca formacji pecherzyka
enzym deubikwitynujacy Doa4, ktéry umozliwia uwol-
nienie i recykling ubikwityny zwigzanej z biatkami
(cargo) przeznaczonymi do degradacji [75]. Gdy zostanie
pomySélnie rozdzielony do pecherzyka wewnatrz MVB,
kompleks Vps4-Vtal o aktywno$ci ATP-azy, rozmonto-
wuje ESCRT-III rozfatdowujac jego podjednostki, ale nie
degradujac ich [131]. Jesli wszystkie cargo zostana posor-
towane, dojrzale MVB ulega fuzji z wakuola i uwalnia
swoja zawarto$¢ do lumen, gdzie poddana jest dziataniu
peptydaz. Dotychczas scharakteryzowano siedem waku-
olarnych proteaz u S. cerevisiae: trzy aminopeptydazy
(Apel, Ape3, Dap2), dwie endopeptydazy (Pep4, Prb1)
oraz dwie karboksypeptydazy (Prc1, Cps1) [43]. Pozwa-
laja na ciecia substratéw, a uzyskane w wyniku prote-
olizy biatek aminokwasy sg transportowane pompami
blony wakuolarnej do cytoplazmy, gdzie zostajg ponow-
nie uzyte do syntezy biatek [57].

KONTROLA JAKOSCI BIALEK BLONY CYTOPLAZMATYCZNE)

System kontroli jako$ci (quality control system) pozwala
na rozpoznanie, oznakowanie i wystanie wadliwych bia-
tek do degradacji. W cytoplazmie opiera sie gléwnie na
rekrutacji biatek szoku cieplnego (HSPs, heat shock pro-
teins), rodziny biatek opiekuficzych (chaperony), kté-
rych gléwnym zadaniem jest rozpoznawanie i wigzanie
sie do odstonietych reszt hydrofobowych biatek, dzieki
czemu promuja prawidtowe faldowanie i zapobiegaja
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toksycznym skutkom agregacji [20]. Chaperony asystuja
w ponownym fatdowaniu uszkodzonych biatek, ale tez
zapobiegaja przedwczesnym zaburzeniom konformacyj-
nym juz w podczas syntezy i umozliwiajg przyjecie pra-
widtowej konformacji po niej [61]. Wigzanie nie wymaga
najczesciej odstoniecia swoistej sekwencji, gdyz istotne
jest szybkie rozpoznanie i eliminacja kazdego nieprawi-
dlowego strukturalnie biatka. Jesli po rozpoznaniu nie
uda sie przywrécié biatka do poprawnej konformacji,
kierowane jest na droge degradacji [20].

Badania mutantéw ssaczych [36,128] i drozdzowych
[37,55,66,72] wykazaly, ze biatka PM z uszkodzeniami
konformacyjnymi zostaja wycofane z btony i sa degra-
dowane w lizosomach/wakuolach. Po raz pierwszy pro-
ces ten opisano dla receptora a-faktora w komérkach
S. cereviasiae [55]. W badaniach wykorzystano wrazliwe
na temperature mutanty ste2-3, w komdrkach ktérych
w temperaturze restrykcyjnej (34°C) receptory po synte-
zie kierowane byty bezposrednio do degradacji w waku-
oli, z pominieciem PM. W temperaturze permisywnej
(24°C) prawidtowo lokalizowaly sie w blonie, jednak po
podwyzszeniu temperatury do 34°C byty kierowane do
proteolizy wakuolarnej [55]. Wykazano w ten sposéb, ze
7le sfatdowane biatka PM podlegaja kontroli jakosci nie
tylko w ER, ale réwniez w samej btonie cytoplazmatycz-
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nej. Nie wiadomo jeszcze, w jaki sposéb rézne defekty
pozwalaja na rozpoznanie konkretnego substratu przez
system kontroli jako$ci. Badania drozdzowego mutanta
H+-ATPazy blonowej Pmal ze zmianami w jednej
z domen cytoplazmatycznych (A165G i V1971) wskazaty
obecno$¢ takich systeméw na poziomie btony komdr-
kowej i potwierdzily wakuolarne przeznaczenie wadli-
wych form Pmal [37,84]. U wrazliwego na temperature
mutanta pmal-10 w warunkach restrykcyjnych (37°C)
nowo zsyntezowane i pomyslnie dostarczone do btony
cytoplazmatycznej kopie Pmal-10 byly od razu degra-
dowane w wakuoli [37], podczas kiedy okres pétrozpadu
natywnej formy biatka wynosi okoto 11 godzin [17].

ZALEZNY OD CHAPERONOW SYSTEM KONTROLI JAKOSCI
BIALEK BEONOWYCH

W badaniach komérek ssaczych [8,9,91] zauwazono, ze
w kontrole jako$ci biatek btony komérkowej sg zaanga-
zowane te same elementy, ktére biorg udziat w kontroli
biatek cytoplazmatycznych. Pierwszg identyfikacje cha-
perondéw bioracych udziat w PM QC umozliwita konstruk-
cja chimery CD4 z temperaturowo wrazliwym wariantem
domeny faga A, ktéry ulega rozfatdowaniu w podwyzszo-
nej temperaturze [9]. Rozwijanie zlokalizowanego w bto-
nie cytoplazmatycznej chimerycznego biatka CD4tl-Ac

N

endosom

I"M biatko bfonowe
] ubikwityna

Ryc. 3. Zbedne biatka btonowe s3 ubikwitynowane, a nastepnie przez endocytoze i sortowanie do ciat wielopecherzykowych docieraja do wakuoli/lizosomu, gdzie s

degradowane z fragmentami btony
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wywotywato rekrutacje biatek opiekuticzych Hsp40o/
Hsp70/Hsp90 oraz komplekséw E2- E3 (w tym CHIP);
nie dziato sie tak w dzikiej wersji domeny A. Podobna
kontrola jako$ci obejmowata zmutowane formy recep-
toréw wazopresyny V2 i dopaminy D2.2 [9]. Giéwna
role chaperonéw wykazano réwniez w nalezacym do
rodziny ABC transporteréw receptorze CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator), kanatu
chlorkowego, ktérego mutacje sa przyczyng mukowi-
scydozy [59]. Rekrutacja Hsp70 i Hsp90 okazata sie nie-
zbedna do ubikwitynacji przez ligaze CHIP (C-terminus
of Hsc70-interacting protein) i eliminacji niefunkcjonal-
nego wariantu AF508-CFTR z blony cytoplazmatycznej
[91]. Biatka chaperonéw Hsp i ligaza ubikwityny CHIP
nie wchodza w interakcje z natywnymi formami CFTR,
uczestnicza natomiast w cytoplazmatycznej kontroli
jakosci rozpoznajac i kierujac do degradacji wadliwe
postaci biatka btony komérkowej [8,22,82,91]. Wyka-
zano w ten sposdb, ze ligaza CHIP jest gtéwnym elemen-
tem taczacym chaperony z systemem kontroli jako$ci
[82]. N-koricowa cze$¢ biatka CHIP zawiera domene TPR
(tetratricopeptide repeat), ktéra umozliwia wigzanie
do sekwencji EEVD chaperonéw Hsp70 i Hsp90, a po
stronie C-korica znajduje sie domena U-box, ktdra jest
odpowiedzialna za interakcje CHIP z koniugujacymi ubi-
kwityne enzymami E2 [135]. Wydaje sie wiec, ze réwniez
w przypadku btony komdérkowej biatko eksponujace
reszty hydrofobowe do cytoplazmy jest wiazane przez
Hsp70/Hsp90. Jesli nie powiedzie sie powtérne fatdowa-
nie do kompleksu przytacza sie przez TPR ligaza CHIP,
ktéra rekrutuje E2 i ubikwitynuje biatko, kierujac je tym
samym do degradacji. Réznica tkwi w preferencji CHIP
do poliubikwitynacji - w przypadku biatek btony cyto-
plazmatycznej gtéwnie tworzy taricuchy poli-Ub faczone
przez K63 [8,9], co jest sygnatem sortowania do MVB
i degradacji lizosomalnej, a w przypadku biatek cytozo-
lowych taficuchy ubikwityn sa tworzone przez K48 [131],
a to kieruje substrat do proteasomu. Podobnego systemu
QC angazujacego chaperony nie udato sie zidentyfiko-
waé w komérkach drozdzowych. W badaniach wyizolo-
wano temperaturowrazliwe mutanty Ura3 i podobnie jak
CD4tl-Ac w komérkach ssaczych [9], wykorzystano zmu-

c2 Ww1

W2

towang domene faga A [70]. Mimo rozwinietych domen
cytoplazmatycznych badane biatka (po opuszczeniu
ER i ulokowaniu w blonie komérkowej) nie zostawaty
rozpoznane i nie ulegaly degradacji. Obserwacja jest
zaskakujaca o tyle, ze uszkodzone rejony hydrofobowe
potencjalnie byly narazone na dziatanie cytoplazma-
tycznego systemu QC. Cho¢ drozdze nie majg homologa
biatka CHIP, podobne funkcje petnia dwie ligazy ubi-
kwityny - Ubr1 i San1, wspdtpracujac z chaperonami w
obrebie cytoplazmy ijadra [44]. By¢ moze wiec w komér-
kach drozdzowych wystepuje odrebny system kontroli
jakosci biatek btony komérkowej, niezalezny od rekruta-
cji biatek opiekuriczych. Wykazano, Ze za ubikwitynacje
wiekszosci biatek PM u drozdzy S. cerevisiae odpowiada
ligaza Rsp5, ktéra nie oddziatuje z biatkami chaperono-
wymi [24].

Ligaza ubikwityny Rsps i sie¢ Rsps-adaptor

Rsp5 jest E3 ligaza ubikwityny nalezacg do rodziny
Nedd4, jedyng dotychczas zidentyfikowana drozdzowa
ligazg ubikwitynujaca biatka btonowe. W strukturze
Rsp5 wyrdzni¢ mozna N-koricowa domene C2, ktéra
wykazuje interakcje z wieloma biatkami i fosfolipidami
[86], a takze z C-koficowg domene katalityczng HECT,
umozliwiajaca przekazywanie ubikwityny z enzymu
koniugujacego E2 na substrat (ryc. 4) [54]. Interakcje
z substratami zapewnia obecno$¢ trzech 40-aminokwa-
sowych domen WW, zawierajgcych dwie konserwatywne
reszty tryptofanowe [134], ktére moga sie wigzaé do bia-
tek zawierajacych bogaty w proliny motyw PPxY (PY),
np. mediatoréw ART [136] i substratéw (ENaC) [23]. Ubi-
kwitynacja biatek blonowych przez Rsp5 jest sygnatem
do ich internalizacji w procesie endocytozy [22], jednak
Rsp5 (podobnie jak jej ssaczy homolog Nedd4) petni réw-
niez role w czasie szoku cieplnego, znakujac biatka cyto-
zolowe do degradacji proteasomalnej [28]. Gdy substrat
ulega rozfaldowaniu, moze wyeksponowaé powszechny
wéréd biatek motyw PPxY, ktéry jest rozpoznawany
przez domeny WW. Ligaza ubikwityny Rsp5 preferuje
budowanie taricuchéw poli-Ub przez K63 [60].

Rsp5

COOH

WW3 HECT

Ryc. 4. Struktura ligazy ubikwityny Rsp5. W biatku Rsp5 wyznaczono obecno$¢ domen WW (interakja z substratem lub adaptorem), C2 (interakgja z fosfolipidami) i

HECT (domena katalityczna)
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W przypadku biatek Fur4, Gapl obserwowano zalezna
od Rsp5 ubikwitynacje i internalizacje mimo braku
w sekwencji tych biatek motywu PPXY [69]. Wykazano, ze
Rsp5 moze by¢ naprowadzana na blonowe substraty przez
tzw. biatka adaptorowe. Dotychczas zidentyfikowano kil-
kanascie biatek petniacych funkcje adaptoréw Rsps.
Wiekszoé¢ z nich nalezy do rodziny a-arestyn [97], okre$la
sie je jako adaptory ART (arrestin-related trafficking ada-
ptors). Do grupy adaptoréw Rsp5 zakwalifikowano réw-
niez drozdzowe biatka Bul1, Bul2, Bsd2 [45,48,133], Ear1,
Ssh4 [68], Trel i Tre2 [115] (tabela 2). Biatka te posred-
niczg w rozpoznawaniu i ubikwitynacji biatek btonowych
[136], sprawuja wiec wazng role w remodelingu btony
komérkowej [88,89]. Degradacja wielu bialek PM jest
odpowiedzia adaptacyjna na rézne zmiany srodowiskowe,
np. stres glodowy [57]. Taka regulacja ma na celu przy-
stosowanie komérki do nowych warunkéw i moga w niej
uczestniczy¢ swoiste adaptory ART [77], ich funkcja nie
ogranicza sie wiec do kontrolowania jakosci biatek. Dotad
do rodziny ART zakwalifikowano dziesie¢ biatek (Art1-10)
wykazujacych podobieristwa w funkgji i budowie domeno-
wej [74,88,89] (tabela 2). Wykazano réwniez, ze wiekszo$¢
z nich (wlaczajac Bul1,2 [83,90], Art1-Art8, Art10 [74,88])
ma motyw PPxY, ktéry umozliwia wigzanie do ligazy
Rsp5 przez domeny WW (wyjatkiem jest Art9 niemajace
motywu PPXY) [74].

Szok cieplny i inne czynniki proteotoksyczne (np. eta-
nol, DTT, diamid) indukuja wzmozong endocytoze
i degradacje biatek btonowych, co wiaze sie z elimi-
nacjg uszkodzeh w obrebie btony komérkowej [136].
Komdrki ekspresjonujgce zmutowane w obrebie domen
WW biatko rsp5-ww2 i rsp5-ww3 wykazywaly znacz-

Tabela 2. Adaptory dla ligazy ubikwityny Rsp5

nie zwiekszong wrazliwo$¢ na temperature i nie mogty
rosng¢ w temperaturze 38°C, natomiast utrata inte-
rakcji Rsp5-ART powodowata akumulacje rozfatdowa-
nych bialek w PM, co za tym idzie utrate integralnosci
blony i $mier¢ komérki [136]. Wskazuje to na wazna role
domen WW Rsp5 wchodzacych w interakcje z biatkami
adaptordw, i ze to wlagnie mediatory sg odpowiedzialne
za rozpoznawanie uszkodzonych, zbednych lub
wykorzystanych biatek blonowych, ktére nastepnie sa
ubikwitynowane przez Rsp5 [28].

Dotychczasowe badania wskazuja na specyfike substra-
towa mediatoréw ART. Biatka ART regulujg endocytoze
i degradacje réznych transporteréw blonowych, choé
ich funkcje moga sie na siebie naktadaé. Zaobserwowano
réwniez, ze dany substrat moze by¢ rozpoznawany przez
rézne ART w zalezno$ci od warunkéw. Przyktadowo Art4
w prawidtowych warunkach (obecno$¢ glukozy) posred-
niczy w regulacji Hxt6, ale w warunkach stresowych
internalizacja tego transportera wymaga aktywno$ci
Art8 [88,136]. Artl przy wspdtpracy z Art2 posredni-
czy w endocytozie i degradacji Tat2 i Fur4, samo odpo-
wiedzialne jest za regulacje endocytozy m.in. permeaz
metioniny Mup1, argininy Can1 i lizyny Lyp1 [74,88,136].
Artl uczestniczy w degradacji wielu blednie fatdowa-
nych biatek blony komérkowej w warunkach stresu
cieplnego [24].

W temperaturze 38°C Artl sa transportowane do btony
komdérkowej i choé nie posrednicza w indukowanej
szokiem cieplnym degradacji wakuolarnej wiekszosci
badanych biatek bltonowych, delecja Aart1 wykazywata
podobna wrazliwo$¢ do mutantéw rsp5-ww2 i rsp5-ww3

Adaptory Charakterystyka
Art1/Ldb19 Zlokalizowany w btonie komdrkowej; regulacja endocytozy [75]
Art2/Ecm21 Zlokalizowany w btonie komdrkowej; regulacja endocytozy [89]
Art3/Aly2 Reguluje endocytoze biatek btonowych, reguluje sortowanie Gap1 w odpowiedzi na czynniki odzywcze [43]
Art4/Rod1 Zlokalizowany w btonie komérkowej; requlacja endocytozy [7]
Art5 Zwiazany z endocytoza biatek btonowych [75]
Art6/Aly1 Regulacja endocytozy; sortowanie biatek w odpowiedzi na czynniki odzywcze [43]
Art7/Rog3 Regulacja endocytozy [89]
Art8/Csr2 Regulacja endocytozy; reguluje uzycie niefermentowalnych Zrddet wegla [89]
Art9/Rim8 Niezbedny do wzrostu w warunkach anaerobowych; zwiazany z odpowiedzia na zmiany pH [89]
Art10 Zlokalizowany w cytoplazmie; nadekspresja powoduje oporno$¢ na arsenin [117]
Bul Regulacja sortowania permeaz aminokwaséw z btony do wakuoli [46, 134]
Bul2 Funkcjonalny homolog Bul1 [134]
Bsd2 Reguluje transport metali przez btone; reguluje wakuolarng degradacje Smf1 [49]
Ear1 Reguluje segregowanie biatek btonowych do MVB [69]
Ssh4 Reguluje segregowanie biatek bfonowych do MVB [69]
Tre1 Zlokalizowany w btonie komdrkowej; wchodzi w interakeje z Bsd2; reguluje wakuolarng degradacje Smf1[116]
Tre2 Zlokalizowany w btonie komdrkowej; wchodzi w interakeje z Bsd2; reguluje wakuolarng degradacje Smf1[116]
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[136]. Sieé Rsp5-ART jest wiec niezbedna do ochrony
komorki przed toksycznymi skutkami akumulacji biatek
blony komérkowej i jest gtéwnym sktadnikiem systemu
kontroli jako$ci (QC) btony komérkowej. Réznorodnosé
oddziatywari ART z wieloma substratami wyjasnia w jaki
sposéb oddziatywanie ART-Rsp5 nadaje ligazie Rsp5 swo-
isto§¢ substratowg. Wciaz nie wyjasniono jednak w jaki
spos6b poszczegblne substraty blonowe sa rozpozna-
wane przez biatka adaptoréw. Adaptory Bsd2, Ear1, Trel,
Artl, Art2, Art3, Art6, Art8 same ulegaja zaleznej od Rsp5
ubikwitynacji. Nie ustalono, czy w tym przypadku ubi-
kwitynacja potrzebna jest do regulacji aktywnosci tych
adaptordéw; wykazano jednak, ze ta modyfikacja wptywa
na prawidtowg ich lokalizacje [65].

SYSTEM LID - DEGRON W ROZPOZNAWANIU SUBSTRATU
PRZEZ RSP5-ADAPTOR

Podstawowym i najgroZniejszym problemem narastaja-
cym przy akumulacji uszkodzonych lub zbednych biatek
PM, jest tworzenie sie poréw w komérce. Rozfatdowane
biatka zawierajace wiele domen transmembranowych
moga tworzy¢ pory powodujgce utrate integralnosci btony
komérkowej, co prowadzi do $mierci komdrki. Wyka-
zano, ze oméwione wczesniej chaperonowe systemy moga
rozpoznawa¢ dtugie rozfaldowane regiony eksponowane do
cytoplazmy [9,91], ale nie wiadomo w jaki sposéb miatyby
kontrolowa¢ jako$¢ transmembranowych (lub zewnatrz-
komérkowych) domen, ktdre nie zostaly do niej wycofane.
W drozdzowym systemie Rsp5-ARTs regulacja niektérych
transporteréw btonowych w warunkach prawidtowych
(np. obecnosci substratu) i stresowych zajmuja sie te same
adaptory - np. Art2 reguluje degradacje transportera ura-
cylowego Fur4 w obecnosci uracylu, ale takze po ekspozycji
na cykloheksymid (cho¢ inne ARTs moga komplementowaé
brak jego aktywno$ci) [89]. Dalsze badania Fur4 doprowa-
dzity do odkrycia tzw. systemu LID-degron.

Fur4 zawiera 12 domen transmembranowych i jest
transporterem wtérnym. Operuje wykorzystujac mecha-
nizm naprzemiennego dostepu (AAM, alternating acces
mechanism) - przytaczenie substratu powoduje nie-
wielkie zmiany konformacyjne, ale podczas translokacji
dochodzi do przesuwania sie rejonéw transbtonowych
wzgledem siebie [32]. W tym przypadku uracyl jest
wiazany po stronie zewnatrzkomérkowej, zamykany
w transporterze i nastepnie uwalniany do cytoplazmy
tak, by nie doprowadzi¢ do otwarcia transportera po obu
stronach btony. Wysokie stezenie uracylu indukuje szyb-
kie zmniejszenie ilo$ci biatka Fur4 w blonie i degradacje
wakuolarng [106], do czego jest potrzebna (katalizowana
przez Rsp5) ubikwitynacja dwéch reszt lizynowych po
stronie N-kofica, sasiadujacych z sekwencjg PEST [78]. Te
same reszty podlegajg ubikwitynacji réwniez w warun-
kach stresowych (np. obecno$¢ cykloheksymidu; reakcja
réwniez katalizowana przez Rsp5) i w obu przypadkach
w indukcji endocytozy Fur4 mogg braé udziat te same
ARTs. Wyttumaczeniem tego, w jaki sposdb system ART-
-Rsp5 rozpoznaje zaréwno natywne, jak i rozfaldowane
postaci biatka Fur4, wydaje sie system LID-degron [58].

LID (loop interaction domain) jest domena zbudowang
z 20 reszt aminokwasowych poprzedzajacych pierwsza
domene transmembranowa transportera Fur4. Na pod-
stawie analizy strukturalnej homologicznego transpor-
tera wtérnego u Microbacterium liquefaciens - Mhp1 [127]
- zbudowano model, w ktérym LID tworzac wigzania
wodorowe wchodzi w interakcje z wszystkimi petlami
cytoplazmatycznymi Fur4, w chwili kiedy z transporte-
rem nie jest zwigzany substrat. Wychwycenie czgsteczki
uracylu powoduje zmiany konformacyjne w regio-
nach transmembranowych, indukujac zerwanie wigzan
miedzy LID a petlami. Dzieki temu odstoniety zostaje
degron, ligaza Rsp5 uzyskuje dostep do reszt lizynowych
i mozliwa staje sie ich ubikwitynacja [58]. Dzialanie
mechanizmu LID-degron tlumaczy réwniez degradacje
indukowang uszkodzeniami; szok cieplny i inne czyn-
niki proteotoksyczne moga zaburzaé strukture trans-
porteréw PM, przez co utracone zostajg interakcje LID
z petlami. Taki model mozna przypisaé nie tylko trans-
porterom, ale wlasciwie kazdemu biatku btonowemu,
ktére przechodzi funkcjonalne zmiany konformacyjne
i degradowane jest przy duzej aktywnosci (koncentracji
substratu) [13]. Rsp5 moze bezpo$rednio rozpoznawal
sygnat do degradacji - jak wykazano moze wigza¢ biatka
cytoplazmatyczne w czasie szoku cieplnego, bez udziatu
mediatoréw [28]. Choé Fur4 nie zawiera motywu PY nie
mozna wykluczy¢, ze wchodzi w innego rodzaju inte-
rakcje z Rsp5. Rekrutacja Rsp5 po odstonieciu degronu
prawdopodobnie odbywa sie za po$rednictwem biatek
ART lub innych, zwigzanych z btong mediatoréw [13].

Najnowsze badania wskazuja, ze zalezna od Rsp5 degra-
dacja permeazy metioniny Mupl1 jest regulowana przez
interakcje biatka Mup1 z arestyng Artl. Rozpoznawany
przez Artl degron znajduje si¢ na N-koricowej cytopla-
zmatycznej czesci biatka Mupl1, tuz przy lizynie K27
i K28, ulegajacej Rsp5-zaleznej ubikwitynacji. Region
rozpoznawany przez Artl obejmuje grupe kwasnych
aminokwaséw (D43, Q49, L54), ktérych zmiana na pozy-
tywnie natadowana arginine blokuje internalizacje
Mup1 [38]. Podobny system regulacji zaobserwowano
w przypadku zaleznej od Art1 degradacji i endocytozy
permeazy argininy Canl, gdzie degron zidentyfikowano
w obrebie grupy kwasnych aminokwaséw na N-koricu
biatka [38].

UBIKWITYNACJA W TERAPII

Odkrycie ubikwityny i wyjasnienie procesu ubikwi-
tynacji byto waznym procesem w biologii molekular-
nej (Nagroda Nobla, 2004). Szybko zaobserwowano, ze
jakiekolwiek zaburzenia proceséw ubikwitynacji pro-
wadzg do zaburzetr w homeostazie proteasomu komér-
kowego i w konsekwencji wielu choréb. Ubikwitynacja
wplywa na regulowanie czasu obecnosci danego biatka
w blonie, bezposrednio reguluje aktywno$¢ takich bia-
tek jak kanaty jonowe, transportery aminokwaséw czy
receptory. Zaburzenia regulacji wplywaja na aktywacje
wewnatrzkomdrkowych szlakéw sygnatowych i maja
rézny wplyw na fizjologie komérki. Obecnie wskazano
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wiele patologii zwigzanych z zaburzeniami ubikwitynacji
biatek btonowych doprowadzajacych do nowotworzenia,
rozwoju chordéb neurodegeneracyjnych i uktadu kraze-
nia, nadci$nienia czy mukowiscydozy [31]. Upo$ledze-
nie aktywnosci ligazy ubikwityny FBW7 w komérkach
ludzkich powoduje nadaktywno$é onkogendw: cykliny
E, Myc, Jun i Notch. Mutacja ligazy ubikwityny c-Clb
powoduje inhibicje ubikwitynacji biatka FLT3, doprowa-
dzajgc do transformacji nowotworowej i biataczki [126].
Zablokowanie w wyniku mutacji ubikwitynacji nabton-
kowego kanatu sodowego ENaC, ktéry odgrywa gtéwna
role w regulacji stezenia sodu, powoduje nadaktywno$¢
tego biatka, co jest gtéwnym czynnikiem rozwoju nadci-
$nienia tetniczego i zespotu Liddle’a [113,114]. Mutacja
kinazy PINK1 blokujaca jego ubikwitynacje doprowadza
do zablokowania mitofagii i rozwoju wczesnej postaci
choroby Parkinsona [96]. Wykazano, ze ubikwityna-
cja odgrywa gtéwna role w regulacji APP i a-amyloidu,
biatek odpowiedzialnych za rozwdj choroby Alzheimera.
Ligaza ubikwityny Nedd4 jest zwigzana z regulacjg trans-
portera blonowego ABCB1, ktéry eksportuje a-amyloid
z komdrek $rédbtonka [1].

PISMIENNICTWO

System ubikwitynacji jest obecnie wykorzystywany
do walki z chorobami. Dotychczas zastosowane tera-
peutyki majace na celu inhibicje ubikwitynacji celuja
w zablokowanie proteasomu. Brak jednak $rodkéw
swoiécie dziatajacych na ubikwitynacje i degradacje
biatek btonowych. Badania wykazaly, ze zmutowana
postaé btonowego kanatu chlorkowego CFTR(AF508)
nie podlega sortowaniu do btony komdrkowej, ale ulega
szybkiej degradacji w systemie ERAD, co doprowadza do
rozwoju mukowiscydozy. Zaobserwowano, ze usuniecie
ligaz ubikwityny RNF5 i RNF185 blokuje degradacje
CFTR(AF508) i pozwala na ponowne prawidlowe
wprowadzanie CFTR do blony, bez wplywu na inne
substraty ERAD [26,121]. Ukierunkowane blokowanie
ligaz ubikwityny mogtoby stworzy¢ szanse na lecze-
nie np. chorych z mukowiscydoza, dlatego tak wazne
jest ustalenie mechanizméw regulujacych ubikwityna-
cje i degradacje biatek btonowych. Wiekszo$¢ informa-
cji o tym systemie czerpie sie z badan prowadzonych na
modelowym organizmie, drozdzach S. cerevisiae.
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