Szlak ubikwityna-proteasom jako cel strategii terapeutycznych

STRESZCZENIE

iekszos¢ bialek wewnatrzkomorkowych Eukaryota degradowana jest z udzialem szla-

ku ubikwityna-proteasom 26S. Multikatalityczne kompleksy proteolityczne, prote-
asomy 268, poprzez degradacje wyznakowanych lanicuchem poliubikwitynowym bialek, sa
zaangazowane w regulacje wielu kluczowych proceséw, takich jak: cykl komérkowy, proli-
feracja i r6znicowanie komoérek, apoptoza, transkrypcja, transdukcja sygnaléw, morfogene-
za, odpowiedz immunologiczna, odpowiedz na stres i inne czynniki zewnatrzkomorkowe,
modulacja receptoréw powierzchniowych, prezentacja antygenu, proteoliza enzymow i bia-
lek regulatorowych, kontrola jakosci bialek w siateczce endoplazmatycznej. Nieprawidlo-
we dzialanie szlaku ubikwityna-proteasom jest przyczyna wielu choréb, w tym nowotwo-
rowych i neurodegeneracyjnych. Stwierdzono udzial degradacji proteasomalnej w rozwoju
odpowiedzi immunologicznej i zapalnej, jak réwniez w schorzeniach wywolywanych przez
patogeny. W ostatnich latach prowadzone sa intensywne badania kliniczne, w ktorych sys-
tem ubikwityna-proteasom stanowi cel dziatan terapeutycznych, zar6wno w odniesieniu do
aktywnosci proteasomoéw, jak i procesu ubikwitylacji czy deubikwitylacji. Zidentyfikowano
specyficzne inhibitory proteasoméw, jak réwniez inhibitory poszczegélnych enzyméw ka-
skady ubikwitylacji biatek oraz enzyméw deubikwitylujacych. Do praktyki klinicznej zo-
stala juz dopuszczona druga generacja inhibitoréw proteasomow.

WPROWADZENIE

W komérkach organizméw eukariotycznych funkcjonuja dwa degradacyjne
szlaki proteolizy wewnatrzkomoérkowej [1,2]:

¢ szlak lizosomalny - mniej selektywny, obejmujacy degradacje bialek endo-
gennych w wyniku endo- lub pinocytozy badz pod wplywem autofagocytozy
czy selektywnego transportu;

¢ szlak pozalizosomalny - bardziej selektywny, obejmujacy procesy proteolizy
zachodzace w cytosolu, przede wszystkim z udzialem proteasoméw 26S, a
takze degradacje bialek przez kalpainy cytosolowe oraz proteolize w obrebie
organelli subkomérkowych.

Lizosomy dtugo byly uwazane za jedyne miejsce degradacji bialek w komor-
kach [3]. W latach 70. XX wieku wykazano jednak, ze réwniez komorki pozba-
wione lizosoméw, takie jak retikulocyty, sa zdolne do skutecznego rozkladu
nieprawidlowych bialek, a procesy te wymagaja energii w postaci ATP, co bylo
wowczas trudne do zrozumienia [4].

Kolejne badania przyczynily sie do wyjasnienia degradacji biatek zaleznej od
energii [5]. Wykazano wowczas udzial ubikwityny jako kofaktora w proteolizie
zaleznej od ATP. Podczas badan zaleznego od ATP systemu proteolitycznego
retikulocytéw, okazalo sie, ze do jego funkcjonowania niezbedny jest termosta-
bilny polipeptyd o masie czasteczkowej 8,5 kDa, ktéry w reakcji wymagajacej
ATP ulegat kowalencyjnemu przytaczeniu do réznych substratéw bialkowych
[6]. Wkrétce udowodniono, ze polipeptyd ten, okreslony mianem APF-1 (ang.
ATP-dependent proteolysis factor 1), czyli ubikwityna, bierze udzial w pozalizoso-
malnej proteolizie w komoérkach organizméw eukariotycznych [7].

W latach 80. XX wieku, podczas badani nad wewnatrzkomérkowym syste-
mem proteolitycznym, wykryto w komoérkach wielu organizméw eukariotycz-
nych niezwykle duza proteaze, tzw. wielokatalityczny kompleks proteinazo-
wy (MPC, ang. multicatalytic proteinase complex) [8]. Opisywany byt on réwniez
przez innych autoréw jako ,alkaliczna proteaza stymulowana przez ATP” lub
,makropaina”. Nastepnie wykazano, ze degradacja bialek na szlaku pozalizoso-
malnym odbywa sie z udzialem tego wielokatalitycznego kompleksu proteoli-
tycznego, ktéry obecnie okresla sie terminem , proteasom”. Historia badar doty-
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czgcych proceséw wewnatrzkomorkowej degradacji biatek
stanowi temat wielu artykuléw przegladowych [1,9,10].

Proteasom nie rozktada przypadkowych biatek, a jedynie
te wytypowane przez komoérke. Kowalencyjne przytaczenie
ubikwityny do biatka substratowego, z utworzeniem fancu-
cha poliubikwitynowego (w wieloetapowym procesie tzw.
ubikwitylacji), jest zasadniczym sygnatem do proteolizy z
udzialem proteasoméw 26S [11,12]. Badania mechanizmu
ubikwitylacji bialek oraz struktury, wiasciwosci i funkcjo-
nowania proteasomu sa intensywnie rozwijane ze wzgledu
na biologiczne znaczenie precyzyjnej kontroli procesu de-
gradacji biatek [13-16]. System ubikwityna-proteasom jest
odpowiedzialny za rozklad bialek waznych dla prawidto-
wego funkcjonowania komorek: enzymoéw regulujacych
szlaki biosyntetyczne, bialek regulujacych przebieg cyklu
komoérkowego, wielu czynnikéw transkrypcyjnych, biatek
kodowanych przez onkogeny i geny supresorowe czy tez
bialek bioracych udzial w odpowiedzi immunologicznej,
jak réwniez bialek strukturalnych. W 2004 roku trzej na-
ukowcy Aaron Ciechanover, Avram Hershko oraz Irvin
Rose otrzymali Nagrode Nobla, w dziedzinie chemii, za
odkrycie zaleznej od ubikwityny proteasomalnej degradacji
biatek wewnatrzkomérkowych.

Proteasomy odgrywaja kluczowga role w regulacji proce-
sow zachodzacych w komérkach, sa one odpowiedzialne za
degradacje okoto 80-90% wszystkich bialek wewnatrzko-
moérkowych [17]. Z tego wzgledu, nieprawidlowe dziatanie
szlaku ubikwityna-proteasom jest przyczyna wielu choréb.
W ostatnich latach prowadzone sa intensywne badania kli-
niczne, w ktérych ten system proteolityczny stanowi cel
dziatari terapeutycznych, zaréwno w odniesieniu do aktyw-
noéci proteasomoéw, jak i systemu ubikwitylacji [14,16,18,
19-26].

KOMPLEKS PROTEASOMU 26S

Proteasom 26S (EC 3.4.25.1) jest ATP-zaleznym, wielo-
katalitycznym kompleksem, o masie czasteczkowej ok. 2,5
MDa, odpowiedzialnym za degradacje biatek wewnatrz-
komoérkowych, o krétkim i dlugim okresie potowicznego
zycia, modyfikowanych za pomoca laricucha poliubikwity-
nowego [12,17,27]. Jego obecnos¢ wykryto w cytoplazmie
oraz w jadrze komoérkowym wszystkich organizméw euka-
riotycznych [28-32]. Stanowi on okoto 1% wszystkich biatek
znajdujacych si¢ w komorce. Przecietna komérka zawiera
okoto 30 tys. proteasoméw.

Kompleks proteasomu 26S (Ryc. 1) sklada sie z prote-
asomu 20S [33,34], tworzacego katalityczny rdzen (CP, ang.
core particle), ktory jest zasocjowany z jednej lub obu stron z
asymetrycznym kompleksem regulatorowym 195 (RP, ang.
requlatory particle), zwanym réwniez PA700 [35]. Powstawa-
nie proteasomu 265 z kompleksow 20S (CP) oraz 19S (RP)
jest procesem zaleznym od ATP [36]. Podczas gdy wyste-
powanie komplekséw proteasomowych 26S stwierdzono
jedynie u Eukaryota, to niezalezne od ATP proteasomy 20S
wykryto, poza komoérkami organizméw eukariotycznych,
réwniez u Archaebacteria i niektérych Eubacteria [37].
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Rycina 1. Struktura proteasomu 26S.

RDZEN KATALITYCZNY - PROTEASOM 20S

Proteasomy 20S Eukaryota zawieraja 14 r6znych, ale spo-
krewnionych podjednostek, ktére na podstawie podobien-
stwa sekwencji klasyfikowane sa jako podjednostki typu
a lub typu B [37]. Struktura proteasomu 20S ma charakter
konserwatywny, pomimo wzrastajacej w toku ewolucji zto-
zonosci w skladzie podjednostek. Wiekszoé¢ proteasomow
20S u Prokaryota zbudowana jest z dwéch rodzajéw podjed-
nostek: ai B [33,34], chociaz u Rhodococcus stwierdzono dwa
typy podjednostek a (al, a2) i dwa typy podjednostek  (B1,
B2) [37]. Budowa eukariotycznego kompleksu rdzeniowego
(CP) zostata opisana na podstawie analizy krystalograficz-
nej oczyszczonych proteasomoéw drozdzy [38].

Proteasom 20S, o masie czasteczkowej 700 kDa, tworzy
cylindryczny kompleks (14,8 nm dtugosci i 11,3 nm szero-
kosci) sktadajacy sie z 28 podjednostek, ktére utozone sg w
cztery wspolosiowe 7-cztonowe pierscienie (Ryc. 1i Ryc. 2).
W strukturze proteasomu 20S mozna wyrézni¢ dwa ze-
wnetrzne pierScienie zbudowane z podjednostek typu a
oraz dwa wewnetrzne pierécienie utworzone przez podjed-
nostki typu {3, ktére lacznie daja kompleks o stechiometrii

C[1~7[3 1-7[31-7C[1~7 [38].

Aktywnos¢ katalityczna proteasomu 20S zlokalizowana
jest jedynie w szesciu podjednostkach typu B - w kazdym
pierécieniu sg to podjednostki p1, p2 i 5. Uformowany
przez dwa wewnetrzne pierécienie podjednostek P kanal
tworzy trzy wydrazenia (polaczone przewezeniami), z kto-
rych srodkowe chroni centra aktywne. Wstep do komory
centralnej ograniczony jest przez waska ,bramke”, two-
rzong przez N-koricowe reszty aminokwasowe podjedno-
stek a. Kanat ten, o $rednicy 13A pozwala na wejscie tylko
rozfaldowanym biatkom. Powyzszy mechanizm zapewnia
calkowita degradacje substratow i zapobiega przypadkowej
proteolizie [31,39].

Ze wzgledu na budowe centrum aktywnego, proteasom
20S zaliczany jest do rodziny biatek okresélanych jako Nth
hydrolazy (ang. N-terminal nucleophile hydrolases), ktérych
wspolna cecha jest centrum aktywne tworzone przez poje-
dyncza reszte aminokwasowaq. Ta sama N-konicowa reszta
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Rycina 2. Schemat proteasomu 26S (A i B) i proteasom 20S (C), opracowany na
podstawie obrazu z mikroskopu elektronowego [144].

dostarcza ugrupowanie nukleofilowe oraz peni funk-
¢je akceptora protonéw [29]. W proteasomie 20S ta reszta
aminokwasowgq jest Thrl. Na podstawie udziatu treoni-
ny w katalizie okreslona zostala odrebna grupa enzymoéw
proteolitycznych, proteinazy treoninowe (wczeéniej znane
byly cztery grupy: proteinazy serynowe, cysteinowe, aspar-
tylowe i metaloproteinazy) [40]. Role treoniny jako katali-
tycznego nukleofilu potwierdzitly miedzy innymi badania
wskazujace, ze delecja N-terminalnej Thrl lub mutacje tej
reszty do alaniny, u drozdzy oraz Archaea, prowadza do
zniesienia aktywnosci proteolitycznej [41].

Wiekszos¢ podjednostek typu B, w przeciwieristwie do
podjednostek typu a, jest syntetyzowana w formie nieak-
tywnych prekursoréw, ulegajacych na drodze ograniczonej
proteolizy procesowi ,dojrzewania” proteasomu, czemu to-
warzyszy uwolnienie reszt centrum aktywnego [42,43]. Pro-
peptydy (o diugosci 4-70 reszt aminokwasowych) usuwane
sa dopiero po zamknieciu podjednostek typu  w obrebie
kompleksu proteasomowego.

U Archaea wszystkie podjednostki  charakteryzuja sie
taka sama budowa, stad w tej grupie organizméw wyste-
puje czternascie identycznych aktywnosci proteolitycz-
nych [44]. Natomiast u Eukaryota, tylko trzy podjednostki
B, sposréd siedmiu podjednostek tworzacych pierscien we-
wnetrzny, wykazuja aktywnosci katalityczne.

Stwierdzone in vitro aktywnosci katalityczne eukario-
tycznych proteasoméw 20S réznig sie miedzy soba specy-
ficznoscia w hydrolizie wigzan peptydowych [31,45,46] i
zostaly one okreslone jako aktywnosci:

e chymotrypsynopodobna (CHTL, ang. chymotrypsin-like)
- zlokalizowana w podjednostce B5 i odpowiedzialna
za hydrolize wiagzania peptydowego utworzonego przez
grupe karboksylowa aminokwaséw hydrofobowych
(Tyr-X, Phe-X, Leu-X);

* trypsynopodobna (TL, ang. trypsin-like) - wystepujaca
w podjednostce B2 i hydrolizujaca wigzania peptydowe
utworzone przez grupe karboksylowa aminokwaséw za-
sadowych (Arg-X, Lys-X);
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* kaspazopodobna (CL, ang. caspase-like), zlokalizowana w
podjednostce B1 i przeprowadzajaca hydrolize wigzania
peptydowego utworzonego przez grupe karboksylowa
aminokwaséw kwasowych, przy czym rozpad wigzania
peptydowego zachodzi czesciej po resztach kwasu aspa-
raginowego niz glutaminowego.

W wielu komérkach narzadéw ukladu immunologiczne-
go stwierdzono obecnosé¢ tzw. immunoproteasoméw, czyli
proteasoméw 20S polaczonych z kompleksem regulatoro-
wym 19S oraz kompleksem PA28 (ang. proteasome activator
28), indukowanym przez interferon y [47,48]. Polaczenie
PA28 z proteasomem odgrywa istotng role w prezentacji
antygenu, gdyz reguluje dlugos¢ peptydéw dla gléwnego
ukladu zgodnosci tkankowej MHC I (ang. major histocom-
patibility complex) [49-51]. W przypadku immunoproteaso-
moéw konstytutywne podjednostki katalityczne: 1, 2 i 5
zastepowane sg przez podjednostki indukcyjne: ip1 (LMP2),
iB2 (MECL-1) oraz i}5 (LMP?) [52]. W komorkach grasicy
powstaja immunoproteasomy szczegélnego rodzaju, tzw.
tymoproteasomy, ktére w rdzeniu katalitycznym, oprécz
podjednostek i1 oraz ip2, zawieraja swoiste podjednostki
tB5 zamiast iB5. Aktywnosé chymotrypsynopodobna t(35
jest nizsza niz konstytutywnych podjednostek 5 (cf35) oraz
iB5 [53].

KOMPLEKS REGULATOROWY 19S5

Kompleksy regulatorowe 19S (RP) sa niezbedne do roz-
poznawania taricucha poliubikwitynowego [33,54], rozfal-
dowywania biatka i jego translokacji do wnetrza rdzenia ka-
talitycznego CP, gdzie biatko substratowe ulega degradacji
[55-57] (Ryc. 3). Wiazanie RP do proteasomu 20S wywoluje
zmiany konformacyjne w strukturze rdzenia katalityczne-
g0, co powoduje otwarcie kanalu wejsciowego uformowa-
nego przez N-konce podjednostek a oraz aktywacje proteaz
[50]. Przez otwarty kanatl, o $rednicy okoto 13 A, rozfatdo-
wane substraty przechodza do miejsc katalitycznych we
wnetrzu proteasomu 20S [58,59].

Kompleksy regulatorowe 19S zawieraja co najmniej 19
réznych podjednostek biatkowych o masach czasteczko-
wych 28-110 kDa [35,53,60,61]. Wsréd nich zidentyfiko-
wano podjednostki wykazujace aktywnosci ATPazowe,
izopeptydazowe oraz wigzace ubikwityne. Podjednostki
o aktywnosciach ATPaz biora udzial w rozfaldowywaniu
substratéw biatkowych przed ich translokacja do rdzenia

Kompleks regulatorowy 195
L Proteasom 20S
= Rozpoznawanietaicucha
poliubikwitynowego * = Niezalezna od ATP
= Rozfatdowywanie substratu * degradacja rozfatdowanych
biatek

=, Bramkowanie” substratu *

i = Rozne centra katalityczne:
= Translokacja substratu

. o CHTL
= Usuwanie ubikwityny

(izopeptydazy) TL
cL

Rycina 3. Funkcje kompleksu regulatorowego 19S i proteasomu 20S (symbol *
oznacza zaleznoé¢ od ATP).
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proteolitycznego [55,62]. Ze wzgledu na pelniong funkcje
okreslano je jako , unfoldases” lub , reverse chaperones”. Pozo-
state podjednostki nie wykazuja aktywnoséci ATPazowych i
sg zaangazowane w rozpoznawanie substratéw biatkowych
niosgcych sygnaly do degradacji, warunkujac selektywnosc¢
proteolizy [33]. Kompleks regulatorowy posiada réwniez
aktywnosci izopeptydazowe, umozliwiajace odigczanie fan-
cuchéw poliubikwitynowych oraz ich ciecie na monomery,
ktére moga by¢ ponownie wykorzystane [63]. W strukturze
kompleksu regulatorowego 19S wyréznia si¢ dwa subkom-
pleksy (Ryc. 1): podstawe (ang. Base) i wieczko (ang. Lid)
[53,61,64,65].

Podstawa kompleksu 19S, przylegajaca do zewnetrznego
pierécienia a, zawiera szeé¢ blisko spokrewnionych podjed-
nostek Rpt (ang. requlatory particle triple-A protein), o aktyw-
nosciach ATPaz, zaliczanych do duzej rodziny bialek AAA
(ang. ATPases associated with a variety of cellular activities):
Rptl/S7, Rpt2/S4, Rpt3/S6a, Rpt4/S10, Rpt5/S6b, Rpt6/
S8. Podjednostki wystepujace u drozdzy oznaczane sa jako
Rpt, natomiast u wyzszych Eukaryota jako S, w oparciu o
ruchliwoéé podczas SDS-PAGE [35]. Podjednostka Rpt5
prawdopodobnie uczestniczy w rozpoznawaniu poliubi-
kwitylowanego substratu [66]. Podjednostka Rpt2 wigze
sie z pierScieniem utworzonym przez podjednostki typu a
i uczestniczy w otwieraniu kanatu oraz wspéluczestniczy
w rozfaldowywaniu substratu i jego translokacji do wne-
trza proteasomu [58,59]. Oprécz ATPaz, w skiad podstawy
kompleksu regulatorowego wchodza jeszcze cztery podjed-
nostki Rpn (ang. requlatory particle non-ATPase), niebedace
ATPazami: Rpnl/S2, Rpn2/5S1, Rpnl0/Sba oraz Rpnl3
(Adrm1) [35,53,61]. Podjednostki Rpnl, Rpnl0 i Rpn13 pel-
nig funkcje receptoréw ubikwityny, rozpoznajacych sub-
strat przeznaczony do degradacji w proteasomie. Ponadto
podjednostka Rpn10 taczy podstawe z wieczkiem.

Wieczko kompleksu regulatorowego 19S sklada sie z
dziewieciu réznych podjednostek nie ATPazowych: Rpn3/
S3, Rpn5/S5, Rpn6/S9, Rpn7/S10a, Rpn8/S12, Rpn9/5S11,
Rpnl11/513 i Rpn12/S14 [31,53,67]. U drozdzy zidentyfiko-
wano dodatkowgq podjednostke Rpn15 (Dss1/Seml) [53,65].
Gléwna rola wieczka jest deubikwitylacja substratow.
Stwierdzono, ze Rpnll dziata jako zalezna od Zn?* metalo-
izopeptydaza zaangazowana w proces deubikwitylacji bia-
tek, ulegajacych degradacji w proteasomach [68,69]. Innymi
enzymami deubikwitujacymi te biatka sa réwniez UCH37
(UCH-L5) (ang. ubiquitin C-terminal hydrolase) i USP6 (u
drozdzy)/USP14 (u ssakéw) (ang. ubiquitin specific protease)
[70]. UCH3Y7 jest integralnym skladnikiem kompleksu regu-
latorowego 19S5 u ssakéw, natomiast brak tego enzymu u
drozdzy.

Podjednostki wieczka wykazuja podobieristwo sekwen-
¢ji do kompleksu sygnalnego COP9 (ang. COP9 signalosome,
CSN), kluczowego regulatora licznych szlakéw sygnalo-
wych oraz kompleksu elF3, inicjujacego translacje u Euka-
ryota [60].

U Archeabacterium stwierdzono wystepowanie kom-
pleksu nukleotydazy aktywujacej proteasom, PAN (ang
proteasome-activating nucleotidase), bedacego homologiem
eukariotycznego kompleksu ATPaz wieczka [71]. Prawdo-
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podobnie jest on prekursorem kompleksu 19S u Eukaryota,
poniewaz stymuluje degradacje biatka przez proteasom 20S
w komoérkach Thermoplasma acidophilum.

DEGRADACJA BIALEK NA SZLAKU
UBIKWITYNA-PROTEASOM

Kowalencyjne przylaczenie ubikwityny (w postaci tan-
cucha poliubikwitynowego) do biatka substratowego jest
zasadniczym [11,54,72], lecz nie wylacznym sygnalem do
proteolizy [73]. Podczas degradacji bialek na szlaku ubikwi-
tyna-proteasom (Ryc. 4) zachodza dwa zasadnicze procesy
[11,12,74]: (1) ubikwitylacja - kowalencyjne przylaczenie
taficucha poliubikwitynowego do biatka przeznaczonego
do degradacji (w procesie modyfikacji biatka ubikwityna
C-koricowa reszta glicyny czasteczki ubikwityny, Gly76,
faczy sie wigzaniem izopeptydowym z grupa e-aminowgq
reszty lizyny biatkowego substratu) oraz (2) rozpoznanie i
degradacja ubikwitylowanych bialek przez kompleks pro-
teasomowy 26S, z jednoczesnym uwolnieniem ubikwityny
przez enzymy deubikwitylujace.

Degradacje biatek wewnatrzkomoérkowych na szlaku
ubikwityna-proteasom wyrdzniaja sposréd innych proce-
sOw proteolizy charakterystyczne cechy [11,12], ktérymi sa:

e zaleznosé od ATP,

* rozpoznawanie substratu poprzez wyznakowanie laricu-
chem poliubikwitynowym,

* bardzo duze rozmiary (2,5 MDa) oraz ztozona budowa
kompleksu proteolitycznego zaangazowanego w degra-
dacje biatek - proteasomu 26S,

* udzial wielu enzyméw posredniczacych w przekazywa-
niu substratu biatkowego do centrum aktywnego prote-
asomu 26S,

* centra aktywne proteasomu utworzone przez N-korico-
wa reszte Thr,

AMP+PP,

—~
I%‘" e
\\\
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Rycina 4. Schemat szlaku ubikwityna-proteasom 26S.
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* miejsca aktywne proteasomu 26S, w przeciwieristwie do
klasycznych proteaz, ukryte sa wewnatrz kompleksu,

* pelna degradacja substratu do krétkich oligopeptydéw
(3-22 reszt aminokwasowych).

UBIKWITYNA

Ubikwityna jest matym, obojetnym, globularnym bial-
kiem o masie czgsteczkowej okoto 8,6 kDa, zbudowanym z
pojedynczego taricucha polipeptydowego, ktérego sekwen-
cja aminokwasowa jest w bardzo duzym stopniu zacho-
wana w ewolugji [75]. Ubikwityna okreslana jest mianem
,wszedobylskiego peptydu” UBIP (ang. ubiquitin immuno-
poietic polypeptide), poniewaz wystepuje ona we wszystkich
typach komorek eukariotycznych, w stanie wolnym lub
tworzac wigzania kowalencyjne z innymi biatkami [76].

Struktura pierwszorzedowa ubikwityny to 76 reszt ami-
nokwasowych, wséréd ktérych bardzo licznie wystepuje
reszta lizyny (K6, K11, K27, K29, K33, K48 i K63). Charak-
terystycznym elementem struktury przestrzennej jest C-
-konicowy fragment faricucha polipeptydowego utworzony
przez cztery reszty aminokwasowe (-Leu-Arg-Gly-Gly),
ktory wystaje z powierzchni czasteczki. Za jego posrednic-
twem, poprzez Gly76, ubikwityna zostaje polaczona z enzy-
mem El, a takze z e-aminowa grupa lizyny biatka przezna-
czonego do degradacji i Lys48 innych czasteczek ubikwity-
ny, z ktérymi tworzy liniowe lub rozgatezione fancuchy za
pomoca wigzan izopeptydowych [72].

Duza zawarto$¢ ubikwityny w kazdej komoérce, zachowa-
na w ewolucji struktura pierwszorzedowa oraz powszechne
wystepowanie u organizmow eukariotycznych swiadcza o
kluczowej roli tego biatka w prawidtowym przebiegu pod-
stawowych proceséw komoérkowych. Najwazniejsza funk-
¢ja ubikwityny jest udzial w zaleznej od ATP pozalizoso-
malnej degradacji bialek, polegajacy na kierowaniu biatka
do degradacji w kompleksie proteasomowym 26S [54,72].

Mono- lub multiubikwitylacja biatek (bez tworzenia tan-
cucha), a takze tworzenie fanicuchéw na reszcie Lys innej
niz reszcie Lys48, moze stanowi¢ sygnat do endocytozy bia-
tek, transportu biatek do lizosoméw lub wakuoli, jak réw-
niez moze regulowac przemieszczanie sie bialek pomiedzy
jadrem a cytoplazma oraz dziatanie wielu biatek uczestni-
czacych w réznych procesach metabolicznych [72,75,77].
Zidentyfikowano réwniez wiele bialek pokrewnych ubi-
kwitynie (UBLs, ang. ubiquitin-like proteins), np. SUMO
(ang. small ubiquitin-like modifier) czy NEDDS8 (ang. neuronal
precursor cell-expressed, developmentally down-requlated), ktére
poprzez C-konicowa reszte glicyny wiaza sie z innymi bial-
kami i biora takze udzial w wielu procesach regulacyjnych,
aich dolaczanie do bialek jest réwnie zlozone jak dotaczanie
ubikwityny [78-80].

PROCES UBIKWITYLAC]I

Przylaczenie ubikwityny do bialka substratowego jest
kaskadowym procesem (Ryc. 4), zachodzacym przy udziale
ATP [72,81,82], katalizowanym kolejno przez nastepujace
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enzymy: E1 - enzym aktywujacy ubikwityne (ang. ubiqu-
itin-activating enzyme), E2 - enzym koniugujacy ubikwityne
(ang. ubiquitin-conjugating enzyme), E3 - ligaze ubikwityno-
wa (ang. ubiquitin ligase).

Enzym E1 jest biatkiem o zachowanej w ewolucji se-
kwencji aminokwasowej, natomiast E2 i E3 sa bardziej zréz-
nicowane [11], w komérkach ssakéw wystepuje okoto 30-40
réznych enzyméw E2 oraz 700-1000 ré6znych enzymoéw E3
[83,84]. Stwierdzono, ze moze réwniez wystepowac dodat-
kowy enzym E4, uczestniczacy w wydluzaniu faricucha po-
liubikwitynowego [85,86].

Proces ubikwitylacji biatka substratowego obejmuje na-
stepujace etapy [72,85]:

e utworzenie w reakcji zaleznej od ATP wysokoenerge-
tycznego wigzania tioestrowego pomiedzy reszta Gly na
karboksylowym koricu ubikwityny (Gly76) a grupa tio-
lowa (-SH) Cys w centrum aktywnym enzymu E1 [E1-
-5~Ub],

* przeniesienie aktywowanej ubikwityny na grupe -SH
reszty Cys w enzymie koniugujacym E2 [E2-S5~Ub],

* przeniesienie ubikwityny z enzymu E2 na grupe e-ami-
nowa wewnetrznej reszty Lys substratu bialkowego, w
reakgji katalizowanej przez ligaze ubikwitynowa E3.

Ligazy ubikwitynowe sg wielopodjednostkowymi kom-
pleksami biatkowymi, w ktérych okreslone podjednostki
biora udziat w rozpoznaniu substratu i dotgczaniu do niego
taficucha poliubikwitynowego (dzieki interakcji z enzymem
E2) lub pojedynczymi polipeptydami, w ktérych specyficz-
ne fragmenty czasteczki pelnig funkcje rozpoznania sub-
stratu i dolaczania do niego taricucha poliubikwitynowego.

Wyréznia sie dwa podstawowe typy ligaz ubikwityno-
wych [87-89]: (1) RING E3 - ligazy z domeng RING finger
(ang. really interesting new gene), katalizujace bezposrednie
przeniesienie na substrat zaktywowanej i powiazanej z en-
zymem E2 ubikwityny oraz (2) HECT E3 - ligazy z dome-
na HECT (ang. homologous to E6-AP C-terminus), w ktérych
przed ostatecznym dotaczeniem ubikwityny do wiasciwego
substratu dochodzi do przeniesienia zaktywowanej ubikwi-
tyny z enzymu E2 na ligaze ubikwitynowa E3 (z utworze-
niem kowalencyjnego intermediatu).

Substrat biatkowy przeznaczony do degradacji zanim
zostanie rozpoznany przez proteasom musi przejs¢ co naj-
mniej cztery cykle enzymatyczne, taficuch poliubikwityno-
wy stanowiacy sygnatl do degradacji zawiera co najmniej
4 czasteczki ubikwityny [54]. Stwierdzono réwniez, ze w
przypadku niektérych biatek pierwsza czasteczka ubikwi-
tyny moze by¢ przylaczana do N-koricowej reszty amino-
kwasowej, a nie do e-aminowej wewnetrznej reszty Lys
substratu biatkowego [1]. Ostatnio wykazano, ze degrada-
¢ja z udziatem proteasoméw 265 moze dotyczy¢ takze pew-
nych monoubikwitylowanych bialek [90]. W poréwnaniu
do biatek ulegajacych poliubikwitylacji, charakteryzuja sie
one mniejsza masa czasteczkowgq, bardziej uporzadkowana
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struktura i zaangazowaniem w specyficznych szlakach ko-
moérkowych.

DEGRADACJA SUBSTRATU I DEUBIKWITYLACJA

Po naznaczeniu substratu laficuchem poliubikwityno-
wym nastepuje jego rozpoznanie przez kompleks prote-
asomu 26S i degradacja. Istnieja jednak biatka, ktére moga
by¢ degradowane przez proteasomy 26S bez uprzedniej
ubikwitylacji [91]. Odpowiednia budowa podjednostkowa
kompleksu regulatorowego 19S warunkuje prawidiowe
ustawienie substratu, tak aby mogt by¢ on rozfatdowany
przez ATPazy tworzace podstawe kompleksu regulato-
rowego. Hydroliza ATP, oprécz rozfatdowywania biatka,
wykorzystywana jest rowniez do otwierania kanatu formo-
wanego przez zewnetrzny pierécienn podjednostek a oraz
do przeniesienia substratu przez otwarty kanal do rdzenia
katalitycznego 20S [39,58,92,93].

Substrat bialkowy, po przedostaniu si¢ do wnetrza ko-
mory proteolitycznej proteasomu 20S, ulega hydrolizie do
matych oligopeptydéw, zawierajacych od 3 do 22 reszt ami-
nokwasowych, dzieki obecnosci szesciu aktywnych miejsc
katalitycznych, po trzy w kazdym pierscieniu podjednost-
kek B [13,92]. Srednia dtugosé¢ peptydéw wynosi od 7 do
9 aminokwaséw. Taka dlugosc osigga okoto 15% powsta-
jacych peptydéw. Peptydy wytwarzane przez proteasomy
maja krotki okres péttrwania. Nie ulegaja one akumulacji
w komorce, lecz dalszej degradacji przy udziale innych
proteaz i aminopeptydaz. Cze$¢ powstajacych peptydéw
jest transportowana do siateczki endoplazmatycznej, a na-
stepnie jest prezentowana na powierzchni komoérki przez

MHC 1[11].

Ubikwitylacja bialek docelowych jest procesem odwra-
calnym. Larnicuch poliubikwitynowy musi zosta¢ usuniety
z degradowanego bialka przed translokacja substratu do
komory proteolitycznej rdzenia proteasomu [94]. Usuniecie
taficucha poliubikwitynowego, poprzez hydrolize wigza-
nia amidowego miedzy biatkiem i C-konicowq reszta Gly
czgsteczki ubikwityny, moze nastepowac réwniez w przy-
padku, gdy substrat zostal nieprawidtowo ubikwitylowa-
ny [11]. Laricuchy poliubikwitynowe odciete od biatek, sa
nastepnie degradowane przez enzymy deubikwitylujace
(DUBs, ang. deubiquitinatig enzymes), a ubikwityna ponow-
nie wykorzystana na szlaku ubikwityna-proteasom [94,95].
W komoérkach Eukaryota stwierdzono ponad 100 réznych
enzyméw deubikwitylujacych, nalezacych do szeéciu ro-
dzin, z ktérych najwazniejszymi sa: USPs (ang. ubiquitin-
-specific proteases; specyficzne proteazy ubikwityny) i UCHs
(ang. ubiquitin C-terminal hydrolases; C-koricowe hydrolazy
ubikwityny) [83,95,96]. Proteazy z rodziny USPs uczestni-
czg w odcinaniu czasteczek ubikwityny od poliubikwity-
nowych ladcuchéw, a takze katalizuja hydrolize wiazan
izopeptydowych miedzy ubikwityna a bialkiem substrato-
wym. Rodzina UCHs, obejmuje, podobnie jak USPs, pro-
teazy cysteinowe, ktére odcinaja m.in. krétkie peptydy od
C-korica ubikwityny. Pozostate rodziny to OTUs (ang. ovar-
ian tumor proteases), M]Ds/Josephins (ang. Machado-Joseph
disease domain proteases), MINDY (ang. motif interacting with
ubiquitin-containing novel DUB family) oraz JAMMs (JAB1/
MNP/MOV34). Z wyjatkiem enzymoéw deubikwitylujacych
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z rodziny JAMMs, obejmujacej zalezne od jonéw Zn*" me-
taloproteazy, pozostale DUBs naleza do proteaz cysteino-
wych.

Enzymy deubikwitylujace pelnig wazna role w regulacji
szlaku ubikwityna-proteasom, gtéwnie poprzez usuwanie
z biatek substratowych czasteczek ubikwityny i faricuchow
poliubikwitynowych. Ponadto DUBs odpowiadajg za po-
wstawanie funkcjonalnej ubikwityny z jej prekursoréw oraz
rozcinaja wolne faricuchy poliubikwitynowe, uwalniajac
monomery ubikwityny [83,95,96].

ROLA SZLAKU UBIKWITYNA-PROTEASOM
W REGULACJI PROCESOW KOMORKOWYCH:
POTENCJAL TERAPEUTYCZNY

Obecnoéc szlaku proteasomalnej degradacji bialek wyka-
zano dotychczas w komérkach zwierzat [11], roslin [30,97]
oraz grzybow [98-100]. Dzieki zastosowaniu specyficznych
inhibitoréw proteasoméw wykazano udziat tych ztozonych
komplekséw proteolitycznych nie tylko w degradacji biatek
wewnatrzkomérkowych krétko zyjacych, lecz takze biatek
o dlugim okresie péttrwania oraz zaangazowanie proteaso-
moéw w wiele mechanizméw regulujacych kluczowe proce-
sy, takie jak: cykl komérkowy, proliferacja i ré6znicowanie
komérek, apoptoza, transkrypcja, transdukcja sygnalow,
morfogeneza, odpowiedZ immunologiczna, odpowiedZ na
stres i inne czynniki zewnatrzkomérkowe, modulacja recep-
toréow powierzchniowych, prezentacja antygenu, proteoliza
enzyméw i bialek regulatorowych, kontrola jakosci biatek
w siateczce endoplazmatycznej (ERAD, ang. endoplasmic re-
ticulum associated protein degradation) [11,14,63,101].

Zaburzenia w prawidlowym funkcjonowaniu szlaku
ubikwityna-proteasom stanowia przyczyne wielu choréb.
Stwierdzono udzial proteasoméw w rozwoju choréb nowo-
tworowych (spowodowanych np. degradacja biatka p53 czy
cyklino-zaleznego inhibitora kinaz p27Kip1), kardiomiopa-
tii, jak rowniez w rozwoju odpowiedzi zapalnej (indukowa-
nej m.in. przez rozklad IkB, inhibitora czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB) czy immunologicznej oraz w schorzeniach
wywolywanych przez patogeny. Natomiast brak skutecz-
nej degradacji nieprawidlowo sfaldowanych biatek lezy u
podioza choréb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera, choroba Parkinsona oraz choroba Huntingto-
na, zwigzana z wystepowaniem powtoérzen poliglutamino-
wych w zmutowanym biatku [16,18,26,85,102].

Biorac pod uwage stopier zaangazowania proteasomal-
nej degradacji biatek w regulacje wielu proceséw kluczo-
wych dla wiasciwego funkcjonowania komoérki, tatwo zro-
zumieé poszukiwanie inhibitoréw enzymoéw tego szlaku,
jako potencjalnych lekéw w terapii r6znych schorzen. Zna-
czaca wiekszosé stosowanych w badaniach laboratoryjnych
inhibitoréw proteolizy ubikwityno-zaleznej blokuje (od-
wracalnie lub nieodwracalnie) funkcje rdzenia katalityczne-
go proteasomu 26S, nie za$ przebieg wczesniejszych etapow
szlaku, zaleznej od proteasoméw i ubikwityny, degradacji
biatek [14,18,20,103].

Ingerencja w niezwykle zloZony mechanizm proteoli-
zy ubikwityno-zaleznej na koricowym etapie, jaki stanowi
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rozklad bialek przez proteasom 265, jest jednak wcigz mato
przewidywalna, dlatego podejmowane sa proby uzyskania
podobnego efektu poprzez blokowanie proceséw prowa-
dzacych do ubikwitylacji biatka substratowego, rozpozna-
wania faicucha poliubikwitynowego przez podjednostki
kompleksu regulatorowego 19S, jak réwniez poprzez ha-
mowanie aktywnoéci enzyméw deubikwitylujacych. W nie-
ktérych schorzeniach znaczenie terapeutyczne moze mieé
nie zahamowanie, ale zwigkszenie tempa degradacji okre-
$lonych biatek [22,23,25,83,104].

INHIBITORY PROTEASOMOW

Brak specyficznych inhibitoréw dlugo byl giéwnym
czynnikiem ograniczajacym zrozumienie funkcji proteaso-
mu in vivo. W ciggu ostatnich lat zidentyfikowano zwiazki,
ktére moga swobodnie przenikaé przez blone komérkowa

i hamowa¢ proteolityczna funkcje proteasomu [20,103,105]
(Tab. 1).

Podstawowym warunkiem hamowania aktywnosci
proteasomu jest zablokowanie reszty Thrl katalitycznych
podjednostek B poprzez utworzenie wiazania (najczesciej
kowalencyjnego) pomiedzy inhibitorem a grupami funk-
cyjnymi (hydroksylowa i N-koricowa aminowg). Pomimo,
ze proteasom posiada szeé¢ miejsc aktywnych, nie jest ko-
nieczne blokowanie ich wszystkich, aby uzyska¢ efekt ha-
mowania aktywnoéci proteolitycznej kompleksu. Dziatanie
wiekszosci inhibitoréw proteasoméw polega na hamowa-
niu aktywnosci chymotrypsynopodobnej (CHTL), co jed-
nak jest wystarczajace dla zablokowania funkcji proteaso-
mu, ze wzgledu na dominacje tej aktywnosci w stosunku
do pozostatych aktywnosci proteasomu: trypsynopodobnej
(TL) oraz kaspazopodobnej (CL) [106].

Wyréznia sie inhibitory proteasomow otrzymywane syn-
tetycznie oraz inhibitory pochodzenia naturalnego. Synte-
tyczne inhibitory proteasoméw stanowia ujednolicong gru-
pe zwiazkoéw o strukturze matych peptydow, rézniacych sie
ugrupowaniem na C-konicu. Gléwnymi inhibitorami prote-
asomow o szkielecie peptydowym sa: aldehydy peptydo-
we, a-ketoaldehydy peptydowe, a-ketoamidy peptydowe,
peptydowe pochodne sulfonianu winylu oraz peptydowe
pochodne kwasu boronowego [107]. Typowy schemat bu-
dowy takich inhibitoréw specyficznych wobec proteaso-
méw obejmuje obecnosé krotkiego peptydu polaczonego
kowalencyjnie z farmakoforem. Z miejscem aktywnym en-
zymu reaguje czasteczka farmakofora, peptyd zas taczy sie
z miejscem wigzania substratu biatkowego.

Naturalne inhibitory stanowia niejednolita grupe zwiaz-
koéw, wytwarzanych przez organizmy nalezace do réznych
grup systematycznych (stad tez ich zré6znicowana budowa
chemiczna). Naleza tu np.: estry tiolowe y-laktamu, liniowe
epoksyketony peptydowe, czy tez peptydy makrocykliczne
[107].

Do celéw terapeutycznych nie stosuje si¢ inhibitoréw z
grupy aldehydéw peptydowych, gdyz obecnos¢ wysoce
reaktywnej aldehydowej grupy funkcyjnej zmniejsza spe-
cyficznoséé oddziatywania [108]. Potaczenie selektywnosci,
stabilnosci metabolicznej oraz sily oddzialywania pepty-
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dowych pochodnych kwasu boronowego stawia je w po-
zycji najlepszych kandydatéw do celéw terapeutycznych
[13,21,109]. Przykladem takiego inhibitora proteasomoéw
jest bortezomib, wprowadzony w 2003 roku przez firme
Millenium Pharmaceuticals jako lek Velcade i zaakceptowa-
ny do klinicznego stosowania w leczeniu pacjentéw z pro-
gresja szpiczaka mnogiego. W komoérkach nowotworowych
aktywnos¢ proteasomoéw 265 jest zwykle podwyzszona, co
chroni je przed apoptozg. Gléwnym celem przeciwnowo-
tworowych strategii terapeutycznych opartych na blokowa-
niu aktywnosci proteasoméw jest indukowanie apoptozy,
zaréwno przez aktywacje szlaku wewnatrzpochodnego
(mitochondrialnego), jak i zewnatrzpochodnego (receptoro-
wego), w proliferujacych komoérkach - bardziej wrazliwych
na dzialanie inhibitoréw proteasoméw niz komorki prawi-
dlowe.

Najnowsze badania wskazuja na ogromny potencjat in-
hibitoréw proteasoméw w leczeniu choréb wywolanych
przez takie patogeny jak np. Mycobacterium tuberculosis, Le-
ishmania sp., Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi czy Pla-
smodium falciparum [26,110].

ALDEHYDY PEPTYDOWE

Pierwsza rodzing syntetycznych inhibitoréw proteaso-
moéw byly aldehydy peptydowe, ktére wezedniej z powo-
dzeniem wykorzystywano jako inhibitory proteaz sery-
nowych i cysteinowych. Grupa aldehydowa stanowi cel
ataku nukleofilowego, przeprowadzanego przez grupy hy-
droksylowe oraz tiolowe, wystepujace w centrach aktyw-
nych proteaz serynowych i cysteinowych. W przypadku
proteasomoéw, inhibitory te tworza kowalencyjne wigzanie
hemiacetalowe z grupa funkcyjng N-koricowej treoniny w
centrach aktywnych. Cecha typowa dla aldehydéw pepty-
dowych jest szybkie przenikanie przez blony oraz odwra-
calny efekt inhibicji [20,103].

Przykladem najwczesniej rozpoznanego inhibitora, nale-
zacego do tej grupy, jest leupeptyna (Ac-Leu-Leu-Arg-al),
izolowana z réznych gatunkéw Actinomycetes, ktéra stoso-
wana byla jako inhibitor proteaz serynowych oraz cysteino-
wych. Leupeptyna okazala sie réwniez skutecznym inhibi-
torem aktywnosci TL proteasomu 20S [111]. Przyktadami
aldehydéw peptydowych o zwiekszonej selektywnosci
wzgledem aktywnosci CHTL proteasomu 20S sa m.in. PSI
(Z-1le-Glu(OtBu)-Ala-Leu-al), MG115 (Z-Leu-Leu-nVal-
al) oraz MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al) [112]. Dzieki wysokiej
selektywnosci, odwracalnej inhibicji miejsc aktywnych pro-
teasomu oraz stosunkowo niskiej cenie, MG132 (opracowa-
ny przez firme Myogenics) wykorzystywany jest czesto w
badaniach nad udzialem proteasomé6w w procesach komoér-
kowych [20,103].

Do tej grupy inhibitoréw nalezy réwniez tyropeptyna A,
bedaca naturalnym aldehydem peptydowym otrzymanym
z Kitasatospora, gatunku nalezacego do Actinomycetes. Ha-
muje ona aktywno$¢ CHTL oraz w mniejszym stopniu TL i
CL. Fellutamid B, naturalny inhibitor tej klasy, wyizolowa-
ny ostatnio z morskiego grzyba Penicillium fellutanum, silnie
hamuje aktywnoé¢ CHTL i mniej efektywnie pozostate ak-
tywnosci proteasomu [103].
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PEPTYDOWE POCHODNE KWASU BORONOWEGO

Badania nad aldehydami peptydowymi doprowadzity
wprost do opracowania peptydowych pochodnych kwa-
su boronowego, Zamiana ugrupowania aldehydowego
(MG132) na reszte kwasu boronowego (MG262), skutko-
wala bardzo znaczacym wzrostem potencjatu inhibicyjne-
go. Stanowilo to podstawe do zaprojektowania mniejszych,
dipeptydowych pochodnych kwasu boronowego, ktérych
przykladem jest bortezomib (opracowany przez Myoge-
nics/Proscript). Charakteryzuja si¢ one bardzo wysoka
specyficznoscia w odniesieniu do proteasomoéw, poniewaz
reszta kwasu boronowego, w przeciwienstwie do grupy
aldehydowej, wykazuje znacznie mniejszg zdolnos¢ do re-
agowania z proteazami cysteinowymi, takimi jak katepsyny
czy kalpainy [113].

Bortezomib (PS-341) jest pierwszym inhibitorem prote-
asomow, ktory znalazl zastosowanie w praktyce klinicznej
(jako Velcade), u pacjentéw z chorobami nowotworowymi.
Zostal on zatwierdzony w 2003 r. przez FDA do leczenia
chorych na opornego szpiczaka mnogiego (multiple myelo-
ma) [84,109,114]. Jego dzialanie cytotoksyczne jest silniejsze
w stosunku do proliferujacych komérek nowotworowych
niz komérek prawidlowych i polega na indukowaniu ich
apoptozy, poprzez zahamowanie aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego NF-xB, warunkujacego nasilong trans-
krypcje genéw odpowiedzialnych za synteze cytokin pro-
zapalnych, bialek antyapoptotycznych, adhezyn i biatek
uczestniczacych w angiogenezie, ale takze hamowanie
transkrypcji genéw odpowiedzialnych za synteze biatek
proapoptotycznych. Blokowanie aktywnosci proteasoméw
przez specyficzne inhibitory prowadzi do zahamowania za-
chodzacej na szlaku ubikwityna-proteasom degradacji I-xB,
inhibitora czynnika transkrypcyjnego NF-«xB. Bortezomib
indukuje réwniez apoptoze komoérek raka trzustki, stercza,
jajnikow i jego zastosowanie moze by¢ rozszerzone na inne
nowotwory ztosliwe, takie jak czerniak czy nowotwor cen-
tralnego ukladu nerwowego [109,115,116].

Ze wzgledu na efekty uboczne przyjmowania bortezo-
mibu, takie jak neuropatie obwodowe czy trombocytopenia
oraz zjawisko opornosci na ten lek, poszukuje sie innych
skutecznych inhibitoréw proteasoméw, ktére charaktery-
zowalyby sie mniejsza toksycznosciag. Opracowano nowe
pochodne kwasu boronowego, ktére zalicza sie do inhibi-
toréw proteasomow tzw. drugiej generacji. Do tej grupy
zwiazkéw nalezg znajdujace sie w fazie badan klinicznych:
delanzomib (CEP-18770) oraz iksazomib (MLN2238), far-
makologicznie aktywna postaé, powstajaca podczas hydro-
lizy cytrynianu iksazomibu (MLN9708) [20,114,117].

PEPTYDOWE EPOKSYKETONY

Epoksyketony peptydowe to klasa inhibitoréw proteaso-
mow zidentyfikowana pod koniec lat 90. XX wieku. Nale-
za do niej epoksomycyna i eponemycyna, naturalne o’,f3'-
epoksyketony peptydowe, wyizolowane z dwéch réznych
gatunkéw Actinobacteria. Epoksomycyna jest wysoce spe-
cyficznym inhibitorem proteasoméw i nie hamuje aktyw-
noéci innych proteaz, takich jak kalpainy, trypsyna, chy-
motrypsyna, papaina czy katepsyny. Zwiazek ten hamuje
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przede wszystkim aktywnos¢ CHTL proteasomu, a pozo-
stale aktywnosci, TL i CL sa hamowane znacznie wolniej
(odpowiednio 100 i 1000 razy) [103]. Do grupy naturalnych
a’,p’-epoksyketonéw peptydowych, hamujacych aktyw-
noéci CHTL i CL proteasoméw, naleza réwniez zwiazki:
TMC-86A i B, TMC-89A i B oraz TMC-96, wyizolowane od-
powiednio ze Streptomyces sp. TC 1084, Saccharothrix sp. TC
1094 oraz Streptomyces sp. TC 1087 [118].

Epoksyketony tworza z resztqg Thrl centrum aktywne-
go, w dwustopniowym procesie, jedyny w swoim rodza-
ju pieréciert morfolinowy, z udzialem a-NH, treoniny. Ta
wyjatkowa cecha doprowadzila do opracowania nowych
peptydowych epoksyketonéw. Pierwszym z nich byt YU-
101, bardzo silny i specyficzny inhibitor aktywnosci chy-
motrypsynopodobnej. Jego pochodng jest karfilzomib (PR-
171), ktory jako pierwszy z inhibitoréw proteasoméw tzw.
drugiej generacji zostal zatwierdzony przez FDA w 2012 r.
do stosowania w monoterapii szpiczaka mnogiego (jako
Kyprolis) [119]. Oprozomib (ONX-0912, PR-047) jest analo-
giem karfilzomibu, podobnie selektywnie hamujacym ak-
tywnoéé CHTL proteasomu, wykazujacym silne dziatanie
przeciwnowotworowe w badaniach klinicznych I/1I fazy
[23,116,117].

Wiekszos¢ inibitoréw proteasoméw z réznych klas (np.
MG132, bortezomib, epoksomycyna, B-lakton laktacystyny)
hamuje przede wszystkim aktywnosé¢ CHTL, co pozwala
na efektywne blokowanie degradacji proteasomalnej. Jed-
nak przy stosowanych stezeniach tych zwigzkow stwierdza
sie¢ rowniez hamowanie aktywnosci TL i CL, wskazujace
na mozliwos¢ wiekszego niz pierwotnie przypuszczano
znaczenia tych aktywnosci w degradacji bialek wewnatrz-
komérkowych [120]. W oparciu o te obserwacje oraz fakt
hamowania przez bortezomib takze aktywnosci kaspazopo-
dobnej podjeto préby opracowania inhibitoréw selektyw-
nych wobec poszczegdlnych miejsc katalitycznych prote-
asomu [24,120,121]. Ma to pozwoli¢ na okreslenie znaczenia
kazdej z aktywnosci (CHTL, TL i CL) w procesie degradacji
biatek oraz ich indywidualnej roli jako celéw w terapiach
przeciwnowotworowych czy przeciwzapalnych. Peptydo-
wy epoksyketon YU-101 byl pierwszym selektywnym inhi-
bitorem aktywnosci CHTL proteasoméw oraz immunopro-
teasomow ((35, iB5). Modyfikacje rusztowania epoksyketo-
néw doprowadzily do opracowania specyficznego wobec
podjednostki B5 inhibitora PR-825 oraz dwéch inhibitoréw
podjednostki ip5 immunoproteasoméw, PR-924 i PR-957
(ONX-0914). Do peptydowych epoksyketonéw nalezg réw-
niez nowe inhibitory YU-102 i bardziej specyficzny NC-001,
hamujace kaspazopodobne miejsca aktywne P1 oraz ipl.
Duzym wyzwaniem bylo opracowanie zdolnych do prze-
nikania przez blony komoérkowe inhibitoréw aktywnosci
trypsynopodobnej. Pierwszymi z nich sa zidentyfikowane
kilka lat temu epoksyketony peptydowe NC-002 i NC-022,
selektywne inhibitory aktywnos¢ TL proteasoméw oraz im-
munoproteasoméw (32, i32) [120,122]. Coraz wiecej danych
wskazuje na kluczowe znaczenie immunoproteasoméw w
patogenezie wielu choréb autoimmunologicznych i nie jest
ono bezposrednio zwigzane z procesem prowadzacym do
prezentacji antygenéw przez MHC klasy 1. Wyniki prowa-
dzonych we wspoétpracy z firmami farmaceutycznymi ba-
dan przedklinicznych, z zastosowaniem selektywnych inhi-
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bitoréw immunoproteasoméw, wskazuja na szanse opraco-
wania skutecznych terapii choréb autoimmunologicznych
[24].

B-LAKTONY

Grupa inhibitoréw proteasoméw nalezacych do
B-laktonéw obejmuje naturalne niepeptydowe metabolity,
ktore zidentyfikowal Omura [123,124], izolujac z bakterii
Streptomyces lactacystinaeus pierwszy zwigzek tego typu
laktacystyne, posiadajaca zdolnos¢ indukowania wzrostu
neurytéw w linii komérkowej neuroblastoma, a takze ha-
mowania cyklu komérkowego. Wykazano, ze laktacysty-
na nieodwracalnie modyfikuje N-koricowa reszte treoniny
(Thr1), gléwnie podjednostek B5 proteasomu [125]. Kolejne
badania dowiodly, ze forma laktacystyny odpowiedzialng
za blokowanie proteasomu jest p-lakton clasto-laktacystyny
(omuralid), produkt jej rearanzacji w srodowisku obojet-
nym [126]. Laktacystyna, uznawana za wysoce specyficzny
inhibitor proteasoméw jest jednak zdolna do hamowania
aktywnosci niektérych proteaz serynowych, np. katepsyny
A[127].

W ciagu ostatnich lat odkryto nowe inhibitory proteaso-
moéw nalezace do grupy f-laktonéw, a jednym z wazniej-
szych jest salinosporamid A (marizomib, NP-0042), bedacy
metabolitem wtérnym morskiego promieniowca Salinospora
tropica [20,103]. Chociaz jest on strukturalnie podobny do
omuralidu, posiada kilka unikalnych cech, ktére acznie
wzmacniaja jego sile i powoduja nieodwracalng inhibicje
wszystkich aktywnosci proteasomu (CHTL, TL i CL). Mari-
zomib jest najsilniejszym z inhibitoréw proteasomoéw, ktére
obecnie znajduja sie¢ w fazie badan klinicznych, a jego zale-
tg jest mozliwoé¢ doustnego podawania [116,117]. Marizo-
mib indukuje apoptoze w komorkach szpiczaka mnogiego
opornych na bortezomib (za posrednictwem szlaku zalez-
nego od kaspazy-8, a nie od kazspazy-9, jak w przypadku
bortezomibu) i skuteczniej hamuje czynnik NF-xB. W pola-
czeniu z bortezomibem wykazuje synergistyczne dziatanie,
ze wzgledu na odmienng budowe oraz inny mechanizm
dziatania [116].

Inna grupa naturalnych p-laktonéw sa belaktozyny, wy-
izolowane ze szczep6w Streptomyces sp. Zostaly one ziden-
tyfikowane podczas badan ukierunkowanych na poszuki-
wanie nowych kandydatéw na leki przeciwnowotworowe,
podczas ktérych wykazano zdolno$¢ tych zwiazkéw do
zahamowania cyklu komérkowego w komérkach HeLa na
granicy faz G2/M. Nastepnie stwierdzono, ze belaktozyny
hamuja aktywnosci proteasomow. Interesujaca wiasciwo-
Scia tych inhibitoréw jest ich wiazanie si¢ do miejsc ,nasla-
dujacych” miejsce wigzania substratu [20,128].

SYRBAKTYNY

Syrbaktyny (ang. syrbactins) zostaly stosunkowo niedaw-
no zidentyfikowane jako inhibitory proteasoméw. Przedsta-
wicielami tej klasy zwigzkéw sa: syryngolina A (SylA, ang.
syringolin A), ktéra jest czynnikiem wirulencji roslinnego
patogenu Pseudomonas syringae oraz glidobaktyna A (GIbA,
ang. glidobactin A), wytwarzana przez przedstawicieli rzedu
Burkholderiales [103,129]. W strukturze syrbaktyn wystepuje
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makrocykliczny uktad laktamowy, zawierajacy podwoéjne
wigzanie pomiedzy weglem C2 i weglem C3, ktére poprzez
reakcje addycji uczestniczy w tworzeniu kowalencyjnego
wigzania eterowego z atomem tlenu grupy hydroksylowej
reszty Thrl w centrum aktywnym. Skutkiem tej reakcji jest
nieodwracalna inhibicja wszystkich trzech aktywnosci pro-
teasomow.

Syringolina A hamuje proliferacje oraz indukuje apopto-
ze w komorkach neuroblastomy i raka jajnikéw. Glidobak-
tyna A, poczatkowo zidentyfikowana jako zwigzek o wia-
sciwoéciach przeciwgrzybiczych, wykazuje silne dziatanie
antyproliferacyjne na linie komérkowe szpiczaka mnogiego
[103].

OKSATIAZOLONY

Mycobacterium tuberculosis jest jedynym znanym patoge-
nem bakteryjnym, ktérego proteasomy 20S sg niezbedne do
utrzymania sie tego mikroorganizmu w myszach. Ze wzgle-
du na skale problemu, jakim jest gruzlica powodujaca zgon
okoto 1,5 miliona 0s6b rocznie oraz pojawianie sie szczepoéw
lekoopornych, opracowanie nowych terapii ma kluczowe
znaczenie. Badania przesiewowe 20000 zwigzkéw pozwo-
lity na zidentyfikowanie dwéch kowalencyjnych inhibito-
réw - oksatiazolonéw, GL5 i HT1171, ktére byty ponad 1000
razy bardziej selektywne w stosunku do proteasoméw 20S
M. tuberculosis, w poréwnaniu do proteasoméw ludzkich
(aktywnosci 5) i nieodwracalnie hamowaly proteasomy tej
bakterii, reagujac z resztg Thrl centrum aktywnego [26].

NIEKOWALENCYJNE INHIBITORY

Cykliczne peptydy

Cykliczne peptydy nalezace do rodziny TMC-95A sa na-
turalnymi zwiazkami wytwarzanymi przez grzyb Apiospora
montagnei, bedacy patogenem roslin. Sa silnymi i odwracal-
nymi inhibitorami wszystkich trzech aktywnosci proteaso-
moéw i nie wykazuja zdolnosci do hamowania innych pro-
teaz, takich jak kalpainy, katepsyny, kaspazy, czy trypsyna.
Wiaza sie do miejsc aktywnych proteasomu w spos6b nie-
kowalencyjny, poprzez sie¢ sktadajaca sie z pieciu wigzan
wodorowych. Cyklicznym oktapeptydem jest argiryna A
(ang. Argyrin A), bedaca metabolitem $luzowej bakterii Ar-
changium gephyra. Jest ona inhibitorem proteasoméw réwnie
silnym jak bortezomib i wykazuje silne dzialanie przeciw-
nowotworowe w komérkach opornych na bortezomib. Ze
wzgledu na stosunkowo duzy jej rozmiar zaklada sie, ze
moze ona blokowac¢ aktywnosé¢ proteasomu poprzez zabu-
rzanie interakcji pomiedzy proteasomem 20S i jego aktywa-
torami [103]. Do grupy cyklicznych peptydéw naleza ziden-
tyfikowane ostatnio jako inhibitory proteasoméw scytone-
midy A i B, wyizolowane z sinic Scytonema hoffmani [20,130].

Naturalne peptydy

Inhibitorami proteasoméw nalezacymi do tej grupy
sq naturalne peptydy bogate w reszty proliny i argininy.
Przedstawicielem tych zwiazkéw jest PR39, wyizolowa-
ny z jelit $win, ze wzgledu na wykazywanie wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych [131]. PR39 i jego homologi sa
wydzielane przez makrofagi i obecne w wysieku ran u wie-
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lu zwierzat. Wykazano, ze PR39 jest niekompetycyjnym i
odwracalnym inhibitorem proteasomu, hamowat degra-
dacje IxBa [103,131]. Peptyd PR11 odpowiadajacy jedena-
stu N-korficowym resztom aminokwasowym PR39 réwniez
hamuje aktywnos¢ proteasoméw. Peptydy bogate w reszty
proliny i argininy zostaly uznane za nowa klase inhibitoréw
proteasomoéw [131].

Niepeptydowe inhibitory

Przedstawicielem tej grupy niekowalencyjnych inhibi-
torow proteasoméw jest PI-083 [20,132]. Jego szczegdlng
cechg jest selektywne hamowanie wszystkich trzech miejsc
aktywnych proteasomé6w w komérkach, ktore ulegly trans-
formacji nowotworowej. Nie hamuje natomiast proteaso-
méw w komérkach prawidlowych.

Pochodne hydroksymocznika

Dotychczas zidentyfikowane inhibitory proteasomoéw
charakteryzuja sie struktura peptydowa, ktéra taczy sie z

miejscem wigzania substratu albo posiadaja grupe reaktyw-
na, wiazaca sie kowalencyjnie z N-koricowa reszta treoniny
w centrum aktywnym. Ostatnio opracowana, przy wyko-
rzystaniu biblioteki inhibitoréw Bayer CropScience AG,
nowa klasa inhibitoré6w proteasoméw to pochodne hydrok-
symocznika (ang. hydroxyureas, HUs), ktére odwracalnie
hamuja aktywnosé chymotrypsynopodobna proteasoméw
[133].

INHIBITORY NIESPECYFICZNE

Inhibitory proteasoméw to nie tylko zwigzki specyficz-
nie hamujace te multikatalityczne kompleksy proteolitycz-
ne [20,103]. Stwierdzono, ze aktywnos¢ proteasoméw jest
blokowana réwniez przez wiele naturalnych metabolitow,
takich jak np. antybiotyki tiazolowe (tiostrepton, siomycy-
na A) [134], niektore triterpenoidy (celastrol, witaferyna A),
kurkumina [135], kapsaicyna [136], gliotoksyna (znana jako
inhibitor aktywacji NF-«xB) oraz flawonoidy, jak np. geni-
steina czy polifenole zielonej herbaty. Gléwnymi polifeno-
lami zielonej herbaty sa: galusan epigallokatechiny (EGCG),

Tabela 1. Inhibitory rdzenia katalitycznego proteasoméw (na podstawie [20,23,24,26,103,105,114,117,118]).

Struktura (klasa) inhibitora

Peptydowe pochodne kwasu boronowego

{-laktony

Oksatiazolony
(specyficzne wobec Mycobacterium tuberculosis)

Cykliczne peptydy

Inhibitory niepeptydowe

g Flawonoidy

=

=S

9

o

3

Z Pochodne siarki
296

Przyktad

MG262
Bortezomib (PS341, Velcade)
Delanzomib (CEP-18770)
Iksazomib (MLN9708/MLN2238)

Laktacystyna
[-lakton clasto-laktacystyny (omuralid)

Salinosporamid A (NPI-0052, Marizomib)
Belaktozyny

HT1171
GL5

TMC-95A i pochodne
Argiryny A-H
Scytonemid A i B

PI1-083

EGCG
Genisteina

Gliotoksyna

www.postepybiochemii.pl



epigallokatechina (EGC), galusan epikatechiny (ECG) i epi-
katechina (EC) [137]. Najwieksza bioaktywnos¢ wykazuje
EGCG, ktory wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe,
reagujac z wieloma biatkami. Stwierdzono, ze EGCG dziata
réwniez jako inhibitor proteasoméw. Opracowano réwniez
syntetyczne analogi tego zwiazku. Proby uzyskania syner-
gistycznego dziatania w terapiach z jednoczesnym uzyciem
bortezomibu wykazaty jednak, ze EGCG tworzy wigzanie
kowalencyjne z bortezomibem i blokuje w ten sposéb jego
aktywnos¢ przeciwnowotworowa [138,139]. Z tego wzgle-
du pacjentom leczonym bortezomibem oraz innymi po-
chodnymi boronowymi zaleca sie ograniczenie spozywania
produktéw o duzej zawartosci flawonoidéw, takich jak zie-
lona herbata [139].

INHIBITORY KOMPLEKSU REGULATOROWEGO 19S

Badania inhibitoréw kompleksu regulatorowego 19S
(RP) sa znacznie mniej zaawansowane niz te dotyczace
inhibitoréw rdzenia katalitycznego proteasoméw (20S).
W kompleksie RP potencjalnymi celami dla opracowywa-
nych lekéw sa aktywnosci ATPaz, receptory ubikwityny
oraz enzymy deubikwitylujace [20,103]. Zlokalizowane w
podstawie kompleksu 19S5 ATPazy sa najlepiej poznanymi
enzymami RP. Badania przesiewowe biblioteki czasteczek
peptoidéw potaczonych z analogami puryny doprowadzity
do zidentyfikowania peptoidowego inhibitora RIP-1 (ang.
requlatory particle inhibitor peptoid-1), ktérego celem okaza-
ta sie podjednostka Rpt4. Zwiazek ten w mikromolowych
stezeniach hamuje proces rozfaldowywania bialek i degra-
dacje biatka p27, zaangazowanego w regulacje cyklu ko-
moérkowego. Okreslono minimalny farmakofor RIP-1, ktéry
postuzyt do otrzymania prostszych wersji tego inhibitora, o
zwiekszonej aktywnosci komoérkowej.

Gloéwna rola kompleksu regulatorowego jest rozpozna-
wanie, przez odpowiednie receptory ubikwityny (Rpnl,
Rpn10, Rpn13), bialek wyznakowanych taricuchem poliu-
bikwitynowym. Badania niskoczasteczkowych zwiazkéw
stabilizujacych cykliny B w ekstraktach oocytéw Xenopus
leavis pozwolily na odkrycie dwoch zwigzkéw: ubistatyny
A oraz ubistatyny B, ktére blokuja wigzanie faricuchéw po-
liubikwitynowych do ich receptoréw, a tym samym dalsza
degradacje biatek przez proteasomy 265 [19,20,103].

Znajdujace sie¢ w kompleksie regulatorowym enzymy
deubikwitylujace (Rpn11, UCH37, USP14) usuwaja taricuch
poliubikwitynowy z biatka, umozliwiajac translokacje sub-
stratu do rdzenia katalitycznego proteasomu i nastepnie
jego degradacje [83,95,96]. Inhibicja aktywnosci tych enzy-
mow przez zwiazki b-AP15 oraz IU-1 zostala opisana w
podrozdziale , Inhibitory enzyméw deubikwitylujacych”.

INHIBITORY UBIKWITYLAC]I

INHIBITORY ENZYMU E1

Reakcja katalizowana przez enzym aktywujacy ubikwi-
tyne (E1) obejmuje adenylacje C-korica ubikwityny, a na-
stepnie utworzenie kowalencyjnego wigzanie tioestrowego
z resztg cysteiny w centrum aktywnym E1. Zahamowanie
aktywnoédci tego enzymu prowadzi do catkowitego zablo-
kowania szlaku ubikwityna-proteasom, dajac konicowy
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efekt analogiczny do powodowanego przez hamowanie
aktywnosci proteasoméw, a nie tak specyficzny jak w przy-
padku hamowania aktywnosci enzyméw E2 i E3 czy enzy-
moéw deubikwitylujacych (Tab. 2).

Pierwszym zidentyfikowanym inhibitorem enzymu ak-
tywujacego ubikwityne, zdolnym do przenikana przez bto-
ny, jest pyrazon PYR-41, ktéry wigzac sie kowalencyjnie z
El uniemozliwia ubikwitylacje i degradacje przez prote-
asomy takich biatek jak np. supresor p53, zapobiegajacy
transformacji nowotworowej [23,25,113]. Inny strukturalnie
podobny inhibitor PYZD4409 (réwniez jak PYR-41) zdolny
jest do indukowania apoptozy w komoérkach nowotworo-
wych. Do zwigzkéw hamujacych aktywnosé enzymu E1, na
drodze modyfikacji katalitycznej reszty Cys, naleza takze
JS-K i disiarczek NSC624206. Ponadto, inhibitorem E1 oka-
zal sie largazol, zwigzek naturalny znany ze zdolnosci do
hamowania aktywnosci deacylaz histonéw, ktéry blokuje
etap adenylacji ubikwityny (a nie tworzenia wigzania tio-
estrowego) [113].

Oproécz enzyméw aktywujacych ubikwityne, w komor-
kach wystepuja enzymy E1 aktywujace biatka ubikwityno-
podobne, np. NEDDS. Firma Millennium Pharmaceuticals
opracowala niskoczasteczkowy inhibitor enzymu aktywu-
jacego NEDDS8, MLN4924 (pevonedistat) [25,113,140], ktory
tworzy addukt MLN4924-NEDDS, nasladujacy substrat i
kompetycyjnie hamujacy enzym E1. W zwigzku z tym nie-
mozliwe staje sie przylaczenie NEDDS8 np. do biatka SCF**¥2,
zaangazowanego w regulacje cyklu komoérkowego. Inhi-
bitor MLN4924 zastosowany zostal w badaniach klinicz-
nych fazy II, dotyczacych nowotworéw hematologicznych
[23,140].

INHIBITORY ENZYMU E2

Pomimo obecnosci katalitycznej reszty cysteiny w cen-
trum aktywnym enzymoéw koniugujacych ubikwityne (E2),
poszukiwanie ich inhibitoréw nie przynioslo jeszcze takich
efektéw, jak w przypadku enzymoéw E1. Dotychczas opraco-
wano tylko dwa inhibitory aktywnosci enzymu E2 (Tab. 2).
Pierwszym z nich jest CC0651, niskoczasteczkowy zwigzek
zidentyfikowany podczas préb znalezienia inhibitoréw
ubikwitylacji biatka p27%!, waznego dla progresji cyklu
komoérkowego i potencjalnego celu terapii przeciwnowo-
tworowych. Blokowanie aktywnosci enzymu E2 (hCdc34)
przez CC0651 zachodzi na drodze inhibicji allosterycznej
[23,25,113]. Drugim z poznanych inhibitoréw innego en-
zymu koniugujacego ubikwityne (Radé6) jest TZ9, zwigzek
kompetycyjnie hamujacy aktywnos¢ tego E2, waznego
dla proceséw poreplikacyjnej naprawy DNA [23,25,113].
Stwierdzono, ze TZ9 skutecznie blokuje ubikwitylacje hi-
stonow in vitro i hamuje proliferacje komoérek [113].

INHIBITORY ENZYMU E3

Specyficznos¢ szlaku ubikwityna-proteasom w odniesie-
niu do biatek ulegajacych degradacji jest w znaczacym stop-
niu uwarunkowana selektywnoscia ligaz ubikwitynowych
(E3), z tego wzgledu enzymy te stanowia atrakcyjne cele
dla potencjalnych terapeutykoéw. Wiekszos¢ ligaz ubikwi-
tynowych (poza HECT) nie posiada klasycznego centrum
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Tabela 2. Inhibitory enzymow kaskady ubikwitylacji (na podstawie [19,23,25,83,113,140]).

Enzym Inhibitor

PYZD4409

NSC624206

MLN4924 (Pevonedistat)

Mechanizm dziatania

Blokuje tworzenie wigzania tioestrowego z ubikwityna, wigzac
sie kowalencyjnie z reszta Cys w centrum aktywnym E1

Blokuje tworzenie wigzania tioestrowego z ubikwityna, wigzac
sie kowalencyjnie z reszta Cys w centrum aktywnym E1

Tworzy kowalencyjny addukt z NEDDS (biatkiem
ubikwitynopodobnym), ktéry kompetycyjnie hamuje E1

z cas o) dedenbgaleeyen

(enzym koniugujacy TZ9
ubikwityne)

RG7112 (pochodna Nutliny-3)

MI-219

AT-406

TL32711

Blokuje Rad6 (E2) na drodze inhibicji kompetycyjnej

Hamuje interakcje MDM2-p53, blokujac w ligazie
MDM2 domene wigzaca biatko p53

Blokuje interakcje MDM?2-p53

Blokuje ligazy IAP

Blokuje ligazy IAP

aktywnego, natomiast umozliwia oddzialywania biatko-
-biatko pomiedzy substratem a niosacym zaktywowana
ubikwityne enzymem E2. Z tego wzgledu hamowanie ligaz
E3 wymaga ingerowania w oddzialywania miedzy tymi
biatkami, co jest bardzo trudne do osiggniecia za pomoca
niskoczasteczkowych zwiazkéw [83,113] (Tab. 2).

Pierwsza ligaza ubikwitynowsq, dla ktérej opracowano
czasteczki inhibitorowe byt enzym MDM2 (HDM2 u ludzi),
ktoéry ubikwityluje biatko supresorowe p53, przeciwdziata-
jace transformacji nowotworowej. Firma Roche opracowala
Nutliny, cis-imidazolinowe inhibitory hamujace oddzia-
tywania MDM2-p53, ktére stabilizuja poziom bialka p53
w komoérkach. Kolejnym inhibitorem (bedacym pochodna
Nutliny-3) jest RG7112, ktéry wprowadzono do badan kli-
nicznych fazy I w odniesieniu do guzéw litych i nowotwo-
ré6w hematologicznych [113]. Opracowano réwniez inny
zwigzek JNJ-26854165 (Serdemetan), podawany doustnie w
badaniach klinicznych fazy I, ktérego mechanizm dziatania
jest odmienny i polega na blokowaniu oddzialywania kom-
pleksu p53-MDM2 z proteasomem. Do inhibitoréw ligazy
MDM2 naleza takze zwigzki nowej klasy (ang. spirooxindo-
les), ktorej przedstawicielami sa MI-219 oraz MI-888 [113].

Wazna grupa ligaz E3, dla ktérej intensywnie poszukiwa-
no inhibitoréw, jest rodzina ligaz IAP (ang. inhibitor-of-apop-
tosis-protein). Ligazy IAPs reguluja apoptoze, poprzez rézne
szlaki, obejmujace kaspazy 3,71 9. W fazie prob klinicznych
znajduje sie wiele zwiazkéw, ktére opracowywano w opar-
ciu o naturalne inhibitory IAPs, jakimi sa biatka apoptogen-
ne SMAC/DIABLO (ang. second mitochondrial activator of
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caspases/direct IAP-binding protein with low pl) [19,23,25,113].
Naleza do nich AT-406 (firmy Ascenta Therapeutics), zwia-
zek podawany doustnie w badaniach 1 fazy, dotyczacych
leczenia guzéw litych i chloniaka oraz stosowane dozylnie
inhibitory GDC-0152 (firmy Genentech/Roche) i TL32711
(firmy Tetralogics Pharma) [113].

INHIBITORY ENZYMOW DEUBIKWITYLUJACYCH

Specyficznoé¢ enzymoéw deubikwitylujacych dotyczy za-
réwno rozpoznawania substratéw, jak i polaczen ubikwi-
tyny. Wiele sposréd DUBs stanowi atrakcyjne cele w tera-
piach przeciwnowotworowych. Nalezg do nich zwlaszcza
enzymy chronigce biatka przed degradacja, poprzez usuwa-
nie z nich faricuchéw ubikwityny, zanim zostang rozpozna-
ne przez proteasomy (Tab. 3) [22,23,25,83,104,113].

Substratami enzymu deubikwitylujacego USP7 (ang.
ubiquitin-specific protease 7) sa rézne biatka, w tym MDM2
(ang. mouse double minute 2) - ligaza E3, ktéra odpowiada
za ubikwitylacje biatka supresorowego p53. USP7 stabilizu-
jac MDM2 obniza poziom p53, zatem blokowanie aktyw-
noséci USP7 zwieksza poziom tego supresora nowotworu
poprzez wymuszong degradacje MDM2. Stwierdzono, ze
nadekspresja USP7 jest bezposrednio zwigzana z rozwojem
raka prostaty [22]. Pierwszy opisany niskoczasteczkowy
inhibitor deubikwitynazy USP7 to HBX 41,108. P6Zniejsze
badania wykazaly jednak, ze nie byl on specyficzny wo-
bec DUBs. Kolejny zidentyfikowany zwiazek HBX 19,818
jest specyficznym kowalencyjnym inhibitorem USP7, ktory
nie hamuje innych USPs ani innych DUBs. Zwiazki nisko-
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Tabela 3. Inhibitory enzymoéw deubikwitylujacych (na podstawie [22,23,25,83,104,113,141,142]) .

Niespecyficzny wobec DUBs

Specyficzny kowalencyjny inhibitor USP7 (nie hamuje innych USPs ani innych DUBs).
Podwdéjna aktywnosé (blokuje USP7 i USP47)

Podwéjna aktywnos¢ (blokuje USP7 i USP47)

Wysoce specyficzny, niekowalencyjny inhibitor ligazy USP7

Wysoce specyficzny, niekowalencyjny inhibitor ligazy USP7

Selektywny inhibitor USP7, indukuje apoptoze w komoérkach nowotworowych
Selektywny inhibitor USP7, indukuje apoptoze w komoérkach nowotworowych

Hamuje wiele r6znych DUBs, wykazujac sie wysoka selektywnoscig wobec

tych enzymoéw, w poréwnaniu do innych grup proteaz cysteinowych

Inhibitor Enzym Dziatanie
HBX 41,108 uspP7

HBX 19,818 usp7

P005091 USP7 i USP47

P0050429 USP7 i USP47

FT671 USP7

FT1827 uspr7

GNE-6640 uspP7

GNE6776 usP7

LS1 UCH-L3

PR-619 DUBs

LDN91946 UCH-L1

b-AP15 UCHB37 (UCH-L5) i USP14
1U-1 USP14

Silny inhibitor UCH-L1, deubikwitynazy zaangazowanej w rozwdj choroby Parkinsona
Selektywnie hamuje deubikwitynazy zasocjowane z kompleksem regulatorowym 19S

Selektywny tylko wobec deubikwitynazy USP14, stymuluje degradacje bialek,
w tym zaangazowanych w rozwdj chor6b neurodegeneracyjnych

czasteczkowe P005091 oraz P0050429 wykazuja podwdj-
na aktywnos¢, zdolne sa do blokowania zaréwno enzymu
USP7 jak i USP47. Calkiem niedawno zidentyfikowano
dwa zwiazki, FT671 i FT827, ktére okazaly sie wysoce spe-
cyficznymi, niekowalencyjnymi inhibitorami ligazy USP7
[141]. FT671 wykazywat in vivo aktywnos¢ przeciwnowo-
tworowa w mysim modelu szpiczaka mnogiego. Nowymi
selektywnymi inhibitorami USP7 sa tez zwiazki GNE-6640
i GNE6776, uzyskane w ostatnich latach w badaniach prze-
siewowych, z wykorzystaniem NMR. Oba zwiazki induku-
ja apoptoze w komoérkach nowotworowych [142].

Opracowano takze inhibitory innych enzyméw deu-
bikwitylujacych. Wséréd 1000 zwigzkéw analizowanych
metoda FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer), z
wykorzystaniem fluorescencyjnie znakowanej ubikwityny,
odkryto inhibitor LS1, hamujacy aktywnosé UCH-L3 (ang
ubiquitin C-terminal hydrolase L3). Kolejny zwigzek, PR-619,
jest zdolny do hamowania wielu réznych DUBs, wykazujac
sie¢ wysoka selektywnoscia wobec tych enzyméw, w poréw-
naniu do innych grup proteaz cysteinowych. Jest on cen-
nym narzedziem w badaniu funkcji enzymoéw deubikwityl-
jacych w schorzeniach neurodegeneracyjnych [143]. Silnym
inhibitorem deubikwitynazy UCH-L1 (jednej z najwczes$niej
opisanych DUBs), majacej znaczenie w chorobie Parkinso-
na, okazal sie zwigzek LDN91946 [113].

Hamowanie enzymoéw deubikwitylujacych zwykle pro-
wadzi do nasilenia tempa degradacji ich substratéw przez
proteasomy. Jednak nie zawsze taki proces zachodzi, ponie-
waz istniejg DUBs niezbedne do degradacji biatka, takimi
enzymami sa deubikwitynazy zlokalizowane w regulatoro-
wych kompleksach 19S proteasoméw 26S (Rpn11, UCH37,
USP14). Odcinaja one taricuch poliubikwitynowy od biatka
substratowego, umozliwiajac jego degradacje w rdzeniu ka-
talitycznym proteasomu. Zidentyfikowano niskoczastecz-
kowy zwiagzek b-AP15, ktéry selektywnie hamuje UCH37
(UCH-L5) i USP14, zasocjowane z kompleksem 19S deubi-
kwitynazy, bedace proteazami cysteinowymi [20,23,83,113].
W przypadku tacznego zahamowania aktywnosci tych
DUBs obserwuje si¢ efekt analogiczny do wywolywanego
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przez inhibitory proteasoméw. Przypuszcza sie, ze inhibi-
tory kluczowej podjednostki Rpnll, bedacej metaloprote-
aza zalezng od Zn*, powinny powodowac nawet silniejszy
efekt. W przeciwienistwie do nich, inhibitor IU-1, selektyw-
ny tylko wobec deubikwitynazy USP14, stymuluje degra-
dacje bialek, w tym powstajacych w wyniku uszkodzen
oksydacyjnych oraz specyficznych biatek zaangazowanych
w rozwdj choréb neurodegeneracyjnych [25,113].

PODSUMOWANIE

Od odkrycia szlaku ubikwityna-proteasom nastgpit zna-
czacy postep w poznaniu skomplikowanych interakcji po-
miedzy poszczegélnymi elementami tego systemu. Dzieki
zidentyfikowaniu i zastosowaniu specyficznych inhibito-
réw stalo sie mozliwe bardziej doglebne zrozumienie pro-
cesu degradacji biatek w proteasomach 26S, jak réwniez po-
szczegoblnych etapéw szlaku prowadzacych do ubikwityla-
qji czy deubikwitylacji bialek substratowych. Wyjatkowym
sukcesem jest bardzo szybkie przeniesienie wynikéw badar
laboratoryjnych szlaku ubikwityna-proteasom do praktyki
klinicznej, przede wszystkim w odniesieniu do terapii on-
kologicznych.
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ABSTRACT

In Eukaryota, the majority of intracellular proteins are degraded by the ubiquitin-26S proteasome pathway. Through degradation of proteins
tagged with polyubiquitin chains, the 26S proteasomes, multicatalytic proteolytic complexes, participate in regulation of key cellular proces-
ses such as cell cycle, proliferation and cell differentiation, apoptosis, transcription, signal transduction, morphogenesis, immune response,
response to stress and to extracellular effectors, modulation of cell-surface receptors, antigen presentation, proteolysis of enzymes and regu-
latory proteins, and protein quality control in endoplasmic reticulum. Dysfunction of the ubiquitin-proteasome pathway is associated with
many diseases, including cancer, neurodegeneration, autoimmune and inflammatory response, as well as infectious diseases. In recent years,
besides proteasomes, the enzymes that drive ubiquitination and deubiquitination have entered clinical trials as potential therapeutic targets.
Small molecular inhibitors against proteasomes have been discovered, as well as inhibitors of the ubiquitin cascade enzymes and deubiquiti-
nating enzymes. Second generation inhibitors of proteasomes have been successfully approved for clinical application.
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