
Postępy Biochemii 63 (4) 2017 287

Magdalena Staszczak*

Zakład Biochemii, Wydział Biologii i Biotech-
nologii, Uniwersytet Marii Curie-Skłodow-
skiej, Lublin

*Zakład Biochemii, Wydział Biologii i 
Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-
Skłodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 
Lublin; tel.: (81) 537 50 40, e-mail: magdalena.
staszczak@umcs.lublin.pl

Artykuł otrzymano 1 grudnia 2017 r.
Artykuł zaakceptowano 11 grudnia 2017 r.

Słowa kluczowe: proteasom, ubikwityna, in-
hibitory proteasomów, inhibitory ubikwityna-
cji/deubikwitynacji, nowotwory, patogeny

Wykaz skrótów: CHTL (ang. chymotrypsin-li-
ke) – aktywność chymotrypsynopodobna; CL 
(ang. caspase-like) – aktywność kaspazopodob-
na; DUBs (ang. deubiquitinatig enzymes) – enzy-
my deubikwitynujące; E1 (ang. ubiquitin-activa-
ting enzyme) – enzym aktywujący ubikwitynę; 
E2 (ang. ubiquitin-conjugating enzyme) – enzym 
koniugujący ubikwitynę; E3 (ang. ubiquitin li-
gase) – ligaza ubikwitynowa; RP (ang regulato-
ry particle) – kompleks regulatorowy; TL (ang. 
trypsin-like) – aktywność trypsynopodobna; 
UCHs (ang. ubiquitin C-terminal hydrolases) – C-
-końcowe hydrolazy ubikwityny; USPs (ang. 
ubiquitin-specific proteases) – specyficzne prote-
azy ubikwityny

Szlak ubikwityna-proteasom jako cel strategii terapeutycznych

STRESZCZENIE

Większość białek wewnątrzkomórkowych Eukaryota degradowana jest z udziałem szla-
ku ubikwityna-proteasom 26S. Multikatalityczne kompleksy proteolityczne, prote-

asomy 26S, poprzez degradację wyznakowanych łańcuchem poliubikwitynowym białek, są 
zaangażowane w regulację wielu kluczowych procesów, takich jak: cykl komórkowy, proli-
feracja i różnicowanie komórek, apoptoza, transkrypcja, transdukcja sygnałów, morfogene-
za, odpowiedź immunologiczna, odpowiedź na stres i inne czynniki zewnątrzkomórkowe, 
modulacja receptorów powierzchniowych, prezentacja antygenu, proteoliza enzymów i bia-
łek regulatorowych, kontrola jakości białek w siateczce endoplazmatycznej. Nieprawidło-
we działanie szlaku ubikwityna-proteasom jest przyczyną wielu chorób, w tym nowotwo-
rowych i neurodegeneracyjnych. Stwierdzono udział degradacji proteasomalnej w rozwoju 
odpowiedzi immunologicznej i zapalnej, jak również w schorzeniach wywoływanych przez 
patogeny. W ostatnich latach prowadzone są intensywne badania kliniczne, w których sys-
tem ubikwityna-proteasom stanowi cel działań terapeutycznych, zarówno w odniesieniu do 
aktywności proteasomów, jak i procesu ubikwitylacji czy deubikwitylacji. Zidentyfikowano 
specyficzne inhibitory proteasomów, jak również inhibitory poszczególnych enzymów ka-
skady ubikwitylacji białek oraz enzymów deubikwitylujących. Do praktyki klinicznej zo-
stała już dopuszczona druga generacja inhibitorów proteasomów.

WPROWADZENIE

W komórkach organizmów eukariotycznych funkcjonują dwa degradacyjne 
szlaki proteolizy wewnątrzkomórkowej [1,2]:

• szlak lizosomalny – mniej selektywny, obejmujący degradację białek endo-
gennych w wyniku endo- lub pinocytozy bądź pod wpływem autofagocytozy 
czy selektywnego transportu;

• szlak pozalizosomalny – bardziej selektywny, obejmujący procesy proteolizy 
zachodzące w cytosolu, przede wszystkim z udziałem proteasomów 26S, a 
także degradację białek przez kalpainy cytosolowe oraz proteolizę w obrębie 
organelli subkomórkowych.

Lizosomy długo były uważane za jedyne miejsce degradacji białek w komór-
kach [3]. W latach 70. XX wieku wykazano jednak, że również komórki pozba-
wione lizosomów, takie jak retikulocyty, są zdolne do skutecznego rozkładu 
nieprawidłowych białek, a procesy te wymagają energii w postaci ATP, co było 
wówczas trudne do zrozumienia [4].

Kolejne badania przyczyniły się do wyjaśnienia degradacji białek zależnej od 
energii [5]. Wykazano wówczas udział ubikwityny jako kofaktora w proteolizie 
zależnej od ATP. Podczas badań zależnego od ATP systemu proteolitycznego 
retikulocytów, okazało się, że do jego funkcjonowania niezbędny jest termosta-
bilny polipeptyd o masie cząsteczkowej 8,5 kDa, który w reakcji wymagającej 
ATP ulegał kowalencyjnemu przyłączeniu do różnych substratów białkowych 
[6]. Wkrótce udowodniono, że polipeptyd ten, określony mianem APF-1 (ang. 
ATP-dependent proteolysis factor 1), czyli ubikwityna, bierze udział w pozalizoso-
malnej proteolizie w komórkach organizmów eukariotycznych [7].

W latach 80. XX wieku, podczas badań nad wewnątrzkomórkowym syste-
mem proteolitycznym, wykryto w komórkach wielu organizmów eukariotycz-
nych niezwykle dużą proteazę, tzw. wielokatalityczny kompleks proteinazo-
wy (MPC, ang. multicatalytic proteinase complex) [8]. Opisywany był on również 
przez innych autorów jako „alkaliczna proteaza stymulowana przez ATP” lub 
„makropaina”. Następnie wykazano, że degradacja białek na szlaku pozalizoso-
malnym odbywa się z udziałem tego wielokatalitycznego kompleksu proteoli-
tycznego, który obecnie określa się terminem „proteasom”. Historia badań doty-
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czących procesów wewnątrzkomórkowej degradacji białek 
stanowi temat wielu artykułów przeglądowych [1,9,10].

Proteasom nie rozkłada przypadkowych białek, a jedynie 
te wytypowane przez komórkę. Kowalencyjne przyłączenie 
ubikwityny do białka substratowego, z utworzeniem łańcu-
cha poliubikwitynowego (w wieloetapowym procesie tzw. 
ubikwitylacji), jest zasadniczym sygnałem do proteolizy z 
udziałem proteasomów 26S [11,12]. Badania mechanizmu 
ubikwitylacji białek oraz struktury, właściwości i funkcjo-
nowania proteasomu są intensywnie rozwijane ze względu 
na biologiczne znaczenie precyzyjnej kontroli procesu de-
gradacji białek [13-16]. System ubikwityna-proteasom jest 
odpowiedzialny za rozkład białek ważnych dla prawidło-
wego funkcjonowania komórek: enzymów regulujących 
szlaki biosyntetyczne, białek regulujących przebieg cyklu 
komórkowego, wielu czynników transkrypcyjnych, białek 
kodowanych przez onkogeny i geny supresorowe czy też 
białek biorących udział w odpowiedzi immunologicznej, 
jak również białek strukturalnych. W 2004 roku trzej na-
ukowcy Aaron Ciechanover, Avram Hershko oraz Irvin 
Rose otrzymali Nagrodę Nobla, w dziedzinie chemii, za 
odkrycie zależnej od ubikwityny proteasomalnej degradacji 
białek wewnątrzkomórkowych.

Proteasomy odgrywają kluczową rolę w regulacji proce-
sów zachodzących w komórkach, są one odpowiedzialne za 
degradację około 80–90% wszystkich białek wewnątrzko-
mórkowych [17]. Z tego względu, nieprawidłowe działanie 
szlaku ubikwityna-proteasom jest przyczyną wielu chorób. 
W ostatnich latach prowadzone są intensywne badania kli-
niczne, w których ten system proteolityczny stanowi cel 
działań terapeutycznych, zarówno w odniesieniu do aktyw-
ności proteasomów, jak i systemu ubikwitylacji [14,16,18, 
19-26].

KOMPLEKS PROTEASOMU 26S

Proteasom 26S (EC 3.4.25.1) jest ATP-zależnym, wielo-
katalitycznym kompleksem, o masie cząsteczkowej ok. 2,5 
MDa, odpowiedzialnym za degradację białek wewnątrz-
komórkowych, o krótkim i długim okresie połowicznego 
życia, modyfikowanych za pomocą łańcucha poliubikwity-
nowego [12,17,27]. Jego obecność wykryto w cytoplazmie 
oraz w jądrze komórkowym wszystkich organizmów euka-
riotycznych [28-32]. Stanowi on około 1% wszystkich białek 
znajdujących się w komórce. Przeciętna komórka zawiera 
około 30 tys. proteasomów.

Kompleks proteasomu 26S (Ryc. 1) składa się z prote-
asomu 20S [33,34], tworzącego katalityczny rdzeń (CP, ang. 
core particle), który jest zasocjowany z jednej lub obu stron z 
asymetrycznym kompleksem regulatorowym 19S (RP, ang. 
regulatory particle), zwanym również PA700 [35]. Powstawa-
nie proteasomu 26S z kompleksów 20S (CP) oraz 19S (RP) 
jest procesem zależnym od ATP [36]. Podczas gdy wystę-
powanie kompleksów proteasomowych 26S stwierdzono 
jedynie u Eukaryota, to niezależne od ATP proteasomy 20S 
wykryto, poza komórkami organizmów eukariotycznych, 
również u Archaebacteria i niektórych Eubacteria [37].

RDZEŃ KATALITYCZNY – PROTEASOM 20S

Proteasomy 20S Eukaryota zawierają 14 różnych, ale spo-
krewnionych podjednostek, które na podstawie podobień-
stwa sekwencji klasyfikowane są jako podjednostki typu 
α lub typu β [37]. Struktura proteasomu 20S ma charakter 
konserwatywny, pomimo wzrastającej w toku ewolucji zło-
żoności w składzie podjednostek. Większość proteasomów 
20S u Prokaryota zbudowana jest z dwóch rodzajów podjed-
nostek: α i β [33,34], chociaż u Rhodococcus stwierdzono dwa 
typy podjednostek α (α1, α2) i dwa typy podjednostek β (β1, 
β2) [37]. Budowa eukariotycznego kompleksu rdzeniowego 
(CP) została opisana na podstawie analizy krystalograficz-
nej oczyszczonych proteasomów drożdży [38].

Proteasom 20S, o masie cząsteczkowej 700 kDa, tworzy 
cylindryczny kompleks (14,8 nm długości i 11,3 nm szero-
kości) składający się z 28 podjednostek, które ułożone są w 
cztery współosiowe 7-członowe pierścienie (Ryc. 1 i Ryc. 2). 
W strukturze proteasomu 20S można wyróżnić dwa ze-
wnętrzne pierścienie zbudowane z podjednostek typu α 
oraz dwa wewnętrzne pierścienie utworzone przez podjed-
nostki typu β, które łącznie dają kompleks o stechiometrii 
α1-7β1-7β1-7α1-7 [38].

Aktywność katalityczna proteasomu 20S zlokalizowana 
jest jedynie w sześciu podjednostkach typu β – w każdym 
pierścieniu są to podjednostki β1, β2 i β5. Uformowany 
przez dwa wewnętrzne pierścienie podjednostek β kanał 
tworzy trzy wydrążenia (połączone przewężeniami), z któ-
rych środkowe chroni centra aktywne. Wstęp do komory 
centralnej ograniczony jest przez wąską „bramkę”, two-
rzoną przez N-końcowe reszty aminokwasowe podjedno-
stek α. Kanał ten, o średnicy 13Ǻ pozwala na wejście tylko 
rozfałdowanym białkom. Powyższy mechanizm zapewnia 
całkowitą degradację substratów i zapobiega przypadkowej 
proteolizie [31,39].

Ze względu na budowę centrum aktywnego, proteasom 
20S zaliczany jest do rodziny białek określanych jako Nth 
hydrolazy (ang. N-terminal nucleophile hydrolases), których 
wspólną cechą jest centrum aktywne tworzone przez poje-
dynczą resztę aminokwasową. Ta sama N-końcowa reszta 

Rycina 1. Struktura proteasomu 26S.
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dostarcza ugrupowanie nukleofilowe oraz pełni funk-
cję akceptora protonów [29]. W proteasomie 20S tą resztą 
aminokwasową jest Thr1. Na podstawie udziału treoni-
ny w katalizie określona została odrębna grupa enzymów 
proteolitycznych, proteinazy treoninowe (wcześniej znane 
były cztery grupy: proteinazy serynowe, cysteinowe, aspar-
tylowe i metaloproteinazy) [40]. Rolę treoniny jako katali-
tycznego nukleofilu potwierdziły między innymi badania 
wskazujące, że delecja N-terminalnej Thr1 lub mutacje tej 
reszty do alaniny, u drożdży oraz Archaea, prowadzą do 
zniesienia aktywności proteolitycznej [41].

Większość podjednostek typu β, w przeciwieństwie do 
podjednostek typu α, jest syntetyzowana w formie nieak-
tywnych prekursorów, ulegających na drodze ograniczonej 
proteolizy procesowi „dojrzewania” proteasomu, czemu to-
warzyszy uwolnienie reszt centrum aktywnego [42,43]. Pro-
peptydy (o długości 4–70 reszt aminokwasowych) usuwane 
są dopiero po zamknięciu podjednostek typu β w obrębie 
kompleksu proteasomowego.

U Archaea wszystkie podjednostki β charakteryzują się 
taką samą budową, stąd w tej grupie organizmów wystę-
puje czternaście identycznych aktywności proteolitycz-
nych [44]. Natomiast u Eukaryota, tylko trzy podjednostki 
β, spośród siedmiu podjednostek tworzących pierścień we-
wnętrzny, wykazują aktywności katalityczne.

Stwierdzone in vitro aktywności katalityczne eukario-
tycznych proteasomów 20S różnią się między sobą specy-
ficznością w hydrolizie wiązań peptydowych [31,45,46] i 
zostały one określone jako aktywności:

• chymotrypsynopodobna (CHTL, ang. chymotrypsin-like) 
– zlokalizowana w podjednostce β5 i odpowiedzialna 
za hydrolizę wiązania peptydowego utworzonego przez 
grupę karboksylową aminokwasów hydrofobowych 
(Tyr-X, Phe-X, Leu-X);

• trypsynopodobna (TL, ang. trypsin-like) – występująca 
w podjednostce β2 i hydrolizująca wiązania peptydowe 
utworzone przez grupę karboksylową aminokwasów za-
sadowych (Arg-X, Lys-X);

• kaspazopodobna (CL, ang. caspase-like), zlokalizowana w 
podjednostce β1 i przeprowadzająca hydrolizę wiązania 
peptydowego utworzonego przez grupę karboksylową 
aminokwasów kwasowych, przy czym rozpad wiązania 
peptydowego zachodzi częściej po resztach kwasu aspa-
raginowego niż glutaminowego.

W wielu komórkach narządów układu immunologiczne-
go stwierdzono obecność tzw. immunoproteasomów, czyli 
proteasomów 20S połączonych z kompleksem regulatoro-
wym 19S oraz kompleksem PA28 (ang. proteasome activator 
28), indukowanym przez interferon γ [47,48]. Połączenie 
PA28 z proteasomem odgrywa istotną rolę w prezentacji 
antygenu, gdyż reguluje długość peptydów dla głównego 
układu zgodności tkankowej MHC I (ang. major histocom-
patibility complex) [49-51]. W przypadku immunoproteaso-
mów konstytutywne podjednostki katalityczne: β1, β2 i β5 
zastępowane są przez podjednostki indukcyjne: iβ1 (LMP2), 
iβ2 (MECL-1) oraz iβ5 (LMP7) [52]. W komórkach grasicy 
powstają immunoproteasomy szczególnego rodzaju, tzw. 
tymoproteasomy, które w rdzeniu katalitycznym, oprócz 
podjednostek iβ1 oraz iβ2, zawierają swoiste podjednostki 
tβ5 zamiast iβ5. Aktywność chymotrypsynopodobna tβ5 
jest niższa niż konstytutywnych podjednostek β5 (cβ5) oraz 
iβ5 [53].

KOMPLEKS REGULATOROWY 19S

Kompleksy regulatorowe 19S (RP) są niezbędne do roz-
poznawania łańcucha poliubikwitynowego [33,54], rozfał-
dowywania białka i jego translokacji do wnętrza rdzenia ka-
talitycznego CP, gdzie białko substratowe ulega degradacji 
[55-57] (Ryc. 3). Wiązanie RP do proteasomu 20S wywołuje 
zmiany konformacyjne w strukturze rdzenia katalityczne-
go, co powoduje otwarcie kanału wejściowego uformowa-
nego przez N-końce podjednostek α oraz aktywację proteaz 
[50]. Przez otwarty kanał, o średnicy około 13 Å, rozfałdo-
wane substraty przechodzą do miejsc katalitycznych we 
wnętrzu proteasomu 20S [58,59].

Kompleksy regulatorowe 19S zawierają co najmniej 19 
różnych podjednostek białkowych o masach cząsteczko-
wych 28-110 kDa [35,53,60,61]. Wśród nich zidentyfiko-
wano podjednostki wykazujące aktywności ATPazowe, 
izopeptydazowe oraz wiążące ubikwitynę. Podjednostki 
o aktywnościach ATPaz biorą udział w rozfałdowywaniu 
substratów białkowych przed ich translokacją do rdzenia 

Rycina 2. Schemat proteasomu 26S (A i B) i proteasom 20S (C), opracowany na 
podstawie obrazu z mikroskopu elektronowego [144].

Rycina 3. Funkcje kompleksu regulatorowego 19S i proteasomu 20S (symbol * 
oznacza zależność od ATP).
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proteolitycznego [55,62]. Ze względu na pełnioną funkcję 
określano je jako „unfoldases” lub „reverse chaperones”. Pozo-
stałe podjednostki nie wykazują aktywności ATPazowych i 
są zaangażowane w rozpoznawanie substratów białkowych 
niosących sygnały do degradacji, warunkując selektywność 
proteolizy [33]. Kompleks regulatorowy posiada również 
aktywności izopeptydazowe, umożliwiające odłączanie łań-
cuchów poliubikwitynowych oraz ich cięcie na monomery, 
które mogą być ponownie wykorzystane [63]. W strukturze 
kompleksu regulatorowego 19S wyróżnia się dwa subkom-
pleksy (Ryc. 1): podstawę (ang. Base) i wieczko (ang. Lid) 
[53,61,64,65].

Podstawa kompleksu 19S, przylegająca do zewnętrznego 
pierścienia α, zawiera sześć blisko spokrewnionych podjed-
nostek Rpt (ang. regulatory particle triple-A protein), o aktyw-
nościach ATPaz, zaliczanych do dużej rodziny białek AAA 
(ang. ATPases associated with a variety of cellular activities): 
Rpt1/S7, Rpt2/S4, Rpt3/S6a, Rpt4/S10, Rpt5/S6b, Rpt6/
S8. Podjednostki występujące u drożdży oznaczane są jako 
Rpt, natomiast u wyższych Eukaryota jako S, w oparciu o 
ruchliwość podczas SDS-PAGE [35]. Podjednostka Rpt5 
prawdopodobnie uczestniczy w rozpoznawaniu poliubi-
kwitylowanego substratu [66]. Podjednostka Rpt2 wiąże 
się z pierścieniem utworzonym przez podjednostki typu  α 
i uczestniczy w otwieraniu kanału oraz współuczestniczy 
w rozfałdowywaniu substratu i jego translokacji do wnę-
trza proteasomu [58,59]. Oprócz ATPaz, w skład podstawy 
kompleksu regulatorowego wchodzą jeszcze cztery podjed-
nostki Rpn (ang. regulatory particle non-ATPase), niebędące 
ATPazami: Rpn1/S2, Rpn2/S1, Rpn10/S5a oraz Rpn13 
(Adrm1) [35,53,61]. Podjednostki Rpn1, Rpn10 i Rpn13 peł-
nią funkcję receptorów ubikwityny, rozpoznających sub-
strat przeznaczony do degradacji w proteasomie. Ponadto 
podjednostka Rpn10 łączy podstawę z wieczkiem.

Wieczko kompleksu regulatorowego 19S składa się z 
dziewięciu różnych podjednostek nie ATPazowych: Rpn3/
S3, Rpn5/S5, Rpn6/S9, Rpn7/S10a, Rpn8/S12, Rpn9/S11, 
Rpn11/S13 i Rpn12/S14 [31,53,67]. U drożdży zidentyfiko-
wano dodatkową podjednostkę Rpn15 (Dss1/Sem1) [53,65]. 
Główną rolą wieczka jest deubikwitylacja substratów. 
Stwierdzono, że Rpn11 działa jako zależna od Zn2+ metalo-
izopeptydaza zaangażowana w proces deubikwitylacji bia-
łek, ulegających degradacji w proteasomach [68,69]. Innymi 
enzymami deubikwitującymi te białka są również UCH37 
(UCH-L5) (ang. ubiquitin C-terminal hydrolase) i USP6 (u 
drożdży)/USP14 (u ssaków) (ang. ubiquitin specific protease) 
[70]. UCH37 jest integralnym składnikiem kompleksu regu-
latorowego 19S u ssaków, natomiast brak tego enzymu u 
drożdży.

Podjednostki wieczka wykazują podobieństwo sekwen-
cji do kompleksu sygnalnego COP9 (ang. COP9 signalosome, 
CSN), kluczowego regulatora licznych szlaków sygnało-
wych oraz kompleksu eIF3, inicjującego translację u Euka-
ryota [60].

U Archeabacterium stwierdzono występowanie kom-
pleksu nukleotydazy aktywującej proteasom, PAN (ang 
proteasome-activating nucleotidase), będącego homologiem 
eukariotycznego kompleksu ATPaz wieczka [71]. Prawdo-

podobnie jest on prekursorem kompleksu 19S u Eukaryota, 
ponieważ stymuluje degradację białka przez proteasom 20S 
w komórkach Thermoplasma acidophilum.

DEGRADACJA BIAŁEK NA SZLAKU 
UBIKWITYNA-PROTEASOM

Kowalencyjne przyłączenie ubikwityny (w postaci łań-
cucha poliubikwitynowego) do białka substratowego jest 
zasadniczym [11,54,72], lecz nie wyłącznym sygnałem do 
proteolizy [73]. Podczas degradacji białek na szlaku ubikwi-
tyna-proteasom (Ryc. 4) zachodzą dwa zasadnicze procesy 
[11,12,74]: (1) ubikwitylacja – kowalencyjne przyłączenie 
łańcucha poliubikwitynowego do białka przeznaczonego 
do degradacji (w procesie modyfikacji białka ubikwityną 
C-końcowa reszta glicyny cząsteczki ubikwityny, Gly76, 
łączy się wiązaniem izopeptydowym z grupą ε-aminową 
reszty lizyny białkowego substratu) oraz (2) rozpoznanie i 
degradacja ubikwitylowanych białek przez kompleks pro-
teasomowy 26S, z jednoczesnym uwolnieniem ubikwityny 
przez enzymy deubikwitylujące.

Degradację białek wewnątrzkomórkowych na szlaku 
ubikwityna-proteasom wyróżniają spośród innych proce-
sów proteolizy charakterystyczne cechy [11,12], którymi są:

• zależność od ATP,

• rozpoznawanie substratu poprzez wyznakowanie łańcu-
chem poliubikwitynowym,

• bardzo duże rozmiary (2,5 MDa) oraz złożona budowa 
kompleksu proteolitycznego zaangażowanego w degra-
dację białek - proteasomu 26S,

• udział wielu enzymów pośredniczących w przekazywa-
niu substratu białkowego do centrum aktywnego prote-
asomu 26S,

• centra aktywne proteasomu utworzone przez N-końco-
wą resztę Thr,

Rycina 4. Schemat szlaku ubikwityna-proteasom 26S.
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• miejsca aktywne proteasomu 26S, w przeciwieństwie do 
klasycznych proteaz, ukryte są wewnątrz kompleksu,

• pełna degradacja substratu do krótkich oligopeptydów 
(3-22 reszt aminokwasowych).

UBIKWITYNA

Ubikwityna jest małym, obojętnym, globularnym biał-
kiem o masie cząsteczkowej około 8,6 kDa, zbudowanym z 
pojedynczego łańcucha polipeptydowego, którego sekwen-
cja aminokwasowa jest w bardzo dużym stopniu zacho-
wana w ewolucji [75]. Ubikwityna określana jest mianem 
„wszędobylskiego peptydu” UBIP (ang. ubiquitin immuno-
poietic polypeptide), ponieważ występuje ona we wszystkich 
typach komórek eukariotycznych, w stanie wolnym lub 
tworząc wiązania kowalencyjne z innymi białkami [76].

Struktura pierwszorzędowa ubikwityny to 76 reszt ami-
nokwasowych, wśród których bardzo licznie występuje 
reszta lizyny (K6, K11, K27, K29, K33, K48 i K63). Charak-
terystycznym elementem struktury przestrzennej jest C-
-końcowy fragment łańcucha polipeptydowego utworzony 
przez cztery reszty aminokwasowe (–Leu–Arg–Gly–Gly), 
który wystaje z powierzchni cząsteczki. Za jego pośrednic-
twem, poprzez Gly76, ubikwityna zostaje połączona z enzy-
mem E1, a także z ε-aminową grupą lizyny białka przezna-
czonego do degradacji i Lys48 innych cząsteczek ubikwity-
ny, z którymi tworzy liniowe lub rozgałęzione łańcuchy za 
pomocą wiązań izopeptydowych [72].

Duża zawartość ubikwityny w każdej komórce, zachowa-
na w ewolucji struktura pierwszorzędowa oraz powszechne 
występowanie u organizmów eukariotycznych świadczą o 
kluczowej roli tego białka w prawidłowym przebiegu pod-
stawowych procesów komórkowych. Najważniejszą funk-
cją ubikwityny jest udział w zależnej od ATP pozalizoso-
malnej degradacji białek, polegający na kierowaniu białka 
do degradacji w kompleksie proteasomowym 26S [54,72].

Mono- lub multiubikwitylacja białek (bez tworzenia łań-
cucha), a także tworzenie łańcuchów na reszcie Lys innej 
niż reszcie Lys48, może stanowić sygnał do endocytozy bia-
łek, transportu białek do lizosomów lub wakuoli, jak rów-
nież może regulować przemieszczanie się białek pomiędzy 
jądrem a cytoplazmą oraz działanie wielu białek uczestni-
czących w różnych procesach metabolicznych [72,75,77]. 
Zidentyfikowano również wiele białek pokrewnych ubi-
kwitynie (UBLs, ang. ubiquitin-like proteins), np. SUMO 
(ang. small ubiquitin-like modifier) czy NEDD8 (ang. neuronal 
precursor cell-expressed, developmentally down-regulated), które 
poprzez C-końcową resztę glicyny wiążą się z innymi biał-
kami i biorą także udział w wielu procesach regulacyjnych, 
a ich dołączanie do białek jest równie złożone jak dołączanie 
ubikwityny [78-80].

PROCES UBIKWITYLACJI

Przyłączenie ubikwityny do białka substratowego jest 
kaskadowym procesem (Ryc. 4), zachodzącym przy udziale 
ATP [72,81,82], katalizowanym kolejno przez następujące 

enzymy: E1 – enzym aktywujący ubikwitynę (ang. ubiqu-
itin-activating enzyme), E2 – enzym koniugujący ubikwitynę 
(ang. ubiquitin-conjugating enzyme), E3 – ligazę ubikwityno-
wą (ang. ubiquitin ligase).

Enzym E1 jest białkiem o zachowanej w ewolucji se-
kwencji aminokwasowej, natomiast E2 i E3 są bardziej zróż-
nicowane [11], w komórkach ssaków występuje około 30-40 
różnych enzymów E2 oraz 700–1000 różnych enzymów E3 
[83,84]. Stwierdzono, że może również występować dodat-
kowy enzym E4, uczestniczący w wydłużaniu łańcucha po-
liubikwitynowego [85,86].

Proces ubikwitylacji białka substratowego obejmuje na-
stępujące etapy [72,85]:

• utworzenie w reakcji zależnej od ATP wysokoenerge-
tycznego wiązania tioestrowego pomiędzy resztą Gly na 
karboksylowym końcu ubikwityny (Gly76) a grupą tio-
lową (-SH) Cys w centrum aktywnym enzymu E1 [E1-
-S~Ub],

• przeniesienie aktywowanej ubikwityny na grupę -SH 
reszty Cys w enzymie koniugującym E2 [E2-S~Ub],

• przeniesienie ubikwityny z enzymu E2 na grupę e-ami-
nową wewnętrznej reszty Lys substratu białkowego, w 
reakcji katalizowanej przez ligazę ubikwitynową E3.

Ligazy ubikwitynowe są wielopodjednostkowymi kom-
pleksami białkowymi, w których określone podjednostki 
biorą udział w rozpoznaniu substratu i dołączaniu do niego 
łańcucha poliubikwitynowego (dzięki interakcji z enzymem 
E2) lub pojedynczymi polipeptydami, w których specyficz-
ne fragmenty cząsteczki pełnią funkcję rozpoznania sub-
stratu i dołączania do niego łańcucha poliubikwitynowego.

Wyróżnia się dwa podstawowe typy ligaz ubikwityno-
wych [87-89]: (1) RING E3 – ligazy z domeną RING finger 
(ang. really interesting new gene), katalizujące bezpośrednie 
przeniesienie na substrat zaktywowanej i powiązanej z en-
zymem E2 ubikwityny oraz (2) HECT E3 – ligazy z dome-
ną HECT (ang. homologous to E6-AP C-terminus), w których 
przed ostatecznym dołączeniem ubikwityny do właściwego 
substratu dochodzi do przeniesienia zaktywowanej ubikwi-
tyny z enzymu E2 na ligazę ubikwitynową E3 (z utworze-
niem kowalencyjnego intermediatu).

Substrat białkowy przeznaczony do degradacji zanim 
zostanie rozpoznany przez proteasom musi przejść co naj-
mniej cztery cykle enzymatyczne, łańcuch poliubikwityno-
wy stanowiący sygnał do degradacji zawiera co najmniej 
4 cząsteczki ubikwityny [54]. Stwierdzono również, że w 
przypadku niektórych białek pierwsza cząsteczka ubikwi-
tyny może być przyłączana do N-końcowej reszty amino-
kwasowej, a nie do ε-aminowej wewnętrznej reszty Lys 
substratu białkowego [1]. Ostatnio wykazano, że degrada-
cja z udziałem proteasomów 26S może dotyczyć także pew-
nych monoubikwitylowanych białek [90]. W porównaniu 
do białek ulegających poliubikwitylacji, charakteryzują się 
one mniejszą masą cząsteczkową, bardziej uporządkowaną 
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strukturą i zaangażowaniem w specyficznych szlakach ko-
mórkowych.

DEGRADACJA SUBSTRATU I DEUBIKWITYLACJA

Po naznaczeniu substratu łańcuchem poliubikwityno-
wym następuje jego rozpoznanie przez kompleks prote-
asomu 26S i degradacja. Istnieją jednak białka, które mogą 
być degradowane przez proteasomy 26S bez uprzedniej 
ubikwitylacji [91]. Odpowiednia budowa podjednostkowa 
kompleksu regulatorowego 19S warunkuje prawidłowe 
ustawienie substratu, tak aby mógł być on rozfałdowany 
przez ATPazy tworzące podstawę kompleksu regulato-
rowego. Hydroliza ATP, oprócz rozfałdowywania białka, 
wykorzystywana jest również do otwierania kanału formo-
wanego przez zewnętrzny pierścień podjednostek α oraz 
do przeniesienia substratu przez otwarty kanał do rdzenia 
katalitycznego 20S [39,58,92,93].

Substrat białkowy, po przedostaniu się do wnętrza ko-
mory proteolitycznej proteasomu 20S, ulega hydrolizie do 
małych oligopeptydów, zawierających od 3 do 22 reszt ami-
nokwasowych, dzięki obecności sześciu aktywnych miejsc 
katalitycznych, po trzy w każdym pierścieniu podjednost-
kek β [13,92]. Średnia długość peptydów wynosi od 7 do 
9 aminokwasów. Taką długość osiąga około 15% powsta-
jących peptydów. Peptydy wytwarzane przez proteasomy 
mają krótki okres półtrwania. Nie ulegają one akumulacji 
w komórce, lecz dalszej degradacji przy udziale innych 
proteaz i aminopeptydaz. Część powstających peptydów 
jest transportowana do siateczki endoplazmatycznej, a na-
stępnie jest prezentowana na powierzchni komórki przez 
MHC I [11].

Ubikwitylacja białek docelowych jest procesem odwra-
calnym. Łańcuch poliubikwitynowy musi zostać usunięty 
z degradowanego białka przed translokacją substratu do 
komory proteolitycznej rdzenia proteasomu [94]. Usunięcie 
łańcucha poliubikwitynowego, poprzez hydrolizę wiąza-
nia amidowego między białkiem i C-końcową resztą Gly 
cząsteczki ubikwityny, może następować również w przy-
padku, gdy substrat został nieprawidłowo ubikwitylowa-
ny [11]. Łańcuchy poliubikwitynowe odcięte od białek, są 
następnie degradowane przez enzymy deubikwitylujące 
(DUBs, ang. deubiquitinatig enzymes), a ubikwityna ponow-
nie wykorzystana na szlaku ubikwityna-proteasom [94,95]. 
W komórkach Eukaryota stwierdzono ponad 100 różnych 
enzymów deubikwitylujących, należących do sześciu ro-
dzin, z których najważniejszymi są: USPs (ang. ubiquitin-
-specific proteases; specyficzne proteazy ubikwityny) i UCHs 
(ang. ubiquitin C-terminal hydrolases; C-końcowe hydrolazy 
ubikwityny) [83,95,96]. Proteazy z rodziny USPs uczestni-
czą w odcinaniu cząsteczek ubikwityny od poliubikwity-
nowych łańcuchów, a także katalizują hydrolizę wiązań 
izopeptydowych między ubikwityną a białkiem substrato-
wym. Rodzina UCHs, obejmuje, podobnie jak USPs, pro-
teazy cysteinowe, które odcinają m.in. krótkie peptydy od 
C-końca ubikwityny. Pozostałe rodziny to OTUs (ang. ovar-
ian tumor proteases), MJDs/Josephins (ang. Machado-Joseph 
disease domain proteases), MINDY (ang. motif interacting with 
ubiquitin-containing novel DUB family) oraz JAMMs (JAB1/
MNP/MOV34). Z wyjątkiem enzymów deubikwitylujących 

z rodziny JAMMs, obejmującej zależne od jonów Zn2+ me-
taloproteazy, pozostałe DUBs należą do proteaz cysteino-
wych.

Enzymy deubikwitylujące pełnią ważną rolę w regulacji 
szlaku ubikwityna-proteasom, głównie poprzez usuwanie 
z białek substratowych cząsteczek ubikwityny i łańcuchów 
poliubikwitynowych. Ponadto DUBs odpowiadają za po-
wstawanie funkcjonalnej ubikwityny z jej prekursorów oraz 
rozcinają wolne łańcuchy poliubikwitynowe, uwalniając 
monomery ubikwityny [83,95,96].

ROLA SZLAKU UBIKWITYNA-PROTEASOM 
W REGULACJI PROCESÓW KOMÓRKOWYCH: 
POTENCJAŁ TERAPEUTYCZNY

Obecność szlaku proteasomalnej degradacji białek wyka-
zano dotychczas w komórkach zwierząt [11], roślin [30,97] 
oraz grzybów [98-100]. Dzięki zastosowaniu specyficznych 
inhibitorów proteasomów wykazano udział tych złożonych 
kompleksów proteolitycznych nie tylko w degradacji białek 
wewnątrzkomórkowych krótko żyjących, lecz także białek 
o długim okresie półtrwania oraz zaangażowanie proteaso-
mów w wiele mechanizmów regulujących kluczowe proce-
sy, takie jak: cykl komórkowy, proliferacja i różnicowanie 
komórek, apoptoza, transkrypcja, transdukcja sygnałów, 
morfogeneza, odpowiedź immunologiczna, odpowiedź na 
stres i inne czynniki zewnątrzkomórkowe, modulacja recep-
torów powierzchniowych, prezentacja antygenu, proteoliza 
enzymów i białek regulatorowych, kontrola jakości białek 
w siateczce endoplazmatycznej (ERAD, ang. endoplasmic re-
ticulum associated protein degradation) [11,14,63,101].

Zaburzenia w prawidłowym funkcjonowaniu szlaku 
ubikwityna-proteasom stanowią przyczynę wielu chorób. 
Stwierdzono udział proteasomów w rozwoju chorób nowo-
tworowych (spowodowanych np. degradacją białka p53 czy 
cyklino-zależnego inhibitora kinaz p27Kip1), kardiomiopa-
tii, jak również w rozwoju odpowiedzi zapalnej (indukowa-
nej m.in. przez rozkład IκB, inhibitora czynnika transkryp-
cyjnego NF-κB) czy immunologicznej oraz w schorzeniach 
wywoływanych przez patogeny. Natomiast brak skutecz-
nej degradacji nieprawidłowo sfałdowanych białek leży u 
podłoża chorób neurodegeneracyjnych, takich jak choroba 
Alzheimera, choroba Parkinsona oraz choroba Huntingto-
na, związana z występowaniem powtórzeń poliglutamino-
wych w zmutowanym białku [16,18,26,85,102].

Biorąc pod uwagę stopień zaangażowania proteasomal-
nej degradacji białek w regulację wielu procesów kluczo-
wych dla właściwego funkcjonowania komórki, łatwo zro-
zumieć poszukiwanie inhibitorów enzymów tego szlaku, 
jako potencjalnych leków w terapii różnych schorzeń. Zna-
cząca większość stosowanych w badaniach laboratoryjnych 
inhibitorów proteolizy ubikwityno-zależnej blokuje (od-
wracalnie lub nieodwracalnie) funkcje rdzenia katalityczne-
go proteasomu 26S, nie zaś przebieg wcześniejszych etapów 
szlaku, zależnej od proteasomów i ubikwityny, degradacji 
białek [14,18,20,103].

Ingerencja w niezwykle złożony mechanizm proteoli-
zy ubikwityno-zależnej na końcowym etapie, jaki stanowi 
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rozkład białek przez proteasom 26S, jest jednak wciąż mało 
przewidywalna, dlatego podejmowane są próby uzyskania 
podobnego efektu poprzez blokowanie procesów prowa-
dzących do ubikwitylacji białka substratowego, rozpozna-
wania łańcucha poliubikwitynowego przez podjednostki 
kompleksu regulatorowego 19S, jak również poprzez ha-
mowanie aktywności enzymów deubikwitylujących. W nie-
których schorzeniach znaczenie terapeutyczne może mieć 
nie zahamowanie, ale zwiększenie tempa degradacji okre-
ślonych białek [22,23,25,83,104].

INHIBITORY PROTEASOMÓW
Brak specyficznych inhibitorów długo był głównym 

czynnikiem ograniczającym zrozumienie funkcji proteaso-
mu in vivo. W ciągu ostatnich lat zidentyfikowano związki, 
które mogą swobodnie przenikać przez błonę komórkową 
i hamować proteolityczną funkcję proteasomu [20,103,105] 
(Tab. 1).

Podstawowym warunkiem hamowania aktywności 
proteasomu jest zablokowanie reszty Thr1 katalitycznych 
podjednostek β poprzez utworzenie wiązania (najczęściej 
kowalencyjnego) pomiędzy inhibitorem a grupami funk-
cyjnymi (hydroksylową i N-końcową aminową). Pomimo, 
że proteasom posiada sześć miejsc aktywnych, nie jest ko-
nieczne blokowanie ich wszystkich, aby uzyskać efekt ha-
mowania aktywności proteolitycznej kompleksu. Działanie 
większości inhibitorów proteasomów polega na hamowa-
niu aktywności chymotrypsynopodobnej (CHTL), co jed-
nak jest wystarczające dla zablokowania funkcji proteaso-
mu, ze względu na dominację tej aktywności w stosunku 
do pozostałych aktywności proteasomu: trypsynopodobnej 
(TL) oraz kaspazopodobnej (CL) [106].

Wyróżnia się inhibitory proteasomów otrzymywane syn-
tetycznie oraz inhibitory pochodzenia naturalnego. Synte-
tyczne inhibitory proteasomów stanowią ujednoliconą gru-
pę związków o strukturze małych peptydów, różniących się 
ugrupowaniem na C-końcu. Głównymi inhibitorami prote-
asomów o szkielecie peptydowym są: aldehydy peptydo-
we, α-ketoaldehydy peptydowe, α-ketoamidy peptydowe, 
peptydowe pochodne sulfonianu winylu oraz peptydowe 
pochodne kwasu boronowego [107]. Typowy schemat bu-
dowy takich inhibitorów specyficznych wobec proteaso-
mów obejmuje obecność krótkiego peptydu połączonego 
kowalencyjnie z farmakoforem. Z miejscem aktywnym en-
zymu reaguje cząsteczka farmakofora, peptyd zaś łączy się 
z miejscem wiązania substratu białkowego.

Naturalne inhibitory stanowią niejednolitą grupę związ-
ków, wytwarzanych przez organizmy należące do różnych 
grup systematycznych (stąd też ich zróżnicowana budowa 
chemiczna). Należą tu np.: estry tiolowe γ-laktamu, liniowe 
epoksyketony peptydowe, czy też peptydy makrocykliczne 
[107].

Do celów terapeutycznych nie stosuje się inhibitorów z 
grupy aldehydów peptydowych, gdyż obecność wysoce 
reaktywnej aldehydowej grupy funkcyjnej zmniejsza spe-
cyficzność oddziaływania [108]. Połączenie selektywności, 
stabilności metabolicznej oraz siły oddziaływania pepty-

dowych pochodnych kwasu boronowego stawia je w po-
zycji najlepszych kandydatów do celów terapeutycznych 
[13,21,109]. Przykładem takiego inhibitora proteasomów 
jest bortezomib, wprowadzony w 2003 roku przez firmę 
Millenium Pharmaceuticals jako lek Velcade i zaakceptowa-
ny do klinicznego stosowania w leczeniu pacjentów z pro-
gresją szpiczaka mnogiego. W komórkach nowotworowych 
aktywność proteasomów 26S jest zwykle podwyższona, co 
chroni je przed apoptozą. Głównym celem przeciwnowo-
tworowych strategii terapeutycznych opartych na blokowa-
niu aktywności proteasomów jest indukowanie apoptozy, 
zarówno przez aktywację szlaku wewnątrzpochodnego 
(mitochondrialnego), jak i zewnątrzpochodnego (receptoro-
wego), w proliferujących komórkach – bardziej wrażliwych 
na działanie inhibitorów proteasomów niż komórki prawi-
dłowe.

Najnowsze badania wskazują na ogromny potencjał in-
hibitorów proteasomów w leczeniu chorób wywołanych 
przez takie patogeny jak np. Mycobacterium tuberculosis, Le-
ishmania sp., Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi czy Pla-
smodium falciparum [26,110].

ALDEHYDY PEPTYDOWE

Pierwszą rodziną syntetycznych inhibitorów proteaso-
mów były aldehydy peptydowe, które wcześniej z powo-
dzeniem wykorzystywano jako inhibitory proteaz sery-
nowych i cysteinowych. Grupa aldehydowa stanowi cel 
ataku nukleofilowego, przeprowadzanego przez grupy hy-
droksylowe oraz tiolowe, występujące w centrach aktyw-
nych proteaz serynowych i cysteinowych. W przypadku 
proteasomów, inhibitory te tworzą kowalencyjne wiązanie 
hemiacetalowe z grupą funkcyjną N-końcowej treoniny w 
centrach aktywnych. Cechą typową dla aldehydów pepty-
dowych jest szybkie przenikanie przez błony oraz odwra-
calny efekt inhibicji [20,103].

Przykładem najwcześniej rozpoznanego inhibitora, nale-
żącego do tej grupy, jest leupeptyna (Ac–Leu–Leu–Arg–al), 
izolowana z różnych gatunków Actinomycetes, która stoso-
wana była jako inhibitor proteaz serynowych oraz cysteino-
wych. Leupeptyna okazała się również skutecznym inhibi-
torem aktywności TL proteasomu 20S [111]. Przykładami 
aldehydów peptydowych o zwiększonej selektywności 
względem aktywności CHTL proteasomu 20S są m.in. PSI 
(Z–Ile–Glu(OtBu)–Ala–Leu–al), MG115 (Z–Leu–Leu–nVal–
al) oraz MG132 (Z–Leu–Leu–Leu–al) [112]. Dzięki wysokiej 
selektywności, odwracalnej inhibicji miejsc aktywnych pro-
teasomu oraz stosunkowo niskiej cenie, MG132 (opracowa-
ny przez firmę Myogenics) wykorzystywany jest często w 
badaniach nad udziałem proteasomów w procesach komór-
kowych [20,103].

Do tej grupy inhibitorów należy również tyropeptyna A, 
będąca naturalnym aldehydem peptydowym otrzymanym 
z Kitasatospora, gatunku należącego do Actinomycetes. Ha-
muje ona aktywność CHTL oraz w mniejszym stopniu TL i 
CL. Fellutamid B, naturalny inhibitor tej klasy, wyizolowa-
ny ostatnio z morskiego grzyba Penicillium fellutanum, silnie 
hamuje aktywność CHTL i mniej efektywnie pozostałe ak-
tywności proteasomu [103].



294 www.postepybiochemii.pl

PEPTYDOWE POCHODNE KWASU BORONOWEGO

Badania nad aldehydami peptydowymi doprowadziły 
wprost do opracowania peptydowych pochodnych kwa-
su boronowego, Zamiana ugrupowania aldehydowego 
(MG132) na resztę kwasu boronowego (MG262), skutko-
wała bardzo znaczącym wzrostem potencjału inhibicyjne-
go. Stanowiło to podstawę do zaprojektowania mniejszych, 
dipeptydowych pochodnych kwasu boronowego, których 
przykładem jest bortezomib (opracowany przez Myoge-
nics/Proscript). Charakteryzują się one bardzo wysoką 
specyficznością w odniesieniu do proteasomów, ponieważ 
reszta kwasu boronowego, w przeciwieństwie do grupy 
aldehydowej, wykazuje znacznie mniejszą zdolność do re-
agowania z proteazami cysteinowymi, takimi jak katepsyny 
czy kalpainy [113].

Bortezomib (PS-341) jest pierwszym inhibitorem prote-
asomów, który znalazł zastosowanie w praktyce klinicznej 
(jako Velcade), u pacjentów z chorobami nowotworowymi. 
Został on zatwierdzony w 2003 r. przez FDA do leczenia 
chorych na opornego szpiczaka mnogiego (multiple myelo-
ma) [84,109,114]. Jego działanie cytotoksyczne jest silniejsze 
w stosunku do proliferujących komórek nowotworowych 
niż komórek prawidłowych i polega na indukowaniu ich 
apoptozy, poprzez zahamowanie aktywności czynnika 
transkrypcyjnego NF-κB, warunkującego nasiloną trans-
krypcję genów odpowiedzialnych za syntezę cytokin pro-
zapalnych, białek antyapoptotycznych, adhezyn i białek 
uczestniczących w angiogenezie, ale także hamowanie 
transkrypcji genów odpowiedzialnych za syntezę białek 
proapoptotycznych. Blokowanie aktywności proteasomów 
przez specyficzne inhibitory prowadzi do zahamowania za-
chodzącej na szlaku ubikwityna-proteasom degradacji I-κB, 
inhibitora czynnika transkrypcyjnego NF-κB. Bortezomib 
indukuje również apoptozę komórek raka trzustki, stercza, 
jajników i jego zastosowanie może być rozszerzone na inne 
nowotwory złośliwe, takie jak czerniak czy nowotwór cen-
tralnego układu nerwowego [109,115,116].

Ze względu na efekty uboczne przyjmowania bortezo-
mibu, takie jak neuropatie obwodowe czy trombocytopenia 
oraz zjawisko oporności na ten lek, poszukuje się innych 
skutecznych inhibitorów proteasomów, które charaktery-
zowałyby się mniejszą toksycznością. Opracowano nowe 
pochodne kwasu boronowego, które zalicza się do inhibi-
torów proteasomów tzw. drugiej generacji. Do tej grupy 
związków należą znajdujące się w fazie badań klinicznych: 
delanzomib (CEP-18770) oraz iksazomib (MLN2238), far-
makologicznie aktywna postać, powstająca podczas hydro-
lizy cytrynianu iksazomibu (MLN9708) [20,114,117].

PEPTYDOWE EPOKSYKETONY

Epoksyketony peptydowe to klasa inhibitorów proteaso-
mów zidentyfikowana pod koniec lat 90. XX wieku. Nale-
żą do niej epoksomycyna i eponemycyna, naturalne α’,β’-
epoksyketony peptydowe, wyizolowane z dwóch różnych 
gatunków Actinobacteria. Epoksomycyna jest wysoce spe-
cyficznym inhibitorem proteasomów i nie hamuje aktyw-
ności innych proteaz, takich jak kalpainy, trypsyna, chy-
motrypsyna, papaina czy katepsyny. Związek ten hamuje 

przede wszystkim aktywność CHTL proteasomu, a pozo-
stałe aktywności, TL i CL są hamowane znacznie wolniej 
(odpowiednio 100 i 1000 razy) [103]. Do grupy naturalnych 
α’,β’-epoksyketonów peptydowych, hamujących aktyw-
ności CHTL i CL proteasomów, należą również związki: 
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 tworzą z resztą Thr1 centrum aktywne-
go, w dwustopniowym procesie, jedyny w swoim rodza-
ju pierścień morfolinowy, z udziałem α-NH2 treoniny. Ta 
wyjątkowa cecha doprowadziła do opracowania nowych 
peptydowych epoksyketonów. Pierwszym z nich był YU-
101, bardzo silny i specyficzny inhibitor aktywności chy-
motrypsynopodobnej. Jego pochodną jest karfilzomib (PR-
171), który jako pierwszy z inhibitorów proteasomów tzw. 
drugiej generacji został 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 hamującym ak-
tywność CHTL proteasomu, wykazującym silne działanie 
przeciwnowotworowe w badaniach klinicznych I/II fazy 
[23,116,117].

Większość inibitorów proteasomów z różnych klas (np. 
MG132, bortezomib, epoksomycyna, β-lakton laktacystyny) 
hamuje przede wszystkim aktywność CHTL, co pozwala 
na efektywne blokowanie degradacji proteasomalnej. Jed-
nak przy stosowanych stężeniach tych związków stwierdza 
się również hamowanie aktywności TL i CL, wskazujące 
na możliwość większego niż pierwotnie przypuszczano 
znaczenia tych aktywności w degradacji białek wewnątrz-
komórkowych [120]. W oparciu o te obserwacje oraz fakt 
hamowania przez bortezomib także aktywności kaspazopo-
dobnej podjęto próby opracowania inhibitorów selektyw-
nych wobec poszczególnych miejsc katalitycznych prote-
asomu [24,120,121]. Ma to pozwolić na określenie znaczenia 
każdej z aktywności (CHTL, TL i CL) w procesie degradacji 
białek oraz ich indywidualnej roli jako celów w terapiach 
przeciwnowotworowych czy przeciwzapalnych. Peptydo-
wy epoksyketon YU-101 był pierwszym selektywnym inhi-
bitorem aktywności CHTL proteasomów oraz immunopro-
teasomów (β5, iβ5). Modyfikacje rusztowania epoksyketo-
nów doprowadziły do opracowania specyficznego wobec 
podjednostki β5 inhibitora PR-825 oraz dwóch inhibitorów 
podjednostki iβ5 immunoproteasomów, PR-924 i PR-957 
(ONX-0914). Do peptydowych epoksyketonów należą rów-
nież nowe inhibitory YU-102 i bardziej specyficzny NC-001, 
hamujące kaspazopodobne miejsca aktywne β1 oraz iβ1. 
Dużym wyzwaniem było opracowanie zdolnych do prze-
nikania przez błony komórkowe inhibitorów aktywności 
trypsynopodobnej. Pierwszymi z nich są zidentyfikowane 
kilka lat temu epoksyketony peptydowe NC-002 i NC-022, 
selektywne inhibitory aktywność TL proteasomów oraz im-
munoproteasomów (β2, iβ2) [120,122]. Coraz więcej danych 
wskazuje na kluczowe znaczenie immunoproteasomów w 
patogenezie wielu chorób autoimmunologicznych i nie jest 
ono bezpośrednio związane z procesem prowadzącym do 
prezentacji antygenów przez MHC klasy I. Wyniki prowa-
dzonych we współpracy z firmami farmaceutycznymi ba-
dań przedklinicznych, z zastosowaniem selektywnych inhi-
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bitorów immunoproteasomów, wskazują na szansę opraco-
wania skutecznych terapii chorób autoimmunologicznych 
[24].

Β-LAKTONY

Grupa inhibitorów proteasomów należących do 
β-laktonów obejmuje naturalne niepeptydowe metabolity, 
które zidentyfikował Omura [123,124], izolując z bakterii 
Streptomyces lactacystinaeus pierwszy związek tego typu 
laktacystynę, posiadającą zdolność indukowania wzrostu 
neurytów w linii komórkowej neuroblastoma, a także ha-
mowania cyklu komórkowego. Wykazano, że laktacysty-
na nieodwracalnie modyfikuje N-końcową resztę treoniny 
(Thr1), głównie podjednostek β5 proteasomu [125]. Kolejne 
badania dowiodły, że formą laktacystyny odpowiedzialną 
za blokowanie proteasomu jest β-lakton clasto-laktacystyny 
(omuralid), produkt jej rearanżacji w środowisku obojęt-
nym [126]. Laktacystyna, uznawana za wysoce specyficzny 
inhibitor proteasomów jest jednak zdolna do hamowania 
aktywności niektórych proteaz serynowych, np. katepsyny 
A [127].

W ciągu ostatnich lat odkryto nowe inhibitory proteaso-
mów należące do grupy β-laktonów, a jednym z ważniej-
szych jest salinosporamid A (marizomib, NP-0042), będący 
metabolitem wtórnym morskiego promieniowca Salinospora 
tropica [20,103]. Chociaż jest on strukturalnie podobny do 
omuralidu, posiada kilka unikalnych cech, które łącznie 
wzmacniają jego siłę i powodują nieodwracalną inhibicję 
wszystkich aktywności proteasomu (CHTL, TL i CL). Mari-
zomib jest najsilniejszym z inhibitorów proteasomów, które 
obecnie znajdują się w fazie badań klinicznych, a jego zale-
tą jest możliwość doustnego podawania [116,117]. Marizo-
mib indukuje apoptozę w komórkach szpiczaka mnogiego 
opornych na bortezomib (za pośrednictwem szlaku zależ-
nego od kaspazy-8, a nie od kazspazy-9, jak w przypadku 
bortezomibu) i skuteczniej hamuje czynnik NF-κB. W połą-
czeniu z bortezomibem wykazuje synergistyczne działanie, 
ze względu na odmienną budowę oraz inny mechanizm 
działania [116].

Inną grupą naturalnych β-laktonów są belaktozyny, wy-
izolowane ze szczepów Streptomyces sp. Zostały one ziden-
tyfikowane podczas badań ukierunkowanych na poszuki-
wanie nowych kandydatów na leki przeciwnowotworowe, 
podczas których wykazano zdolność tych związków do 
zahamowania cyklu komórkowego w komórkach HeLa na 
granicy faz G2/M. Następnie stwierdzono, że belaktozyny 
hamują aktywności proteasomów. Interesującą właściwo-
ścią tych inhibitorów jest ich wiązanie się do miejsc „naśla-
dujących” miejsce wiązania substratu [20,128].

SYRBAKTYNY

Syrbaktyny (ang. syrbactins) zostały stosunkowo niedaw-
no zidentyfikowane jako inhibitory proteasomów. Przedsta-
wicielami tej klasy związków są: syryngolina A (SylA, ang. 
syringolin A), która jest czynnikiem wirulencji roślinnego 
patogenu Pseudomonas syringae oraz glidobaktyna A (GlbA, 
ang. glidobactin A), wytwarzana przez przedstawicieli rzędu 
Burkholderiales [103,129]. W strukturze syrbaktyn występuje 

makrocykliczny układ laktamowy, zawierający podwójne 
wiązanie pomiędzy węglem C2 i węglem C3, które poprzez 
reakcję addycji uczestniczy w tworzeniu kowalencyjnego 
wiązania eterowego z atomem tlenu grupy hydroksylowej 
reszty Thr1 w centrum aktywnym. Skutkiem tej reakcji jest 
nieodwracalna inhibicja wszystkich trzech aktywności pro-
teasomów.

Syringolina A hamuje proliferację oraz indukuje apopto-
zę w komórkach neuroblastomy i raka jajników. Glidobak-
tyna A, początkowo zidentyfikowana jako związek o wła-
ściwościach przeciwgrzybiczych, wykazuje silne działanie 
antyproliferacyjne na linie komórkowe szpiczaka mnogiego 
[103].

OKSATIAZOLONY

Mycobacterium tuberculosis jest jedynym znanym patoge-
nem bakteryjnym, którego proteasomy 20S są niezbędne do 
utrzymania się tego mikroorganizmu w myszach. Ze wzglę-
du na skalę problemu, jakim jest gruźlica powodująca zgon 
około 1,5 miliona osób rocznie oraz pojawianie się szczepów 
lekoopornych, opracowanie nowych terapii ma kluczowe 
znaczenie. Badania przesiewowe 20 000 związków pozwo-
liły na zidentyfikowanie dwóch kowalencyjnych inhibito-
rów - oksatiazolonów, GL5 i HT1171, które były ponad 1000 
razy bardziej selektywne w stosunku do proteasomów 20S 
M. tuberculosis, w porównaniu do proteasomów ludzkich 
(aktywności β5) i nieodwracalnie hamowały proteasomy tej 
bakterii, reagując z resztą Thr1 centrum aktywnego [26].

NIEKOWALENCYJNE INHIBITORY

Cykliczne peptydy

Cykliczne peptydy należące do rodziny TMC-95A są na-
turalnymi związkami wytwarzanymi przez grzyb Apiospora 
montagnei, będący patogenem roślin. Są silnymi i odwracal-
nymi inhibitorami wszystkich trzech aktywności proteaso-
mów i nie wykazują zdolności do hamowania innych pro-
teaz, takich jak kalpainy, katepsyny, kaspazy, czy trypsyna. 
Wiążą się do miejsc aktywnych proteasomu w sposób nie-
kowalencyjny, poprzez sieć składającą się z pięciu wiązań 
wodorowych. Cyklicznym oktapeptydem jest argiryna A 
(ang. Argyrin A), będąca metabolitem śluzowej bakterii Ar-
changium gephyra. Jest ona inhibitorem proteasomów równie 
silnym jak bortezomib i wykazuje silne działanie przeciw-
nowotworowe w komórkach opornych na bortezomib. Ze 
względu na stosunkowo duży jej rozmiar zakłada się, że 
może ona blokować aktywność proteasomu poprzez zabu-
rzanie interakcji pomiędzy proteasomem 20S i jego aktywa-
torami [103]. Do grupy cyklicznych peptydów należą ziden-
tyfikowane ostatnio jako inhibitory proteasomów scytone-
midy A i B, wyizolowane z sinic Scytonema hoffmani [20,130].

Naturalne peptydy

Inhibitorami proteasomów należącymi do tej grupy 
są naturalne peptydy bogate w reszty proliny i argininy. 
Przedstawicielem tych związków jest PR39, wyizolowa-
ny z jelit świń, ze względu na wykazywanie właściwości 
przeciwdrobnoustrojowych [131]. PR39 i jego homologi są 
wydzielane przez makrofagi i obecne w wysięku ran u wie-
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lu zwierząt. Wykazano, że PR39 jest niekompetycyjnym i 
odwracalnym inhibitorem proteasomu, hamował degra-
dację IκBα [103,131]. Peptyd PR11 odpowiadający jedena-
stu N-końcowym resztom aminokwasowym PR39 również 
hamuje aktywność proteasomów. Peptydy bogate w reszty 
proliny i argininy zostały uznane za nową klasę inhibitorów 
proteasomów [131].

Niepeptydowe inhibitory

Przedstawicielem tej grupy niekowalencyjnych inhibi-
torów proteasomów jest PI-083 [20,132]. Jego szczególną 
cechą jest selektywne hamowanie wszystkich trzech miejsc 
aktywnych proteasomów w komórkach, które uległy trans-
formacji nowotworowej. Nie hamuje natomiast proteaso-
mów w komórkach prawidłowych.

Pochodne hydroksymocznika

Dotychczas zidentyfikowane inhibitory proteasomów 
charakteryzują się strukturą peptydową, która łączy się z 

miejscem wiązania substratu albo posiadają grupę reaktyw-
ną, wiążącą się kowalencyjnie z N-końcową resztą treoniny 
w centrum aktywnym. Ostatnio opracowana, przy wyko-
rzystaniu biblioteki inhibitorów Bayer CropScience AG, 
nowa klasa inhibitorów proteasomów to pochodne hydrok-
symocznika (ang. hydroxyureas, HUs), które odwracalnie 
hamują aktywność chymotrypsynopodobną proteasomów 
[133].

INHIBITORY NIESPECYFICZNE

Inhibitory proteasomów to nie tylko związki specyficz-
nie hamujące te multikatalityczne kompleksy proteolitycz-
ne [20,103]. Stwierdzono, że aktywność proteasomów jest 
blokowana również przez wiele naturalnych metabolitów, 
takich jak np. antybiotyki tiazolowe (tiostrepton, siomycy-
na A) [134], niektóre triterpenoidy (celastrol, witaferyna A), 
kurkumina [135], kapsaicyna [136], gliotoksyna (znana jako 
inhibitor aktywacji NF-κB) oraz flawonoidy, jak np. geni-
steina czy polifenole zielonej herbaty. Głównymi polifeno-
lami zielonej herbaty są: galusan epigallokatechiny (EGCG), 

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

Struktura (klasa) inhibitora Przykład

Sp
ec

yfi
cz

ne

Aldehydy peptydowe Leupeptyna
MG132
Tyropeptyna A
Fellutamid B

Peptydowe pochodne kwasu boronowego MG262
Bortezomib (PS341, Velcade)
Delanzomib (CEP-18770)
Iksazomib (MLN9708/MLN2238)

Peptydowe α’,β’-epoksyketony Epoksymycyna
Eponemycyna
Karfilzomib (PR-171, Kyprolis)
Oprozomib (ONX-0912, PR-047)
Inhibitory specyficzne wobec podjednostek katalitycznych:
β5, iβ5: YU-101
β2, iβ2: NC-022
β1, iβ1: YU-102, NC-001
β5: PR-825
iβ5: PR-924, PR-957 (ONX-0914)

β-laktony Laktacystyna
β-lakton clasto-laktacystyny (omuralid)
Salinosporamid A (NPI-0052, Marizomib)
Belaktozyny

Syrbaktyny Syryngolina A (SylA)
Glidobaktyna A (GlbA)

Oksatiazolony
(specyficzne wobec Mycobacterium tuberculosis)

HT1171
GL5

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

Naturalne peptydy PR-39

Inhibitory niepeptydowe PI-083
Pochodne hydroksymocznika

N
ie

sp
ec

yfi
cz

ne Flawonoidy EGCG
Genisteina

Triterpenoidy Celastrol
Witaferyna A

Pochodne siarki Gliotoksyna
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epigallokatechina (EGC), galusan epikatechiny (ECG) i epi-
katechina (EC) [137]. Największą bioaktywność wykazuje 
EGCG, który wykazuje działanie przeciwnowotworowe, 
reagując z wieloma białkami. Stwierdzono, że EGCG działa 
również jako inhibitor proteasomów. Opracowano również 
syntetyczne analogi tego związku. Próby uzyskania syner-
gistycznego działania w terapiach z jednoczesnym użyciem 
bortezomibu wykazały jednak, że EGCG tworzy wiązanie 
kowalencyjne z bortezomibem i blokuje w ten sposób jego 
aktywność przeciwnowotworową [138,139]. Z tego wzglę-
du pacjentom leczonym bortezomibem oraz innymi po-
chodnymi boronowymi zaleca się ograniczenie spożywania 
produktów o dużej zawartości flawonoidów, takich jak zie-
lona herbata [139].

INHIBITORY KOMPLEKSU REGULATOROWEGO 19S

Badania inhibitorów kompleksu regulatorowego 19S 
(RP) są znacznie mniej zaawansowane niż te dotyczące 
inhibitorów rdzenia katalitycznego proteasomów (20S). 
W kompleksie RP potencjalnymi celami dla opracowywa-
nych leków są aktywności ATPaz, receptory ubikwityny 
oraz enzymy deubikwitylujące [20,103]. Zlokalizowane w 
podstawie kompleksu 19S ATPazy są najlepiej poznanymi 
enzymami RP. Badania przesiewowe biblioteki cząsteczek 
peptoidów połączonych z analogami puryny doprowadziły 
do zidentyfikowania peptoidowego inhibitora RIP-1 (ang. 
regulatory particle inhibitor peptoid-1), którego celem okaza-
ła się podjednostka Rpt4. Związek ten w mikromolowych 
stężeniach hamuje proces rozfałdowywania białek i degra-
dację białka p27, zaangażowanego w regulację cyklu ko-
mórkowego. Określono minimalny farmakofor RIP-1, który 
posłużył do otrzymania prostszych wersji tego inhibitora, o 
zwiększonej aktywności komórkowej.

Główną rolą kompleksu regulatorowego jest rozpozna-
wanie, przez odpowiednie receptory ubikwityny (Rpn1, 
Rpn10, Rpn13), białek wyznakowanych łańcuchem poliu-
bikwitynowym. Badania niskocząsteczkowych związków 
stabilizujących cykliny B w ekstraktach oocytów Xenopus 
leavis pozwoliły na odkrycie dwóch związków: ubistatyny 
A oraz ubistatyny B, które blokują wiązanie łańcuchów po-
liubikwitynowych do ich receptorów, a tym samym dalszą 
degradację białek przez proteasomy 26S [19,20,103].

Znajdujące się w kompleksie regulatorowym enzymy 
deubikwitylujące (Rpn11, UCH37, USP14) usuwają łańcuch 
poliubikwitynowy z białka, umożliwiając translokację sub-
stratu do rdzenia katalitycznego proteasomu i następnie 
jego degradację [83,95,96]. Inhibicja aktywności tych enzy-
mów przez związki b-AP15 oraz IU-1 została opisana w 
podrozdziale „Inhibitory enzymów deubikwitylujących”.

INHIBITORY UBIKWITYLACJI

INHIBITORY ENZYMU E1
Reakcja katalizowana przez enzym aktywujący ubikwi-

tynę (E1) obejmuje adenylację C-końca ubikwityny, a na-
stępnie utworzenie kowalencyjnego wiązanie tioestrowego 
z resztą cysteiny w centrum aktywnym E1. Zahamowanie 
aktywności tego enzymu prowadzi do całkowitego zablo-
kowania szlaku ubikwityna-proteasom, dając końcowy 

efekt analogiczny do powodowanego przez hamowanie 
aktywności proteasomów, a nie tak specyficzny jak w przy-
padku hamowania aktywności enzymów E2 i E3 czy enzy-
mów deubikwitylujących (Tab. 2).

Pierwszym zidentyfikowanym inhibitorem enzymu ak-
tywującego ubikwitynę, zdolnym do przenikana przez bło-
ny, jest pyrazon PYR-41, który wiążąc się kowalencyjnie z 
E1 uniemożliwia ubikwitylację i degradację przez prote-
asomy takich białek jak np. supresor p53, zapobiegający 
transformacji nowotworowej [23,25,113]. Inny strukturalnie 
podobny inhibitor PYZD4409 (również jak PYR-41) zdolny 
jest do indukowania apoptozy w komórkach nowotworo-
wych. Do związków hamujących aktywność enzymu E1, na 
drodze modyfikacji katalitycznej reszty Cys, należą także 
JS-K i disiarczek NSC624206. Ponadto, inhibitorem E1 oka-
zał się largazol, związek naturalny znany ze zdolności do 
hamowania aktywności deacylaz histonów, który blokuje 
etap adenylacji ubikwityny (a nie tworzenia wiązania tio-
estrowego) [113].

Oprócz enzymów aktywujących ubikwitynę, w komór-
kach występują enzymy E1 aktywujące białka ubikwityno-
podobne, np. NEDD8. Firma Millennium Pharmaceuticals 
opracowała niskocząsteczkowy inhibitor enzymu aktywu-
jącego NEDD8, MLN4924 (pevonedistat) [25,113,140], który 
tworzy addukt MLN4924-NEDD8, naśladujący substrat i 
kompetycyjnie hamujący enzym E1. W związku z tym nie-
możliwe staje się przyłączenie NEDD8 np. do białka SCFSkp2, 
zaangażowanego w regulację cyklu komórkowego. Inhi-
bitor MLN4924 zastosowany został w badaniach klinicz-
nych fazy II, dotyczących nowotworów hematologicznych 
[23,140].

INHIBITORY ENZYMU E2

Pomimo obecności katalitycznej reszty cysteiny w cen-
trum aktywnym enzymów koniugujących ubikwitynę (E2), 
poszukiwanie ich inhibitorów nie przyniosło jeszcze takich 
efektów, jak w przypadku enzymów E1. Dotychczas opraco-
wano tylko dwa inhibitory aktywności enzymu E2 (Tab. 2). 
Pierwszym z nich jest CC0651, niskocząsteczkowy związek 
zidentyfikowany podczas prób znalezienia inhibitorów 
ubikwitylacji białka p27Kip1, ważnego dla progresji cyklu 
komórkowego i potencjalnego celu terapii przeciwnowo-
tworowych. Blokowanie aktywności enzymu E2 (hCdc34) 
przez CC0651 zachodzi na drodze inhibicji allosterycznej 
[23,25,113]. Drugim z poznanych inhibitorów innego en-
zymu koniugującego ubikwitynę (Rad6) jest TZ9, związek 
kompetycyjnie hamujący aktywność tego E2, ważnego 
dla procesów poreplikacyjnej naprawy DNA [23,25,113]. 
Stwierdzono, że TZ9 skutecznie blokuje ubikwitylację hi-
stonów in vitro i hamuje proliferacje komórek [113].

INHIBITORY ENZYMU E3

Specyficzność szlaku ubikwityna-proteasom w odniesie-
niu do białek ulegających degradacji jest w znaczącym stop-
niu uwarunkowana selektywnością ligaz ubikwitynowych 
(E3), z tego względu enzymy te stanowią atrakcyjne cele 
dla potencjalnych terapeutyków. Większość ligaz ubikwi-
tynowych (poza HECT) nie posiada klasycznego centrum 
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aktywnego, natomiast umożliwia oddziaływania białko-
-białko pomiędzy substratem a niosącym zaktywowaną 
ubikwitynę enzymem E2. Z tego względu hamowanie ligaz 
E3 wymaga ingerowania w oddziaływania między tymi 
białkami, co jest bardzo trudne do osiągnięcia za pomocą 
niskocząsteczkowych związków [83,113] (Tab. 2).

Pierwszą ligazą ubikwitynową, dla której opracowano 
cząsteczki inhibitorowe był enzym MDM2 (HDM2 u ludzi), 
który ubikwityluje białko supresorowe p53, przeciwdziała-
jące transformacji nowotworowej. Firma Roche opracowała 
Nutliny, cis-imidazolinowe inhibitory hamujące oddzia-
ływania MDM2-p53, które stabilizują poziom białka p53 
w komórkach. Kolejnym inhibitorem (będącym pochodną 
Nutliny-3) jest RG7112, który wprowadzono do badań kli-
nicznych fazy I w odniesieniu do guzów litych i nowotwo-
rów hematologicznych [113]. Opracowano również inny 
związek JNJ-26854165 (Serdemetan), podawany doustnie w 
badaniach klinicznych fazy I, którego mechanizm działania 
jest odmienny i polega na blokowaniu oddziaływania kom-
pleksu p53-MDM2 z proteasomem. Do inhibitorów ligazy 
MDM2 należą także związki nowej klasy (ang. spirooxindo-
les), której przedstawicielami są MI-219 oraz MI-888 [113].

Ważną grupą ligaz E3, dla której intensywnie poszukiwa-
no inhibitorów, jest rodzina ligaz IAP (ang. inhibitor-of-apop-
tosis-protein). Ligazy IAPs regulują apoptozę, poprzez różne 
szlaki, obejmujące kaspazy 3, 7 i 9. W fazie prób klinicznych 
znajduje się wiele związków, które opracowywano w opar-
ciu o naturalne inhibitory IAPs, jakimi są białka apoptogen-
ne SMAC/DIABLO (ang. second mitochondrial activator of 

caspases/direct IAP-binding protein with low pI) [19,23,25,113]. 
Należą do nich AT-406 (firmy Ascenta Therapeutics), zwią-
zek podawany doustnie w badaniach I fazy, dotyczących 
leczenia guzów litych i chłoniaka oraz stosowane dożylnie 
inhibitory GDC-0152 (firmy Genentech/Roche) i TL32711 
(firmy Tetralogics Pharma) [113].

INHIBITORY ENZYMÓW DEUBIKWITYLUJĄCYCH

Specyficzność enzymów deubikwitylujących dotyczy za-
równo rozpoznawania substratów, jak i połączeń ubikwi-
tyny. Wiele spośród DUBs stanowi atrakcyjne cele w tera-
piach przeciwnowotworowych. Należą do nich zwłaszcza 
enzymy chroniące białka przed degradacją, poprzez usuwa-
nie z nich łańcuchów ubikwityny, zanim zostaną rozpozna-
ne przez proteasomy (Tab. 3) [22,23,25,83,104,113].

Substratami enzymu deubikwitylującego USP7 (ang. 
ubiquitin-specific protease 7) są różne białka, w tym MDM2 
(ang. mouse double minute 2) – ligaza E3, która odpowiada 
za ubikwitylację białka supresorowego p53. USP7 stabilizu-
jąc MDM2 obniża poziom p53, zatem blokowanie aktyw-
ności USP7 zwiększa poziom tego supresora nowotworu 
poprzez wymuszoną degradację MDM2. Stwierdzono, że 
nadekspresja USP7 jest bezpośrednio związana z rozwojem 
raka prostaty [22]. Pierwszy opisany niskocząsteczkowy 
inhibitor deubikwitynazy USP7 to HBX 41,108. Późniejsze 
badania wykazały jednak, że nie był on specyficzny wo-
bec DUBs. Kolejny zidentyfikowany związek HBX 19,818 
jest specyficznym kowalencyjnym inhibitorem USP7, który 
nie hamuje innych USPs ani innych DUBs. Związki nisko-

Tabela 2. Inhibitory enzymów kaskady ubikwitylacji (na podstawie [19,23,25,83,113,140]).

Enzym Inhibitor Mechanizm działania

E1
(enzym aktywujący 
ubikwitynę)

PYR-41 Blokuje tworzenie wiązania tioestrowego z ubikwityną, wiążąc 
się kowalencyjnie z resztą Cys w centrum aktywnym E1

PYZD4409 Blokuje tworzenie wiązania tioestrowego z ubikwityną, wiążąc 
się kowalencyjnie z resztą Cys w centrum aktywnym E1

JS-K Blokuje tworzenie wiązania tioestrowego z ubikwityną, wiążąc 
się kowalencyjnie z resztą Cys w centrum aktywnym E1

NSC624206 Blokuje tworzenie wiązania tioestrowego z ubikwityną, wiążąc 
się kowalencyjnie z resztą Cys w centrum aktywnym E1

Largazol Blokuje etap adenylacji ubikwityny (a nie 
tworzenia wiązania tioestrowego)

MLN4924 (Pevonedistat) Tworzy kowalencyjny addukt z NEDD8 (białkiem 
ubikwitynopodobnym), który kompetycyjnie hamuje E1

E2
(enzym koniugujący 
ubikwitynę)

CC0651 Blokuje hCdc34 (E2) drodze inhibicji allosterycznej

TZ9 Blokuje Rad6 (E2) na drodze inhibicji kompetycyjnej

E3
(ligaza ubikwitynowa)

Nutlina-3 (RO5045337) Hamuje interakcje MDM2-p53, blokując w ligazie 
MDM2 domenę wiążącą białko p53

RG7112 (pochodna Nutliny-3) Hamuje interakcje MDM2-p53, blokując w ligazie 
MDM2 domenę wiążącą białko p53

JNJ-26854165 (Serdemetan) Blokuje interakcje kompleksu p53-MDM2 z proteasomem.

MI-219 Blokuje interakcje MDM2-p53
MI-888 Blokuje interakcje MDM2-p53

AT-406 Blokuje ligazy IAP
GDC-0152 Blokuje ligazy IAP
TL32711 Blokuje ligazy IAP
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cząsteczkowe P005091 oraz P0050429 wykazują podwój-
ną aktywność, zdolne są do blokowania zarówno enzymu 
USP7 jak i USP47. Całkiem niedawno zidentyfikowano 
dwa związki, FT671 i FT827, które okazały się wysoce spe-
cyficznymi, niekowalencyjnymi inhibitorami ligazy USP7 
[141]. FT671 wykazywał in vivo aktywność przeciwnowo-
tworową w mysim modelu szpiczaka mnogiego. Nowymi 
selektywnymi inhibitorami USP7 są też związki GNE-6640 
i GNE6776, uzyskane w ostatnich latach w badaniach prze-
siewowych, z wykorzystaniem NMR. Oba związki induku-
ją apoptozę w komórkach nowotworowych [142].

Opracowano także inhibitory innych enzymów deu-
bikwitylujących. Wśród 1000 związków analizowanych 
metodą FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer), z 
wykorzystaniem fluorescencyjnie znakowanej ubikwityny, 
odkryto inhibitor LS1, hamujący aktywność UCH-L3 (ang 
ubiquitin C-terminal hydrolase L3). Kolejny związek, PR-619, 
jest zdolny do hamowania wielu różnych DUBs, wykazując 
się wysoką selektywnością wobec tych enzymów, w porów-
naniu do innych grup proteaz cysteinowych. Jest on cen-
nym narzędziem w badaniu funkcji enzymów deubikwityl-
jących w schorzeniach neurodegeneracyjnych [143]. Silnym 
inhibitorem deubikwitynazy UCH-L1 (jednej z najwcześniej 
opisanych DUBs), mającej znaczenie w chorobie Parkinso-
na, okazał się związek LDN91946 [113].

Hamowanie enzymów deubikwitylujących zwykle pro-
wadzi do nasilenia tempa degradacji ich substratów przez 
proteasomy. Jednak nie zawsze taki proces zachodzi, ponie-
waż istnieją DUBs niezbędne do degradacji białka, takimi 
enzymami są deubikwitynazy zlokalizowane w regulatoro-
wych kompleksach 19S proteasomów 26S (Rpn11, UCH37, 
USP14). Odcinają one łańcuch poliubikwitynowy od białka 
substratowego, umożliwiając jego degradację w rdzeniu ka-
talitycznym proteasomu. Zidentyfikowano niskocząstecz-
kowy związek b-AP15, który selektywnie hamuje UCH37 
(UCH-L5) i USP14, zasocjowane z kompleksem 19S deubi-
kwitynazy, będące proteazami cysteinowymi [20,23,83,113]. 
W przypadku łącznego zahamowania aktywności tych 
DUBs obserwuje się efekt analogiczny do wywoływanego 

przez inhibitory proteasomów. Przypuszcza się, że inhibi-
tory kluczowej podjednostki Rpn11, będącej metaloprote-
azą zależną od Zn2+, powinny powodować nawet silniejszy 
efekt. W przeciwieństwie do nich, inhibitor IU-1, selektyw-
ny tylko wobec deubikwitynazy USP14, stymuluje degra-
dację białek, w tym powstających w wyniku uszkodzeń 
oksydacyjnych oraz specyficznych białek zaangażowanych 
w rozwój chorób neurodegeneracyjnych [25,113].

PODSUMOWANIE

Od odkrycia szlaku ubikwityna-proteasom nastąpił zna-
czący postęp w poznaniu skomplikowanych interakcji po-
między poszczególnymi elementami tego systemu. Dzięki 
zidentyfikowaniu i zastosowaniu specyficznych inhibito-
rów stało się możliwe bardziej dogłębne zrozumienie pro-
cesu degradacji białek w proteasomach 26S, jak również po-
szczególnych etapów szlaku prowadzących do ubikwityla-
cji czy deubikwitylacji białek substratowych. Wyjątkowym 
sukcesem jest bardzo szybkie przeniesienie wyników badań 
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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