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ZALEZNA OD UBIKWITYNY DEGRADACJA BIALEK
NAGRODA NOBLA Z CHEMII W 2004 ROKU*

Metabolizm komorki SciSle zalezy od po-
ziomu i aktywnoSci wielu roznych biatek,
ktore podlegaja regulacji na poziomie trans-
krypgji, translacji, modyfikacji potranslacyj-
nych, a takze zaleza w bardzo duzym stopniu
od efektywnoSci ich proteolizy nieodwracal-
nie degradujacej biatka. W komorkach eu-
kariotycznych wystepuja dwa podstawowe
systemy degradacyjne - lizosomalny i pozali-
zosomalny. W systemie lizosomalnym degra-
dowane sa przede wszystkim biatka zewna-
trzkomorkowe dostajace si¢ do komorek na
przyktad podczas endocytozy, czy tez biatka
wewnatrzkomorkowe, jesli komorka poddana
jest silnemu stresowi, np. podczas gltodzenia.
Natomiast pozalizosomalny uktad proteoli-
tyczny, to zalezny od ATP szlak ubikwityna/
proteasom, ktorego badania rozpoczely sie
w koficu lat 70. XX w. W ukladzie tym, jak
obecnie wiadomo, sa degradowane, oprocz
biatek strukturalnych i konstytutywnych, tak
wazne dla prawidlowego funkcjonowania ko-
morek enzymy regulujace szlaki biosyntetycz-
ne, biatka regulujace przebieg cyklu komor-
kowego, wiele czynnikow transkrypcyjnych,
bialek kodowanych przez onkogeny i geny
supresorowe czy tez bialek bioracych udziat
w odpowiedzi immunologicznej. Szczegolnie
duze zainteresowanie pozalizosomalnym ukla-
dem proteolitycznym rozpoczeto sie w poto-
wie lat 80. minionego wieku, a jego kulmina-
cja jest przyznanie w 2004 r. jego odkryw-
com nagrody Nobla z dziedziny chemii.

Laureatami nagrody Nobla ,for the disco-
very of ubiquitin-mediated protein degrada-

tion”, jak glosi werdykt Krolewskiej Szwedz-
kiej Akademii Nauk, zostali:

Irwin Rose urodzony w Nowym Yorku
(1926), biochemik (PhD 1952), ponad 30 lat
pracujacy w Fox Case Cancer Center w Fila-
delfii, od 1995 r. kontynuujacy prac¢ nauko-
wa na Uniwersytecie Kalifornijskim w Irvine,
cztonek National Academy of Sciences USA.

Avram Hershko, urodzony w Karcag,
Wegry (1937), od 1950 r. obywatel Izraela,
doktor medycyny (MD 1965) i biochemii
(PhD 1969), od 1972 r. profesor w Instytu-
cie Badawczym Nauk Medycznych im. Ro-
dziny Rappaportow w Izraelskim Instytucie
Technologii (Technion) w Hajfie, laureat na-
grody Weizmana, nagrody Izraela, razem z A.
Varshavskim i A. Ciechanoverem nagrody im.
Alberta Laskera (2000), cztonek National Aca-
demy of Sciences USA.

Aaron Ciechanover, urodzony w Hajfie
(1947), obywatel Izraela, doktor medycyny
(MD 1981), od poczatku lat 80. minionego
wieku profesor w Zakladzie Biochemii i dy-
rektor Instytutu Badawczego Nauk Medycz-
nych im. Rodziny Rappaportow w Izraelskim
Instytucie Technologii w Haijfie, laureat na-
grody Izraela oraz, wraz z A. Hershko i A.
Varshavskim, nagrody im. A. Laskera (2000).

Zastuga powyzszych badaczy jest odkry-
cie i opisanie podstaw dziatania zaleznej od
ubikwityny (i ATP) proteolizy biatek, pro-
cesu precyzyjnie regulowanego i specyficz-
nego w stosunku do biatkowego substratu,
jego lokalizacji komorkowej i momentu,
w ktorym ma nastapi¢ jego degradacja. Za-

*patrz takze art.: B. GZELAKOWSKA-SZTABERT, Nagroda Nobla z chemii za 2004 rok — docenienie kontrolowanej,
zaleznej od ubikwityny, proteolitycznej degradacji biatek. Post. Biol. Kom. 32, 3-12, 2005.
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interesowania badawcze kazdego z laure-
atOw odzwierciedlaja tytuly ich wykladow
noblowskich:

Irwin Rose ,How ubiquitin chains are
made and unmade” (Jak powstaje i rozpada
si¢ tancuch poliubikwitylowy),

Avram Hershko ,The ubiquitin system
for protein degradation and its roles in the
control of cell division” (Udzial ubikwityny
w degradacji bialek i jej rola w kontroli po-
dzialu komorki),

Aaron Ciechanover ,Intracellular prote-
olysis — from a vague idea into the patient
bed” (Wewnatrzkomorkowa proteoliza — od
idei do 16zka pacjenta).

UBIKWITYLACJA BIALEK —

Poczatki badan tego problemu siegaja do-
Swiadczen A. Hershko z konca lat 70. XX w.
i dotyczacych degradacji enzymu — amino-
transferazy tyrozynowej oraz udzialu w tym
procesie ATP. Konsekwencja i determinacja
A. Hershko w wyjasnianiu, jak si¢ wowczas
wydawato, paradoksu — koniecznos$ci udzia-
lu energii w wewnatrzkomorkowej degra-
dacji biatek — doprowadzitla do jego Scistej
wspotpracy z A. Rose, a nastepnie z A. Cie-
chanoverem. Pracujac wspolnie w laborato-
rium kierowanym przez Rose nad proteoliza
roznych bialkowych substratow zachodzaca
w bezkomorkowych lizatach z retikulocytow
krolika, badacze Ci zaproponowali w 1980
r. model czteroetapowej degradacji bialek
(HERSHKO i wspotaut. 1980). Etap I to dota-
czenie do biatka przeznaczonego do degrada-
¢ji niewielkiego globularnego biatka nazwa-
nego APF-1 (ang. ATP-dependent proteolytic
factor) przez enzym — syntetaze, w procesie
wymagajacym ATP. Etap II to korekcja ,bted-
nie” oznakowanego substratu poprzez usu-
niecie APF-1 przez enzym izopeptydaze. Etap
III polega¢ mial na degradacji bialtka ozna-
kowanego APF-1 pod dzialaniem endopepty-
dazy (wielo-katalitycznej i wielo-funkcyjnej
proteazy) do peptydow potaczonych z APF.
W ostatnim etapie IV, dochodzitoby do od-
szczepienia na drodze enzymatycznej APF-1
i dalszego rozkladu peptydow.

W latach 1981-1983 Rose, Hershko i Cie-
chanover prowadzili intensywne badania
zmierzajace do udowodnienia stusznoSci za-
proponowanego wczesniej modelu, ktory, co
prawda w postaci mocno rozbudowanej, obo-

Obecnie 1. Rose pracuje naukowo
w dziedzinie nie dotyczacej proteolizy bia-
tek. A. Hershko kontynuuje badania degra-
dacji takich istotnych regulatorow cyklu
komorkowego jak cyklina B i inhibitor
cyklu biatko p27 oraz interesuje si¢ me-
chanizmem dzialania enzyméw przepro-
wadzajacych ubikwitylacje bialek. Badania
A. Ciechanovera dotycza przede wszystkim
regulacji stabilnoSci przez uktad ubikwity-
na/proteasom czynnikow transkrypcyjnych
p53, c-Myc, NFkB i MyoD oraz powiazan
pomiedzy proteoliza bialek w omawianym
uktadzie a apoptoza komorek.

HISTORIA I TERAZNIEJSZOSC

wigzuje do dzisiaj. Przede wszystkim wykaza-
li, ze biatko APF-1 jest identyczne z odkryta
w 1975 r. ubikwityna, niewielkim, zbudowa-
nym z 76 aminokwaséw biatkiem globular-
nym. Stosujac szereg metod biochemicznych,
w tym frakcjonowanie lizatow biatkowych
i oznakowana izotopem ubikwityne, wyklu-
czyli jej dzialanie jako aktywatora syntetazy,
a opracowana w laboratorium metoda immu-
nochemiczna pokazali dolaczanie ubikwityny
do biatkowego substratu (HERSHKO i wspol-
aut. 2000). Obecnie wiadomo, ze ubikwityna
jest jednym z najbardziej konserwatywnych
bialek komorkowych, ktore wystepuje w for-
mie wolnej lub zwigzanej we wszystkich
organizmach eukariotycznych (PIOTROWSKA
1993). Centrum aktywne ubikwityny stano-
wia reszty Leu-Arg-Gly-Gly obecne na karbok-
sylowym koncu tancucha. W procesie kowa-
lencyjnego dolaczenia ubikwityny do biatka
majacego ulec degradacji C-koncowa glicyna
ubikwityny laczy si¢ wiazaniem izopeptydo-
wym z grupa e-aminowa lizyny koniugowa-
nego biatka, mozliwe jest rOwniez enzyma-
tyczne przenoszenie jednej czasteczki wolnej
ubikwityny na druga. W czasteczce ubikwity-
ny wystepuja cztery reszty lizyny, na ktorych
moga formowac sie¢ laficuchy poliubikwitylo-
we. Obecnie wiadomo, ze tylko utworzenie
tancucha w potaczeniu z lizyna w pozycji 48
ubikwityny skierowuje biatko do degradacji,
zaS monoubikwitylacja biatka lub tworzenie
lancuchow poliubikwitylowych poprzez li-
zyny obecne w innych miejscach czasteczki
ubikwityny ma przede wszystkim znaczenie
regulacyjne (WEISSMAN 2001).
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W etapie I pierwotnego modelu, katalizo-
wanym przez syntetaze, dzialaja, jak to udo-
wodnili NobliSci, nie jeden, a az trzy enzymy,
ktorych sekwencyjne dzialanie doprowadza
do ubikwitylacji biatka (Ryc. 1). Sa to enzym
aktywujacy ubikwityne (E1), enzym koniugu-
jacy i przenoszacy zaktywowana ubikwityne
(E2) oraz enzym zwany ligaza ubikwitylowa
(E3), ktory bierze udzial w rozpoznawaniu
substratu majacego ulec degradacji i dolacza-
niu do niego ubikwityny. Do dzisiaj poznano
zaledwie kilka enzymow E1, okolo dwudzie-
stu enzymow E2 i kilka klas ligaz ubikwi-
tylowych, do ktorych zalicza si¢ juz blisko
1000 biatek. Nalezy podkresli¢, ze w etapie
I tylko reakcja katalizowana przez E1, w kto-
rym tworzy sie wysokoenergetyczne wigza-
nie pomiedzy glicyna na Ckoncu ubikwity-
ny a cysteina obecna w centrum aktywnym
E1l, wymaga energii pochodzacej z hydrolizy
ATP do AMP i pirofosforanu. Kolejny etap
to przeniesienie zaktywowanej w pOwyzszy
sposob ubikwityny na enzym E2, z ktorego
nastepnie, bezpoSrednio lub najczeSciej przy
udziale ligaz ubikwitylowych E3, czasteczka
ubikwityny zostaje przeniesiona na wlasciwy
biatkowy substrat, a kilkukrotne powtorzenie
tej kaskady enzymatycznej prowadzi do utwo-
rzenia lancucha zbudowanego z co najmnie;j
czterech reszt ubikwityny, rozpoznawanego
przez kompleks proteasomu. Deubikwitylacje
substratu, takze w przypadku jego btednego
oznakowania (etap II) przeprowadzaja zas,
jak opisano ponizej, enzymy deubikwityluja-
ce nalezace do coraz bardziej powieckszajacej
sie rodziny hydrolaz i izopeptydaz (CHUNG
i BAEK 1999, WING 2003, GUTERMAN i GLICK-
MAN 2004).

Rozszyfrowano juz obecnie endopeptyda-
zy degradujace biatka oznakowane ubikwity-
na (etap III). Proces ten zachodzi w prote-
asomie 268, kompleksie biatkowym zlozonym
z wielu podjednostek, charakteryzujacym si¢
szerokim spektrum aktywnoSci proteolitycz-
nej. Zbudowany jest z dwoch podstawowych
subkompleksow:  cylindrycznego  rdzenia
20S o aktywnoSci proteolitycznej (podjed-
nostki a i p) oraz dwoch podjednostek re-
gulatorowych 19S (VOGEs i wspotaut. 1999,
ZWICKL i wspotaut. 2001, FORSTER i HILL 2003,
PICKART i COHEN 2004). Przed dostaniem si¢
do wnetrza proteasomu 268, ale juz po roz-
poznaniu przez okreSlone biatka tworzace
podjednostke 19S badz inne biatka wspot-
dzialajace (ang. shuttle proteins) (HARTMAN-
-PETERSEN i GORDON 2004, MADURA 2004, VER-
MA i wspotaut. 2004a), enzymy deubikwitylu-

jace odszczepiaja tancuch poliubikwitylowy
od biatkowego substratu. Dzigki temu staje
sic mozliwe jego rozfaldowanie (przy udzia-
le ATP-az podjednostki 19S) i proteolityczna
degradacja w proteasomie do krotkich pep-
tydow i aminokwasow (VERMA i wspotaut.
2002). Odlaczony tancuch ubikwitylowy jest
nastepnie degradowany, a uwolnione cza-
steczki ubikwityny ponownie wprowadzone
do obiegu.

Trzeba jednak zauwazy¢, ze w proteaso-
mie 26S moga takze niekiedy by¢ degrado-
wane biatlka nieoznakowane uprzednio ubi-
kwityna. Klasycznym przykladem jest enzym
— dekarboksylaza ornitynowa, kluczowy en-
zym w biosyntezie polikationow komorko-
wych, poliamin (MANTEUFFEL-CYMBOROWSKA
19906), takze w pewnych warunkach biatko
p21, jeden z inhibitorow cyklu komorkowe-
go (Tourrou i wspotaut. 2001, BORNSTEIN
i wspotaut. 2003), a takze prawdopodobnie
i inne bialka. Tak w uproszczonej postaci
przedstawia si¢ schemat ubikwitylacji bia-
tek przedstawiany od szeregu lat w licznych
opracowaniach przegladowych (np. CIECHA-
NOVER i wspotaut. 2000, WEISSMAN 2001, Pic-
KART 2001, WILKINSON 2004), takze w pol-
skich czasopismach biologicznych (PIOTROW-
SKA 1993; WOJCIK 1995; GRZELAKOWSKA-SZTA-
BERT 2002a, b).

Klasyczna, najwczesniej poznana rola ubi-
kwitylacji polega na miejscowo- i czasowo-
-specyficznym oznakowywaniu biatek prze-
znaczonych do degradacji. Nalezy sobie jed-
nak zdawac sprawe, ze ubikwitylacja biatka
nie zawsze musi przesadzac¢ o jego degrada-
¢ji. Mono-lub multiubikwitylacja (bez two-
rzenia lafncucha) bialek, a takze tworzenie
tancuchow na lizynie innej niz w pozycji 48,
moze by¢ sygnalem do endocytozy biatek,
ich transportu do lizosomow lub wakuoli,
moze regulowal przemieszczanie si¢ bialek
pomiedzy jadrem a cytoplazma, jak rOwniez
regulowa¢ dziatanie wielu biatek uczestnicza-
cych w roéznych procesach metabolicznych
(HAGLUND i wspoétaut. 2003, SCHNELL i HICKE
2003, SHCHERBIK i HAINES 2004). Omowienie
tych zagadnien przekracza ramy tego opraco-
wania, juz jednak ich wyliczenie wskazuje, ze
proces ubikwitylacji moze dorownywac pod
wzgledem znaczenia procesowi fosforylacji.
Ubikwitylacja jest bowiem, podobnie jak fos-
forylacja, procesem szybkim, do pewnego
momentu odwracalnym, podlega niezmiernie
precyzyjnej regulacji i dotyczy bardzo wielu
bialek bioracych udzial we wszystkich prak-
tycznie procesach istotnych dla prawidtowe-
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go funkcjonowania komorek. Zdaniem wielu
biologow ubikwityne mozna zatem traktowac
jako jeden z podstawowych regulatorOw me-
tabolizmu komoérkowego (FINLEY i wspotaut.
2004). Nalezy doda¢, ze w komorkach ziden-
tyfikowano juz takze wiele bialek pokrew-
nych ubikwitynie, ktore réwniez biora udziat
w wielu procesach regulacyjnych, a ich dota-
czanie do bialek jest rownie zlozone jak do-
taczanie ubikwityny (SCHWARTZ i HOCHSTRAS-
SER 2003).

Jak juz wspomniano, ostatni etap ubikwi-
tylacji bialek — rozpoznanie biatka przezna-
czonego do degradacji i zbudowanie na nim
tancucha poliubikwitylowego — odbywa si¢
przy udziale ligaz ubikwitylowych, ktore sta-
nowia najliczniejsza grupe¢ sposrod enzymow
uczestniczacych w ubikwitylacji biatek. W dal-
szej czeSci tego opracowania skoncentruje
si¢ na krotkim omowieniu budowy i regula-
¢ji dzialania ligaz ubikwitylowych, bioracych
udzial w regulacji cyklu komoérkowego. Moja
arbitralng decyzj¢ o przedstawieniu tej wia-

$nie grupy enzymow uczestniczacych w ubi-
kwitylacji usprawiedliwia fakt, ze stosunko-
wo najwczeSniej poznano ich podstawowa
budowe i degradowane substraty, ktorymi sa
przede wszystkim biatka regulatorowe cyklu
komorkowego (VEW 2001, GRZELAKOWSKA-
-SZTABERT 2002a), a w badaniach mechani-
zmOw ich degradacji nadal bardzo aktywnie
uczestniczy Noblista A. Hershko. Zlozonos¢
mechanizméw prowadzacych do degradacji
regulatorow cyklu omowie na przykladach
degradacji kilku bialek: biatka p27 — inhibi-
tora kinaz cyklino-zaleznych (Cdk), fosfatazy
Cdc25 — enzymu decydujacego o aktywnosci
wszystkich kinaz cyklino-zaleznych (za opi-
sanie i udokumentowanie udziatu kinaz Cdk
w regulacji cyklu komoérkowego L. Hartwell,
P. Nurse i T. Hunt otrzymali nagrode Nobla
w 2001 r.) oraz sekuryny — biatka decydu-
jacego o kohezji chromatyd. Wskaze takze
na konsekwencje zaburzen funkcjonowania
uktadu ubikwityna/proteasom w patogenezie
wielu schorzen.

LIGAZY UBIKWITYLOWE — BUDOWA, REGULACJA DZIALANIA, SUBSTRATY

BUDOWA LIGAZ UBIKWITYLOWYCH

Ligazy ubikwitylowe sa badz wielopo-
djednostkowymi kompleksami biatkowymi,
w ktorych okreSlone podjednostki biora
udziat w rozpoznaniu substratu i dolacza-
niu do niego tancucha poliubikwitylowego
(dzieki interakcji z enzymem E2) badz tez sa
pojedynczymi polipeptydami, w ktorych spe-
cyficzne fragmenty czasteczki pelnia te funk-
cje. WyroOznia si¢ obecnie dwie podstawowe
klasy tych enzymow — ligazy z domena RING
finger (ang. really interesting new gene), ka-
talizujace bezposrednie przeniesienie na sub-
strat zaktywowanej i powiazanej z enzymem
E2 ubikwityny oraz ligazy z domena HECT
(ang. homologous to the E6-AP C-terminus),
w ktorych przed ostatecznym dolaczeniem
ubikwityny do wilaSciwego substratu docho-
dzi do przeniesienia zaktywowanej ubikwity-
ny z enzymu E2 na ligaze ubikwitylowa E3.
W proteolizie regulatorow cyklu komorko-
wego biora udziat przede wszystkim ligazy
E3 z domena RING finger (Ryc. 2). Sa nimi
wielopodjednostkowe ligazy SCF i APC oraz
monomeryczna ligaza CHFR, ktorych budo-
we i dzialanie ostatnio omOéwiono na tamach
polskich czasopism (GRZELAKOWSKA-SZTABERT
2002a, 2004). Dlatego teraz przypomne tyl-
ko podstawowe informacje o tych enzymach,

a szerzej omowie poznane ostatnio mechani-
zmy regulacji ich dziatania.

Ligazy typu SCF (ang. Skpl-cullin-F-box-
-ROC1) zbudowane sa z co najmniej 4 pod-
jednostek (Ryc. 2A). Najwieksza podjednost-
ka jest jedno z biatek z rodziny kullin (Cul
1-7), tworzace pomost, na ktorym dochodzi
do wspotdziatania z innymi podjednostkami
kompleksu. Koficowa globularna domena
kulliny wiaze si¢ z podjednostka zawierajaca
domene RING finger, biatkiem Rbx1/ROCI1
(ang. regulator of cullin), o strukturze zbli-
zonej do struktury palca cynkowego, zaan-
gazowanym w rekrutacje enzymu E2 skon-
jugowanego z ubikwityna, i, jak si¢ obecnie
przypuszcza, w hydrolize wysokoenergetycz-
nego wiazania tioestrowego pomiedzy E2
a ubikwityna. N-koncowy fragment kulliny 1,
a takze kulliny 7, wiaze podjednostke Skpl
(ang. S-phase kinase associated protein 1),
stanowiaca tacznik pomiedzy kulling a biatka-
mi Fbp (ang. F-box proteins). W przypadku
ligaz typu SCF z kullinami innymi niz kulli-
na 1, zamiast bialek Skp 1 i biatek Fbp, wy-
stepuja bialka pokrewne pelniace podobne
funkcje (KREK 2003, GUARDAVACCARO i PAGA-
NO 2004).

Biatka Fbp rozpoznaja i wiaza biatka ma-
jace ulec ubikwitylacji, charakteryzuje je za-
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Ryc. 1. Schemat dzialania uktadu ubikwityna/proteasom.

El — enzym aktywujacy ubikwityne, E2 — enzym konjugujacy i przenoszacy ubikwityne, E3 — ligaza ubikwi-

tylowa.

wsze obecnos¢ 40-aminokwasowej sekwencji
tzw. ,F-box” oraz specyficznych sekwencji ta-
kich jak WD40 czy tez LRR (ang. leucine rich
repeat), ktore biora udzial w interakcjach
biatko-biatko (CRAIG i TYERS 1999, CARDOZO
i PAGANO 2004). Mutacje i/lub amplifikacje
kodujacych je genow spotykane sa w wie-
Iu komorkach nowotworowych, jak rowniez
w miesSniach ulegajacych atrofii. Biatka te sa

wysoce niestabilne, a degradacja przynajm-
niej niektorych z nich nast¢puje w proteaso-
mie 26S. Bialka Fbp wystepuja praktycznie
we wszystkich badanych organizmach, w ko-
morkach ssakow jest ich prawdopodobnie
kilkaset. Powszechnos$¢ i liczebnoS¢ podjed-
nostek w ligazach typu SCF powoduje, ze
moga byC tworzone rozne kompleksy tych
enzymow o wybiorczej specyficznosci w sto-

A
)

Ligaza SCF

PROTEASOM 26S

Oligomeryczne ligazy ubikwitylowe

B )

Ligaza APC/C

@ )

PROTEASOM 26S

Monomeryczna ligaza ubikwitylowa CHFR

[ ] ]

664

Ryc. 2. Przyktady ligaz ubikwitylowych z domena RING finger (RF).

Oligomeryczne ligazy typu SCF (A) i APC/C (B). C — monomeryczna ligaza CHFR; zaznaczono podstawowe
podjednostki lub domeny, ktorych dziatanie opisano w tekscie.
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Ryc. 3. Regulacja dzialania ligaz typu SCF przez biatka p120“™! Nedd8 i kompleks sygnatowy
COP 9 (wg PETROSKIEGO i DESHAESA 2005, SCHWECHEINERA 2004).

sunku do okreslonych bialek. Sprawia to, ze
ligazy SCF moga ubikwitylowac i skierowy-
wac na droge degradacji bardzo rézne biatka.
W cyklu komérkowym kompleks ligazy SCF
dziala od polowy fazy G1, poprzez faze syn-
tezy DNA (faza S) do potowy fazy G2. Jego
podstawowymi substratami sa cykliny D i E,
podjednostki regulatorowe kinaz Cdk, bial-
kowe inhibitory powyzszych kinaz, a takze
niektore czynniki transkrypcyjne, np. E2F, re-

gulujace ekspresje genoéw kodujacych biatka
niezbedne do rozpoczecia syntezy DNA.
Ligaza APC/C (ang. anaphase promoting
complex/cyclosome) jest drugim komplek-
sem ligazowym dzialajacym w cyklu komor-
kowym od potowy fazy G2, podczas mitozy
i na poczatku fazy G1(Ryc. 2 B). Tworzy go
az kilkanaScie podjednostek, w ktorym biatka
APC 2 i APC 11 sa homologiczne z kulling
i biatkiem Rbx1/ROC1 w ligazie SCF i pelnia,

Cytoplazma

Ligaza KPC
B
!

Ryc. 4. Dwie ligazy ubikwitylowe z domena RING finger o réznej lokalizacji wewnatrzkomoérko-
wej uczestnicza w degradacji inhibitora p27 w réznych fazach cyklu (wg HENGSTA 2004, KAMURY

i wspoétaut. 2004).
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Ryc. 5. Ubikwitylacje fosfatazy Cdc25A przeprowadzaja w roznych fazach cyklu komorkowego
dwie rozne ligazy ubikwitylowe (wg BUSINO i wspotaut. 2004).

jak si¢ wydaje, podobne funkcje — pomo-
stu, na ktérym dochodzi do wspoétdzialania
podjednostek (APC 2) i biatka posrednicza-
cego w interakcji SCF z enzymem E2 prze-
noszacym ubikwityne (APC 11). Znaczenie
funkcjonalne wiekszoSci pozostatych podjed-
nostek kompleksu APC nie jest dotychczas
w pelni wyjasnione, ale obecnoS¢ w nich
okreSlonych sekwencji aminokwasowych
(motywy WD40, WD7, TPR, DOC) wskazuje

na ich prawdopodobny udziat w interakcjach
biatko-bialtko, a takze w wigzaniu cukrow,
fosfolipidow czy nukleotydow. Podjednostki
te nie uczestnicza jednak w wiazaniu i roz-
poznaniu bialek majacych ulec ubikwitylacji.
Funkcje te petnia dwie rézne podjednostki
regulatorowe — biatka Cdc20/Fizzy i Cdhl/
Hctl/fizzy-related, w ktorych nie wystepuje
motyw F-box. Co wiecej, w réznych fazach
cyklu wystepuja rozne kompleksy APC/C z

Nieaktywna
ligazaAPC/C

Separaza nieaktywna
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ligazaAPC/C
—
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Ryc. 6. Ubikwitylacja sekuryny przez ligaz¢ ubikwitylowa APC/C (po ,wylaczeniu” dzialania punk-
tu kontrolnego wrzeciona) prowadzi do degradacji kohezyny Sccl przez proteaze — separyne i do
rozdzialu chromatyd w anafazie (wg HORNIGA i wspoOtaut. 2002, WAIZENEGGERA i wspotaut. 2002).
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biatkami regulatorowymi, a mianowicie kom-
pleks APC/C z biatkiem Cdc20 aktywny jest
w mitozie podczas metafazy i na poczatku
anafazy, natomiast kompleks APC/C z bial-
kiem Cdhl zaczyna dziala¢ w anafazie i kon-
czy w fazie G1 nastepnego cyklu (PAGE i HIE-
TER 1999, GRZELAKOWSKA-SZTABERT 2004).

Ligaza APC/C zaleznie od momentu,
w ktorym wchodzi w interakcje z okreslo-
na podjednostka regulatorowa, ubikwityluje
rozne substraty i wspoldziala nie z jednym
lecz z dwoma enzymami E2. Jej substratami
sa przede wszystkim biatka bezposrednio de-
cydujace o przebiegu mitozy jak cykliny A i
B (stanowiace podjednostki regulatorowe
kinaz cyklino-zaleznych), sekuryna, inhibitor
rozdzialu chromatyd i w konsekwencji ana-
fazy. Przy jej udziale degradowane sa tez jej
wlasne biatka regulatorowe Cdc20, Cdhl, ki-
naza Polo, bialko Asel wiazace si¢ z mikrotu-
bulami oraz bialko Cdc6 i geminina biorace
udzial w regulacji syntezy DNA.

Ligaza CHFR. W 2002 r. wykazano, ze
aktywnosc ligazy ubikwitylowej wykazuje tak-
ze bialko CHFR (ang. checkpoint with FHA
and RING finger), ktore dziala w punkcie
kontrolnym cyklu komoérkowego w profazie
podzialu mitotycznego i monitoruje konden-
sacje chromosomoOw i ruch centrosomow ku
biegunom komorki (Ryc. 2C) (KANG i wspot-
aut. 2002). Jej podstawowym substratem jest
kinaza Plk1, decydujaca miedzy innymi o po-
ziomie ufosforylowania fosfatazy Cdc25, en-
zymu niezbednego do aktywacji kinaz Cdk.
In vitro ligaza CHFR katalizuje takze wlasna
ubikwitylacje.

Nalezy sobie zdawac sprawe, ze nie sa to
jedyne ligazy ubikwitylowe, ktore decyduja
o wewnatrzkomérkowym poziomie regulato-
row cyklu komoérkowego. Szereg innych ligaz
ma wpltyw posredni, przede wszystkim po-
przez regulacje poziomu biatek onkogennych
i supresorowych, ale ich omoéwienie wymaga
osobnego opracowania.

MECHANIZMY REGULUJACE DZIALANIE LIGAZ
UBIKWITYLOWYCH

Bardzo wiele uwagi poSwicca sie wy-
jasnianiu mechanizmoéw bioracych udziat
w regulacji dzialania ligaz ubikwitylowych.
Aktywnos¢ ligaz typu SCF regulowana jest
przede wszystkim na poziomie tworzenia
podstawowego funkcjonalnego kompleksu
(Ryc. 3). Rozpoczyna sie ono od potaczenia
jednej z kullin z biatkiem Rbx1/ROC1 oraz
z biatkiem p120“~NP! (ang. cullin-associated
and neddylation-dissociated), przy czym jest

to kompleks nieaktywny. Nastepnie do biatek
tych dolacza si¢ inny wielopodjednostkowy
kompleks sygnalizacyjny, COP9, zwany takze
sygnatosomem (SCHWECHHEIMER 2004), po-
wodujac odlaczenie od nich biatka p120©ANPL
Etapem nastepnym jest modyfikacja kulliny
poprzez dotaczenie do niej pokrewnego ubi-
kwitynie biatka Nedd8 (KAWAKAMI i wspot-
aut. 2001, PETROSKI i DESHAIES 2000, PAN
i wspoétaut. 2004). Dopiero z tym komplek-
sem (kullina z dolaczonym biatkiem NeddS8,
biatko Rbx1/ROC1, kompleks sygnalizacyj-
ny COP9) laczy sie podjednostka Skpl oraz
biatkko Fbp wraz z substratem majacym ulec
ubikwitylacji. Uwaza si¢ obecnie, ze biatko
p120ANPL wspotzawodniczy z podjednostka
Skp1l o wiazanie z kullina, ale tylko woéwczas,
gdy nie jest ona polaczona z biatkiem Nedd8
(Liu i wspotaut. 2002). Proces ubikwitylacji
substratu zostaje przerwany w momencie
odlaczenia od kulliny biatka Nedd8, w wyni-
ku dzialania jednej z podjednostek komplek-
su COP9 (deneddylacja) i kolejno podjed-
nostki Skpl, biatka Fbp, po czym nastepuje
odlaczenie kompleksu COP9 i dolaczenie do
pozostatych podjednostek biatka p120©ANP!
i w rezultacie powstaje nieaktywny kompleks
ligazowy.

Tak wiec, powstawanie aktywnego kom-
pleksu ligazy typu SCF jest bardzo precyzyj-
nie regulowane przez cykliczne dolaczanie
i odlaczanie roznych bialek regulatorowych
i z pewnoscia nie wszystkie aspekty tej re-
gulacji zostaly dotad poznane. Wydaje sig,
ze oprocz biatek p120“4"P! i Nedd8 rowniez
i inne bialka moga wplywa¢ na aktywnosc
ligaz typu SCF. Podejrzewane jest o to na
przyktad biatko Sgtl, wiazace si¢ bezposred-
nio z podjednostka Skpl, ale takze z bial-
kiem szoku cieplnego Hsp90, co moze sprzy-
ja¢ utrzymywaniu podjednostek ligazy w od-
powiedniej konfiguracji (PETROSKI i DESHAIES
2005). Z pewnoscia najblizsze lata przyniosa
informacje jeszcze o innych mozliwych me-
chanizmach regulacyjnych.

Jeszcze bardziej zlozona wydaje si¢ byc
regulacja aktywnoSci ligaz typu APC/C. Naj-
wczesniej poznanym mechanizmem jest fos-
forylacja poszczegolnych podjednostek, ktora
moze prowadzi¢ zarowno do aktywacji, jak
i hamowania dzialania ligazy APC/C (PAGE
i HIETHER 1999). Utrzymywanie wlasciwe-
go poziomu ufosforylowania podjednostek
jest wynikiem wspolgry licznych kinaz bial-
kowych (w tym kinaz Cdk, kinaz z rodziny
Polo, kinazy A) i fosfataz (typu PP1). Nalezy
przypomnied, ze cyklina B, podjednostka re-
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gulatorowa kinazy Cdk, jest ubikwitylowana
przez ligaze APC/C, a wiec dochodzi tu do
sprzezenia zwrotnego pomiedzy poziomem
aktywnej kinazy fosforylujacej ligaze APC/
C i aktywnoScia samej ligazy. Jakie jest fizjo-
logiczne znaczenie fosforylacji ligazy APC/
C nie jest w pelni wyjasnione, nie wydaje sie,
aby byto konieczne do utworzenia i utrzyma-
nia aktywnego kompleksu, Przypuszcza sie,
Ze jest ono raczej niezbedne do wiazania si¢
kompleksu z podjednostkami regulatorowy-
mi, Cdc20 i Cdh1l (PAGE i HIETHER 1999).
Innym mechanizmem regulujacym jest
kontrola aktywnoSci ligazy APC/C przez bial-
ka dzialajace w punkcie kontrolnym wrzecio-
na mitotycznego, zwlaszcza przez biatka z ro-
dzin MAD i BUB (GRZELAKOWSKA-SZTABERT
2002b, PAGE i HIETHER 1999, JACKSON 2004).
Ich dziatanie podczas prometafazy i metafazy
polega przede wszystkim na uniemozliwieniu
potaczenia podjednostek regulatorowych z li-
gaza APC/C w aktywnie dzialajacy kompleks,
zanim nie zostanie wlasciwie uformowane
wrzeciono kariokinetyczne i ulozone chro-
mosomy w plytce metafazalnej. Natomiast
od poczatku fazy S az do wczesnej profazy
dzialanie ligazy wylacza bialko inhibitorowe
Emil (ang. early mitotic inhibitor 1), kto6-
re, podobnie jak biatka punktu kontrolnego

wrzeciona, uniemozliwia, poprzez wiazanie
podjednostek regulatorowych, powstanie ak-
tywnej ligazy (JACKSON 2004). Poziom biatka
Emil oscyluje w cyklu komoérkowym — jest
on najwyzszy w fazie S, po czym gwaltow-
nie spada podczas prometafazy na skutek
ubikwitylacji przez ligaze¢ SCF, a nastepnie
degradacji. Obecna w czasteczce inhibitora
Emil sekwencja DSG (tzw. degron, patrz ni-
zej) musi, przed rozpoznaniem przez biatko
Fbp(B-TrCP), zosta¢ ufosforylowana przez ki-
naze Plkl z rodziny Polo (MOSHE i wspotaut.
2004).

Ubikwitylacja biatka Emil, inhibitora liga-
zy APC/C, przez ligaze SCF nie wyczerpuje
wzajemnych powiazan tych dwoch komplek-
sow regulujacych przebieg cyklu komorkowe-
go. Wiadomo bowiem, ze liczne biatka Fbp
(Skp2, B-TrCp, Met30) sa ubikwitylowane
i skierowywane do degradacji wlasnie przez
ligaze APC/C (BASHIR i wspotaut. 2004, Vo-
DERMAIER 2004, WEI i wspotaut. 2004). Przed-
stawione przyktady wskazuja na rozne mozli-
woSci regulacji dzialania ligaz SCF i APC/C i
dokumentuja jak wiele precyzyjnych mecha-
nizmoéw zapewnia, ze te kompleksy enzyma-
tyczne moga dziala¢ wybiérczo w stosunku
do okreSlonych biatek w poszczegolnych fa-
zach cyklu komoérkowego.

PROTEOLIZA WYBRANYCH REGULATOROW CYKLU KOMORKOWEGO

Od lat pojawia si¢ pytanie, czym charak-
teryzuja sie biatka rozpoznawane przez okre-
Slone ligazy ubikwitylowe. Szczegoélne zastu-
gi w wyjasnianiu tego problemu ma A. Var-
shavsky, jeden z pionierow badan procesow
ubikwitylacji. Zwroécit on uwage na zwiazek
roznej podatnoSci bialek na proteolize od
sktadu aminokwasowego N-konca ich cza-
steczki. Zawdziecza si¢ mu opracowanie tzw.
reguly N-konca i wprowadzenie pojecia de-
gronow, okreSlonych sekwencji aminokwa-
sowych decydujacych o stabilnosci bialek
(VARSHAVSKY 1996). Substraty ligaz typu SCF,
rozpoznawane przez bialka Fbp, na ogot mu-
sza by¢ uprzednio fosforylowane i to czesto
w wielu miejscach, a klasycznym przykla-
dem jest inhibitor kinaz Cdk w komorkach
drozdzy, bialko Sicl, fosforylowane przed
ubikwitylacja i degradacja az w szeSciu miej-
scach (NAsH i wspotaut. 2001). Fosforylacji
dokonuja rozne kinazy, w tym czesto Kkina-
zy cyklino-zalezne, kinazy MAP czy tez kina-
zy aktywowane w wyniku stresu i dzialajace

w roznych punktach kontrolnych cyklu ko-
morkowego. Inna modyfikacja potranslacyj-
na biatek rozpoznawanych przez biatka Fbp
(lub pokrewne) jest takze hydroksylacja ich
reszt prolinowych (WENGER 2002). Tak wiec,
poprzez fosforylacje i hydroksylacje bialek
proces ich degradacji jest SciSle powiazany
z roznymi szlakami sygnalizacyjnymi (SUN
i CHEN 2004).

W przypadku ligazy APC/C w rozpozna-
niu substratOw biora udzial jej podjednostki
regulatorowe. Pozostaje sprawa dyskusyjna,
czy zawsze dochodzi wowczas do bezposred-
niej interakcji podjednostki z przeznaczonym
do degradacji substratem, chociaz jest to
wielce prawdopodobne (VODERMAIER 2004,
YAMANO i wspotaut. 2004). W substratach li-
gaz APC/C najlepiej opisanymi degronami
jest kaseta destrukcyjna (ang. D-box) wyste-
pujaca w cyklinach mitotycznych (GLOTZER
i wspotaut. 1991, GRZELAKOWSKA-SZTABERT
1993) oraz kaseta KEN (ang. KEN box) (PFLE-
GER i KIRSCHNER 2000, PFLEGER i wspotaut.
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2001)), znajdowana miedzy innymi w fosfa-
tazie Cdc25 i sekurynie. W ekstraktach z jaj
Xenopus moze takze dochodzi¢, jak donie-
siono ostatnio (YAMANO i wspoétaut. 2004),
do wzglednie stabilnej interakcji degronu D-
-box obecnego w cyklinie B z jednym z bia-
tek kompleksu APC/C, a nie z podjednostka
regulatorowa. W dalszej czeSci tego artykulu
przedstawie degradacje wybranych regulato-
row cyklu komoérkowego — biatka p27, fosfa-
tazy Cdc25A oraz sekuryny.

BIALKO P27

Biatko p27, jeden z gléwnych inhibitorow
kinaz cyklino-zaleznych (GRZELAKOWSKA-SZTA-
BERT 1995), negatywnie reguluje przebieg
cyklu komorkowego. Spadek jego wewnatrz-
komorkowego poziomu jest niezbedny, aby
komorki pod wplywem stymulacji mitogen-
nej mogly rozpocza¢ w fazie S synteze DNA.
Fakt, ze p27 jest degradowany w proteaso-
mie 26S znany jest od potowy lat 90. ubie-
glego wieku. Zidentyfikowano wowczas liga-
ze przeprowadzajaca ubikwitylacje tego bial-
ka w fazie S, ktora okazala si¢ by¢ ligaza SCF
z podjednostka Skp2, biatkiem z motywem
F-box (Ryc. 4). Do ubikwitylacji p27 przez
te ligaze, procesu majacego miejsce w jadrze
komorkowym, niezbedne jest ufosforylowa-
nie treoniny w pozycji 187 tego bialka, kto-
rej dokonuje kinaza Cdk2, z cyklina E jako
podjednostka regulatorowa. Nalezy podkre-
sli¢, ze jest to kinaza, ktorej aktywnoS¢ w fa-
zie G1 hamuje wiasnie biatko p27. Wystepuje
tu wiec pozytywne sprzezenie zwrotne, kto-
re zapewnia utrzymywanie sie niskiego po-
ziomu inhibitora po aktywacji kinazy Cdk2
i nieodwracalnos$¢ przejScia komorek z fazy
G1 w faze¢ S. Do efektywnej ubikwitylacji p27
przez ligaze SCF konieczna jest takze obec-
nos¢ w kompleksie biatka Cksl (ang. Cdc2-
-protein kinase regulatory subunit 1), wiaza-
cego si¢ z podjednostka Skp2 i zwiekszaja-
cego znaczaco jego zdolnoS¢ rozpoznawania
i wigzania ufosforylowanego p27 (CARDOZO
i PAGANO 2004). Jak wykazano ostatnio, istot-
ny udzial w regulacji wewnatrzkomorkowego
poziomu p27 i proliferacji ludzkich komoérek
ma rowniez enzym E2 (Cdc34) konjugujacy
ubikwityne. Obnizenie jego ekspresji przez
zastosowanie antysensownego RNA hamuje
degradacje p27 i prawidlowy przebieg cyklu
komorkowego (BUTz i wspotaut. 2005).

Proteoliza p27 zachodzi jednak takze
w fazie Gl cyklu, regulujac w znacznym
stopniu, niezaleznie od proceséw transkryp-
cyjnych i translacyjnych, wewnatrzkomorko-

wy poziom tego inhibitora. Badania ostatnich
lat wykazaly, ze ma ona miejsce takze w ko-
morkach nie zawierajacych biatka Skp2, co
sugerowalo istnienie innego niz ligaza SCF
uktadu ubikwitylujacego (Ryc. 4). W 2004 r.
zidentyfikowano kompleks dwoch biatek, na-
zwany ligaza KPC (ang. Kip ubiquitylation
promoting complex), zdolny do ubikwitylo-
wania p27 po jego wytransportowaniu z ja-
dra do cytoplazmy, co wiecej, bez konieczno-
Sci uprzedniej fosforylacji (KAMURA i wspot-
aut. 2004, HENGST 2004). Jedno z bialek two-
rzacych ten kompleks, podjednostka KPCl,
zawiera domene RING-finger i bierze udziat
w rozpoznawaniu p27 oraz w rekrutacji en-
zymu E2 niosacego zaktywowana ubikwity-
n¢, drugie biatko, KPC2, odpowiedzialne jest
za skierowywanie ubikwitylowanego p27 do
proteasomu. Tak wiec, regulacja poziomu
p27 staje sie coraz bardziej ztozona i widac
wyraznie, ze zaleznie od lokalizacji tego bial-
ka wewnatrz komorki w jego degradacji bio-
ra udziat rézne kompleksy biatkowe.

FOSFATAZA CDC25

Rownie istotny dla prawidlowego prze-
biegu cyklu komorkowego, jak poziom bial-
kowych inhibitorow kinaz Cdk, w tym omo-
wionego juz biatka p27, jest poziom tyro-
zynowo-treoninowych fosfataz Cdc25A, B i
C (DONZELLI i DRAETTA 2003). Enzymy te,
kodowane przez gen bedacy jednym z ge-
now docelowych czynnika transkrypcyjnego
c-Myc, przeprowadzaja defosforylacje ufosfo-
rylowanych aminokwasow (Tyrl5 i Thrl4)
znajdujacych sie w kinazach Cdk we fragmen-
cie odpowiedzialnym za wiazanie ATP (ang.
T-loop) i w efekcie powoduja aktywacje tych
enzymow. W regulacji cyklu komorkowego
najwicksze znaczenie ma fosfataza Cdc25A
dzialajaca przede wszystkim w komorkach
bedacych w fazach S, G2 oraz w koncowych
etapach mitozy i we wczesnej fazie G1. Fos-
fatazy Cdc25B i Cdc25C dzialaja zas w ko-
morkach w fazie G2 i we wczesnej mitozie.
O aktywnoSci fosfatazy Cdc25A decyduje
w znacznym stopniu poziom ufosforylowa-
nia jej domeny regulatorowej przez liczne
kinazy biatkowe, w tym kinazy Cdk czy kina-
zy Chkl i Chk2, aktywowane w warunkach
stresu, zwlaszcza po wuszkodzeniach DNA
(Ryc. 5). Podobnie jak aktywnoS¢, wewnatrz-
komorkowy poziom fosfatazy Cdc25A podle-
ga precyzyjnej regulacji, zwlaszcza w wyniku
degradacji zachodzacej w proteasomie 268,
po ubikwitylacji przeprowadzanej przez liga-
zy SCF i APC/C (DONZELLI i wspoétaut. 2002,
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2003; BUSINO i wspotaut. 2004). W czastecz-
ce Cdc25A wystepuja dwa degrony: degron
DSG rozpoznawany w fazie S i G2 przez liga-
ze SCF z biatlkiem Fbp (B-TrCP) oraz degron
KEN, rozpoznawany w koficu mitozy i na po-
czatku fazy G1 przez ligaze APC/C z biatkiem
regulatorowym Cdhl (BUSINO i wspotaut.
2004). Dla ubikwitylacji Cdc25A przez ligaze
SCF niezbedne jest ufosforylowanie nie tyl-
ko reszt serynowych w degronie DSG (kina-
zy jeszcze nieznane), lecz takze nastepujaca
wczesniej fosforylacja seryny w przyleglym
do niego regionie, ktora wydaje si¢ wpltywac
na interakcje Cdc25A z biatkiem B-TrCP.

Tak precyzyjna regulacja wewnatrzko-
morkowego poziomu fosfatazy Cdc25A jest
konieczna dla prawidlowego przebiegu cy-
klu komoérkowego. Czesto wystepujaca nade-
kspresja tego enzymu (na poziomie mRNA
i bialka) w wielu nowotworach, a takze
obecnos¢ w nich zmutowanych form enzy-
mu o podwyzszonej stabilnosci i w efekcie
konstytutywnej aktywnoSci, moze w konse-
kwencji wywotywacé niestabilnoS¢ genomo-
wa komorek i stwarza¢ warunki do powsta-
wania nowotworow. Ostatnio publikowane
badania wskazuja, ze rozne zwiazki przeciw-
nowotworowe w odmienny sposob wplywa-
ja na szybkos¢ i intensywnosS¢ degradacji fos-
fatazy Cdc25A, czego dalszym efektem jest
ich zréznicowany wplyw miedzy innymi na
intensywnoS¢ syntezy DNA (AGNER i wspol-
aut. 2005).

SEKURYNA

Degradacja sekuryny jest kluczowym wy-
darzeniem w mitozie (Ryc. 6). Bialko to jest
inhibitorem enzymu — separazy, proteazy cy-
steinowej degradujacej jedno z bialek kom-

pleksu kohezyjnego (biatko Sccl), ktore spa-
ja chromatydy az do momentu ich rozdzia-
lu w anafazie (NASMYTH i wspotaut. 2000,
WAIZENEGGER  2002). Proteoliza sekuryny,
ktora przestania centrum aktywne separazy
i utrudnia dostep do niego substratu, rozpo-
czyna si€¢ w metafazie, natomiast masywna
jej destrukcja nastepuje pozniej, po inakty-
wacji punktu kontrolnego wrzeciona (Na-
SMYTH 1999, GRZELAKOWSKA-SZTABERT 2002D,
HAGTING i wspotaut. 2002). Ubikwitylacji se-
kuryny dokonuje ligaza APC/C, ktorej pod-
jednostki regulatorowe Cdc20 i Cdhl rozpo-
znaja obecne w jej czasteczce domeny D-box
i KEN-box (Ryc. 6). Zahamowanie ekspresji
sekuryty, badz obecnoS¢ jej zmutowanej, nie
ulegajacej degradacji formy, wywoluje w ko-
morkach Hela bardzo powazine zaburzenia
przebiegu mitozy, w tym utrat¢ czeSci chro-
mosomow, nieprawidlowe anafazy, a nawet
sprawia, ze wszystkie chromatydy ,dziedzi-
czy” tylko jedna komorka.

Przynajmniej w komorkach ludzkich se-
kuryna nie tylko dziala jako inhibitor sepa-
razy, lecz jest takze niezbedna do powsta-
wania aktywnej formy tego enzymu (WAIZE-
NEGGER i wspotaut. 2002, HORNIG i wspolaut.
2002), jednakze na czym polega to dzialanie
sekuryny nie jest jeszcze wyjasnione. Dru-
gim mechanizmem decydujacym o hamowa-
niu aktywnoSci separazy jest jej fosforylacja,
przeprowadzana w metafazie prawdopodob-
nie przez kinaze Cdk2 (z Cyklina B1) i/lub
kinazy z rodziny kinaz MAPK. Do pelnej ak-
tywnosci tej proteazy w anafazie wydaje si¢
niezbedna nie tylko degradacja jej inhibitora
— sekuryny, ale takze jej defosforylacja (STEM-
MANN i wspotaut. 2001). Na ile ten mecha-
nizm jest powszechny pokaza dalsze badania.

PRZYKEADY ZABURZEN UKEADU UBIKWITYNA/PROTEASOM

Regulacja funkcjonowania uktadu ubikwi-
tyna/proteasom moze odbywac si¢ na pozio-
mie procesoOw prowadzacych do ubikwitylacji
substratow i/lub aktywnoSci proteolitycznej
proteasomu. Musi by¢ ona bardzo precyzyj-
na, gdyz wszelkie zaklocenia przebiegu tych
procesoéw maja bardzo powazne konsekwen-
cje dla komorek, sa tez przyczyna wielu scho-
rzefn (CIECHANOVER i IWAI 2004, CIECHANOVER
i SCHWARTZ 2004). Stany patologiczne zwia-
zane z ukladem ubikwityna/proteasom moga
by¢ skutkiem zarOwno obnizonej, jak i przy-
spieszonej proteolizy substratow. Moga one

wynika¢ z utraty lub spotegowania funkcji
poszczegbdlnych enzymoéw biorgcych udziat
w ubikwitylacji, a takze z nieprawidlowosci
przebiegu potranslacyjnych modyfikacji bia-
tek warunkujacych ich degradacje.
Ostabienie dzialania proteasomu naste-
puje na ogol wraz z wiekiem i jest najpraw-
dopodobniej wynikiem obnizonej syntezy
biatek tworzacych podjednostki proteasomu
oraz zmian ich struktury, a takze pojawiania
sic w komorkach nieprawidtowych biatek
hamujacych dziatlanie proteasomu. (CARRARD
i wspotaut. 2002). Nizsza aktywnoSC prote-
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asomu i brak proteolizy wielu bialek, w tym
bialek proapoptotycznych, stwierdza si¢ tak-
ze w komorkach ulegajacych apoptozie. Uak-
tywnione w tych komoérkach kaspazy degra-
duja bowiem okreSlone biatka podjednostki
regulatorowej proteasomu, istotne w interak-
cjach pomiedzy bialkami kompleksu regula-
torowego oraz w rozpoznaniu ubikwitylowa-
nego substratu (SUN i wspotaut. 2004).

Natomiast intensywne uaktywnienie dzia-
fania proteasomu ma miejsce w tzw. choro-
bach ,katabolicznych” jak kacheksja, posocz-
nica, silne zranienia (HASSELGREN i wspotaut.
2002, CIECHANOVER i IwAI 2004, CIECHANOVER
i SCHWARTZ 2004), w duzej mierze zwiaza-
ne z indukcja mieSniowych ligaz ubikwity-
lowych. Nadmiernie aktywny uklad ubikwi-
tyna/proteasom dziala takze w chorobach
o podtozu immunologicznym, w chorobach
uktadu oddechowego (mukowiscydoza), czy
w roznego typu niewydolnoSci nerek, w tym
w dziedzicznym nadci$nieniu nerkowym (DE-
BIGARE i PRICE 2003).

Nieprawidlowe funkcjonowanie uktadu
ubikwityna/proteasom wystepuje tez w wie-
Iu chorobach neurodegeneracyjnych, w tym
w chorobie Parkinsona, Alzheimera, Hun-
tingtona i roznego typu ataksjach rdzenio-
wo-mozdzkowych (CIECHANOVER i IWAI 2004,
CIECHANOVER i SCHWARTZ 2004, RoOss i PIc-
KART 2004). W neuronach i neurytach mozgu
0sob chorych obserwuje si¢ nagromadzanie
biatek o zaburzonej strukturze, zawierajacych
wiele czasteczek glutaminy, czesto w pola-
czeniu z ubikwityna, a takze agregatow bial-
kowych w postaci ztogow i plytek, ktore
takze s3 czesto ubikwitylowane. W jednej
z form choroby Parkinsona (ang. autosomal
recessive juvenile parkinsonism, AR-JP) obec-
na jest zmutowana ligaza ubikwitylowa, par-
kina, co powoduje nagromadzanie si¢ w ko-
morkach jej niezdegradowanych substratow,
prawdopodobnie toksycznych dla neuronéow
dopaminergicznych. W chorobie Alzheimera
stwierdza si¢ obecnoS¢ w mozgu pacjentow
ubikwityny potaczonej z ufosforylowanym
biatkiem Tau, wystepowanie zmutowanej ubi-
kwityny, hamujacej aktywnosS¢ proteolityczna
proteasomu, a takze obserwuje si¢ spadek
aktywnoSci enzymow aktywujacych i przeno-
szacych ubikwityne. Pozostaje sprawa otwar-
ta, czy te nieprawidlowoSci sa przyczyna czy
skutkiem wystepowania tych schorzen.

Bardzo wiele rdéznego typu zaburzef
uktadu  ubikwityna/proteasom  wystepuje
w komorkach nowotworowych. Sa to przede
wszystkim zaburzenia dzialania ligaz ubikwi-

tylowych (FANG i wspotaut. 2003, GUARDAVAC-
CARO i PAGANO 2004, OHTA i FUKUDA 2004).
Moga one polega¢ na amplifikacji genow ko-
dujacych kulliny (komorki raka watroby, no-
wotworu piersi) czy tez na amplifikacji i mu-
tacjach genow kodujacych biatka z motywem
F-box (komorki raka piersi, raka przewodu
pokarmowego, roéznych nowotworOw jamy
ustnej). W efekcie moze dochodzi¢ do zmian
poziomu réznych regulatorow cyklu sprzyja-
jacych niekontrolowanej proliferacji komo-
rek. Szczegolnie duzo badan dotyczy udziatlu
biatka Skp2, bardzo czesto o podwyzszonej
ekspresji w wielu nowotworach, w regula-
¢ji poziomu inhibitora p27. Okazalo si¢ bo-
wiem, ze wysoki poziom ekspresji tego bial-
ka rozpoznajacego p27 znaczaco i bezposred-
nio koreluje z wystepowaniem nowotworow
i ich agresywnoScia, a takze zlym prognozo-
waniem na przyktad w ludzkich biataczkach,
raku prostaty, raku jajnikow i ptuc (FANG
i wspolaut. 2003, OHTA i FUKUDA 2004). Co
wiecej, biatko Skp2 bierze takze udzial w ubi-
kwitylacji bialka c-Myc, ktéra nie wywotu-
je jego degradacji, lecz stabilizuje to biatko
i zwieksza jego aktywnoS¢ transkrypcyjna, co
ma duze znaczenie w stymulacji proliferacji
komoérek (GUARDAVACCARO i PAGANO 2004).
Nieprawidlowe funkcjonowanie biatka ,tacz-
nikowego” Skpl w ligazie typu SCF rOéwniez
moze prowadzi¢ do niestabilnoSci genomo-
wej i transformacji nowotworowej komorek
(P1vA i wspotaut. 2002).

Z powstawaniem wysoce unaczynionych
nowotworow ma tez zwiazek biatko pVHL,
pelniace w ligazie VHL (pokrewnej ligazie
SCF) te sama funkcje co biatko z motywem
F-box. Decyduje ono o ubikwitylacji i degra-
dacji w proteasomie czynnika transkrypcyj-
nego HIF-lo (ang. hypoxia-inducible factor),
ktory reguluje ekspresje genow indukowa-
nych w komorkach podczas niedotlenienia,
w tym czynnika wzrostu komorek endotelial-
nych (VEGF) oraz jego receptora, endoteliny,
syntazy tlenku azotu czy tez kilku enzymow
bioracych udziat w glikolizie. W wyniku bra-
ku biatka pVHL lub w obecnosci jego zmuto-
wanych form, sytuacji wystepujacej w choro-
bie von Hippel-Lindau, dochodzi do zaburzen
dziatania ligazy VHL i w efekcie konstytutyw-
nej ekspresji czynnika transkrypcyjnego HIF-a
i aktywacji transkrypcji regulowanych przez
niego gendéw. Sprzyja to procesom angioge-
nezy i powstawaniu nowotworow, zwlaszcza
nowotworow nerek (WENGER 2002).

W wielu nowotworach zaburzone jest
rowniez funkcjonowanie monomerycznych
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ligaz ubikwitylowych, takich jak na przyktad
ligaza MDM2, odpowiedzialna przede wszyst-
kim za degradacje bialka supresorowego
P53 (GRZELAKOWSKA-SZTABERT 2004), czy tez
wspomniana juz ligaza CHFR. Jej epigene-
tyczna inaktywacja w wyniku wyciszania eks-
presji genu Chfr poprzez metylacje reszt cy-

tozyny i guaniny w DNA ma miejsce na przy-
ktad w ludzkich nowotworach ptuc (MizuNO
i wspotaut. 2002). Przedstawione przykiady
zaburzen ukladu ubikwityna/proteasom wy-
raznie dokumentuja jego znaczenie dla pra-
widlowego funkcjonowania komorek.

CZY MOZLIWA JEST FARMAKOLOGICZNA INTERWENCJA W DZIALANIE UKEADU
UBIKWITYNA/PROTEASOM?

Odpowiedz na to pytanie brzmi twierdza-
co, a kazdy rok przynosi doniesienia o no-
wych zwiazkach zdolnych do hamowania,
przynajmniej w niektorych typach komorek,
niepozadanej proteolizy bialek. Obecnie blo-
kowanie dzialania proteasomu zaczyna si¢
nawet traktowac jako nowe, niestandardowe,
obiecujace podejscie terapeutyczne w lecze-
niu wielu schorzei (VOORHEES i wspolaut.
2003). Pierwszymi badanymi inhibitorami
uktadu ubikwityna/proteasom byly rozne-
go typu analogi peptydow, odznaczajace si¢
zdolnoScia hamowania przede wszystkim
chymotrypsynowej aktywnoSci proteasomu,
ale takze aktywnoSci proteaz lizosomalnych
oraz niektorych proteaz cysteinowych i se-
rynowych (LEE i GOLDBERG 1998). Mimo bra-
ku wybiorczej specyficznosci w stosunku do
proteasomu, jedna z tego typu pochodnych,
bortezomib (Velcade; PS-341) znalazla juz za-
stosowanie w leczeniu szpiczaka mnogiego
(LEE i GOLDBERG 1998), a znacznie zaawan-
sowane badania kliniczne wskazuja na moz-
liwoS¢ stosowania tego zwiazku takze w le-
czeniu innych chorob pochodzenia hemato-
logicznego (RICHARDSON 2003). Sa tez dane
wskazujace, ze bortezomib moze uwrazliwiac
komorki nowotworowe na dzialanie tradycyj-
nych chemioterapeutykow czy tez radiotera-
pie.

Klasycznym, wysoce specyficznym inhi-
bitorem dzialania proteasomu jest produkt
pochodzenia bakteryjnego, laktacystyna (FEN-
TEANY i SCHREIBER 1998). Laczy si¢ ona i ace-
tyluje duze podjednostki f proteasomu i w
efekcie hamuje wszystkie jego aktywnoSci
proteolityczne (nieodwracalnie aktywnosc
chymotrypsynowa i trypsynowa, odwracalnie
kaspazowa). Ze wzgledu na to, ze laktacysty-
na, a zwlaszcza jej B-lakton, nie hamuja pro-
teaz cysteinowych, serynowych i lizosomal-
nych, zwiazki te sa niezastapione w badaniu
efektow zablokowania dzialania proteasomu
na funkcjonowanie komorek (LEE i GOLD-
BERG 1998). ROwniez 4-hydroksy nonenal, al-

dehydowa pochodna nienasyconych kwasow
ttuszczowych, zdolny jest do modyfikowania
jednej z podjednostek proteasomu i hamo-
wania jego aktywnoSci chymotrypsynowe;j
(FERRINGTON i KAPPHAHN 2004).

Ubistatyny sa innego typu inhibitorami
proteolizy biatek w ukladzie ubikwityna/pro-
teasom (VERMA i wspoétaut. 2004b). Te nisko-
czasteczkowe zwiazki wchodza w interakcje
z poliubikwitylowym tancuchem dotaczonym
do bialek przeznaczonych do degradacji,
uniemozliwiaja jego rozpoznanie i wiazanie
przez podjednostke regulatorowa proteaso-
mu i tym samym blokuja rozpoczecie degra-
dacji biatka. Na poziomie rozpoznania biatko-
wego substratu nie przez proteasom, a przez
odpowiednia ligaze ubikwitylowa (bialko
MDM?2) wydaje si¢ natomiast dziala¢ nutlina,
inhibitor degradacji bialka supresorowego
P53 (VASSILEV i wspotaut. 2004).

Obecnie mysli sie¢ tez o innych niz omo-
wione potencjalnych miejscach interwen-
cji w dzialanie tego ukiadu, jak na przyktad
blokowanie wiazania enzymu E2 niosacego
zaktywowana ubikwityn¢ do odpowiedniej
ligazy, czy tez hamowanie dzialania peptydaz
odszczepiajacych tancuch poliubikwitylowy
od substratu jeszcze przed rozpoznaniem go
przez proteasom (BELLOWS i TYERS 2004). Wy-
daje si¢, ze zsyntetyzowanie zwiazkow bloku-
jacych powyisze procesy jest tylko kwestia
czasu.

Niekiedy konieczne staje si¢ nie zaha-
mowanie proteolizy okreSlonych biatek,
a wrecz jej przyspieszenie. Wowczas wiasci-
wym celem terapeutycznym staja si¢ przede
wszystkim ligazy ubikwitylowe, niezbedne
do ostatniego etapu modyfikacji biatka (PRAY
i wspotaut. 2002, SUN 2003). Od kilku lat po-
dejmowane sa tez proby precyzyjnego kiero-
wania wybranych bialek na droge proteolizy
przy uzyciu chimerycznych bialek adaptoro-
wych typu Protac (ang. proteolysis targeting
chimeric molecule) (SAKAMOTO i wspotaut.
2003)), czy tez chimerycznych ligaz ubikwi-
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tylowych zawierajacych dwie domeny Ring
finger (OYAKE i wspoétaut. 2002). Przy zasto-
sowaniu tej strategii uzyskano pozytywne
wyniki w badaniach proteolizy receptorow
estradiolu i dihydrotestosteronu, a takze jed-
nego z inhibitoré6w cyklu komoérkowego,
biatka p57. Czy metody te beda odpowiednie
dla ukierunkowanej proteolizy innych bialek
pokaza dalsze badania.

Nalezy zdawac sobie sprawe, ze modyfi-
kowanie biatek ubikwityna, to nie tylko ,po-
calunek Smierci”, jak obrazowo nazwali ten
proces dziennikarze piszacy o osiagnieciach
laureatow nagrody Nobla. Ubikwityna uczest-
niczy bowiem takze w regulacji transkrypcji
biorac udzial w degradacji aktywatorow badz

inhibitorow tego procesu lub skltadnikow
kompleksu transkrypcyjnego, modyfikacjach
histonéw oraz w regulacji dzialania wielu
czynnikow transkrypcyjnych. Jest tez nie-
zbedna, jak juz wspomniano, w regulacji en-
docytozy licznych biatek btonowych, w tym
receptorow czynnikOw wzrostu i podjedno-
stek kanalow jonowych, w regulacji apop-
tozy, namnazaniu wirusoOw i ich uwalnianiu
z komorek. I z pewnoscia nie sa to wszystkie
procesy, w ktorych moze uczestniczy¢ ubi-
kwityna, jak rOwniez pokrewne jej biatka.

Autorka bardzo serdecznie dzickuje dr
Magdalenie Dudkowskiej za pomoc w opra-
cowaniu i wykonanie rysunkow.

NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY IN 2004 FOR UBIQUITIN-DEPENDENT PROTEIN DEGRADATION

Summary

In the article Nobel laureates in chemistry for
2004 — Irvine Rose, Avram Hershko and Aron Ciech-
anover — and their achievements in elucidating the
ubiquitin-mediated protein degradation are presented
and the function of ubiquitin in this process is short-
ly reviewed. Moreover, ubiquitin ligases involved in

the ubiquitylation of the main cell cycle regulators
as well as the mechanisms regulated by their activi-
ties are described. Examples of the abnormalities of
functioning of the ubiquitin/proteasome system in
various diseases and possibilities of pharmacological
intervension in its action are also presented.
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