POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 32 2005 NR 3 (435-448)

PROTEASOMALNA DEGRADACJA BIALEK
KOMORKOWYCH

PROTEASOME-DEPENDENT DEGRADATION
OF CELLULAR PROTEINS

Marcin BURY, Anna NIEMIERKO

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Centrum Biostruktury,
Akademia Medyczna w Warszawie

Streszczenie: Artykul przedstawia podstawowe informacje dotyczace wewnatrzkomorkowej degradacji
biatek przez proteasomy z udziatlem ubikwityny. Omoéwiono proces ubikwitynacji biatek przeznaczo-
nych do degradacji proteasomalnej oraz udzial ubikwityny w procesach komoérkowych niezwigzanych z
proteoliza. Przedstawiono budowe proteasomow 208, 268 i aktywatora PA700. Omoéwiono rolg immu-
noproteasoméw w odpowiedzi immunologicznej oraz proteasomalng degradacje bialek niewyznakowa-
nych tancuchami ubikwityny. Przedstawiono zarys biogenezy proteasoméw oraz mozliwosci zastoso-
wania terapeutycznego inhibitoré6w proteasomow.

Stowa kluczowe: proteasom, immunoproteasom, ubikwityna, proteoliza, PA700, PA28, inhibitory prote-
asomow.

Summary: The article gives basic information on proteasome- and ubiquitin-dependent system of pro-
tein degradation. The ubiquitination process of proteins designated for proteasomal breakdown and
ubiquitin involvement in extraproteasomal cellular events is discussed. The article explains the struc-
ture of 20S, 26S and PA700 complexes, the role of immunoproteasomes in the immune response and
proteasomal proteolysis independent of ubiquitination. Moreover, it gives the outline of proteasomal
biogenesis and possible clinical application of proteasome inhibitors.
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WSTEP

Degradacja bialek w komorce odbywa si¢ z udzialem proteasomow, lizosomow i
proteaz cytoplazmatycznych. Poczatkowo przypisywano gtéwne znaczenie degradacji
zudziatem proteaz zawartych w lizosomach i endosomach p6znych. Obecnie wiadomo,
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ze proteoliza zalezna od proteasoméw i ubikwityny to u Eukaryota gtdéwny uktad
degradujacy biatka wewnatrzkomorkowe.

Proteasomy degraduja biatka, ktore z réznych powoddéw powinny by¢ usunigte z
komorki. Sa to biatka o nieprawidtowej konformacji wywotanej zaburzeniami translacji,
mutacjami, uszkodzeniem przez wolne rodniki czy temperature [41]. Rowniez biatka
regulacyjne, jak np. cykliny [28], enzymy, jak np. fruktozo-1,6-bisfosfataza [76], czy
kalmodulina [79], zostaja zdegradowane po spetnieniu swej roli. Takze wigkszos¢
peptydow prezentowanych przez czasteczki MHC klasy I powstaje w wyniku
proteasomalnej degradacji biatek [46].

Przed proteoliza proteasomalna bialka ulegaja ubikwitynacji polegajacej na przytaczeniu
fancuchow ubikwityny i sa kierowane do proteasomow 26S, w ktorych ulegaja hydrolizie z
uwolieniem ubikwityny [36;65]. Zaréwno proteasomy 208S, jak i 26S moga takze degradowac
biatka, ktore nie zostaty wyznakowane przez przytaczenie reszt ubikwityny [64].

UBIKWITYNA I JEJ UDZIAL W PROCESACH
WENATRZKOMORKOWYCH

Za badania nad ubikwityna i jej rola w komorce, A. Hershko, A. Ciechanover i L.
Rose otrzymali w 2004 roku Nagrodg Nobla w dziedzinie chemii.

Ubikwityna to 76-aminokwasowy polipeptyd wystgpujacy we wszystkich zbadanych
dotychczas komorkach i tkankach organizmoéw eukariotycznych. Biatko to ma wysoka
mig¢dzygatunkowa homologi¢ sekwencyjna. Ubikwityna drozdzy r6zni si¢ od ludzkiej
tylko 3 resztami aminokwasowymi. Ze wzgledu na strukture, oprécz termostabilno$ci
ubikwityng cechuje takze odpornos$¢ na proteolizg i zmiany pH [92].

Rozpoznanie substratu przez proteasom wymaga jego poliubikwitynacji poprzez
przytaczanie czasteczki ubikwityny do Lys-48 ostatniej reszty ubikwitynowej w tancuchu
[80]. Lancuchy poliubikwityny powstaja na skutek tworzenia wiazania izopeptydowego
pomigdzy karboksy-koncowa reszta glicyny w czasteczce ubikwityny a koncowa grupa
aminowa lub grupa €-aminowa w wewngtrznej reszcie lizyny biatka docelowego. W reakcji
transestryfikacji zaleznej od ATP ubikwityna ulega aktywacji i przytaczeniu do grupy —SH
reszty cysteinowej enzymu aktywujacego (E1, UBA, ubiguitin activating) (ryc. 1). Nastgpnie
czasteczka ubikwityny jest przenoszona na resztg cysteinowa enzymu koniugujacego (E2,
UBC, ubiquitin conjugating). E2 samodzielnie lub przy pomocy enzymu zwanego ligaza
ubikwitynowa (E3, UBL, ubiquitin ligase) przenosi reszt¢ ubikwityny na substrat. Niektore
enzymy E3, np. Rsp5, moga modyfikowac substraty poprzez przylaczenie pojedynczych
czasteczek ubikwityny, jak i jej fancuchow [72]. Pewne substraty wymagaja do swej
poliubikwitynacji wspdtdziatania czynnika elongacji tancucha (E4) [48].

Dotychczas w komoérkach ssakow opisano tylko jeden E1, okoto 20 E2 i bardzo
wiele specyficznych substratowo E3. Taki uktad pozwala na wybiérczo$¢ dziatania
kaskady enzymatycznej zwiazanej z ubikwitynacja [1,33].

Niekiedy biatka przeznaczone do degradacji proteasomalnej, zamiast tancuchami ubikwityny,
sa znakowane przez zwiazanie z biatkami adaptorowymi, np. antyzymem [13].
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy szlak proteolizy zaleznej od ubikwityny i proteasoméw. Enzymy
E3 rozpoznaja substraty i posrednicza w przeniesieniu reszt ubikwityny (ubi) z enzyméw E2, ktore z
kolei otrzymuja je poprzez transfer z E1. Zubikwitynowane substraty ulegaja degradacji przez proteasomy
26S z udzialem ATP. Proteasomy uwalniaja ubikwityng i degraduja substraty do krotkich peptydow.
Mono- i poliubikwitynowane substraty moga ulec deubikwitynacji dzigki dziataniu enzyméow deubikwi-
tynujacych (DUB). DUB moga takze rozktada¢ wolne, niesprzgzone z substratem fancuchy ubikwityny
(wg Wojcika [92], zmodyfikowane)

Proces ubikwitynacji jest regulowany przez enzymy deubikwitynujace (DUB). Enzy-
my te majg zdolnos¢ hydrolizy tancuchow ubikwityny tworzonych przez kaskadeg E1-
E2-E3 zar6wno uwolnionych z substratow roztozonych przez proteasomy, jak i zwia-
zanych z niezdegradowanymi biatkami. W tym drugim przypadku, DUB moga chroni¢
substrat przed hydroliza proteasomalng [92]. DUB moga tez skraca¢ tancuchy poli-
ubikwitynowe polaczone z czasteczkami substratu [89].
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UDZIAL UBIKWITYNY W PROCESACH NIEZWIAZANYCH
Z PROTEOLIZA PROTEASOMALNA

Ubikwityna petni w komorce rowniez inne funkcje, niezwigzane ze szlakiem
proteasomalnym. Lancuchy poliubikwityny potaczone poprzez Lys-63 Iub Lys-48 biora
udziat w mechanizmach naprawy uszkodzen DNA i w endocytozie [66]. Znakowanie
biatek poprzez przytaczanie pojedynczych reszt ubikwityny to proces odgrywajacy role
w regulacji aktywnosci jadrowych czynnikow transkrypcyjnych [60] oraz kierowaniu
biatek z btony komdrkowej do kompartmentu endosomalnego [38] lub sieci trans aparatu
Golgiego u drozdzy [56]. Ubikwityna jest takze zwigzana z przemieszczaniem bialek z
endosomdw do ciatek wielopgcherzykowych [43]. Typowym przyktadem blonowych
biatek, ktore przed internalizacja ulegaja ubikwitynacji, sa zwiazane z biatkami G
receptory Ste2 i Ste3 drozdzy [71].

PROTEASOMY

Proteasomy oczyszczono po raz pierwszy w 1980 roku z wotowych przysadek mézgowych
[91]. Sa to ztozone kompleksy biatkowe o stalej sedymentacji 20S. Ze wzgledu na to, iz
proteasomy, w obrebie jednego kompleksu, wykazuja rézne aktywnosci enzymatyczne,
poczatkowo nazwano je wielokatalitycznymi kompleksami proteinaz MPC (multicatalytic
proteinase complex) [91]. Nazwe proteasom zaproponowano w 1988 roku [6].

Proteasomy eukariotyczne wystepuja w 2 podstawowych formach: 20S 1 26S.
Proteasom 26S powstaje poprzez przytaczenie komplekséw aktywatorowych PA700 do
proteasomu 20S. Proteasomy 20S nie sa zdolne do proteolizy zubikwitynowanych biatek
komorkowych [18], jednak moga, nawet efektywniej niz proteasomy 26S, hydrolizowac
niektore niesprzg¢zone z ubikwityna biatka, takie jak p21-GFP czy a-synukleina-GFP
[54]. Proteasomy 26S maja zdolnos¢ hydrolizy biatek potaczonych z tancuchami
ubikwityny.

Interferon y indukuje w komorkach synteze szczegdlnych podjednostek proteaso-
malnych (tzw. immunopodjednostek) oraz podjednostek aktywatora PA28 [70].
Proteasomy zawierajace immunopodjednostki i potaczone z kompleksami aktywatora
PA28 to tzw. immunoproteasomy biorace udzial w generowaniu peptydow prezento-
wanych limfocytom T przez czasteczki MHC klasy 1.

Budowa proteasomoéow 20S

Proteasomy 20S sa zbudowane z 4 pierscieni. Kazdy pierscien sktada si¢ z 7 r6znych
podjednostek, ktorych masa czasteczkowa waha si¢ pomigdzy 20 i 35 kDa [31] (ryc.
2). Zewnetrzne pierscienie sa zbudowane z 7 podjednostek o (a1-a7) kazdy, a dwa
pierscienie wewnetrzne — z 7 réznych podjednostek B (B1-7). Role w utrzymywaniu
potaczenia pomiedzy pierscieniami 3 odgrywa podjednostka [37. U drozdzy, oddziatywa-
nie pomiedzy karboksy-koncowym fragmentem tej podjednostki a podjednost-kami B1
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RYCINA 2. Schemat budowy proteasomu. Proteasom 20S jest ztozony z 2 zewngtrznych pierscieni O i
2 wewngtrznych pier$cieni . Moze polaczy¢ si¢ on z aktywatorem PA700, tworzac proteasom 26S.
Immunoproteasomy wystepuja w kompleksach z aktywatorem PA28

i B2 z przeciwlegltego pierscienia 3 bierze udziat w stabilizacji proteasomu 20S [68].
Amino-koncowe fragmenty tancuchow podjednostek a zamykaja kanat wiodacy do
wnetrza proteasomu [30]. U Thermoplasma zw¢zaja one ten kanat, natomiast u drozdzy
i kregowcow prawie catkowicie go zamykaja. Do otwarcia kanatu i aktywacji
proteasomu moze doj$¢ wskutek przytaczenia aktywatorow (PA700, PA28) lub
chemicznie, np. pod wpltywem SDS [31].

Wszystkie podjednostki o i wigkszo$¢ B sa nieaktywne enzymatycznie. Jedynie
podjednostki B1, B2 i B5 maja centra aktywne [3]. R6zZnia si¢ one migdzy soba
wrazliwo$cia na inhibitory i pH optymalnym dla swej aktywno$ci. W badaniach in
vitro wyrozniono 3 podstawowe aktywnosci proteasomu 20S: chymotrypsynopodobna
(odpowiada za nia podjednostka 35), trypsynopodobna (podjednostka [32) i hydrolizujaca
wiazania peptydyloglutamylowe (nazywana tez aktywnoscia kaspazopodobna; podjed-
nostka 31). Oprocz tego, wyroznia si¢ dodatkowo aktywnosci hydrolizujace wiazania
peptydowe: rozgalgzionych aminokwasow (np. leucyny) i matych, obojgtnych
elektrycznie aminokwasow (np. glicyny). Sa one zwiazane z tymi samymi miejscami
aktywnymi podjednostek 3, co aktywnosci podstawowe [45,62]. Proteasom nie jest
jednak zgrupowaniem niezaleznych od siebie podjednostek, tylko funkcjonalna catoscia,
w ktorej na podjednostki katalityczne oddziatuja podjednostki sasiadujace [40]. U
drozdzy, karboksy-koncowy fragment podjednostki B7, tworzacy kilka wiazan
wodorowych z podjednostka 31 poprzez stabilizacje centrum aktywnego podjednostki
1, jest konieczny dla aktywnosci kaspazopodobnej [68].
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Jedynie podjednostka a5 proteasomu jest wykrywana jako wolne, niezwiazane z
proteasomem biatko zardéwno w jadrze komorkowym, jak i cytoplazmie [42].

W proteasomalnych podjednostkach aktywnych enzymatycznie, nukleofilem jest
grupa hydroksylowa N-koncowej reszty Thrl [55], a akceptorem protonu w czasie
aktywacji grupy hydroksylowej jest Lys33 [4]. Na modelu Thermoplasma acidophilum
wykazano, iz delecja reszty Thrl lub jej zamiana na alaning prowadzi do inaktywacji
enzymatycznej i uposledzenia proteolizy [ 19]. Proteasomy zalicza si¢ do nowej grupy
proteaz treoninowych.

Proteasomy 26S

Proteasom 26S powstaje poprzez potaczenie proteasomu 20S z kompleksem
aktywatora PA700 (proteasome activator) [17] (ryc. 2). Przytaczenie aktywatora otwiera
kanat proteasomu 20S zamknigty amino-koncowymi czgsciami fancuchow podjednostek
a. Aktywator PA700 sktada si¢ z podstawy (base) 1 wieczka (/id). Podstawa jest
polaczona z podjednostkami a proteasomu 208S.

W sktad podstawy aktywatora PA700 wchodzi pier§cien 6 ATPaz nazywanych Rpt
(Rpt1-Rpt6) i 3 podjednostki niemajace aktywnosci ATPaz (Rpnl, Rpn2, Rpnl0)
[14;26]. U drozdzy z podstawa PA700 dodatkowo taczy si¢ podjednostka Ubp6/USP14
(Ubiquitin Specific Proteases; specyficzne proteazy ubikwityny) [34]. Proteasomy 20S
nie wykazuja aktywnosci ATP-azowej. Aktywno$¢ ta jest §cisle zwiazana z aktywatorem
PA700 [5], a $cislej — z jego podstawa. Wieczko PA700 jest zbudowane z niemajacych
aktywnos$ci ATP-az podjednostek: Rpn3, Rpn5-Rpn9, Rpnll, Rpn12, UCH37 [27,53].

Podjednostki podstawy PA700 pelnia ré6znorodne funkcje. Podjednostki Rpt biora
udziat w wigzaniu i rozwijaniu substratow biatkowych [10]. Podjednostka Rpn10 wiaze
zubikwitynowany substrat poprzez domeng UIM (ubiquitin-interacting motif) [21,51].
Dla wiazania przez proteasom ma znaczenie dlugos¢ fancucha ubikwityny potaczonego
z substratem (co najmniej 4 reszty ubikwityny). Rpt2 to podjednostka bioraca udziat w
otwarciu kanatu proteasomu 20S zamknigtego amino-koncowymi czgsciami fancuchow
podjednostek a. Bierze ona takze udzial w przemieszczaniu substratu do komory
proteasomu i uwalnianiu z niej produktow [49]. Podjednostki Rpt4 i Rpt6 sa niezbgdne
dla prawidtowego funkcjonowania proteasomu 26S [73]. Rpnl oddzialuje z dwoma
biatkami majacymi domeny zblizone do ubikwityny (Ubl, ubiquitin-like domains), Rad23
1 Dsk2, ktore wiaza zubikwitynowany substrat i nakierowuja go na proteasom. Rad23
1 Dsk2 wiaza si¢ z lancuchami ubikwityny poprzez tzw. domeng zwiazana ze szlakiem
ubikwityny (UBA, ubiquitin-pathway-associated). Wykazano, ze biatka majace w swej
strukturze domeng¢ UBA (jak np. produkt genu mud1l+ drozdzy) maja silne powino-
wactwo do fancuchow poliubikwitynowych [88].

Jak juz wspomniano, wieczko aktywatora PA700 jest ztozone z podjednostek: Rpn3,
Rpn5-Rpn9, Rpnll, Rpn12, UCH37 [27,53]. Biatko enzymatyczne UCH37 (Ubiquitin
C-terminal Hydrolases; C-koncowe hydrolazy ubikwityny) tworzy kompleks z
podjednostka Rpnl12. UCH37 jest integralnym sktadnikiem PA700 u ssakow i
Drosophila, natomiast nie stwierdza sig tej podjednostki u drozdzy [53]. Biatko UCH37
odcina reszty ubikwityny znajdujace si¢ na wolnym koncu fancucha. Przypuszcza sig,
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ze enzym ten powoli skraca tancuch ubikwityny, co moze prowadzi¢ do uwolnienia z
proteasomu bialka, ktorego hydroliza jest z jakichs powoddw opozniona [90].

Funkcja wieczka PA700 jest rozpoznanie i odszczepienie od substratu fancucha reszt
ubikwityny. Metaloproteaza Rpnl1 oraz zwiazane z kompleksem PA700 biatka UCH37,
Ubp6/USP 14 (Ubiquitin Specific Proteases; specyficzne proteazy ubikwityny) i Ubp4
(Ubiquitin isopeptidase; izopeptydaza ubikwityny) maja aktywno$¢ izopeptydazy, dzigki
ktorej deubikwitynuja substrat czgsciowo zaglebiony w kanale proteasomu [25;35]. Po
uwolnieniu, tancuch ubikwityny ulega rozktadowi na pojedyncze podjednostki, ktore
moga wzia¢ udziat w ubikwitynacji kolejnej czasteczki biatka. Brak deubikwitynacji
substratu zwiazanego z proteasomem blokuje przemieszczanie si¢ calosci fancucha
biatkowego do wnetrza proteasomu [85].

Podjednostki PA700 u ssakow, np. Rpn10, moga wystgpowac¢ w komorce w kilku
formach, na skutek réznej potranskrypcyjnej obrobki mRNA [44].

Immunoproteasomy 1 ich udziat w odpowiedzi immunologicznej

Interferon y (IFN-y) indukuje w komorkach syntezg podjednostek proteasomalnych
(tzw. immunopodjednostek) oraz podjednostek aktywatora PA28 [70].

Immunopodjednostki to aktywne enzymatycznie 11, 32i oraz [5i, ktore ulegaja
wbudowaniu do nowo powstajacych proteasoméw w miejsce 3 aktywnych enzyma-
tycznie, konstytutywnych podjednostek 1, B2 i 5 [47]. Przypuszcza sig, ze
inkorporacja immunopodjednostek powoduje dyskretne zmiany strukturalne catego
kompleksu 20S, wplywajac na jego aktywnos¢ hydrolityczna. Niektore peptydy powstaja
jedynie wowczas, gdy ich biatko prekursorowe jest degradowane przez immuno-
proteasomy [46].

Kolejnym sktadnikiem uktadu proteasomow indukowanym przez IFN-yjest kompleks
aktywatora PA28, zwany tez 11S [93]. Ma on mas¢ 180-200 kDa i sktada si¢ z
podjednostek a oraz B. Prawdopodobnie jest to kompleks o sktadzie a3, [46]. W
sktad kompleksu PA28 moze tez wchodzi¢ podjednostka y, wykrywana glownie w jadrze
komorkowym [8,24]. Przypuszcza sig, ze PA28y wplywa na ilos¢ biologicznie aktywnych
peptydow w jadrze komorkowym [87]. Aktywator PA28 laczy si¢ z pierscieniami O
proteasomu 20S w sposob niezalezny od ATP (ryc. 2). Przyltaczenie aktywatora prowadzi
do otwarcia kanalu proteasomu 20S zamknigtego amino-koncowymi czg¢$ciami
tancuchow podjednostek o [86]. Przytaczenie PA28 do proteasomu aktywuje hydrolize
peptydow 1 nie ma wptywu na hydrolize bialek [92]. Potaczenie z PA28 zwigksza
powinowactwo do substratu i nie zmienia maksymalnej aktywnosci kompleksu
enzymatycznego. Aktywno$¢ proteasomu wzrasta dzigki zwigkszeniu pobierania
substratu lub uwalniania produktu [78].

Immunoproteasomy bedace w kompleksie z PA28 sa gltownym zrodtem prekursoréw
peptydow, ktore tacza si¢ z czasteczkami MHC klasy I i sa przez nie prezentowane
limfocytom T. Prekursory te sktadaja si¢ z 10—12 reszt aminokwasowych, ktore w
swietle szorstkiej siateczki §rodplazmatycznej ulegaja skroceniu przez aminoegzo-
peptydazy do 8—10-aminokwasowych peptydoéw taczacych si¢ poprzez sekwencje
kotwiczace z rowkami w czasteczkach MHC 1 [59].
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Tripeptydyl peptydaza II i kilka innych oligopeptydaz moga réwniez generowac
peptydy prezentowane przez MHC I, jednak najwazniejszym ich zrédtem sa immuno-
proteasomy [46].

IFN-yindukuje takze powstanie proteasomoéw o mieszanym sktadzie, zawierajacych
podjednostki konstytutywne i immunopodjednostki [46]. Zawarto$¢ poszczegdlnych
typow proteasomow (konstytutywnych, mieszanych i immunoproteasomow) jest rozna
w roznych tkankach i narzadach [15].

BIOGENEZA PROTEASOMOW

Biogeneza proteasomdw 268 to ztozony i nie do konca poznany proces. Na podstawie
danych doswiadczalnych mozna w nim wyr6zni€ nast¢pujace etapy: powstanie pier§cienia
podjednostek a, prekursora 13S (zbudowanego z pierscienia podjednostek O oraz
podjednostek 32, 33 i f4), prekursora 16S (zbudowanego z pierscienia podjednostek o i
pierscienia podjednostek 3), powstanie proteasomu 20S, utworzenie proteasomu 26S.

Nie jest jasne, czy pierwszym etapem biosyntezy proteasomu u Eukaryota jest
powstanie samodzielnego pierscienia podjednostek a, czy tez do jego utworzenia
konieczne jest wspotdziatanie podjednostek a i 3, co prowadzitoby do powstania
prekursora 13S, z pominigciem etapu wolnego pierscienia o. W ludzkich komorkach
stwierdza si¢ wystgpowanie kompleksow o stalej sedymentacji pomigdzy 4S i 9S,
ztozonych co najmniej z podjednostek 07 1 04 [2]. Przypuszcza sig, ze u cztowieka te
wlasnie podjednostki petnia najwazniejsza rolg¢ w powstaniu pierscienia podjednostek
0, gdyz ich amino-koncowe fragmenty wchodza w interakcje ze wszystkimi pozostatymi
podjednostkami Q.

Prekursor 13S powstaje wyniku potaczenia pierscienia podjednostek o z 3
podjednostkami 3: 32, 33 i 34 [74]. Podjednostki 33 i 34 to jedyne, ktore sa syntetyzowane
jako dojrzate biatka bez amino-koficowej prosekwencji [61]. Do prekursora 13S
wbudowuja si¢ kolejno dalsze podjednostki B (a whasciwie — ich prekursory zawierajace
amino-koncowe prosekwencje), co prowadzi do powstania prekursora 16S. Wazna role
w tym procesie odgrywaja prosekwencje podjednostek 3 [40]. U drozdzy wazna funkcja
prosekwencji aktywnych enzymatycznie podjednostek [3 jest takze ochrona Thrl przed
N-a-acetylacja (0-acetylacja koncowej grupy aminowe;j) [4,40].

Proces dojrzewania podjednostek 3 zachodzi w czasie dimeryzacji prekursorow 16S.
Prekursory te sktadaja si¢ z pierscienia podjednostek O i pierScienia prekursorow
podjednostek B. Wbudowanie ostatnich prekursoréw podjednostek B do kompleksu
13S (czyli powstanie prekursora 16S) pobudza jego dimeryzacj¢ z innym kompleksem,
co prowadzi do powstania prekursora proteasomu 20S. Jest to stadium o krétkim okresie
poéttrwania (sekundy), w ktorym zachodzi dojrzewanie podjednostek 3 poprzez odcigcie
ich prosekwencji. W wyniku tego procesu powstaje dojrzaly proteasom 20S [50].
Dojrzewanie aktywnych enzymatycznie podjednostek proteasomu jest dwustopniowe:
najpierw sasiednie centra aktywne skracaja prosekwencje, a potem w autokatalityczne;j
reakcji prosekwencje sa catkowicie odcinane z utworzeniem centrum aktywnego Thrl
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[46]. Propeptydy nieaktywnych enzymatycznie podjednostek (3 sa odcinane przez
aktywne podjednostki [57].

Proteasom 26S powstaje w wyniku zaleznego od ATP potaczenia si¢ aktywatora
PA700 z proteasomem 20S. Kompleks PA700 sktada si¢ z wielu r6znych podjednostek
o masie od 25 do 110 kDa. Amino-koncowe sekwencje ATP-az wchodzacych w sktad
kompleksu zawieraja domeny odpowiedzialne za ich prawidtowe umiejscowienie w
kompleksie w trakcie biogenezy aktywatora PA700 [29].

Do tej pory zidentyfikowano pig¢ komorkowych biatek opiekunczych zwiazanych z
biogeneza proteasomow. Biatka z tej grupy swoiste dla biogenezy proteasoméw to UMP1
ussakéw [11]1Nobl udrozdzy [81]. Biatka opiekuncze, ktdre nie sa swoiste jedynie dla
biogenezy proteasomow, to Hsp90 [39] i BIm3 u drozdzy[22] oraz hsc73 u ssakow [75].

PROTEASOMALNA DEGRADACJA BIALEK

Proteasomy 20S

Proteasomy 208 stanowig wigkszo$¢ proteasomow komorkowych. Nie sa zdolne do
rozktadu zubikwitynowanych biatek, poniewaz w swojej budowie nie maja aktywatora
PA700. Degraduja natomiast niektére peptydy oraz niezubikwitynowane biatka o
wadliwej strukturze przestrzennej [79,92].

Proteasomy 20S skuteczniej niz kompleksy 26S degraduja niektore biatka uszkodzone
przez wolne rodniki, takie jak: kalmodulina, hemoglobina, mioglobina, G6PDH (dehydro-
genaza glukozo-6-fosforanowa; glucose-6-phosphatase dehydrogenase) [16,23,32].

Proteoliza niezubikwitynowanych biatek przez proteasomy 20S jest mozliwa dzigki
réznym mechanizmom. Niekiedy sam substrat wiaze si¢ z proteasomem, jak w przypadku
biatka p21¢®, ktore poprzez swoj koniec karboksylowy taczy si¢ z podjednostka a7
[82]. Czg$¢ substratow, jak niezwinigte biatka p21°P i a-synukleina same otwieraja
kanat proteasomu 208, ktory w stanie spoczynkowym jest zamknigty na obu koncach
przez amino-koncowe tancuchy podjednostek a [54]. Pewne czasteczki niebedace
substratem takze moga otwiera¢ kanal proteasomu 20S [30]. Prawdopodobnie w ten
sposob niskie stezenia histonu H3 pobudzaja degradacjg kazeiny i lizozymu [63].

Proteasomy 26S

Proteasomy 26S degraduja przede wszystkim biatka sprzezone z ubikwityna. W
trakcie tego procesu rozwijaja tancuch biatkowy i przemieszczaja go do wngtrza komory
proteasomu z réwnoczesnym uwolnieniem ubikwityny do cytosolu. Za te procesy
odpowiadaja podjednostki aktywatora PA700. Hydroliz¢ wiazan peptydowych
przeprowadzaja aktywne enzymatycznie podjednostki [3 proteasomu.

Proteasomy 26S maja takze zdolno$¢ proteolizy niektorych biatek niesprzgzonych z
fancuchami poliubikwityny. Przyktadem jest dekarboksylaza ornitynowa. Jej powino-
wactwo do proteasomu 26S zwigksza si¢ po utworzeniu dimeru z antyzymem. Czasteczka
antyzymu znajdujaca si¢ w kompleksie nie jest degradowana przez proteasom 26S i
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— po proteolizie czasteczki dekarboksylazy ornityny — moze laczy¢ si¢ z kolejna
czasteczkg dekarboksylazy [12]. Innymi biatkami ulegajacymi degradacji przez
proteasomy 26S bez uprzedniego wyznakowania przez tancuchy poliubikwityny sa:
p53 [7], troponina C i kalmodulina [9,79], p21€r[77].

Biologiczne znaczenie niezaleznej od ubikwityny proteasomalnej proteolizy biatek
nie jest do konca poznane. Pelne wyjasnienie roli tego zjawiska w fizjologii komorki
wymaga dalszych badan.

UWAGI KONCOWE

Proteolizg¢ proteasomalna mozna zablokowac licznymi inhibitorami. Najczesciej
stosowane w do$§wiadczeniach grupy inhibitorow to aldehydy peptydow (np. PSI, MG132),
pochodne kwasu boronowego (np. PS341, czyli bortezomib), epoksyketony (np.
epoksomycyna i eponemycyna) oraz laktacystyna i jej pochodne (np. PS-519) [94].
Inhibitory te w wielu liniach komorek nowotworowych wywotuja zahamowanie cyklu
komorkowego i apoptoze [67,92]. Wyniki doswiadczen na modelach zwierzecych wskazuja
rowniez, ze te substancje moglyby znalez¢ zastosowanie takze jako leki przeciwangiogenne
[58], hipotensyjne czy przeciwkachektyczne [91]. Niektore inhibitory proteasomow sa
juz obecnie w fazie badan klinicznych jako leki przeciwnowotworowe (bortezomib [52])
lub przeciwzapalne (PS-519 [20,84,95]). Nalezy si¢ spodziewac, ze w najblizszej
przysztosci kolejne inhibitory proteasomow znajda zastosowanie w lecznictwie.
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