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mgr Julia Stoj, absolwentka Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Prace
magisterska pt. ,, Allosteryczne modulatory aktywnosci proteasomu oparte o struk-
ture zasadowej domeny bialka Tat” wykonata w Katedrze Chemii Medycznej. Od
roku akademickiego 2011/2012 stuchaczka Studium Doktoranckiego przy Wydziale
Chemii i Biochemii, podczas ktérych kontynuuje badania nad allosteryczymi modu-
latorami aktywnosci proteasomu.

mgr Przemystaw Karpowicz, absolwent Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdan-
skiego, od 2010 roku doktorant Studium Chemii i Biochemii przy Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Gdanskiego. Swoja prace naukowg realizuje w Katedrze Chemii
Medycznej tejze uczelni oraz od 2011 roku w The University of Texas Health Science
Center at San Antonio, Institute of Biotechnology, gdzie przebywa na dlugotermi-
nowym stazu naukowym. Od kilku lat zajmuje si¢ projektowaniem i syntezg pepty-
doéw oraz peptydomimetykéw zdolnych do allosterycznej modulacji ludzkiego pro-
teasomu 208S.

Gléwne zainteresowania naukowe to: synteza peptydéw i peptydomimetykow,
modulacja proteasomu 20S oraz jego zaangazowanie w patogenez¢ choréb neuro-
degeneracyjnych i nowotworowych, wykorzystanie spektroskopii sit atomowych
(AFM) w badaniu morfologii biatek.
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ABSTRACT

One of the proteolytic pathways existing in a cell is ubiquitin- proteasome sys-
tem (UPS). This highly organized and ATP-dependent system is based on the multi-
functional enzyme - the proteasome. Ubiquitin in this pathway plays a role of a tag
which marks proteins intended for destruction.

Ubiquitylated proteins are recognized and degraded by the 26S proteasome.
It consists of a cylindrical-shaped proteolytic core — the proteasome 208, and atta-
ched to it regulatory particles 19S (Fig. 2). The core is composed of four rings, each
of them formed by seven subunits. The inner S-rings harbour active sites (in Euka-
ryota two of each kind: chymotrypsin-like (ChT-L), trypsin-like (T-L) and peptidyl-
glutamyl (PGPH)). The outer, a-rings create a gated channel leading to the catalytic
chamber [8]. In a latent proteasome the gate is closed by tightly packed N-terminal
residues of a subunits (Fig. 4). Due to such architecture the active sites of the protea-
some are not freely available for the substrates. An opening of the gate in physiologi-
cal conditions occurs after binding the activators such as 118, 19S or PA200.

By catalysing degradation of proteins, the UPS is deeply involved in regula-
tion of cellular physiology. It is also involved in removing of misfolded or damaged
proteins and supports the immune system by generating antigenic peptides. Defects
in functioning of this proteolytic system play a causal role in the development of
a number of diseases, including inflaimmation, neurodegenerative diseases and
various cancers [2-6] what is the reason why the proteasome has become an impor-
tant therapeutic target.

Detailed information about the structure, catalytic activities and mechanisms
of functioning of the different proteasome complexes existing in cells is essential to
understand their role in organisms as well as to develop new compounds which may
find pharmaceutical application.

Keywords: proteasome, ubiquitin-proteasome system, inhibitors, allostery
Stowa kluczowe: proteasom, system ubikwityno-proteasomalny, inhibitory, alloste-
ryczno$é
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WPROWADZENIE

Bialka sa podstawowym elementem budulcowym organizmu czlowieka, a ich
rola i wlasciwosci sg bardzo réznorodne. Czas zycia kazdego bialka jest ograniczony
i dlatego po spelnieniu swoich funkeji lub w przypadku nadmiaru, czy uszkodze-
nia, sg one eliminowane z komoérki w procesach okreslanych jako degradacja bia-
tek. W przypadku organizméw zdrowych codziennie usuwanych jest 3-5% biatek,
a w stanach patologicznych liczba ta proporcjonalnie wzrasta [1]. Z tego powodu
przemiany bialek musza by¢ $cisle kontrolowane.

Jednym z systeméw proteolitycznych funkcjonujacych w komorce jest szlak
ubikwityno-proteasomalny (UPS), w ktérym biatka oznakowane przez ubikwityne
kierowane sg na $ciezke degradacji i rozktadane przez wielopodjednostkowe prote-
azy — proteasomy. W ten sposob degradowane jest ponad 90% biatek komdrkowych.
Proteasomy, poprzez zmiang st¢zenia i stabilnosci biatek regulatorowych, odgrywaja
wazng role w regulowaniu calego szeregu reakcji biochemicznych, umozliwiajac
komorce kontrole takich proceséw jak: cykl komdrkowy, podzial komorek, prze-
wodnictwo komoérek nerwowych, supresje nowotwordw czy tez transkrypcje i repli-
kacje DNA [2]. Proteasom pelni takze funkcje ochronng usuwajgc z komorki biatka
uszkodzone i nieprawidlowo uksztaltowane w wyniku mutacji lub pod wplywem
czynnikéw zewnetrznych powodujacych stres oksydacyjny.

Prawidlowe dzialanie UPS zapewnia homeostaz¢ miedzy biosyntezg, a degra-
dacja poszczegolnych elementéw komorki. Zaburzenia w funkcjonowaniu prote-
asomu moga powodowa¢ nadmierny rozklad biatek istotnych dla zycia komorki
lub hamowa¢ degradacje uszkodzonych protein, powodujac ich kumulacje, a tym
samym prowadzac do utraty homeostazy. Okazalo si¢, Ze mechanizm ten jest powia-
zany z powstawaniem niektérych schorzen nowotworowych takich jak: rak ptuc,
okreznicy, nerki, czy biataczka mieloblastyczna oraz szeregu choréb neurodegene-
racyjnych, m.in. choroby Alzheimera, Parkinsona czy plagsawicy Huntingtona [3-6].
Z tego powodu podejmowane sg proby otrzymywania inhibitoréw proteasomu
oraz enzymow katalizujgcych ubikwitynacje, ktére moglyby zostaé wykorzystane
w terapii.

1. PROTEASOM 208

Proteasom zostal odkryty we wszystkich typach komdrek eukariotycz-
nych, a takze u archebakterii i eubakterii. W komorce zlokalizowany jest przede
wszystkim w cytozolu, gdzie jego zawartos¢ szacowana jest na okolo 1% wszyst-
kich biatek komoérkowych, a w mniejszych ilo$ciach wystepuje w strukturach
jadrowych oraz retikulum endoplazmatycznym [7]. Proteasom 20S ksztaltem
przypomina waska tube lub barylke. Zaréwno u eukariotéw jak i wiekszosci pro-
kariotow zbudowany jest z czterech heptametrycznych pierscieni, ktore przyle-
gaja do siebie wedlug schematu affa. Kazdy z pierscieni &« w proteasomie euka-
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riotycznym zbudowany jest z 7 roznych podjednostek a, a kazdy z pierscieni
B - z 7 réznych podjednostek . Proteasom prokariotyczny ma prostszag budowe
i zbudowany jest z jednego typu podjednostek « i jednego rodzaju podjednostek f3

(Rys. 1) [8].

Saccharomyces
cerevisiae

Thermoplasma acidophilium

Babesia bovis

Rysunek 1. Struktura krystalograficzna proteasomu 20S: A) archeowcow (Thermoplasma acidophilum):
podjednostki f zaznaczono kolorem ciemniejszym, a podjednostki a - ja$niejszym.
B) eukariotow (Saccharomyces cerevisiae i Babesia bovis): 14 réznych podjednostek « i f oznac-
zono roznymi odcieniami szarosci [9]

Figure 1. The crystal structure of 20S proteasome of: A) Archaea (Thermoplasma acidophilum): Subunits
S are shown in dark and a subunits in bright gray. B) Eukaryote (Saccharomyces cerevisiae and
Babesia bovis): 14 different subunits « and 3 are shown in different shades of gray [9]

Zewnetrzne pier$cienie @ pozbawione sg aktywnosci proteolitycznej. Ich rola
polega na kontrolowaniu dostepu do ukrytych wewnatrz kanatu katalitycznego
miejsc aktywnych. Przylaczenie do podjednostek « bialek regulatorowych indukuje
otwarcie bramy zamykajgcej wejscie do kanalu, umozliwiajac dostep substratow do
komory katalitycznej i ich degradacje [7].

Centra aktywne proteasomu znajduja si¢ na N-koncach podjednostek p.
Proteasomy prokariotéw posiadaja wylacznie jeden typ podjednostek i dlatego
wszystkie wykazuja ten sam rodzaj aktywnosci proteolitycznej — aktywnos$¢ chymo-
trypsynopodobna. U eukariotéw aktywnoscig cechuja si¢ jedynie trzy podjednostki
kazdego z pierscieni § - 1, 2 i 85, przy czym do kazdej z podjednostek przypisany
jest inny rodzaj aktywnosci [10]:

- B5 wykazuje aktywno$¢ chymotrypsynopodobng (ChT-L od ang. chymo-
trypsin-like) hydrolizujgc wigzania peptydowe wystepujace po resztach ami-
nokwasowych z rozbudowanym, hydrofobowym fancuchem bocznym,

- P2 cechuje si¢ aktywnoscig trypsynopodobng (T-L od ang. trypsin-like):
hydroliza wigzania peptydowego nastgpuje po reszcie aminokwasowej
z zasadowym fancuchem bocznym,

- Pl wykazuje aktywnos$¢ kaspazopodobng (ang. caspase-like), zwang tez
pokwasowa (ang. postacidic) lub peptydylo-glutamylowa (ang. peptidyl-glu-
tamyl peptide hydrolyzing, PGPH): hydroliza wigzania peptydowego naste-
puje po reszcie aminokwasowej z kwasowym taicuchem bocznym.
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Selektywno$¢ podjednostek katalitycznych eukariotycznego proteasomu wynika
z budowy kieszeni wigzacych. Szczegdlne znaczenie ma reszta aminokwasowa znaj-
dujaca sie na dnie kieszeni substratowej S1 - reszta 45 [8]. Preferencja podjednostki
B1 do ciecia wigzan po resztach kwasowych wynika z zasadowego charakteru kieszeni
S1 zwigzanego z obecnoscia reszty Argd5. W kieszeni S1 podjednostki 2 znajduje
sie glicyna (Gly45), reszta aminokwasowa o niewielkich rozmiarach stwarzajacych
miejsce dla tancuchéw bocznych rozgalezionych aminokwaséw. W podjednostce
B5 kieszen S1 ma charakter apolarny wynikajacy z obecnosci metioniny (Met45),
co ttumaczy aktywnos¢ chymotrypsynopodobna tej podjednostki [10]. Coraz czes-
ciej, w przypadku ssakow, wyrdznia sie takze dwie inne peptydazowe aktywnosci,
wigzace sie z hydroliza wigzania peptydowego pomiedzy matymi, obojetnymi resz-
tami aminokwasowymi (ang. small neutral amino acid-preffering, SNAAP) lub po
resztach aminokwasowych z rozgalezionymi fancuchami bocznymi (ang. branched-
chain amino acid-preffering, BrAAP) [11, 12]. Aktywnosci te przypisywane sg odpo-
wiednio podjednostkom f31 i f35.

Zroéznicowana budowa miejsc aktywnych proteasomu sprawia, ze jest on zdolny
do zhydrolizowania niemal kazdego wigzania w taiicuchu peptydowym. W przeci-
wienstwie do wiekszosci proteaz, ktdre tng polipeptydy na dwa fragmenty, prote-
asomy hydrolizujg bialkowe substraty w wielu miejscach, powodujac powstawanie
oligopeptyddw o diugosci od 3 do 25 reszt aminokwasowych, ze $rednig ilo$cia od 8
do 12 reszt w fancuchu [13].

2. KOMPLEKSY PROTEASOMU

Istniejg trzy klasy ligandow, ktére wigzg sie z zewnetrznymi pierScieniami «
proteasomu 20S i aktywuja podjednostki katalityczne: regulator 19S (PA700) oraz
aktywatory 11S (PA28/REG) i PA200 (Blm10). Do proteasomu 20S moze przylgczy¢
sie jedna czastka regulatorowa 19S lub dwie czastki, tworzac w ten sposéb kom-
pleks o nazwie 26S (okolo 2500 kDa) [7]. Z cze$cia rdzeniowa moze takze asocjo-
wa¢ bialko multimetryczne zwane aktywatorem 11S [14]. W niektorych tkankach
i typach komorek kompleks 19S-20S moze faczy¢ sie z 11S. Wyniki badan pokazuja,
ze przylaczenie aktywatora 11S wplywa na specyficzno$¢ miejsc aktywnych. Pod
pojeciem ,,kompleks proteasomalny” kryjg sie wiec rézne struktury; przedstawiono
je na Rysunku 2.

Regulator 19S posredniczy w rozpoznawaniu, rozfaldowywaniu i przenoszeniu
ubikwitynowanych biatkowych substratow do wnetrza proteasomu w ATP-zalezny
sposdb. Degradacji ubikwitynowanego bialtka (in vivo) dokonywaé moze proteasom
zaréwno z jednym, jak i dwoma regulatorami 19S przytaczonymi do rdzenia 20S.
U ssakow wystepujg takze kompleksy 11S/20S/11S oraz wolne proteasomy 20S. Dzia-
taja oneniezaleznie od energii pozyskiwanejz ATP, ale nie sa zdolne do rozpoznawania
i degradacji ubikwitynowanych substratéow. Kompleks 115/205/11S (o masie okoto
1000 kDa) stymuluje produkeje antygendw [15, 16].
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Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie komplekséw proteasomu. Po lewej — proteasom 20S, widok z boku,
ukazujacy ulozenie czterech pierécieni (affa) oraz widok z gory na siedmiokrotng o$ symetrii.
W $rodku - proteasom mieszany powstaly przez przytaczenie regulatora 19S i aktywatora 11S do
rdzenia 20S oraz proteasom aktywowany przez przylaczenie aktywatora 11S (PA28) z dwdch stron
rdzenia 20S. Po prawej — widok z boku na proteasom 26S, powstaly przez przylaczenie dwoch
regulatoréw 19S do rdzenia 208 [7]

Figure 2. Schematic representations of various types of proteasome complexes. Left: 20S proteasome,
in side-view visible four rings (affa), top view shows seven-fold symmetry. Middle: mixed-type
proteasome complex created by attaching 19S and 11S to the 20S core (20S+115+19S), and the
proteasome activated by 11S attached on both ends of the 20S (20S+11S). Right: side-view of the
26S proteasome consisting of the 20S core and two 198 regulatory particles [7]

Bialko regulatorowe 19S zbudowane jest z dwdch roznigcych sie funkeja czescei:
podstawy oraz wieka. Wieko, w sktad ktorego wchodzi 9 podjednostek, odpowie-
dzialne jest za rozpoznanie substratu oraz odszczepienie od niego tancucha poliubi-
kwitynowego. Podstawa zbudowana jest z 10 podjednostek, z czego sze$¢ to homo-
logi ATPaz (ang. Regulatory particle ATPase, Rpt) nalezacych do rodziny enzymoéw
zwanej AAA (ang. ATPase associated with various cellular activities — ATPazy
zwigzane z réznorodnymi aktywnosciami w komorce). Bialka te charakteryzujq si¢
obecnoscig konserwatywnej domeny wiazacej ATP, zbudowanej z 230 aminokwa-
sow, ktdra wystepuje w kazdej z szesciu podjednostek Rpt. Cztery pozostate podjed-
nostki biatkowe podstawy to Rpnl, Rpn2, Rpn10 i Rpn13 (ang. Regulatory particle
non-ATPase). Podstawa, ktora wigze sie z proteasomem, pozwala na bezposrednie
oddziatywanie ATPaz z podjednostkami « rdzenia proteolitycznego 20S. W wyniku
hydrolizy ATP nastepuje rozwijanie fanicucha polipeptydowego substratu, indukcja
zmian konformacyjnych proteasomu 20S skutkujaca otwarciem kanalu w pierscie-
niu &, oraz przenoszenie substratu do komory katalitycznej [17].

3. PROTEASOM JAKO BIALKO REGULOWANE ALLOSTERYCZNIE
Proteasom, ze wzgledu na swojg strukture wielopodjednostkows jest idealnym

przykladem enzymu allosterycznego. Po pierwsze, wszystkie centra aktywne znajduja
sie wewnatrz proteasomu, w jednej komorze, gdzie wspdtpracuja ze sobg bezposred-
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nio oraz posrednio. Po drugie, wejscie do kanaltu centralnego i komory katalitycznej
proteasomu jest zamkniete przez brame tworzona przez pierscienie «, ktorej otwarcie
nastepuje pod wplywem sygnatow allosterycznych. Sygnaty allosteryczne odpowia-
dajg takze za oddzialywania pomiedzy centrami katalitycznymi i aktywatorami: 11S
i PA200, centrami katalitycznymi i podjednostkami regulatora 19S, ligandami
i bramg [18], a takze centrami katalitycznymi i brama [19]. Wigzanie liganda, sub-
stratu lub inhibitora w poblizu centrum katalitycznego moze zaréwno hamowac jak
i pobudza¢ miejsca aktywne [20].

U eukariotéw dostep substratéw do wnetrza proteasomu ograniczony jest przez
dwa strukturalne elementy. Jednym z nich jest waski kanal — a-annulus, o niewiel-
kiej $rednicy 13 A wymuszajacej rozwijanie substratéw bialkowych przed wejsciem
do komory katalitycznej [21]. Drugim elementem jest wymieniona wcze$niej brama
formowana przez N-konce podjednostek o stanowigca potencjalny cel dziatania
sygnalow allosterycznych. Delecja w N-konicowej sekwencji podjednostki a3, ktdra
tworzy najwazniejszy fragment bramy, powoduje trwale otwarcie kanatu katalitycz-
nego i aktywacj¢ proteasomu [22]. W warunkach naturalnych przez wiekszos¢ czasu
brama proteasomu jest zamknieta, a jej otwarcie nastepuje w wyniku przylaczenia
aktywatoréw 11S i PA200 lub regulatora 19S (Rys. 3).

A zamknigta brama B przytaczenie PA26 - otwarcie € przylaczenie BIm10 -
proteasomu bramy proteasomu czesciowe otwarcie bramy

Rysunek 3. Widok z géry na brame proteasom Saccharomyces cerevisiae. A) Proteasom z zamknietg brama.
B) Proteasom aktywowany PA26 - konformacja otwarta stabilizowana przez zaznaczone na z6ito
reszty Tyr8, Asp9, Pro17 i Tyr26. Na niebiesko zaznaczono trzy C-koncowe reszty aminokwasowe
znajdujace si¢ w kieszeniach pomiedzy pierscieniami a. C) Proteasom aktywowany BIm10 - cze$-
ciowo otwarta konformacja. W kieszeni pomiedzy podjednostkami a5/a6, kolorem czerwonym,
oznaczono C-konowe aminokwasy aktywatora [21]

Figure 3. Top view of the Saccharomyces cerevisiae proteasome gate. A) Proteasom gate in the closed con-
formation. B) The PA26 complex — open conformation stabilized by Tyr8, Asp9, Pro17, and Tyr26
colored yellow. The C-terminal three residues of PA26 (blue) are shown in the proteasome pockets
between a subunits. C) The Blm10 complex - partially open conformation. The C-terminal resi-
dues of BlIm10 (red) bind in the a5/a6 pocket [21]

Istnieja dowody pozwalajace przypuszczaé, ze modulatory te wigzac si¢ z pierscie-
niem « nie tylko powoduja otwarcie bramy, ale takze wywoluja sygnaly alloste-
ryczne indukujace zmiany konformacyjne, ktore docierajg az do miejsc katalitycz-
nych i wplywaja na ich aktywno$c¢ [19, 20, 23]. Otwarcie bramy moze nastgpic takze
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w wyniku aktywnosci katalitycznej kazdego z miejsc aktywnych, jak i by¢ wywotane
poprzez substraty lub przez biatka takie jak np. inhibitory cyklino-zaleznych kinaz
(ang. cyclin-dependent kinase inhibitors, CKI) [20]. Wszystkie te procesy wymagaja
transdukcji sygnatu na duze odlegtosci i stanowia niezwykly przyktad oddziatywan
allosterycznych.

3.1. AKTYWATOR 118

W strukturze kompleksu biatkowego 11S wyrdznia sie dwa rejony odpowiada-
jace za jego oddzialywanie z proteasomem 20S: siedmioaminokwasowy fragment
C-konicowy oraz sze$cioaminokwasowg petle aktywng (ang. activation loop) [24].
Najprawdopodobniej aktywator 11S otwiera brame proteasomu dzigki oddziatywa-
niom petli aktywnej, co jest mozliwe dzigki zakotwiczeniu si¢ C-koncowego frag-
mentu biatka miedzy podjednostkami « [25]. Przeprowadzone badania dowiodly,
ze usuniecie z sekwencji aktywatora C-koncowej reszty tyrozyny uniemozliwia jego
wigzanie si¢ do powierzchni proteasomu [21].

Zamkniecie bramy prowadzacej do wnetrza proteasomu stabilizowane jest
przez liczne wigzania wodorowe i oddzialywania van der Waalsa. Petla aktywna
aktywatora 11S, zawierajaca kwas glutaminowy (Glul02), powoduje przesunigcie
Pro17 o okolo 0,5-3,5 A w kazdej z siedmiu podjednostek a proteasomu (Rys. 4).
Ta niewielka zmiana polozenia zaburza oddzialywania wodorowe destabilizujgc
zamknietg konformacje pozwalajac na otwarcie bramy. Otwarta konformacja stabi-
lizowana jest przez cztery reszty aminokwasowe podjednostek a: Tyr8, Asp9, Prol7
oraz Tyr26 [21].

ZAMKNIETY ——»

Pro17
G|u102

Rysunek 4.  Zmiany w rejonie bramy wywolane wigzaniem PA26 i Blm10 z pierscieniem «. PA26 wplywa na
polozenie Prol7 we wszystkich siedmiu podjednostkach « poprzez Glul02 z tzw. petli aktyw-
nej (niebieski). Natomiast w BIm10 (czerwony), ktérego C-koniec kotwiczy w kieszeni pomie-
dzy podjednostkami a5 i a6, grupa hydroksylowa przedostatniej w sekwencji reszty Tyr tworzy
wigzanie wodorowe z atomem tlenu Glyl9 powodujagc tym samym przesuniecie Prol7, ale tylko
w podjednostce a5 [21].

Figure 4. Superposition of the PA26 (11S) and Blm10 (PA200) complexes in the a5/a6 pocket illustrating
the different mechanisms of displacing the Pro17 reverse turn. PA26 displaces Prol7 in all seven
subunits by contacting adjacent residues with activation loop residue Glu102 (blue). Blm10 (red)
stabilizes the same Prol7 displacement by forming a hydrogen bond between its Tyr side chain
and the main-chain oxygen of Gly19 but only in «5 subunit [21]
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3.2. AKTYWATORY PA200 (BLM10)

PA200 wystepuje jedynie w jadrach komorkowych komorek ssakow, jednak
w komorkach drozdzy znajduje sie jego odpowiednik oznaczany jako Blm10. Biatko
to funkcjonuje, podobnie jak aktywator 11S, w sposob niezalezny od energii pozy-
skiwanej z hydrolizy ATP, ale w przeciwienstwie do pozostalych regulatoréw pro-
teasomu - 11S oraz 19S, jest monomerem o masie okolo 200 kDa [26]. Niewiele
jest informacji na temat petnionych przez nie funkcji. Wiadomo, ze odpowiada ono
za rozklad peptydow, a nie biatek, przy czym preferowane sg substraty zawierajace
reszty kwasowe [8]. Bierze tez udzial w procesie naprawy uszkodzen DNA, wywo-
tanych dzialaniem czynnikéw utleniajacych lub promieniowania jonizujacego, jako
kompleks hybrydowy z proteasomem (PA200+20S+19S). Przypuszcza sie, ze PA200
aktywuje, niezbedna dla przetrwania napromieniowanych komoérek, podjednostke
B1 proteasomu [9].

PA200 wigze si¢ z proteasomem 20S oddzialujac z podjednostkami al-a6,
a BIm10 wigze sie do wszystkich siedmiu podjednostek a [26]. Otrzymana w ostat-
nich latach struktura krystaliczna kompleksu Blm10 z proteasomem 20S [22]
ujawnila, ze dla oddzialywan z proteasomem najwazniejszy jest C-koniec biatka,
obejmujacy trzy ostatnie reszty aminokwasowe Tyr-Tyr-Ala, wnikajacy w kieszen
pomiedzy podjednostkami a5 i a6 proteasomu. C-konicowe reszty aminokwasowe
tworza wigzania wodorowe z resztami aminokwasowymi podjednostek a5 i a6 oraz
mostek solny miedzy grupa karboksylowa na C-koncu aktywatora, a grupg aminowsa
tanicucha bocznego lizyny w pozycji 66 (a6Lys66). O roli tego fragmentu tancucha
$wiadczy fakt, ze biatka Blm10 i PA200 wykazujace 8% homologii sekwencyjnej,
w rejonie oddzialujacym z podjednostkami a5 i a6 maja procent homologii wyno-
szacy 28% [22].

W mechanizmie otwierania bramy proteasomu przez aktywator Blm10 naj-
wazniejsza funkcje pelni przedostatnia reszta tyrozyny (w niektorych analogach
fenyloalaniny). Struktura krystaliczna kompleksu tego bialka z proteasomem 20S
wykazala, ze grupa hydroksylowa w fancuchu bocznym reszty Tyr tworzy wigzanie
wodorowe z atomem tlenu «5Gly19, stabilizujac przyleglta a5Prol7 w takiej samej
konformacji, jaka wystepuje w kompleksie proteasomu z aktywatorem 11S (Rys. 4).
Réznica polega na tym, ze stabilizacja utozenia reszty proliny w przypadku kom-
pleksu z BlIm10 wystepuje tylko w podjednostce a5, a nie we wszystkich podjednost-
kach, i dlatego brama proteasomu zostaje tylko czgsciowo otwarta [22].

3.3. REGULATOR 19§

Mechanizm otwierania bramy proteasomu przez regulator 19S jest do tej pory
najmniej poznany. Wiadomo jedynie, ze podjednostki ATPazowe podstawy (Rptl-
-Rpt6) tworzg szescioczlonowy pierscien, ktory w kontakcie z proteasomem powo-
duje zmiany konformacyjne w obrebie kanatu wej$ciowego, umozliwiajace substra-
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tom wnikniecie do komory katalitycznej [27]. Przypuszcza si¢, ze w mechanizmie
allosterycznego otwierania bramy przez 19S, podobnie jak w aktywatorze Blm10,
kluczowg role odgrywa przedostatnia C-koncowa reszta tyrozyny [21]. Rdéznica
polega na tym, ze Blm10 bedacy pojedynczym tancuchem bialkowym stabilizuje
ulozenie Prol7 wylacznie w podjednostce a5, powodujac tylko czesciowe otwarcie
bramy, natomiast kompleks biatkowy, jakim jest 19S moze stabilizowa¢ ulozenie
Prol7 w kazdej z siedmiu podjednostek a, powodujac pelne otwarcie kanatu kata-
litycznego. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w degradacji substratéw — Blm10
aktywuje proteasom przyspieszajgc hydrolize peptydow, a 19S umozliwia hydrolize
biatek [21].

4. MECHANIZM BIOLOGICZNEJ AKTYWNOSCI
UKLADU UBIKWITYNA-PROTEASOM

4.1. UBIKWITYNACJA

Bialka ulegaja degradacji w proteasomach w sposob nieprzypadkowy. Wielo-
letnie badania mechanizméw rozkladu biatek wykazaly istnienie zaréwno enzymoéw
wyszukujgcych bialka majace ulec degradacji, jak réwniez enzymoéw znakujacych,
ktére pomagaja w rozpoznaniu przez proteasom polipeptydu przeznaczonego do
destrukcji. Mechanizm znakowania bialek jest zwigzany z przylaczaniem malego
biatka - ubikwityny (Ub), a proces ten zwany ubikwitynacja, moze przebiega¢
zaréwno w cytoplazmie, jak i w jadrze komoérkowym [28].

Przylaczenie ubikwityny katalizowane jest przez kaskade trzech enzymow:
enzymu aktywujgcego ubikwityne (E1), enzymu koniugujacego (E2) oraz ligazy
ubikwitynowo-biatkowej (E3). Komorki organizméw eukariotycznych zawieraja
jeden lub kilka rodzajow enzymu E1, natomiast enzymy E2 i E3 wystepuja w wielu
réznych odmianach strukturalnych, przy czym E2 tworzg rodzine biatek spokrew-
nionych ewolucyjnie, natomiast E3 tworzg kilka rodzin [29]. Wiele z tych enzymoéw
nalezy do supresoréw nowotworowych lub onkogenéw, co wigze proces ubikwity-
nacji z poczatkami kancerogenezy [30].

C-koniec ubikwityny (reszta Gly76) pelni aktywna role podczas procesu przy-
taczania biatek przeznaczonych do degradacji. Juz w pierwszym etapie ubikwityna-
cji nastepuje utworzenie wigzania tioestrowego miedzy C-konicowa grupa karbok-
sylowa ubikwityny, a grupa hydrosulfidowa enzymu El, co wymaga udzialu ATP.
Nastepnie ubikwityna zostaje przeniesiona na grupe hydrosulfidowa kluczowej
reszty cysteiny enzymu E1. Drugim etapem jest przemieszczenie aktywowanej ubi-
kwityny na grupe hydrosulfidowa enzymu E2, a ostatnim - przeniesienie ubikwityny
z E2, przy pomocy E3, na grupe e-aminowg biatka przeznaczonego do degradacjilub
grupe e-aminowg reszty lizyny (najczesciej Lys48) nastepnej czasteczki ubikwityny.
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Pomig¢dzy dwoma biatkami, dzigki wykorzystaniu energii pochodzacej z hydrolizy
ATP, tworzy sie¢ w miare stabilne wigzanie izopeptydowe [31]. Przytaczenie do doce-
lowego bialka tylko jednej czasteczki ubikwityny stanowi slaby sygnat degradacji,
dlatego tez proces ubikwitynacji powtarza si¢ az do momentu, gdy zostanie utwo-
rzony odpowiedni fancuch poliubikwityny zbudowany z czterech lub wiecej czaste-
czek tego biatka [28].

Proteasom 26S rozklada ubikwitynowane bialko, korzystajac z energii ATP
i nie powodujac przy tym degradacji ubikwityny, co umozliwia ponowne jej
wykorzystanie.

4.2. MECHANIZM PROTEOLIZY

Jak juz wspomniano miejsca aktywne proteasomu u eukariotow zlokalizowane
sa w podjednostkach 8 proteasomu 20S. Reszty treoniny w pozycji 1 (Thrl), majace
kluczowe znaczenie dla aktywnosci proteolitycznej, znajduja si¢ w podjednostkach
B1, f2 i 5. Aktywne podjednostki 3 proteasomu nalezg do N-koncowych hydrolaz
nukleofilowych tzw. Ntn-hydrolaz (ang. N-terminal nucleophile hydrolase). Sa one
syntezowane w postaci nieczynnych prekursoréw, ktore ulegaja nastepnie autoka-
talizie [8].

Pierwszy etap proteolizy polega na deprotonowaniu grupy hydroksylowej tancu-
cha bocznego Thrl. Reakcja ta katalizowana jest przez N-konicowg grupe aminows,
ktdra jest akceptorem protonu. Potem nastepuje nukleofilowy atak anionu alkohola-
nowego aktywowanego proteasomu na wegiel karbonylowy wigzania peptydowego
hydrolizowanego fanicucha peptydowego, co prowadzi do powstania tetraedrycznego
stanu przejsciowego. W kolejnym etapie w wyniku przegrupowania nastepuje odta-
czenie aminowej czedci substratu (z wolng N-koncowa grupg aminows), a w ostat-
nim - hydroliza produktu posredniego z uwolnieniem kwasowej czesci substratu
(z wolng C-konicowg grupg karboksylowa) oraz czasteczki katalizatora, czyli prote-

asomu (Rys. 5).
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Rysunek 5. Proteolityczny mechanizm hydrolizy wigzania peptydowego przez N-koncowa Thr aktywnej pod-
jednostki f3: a) atak nukleofilowy, b) tworzenie acylowanego enzymu, c) hydroliza acylowanego
enzymu [8]

Figure 5. Proteolytic mechanism leading to substrate peptide bond hydrolysis by the N-terminal Thr resi-
due of a proteasomal active 8 subunit: a) nucleophilic attack, b) formation of an acyl-ester inter-
mediate, c) hydrolysis of the acyl-ester bond [8]

4.3. SYGNALY DO DEGRADAC]I BIALEK

Istnieja sygnaly wskazujace enzymom biorgcym udziat w procesie ubikwityna-
cji, ktére biatko ma zosta¢ przeznaczone do degradacji. Jednym z takich czynnikow
decydujacych o okresie pottrwania bialek cytoplazmatycznych sa reszty amino-
kwasowe wystepujace na ich aminowych koncach (Tab. 1). Zalezno$¢ ta, nazywana
regula N-konca, zostala sformutowana przez Aleksandra Varshavskyego w 1986
roku [32]. Bialka ulegajace degradacji czesto posiadajg na N-koncu odpowiednig
sekwencje aminokwasowa, skladajgcg si¢ z 8—10 aminokwasdw, nazywang sygnalem
destrukcji. Motyw ten umozliwia ich rozpoznanie przez enzymy E3 [33]. Przykla-
dowo, okres poltrwania biatek drozdzowych zawierajacych na N-koncu metionine
wynosi okoto 20 godzin, podczas gdy obecno$¢ argininy w tej pozycji skraca czas
péttrwania tylko do 2 min. Reszty destabilizujace bialko, takie jak arginina lub
leucyna, silnie stymuluja ubikwitynacje. Natomiast aminokwasy stabilizujgce, np.
metionina, dzialajg odwrotnie (Tab. 1) [28].
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Tabela 1. Roznice w czasie pottrwania biatka ze wzgledu na obecng w jego sekwencji reszte N-koncowa
Table 1. Differences in proteins half-life depending on the N-terminal amino acid

Reszty silnie stabilizujace (t2 > 20 godz.)

Ala Cys Gly
Pro Ser Thr
Val Met

Reszty bezposrednio destabilizujace (t%2 =2 do 30 min.)
Arg His Ile
Lys Phe Trp

Reszty destabilizujace po modyfikacji chemicznej (t%2 = 3 do 30 min.)
Asn | Asp | Gln

Innym sygnalem degradacji jest tzw. ,,kaseta destrukcyjna” (D-box) - sekwen-
cja wystepujaca w niektérych cyklinach i decydujaca o degradacji tych biatek cyklu
komorkowego. Sygnalami degradacji moga by¢ réwniez szczegdlne sekwencje
aminokwasowe w obrebie polipeptydow, np. bogata w proling, kwas glutaminowy;,
seryne i treonine sekwencja PEST [28], a takze obecna na N-koncu, zakodowana
w DNA, sekwencja ubikwityny. Takie biatka podlegaja obligatoryjnej degradacji.
Ma ona miejsce np. w przypadku enzymoéw dokonujacych naprawy uszkodzonego
DNA, ktoérych stabilno$¢ moglaby prowadzi¢ do wystapienia mutacji [31]. Uwaza
sie, ze wigkszo$¢ polipeptydow wystepujacych w komoérce ma w swojej sekwencji
sygnaly degradacji. Gdy bialka sg prawidlowo zwiniete, sygnaly kontrolne ukryte sg
w ich wnetrzu, lecz na skutek denaturacji lub nieprawidtowego sfaldowania moga
one zosta¢ ujawnione, co powoduje skierowanie polipeptydu na $ciezke degradaciji
[31].

5. INHIBITORY PROTEASOMU

Czynniki regulatorowe wplywajace na aktywno$¢ proteasomu dzielg sie przede
wszystkim na aktywatory i inhibitory. Oprécz modulatoréw biatkowych Huang
i Chen [34] wspominaja réwniez o maloczasteczkowych aktywatorach - oleurope-
inie oraz kwasach: linolenowym, linolowym i betulinowym. Moga one wplywa¢ na
wszystkie rodzaje aktywnosci proteasomu (oleuropeina) lub tylko na jedng z nich
(selektywna aktywacja aktywnosci ChT-L przez kwas betulinowy).

Z kolei inhibitory proteasomu mozna podzieli¢ na niskoczasteczkowe zwigzki
otrzymywane syntetycznie oraz zwiazki pochodzenia naturalnego. Pierwsze inhibi-
tory proteasomu otrzymano pod koniec lat 80. ubieglego wieku. Stosowano je jako
narzedzia laboratoryjne w celu okreslenia fizjologicznej roli proteasomu w komorce
[35]. Pomyst wynalezienia terapii skierowanej na szlak ubikwityno-proteasomowy
jeszcze w latach 90. spotykat si¢ z duzym sceptycyzmem, ze wzgledu na role, jaka ten
szlak pelni w utrzymaniu prawidlowej homeostazy w komorce. Jednak po zatwier-
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dzeniu w 2003 roku pierwszego leku bedacego inhibitorem proteasomu - bortezo-
mibu - do leczenia opornego szpiczaka mnogiego, intensywnos¢ badan nad regula-
cja systemu ubikwityno — proteasomalnego gwattownie wzrosta.

Inhibitory proteasomu mogg dziata¢ na kilka sposobdw. Inhibitor moze dezak-
tywowa¢ centrum aktywne proteasomu w wyniku przylaczenia si¢ do N-koncowej
treoniny i/lub do kieszeni substratowych rozpoznajacych i przylaczajacych biatka
przeznaczone do degradacji [31].

Inhibitory réznig si¢ od siebie grupami funkcyjnymi, ktére wplywaja na ich
sposdb wigzania sie z centrum aktywnym, specyficzno$¢ oraz odwracalno$¢ wia-
zania. W celu opracowania kontrolowanego hamowania aktywnosci proteasomu,
zaprojektowano wiele réznorodnych zwigzkéw chemicznych.

5.1. MALOCZASTECZKOWE INHIBITORY KOMPETYCY]NE

Inhibitory kompetycyjne sg jak dotad najlepiej poznang grupa inhibitoréw pro-
teasomu. Majg strukture krotkich peptydow zbudowanych z 2 do 4 aminokwaséw.
Sa one podobne do substratéw proteasomu zaréwno pod wzgledem struktury jak
i whasciwos$ci hydrofobowych. Ich farmakofory wiaza sie z treoning tworzac tetra-
edryczny stan przej$ciowy lub acylo-enzym. Inhibitory kompetycyjne moga wigza¢
sie kowalencyjnie lub niekowalencyjnie i to zaréwno z rdzeniem 20S jak i z 20S
zwigzanym z 11S lub 19S [36]. Najczesciej hamujg one aktywnos¢ ChT-L prote-
asomu, ale mogg tez wplywac na wszystkie trzy rodzaje peptydazowych aktywnosci.
Ponizej omdéwione zostang gléwne grupy inhibitoréw proteasomu o szkielecie

peptydowym.

5.1.1. Peptydyloaldehydy

Peptydyloaldehydy to pierwsza i jak dotad najlepiej poznana grupa inhibito-
réw proteasomu, bedacych takze inhibitorami proteaz serynowych i cysteinowych
[15]. Mechanizm inhibicji polega na utworzeniu wigzania kowalencyjnego miedzy
grupg aldehydowa inhibitora, a grupg hydroksylowa reszty treoniny, co prowadzi
do utworzenia ugrupowania hemiacetalowego. Reakcja ta jest odwracalna w warun-
kach fizjologicznych [19].

W literaturze czesto spotyka sie inhibitory o numeracji MG-XXX. Sg to zwigzki
opracowane przez zespoly badawcze wspotpracujgcych ze sobg naukowcow Adamsa
i Steina. Najlepiej zbadanym przedstawicielem tej grupy zwiazkow jest MG-132
(Z-LLL-H). Jest on inhibitorem odwracalnym, selektywnie hamujacym aktywnos¢
ChT-L proteasomu. W komoérkach bialaczkowych indukuje apoptoze zalezng od
biatka p53 [30].
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5.1.2. Peptydowe kwasy boronowe

Przeprowadzono wiele badan, ktére udowodnily role proteasomu w terapii
przeciwnowotworowej. Poniewaz dostepne inhibitory nie dzialaly wybidrczo na
szlak proteasomalny, Adams wraz z wspolpracownikami, poszukujgc zwigzkow
bardziej selektywnych, zaprojektowali inhibitory bedace pochodnymi kwasu boro-
nowego, ktore wykazuja wprawdzie aktywnos¢ takze wobec proteaz serynowych, ale
w przeciwienistwie do peptydyloaldehydéw, nie hamujg aktywnosci proteaz cyste-
inowych. Wigkszo$¢ zwigzkow z ugrupowaniem boronowym wykazato aktywnosé
w obrebie panelu 60 nowotworowych linii komérkowych zgromadzonych w Naro-
dowym Instytucie Raka (NCI) [37].

Istnieje przypuszczenie, Ze przyczyng znacznej aktywnosci peptydowych
pochodnych kwasu boronowego jest tworzenie pseudokowalencyjnego wigzania
pomiedzy wolnym orbitalem p atomu boru, a wolng parg elektronowa atomu tlenu
z grupy hydroksylowej Thrl. Prowadzi to do powstawania stabilnych, tetraedrycz-
nych produktéw przejsciowych, ktorych szybkos¢ dysocjacji jest znacznie mniejsza
niz w przypadku adduktéw proteasomu z grupami aldehydowymi (Rys. 6) [15].

peptydowe kwasy boronowe
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Rysunek 6. Mechanizm inhibicji proteasomu przez peptydowe kwasy boronowe [15]
Figure 6. Mechanism of proteasome inhibition by peptide boronic acids [15]

Sposrdd przebadanych w NCI zwigzkow, opierajac si¢ na ich specyficznosci
dziatania oraz efekcie cytotoksycznym, do dalszych badan klinicznych wybrano
MG-341 (PS-341, bortezomib, (2-Pyz)-C(O)-FL-B(OH),) (Rys. 7), ktory specy-
ficznie hamuje aktywno$¢ podjednostek 1 oraz 35, nie wplywajac na aktywnos¢
2. Jest to pierwszy inhibitor proteasomu, ktéry przeszed! wszystkie testy kliniczne
i zostal zaakceptowany jako lek. Stosuje si¢ go w leczeniu szpiczaka mnogiego oraz
chloniaka nieziarniczego, a ostatnie badania pokazuja, Ze moze by¢ on takze sku-
teczny w leczeniu innych nowotwordw zlosliwych: raka ptuc, niedrobnokomoérko-
wego raka oskrzeli, rakow nosogardzieli oraz raka nerki [38, 39].
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Rysunek 7. Bortezomib jako przyklad peptydowego inhibitora proteasomu z C-koncowa grupa kwasu
boronowego
Figure 7. Bortezomib as an example of peptidic proteasome inhibitors with C-terminal boronate

5.1.3. Peptydowe epoksyketony

Ta klasa zwigzkow charakteryzuje si¢ najwieksza specyficzno$cig wérdd inhibi-
toréw proteasomu. Peptydowe epoksyketony nie hamuja innych proteaz, takich jak:
kalpaina, trypsyna, chymotrypsyna, papaina oraz katepsyny [40]. Ich selektywno$¢
wynika z mechanizmu inhibicji — zwigzKki te jako jedyne tworza nieodwracalne wia-
zanie zaréwno z grupa hydroksylowa jak i aminowg Thrl, co prowadzi do powsta-
nia sze$ciocztonowego pier§cienia morfolinowego (Rys. 8) [15].
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Rysunek 8.  Mechanizm inhibicji proteasomu przez peptydowe epoksyketony [15]
Figure 8. Mechanism of proteasome inhibition by peptide epoxyketone [15]

Do przedstawicieli o’f’-epoksyketonéw nalezg zaréwno zwigzki pochodze-
nia naturalnego np. epoksomycyna (Rys. 9A) jak i syntetycznego np. Carfilzomib
(Rys. 9B). Carfilzomib jest jedynym zwigzkiem tej klasy bedacym w trakcie badan
klinicznych (obecnie w trzeciej fazie). Jest to nieodwracalny inhibitor aktywnosci
ChT-L, ktéry wykazuje wysoka aktywnos§¢ poréwnywalng do aktywnosci bortezo-
mibu, ale znacznie wyzszg selektywnos¢ [41].
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Rysunek 9.  Przyklady inhibitoréw proteasomu z grupa epoksyketonowa: a) pochodzenia naturalnego — epok-
somycyna, b) syntetyczne — Carfilzomib

Figure 9. Examples of peptide epoxyketone as proteasome inhibitors: a) natural-epoxomicin, b) synthetic
- Carfilzomib

5.1.4. Peptydowe winylosulfony

Peptydowe winylosulfony sg syntetycznymi, nieodwracalnymi inhibitorami
proteasomu po raz pierwszy opisanymi przez Bogyo i wspotpracownikéow w 1997
roku [42]. Zwiazki nalezace do tej klasy inhibitoréw charakteryzuja si¢ niska selek-
tywnoscig, wykazujgc duze powinowactwo do proteaz serynowych. Ich mechanizm
dziatania polega na utworzeniu kowalencyjnego wiazania z reszta hydroksylowg
grupy Thrl proteasomu w reakcji Michaela [15].

5.1.5. TMC-95

W przeciwienstwie do wczesniej opisanych inhibitoréw kompetycyjnych
TMC-95 oddzialuje z proteasomem w sposob niekowalencyjny. Ten naturalny,
cykliczny zwigzek, zbudowany z trzech zmodyfikowanych reszt aminokwasowych
(Rys. 12), blokuje wszystkie miejsca aktywne proteasomu, wigzac si¢ za pomoca
rozbudowanej sieci wigzan wodorowych z katalitycznymi podjednostkami f3, i nie
wywolujac przy tym zmian w obrebie reszty Thrl [43].

Rysunek 10.  Struktura zwigzku TMC-95
Figure 10.  The structure of TMC-95
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5.2. INHIBITORY NIEKOMPETYCYJNE

Inhibitory niekompetycyjne nie wspdlzawodniczg z substratem o miejsce
aktywne enzymu, zamiast tego oddzialujg z podjednostkami niekatalitycznymi pro-
teasomu, zwiekszajac lub zmniejszajac skuteczno$¢ dzialania tego enzymu. Sg one
bardzo zréznicowane pod wzgledem chemicznym, naleza do nich: biatka i kom-
pleksy biatkowe, peptydy i ich pochodne, alkaloidy, antracykliny, a takze produkty
peroksydacji lipidow. Mozliwosci wptywania tego rodzaju zwiagzkow na aktywno$é
proteasomu sg ogromne, cho¢ jak dotad stabo poznane. Oto kilka przyktadowych
niekompetycyjnych inhibitoréw proteasomu.

5.2.1. Rytonawir

Rytonawir (Rys. 11) oddzialuje zaréwno z centrum katalitycznym, jak i podjed-
nostkami niekatalitycznymi proteasomu. Stosuje sie go w terapii chorych na AIDS.
Co ciekawe, zostal on zaprojektowany z mysla o kompetycyjnym blokowaniu cen-
trum aktywnego proteazy aspartylowej wirusa HIV, jednak okazalo si¢, ze wptywa
on réwniez na hamowanie aktywnoséci ChT-L proteasomu. Wigze si¢ on z enzymem
niekowalencyjnie i odwracalnie [20].

o ij% Ay
@

Rysunek 11.  Struktura rytonawiru — niekompetycyjnego inhibitora proteasomu
Figure 11.  The structure of ritonavir — a noncompetitive inhibitor of the proteasome activity

5.2.2. Peptydy bogate w proling i arginine (peptydy PR)

Inhibitory tej grupy wywodza si¢ od PR39 - bogatego w reszty proliny i argi-
niny 39-aminokwasowego peptydu (Rys. 12) o wlasciwo$ciach przeciwbakteryjnych.
Blokuje on takze syntez¢ DNA oraz bialek, indukuje angiogenezg, tagodzi stany
zapalne, pomaga w leczeniu ran, chroni serce przed uszkodzeniami niedokrwienno-
reperfuzyjnymi oraz blokuje przerzuty raka watrobowo-komadrkowego [20].

Badania wykazaly, ze 11-aminokwasowy N-koncowy fragment PR39 oddzia-
tuje z pierscieniem « proteasomu 20S, uniemozliwiajac efektywne otwieranie kanatu
katalitycznego. Miejsce wigzania peptydu najprawdopodobniej zlokalizowane jest
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na zewnetrznej krawedzi pierscienia @, co sugeruje znaczng site allosterycznego
oddzialywania [44]. Peptydy bogate w proling i arginine inhibitujg niekompetycyj-
nie i odwracalnie aktywnosci ChT-L oraz PGPH proteasomu, bardzo stabo wptywa-
jac na aktywnos¢ T-L [20].

R!RRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP*

Rysunek 12.  Sekwencja PR39 - peptydu bogatego w reszty proliny i argininy
Figure 12.  The sequence of PR39 - proline and arginine-rich peptide

5.2.3. Bialko HIV-1 Tat

Biatko Tat (transaktywator ekspresji genéw) jest jednym z dwoch istotnych
czynnikow ekspresji genow wirusa HIV. Jest to mate biatko, zbudowane, w zalezno$ci
od typu wirusa, z 86-104 aminokwaséw, jednak niekompletne formy tego wiruso-
wego bialka, zawierajace od 58 do 72 aminokwasdw, réwniez wykazuja aktywnos¢
biologiczng [45].

Odkryto, ze bialko Tat powoduje inhibicje aktywno$ci ChT-L proteasomu
oraz konkuruje z aktywatorem 11S (REG) w wigzaniu sie do proteasomu 20S [46].
Poréwnanie struktury biatka Tat i aktywatora REGa wykazalo, ze na powierzchni
obu tych bialek znajdujg sie trzy naladowane reszty aminokwasowe. Dla Tat sg to:
Lys51, Arg52 i Asp67, a dla REGa: Glu235, Lys236 i Lys239. Poniewaz sekwencje
obejmujace te aminokwasy posrednicza w wigzaniu do proteasomu 20S zostaly
nazwane miejscem RTP (ang. REG/Tat-20S proteasome-binding) Miejsce RTP obej-
muje sekwencje od reszty 37 do 72, w ktdrej najwazniejszy fragment stanowi tzw.
zasadowa domena RKKRRQRRR (reszty 49-57) (Rys. 13) [47].

CFITKGLGISYGRY*KKRRORRRYPSQGGQTHQDPIPKQ

Rysunek 13. Fragment sekwencji biatka Tat. Podkreslono aminokwasy tworzace zasadowa domene (reszty
49-57)

Figure 13.  The part of Tat protein sequence. Underlined are amino acids forming a basic domain (residues
49-57)

Proteasomy s3 skomplikowanymi kombinatami proteolitycznymi zaangazo-
wanym w wiele proceséw zachodzacych w komorce. Ich powiazanie z licznymi
chorobami sprawilo, ze stanowig cel dzialania projektowanych inhibitoréw. Jednak
wynalezienie skutecznego i selektywnego inhibitora badz aktywatora proteasomu
wymaga poznania dokladnej struktury oraz funkcji poszczegdlnych proteaso-
malnych kompleksow, a takze zrozumienia $ciezek przekazywania sygnalow w tej
ogromnej, proteolitycznej machinie.
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