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Najwazniejsze procesy komorkowe
rzadko kojarza sie z rozpadem
czasteczek. Tymczasem integralno$é
komarki nie moze byé¢ zachowana,
jesli reakcjom syntezy nie towarzyszy
jednoczesnie precyzyjnie

regulowana degradacja

W komoérkach naszego organizmu tocza
sie ciaglte przemiany budujacych je sklad-
nikéw. Jednoczes$nie nastepuje synteza i de-
gradacja bardzo réznorodnych grup biatek
- podstawowego budulca wszystkich organi-
zméw. Procesy te mozna poréwnaé z praca-
mi na placu budowy. Niczym nowe domy na
podstawie projektu tak w komdrce niezbed-

ne w danej chwili biatka powstaja na bazie in-
formacji genetycznej poprzez laczenie poje-
dynczych ,cegielek” - aminokwasow w dhu-
gie fancuchy. Z kolei niepotrzebne czy nie-
prawidtowo zbudowane lub uszkodzone bial-
ka podlegaja ,rozbiérce” na aminokwasy. Ta
rozbiérka, czyli degradacja, zachodzi gtéwnie
na drodze tzw. ubikwitynozaleznej proteolizy.
Funkcjonowanie tego procesu pozwala z jed-
nej strony utrzyma¢ w komorce porzadek,
uniemozliwiajac kumulacje niepotrzebnych
i uszkodzonych biatek, tym samym chroniac
komoérke przed $miercia, a z drugiej - umoz-
liwia uzyskanie mniejszych, biologicznie ak-
tywnych fragmentéw biatka lub odzyskanie
wolnych aminokwaséw stuzacych do budowy
nowych struktur. Destrukcja biatek odgrywa
tez kluczowa role w regulacji bardzo réznych
proceséw wewnatrzkomorkowych. Dla przy-
ktadu degradacja niektérych biatek zwanych
inhibitorami prowadzi do aktywacji szlakow
biochemicznych w komérce, innym razem



proteoliza biatka aktywatora moze dziataC
jak hamulec bezpieczenstwa pozwalajacy na
natychmiastowe zatrzymanie zachodzacego
w komorce procesu.

Miniaturowe szpuleczki

W jaki sposéb dziata ubikwitynozalezna
degradacja biatek? Proces ten angazuje struk-
tury przypominajace wygladem miniaturowe
szpuleczki zwane proteasomami. Sg to wyspe-
cjalizowane ,rozdrabniacze” biatek. Komdrka
ludzka zawiera okoto 30 tys. proteasoméw.
Zlokalizowane sg one zaréwno w cytopla-
zmie, jak ijadrze komérkowym, aich liczba
zmienia sie w komérce w zaleznosci od za-
potrzebowania na destrukcje. Bardzo ogélnie
mowiac, proteasom zbudowany jest z dwoch
wielobiatkowych elementéw. Pierwszy to
przypominajacy cylinder rdzen, posiadaja-
cy wewnetrzny kanat. Wiasnie w tym kana-
le zachodzi rozpad biatka. Kanat jest zbudo-
wany z 4 pierscieni, ktérych niektére podjed-
nostki to peptydazy, enzymy proteolityczne
odpowiedzialne za degradacje biatek, a wiec,
mowiac obrazowo, ,noze” umozliwiajace cig-
cie wigzan pomiedzy poszczegolnymi amino-
kwasami budujgcymi biatko. Kolejne elemen-
ty proteasomu to tzw. czapeczki regulatorowe
potozone po jednej lub po dwdch stronach cy-
lindra, odpowiedzialne za rozpoznanie biatka
przeznaczonego do degradacji oraz jego trans-
port do wnetrza rdzenia.

Pocatunek Smierci

Jak sg rozpoznane biatka kierowane do de-
gradacji przez proteasom? W komorkach ist-
nieje pewnego rodzaju kontrola jakosci bia-
lek. Jedni jej funkcjonariusze w postaci wy-
specjalizowanych enzyméw wyszukuja bial-
ka, ktore trzeba zdegradowac. Inne enzy-
my znakuja owe biatka, umozliwiajac tym
samym fatwe ich rozpoznanie przez prote-
asom. Wspomniana swego rodzaju ,metka”
to fancuch specyficznie potaczonych ze sobg
malutkich (dlugosci 72 aminokwaséw) bia-
tek o nazwie ubikwityna. Przylaczenie tan-
cucha ubikwitynowego nazywane jest obra-
zowo ,pocatunkiem $mierci”. Biatko tak wy-
znakowane juz nie ma szans na przetrwanie.
Sprawne dzialanie zar6wno procesu przyta-
czania molekularnej metki w postaci ubikwi-
tyn do biatka, jak i samej jego degradacji ma
kluczowe znaczenie dla komorki. I nie chodzi
tu tylko o usuwanie biatek uszkodzonych lub
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starych. Poprzez degradacje wielu waznych
biatek, chociazby p27, p53, NF«B, regula-
cji ulegaja takie procesy komorkowe, jak po-
dziaty komorki, aktywacja genéw, odpowiedz
immunologiczna organizmu, procesy zwia-
zane z naprawa uszkodzen DNA iapoptoza.
Niewtasciwe funkcjonowanie procesu ubikwi-
tynozaleznej proteolizy prowadzi do niekté-
rych odmian nowotworéw ztosliwych. Defekt
tego procesu zwigzany jest takze z szeregiem
choréb uktadu nerwowego takich jak choroba
Alzheimera czy Parkinsona.

Proces ubikwitynozaleznej degradacji bia-
tek zostal poznany w latach 80. ubiegtego
stulecia. Ze wzgledu na zlozono$¢ proteoli-
zy i mozliwos$ci jego wptywu na bardzo wiele
mechanizmdéw komdérkowych, proces badany
jest do dzi§ w wielu laboratoriach na catym
Swiecie. Cze$¢ z tych badan zostata uhono-
rowana Nagroda Nobla w dziedzinie chemii
w 2004 roku, a otrzymali jg dwaj Izraelczycy,
Aaron Ciechanover i Avram Hershko, oraz
Amerykanin Irvin Rose. Od poczatku 2000
roku badania nad funkcjg proteasomu prowa-
dzone sg takze w Instytucie Biochemii i Bio-
fizyki PAN w Pracowni Mutagenezy i Repe-
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Rdzen proteasomu
przypomina wydrazony
w Srodku walec.
Przeznaczone

do degradacji biatko
jest wsuwane

do kanatu i trawione
przez enzymy - ,noze"”

)
2002 (1) €N N

eusejnyajow eifojolg eLILIOUEY



ACADEMIA

Panorama Biologia molekularna

Drozdiowa

polimeraza DNA

do zadan specjalnych

- Poln) - ma krétki czas
péttrwania (od lewej

do prawej strony czarmy
prazek - Poln - zanika).
Jednak jesli w komérce
pojawia si¢ uszkodzenia
(tu na skutek
promieniowania UV)

- Zycie polimerazy wydtuza
sig. Liczby 0, 30, 45

W kolejnych rzedach

to minuty, ktore uptynely
od zadziatania UV
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racji DNA pod kierunkiem doc. dr hab. Ewy
Sledziewskiej-Gojskiej.

Tolerancja na uszkodzenia

Nasz zesp6t bada miedzy innymi udziat
proteasomu w Kontroli proceséw naprawy
uszkodzenn DNA, wykorzystujac do badan
drozdze jako modelowe organizmy wyzsze.
Uszkodzenia DNA powstaja na skutek dzia-
tania licznych czynnikéw zewnetrznych i we-
wnetrznych. Nieprawidtowosci — struktury
DNA zaburzaja procesy replikacji, co dalej
wiaze si¢ zryzykiem powstawania niebez-
piecznych mutacji. Dlatego wtasnie komor-
ki wyksztalcity szereg mechanizmow, ktore
pozwalaja wykry¢ i usuna¢ uszkodzenia ma-
teriatu genetycznego. PokazaliSmy, ze prawi-
dlowe dziatanie proteasomu jest niezbedne
do funkcjonowania jednego z takich mechani-
zmoOw tzw. postreplikacyjnej naprawy uszko-
dzenn DNA. Mechanizm ten jest o tyle specy-
ficzny, ze pozwala komodrce powiela¢ mate-
rial genetyczny pomimo istnienia uszkodzen
w DNA. Gléwna polimeraza replikacyjna od-
powiedzialna za kopiowanie informacji gene-
tycznej nie jest w stanie kontynuowac pracy,
kiedy na swojej drodze natyka sie na uszko-
dzenie manifestujace sie zmiang struktury
DNA. Polimeraza wraz z towarzyszacymi jej
biatkami wspomagajacymi proces replikacji
»spada” woéwczas z powielanej matrycy DNA,
przez co synteza nowej nici zostaje zatrzyma-
na. Naprawa postreplikacyjna pozwala wtedy
przezy¢ komérce mimo istnienia uszkodzen,
umozliwiajac kontynuacje replikacji i przeka-
zanie komorce potomnej petnej, cho¢ zawiera-
jacej bledy, informacji genetycznej.

Jeden z gléwnych mechanizméw napra-
wy postreplikacyjnej angazuje tzw. polime-
razy alternatywne (por. ,Wierni Kkopisci”,
»2Academia” nr 4/2007). Nieco odmienna bu-
dowa tych polimeraz w stosunku do polime-
raz replikacyjnych pozwala im na tolerowanie
uszkodzenn DNA kosztem niskiej wydajnosci
ich syntezy - sktadaja one jedynie krétkie od-
cinki DNA. Polimeraza C (zeta, PolC) i polime-
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raza m (eta, Poln) to dwie polimerazy niere-
plikacyjne funkcjonujace w komorkach droz-
dzy i cztowieka. Podstawowa cechq pierwszej
z nich jest kontynuacja syntezy DNA, nawet
jedli wczesniej pojawi sie w nowosyntetyzo-
wanej nici btad: zostanie wstawiony niepra-
widlowy nukleotyd. Jednak ta zdolno$¢, ktérej
zasadniczo nie posiadajg regularne polime-
razy replikacyjne, prowadzi w konsekwen-
¢ji do utrwalenia btedu i powstania mutacji.
Ponadto Pol{ wstawia prawidtowy nukleotyd,
gdy w nici matrycowej (ktéra stuzy jako wzo-
rzec do syntezy) znajduje sie uszkodzona ty-
mina, np. glikol tymidylowy, powstajacy pod
wplywem dziatania czynnikéw stresu oksyda-
cyjnego. Réwniez ta cecha plimerazy ¢ odréz-
nia jg od polimeraz replikacyjnych.

Biatko $cisle nadzorowane

Poln z kolei potrafi bezbtednie replikowac
inne uszkodzenia DNA, np. dimery tymino-
we powstajace w wyniku dziatania promie-
niowania UV. Jednak powielajac nieuszko-
dzony DNA, myli sie¢ az 1 tys. - 10 tys. razy
czgsciej niz polimeraza replikacyjna. Zaréwno
nadmiar tej polimerazy, jak i jej brak sa szko-
dliwe dla komoérki. Mutacja w genie ja koduja-
cym u cztowieka prowadzi do tragicznej cho-
roby zwanej Xeroderma Pigmentosum Variant,
w ktorej komorki sa bardzo wrazliwe na mu-
tagenne dziatanie promieniowania UV, co
drastycznie zwigksza szanse na rozwoj raka
skéry u chorych.

Obecno$¢ polimeraz alternatywnych w ko-
morce bywa zatem zbawienna w przypadku
dziatania czynnikéw uszkadzajacych DNA.

Metoda leczenia moze hy¢
wytwarzanie substancji
hamujacych aktywnosé
proteasomu. Grafika
ukazuje model inhibitora
proteasomu testowanego
w terapii szpiczaka.

Kule bigkitne - atomy
wegla, 26fte - wodoru,
zielone - boru, granatowe
- azotu, czerwone - tlenu




Marta Fikus-Kryfiska

Moze jednak by¢ tez niebezpieczna, ponie-
waz ich funkcjonowanie zwieksza liczbe mu-
tacji w DNA. Z tego powodu liczba tych bia-
tek w komorce oraz ich dostep do widetek re-
plikacyjnych musza by¢ $cisle kontrolowane.
Jedng z metod kontroli ilosci ,niebezpiecz-
nych”, chociaz potrzebnych w sytuacjach wy-
jatkowych, enzymoéw moze by¢ celowe ich
usuwanie. Rzeczywiscie - znaszych badan
jednoznacznie wynika, ze kontrola stezenia
alternatywnych polimeraz odbywa sie w ko-
morce drozdzy na drodze ubikwitynozalez-
nej proteolizy.

Biatko nietrwate

PokazaliSmy, Zze kodowana w komodrkach
drozdzy przez gen RAD30 Poln jest ,metko-
wana” taincuchem ubikwityn idzieki temu
degradowana przez proteasom. Jak ustalili-
$my, czas pottrwania tego biatka (czas, w kt6-
rym potowa biatka ulega degradacji) jest krot-
ki, wynosi ok. 20 minut. Okazalo sie réwniez,
ze w odpowiedzi na powodujace uszkodzenia
DNA promieniowanie UV czas zycia biatka
znaczaco sie wydtuza, zatem istnieje aktywny
system pozwalajacy Poln unikna¢ degradacji
w chwilach zagrozenia dla komérki. To pierw-
szy uzyskany na $wiecie wynik, ktory poka-
zuje, ze od sprawnie funkcjonujacej ubikwity-
nozaleznej proteolizy zalezy prawidlowa kon-
trola dziatania alternatywnych polimeraz DNA
w komdrkach eukariotycznych.

Pozyskiwana dzieki pracy wielu labora-
toriow szeroka wiedza na temat regulowa-
nia przez ubikwitynozalezna proteolize réz-

norakich proceséw wewnatrzkomérkowych
stuzy projektowaniu nowych terapeutykow.
Inhibitory proteasomu byly dwa lata temu
wprowadzone do praktyki klinicznej w lecze-
niu szpiczaka mnogiego. Planowane jest roz-
szerzenie ich stosowania w innych chorobach
nowotworowych, trwaja badania nad ich zasto-
sowaniem w leczeniu udaru czy choréb serca.
Wyzglada jednak na to, ze aktywno$¢ proteaso-
mu moze regulowac wiele proceséw w komor-
ce, przez co hamowanie jego aktywnosci moze
dawa¢ niemato efektéw ubocznych. Badania
funkcji proteolizy pomoga zatem petniej oce-
ni¢ ryzyko uzywania w terapii czynnikow
hamujacych dziatanie proteasomu. Z drugiej
strony utatwig projektowanie bardziej specy-
ficznych inhibitoréw, hamujgcych $cisle okre-
$lone procesy komdrkowe. B2
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Badanie prostych
organizmow, takich

jak droidze piekarskie
(Saccharomyces
cerevisiae), pomaga
odkrywat procesy

i mechanizmy dziatania
komorek wyZszych
organizmow, takze ludzkich
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