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GROWTH FACTOR-ββ SIGNALING AND ITS IMPORTANCE
IN TUMORIGENESIS
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Souhrn: Pfienos signálu transformaãního rÛstového faktoru-β (TGF-β) a dal‰ích ãlenÛ této rodiny cytokinÛ je
zprostfiedkován heteromerním komplexem dvou typÛ transmembránov˘ch receptorÛ s aktivitou serin/threonin-
kinasy na povrchu buÀky a jejich vnitrobunûãn˘mi substráty, proteiny Smad. Specifiãnost, rÛznost, intensita a ãaso-
v˘ prÛbûh pfienosu signálu TGF-β jsou urãeny aktivací a inaktivací molekul sloÏek signální dráhy zahrnut˘ch
v pfienosu signálu TGF-β. Tyto klíãové molekuly (receptory pro TGF-β a proteiny Smad) podléhají degradaci
v ubikvitin-proteasomovém systému. Inhibitor pfienosu signálu TGF-β, proto-onkoprotein SnoN („Ski-related
novel gene product“), je také degradován v ubikvitin-proteasomovém systému. Hladina proteinu SnoN je silnû
zv˘‰ena u karcinomÛ Ïaludku, ‰títné Ïlázy a plic a u lymfomÛ. U fiady lidsk˘ch nádorÛ byla nalezena zv˘‰ená
degradace proteinÛ Smad. Nesmyslné mutace proteinÛ Smad2 a Smad4 na konservativním argininovém zbytku
u kolorektálních karcinomÛ a u nádorÛ slinivky bfii‰ní zvy‰ují degradaci proteinÛ Smad proteasomy. Porucha pfie-
nosu signálu TGF-β u nádorov˘ch bunûk tak mÛÏe b˘t zpÛsobena nefiízenou degradací sloÏek signální dráhy TGF-
β v proteasomech a nádorové buÀky se tím stávají resistentní k anti-proliferaãnímu úãinku TGF-β.

Klíãová slova: transformaãní rÛstov˘ faktor-beta (TGF-β), ubikvitin-proteasomov˘ systém, proteiny Smad, Smad
ubikvitinligázy Smurf.

Summary: The signaling responses to the transforming growth factor-β (TGF-β) and other members of this cyto-
kine family are mediated by a heteromeric complex of two types of transmembrane serine/threonine kinase recep-
tors at the cell surface and their intracellular substrates, the Smad proteins. The specificity, diversity, intensity,
and timing of TGF-β signaling are tightly controlled by activation and inactivation of signal transduction com-
ponents. These key transducer proteins (TGF-β receptors and Smad proteins) undergo ubiquitin-proteasome-medi-
ated degradation. The inhibitor of TGF-β signaling proto-oncoprotein SnoN (Ski-related novel gene product) is
also a substrate for proteasome degradation. It was found that SnoN is amplified in stomach, thyroid and lung car-
cinoma and lymphoma. The disruption of proper degradation of Smads has been observed in human cancers. Mis-
sense mutations of Smad2 and Smad4 at a conserved arginine residue in colorectal and pancreatic cancers incre-
ased the turnover rate of Smad proteins via the proteasome pathway. The dysregulated proteasomal degradation
is a novel pathway how tumor cells silence TGF-β signaling and thus these cells are resistant to the anti-prolife-
rative activity of TGF-β.

Key words: transforming growth factor-beta (TGF-β), ubiquitin-proteasome system, Smad proteins, Smad ubi-
quitin ligases Smurf.

pfiehled

Úvod
Transformaãní rÛstov˘ faktor-β (TGF-β) hraje dÛleÏitou úlo-
hu v regulaci proliferace, apoptózy a imunitní odpovûdi bunûk,
v angiogenese a tvorbû extracelulární matrix (1-6). Tfii iso-
merní formy TGF-β, které jsou kódovány rÛzn˘mi geny exis-
tují u bunûk savcÛ. Signální dráha je pro v‰echny formy stej-
ná. Poruchy pfienosu signálu TGF-β byly nalezeny u fiady
nemocí vãetnû nádorÛ (5,7-11). PÛsobení TGF-β je zpro-
stfiedkováno heteromerním komplexem receptorÛ na povrchu

buÀky. Komplex se skládá z receptorÛ II. a I. typu (TβRII a
TβRI) a ligandu (TGF-β).  TβRII a TβRI jsou proteinkinázy,
které fosforylují serinové a threoninové zbytky sloÏek signál-
ní dráhy TGF-β pfii jejich aktivaci (12). Vazba ligandu indu-
kuje tvorbu uvedeného heteromerního komplexu, kde TβRII
fosforyluje TβRI v oblasti pfiilehlé k membránû a obsahující
hlavnû glycinové a serinové zbytky. Aktivovan˘ TβRI potom
fosforyluje proteiny Smad, oznaãované R-Smad, které jsou
fiízeny receptory. Vazba proteinÛ R-Smad na receptory I.typu
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je usnadnûna  ukotvujícím proteinem SARA („Smad anchor
for receptor activation“) (2). Aktivované proteiny R-Smad tvo-
fií heteromerní komplexy se spoleãn˘m proteinem Smad4, kte-
r˘ je také oznaãován Co-Smad. Tyto komplexy se hromadí
v jádfie bunûk, kde fiídí expresi cílov˘ch genÛ pÛsobení  TGF-
β. ¤ízení exprese tûchto cílov˘ch genÛ  závisí na typu bunûk,
na mnoÏství TGF-β a probíhá interakcí s dal‰ími transkripã-
ními faktory, koaktivátory a korepresory. Vedle proteinÛ R-
Smad a Co-Smad existuje je‰tû tfietí skupina tzv. inhibiãních
proteinÛ Smad (Smad6 a Smad7). Protein Smad7 pfiednostnû
inhibuje signální dráhu TGF-β a aktivinÛ (13-15). Smad6 inhi-
buje signální dráhu kostních morfogenetick˘ch proteinÛ
(16,17), které tvofii dÛleÏitou skupinu rodiny cytokinÛ TGF-β
a uskuteãÀují pfienos signálu TGF-β pfies proteiny Smad1,5 a 8
(R-Smad). Protein Smad7 tvofií stabilní komplexy s aktivova-
n˘mi TβRI a tím brání fosforylaci proteinÛ Smad2 a 3 (R-
Smad), tvorbû komplexÛ R-Smad-Smad4 a transportu tûchto
komplexÛ do jádra bunûk. Smad7 tvofií i komplexy s aktivo-
van˘mi receptory I.typu pro BMP a inhibuje tak i aktivaci pro-
teinÛ Smad1,5 a 8 (18). Smad7 také váÏe E3-ubikvitinligázy
Smurf1 („Smad ubiquitination regulatory factor“) a Smurf2
a tím pfiedurãuje aktivované receptory I.typu pro TGF-β i BMP
k degradaci proteasomy (18,19). Kromû proteinu Smad7 je
degradací v proteasomech regulována i hladina dal‰ího inhi-
bitoru signální dráhy  TGF-β, proto-onkoproteinu SnoN
(20,21). Popsaná signální dráha TGF-β, schematicky zobra-
zená na obr.1, není jedin˘m moÏn˘m pfienosem signálu TGF-
β (4,22-25). TGF-β aktivuje také dal‰í signální dráhy, nezá-
visle na proteinech Smad. Jedná se o signální dráhy
proteinkináz MAPK (4,22,23), které jsou aktivovány mitoge-
ny a o signální dráhu GTPázy RhoA (24,25).
Ubikvitin-proteasomov˘ systém je dÛleÏit˘m regulátorem sig-
nální dráhy TGF-β. ¤ada sloÏek signální dráhy TGF-β, které
ji stimulují nebo inhibují, je degradována v proteasomech.
Poruchy v ubikvitinylaci (pouÏívá se i oznaãení ubikvitinace
a ubikvitylace) sloÏek signální dráhy TGF-β a v jejich degra-
daci proteasomy, tedy zv˘‰ená degradace pfiena‰eãÛ signálu
TGF-βnebo naopak sníÏená degradace inhibitorÛ signální drá-
hy TGF-β, ãasto vedou k resistenci nádorov˘ch bunûk na anti-
proliferaãní úãinek TGF-β.

Obr.1.: Zjednodu‰ené schema pfienosu signálu cytokinÛ rodiny TGF-β.
BliÏ‰í popis signální dráhy TGF-β je uveden v textu.

Obr. 2.: Schema ubikvitin-proteasomového systému. Ubikvitinylace
a následn˘ rozklad polyubikvitinylovaného proteinu v proteasomech je
podrobnû popsán v textu.



KLINICKÁ ONKOLOGIE 18 6/2005 201

Ubikvitin a ubikvitinylace
Ubikvitin je mal˘ polypeptid (76 aminokyselinov˘ch zbytkÛ),
kter˘ je pfiítomen ve v‰ech studovan˘ch eukaryotick˘ch buÀ-
kách a tkáních. Jeho sekvence je velmi konzervativní a li‰í se
jen ve 3 aminokyselinov˘ch zbytcích mezi ubikvitinem bunûk
kvasinek a ãlovûka. Ubikvitin byl izolován jiÏ v roce 1975 sku-
pinou Dr. Goldsteina (26). Je‰tû v roce 1984 bylo publiková-
no ménû neÏ 100 prací s klíãov˘m slovem ubikvitin. V˘zkum
v této oblasti je dnes daleko rozsáhlej‰í a svûdãí o tom asi 1000
publikací s tímto klíãov˘m slovem v roce 2003.       
Ubikvitinylace je post-translaãní modifikace proteinu, která
spoãívá v pfiipojení polyubikvitinu k proteinu kovalentní vaz-
bou. Probíhá mechanizmem vícestupÀové kaskády, která slou-
Ïí k oznaãení proteinÛ pro rozklad v proteasomech  (27). Enzym
E1, kter˘ aktivuje C-konec ubikvitinu za pouÏití ATP, tvofií
s ním meziprodukt E1-ubikvitin (obr.2). Cystein v aktivním
místû enzymu E1 je pfiitom vázán thioesterovou vazbou na C-
koncov˘ glycin ubikvitinu. Aktivovan˘ ubikvitin je potom pfie-
místûn z E1 na thiolovou skupinu jednoho z konjugaãních
enzymÛ E2 opût za vzniku thioesterové vazby mezi cysteinem
v aktivním místû enzymu E2 a C-koncov˘m glycinem ubikvi-
tinu. Ve tfietím stupni se pfiipojí E3-ubikvitinligáza, která spe-
cificky rozpozná substrát. C-koncov˘ glycin ubikvitinu je
potom kovalentní isopeptidovou vazbou pfiipojen  ke druhé
aminoskupinû vnitfiního lyzinového zbytku substrátu. V pfii-
pojení dal‰ích molekul ubikvitinu hraje úlohu elongaãní fak-
tor E4 (28). C-koncov˘ glycin kaÏdé dal‰í molekuly ubikviti-
nu se váÏe obvykle na specifick˘ lyzinov˘ zbytek (Lys-48) jiÏ
pfied tím navázané molekuly ubikvitinu. Teprve po pfiipojení
více molekul ubikvitinu k substrátu dojde k rozpoznání sub-
strátu proteasomem a substrát je degradován. 
Zatímco enzym E1, kter˘ aktivuje ubikvitin, je jeden a konju-
gaãních enzymÛ E2 je více neÏ 40, E3-ubikvitinligázy jsou vel-
mi poãetnou heterogenní skupinou proteinÛ (pfies 500 protei-
nÛ), která umoÏÀuje specificky oznaãit polyubikvitinem velké
mnoÏství rÛzn˘ch proteinÛ. Pro znaãnou ãást substrátÛ urãe-
n˘ch k degradaci v proteasomech zatím neznáme rozpozná-
vací znaky pro enzymy E2 a E3 a degradaci proteasomy. Pfii
tomto mechanizmu rozpoznání mÛÏe dojít k regulaci aktivity
uveden˘ch enzymÛ E2 a E3, ale také i k enzymatické modifi-
kaci substrátu (27). 
E3-ubikvitinligázy se dûlí na tfii skupiny podle struktury a roz-
poznání substrátu. První skupina se fiídí tak zvan˘m N-konco-
v˘m pravidlem , které platí pro degradaci proteinÛ s krátkou
Ïivotností, které obsahují destabilizující N-koncové basické
a hydrofóbní aminokyseliny  typu I (arginin, lysin, histidin)
nebo typu II (fenylalanin, tryptofan, leucin, isoleucin, tyrosin).
Tato N-koncová sekvence, ãasto naz˘vaná destrukãní box nebo
degron, je signálem pro ubikvitinylaci a následnou degradaci
v proteasomech (29,30). Dal‰í skupiny E3-ubikvitinligáz pfied-
stavují HECT („homologous to the E6-AP COOH terminus“)
(31,32) a RING („really interesting new gene“) E3-ubikvitin-
ligázy (33). E6-AP je ubikvitinligáza, protein asociovan˘
k virovému proteinu E6 lidsk˘ch papiloma virÛ, kter˘ se podí-
lí na ubikvitinylaci a následné degradaci proteinu p53 v pro-
teasomech  (31) . Cysteinov˘ zbytek blízko COOH konce E6-
AP je dÛleÏit˘ pro tvorbu thioesterové vazby s ubikvitinem
jako u enzymÛ E1 a E2 a hraje podstatnou úlohu i v ubikviti-
nylaci substrátu. Ubikvitin je pfiemístûn z konjugaãního enzy-
mu E2 k cysteinu E3-ubikvitinligáz skupiny HECT pfied vaz-
bou na substrát (obr.2). Aktivovan˘ ubikvitin se pfiímo váÏe
z konjugaãního enzymu E2 na substrát vázan˘ k E3-ubikvi-
tinligáze skupiny RING (obr.2).  E3-ubikvitinligázy skupiny
RING obsahují charakteristickou oblast C3H2C3 neboC3HC4,
kde cysteinové (C) a histidinové (H) zbytky váÏí dva zinkové
atomy na molekulu ligázy.   
E3-ubikvitinligázy, které se podílejí na oznaãení proteinÛ
Smad, urãen˘ch k degradaci v proteasomech náleÏí do pod-
skupiny HECT a byly pojmenovány Smurf („Smad ubiquiti-
nation regulatory factor“).  

Objev mechanizmu oznaãení proteinÛ polyubikvitinem (27,34-
37) pro rozklad v proteasomech byl  v roce 2004 odmûnûn
·védskou královskou akademií Nobelovou cenou za chemii.
Aaron Ciechanover a Avram Hershko z Izraele a Irwin Rose
z USA získali tuto cenu, protoÏe jimi popsan˘ mechanizmus
bude jistû vyuÏit k v˘robû lékÛ proti mnoh˘m onemocnûním
a to nejen nádorov˘m.

E3-ubikvitinligázy Smurf, NEDD4-2 a WWP1 a jejich úlo-
ha v degradaci proteinÛ Smad, receptorÛ typu I pro TGF-
ββ a BMP, GTPázy RhoA a proto-onkoproteinu SnoN
Smurf1 se podílí na specifické ubikvitinylaci proteinÛ
Smad1 a Smad5, které pfiená‰í signál kostních morfogene-
tick˘ch proteinÛ (BMP). Konzervativní cysteinov˘ zbytek
blízko COOH konce oblasti HECT této E3-ubikvitinligázy
tvofií thioesterovou vazbu s ubikvitinem. Ubikvitin je pfie-
nesen k uvedenému konzervativnímu cysteinovému zbytku
z pfiíslu‰ného konjugaãního enzymu E2. E3-ubikvitinligá-
za-ubikvitin thioester je potom donorem ubikvitinu pro tvor-
bu amidové vazby se substrátem (Smad1 nebo Smad5).  E3-
ubikvitinligázy typu HECT obsahují kromû oblasti HECT
na C-konci dále doménu WW (38-40)  uprostfied a doménu
C2 na N-konci. Doména C2 váÏe fosfolipid v závislosti na
iontech Ca2+1 a tato doména byla poprvé popsána u protein-
kinázy C, jako oblast váÏící Ca2+1. Doména se nachází v fiadû
proteinÛ, které uãinkují v bunûãné signalizaci. Doména WW
o velikosti 38-40 aminokyselinov˘ch zbytkÛ obsahuje dva
charakteristické tryptofanové zbytky (W), podle kter˘ch byla
pojmenována. Tyto tryptofanové zbytky jsou oddûleny 20-
22 aminokyselinami (38-40). Doména WW neobsahuje Ïád-
né disulfidické mÛstky a tvofií trojfietûzcovou strukturu anti-
paralelního β-listu. Doména WW interaguje pfiednostnû
s krátk˘mi sekvencemi, bohat˘mi na prolinové zbytky.
Doména WW proteinu Smurf1 interaguje specificky s pro-
teiny Smad1 a Smad5 a ne s proteiny Smad2 a Smad3.
Sekvence bohatá na prolin (motiv PPXY) v oblasti linkeru
molekul Smad hraje úlohu v interakci se Smurf1. Úãinek
Smurf1 není závisl˘ na indukci pomocí BMP (41). Smurf1
reguluje pfienos signálu BMP nejen pfies degradaci proteinÛ
Smad1 a Smad5. Smurf1 interaguje také s inhibitory pfieno-
su signálu TGF-β a BMP, proteiny Smad6 a Smad7 a pfies
tyto proteiny i s receptory I.typu pro TGF-β i BMP a zpÛ-
sobí jejich ubikvitinylaci a následnou degradaci v proteaso-
mech (42,43). E3-ubikvitinligáza Smurf1 je schopna inter-
agovat s membránou pfies svou C2 doménu a tím naopak
transportovat Smad7 k plazmatické membránû (44). 
Smurf1 uãinkuje také v ubikvitinylaci guanosintrifosfatázy
(GTPázy) RhoA (45,47). RhoA hraje úlohu v pfienosu signá-
lu TGF-β, nezávislém na proteinech Smad (24,25). Intenzita
této dráhy pfienosu signálu TGF-β závisí na typu bunûk (24,25).
Cílené vyfiazení genu pro Smurf 1 u my‰i neovlivnilo signál-
ní dráhu TGF-β a BMP (47). Vedlo v‰ak k akumulaci fosfo-
rylované MAPKK kinasy MEKK2 a aktivaci kaskády JNK (c-
Jun N-koncové kinasy) a ovlivnilo v˘voj a homeostázu kostí
(47). Vyfiazení genÛ pro Smurf 1 i Smurf2 bylo v‰ak pro embrya
my‰i letální a ukazuje na pfiinejmen‰ím ãásteãnû zastupitelnou
funkci Smurf1 prostfiednictvím Smurf2 (47). 
Smurf2 také náleÏí do E3-ubikvitinligáz podskupiny HECT,
obsahuje doménu WW a interaguje s proteiny R-Smad akti-
vovan˘mi fosforylací receptory, ale ne s proteinem Co-Smad
(Smad4). Smurf2 má nejvût‰í afinitu ke Smad1 a Smad2 (48-
50), ale interaguje i se Smad3 (47,48) a moÏná i s ostatními R-
Smad (Smad5 a 8).  Smurf2 se také váÏe ke Smad7 a to nezá-
visle na pfienosu signálu TGF-β (19). Smad7 pomocí své
C-koncové domény (51) zprostfiedkuje vazbu Smurf2 k recep-
torÛm I.typu pro TGF-β a BMP a následuje rozklad komple-
xu tûchto receptorÛ se Smad7 v proteasomech (19). Smad7 je
tedy adaptorov˘m proteinem pro ubikvitinlaci receptorÛ I.typu
pro TGF-β a BMP. Stabilita Smad7 je urãena mírou acetyla-
ce jeho lysinov˘ch zbytkÛ 64 a 70. Stejné lysinové zbytky jsou
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cílem ubikvitinylace a následné degradace v proteasomech
(52,53).
Interakce Smurf2 a Smad2  je závislá na fosforylaci Smad2
v C-koncovém motivu SSXS, tedy na aktivaci Smad2 (48).
Motiv bohat˘ na prolinové zbytky v oblasti linkeru proteinu
Smad2 je pravdûpodobnû maskován v nefosforylovaném sta-
vu a je nepfiístupn˘ pro interakci s doménou WW  E3-ubikvi-
tinligázy Smurf2. ¤ada jadern˘ch proteinÛ interagujících s pro-
teiny R-Smad mÛÏe jednak ovlivÀovat afinitu Smurf2
k R-Smad, ale mÛÏe b˘t i tím pfiedurãena k degradaci v prote-
asomech. Jedním z tûchto proteinÛ je SnoN („Ski-related novel
gene product“). Smad2 pÛsobí jako adaptor závisl˘ na TGF-β
pro Smurf2 k ubikvitinylaci SnoN (50). O proto-onkoprotei-
nu SnoN pojednáme v samostatném odstavci níÏe.
E3-ubikvitinligázy NEDD4-2 („neural precursor cell expre-
sed, developmentally down-regulated 4-2“)  a WWP1 se podo-
bají  E3-ubikvitinligázám Smurf a obsahují  stejné domény
(54,55).  Podílejí se obdobnû jako E3-ubikvitinligázy Smurf
na ubikvitylaci Smad2 a jeho degradaci v proteasomech a pfies
tvorbu ternárního komplexu  obsahujícího Smad4, inhibiãní
Smad7 a E3-ubikvitinligázu i na ubikvitinylaci Smad4 a jeho
následné degradaci v proteasomech. Inhibiãní Smad7 zde hra-
je úlohu adaptéru interakce Smad4 s E3-ubikvitinligázou (54).
Smad7 slouÏí podobnû i jako adaptor pro ubikvitinylaci recep-
torÛ I.typu pro TGF-β pomocí E3-ubikvitinligázy NEDD4-2
a jejich degradaci v proteasomech (55). 

E3-ubikvitinligázy jin˘ch typÛ, které se podílí na ubikvi-
tinylaci proteinÛ Smad a proto-onkoproteinu SnoN 
E3-ubikvitinligázov˘ komplex ROC1-SCFF, kter˘ se podílí na
ubikvitinylaci Smad3, náleÏí do skupiny RING E3-ubikvitin-
ligáz (56). Protein ROC1 (také oznaãovan˘ Rbx1 nebo Hrt1)
váÏe cullin1, kter˘ je sloÏkou komplexu SCF. Dal‰ími prote-
iny v komplexu jsou Skp1 a Fbw1a (ãasto oznaãován jako βTr-
CP1), kter˘ je dÛleÏit˘ pro specifické pÛsobení E3-ubikvitin-
ligáz tohoto typu (56). Interakci této E3-ubikvitinligázy
s jadernou aktivovanou formou Smad3 napomáhá pfiítomnost
koaktivátoru transkripce, proteinu p300. Smad3 je s komple-
xem E3-ubikvitinligázy pfienesen z jádra do cytoplazmy
a degradován v proteasomech (56). Podobné komplexy E3-
ubikvitinligázy typu RING jsou souãástí komplexu  APC pod-
porujícího anafázi a hrají dÛleÏitou úlohu v mitoze neboli jader-
ném dûlení. Bûhem anafáze se obû sesterské chromatidy od
sebe synchronizovanû oddûlují a jsou taÏeny mitotick˘m vfie-

ténkem k opaãn˘m pólÛm buÀky. Stroschein et al. (57) popsa-
li ubikvitinylaci proto-onkoproteinu SnoN právû komplexem
APC a Smad3 uãinkoval pfii této ubikvitinylaci jako adapto-
rov˘ protein. Na ubikvitinylaci se podílel UbcH5 jako konju-
gaãní enzym E2. UbcH5 hraje ale úlohu v ubikvitinylaci za
úãasti RING i HECT E3-ubikvitinligáz (57).
E3-ubikvitinligázové komplexy Jab1, SCFβ-TrCP1 nebo CHIP
mají podíl na ubikvitinylaci         proteinu Smad4 a jeho násled-
né degradaci v proteasomech (58-61). Jab1 (také oznaãená
jako CNS5) je sloÏka signalisomového komplexu COP9, kte-
r˘ obsahuje 8 podjednotek s homologií k regulaãním pod-
jednotkám proteasomu. Jab1 byl poprvé nalezen jako koak-
tivátor transkripce genu pro c-Jun. Jab1 se podílí také na
degradaci Smad7 (62). CHIP („carboxyl terminus of Hsc70-
interacting protein“) se podílí na funkci chaperonu Hsc70 a je
zároveÀ E3-ubikvitinligázou s U-boxem (61). Tato E3-ubi-
kvitinligáza náleÏí do skupiny RING, ale postrádá konser-
vativní cysteiny a histidiny, které váÏí atomy zinku. CHIP
interaguje se Smad1 a Smad4, podílí se na jejich ubikvitiny-
laci a degradaci proteasomy (61).  

Obr.3.: Schema sloÏení proteasomu a popis funkcí jeho podjednotek.

Obr.4.: Struktura vybran˘ch inhibitorÛ proteasomÛ.
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Sumoylace
V letech 1996-1997 byla objevena skupina polypeptidÛ podob-
n˘ch ubikvitinu, která byla pojmenována SUMO (Small Ubi-
quitin-related Modifier) (63,64). Mechanizmus post- translaãní
modifikace cílov˘ch proteinÛ sumoylací se podobá ubikviti-
nylaci (65-68).  Enzymy, které uãinkují v sumoylaci a odstra-
nûní SUMO jsou v‰ak jiné neÏ pfii ubikvitinylaci a deubikvi-
tinylaci. Sumoylace ãasto probíhá na stejném lyzinovém
zbytku substrátu jako ubikvitinylace a proto ji inhibuje. Cílem
sumoylace jsou proteiny hrající dÛleÏitou úlohu v pfienosu sig-
nálu, transkripci, zmûnû struktury chromatinu, opravû DNA,
mitoze, virové infekci a dopravû  makromolekul (RNA a pro-
teinÛ) mezi cytoplazmou a jádrem buÀky (65-68).
Sumoylace na rozdíl od ubikvitinylace neoznaãuje proteiny
pro degradaci v proteasomech, ale reguluje interakce protein-
protein, lokalizaci v rÛzn˘ch podstrukturách jader, napfi.
v jadern˘ch tûlíscích („nuclear bodies“), interakci protein-
DNA, enzymatickou aktivitu a jak jiÏ bylo zmínûno ãasto inhi-
buje ubikvitinylaci. Skupina SUMO E3-ligáz PIAS („protein
inhibitor of activated STAT“), inhibitorÛ aktivovan˘ch pfie-
na‰eãÛ signálu a aktivátorÛ transkripce STAT („signal trans-
ducers and activators of transcription“), interaguje se Smad4
a katalyzuje sumoylaci Smad4 (69-72).  Sumoylace Smad4
zvy‰uje jeho stabilitu a v nûkter˘ch pfiípadech i aktivitu koak-
tivátoru v regulaci transkripce (69-71). Naopak v jin˘ch pfií-
padech sumoylace Smad4 sníÏila jeho aktivitu koaktivátoru
v regulaci transkripce (72,73). Je pravdûpodobné, Ïe sumoy-
lace Smad4 ovlivnila transkripci rÛzn˘ch  genÛ rÛzn˘m zpÛ-
sobem podle druhu analyzovaného promotoru.  PIAS se také
podílí na sumoylaci Smad3 i kdyÏ zatím neznáme následky
této post-translaãní modifikace (74).

Deubikvitinylace   
Kromû ubikvitinylaãních enzymÛ se v buÀkách eukaryont
nachází i znaãn˘ poãet (asi 80) deubikvitinylaãních enzymÛ (75).
Pomocí studia interakcí protein-protein v dvouhybridním kva-
sinkovém systému byl identifikován deubikvitinylaãní enzym
Uch37 jako partner proteinÛ Smad s nejvût‰í afinitou k inhi-
biãnímu Smad7. Dal‰í studium v˘znamu tohoto deubikvitiny-
laãního enzymu v pfienosu signálu rodiny cytokinÛ TGF-β jis-
tû pfiinese nové poznatky o regulaci této signální dráhy.

Proteasomy 
Proteasom je  komplexní bílkovinná ãástice o sedimentaãní
konstantû 26S a hmotnosti pfiibliÏnû 2,5 MDa.  Proteasomy se
nacházejí v cytoplazmû i jádfie v‰ech eukaryotick˘ch bunûk
(76). Proteasomy se skládají ze dvou funkãních komplexÛ pro-
teinÛ (obr.3). První ãást nese katalytickou aktivitu  a má tvar
sudu délky 15 nm a prÛmûru 11 nm. Má sedimentaãní kon-
stantu 20S a skládá se ze ãtyfi segmentÛ. Dva vnitfiní segmen-
ty jsou sloÏeny ze sedmi rÛzn˘ch β-podjednotek a dva vnûj‰í
segmenty ze sedmi rÛzn˘ch α-podjednotek.
Tfii ze sedmi β-podjednotek mají proteolytickou aktivitu podob-
nou trypsinu, chymotrypsinu a peptidylglutamyl-peptid hydro-
láze (77-79). Tûlo sudu je zobou stran zazátkováno komplexem
proteinÛ o sedimentaãní konstantû 19 S. Tyto komplexy jsou
nezbytné pro správnou degradaci proteinÛ s navázan˘m polyu-
bikvitinem. Rozpoznávají a váÏou tyto proteiny urãené k degra-
daci a vtahují je dovnitfi dutiny proteasomu, kde se nachází kata-
lytická místa s proteázovou aktivitou. Regulaãní podjednotky
o sedimentaãní konstantû 19 S zafiídí rozbalení proteinÛ urãe-
n˘ch k degradaci, od‰tûpení fietûzcÛ ubikvitinu a otevfiení obou
segmentÛ α-podjednotek 20 S proteasomu.

Inhibitory proteasomÛ 
Úloha proteasomÛ v rÛstu bunûk a apoptóze nabízí atraktivní cíl
pro protinádorovou terapii. RÛzné inhibitory proteasomÛ  byly
zkou‰eny in vitro ain vivo vmodelov˘ch pokusech. Inhibitory pro-
teasomÛ jsou rÛzné skupiny slouãenin pfiírodního charakteru (napfi.
laktacystin, 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glukóza,    (-)-epigal-

loylkatechin-3-gallát,    eponemycin, epoxymycin a dal‰í) nebo
syntetické aldehydy peptidÛ (napfi. N-benzyloxykarbonyl-leucyl-
leucyl-leucinal /MG132/, N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal
/ALLN/, N-acetyl-leucyl-leucyl-normethional /ALLM/ a dal‰í),
vinylsulfontripeptid (4-hydroxy-5-jodo-3-nitrofenylacetyl-leucyl-
leucyl-leucinvinylsulfon), dipeptidyl derivát boronové kyseliny
(napfi. bortezomib, naz˘van˘ téÏ Velcade, pÛvodnû PS-341). 
Pokusnû jsou zkou‰eny i dal‰í deriváty odvozené od tûchto inhi-
bitorÛ . Jedná se o MG262, kter˘ je obdobou MG132, ale obsa-
huje místo aldehydové skupiny boronát a klasto-laktacystin-β-
lakton, kter˘ je aktivní sloÏkou vzniklou z laktacystinu a jeho
derivát ,kter˘ nese v poloze C-7 n-propyl místo methylové sku-
piny (PS-519, také znám˘ jako MLN 519). Struktura nûkter˘ch
z tûchto inhibitorÛ proteasomÛ je ukázána na obr.4. Nízká spe-
cifiãnost a velmi rychl˘ obrat vût‰iny tûchto látek neumoÏÀují
jejich klinické pouÏití. Do klinického zkou‰ení se dostaly jen
dva inhibitory proteasomÛ a to bortezomib, patentovan˘ a vyrá-
bûn˘ firmou Millenium Pharmaceuticals pod oznaãením VEL-
CADETM a spoleãnû vyvinut˘ s Dana-Farber Cancer Institute
v Bostonu, u fiady nádorov˘ch onemocnûní, pfiedev‰ím mno-
hoãetného myelomu (80-82) a PS-519, kter˘ spoleãnû vyvinu-
ly firmy Millenium Pharmaceuticals Inc. a PAION GmbH,
k léãbû ischémie u cévních mozkov˘ch pfiíhod (83). 
¤ada z tûchto inhibitorÛ proteasomÛ byla pokusnû pouÏita pfii
studiu vlivu degradace v proteasomech na pfienos signálu cyto-
kinÛ rodiny TGF-β. 

Ubikvitinylace a degradace onkogenních mutant proteinÛ
Smad
Ubikvitin-proteasomov˘ systém udrÏuje nízkou základní
hladinu sloÏek signální dráhy cytokinÛ rodiny TGF-β. Má
schopnost i vypnout signální dráhu degradací aktivovan˘ch
receptorÛ a proteinÛ R-Smad po docílení potfiebné tran-
skripãní odpovûdi. Je také zahrnut v degradaci neaktivních

Obr.5.: Úãast proteinu SnoN v korepresorovém komplexu s transkripã-
ními faktory Smad pfii inhibici transkripce cílov˘ch proteinÛ signální drá-
hy TGF-β.



204 KLINICKÁ ONKOLOGIE 18 6/2005

mutant Smad4 u fiady lidsk˘ch nádorÛ , zejména u nádorÛ
slinivky bfii‰ní, kolorektálních karcinomÛ a plicních karci-
nomÛ a v men‰í mífie u nádorÛ mléãné Ïlázy, vajeãníkÛ, pro-
staty, krku, jícnu a Ïaludku a mutant Smad2 u kolorektál-
ních a plicních karcinomÛ (5,8,58,84-86). Nûkteré z tûchto
onkogenních mutací v proteinech Smad4 a Smad2 nebrání
jejich aktivaci, tedy fosforylaci v uvedené sekvenci Ser-Ser-
X-Ser v C-koncové oblasti proteinu Smad2, oligomerizaci
a translokaci do jádra, kde se úãastní regulace transkripce
(87-89). Smysl mûnící mutace v N-koncové blasti MH1 pro-
teinu Smad4 (L43S, G65V, R100T a P130S) vedou ke zv˘-
‰ené ubikvitinylaci a degradaci v proteasomech onkogen-
ních Smad4 ve srovnání se Smad4 divokého typu (87-89).
Podobnû zámûna argininu za cystein v poloze 133 v oblas-
ti MH1proteinu Smad2 znamenala zv˘‰enou ubikvitinyla-
ci a degradaci proteinu onkogenního Smad2 ve srovnání se
Smad2 divokého typu (88). Smysl genetického kódu mûní-
cí mutace v poloze 515 v doménû MH2 proteinu Smad4,
která zpÛsobila zámûnu argininu za stop-kodon a tím zkrá-
cen˘ protein Smad4 o 38 aminokyselin u adenokarcinomÛ
slinivky bfii‰ní, mûla za v˘sledek zv˘‰enou ubikvitinylaci
a degradaci zkráceného proteinu Smad4 v proteasomech
(90). Navíc tato mutace zabránila asociaci zkráceného
Smad4 se Smad2 a translokaci do jádra, tedy vazbu k DNA
(90). Mutace, mûnící smysl genetického kódu, v poloze 407
v doménû MH2 proteinu Smad2 u karcinomu jater, zname-
nající zámûnu glutaminu za arginin a mutace v poloze 369
Smad2 u kolorektálního karcinomu vedoucí k zámûnû glu-
taminu za arginin ãiní Smad2 nestabilní a v prvém pfiípadû
mutace Q407R zpÛsobila rychlou ubikvitinylaci a degra-
daci mutovaného Smad2 v proteasomech (91,92). Tato zji‰-
tûní znamenají, Ïe ãást onkogenních mutací proteinÛ Smad4
a Smad2 vede k jejich rychlé ubikvitinylaci a degradaci
v proteasomech. V˘sledkem je porucha v pfienosu signálu
TGF-β, deregulace proliferace bunûk a podpora tvorby
nádoru.
E3-ubikvitinligázy fiídí umístûní, aktivitu a stabilitu pfiena‰e-
ãÛ signálu TGF-β, zejména Smad2 a TβRI. Jak jsme uvedli
v˘‰e, Smurf2 interaguje se Smad7, kter˘ slouÏí jako adaptor
pro interakci Smurf2 s TβRI, pro ubikvitinylaci TβRI a pro
degradaci TβRI v proteasomech (19). Vysoká hladina expre-
se Smurf2 byla nalezena u karcinomÛ jícnu vzorkÛ z 80 paci-
entÛ a znamenala invazi nádoru, metastáze do lymfatické tká-
nû a ‰patnou prognózu pro pacienty s tímto onemocnûním (93).
Vysoká hladina Smurf2 znamenala i zv˘‰enou degradaci
Smad2 a tedy sníÏenou hladinu Smad2 u uveden˘ch pacientÛ
a celkovou poruchu pfienosu signálu TGF-β (93).
TGF-β funguje jako supresor nádoru v ãasn˘ch fázích tvorby
nádoru a naopak podporuje pozdní stadium nádoru a vznik
metastáz (5,8,84,86,94,95). V pozdním stadiu nádoru TGF-β
neinhibuje rÛst bunûk a indukuje transdiferenciaci epitheliál-
ních bunûk na mesenchymální a tím invazi nádoru a zv˘‰ení
metastáz. SníÏení hladiny Smurf2 a tím souãasnû zv˘‰ení inten-
zity pfienosu signálu TGF-β mÛÏe u pozdního stadia nádoru
naopak podporovat jeho metastáze. Ubikvitinligáza RNF11,
protein typu RING, má zv˘‰enou expresi u invazivních nádo-
rÛ mléãné Ïlázy (96). RNF11 interaguje se Smurf2 a zfiejmû ji
ubikvitinyluje a pfiedurãí k degradaci v proteasomech a tím
zesílí pfienos signálu TGF-βu tûchto invazivních nádorÛ mléã-
né Ïlázy (96).

Protoonkoprotein SnoN
Struktura proto-onkoprotein SnoN („Ski-related novel gene
product“) je podobná struktufie proto-onkoproteinu Ski. Ski
byl poprvé popsán jako onkoprotein v-Ski ptaãího Sloan-Ket-
tering retroviru, kter˘ vyvolal onkogenní transformaci kufie-
cích embryonálních bunûk (97). Proto-onkoprotein SnoN je
jadern˘ protein , kter˘ obsahuje 728 aminokyselin. N-konco-
vá ãást obsahuje oblast 270 aminokyselin, která je shodná
u v‰ech ãtyfi savãích forem Sno. Tyto formy proteinu Sno (c-

SnoN, SnoN2, SnoA a SnoI) vznikají alternativním sestfiihem
odpovídající pre-mRNA. Uvedená oblast 270 aminokyselin je
konzervativnû zachována i u proteinÛ c-Ski a v-Ski. C-konec
se li‰í u jednotliv˘ch ãlenÛ této rodiny proteinÛ. Exprese Ski
a SnoN je nízká a je zv˘‰ena jen v jist˘ch fázích embryonál-
ního v˘voje a u nûkter˘ch nádorov˘ch bunûk (98). Gen pro
Sno leÏí na chromosomu 3q26, tedy v onkogenním lokusu, kte-
r˘ je ãasto amplifikován u lidsk˘ch nádorÛ (99). Zv˘‰ená
exprese SnoN je ‰patn˘m prognostick˘m faktorem u karcino-
mÛ mléãné Ïlázy positivních na receptor pro estrogen (100).
Vedle exprese tu hraje úlohu i lokalizace SnoN, tedy rozdûle-
ní mezi jádro a cytoplazmu (100). Exprese SnoN je kontrolo-
vána na úrovni stability proteinu SnoN samotn˘m TGF-β
(101). Ihned po stimulaci pomocí TGF-β je SnoN degradován
(20,21) a to umoÏní akumulaci Smad3 a Smad2 v jádfie a jejich
fungování jako transkripãní faktory pfii fiízení transkripce cílo-
v˘ch genÛ pÛsobení TGF-β. TGF-β také naopak stimuluje
expresi genu pro SnoN a tím zvy‰uje hladinu mRNA pro SnoN.
UmoÏƒuje tím vypnout signální dráhu TGF-β.
SnoN je represorem transkripce cílov˘ch genÛ pÛsobení TGF-
β prostfiednictvím transkripãních faktorÛ Smad2 a Smad3
(98,102). SnoN tvofií komplex s tûmito proteiny Smad a se
Smad4. V tomto komplexu, kter˘ se váÏe na DNA, jsou dále pfií-
tomny jadern˘ korepresor N-CoR, mSin3A a histondeacetylá-
za (HDAC). Tento komplex nahradí kompex Smad2/3 aSmad4
s transkripãním koaktivátorem p300/CBP s aktivitou histona-
cetylázy a zmûní tak pÛvodnû indukci transkripce cílov˘ch genÛ
pÛsobení TGF-β na represi transkripce tûchto genÛ (obr.5). 
SnoN neinhiboval transkripci cílov˘ch genÛ pÛsobení TGF-β
v epitheliálních buÀkách plic kfieãka na rozdíl od linií HaCaT (lid-
ská linie keratinocytÛ) a HeLa bunûk (101). Zdá se tedy, Ïe uãin-
kování SnoN je závislé i na typu bunûk (103). Tento pfiedpoklad
posiluje idal‰í zji‰tûní, Ïe SnoN +/- my‰i vyvinou lymfomy vdale-
ko men‰í frekvenci neÏ normální SnoN+/+ my‰i (104). SnoN zde
pÛsobí jako nádorov˘ supresor, zatímco v pfieváÏné vût‰inû pfiípa-
dÛ pÛsobí jako stimulátor tvorby nádoru. Má tedy onkogenní nebo
antionkogenní úãinky podobnû jako TGF-β. 

Závûr
Ubikvitin-proteasomov˘ systém ovlivÀuje pfienos signálu cyto-
kinÛ rodiny TGF-β a dÛkladnûj‰í poznání jeho úlohy v této sig-
nální dráze umoÏní i vyuÏití v terapii nádorov˘ch onemocnû-
ní. Inhibitor proteasomÛ bortezomib by mohl zv˘‰it hladinu
receptorÛ a proteinÛ Smad v pfiípadech jejich zv˘‰eného roz-
kladu napfi. pfii neobvykle vysoké expresi E3- ubikvitinligáz,
úãastnících se na jejich ubikvitinylaci, tedy oznaãení pro roz-
klad v proteasomech. V tûchto pfiípadech by bylo moÏno i
zablokovat expresi specifick˘ch E3- ubikvitinligáz pomocí
metody RNA interference (105,106). Dostat malou interferu-
jící RNA (siRNA) v dostateãném mnoÏství a s dostateãnou
úãinností specificky do nádorové tkánû v‰ak zatím zÛstává dos-
ti podstatn˘m problémem. 
Naopak v nûkter˘ch pfiípadech karcinomÛ se setkáváme s
poruchou ubikvitin-proteasomového systému, napfi u karci-
nomu jícnu (107). Rezistence nádorov˘ch bunûk na anti-pro-
liferaãní úãinek TGF-β je zde zpÛsobena neschopností TGF-β
indukovat rozklad proto-onkoproteinu SnoN (107). Podob-
n˘m pfiíkladem zv˘‰ení hladiny proto-onkoproteinu SnoN v
invazivních karcinomech mléãné Ïlázy je sníÏená exprese
E3-ubikvitinligázy typu RING, která je souãástí komplexu
APC podporujícího anafázi a podílí se na ubikvitinylaci SnoN
pro jeho degradaci v proteasomech (108). Pokud jsou prote-
asomy funkãní a defekt je jen v ubikvitinylaci, lze pouÏít u
nûkter˘ch typÛ bunûk inhibitor syntézy proteinu anisomycin.
Anisomycin sníÏí hladinu SnoN degradací v proteasomech,
která je nezávislá na ubikvitinylaci, aktivaci MAPK, inhibi-
ci syntézy proteinu a aktivaci proteinÛ Smad (109).
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