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ULOHA UBIKVITIN-PROTEASOMOVEHO SYSTEMU V PRENOSU SIGNALU
TRANSFORMACNIHO RUSTOVEHO FAKTORU-B A JEJI VYZNAM
PRI VZNIKU NADORU

THE ROLE OF UBIQUITIN-PROTEASOME SYSTEM IN TRANSFORMING
GROWTH FACTOR- SIGNALING AND ITS IMPORTANCE
IN TUMORIGENESIS
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Souhrn: Pfenos signalu transformac¢niho rstového faktoru-f (TGF-B) a dalsich ¢lent této rodiny cytokint je
zprostiedkovan heteromernim komplexem dvou typd transmembranovych receptori s aktivitou serin/threonin-
kinasy na povrchu buiiky a jejich vnitrobunéénymi substréty, proteiny Smad. Specifi¢nost, riiznost, intensita a ¢aso-
vy pribéh prenosu signalu TGF- jsou ur€eny aktivaci a inaktivaci molekul sloZek signdlni drdhy zahrnutych
v prenosu signdlu TGF-f. Tyto klicové molekuly (receptory pro TGF-f a proteiny Smad) podléhaji degradaci
v ubikvitin-proteasomovém systému. Inhibitor pfenosu signadlu TGF-f3, proto-onkoprotein SnoN (,,Ski-related
novel gene product*), je také degradovéin v ubikvitin-proteasomovém systému. Hladina proteinu SnoN je silné
zvySena u karcinomil Zaludku, $titné Zlazy a plic a u lymfomu. U fady lidskych niddort byla nalezena zvySend
degradace proteinti Smad. NesmysIné mutace proteinit Smad2 a Smad4 na konservativnim argininovém zbytku
u kolorektdlnich karcinomt a u nddort slinivky bfisni zvySuji degradaci proteini Smad proteasomy. Porucha pie-
nosu signdlu TGF-f3 u nddorovych bunék tak mtZe byt zptisobena nefizenou degradaci slozek signdlni drahy TGF-
[ v proteasomech a nddorové buriky se tim stdvaji resistentni k anti-proliferacnimu u¢inku TGF-£.

Klicovaslova: transformacni ristovy faktor-beta (TGF-J), ubikvitin-proteasomovy systém, proteiny Smad, Smad
ubikvitinligdzy Smurf.

Summary: The signaling responses to the transforming growth factor-§ (TGF-3) 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-f signaling are tightly controlled by activation and inactivation of signal transduction com-
ponents. These key transducer proteins (TGF-f receptors and Smad proteins) undergo ubiquitin-proteasome-medi-
ated degradation. The inhibitor of TGF-f3 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-f signaling and thus these cells are resistant to the anti-prolife-
rative activity of TGF-p.

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

Uvod

Transformacni rastovy faktor-f3 (TGF-) hraje dileZitou tlo-
hu vregulaci proliferace, apoptdzy a imunitni odpovédi bunék,
v angiogenese a tvorb€ extracelularni matrix (1-6). Tti iso-
merni formy TGF-f, které jsou kédovany riiznymi geny exis-
tuji u bunék savci. Signalni drdha je pro vSechny formy stej-
na. Poruchy pfenosu signialu TGF-B byly nalezeny u fady
nemoci véetné nadort (5,7-11). Pasobeni TGF-B je zpro-
stftedkovano heteromernim komplexem receptorti na povrchu

buriky. Komplex se sklada z receptort II. a I. typu (TBRII a
TPBRI) a ligandu (TGF-B). TPRII a TRRI jsou proteinkinazy,
které fosforyluji serinové a threoninové zbytky sloZek signal-
ni drahy TGF-p pii jejich aktivaci (12). Vazba ligandu indu-
kuje tvorbu uvedeného heteromerniho komplexu, kde TRRII
fosforyluje TBRI v oblasti pfilehlé k membrané a obsahujici
hlavné glycinové a serinové zbytky. Aktivovany TBRI potom
fosforyluje proteiny Smad, oznacované R-Smad, které jsou
fizeny receptory. Vazba proteini R-Smad na receptory I.typu
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je usnadnéna ukotvujicim proteinem SARA (,,Smad anchor
for receptor activation*) (2). Aktivované proteiny R-Smad tvo-
fi heteromerni komplexy se spole¢nym proteinem Smad4, kte-
ry je také oznaCovan Co-Smad. Tyto komplexy se hromadi
v jadfe bunék, kde fidi expresi cilovych gent ptisobeni TGF-
B. Rizeni exprese t&chto cilovych genti zavisi na typu bungk,
na mnozstvi TGF-f a probiha interakci s dalSimi transkripc-
nimi faktory, koaktivitory a korepresory. Vedle proteini R-
Smad a Co-Smad existuje jesté tfeti skupina tzv. inhibi¢nich
proteintt Smad (Smad6 a Smad?7). Protein Smad7 piednostné
inhibuje signdlni drihu TGF-f a aktivind (13-15). Smad6 inhi-
buje signdlni drdhu kostnich morfogenetickych proteini
(16,17), které tvori dtleZitou skupinu rodiny cytokinti TGF-f
auskuteciiuji ptenos signidlu TGF-f pfes proteiny Smad1,5a 8
(R-Smad). Protein Smad7 tvofi stabilni komplexy s aktivova-
nymi TPRI a tim brani fosforylaci proteint Smad2 a 3 (R-
Smad), tvorbé komplexit R-Smad-Smad4 a transportu téchto
komplext do jddra bun€k. Smad7 tvoii i komplexy s aktivo-
vanymi receptory I.typu pro BMP a inhibuje tak i aktivaci pro-
teintt Smad1,5 a 8 (18). Smad7 také vaze E3-ubikvitinligazy
Smurfl (,,Smad ubiquitination regulatory factor*) a Smurf2
atim pfedurcuje aktivované receptory I.typu pro TGF-$ i BMP
k degradaci proteasomy (18,19). Kromé proteinu Smad7 je
degradaci v proteasomech regulovédna i hladina dalSiho inhi-
bitoru signdlni drahy TGF-f, proto-onkoproteinu SnoN
(20,21). Popsana signélni draha TGF-f, schematicky zobra-
zend na obr.1, neni jedinym moZnym pfenosem signilu TGF-
B (4,22-25). TGF-P aktivuje také dalsi signélni drahy, neza-
visle na proteinech Smad. Jednd se o signdlni drihy
proteinkindz MAPK (4,22,23), které jsou aktivovany mitoge-
ny a o signdlni drahu GTPazy RhoA (24,25).
Ubikvitin-proteasomovy systém je diileZitym regulatorem sig-
ndlni drdhy TGF-B. Rada sloZek signdlni drihy TGF-P, které
ji stimuluji nebo inhibuji, je degradovdna v proteasomech.
Poruchy v ubikvitinylaci (pouZiva se i oznaceni ubikvitinace
a ubikvitylace) sloZek signdlni drahy TGF-f a v jejich degra-
daci proteasomy, tedy zvySend degradace prenasecl signilu
TGF-f nebo naopak snizend degradace inhibitort signalni dra-
hy TGF-, ¢asto vedou k resistenci nddorovych bunék na anti-
proliferac¢ni uc¢inek TGF-f3.

Obr.1.: Zjednodusené schema pienosu signdlu cytokint rodiny TGF-f3.
Blizsi popis signdlni drdhy TGF-f je uveden v textu.

Obr. 2.: Schema ubikvitin-proteasomového systému. Ubikvitinylace
a nasledny rozklad polyubikvitinylovaného proteinu v proteasomech je
podrobné popsén v textu.

+

91
(s —1)

e ®

HECTEs‘J\ RING E3
:
substrtfe9) @
® @ ©
® /O

recyklovany
ubikvitin

malé
peptidy

26 S proteazom

< K

.(/ I I | R-Smad
] /'_ L]
Co-Srmad
receptorovy |\ N -
Lkomplex LW
\ evtoplazma

S

Ligand (cytokin rodiny TGE-[3)

.fj:}ﬁh'-\.___-\-\.\_\
v W
[] % 1]

cytoplazmatickda membrdana

If transkripéni komplex

| koaktiviator nebo
| korepresor
kofaktor

200 KLINICKA ONKOLOGIE 18 6/2005



Ubikvitin a ubikvitinylace

Ubikvitin je maly polypeptid (76 aminokyselinovych zbytk),
ktery je pfitomen ve vSech studovanych eukaryotickych buii-
kéch a tkanich. Jeho sekvence je velmi konzervativni a li$i se
jen ve 3 aminokyselinovych zbytcich mezi ubikvitinem bunék
kvasinek a ¢lovéka. Ubikvitin bylizolovénjiZ vroce 1975 sku-
pinou Dr. Goldsteina (26). JeSté v roce 1984 bylo publikova-
no méné nez 100 praci s klicovym slovem ubikvitin. Vyzkum
v této oblasti je dnes daleko rozsahlejsi a svédci o tom asi 1000
publikaci s timto kli¢ovym slovem v roce 2003.
Ubikvitinylace je post-transla¢ni modifikace proteinu, kterd
spociva v pripojeni polyubikvitinu k proteinu kovalentni vaz-
bou. Probihd mechanizmem vicestupiiové kaskady, kterd slou-
Zik oznaceni proteinil pro rozklad v proteasomech (27). Enzym
El, ktery aktivuje C-konec ubikvitinu za pouZiti ATP, tvofi
s nim meziprodukt E1-ubikvitin (obr.2). Cystein v aktivnim
misté enzymu E1 je pfitom vazan thioesterovou vazbou na C-
koncovy glycin ubikvitinu. Aktivovany ubikvitin je potom pfe-
mistén z El na thiolovou skupinu jednoho z konjugac¢nich
enzymu E2 opét za vzniku thioesterové vazby mezi cysteinem
v aktivnim misté enzymu E2 a C-koncovym glycinem ubikvi-
tinu. Ve tfetim stupni se pfipoji E3-ubikvitinligdza, ktera spe-
cificky rozpoznd substrat. C-koncovy glycin ubikvitinu je
potom kovalentni isopeptidovou vazbou pifipojen ke druhé
aminoskupiné vnitfniho lyzinového zbytku substratu. V pfi-
pojeni dal§ich molekul ubikvitinu hraje tlohu elongacni fak-
tor E4 (28). C-koncovy glycin kazdé dalsi molekuly ubikviti-
nu se vaZe obvykle na specificky lyzinovy zbytek (Lys-48) jiz
pred tim navazané molekuly ubikvitinu. Teprve po pfipojeni
vice molekul ubikvitinu k substrdtu dojde k rozpoznani sub-
stratu proteasomem a substrat je degradovan.

Zatimco enzym E1, ktery aktivuje ubikvitin, je jeden a konju-
gacnichenzymii E2 je vice nez 40, E3-ubikvitinligazy jsou vel-
mi pocetnou heterogenni skupinou proteint (pies 500 protei-
n), kterd umoziluje specificky oznacit polyubikvitinem velké
mnoZzstvi riznych proteindl. Pro znacnou ¢ast substrati urce-
nych k degradaci v proteasomech zatim nezndme rozpozna-
vaci znaky pro enzymy E2 a E3 a degradaci proteasomy. Pti
tomto mechanizmu rozpoznani mize dojit k regulaci aktivity
uvedenych enzymuti E2 a E3, ale také i k enzymatické modifi-
kaci substratu (27).

E3-ubikvitinligdzy se déli na tii skupiny podle struktury aroz-
poznani substratu. Prvni skupina se fidi tak zvanym N-konco-
vym pravidlem , které plati pro degradaci proteind s kritkou
Zivotnosti, které obsahuji destabilizujici N-koncové basické
a hydrofébni aminokyseliny typu I (arginin, lysin, histidin)
nebo typu II (fenylalanin, tryptofan, leucin, isoleucin, tyrosin).
Tato N-koncové sekvence, Casto nazyvana destruk¢éni box nebo
degron, je signdlem pro ubikvitinylaci a naslednou degradaci
v proteasomech (29,30). Dalsi skupiny E3-ubikvitinligdz pied-
stavuji HECT (,,homologous to the E6-AP COOH terminus®)
(31,32) aRING (,,really interesting new gene*) E3-ubikvitin-
ligdzy (33). E6-AP je ubikvitinligdza, protein asociovany
k virovému proteinu E6 lidskych papiloma virt, ktery se podi-
li na ubikvitinylaci a ndsledné degradaci proteinu p53 v pro-
teasomech (31) . Cysteinovy zbytek blizko COOH konce E6-
AP je dulezity pro tvorbu thioesterové vazby s ubikvitinem
jako u enzymu E1 a E2 a hraje podstatnou tlohu i v ubikviti-
nylaci substratu. Ubikvitin je pfemistén z konjugacniho enzy-
mu E2 k cysteinu E3-ubikvitinligdz skupiny HECT pied vaz-
bou na substrat (obr.2). Aktivovany ubikvitin se pfimo vizZe
z konjugac¢niho enzymu E2 na substrit vazany k E3-ubikvi-
tinligaze skupiny RING (obr.2). E3-ubikvitinligdzy skupiny
RING obsahuji charakteristickou oblast C3H2C3 neboC3HC4,
kde cysteinové (C) a histidinové (H) zbytky vazi dva zinkové
atomy na molekulu ligézy.

E3-ubikvitinligdzy, které se podileji na oznaceni proteinii
Smad, uréenych k degradaci v proteasomech néleZi do pod-
skupiny HECT a byly pojmenovany Smurf (,,Smad ubiquiti-
nation regulatory factor*).

Objev mechanizmu oznaceni proteinti polyubikvitinem (27,34-
37) pro rozklad v proteasomech byl v roce 2004 odménén
Svédskou kralovskou akademii Nobelovou cenou za chemii.
Aaron Ciechanover a Avram Hershko z Izraele a Irwin Rose
z USA ziskali tuto cenu, protoZe jimi popsany mechanizmus
bude jisté vyuZit k vyrobé 1éki proti mnohym onemocnénim
a to nejen nddorovym.

E3-ubikvitinligdzy Smurf, NEDD4-2 a WWP1 a jejich tlo-
ha v degradaci proteinti Smad, receptori typu I pro TGF-
B a BMP, GTPazy RhoA a proto-onkoproteinu SnoN
Smurfl se podili na specifické ubikvitinylaci proteint
Smadl a Smad$, které pfenasi signal kostnich morfogene-
tickych proteinti (BMP). Konzervativni cysteinovy zbytek
blizko COOH konce oblasti HECT této E3-ubikvitinligazy
tvofi thioesterovou vazbu s ubikvitinem. Ubikvitin je pfe-
nesen k uvedenému konzervativnimu cysteinovému zbytku
z ptislu§ného konjuga¢niho enzymu E2. E3-ubikvitinligd-
za-ubikvitin thioester je potom donorem ubikvitinu pro tvor-
bu amidové vazby se substratem (Smad1 nebo Smad5). E3-
ubikvitinligazy typu HECT obsahuji kromé& oblasti HECT
na C-konci didle doménu WW (38-40) uprostfed a doménu
C2 na N-konci. Doména C2 véaze fosfolipid v zavislosti na
iontech Ca?*! a tato doména byla poprvé popsédna u protein-
kindzy C, jako oblast vdZici Ca?*!. Doména se nachdzi v fadé
proteint, které u¢inkuji v buné¢né signalizaci. Doména WW
o velikosti 38-40 aminokyselinovych zbytki obsahuje dva
charakteristické tryptofanové zbytky (W), podle kterych byla
pojmenovana. Tyto tryptofanové zbytky jsou oddéleny 20-
22 aminokyselinami (38-40). Doména WW neobsahuje Zad-
né disulfidické mustky a tvofi trojfetézcovou strukturu anti-
paralelniho B-listu. Doména WW interaguje pfednostné
s kratkymi sekvencemi, bohatymi na prolinové zbytky.
Doména WW proteinu Smurf1 interaguje specificky s pro-
teiny Smadl a Smad5 a ne s proteiny Smad2 a Smad3.
Sekvence bohatd na prolin (motiv PPXY) v oblasti linkeru
molekul Smad hraje tlohu v interakci se Smurf1. U¢inek
Smurf1 neni z4visly na indukci pomoci BMP (41). Smurf1
reguluje pfenos signalu BMP nejen pies degradaci proteint
Smadl a Smad5. Smurf1 interaguje také s inhibitory pfeno-
su signalu TGF-p a BMP, proteiny Smad6 a Smad7 a pies
tyto proteiny i s receptory I.typu pro TGF-3 i BMP a zpu-
sobi jejich ubikvitinylaci a ndslednou degradaci v proteaso-
mech (42,43). E3-ubikvitinligdza Smurf1 je schopna inter-
agovat s membranou pfes svou C2 doménu a tim naopak
transportovat Smad7 k plazmatické membrané (44).
Smurfl ucinkuje také v ubikvitinylaci guanosintrifosfatizy
(GTPé4zy) RhoA (45,47). RhoA hraje tlohu v pienosu signi-
Iu TGF-B, nezavislém na proteinech Smad (24,25). Intenzita
této dréhy pfenosu signalu TGF-f zdvisi na typu bunék (24,25).
Cilené vytazeni genu pro Smurf 1 u mysi neovlivnilo signal-
ni drdhu TGF- a BMP (47). Vedlo v8ak k akumulaci fosfo-
rylované MAPKK kinasy MEKK?2 a aktivaci kaskddy JNK (c-
Jun N-koncové kinasy) a ovlivnilo vyvoj a homeostazu kosti
(47). Vyrtazeni gent pro Smurf 1 i Smurf2 bylo v§ak pro embrya
mysSi letalni a ukazuje na pfinejmenSim ¢aste¢né zastupitelnou
funkci Smurf1 prostfednictvim Smurf2 (47).

Smurf2 také nélezi do E3-ubikvitinligdz podskupiny HECT,
obsahuje doménu WW a interaguje s proteiny R-Smad akti-
vovanymi fosforylaci receptory, ale ne s proteinem Co-Smad
(Smad4). Smurf2 m4 nejvétsi afinitu ke Smad1l a Smad?2 (48-
50), ale interaguje i se Smad3 (47,48) amoZnd i s ostatnimi R-
Smad (Smad5 a 8). Smurf2 se také vaze ke Smad7 a to neza-
visle na pfenosu signalu TGF-f (19). Smad7 pomoci své
C-koncové domény (51) zprostfedkuje vazbu Smurf2 k recep-
torim Ltypu pro TGF-3 a BMP a nasleduje rozklad komple-
xu téchto receptorti se Smad7 v proteasomech (19). Smad7 je
tedy adaptorovym proteinem pro ubikvitinlaci receptort I.typu
pro TGF-f3 a BMP. Stabilita Smad7 je urCena mirou acetyla-
ce jeho lysinovych zbytki 64 a 70. Stejné lysinové zbytky jsou
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cilem ubikvitinylace a nisledné degradace v proteasomech
(52,53).

Interakce Smurf2 a Smad2 je zdvisla na fosforylaci Smad2
v C-koncovém motivu SSXS, tedy na aktivaci Smad2 (48).
Motiv bohaty na prolinové zbytky v oblasti linkeru proteinu
Smad?2 je pravdépodobné maskovan v nefosforylovaném sta-
vu a je nepifstupny pro interakci s doménou WW E3-ubikvi-
tinligdzy Smurf2. Rada jadernych proteini interagujicich s pro-
teiny R-Smad miZe jednak ovliviiovat afinitu Smurf2
k R-Smad, ale miZe byt i tim pfedurcena k degradaci v prote-
asomech. Jednim z té€chto proteint je SnoN (,,Ski-related novel
gene product™). Smad2 piisobi jako adaptor zavisly na TGF-3
pro Smurf2 k ubikvitinylaci SnoN (50). O proto-onkoprotei-
nu SnoN pojedndme v samostatném odstavci niZe.
E3-ubikvitinligizy NEDD4-2 (,,neural precursor cell expre-
sed, developmentally down-regulated 4-2°) a WWP1 se podo-
baji E3-ubikvitinligdzdm Smurf a obsahuji stejné domény
(54,55). Podileji se obdobné jako E3-ubikvitinligdzy Smurf
na ubikvitylaci Smad?2 a jeho degradaci v proteasomech a pies
tvorbu terndrniho komplexu obsahujiciho Smad4, inhibi¢ni
Smad7 a E3-ubikvitinligazu i na ubikvitinylaci Smad4 a jeho
nasledné degradaci v proteasomech. Inhibi¢ni Smad7 zde hra-
je tlohu adaptéru interakce Smad4 s E3-ubikvitinligdzou (54).
Smad7 slouZi podobné i jako adaptor pro ubikvitinylaci recep-
torti I.typu pro TGF- pomoci E3-ubikvitinligizy NEDD4-2
a jejich degradaci v proteasomech (55).

E3-ubikvitinligazy jinych typi, které se podili na ubikvi-
tinylaci proteini Smad a proto-onkoproteinu SnoN

E3-ubikvitinligazovy komplex ROC1-SCFF, ktery se podili na
ubikvitinylaci Smad3, ndlezi do skupiny RING E3-ubikvitin-
ligdz (56). Protein ROCI1 (také oznacovany Rbx1 nebo Hrtl)
véaze cullinl, ktery je slozkou komplexu SCF. DalSimi prote-
iny v komplexu jsou Skp1 a Fbw1a (Casto oznacovén jako Tr-
CP1), ktery je daleZity pro specifické ptisobeni E3-ubikvitin-
ligdz tohoto typu (56). Interakci této E3-ubikvitinligdzy
s jadernou aktivovanou formou Smad3 napoméahd pfitomnost
koaktivatoru transkripce, proteinu p300. Smad3 je s komple-
xem E3-ubikvitinligdzy pienesen z jadra do cytoplazmy
a degradovén v proteasomech (56). Podobné komplexy E3-
ubikvitinligdzy typu RING jsou souc¢ésti komplexu APC pod-
porujiciho anafézi a hraji ddleZitou tilohu v mitoze neboli jader-
ném déleni. Béhem anafize se obé sesterské chromatidy od
sebe synchronizované oddéluji a jsou taZzeny mitotickym vie-

Obr.3.: Schema sloZeni proteasomu a popis funkci jeho podjednotek.

ténkem k opa¢nym poltim butiky. Stroschein et al. (57) popsa-
li ubikvitinylaci proto-onkoproteinu SnoN pravé komplexem
APC a Smad3 ucinkoval pri této ubikvitinylaci jako adapto-
rovy protein. Na ubikvitinylaci se podilel UbcHS jako konju-
gacni enzym E2. UbcHS5 hraje ale tlohu v ubikvitinylaci za
tcasti RING i HECT E3-ubikvitinligaz (57).
E3-ubikvitinligazové komplexy Jab1, SCFP-TrCP1 nebo CHIP
maji podil naubikvitinylaci ~ proteinu Smad4 a jeho nasled-
né degradaci v proteasomech (58-61). Jabl (také oznacena
jako CNS5) je slozka signalisomového komplexu COP9, kte-
ry obsahuje 8 podjednotek s homologii k regula¢nim pod-
jednotkdm proteasomu. Jab1 byl poprvé nalezen jako koak-
tivator transkripce genu pro c-Jun. Jabl se podili také na
degradaci Smad7 (62). CHIP (,,carboxyl terminus of Hsc70-
interacting protein‘) se podili na funkci chaperonu Hsc70 a je
zaroven E3-ubikvitinligdzou s U-boxem (61). Tato E3-ubi-
kvitinligdza naleZi do skupiny RING, ale postrada konser-
vativni cysteiny a histidiny, které vazi atomy zinku. CHIP
interaguje se Smad1 a Smad4, podili se na jejich ubikvitiny-
laci a degradaci proteasomy (61).

Obr.4.: Struktura vybranych inhibitord proteasomd.
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Sumoylace

V letech 1996-1997 byla objevena skupina polypeptidi podob-
nych ubikvitinu, kterd byla pojmenovana SUMO (Small Ubi-
quitin-related Modifier) (63,64). Mechanizmus post- translacni
modifikace cilovych proteinii sumoylaci se podoba ubikviti-
nylaci (65-68). Enzymy, které u¢inkuji v sumoylaci a odstra-
néni SUMO jsou vSak jiné neZ pii ubikvitinylaci a deubikvi-
tinylaci. Sumoylace Casto probihd na stejném lyzinovém
zbytku substratu jako ubikvitinylace a proto ji inhibuje. Cilem
sumoylace jsou proteiny hrajici daleZitou tlohu v pfenosu sig-
nélu, transkripci, zméné struktury chromatinu, opravé DNA,
mitoze, virové infekci a dopravé makromolekul (RNA a pro-
teinll) mezi cytoplazmou a jadrem buiiky (65-68).
Sumoylace na rozdil od ubikvitinylace neoznacuje proteiny
pro degradaci v proteasomech, ale reguluje interakce protein-
protein, lokalizaci v rGznych podstrukturdch jader, napf.
v jadernych téliscich (,,nuclear bodies*), interakci protein-
DNA, enzymatickou aktivitu a jak jiZ bylo zminéno ¢asto inhi-
buje ubikvitinylaci. Skupina SUMO E3-ligdz PIAS (,,protein
inhibitor of activated STAT*), inhibitord aktivovanych pie-
nasecl signélu a aktivatort transkripce STAT (,,signal trans-
ducers and activators of transcription®), interaguje se Smad4
a katalyzuje sumoylaci Smad4 (69-72). Sumoylace Smad4
zvySuje jeho stabilitu a v nékterych pifpadech i aktivitu koak-
tivatoru v regulaci transkripce (69-71). Naopak v jinych pii-
padech sumoylace Smad4 sniZila jeho aktivitu koaktivitoru
v regulaci transkripce (72,73). Je pravdépodobné, Ze sumoy-
lace Smad4 ovlivnila transkripci riznych gent riznym zpl-
sobem podle druhu analyzovaného promotoru. PIAS se také
podili na sumoylaci Smad3 i kdyZ zatim nezndme nasledky
této post-translac¢ni modifikace (74).

Deubikvitinylace

Kromé ubikvitinylacnich enzymi se v butikdch eukaryont
nachdziiznacny pocet (asi 80) deubikvitinylacnich enzymii (75).
Pomoci studia interakci protein-protein v dvouhybridnim kva-
sinkovém systému byl identifikovan deubikvitinylacni enzym
Uch37 jako partner proteinti Smad s nejvétsi afinitou k inhi-
bi¢nimu Smad7. Dalsi studium vyznamu tohoto deubikvitiny-
lacniho enzymu v pfenosu signilu rodiny cytokinit TGF-f jis-
té pfinese nové poznatky o regulaci této signdlni drdhy.

Proteasomy

Proteasom je komplexni bilkovinna ¢astice o sedimentacni
konstanté 26S a hmotnosti pfiblizné 2,5 MDa. Proteasomy se
nachdzeji v cytoplazmé i jadfe vSech eukaryotickych bunék
(76). Proteasomy se sklddaji ze dvou funk¢nich komplexii pro-
teind (obr.3). Prvni ¢ast nese katalytickou aktivitu a ma tvar
sudu délky 15 nm a priméru 11 nm. M4 sedimenta¢ni kon-
stantu 20S a skldda se ze Ctyf segmentd. Dva vnitini segmen-
ty jsou slozeny ze sedmi rtiznych B-podjednotek a dva vnéjsi
segmenty ze sedmi riiznych o-podjednotek.

Tfize sedmi 3-podjednotek maji proteolytickou aktivitu podob-
nou trypsinu, chymotrypsinu a peptidylglutamyl-peptid hydro-
laze (77-79). T€lo sudu je z obou stran zazdtkovano komplexem
proteintl o sedimentacni konstanté 19 S. Tyto komplexy jsou
nezbytné pro spravnou degradaci proteint s navdzanym polyu-
bikvitinem. Rozpoznavaji a viZou tyto proteiny urcené k degra-
daci a vtahuji je dovnitf dutiny proteasomu, kde se nachdzi kata-
lytickd mista s protedzovou aktivitou. Regula¢ni podjednotky
o sedimentac¢ni konstanté 19 S zaiidi rozbaleni proteinli urce-
nych k degradaci, odSté€peni fetézci ubikvitinu a otevieni obou
segmentll a-podjednotek 20 S proteasomu.

Inhibitory proteasomii

Uloha proteasomil v riistu bunék a apoptéze nabizi atraktivni cil
pro protinddorovou terapii. Rizné inhibitory proteasomil byly
zkouseny in vitro a in vivo v modelovych pokusech. Inhibitory pro-
teasom jsou rizné skupiny sloucenin pifrodniho charakteru (napt.
laktacystin, 1,2,3.4,6-penta-O-galloyl-B-D-glukéza, (-)-epigal-

loylkatechin-3-gallat, eponemycin, epoxymycin a dalsi) nebo
syntetické aldehydy peptidi (napt. N-benzyloxykarbonyl-leucyl-
leucyl-leucinal /MG132/, N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal
/ALLN/, N-acetyl-leucyl-leucyl-normethional /ALLM/ a dalsi),
vinylsulfontripeptid (4-hydroxy-5-jodo-3-nitrofenylacetyl-leucyl-
leucyl-leucinvinylsulfon), dipeptidyl derivat boronové kyseliny
(napt. bortezomib, nazyvany té€Z Velcade, piivodné PS-341).
Pokusné jsou zkouSeny i dalsi derivéaty odvozené od téchto inhi-
bitorii . Jedna se 0 MG262, ktery je obdobou MG132, ale obsa-
huje misto aldehydové skupiny boronit a klasto-laktacystin-3-
lakton, ktery je aktivni sloZkou vzniklou z laktacystinu a jeho
derivit ktery nese v poloze C-7 n-propyl misto methylové sku-
piny (PS-519, také zndmy jako MLN 519). Struktura nékterych
z téchto inhibitort proteasomi je ukdzdna na obr.4. Nizk4 spe-
cifi¢nost a velmi rychly obrat vétSiny téchto 1atek neumoziiuji
jejich klinické pouziti. Do klinického zkouSeni se dostaly jen
dvainhibitory proteasomil a to bortezomib, patentovany a vyra-
bény firmou Millenium Pharmaceuticals pod ozna¢enim VEL-
CADE™ a spole¢né vyvinuty s Dana-Farber Cancer Institute
v Bostonu, u fady naddorovych onemocnéni, pfedev§im mno-
hocetného myelomu (80-82) a PS-519, ktery spole¢né vyvinu-
ly firmy Millenium Pharmaceuticals Inc. a PAION GmbH,
k 1é¢bé ischémie u cévnich mozkovych prihod (83).

Rada z t&chto inhibitor{i proteasomt byla pokusn& pouZita pti
studiu vlivu degradace v proteasomech na pienos signalu cyto-
kint rodiny TGF-p.

Obr.5.: Ucast proteinu SnoN v korepresorovém komplexu s transkripé-
nimi faktory Smad pfi inhibici transkripce cilovych proteinti signdlni dra-

hy TGE-.
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mimobunéény
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Ubikvitinylace a degradace onkogennich mutant proteint
Smad

Ubikvitin-proteasomovy systém udrzuje nizkou zdkladni
hladinu sloZek signdlni drdhy cytokint rodiny TGF-f. M4
schopnosti vypnout signdlni drahu degradaci aktivovanych
receptorll a proteini R-Smad po docileni potiebné tran-
skripéni odpovédi. Je také zahrnut v degradaci neaktivnich
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mutant Smad4 u fady lidskych nddort , zejména u nadori
slinivky bfiSni, kolorektdlnich karcinomt a plicnich karci-
nomi a v men$i mife u nadortt mlé¢né Zlazy, vaje¢nika, pro-
staty, krku, jicnu a Zaludku a mutant Smad?2 u kolorektal-
nich a plicnich karcinomt (5,8,58,84-86). Nékteré z téchto
onkogennich mutaci v proteinech Smad4 a Smad2 nebrani
jejich aktivaci, tedy fosforylaci v uvedené sekvenci Ser-Ser-
X-Ser v C-koncové oblasti proteinu Smad?2, oligomerizaci
a translokaci do jadra, kde se ucastni regulace transkripce
(87-89). Smysl ménici mutace v N-koncové blasti MH1 pro-
teinu Smad4 (L43S, G65V, R100T a P130S) vedou ke zvy-
Sené ubikvitinylaci a degradaci v proteasomech onkogen-
nich Smad4 ve srovnani se Smad4 divokého typu (87-89).
Podobné zdména argininu za cystein v poloze 133 v oblas-
ti MH1proteinu Smad2 znamenala zvySenou ubikvitinyla-
ci a degradaci proteinu onkogenniho Smad2 ve srovnéni se
Smad?2 divokého typu (88). Smysl genetického kédu méni-
ci mutace v poloze 515 v doméné¢ MH2 proteinu Smad4,
kterd zplisobila zdménu argininu za stop-kodon a tim zkré-
ceny protein Smad4 o 38 aminokyselin u adenokarcinomil
slinivky bfi8ni, méla za vysledek zvySenou ubikvitinylaci
a degradaci zkrdceného proteinu Smad4 v proteasomech
(90). Navic tato mutace zabranila asociaci zkraceného
Smad4 se Smad?2 a translokaci do jadra, tedy vazbu k DNA
(90). Mutace, ménici smysl genetického kddu, v poloze 407
v doméné MH?2 proteinu Smad2 u karcinomu jater, zname-
najici zaménu glutaminu za arginin a mutace v poloze 369
Smad?2 u kolorektdlniho karcinomu vedouci k zdméné glu-
taminu za arginin ¢ini Smad?2 nestabilni a v prvém pripadé
mutace Q407R zpusobila rychlou ubikvitinylaci a degra-
daci mutovaného Smad?2 v proteasomech (91,92). Tato zji§-
téni znamenaji, Ze ¢ast onkogennich mutaci proteintt Smad4
a Smad?2 vede k jejich rychlé ubikvitinylaci a degradaci
v proteasomech. Vysledkem je porucha v pfenosu signélu
TGF-B, deregulace proliferace bunék a podpora tvorby
nddoru.

E3-ubikvitinligdzy tidi umisténi, aktivitu a stabilitu pfenase-
¢t signilu TGF-f, zejména Smad2 a TPRI. Jak jsme uvedli
vySe, Smurf2 interaguje se Smad?7, ktery slouZi jako adaptor
pro interakci Smurf2 s TBRI, pro ubikvitinylaci TBRI a pro
degradaci TPRRI v proteasomech (19). Vysoka hladina expre-
se Smurf2 byla nalezena u karcinomu jicnu vzorkt z 80 paci-
entll a znamenala invazi nddoru, metastdze do lymfatické tk4-
né a Spatnou progndzu pro pacienty s timto onemocnénim (93).
Vysokd hladina Smurf2 znamenala i zvySenou degradaci
Smad?2 a tedy sniZenou hladinu Smad2 u uvedenych pacienti
a celkovou poruchu pfenosu signdlu TGF-f3 (93).

TGF-p funguje jako supresor nddoru v ¢asnych fazich tvorby
nadoru a naopak podporuje pozdni stadium nddoru a vznik
metastaz (5,8,84,86,94,95). V pozdnim stadiu nadoru TGF-f3
neinhibuje rst bunék a indukuje transdiferenciaci epithelil-
nich bunék na mesenchymalni a tim invazi naddoru a zvySeni
metastdz. SniZzeni hladiny Smurf2 a tim sou¢asné€ zvySeni inten-
zity pfenosu signdlu TGF-f3 mtiZe u pozdniho stadia nddoru
naopak podporovat jeho metastidze. Ubikvitinligiza RNF11,
protein typu RING, m4 zvySenou expresi u invazivnich nado-
rt mlécné 7lazy (96). RNF11 interaguje se Smurf2 a ziejmé ji
ubikvitinyluje a predurc¢i k degradaci v proteasomech a tim
zesili pfenos signalu TGF-f u t€chto invazivnich nddorti mléc-
né Zlazy (96).

Protoonkoprotein SnoN

Struktura proto-onkoprotein SnoN (,,Ski-related novel gene
product) je podobnd struktufe proto-onkoproteinu Ski. Ski
byl poprvé popsan jako onkoprotein v-Ski ptac¢iho Sloan-Ket-
tering retroviru, ktery vyvolal onkogenni transformaci kufe-
cich embryonalnich bunék (97). Proto-onkoprotein SnoN je
jaderny protein , ktery obsahuje 728 aminokyselin. N-konco-
va Cast obsahuje oblast 270 aminokyselin, kterd je shodna
u vSech Ctyt savcich forem Sno. Tyto formy proteinu Sno (c-
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SnoN, SnoN2, SnoA a Snol) vznikaji alternativnim sestfihem
odpovidajici pre-mRNA. Uvedend oblast 270 aminokyselin je
konzervativné zachovana i u proteinti c-Ski a v-Ski. C-konec
se lisi u jednotlivych ¢lent této rodiny proteint. Exprese Ski
a SnoN je nizk4 a je zvySena jen v jistych fazich embryondl-
niho vyvoje a u nékterych niddorovych bunék (98). Gen pro
Sno leZi na chromosomu 3q26, tedy v onkogennim lokusu, kte-
ry je ¢asto amplifikovan u lidskych nadort (99). ZvySend
exprese SnoN je Spatnym prognostickym faktorem u karcino-
ma mlécné Zlazy positivnich na receptor pro estrogen (100).
Vedle exprese tu hraje tlohu i lokalizace SnoN, tedy rozdéle-
ni mezi jadro a cytoplazmu (100). Exprese SnoN je kontrolo-
vana na urovni stability proteinu SnoN samotnym TGF-f3
(101). IThned po stimulaci pomoci TGF-f je SnoN degradovan
(20,21) atoumozni akumulaci Smad3 a Smad?2 v jadie a jejich
fungovéni jako transkrip&ni faktory pfi fizeni transkripce cilo-
vych gent pisobeni TGF-f. TGF-f také naopak stimuluje
expresi genu pro SnoN a tim zvySuje hladinu mRNA pro SnoN.
Umoziuje tim vypnout signalni drahu TGF-3.

SnoN je represorem transkripce cilovych gent ptisobeni TGF-
B prostiednictvim transkripnich faktord Smad2 a Smad3
(98,102). SnoN tvoii komplex s t€émito proteiny Smad a se
Smad4. V tomto komplexu, ktery se viZe na DNA, jsou déle pii-
tomny jaderny korepresor N-CoR, mSin3A a histondeacetyla-
za (HDAC). Tento komplex nahradi kompex Smad2/3 a Smad4
s transkripénim koaktivatorem p300/CBP s aktivitou histona-
cetylazy azméni tak piivodné indukci transkripce cilovych genti
ptsobeni TGF-f na represi transkripce téchto genti (obr.5).
SnoN neinhiboval transkripci cilovych geni plisobeni TGF-3
v epithelidlnich butikéch plic kiecka narozdil od linii HaCaT (lid-
ska linie keratinocyt(l) a HeLa bunék (101). Zda se tedy, Ze ucin-
kovéni SnoN je z4vislé i na typu bunek (103). Tento piedpoklad
posiluje i dalsi zjisténi, Ze SnoN +/- mysi vyvinou lymfomy v dale-
ko mensi frekvenci neZ normalni SnoN+/+ mysi (104). SnoN zde
pisobi jako nddorovy supresor, zatimco v prevazné vétsing pripa-
dt pasobi jako stimulator tvorby nddoru. Ma tedy onkogenni nebo
antionkogenni i¢inky podobné jako TGF-p.

Zavér
Ubikvitin-proteasomovy systém ovliviiuje pfenos signalu cyto-
kint rodiny TGF-f3 a diikladné;jSi poznéni jeho tlohy v této sig-
ndlni drdze umozni i vyuZiti v terapii nddorovych onemocné-
ni. Inhibitor proteasomi bortezomib by mohl zvysit hladinu
receptord a proteinit Smad v piipadech jejich zvySeného roz-
kladu napt. pfi neobvykle vysoké expresi E3- ubikvitinligaz,
ucastnicich se na jejich ubikvitinylaci, tedy oznaceni pro roz-
klad v proteasomech. V téchto pfipadech by bylo moZzno i
zablokovat expresi specifickych E3- ubikvitinligdz pomoci
metody RNA interference (105,106). Dostat malou interferu-
jici RNA (siRNA) v dostate¢ném mnoZstvi a s dostate¢nou
ucinnosti specificky do nddorové tkané vSak zatim ztistava dos-
ti podstatnym problémem.
Naopak v nékterych pfipadech karcinomi se setkdvame s
poruchou ubikvitin-proteasomového systému, napi u karci-
nomu jicnu (107). Rezistence nddorovych bunék na anti-pro-
lifera¢ni uc¢inek TGF-B je zde zptisobena neschopnosti TGF-3
indukovat rozklad proto-onkoproteinu SnoN (107). Podob-
nym piikladem zvySeni hladiny proto-onkoproteinu SnoN v
invazivnich karcinomech mlé¢né 7l4zy je sniZend exprese
E3-ubikvitinligdzy typu RING, kterd je sou¢asti komplexu
APC podporujiciho anafazi a podili se na ubikvitinylaci SnoN
pro jeho degradaci v proteasomech (108). Pokud jsou prote-
asomy funk¢ni a defekt je jen v ubikvitinylaci, 1ze pouZit u
nékterych typt buné€k inhibitor syntézy proteinu anisomycin.
Anisomycin sniZi hladinu SnoN degradaci v proteasomech,
kterd je nezdvisld na ubikvitinylaci, aktivaci MAPK, inhibi-
ci syntézy proteinu a aktivaci proteind Smad (109).

Podékovani 3
Prace byla podporena grantem IGA MZ CR NC/7605-3.
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