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Nobelova nagrada za kemiju 2004.

Dobitnici: Aaron Clechanover, Avram Hershko i Irwin Rose

za otkrice degradacije stanicnih proteina ovisne o ubikvitinu
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Ovogodisnji dobitnici Nobelove nagrade za kemiju'? Aaron Clechanover, Avram Hershko i Irwin
Rose, pridonijeli su razumijevanju stanic¢ne regulacije unistenja neispravnih ili isluzenih proteina
na kemijskoj razini. Nove spoznaje o kontroliranoj smrti proteina objasnile su kako stanica provodi
nadzor nad mnogim klju¢nim zivotnim procesima.

Proteini su stani¢ne makromolekule bitne za gradu i funkciju svih
zivih bica: biljaka, zZivotinja i ¢ovjeka. Eukariotske stanice, od
mikroorganizma kvasca pa do ¢ovjeka, sadrzavaju oko 6000 —
30 000 proteinskih gena, i najmanje toliko razlicitih proteina.
Tijekom posljednjih pedesetak godina brojna su otkrica pridonijela
razjasnjenju biosinteze proteina, ali je relativno malo pozornosti
posveceno njihovoj razgradnji. Pionir u tom poslu svakako je bio
Schoenheimer, koji je jos 1942. pokazao da se Zivotinjski proteini
stalno sintetiziraju i razgraduju.® Vecinu proteina unesenih u
stanicu (npr. hranom) hidroliziraju enzimi bez dodatnog ulaganja
energije. Medutim, razgradnja vlastitih stani¢nih proteina je proces

za koji treba energija.* Aaron Clechanover, Avram Hershko i Irwin
Rose, dobitnici ovogodisnje Nobelove nagrade za kemiju, pokazali
su tijekom sedamdesetih i osamdesetih godina prosloga stoljeca
da je razgradnja vlastitih stani¢nih proteina strogo kontroliran
dogadaj, kojem prethodi programirano molekularno obiljezavanje,
nazvano “poljupcem smrti”. Obiljezeni protein usmjerava se
potom u “odlagaliste smeca” - proteasom, gdje se uniStava
kidanjem na male komadice. Molekularna oznaka koja vodi
protein u destrukciju je polipeptid ubikvitin.> Neposredno prije
razgradnje proteina proteasomom, ubikvitinski obiljezavac se
odcjepljuje i moZe se ponovno vezati na neku drugu proteinsku
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Slika 1 — Ubikvitin-ovisna proteoliza i njezine mnogobrojne
bioloske funkcije
Fig. 1 — Ubiquitin-mediated proteolysis and its many biolo-

gical functions
Slika 3 —

Fig. 3 —

Slika 4 —

Slika 2 — Ubikvitin - polipeptid koji predstavija “poljubac smrti”  Fig. 4 —
Fig. 2 — Ubiquitin - a polypeptide that represents “kiss of death”
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Shema ubikvitin-ovisne degradacije proteina (koraci
su opisani u tekstu)

Steps in ubiquitin-mediated protein degradation (as
explained in the text)

Proteasom - “odlagaliste smeca”u stanici. Crne tockice
oznacavaju aktivni dio kompleksa koji razgraduje
proteine

Proteasome - the cell’s waste disposer. The black spots
indicate active, protein-degrading surfaces
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Slika 5 — Ubikvitin-ovisna degradacija proteina u separaciji kromosoma
Fig. 5 — Ubiquitin-mediated protein degradation in the chromosome separation
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makromolekulu. Poticanjem degradacije odabranih proteina,
stanica regulira odvijanje brojnih procesa (slika 1), kao §to je
stani¢na dioba, popravak DNA i imuni odgovor.

Prve eksperimente vazne za razumijevanje degradacije proteina
za koje je potrebna energija, nacinili su Goldberg i suradnici® po-
kazavsi da stanicni ekstrakt retikulocita (nezrelih crvenih krvnih
stanica) katalizira razgradnju abnormalnih proteina na ATP-ovisan
nacin. Upotrebom takva ekstrakta, Aaron Clechanover, Avram
Hershko i Irwin Rose uspjeli su nizom izvrsnih biokemijskih eks-
perimenata pokazati da se neZeljeni proteini degradiraju postupno,
i da je jedan od koraka obiljezavanje ubikvitinom.” Upravo pri
tom obiljezavanju trosi se energija, ali utrosak je isplativ jer stanici
omogucuje visokospecifi¢ni odabir samo nekih proteina za destru-
kciju.

Polipeptid ubikvitin (slika 2), sastavljen od 76 aminokiselina, izo-
liran je jo§ 1975. godine, ali tada se jos$ nije znala njegova funkcija.
Nazvan je ubikvitinom (lat. ubique, “posvuda”), jer je uskoro pro-
naden u razli¢itim eukariotskim organizmima, ali ne i u bakte-
rijama. Godine 1978. Ciechanover i Hershko ustanovili su da je
upravo ubikvitin nuzan za ATP-ovisnu degradaciju proteina i da
se kovalentno veze za razli¢ite proteine.” Stovise, nekoliko ubikvi-
tinskih polipeptida veze se jedan za drugim za isti protein, §to se
naziva poliubikvitinacijom. Upravo je poliubikvitinacija “polju-
bac smrti”, odnosno signal za unistenje proteina razgradnjom.>'°
Potrebne su tri razlic¢ite vrste enzimskih aktivnosti: E1, E2 i E3,
koje sudjeluju u postupnom obiljezavanju proteina,''* arazgra-
dnja se odvija u Sest koraka, kao sto je prikazano na slici 3. Prvo
E1 aktivira molekulu ubikvitina, za $to je potrebna energija koja
se dobiva hidrolizom ATP. Ubikvitin se svojom C-terminalnom
karboksilnom skupinom veze za cistein enzima E1 tioesterskom
vezom (1). Ubikvitin se potom prenosi na drugi enzim, E2 s kojim
ponovno stvara tioestersku vezu (2). Enzim E3 je protein-ligaza.
Prepoznaje ciljni protein koji treba razgraditi i prenosi ubikvitin's
E2 na ciljni protein. Stvara se amidna veza izmedu terminalne
karboksilne skupine ubikvitina i pobo¢ne aminoskupine jednog
lizina u ciljnom proteinu (3). Enzim E3 otpusta ubikvitinirani pro-
tein (4). Ubikvitinacija se ponavlja, sve dok protein ne bude obilje-
zen lancem medusobno povezanih ubikvitinskih polipeptida (5).
Na kraju, ubikvitinski polimerni “privjesak” prepoznaje prote-
asom. Ubikvitinski marker se otpusta, a protein se kida u komadice
djelovanjem proteaza u proteasomu (6).

Avram Hershko i suradnici razvili su i imunokemijsku metodu za
detekciju ubikvitin-ovisne degradacije proteina.'* Dodatkom
radioaktivnih aminokiselina stani¢noj kulturi (i to samo onih koje
ne grade polipeptid ubikvitin, npr. triptofana), omogucena je
sinteza mnogih razlicitih radioaktivnih proteina, od kojih su neki
prirodno ubikvitinirani. Za destrukciju obiljezeni interni stani¢ni
proteini detektirani su prema vezanju ubikvitin-specifi¢nih protu-
tijela. Rezultati su pokazali da stanica zaista razara ubikvitinom
obiljezene proteine, i to u prvom redu one lose, koji ne zado-
voljavaju rigorozni stani¢ni zahtjev za pravilno sintetiziranim i
strukturiranim proteinima. Novija su istrazivanja pokazala da ih
u stanici ima ¢ak oko 30 %.'’ Istrazivanja Clechanovera, Hershka
i Rosea odmah su dala naslutiti da i ispravni proteini bivaju kidani
na ubikvitin-ovisan nacin, te da je to jedan od mogucnosti reguli-
ranja stani¢nih procesa.

Stani¢ni uredaj za procesivnu ubikvitin-ovisnu razgradnju proteina
naziva se proteasom (pregledni ¢lanci 16, 17). Ljudska stanica sadr-
zava oko 30 000 proteasoma. Proteasom je kompleks sastavljen
od razlicitih proteaza (enzima koji kataliziraju hidrolizu drugih
proteina), ¢iji su polipetidni lanci sloZeni tako da ¢ine bacvastu
tvorevinu (slika 4). Aktivno mjesto proteasoma (oznaceno crnim
tockicama naslici 4) nalazi se s unutarnje strane bacvastoga kom-
pleksa, kako bi bilo zasticeno od neposrednog dodira s ostalim
dijelovima stanice. Da bi dosao do aktivne povrsine proteasoma,
protein mora proci kroz “kljucanicu”, koja prepoznaje poliubi-
kvitinirane proteine, denaturira ih koristeci energiju hidrolize ATP

i tako priprema za degradaciju, nakon sto se ukloni ubikvitinski
marker. Rezultat razgradnje je smjesa peptidnih fragmenata dugih
svega oko 7 — 9 aminokiselina. Samo poliubikvitinirani proteini
podlozni su degradaciji u proteasomu. Monoubikvitinacija ima
brojne druge novootkrivene funkcije.'®

Novija su istrazivanja potvrdila da se ubikvitin-ovisnom degrada-
cijom ne unistavaju samo abnormalni proteini, vec je to vid
regulacije djelovanja ispravnih proteina koji sudjeluju u vaznim
stani¢nim procesima, kao $to su dijeljenje stanice, replikacija DNA
i mijenjanje strukture kromosoma. Nekoliko primjera ilustrirat e
vaznost programirane degradacije proteina za Zivi svijet.

Prevencija samooprasivanja u biljaka

Biljke su vecinom biseksualni, hermafroditski organizmi. Samo-
oprasivanje bi postupno vodilo k smanjenju geneticke raznolikosti,
sto bi postalo razlogom izumiranja vrste. Stoga se degradacijom
odredenih kontrolnih proteina postize odbacivanje “vlastitoga”
polena. Inhibicijom enzima E3 remeti se taj proces.

Enzim E3 sudjeluje u kontroli stanicnoga ciklusa, jer razgraduje
vazni regulatorni protein ciklin,” a kao dio proteinskoga komple-
ksa APC (“anaphase-promoting complex”) omogucuje i separaciju
kromosoma tijekom mitoze i mejoze? (slika 5). Stanice mnogih
malignih tumora sadrzavaju promijenjeni broj kromosoma, kao
rezultat pogresne raspodjele kromosoma za vrijeme mitoze.

Popravak DNA

Jedna od funkcija proteina p53 je njegovo tumor-supresorsko
djelovanje. Dakle, dok god stanica proizvodi ovaj protein, razvoj
je tumora ometan. To je u skladu s nalazom da je u vecini tumor-
skih stanica p53 mutiran. U normalnom je tkivu razina proteina
p53 relativno niska, upravo zbog ucestale degradacije ubikvitin-
ovisnim mehanizmom. Medutim, osteti li se stanicna DNA, p53
se fosforilira i ne moze vise stvarati kopleks s enzimom E3. Kako
je E3 bitan za ubikvitinaciju i degradaciju, razgradni se proces
obustavlja, a razina tumor-supresorskog proteina u stanicama
naglo poraste i potice popravak ostecene DNA 2!

Uzrok nasljednoj bolesti, cisticnoj fibrozi (CF), nefunkcionalni je
protein koji ima ulogu membranskoga kanala za provodenje
kloridnih iona (CFTR, “cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator”). Najveci broj pacijenata ima geneticku pogresku zbog
koje nedostaje jedna aminokiselina u eksprimiranom proteinu, te
je on stoga krivo strukturiran. Stanica ¢e ukloniti takav nefunkcio-
nalni protein ubikvitin-ovisnom degradacijom.?

Razumljivo je da je ubikvitin-ovisna degradacija proteina zanim-
ljiva i farmaceutskoj industriji. Istrazuju se nove vrste terapeutika,
inhibitora razlicitih enzima opisanoga razgradnog puta. U klini-
ckom je testiranju jedan od proteasomskih inhibitora (Velca-
de), ¢ije se djelovanje povezuje sa sprecavanjem nastanka mije-
loma.
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The Nobel Prize in Chemistry 2004
I. Weygand-Durasevic

This year’s Nobel Laureates in chemistry, Aaron Ciechanover, Avram Hershko and Irwin Rose, have
contributed ground-breaking chemical knowledge of how the cell can regulate the presence of a certain
protein by marking unwanted proteins with a label consisting of the polypeptide ubiquitin. Proteins so
labeled are then broken down via the proteasomes. New knowledge of this form of controlled protein
death has also contributed to explaining how many fundamental life processes are regulated.





