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Kungl. Vetenskapsakademien har beslutat utdela Nobelp
"fér upptdckten av ubiquitinmedierad proteinnedbrytning”
gemensamt till

AARON CIECHANOVER
Technion - Israel Institute of Technology, Haifa, Israel,

AVRAM HERSHKO
Technion - Israel Institute of Technology, Haifa, Israel och

IRWIN ROSE
University of California, Irvine, USA.

Dodsmarkning av proteiner

Proteiner bygger upp allt levande: vixter, djur och ddrmed oss
ménniskor. De senaste artiondena har bickemin kommit langt
nar det gdller att forklara hur cellen tillverkar alla sina olika
proteiner. Men nedbrytningen av proteiner var inte lika manga
forskare intresserade av. Aaron Ciechanover, Avram Hershko
och Irwin Rose gick mot strdmmen och upptickte i borjan av
1980-talet ett av cellens viktigaste kretslopp, den reglerade
proteinnedbrytningen. Fér detta belonas de med arets
Nobelpris 1 kemi.

Aaron Ciechanover, Avram Hershko och Irwin Rose har fatt
oss att inse att cellen fungerar som en hogeffektiv kontroll-
station dir proteiner byggs upp och bryts ner i ett rasande
tempo. Nedbrytningen sker inte urskillningslost utan genom
enidetalj styrd process dar just de proteiner som ska brytas
ned i ett viss dgonblick forses med en molekylar etikett, en
"dédskyss” om man vill vara dramatisk. Darefter matas de
etiketterade proteinerna inicellernas "avfallskvarnar”, de s.k.
proteasomerna, ddr de hackas i smabitar och fGrstérs.

Etiketten utgdrs av en molekyl kallad ubiquitin. Den fasts p3
det protein som ska férstéras, foljer det till proteasomen dar
den kdnns igen som nyckeln i ett 1as och signalerar att det
kommer ett protein fér nedmontering. Strax innan proteinet
aker in i proteasomen, kopplas ubiquitin-etiketten loss for att
kunna ateranvandas.

Tack vare de tre pristagarnas insatser, ar det nu méjligt att pa
molekylar niva férstd hur cellen kontrollerar en rad centrala
processer genom att bryta ner vissa proteiner och inte andra.

Prissumma: 10 miljoner svenska kronor, delas lika mellan pris
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Nagra exempel pa processer som styrs av ubiquitinmedierad
proteinnedbrytning &r celldelningen, reparationen av skadat
DNA, kvalitetskontrollen av nytillverkade proteiner och viktiga
delar avimmunférsvaret. Nar nedbrytningen inte fungerar
korrekt blir vi sjuka. Livmoderhalscancer och cystisk fibros 3r
tva exempel. Kunskap om ubiquitinmedierad proteinnedbryt-
ning ger majlighet att utveckla lakemedel mot dessa och
andra sjukdomar.
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En mdnsklig cell innehdller hundratusentals olika proteiner. Dessa har en rad olika och viktiga funk-
tioner: som pdskyndare av kemiska reaktioner i form av enzymer, som signalsubstanser i form av hor-
moner, som viktiga aktdrer | immunforsvaret i form av antikroppar och genom att std for form och
struktur i cellen. Arets pristagare i kemi, AARON CIECHANOVER, AVRAM HERSHKO och IRWIN Rosk, har
bidragit med grundliggande kemisk kunskap om hur cellen kan reglera férekomsten av ett visst protein
genom att mdrka ut odnskade proteiner med en etikett bestdende av polypeptiden ubiquitin. Mdrkta
proteiner bryts sedan snabbt ner i celluldra "avfallskvarnar” som kallas proteasomer.

Genom upptiickten av detta reglersystem for proteiner har Aaron Ciechanover, Avram Hershko och
Irwin Rose gjort det mdjligt att pd molekyldr nivd férstd hur cellen kontrollerar en rad mycket viktiga
biokemiska processer sdsom cellcykeln, reparation av DNA, transkription av gener samt kvalitetskon-
trolf av nytillverkade proteiner. Denna form av styrd proteindéd har ocksd bidragit till att férklara hur
immunforsvaret fungerar. Defekter i systemet kan leda till en rad olika sjukdomar inkluderande olika
typer av cancer.

Dodsmarkning av proteiner

Nedbrytning kraver vl inte energi — eller?

Medan stor uppmirksamhet och mycket forskning dgnats it att forstd hur cellen kontrollerar
syntesen av ett visst protein — tminstone fem olika Nobelpris har utdelas inom detta omride
— har motsatsen, dvs. nedbrytningen av proteiner, linge ansetts mindre viktig. Man kiinde
tidigt till en rad enkla proteinnedbrytande enzymer, t.ex. trypsin, som 1 tunntarmen bryter
ner proteiner i var féda till aminosyror. Likasd studerade man linge en typ av cellorganeller,
lysosomer, i vilka proteiner som cellen tagit upp utifrdn bryts ner. Gemensamt for dessa pro-
cesser dr att de inte kriver energi {6r att [ungera.

Experiment utférda redan pd 1950-1alet visade dock att nedbrytning av cellens egna pro-
teiner kriver energi. Detta forbryllade linge forskarna och det ir just denna paradox som
ligger bakom drets Nobelpris 1 kemi: att det krivs energi {or nedbrvtningen av proteiner inuti
cellerna medan &vrig proteinnedbryining sker utan energitillférsel. Ete {Brsta steg (6r au
komma nirmare en f6rklaring av den energiberoende proteinnedbrytningen togs av Goldberg
och medarbetare som 1977 utarbetade ett cellfritt extrakt Irdn omogna réda blodkroppar,
retikylocyter, vilket katalyserar nedbrytningen av onormala proteiner pd cett ATP-beroende
sitt (ATP = adenosintrifosfat, cellens energivaluta).

Genom att anviinda ett sddant extrakt lyckades Aaron Ciechanover, Avram Ilershko och
Irwin Rose i en rad epokgérande biokemiska studier under sent 1970-tal och tidigt 1980-tal
visa att proteinnedbrytningen i cellerna sker I en serie stegvisa reaktioner vilka resulterar i
att de proteiner som ska forstéras mirks med polypeptiden ubiquitin. Denna process gor det
mojligt [6r cellen att med hég specificitet bryta ner oonskade proteiner. Det dr alltsd denna
reglering som kréver energi. Till skillnad frdn reversibla proteinmodifieringar som L.ex. foslo-
rylering (Nobelpris i fysiologi eller medicin 1992) iir reglering genom polyubiquitinering ofta
irreversibel eftersom malproteinet bryts ner. En stor del av arbetet utférdes under en serie
sommarledigheter som Avram Hershko och Aaron Ciechanover [tin universitetet 1 Haila till-
bringade hos Irwin Rose vid Fox Chase Cancer Center i Philadelphia, USA.
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Etiketten heter ubiquitin

Den molekyl som senare skulle visa sig vara sjilva den etikett som mirker ut ett protein {6r
nedbrytning isolerades redan 1973. Denna 76 aminosyror linga polypeptid isolerades frén
kalvbriss och antogs delta vid bildandet av vita blodkroppar. Eftersom man senare fann mole-
kylen i en mingd olika vivnader och organismer — dock inte i bakterier — fick den namnet
ubiquitin (som betyder allmint férekommande).

Fig 1. Ubiguitin - en vanlig polypeptid i cellen som fungerar
som sjdlva "dGdskyssen”.

Upptdckten av ubiquitinmedierad proteinnedbrytning

Avram Hershko hade efter sin doktorsexamen studerat energiberoende proteinnedbrytning
1 leverceller, men beslot 1977 att 6vergd till det ovan beskrivna retikylocytextraktet. Detta
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extrakt innehosll stora miangder hemoglobin vilket stérde experimenten. I sina forsok att
med hjilp av kromatograh avligsna hemoglobinet upptickte Aaron Ciechanover och Avram
Hershko att extrakiet kunde delas upp 1 tva fraktioner vilka var {6r sig var inaktiva. Men det
visade sig att sd fort man dterforenade de tva {raktionerna, satte den ATP-beroende protein-
nedbryvtningen iging igen. Ar 1974 rapporterade man att den aktiva komponenten 1 den ena
fraktionen var en viirmestabil polypeptid med en molekylvikt pd endast 9 000 som man kal-
lade APF-1 (=akuv princip 1 fraktion 1). Detta protein visades senare vara just ubiquitin.

Det avgirande genombrottet 1 forskningen rapporterades 1 tvd arbeten som Ciechanover,
Hershko och Rose publicerade 1980, Fram till dess var funktionen hos APF-1 helt okind. 1
det forsta arbetet visade man att APF-1 bands kovalent, dvs. med en mvcket stabil kemisk
bindning, till olika proteiner 1 extraktet. I det andra arbetet visade man vidare att flera APF-1
molekyler kunde bindas tll samma mélprotein; man kallade det senare fenomenet polyubu-
quitinering. Vi vet nu att just polyubiquitinering av substratproteiner ir den utlosande signal
som leder till proteinets nedbrytning i proteasomen. Det ir denna reaktion som utgér sjilva
mirkningen, "dodskyssen” om man s vill.

Dessa helt oviintade upptiickter dindrade 1 ett slag férutsiittningarna {6r det fortsatta arbe-
tet; nu kunde man koncentrera sig pd att identifiera det enzymsystem som binder samman
ubiquitin med dess mélproteiner. Eftersom ubiquitin dr s allmiint férekommande i olika
vidvnader och organismer insig man snabbt att ubiquitinmedierad proteinnedbrytning méste
ha en generell betydelse [6r cellen. Vidare gissade man att energibehovet i form av ATP ger
mdjlighet f6r cellen att kontrollera processens specificitet.

Filtet lag nu 6ppet och under perioden 1981-1983 utarbetade Ciechanover, Hershko, Rose
tillsammans med deras post docs och studenter “the multistep ubiquitin-tagging hypothesis”

baserad pa tre nyupptickta enzymaktiviteter som man kallade E1, E2 och E3 (fig. 2). I dag vet
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vi att en typisk didggdjurscell inneh&ller ett eller ett par olika El-enzym, nagot fler E2-enzym
och flera hundra olika E3-enzym. Det ir E3-enzymens specificitet som avgor vilka proteiner i
cellen som ska mirkas for destruktion i proteasomen.
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Fig 2. Ubiquitinmedierad nedbrytning

1 Enzymet E1 aktiverar ubiguitin-molekylen. Denna reaktion kraver energii
form av ATP.

2 Ubiquitin-molekylen fors over till ett annat enzym, E2

3 Enzymet £3 har formdgan att kanna igen det protein som ska forstoras. Likasd
faster E2-ubiguitin-komplexet sd nara proteinet att sjalva ubiquitin-etiketten
kan foras aver frdn E2 till proteinet

4 Enzymet £3 slapper nu taget om det ubiquitin-markta proteinet

5 Dettasista steg upprepas tills proteinet har en kort kedja av ubiquitin-moleky-
ler fast till sig

6 Denna ubiguitin-kedja kanns igen i proteasomens oppning. Ubiguitinetiketten
kopplas loss och proteinet slapps in och hackas i smdbitar

Alla studier fram till nu hade gjorts 1 cellfria system. For att dven kunna studera den [ysiolo-
giska funktionen av ubiquitinmedierad proteinnedbrytning utarbetade Avram Hershko och
hans medarbetare en immunkemisk metod. Genom att anvinda antikroppar mot ubiquitin
kunde man isolera ubiquitin-protein-konjugat {rin celler diir cellproteinerna hade pulsmirkts
med en radioaktiv aminosyra som inte finns 1 ubiquitin. Resultaten visade att celler verkligen
bryter ned felaktiga proteiner med hjilp av ubiquitin-systemet och vi vet nu att upp till 30%
av nysvntetiserade proteiner i en cell bryts ner via proteasomen eftersom de inte klarar cellens
rigordsa kvalitetskontroll.
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Proteasomen - cellens avfallskvarn

Vad ir en proteasom? En ménsklig cell innehéller cirka 30 000 proteasomer. Dessa tunnfor-
made strukturer kan bryta ner i stort sett alla proteiner till peptider som &r 7-9 aminosyror
l&nga. Den aktiva ytan i proteasomen sitter inne i tunnan dir den dr avskirmad frin resten
av cellen. Enda vigen in till aktiva ytan dr genom “locket”, vilket kdnner igen polyubiquitine-
rade proteiner, denaturerar dem med hjilp av ATP energi och sldpper in proteinet i tunnan
fér nedmontering sedan forst ubiquitin-etiketten avldgsnats. De peptider som bildas sldpps ut
frin proteasomens andra inda. Proteasomen sjilv kan alltsd inte vdlja mellan olika proteiner
utan det dr frimst E3-enzymet som genom att ubiquitin-etikettera ritt protein viljer ut det
f6r nedbrytning (fig. 3).

Fig 3. Cellens"avfallskvarn”, proteasomen. De svarta
punkterna indikerar aktiva, proteinnedbrytande ytor.

Utan kvalitetskontroll blir det produktionsstopp

Nir de biokemiska mekanismerna bakom den ubiquitinmedierade proteinnedbrytningen var
klarlagda omkring 1983 hade man innu inte insett dess fulla [ysiologiska betydelse. Att den
har betydelse i att f6rstora felaktiga intracellulira proteiner visste man, men {6r att komma
vidare behovde man en cell som var muterad i ubiquitinsystemet. Genom att noga studera
hur den muterade cellen skiljer sig frin en normal cell under olika tillvixtbetingelser hop-
pades man kunna {3 en bittre uppfattning om vilka reaktioner i cellen som dr beroende av
ubiquitinsystemet.

En sidan muterad muscell isolerades 1980 av en forskargrupp 1 Tokyo. Deras muscell-
mutant inncholl ett protein som pd grund av mutationen var temperaturkiinsligt. Vid ligre
temperatur fungerade proteinet som det skulle men vid hogre temperatur slutade det fung-
era. Nir cellerna odlades vid den hogre temperaturen slutade de viixa, Cellerna uppvisade
dessutom defekt DNA-svntes och andra felaktiga funkuoner vid den hégre temperaturen.
Forskare 1 Boston kunde snabbt visa att det viirmekiinshga proteinet 1 muscell-mutanten var
det ubiquitin-aktiverande enzymet E1. Uppenbarligen var ubiquitin-aktiveringen nédvindig
for att cellen 6verhuvudtaget skulle fungera och [6roka sig. Denna kontollerade proteinned-
brytning var alltsd inte bara viktig for att bryta ner felaktiga proteiner i cellen utan deltog
sannolikt dven i kontrollen av cellevkeln, DNA-replikation och kromosomstruktur.

Frin sent 1980-tal och framit har en rad lysiologiskt viktiga substrat [6r ubiquitinmedie-
rad proteinnedbrytning identifierats och hir kommer endast nigra {d av de viktigaste att

namnas.

Férhindrande av sjdlvpollinering hos vdxter
De flesta vixter dr tvdkdonade, hermafroditer. Sjilvpollinering leder till en gradvis minsk-
ning av den genetiska variabiliteten vilket pd sikt kan med{6ra att hela arten dér ut. Fér att
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férhindra detta anvinder sig vixter av ubiquitinmedierad proteinnedbrytning for att avstéta
”sjalv”-pollen. Den exakta mekanismen 4r dnnu inte klarlagd men E3-enzymet har patriffats
och nir man tillsatt proteasomhdmmare har avstotningen férsimrats.

Reglering av cellcykeln
Nar en cell ska gora en kopia av sig sjalv, r det manga kemiska reaktioner inblandade.
For en manniska ror det sig om sex miljarder baspar som ska dupliceras i DNA. Dessa
ligger samlade | 23 kromosompar som ska kopieras. Den vanliga celldelningen, mitosen,
liksomn bildandet av kdnsceller, meiosen, har manga berdringspunkter med arets Nobel-
pris. Det ansvariga E3-enzymet, ett proteinkomplex som kallas “anaphase-promoting
complex” (APC), kontrollerar att cellen gar ut ur mitosen. Enzymkomplexet har dven
visat sig ha en viktig roll vid separationen av kromosomerna under mitos och meios. Ett
annat proteinkomplex fungerar som ett rep kring kromosomparen och haller samman
dem. Vid en given signal ubiquitinmérker APC en himmare av ett visst proteinnedbry-
tande enzym varpd hammaren fors till proteasomen och blir férstort. Enzymet blir fritt,
aktiveras och klipper upp repet kring kromosomparen. | och med att repet ar borta

kan kromosomparen separeras. Felfordelning av kromosomerna under meiosen &r den
vanligaste orsaken till

resultat av felférdelning

av kromosomerna under =
Proteasom \;:’4

metafas anafas
spontana missfall under 4 ~
graviditeten och en extra :;?{ ;
kromosom 21 hos mén- _?: ;
niska leder till Downs RBE 7 ; 5
7,
syndrom. De flesta l % Zr
. &S 5 >
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mitosen.

DNA-reparation, cancer och programmerad celldéd

Proteinet p33 har kallats "genomets viktare” och det ir ett s.k. tumérsupressorprotein. Det
betyder att sa linge en cell kan tillverka p53 [6rsviras uppkomsten av cancer. Proteinet ir
foljdriktigt muterat i minst 50 % av alla humana cancer. Miingden p33-protein i en normal
cell dr l3g till f6ljd av en kontinuerlig tillverkning och nedbrytning. Nedbrytningen regleras
genom ubiquitinering och det ansvariga E3-enzymet bildar ett komplex med p33-proteinet.
Efter en DNA skada fosforyleras p53-proteinet och det gor att det inte lingre binder till sitt
E3-enzym, nedbrytningen avstannar och mingden p53-protein i cellen héjs snabbt. p53-
proteinet fungerar som en transkriptionsfaktor. En transkriptionsfaktor dr ett protein som
reglerar uttrycket av en viss gen. p53-proteinet binder till och kontrollerar gener som reglerar
reparation av DNA och programmerad celldéd. Héjda nivder av p533-protein leder forst till
stopp i celleykeln fér att ge tid till reparation av en DNA-skada. Om skadan ir f6r omfattande
utléser cellen programmerad celldéd och "begér sjilvmord”.

Nobelpriset i kemi 2004
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Infektion med humant papillom-virus ir starkt korrelerad till uppkomsten av livmoderhals-
cancer. Viruset undgar kontrollfunktionen hos p53 proteinet genom att ett virusprotein akti-
verar och dndrar igenkinningsmdénstret hos ett visst celluldart E3-enzym, E6-AP, vilket luras
att ubiquitinera p33 proteinet som helt forstérs. Till f6ljd av detta kan den infekterade cellen
inte lingre reparera DNA skador pd ett normalt sitt eller utlgsa programmerad cellddd,
mutationerna i DNA blir allt fler och slutligen kan detta leda till cancerutveckling.

Immun- och inflammationsreaktioner
En viss transkriptionsfaktor, NF-kB, reglerar minga av de gener 1 cellen som &r viktiga for
immunforsvar och inflammationsreaktioner. NF-kB-proteinet férekommer bundet till ett
himmarprotein i cellens cytoplasma och den bundna formen av NF-kB saknar aktivitet. Nir
celler utsitts {6r bakterier eller en rad olika lokala signalsubstanser fosforyleras himmarpro-
teinet och det medfér att det ubiquitineras och bryts ner i proteasomen. Det frislippta NF-
KB-proteinet transporteras till cellkirnan dir det binder till och aktiverar uttryck av specifika
gener.

Ubiquitin-proteasom systemet tillverkar dven de peptider som presenteras av immunfér-
svaret pd ytan av en virus-infekterad cell genom att bryta ned virusproteiner till limplig
storlek. T-lymfocyter kinner igen dessa peptider och angriper cellen som ett viktigt led 1 vart

férsvar mot virusinfektioner.

Cystisk fibros (CF)

Den irftliga sjukdomen Cystisk fibros, CF, orsakas av en icke-fungerande plasmamembran-
kloridkanal som kallas CFTR, “cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”. De
flesta CF-patienter har en och samma genetiska skada, en férlust av aminosyran fenylalanin
i CFTR-proteinet. Mutationen férorsakar felveckning av proteinet och det i sin tur leder till
att allt protein hills kvar av cellens kontrollsystem for proteinkvalitet. Systemet ser till att
det felveckade proteinet forstors genom ubiquitinmedierad proteinnedbrytning i stillet fér
att transporteras ut till cellviggen. En cell som saknar en fungerande kloridkanal kan inte
langre transportera kloridjoner genom cellviggen. Detta paverkar sekretionen 1 bl.a. lunga
och leder till ansamling av ett segt sekret 1 lungan vilket forsimrar funktionen och starkt skar
risken for infektion.

Ubiquitinsystemet har blivit ett intressant forskningsomride for Eikemedel mot olika sjuk-
domar. S&dana preparat kan riktas mot komponenter av det ubiquitinmedierade proteinned-
brytningssystemet [6r att hindra nedbryiningen av specifika proteiner. De kan idven utlormas
sd att de [Ar systemet att forstéra odnskade proteiner. En medicin som redan testas kliniskt
ir proteasomhimmaren Velcade (PS341) som anvinds mot multipelt myelom, en cancersjuk-

dom som berér de antigen-producerande cellerna i kroppen.

o . e .. & e .

Arets pristagare har forklarat den molekyliira bakgrunden ull et f6r alla higre celler mycket
viktigt regleringssvstem [6r proteiner. Nya cellfunktioner som styrs av ubiquitinmedierad pro-
teinnedbrytning uppticks hela tiden och denna forskning pagir i ett stort antal laboratorier

over hela varlden.
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LANKAR OCH LASTIPS

Pa Nobelprisens hemsida, www.nobelprize.org finns mer information om arets priser. Dar kan man bland
annat se presskonferensen och en intervju med en dmnesexpert som webb-TV. Dar finns ocksa en mer avan-
cerad text som mest vinder sig till forskare.
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