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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka szoku cieplnego (heat shock proteins, Hsp) to klasa biatek szeroko rozpowszechnionych
w przyrodzie, zachowanych w ewolucji. Wystepuja u archeonéw, bakterii wiasciwych i organi-
zméw eukariotycznych. Hsp, nalezace do réznych rodzin, wspétdziataja ze sobg w wykonywa-
niu istotnych zadan, takich jak nadzér nad prawidtowym zwijaniem nowo zsyntetyzowanych
tanicuchéw polipeptydowych albo przywracanie wlasciwej konformacji zdenaturowanym
i zagregowanym biatkom. W pracy przedstawiono mechanizmy organizowania struktury
przestrzennej substratéw biatkowych, zachodzace z udzialem Hsp10, Hsp40, Hsp60, Hsp70,
Hsp90, Hsp104 (Hsp100) i Hsp110. Opisano mechanizmy wspdtdziatania Hsp o réznych masach
czasteczkowych.

biatka szoku cieplnego - fatdowanie biatek - molekularne chaperony
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Summary

Heat shock proteins (Hsps) are a class of proteins with highly conserved amino acid sequences.
They are widespread in nature; they are found in archeons, true bacteria and eukaryotic orga-
nisms. Hsps from various families, commonly interact to execute essential cellular tasks, such
as molecular regulation of newly synthesized protein-folding or restoration of the appropriate
conformation of denatured and aggregated proteins. In this review we discuss mechanisms
of spatial organization of protein structure mediated by Hsp10, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp104
(Hsp100) and Hsp110. Interactions between Hsps of different molecular weights are described.
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protein); HspBP1 - biatko 1 wigzgce Hsp70 (Hsp70-binding protein 1); MD - domena srodkowa
(middle domain); NBD — domena wigzaca nukleotyd (nucleotide binding domain); NEF — czynnik
wymiany nukleotydéw (nucleotide exchange factor); NTD - N-kor\cowa domena wigzaca nukle-
otyd (N-terminal nucleotide binding domain); PBD — domena wigzaca peptyd (peptide binding
domain); SBD - domena wigzaca substrat (substrate binding domain); sHsp — niskoczasteczkowe
Hsp (small Hsp); TNF - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor); TPR — 34-aminokwa-
sowe powtorzenia peptydowe (tetratrico peptide repeats).

Non nova, sed novae

Rzecz nienowa, ale podana w sposéb nowy
Czestaw Jedraszko, Lacina na co dzieri,
Nasza Ksiegarnia - Warszawa 1977

WPROWADZENIE

Biatka sg syntetyzowane w procesie translacji, zacho-
dzacym na matrycy mRNA. Liniowy uktad amino-
kwaséw powstatego polipeptydu jest zalezny od
sekwencji rybonukleotydowej transkryptu. W wyniku
translacji informacja genetyczna ujawnia sie w struk-
turze pierwszorzedowej powstajacego biatka. Jest to
dopiero pierwszy etap sekwencji zdarzen, prowadza-
cych do otrzymania funkcjonalnego biatka. Aminokwasy
w polipeptydzie, oddziatujac ze sobg na rézne sposoby,
musza przyjaé wlasciwy uktad w przestrzeni. Polipep-
tyd sie zwija, organizujac w drugo- i trzeciorzedowa
strukture. Biatko otrzymuje ksztalt, a doktadniej - przyj-
muje okreslong konformacje. W §rodowisku wewnatrz-
komdérkowym nowo zsyntetyzowane polipeptydy moga
sie zwing¢ w sposéb nieprawidlowy. Przestrzenny uktad
aminokwasdéw jest wéwczas niewtasciwy, pomimo ich
poprawnej kolejnosci w taticuchu polipeptydowym.

Wadliwa konformacja pozbawia biatko aktywnosci.
Zle zwiniete taficuchy polipeptydowe gromadza sie
w komérce w niefunkcjonalnych skupieniach (agrega-
tach). Ich powstawaniu sprzyjaja czynniki stresowe -

nieoptymalne warunki srodowiska, w ktérym znajduje
sie organizm. Moga to by¢, na przyktad, wysoka tempe-
ratura i niedob6r wody. Nierozpuszczalne agregaty two-
rza sie réwniez w odpowiedzi na zakazenia wirusowe
[13,24,31,104].

Organizmy dysponuja systemami biatek opiekuriczych,
ktére zapobiegaja nieprawidtowemu zwijaniu faricuchéw
polipeptydowych, odpowiadaja réwniez za rozpuszcza-
nie agregatéw zdenaturowanych biatek, co zapobiega
odktadaniu sie ich w komdrce. Mechanizmy reorganizu-
jace strukture przestrzenng biatek warunkuja tolerancje
na stresy $rodowiskowe [24,26,29,31].

Biatka szoku cieplnego (heat shock protein, Hsp) to klasa
biatek zachowanych w ewolucji, rozpowszechniona we
wszystkich domenach $wiata ozywionego. Hsp wyste-
puja u organizmdéw prokariotycznych (archeondéw i bak-
terii) i eukariotycznych (roélin i zwierzat). W komérkach
jadrzastych sa obecne w cytosolu, a takze w organellach
pétautonomicznych: mitochondriach i chloroplastach.
Hsp to biatka, ktérych synteza jest indukowana warun-
kami szoku cieplnego. Petnig wiele istotnych funkcji
i dlatego ulegaja ewolucyjnym zmianom w niewielkim
stopniu [21]. Razem tworzg sieciowo powigzany uktad
o wysokim stopniu ztozono$ci, wlaczony w przebieg
proceséw, takich jak: zwijanie nowo zsyntetyzowanych
polipeptyddw, reorganizacja struktury przestrzennej
biatek o niewtasciwej konformacji, sktadanie i demon-
taz oligomerdw czy degradacja biatek [47]. Biatka Hsp
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moga zatem petnié funkcje biatek opiekuriczych (mole-
cular chaperones), ktére z kolei uczestniczg w nada-
waniu i odzyskiwaniu natywnej struktury przez inne
biatka oraz ulegaja konstytutywnej, niezaleznej od tem-
peratury, ekspresji. Najpowszechniejszym kryterium
podziatu biatek szoku cieplnego jest ich masa czgstecz-
kowa (kDa), na podstawie ktérej przyporzadkowano Hsp
do nastepujacych rodzin: Hsp10, sHsp (Hsp o niskiej
masie czgsteczkowej), Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90
i Hsp100 [7,8,32,34,47,49,90,93,99,104,105].

Hsp, organizujac strukture przestrzenna biatek, wspét-
dziatajg ze soba. Przedmiotem niniejszej pracy sg mecha-
nizmy wspéldziatania, ktére zachodzg miedzy Hsp
o réznych masach czasteczkowych.

Bubowa HsP 1 1CH ROLA W ZWLIANIU BIALEK

Rodzina Hsp70 obejmuje Hsp o najsilniej zachowanej
ewolucyjnie sekwencji aminokwasowej i najwyzszej
wrazliwo$ci temperaturowej sposréd wszystkich Hsp
[40]. Hsp70 sktada sie z dwéch gtéwnych domen: C-kon-
cowej, zwanej domeng wigzaca peptyd (peptide binding
domain, PBD) lub domeng wigzacg substrat (substrate
binding domain, SBD) i N-koficowej, o aktywnosci

ATPazy (ATPase domain, AD), nazywanej tez domeng
wiazaca nukleotyd (nucleotide binding domain, NBD)
[3,33,75,85]. NBD skiada sie z czterech podjednostek:
IA, IB, IIA i IIB. Tworzy zaglebienie, bedace miejscem
wiazania ATP. SBD jest zbudowana z dwéch podjedno-
stek: SBDP i SBDa, bogatych odpowiednio w struktury
p-kartek i a-helis. SBDP zawiera kieszet wiazacg polipep-
tyd. SBD wykazuje powinowactwo do hydrofobowych
sekwencji aminokwasowych, eksponowanych przez nie-
wlasciwie zwiniete biatka [15]. Pomiedzy NBD i SBD znaj-
duje sie elastyczny facznik. Na C-koticu czasteczki Hsp70
wystepuje motyw EEDV, ktéry pelni istotng funkcje we
wsp6tdziataniu Hsp70 z niektérymi kofaktorami (ryc. 1)
[39,87].

Biatka z rodziny Hsp70 wystepuja w cytoplazmie, mito-
chondriach i chloroplastach. Hsp70 uczestnicza w pro-
cesach organizacji struktury przestrzennej biatek.
Odpowiadaja za zwijanie i sktadanie nowo zsyntetyzowa-
nych biatek oraz za znoszenie nieprawidtowych zmian
przestrzennych w zdenaturowanych i zagregowanych
biatkach. Hsp70 petnia powyzsze funkcje, oddziatujac
z hydrofobowymi fragmentami peptydowymi biatek
w procesie zaleznym od ATP. Hsp70 odgrywaja réwniez
role prewencyjna, zapobiegajac denaturacji i agregacji

Hsp70 NBD SBD
tacznik EEVD
Hsp110 NBD
fragment C-koncowe
insercyjny przediuzenie SED
Hsp104 MD NBD-2
domena domena
M-koncowa C-koncowa
Hsp90 NTD MD CTD

facznik

Ryc. 1. Budowa (A) Hsp70, (B) Hsp110, (C) Hsp104, (D) Hsp90. NBD — domena wiazaca nukleotyd; SBD — domena wigzaca substrat; MD — domena srodkowa; NTD —
N-koricowa domena wiazaca nukleotyd; CTD — C-koricowa domena (adaptacja wtasna wq [12,44,46,87])
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biatek w komérce. Kolejng funkcjg Hsp70 jest demontaz
komplekséw biatkowych, takich jak ptaszcz klatrynowy
czy kapsydy wirusowe [21,47].

Hsp70 kontroluje biologiczna aktywno$¢ wielu biatek
regulatorowych, przej$ciowo sie z nimi wigzac. Do takich
biatkowych regulatoréw naleza receptory hormondéw
steroidowych, kinazy i czynniki transkrypcyjne, a wéréd
tych ostatnich - czynnik szoku cieplnego (heat shock
factor, HSF). Hsp70 uczestniczy w przebiegu proceséw
zwigzanych z transdukcja sygnatéw, regulacja cyklu
komérkowego, réznicowaniem i programowanag $mier-
cig komdrki [48].

Hsp70 ulega wzmozonej syntezie w odpowiedzi na roz-
maite czynniki stresowe, przeciwdziatajac ich szko-
dliwym skutkom. Odpowiada za tolerancje na stres
temperaturowy. Wytwarzanie Hsp70 w komérkach ssa-
kéw zwieksza sie réwniez w odpowiedzi na hipoksje,
miejscowe niedokrwienie, zakwaszenie ptynéw ustro-
jowych, promieniowanie ultrafioletowe i cytokiny -
miedzy innymi czynnik martwicy nowotworu (tumor
necrosis factor, TNF) [40].

Aktywno$¢é Hsp70 jest regulowana przez kofaktory.
Hsp40 odgrywa gléwna role w komdrce jako biatko
wspétdziatajace z Hsp70 [64,76,88]. Biatka z rodziny
Hsp40 zawierajag domene J, za pomoca ktérej wigza sie
z NBD [82,88]. Domena ] najcze$ciej jest usytuowana
w regionie N-koricowym biatka. Sktada sie z siedemdzie-
sieciu reszt aminokwasowych, uktadajacych sie w cztery
helisy i jedng petle, zawierajaca tréjpeptydowy motyw
histydynowo-prolinowo-asparaginianowy (HPD). Petla
znajduje sie miedzy II i III helisg. W biatkach z rodziny
Hsp40 wystepuja inne regiony zachowane ewolucyjnie,
co stanowi podstawe do podziatu Hsp40 na trzy grupy.
Pierwszg charakteryzuja powtdrzenia reszt cysteino-
wych; zaréwno pierwsza, jak i druga grupe - region
bogaty w glicyne i fenyloalanine. W przypadku trzeciej,
powyzsze charakterystyczne uklady aminokwaséw nie
wystepuja: Hsp40 nie zawiera powtdrzen reszt cysteino-
wych, ani regionu bogatego w glicyne i fenyloalanine.
Réznice w strukturze aminokwasowej przektadajg sie na
funkcjonalno$¢ biatka. Hsp40 z grupy pierwszej i dru-
giej moga wiaza¢ substrat w innym stanie niz natywny,
natomiast te z trzeciej - nie wykazuja opisanej zdolno-
$ci [4,36,64,83]. Rycina 2 przedstawia cztery domeny
bakteryjnego Hsp40 (Dnaj) z grupy pierwszej: domene
J, region bogaty w glicyne i fenyloalanine, powtdrzenia
cysteinowe i niescharakteryzowany region C-koticowy
[27]. Hsp40 wspdtdziata z Hsp70 w wypelnianiu jego bio-
logicznych funkcji w komérce. W zwigzku z tym odgrywa
gtéwna role w procesach translacji, zwijania, rozwijania,
transportu i degradacji biatek [92].

Hsp110 jest zbudowane z dwéch domen, wystepuja-
cych u Hsp70: N-koricowej o aktywno$ci ATPazy (NBD)
i C-koficowej (SBD). SBD zawiera dodatkowe sekwencje
aminokwasowe o réznej dtugo$ci, nieobecne we frag-
mencie C-koticowym Hsp70, w tym fragment insercyjny

w SBDp (ryc. 1). Hsp110 wystepujace w cytoplazmie
komérek eukariotycznych, wspétdziata z Hsp70, jak
réwniez reguluje jego aktywnos$é. Hsp110 bierze udziat
w procesie wymiany nukleotydéw zwiazanych z NBD
Hsp70[15,16,80,97].

Hsp104 nalezy do rodziny biatek Hsp100 i do nadrodziny
ATPaz zwigzanych z réznymi aktywno$ciami komdrko-
wymi (ATPases associated with various cellular activities,
AAA+) [2,5,17]. Hsp104 skfada sie z domeny N-koricowe;j,
dwéch domen AAA+, ktdre wigza i hydrolizujg ATP (NBD1
i NBD2), domeny $rodkowej (middle domain, MD), usytu-
owanej miedzy NBD1 i NBD2 i C-koricowej domeny, nie-
obecnej u bakteryjnego homologu Hsp104 - ClpB (ryc. 1).
Podjednostki Hsp104 organizuja sie w heksamer w ksztat-
cie pierScienia ze srodkowym kanatem i zewnetrznie
umiejscowiong MD [20,91]. Obie NBD wiazg i hydrolizuja
ATP. Zwigzanie ATP przez te domeny stabilizuje heksa-
mer i oddzialywanie Hsp104 z substratem. Z kolei hydro-
liza ATP dostarcza energii do reorganizacji struktury
przestrzennej biatka. Domeny AAA+ zawieraja motywy
Walkera A i B, motywy czujnikowe 11 2 oraz petle z zacho-
wang ewolucyjnie reszta tyrozynowa (pore loop). Motyw
Walkera A zawiera petle P oddziatujaca bezposrednio
z resztami fosforanowymi ATP. Motyw Walkera B odpo-
wiada za kontakt domen NBD z ATP, jonami magnezu
oraz woda i w zwiazku z tym za efektywng hydrolize ATP.
Motywy sensorowe oddziatuja z resztg fosforanowa ATP
w pozycji y. Petla z zachowang ewolucyjnie reszta tyro-
zynowa jest zaangazowana w wigzanie i przemieszcza-
nie substratu. MD jest utworzona z peczka czterech helis.
Zawiera réwniez tylng petle, uczestniczaca w regulacji
aktywno$ci Hsp104 w rozpuszczaniu agregatéw biatko-
wych. Domena C-koticowa sktada sie z 38 reszt amino-
kwasowych, odgrywa role w heksameryzacji Hsp104.
Jej obecno$¢ nadaje biatku oporno$é temperaturowa
[14,23,57,86].

Hsp104 to biatko opiekuricze uczestniczace w dekom-
pozycji agregatéw biatkowych, w tym struktur amylo-
idowych w komérkach drozdzy. Homologiem Hsp104
u bakterii jest biatko ClpB, odbiegajace jednak wtasciwo-
$ciami i zakresem skutecznosci od swojego eukariotycz-
nego odpowiednika. ClpB uczestniczy w rozpuszczaniu
nieuporzadkowanych, amorficznych agregatéw. Jest
jednak nieefektywne wobec struktur amyloidowych.
U zwierzat wielokomdérkowych (Metazoa) nie rozpoznano
biatek homologicznych do Hsp104. Ich powszechna syn-
teza natomiast charakteryzuje krélestwa grzybdw, roslin
i bakterii [11,14,65,79,80].

Hsp90 to biatka opiekuticze wystepujace u organizméw
nalezacych do Eubacteria i Eucaryota. Umiejscowione sa
w cytoplazmie, a w mitochondriach i retikulum endo-
plazmatycznym wykryto ich homologi: Trap-1 i Grp94.
Hsp90 i ich homologi sa zbudowane z N-koricowe;j
domeny wigzgcej nukleotydy (N-terminal nucleotide
binding domain, NTD), domeny $rodkowej (MD) i C-kori-
cowego miejsca dimeryzacji (C-terminal dimerization
site, CTD) (ryc. 1). W rejonie NTD znajduje sie kieszeti
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G/F

Powtdrzenia Cys

Ryc. 2. Strukturalne motywy obecne w DnaJ (Hsp40 wystepujacym u bakterii Escherichia coli). (A) Domeny Dna J: J-domena J; G/F — region bogaty w glicyne i
fenyloalanine. (B) Domena J: HPD — motyw histydynowo-prolinowo-asparaginianowy; I, II, Ill, IV — kolejne helisy sktadajace sie na domene J. (C) Powtdrzenia
cysteinowe: 1,2, 3, 4 — kolejne powtdrzenia reszt cysteinowych (adaptacja wiasna wg [27])

wigzgca ATP, ktéra w cyklu zwijania polipeptydu jest
zamykana przez krétki fragment NBD, tzw. ,,pokrywke”
(lid). Aktywno$¢é ATPazy napedza cykl otwierania
i zamykania struktury tworzonej przez czgsteczki Hsp90
w dimerze, tzw. ,,molekularnych kleszczy”. Zwiazanie
ATP inicjuje ich zamkniecie, a hydroliza ATP - otwar-
cie. Cykl wiagzania i hydrolizy ATP ma w zwiazku z tym

gtéwne znaczenie dla funkcjonalnosci dimeru w zwija-
niu polipeptydéw. W NBD znajduje sie réwniez miejsce
uczestniczace w wigzaniu substratu [46,63,70,71,102].
Z MD faczy sie kofaktor. CTD odpowiada za dimeryza-
cje Hsp90 i w zwiazku z tym za zwiekszenie efektywno-
$ci hydrolizy ATP. Aktywno$¢ ATPazy NTD jest wieksza,
gdy NTD dwdch czasteczek Hsp90 sg zblizone w dime-
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rze [18,63,103]. Prodromou i wsp. wykazali, ze pozbawie-
nie Hsp90 domeny C-koricowej powoduje okoto 5-krotny
spadek aktywno$ci ATPazy [63].

Hsp90 zapobiegaja ujawnianiu mutacji genetycznych
w fenotypie komérki, wchodzgc w interakcje z polipep-
tydami, ktére powstajg w nastepstwie mutacji w geno-
mie. Oddziatywania z Hsp90 promujg ich prawidtowe
zwijanie do aktywnej postaci [67]. Dlatego gdy inne
biatka opiekuricze wykazuja powinowactwo do biatek
niewtasciwie sfaldowanych, substratami dla Hsp90 sa
biatka o konformacji zblizonej do natywnej [61].

Hsp60 jest zbudowane z trzech domen: wierzchotkowej,
$rodkowej i podréwnikowej (ryc. 3). Domena wierzchot-
kowa zawiera miejsca wigzgce polipeptyd i kofaktor -
Hsp10. Domena $rodkowa stanowi funkcjonalny zawias,
odpowiedzialny za konformacyjne zmiany Hsp60 w cyklu
fatdowania polipeptydéw. Domena podréwnikowa ma
aktywno$¢ ATPazy: zawiera w swojej wierzchotkowej
czesci kieszer wiazacg ATP z zachowana w ewolucji
resztg asparaginianowa w pozycji 87 [41,59,66]. Podjed-
nostki o masie 60 kDa tacza sie ze sobg w heptameryczne
kompleksy w ksztalcie pier§cieni. Pierscienie moga sie ze
soba wigza¢, tworzac strukture barytki, ztozonej z czter-
nastu monomerdéw. Hsp60 taczy sie ze strukturg utwo-
rzong z Hsp10 (ryc. 3) [30,59].

Podjednostka Hsp10 jest zbudowana z pojedynczej
domeny, zawierajacej dwie wysuniete petle, ktére two-
rza strukture spinki do wtoséw (hairpin). Monomery
Hsp10 organizuja sie w heptamer w ksztalcie koputy
(ryc. 3). W heptamerze struktury spinek do wloséw sied-
miu ztgczonych monomeréw schodza sie ze soba na
szczycie koputy, zamykajac jej sklepienie. Nieustruktu-
ryzowany, krétki region zwany ruchoma petlg, moze sie
wysuwacé z jednej z siedmiu podjednostek heptametru,
z dolnej krawedzi kopuly. Ruchoma petla jest zachowana
w ewolucji i odgrywa istotna role w oddziatywaniach

Hsp10 i Hsp60. Zawiera trdjpeptyd ztozony z nastepuja-
cych reszt aminokwaséw hydrofobowych: reszty izoleu-
cynowej, walinowej i leucynowej w pozycjach 25, 26 1 27.
Dzieki temu petla moze sie wiazaé z komplementarnym
regionem hydrofobowym Hsp60 [41].

U bakterii wystepuje homolog Hsp60 — GroEL i Hsp10 -
GroES. W komérkach bakterii system GroEL/GroES wigze
taticuchy polipeptydowe i stwarza im wlasciwe $rodowi-
sko do przyjecia prawidtowej struktury przestrzennej,
samemu ulegajac zmianom konformacyjnym, zaleznym
od wigzania i hydrolizy ATP [31,66,68,94,100]. W komér-
kach eukariotycznych, Hsp60 i Hsp10 réwniez odpo-
wiadaja za poprawne zwijanie nowo zsyntetyzowanych
taticuchéw polipeptydowych.

Mitochondrialne Hsp60 kontroluje faldowanie biatek
transportowanych do mitochondrium z cytoplazmy,
przeciwdziata réwniez skutkom stresu temperaturo-
wego, zapobiegajac denaturacji bialek mitochondrial-
nych [59]. Odkryto takze cytosolowa wersje Hsp60 [43].
Cytoplazmatyczne Hsp60 w komérkach ssakéw zawiera
26-aminokwasowg sekwencje sygnatowa na N-koricu, nie
wystepujaca w strukturze pierwszorzedowej mitochon-
drialnej wersji tego biatka. W pewnych okolicznosciach,
na przyktad w warunkach stresowych wywotanych
odwodnieniem, Hsp60 jest sprawnie transportowane
z cytoplazmy do mitochondriéw. Istotna role w powyz-
szym procesie odgrywa N-koficowa sekwencja sygna-
towa Hsp60. W prawidtowych warunkach Hsp70 jest
zwigzane z N-koricem Hsp60. Na skutek odwodnienia
w cytoplazmie gromadza sie agregaty zdenaturowanych
biatek, a Hsp70 dysocjuje od sekwencji sygnatowej Hsp60
i taczy sie z nimi jako biatko opiekuricze. Hsp60 z uwol-
nionym N-koficem moze zostaé przetransportowane
do mitochondrium, gdzie petni funkcje biatka opiekuni-
czego [31]. Tabela 1 przedstawia biatka Hsp petniace
funkcje biatek opiekuiczych, ktére wspétdziataja ze sobg
w organizowaniu struktury przestrzennej innych biatek.

Hsp10

Hsp60

\
Domena wierzchotkowa -3 A A A
. x 14
Domena zawiasowa > > v ‘ Kompleks
Hsp60-Hsp10
Domena podréwnikowa =3 V F"“’" e
S
Podjednostka A e )

Ryc. 3. Kompleks Hsp60-Hsp10 (adaptacja wtasna wg [66])
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Wspotpziaeanie Hsp70 1 Hsp40

Hsp40 stymuluje aktywno$¢ ATPazy Hsp70. Hydroliza
czasteczki ATP pociaga za soba konwersje Hsp70 ze stanu
otwartego do postaci zamknietej. Powyzsze zmiany kon-
formacyjne zachodza w cyklu, ktérego przebieg regu-
lujg kofaktory: jednym z nich jest Hsp40. Stabilizuje ono
oddziatywania miedzy Hsp70 a ich substratami, stymulu-
jac hydrolize ATP [64]. Proces ten moze by¢ pobudzany
przez domene ] Hsp40 lub przez samo biatko, ktérego
struktura przestrzenna jest poddawana reorganizacji [92].

System, na ktdry sktadaja sie Hsp70 i Hsp40 wraz z czyn-
nikiem wymiany nukleotydéw (nucleotide exchange
factor, NEF) - GrpE odpowiada za nadawanie biatkom
prawidtowej struktury przestrzennej [6,74]. Mecha-
nizm wspétdziatania bakteryjnego Hsp40 (Dnaj)
z Hsp70 (DnaK) jest podobny do tego, ktéry funkcjonuje
w komérkach eukariotycznych. Prokariotyczne Hsp40
pobudza aktywno$é ATPazy Hsp70 [64].

Mechanizm przywracania wlasciwej struktury prze-
strzennej zostat dobrze opisany u Escherichia coli. Hsp40
taczy sie z nieprawidtowo zwinietym biatkiem. Nastep-
nie domena ] Hsp40 wigze sie swojg dodatnio natado-
wana helisa 11 z ujemnie natadowang petla NBD Hsp70.
Substrat zostaje cze$ciowo przekazany na domene SBD.
Hydroliza ATP powoduje zmiany konformacyjne biatka
opiekuniczego, w wyniku czego substrat zostaje silniej
zwigzany przez Hsp70 i aktywnie rozwiniety. W nastep-
nym etapie wazng role odgrywa czynnik GrpE, odpowie-
dzialny za wymiane ADP na ATP, ktdre przytaczajac sie
do SBD, odwraca zmiany przestrzenne Hsp70 i zmniejsza
jego powinowactwo do zwigzanego biatka. Rozwiniety
substrat zostaje uwolniony z kompleksu i ulega popraw-
nemu sfaldowaniu [1,22,52].

Poczgtkowe etapy procesu naprawy biatka o niewta-
$ciwej konformacji, zachodzacego z udziatem systemu
obejmujacego Hsp70, Hsp40 i GrpE, moga przebiegaé
w odmienny sposdb. Wéwczas Hsp40 nie prezentuje
niewta$ciwie sfaldowanego biatka Hsp70, lecz taczy sie
z gotowym kompleksem Hsp70-substrat. Sposéb zapo-
czgtkowania procesu naprawy biatka zalezy od sekwen-

cji aminokwasowej btednie zwinietej czasteczki [27].
Odmienne substraty wymagaja w procesie rozwijania
swoich taricuchéw udziatu réznych biatek z rodziny
Hsp40 [50]. Tymczasem domena SBD Hsp70 wykazuje
mechaniczna elastyczno$é, umozliwiajacg zwigzanie
i poddanie naprawie wielu réznorodnych biatek [72].

Hsp70 niepotgczone z Hsp40 wykazuje niska aktywno$é
hydrolityczng wzgledem ATP. Podobnie, zdolnos¢ wia-
zania i wymiany nukleotydu we wspétdziataniu z Hsp40
jest znacznie wyzsza niz wowczas, gdy wspdtdziatanie
nie zachodzi. Na aktywno$¢ ATPazy u bakterii dodat-
nio wptywa réwniez GrpE, ktérego obecnosé¢ powoduje
podniesienie intensywnosci wymiany ADP na ATP. GrpE
stymuluje dysocjacje ADP, ktére odtacza sie od NBD,
zwalniajac miejsce dla ATP [27,82].

U bakterii odlgczenie substratu od kompleksu z Hsp70
i Hsp40 w wyniku hydrolizy ATP i zmian konformacyj-
nych w SBD powoduje jego poprawne sfaldowanie. Jest
to jednak tylko jedno ze zdarzen, ktére moga nastapié
po uwolnieniu substratu z kompleksu. Niekiedy substrat
ponownie wigze sie z Hsp70 i otrzymuje wlasciwg struk-
ture przestrzenna w kolejnym cyklu hydrolizy i wymiany
ATP. Odtaczone biatko moze réwniez utworzy¢ kompleks
zinnym systemem, ktéry koordynuje zwijanie biatka - np.
GroEL/GroES (homolog Hsp60/Hsp10) [27].

U organizméw eukariotycznych wspétdziatanie Hsp70
i Hsp40 w procesie znoszenia niepoprawnych zmian
konformacyjnych Zle zwinietego substratu przebiega
w ogblnym zarysie w taki sposdb, jak wspétdziatanie
Hsp70 i Hsp40 u bakterii. Jedna z réznic w mechanizmie
rozwijania biatka dotyczy czynnika wymiany nukleoty-
déw. W cytoplazmie komdrek jadrzastych nie wykryto
biatka homologicznego do GrpE [73], natomiast roz-
poznano jego homologi w mitochondrium [27]. Cyto-
plazmatyczne czynniki wymiany nukleotydéw (Bagl
i HspBP1) rdéznia sie od GrpE struktura, a w zwiazku
z tym i sposobem, w jaki petnig swoja funkcje [35,78].
HspBP1 w procesie wymiany nukleotydu obejmuje swoja
wklesta powierzchnig ptat I NBD Hsp70 i wywoluje prze-
mieszczenie ptatu I NBD, co powoduje zmniejszenie
powinowactwa domeny do ADP. Tymczasem mechanizm

Tabela 1. Hsp jako biatka opiekuricze wspétdziatajace w reorganizadji struktury przestrzennej innych biatek [14,15,30,64,68]

Wspétdziatajace biatka opiekunicze

| r Funkgja biatka Il

Hsp70 Hsp40 Pobudzanie aktywnosci ATPazy Hsp70

Pobudzanie wymiany nukleotydéw w NBD Hsp70; synergistyczna aktywnosc¢ opiekuricza w zwijaniu biatek
Hsp70 Hsp110 .

wielodomenowych
Hep104 Hsp70/Hspd0 Udziat w rozpoznawaniu substratu'; koordy,naqa h)./d.rollzy ATP w domenach AAA+; kontrola renaturacji
polipeptydéw rozwinietych przez Hsp104

Hsp90 Hsp70/Hsp40 Rozpoznawanie substratu, jego wiazanie i przekazywanie na Hsp90
Hsp60 Hsp10 Zamykanie polipeptydu we wgtebieniu pierscienia Hsp60; wywotywanie zmian konformacyjnych w Hsp60,

warunkujacych poprawne zwiniecie polipeptydu
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dzialania GrpE opiera sie na indukcji zmian konforma-
cyjnych w ptacie IT NBD Hsp70 [78].

W komérkach eukariotycznych wspétdziatanie Hsp70
i Hsp40 mozna rozpatrywaé w kontek$cie sieciowo
powigzanych szlakéw faldowania biatek, regulowanych
przez kofaktory. Jedna z czastek petniacych funkcje kon-
trolng jest Hip (Hsc70-interacting protein), ktéry po
hydrolizie ATP wiaze sie z kompleksem Hsp70-substrat,
stabilizujac jego strukture przestrzenna. Jednocze$nie
przez utrwalenie postaci Hsp70 zwiazanej z ADP, biatko
Hip przerywa cykl zmian konformacyjnych organizuja-
cych strukture przestrzenna biatka [27,97].

Wspotpziatanie Hsp110 1 Hsp70

Hsp110 biora udziat w rozpuszczaniu agregatéw zdena-
turowanych biatek. Zmiany w strukturze przestrzennej
biatek, wywotane czynnikami chemicznymi lub termicz-
nymi, moga zostaé odwrdcone przez komérkowa apa-
rature biatkowa, w sktad ktérej, oprécz Hsp70 i Hsp40,
wchodzg réwniez Hsp110. Powyzszy system przywraca
biatkom natywna strukture, na skutek czego powracaja
one do rozpuszczalnej frakcji cytosolu. Efektywnie i spe-
cyficznie likwiduje agregaty amorficzne i nieuporzad-
kowane, chociaz pozostaje nieskuteczny wobec struktur
amyloidowych [80].

Hsp110 i Hsp70, wspdtdziatajac ze soba, nadajg prawi-
dtowg strukture przestrzenng biatkom o budowie wie-
lodomenowej. Niesfaldowane domeny mogg ze soba

oddziatywaé, w wyniku czego biatka zwijajg sie nie-
prawidlowo i skupiaja w agregaty. Hsp110 zapobiega
powyzszym zdarzeniom, kontrolujac proces fatdowa-
nia we wspétdziataniu z Hsp70. Hsp110 funkcjonuje jako
NEF, wplywajac na podniesienie aktywno$ci ATPazy NBD
Hsp70. Hsp110 petni zarazem funkcje biatka opiekun-
czego. Hsp70 i Hsp110 wigzg sie z niesfaldowanym sub-
stratem, by nastepnie wspélnie sie od niego odlgczy¢.
Pocigga to za soba zwiniecie okre§lonej domeny biatka
w oderwaniu od pozostatych, ktére moga by¢ zwigzane
z samym Hsp70 [15,68]. Sekwencja zdarzeri kontrolo-
wanych przez Hsp70 we wspdétdziataniu z Hsp110, pro-
wadzaca do przyjecia prawidtowej konformacji przez
biatko, zostata przedstawiona na ryc. 4.

Poznano wiele homologéw biatka Hsp110. W komér-
kach ssakéw wystepuja Hsp110 (Hsp105) oraz biatka
wigzgce ATP i peptyd w komérkach zarodkowych (ATP
and peptide binding protein in germ cells, Apg) 11i 2,
a w drozdzowych - Sselp i Sse2p [15,58,96,101]. Sselp
wspdtdziata z drozdzowym ortologiem Hsp70 Ssalp.
Sselp funkcjonuje jako NEF, a zatem odpowiada za efek-
tywno$¢ procesu zastepowania ADP przez ATP oraz zwig-
zang z tym dynamike zmian konformacyjnych Hsp70
(Ssalp) w cyklu organizujgcym strukture przestrzenna
substratu. Badania wykazaly, ze obie domeny Sselp,
zaréwno C-kotficowa, jak i N-koficowa (o aktywnosci
ATPazy) warunkuja pelnienie opisanej funkeji przez to
biatko. Przylaczenie ATP do domeny N-koricowej Sselp
pociaga za soba konformacyjne zmiany, umozliwia-
jace zwigzanie Sselp ze wspomaganym Ssalp. Znacze-
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I - Element wigzacy Hsp70
| | - Element wigzacy Hsp110
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Ryc. 4. Mechanizm fatdowania biatka z udziatem Hsp70 i Hsp110. (A) Niesfatdowane biatko ma dwie domeny, z ktérych jedna (domena A) zawiera zardwno element
wiazacy Hsp70, jak i element wigzacy Hsp110, a druga (domena B) tylko element wigzacy Hsp70. (B) Z domeng A wiaz3 sie dwa biatka — Hsp70i Hsp110,
azdomena B tylko jedno — Hsp70. (C) Hsp110 i Hsp70 odtaczaja sie wspdlnie od domeny A. (D) Domena A ulegta prawidtowemu sfatdowaniu, tymczasem
domena B pozostaje zwigzana z Hsp70 (adaptacja wtasna wg [15])
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nie domeny C-koricowej dla aktywno$ci Sselp pozostaje
niewyjasnione. Badania wykazaly, Ze Sselp pozbawione
C-koricowej domeny na skutek delecji nie petnig funkcji
czynnika wymiany nukleotydéw. Aktywno$¢ NEF zostaje
catkowicie utracona wraz z C-koficem Sselp [15].

W sprzyjajacych warunkach srodowiskowych, w komér-
kach drozdzy Saccharomyces cerevisiae dominujgcym
homologiem Hsp110 jest Sselp. Tymczasem synteza
Sse2p zostaje uruchomiona w odpowiedzi na czynniki
stresowe. Jest indukowana w warunkach szoku ciepl-
nego. Sse2p cechuje sie wysoka stabilnoscig temperatu-
rowa w poréwnaniu z Sselp. W warunkach stresowych
Sse2p zastepuje Sselp w roli NEF [62].

Zbadany zostal wplyw zmian temperatury na poziom
transkrypcji genu apg-1, kodujacego Apg-1. W komér-
kach rozrodczych myszy transkrypty byty syntetyzo-
wane w sposéb ciagly, co potwierdzito przypuszczenie,
ze Apg-1 odgrywa istotng role w procesie spermatoge-
nezy. Badania na liniach komdérek podporowych kana-
lika nasiennego (komdrek Sertolego) wykazaty wptyw
wzrostu temperatury otoczenia z 32 do 39°C na trans-
krypcje genu apg-1. Indukcja ekspresji nastgpita po
uplywie dwéch godzin od chwili zadziatania stresu
cieplnego. Profil transkrypcyjny w odpowiedzi na pod-
niesienie temperatury byt podobny w przypadku bia-
tek Apg-11iHsp110 (Hsp105). Uruchomienie transkrypcji
genu apg-1 w powyzszych warunkach wskazuje na jego
udziat w odpowiedzi na stres cieplny [37]. W somatycz-
nych komérkach myszy transkrypcja genéw kodujagcych
Apg-1iHsp110 (Hsp105) jest uruchamiana w odpowiedzi
na wzrost temperatury od 32 do 39°C. Natomiast synteza

Apg-2, w przeciwiefistwie do Hsp110 (Hsp105) i Apg-1,
nie jest indukowana cieplnie [95].

Hspl05a petni funkcje negatywnego regulatora cyklu
faldowania Zle zwinietych biatek, zaleznego od hydro-
lizy i wymiany ATP. Hsp105a jest inhibitorem ATPazy
Hsp70, a w zwiazku z tym supresorem aktywnosci opie-
kuticzej Hsp70. Supresor zapobiega hydrolizie czasteczki
ATP, a przez to zmianom konformacyjnym biatka opie-
kuticzego, ktérych zajscie doprowadzitoby do silniej-
szego zwiazania substratu przez NBD i w konsekwencji
jego rozwiniecia (ryc. 5). Zatem, Hsp105a przerywa cykl
przemian prowadzacych do prawidtowego sfatdowania
zdenaturowanego biatka [97].

Hsp105a jest konstytutywnie syntetyzowany w komérce,
ale jego synteza wzrasta w warunkach stresowych.
W warunkach szoku cieplnego, wywotanego podnie-
sieniem temperatury do 42°C nastepuje alternatywne
sktadanie transkryptu (splicing) i synteza Hsp105R (dru-
giej izoformy Hsp105). Hsp105a i Hsp105R moga przejaé
funkcje Hsp70 i zapobiegaé gromadzeniu sie w cytopla-
zmie agregatéw zdenaturowanych biatek w warunkach
stresu wyrazonego istotnym spadkiem poziomu cytoso-
lowego ATP w komérce [97].

Pomiedzy domena N-koricowg i C-koticowa obu postaci
Hsp105 znajdujg sie dwie struktury: B-kartki i petli.
Za posrednictwem tej pierwszej Hsp105 wiaze zdena-
turowane biatka i zapobiega ich agregacji w cytosolu.
Swoja funkcje petni jednak przede wszystkim w warun-
kach wysokiego poziomu ADP i niskiego poziomu ATP
w komorce. Tymczasem aktywno$¢ opiekuricza Hsp70

Niskie
powinowactwo
do substratu

&
ATP

Hsp40

\\;L Pi
T

Hsp105

Wysokie
powinowactwo
do substratu

o)

/

(NEF)
++

ADP

ADP ATP

Ryc. 5. Model regulaji systemu fatdowania biatek przez Hsp105. Hsp70 zwiazane z ADP wykazuje wysokie powinowactwo do substratu. Z udziatem NEF ADP zostaje

zastapione przez ATP, co wywotuje zmiany konformacyjne Hsp70, skutkujace obnizeniem powinowactwa. Hsp105, hamujac aktywnos¢ ATPazy Hsp70,
przeciwdziata hydrolitycznemu rozszczepieniu ATP i zamknieciu cyklu (adaptacja wtasna wg [97])
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wobec zdenaturowanych biatek jest obserwowana
w warunkach przewagi ATP nad ADP [98].

Hspl05a dziata jako inhibitor aktywnos$ci opiekun-
czej Hsp70 wobec zdenaturowanych biatek, hamujac
aktywno$¢ ATPazy Hsp70. Powyzszej supresji towarzy-
szy uruchomienie ATPazy Hsp105a. Domena N-koricowa
i C-koricowa, a takze struktura R-kartki wchodzg w inter-
akcje z Hsp70. Wszystkie domeny Hsp70 biorg udziat
W jego wigzaniu z Hsp105a [97].

Wspotoziaeanie Hsp104 (Hsp100) 1 Hsp70/Hsp40

Hsp104 moze zwiekszy¢ przezywalno$é¢ drozdzy nara-
zonych na stresy $rodowiskowe, nawet 10000-krotnie
[60,79]. Drozdzowe Hsp104 petni dwie zasadnicze funk-
cje w komérce. Po pierwsze, wspétdziata z Hsp70 i Hsp40
w naprawie skutkdw stresu $rodowiskowego, na przy-
ktad temperaturowego przez rozpuszczenie agregatéw
biatkowych o nieuporzadkowanej, amorficznej struktu-
rze i przywrdcenie wlasciwej struktury i funkcji tworza-
cym je biatkom [11,19]. Badania wykazaty, ze N-koticowy
odcinek helisy 2 MD obejmujacy 12 reszt aminokwaso-
wych (477-488 aa) przej$ciowo wigze Hsp70. Mutacja
powodujaca zamiane trzech reszt lizyny w pozycjach
480, 481 i 482 na reszty alaniny lub glutaminianu hamuje
rozpuszczanie agregatéw biatkowych przez Hsp104 we
wspétdziataniu z Hsp70/Hsp40. System Hsp70/Hsp40,
wspdtdziatajac z Hsp104, taczy sie z nim i prezentuje
mu nieuporzadkowane regiony wewngtrzkomdérkowych
agregatéw. Hsp104 wigze nieustrukturyzowane petle lub
korice substratu, rozpoznajgc go. Zwigzanie ATP w NBD
stabilizuje heksamer i oddziatywania Hsp104 ze zle zwi-
nietym polipeptydem. Hydroliza ATP zapoczatkowuje
zmiany struktury przestrzennej Hsp104, w wyniku kté-
rych petle z zachowang ewolucyjnie reszta tyrozynowa
przemieszczajg sie i zaczynaja bezposrednio oddziaty-
wal z polipeptydem. Nieuporzadkowane regiony, roz-
poznawane przez Hspl04, zostaja wprowadzone do
centralnego kanatu jako pierwsze. Substrat jest przecia-

gany przez kanat z wykorzystaniem energii z hydrolizy
ATP i ulega réwnoczesnemu rozwinieciu. Jego uwolnie-
nie réwniez wymaga hydrolizy ATP. Liniowy polipeptyd
spontanicznie przyjmuje prawidtowa strukture prze-
strzenng badZ jego renaturacja zachodzi z udziatem bia-
tek opiekuriczych, wsréd ktérych moze sie znajdowa’
system Hsp70/Hsp40 (ryc. 6). Hsp70/Hsp40 ponadto
wspdldziata z Hsp104, koordynujac proces hydrolizy
ATP w domenach AAA+ Hsp104 i tym samym uspraw-
niajac pozyskanie energii niezbednej do rozpuszczania
wewnatrzkomérkowych agregatéw [14,42].

W regulacji aktywnosci Hsp104 w procesie rozwijania
polipetydu istotng role odgrywa tylna petla, umiejsco-
wiona w strukturze Hsp104 pomiedzy helisa 1 i helisg 2
MD tego biatka. Tylna petla Hsp104 jest odpowiedzialna
za wewnatrzczasteczkowe oddzialtywanie MD z NBD2.
Kontakt tych dwdch domen powoduje zahamowanie
aktywno$ci Hsp104 w rozpuszczaniu agregatéw biatko-
wych. Natomiast, gdy MD i NBD2 oddalaja sie od siebie,
Hsp104 odzyskuje aktywno$¢ [12].

Hsp104 pelni réwniez druga zasadnicza funkcje. Ma
zdolno$¢ rozpuszczania stabilnych, uporzadkowanych
wiékien amyloidowych, wobec ktérych inne Hsp oka-
zujg sie nieskuteczne [80]. W komdrkach drozdzy odpo-
wiada za dekompozycje fibrylli, tworzonych przez biatka
prionowe Sup35 i Ure2. Powyzsza aktywno$¢ wymaga
hydrolizy ATP, katalizowanej przez domeny ATPazowe
Hsp104 [81]. Hsp104 specyficznie rozpoznaje strukture
poprzecznej P-kartki (stabilizujacg wiékno amyloidowe)
i dokonuje jej demontazu [79].

W zwigzku z powyzszym Hspl04 odgrywa istotna
role w dziedziczeniu fenotypu prionowego u drozdzy.
W komérkach Saccharomyces cerevisiae biatko Sup3s
ulega konformacyjnym zmianom do prionowej postaci
[PSI*]. Zaréwno niedobdr, jak i nadmiar Hsp104 unie-
mozliwia efektywne przekazanie prionéw do komérek
potomnych. Niski poziom Hsp104 wiaze sie z powstawa-

agregat biatkowy
nierozpuszczalny
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Hsp 104
() ATP
Hsp 40
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Ryc. 6. Wspétdziatanie Hsp104 z systemem Hsp70/Hsp40 w rozpuszczaniu agregatu biatkowego. (A) Hsp70/Hsp40 taczy sie z Hsp104 i prezentuje mu
nieuporzadkowany fragment agregatu. ATP wiaze sie z NBD. (B) Polipeptyd jest ekstrahowany z agregatu i przeciaggany przez centralny kanat heksameru
Hsp104 z wykorzystaniem energii z hydrolizy ATP, ulegajac przy tym rozwinieciu. (C) Rozwiniety substrat jest uwalniany z kanatu. (D) Uwolniony polipeptyd

przyjmuje prawidtowa strukture przestrzenna (adaptacja wtasna wg [14])
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niem wielkich agregatéw (widkien) Sup35. W tej postaci
Sup35 nie moze by¢ skutecznie przekazywane do komé-
rek potomnych. W warunkach fizjologicznych Hsp104
rozbija wtékna Sup35 na mniejsze, oligomeryczne struk-
tury, wykorzystujac energie z hydrolizy ATP. Zostaja
przy tym wyeksponowane ,,zakazne koricéwki” fibryli,
rekrutujace rozpuszczalne Sup35 do agregatu. Zgod-
nie z modelem polimeryzacji, wtaczenie Sup35 w struk-
ture wiékna wymusza zmiane struktury przestrzennej
tego biatka na prionowa. Z kolei nadmiar Hsp104 moze
spowodowaé zbyt intensywna fragmentacje agregatéw
i usuniecie ,,zakaznych koficéwek” [84].

U Metazoa Hsp104 nie wystepuje, chociaz badania labo-
ratoryjne prowadzone na modelu zwierzecym wykazaty
skuteczno$é Hsp104 (obcego pochodzenia) w rozpusz-
czaniu witékien amyloidowych wystepujacych u ssakdéw.
Badano wplyw Hsp104 na agregaty obecne w komdr-
kach nerwowych osobnikéw dotknietych chorobg Par-
kinsona, zbudowane z niewielkiego, presynaptycznego
biatka - a-synukleiny [45], ktéra wykazuje tendencje
do agregacji w perikarionach neuronéw [9,38,51,77].
Wewnatrzkomérkowe wtrety a-synukleiny, zwane
ciatkami Lewy’ego, sg trudno rozpuszczalne i bardzo
stabilne [10,69,77]. Duza trwato$¢ zawdzieczaja tzw. kon-
formacji poprzecznej f (cross-p) [54,55,80].

Hsp70 i Hsp40 maja ograniczong zdolno$¢ do rozpusz-
czania dobrze uformowanych agregatéw biatkowych.
Komérki ssakéw nie maja biatek homologicznych do
Hsp104, a pytanie, czy wyksztalcity mechanizmy przy-
wracania zagregowanym biatkom natywnej struktury
i wlasciwej funkcji, pozostaje otwarte [45,53].

Przeprowadzono eksperyment na szczurach transfor-
mowanych wektorem lentiwirusowym, niosagcym gen
kodujacy Hsp104. W prébach in vitro z wykorzysta-
niem oczyszczonych biatek, Hsp104 zapobiegato two-
rzeniu sie agregatéw amyloidowych nawet wéweczas,
gdy a-synukleina 400-krotnie przewyzszata poziomem
powyzsze biatko opiekunicze. Badania in vivo wykazaly,
ze synteza Hsp104 powoduje znaczacg redukcje zmian
neurodegeneracyjnych. Hsp104 reorganizuje toksyczne
oligomery preamyloidowe, wykazuje ponadto aktyw-
no$¢ dekompozycyjng wzgledem dojrzatych widkien
amyloidowych. W eksperymencie sprawdzono réwniez
czy Hsp70 i Hsp40 moga wspomagac Hsp104 w dekompo-
zycji widkien a-synukleinowych. Hsp70 we wspdtdziata-
niu z Hsp40, ale bez udziatu Hsp104, jest niezdolne do jej
przeprowadzenia. Natomiast, w wyniku wspéldziatania
Hsp70 i Hsp40 z Hsp104, poziom dekompozycji wiékien
a-synukleinowych jest wyzszy, niz za sprawg aktywnosci
samego Hsp104 [45].

Wspotpziaeanie Hsp90 1 Hsp70/Hsp40

Dziatanie Hsp90 w komérce powoduje ztagodzenie skut-
kéw mutacji genetycznych. Hsp90 kontroluje zwijanie
polipeptydéw o sekwencji aminokwasowej zmienione;
na skutek mutacji [67].

Hsp90 organizuje strukture przestrzenng biatek we
wspéldziataniu z Hsp70 i Hsp40. Tworzy z nimi zlozone
kompleksy odpowiedzialne za nadawanie prawidlowej
struktury przestrzennej wielu biatkom sygnatowym
i receptorom dla hormonéw steroidowych. Hsp90
i Hsp70 taczg sie z czasteczka Hop (Hsc/Hsp90-organi-
zing protein) i za jej posrednictwem wigzg sie ze soba.
Hop jest biatkiem, zawierajacym motywy (powtérze-
nia) TPR (tetratrico peptide repeats), z ktérych kazdy
sktada sie z 34 reszt aminokwasowych. Z nich sg utwo-
rzone domeny TPR [103]. N-koticowa domena TPR1 Hop
wigze sie z motywem EEDV na C-koricu Hsp70. Centralna
domena TPR2 natomiast taczy sie z miejscem akcepto-
rowym na C-koricowej domenie Hsp90. W ten sposéb
powstaje kompleks Hsp90-Hop-Hsp70/Hsp40. Hsp40
petni kluczowa funkcje w tworzeniu kompleksu, przygo-
towujac Hsp70 do zwiazania z Hop. Hsp40 przyspiesza
hydrolize ATP zwigzanego z domena NBD biatka Hsp?70,
ktére w nastepstwie ulega konformacyjnym zmianom.
Struktura przestrzenna Hsp70-ADP sprzyja jego taczeniu
z Hop [28].

Model opisujacy wspétdziatanie Hsp70 i Hsp90 w reor-
ganizacji struktury przestrzennej zle zwinietego poli-
peptydu zaktada, ze substrat jest w pierwszej kolejnosci
rozpoznawany i wigzany przez system Hsp70/Hsp40.
Powstaty kompleks taczy sie z Hsp90 za posrednictwem
Hop. NBD obu czasteczek Hsp90 wigza ATP. Krétki frag-
ment NBD - tzw. ,,pokrywka”, przemieszcza sie i zamyka
kieszen wiazaca ATP, inicjujac konformacyjne zmiany,
umozliwiajgce zamkniecie ,,molekularnych kleszczy”
w dalszym etapie cyklu. Biatka zawierajace domeny TPR,
takie jak PPIazy: biatka wiazace FK506 (FK506 binding
protein, FKBP) 4 lub 5, wigzg sie z kolejnym miejscem
akceptorowym Hsp90. Hydroliza ATP w NBD pociaga
za sobg zmiane struktury przestrzennej Hsp90. NTD
przemieszczajg sie ruchem obrotowym naprzeciw MD
sasiedniej czgsteczki Hsp90: struktura dimeru skreca sie
i zamyka, a stabilno$é kompleksu - obniza. Hop, wraz
z systemem Hsp70/Hsp40, odtacza sie od Hsp90. Z dime-
rem wigza sie dwie czasteczki p23, ktére stabilizuja
kompleks Hsp90 z substratem. W tej konfiguracji poli-
peptyd przyjmuje prawidtowg strukture przestrzenna.
W wyniku zmian konformacyjnych zapoczatkowanych
hydroliza ATP, NTD czgsteczek Hsp90 oddalaja sie od sie-
bie. Struktura przestrzenna sie otwiera, a ADP i wla$ci-
wie zwiniete biatko zostajg uwolnione z NTD [44].

Wspotpziatanie Hsp60 1 Hsp10

Hsp60 jest biatkiem opiekuriczym o wysokim stopniu
homologii do bakteryjnego biatka GroEL, a Hsp10 - do
GroES. GroEL jest oligomerem, zbudowanym z dwéch
heptamerycznych pier$cieni, ktére taczac sie ze soba,
tworza kompleks przypominajgcy ksztattem barytke,
z dwoma centralnymi wgtebieniami na biegunach.
Kazda z czternastu podjednostek GroEL ma mase ok.
60 kDa. GroES réwniez jest oligomerem. Siedem 10 kDa
podjednostek uktada sie w heptameryczny pierécient
[31,66,68,94,100]. Polipeptyd umiejscawia sie we wgte-
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bieniu GroEL i przywiera do wewnetrznej powierzchni
pierscienia cis kompleksu w jego rejonach hydrofobo-
wych. Kontynuacja procesu, prowadzacego do zwiniecia
substratu, wymaga obecno$ci ATP, ktére wiaze sie z pier-
$cieniem cis oligomeru GroEL, co pocigga za sobg zmiany
jego struktury przestrzennej, przygotowujace kom-
pleks do zwigzania kofaktora. GroES wiaze sie z domena
wierzchotkowg GroEL, zamykajac polipeptyd we wgte-
bieniu i wywotujgc kolejne zmiany konformacyjne.
60 kDa monomery sie skrecaja, a wgtebienie wydtuza.
Miejsca hydrofilowe odstaniaja sie i eksponujg na jego
wewnetrznej powierzchni. Polipeptyd odrywa sie od
$ciany wglebienia, ale pozostaje zamkniety we wnetrzu
kompleksu, gdzie panuje $rodowisko sprzyjajace jego
poprawnemu zwijaniu. Nastepnie kofaktor GroES i pra-
widtowo uformowany substrat musza zosta¢ uwolnione
z GroEL. Sprzyja temu hydroliza jednej czasteczki ATP
w pierscieniu cis i - w dalszej kolejnosci - zwigzanie dru-
giej z pier$cieniem trans oligomeru. Cykl zwijania pepty-
déw jest zatem $cile zwiazany z ATP [24,30,59].

Mitochondrialne Hsp60, podobnie jak jego homolog
- GrokEs, tworzy kompleks ztozony z czternastu pod-
jednostek, uktadajacych sie w dwa pierscienie, kazdy
zawierajacy po siedem monomeréw. Kompletna struk-
tura ma ksztalt barytki z dwoma duzymi wglebieniami
(ryc. 3). Hsp10 faczy sie z domeng wierzchotkowa Hsp60
za posrednictwem ruchomej petli. Dopiero w kompleksie
Hsp60/Hsp10/nukleotyd, petla zostaje unieruchomiona.
Jej strukturalna elastyczno$é reguluje powinowactwo
Hsp10 do Hsp60 w cyklu zwigzanym ze zwijaniem poli-
peptydéw [41,59,66].

Mechanizm zwijania polipeptydéw zachodzacy
z udziatem kompleksu Hsp60/Hsp10, jest w ogélnym

PismiennicTwo

zarysie zblizony do tego, ktéry przebiega w komér-
kach bakteryjnych przy wspétdziataniu GroEL z GroES.
Istotna réznica dotyczy zdarzen poprzedzajgcych
uwalnianie zwinietego substratu i kofaktora z tetra-
dekameru. W przypadku kompleksu Hsp60/Hsp10
zachodzi ono spontanicznie po hydrolizie ATP w pier-
$cieniu cis, nie jest natomiast poprzedzone zwigza-
niem ATP z pierScieniem trans. Dwupierscieniowos$¢
nie jest kluczowa dla funkcjonalnosci systemu Hsp60/
Hsp10: wykazano, ze Hsp60 moze petnié swoja funkcje
- we wspétdziataniu z Hsp10 - jako struktura jedno-
pierécieniowa. Natomiast GroEL/GroES musi zawierad
dwa pierscienie, by jego elementy odgrywaty role bia-
tek opiekuriczych [56,59].

PopsumowaNie

Biatka szoku cieplnego, nalezgce do réznych rodzin,
wspoéldziatajg ze sobg jako biatka opiekuticze i kofak-
tory w procesach zwijania nowo zsyntetyzowanych
taticuchéw polipeptydowych lub rozpuszczania agrega-
téw zdenaturowanych biatek. Wspétdziatanie Hsp jest
istotne w takich procesach, jak translacja, translokacja
i degradacja biatek w komérce. Kompleksy réznych bia-
tek opiekuriczych odpowiadaja za poprawne zwijanie
polipeptydéw o niewlasciwej sekwencji aminokwasowej
(bedacej skutkiem mutacji genetycznych). Wspétdzia-
tanie Hsp jest réwniez istotne w procesie fatdowania
bialek wielodomenowych. Wykazano i opisano wspdt-
dzialanie biatek szoku cieplnego miedzy: Hsp70 i Hsp40,
Hsp110 i Hsp70, Hsp104 i Hsp70/Hsp40, Hsp90 i Hsp70/
Hsp40 oraz Hsp60 i Hsp10. Hsp, ze wzgledu na istotnosé
funkgji, jaka petnig w komérce, sa zachowane na kazdym
etapie filogenezy istot zywych i oporne na zmiany ewo-
lucyjne.
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