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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wybidrcza degradacja biatek jest procesem Scisle powigzanym z komérkowym systemem kontroli
ich jakosci. CHIP (carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein), biatko o wlasciwosciach liga-
zy ubikwitylowej E3 oraz koczaperonu, odgrywa gtéwna role w integracji czaperonowych, prote-
asomowych i lizosomalnych sktadowych mechanizmu kontrolnego. W niniejszej pracy skupiono
si¢ na molekularnej charakterystyce biatka CHIP, mechanizmie jego dzialania, roli w metaboli-
zmie komérkowym oraz powiazaniu dysfunkcji ligazy z procesem neurodegeneracji.

CHIP -« ligaza E3 * system kontroli jakosci biatek ¢ ubikwitylacja

Summary

Selective protein degradation depends on their quality being controlled by the cellular system,
which includes chaperones involved in protein folding and two degradation systems, the prote-
asomal and lysosomal. CHIP (carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein), an E3 ubiquitin
ligase and co-chaperone, serves as a chaperone-degradation system interface. This article reviews
the molecular characteristics of CHIP protein, the mechanism of its action, and its role in cellu-
lar metabolism and discusses how CHIP dysfunction may lead to neurodegenerative diseases.
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Wstep

2. Bubowa orAz wra$ciwoscl ENzymu CHIP

Utrzymanie homeostazy komoérkowej warunkuje popraw-
ne dziatanie mechanizmu wybidrczej degradacji biatek,
w ktérym kazdy peptyd zostaje wielokrotnie poddawa-
ny procesowi kontroli jakoSci. Sprawny przebieg proce-
su kontrolnego jest wynikiem aktywnosci enzymatycznej
dwdch systemOw — czaperonowego oraz proteasomowego.
W pierwszym z wymienionych systemow czaperony nada-
ja niesfatdowanym badZ niepoprawnie sfaldowanym pep-
tydom, eksponujacym na powierzchni hydrofobowe reszty
aminokwasowe, odpowiednia konformacje¢ przestrzenna.
Biatka o odtworzonym prawidlowym uktadzie swych do-
men zostaja uwolnione z kompleksu biatek opiekuriczych
wzbogacajac pulg poprawnie zbudowanych biatek komarki.
Peptydy o zaburzonej strukturze staja si¢ substratami ligaz
ubikwitylowych E3/E4, bedacych czescia sktadowa dru-
giego systemu — proteasomowego, przytaczajacych do ich
sekwencji taiicuch ztozony z ubikwityn. Modyfikacja jest
zwigzana z przeniesieniem peptydu na proteasom, gdzie
ulega on degradacji. Mechanizm molekularny decydujacy
o faldowaniu lub skierowaniu biatka na drogg proteolitycz-
nej degradacji pozostaje wciaz mato poznany. Wydaje sig,
ze podstawa tego mechanizmu jest stan dynamicznej row-
nowagi aktywnosci systemu proteasomowego i czaperono-
wego. Odkrycie bialek o wlasciwosciach enzymoéw ubikwi-
tylujacych oraz wiasciwosciach koczaperonowych sprawito,
ze to wlasnie im przypisano rolg integrujaca dziatanie obu
systeméw. Nalezy do nich biatko CHIP, ligaza ubikwitylo-
wa z rodziny U-box. Obecnos¢ w jego czasteczce dome-
ny umozliwiajacej interakcje z czaperonami oraz domeny
o aktywnosci ligazy ubikwitylowej E3 sprawia, ze CHIP
jest doskonatym przyktadem swoistego ,,przetacznika mo-
lekularnego™ w procesie faldowania/degradacji peptydu.
Stwierdzono ponadto, ze zaburzenia jego funkcji prowadza
do pojawiania si¢ choréb neurodegeneracyjnych.

W pracy zebrano wyniki badan, wskazujace na istotng role
biatka CHIP w procesie faldowania biatek oraz ich degra-
dacji, jak i wptywu ligazy na metabolizm komdérkowy.
Wyniki zebranych badari zdaja si¢ sugerowaé potencjal-
ne mozliwosci zastosowania tego enzymu w terapii cho-
rob neurodegeneracyjnych.

1. Gen CHIP

Przeszukanie biblioteki cDNA serca cztowieka sondg kom-
plementarng do sekwencji domeny TPR (tetratricopeptide
repeat) ludzkiego biatka Cyp-40 umozliwito odnalezienie,
anastepnie sklonowanie sekwencji genu CHIP. Domena TPR
jest motywem strukturalnym spotykanym w biatkach U-box,
posredniczacym w oddziatywaniach biatko-biatko [7].

Ligaze CHIP cztowieka koduje gen o dtugosci 2653 pz,
znajdujacy si¢ na kréotkim ramieniu chromosomu 16,
w locus 13.3. Gen buduje 7 eksonéw oraz odpowiadajaca
im liczba intronéw (GenelD: 10273). Produkt genu CHIP
jest obecny niemal we wszystkich komdérkach organizmu
ludzkiego. Najwyzszy poziom jego ekspresji stwierdzono
w tkance nerwowej oraz w mi¢$niach poprzecznie praz-
kowanych. Ponadto transkrypt CHIP wykryto w trzustce,
plucach, watrobie oraz nerkach. Jego homologi odnajdy-
wane sa w organizmach odlegtych filogenetycznie, takich
jak mysz, muszka owocowa, czy rzodkiewnik.

Ludzkie biatko CHIP jest dimerem o masie czasteczko-
wej 70 kDa, ktérego monomer jest zbudowany z 303 reszt
aminokwasowych [7]. W sekwencji aminokwasowej bial-
ka zmapowano kilka funkcjonalnych domen, w tym po-
tozona na jego N-konicu domeng zawierajaca trzy powto-
rzenia zbudowane z 34 reszt aminokwasowych — domeng
TPR (tetratricopeptide repeat) [53]. Wyniki doswiadczen
Ballingera i wsp. dowodza, ze TPR jest odpowiedzialna za
oddziatywania z domenami akceptorowymi biatek czape-
ronowych Hsc/Hsp70 i Hsp90, umiejscowionymi na ich
konicach karboksylowych [7]. Reszty aminokwasowe do-
meny TPR krytyczne dla interakcji CHIP z biatkami HSP
sg zachowane w toku ewolucji [44]. Do oddziatywain CHIP
z biatkami z rodziny HSP niezbedna jest réwniez srodko-
wa silnie natadowana czg$¢ polipeptydu [53]. Mutanty po-
zbawione domeny TPR i/lub czgsci natadowanego regionu
nie byty zdolne do takich oddziatywan [7]. W Srodkowym
regionie ligazy zmapowano domeng coiled coil odpowie-
dzialng za proces dimeryzacji biatek. Wyniki doswiadczen,
w ktdrych sprzegano peptydy pelnej dtugosci oraz pozba-
wione motywu coiled coil, dokumentowaty, ze domena ta
jest zaangazowana w dimeryzacj¢ biatka CHIP [37]. Na
karboksylowym konicu biatka CHIP, konserwowanym rejo-
nie peptydu, znajduje si¢ domena U-box. Analiza sekwencji
aminokwasowej wykazata, ze domena U-box jest domena
homologiczna do domeny RING finger, zaréwno pod wzgle-
dem strukturalnym, jak i funkcjonalnym. Konserwowane
hydrofobowe reszty aminokwasowe sa odpowiedzialne za
interakcje domeny U-box z enzymami E2 koniugujacy-
mi ubikwityne [5]. Funkcjonalna czasteczka ligazy CHIP
w obecnosci enzymow klasy E1, E2 oraz ubikwityny ka-
talizowata tworzenie koniugatéw ubikwitylowych, podczas
gdy fragment biatka CHIP pozbawiony domeny U-box lub
z substytucja konserwowanej w pozycji 270 U-box proli-
ny nie wykazywat takiej aktywnosci [20]. Wedlug Aravind
i Koonin ligazy U-box nie tworza wysokoenergetycznego
wiazania tioestrowego z ubikwityna, lecz stanowia tacz-
nik pomigdzy enzymem koniugujacym i substratem [5].
Umozliwiaja w ten sposéb transfer ubikwityny z enzymu
E2 na biatko rozpoznane przez kompleks ubikwitylujacy,
ktérego sktadnikiem jest CHIP.

W trakcie procesu ubikwitylacji domena U-box wspdtdzia-
ta z innymi domenami biatka CHIP. Zaobserwowano, ze
biatko pozbawione domeny dimeryzacyjnej tracito jedno-
czes$nie aktywnos¢ ligazy. Przywrdécenie wlasciwosci liga-
zy E3 wiazato si¢ z wydluzeniem sekwencji peptydu tak,
by obejmowat sekwencje coiled coil. Obserwacje te suge-
ruja, ze aktywna postacia enzymu CHIP jest jedynie ho-
modimer [37].

3. CHARAKTERYSTYKA FUNKCJONALNA BIAtKA CHIP

Ligaza CHIP wykazuje bardzo szeroki zakres dziata-
nia w poréwnaniu z innymi ligazami ubikwitylowymi E3
[24,27]. CHIP rozpoznaje samodzielnie cz¢$¢ swoich sub-
stratéw, w tym substraty niefizjologiczne, takie jak lucy-
feraza [31,32,40]. Aby wyjasni¢ zdolnos¢ biatka CHIP do
rozpoznawania tak wielu substratéw nalezy zwrdci¢ uwa-
ge, ze w eksperymentach in vitro dodanie do préby biatek
czaperonowych Hsp90 lub Hsp70 wraz z Hsp40 (Hsp40
utatwia zatadowanie niepoprawnie sfatdowanych pepty-
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déw na Hsp70) znacznie zwigkszato poziom ubikwitylacji
substratu [32,36,40]. Czg$¢ wynikéw wrecz wskazuje, ze
w odtworzonych systemach ubikwitylujacych, biatka opie-
kuficze sa najwazniejszym elementem umozliwiajacym
zajscie reakcji. CHIP tworzy bowiem kompleks z ubikwi-
tylowanym biatkiem gtéwnie za posrednictwem cztonkéw
rodziny HSP [36]. Dalszych dowodéw dokumentujacych
ten poglad dostarczyty badania nad wptywem ligazy CHIP
na modelowe substraty biatek Hsp70 i Hsp90, ktérymi sa
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regu-
lator) oraz receptor glikokortykoidéw. W obu przypadkach
wspotdziatanie ligazy z rodzing biatek HSP w trakcie pro-
cesu ubikwitynozaleznej degradacji biatek odbywato sig
przez domeng TPR [11,34]. Wyniki powyzszych ekspery-
mentéw pozwolity na postawienie tezy, ze CHIP jest en-
zymem ubikwitylujacym, a takze umozliwity poznanie
mechanizméw pozwalajacych ligazie na degradacj¢ rézno-
rodnych substratéw. Nie ttumaczyty jednak, w jaki sposéb
biatko CHIP oddziatuje na maszyneri¢ czaperonowa tak, ze
ta staje si¢ integralnym sktadnikiem systemu proteolitycz-
nej degradacji biatek. Ballinger i wsp. zbadali wzajemne
relacje biatka CHIP z biatkiem Hsc70 oraz jego postacia
Hsp70 podlegajaca ekspresji w warunkach stresowych [7].
Fizjologiczna funkcja Hsc70 jest promowanie poprawnej
konformacji nowo syntetyzowanych polipeptydéw, nato-
miast Hsp70 zapobiega agregacji i renaturuje uszkodzone
biatka. Oba czaperony wspétdziataja z biatkiem Hsp40, kto-
re ulatwia przylaczenie peptydu do kompleksu Hsc/Hsp70
[21]. W doswiadczeniach ubikwitylacji in vitro biatek ro-
danazy oraz lucyferazy, do znacznego obnizenia aktywno-
$ci renaturujacej kompleksu Hsc/Hsp70-Hsp40 dochodzito
jedynie w obecnosci ligazy CHIP. W tym kontekscie poja-
wia si¢ pytanie, w ktérym momencie reakcji dochodzi do
zaburzenia procesu renaturacji katalizowanego przez bial-
ka Hsc/Hsp70? Badania funkcjonalne domeny ATP-azowej
biatek czaperonowych w kompleksie z ligaza CHIP wyka-
zaly, ze biatko to nie wptywa na wigzanie, hydrolize, ani
uwalnianie nukleotydéw z centrum aktywnego czapero-
now. Wysunigto wigc wniosek, ze CHIP hamuje kaskade
wydarzen nastgpujaca po zwiazaniu substratu przez Hsc/
Hsp70, obnizajac powinowactwo kompleksu czaperonéw
do denaturowanego peptydu [7].

Ligaza CHIP moze wypetnia¢ swa funkcje niezaleznie od
interakcji z biatkiem Hsp70. CHIP moduluje aktywnos¢
biatka opiekuniczego Hsp90, bedacego jednym ze skiad-
nikéw komplekséw remodulujacych strukturg bialtek. Za
bezposrednie interakcje CHIP z Hsp90, i innych bialek
HSP, odpowiadaja miejsca akceptorowe obecne w dome-
nie TPR ligazy. Badania, w ktérych postuzono sig biatko-
wymi lizatami retikulocytéw krolika, pozwolity okreslic,
w jaki spos6b CHIP wptywa na funkcjonowanie Hsp90
[11]. Okazato sig, ze ligaza CHIP zmienia sktad hetero-
kompleksu tworzonego przez czaperon promujac czgS$cio-
wa lub catkowita dysocjacje jego sktadnikéw - biatek Hop
(Hsp70/Hsp90-organizing protein) oraz p23. Wiaczenie
CHIP do kompleksu powoduje dysocjacj¢ wspomnianych
czynnikéw biatkowych, podobnie jak w przypadku kom-
pleksu Hsc/Hsp70, prowadzi do zablokowania funkcji
Hsp90 i umozliwia ubikwitylacje peptydu zasocjowane-
go z biatkiem opiekuniiczym [11].

W procesie ubikwitylacji ligaza CHIP wykorzystuje row-
niez inne reszty lizyny niz 48, np. lizyng 29 oraz 63 ubi-

kwityny. Ten nietypowy wzorzec modyfikacji obserwo-
wano w przypadku monoubikwitylacji czaperonu Hsp70
[27]. W przypadku ligaz E3 ubikwitylacja poprzez 29 lub
63 resztg lizynowa najprawdopodobniej ma znaczenie re-
gulacyjne [50]. W przypadku Hsc70 funkcja tego procesu
jest nieznana. Niektérzy badacze sugeruja, ze jego ubikwi-
tylacja moze odgrywac rolg w czasie transportu ubikwi-
tylowanego substratu do proteasomu. To przypuszczenie
wydaje si¢ o tyle zasadne, ze inny sktadnik maszynerii cza-
peronowej BAG-1 ulega réwniez nietypowej modyfikacji
ubikwityng. Biatko BAG-1 bierze udziat w wymianie nu-
kleotydéw w Hsp70. Moze ono tworzy¢ tréjsktadnikowe
kompleksy z biatkiem CHIP i biatkiem czaperonowym,
ktérych powstanie promuje ich transport do proteasomu
i degradacje substratu Hsp70 [3].

Aktywnos$¢ ligazy E3 biatka CHIP wynika z jego zdol-
nosci do tworzenia koniugatéw z ligazami klasy E2. Do
partneréw ligazy CHIP naleza ssacze ligazy UbcHS5a, b
i ¢ oraz ich homolog Ubc4 wyizolowany z drozdzy [27].
Enzymy te ulegaja podwyzszonej ekspresji w warunkach
stresowych 1 sa zaangazowane w proteolize uszkodzo-
nych biatek oraz peptydéw o krétkim okresie péttrwania.
Funkcjonalnie sa powiazane z biatkami systemu czapero-
nowego. Wiazanie ligazy CHIP z enzymami E2 pozwala
na przylaczanie reszt ubikwityny do substratu ligazy [27].
Aktywno$¢ enzymatyczna CHIP nie zawsze prowadzi do
ubikwitylacji peptydu, a w konsekwencji jego degrada-
cji w proteasomie. Badania krystalograficzne prowadzo-
ne przez Zhanga i wsp. dowiodty, ze biatko CHIP formuje
stabilny kompleks z enzymem Ubc13, katalizujac tworze-
nie wiazan pomig¢dzy czasteczkami ubikwityny za pomo-
cq lizyny 63 [53]. Takie nietypowe koniugaty ubikwitylo-
we maja znaczenie regulacyjne w procesie naprawy DNA,
czy endocytozy [50]. Pozwala to ligazie CHIP na modulo-
wanie metabolizmu komérkowego.

3.1. Regulacja metabolizmu komoérkowego przez
CHIP

Kierowanie przez CHIP substratéw biatek czaperonowych
na droge proteolitycznej degradacji sktonito badaczy do
zdefiniowania substratéw tej ligazy. Celem bylo zweryfi-
kowanie hipotezy, ze CHIP poprzez swa aktywnos¢ ligazy
E3 moze wptywaé na metabolizm komoérkowy.

3.1.1. Wplyw ligazy CHIP na poziom receptoréw na
przykladzie receptora estrogenéw

W $wietle doniesiert dokumentujacych zaangazowanie
CHIP w degradacjg receptora glikokortykoidéw istotna stata
si¢ odpowiedZ na pytanie, czy biatko to moze takze wpty-
wac¢ na poziom innych receptoréw, w tym zwiazkéw ste-
roidowych. Receptor estrogenéw ER nalezy do nadrodziny
receptoréw jadrowych i jest czynnikiem transkrypcyjnym
aktywowanym przez przytaczenie liganda. Wyniki wielu
prac eksperymentalnych wskazuja na powiazanie aktywacji
receptoréw cytosolowych z ich degradacja w proteasomie
[49]. W badaniach nad wptywem CHIP na receptor estro-
genéw postuzono sig linig ludzkich komérek 293 niewy-
kazujaca ekspresji endogennej postaci ER. Kotransfekcja
plazmidami kodujacymi CHIP i ER wywotywata podwyz-
szong degradacj¢ receptora. Wprowadzenie ligazy zmuto-
wanej w domenie TPR (mutacja ta uniemozliwiata oddzia-
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tywanie z Hsp90) hamowato proces rozktadu receptora, co
wskazywalo na bezposredni udziat ligazy w tym procesie
oraz wymog interakcji CHIP z biatkami czaperonowymi
w trakcie ubikwitylacji substratu [49]. Bezposredniego
zaangazowania CHIP w degradacj¢ ER dowiodty wyni-
ki eksperymentéw, w ktérych wyciszono ekspresje CHIP
poprzez siRNA (small interfering RNA). Doswiadczenia
przeprowadzono na ludzkiej linii komérek nowotworo-
wych MCF7, ktéra wykazuje endogenna ekspresj¢ obu
genéw. Zastosowanie interferujacego RNA powodowa-
to zwigkszenie ilosci ER [18]. Zauwazono, ze stymulacja
komorek estrogenem hamowata degradacje receptora za-
lezna od CHIP. Obserwacje doprowadzity do wniosku, ze
ER podlega degradacji przez dwa rézne szlaki, w zalez-
nosci od tego, czy jest on w stanie wolnym, czy tez pozo-
staje potaczony z ligandem. To, ze CHIP jest zaangazowa-
ny w degradacje ER niepotaczonego z ligandem nasunato
pytanie, czy jest on zaangazowany w kontrole jego kon-
formacji. Przestanka do sprawdzenia tej hipotezy byto
tworzenie przez ER i CHIP kompleksu wraz z biatkami
opiekuniczymi. W tym celu lini¢ komérkowa 293 transfe-
kowano plazmidami niosacymi zmutowane wersje recep-
tora. Substytucje aminokwasowe wywotujace termolabil-
nos¢ biatka sprawialy, ze w podwyzszonej temperaturze
ligaza preferencyjnie obnizata ilos¢ niepoprawnie sfatdo-
wanego receptora. Analogiczne do§wiadczenia przeprowa-
dzono na fibroblastach izolowanych z dzikich oraz trans-
genicznych myszy. W liniach komérkowych z nokautem
genu CHIP nie stwierdzano degradacji cieplnie zdenaturo-
wanej postaci receptora, co obserwowano w linii komérek
pochodzacych z osobnikéw dzikich. Wyniki jednoznacz-
nie potwierdzity role biatka CHIP w kontroli jakosci re-
ceptora estrogenu [49].

Opublikowane wyniki jednoznacznie wykazuja zaanga-
zowanie biatka CHIP w kontrolg jakosci cytoplazmatycz-
nych receptoréw zwiazkow steroidowych (o receptorze
androgenéw mowa w ustegpie 3.2.1.3). Mozliwos¢ degra-
dacji receptoréw niepotaczonych z ligandem moze w pew-
nym stopniu modulowaé odpowiedZ komérki na bodzce
endokrynne.

3.1.2. Rola CHIP w regulacji czynnikéw
transkrypcyjnych i szlaku przekazywania sygnalu

3.1.2.1. Biatka Smad 1,31 4

Badania szlaku przekazywania sygnatu TGF-$ (transfor-
ming growth factor-B) wykazaty, ze CHIP jest czynnikiem
modulujacym poziom wtérnych przekaZnikéw sygnatu.
Czynnik TGF-f nalezy do nadrodziny cytokin wptywaja-
cych na rozwdj, réznicowanie i przebieg procesu apoptozy
w komoérce. Niepoprawne dzialanie szlaku odpowiedzi na
TGF-B wiaze sie z wystgpowaniem wielu choréb u czto-
wieka [51]. W kaskadg przekazywania sygnatu z receptora
TGF-f zaangazowane sa biatka z rodziny Smad. Po induk-
cji szlaku przesytania sygnatu, czg$¢ biatek Smad ulega fos-
forylacji i translokacji do jadra komérkowego, gdzie petnia
role czynnikéw transkrypceyjnych taczac sig¢ ze swymi ko-
aktywatorami i korepresorami. Transdukcja sygnatu pod-
lega kontroli poprzez degradacje réznych jej sktadnikéw
przez system proteasomowy [31]. Intensywna degradacja
poszczegblnych jej przekaznikéw moze by¢ sposobem wy-
ciszenia odpowiedzi na TGF-f. Dlatego podjeto prébe zba-

dania wptywu, jaki wywiera biatko CHIP na t¢ drogg prze-
sytania sygnatu w komorce. Stwierdzono, ze nadekspresja
CHIP powoduje uniewrazliwienie komérek na indukcje
TGEF-B [51]. Eksperymenty polegaty na transfekcji linii
komoérkowych plazmidem niosagcym gen reporterowy pod
kontrola promotora zawierajacego elementy odpowiedzi na
TGF-B. Stymulacja komérek przez podanie TGF-f do po-
zywki aktywowata transkrypcje genu reporterowego, ktorej
nie obserwowano w komérkach kotranstekowanych cDNA
CHIP [51]. Natomiast wyciszenie endogennego CHIP za
pomoca transfekcji plazmidami kodujacymi siRNA CHIP
zwigkszato aktywnos¢ genu reporterowego po stymulacji
komérek cytoking. Czynnikami szlaku przesytania sygna-
tu, na aktywnos¢ ktérych wptywa CHIP, sa biatka rodziny
Smad — Smad1, Smad3 oraz Smad4. W przypadku biatek
Smadl i Smad4 ustalono bezposrednie powiazanie mig-
dzy droga przesytania sygnatu TGF-f a interakcjami z li-
gaza CHIP [31]. Nadekspresja CHIP istotnie obniza eks-
presje genéw indukowanych przez czynnik wzrostu TGF-§3,
w tym genu junB [51]. Regulacja st¢zenia przekazZnikéw
przez ligazg CHIP w znaczacy spos6b moduluje poziom
wrazliwosci na bodziec, wptywajac na poziom pobudze-
nia szlaku przesytania sygnatu.

3.1.2.2. Kinaza ASK1

Badania Dai i wsp. wykazaly, ze komorki transgenicznych
myszy z nokautem genu ligazy CHIP wykazuja zwigkszo-
ng wrazliwos¢ na stres termiczny [13]. Sprawdzono w jaki
sposéb ligaza CHIP wplywa na przebieg procesu apoptozy.
Do badan wytypowano biatko ASK1 (apoptosis signal-re-
gulating kinase 1) ze wzgledu na jego interakcje z biatka-
mi czaperonowymi oraz to, ze uczestniczy ono w progra-
mowanej Smierci komorek po indukcji stresu [24].

Kinaza ASKI1 jest sktadnikiem jednej z kaskad MAPK
(mitogen-activated protein kinase). Kaskady te sktadaja
si¢ z 3 sekwencyjnie aktywowanych klas kinaz MAPK,
MAPKK (MAPK kinases), MAPKKK (MAPKK kinases).
Kinazy MAPKKK aktywuja MAPKK, a te z kolei aktywu-
ja MAPK. Te ostatnie w aktywnej postaci wywotuja efekt
plejotropowy w komérce, wptywajac jednoczesnie na prze-
bieg wielu proceséw. Reguluja indukcj¢ podziatéw, réz-
nicowanie, diapedezg oraz apoptoze wywotana stresem.
ASKI1 jest serynowo-treoninowa kinaza biatkowa, nalezy
do klasy MAPKKK. Aktywuje ona kinazy MAPK: JNK
(c-Jun N-terminal kinase) i p38 aktywowane w odpowie-
dzi na stres. ASK1 odgrywa gtéwna rol¢ w apoptozie in-
dukowanej przez stres oksydacyjny. Aktywnos¢ tej kinazy
jest regulowana na wielu poziomach. Podczas aktywacji
ASKI ulega dimeryzacji i autofosforylacji [48]. Oprécz
tego kinaza wchodzi w interakcje z wieloma biatkami, kt6-
re wplywaja na jej aktywnos¢. Biatka czaperonowe oraz
biatko 14-3-3 hamuja aktywnos¢ ASK1 [39,52].

Hwang i wsp. wykazali, ze CHIP efektywnie obniza ste-
zenie kinazy ASKI. Inhibicja proteasomu, zastosowana
w jednym z wariantéw doswiadczen kotransfekcji, stabili-
zowata poziom ASK1 [24]. Transfekcja komoérek sekwen-
cja kodujaca defektywna wersj¢ biatka CHIP wywotywata
efekt podobny do obserwowanego po podaniu inhibito-
ra proteasomu sugerujac, ze motyw TPR poddany dele-
cji jest niezbedny w ubikwitylacji substratu. Poniewaz ki-
naza ASK1 wplywa na aktywnos¢ kinazy JNK1, zbadano
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czy proces proteolitycznej degradacji ASK1 przez ligaze
CHIP moze by¢ jednym z mechanizméw kontrolujacych
aktywnos¢ kinazy JNK1. Aktywnos$¢ JNK1 badano w liza-
tach biatkowych linii komérkowej COS-7, eksprymujace;j
ligaze CHIP oraz kinazg ASK1, traktowanej nadtlenkiem
wodoru — czynnikiem indukujacym apoptozg. Ekspresja
CHIP poprzez ubikwitylacj¢ ASK1 hamowata aktywnos¢
kinazy JNK1 [24].

Aktywacja kinazy ASK1 wiaze si¢ ze wstecznym transpor-
tem biatka Daxx (death-associated protein) z obszaru jadra
do cytoplazmy. Dochodzi wéwczas do zniesienia antyapop-
totycznego dziatania Daxx w jadrze i jednoczesnie do ak-
tywacji ASK1 [29]. Zbadano subkomdrkowe umiejscowie-
nie biatka Daxx w komérkach transfekowanych wektorem
niosacym pelne sekwencje ligazy CHIP oraz tego biatka.
Wykazano preferencyjna lokalizacje Daxx w jadrze komér-
kowym. Utrata aktywnosci enzymu E3 przez wprowadzenie
substytucji reszty aminokwasowej do biatka CHIP w pozy-
cji 260 zwigkszata ilos¢ Daxx we frakcji cytoplazmatycz-
nej [24]. Otrzymane wyniki wskazuja, ze CHIP posrednio
zaangazowany w przebieg procesu apoptozy komoérkowe;.

3.1.2.3. Biatko p53

Biatko supresorowe p53 — ,.straznik genomu” — w stanie
fizjologicznym w komorce ulega ekspresji na stalym, ni-
skim poziomie. W warunkach stresowych, wywotanych np.
uszkodzeniem DNA, jego poziom gwattownie rosnie po-
wodujac zahamowanie cyklu komérkowego, a nawet apop-
tozg¢ komérki. Biatko p53 jest czynnikiem transkrypceyj-
nym, ktéry przez aktywacj¢ docelowych genéw wstrzymuje
proces proliferacji uszkodzonych komérek. Jego mutacje
wywotuja nieprawidtowa odpowiedZ komoérki na warun-
ki stresowe, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do trans-
formacji nowotworowej [17].

Poniewaz zmutowane biatka p53 tacza si¢ in vitro z biatkami
czaperonowymi, moze to sugerowac zaangazowanie biatka
CHIP w degradacje biatka supresorowego. Nadekspresja
biatka CHIP (w nowotworowej linii komérkowej H1299)
powodowata degradacj¢ zaréwno prawidlowego pS53, jak
i jego zmutowanej wersji. By potwierdzi¢ bezposredni
udziat ligazy CHIP w ubikwitylacji tego biatka przepro-
wadzono proby w odtworzonym in vitro systemie ubikwi-
tylujacym. Obecnos¢ biatka CHIP zwigkszala stgzenie
ubikwitylowanego p53. Wzmozenie procesu ubikwityla-
¢ji obserwowano po dodaniu do préby biatek czaperono-
wych Hsp70 i Hsp40, co wskazuje na ich wspétdziatanie
z ligaza CHIP podczas ubikwitylacji p53. Badanie ak-
tywnosci genu lucyferazy, bedacego pod kontrola promo-
tora niosacego elementy rozpoznawane przez p53, wyka-
zalo znaczne obnizenie ekspresji genu reporterowego po
transfekcji komorek plazmidem kodujacym biatko CHIP.
Oznacza to, ze CHIP wptywa na ekspresje gendw regulo-
wanych przez p53 [17].

Biatko p53 jest kolejnym czynnikiem wiaczonym w prze-
kazywanie sygnatu w komoérce przez oddziatywanie z li-
gaza CHIP. Wykazano, ze niepoprawnie sfatdowane biatko
supresorowe tworzy stabilne kompleksy z biatkami cza-
peronowymi oraz CHIP. Preferencyjna degradacja niepo-
prawnego p53 dostarcza kolejnych dowodéw na zaangazo-
wanie ligazy CHIP w kontrole jakosci biatek.

3.2. Substraty CHIP zaangazowane w patogeneze
choréb neurodegeneracyjnych

Niektore choroby neurodegeneracyjne charakteryzuje akumu-
lacja nieprawidtowo sfaldowanych biatek w komérkach ner-
wowych. Proces ten moze by¢ wynikiem mutacji w sekwencji
genow, co powoduje konformacyjna niestabilnos$¢ peptydéw
powstajacych na ich matrycy. W konsekwencji nieprawidto-
wo sfaldowane biatka maja tendencje do akumulacji w ko-
morce i tworzenia ztogéw biatkowych. Giéwnym mechani-
zmem zapobiegajacym temu zjawisku jest degradacja tych
biatek w proteasomie. Wsrdd przyczyn neuropatii wymienia
si¢ zaburzenia aktywnosci systemu czaperonowego, a tym
samym zaburzenia w komérkowym obrocie biatek, ktérym
zawiaduja biatka opiekunicze. Agregaty nieprawidtowo sfat-
dowanych biatek, zwane ciatkami inkluzyjnymi, sa charakte-
rystycznym obrazem klinicznym m.in. choroby Parkinsona,
Alzheimera czy Huntingtona. W inkluzjach tych odnajdy-
wane sa biatka Hsc/Hsp70 oraz Hsp90, co dato podstawy do
szczegétowych badan nad udziatem systemu czaperonowego
w etiologii choréb neurodegeneracyjnych [15].

3.2.1. Choroby zwiazane z wydluzonymi ciagami
glutaminowymi w bialtkach

Pigtnascie schorzen neurologicznych, z ktérych 9 to choro-
by neurodegeneracyjne, jest wywotywanych niestabilnoscia
tréjnukleotydowych powtérzen w rejonie kodujacym genéw.
Wsrdd nich wyrézniamy: chorobg Huntingtona, rdzeniowo-
opuszkowa atrofi¢ migsniowa (SBMA, X-linked spinal bul-
bar muscular atrophy), zanik jader zg¢batych, czerwiennych,
gatek bladych i jader podwzgdérzowych Luysa (DRPLA,
dentatorubral pallidoluysian atrophy) oraz wiele ataksji
rdzeniowo-mézdzkowych. Wszystkie te choroby z wyjat-
kiem SBMA, sa postepujacymi, dziedziczonymi w sposéb
dominujacy chorobami, wystgpujacymi okoto 50-60 roku
zycia. Charakteryzuja si¢ dysfunkcjami uktadu nerwowe-
go oraz wzmozong §miercig neuronéw. Zwigkszenie liczby
powtoérzen kodonu CAG, powoduje wydtuzenie regionéw
bogatych w glutaming w peptydzie i koreluje z weczesniej-
szym pojawieniem si¢ choroby oraz jej zaostrzonym prze-
biegiem. Wydtuzone powtdrzenia glutaminowe zwigkszaja
podatnos¢ biatek na agregacje powodujac powstanie we-
wnatrzkomoérkowych inkluzji [26].

3.2.1.1. Choroba Huntingtona

Choroba Huntingtona jest choroba jednogenowa, wywoty-
wang przez powielenie kodonu CAG w genie huntingtiny.
Poniewaz w wewnatrzkomérkowych agregatach biatko-
wych stwierdzono obecnos¢ biatek czaperonowych, czegsci
sktadowych proteasomu oraz ubikwitylowanych inkluz;i,
Jana i wsp. zbadali mechanizm ubikwitylacji i degradacji
bialek z wydluzonymi regionami kodujacymi glutaming
(poliQ) [26]. Postuzono si¢ mysimi komérkami linii neu-
ro2a transfekowanymi plazmidem kodujacym N-koricowy
fragment huntingtiny, zawierajacy wydluzony ciag powté-
rzen glutaminy (150Q) lub niosacy prawidtowa liczbg ko-
donéw CAG (16Q). Stwierdzono, ze jedynie posta¢ hun-
tingtiny 150Q podlegata ubikwitylacji, a proces ten byt
selektywnie katalizowany przez ligazg CHIP. Ponadto za-
obserwowano, ze nadekspresja ligazy CHIP wiaze si¢ ze
zwigkszeniem tempa ubikwitylacji nieprawidtowej po-
staci huntingtiny 150Q, obniza poziom jej agregacji oraz
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zwigksza przezywalnos¢ komorek. Delecja domeny U-box
biatka CHIP zaburzata proces ubikwitylacji [26]. Miller
1 wsp. w analogicznych doswiadczeniach postuzyli sig¢ ssa-
czymi liniami komérkowymi COS-7, PC-12, embriona-
mi Danio prggowanego oraz linig transgenicznych myszy
ze zmutowanym allelem genu CHIP [35]. Transgeniczne
myszy wyksztalcaly fenotyp charakterystyczny dla choro-
by Huntingtona. Obserwowano m.in. zaburzenia kinetyki,
obnizenie przezywalnosci osobnikéw dorostych, tworze-
nie licznych ztogéw biatkowych w neuronach oraz zabu-
rzenia w strukturze mézgu [35]. Do linii komérkowych
oraz embrionéw Danio wprowadzano wektory z sekwen-
cjami kodujacymi peptydy o réznej ilosci reszt glutami-
ny oraz defektywne badZ aktywne enzymatycznie posta-
ci biatka CHIP. We wszystkich typach eksperymentéw,
w ktérych zachodzita ekspresja peptydéw o wilasciwo-
Sciach patogennych i ekspresja poprawnej postaci liga-
zy CHIP dochodzito do hamowania procesu formowania
agregatéw biatkowych. W liniach komdrkowych obserwo-
wano zwigkszenie rozpuszczalnosci peptydow poliQ, na-
tomiast w przypadku neuronéw oraz zarodkéw Danio eks-
presja ligazy zwigkszala ich przezywalnos¢. Zastosowanie
skréconych wersji ligazy, pozbawionych domeny U-box
lub TPR, nie dziatato ochronnie, gdyz dochodzito do agre-
gacji produktu transgenu. Wyniki doswiadczen z CHIP
z delecja TPR wskazuja na wage biatek opiekurnczych
w procesie degradacji peptydow z wydtuzonymi powt6-
rzeniami glutaminowymi.

3.2.1.2. Ataksje rdzeniowo-mézdzkowe

Ataksje rdzeniowo-mézdzkowe to postepujace, dziedziczo-
ne w spos6b dominujacy choroby, ktére w cigzkich przy-
padkach prowadza do $mierci [10]. Szczegélowa analiza
ataksji SCA1 1 SCA3 wykazata, ze charakterystyczna ce-
cha obu schorzen jest wystgpowanie w jadrach neuronéw
ciatek inkluzyjnych, sktadajacych sie ze zmutowanych
biatek. Najczgstszym objawem chorobowym sa zaburze-
nia motoryczne spowodowane utrata komoérek nerwowych
[10,38]. Biorac pod uwage zdolnos¢ biatka CHIP do degra-
dacji niepoprawnie sfaldowanych biatek, Al-Ramahi i wsp.
zbadali, czy ligaza ta jest zaangazowana w rozklad zmuto-
wanych postaci ataksyny [4]. Stwierdzono, ze biatko CHIP
oddziatuje zaréwno z prawidtowa jak i zmutowang atak-
synal (atax-1) promujac proces ich ubikwitylacji. Na ki-
netyke procesu wptywa obecnos¢ czaperonu Hsp70, dla-
tego tez delecja domeny TRP znosita zdolnos¢ ligazy do
przytaczania reszt ubikwityny do atax-1 [4]. W badaniach
wzajemnych zaleznos$ci migdzy CHIP a atax-1 wykorzy-
stano takze zwierzgcy model SCA1. Ekspresja ataksyny1
zawierajacej 82 reszty glutaminy w komérkach siatkéwki
oczu Drosophila powodowata zaburzenia w ich budowie.
Nadekspresja CHIP obnizata st¢zenie poliglutaminowej
postaci atax-1, przez co chronita przed rozwojem patolo-
gicznego fenotypu wywolywanego ekspresja zmutowane-
go biatka [4]. Wyniki eksperymentéw z uzyciem ataksy-
ny 3 zawierajacej ciag 130 reszt glutaminy potwierdzity,
ze redukcja jej poziomu wiaze si¢ z procesem ubikwity-
lacji przez ligazg CHIP [26].

3.2.1.3. Rdzeniowo-opuszkowy zanik migsni

W rdzeniowo-opuszkowym zaniku migs$ni (SBMA) powsta-
te w wyniku mutacji wydtuzenie regionu z powtérzeniami

CAG w 1 eksonie receptora androgenéw (AR) powoduje od-
ktadanie monomeréw kodowanych przez ten gen w postaci
eozynofilnych cialek w cytoplazmie oraz jadrze komorko-
wym. Akumulacja biatek prowadzi do obumierania neu-
ronéw motorycznych w pniu mézgu i rdzeniu krggowym.
W inkluzjach, bedacych czgsto spotykana cecha patolo-
giczna, dochodzi do nagromadzenia AR oraz bialek syste-
mu proteasomowego oraz czaperonowego. Obserwacje te
sugeruja, ze przyczyna SBMA moga by¢ zaburzenia dzia-
fania systeméw odpowiedzialnych za ochrong¢ neuronéw
przed skutkami agregacji biatek z wydluzonymi ciagami
poliglutaminowymi [1]. Cardozo i wsp. wykazali, ze CHIP
ubikwityluje prawidlowy AR kierujac go na droge proteoli-
tycznej degradacji [9].

Na podstawie uzyskanych wynikéw istotnym wydawato
si¢ ustalenie, czy ligaza CHIP odpowiada réwniez za ubi-
kwitylacje zmutowanego receptora androgenéw. Ludzkie
komérki linii SH-SYS5Y transfekowano wzrastajacymi stg-
zeniami plazmidowego DNA niosacego sekwencje ligazy
[1]. Stwierdzono, ze spadek st¢zenia zaréwno zmutowa-
nej, jak i prawidlowej postaci receptora byl proporcjonalny
do ilosci wektora uzytego do transfekcji. Degradacja AR
z nieprawidtowa liczba reszt glutaminy postgpowata szyb-
ciej niz jego natywnej postaci. Preferencyjna ubikwityla-
cj¢ zmutowanego receptora obserwowano tez w tkankach
transgenicznych myszy wykazujacych SBMA. Krzyzowano
osobniki niosace natywna lub zmutowana ludzka sekwen-
cj¢ genu CHIP z osobnikami z prawidtowym genem AR
(z 24 glutaminami, AR-24(Q) oraz jego zmutowana wersj¢
zawierajaca 97 reszt glutaminy. Osobniki potomne, beda-
ce podwdjnymi mutantami wykazywaty cechy typowe dla
SBMA, w tym skrdécony czas przezywalnosci, postgpujaca
atrofi¢ mig$niowa, ogdlne ostabienie oraz zaburzenia kine-
tyki. Kolejne krzyzéwki myszy AR-970 lub AR-24Q z my-
szami z nadekspresja CHIP, w ktérych potomstwo miato 2,
1 lub O alleli ludzkiego CHIP — poddawano testom moto-
rycznym oraz sprawdzano dtugos¢ zycia poszczegdlnych
osobnikéw. W liniach transgenicznych myszy, w ktérych
dochodzito do ekspresji ligazy przynajmniej z jednego
allelu obserwowano spowolnienie procesu chorobowego
badz catkowity jego zanik. Badania histologiczne wyka-
zaly réznice w tempie akumulacji zmutowanej, monome-
rycznej postaci AR. U osobnikéw z nadekspresja ligazy
widoczne bylo spowolnienie procesu akumulacji AR97Q.
Stwierdzono, ze zachowanie funkcji motorycznych myszy
byto zwiazane z prawidtowa ekspresja genu CHIP [1].

Ligaza CHIP odgrywa wazna roleg w etiologii choréb neu-
rodegeneracyjnych wywotanych akumulacja biatek z wy-
diuzonymi ciagami poliglutaminowymi. Jej wyjatkowa
zdolnos¢ do kierowania substratow biatek HSP na dro-
ge proteolizy pozwala chroni¢ neurony przed degradacja.
Wyniki badafi przeprowadzonych na modelach zwierze-
cych z nadekspresja CHIP wskazuja na potencjalng moz-
liwos¢ zastosowania ligazy w terapii SBMA.

3.2.2. Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (Parkinson’s disease — PD) jest jed-
na z najczestszych choréb neurodegeneracyjnych charak-
teryzujaca si¢ utratg neuronéw dopaminergicznych. Zanik
tej klasy neurondw jest charakterystyczny dla istoty czar-
nej mézgu odpowiedzialnej za wykonywanie ruchéw za-
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leznych od woli. Mimo znacznych wysitkéw badaczy etio-
logia choroby pozostaje wciaz nieznana. Wydaje sig, ze
mutacje gendéw Q-synukleiny oraz parkiny wystgpujace
w dziedzicznej odmianie PD, maja zwiazek z zaburzenia-
mi funkcjonowania mechanizmoéw lezacych u podstawy
Smierci komoérek nerwowych [25].

3.2.2.1. o--synukleina

Mutacje genu o-synukleiny sa odpowiedzialne za rzadkie
przypadki autosomalnej, dziedziczonej w sposéb dominu-
jacy odmiany PD. Zmutowana posta¢ biatka tworzy cyto-
plazmatyczne agregaty zwane ciatkami Lewy’ego, ktére
spychajac organella komoérkowe w region peryferycznej cy-
toplazmy wywotuja dysfunkcje, a w efekcie apoptoze ko-
morki. Innym powodem degradacji neuronéw moga by¢
mutacje biatka o-synukleiny prowadzace do utraty fizjolo-
gicznej funkcji peptydu. Biatko to wspotdziata z biatkiem
czaperonowym CSPo (cystein string protein o) zaanga-
zowanym w obrét pecherzykéw wypetnionych neuroprze-
kaznikami znajdujacych si¢ w przestrzeni presynaptycznej
komorki. W ten sposéb mutacje oi-synukleiny przektadaja
si¢ na zaburzenia aktywnosci i integralnosci potaczen sy-
naptycznych w drogach nerwowych [8].

Ciatka Lewy’ego wykazuja tez obecnos¢ epitopéw charak-
terystycznych dla ubikwityny, czaperonéw oraz ligazy ubi-
kwitylowej CHIP. Akumulacja tych peptydéw wywoluje
spadek ich wewnatrzkomdrkowego st¢zenia prowadzac do
niewydolnosci systemu kontroli jakosci bialek i rozwoju
choroby. Najistotniejszym, oprécz o-synukleiny skladni-
kiem tworzonych inkluzji jest biatko CHIP. Stwierdzono,
ze nadekspresja CHIP hamuje agregacj¢ niepoprawnie
ufatdowanych biatek [46]. Ekspresja natywnej postaci li-
gazy w ludzkich komérkach linii H4, oraz postaci pozba-
wionej domeny U-box, prowadzita do zmian w morfolo-
gii oraz liczebnosci powstajacych inkluzji. W obu typach
doswiadczert w miejsce nielicznych, duzych skupisk bia-
fek powstawato wiele mniejszych. Proces ten byt zalezny
od oddziatywan CHIP z biatkami czaperonowymi, gdyz
uzycie zmutowanego biatka pozbawionego domeny TPR
(ATPR) zaburzato ten efekt. Doniesienia o zdolnosci biatka
CHIP do ubikwitylacji substratéw bialek czaperonowych
sktonity badaczy do sprawdzenia hipotezy, ze ligaza ta jest
w stanie wptywaé na poziom o-synukleiny. Dowiedziono,
ze nadekspresja ligazy CHIP podwyzszata poziom jej de-
gradacji. Podobne dziatanie, jednak o mniejszym nateze-
niu, wykazywaty mutanty delecyjne pozbawione domen
U-box i TPR. Ponadto, zastosowanie inhibitoréw prote-
asomu spowalniato, ale nie blokowato catkowicie proces
degradacji a-synukleiny zaleznej od CHIP i jej mutanta
ATPR. Natomiast zablokowanie aktywnosci lizosomu zno-
sito degradacje o-synukleiny obserwowana w trakcie eks-
presji ATPR CHIP [46].

W kontroli wewnatrzkomérkowego poziomu o-synukleiny
wykorzystywane sa oba szlaki degradacji biatek — prote-
asomowy oraz lizosomowy. Bez watpienia wyniki powyz-
szych do§wiadczen sugeruja gléwna role ligazy CHIP w me-
tabolizmie o-synukleiny oraz patologii PD. Biatko CHIP
nie tylko moduluje aktywnos¢ biatek czaperonowych de-
cydujac o wejsciu substratu na drogg degradacji, lecz de-
cyduje réwniez o proteasomowym lub lizosomowym roz-
ktadzie nieprawidiowego biatka.

3.2.2.2. Parkina

Pael-R, receptor nalezacy do rodziny receptoréw sierocych,
jest substratem parkiny nalezacej do rodziny ligaz ubikwi-
tylowych z motywem RING. Mutacje w genie kodujacym
parking wywotuja warunkowana autosomalnie recesywnie
PD, obserwowang w okoto 50% przypadkéw mtodzienczej
odmiany tej choroby. Dysfunkcja ligazy wywotuje nieefek-
tywna degradacje receptora Pael-R [25]. Konsekwencja
tego stanu moze by¢ stres retikulum endoplazmatyczne-
go, w tym jego rodzaj spowodowany obecnoscia nieufat-
dowanych biatek — UPR (unfolded protein response). Po
przekroczeniu punktu krytycznego zostaje indukowana
kaskada zdarzen prowadzaca do Smierci neuronéw dopa-
minergicznych istoty czarnej. Neurony tej struktury mo-
zgu wydaja si¢ szczegdlnie wrazliwe na akumulacje bia-
tek wynikajaca z dysfunkcji systemu proteasomowego [33].
Niepoprawnie sfaldowany Pael-R jest faldowany przez kom-
pleks Hsc/Hsp70-Hdj-2, a gdy nie osiaga poprawnej kon-
formacji przestrzennej podlega ubikwitylacji przez parking
[25]. W oparciu o wyniki pozyskane z wielu eksperymen-
téw, w tym transfekcji przejsciowych linii komérkowych,
reakcji ubikwitylacji in vitro, immunoprecypitacji biatek
i analizy typu Western stwierdzono, ze w procesie degra-
dacji Pael-R zaleznej od parkiny uczestniczy ligaza CHIP.
Ekspresja CHIP wzmacniata aktywnos$¢ ligazowa parkiny
powodujac efektywna ubikwitylacj¢ Pael-R. Analiza de-
lecyjna CHIP nie data jednoznacznej odpowiedzi na py-
tanie, ktéra z jej domen jest odpowiedzialna za interakcje
z parking. Stwierdzono jedynie, ze CHIP moze si¢ wia-
zac€ z nia bezposrednio lub za posrednictwem Hsc/Hsp70.
Przytaczenie CHIP do kompleksu wydaje si¢ najwazniej-
szym momentem w decyzji o degradacji substratu. W wa-
runkach stresu retikulum, wywotanego zablokowaniem
glikozylacji, a przez to faldowania biatek, obserwowano
dysocjacje biatek opiekuniczych Hsc/Hsp70-Hdj-2 z kom-
pleksu z parkina/Pael-R. Dysocjacja indukowana obecno-
Scig CHIP prowadzita do utworzenia nowego kompleksu
CHIP/parkina/Pael-R/ligaza E2 efektywnie ubikwityluja-
cego Pael-R. Ponowna zmiana aktywnosci kompleksu ubi-
kwitylujacego wymaga biatka Hsp70. Jego obecno$¢ zno-
si zdolno$¢ ubikwitylacji substratu przez kompleks ligaz,
wskazujac na kompetycyjne oddziatywanie pomigdzy liga-
zami CHIP i parking a Hsc/Hsp70. Proces ten moze mie¢
znaczenie w mechanizmie przywracania homeostazy w ko-
morkach narazonych na stres retikulum. Liczba przezywa-
jacych komorek, w ktérych indukowano ten rodzaj stresu
przez ekspresj¢ defektywnej postaci Pael-R, wzrastata po
ekspresji obu typow ligaz ubikwitylowych, jak i Hsp70.
Analiza sktadu frakcji biatkowych wykazata, ze degrada-
cja postaci rozpuszczalnej badZ nierozpuszczalnej recep-
tora Pael-R zalezy od rodzaju uzytej ligazy oraz obecnosci
biatek czaperonowych. Ligaza CHIP obnizata st¢zenie re-
ceptora Pael-R w obu frakcjach, podczas gdy parkina wraz
Hsp70 jedynie we frakcji rozpuszczalnej, utatwiajac fat-
dowanie receptora [25].

Badania roli ligazy CHIP w indukcji choréb neurodegene-
racyjnych wskazuja, ze nie jest ona bezposrednio odpowie-
dzialna za ubikwitylacj¢ i degradacj¢ patogennych biatek
w kompleksie parkina/HSP. Jej interakcje z biatkami opie-
kuriczymi, zwlaszcza Hsp70, nadaja jej rolg ,,przetacznika
molekularnego”, ktéry decyduje o tym, czy substrat powi-
nien by¢ ponownie faldowany, czy tez ulec nieodwracal-
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nej degradacji. Proces ten jest szczegélne wazny w trak-
cie niwelowania skutkéw stresu komdérkowego i powrotu
komérki nerwowej do stanu homeostazy.

3.2.3. Tauopatie

Akumulacja nieprawidtowego bialka tau jest przyczyna
wielu choréb neurodegeneracyjnych, do ktérych zalicza
si¢ chorobe Picka, otgpienie korowo-podkorowe, postgpu-
jace porazenie nadjadrowe, czy otgpienie skroniowo-czo-
fowe z parkinsonizmem sprzgzone z chromosomem 17.
Akumulacja tau w komorce jest cecha charakterystycz-
na w obrazie klinicznym choroby Alzheimera. Biatko tau
jest zaangazowane w tworzenie mikrotubul oraz ich sta-
bilizacje, odgrywa wazng rol¢ w utrzymywaniu integral-
nosci komérek nerwowych i bierze udziat w transporcie
aksonalnym. Tau jest kodowane przez pojedynczy gen po-
fozony na chromosomie 17 cztowieka [41]. W wyniku al-
ternatywnego skladania transkryptu, tau moze zawierac 3
lub 4 powtérzone sekwencje zdolne do wiazania mikro-
tubul [30]. W regionach flankujacych te sekwencje znaj-
duja si¢ liczne miejsca fosforylacji. Wydaje sig, ze jedna
z funkcji procesu fosfoforylacji jest regulacja sity wiaza-
nia tau z mikrotubulami. Fosforylacja tau jest kontrolowa-
na przez wiele szlakéw przekazywania sygnatu. Poniewaz
w patologicznych tkankach peptyd ten byt silnie ufosfory-
lowany wnioskowano, ze tego typu modyfikacja moze by¢
odpowiedzialna za etiologi¢ choroby. Eksperymenty prze-
prowadzone na organizmach transgenicznych pozwolity na
identyfikacje wielu enzymoéw fosforylujacych i defosfo-
rylujacych biatko tau. Szeroka sie¢ wzajemnych zalezno-
Sci wptywa na mechanizm patologii zwigzany z tym bial-
kiem i utrudnia definiowanie czynnikéw zaangazowanych
w proces chorobowy [30]. Dou i wsp. wykazali udzial bia-
tek czaperonowych Hsp70 i Hsp90 w biologii biatka tau
[16]. Zaobserwowano, ze indukcja ekspresji biatek opie-
kuriczych obniza ilo$¢ agregatéw tau, wptywajac na uwol-
nienie pewnej jego ilosci do frakcji biatek rozpuszczal-
nych. Zmiana witasciwosci biochemicznych korelowata ze
zwigkszeniem puli biatka tau zwigzanego z mikrotubula-
mi. Poza tym badania te sugeruja, ze tauopatie moga by¢
wynikiem obnizenia aktywnosci biatek czaperonowych.
Wykazano ujemna korelacje migdzy wystegpowaniem agre-
gatéw patologicznego biatka, a poziomem biatek opiekuni-
czych Hsp70 oraz Hsp90 w neuronach tkanek dotknigtych
zmianami chorobowymi [16].

Wtasciwosci ligazy CHIP oraz jej zdolnos¢ do ubikwityla-
cji substratéw Hsp 70 sktonity Petrucelliego i wsp. do zde-
finiowania roli kompleksu Hsp70/CHIP w procesie ubikwi-
tylacji, degradacji i agregacji tau [41]. Wstepem do badan
byto stwierdzenie istnienia kompleksu, w sktad ktérego
wchodzity biatko tau i ligaza CHIP [41]. Proby mapowa-
nia domeny zaangazowanej w powstawanie kompleksu li-
gaza-Hsp70 nie daly jednoznacznych wynikéw. Zaréwno
delecja domeny TRP, jak i U-box zaburzala interakcje
obu biatek, co moze sugerowac udzial obu domen w for-
mowaniu kompleksu. W przypadku bialka tau stwierdzo-
no, ze region wyznaczony przez reszty aminokwasowe od
256 do 367 zawiera miejsce konieczne do wigzania CHIP
[19]. W eksperymentach z uzyciem transfekowanej ludz-
kiej linii komérkowej HEK293 pozytywnie zweryfikowano
zdolnos¢ ligazy CHIP do ubikwitylacji tau [41]. Shimura
i wsp. wykazali, ze warunkiem niezbgdnym do zaj$cia ubi-

kwitylacji promowanej przez CHIP jest fosforylacja biat-
ka tau [45]. Wyniki eksperymentéw in vivo prowadzonych
na organizmach transgenicznych zwierzat wskazuja, ze no-
kaut biatka CHIP zwigksza ilos¢ nierozpuszczalnej postaci
tau [43], natomiast ekspresja Hsp70 powoduje zmniejsze-
nie liczebnosci agregatow [41]. Analiza tkanek pobranych
post mortem od 0séb dotknigtych choroba Alzheimera wy-
kazywata kolokalizacj¢ CHIP i biatka tau. Ligaza CHIP
wzbogacata agregaty sktadajace si¢ z postaci tau zawie-
rajacej 3 powtdérzenia domeny wiazacej mikrotubule. Nie
stwierdzano obecnosci tego biatka w ztogach zbudowanych
z postaci tau zawierajacej 4 powtérzenia opisanej domeny.
Agregaty formowane przez obie odmiany tau wykazywa-
ly posrednie iloSci biatka CHIP [41]. Ponadto stwierdzo-
no ujemna korelacj¢ pomigdzy wystgpowaniem agregatow
biatka tau, a iloscig biatka CHIP w badanych fragmentach
tkanki nerwowej [43].

Dane te pozwolity wysuna¢ hipoteze na temat mechanizmu
patologii wywotywanej przez biatko tau. Prawdopodobnie
rozpuszczalna, ufosforylowana postac tau jest toksyczna
dla komoérki. CHIP we wczesnych fazach procesu choro-
bowego ubikwityluje tau, co wywotuje jego akumulacje
W postaci nierozpuszczalnych agregatow, ale jednoczesnie
chroni przed toksycznoscia ufosforylowanego tau. W tym
samym czasie tau moze ulega¢ powolnej degradacji przez
system proteasomowy [45].

3.3. Funkcje CHIP niepowiazane z jej aktywnoScia
jako ligazy E3

3.3.1. Czynnik transkrypcyjny HSF1

HSF1 (heat shock factor 1) jest czynnikiem transkrypcyj-
nym odpowiedzialnym za ekspresj¢ bialek szoku cieplne-
go. Elementy odpowiedzi na ten peptyd (heat shock ele-
ments — HSE) mieszcza si¢ w promotorach genéw Asp.
HSF1 jest aktywowany w odpowiedzi na rézne czynniki
stresogenne. Po aktywacji ulega on trimeryzacji, fosfory-
lacji oraz ewentualnej translokacji do jadra. W warunkach
fizjologicznych Hsp70 taczy si¢ z domena transaktywacyj-
na HSF1, co powoduje zahamowanie aktywnosci czynni-
ka na dwa sposoby. Hsp70 blokuje formowanie kompleksu
transkrypcyjnego oraz stabilizuje konformacj¢ monome-
ru HSF1 [13].

Nadekspresja CHIP w komoérkach linii COS-7 indukowata
wzrost poziomu biatka Hsp70 [13]. Poziom jego ekspresji
byt poréwnywalny, ale nie addytywny, z poziomem osia-
ganym po zadziataniu szoku cieplnego, co wskazuje, ze
CHIP i szok cieplny indukuja ekspresj¢ gendéw hsp przez
ten sam szlak aktywacji transkrypcyjnej. Mechanizm re-
gulacji Hsp70 przez CHIP zbadano poprzez kotransfek-
cj¢ konstruktem z genem reporterowym pod promotorem
genu hsp70 obejmujacym element HSE. Nadekspresja
CHIP powodowata aktywacje transkrypcyjna genu repor-
terowego, a mutacje sekwencji HSE blokowaty ten proces.
Wyniki eksperymentéw wykazaly, ze ekspresja CHIP nie
indukuje warunkéw stresowych w komorce, a w aktywa-
cji genu hsp70 uczestnicza biatka rozpoznajace element
HSE. Badania EMSA (electrophoretic mobility shift as-
say), czy ,,supershift” wykazaty, ze nadekspresja CHIP
wzmacnia swoiste wiazanie biatek jadrowych do sekwen-
cji HSE. Sktad oraz masa komplekséw biatkowych rézni-
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ly si¢ w zaleznosci od warunkéw w jakich hodowano ko-
morki. Jedynie w warunkach stresu komdrkowego biatko
HSF1 wystgpowato w postaci trimeru potaczonego z CHIP
oraz Hsp70. Eksperymenty z mutantami delecyjnymi CHIP
w domenach TRP lub U-box wykazaty, ze do indukcji eks-
presji genu Asp70 wymagana jest domena odpowiedzialna
za interakcje ligazy z biatkami HSP [13].

Po stwierdzeniu, ze aktywacja ekspresji biatek czape-
ronowych jest swoista i wymaga wiazania CHIP z jed-
nym z nich, zrodzito si¢ pytanie o molekularny mecha-
nizm tego oddzialywania. Analiza tempa migracji biatka
HSF1 wykazata, ze ekspresja CHIP prowadzi do trime-
ryzacji i fosforylacji HSF1. Poniewaz HSF1 w warun-
kach fizjologicznych wiaze Hsp70 sprawdzono czy CHIP,
ktéry takze wiaze Hsp70, wptywa na modelowanie skta-
du tego kompleksu. Wykazano, ze CHIP formuje stabilny
kompleks z biatkami HSF1-Hsp70, w ktérym rolg taczni-
ka spetnia biatko Hsp70. Tréjsktadnikowy kompleks nie
byt tworzony przez ligazg¢ ze zmutowana domena TRP.
Subkomoérkowa dystrybucja HSF1 oraz CHIP wykaza-
ta wspdlne umiejscowienie w komérkach indukowanych
szokiem cieplnym. Biatka te ulegaty translokacji do jadra
komoérkowego, w ktorym tworzyty skupiska. Do rozpadu
heterokomplekséw dochodzito po zaniku bodzZca stresowe-
go. Poniewaz oddziatywania te dokumentuja rol¢ biatka
CHIP w odpowiedzi na szok cieplny, zbadano jakie moga
by¢ ewentualne nastgpstwa wyciszenia ekspresji tego biat-
ka. W badaniach wykorzystano lini¢ transgenicznych my-
szy z nokautem genu CHIP. Biatko to wydaje si¢ niezwy-
kle istotne w prawidtowym rozwoju ptodu, gdyz jego brak
zwigkszat Smiertelnos¢ okotoporodowa. Fibroblasty izolo-
wane z transgenicznych myszy wykazywaly obnizona zy-
wotnos¢ w odpowiedzi na stres termiczny oraz obnizona
pobudliwos¢ ekspresji Hsp70. Brak zdolnosci do ochrony
przed szokiem cieplnym powodowat catkowita $miertel-
nos$¢ myszy poddanych hipertermii [13].

Konkludujac, HSF1 w warunkach fizjologicznych pozo-
staje w kontakcie z czaperonem Hsp70, ktéry utrzymuje
go w konformacji nieodpowiedniej do trimeryzacji i akty-
wacji transkrypcji genéw HSP. CHIP przytaczajac si¢ do
kompleksu zaburza funkcjonowanie Hsp70 i umozliwia
indukcje transkrypcji przez HSF1.

3.3.2. Receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysomow-ou

PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) nalezy
do nadrodziny jadrowych receptoréw aktywowanych li-
gandem. Poznano trzy izoformy tego receptora: PPARaL,
B 1. Receptory te wykazuja zré6znicowana swoistos¢ tkan-
kowa oraz odmienne funkcje fizjologiczne. PPARx pod-
lega ekspresji w ludzkiej watrobie, mig¢$niu sercowym,
jelitach oraz w cze¢sci korowej nerek. Jego funkcja jest re-
gulowanie odpowiedzi immunologicznej i katabolizmu
kwasow tluszczowych. Receptor wptywa réwniez na me-
tabolizm aminokwaséw i weglowodanéw. Izoforma 3 jest
peptydem powszechnie wystepujacym, biorgcym udziat
w zagniezdzaniu zarodka, wstecznym transporcie chole-
sterolu, karcynogenezie skory i jelita grubego oraz zabliz-
nianiu uszkodzen naskoérka. Najwigksza ekspresj¢ PPARyY
wykazuje tkanka ttuszczowa, zaréwno zoétta jak i brazo-
wa. Receptor ten jest odpowiedzialny za réznicowanie

adipocytéw oraz magazynowanie tluszczu w komorkach
tej tkanki. Aktywacja tej grupy receptordw jest procesem
bardzo ztozonym. Lacza si¢ one z wieloma koaktywatora-
mi i korepresorami. Podczas procesu aktywacji moga od-
dziatywac z innymi receptorami i czynnikami transkryp-
cyjnymi. Ztozone, czasem nakladajace si¢ mechanizmy
aktywacji tych dos¢ powszechnie eksprymowanych recep-
toréw (zdolnos¢ wszystkich izoform PPAR do odpowiedzi
na ten sam ligand) rodza pytania na temat mechanizméw
réznicowania ich funkcji.

Stwierdzono, ze receptory PPAR tworza kompleksy z biat-
kami szoku cieplnego Hsp70 i Hsp90 [47]. Interakcje re-
ceptor-czaperon moga by¢ jednym z mechanizméw kontroli
aktywacji PPAR. By potwierdzi¢ t¢ zalezno$¢ w doswiad-
czeniach uzyto syntetyczny ligand PPAR oraz geldana-
mycyng — antybiotyk kotwiczacy w domenie biatka Hsp90
wiazacej adenozynotréjfosforany. Pomiar ilosci transkryp-
tu genu aktywowanego przez PPARo wykazal, ze poziom
aktywacji zalezy od kolejnosci podania obu wymienionych
czynnikéw. Maksymalny poziom aktywacji osiagano po
podaniu geldanamycyny przed ligandem, niezaleznie od
linii komérkowej. Wiazanie izoformy o receptora z biat-
kiem Hsp90 prowadzito do jego inaktywacji. Okreslono
wpltyw ligazy CHIP, jako biatka hamujacego aktywnosé
czaperonowa Hsp90, na aktywacje transkrypcyjna genéw
kontrolowanych przez PPARa. Wykazano, ze biatko CHIP
W znacznym stopniu wzmacnia podstawowy i indukowany
poziom transkrypcji genéw [47]. Wyniki te kontrastowa-
ly z doniesieniami na temat innych receptoréw jadrowych,
w przypadku ktérych CHIP obnizat ich aktywnos$¢ trans-
krypcyjna [11]. W stosunku do PPARo. CHIP najprawdo-
podobniej wykazuje jedynie aktywnos¢ koczaperonowa
bez funkcji ligazy E3 [47].

3.3.3. Dokowanie izoform czynnika transkrypcyjnego
E2A do SCF

Czynniki transkrypcyjne E12 1 E47 sg izoformami powsta-
jacymi w wyniku alternatywnego sktadania transkryptow
genu E2A [23]. Nalezg one do rodziny biatek E, ktdre re-
guluja wezesne etapy rozwoju limfocytow. Czynniki te po-
zostaja pod kontrola kaskady przesylania sygnatu Notch.
Aktywacja receptoréw tego szlaku przyspiesza degradacje
E12 i E47 przez proteasom. Czynnikiem niezbgdnym jest
fosforylacja tych biatek przez kinazy MAP. Mechanizm
degradacji wywotywanej przez kaskade Notch nie zostat
dotad doktadnie poznany. Wykazano, ze kompleks ligazy
ubikwitylowej SCFS%? jest odpowiedzialny za degradacje
tych biatek [23]. Wiazanie biatek E12 i E47 przez podjed-
nostke¢ Skp2 ligazy wymaga ich uprzedniej fosforylacji.
Jako dodatkowy sktadnik kompleksu SCF5*? zidentyfi-
kowano ligazg CHIP [23]. W eksperymentach, w ktérych
badano mechanizm degradacji E47 wykazano, ze CHIP
oddziatuje poprzez domeng TPR z kompleksem ligazy
SCF®%2 niezaleznie od wigzania z substratem. Peptydem
wiazacym CHIP w kompleksie ligazy jest biatko kulinal
(Cull). Immunoprecypitacja biatek izolowanych z komé-
rek transfekowanych pojedynczymi plazmidami lub mie-
szaning wektoréw kodujacych Cull, Skp2 i CHIP wykaza-
fa tworzenie posredniego wiazania migdzy CHIP a Skp2.
Kompleks ten nie wykazywat powinowactwa do sktadni-
kéw ligazy SCFS%? — Cull i Skpl. Stwierdzono ponadto,
ze nadekspresja Skp2 powodowatla zwigkszenie puli Hsp70
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wytracanego z tym bialkiem. Na podstawie otrzymanych

wynikow oraz wiasciwosci Hsc70 wiazacego CHIP jak

i Skp2 stwierdzono, ze biatko czaperonowe moze by¢ po-

Srednikiem w powstawaniu kompleksu Skp2/ligaza CHIP.

Eksperymenty kontrolne, w ktérych postuzono si¢ zmuto-

wanymi postaciami biatka CHIP, wykazaty catkowity za-

nik oddziatywan pomigdzy sktadnikami kompleksu E47,

Skp2 i Hsp70. Ponadto stwierdzono, ze proces fosforylacji

EA47 przez kinazy Erk1 i 2 wptywa na site wiazania z Skp2

i powoduje stabilizacj¢ tworzonego kompleksu. Analiza

wzajemnych relacji biatek rezydentéw kompleksu ligazy

SCF®%2 prowadzi do nastgpujacych wnioskow:

e CHIP tworzy kompleks preubikwitylujacy, w ktérym
wraz z biatkiem czaperonowym Hsc70 stanowi ruszto-
wanie pomie¢dzy E47 i Skp2,

« fosforylacja E47 powoduje silne zwigzanie z nim Skp2,
co stabilizuje kompleks preubikwitujacy,

* heterotetramer moze si¢ przytaczaé¢ do ligazy SCFS«?
dzigki bezposredniemu oddzialywaniu CHIP z Cull
i Skp2 z Skpl.

CHIP nie wykazuje aktywnosci ligazy ubikwitylowej wzgle-
dem E47, jest jedynie czasteczka adaptorowa niezbgdna do
jego degradacji [23].

Podsumowujac, ligaza CHIP jest integralnym sktadnikiem
systemu kontroli jakosci biatek. Bierze udzial w proce-
sach, w ktérych nie przejawia aktywnosci ligazy ubikwi-
tylowej. Wpltywa na system czaperonowy modulujac ak-
tywnos¢ biatek szoku cieplnego oraz reguluje dostgpnosé
jego sktadnikéw w komorce, wplywajac tym samym na
metabolizm komoérkowy.

3.4. Regulacja aktywnosci CHIP

Ligaza CHIP ubikwityluje wiele substratéw biatkowych
[14,31,32,40]. W rozpoznanie, regulacj¢ ich aktywnosci oraz
posrednio degradacjg zaangazowane sa biatka czaperonowe
[11,34,36]. Opisane wtasciwosci ligazy CHIP zrodzity py-
tanie, w jaki sposob jest regulowana jej aktywnos¢é. W wy-
niku intensywnych poszukiwan zidentyfikowano czynniki
biatkowe modulujace wtasciwosé CHIP [2,3,12].

3.4.1. BAG 1

BAG-1 (Bcl-2 associated-athanogene-1) jest kofaktorem
odpowiedzialnym za wymiane nukleotydéw w domenie
ATP-azowej Hsp70. Stymuluje on wymiang ADP na ATP,
prowadzaca do obnizenia powinowactwa Hsp70 do sub-
stratu [22]. Budowa peptydu BAG-1 sugeruje, ze moze on
braé udziat w kierowaniu substratow biatka opiekuniczego
na droge¢ degradacji proteasomowej. Na aminowym koricu
biatka zmapowano domeng UBL (ubiquitin like) uczestni-
czaca w dokowaniu kompleksu czaperonowego do proteaso-
mu [14]. Demand i wsp. wykazali, ze koczaperony CHIP
i BAG-1 wchodza w interakcjg bezposrednio i zaleznie od
Hsp70 [14]. Biatka te moga tworzy¢ tréjsktadnikowy kom-
pleks, gdyz Hsp70 ma odrgbne domeny akceptorowe dla
CHIP i BAG-1 [22]. Wykazano tez, ze BAG-1 wiaze si¢
z ubikwitylowanymi biatkami, wsréd ktérych zidentyfiko-
wano substraty ligazy CHIP, takie jak kinaza Raf-1 oraz
receptor glikokortykoidéw. Proces wiazania BAG-1 z ubi-
kwitylowanym biatkiem jest wybidrczy (np. nie wiaze si¢
z poliubikwitylowang postacia S-transferazy glutationu).

Jest on wigc swoistym receptorem substratéw ligazy CHIP.
BAG-1 jest wlaczony w transport ubikwitylowanych sub-
stratéw biatek czaperonowych do proteasomu, gdyz ubi-
kwitylacja substratu zwigksza powinowactwo tego biatka
do kompleksu proteolitycznego [14].

W reakcji renaturacji receptora glikokortykoidéw (GR) pro-
wadzonej in vitro w obecnosci biatek Hsp70, Hsp40 i ATP,
dodanie do préby BAG-1 przyspieszato przebieg procesu.
Dowodéw bezposredniej wspdtpracy BAG-1 1 CHIP w pro-
mowaniu degradacji dostarczyly doswiadczenia kotrans-
fekcji linii komérkowych COS7 wektorami z sekwencja-
mi kodujacymi CHIP, BAG-1 i receptor glikokortykoidéw.
Wspdlna ekspresja BAG-1 i CHIP znacznie podwyzszata
poziom degradacji GR w odniesieniu do poziomu promo-
wanego samodzielnie przez CHIP [14]. Dlatego BAG-1 jest
czynnikiem promujacym ubikwitylacj¢ przez ligazg CHIP,
a w nastgpstwie tego procesu degradacje jej substratu.

3.4.2. BAG-2

Kolejnym biatkiem, ktére zostato pierwotnie zidentyfiko-
wano jako czynnik regulujacy wymiang nukleotydéw pod-
czas cyklu Hsp70 i wchodzacy w interakcje z ligaza CHIP
jest biatko BAG-2. Funkcja tego biatka w komorcee, jak do-
tad nie zostata poznana. Wiadomo, ze nalezy ono do tej sa-
mej rodziny, co biatko BAG-1 i zawiera charakterystyczna
domene umozliwiajaca oddziatywania z Hsp70. Badania
prowadzone przez dwa niezalezne zespoly wykazaly, ze
biatka te in vivo tworza wspdlny kompleks, ktérego inte-
gralnym sktadnikiem jest biatko opiekuricze Hsp70 [6,12].
W badaniach przeprowadzonych przez Arndta i wsp. BAG-
2 nie asocjowat bezposrednio z CHIP, ale jego podwyzszo-
na ekspresja wywolywata zwigkszenie ilosci komplekséw
CHIP-Hsp70 [6]. Sugeruje to, ze BAG-2 zmienia konfor-
macj¢ biatka czaperonowego tak, ze faworyzuje ono wia-
zanie ligazy. Trojsktadnikowy heterokompleks moze re-
krutowac takze inne biatka, moze tez tworzy¢ kompleksy
0 znacznej masie czasteczkowej. Zdolnos¢ oligomeryza-
cji kompleksu wynika z wtasciwosci biatek BAG-2 i CHIP
do tworzenia przez nie homodimeréw [6]. Dodanie BAG-
2 w trakcie reakcji ubikwitylacji in vitro zaburzato aktyw-
nos¢ ligazowa biatka CHIP. Stwierdzono obnizenie zdol-
nosci przytaczania taricuchéw ubikwitynowych do Raf-1,
CFTR i Hsp70 [6,12]. Zmianie ulegal réwniez proces auto-
ubikwitylacji CHIP — stwierdzano jego nizszy poziom [6].
W hodowlach komérkowych nadekspresja BAG-2 wydtuza
okres poéttrwania CFTR prawdopodobnie promujac jego doj-
rzewanie. Dalsze badania potwierdzity, ze biatko to wiaze
si¢ do niedojrzalej (nieufatdowanej) domeny NBD1 (nucle-
otide-binding domain 1) stabilizujac CFTR [6]. Poniewaz
doswiadczenia nie odpowiedziaty na pytanie, jaki wptyw
wywiera BAG-2 na aktywno$¢ katalityczna ligazy CHIP,
Dai i1 wsp. przeprowadzili wiele eksperymentéw, na pod-
stawie ktérych wysunigto hipotez¢ o wzajemnych relacjach
tych biatek [12]. Stwierdzono, ze BAG-2 hamuje proces
ubikwitylacji promowanej przez CHIP poprzez dysocja-
cj¢ kompleksu CHIP-enzym E2, lecz nie zaburza procesu
dimeryzacji samej ligazy CHIP. Badania wptywu nukle-
otydéw na modelowanie kompleksu BAG-2-Hsp70-CHIP
wykazaly, ze po zwiazaniu czasteczki ATP przez Hsp70
nastgpuje jego oddysocjowanie od BAG-2, a hydroliza nu-
kleotydu zalezna od HSP70 utatwia bezposrednig interak-
cje BAG-2 z CHIP. Prowadzi to do obnizenia aktywnosci
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enzymatycznej CHIP prawdopodobnie w wyniku zniesie-
nia oddziatywan z Hsp70, ktéry umozliwia ligazie rozpo-
znanie substratu. Alternatywnym mechanizmem inhibicji
moze by¢ kompetycyjne wspdtzawodnictwo BAG-2 z en-
zymem klasy E2 — UBCHS5a o miejsce wigzania w obrgbie
domeny U-box ligazy CHIP. Podmiana ligazy E2 na BAG-
2 w kompleksie z CHIP powoduje zablokowanie jego wta-
Sciwosci enzymatycznych [12].

Wydaje sig, ze biatko BAG-2 wywiera odmienny wpltyw
niz BAG-1 na kinetyke reakcji ubikwitylacji katalizowanej
przez CHIP. BAG-2 hamuje aktywnos¢ enzymatyczna CHIP
przez zaburzenie procesu rozpoznania substratu przez liga-
z¢ lub uniemozliwia jej wigzanie z enzymem E2.

3.4.3. HspBP1

Podczas przeszukiwania biblioteki cDNA ludzkiego ser-
ca w poszukiwaniu partneréw oddziatujacych z czapero-
nem Hsp70 zidentyfikowano biatko o unikalnej sekwen-
cji, ktére nazwano HspBP1 (Hsp70 binding protein 1).
Konsekwencja wiazania tego biatka do ATP-azowej dome-
ny Hsp70 jest znaczne obnizenie aktywnosci renaturuja-
cej kompleksu czaperonowego [42]. Wyniki doswiadczen
Kabaniego i wsp., w ktérych badano zaleznos$¢ pomiedzy
tempem renaturacji promowanej przez Hsp70, a dysocja-
cja ATP, sugeruja, ze HspBP1 jest cztonkiem grupy biatek
posredniczacych w wymianie nukleotydéw podczas cyklu

PismiEnNICTWO

Hsp70 [28]. Alberti i wsp. zbadali wptyw biatek NEF (nuc-
leotide exchange factor) na aktywnos¢ ligazy ubikwitylo-
wej CHIP [2]. Zaobserwowano, ze biatka te tworza hetero-
kompleks z Hsc70 dzigki wigzaniu do odmiennych domen
biatka czaperonowego. HspBP1 wykazuje podobny me-
chanizm dziatania jak biatko BAG-2 hamujac aktywnos¢
E3 CHIP. Ubikwitylacja substratow CHIP, takich jak kina-
za biatkowa Raf-1, lucyferaza oraz Hsc70, zachodzi mniej
efektywnie w obecnosci HspBP1. Do inhibicji CHIP do-
chodzi tylko w przypadku jednoczesnego wiazania CHIP
i HspBP1 do biatka opiekuniczego. Wyniki doSwiadczen
przeprowadzonych in vitro zweryfikowano in vivo w eks-
perymentach transfekcji przejsciowej. Stwierdzono, ze na-
dekspresja HspBP1 w komorkach linii HEK293 zwigk-
sza stabilno§¢ CFTR — substratu ligazy CHIP. Podobnie
w przypadku zmutowanej postaci CFTR, z delecja 508
reszty aminokwasowej, biatko HspBP1 blokowato degra-
dacyjna aktywnos¢ ligazy CHIP. Wyciszenie ekspresji en-
dogennego HspBP1 w wyniku transfekcji plazmidem ko-
dujacym komplementarny shRNA (short hairpin RNA)
powodowato znaczne obnizenie ilo§¢ CFTR.

Wydaje sig, ze HspBP1 i ligaza CHIP odgrywaja wazna
role¢ w dojrzewaniu receptora CFTR. Efekt biochemicz-
nej aktywnosci obu biatek jest przeciwstawny i prowa-
dzi do wzmocnienia procesu degradacji CFTR w obecno-
Sci ligazy lub jego stabilizacji po przytaczeniu do niego
biatka HspBP1.
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