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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka szoku cieplnego (heat shock proteins — HSPs), nazywane powszechnie ,,biatkami stresu”,
naleza do rodziny polipeptydéw o wysokim stopniu konserwatywnosci struktury pierwszorze-
dowej. Wystepuja zaréwno w komoérkach organizméw Prokaryota, jak i Eukaryota, zapewniajac
ochrong przed czynnikami stresu komérkowego i Srodowiskowego. Masa czasteczkowa stanowi
gtéwne kryterium podziatu tych biatek na: wielkoczasteczkowe, duze — HSP100 (100-110 kDa),
HSP90 (75-96 kDa), srednioczasteczkowe HSP70 (66-78 kDa), HSP60 i HSP40 oraz matocza-
steczkowe, mate — sHSP (8,5-40 kDa).

Biatka te odgrywaja istotna role jako czynniki opiekuricze/wspdtopiekuricze towarzyszace przy
prawidtowym faldowaniu syntetyzowanych czy gromadzonych pod wpltywem stresu biatek —
substratéw, zapobiegajac ich oligomeryzacji, a takze uczestniczac w ich transporcie przez btony
czy degradacji. Przedstawiciele rodziny HSP wykazuja podwdjna aktywnos¢ warunkowana ich
wewnatrz- czy zewnatrzkomérkowym/blonowym rozmieszczeniem. Wewnatrzkomérkowe HSP
petnia gtéwnie role ochronng. Natomiast zewnatrzkomdrkowo czy btonowo umiejscowione bial-
ka posrednicza w mechanizmach immunologicznych. Wsréd funkcji petnionych przez HSP wy-
mienia si¢ ich udziat w sygnalizacji komérkowe;j.

W pracy przedstawiono budowe, wlasciwosci gtéwnych przedstawicieli HSP, ich rolg w licznych
komoérkowych i pozakomérkowych procesach.

podrodziny biatek szoku cieplnego ¢ funkcje opiekuricze  fatdowanie biatek * cykl ATP-azowy
« kontrola jakosci biatek ¢ funkcje zewatrzkomérkowe
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Summary

Stress or heat-shock proteins (HSPs) are highly conserved proteins present in cells of both proka-
ryotes and eukaryotes, providing them with protection from cellular and environmental stress fac-
tors. Based on molecular-weight, HSPs can be divided into the large (HSP100: 100-110 kDa and
HSP90: 75-96 kDa), intermediate (HSP70: 66-78 kDa, HSP60, and HSP40), and small (sHSP:
8.5-40 kDa) subfamilies. These proteins play an essential role as molecular chaperones/co-chape-
rones by assisting the correct folding of nascent and stress-accumulated protein-substrate assem-
bly, preventing the aggregation of these proteins, as well as transport across membranes and the
degradation of other proteins. Members of HSP family display dual activity depending on their
intra- or extracellular distribution. Intracellular HSPs mainly play a protective role. Extracellular
or membrane-bound HSPs mediate immunological functions. Among the functions of HSPs is
their participation in cell signaling. This review deals with the structure and properties of the
main members of the HSPs and their role in a large number of cellular/extracellular processes.

heat-shock protein subfamilies  chaperoning ¢ protein folding « ATPase cycle ¢ quality
control * extracellular functions
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APC - komoérka prezentujgca antygen (antigen presenting cell); BAG-1 - biatko wspétopiekuricze
zrodziny biatek BAG (BAG family molecular chaperone regulator-1); €D - molekuty powierzchniowe
uczestniczace w prezentacji antygenow (cluster of differentiation); Cdk - kinaza zalezna od cyklin
(cyklin-dependent kinase); Cyp40 - cyklofilina 40 (cyclophillin 40); CHIP - ligaza ubikwitylowa

E3 (carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein); ER - retikulum endoplazmatyczne
(endoplasmic reticulum); ErbB2 - receptor naskdrkowego czynnika wzrostu o funkcji kinazy
tyrozynowej (epidermal growth factor - EGF); FKBP51/52 - immunofiliny (FK506 binding protein
51/52); GRP - biatko z rodziny HSP regulowane poziomem glukozy (glucose regulated protein);

HIP - biatko wspétopiekunicze (HSP integrating protein); HOP - biatko oddziatujace zHSC70/
HSP90 (HSC70/HSP90-organizing protein); HSE - element odpowiedzi na szok cieplny (heat shock
element); HSF - czynnik szoku cieplnego (heat shock factor); HSP - biatko szoku cieplnego (heat
shock protein); MHC - gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex);
NEF - czynniki regulujace cykl ATP-azowy, uczestnicza w wymianie nukleotydéw ADP/ATP (nucleotide
exchange factor); NK - komarka naturalna zabijajaca (natural killer); PKB/Akt - kinaza biatkowa B
opisywana réwniez symbolem Akt (protein kinase B); RAF-1 - kinaza biatkowa serynowo-treoninowa
szlaku MAPK, oddziatujaca z biatkami z rodziny Ras (RAF protooncogene serine/threonine protein
kinase); sHSP - mate/matoczasteczkowe biatka szoku cieplnego (small HSPs);

TLR2/TLR4 - receptory powierzchniowe (toll-like receptor-2/4); TPR - sekwencja 34 reszt
aminokwasowych o zdegradowanym konsensusie, wystepuje w wielu kopiach, powtérzenia moga
stanowi¢ domeny asocjacji (tetra-tricopeptide repeat).

Wstep

Biatka szoku cieplnego wykryt przypadkowo wioski ge-
netyk Ferrucio Ritosso [124], jako wynik nieplanowanego
dziatania nieznacznie podwyzszonej temperatury w inku-
batorze, w ktérym hodowal muszki owocowe Drosophila
melanogaster. Analiza mikroskopowa komoérek gruczotéw
Slinowych owadéw poddanych szokowi pozwolita na obser-
wacje zgrubieni na tzw. chromosomach olbrzymich (giant),
ktoére zidentyfikowano jako loci genéw szoku cieplnego.

W kilkanascie lat péZniej produkty ekspresji genéw szo-
ku termicznego okazaly si¢ powszechnym zjawiskiem za-
réwno u Prokaryota, jak i Eukaryota, ulegajac biosynte-
zie w wyniku dziatania podwyzszonej temperatury, ale
réwniez innych czynnikéw stresogennych (stresoréw) za-
réwno fizycznych, jak i chemicznych oraz biologicznych.
Niezwykla cecha HSP jest zdolnos¢ do oddziatywania ze
znaczng liczba bialek ,.klientow” (clients), co odrdznia je
od wigkszosci biatek komérkowych, ktére wechodza w inte-
rakcje zwykle z jednym badz niewielka liczbg partneréw. Ta
wlasciwos¢ zapewne wiaze si¢ z plejotropowa aktywnoscia
HSP, ktére chroniac komorki/organizmy przed szkodliwym
dziataniem czynnikéw Srodowiskowych, metabolicznych
uczestniczg w prawidlowym zwijaniu nowo syntetyzowa-
nych taricuchéw biatkowych, rozwijaniu bialek nieprawidto-
wo zwinigtych lub uszkodzonych, transporcie biatek do ich
miejsc przeznaczenia. Biosynteza HSP, na niskim pozio-
mie, odbywa sig¢ réwniez w warunkach prawidlowych [76].

Rozmieszczenie HSP w komérkach wynika z ich powino-
wactwa do okreslonego organellum lub miejsca wystgpo-
wania substratu/6w. W prawidlowych warunkach biatka te
gromadzg si¢ w miejscach biosyntezy bialek — w siateczce
srodplazmatycznej (endoplasmic reticulum - ER), a takze
w mitochondriach i lizosomach. Wiaza si¢ rowniez z cy-
toszkieletem, np. mikrofilamentami aktyny czy mikrotu-
bulami i centrosomami podczas podziatu komérkowego,
W ten sposob stabilizuja go i chronia przed reorganizacja
w warunkach stresu [66,73].

W komérkach zmienionych nowotworowo biatka tej rodziny
wystepuja w btonie cytoplazmatycznej, gdzie pehnia funk-
cje antygenéw komorek NK (natural killer). Jest to zwigza-
ne z funkcja immunologiczna jaka petnia HSP [34,76,128].

W warunkach stresu obserwuje si¢ wzrost poziomu HSP
w cytoplazmie oraz ich transport m.in. do jadra komérko-
wego, gdzie chroniag DNA, pre-mRNA, prerybosomy oraz
biatka jadrowe przed degradacja i uszkodzeniem, a tak-
ze uczestnicza w aktywacji okreslonych genéw [73,76].

CHARAKTERYSTYKA | KLASYFIKACJA HSP

Przedstawiciele rodziny HSP wykazuja aktywnos¢ cyto-
ochronnag i sa czynnikami opiekuriczymi innych biatek ko-
morkowych. Naleza do polipeptyddw, ktére charakteryzu-
je wysoka zachowawczo$¢ sekwencji aminokwasowej. Ze
wzgledu na maseg czasteczkowa (m.cz.) w opisywanej ro-
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dzinie biatek mozna wyodregbni¢ nastgpujace podrodziny:
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 oraz matoczastecz-
kowe (small HSP — sHSP) o m.cz. 8,540 kDa. Powyzszy
podziat odzwierciedla takze r6znice w cechach biologicz-
nych tych molekut. W obrebie opisywanej rodziny miesz-
cza si¢ réwniez HSP, ktérych nie mozna zaklasyfikowa¢ do
zadnej z wymienionych podrodzin ze wzgledu na ich od-
mienny charakter i wlasciwosci np. GRPs (glucose regula-
ted proteins), ktérych ekspresj¢ indukuja zmiany poziomu
glukozy, aich m.cz. osiaga 75, 78 1 94/96 kDa [76,109,127].

Ekspresj¢ genéw kodujacych HSP indukuje wiele szkodli-
wych czynnikéw egzo- i endogennych na jakie narazona
jest komorka. Do stresoréw zalicza si¢ m.in. temperature,
trucizny metaboliczne, analogi aminokwaséw, niedobér
glukozy, cytokiny, alkohole, metale cigzkie, wolne rodni-
ki, zakazenia wirusowe i bakteryjne, a takze rézne typy
promieniowania [72].

Cztonkowie tej rodziny stanowia 5—10% wszystkich biatek.
Sa one syntetyzowane gtéwnie w odpowiedzi komérki na
stres, dlatego transkrypcja ich genéw zachodzi z wigksza
wydajnoscia w warunkach niefizjologicznych w poréwna-
niu z warunkami prawidtowymi. Biatka te ulegaja ekspre-
sji podczas cyklu komérkowego, embriogenezy, réznico-
wania i podlegaja stymulacji przez czynniki wzrostu [109].
Uwaza sig, ze ekspresja HSP90 osigga wysoki poziom w wa-
runkach prawidlowych, natomiast biatek HSP70 i HSP27
— niski, ktéry wzrasta dopiero w warunkach stresu [143].

W komérkach nowotworowych przeciwnie, obserwuje sie
wzrost puli HSP70 i/albo HSP27 stad przypisuje si¢ im
role w stymulacji procesu nowotworzenia. W komérkach
nieprawidtowych dochodzi do zmiany aktywnosci bialek,
zwlaszcza uczestniczacych w cyklu komérkowym, kinaz,
fosfataz i czynnikéw wzrostu. Rola HSP70 i HSP27 w no-
wotworzeniu zwiazana jest gtéwnie z ich antyapoptotycz-
nymi wlasciwosciami [43,51,88].

Podstawowg funkcja jaka petnia polipeptydy nalezace do
rodziny HSP, jest rola ochronna, ktéra polega na wyci-
szaniu lub ostabianiu efektéw dziatania czynnikéw stre-
su. Czasteczki HSP tacza komoérke ze Srodowiskiem ze-
wnetrznym, czego dowodem jest ich szybka i intensywna
synteza po zadziataniu zewnatrzkomoérkowego stresora.
Wykazuja one jednak zdolno$¢ reakcji na sygnaty we-
wnatrzkomoérkowe, chroniac ja przed szkodliwymi meta-
bolitami. Aktywnos¢ HSP nie ogranicza si¢ do proceséw
patologicznych, bowiem uczestnicza réwniez w procesach
fizjologicznych. Biatka te niezaleznie od warunkéw odpo-
wiadaja za prawidtowe funkcjonowanie wszystkich orga-
nelli oraz sa ogniwem réznych szlakéw metabolicznych
i sygnalizacyjnych (tabela 1).

Plejotropowa aktywno$¢ HSP, jako tzw. ,,molekularnych
przyzwoitek” (molecular chaperones), wiaze si¢ z ich zdol-
noscia do tworzenia przejsciowych komplekséw z innymi
biatkami, co skutkuje zmiang ich konformacji i umozliwia
przemieszczanie przez blony biologiczne do réznych orga-
nelli. Poza transportem biatek, HSP biora udziat w ich fat-
dowaniu, zapobiegaja denaturacji i agregacji oraz uczest-
nicza w naprawie uszkodzonych czasteczek umozliwiajac
im powr6t do postaci natywnej. Ponadto, posrednio badZ
bezposrednio, sg zaangazowane w ich aktywacj¢ lub inak-

tywacje. W przypadku powaznych uszkodzen, gdy napra-
wa zdenaturowanych biatek nie jest mozliwa, HSP przy-
czyniaja si¢ do ich eliminacji z udziatem proteasoméw
[76]. Inng wazna rola HSP jest zapobieganie nieprawidio-
wym oddzialywaniom migdzy biatkami a DNA [68,126].

Biatka z rodziny HSP wystepuja gtéwnie wewnatrz komor-
ki, chociaz moga by¢ réwniez zwigzane z btona komérkowa.
Ponadto, HSP70, HSP90 i GRP96 zidentyfikowano w prze-
strzeni pozakomdrkowej [127,128]. Zewnatrzkomérkowo
umiejscowione biatka biorg udziat w odpowiedzi immu-
nologicznej oraz wptywaja na reakcj¢ zapalna, czego wy-
nikiem jest synteza cytokin zapalnych [161].

Podkresla sig, ze HSP usytuowane w btonie cytoplazma-
tycznej komérek wptywaja na odpowiedZ immunologiczna;
uczestnicza w prezentacji antygendw i biosyntezie przeciw-
cial [34,83]. Czasteczki np. HSP70 funkcjonuja jako an-
tygeny na powierzchni komorek i sa rozpoznawane przez
komorki NK. Polipeptydy te umozliwiaja aktywnosc¢ tzw.
komplekséw MHC (major histocompatibility complex), od-
powiedzialnych za prawidlowe reakcje uktadu odpornoscio-
wego [20,128]. Moga réwniez bra¢ udziat w powstawaniu
wielu zaburzeri immunologicznych oraz choréb, m.in. reu-
matoidalnego zapalenia stawéw, cukrzycy insulinozaleznej
czy chorobie Alzheimera [34,134,139,157]. Ponadto, zna-
czacy wzrost poziomu aktywnosci biatek HSP72 i HSP73
obserwuje si¢ po transplantacji, co koreluje w wysokim
stopniu z odrzuceniem przeszczepu [161].

Mitochondrialne kompleksy biatek HSP60 1 HSP10 pelnia
ochronng rol¢ w uszkodzeniach serca i mézgu wywotanych
niedokrwieniem (ischemia) czy niedotlenieniem (hypoxia).
Zapobiegaja chorobom, ktére wynikaja z nieprawidtowego
funkcjonowania naczyn krwionosnych np. choroba wien-
cowa, nadcisnienie czy miazdzyca t¢tnic, poprzez hamo-
wanie uszkodzen oraz szlakéw apoptotycznych [76,141].

Akceptuje sig poglad, ze odpowiedni poziom HSP jest zwia-
zany z nabywaniem przez komorki tolerancji na rézne stre-
sory. Biatka te maja szanse znalez¢ zastosowanie w profi-
laktyce wielu choréb dzigki m.in. zdolno$ci modulowania
procesu apoptozy w komoérkach nowotworowych, indukcji
NK oraz aktywacji swoistych mechanizméw odpornosci
humoralnej i komérkowej [6,15,52]. Wyniki badari suge-
ruja, ze poziom HSP moze stanowi¢ marker agresywno-
$ci choroby badZ odpowiedzi pacjentéw na chemioterapie,
stad wskazuje si¢ na ich potencjalng role w prognozowa-
niu i leczeniu nowotworéw [43,67,128]. Nalezy podkreslié,
ze w zwiazku z funkcja opiekuncza i ich zdolnoscia two-
rzenia komplekséw z r6znymi biatkami prowadzi si¢ ba-
dania nad ich wykorzystaniem do konstrukcji szczepionek
przeciwzakaznych i przeciwnowotworowych [76,80,133].

Wyniki przeprowadzonych badan pozwalaja na stwierdze-
nie, ze czasteczki tej rodziny moga petnié funkcj¢ w zalez-
nosci od miejsca wystgpowania, tj. wewnatrzkomoérkowa
— ochronna (antyapoptotyczna) i pozakomérkowa — immu-
nogenng (proapoptotyczna).

RecuLacia syntezy HSP

Aktywacje genéw HSP indukuje stres, a jej regulacja za-
chodzi zar6wno na poziomie transkrypcji, jak i translacji
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Tabela 1. Podrodziny biatek szoku cieplnego; gtdwne, indywidualne HSP — nazwy/symbole, lokalizaja, funkgje

Podrodzina Biatko Lokalizacja Gtowne funkcje
HSP100 HSP104/HSP105 cytosol udziat w naprawie/proteolizie zdenaturowanych biatek

[29,42,44,60,

98,110,129] HSP110 cytosol utatwianie rozpuszczania agregatow biatkowych; biatko wspétopiekuricze
HSP25 i HSP70; wiazanie i aktywacja antygenéw i komdrek APC; indukcja
odpowiedzi antynowotworowej

HSP90 HSP90 cytosol/jadro komérkowe  aktywacja receptordw steroidowych i niesteroidowych; regulacja aktywnosci/
[41,57,83,96, stabilizacja czynnikéw transkrypcyjnych, enzymow; udziat w transdukgji
103,112,115,136,142] sygnatow, réznicowaniu i proliferacji; udziat w naprawie/usuwaniu
zdenaturowanych biatek
GRP94/96 ER/cytosol/btona komérkowa  transport biatek; wtasciwosci antyapoptotyczne; funkcje immunologiczne
HSP70 HSC70 cytosol/jadro komdrkowe  transport biatek do organelli
[37,38,39,52,
54,58,76,82,90,129] HSP70/72 cytosol/jadro komérkowe  udziat w fatdowaniu nowo syntetyzowanych biatek oraz naprawie lub
usuwaniu denaturowanych polipeptydéw; hamowanie powstawania
agregatow denaturowanych biatek; requlacja aktywnosci enzymow;
whasciwosci antyapoptotyczne; udziat w transdukji sygnatéw; funkcje
immunologiczne
GRP78/Bip ER/cytosol/jadro komdrkowe/  koordynacja transportu przez btone komdrkowa; ochrona rybosoméw
btona komérkowa
GRP75/mortalina/ mitochondria/cytosol
HSPA9/Mot-2/ ochrona mitochondriéw
PBP74
HSP70-HOM/ cytosol/jadro komdrkowe  naprawa DNA, ochrona telomerdw
/Hum70t
HSP60-40 HSP60 mitochondria/cytosol sktadanie nowo zsyntetyzowanych polipeptydéw/naprawa uszkodzonych
[28,36,56, biatek mitochondrialnych/cytosolowych; funkcje immunologiczne; transport
117,146,154] biatek do mitochondriéw; regulator apoptozy
HSP56 cytosol/btona komérkowa  transport cholesterolu, wigzanie receptoréw steroidowych
HSP47 ER ochrona wtdkien kolagenowych
HSP40/Dna) cytosol/jadro komérkowe/ER/  biatko wspétopiekuricze; wiazanie uszkodzonych biatek, udziat w ich
(AB,C) mitochondria/aparat Golgiego/  naprawie; wiazanie receptoréw LDL oraz jon6w; udziat w cyklu komdrkowym;
btona komérkowa aktywnos¢ GTP-azowa; regulator apoptozy; wigzanie DNA i RNA — regulacja
replikacji i transkrypcji; aktywator ATP; regulator aktywnosci enzymdw; udziat
w utrzymaniu homeostazy redox; udziat w transporcie biatek
HSP40-10 (sHSP) HSP10/CPN10/ zewnatrzkomérkowa/ zapobieganie agregadji zdenaturowanych biatek; udziat w denaturagji
[35,36,46,55,59,61,64, Chaperonin 10 mitochondria polipeptydow; biatko wspotopiekuricze; aktywator prokaspaz
77,79,87,89,92,93,
102,104,108,118,138, HSP20/HSPB6 zewnatrzkomérkowa/ stabilizacja aktyny i cytoszkieletu; udziat w fatdowaniu biatek; biatko budujace
146,149,150] cytoszkielet oko; udziat w skurczach migsni
HSP22/HSPB8 cytosol/btona komdrkowa  regulacja aktywnosci enzyméw
HSP27/28/25/ cytosol/jadro komérkowe/  hamowanie agregadji denaturowanych biatek; udziat w naprawie/usuwaniu
HSPB1/B2/B3 btona komérkowa zdenaturowanych biatek oraz ich fatdowaniu; aktywator enzyméw; aktywnos¢

oA-krystalina/
HSPB4

auB-krystalina/
HSPBS

HSP32 (HMOX1/
HMOX2)

cytosol

cytosol/jadro komdrkowe/btona

komérkowa

ER/btona komdrkowa/mito-
chondria

antyapoptotyczna; udziat w przerzutowaniu; rola w rozwoju/ funkcjonowaniu
komdrek nerwowych i migsni; stabilizacja mikrofilamentéw i cytoszkieletu

biatko budujace soczewke oka; udziat w fatdowaniu biatek
receptor szlakéw sygnalizacyjnych; udziat w rozwoju miesni i fatdowaniu
biatek

aktywnos¢ oksygenazy hemowej (H0-1, HO-2); ochrona przed ROS; udziat
w przekazywaniu &; aktywator NF-kB
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[8,134]. Wzrost ekspresji HSP jest reakcja komoérek zmniej-
szajaca niebezpieczenstwo uszkodzenia podczas stresu lub
utatwiajaca ich regeneracje. W warunkach fizjologicznych
czynnik opisywany jako HSF1 (heat shock factor 1) wyste-
puje w postaci nieaktywnej jako monomer, zwigzany przez
kompleks biatek cytoplazmatycznych HSP90 i HSP70, kt6-
ry uniemozliwia jego translokacje do jadra komoérkowe-
go i wigzanie z DNA. Stres komérkowy indukuje wzrost
zdenaturowanych biatek, co prowadzi do odtaczania HSF1
z kompleksu biatek opiekuriczych. Monomery uwolnionego
czynnika transkrypcyjnego ulegaja fosforylacji, co umoz-
liwia ich trimeryzacje, a nastgpnie w tej postaci sa trans-
portowane do jadra komdrkowego. Proces aktywacji po-
lega na przylaczeniu HSF1 do konserwatywnej sekwencji
DNA, wystepujacej w obszarze promotoréw genéw HSP,
nazywanej elementem odpowiedzi na szok cieplny (heat
shock element, HSE). Hiperfosforylacja HSF1 aktywuje
jego zwiazanie z DNA i indukuje wzrost transkrypcji ge-
néw HSP. Dotad zidentyfikowano cztery czynniki u czto-
wieka, tj. HSF1-4. Gléwna funkcje petni HSF1, natomiast
ostatni z wymienionych czynnikéw — HSF4 bierze udziat
w hamowaniu ekspresji HSP. Wysoki poziom HSP moze
blokowaé aktywnos¢ czynnika HSF1 przez wigzanie si¢
do jego monomerdéw lub trimeréw [67,134].

W strukturze wigkszosci genéw HSP nie wystepuja intro-
ny, co zwigksza szybkos¢ powstawania dojrzatych, funk-
cjonalnych transkryptéw i w konsekwencji pozwala na
szybsza reakcje na stres. W warunkach stresu zmniejsza
si¢ synteza wielu biatek — z wyjatkiem HSP. Gdy czynni-
ki patogenne dzialaja efektywnie, to transkrypcji ulegaja
gtéwnie geny HSP, poniewaz powstajacy transkrypt jest
bardziej stabilny, a jego wykorzystanie jest promowane
w translacji [67,74].

Przedstawiono wyniki do§wiadczen wskazujace, ze w ko-
morkach HeLa indukcja czasteczek receptora FAS moze po-
wodowac¢ wzrost aktywnosci czynnika HSF1. Zaobserwo-
wano réwniez, ze komorki te mimo obecnosci pobudzonych
receptorow Smierci sa niewrazliwe na apoptoze. Natomiast
nadekspresja aktywnego HSF1 uwrazliwia te komoérki do
apoptozy na szlaku zaleznym od FAS. Inne biatko modulu-
jace szlak receptorowy apoptozy — DAXX réwniez induku-
je transaktywacje HSF1 w warunkach stresu w komérkach
ludzkich. Opublikowane niedawno wyniki badan zespotu
Arya [8] wskazuja, ze HSF1 wydaje si¢ funkcjonowac jako
wazny modulator proceséw przezycia i Smierci komorek.
Ponadto, odpowiedz na stres moze by¢ indukowana takze
przez czynniki zapalne i przez fosfolipazg A2, ktére po-
Srednicza w wigzaniu HSF1 do DNA. Zaobserwowano,
ze poziom reaktywnych form tlenu (RFT) réwniez pro-
wadzi do aktywacji HSF1 [113]. Synteza HSP w warun-
kach prawidtowych zalezy od ich poziomu w komorce.
Konstytutywna ekspresje reguluje stan powinowactwa do
substratu/éw i st¢zenie zdenaturowanych biatek. Niski po-
ziom niezwigzanych z substratem/ami HSP stanowi sygnat
do indukcji ich syntezy.

Przedstawiono dane wskazujace, ze zmiany w regula-
cji syntezy HSP sa zwiazane z procesem starzenia. Wraz
z wiekiem spada poziom tych czynnikéw i ich aktywnos¢
opiekunicza, co przyczynia si¢ do zmian fizjologicznych
i morfologicznych — destabilizacji i uszkodzen biatek oraz
struktur komérkowych, gromadzenia szkodliwych czynni-

kéw, wzrostu wrazliwosci na stresory, co prowadzi do na-
silenia starzenia komorek [134]. Biatka HSP posrednio
i bezposrednio przyczyniajg si¢ do starzenia si¢ komorek.
Przedstawiciele tej rodziny sa modulatorami funkcji, ak-
tywnosci i konformacji innych polipeptydéw. Spadek po-
ziomu HSP prowadzi do nieprawidlowosci w transporcie,
syntezie, naprawie i krazeniu wielu czasteczek miedzy
btona plazmatyczna i organellami, a takze do zaburzen
oddzialywan biatko—biatko oraz reorganizacji cytoszkie-
letu (np. destabilizacja aktyny i tubuliny) [89,102,108].
Ponadto, udziat HSP w replikacji DNA, transkrypcji ge-
now, transdukcji sygnatéw i procesach metabolicznych,
sprawia, ze zahamowanie ich biosyntezy prowadzi do gro-
madzenia efektéw mutacji, niestabilnosci genetycznej,
zaburzen w cyklu komérkowym, réznicowaniu i niepra-
widlowej homeostazy [134,135]. Spadek poziomu czyn-
nikéw opiekuniczych przyczynia si¢ do zmian w ekspresji
biatek lub zmiang ich funkcji. Rozwdj choréb autoimmu-
nologicznych i neurodegeneracyjnych, takich jak np. cho-
roba Parkinsona, Huntingtona czy Alzheimera jest zwia-
zany m.in. z zahamowaniem syntezy HSP, co powoduje
wzrost poziomu uszkodzonych biatek odpowiedzialnych
za te schorzenia [21,26,31,77]. Szacuje sig, ze prawie po-
towa biatek organizmu oséb po 80. roku zycia ulega oksy-
dacyjnym uszkodzeniom, czego wynikiem jest starzenie
si¢. Uszkodzone w wyniku utlenienia polipeptydy wspot-
zawodnicza z HSF w wiazaniu do HSP. U oséb starszych
obserwuje si¢ zmniejszona syntez¢ HSP, ale nie jest to
wynik spadku aktywacji czynnika HSF, a gléwnie zaha-
mowania jego wiazania do DNA. Czynniki opiekunicze
takze ulegaja uszkodzeniu i degradacji w procesie starze-
nia, a wzrost poziomu i gromadzenie utlenionych czaste-
czek moze skutkowac tym, ze HSP nie spelniaja efektyw-
nie swoich funkcji w stosunku do potrzeb starzejacych sig
komorek [100,134].

CHARAKTERYSTYKA | FUNKCJE WYBRANYCH PoDRODZIN HSP

HSP90

Jak dotad najlepiej poznanymi przedstawicielami podrodzi-
ny HSP90 sa HSP90o,, HSP90P i GRP94/96 [112]. W ko-
morkach wystepuje kilka genéw kodujacych te biatka, a ich
ekspresja zachodzi zar6wno w warunkach prawidtowych,
jak i w warunkach stresu, co przemawia za tym, ze sa nie-
zbgdne do ich funkcjonowania. Homologia sekwencji ami-
nokwasowej cztonkéw tej podrodziny w organizmach eu-
kariotycznych osiaga prawie 50%. Obie izoformy HSP90
a i B kodowane przez rézne geny — umiejscowione odpo-
wiednio na chromosomach 14 i 6 — tworza oligomerycz-
ne kompleksy, reprezentujace ich aktywna (funkcjonal-
na) postac [109,136].

Wyniki badan wskazuja, ze HSP90x ulega ekspresji po in-
dukcji stresem, natomiast HSP9OP — ekspresji konstytu-
tywnej. Wyréznia si¢ takze izoforme HSPOON, ktérej eks-
presja jest zwiazana z transformacja nowotworowa i rézni
si¢ ona zarowno budowa (kréotsza domena N-koncowa),
jak 1 whasciwosciami od pozostatych czlonkéw tej pod-
rodziny. Niektérzy badacze zaliczaja do HSP90 réwniez
umiejscowione w ER biatko GRP94/96 czy mitochondrial-
na posta¢ HSP75, opisywana jako TRAP1 [103,112,148].
Dowiedziono, ze wyizolowane z komérek nowotworowych
czasteczki HSPION sa okoto 100 razy bardziej wrazliwe
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Ryc. 1. Budowa domenowa HSP90 (wg [136] zmodyfikowano)

na dziatanie inhibitoréw (np. pochodnych geldanamycyny)
w poréwnaniu z biatkami tej podrodziny komérek prawi-
dltowych [57]. Wykazano, ze HSP90o tatwiej ulega dime-
ryzacji, chociaz biatko to moze tworzy¢ zar6wno homo-,
jak i heterodimery czy oligomery [136]. Prawdopodobnie
nadekspresja HSP90o hamuje réznicowanie komérek no-
wotworowych, natomiast HSP90PB wydaje si¢ niezbedna
we wczesnych etapach rozwoju embrionéw. Stwierdzono,
ze geny kodujace obie izoformy HSP90 zawieraja odrgb-
ne promotory i/lub r6znig si¢ sktadaniem ich pre-mRNA.
Posta¢ HSP90P bierze udziat w prawidtowym funkcjono-
waniu komérek w warunkach fizjologicznych, odpowiada
za rozw0j i dojrzewanie zarodkow oraz stabilizacj¢ cytosz-
kieletu. Ponadto, ekspresja tej postaci moze by¢ indukowa-
na tylko dlugotrwaltym stresem, co wiaze si¢ z nabywaniem
lekoopornosci i udzialem w nowotworzeniu. Natomiast eks-
presje¢ HSP90o indukuje stres, a wzrost jej poziomu towa-
rZyszy progresji nowotworowej, wiaze si¢ z regulacja cy-
klu komérkowego oraz transdukcja sygnatéw (zwtaszcza
z udzialem czynnikéw wzrostu i kinaz tyrozynowych).
Nadekspresje biatek podrodziny HSP90 opisano w prze-
biegu wielu typéw nowotworéw [80]. Zaobserwowano,
ze nadekspresja HSP9ON przyczynia si¢ w komérkach
nowotworowych do wzrostu aktywnosci biatek na szla-
ku sygnalizacyjnym Raf/Ras [113]. Podwyzszony poziom
HSP90w koreluje z szybka odpowiedzia na stresor, nato-
miast HSP90P z adaptacja do dtugo trwajacych warunkéw
niefizjologicznych [136].

Struktura domenowa i wlasciwosci HSP90

Naryc. 1 przedstawiono budowg domenowa przedstawicie-
la tej podrodziny. W izoformach HSP90 wyréznia sig pigé
wysoce zachowawczych regionéw, z ktérych trzy znajduja
si¢ w N-konicowej domenie (aa 38-59, 106-114 i 130-145
w HSP90a cztowieka), a dwie — w domenie sSrodkowej (aa
360-3701 387-401) [136]. Z kolei w domenie C-koricowej
znajduje si¢ okoto 190-aminokwasowy region odpowia-
dajacy za dimeryzacjg czasteczek, wiazanie nukleotyddow,
biatek akcesorycznych i substratéw z sekwencja TPR (te-
tratricopeptide repeat). Ponadto, C-konicowy region moze
zawiera¢ motyw sekwencyjny EEVD — wykorzystywany
w oddziatywaniach z biatkami wspétopiekuriczymi oraz
tzw. sygnat retencji [27].

Monomery HSP90 wiazac si¢ formuja funkcjonalne dime-
ry, wykorzystuja do tego zaréwno C- jak i N-korficowe re-
jony czasteczki. Wzajemne oddzialywanie wymienionych
regionéw jest niezbgdne zaréwno do przebiegu dimeryza-
cji, jak i tzw. cyklu ATP-azowego. Wyniki doswiadczen
wykazaty, ze za dimeryzacje koncéw N czasteczek odpo-
wiadaja ich 24-aminokwasowe segmenty dystalne. Reakcja

ta wymaga wczesniejszej dimeryzacji koncéw C. Miejsce
wiazania ATP znajduje si¢ w N-koricowej domenie biatek,
jednak w zwiazaniu tych czasteczek uczestniczg wszystkie
trzy domeny. Zwigzanie ATP powoduje zmiany konforma-
cyjne biatek, ktére pozwalaja na zblizenie i dimeryzacje
konicéw N. Proces ten jest istotny dla stymulacji reakcji hy-
drolizy, gdyz to dimer koiicéw N bierze udziat w hydrolizie
ATP. Potwierdzeniem tego oddziatlywania sa wyniki ba-
dan, ktére wykazaty, ze produkty zmutowanych genéw, ze
skrécona N-koricowa domeng cechuje stabsza aktywnos¢
ATP-azowa [116,119,120]. Wnikliwe doswiadczenia ujaw-
nity, ze brak 8 pierwszych aminokwaséw w N-koncowych
domenach nie zaktdca ich dimeryzacji, co sugeruje, ze
wymieniona sekwencja nie jest nieodzowna do stymula-
cji tego procesu. W tzw. ,,dzikim typie” HSP9O0 stwierdzo-
no hamowanie cyklu przytaczania ATP przez wymieniona
sekwencje, a takze, ze utrata 8 pierwszych N-koficowych
aminokwasow powoduje wzrost aktywnosci tego biatka.
Ponadto zaobserwowano, ze sekwencja 16 aminokwaséw
konica N odpowiada za dimeryzacj¢. Katalityczna aktyw-
nos¢ HSPIO0 zalezy od wewnatrzczasteczkowej interakcji
mig¢dzy N-koficowymi aminokwasami. Natomiast funk-
cja opiekuinicza jest wynikiem oddziatywania zaréwno re-
gionéw dimerycznych konca N jak i C, a takze segmen-
tu Srodkowego [105,120]. Wiazanie inhibitora tego biatka
— geldanamycyny odbywa si¢ przez motyw usytuowany
w domenie N-koncowej czasteczki, natomiast przytacza-
nie biatek akcesorycznych (co-chaperones) zawierajacych
tzw. motyw TPR, np. HOP (HSC70/HSP90-organizing pro-
tein) przez domeng asocjacji konca C taiicucha [99,114].

Niedawno wykazano, ze biatko HSP90 moze przybie-
ra¢ trzy odmienne konformacje zwiazane z oddziatywa-
niem mig¢dzy N-koficowymi odcinkami i domeng Srod-
kowa tego polipeptydu. Struktura otwarta biatka HSP90
pozostaje wolna od ATP, a kolejne zmiany konformacyjne
zachodza dzigki przytaczaniu i uwalnianiu biatek wspot-
opiekuniczych sa typowe dla struktury zamknigtej — wia-
zacej ATP. Ostateczna, aktywna posta¢ HSP90 powstaje
w wyniku hydrolizy ATP do ADP. Taka posta¢ biatka jest
zdolna do wiazania substratu. Natomiast oddziatywanie
migdzy koricem C a srodkowa domena czasteczki decydu-
je o jej otwartej konformacji, ktéra nie wigze ATP [120].

Funkcje HSP90

W warunkach fizjologicznych cytosolowe biatko HSP90
oddzialuje z wieloma czasteczkami sygnatowymi, dzigki
czemu kontroluje i reguluje szlaki $mierci komdrkowe;.
Polipeptyd ten moze si¢ wigza¢ m.in. z czynnikami trans-
krypcyjnymi aktywowanymi ligandem — receptory stero-
idowe (np. androgenéw) i niesteroidowe (np. ErbB2), czyn-
nikami transkrypcyjnymi niezaleznymi od ligandéw (np.
MyoD, p53), kinazami tyrozynowymi (np. Src), kinazami
serynowo-treoninowymi (np. Raf-1) oraz kinazami cyklu
komoérkowego (np. Weel). Wykazano réwniez zdolnos¢
HSP90 do asocjacji z aktyna, tubuling, kalmoduling i pod-
jednostkami biatek G [84,109,128].

Oddzialywania z receptorami steroidowymi
i niesteroidowymi

Gléwna rola opiekuricza HSP90 polega na tym, ze odpo-
wiadaja za zmiany konformacyjne i dojrzewanie recepto-
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réw steroidowych. Przedstawiciele tej podrodziny wigzace
si¢ z wolnymi receptorami wykazuja znaczny wptyw na aso-
cjacje receptora steroidowego z odpowiednim ligandem badz
na fosforylacje receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j.
Stwierdzono, ze ich obecno$¢ stabilizuje receptory, zapew-
nia odpowiednia konformacje i w zaleznosci od typu recep-
tora utrzymuje go w stanie gotowosci do wigzania ligandéw
(hormonéw steroidowych lub innych substratéw) albo uta-
twia ich fosforylacjg [107,113,128]. Wyniki badaii nad od-
dziatywaniami w kompleksach utworzonych przez hormony
steroidowe, ich receptory i HSP90 sugeruja, Ze za zwigzanie
hormonu odpowiada HSP9O0, ktére ,,wspéipracuje” z inny-
mi biatkami, m.in. HSP70, p23, HOP, HIP (HSP70/HSC70
-interacting protein), kinaza CDC37 (p50) oraz immunofi-
linami, np. FKBP51 i 52 (FK506 binding protein 51 and 52)
oraz cyklofiling CyP-40 [122,123,125]. Okazalo sig, ze jesli
nie utworzy si¢ ten wielosktadnikowy kompleks, receptor nie
ulega aktywacji. Nast¢pnie oddziatywanie ligand-receptor
odstania obszar receptora wiazacy DNA, ktéry wczesniej
,.przystonigty” byt przez HSP90, powodujac przemieszcze-
nie receptora steroidowego do jadra komdrkowego, przy-
czyniajac si¢ do aktywacji transkrypcji okreslonych genéw
[107]. Doniesiono, ze fosfataza biatkowa PP5 uczestniczy
w formowaniu komplekséw HSP90 -receptory steroidowe.
Prawdopodobnie enzym ten wiaze si¢ z biatkiem opiekuni-
czym przez motyw TPR, a powstaty kompleks umozliwia
oddziatywania HSP90 z innymi czasteczkami m.in. z gliko-
zylofosfatydyloinozytolem w btonie komérkowej. Ponadto
PP5 hamuje aktywnos¢ transkrypcyjna receptoréw przez re-
gulacje ich fosforylacji/defosforylacji [105,107].

Polipeptydy tej podrodziny, podobnie jak HSP70 i HSP60,
wiaza ATP i ulegaja konformacyjnej zmianie, a ich aktyw-
no$¢ ATP-azowa pozwala na ponowne prawidlowe faldowa-
nie zdenaturowanych biatek [76]. Czasteczki HSP90 uczest-
nicza w formowaniu komplekséw opiekuriczych, a proces
ten uzalezniony jest od cyklu wiazania ATP/ADP. Stad
wiele lekéw 1 czynnikéw o aktywnosci farmakologicznej
dziata jako zwiazki mimetyczne wymienionych nukleoty-
déw, blokujac w ten sposéb aktywnosé ATP-azowa i opie-
kuricza HSP90 [112]. Hamowanie aktywnosci polipeptydu
opiekunczego powoduje spadek lekoopornosci oraz degra-
dacje substratow w proteasomach z udziatem biatka CHIP
(carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein) o aktyw-
nosci ligazy ubikwitylowej E3, ktére oddziatuje zaréwno
z HSP70, jak i HSP90 [12,32,45].

Cztonkowie tej podrodziny wykazuja zdolno$¢ wiazania
receptoréw niesteroidowych, jak np. kinazy tyrozynowe;j
ErbB2 (erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
2, neuro/glioblastoma derived oncogene homolog avian)
[62]. Uczestnicza one w zmianach konformacyjnych, mo-
dyfikacjach potranslacyjnych, a takze odpowiadaja za sta-
bilizacjg, aktywnos¢ i lokalizacj¢ komoérkowa giéwnych
biatek onkogennych, takich jak kinazy tyrozynowe ErbB2,
C-RAF i BCR-ABL, kinaza CDK4 oraz PKB/Akt, zmuto-
wanej postaci p53, czynnika transkrypcyjnego HIF1 o (hy-
poxia inducible factor 1 ), surwiwiny, receptora blonowe-
go MET/HGFR (mesenchymal-epithelial transition factor;
hepatocyte growth factor receptor) i podjednostki telomera-
zy TERT. Modulacja przez HSP90 wymienionych czynni-
kéw oraz szlakéw sygnalizacyjnych i proceséw biologicz-
nych moze prowadzi¢ do zahamowania rozwoju ztosliwego
fenotypu komérek [57,112].

CykL ATP-azowy

Cykl ATP-azowy zapewnia energi¢ zmianom konforma-
cyjnym bialek oraz stymuluje aktywnos¢ receptoréw ste-
roidowych i niesteroidowych [27,48,114,120]. Zwiazanie
ATP powoduje utworzenie pierscienia przez oddziatywa-
nie N-koricowych regionéw czasteczki z pozostatymi do-
menami, tj. z domena Srodkowa i dimerycznym segmentem
C-koricowym. Powstata w ten spos6b struktura ,,wiecz-
ka” zamyka ATP wewnatrz pierscienia N-koricowych
domen, co umozliwia ich dimeryzacj¢ i hydrolizg¢ ATP.
W nieobecnosci hormonu HSP90 utrzymuje nieaktyw-
ne receptory steroidowe w stanie gotowosci, co zapewnia
skuteczna odpowiedZ na pojawiajacy si¢ ligand. Ostatnio
doniesiono, ze stosowanie inhibitoréw/aktywatoréw czyn-
nikéw transkrypcyjnych o naturze receptoréow steroido-
wych, umozliwia regulacj¢ ich aktywnosci [107,122,142].
Aktywatorami/inhibitorami sa czynniki transdukcji sygnatu,
ktére wywotuja zmiany prowadzace do aktywacji recepto-
réw. Zaobserwowano, ze fosforylacja receptoréw steroido-
wych przez kinazy moze w pewnych warunkach prowadzié¢
do ich indukcji, nawet w przypadku braku ligandéw (hor-
monéw), a dzigki oddziatywaniu z HSP90 moga wigzac
si¢ do promotoréw genéw [114,132].

Jak dotad sekwencja rozpoznajaca i wiazaca substraty nie
zostata w pelni okre§lona. Wiadomo natomiast, ze HSP90
nie wchodza w interakcje z nowo syntetyzowanymi biatka-
mi [76,128]. Czasteczki HSP90 mogg hamowac lub induko-
wac aktywnos$¢ substratéw. Te ostatnie wykazuja wspdlna
cechg — stanowig krétko zyjace biatka, podatne na zmia-
ny konformacyjne, od ktérych zaleza ich wiasciwosci oraz
funkcje. Uwaza sig, ze wiazanie substratéw z HSP90 za-
pobiega ich degradacji i zmianie konformacji. W powsta-
tym kompleksie staja si¢ one mniej wrazliwe na dziatanie
enzyméw proteolitycznych. Natomiast w przypadku re-
ceptorow hormondéw zmniejsza si¢ ich zdolno$¢ do wia-
zania ligandéw [48,115].

Mechanizm interakcji HSP90 z innymi biatkami — , klien-
tami” jest wciaz stabo poznany. Chociaz zwigzanie HSP90
z substratem jest procesem ATP-niezaleznym, to jednak
jego uwalnianie wymaga energii pochodzacej z hydroli-
zy ATP. Cykl przylaczania i uwalniania substratu jest re-
gulowany przez oddziatywanie HSP90 z innymi biatkami
wspotopiekunczymi (co-chaperones), takimi jak HSP70,
HOP czy p23 [111,130,160]. Polipeptyd HOP oddziatuje
z C-konicowa domena HSP90 poprzez jego motyw TPR, co
prowadzi do zmiany konformacji HSP i uniemozliwia dime-
ryzacje N-konicéw. Dopiero oddysocjowanie z kompleksu
biatek HOP i HSP70 umozliwia wiazanie ATP i przejscio-
wa dimeryzacj¢ N-koiicowych regionéw HSP90, podczas
gdy C-konicowe domeny pozostaja nadal w postaci dime-
ru. Ponadto uwaza sig, ze czynnik HOP wykazuje zdolnos¢
do wypierania inhibitoréow HSP90 np. pochodnych gelda-
namycyny z komplekséw z tym biatkiem opiekuriczym
[63,96,99]. Opublikowane dane wskazuja, ze biatko HOP
wiaze si¢ zaréwno z C, jak i Srodkowa domena HSP90, ale
nie asocjuje z jego N-konicowymi domenami. Wyniki ba-
dan sugeruja, ze HOP przylacza sig¢ réwniez do biatka opie-
kuriczego niezwiazanego z ATP (tzw. struktura otwarta),
a kompleks ulega rozluznieniu w wyniku zmian konfor-
macyjnych indukowanych po zwiazaniu z ATP [113,120].
Ponadto wykazano, ze HOP funkcjonuje jako dimer i wig-
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ze sig¢ do obydwu monomeréw HSP90, tworzac tzw. klam-
re. To umozliwia oddziatywanie z sasiadujaca srodkowa
domena HSP90, zwigkszajac jego powinowactwo do hy-
drofobowych substratéw [114,115]. Interakcja HOP z biat-
kami HSP70 i HSP9O0 utatwia przeniesienie substratu, np.
receptora steroidowego z HSP70 na HSP90. Odbywa si¢
to dzigki interakcji domen TPR1 i TPR2 biatka wspéto-
piekuriczego z motywami EEVD koricéw C odpowiednio
HSP70 1 HSP9O0, a takze wielu innych miejsc korica C cza-
steczki tego ostatniego [105,130,132]. Wiazanie ATP z kom-
pleksem HOP-HSP90 powoduje jego dysocjacje i umozli-
wia interakcj¢ z innymi czynnikami, np. p23, CyP40 czy
FKBP52, ktére sa nieodzowne do hydrolizy ATP i zmian
konformacyjnych receptoréw [122,123,160]. W przypadku
receptora steroidowego prowadzi to do silniejszego powi-
nowactwa do hormonu, a receptorom o aktywnosci kinaz
tyrozynowych umozliwia fosforylacje¢ i/lub wigzanie swo-
istych ligandéw [27,96]. Wyniki ostatnich badan wskazu-
ja, ze czynnik HOP nie wplywa bezposrednio na wigza-
nie ATP do HSP90, ale moze oddziatywac posrednio na
to wigzanie [99,119,120].

Zwiazanie ATP przez HSP9O0 inicjuje powstanie funk-
cjonalnego dimeru HSP90 i umozliwia przytaczenie np.
p23. Analizy oddziatywan migdzy sktadnikami biatko-
wych komplekséw sugeruja, ze interakcja HSP90 z p23
umozliwia dimeryzacje koicow N czasteczek pierwsze-
go polipeptydu oraz hydroliz¢ ATP. Czynnik p23 utatwia
wiazanie y-fosfatazy do centralnej domeny HSP90, w prze-
ciwienistwie do biatka HOP [99,114]. Hydroliza ATP wy-
woluje otwarcie molekularnego kanatu utworzonego przez
N-koncowe odcinki dimeru HSP90 i umozliwia uwolnie-
nie substratu [57,115,159]. Uznaje sig, ze obecnos¢ p23
jest niezbedna do stabilizacji kompleksow opiekuriczych
i dojrzewania substratu/éw, umozliwia jego fosforylacje
przez kinaz¢ AKT i/lub wiazanie swoistego liganda (re-
ceptory steroidowe). Brak tego czynnika powoduje za-
nik powinowactwa do substratu/6éw, rozpad komplekséw,
a nawet degradacje substratow. Dowiedziono, ze p23 od-
dziatuje z kompleksem opiekuiiczym wytacznie po weze-
$niejszym zwigzaniu ATP do HSP90 i nigdy nie bloku-
je catkowicie jego aktywnosci ATP-azowej [27,112,130].
Ponadto, uznaje sig, ze p23 stymuluje HSP90 do interakcji
z p53, a takze odpowiada za swoistos¢ wigzania substra-
tu. Z kolei istnieja dowody, ze HSP90 wspomaga wigzanie
pS3 oraz innych bialek (np. telomerazy) do DNA, a takze
uczestniczy w prawidtowej reorganizacji chromatyny pod-
czas aktywacji transkrypcji [48,120,125]. Prawdopodobnie
HSP90 moze takze uczestniczy¢ w rozbijaniu komplekséw
transkrypcyjnych, promowaé dysocjacje niektérych recep-
toréw steroidowych zwiazanych z chromatyng i uczestni-
czy¢ w ich eksporcie poza jadra komérkowe do cytoplazmy
[142]. Gléwna rolg w tych procesach odgrywa p23, kté-
ry reguluje cykl wiazania tych komplekséw do DNA i ak-
tywnos¢ transkrypcyjna receptoréw jadrowych. Wiadomo,
ze zaréwno HSPIO, jak i p23 sa nieodzowne do zwigza-
nia receptoréw steroidowych z promotorami i aktywowania
okreslonych genéw, co jednak nie tylko stabilizuje wiaza-
nie receptor-ligand, ale takze moduluje dynamike wiazania/
odlaczania aktywnego receptora jadrowego z kompleksu
z DNA [48,57,114]. Wedtug Picarda i wsp. [107] czynnik
wspotopiekunczy p23 jest niezbedny do przezycia komo-
rek. Inhibitory HSP90 — pochodne geldanamycyny wspét-
zawodnicza z ATP o miejsce wigzania, uniemozliwiajac

oddziatywanie z p23, co w konsekwencji zapobiega uwal-

nianiu substratu [27,48]. Wyniki do§wiadczen wskazuja, ze

w komérkach cztowieka HOP nie hamuje bezposrednio ak-

tywnosci ATP-azowej HSP90, natomiast blokuje dimeryza-

cje jego N-koricowych regionéw; odwrotnie oddziatuje p23

[114,130,159]. Doniesiono, ze biatko CDC37 (p50) hamuje

aktywnos¢ ATP-azowa HSP90 [57,125]. Dowiedziono, ze

ATP asocjuje ze sSrodkowa domena biatka opiekuniczego,

tworzac otwartg konformacje, co uniemozliwia ATP-zalezna

dimeryzacje¢ koricow N czasteczki. Wyniki te wskazuja na
istotng funkcje domeny Srodkowej HSP90 w przebiegu i re-
gulacji cyklu ATP-azowego. Domena ta moze przybierac¢
konformacj¢ otwarta/nieaktywna badZ zamknigta/aktyw-
na, ktéra indukuje dimeryzacje koficéw N czasteczki i od-
stonigcie jej aktywnych miejsc [130]. Wyniki doswiadczen
ujawnily, ze izoforma HSP90o jest mniej aktywna niz f3,
stad czasteczki ATP zwiazane z izoforma [} tatwiej ulega-
ja hydrolizie. Mniejsza aktywno$¢ ATP-azowa HSP90f
wynika z jego mniejszej zdolnosci do tworzenia dimeréw,
uwarunkowanej hydroliza ATP [119,120]. Stwierdzono,
ze biatko CDC37 jest niezbgdne do wigzania substratow
przez HSP90. Wystgpuje ono w postaci dimerycznej, ale
jako monomer tworzy kompleks z HSP90, w ktérym oby-
dwa wymienione biatka oddziatuja z domena katalityczna
kinaz (substratéw). Prawdopodobnie domena kinazowa za-
wiera kilka miejsc wiazania, ktdre sa potozone blisko sie-
bie, a nawet moga by¢ wspdlne dla biatek tworzacych kom-
pleks. Interakcje CDC37 z kinazami (np. CDK2, CDK4)
mozliwe sg dzigki fosforylacji jego N-koricowej domeny
[57,125]. Zaobserwowano, ze moze dochodzi¢ do hamo-
wania aktywnosci kinaz lub nawet moga by¢ kierowane na
droge degradacji w obecnosci inhibitoréw HSP90. Moze
to wynikac¢ z wyzszego powinowactwa HSP90 do tych le-
kéw i ATP niz do substratéw. Nalezy takze podkresli¢,
ze pochodne geldanamycyny, np. 17-AAG (17-allylo-17-
demetoksygeldanamycyna) skuteczniej dziataja w komor-
kach nowotworowych niz w prawidtowych [80]. Ekspresja
biatek onkogennych, takich jak ErbB2 — receptor o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej — wptywa na wzrost poziomu
komplekséw HSP90-substrat, co z kolei prowadzi do zwigk-
szonej ekspresji opisywanych receptorow. Zastosowanie
inhibitoréw HSP90 wywotuje szybka degradacj¢ niekto-
rych kinaz, z powodu ich odmiennej wrazliwosci na leki

i powinowactwo do biatka opiekuniczego. Okazalo sig, ze

ErbB2 silniej oddziatuje z HSP90 niz ErbB1 i przez to kom-

pleks ten fatwiej ulega rozpadowi. Kinazy, ktére oddziatu-

ja z HSP90 mozna podzieli¢ na dwie grupy:

1) niestabilne, w nieaktywnej postaci — np. CDK4, ktéra
oddziatuje z kompleksem HSP90/CDC37 jeszcze przed
zwigzaniem cykliny D, co powoduje stabilizacje i akty-
wacje enzymu oraz wzrost powinowactwa do cykliny i

2) kinazy wymagajace zwigzania HSP90 do faldowania
zsyntetyzowanego taniicucha oraz do dojrzewania, np.
ErbB2 wiaze HSP90, co pomaga w przytaczaniu ATP
do kinazy. W przypadku kinaz wiazacych ligand lub ATP
brak tych dwéch czynnikéw powoduje niestabilnos¢ en-
zyméw. Ponadto, niedobér HSP90 i/lub obecnosé jego
inhibitoréw wywoluje degradacje kinaz. Zaobserwowano
takze, ze fosforylacja kinaz moduluje ich aktywnos¢
i przyczynia sig do ich stabilizacji. Sytuacje taka opisa-
no w przypadku kinaz PKB/Akt i ZAP-70, wrazliwych
na 17-AAG (pochodng geldanamycyny) tylko w pew-
nych typach komérek. Skutecznos¢ inhibitoréw zalezy
od tego czy kinaza wymaga zwiazania biatka opiekun-
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czego do stabilizacji i aktywacji [27,62,96]. Fosforylacja
substratéw HSP90 moze modulowac ich aktywnos¢ i se-
lektywnos$¢ wiazania do biatek opiekuniczych. Poczynione
obserwacje moga si¢ okazacd istotne w przysztosci w ha-
mowaniu wzrostu i progresji nowotworéw. Ponadto rézne
funkcje HSP9O, takie jak naprawa biatek badZ kierowa-
nie ich na droge degradacji — moga wynikac¢ z odmien-
nych konformacji polipeptydu opiekunczego oraz czyn-
nikéw modulujacych ten proces [80].

Waznym stymulatorem cyklu ATP-azowego jest réw-
niez wspoétopiekuncze biatko AHA1 (activator of HSP90
ATPase), ktére moze uczestniczy¢ w dojrzewaniu, sta-
bilizacji 1 funkcjonowaniu biatek onkogennych [57,101].
Wspomniany inhibitor HSP90 — 17-AAG, wywoluje de-
gradacje¢ tych substratow na szlaku ubikwitynozaleznym
w proteasomach. Nadekspresja AHA1 nie zmienia wraz-
liwosci komoérek nowotworowych na 17-AAG, ale wzma-
ga aktywno$¢ C-RAF i indukuje wzrost poziomu fosfory-
lacji MEK1/2 i ERK1/2, bez zmiany catkowitej puli tych
kinaz. Zastosowanie strategii siRNA lub inhibitoréw kom-
plekséw AHA1-HSP90, w celu zahamowania ekspresji
AHA1, powoduje spadek aktywnosci C-RAF oraz stopnia
fosforylacji ERK1/2 i MEK1/2. Ponadto uwrazliwia ko-
morki nowotworowe na dziatanie pochodnych geldanamy-
cyny, przyczyniajac si¢ do wzrostu ich apoptozy.

Stabilizacja gléwnych czynnikow transdukcji
sygnalow

Biatka HSP9O stabilizuja gtéwne biomolekuty uczestni-
czace w transdukcji sygnatu/éw zwiazane z nowotworze-
niem — produkty onkogenéw m.in.: RAF, CDK4 i ErbB2.
Czasteczki te sa utrzymywane w gotowosci do aktywacji
przez biatka opiekuricze, co w komdrkach nowotworowych
utatwia progresje¢ i rozwdj ztosliwego fenotypu [65,69,85].
Ponadto, nadekspresja AHA1 powoduje zwigkszong fosfo-
rylacje kinazy PKB/Akt, bez wptywu na poziom jej eks-
presji oraz wzrost aktywnosci receptoréw glukokortyko-
idowych [84,112,113].

W opinii badaczy polipeptydy tej podrodziny moga sta-
nowi¢ wazny cel dla lekéw przeciwnowotworowych, gdyz
ich zahamowanie powoduje zmniejszenie poziomu i ak-
tywnosci czynnikow uczestniczacych w nowotworzeniu.
Inhibitory HSP90 blokuja ich N-koficowe regiony, unie-
mozliwiajac hydrolize ATP, co przyczynia si¢ do degra-
dacji onkogennych bialek z udziatem ubikwityny [80,113].
Niezwykle wazna jest obserwacja wskazujaca, ze pochodne
geldanamycyny cechuje zdolnos¢ zaréwno do hamowania
cyklu komérkowego, jak 1 indukcji apoptozy. Powszechnie
stwierdza sig, ze antyapoptotyczne HSP90 przyczynia si¢
do rozwoju nowotworéw. Prawdopodobnie czynnik HSF1
stymuluje indukcje biosyntezy i wzrost aktywnosci biatka
AHAI1, ktére wiagzac si¢ z HSP90 powoduje zwigkszona
proliferacje komoérek nowotworowych. Zaobserwowano,
ze nadekspresja AHAT nie zmienia wrazliwosci komorek
nowotworowych traktowanych 17-AAG, natomiast spadek
ekspresji tego biatka powoduje znaczny wzrost wrazliwo-
Sci, co wywoluje indukcje apoptozy. Wykazano, ze AHA1
oddziatuje ze srodkowa domeng HSP90, a przez interak-
cj¢ z jego N-koncowymi regionami umozliwia wiazanie
ATP, co wzmaga aktywnos¢ ATP-azowa biatka opiekun-
czego [57,101,105].

Kolejne biatko wspotopiekuricze z rodziny immunofilin —
CyP40 réwniez bierze udziat w tworzeniu , kompleksow
opiekunczych”, ktérych rola polega prawdopodobnie na in-
dukcji aktywnosci ATP-azowej HSP90. Zaobserwowano, ze
CyP40 wiaze si¢ z C-konicowa domena biatka opiekuricze-
20 [99]. Komérki, w ktérych odnotowano niedobér CyP40
cechuje nadwrazliwo$¢ na pochodne geldanamycyny, co po-
twierdza sugestie, ze poziom biatek wspoétopiekuriczych wa-
runkuje wrazliwo$¢ komoérek na inhibitory HSP9O0, dzigki
ich zdolnosci do modulowania aktywnosci ATP-azowej [57].
Ponadto CyP40 oraz inne immunofiliny, jak np.: FKBP52
i FKBP51 stymuluja receptory steroidowe i odpowiada-
ja za zwiazanie przez nie swoistego liganda [122,123,159].

Badania nad inhibitorami HSP90 wskazuja, ze pochod-
ne geldanamycyny konkuruja o miejsca wigzania, zarow-
no z postacia o jak i B, tego biatka opiekuniczego z innym
partnerem — SGT (small glutamine rich TPR-containing pro-
tein) w komorkach Hela, co wywotuje rozpad kompleksu
HSP90-SGT i translokacje tego ostatniego biatka z cytopla-
zmy do jadra komérkowego. W strukturze biatka SGT wy-
stepuja trzy domeny TPR i bogaty w glutaming C-koricowy
region, ktéry umozliwia oddzialywanie z hydrofobowym
segmentem innych czasteczek. Wykazano takze, ze w ja-
drze komérkowym biatko SGT funkcjonuje jako czynnik
proapoptotyczny i reguluje ekspresj¢ genéw zwiazanych
z przebiegiem cyklu komérkowego. Natomiast posta¢ SGT
wystepujaca w cytoplazmie, poza HSP90, moze réwniez od-
dziatywaé z HSP70/HSC70 i regulowac ich funkcje opiekuri-
cze. Akceptuje si¢ poglad, ze funkcje bialek SGT zaleza od
ich umiejscowienia i czynnikéw, z ktérymi asocjuja [162].

Aktywnos$¢é HSP9O0 jest zwiazana zaréwno z procesami fizjo-
logicznymi, jak i patologicznymi. Biatka te oddziatuja z re-
gulatorami szlakéw metabolicznych, transdukcji sygnatéw
oraz cyklu komérkowego odpowiadaja za utrzymanie prawi-
dlowej homeostazy. Najnowsze badania wskazuja, ze poli-
peptydy HSP90 uczestnicza takze w procesach zwigzanych
z metabolizmem DNA i RNA, takich jak replikacja czy trans-
krypcja oraz stabilizacje transkryptéw i telomeréw. Sugeruje
sig, ze biatko HSP90 promuje wigzanie telomerazy do DNA,
w podobny sposéb, jak receptory hormonéw [40,48,113].

Inne funkcje HSP90

HSP90 funkcjonuje jako biatko opiekunicze kinazy ZAP-
70, ktorej wysoka ekspresja jest charakterystyczna w ko-
morkach linii B pacjentéw z przewlekta biataczka limfo-
cytowa. Zahamowanie aktywnosci HSP90 prowadzi do
degradacji ZAP-70 i $mierci komorek biataczkowych [76].

Biatko HSP90 stabilizuje wraz z HSC70 sktadniki nu-
kleo- i cytoszkieletu, oddziatuje z mikrotubulami oraz fi-
lamentami posrednimi. Odpowiadaja za ochrong aktyny
przed degradacja [109,119].

Ocenia sig, ze ponad 100 substratéw wiaze si¢ z HSP90,
a wsrdd nich sa kinazy, receptory steroidowe, biatka G czy
telomeraza [112]. Wiele sktadnikéw jest wymaganych do
aktywnosci opiekuriczych HSP90, ktére sa swoiste dla
okreslonego substratu.

Podkresla sig, ze biatka GRP94/96 wraz z HSP70 sq umiej-
scowione m.in. w btonie plazmatycznej komérek; bio-
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Tabela 2. Charakterystyka biatek podrodziny HSP70

Homologia N - Synteza
oo Memvwe i, Guldelngm el i
(%) stresem
HSP70-1a HSP70, HSP72, HSP70-1 100 HSPA1A /6p21.3 cytosol, jadro, lizosomy +
HSP70-1b HSP70, HSP72, HSP70-1 99 HSPA1B / 6p21.3 cytosol, jadro, lizosomy +
HSP70-1t HSP70-hom 91 HSPA1L/ 6p21.3 cytosol, jadro -
HSP70-2 HSP70-3, HSPA2 84 HSPA2 / 14q24.1 cytosol, jadro -
HSP70-5 Bip, Grp78 04 HSPA5 /9q33-q34.1 ER -
HSP70-6 HSP708’ 85 HSPAG / 1cen-qter cytosol, jadro +
HSC70 HSP70-8, HSP73 86 HSPA28 /11923.3-q25 cytosol, jadro -
HSP70-9 Grp75, mtHSP7, 5 HSPA 9/ 5q31.1 mitochondria -
Mortalina
Opracowano wg [38].
ra udzial w transporcie czasteczek, transdukcji sygnatéw
zewnatrzkomoérkowych oraz pelnia funkcje immunogen- miejsce .
ne [41,76,80]. ataku proteaz region
o domena  “™e" o
HSP70 sygnat lokalizacji wi:';;:i";w wiazaca biatka sy, “PnlretEng
1 I ror

Do podrodziny tej zalicza si¢ najbardziej konserwatyw-
ne i najlepiej scharakteryzowane biatka HSP, ktére w ko-
morkach ludzkich stanowig produkty 17 genéw rozmiesz-
czonych na ré6znych chromosomach [23]. Jak dotad szerzej
poznano 8 przedstawicieli tej podrodziny (639-679 aa), kt6-
re charakteryzuja si¢ najwigksza stabilnoScia ewolucyjna
i wysokim powinnowactwem do ATP, natomiast r6znia si¢
migdzy soba odmiennym poziomem ekspresji i komérko-
wa lokalizacja (tabela 2).

W siateczce Srédplazmatycznej i mitochondriach wystepu-
ja HSP70 charakterystyczne dla tych struktur, odpowiednio
HSP70-5/Bip/GRP78 i HSP70-9/mtHsp70/GRP75/mortali-
na, podczas gdy innych przedstawicieli tej podrodziny od-
najduje si¢ gtéwnie w cytosolu i w jadrach komérkowych.
Biatka GRP78 wiaza taicuchy cigzkie immunoglobulin
w ER komérek plazmatycznych i limfocytéw B, co zapo-
biega przedwczesnemu ich taczeniu sig [38,76].

STRUKTURA DOMENOWA

Przedstawiciele podrodziny HSP70 wykazuja wyso-
ce konserwatywna strukturg pierwszorzedowa. W kon-
cu N czasteczki tych biatek znajduje si¢ domena wiaza-
ca nukleotydy ADP/ATP (nucleotide binding domain/
ATPase binding domain — NBD/ABD), z ktéra sasia-
duje srodkowa domena, zawierajaca miejsce wrazliwe
na proteazy. W koricu C taricucha cztonkéw podrodziny
HSP70 wystepuje domena PBD/SBD (peptide binding
domain/substarate binding domain), bogata w Gly/Pro,
odpowiadajaca za wiazania substratéw [76,143]. W tym
regionie wystepuje sekwencja EEVD — motyw wiaza-
nia biatek wspoétopiekuriczych m.in. BAG-1 (BAG fami-
ly molecular chaperone regulator-1), HOP czy HSP90
i HSP40 (ryc.2).

.
HN (8- C00H

Ryc. 2. Budowa domenowa HSP70 (wg [38,51] zmodyfikowano)

Polipeptydy HSP, ktére wystgpuja w okreslonych prze-
dziatach komérkowych (np. mitochondria, ER, jadro ko-
morkowe) cechuje sygnat lokalizacji w konicu N i/lub sy-
gnat zatrzymania (retencji) w tych organellach w koricu C
czasteczki (np. HSP70-5) [38]. Stwierdzono réwniez, ze
w koricu N taiicucha HSC70 znajduje si¢ domena oddzia-
tywania z kalmodulina [109].

Bialtka podrodziny HSP70 i ich komérkowe
rozmieszczenie

Synteza HSP70-1a i 1b ulega indukcji w warunkach stre-
su, a geny kodujace te biatka sa umiejscowione na krot-
szym ramieniu chromosomu 6, w obszarze genéw gtéw-
nego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy 1 II (MHC).
W warunkach fizjologicznych HSP70-1 ulega réwniez eks-
presji w réznych komoérkach. Zaobserwowano wzrost po-
ziomu tego biatka na pograniczu faz G1i S cyklu komor-
kowego, co wynika z jego cytoochronnych wtasciwosci
warunkujacych przezycie komorek. Podczas szoku ciepl-
nego HSP70-1 chroni komérki mitotyczne przed niepra-
widlowymi podziatlami spowodowanymi uszkodzeniem
centrosomu. Ponadto, polipeptydy te charakteryzuje ak-
tywnos¢ antyapoptotyczna, co zwigksza przezycie komo-
rek (w tym nowotworowych) narazonych na dziatanie stre-
soréw. Stad sugeruje sig, ze biatka te moga uczestniczyé
w rozwoju nowotworéw roznych tkanek. [88]. Wyniki licz-
nych badan potwierdzaja korelacje wzrostu ich ekspresji
ze zwigkszong liczba podziatéw komoérkowych, zmniej-
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szonym tempem lub brakiem réznicowania, przerzutami
do weziéw chlonnych i lekoopornoscia. Bezintronowy gen
HSPA1 umieszczony na chromosomie 6 koduje stabo dotad
poznane HSP70-1t, ktére wystepuje zarowno w cytosolu,
jak i w jadrze komérkowym. Biatko HSP70-2 zapobiega
nagromadzeniu i agregacji nieprawidtowo zwinigtych bia-
ek i/lub produktéw zmutowanych genéw, odpowiedzial-
nych za rozwoj choréb neurodegeneracyjnych, np. choro-
ba Huntingtona, Alzheimera czy Parkinsona, poprzez ich
wiazanie i kierowanie na szlak degradacji w proteasomach
[26,82,128]. Jego wysoki poziom jest charakterystyczny
dla tkanki nerwowej [38].

Gen HSPAS usytuowany na chromosomie 9 koduje
HSP70-5 (opisywane takze Bip albo Grp78), ktére uta-
twia transport nowo zsyntetyzowanych polipeptydéw do
Swiatta ER i innych btonowych przedziatéw komérkowych.
W koncu N taiicucha HSP70-5 znajduje si¢ sygnat lokali-
zacji, ktory kieruje czasteczki do ER, natomiast koniec C
zawiera sekwencj¢ ,,KDEL” — sygnat zatrzymania w ER,
charakterystyczny dla rozpuszczalnych biatek zwiazanych
z tym organellum. Wysoka ekspresja HSP70-5 cechuje ko-
morki wydzielnicze tarczycy i wysp trzustkowych [38].

Trzy biatka, tj. HSP70-1a, HSP70-1b i HSP70-6 sa induko-
wane stresem i chronia komérki przed jego skutkami, nato-
miast HSC70, HSP701t i HSP70-2 sa nieodzowne do pet-
nienia podstawowych funkcji opiekunczych. Indywidualne
cechy i swoista tkankowo ekspresja sugeruja, ze petnig one
odmiennie funkcje biologiczne.

W warunkach fizjologicznych czasteczki HSC70/HSP70-8
(heat shock cognate 70), odpowiadaja za dojrzewanie zsynte-
tyzowanych de novo polipeptydéw, ich transport przez btony,
ale takze posrednio biorg udzial w autofagocytozie, demon-
tazu bialek optaszczonych klatryna. Natomiast w warunkach
stresu zapobiegajq agregacji i denaturacji bialek komorko-
wych [25]. HSC70 uczestniczy m.in. w potranskrypcyjne;j re-
gulacji aktywnosci proapoptotycznego biatka rodziny Bcl-2
— Bim, w ktorej posrednicza réwniez cytokiny. Biatko opie-
kunicze wiaze sie z sekwencja bogata w AU na koricu 3’ nici
w nietranskrybowanym mRNA kodujacym Bim, stabilizu-
jac jego czasteczke [38]. Aktywnos¢ opiekuricza HSC70 nie
jest wigc ograniczona do oddziatywan biatko-biatko, obej-
muje takze interakcje z kwasami nukleinowymi.

Kolejnym przedstawicielem tej podrodziny jest powszechnie
wystepujaca mortalina/HSP70-9/mtHSP70/Grp75/PBP74/
p66mot (okoto 74 kDa, 679 aa), ktérej obecnos¢ zidenty-
fikowano w réznych miejscach komérek ze znacznag prze-
waga w mitochondriach [153]. W 1993 roku sklonowano
cDNA kodujacy biatko PBP72/74 w komérkach cztowie-
ka i myszy, ktére po wnikliwych analizach zostato zakwa-
lifikowane do biatek HSP70 [152]. Wyniki badan in vivo
1 in vitro potwierdzity réwniez jego zdolno$¢ do interakcji
z HSP60. Zaobserwowano, ze spadek poziomu zaréwno
HSP60, jak i mortaliny powoduje zatrzymanie proliferacji
komorek nowotworowych. Natomiast wzrost ekspresji genu
kodujacego mtHSP70, ale nie HSP60, wydtuza zycie pra-
widtowych fibroblastéw. Wsrdd istotnych funkcji petnio-
nych przez mortaling wymienia si¢ zdolno$¢ do zwijania
i rozwijania bialek zaréwno w mitochondriach, jak i poza
nimi, udziat w transporcie biatek z cytosolu do mitochon-
driéw i ich translokacji przez btony [154]. Uwaza sig¢ réw-

niez, ze utatwia ona biogenez¢ mitochondriéw i utrzymanie
integralnosci blon tych organelli. W$rdd licznych aktyw-
nosci mortaliny wymienia si¢ takze zdolnos¢ ogranicza-
nia poziomu RFT przez stabilizacj¢ sktadnikéw taiicucha
oddechowego, co jest wazne m.in. dla neuronéw i kardio-
miocytéw, charakteryzujacych si¢ wysokim zapotrzebo-
waniem energetycznym [39].

Istotne wydaje sig to, ze w komdrkach nowotworowych sil-
nie wzrasta poziom mortaliny. Chociaz nalezy ona do bia-
ek, ktére ulegajg ekspresji konstytutywnej, to jednak jej
poziom moze wzrasta¢ pod wptywem réznych stresoréw
chemicznych i fizycznych, z wyjatkiem szoku cieplnego.
Na podkreslenie zastuguje odmienna lokalizacja morta-
liny w zaleznosci od stopnia rozwoju klinicznego nowo-
tworu. W komorkach prawidtowych biatko to wystepuje
w cytosolu, natomiast w guzach nowotworowych i réznych
liniach komérek nowotworowych gromadzi si¢ w poblizu
jadra komoérkowego. Umiejscowienie tego biatka zmienia
si¢ wraz z zezlosliwieniem/rewersja fenotypu nowotwo-
ru, co potwierdza przypuszczenia o roli mortaliny w no-
wotworzeniu. W wielu doSwiadczeniach wykazano, ze
HSP odpowiadaja za przezycie komoérek nowotworowych,
przyczyniajac si¢ do ograniczania réznicowania i wzrostu
proliferacji. Ponadto mortalina, podobnie jak i inne HSP,
réwniez pelni opiekuricza role w stosunku do biatek mito-
chondrialnych — uczestniczy w ich transporcie i prawdopo-
dobnie zaangazowana jest w replikacje mtDNA [153,154].

Mimo ze homologia sekwencji mortaliny z cytosolowym
HSP70 wynosi zaledwie okoto 50% sugeruje si¢, ze biatko
to moze w analogiczny sposéb oddzialywac z C-koricowym
fragmentem p53 i regulowaé jego funkcje. Po zadziataniu
stresu w komoérkach nowotworowych okotojadrowo umiej-
scowiona mortalina wigze si¢ z ,,dzikim” typem p53 i w ten
sposéb zapobiega jego translokacji do jadra komérkowego
oraz hamuje jego wtasciwosci supresorowe. Przedstawione
dane wskazuja, ze mortalina moze takze ograniczac eks-
presje pS3, wptywaé na jego zmiany konformacyjne, pro-
wadzace do inaktywacji, a nawet kierowac¢ na droge degra-
dacji. Brak wlasciwej regulacji cyklu komérkowego przez
produkt zmutowanego genu p53 wydaje si¢ potwierdzac
udzial mortaliny w transformacji nowotworowej [39,153].
Zaobserwowano réwniez, ze biatko to reguluje homeosta-
z¢ Ca’>* w mitochondriach oraz utatwia przeptyw jonéw
przez kanat VDAC (voltage dependent anion channel) [37].

Funkcie PrzepsTawicieL! PobrobzINY HSP70

Mechanizm naprawy uszkodzonych biatek wymaga zmian
konformacyjnych HSP70 i energii pochodzacej z hydrolizy
ATP. Oddziatywanie z innymi biatkami wspétopiekuriczy-
mi moze modulowacé ten proces przez indukcj¢/hamowa-
nie lub zmiang interakcji HSP70-substrat [97,155]. Cykl
ATP-azowy indukuje zmiany konformacyjne HSP70, ktére
umozliwiaja wiazanie lub uwalnianie substratu. Aktywnos¢
ATP-azowa zapewnia oddzialywanie m.in. z biatkami ja-
drowymi (w tym p53), pecherzykami optaszczonymi kla-
tryna, taiicuchami ci¢zkimi immunoglobulin, wimentyna,
aktyna i kalmoduling [109].

Proces naprawy i/lub dojrzewania substratu przebiega po-
dobnie jak w przypadku HSP90, tj. wyrdznia si¢ etapy for-
mowania wczesnego, posredniego i péZnego kompleksu
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opiekunczego, obejmujace zmiany migdzy stanem z wy-
sokim powinowactwem do ATP i szybka wymiang sub-
stratu lub odwrotnie — z niskim powinowactwem do ADP
i nieznacznym poziomem wymiany substratu [22,155].

Aktywnos$¢ opiekuricza przedstawicieli tej podrodziny re-
guluja czynniki z tzw. ,,domena J”, np. HSP40, ktére wpty-
waja na hydrolize ATP zwiazanego z HSP70, co umozliwia
utworzenie kompleksu opiekuniczego [117,143]. Ponadto,
wspotopiekunicze czasteczki HSP40 wiaza uszkodzone po-
lipeptydy i utatwiaja ich przytaczenie do HSP70. Hydroliza
ATP jest niezbedna do aktywnosci opiekuniczej i wiaza-
nia substratu/éw. Kompleks HSP70-ADP jest stabilizowa-
ny przez czynnik HIP, ktéry oddziatuje z domena ATP-
azowa biatka opiekunczego. Podczas fosforylacji ADP
do ATP biatko HSP70 powraca do otwartej konformaciji,
w ktorej dochodzi do rozluznienia kompleksu i oddysocjo-
wania dojrzatego substratu [38]. Aktywnos¢ HSP70 moze
by¢ regulowana réwniez przez inne biatka wspétopiekun-
cze — CHIP lub BAG-1, ktére indukuja zmiany ADP/ATP,
hamujac jego aktywnos$¢ opiekunicza [12,146].

Przedstawiciele tej podrodziny wiaza si¢ z nowo syntetyzo-
wanymi polipeptydami i zapewniaja im odpowiednia kon-
formacje; biora udziat w ich transporcie z cytosolu do in-
nych przedziatéw komoérkowych, takich jak mitochondria
czy ER. Ponadto uczestnicza w zwijaniu/relaksacji innych
biatek, a takze chronia je przed denaturacja. Energia z hy-
drolizy ATP zapewnia zmiany konformacji zaréwno bia-
ek opiekuriczych, jak i substratéw, co umozliwia powrét
uszkodzonym biatkom do struktury natywnej [22,25,128].

Substratami chronionymi przez HSP70 sa m.in. jadrowe re-
ceptory (np. receptory hormondéw steroidowych), kinazy (np.
Raf), kompleks cyklinaB1/CDK1) czy czynniki transkryp-
cyjne (np. HSF, elF2a, c-Myc, pRb), z ktérymi oddziatuja
w warunkach stresu. Cztonkowie tej podrodziny, po zadziata-
niu stresu termicznego, moga si¢ wiazac réwniez z biatkami
regulujacymi cykl komérkowy np. z inhibitorem p27KIP1,
ktéry blokuje aktywnos¢ komplekséw cyklina E/CDK2 i cy-
klina A/CDK2 na granicy faz G1/S [109]. Niedawno donie-
siono, ze zablokowanie genéw HSP72 i HSC70 powoduje
spadek ekspresji genéw kodujacych CDK4, C-RAF i ErbB2,
biatek regulujacych cykl komérkowy i odpowiedzialnych
za transformacje¢ nowotworowa. Okazato sie, ze wycisze-
nie genu AHAT1 nie wywotuje podobnych efektéw, a jedy-
nie wptywa na spadek aktywnosci tych czynnikéw [63,84].

Wyniki obserwacji wskazuja, ze ekspresja genéw HSP70
jest nieodzowna w nabywaniu termotolerancji. Brak mecha-
nizméw zabezpieczajacych przed szokiem cieplnym moze
wywotywac nieodwracalne uszkodzenia i prowadzi¢ do za-
burzert w funkcjonowaniu komorek i ich Smierci. Komorki
,;uodpornione” na stres temperaturowy wykazuja wysoki,
staty poziom ekspresji HSP. Termotolerancja jest zwigza-
na z obecnoscia w jadrze komérkowym HSP72 i HSP73
[72,73]. Uwaza sig, ze w warunkach stresu cieplnego biat-
ka te pelnig funkcje ochronne podczas replikacji i trans-
krypcji (reguluja sktadanie pre-mRNA 1i stabilizuja jego
czasteczki) oraz warunkuja prawidtowa translacje [76,128].

Nalezy podkreslié, ze niektére geny kodujace HSP70 sa
umiejscowione na chromosomie 6, na ktérym znajduja si¢
réwniez loci gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC)

[90]. Przedstawiciele tej podrodziny wykazuja znaczne po-
dobienstwo migdzygatunkowe, dzigki temu moze docho-
dzi¢ do reakcji krzyzowej i reakcji skierowanej przeciwko
wiasnym biatkom, wystepujacym na powierzchni komérek
gospodarza. Udzial w odpowiedzi immunologicznej za-
réowno uktadu odpornosci wrodzonej, jak i nabytej, przy-
pisuje si¢ zewnatrzkomérkowym lub zwigzanym z blong
HSP70 i HSP90. Wykazuja one zdolnos¢ aktywacji komé-
rek NK i oddziatuja z komérkami APC (antigen presenting
cell), receptorami TLR2/TLR4 (toll-like receptor-2/4) oraz
czasteczkami CD14 (cluster of differentiation 14), zwia-
zanymi z glikozylofosfatydyloinozytolem (GPI) umiejsco-
wionym w blonie komérkowej, wptywajac na uwalnianie
cytokin np. TNF-a,, IL-1f, IL-6, IL-12 oraz czynnikiem
stymulujacym tworzenie kolonii granulocytow i makrofa-
26w — GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimula-
ting factor) [10,11,78]. W nastgpstwie stresu podwyzszony
poziom zewnatrzkomoérkowych i usytuowanych w blonie
komoérkowej bialek HSP70 koreluje z indukcja apoptozy,
ktéra poprzedza aktywacja receptoréw na powierzchni ko-
moérek NK oraz prezentacja antygenéw przez GRP94/96,
co inicjuje odpowiedz CTL/CD8+ [41,52,53].

Zaobserwowano, ze cytosolowe HSP70 moga by¢ transpor-
towane poza komérke za pomoca egzosomow lub tez wia-
zac si¢ z blong komdrkowa poprzez oddziatywanie z bial-
kami zawierajacymi domeng transblonowa. Wigzanie np.
czasteczek receptora CD40 kardiomiocytéw aktywuje za-
lezny od jonéw Ca* szlak uwalniania cytokin prozapal-
nych, chemokin i tlenku azotu [156]. Czasteczki HSP70
moga takze oddziatywac¢ z fosfolipidowymi sktadnika-
mi blony m.in. z fosfatydyloseryna (PS) i by¢ przenoszo-
ne przez nie z wykorzystaniem mechanizmu , flip-flop”.
Ponadto, przedstawiciele tej podrodziny cechuje zdolnos¢
do aktywacji kanatu jonowego w dwuwarstwie lipidowej.
Przedstawiono wyniki wskazujace, ze biatko HSP56 moze
oddzialtywac z cholesterolem, uczestniczacym w tworze-
niu mikrodomen w btonach komérkowych, tzw. tratw li-
pidowych. Prawdopodobnie biatka formujace te struktury,
wspdlnie z HSP70/90, biora udzial w transdukcji sygna-
tu/6w do wnetrza komorek [4,5,41,46]. Stymulacja komo-
rek lipopolisacharydem indukuje asocjacje komplekséw
HSP70/90, usytuowanych w mikrodomenach btony z re-
ceptorami TLR2/4 i CD14 [9,10,11].

Bausero i wsp. [16] ujawnili, ze w wielu typach komé-
rek nowotworowych obserwuje si¢ wzrost egzosomowego
transportu HSP70 (na zewnatrz komérki), po dziataniu in-
terferonu y (IFN-y). W surowicy pacjentéw z ré6znymi no-
wotworami, a takze w Srodowisku hodowlanym komérek
nowotworowych wykryto wysokie stezenie HSP70. Wyniki
obserwacji potwierdzaja nagromadzenie HSP70 w btonie
komorek nowotworowych, czego nie obserwuje si¢ w ko-
morkach prawidtowych [50,75]. Akceptuje si¢ poglad, ze
wiele biatek btonowych tworzy kompleksy z HSP70 na po-
wierzchni komérek nowotworowych, uczestniczac w pro-
cesie prezentacji antygenéw, a takze w indukcji apoptozy
z udzialem perforyny i granzymu B [53,54].

Wewnatrzkomoérkowe HSP70 i HSP90 chronia komorki
przed utrata ich funkcji i §miercia w warunkach stresu, co
w przypadku komérek nowotworowych prowadzi do roz-
Wwoju nowotworu, a nastgpnie sprzyja jego przerzutowaniu
[43,50]. Z kolei zewnatrzkomérkowo i btonowo umiejsco-
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wione HSP, pehnia funkcje odpornosciowe i wykazuja wta-
Sciwosci przeciwnowotworowe [41,83,90].

Na uwage zastuguja sugestie, ze HSP70 i mtHSP75 moga
stuzy¢ jako marker uszkodzen neuronéw oraz stanowic tzw.
indeks ,,ostrosci” uszkodzen, gdyz ich poziom wydaje si¢
korelowac ze stopniem uszkodzenia tych komoérek [39,128].

Zaobserwowano, ze HSP stymuluja wiele proceséw prze-
biegajacych w ptytkach krwi. Polipeptydy HSC70 wraz
z HSP90 dziataja jako czasteczki sygnatowe, ktére biorg
udziat w regulacji funkcji ptytek krwi m.in. w adhezji, mi-
gracji, proliferacji i apoptozie, poprzez modulacj¢ aktyw-
nosci biatek zaangazowanych w te procesy. Wymienione
biatka tworza duze ufosforylowane kompleksy, ktére od-
dzialuja m.in. z fosfataza PP1 i wchodza w interakcjg z mio-
zyna. Adhezja plytek, indukowana kolagenem, powoduje
dysocjacj¢ tych kompleksow, aktywacje PP1 i defosfory-
lacje sktadnikéw [109].

Plejotropowa aktywno$¢ cztonkéw tej podrodziny wynika z:

* wystgpowania wielu izoform biatek danej podrodziny,
kodowanych przez geny umiejscowione na réznych chro-
mosomach;

e wspdlpracy z biatkami wspétopiekuniczymi, takimi jak
HIP, HOP, czy CDC37 (p50), ktére sa wybidrczo wia-
zane przez HSP;

 oddziatywan migdzy r6znymi cztonkami rodziny HSP (np.
HSP70 1 HSP90, HSP70 i HSP40, HSP60 i HSP10) [82].

OppziatywaNiE HSP70 z BIAkKAMI WSPOLOPIEKUNCZYMI

Biatko HIP (m.cz. 43 kDa) oddzialuje z domena
ATP-azowa HSP70/HSC70, zwigkszajac jego ,,aktyw-
no$¢ opiekunczy”. Stabilizacja kompleksu HSP70-ADP
wplywa na wigzanie substratu do HSP70 oraz zapobiega
przedwczesnemu jego uwalnianiu [94]. Wysokie powino-
wactwo do biatek wspétopiekuriczych wynika z obecno-
Sci w nich sekwencji TPR. Opublikowane wyniki badani
wskazuja, ze HIP moze rowniez funkcjonowac niezalez-
nie od HSP, np. aktywowac receptory glikokortykoidéw.
Natomiast biatko BAG-1 hamuje aktywnos¢ opiekunicza
HSP70 przez aktywacje fosforylacji ADP do ATP, co wy-
woluje dysocjacje kompleksu opiekunczego [82,143,146].
Okazato sig, ze polipeptydy HIP i BAG-1 wspétzawodni-
cza migdzy soba, gdyz wykazuja powinowactwo do tego
samego fragmentu domeny ATP-azowej HSP70 [97].
W komoérkach Eukaryota zidentyfikowano kilka postaci
biatka BAG-1. W oddziatywaniach z HSP w komérkach
czlowieka istotng role petnia trzy izoformy, tj. BAG-1L
(m.cz. 50 kDa), BAG-1M/Rap46 (46 kDa) i BAG-1S (36
kDa). Izoformy BAG-1M i BAG-1S wykrywa si¢ w cy-
tosolu. Natomiast najdtuzsza posta¢ — BAG-1L zawiera
sekwencje NLS w koricu N czasteczki i wystgpuje gléw-
nie w jadrze komérkowym, w ktérym moze oddziatywac
z DNA. Analizy struktury pierwszorzgdowej ujawnity, ze
BAG-1L i BAG-1M, zawieraja w N-konncowym odcinku
kilka powtdrzern 6 aminokwaséw — TRSEEX (treonina,
arginina, seryna, dwie czasteczki kwasu glutaminowego
oraz dowolny aminokwas). Motyw ten nie jest identyczny
we wszystkich powtdrzeniach [143,146]. W koncu C opi-
sywanego biatka znajduje si¢ wysoce zachowawczy seg-
ment BD (BAG domain) oddziatujacy z innymi polipep-
tydami. Z kolei sSrodkowa domena ULD (ubiquitin linking

domain) odpowiada za kierowanie biatek na szlak degra-
dacji z udzialem ubikwityny i jest ona wspdlna dla wszyst-
kich izoform BAG-1 [81]. Interakcja biatka BAG-1 z enzy-
mami o aktywnosci ligazy E3 ubikwityny — Siah i CHIP
przyspiesza wymiang nukleotydéw ADP/ATP zwiaza-
nych z HSP70, dzigki czemu dochodzi do przedwczesne-
go uwolnienie substratu z kompleksu opiekuriczego i jego
degradacji w proteasomie [3]. Okazalo sig, ze kinaza Raf-1
i HSP70 wspétzawodnicza ze soba o wiazanie z Bag-1, co
rowniez moze regulowac szlak degradacji substratéw i in-
dukcje apoptozy [146].

Biologiczna rola wspétopiekuriczych czynnikéw w regu-
lacji HSP70 jest stabo poznana. Wynika to z tego, ze za-
rowno Hip jak i Bag-1, oddziatuja tylko z okoto 1% cza-
steczek HSP70. Oceniono, ze Bag-1 wplywa na aktywnos¢
opiekuricza HSP70, gdy ich stosunek molowy wynosi 1:1.
To oznacza, ze Bag-1 moduluje tylko niewielki odsetek
HSP70 w komorce i zapewne nie nalezy do gtéwnych re-
gulatoréw jego aktywnosci. Prawdopodobnie BAG-1 i HIP
moga oddziatywa¢ migdzy soba, a takze sa zdolne do in-
terakcji z innymi biatkami komdrkowymi. Doniesiono, ze
Bag-1 wplywa na funkcje niektérych gtéwnych czynnikéw
apoptozy i szlakow sygnalizacji komérkowej, m.in. wia-
ze si¢ z antyapoptotycznym biatkiem Bcl-2, Rb czy kina-
za Raf-1. Uznaje sig, ze obecnos¢ Bag-1 jest niezbgdna
w kontroli wzrostu i §mierci komoérek, gdy poziom HSP70
wzrasta w odpowiedzi na stres [3,97,143].

Kolejne biatko CHIP (carboxyl terminus of HSC70-
interacting protein; m.cz. 35 kDa) hamuje defosforylacje
i powstawanie opiekuriczego kompleksu posredniego wiaza-
cego substrat. Nalezy do biatek akcesorycznych z motywa-
mi TPR i wspétzawodniczy z HOP (m.cz. 60 kDa) o miej-
sce wigzania z sekwencja EEVD w C-koficowym regionie
HSP70 [12,95,106]. W cyklu wigzania substratow CHIP
funkcjonuje jako E3-ligaza ubikwitylowa; powoduje odta-
czanie substratu z kompleksu z HSP70, a nastgpnie jego
degradacje w proteasomach. Biatka CHIP wraz z BAG-1
dziatajg jako inhibitory cyklu naprawy biatek komoérkowych;
ich aktywnos¢ prowadzi do degradacji substratéw [32,106].

W warunkach stresu HSP70 stanowi czynnik wspdlopie-
kuniiczy HSP90. W komérkach nowotworowych polipepty-
dy te hamuja funkcje HSP90 i ich inhibitoréw, czego nie
obserwuje si¢ w prawidlowych komoérkach. Wykazano,
ze indukcja HSP70 moze zmniejszaé wiazanie i dziatanie
inhibitor6w HSP90. Spadek ekspresji HSC70 lub HSP70
w komorkach nowotworowych wplywa na aktywnosé
HSP90 i proliferacj¢ komdrek zmienionych nowotworo-
wo. Natomiast spadek poziomu ekspresji obydwu izoform
jednoczesnie powoduje degradacj¢ uszkodzonych biatek
z udziatem proteasomoéw, zatrzymanie cyklu komérkowego
w fazie G1 i aktywacj¢ apoptozy [111,113]. Funkcje opie-
kunicze HSP70, np. faldowanie nowo syntetyzowanych poli-
peptydéw czy naprawa uszkodzonych sa regulowane przez
dwie grupy czynnikéw wspotopiekunczych, tj. biatka za-
wierajace domeng J, np. HSP40, przyspieszajace hydrolize
ATP oraz NEFs (nucleotide exchange factors), ktére powo-
duja odlaczenie ADP od HSP70 [82,117,143]. Wiadomo,
ze czasteczki HSP40, w przeciwieristwie do HSP110, od-
dzialuja z motywem PBD biatka HSP70. Zar6wno substrat,
jak i biatko HSP40, ktére zawiera domene J, indukuja hy-
droliz¢ ATP zwiazanego z HSP70 [82].

514



KaZmierczuk A. i Kiliariska Z.M. - Plejotropowa aktywno$¢ biatek szoku cieplnego

Analiza struktury pierwszorzedowej wykazata znaczna ho-
mologi¢ HSP110 do HSP70. W ich strukturze wystgpuje do-
mena wigzania z ADP/ATP, trzy domeny helikalne (doma-
in three helix bundle domain — 3HBD), odpowiedzialne za
oddziatywanie HSP70-HSP110 oraz domena rozpoznawana
przez substrat. Biatko HSP110 zwiazane z ATP powoduje od-
dysocjowanie ADP od HSP70. W kolejnym etapie do HSP70
przytacza ATP, co skutkuje dysocjacja kompleksu HSP110-
HSP70-substrat. Szybkie formowanie kompleksu opiekuni-
czego i jego strukturalne zmiany indukowane przez HSP110
moga spowodowac przedwczesne uwolnienie substratu, za-
nim zdazy osiagnaé postac dojrzata. Akceptuje si¢ poglad,
ze czgsciowe zwinigcie nie zakléca ponownej jego asocja-
cji z HSP70 w kolejnym cyklu [110,129]. Prawdopodobnie
HSP110 przyspiesza dojrzewanie substratow, przez interak-
cje zaréwno z substratem, jak i HSP70, a biatko moze zo-
sta¢ uwolnione w postaci catkowicie lub czgsciowo sfatdo-
wanej. Ponadto, wykazano, ze polipeptydy HSP110 nie sa
niezbedne w przebiegu cyklu wigzania i naprawy substra-
téw oraz zmian strukturalnych HSP70. Przypuszcza sig, ze
HSP110 moga uczestniczyé w oddziatywaniach jedynie z nie-
ktérymi swoistymi substratami i samodzielnie nie sg zdol-
ne indukowac naprawy uszkodzonych biatek [110]. Gtéwna
funkcja HSP110, sugerowana od lat, jest ochrona innych bia-
tek przed denaturacja i agregacja. Liczne badania dowodza,
ze w warunkach stresu wzrasta poziom ekspresji tego po-
lipeptydu [98]. Przedstawiciele podrodziny HSP110 repre-
zentuja czynniki wspétopiekuricze potrzebne do formowa-
nia komplekséw HSP70 lub HSP90 z innymi czasteczkami
m.in. w cyklu wigzania i dojrzewania substratéw [25,58].
Zaliczane sa do biatek NEF, ktore uczestniczg w wymianie
nukleotydéw ADP/ATP i reguluja aktywnos¢ ATP-azowa
HSP70 oraz jego zdolnos¢ do wigzania substratéw. Czynniki
NEEF dziataja jako inhibitory, inicjuja dysocjacje kompleksu
HSP70-ADP, uwalnianie substratu i hamuja funkcje biatek
opiekunczych. Na podkreslenie zastuguje to, ze w warun-
kach stresu czasteczki HSP110 moga oddziatywaé zarow-
no z N-koricowa domeng ATP-azowa, jak i z domena wia-
zania substratu znajdujaca si¢ w koricu C taiicucha HSP70,
co sugeruje ich r6znorodne funkcje [98,129].

W warunkach stresu cytosolowe HSP110 i HSP104/105
wiaza zdenaturowane biatka i uczestnicza w ich napra-
wie. Natomiast w warunkach prawidlowych — umiejsco-
wione w ER czasteczki biorg udziat w sktadaniu nowo
syntetyzowanych biatek i ich transporcie [60,110]. Wraz
z HSP70 oddziatuja réwniez z rybosomami tworzac kom-
pleks RAC (ribosome associated complex), ktéry regulu-
je proces translacji [42].

sHSP

Wiasciwosci i budowa domenowa sHSP

W genomie cztowieka zidentyfikowano 10 genéw kodu-
jacych sHSP [70]. Uwaza sig, ze mutacje w tych genach
moga odpowiadaé za rozwdj za¢my, desminopatii i neu-
ropatii oraz zaburzen neurodegeneracyjnych m.in. choro-
by Parkinsona, Huntingtona czy Alzheimera [77,139,157].
Podwyzszony poziom matych HSP (m.cz. 8,5-40 kDa) ob-
serwuje si¢ w warunkach dlugotrwatego stresu termicz-
nego. Reprezentuja wyjatkowo stabilne czasteczki, kto-
re mozna wykry¢ nawet po ustapieniu stresora [109]. Jak
dotad w komérkach ludzkich poznano 10 przedstawicie-

migjsca fosforylacji )
domena krystalinowa
P .
H N == ~0-0——{ I —(— (00H
I
WDPF domena C-koficowa

Ryc. 3. Budowa domenowa HSP27 (wg [27,51] zmodyfikowano)

li sHSP, wsréd ktérych powszechnie wystepuja — HSPB1,
HSPBS5, HSPB6 i HSPBS. Z kolei polipeptydy — HSPB2,
HSPB3, HSPB4, HSPB7, HSPB9 i HSPB 10 wystepuja tyl-
ko w okreslonych tkankach [59,70,144].

Monomery sHSP zawieraja wysoce zachowawcza okoto
90-aminokwasowa domeneg o-krystalinowa — odpowie-
dzialna za wielkos¢ tworzonych oligomeréw, zmienng do-
mene N-konicowa, ktéra moduluje oligomeryzacje, a tak-
ze katalizuje i reguluje szybkos¢ zmian konformacyjnych
i wigzanie substratow oraz region C-konicowy, ktéry od-
powiada za rozdysocjowanie oligomerdw, funkcje opie-
kuricze i wewnatrzdomenowa dimeryzacje (ryc. 3) [55,61].

Dzigki oddziatywaniom funkcjonalnych regionéw cza-
steczki sSHSP moga tworzy¢ dimery, ktére sa podstawowy-
mi jednostkami strukturalnymi oligomerdéw [137,138,149].

Wigksze kompleksy osiagaja nawet do 50 podjedno-
stek i sa charakterystyczne dla o-krystaliny [2,64,93].
Oligomeryzacja sHSP jest wymagana do ich aktywnosci
opiekunczej. Wyniki badan wskazuja, ze aktywnos¢ wy-
tacznie domeny krystalinowej nie wystarcza do oligome-
ryzacji czasteczek, do ktdérej niezbgdne jest wspotdziata-
nie wszystkich domen sHSP [61,137].

W strukturze sHSP brak jest domeny ATP-azowej, a ich
gtéwna funkcja opiekuricza jest ochrona biatek przed agre-
gacja oraz nieodwracalng denaturacja w warunkach stresu.
Niskoczasteczkowe HSP wystepuja w tkance kostnej i mig-
$niach szkieletowych, w sercu i mézgu. Wysoki poziom
ekspresji przedstawiciela podrodziny sHSP — o-krystaliny,
wykryto w soczewce oka krggowcéw [2,66,77]. Biatka te
moga wystgpowac zaréwno w homo- jak i w heterokom-
pleksach, izoformach o réznym stopniu ufosforylowania.
Wtasciwosci jednego z sHSP — HSP27 zaleza od stanu
jego oligomeryzacji i fosforylacji [61,79]. Polipeptyd ten
w warunkach stresu tworzy duze oligomery nawet powy-
zej 1000 kDa. Oligomeryzacja stanowi proces dynamicz-
ny, modulowany przez poziom fosforylacji. Stwierdzono,
ze HSP27 moze ulegac fosforylacji na trzech resztach se-
ryny. Modyfikuja je kinazy MAPKAP2 i 3 w odpowiedzi
na dziatanie stresoréw, takich jak: niefizjologiczna tempe-
ratura, czynniki réznicowania, mitogeny, cytokiny proza-
palne, np. czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis
factor o — TNF-a) i interleukiny np. IL-1f, nadtlenek wo-
doru i inne utleniacze. Fosforylacja sHSP umozliwia przej-
Scie oligomeréw do form niskoczasteczkowych [59,71].

W warunkach prawidtowych sHSP wystepuja w nieaktyw-
nej postaci oligomerycznej. W wyniku szoku cieplnego, na-
stgpuje czgsciowy rozpad oligomeréw sHSP, dzigki czemu
mozliwe jest zwigzanie bialek substratowych i tworzenie
komplekséw [33,47,49]. Wyniki opublikowanych ostatnio
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badan wskazuja, ze po zadzialaniu szoku cieplnego nie do-
chodzi do rozpadu/rozluZnienia podjednostek oligomeréw,
a jedynie zachodza zmiany konformacyjne, ktére powoduja
wzrost aktywnosci sHSP i powinowactwa do substratu/6w
[79,92,158]. Aktywne oligomery sHSP wiaza uszkodzone
biatka tworzac kompleksy sHSP-substrat, co zabezpiecza
przed ich denaturacjq i agregacja [102,108,145]. W wiaza-
niu substratu/éw uczestnicza regiony zaréwno koncéw N,
jak i C biatek sHSP [13,58,89]. Ponadto, biatka te zawie-
raja réwniez motyw odpowiedzialny za wiazanie transfe-
razy S-glutationu, dzigki czemu mozliwe jest oddziaty-
wanie z biatkami zdenaturowanymi [92]. W warunkach
prawidtowych kompleksy opiekuricze ulegaja rozpadowi,
a substraty sa przekazywane i wiazane przez HSP90 lub
HSP70, ktére biora udziat w ich naprawie [14,104,149].

Wiadomo, ze biatka HSP10 i HSP60 tworza mitochon-
drialne kompleksy opiekuricze. Okoto 80% HSP60 wy-
stgpuje w mitochondriach, natomiast 20% znajduje si¢
poza tymi organellami. W komérkach prawidiowych ob-
serwuje si¢ wysoki poziom ekspresji HSP60. Wyniki prze-
prowadzonych doswiadczen wskazuja, ze ekspresja tego
bialka nie osiaga znaczaco wysokiego poziomu w wyni-
ku szoku cieplnego. Z najnowszych obserwacji wynika,
ze czasteczki HSP60 moga wystgpowac nie tylko w cyto-
solu, ale réwniez na powierzchni komorek oraz zewnatrz-
komérkowo i bra¢ udziat w odpowiedzi immunologicznej
[28,56,147]. Wykazano, ze HSP60 wplywaja na przezycie
i proliferacje komdérek nowotworowych, dlatego sugeruje
sig, ze ich poziom w komoérkach nowotworowych oraz w su-
rowicy pacjentéw chorych na raka moze stanowi¢ istotny
czynnik w diagnostyce onkologicznej (chaperonotherapy)
[36,128,131]. Polipeptydy te biora udziat w prawidtowym
fatdowaniu biatek mitochondrialnych oraz w ich naprawie
i degradacji w ATP-zalezny sposéb. Opiekuncze funkcje
HSP60 regulowane sa przez mate — HSP10, ktére zwigk-
szaja aktywnos$¢ ATP-azowa HSP60 oraz ich zdolnos¢ do
wiazania substratow. W obecnosci ADP dwie czasteczki
HSP10 oddziatuja z jedng HSP60. Na podkreslenie zastu-
guja obserwacje, ze biatka te nie zawsze wspotwystepuja
i dziataja w kompleksie. Prawdopodobnie tylko podczas
transportu nowo syntetyzowanych biatek z cytosolu do
mitochondriéw niezbgdny jest udziat HSP10 [35,76,91].
Uwagg przyciagaja doniesienia, ze mitochondrialne kom-
pleksy biatek HSP60 i HSP10 chronia komérki serca przed
uszkodzeniami w wyniku niedotlenienia i niedokrwienia,
utatwiaja regeneracje i zapobiegajq apoptozie kardiomio-
cytéw [37,141].

Funkcie sHSP

Wyniki badan wskazuja, ze gléwnie oligomery sHSP
wykazuja aktywnos¢ opiekuiicza oraz chronia komérki
przed stresem oksydacyjnym, cieplnym i hamuja apoptoze
[59,79,140]. Przedstawiciele tej podrodziny moga wiazac
uszkodzone substraty, przez co zapobiegaja ich denatura-
cjiiagregacji [86,87]. Jednakze nie biora udziatu w napra-
wie substratéw, a jedynie w niej posrednicza, przekazujac
czgsciowo zdenaturowane bialka kompleksom opiekun-
czym ATP-zaleznym [55,137]. Prawdopodobnie, nawet
podczas stresu, zdenaturowane biatka sa uwalniane z po-
faczen z sHSP i ,,przekazywane do naprawy’” kompleksom
HSP70-HSP40. Ponadto, zaobserwowano, ze nie wcho-
dza w interakcje z natywnymi czy nowo syntetyzowany-

mi, niezwinigtymi polipeptydami, co potwierdza sugestie,
ze gléwna ich funkcja jest ochrona biatek przed denatu-
racja [14,47,163]. W komorkach nerwowych polipeptydy
HSP27 i aB-krystalina przeciwdziataja gromadzeniu si¢
uszkodzonych biatek, odpowiedzialnych za rozwéj choréb
neurodegeneracyjnych, kierujac je na ubikwitynozalezna
degradacje w proteasomach [77,104].

Z jednej strony sHSP jako czynniki opiekunicze chronia
strukturg biatek komoérkowych umozliwiajac im prawi-
diowe funkcjonowanie, a tym samym zapobiegaja roz-
wojowi wielu choréb. Na podkreslenie zastuguje odkry-
cie, ze nadekspresja genéw HSP27 i aB-krystaliny oraz
wzrost poziomu ich biatkowych produktéw zapobiega ka-
tarakcie, a ponadto chroni przed uszkodzeniami naczyn
krwionosnych, niedokrwieniem i niedotlenieniem pod-
czas zawalu serca czy udaru mézgu [31,118,139]. Z dru-
giej strony, jesli dojdzie do mutacji kodujacych je genéw
moga si¢ przyczynia¢ do zaburzen funkcji komérkowych,
wywotujacych rézne schorzenia, np. miopatie (desmino-
miopatii), choroby autoimmunologiczne badZ neurodege-
neracyjne (Parkinsona, Alzheimera czy stwardnienie roz-
siane) [77,157,161].

Niedawno ujawniono, ze zarowno homo- jak i heterokom-
pleksy innych przedstawicieli sSHSP olA- 1 aB-krystaliny
moga si¢ wiaza¢ odwracalnie, badZ nieodwracalnie z bto-
na plazmatyczna komérek oka. Nagromadzenie obu po-
staci krystaliny w soczewce oka powoduje utratg jej prze-
zroczystosci [2,77].

Natomiast ekspresja genéw HSP27 podlega wybidrcze;j
regulacji w czasie ciazy, podczas wysitku. Krazenie tych
biatek i wiazanie postaci cytosolowej do btony komoérko-
wej jest regulowana stanem ich fosforylacji [31,64,77].

Ponadto, cztonkowie tej podrodziny uczestnicza w ochronie
antyoksydacyjnej komorek, gléwnie przez indukcje spadku
poziomu RFT. Biatka te chronia komérki przed $miercia
spowodowang uwalnianiem RFT posrednio przez wzrost
komoérkowego poziomu glutationu i bezposrednio przez
neutralizacje toksycznych skutkéw utleniania biatek. Ten
ostatni efekt, w ktérym biora udzial ufosforylowane cza-
steczki HSP27 jest bardzo wazny m.in. do prawidtowego
funkcjonowania komérek nerwowych. Biatko to przyje-
to nazywac¢ markerem stresu oksydacyjnego [7,118,128].

Opublikowane dane wskazuja, ze HSP27 uczestniczy w re-
organizacji witékien aktynowych, dzigki czemu zapobie-
ga zaburzeniom struktury i funkcji cytoszkieletu. Zaréwno
w warunkach stresu termicznego, jak oksydacyjnego, poli-
peptydy HSP27, HSP25, HSP20 i aB-krystalina stabilizu-
ja mikrofilamenty aktynowe, natomiast HSPB2 i HSPB3
oddzialuja na miofibryle migsniowe [1,55,89,102,145].

Wyniki wieloletnich badan wskazuja, ze biatka tej podro-
dziny moga si¢ réwniez wiaza¢ z blona komoérkowa lub by¢
transportowane na zewnatrz komoérki, mimo ze nie zawie-
raja ani domeny transbtonowej ani sygnatu wigzania z bto-
nami. Ostatnio doniesiono, ze sHSP odgrywaja wazna role
w kontroli stabilnosci blon komérkowych, przyczyniajac
si¢ do utrzymania ich integralno$ci w warunkach stresu.
Ponadto z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze sHSP
wchodza w interakcje z lipidami i biatkami btony komor-
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kowej oraz uczestnicza w transporcie czasteczek z udzia-
tem kaweoli [150,151]. Natomiast SHSP usytuowane w bto-
nach mitochondriéw, oprécz stabilizacji tych struktur, biora
réowniez udziat w transporcie elektronéw i procesach re-
doks [92]. Zwigkszony poziom czasteczek HSPB2 zwia-
zanych z zewnetrzng btona mitochondrialna odnotowano
w sercu 1 migs$niach szkieletowych [91].

Wsréd réznych aktywnosci przedstawicieli sHSP nalezy
odnotowaé, ze biatko HSP16.2 (Clorf41), ktérego ekspresje
stwierdzono w komdrkach réznych linii i tkanek, jest czyn-
nikiem stabilizujacym btony komoérkowe, jak i otaczajace
organella. Wykrywa si¢ go gtéwnie w jadrze komérkowym
icytosolu, a w mniejszym stopniu takze w mitochondriach.
Nadekspresje HSP16.2 odnotowano jako czynnik sprzyja-
jacy formowaniu tratw lipidowych oraz stwierdzono, ze in-
dukuje fosforylacje kinazy PKB/Akt. Sugeruje si¢, ze jego
obecnos¢ ochrania komérki przed smiercia przez stabiliza-
cje bton mitochondrialnych oraz tratw lipidowych, aktywa-
cj¢ HSP90 i sciezki z udziatem kinazy PKB/Akt [17,18].

Analiza sktadu biatek btony komoérkowej w réznych ko-
morkach nowotworowych, potwierdza obecnos¢ sktadnikéw
opiekunczych, takich jak np. GRP94/96, GRP78, GRP75,
HSP70, HSP60 oraz HSP27 [24,127,147,161]. Na obecnym
etapie badan wydaje si¢, ze poznane dotad HSP zwigzane
z blona nie zawieraja domeny transbtonowej ani sekwen-
cji, ktéra kierowataby je do egzosoméw. Ciekawa wyda-
je sig¢ obserwacja, ze na powierzchni komérek nowotwo-
rowych odnotowano znacznie podwyzszony poziom HSP
w poréwnaniu z komérkami prawidtowymi [30,121,133].

Biatka mtHSP75, HSP60 i HSP10 ulegaja ekspresji w wie-
lu typach komérek i tkanek, w okreslonych etapach roz-
woju i réznicowania. Ulegaja nadekspresji w nowotworach
ztosliwych przyczyniajac si¢ do wzrostu guza i indukuja
opornos$¢ komérek nowotworowych na leki, dlatego moga
stanowi¢ markery nowotworzenia [37,131].

Ponadto wskazuje sig, ze sHSP pelnia rolg w ,.kontroli ja-
kosci” btony komdérkowej, jej stabilnosci i integralnosci.
Opisywane biatka uznaje si¢ za wystgpujace powszech-
nie, a zarazem niezbgdne, czynniki stabilizacji btony ko-
morkowej. Te istotne organelle odbierajg bowiem sygnaty
zewnatrzkomodrkowe oraz biora udzial w ich transdukcji,
m.in. dzigki obecnosci HSP i ich oddziatywaniom z innymi
czasteczkami sygnatowymi. Ponadto ich czasteczki utrzy-
muja integralnos¢ bton komérkowych w warunkach szo-
ku cieplnego, ktéry moze zaburza¢ organizacje mikrodo-
men oraz ich ptynnos¢ [150,151]. Doniesiono, ze HSP10
oddziatuje z biatkami wiazacymi si¢ z DNA i zaangazowa-
nymi w regulacje cyklu komérkowego, biora udziat w eks-
porcie RNA oraz imporcie biatek jadrowych [28]. Sugeruje
sig, ze czasteczki HSP10 moga by¢ rozpatrywane nie tyl-
ko jako czynniki uczestniczace w procesie sktadania i na-
prawy biatek, ale takze jako wazny element komoérkowe;j
sygnalizacji, regulujacy cykl komérkowy, transport mig-
dzy jadrem komdrkowym a cytosolem oraz niektdre szlaki
metaboliczne. Ponadto przypuszcza sig, ze moze réwniez
hamowac réznicowanie komorek i ich apoptozg. Wysoki
poziom HSP10 w cytosolu wydaje si¢ korelowac z rozwo-
jem nowotwordéw [35,36].

Ubpziat sSHSP w NAPRAWIE SUBSTRATOW

Rola sHSP polega na wigzaniu i gromadzeniu uszkodzo-
nych substratéw podczas stresu i kierowaniu ich na droge
naprawy z udzialem innych biatek opiekunczych tej rodzi-
ny. Uwaza si¢, ze sHSP posrednicza w naprawie uszko-
dzonych biatek, zapobiegajac ich denaturacji i agregacji
w warunkach niefizjologicznych. Indukowane stresem kom-
pleksy sHSP/substrat sa wyjatkowo stabilne [14,49,137].
Przedstawiciele tej podrodziny samodzielnie lub z HSP70,
moga petni¢ funkcje opiekunicze réwniez w stosunku do
biatek matriks jadrowej [1,72,158].

Po ustaniu dziatania czynnika stresu, w warunkach prawi-
dlowych w obecnosci komplekséw opiekuriczych HSP104/
HSP70/HSP40/ATP, nastgpuje dysocjacja oligomeréw
sHSP/substrat(y) [29,60,155]. Uznaje si¢, ze obecnos¢ bia-
tek sHSP jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowa-
nia uktadu naprawczego z udzialem komplekséw HSP110/
HSP70/HSP40 [44]. Detekcja czasteczek HSP27 w ja-
drach komérkowych sugeruje, ze uszkodzone biatka jadro-
we moga formowac kompleksy HSP27/substrat, w ktérych
ulegaja szybszej naprawie [27]. Wsréd wymienianych funk-
cji HSP27 istotny wydaje si¢ udzial w nabywaniu termo-
tolerancji [79]. Gtéwna rolg¢ w destrukcji nierozpuszczal-
nych agregatéw uszkodzonych bialek, ktére podczas stresu
wiaza si¢ z sHSP petnig réwniez HSP104. Stwierdzono,
ze nadekspresja sHSP sprzyja degradacji bialek z dtugi-
mi ,,wstawkami” poliglutaminowymi na szlaku proteoso-
mowym; podczas tej aktywnosci nieodzowny jest udziat
HSP104 [29,60,86,87].

PobpsumowaNIE

Badania nad powszechnie wystgpujacymi biatkami rodzi-
ny HSP zintensyfikowano pod koniec lat osiemdziesiatych
ubieglego wieku, gdy okazato sig, ze poza podwyzszona
temperatura o kilka stopni w stosunku do temperatury fi-
zjologicznej inne czynniki fizyczne, chemiczne (w tym
leki i ich metabolity) czy biologiczne indukuja ich bio-
synteze. Uznaje sig, ze ,,wszechobecnos¢” HSP zapew-
nia organizmom jeden z najstarszych uktadéw ochronnych
przed ogdlnie pojetym stresem. Wyjatkowos¢ przedstawi-
cieli tej rodziny polega na ich zdolnosci do interakcji ze
znaczng liczba réznych biatek, nazywanymi substratami
czy ,.klientami” (clients), przez co moga wypetnia¢ tak
réznorodne funkcje.

Dzigki badaniom ostatniej dekady poznano dodatkowe
funkcje HSP zwiazane z obserwacjami, ze uczestnicza
one w odpowiedzi uktadu odpornosciowego skierowanej
przeciwko nowotworom i patogenom wirusowym i bakte-
ryjnym [6,19]. Stad ich potencjalne mozliwosci wykorzy-
stania jako czasteczek pomocnych w strategiach terapeu-
tycznych i profilaktyce wielu schorzen, w tym konstrukcji
szczepionek przeciwnowotworowych i przeciwzakaZznym
wlacznie. Duze nadzieje wiaze si¢ z mozliwoscia modu-
lacji (zwigkszania/obnizania) poziomu ekspresji tych bia-
tek w komoérkach nowotworowych, czy w réznych zaburze-
niach neurodegeneracyjnych, co zostaje w Scistej korelacji
z procesem $mierci programowanej. To obszerne zagad-
nienie wymaga jednak oddzielnego opracowania.
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