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Streszczenie

Apoptoza — §mieré¢ programowana — jest oprocz nekrozy i autofagii jednym z mozliwych spo-
sobéw Smierci, dzigki ktéremu dochodzi do eliminacji z organizmu komérek zbgednych, niepra-
widtowych, btednie umiejscowionych czy zainfekowanych. Proces ten zapewnia organizmom
kontrolg jakosciowa 1 iloSciowa komorek. Proces Smierci programowanej jest Scisle regulowany —
wymaga aktywacji wielu genéw i naktadu energii. Dotychczas dobrze poznano dwa giéwne szla-
ki apoptozy, tj. zewngtrzny/receptorowy, zwigzany z btona komoérkowa i wewngtrzny/mitochon-
drialny przebiegajacy z udziatem mitochondriéw. W przebiegu Smierci programowanej komorki
istotne funkcje odgrywaja biatka szoku cieplnego — HSPs (heat shock protein), znane z wiasci-
wosci opiekunczych i konserwatywnosci molekularnej. Wsréd tej rodziny biatek, do ktérej za-
liczamy podrodziny HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 i HSP40 oraz matoczasteczkowe — sHSP
(small), znajduja si¢ gtéwnie czynniki chroniace komorki przed §miercia programowana. Jednak
niektdére z nich, w okreslonych warunkach i typach komérek, stanowig modulatory sprzyjajace
przebiegowi apoptozy. W artykule przedstawiono interakcje podstawowych biatek apoptotycz-
nych z gtéwnymi przedstawicielami podrodzin HSP i oméwiono konsekwencje tych zdarzen dla
przezycia badZz smierci komorek.

apoptoza * HSPs  mitochondria ¢ kaspazy ¢ receptory Smierci * transdukcja sygnatu

Summary

Apoptosis is, apart from necrosis and autophagy, one of the possible cell death mechanisms eli-
minating needless, not normal or infected cells. This process ensures quantitative and qualitati-
ve cell control of organisms. Apoptosis is tightly regulated, it requires both activation of a large
number of genes and energy input. Up-to-date two main apoptotic pathways have been recogni-
zed — external/receptor and internal, processed with the participation of mitochondria. Heat shock
proteins HSPs, the molecules known from their chaperone activity and molecular conservatism,
play essential functions in the course of apoptosis. Among that proteins family, i.e. HSP100, 90,
70, 60, 40 and small molecular (sHSP), there are agents mainly protective against programmed
cell death. However, in some conditions some of these proteins may promote apoptosis. This re-
view describes different key apoptotic proteins interacting with main members of HSP family
and the consequence of these events for cell survival or apoptosis.

apoptosis * HSPs ¢ mitochondria ¢ caspases * death receptors cell ¢ cell signalling
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AIF - czynnik indukujacy apoptoze (apoptosis inducing factor); Apaf-1 - czynnik aktywujacy

proteazy w apoptozie (apoptosis protease activating factor-1); Ask-1 - kinaza nalezaca do kaskady
MAPK (apoptosis signal-regulating kinase-1); Bel-2 - rodzina endogennych biatkowych regulatoréw
apoptozy (B-cell leukemia/lymphoma-2); CAD - (caspase activated DNase); CDC37 - biatko
wspétopiekunicze, oddziatuje z HSP9O (cel division cycle 37); DISC - kompleks sygnalizacyjny na
szlaku receptorowym apoptozy (death-inducing signaling complex); Endo G - endonukleaza G
(endonuclease G); FLIP - biatko antyapoptotyczne, hamuje kaspaze 8 (FLICE inhibitory protein);
Her2 - czynnik wzrostu naskérka, czynnik transkrypcyjny (human homolog ERB2); HIFLat - czynnik
indukowany hipoksja, czynnik transkrypcyjny (hypoxia-inducible factor 1cx); IAPs - biatko z rodziny
inhibitoréw apoptozy (inhibitory apoptosis proteins); IkBat - inhibitor czynnika transkrypcyjnego
NF-kB; IKK - kinaza inhibitora NF-kB (Ikf kinase); MPTP - megakanat mitochondrialny
(mitochondrial permeability transition pore); NF-xB - czynnik jagdrowy kB zidentyfikowany

w limfocytach B (nuclear factor kB); Omi/Htr2 - proteaza serynowa (high temperature requiring
protein A2); PARP - polimeraza poli(ADP-rybozy), (poli(ADP-rybose) polymerase); PCD - $mieré
programowana komarki (programmed cell death); PKB/Akt - kinaza biatkowa B opisywana takze
symbolem Akt (protein kinase B); Raf-1 - kinaza biatkowa serynowo-treoninowa szlaku MAPK,
oddziatuje z biatkami rodziny Ras (RAF protooncogene serine/threonine protein kinase);

RIP - biatko oddziatujace z receptorem Fas; kinaza ser/thr (receptor interacting protein);

ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species); SAPK/JNK - kinaza biatkowa MAPK
aktywowana przez stres/fosforylujgca N-koniec biatka Jun (stress-activated protein kinase/Jun
N-terminal kinase); SEK - kinaza aktywowana stresem (SAPK/ERK kinase-1); Smac/DIABLO

- biatko proapoptotyczne; wtérny mitochondrialny aktywator kaspazy/biatko wigzace IAP o niskim
pl (second mitochondrial activator of caspase/direct IAP binding protein with low pl); STAT 1-5

- czynniki transkrypcyjne (signal transduced and activator of transcription 1-5); tBid - skrécona
forma biatka Bid (truncated Bid); TNF - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor);
TRAIL-R - receptor dla liganda martwicy nowotworu indukujgcego apoptoze (TNF-related apoptosis-
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Wstep

Apoptoza — proces genetycznie planowanych zdarzen, opi-
sywany jako §mier¢ programowana komérki — PCD (pro-
grammed cell death) stanowi istotny szlak sygnalizacji
komoérkowej. Do przebiegu tego procesu nieodzowna jest
aktywacja wielu genéw, ekspresja biatek regulatorowych
i wykonawczych oraz naktad energii. Ten aktywny i wyso-
ce uporzadkowany proces zapewnia usuwanie z organizmu
komorek niepotrzebnych, szkodliwych czy zainfekowanych,
co odbywa si¢ bez indukcji stanu zapalnego i uszkodzenia
sasiadujacych komérek. Smier¢ programowana zapewnia
prawidlowa homeostaze [34,45,49]. Apoptoze indukuja
rézne sygnaty — bodzce fizjologiczne i patologiczne — za-
rowno zewnatrzkomorkowe, jak i pochodzenia wewnatrz-
komoérkowego. W przebiegu apoptozy komérek wyrdznia
si¢ nastepujace fazy:
* inicjatorowa, zwiazana z odbiorem sygnatu/6w $mierci;
e wykonawcza, w ktérej rézne sygnaly zostaja przekazane
do ,,maszynerii” odpowiedzialnej za proteoliz¢ i nukle-
olizg organelli komérkowych, aktywacji enzyméw wy-
konawczych;

e zniszczenia, podczas ktérej dochodzi do degradacji
struktur i sktadnikéw komoérkowych, wytworzenia tzw.
ciatek apoptotycznych i ich fagocytozy.

Uwaza sig, ze Smier¢ programowana komorek przebiega
na dwoéch gléwnych szlakach, tj. zewnetrznym/receptoro-
wym i wewngetrznym/mitochondrialnym. W niektérych ty-
pach komoérek fragmenty tych szlakéw sa zbiezne [35,49].
Apoptoza moze by¢ zainicjowana sygnatami zewnatrzko-
moérkowymi (ligandami) przez rozpoznanie i aktywacje re-
ceptoréw $mierci (death receptors) umiejscowionych w bto-
nie komoérkowej badZ na szlaku wewnatrzkomérkowym,
gdy po uzyskaniu przez mitochondria sygnatu dochodzi do
zmiany potencjatu btonowego tych organelli, formowania
megakanaléw czy poréw, przez ktére do cytosolu wypty-
waja biatka apoptogenne [6,21,34,49,68].

Wsrdd receptoréw §mierci wyrdznia si¢ cytokiny z rodziny
TNF (tumor necrosis factor) np. TNFR-1, Fas/CD95/APO-1,
TRAIL-R (TNF-related apoptosis-inducing ligand-
receptor), ktére po rozpoznaniu odpowiedniego ligan-
da i zmianach strukturalnych (trimeryzacja receptora)
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przekazuja sygnat poprzez domene $mierci DD (death
domain) na biatko adaptorowe, np. TRADD (TNF-R1 as-
sociated death domain), FADD (Fas-associated death do-
main), RIP (receptor interacting protein). Biatka odbiera-
jace sygnat z receptoréw zawieraja na N-koncu taicucha
domeng efektorowa Smierci DED (death effector domain),
dzigki ktérej w tzw. kompleksie DISC (death-inducing si-
gnaling complex)/receptorosomie, dochodzi do rozpozna-
nia biatka efektorowego — prokaspazy 8 (lub 10) przez jej
N-koricowa domeng DED. Aktywacja kaspazy 8/10 rozpo-
czyna proteoliz¢ enzymow i biatek struktur komérkowych,
ktéra czgsto przebiega kaskadowo. Zmianom tym towarzy-
szy nukleoliza przebiegajaca stopniowo, ktérej wymiernym
nastgpstwem jest tzw. ,,drabinka apoptotyczna” [34,63,67].

Szlak wewngetrzny jest zwiazany ze zmianami przepusz-
czalnosci bton mitochondriéw po indukcji, m.in. czynni-
kami genotoksycznymi, stresogennymi, wzrostem poziomu
reaktywnych form tlenu — ROS (reactive oxygen species),
zmianami poziomu jonéw Ca* [49]. W wielu typach ko-
morek transdukcja sygnatu Smierci wiaze si¢ z aktywno-
Scig tzw. megakanaléw mitochondrialnych (mitochondrial
permeability transition pore — MPTP). Struktury te tworza
wielobiatkowe kompleksy — sktadniki zaréwno zewngtrz-
nej, jak i wewnetrznej btony mitochondrialnej, z ktérymi
oddziatuja czynniki regulatorowe rodziny Bcl-2 (B-cell
leukemia/lymphoma-2). Wsréd polipeptyddéw tej rodziny
znajduja si¢ aktywatory i inhibitory apoptozy [7,10,34].
W komoérkach apoptotycznych dochodzi do otwierania
MPTP, co wywotuje m.in. spadek potencjatu transbtono-
wego (AYm) wyplyw z macierzy mitochondrialnej jonéw
Ca*, spadek poziomu zredukowanego glutationu i uwal-
nianie z przestrzeni mi¢dzybtonowej mitochondriéw ponad
40 biatek regulatorowych i wykonawczych apoptozy m.in.:
AITF (apoptosis inducing factor), IAPs (inhibitor apoptosis
proteins), cytochrom c, prokaspazy, Smac/DIABLO (se-
cond mitochondrial activator of caspase/direct IAP bin-
ding protein with low pl), proteaza serynowa Omi/Htr2
(high temperature requiring protein A2) czy endonukle-
aza G (Endo G) [6,53,68,69]. Na szlaku mitochondrial-
nym, uwolniony z przestrzeni mitochondrialnej cytochrom
¢ stanowi czynnik promujacy powstanie kompleksu zwa-
nego apoptosomem. Kompleks ten tworza czasteczki: cy-
tochromu c, biatka cytosolowego Apat-1 (apoptosis prote-
ase activating factor-1) i prokaspazy 9 w obecnosci Zrédta
energii w postaci ATP/dATP [8,34,68,73]. Aktywacja pro-
kaspazy 9 w wyniku ograniczonej proteolizy moze akty-
wowac prokaspaze 3 lub prokaspaze 7, ktére z kolei ak-
tywuja kaskady kaspaz i proteolizy bialek komérkowych.
Akceptuje si¢ poglad, ze kaspazy 3 1 7 moga inicjowac ak-
tywacje innych enzymow np. kalpainy czy endonukleazy
CAD (caspase activated DNase), ktére sa zwigzane z pro-
teoliza czy nukleoliza sktadnikéw komérkowych, towarzy-
szacym apoptozie [37,63,67].

‘W apoptozie przebiegajacej na szlaku zewngtrznym istot-
na role pelnig — kaspaza 8 i 10, a na szlaku wewngtrznym
— kaspaza 9, ktére aktywuja kaspazy wykonawcze: 3, 6, 7
[7,35,37]. Molekularnym tacznikiem szlaku receptorowe-
go i mitochondrialnego apoptozy jest biatko Bid (BH3 in-
teracting domain) — przedstawiciel biatek rodziny Bcl-2,
ktére ulega proteolizie dokonywanej przez kaspaze 8/10.
To proteolityczne cigcie uwalnia fragment tBid (truncated
Bid; Bid p15) [23], ktéry przytacza si¢ do zaktywowanych

czasteczek biatka Bax czy Bak na powierzchni mitochon-
driéw i1 odpowiada za powstanie poréw w btonach tych or-
ganelli, przez ktére wyptywa cytochrom c, a nastgpnie for-
muje si¢ apoptosom [34,64,71].

Na podkreslenie zastuguja doniesienia, ze lizosomy moga
takze uczestniczy¢ w §mierci programowanej, zainicjowa-
nej aktywacja receptoréw Smierci czy dziataniem lekow.
W ich blonie moga powstawac kanaty, przez ktére w ko-
morkach apoptotycznych wyptywaja enzymy lizosomalne,
a takze protony H*. Obnizenie pH w komérkach jest czyn-
nikiem aktywujacym szlak wewne¢trzny [9,29,47].

Apoptozie komorek towarzyszy wiele zmian morfologicz-
nych, w tym: obkurczanie komérki, zmiany w btonie cy-
toplazmatycznej, fragmentacja jader i cytoplazmy, formo-
wanie ciatek apoptotycznych oraz zmian biochemicznych,
m.in. aktywacja kaspaz, kalpain, kinaz/fosfataz biatkowych,
nukleaz z nastgpcza fragmentacja DNA, synteza RNA
i biatek niezbgdnych w realizacji okreslonego programu
genetycznego. Nieprawidtowa regulacja procesu apopto-
zy 1 zachwianie réwnowagi migdzy proliferacja komoérek
i ich Smiercia stanowi gtéwny element w rozwoju wielu
choréb, w tym nowotwordw [34].

Biatka szoku cieplnego — HSPs (heat shock proteins) wy-
kazuja wtasciwosci zaréwno pro- jak i antyapoptotyczne,
a dzigki roli opiekuriczej sa zdolne wiazacé si¢ i oddziatywad
z wieloma czynnikami komdrkowymi. Czasteczki te wpty-
waja na rozktad zdenaturowanych biatek lub utatwiaja po-
prawne fatdowanie polipeptydéw o zaburzonej konformacji
przestrzennej [33]. Poziom ekspresji HSP decyduje o losie
komorek, gdyz te biomolekuty moga kierowacd je na dro-
g¢ apoptozy badz szlak przezycia [7,24,45]. Polipeptydy te
moga modulowac proces programowanej Smierci we wcze-
snych jej etapach, poprzez wyciszanie ekspresji genéw, kto-
re koduja czasteczki zdolne do odbioru sygnatu $Smierci.
Ponadto HSP moga hamowa¢ aktywnos$¢ biatek fazy wy-
konawczej apoptozy. Dzigki ich aktywnosci dochodzi do
ostabienia lub blokowania sygnatéw $mierci, ograniczania
aktywacji biatek zwigzanych z przebiegiem apoptozy przez
zatrzymanie lub naprawe uszkodzen komérkowych wywo-
tanych przez dziatanie stresora/6w. Nalezy podkreslié, ze
opisywane biatka w rézny sposéb oddziatuja z czastecz-
kami bioragcymi udziat w szlakach przezycia lub Smierci
programowanej i odbywa si¢ to na okreslonych etapach.
Przewaza poglad, ze nadekspresja HSP zapobiega apopto-
zie indukowanej r6znymi czynnikami [53,60,65,66], a en-
dogenny ich poziom wystarcza, aby kontrolowac ten pro-
ces. Ponadto uwaza sig, ze inhibicja ekspresji wigkszosci
przedstawicieli HSP wystarcza by ,,uwrazliwi¢” komorki
na apoptozeg [14,40,71,72].

Hamowanie apoptozy przez biatka opiekuricze polega na
ograniczeniu proteolitycznego dojrzewania, aktywacji i/albo
aktywnosci w petni funkcjonalnych kaspaz. Nadekspresja
HSP27, HSP60, HSP70 i HSP90 zapobiega aktywacji tych
proteaz cysteinowych w wielu typach komérek w warun-
kach, gdy dochodzi do nagromadzenia nieprawidtowo zwi-
nigtych biatek lub uszkodzei DNA, wywotanych przez r6z-
ne stresory m.in. ROS [1,45,67]. Z kolei, spadek poziomu
ich ekspresji wywotany obecnoscia w ukladzie np. anty-
sensowych nukleotydéw lub krétkich interferencyjnych
RNA (small interference RNA — siRNA), ktére wyciszaja
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transkrypcje gendw HSP, powoduje wzrost wrazliwosci
komorek na apoptoze [32].

Ponadto HSP posrednio badZ bezposrednio uczestnicza
w regulacji aktywnosci kaspaz. Polipeptydy te moga ha-
mowacé gléwne szlaki apoptozy zaréwno wewngtrzny, jak
1 zewnetrzny, poprzez oddzialywanie z ich gtéwnymi biat-
kami, co odbywa si¢ na nastgpujacych poziomach: modu-
lacji transdukcji sygnatu; szlaku mitochondrialnego — HSP
kontroluja proces uwalniania czynnikéw apoptotycznych
z mitochondriéw; zdarzen postmitochondrialnych — biat-
ka opiekunicze wykazuja zdolno$¢ do hamowania péZnej
fazy apoptozy, czego nie wykazuja inne biatka czy czyn-
niki wptywajace na wzrost przezycia komérek w warun-
kach stresu [3,37].

RoLa pobrobziN HSP w PRZEBIEGU APOPTOZY

HSP90
Modulacja transdukcji sygnatu Smierci

Biatko HSP90 moze modulowa¢ aktywnos¢ i stabilnos¢
wielu czynnikéw transkrypcyjnych i kinaz zwiazanych
z apoptoza m.in. NF-kB (nuclear factor kB), p53, PKB/Akt
(protein kinase B) [4,62], Raf-1 [55,56] czy SAPK/JINK
(stress-activated protein kinase/Jun N-terminal kinase)
[7,36,37,67] (ryc. 1). Polipeptyd ten reguluje szlak z udzia-
fem NF-xB — czynnikiem transkrypcyjnym warunkujacym
przezycie komorek, poprzez tworzenie kompleksu z ki-
naza IKK (IKp kinase). Interakcje HSP90-IKK wzmaga
biatko Cdc37 (cel division cycle 37), ktére jest nieodzow-
ne do aktywacji NF-xB w szlaku indukowanym przez
TNF-o [2,15,63]. Inhibicja HSP90 zapobiega aktywacji
IKK poprzez TNF-a, dzigki czemu dochodzi do indukcji
NF-kB. Do biatek modulowanych przez HSP90 zalicza si¢
Her2 (human homolog ERB2), HIF1 o (hypoxia-inducible
factor 1) oraz STAT3 [14,37,63]. Czasteczki HSP9O sta-
bilizuja takze kinazg RIP (receptor interacting protein),
ktéra po zwiazaniu receptora TNFR-1 promuje aktywacje
czynnika NF-kB oraz kinazy SAPK/JNK. Degradacja RIP
w przypadku braku lub inhibicji HSP90 uniemozliwia ak-
tywacje¢ NF-kB, na szlaku z udziatem TNF-o, co uwrazli-
wia komorki na apoptoze [41].

Przedstawiono dowody, ze HSP90 moze réwniez oddzia-
tywaé z produktem genu supresorowego — pS53, przyczy-
niajac si¢ do skierowania komorek na szlak przezycia.
HSP90 moze wchodzi¢ w interakcje z produktem zmu-
towanego genu p53, stabilizujac go. W przewlektych bia-
taczkach hamowanie HSP90 zwigksza aktywnos¢ dzikie-
go typu p53, a zmniejsza zmutowanego p53, co prowadzi
do indukcji apoptozy. Ponadto biatko p53 moze ograniczaé
ekspresje genu HSP90o w komdrkach eksponowanych na
dziatanie UV, wywotujac programowana $mieré komorki
[37,38]. Polipeptyd HSP9O stabilizuje ufosforylowana po-
stac¢ kinazy serynowo-treoninowej — PKB/Akt [4,62], dzig-
ki czemu enzym ten moze modyfikowaé proapoptotyczne
biatko rodziny Bcl-2 — Bad oraz kaspaze¢ 9, co prowadzi
do ich unieczynnienia, a w konsekwencji hamuje apopto-
z¢. Inhibicja HSP90 indukuje apoptozg poprzez supresje
aktywnosci tej kinazy [38,62]. Wiazanie PKB/Akt przez
HSPI90 chroni enzym przed defosforylacja, ktérag dokonu-
je biatkowa fosfataza A, (PPA,) [4]. Wspomniana kinaza

moze fosforylowac réwniez inhibitor IxB, czego wynikiem
jest dysocjacja kompleksu IxkB — NF-kB, co prowadzi do
aktywacji czynnika transkrypcyjnego, odpowiedzialnego za
przezycie komorek [14,15]. Przypuszcza sig, ze w interakcji
HSP90 z PKB/Akt bierze udziat czynnik Cdc37, a utwo-
rzony kompleks zapobiega degradacji kinazy w proteaso-
mach [37,38]. Obecnos¢ inhibitoréw HSP90 np. geldanamy-
cyny promuje apoptoz¢ komérek przez aktywacje kaspaz,
w wyniku ktérej obserwuje si¢ proteoliz¢ polimerazy poli
ADP-rybozy 1 (PARP-1; poly (ADP-ribose)polymerase 1)
i spadek poziomu aktywnosci PKB/Akt. Interakcja migdzy
PKB/Akt i HSP90 chroni biatko stresu przed inhibitorami,
a wspomniang kinaz¢ przed defosforylacja i destabiliza-
cja i w konsekwencji hamuje indukcjg apoptozy. Ponadto
utworzenie kompleksu PKB/Akt-HSP90 ochrania kinaze
przed jej degradacja w proteasomach i promuje przezycie
komérek poprzez hamowanie JNK [4,62]. Udowodniono,
ze fosforylacja kinazy Ask-1 (apoptosis signal-regulating
kinase-1) przyczynia si¢ do jej inaktywacji, co uniemoz-
liwia oddziatywanie z kinaza JNK i hamuje apoptotyczna
Sciezke z jej udziatem [14,37,38]. Czasteczki HSP90 wiaza
takze kinaz¢ Raf-1, a dysocjacja tego kompleksu inicjuje
apoptoze wielu komérek, np. limfocytéw linii B [46,55,56].

Cytokiny, w tym IL-6 i interferony (np. IFN-Y), wptywa-
ja na wzrost ekspresji HSP90 zapewniajac wzrost przezy-
cia komorek [5,37].

Szlak wewnetrzny/mitochondrialny

Antyapoptotyczne wlasciwosci HSP90 przejawiaja si¢ réw-
niez w interakcjach z czynnikami, ktére nie sg zaliczane do
substratéow — tzw. ,.klientéw” [33]. Stabilnos¢ i aktywacja
tych czynnikéw nie jest regulowana przez HSP90. Wyniki
doswiadczen wskazuja, ze czasteczki HSP90 w pewnych
typach biataczek moga zapobiega¢ aktywacji kaspaz w cy-
tosolu w obecnosci cytochromu ¢, prawdopodobnie dlate-
go, ze HSP90 oddziatuje z czynnikiem Apaf-1, zapobiega-
jac jego oligomeryzacji, a nastgpnie blokuje jego interakcje
z prokaspaza 9 i formowanie apoptosomu [51]. Usytuowane
w mitochondriach czasteczki HSP90 reguluja zmiany prze-
puszczalnosci ich zewngtrznej btony i uwalnianie cytochro-
mu c [46]. Wykazano, ze powstawanie komplekséw Bcl-2
— HSP90PB zapobiega wyptywowi cytochromu c i aktywacji
kaspazy 3 [17]. Czasteczki HSP90 podobnie, jak HSP70,
hamuja apoptoz¢ poprzez oddziatywanie z biatkiem Apaf-
1, uniemozliwiajac jego oligomeryzacje, przytaczenie pro-
kaspazy 9 i utworzenie apoptosomu [2,53,67].

Jak dotad niewiele jest danych dotyczacych réznic w ak-
tywnos$ci migdzy zidentyfikowanymi postaciami HSP90
— o i B. Uwaza sie, Ze ich nadekspresja jest wymagana do
przezycia komoérek. Obnizenie poziomu HSP90B przez
siRNA wystarcza do indukcji apoptozy. Ponadto prawdo-
podobienstwo indukcji apoptozy wzrasta, gdy dodatkowo
obniza si¢ poziom HSP90a. Obserwacje te wskazujg za-
réwno na réznice we wlasciwosciach i aktywnosciach tych
izoform, a takze na ich wspdtdziatanie podczas apoptozy
[14]. W komérkach tucznych HSP90B oddziatuje z inhi-
bitorem apoptozy — Bcl-2 [46]. Zastosowanie siRNA lub
inhibitor6w HSP90 powoduje spadek poziomu izoformy
B, co wywotuje zahamowanie formowania komplekséw
z Bcl-2, wyplyw cytochromu c, aktywacje kaspaz i apopto-
z¢ [17]. Wyniki badaii wskazuja, ze izoformy HSP90-o i -B
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moga wykazywaé odmienne wiasciwosci apoptotyczne.
Przypuszcza sig, ze jest to spowodowane tym, ze biatka
te moga oddzialywac z r6znymi czynnikami, a jesli nawet
wchodza w interakcje z tymi samymi, to moze si¢ to od-
bywaé¢ w odmienny sposob.

Szlak zewnetrzny/receptorowy

Gtéwnym regulatorem apoptozy, indukowanej przez cyto-
king TRAIL, jest biatko FLIP (FLICE inhibitory protein)
— inhibitor kaspazy 8. Niedawno doniesiono, ze w komor-
kach glejaka, HSP90 oddziatuje z FLIP (w sposéb zalez-
ny od ATP) poprzez jego N-koricowa domeng (ryc. 1).

W nastgpstwie indukcji TRAIL, w komérkach glejaka sy-
gnal Smierci przekazywany jest do kompleksu sygnali-
zacyjnego — DISC/receptorosom poprzez HSP90 i FLIP.

W sytuacji spadku poziomu ekspresji HSP90a obserwo-
wano zmniejszenie wiazania FLIP do tego kompleksu,
powodujac apoptoz¢ badanych komoérek [37,63]. HSP90
moze rowniez uczestniczy¢ w modulacji sygnalizacji szla-
ku receptorowego, inicjowanego przez TNF. Po zwiazaniu
TNFR-1 z tym ligandem, sygnat §mierci jest przekazywany
na biatko adaptorowe — kinaz¢ RIP-1, co z kolei promuje
aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz kina-
zy SAPK/JNK. Stwierdzono, ze degradacja RIP-1 (w nie-
obecnosci HSP90) wyklucza aktywacje NF-kB, co zwigk-
sza wrazliwo$¢ komorek na apoptoze [41]. Inny mechanizm
z udziatem biatka podrodziny HSP90 na szlaku receptoro-
wym inicjowanym przez rozpoznanie liganda TNF przez
receptor, prowadzi do oddzialywania HSP90 z biatkiem
Bid, co uniemozliwia jego proteolize przez kaspaze 8/10
i translokacj¢ aktywnej postaci tBid do mitochondriéw
[63,71]. Zmiany aktywnosci NF-kB regulowane przez
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HSP90 odnotowano réwniez w przypadku, gdy ten czyn-
nik transkrypcyjny ulega aktywacji przez kinaze IKK, ktéra
unieczynnia inhibitor NF-kB. Enzym ten buduja trzy pod-
jednostki: dwie katalityczne (IKKo i IKK[) oraz jednostka
regulatorowa — IKKy (NEMO). Na szlaku receptorowym
inicjowanym po zwigzaniu liganda przez TNF-R1, kinaza
IKK przytacza si¢ do tego receptora. Rekrutacja IKK do
powstajacego kompleksu DISC/receptorosom, poza biat-
kiem adaptorowym TRADD, wykorzystuje ponadto czynnik
TRAF2 (TNF-R associated factor 2). Na tym etapie moze
uczestniczy¢ kinaza RIP, jednak nie jest ona czynnikiem
niezbednym do rekrutacji i aktywacji IKK. Aktywny en-
zym IKK indukuje czynnik NF-kB. Wyniki opublikowa-
nych doswiadczen wskazuja, ze HSP90 wraz z biatkiem
Cdc37 uczestniczy w stabilizacji IKK. Obecno$¢ inhibi-
tora HSP90 — geldanamycyny przyczynia si¢ do rozpadu
kompleksu IKK-HSP90-CDC37, uniemozliwiajac aktywa-
cj¢ NF-xB zainicjowana przez TNF [15,55,56]. Ponadto
czasteczki HSP90 w okreslonych warunkach, moga oka-
zywac proapoptotyczna aktywnos¢, co wiaze si¢ z hamo-
waniem aktywnosci kalpain — proteaz cysteinowych za-
leznych od jonéw Ca*'. Polipeptyd Grp94, nalezacy do
podrodziny HSP90, moze promowac proteolize kalpainy
i w ten sposéb prowadzi¢ do apoptozy komdrek nowotwo-
rowych wywotanej niedotlenieniem [63,67].

Wimentyna, sktadnik filamentéw posrednich komérek ulega
degradacji w odpowiedzi na induktory apoptozy. Proteoliza
tego biatka przez kaspazy wywotuje zaburzenia w struk-
turze filamentéw, co moze utatwié¢ kondensacje chroma-
tyny i fragmentacj¢ jadra komérkowego. Odnotowano, ze
HSP90 oddzialuje z filamentami wimentynowymi i chro-
ni je przed apoptotyczna degradacja [37].

Wykazano, ze TNF poza apoptoza komoérek, moze tak-
ze indukowaé nekroz¢ np. w niektorych liniach komoérko-
wych — w tym nowotworowych. Biatko HSP90 wydaje si¢
kontrolowa¢ i decydowac o tym czy komorki zostang usu-
nigte w procesie nekrozy czy apoptozy. Zablokowanie ak-
tywnosci HSP90 przez rézne leki prowadzi do aktywacji
receptora TNF, ktdry inicjuje jeden z tych proceséw, praw-
dopodobnie jako wynik destabilizacji wewnatrzkomoérko-
wych biatek z nim oddziatujacych [37,46,56].

Ponadto doniesiono, ze biatko HSP90B moduluje szlak
sygnalizacyjny z udzialem prolaktyn, podczas apoptozy
towarzyszacej spermatogenezie. Receptory prolaktynowe
wiaza sie z HSP90P, a ich inhibicja inicjuje apoptoze ko-
morek uczestniczacych w spermatogenezie [63].

HSP70
Modulacja transdukcji sygnatu Smierci

Biatko HSP70 jest najlepiej poznanym dotychczas biat-
kiem rodziny HSP oraz inhibitorem wigkszosci etapéw
apoptozy komorek [24,33,67]. Uwaza sig, ze brak ekspre-
sji dwoch genéw kodujacych indukowalna posta¢ HSP70
— gen hsp70.1 i hsp70.3. istotnie uwrazliwia komoérki na
apoptozg [63]. Zaobserwowano, ze zaréwno w komor-
kach germinalnych, jak i nowotworowych spadek pozio-
mu HSP70 wywotuje ich apoptoze¢ [37]. Biatko HSP70
moze ogranicza¢ aktywnos$¢ kinaz indukowanych stresem,
np. Askl, PKB/Akt, SAPK/JNK czy p38 warunkujacych

transdukcje sygnatéw apoptotycznych (ryc. 1B). W komér-
kach nowotworowych odnotowano wzrost ekspresji HSP70
i aktywacje kinazy PKB/AKkt, ktéra fosforylujac biatko Bad
i kaspaze 9 hamuje ich aktywno$¢ proapoptotyczna, na-
tomiast aktywuje STATS (signal transduced and activator
of transcription 5). Zdarzenie to ulatwia wigzanie wspo-
mnianego czynnika transkrypcyjnego do DNA, co w kon-
sekwencji wywotuje wzrost ekspresji antyapoptotycznego
biatka Bcl-X| i przezycie komoérek nowotworowych [26,37].
Oddziatywanie biatka HSP70 z kinaza SAPK/JNK odbywa
si¢ przez jego domeng¢ ATP-azowa, co prowadzi do inak-
tywacji enzymu i zahamowania transdukcji sygnatu [63].
Aktywnos¢ tego polipeptydu opiekuriczego wynika ze zdol-
nosci ograniczania defosforylacji SAPK/JNK. Wyniki ba-
dan wskazuja, ze dziki typ HSP70 zapobiega dojrzewaniu
zymogenow kaspazy 9 i 3. Zaobserwowano, ze brak ak-
tywnosci opiekuniczej produktu ekspresji zmutowanego
HSP70 obniza tylko aktywnos¢ SAPK/JNK, nie ograni-
czajac innych szlakéw apoptozy. Hamowanie aktywnosci
tej kinazy nie wystarczy by zapobiec apoptozie, poniewaz
do tego nieodzowna jest opiekuricza aktywnos¢ HSP70
[40,45]. Opisywany polipeptyd oddziatuje z C-koricowa
domena nieufosforylowanej kinazy PKC (protein kinase
C), stabilizujac ja i ulatwiajac ponowna jej fosforylacje,
co skutkuje zahamowaniem jej aktywnosci. W podobny
spos6b HSP70 oddziatuje z kinaza PKB/Akt, ASK-1 oraz
p38 nalezaca do szlaku MAP-kinaz. Bialko to stabilizuje
i inaktywuje te kinazy [23,37,50,63].

Udowodniono, ze HSP70 moze wchodzi¢ w interakcje
z niektérymi czynnikami transkrypcyjnymi, np. z bial-
kiem p53, regulujacym ekspresjg cztonkéw rodziny Bel-2.
Uznaje sig, ze w komoérkach nowotworowych ekspresja
genu kodujacego inhibitor apoptozy — Bcl-2 jest hamo-
wana przez pS3, podczas gdy proapoptotycznego biatka
Bax ulega indukcji [37,74]. Wiadomo, ze w wielu typach
komoérek nowotworowych wystepuja produkty zmutowa-
nego genu p53, a biatka HSP70 i HSC70 okazuja zdol-
nos¢ tworzenia stabilnych komplekséw ze zmienionymi
postaciami tego biatka. Interesujace jest to, ze HSP70
moze blokowac sekwencje NLS (nuclear localization si-
gnal) biatka p53, co zapobiega jego importowi do jadra
komérkowego [20].

Inhibitory wzrostu (inhibitors of growth — INGs) stano-
wig supresory rozwoju nowotwordw, a ich ekspresja jest
regulowana i zmienia si¢ w zaleznosci od typu nowo-
tworu. W wyniku uszkodzern DNA i zaburzerh w wiaza-
niu histonéw, czasteczki ING indukuja zmiany w struk-
turze chromatyny i aktywuja p53. Biatka INGs indukuja
HSP70, co zwrotnie promuje interakcj¢ receptora TNF-R
z TNF-a 1 wigzanie IkBa do czynnika NF-kB, co ostabia
sygnal przezycia [22,57]. Rola HSP70 w regulacji aktywno-
Sci czynnika NF-kB budzi kontrowersje. Cytosolowe bial-
ko HSP70 moze hamowa¢ wspomniany czynnik transkryp-
cyjny, podczas gdy jego czasteczki umieszczone w bionie
plazmatycznej moga si¢ przyczynia¢ do aktywacji NF-kB.
W warunkach stresu HSP70 gromadzi si¢ zwykle w oby-
dwu tych przedziatach komérkowych. W komérkach $réd-
btonka indukowanych przez TNF-a odnotowano, ze znacz-
ny poziom ekspresji HSP70 hamuje Sciezke przezycia
z udzialem NF-kB, ograniczajac jego aktywacje¢ poprzez
blokowanie aktywacji kinazy IKK, co zapewnia elimina-
cj¢ komorek z uszkodzonym DNA [57,63].
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Szlak wewnetrzny/mitochondrialny

Bialka szoku cieplnego hamuja apoptozg¢ zaréwno przed,
jak i po aktywacji kaskady kaspaz. Ich czasteczki moga od-
dziatywac bezposrednio z tymi proteazami lub tez posrednio
przez interakcje z czynnikami wigzacymi si¢ i wptywajacy-
mi na aktywacj¢ lub hamowanie ich aktywnosci [3,24,67].

Czasteczki HSP70 zmniejszaja lub catkowicie hamuja ak-
tywacje¢ kaspaz oraz ograniczaja uszkodzenia mitochon-
driéw i jader komérkowych. Moga kierowa¢ komérki na
Sciezk¢ przezycia zaréwno przez blokowanie wyptywu
z mitochondriéw bialek apoptogennych, takich jak cyto-
chrom c czy AIF, jak i przez interakcje¢ z uwolnionymi juz
do cytosolu czynnikami. Biatka opiekuiicze moga zapo-
biega¢ aktywacji zymogenu kaspazy 3, a nawet hamowac
dziatanie aktywnego juz enzymu przez bezposrednie od-
dzialywanie, czego nie wykazuje zaden inny czynnik an-
tyapoptotyczny [19,26,53]. Przedstawiono dowody, ze
HSP70 oddziatuje z biatkami Bcl-2 i Mcl-1 [19,48,65],
wspdlnie z HSP40 blokujac translokacj¢ proapoptotycz-
nego biatka Bax [64] i ograniczajac zmiany w przepusz-
czalnosSci zewnetrznej btony mitochondrialnej, przez co
hamuja wptyw cytochromu c i innych czasteczek mitochon-
drialnych np. AIF, Smac/DIABLO czy Endo G. Zaktada
sig, ze obserwowane efekty zaleza zaréwno od aktywno-
$ci domeny opiekunczej HSP70, jak i od jego domeny
ATP-azowej [16,30,31,61]. Oddziatywanie HSP70 z cy-
tosolowymi cztonkami rodziny Apaf (-1,-2,-3) blokuje
powstawanie apoptosomu oraz aktywacj¢ prokaspazy 3
[8,24,63]. Wiazanie Apaf-1 przez HSP70 chroni komoérki
przed apoptoza, a za to oddziatywanie odpowiada dome-
na ATP-azowa biatka opiekunczego. Czasteczki HSP70
w sposéb posredni hamuja formowanie pgcherzykéw bto-
nowych (blebbing), ktére zalicza si¢ do charakterystycz-
nych zmian morfologicznych towarzyszacych apoptozie
[34,37,53]. Domena ATP-azowa HSP70 jest niezbedna do
interakcji m.in. z prokaspaza 3 i 7, co zapobiega dojrze-
waniu tych kaspaz wykonawczych i tym samym hamuje
apoptoze zalezna od ich aktywnosci [63].

Szlak zewnetrzny/receptorowy

Od lat uznaje sig, ze podczas fazy wykonawczej apopto-
zy, DNA ulega fragmentacji z udziatem m.in. endonukle-
azy CAD, opisywanej takze jako DFF40 (DNA fragmen-
tation factor 40) [34,49]. Prawidtowe sktadanie pre-mRNA
dla CAD/DFF40 i jego aktywnos¢ enzymatyczna sg regu-
lowane przez inhibitor — ICAD (inhibitor caspase activa-
ted DNase) oraz przez HSP70 i HSP40 (czynnik pomoc-
niczy). Opublikowano dowody przemawiajace za tym, ze
czasteczki HSP biorg udziat w wiazaniu utworzonych kom-
pleksow CAD-ICAD; w tym zdarzeniu uczestniczy kom-
pleks HSP70-HSP40 z ICAD. Biatko HSP70 oddziatujac
z CAD wzmaga jego aktywnos¢ [2,24,37,63].

W apoptozie komoérek indukowanej reakcja ligand-receptor
rodziny TNF, polipeptydy HSP70 zapobiegaja morfolo-
gicznym zmianom charakterystycznym dla umierajacych
komorek, ktére sa jej nastgpstwem np. aktywacji fosfoli-
pazy A2 czy zaburzonej morfologii jader komérkowych.
Czasteczki biatka opiekuniczego hamuja dzialanie aktyw-
nej kaspazy 3 1 w ten sposéb moga chroni¢ komoérki przed
Smiercig nawet w koficowej fazie apoptozy [2,37].

Wyniki badan ujawnity, ze biatka HSP70 hamuja $Smier¢
komérek na szlaku receptorowym (TNF), zaleznym od
biatka Bid. Przedstawiciele tej podrodziny HSP ograni-
czaja proapoptotyczna aktywnosé Bid, przez wiazanie
z kinaza JNK [23]. Antyapoptotyczna rola HSP70 wyni-
ka z blokowania fosforylacji kinazy JNK, zaréwno przez
kinaz¢ SEK (SAPK/ERK kinase-1) na szlaku wewnetrz-
nym, jak i przez kinaze Askl na szlaku receptorowym
apoptozy. Ponadto jego czasteczki moga réwniez wyciszaé
transdukcje sygnatu na etapie aktywacji Ask-1 przez biat-
ko Daxx na szlaku receptorowym [50] (por. ryc. 1 A,B).
Akceptuje si¢ poglad, ze oddziatywanie HSP70 z kinaza-
mi odbywa si¢ przez regulacj¢ fosforylacji i stabilizacji
tych enzymow [16,24,45]. Prawdopodobnie biatka HSP70
moga takze bezposrednio blokowaé proteolityczne cigcie
Bid przez kaspazeg 8 [23].

Ujawniono, ze ekspozycja komoérek hematopoetycznych
na cytokiny oddziatujace z receptorami TNF indukuje pro-
apoptotyczng aktywno$¢ kinazy PKR (protein kinase R),
zaleznej od dwuniciowego RNA. Okazalo sig, ze inhibitor
PKR stanowi produkt genu grupy komplementacji C ane-
mii Fanconiego (FANCC). HSP70 oddziatuje z biatkiem
FANCC przez jego ATP-azowa domeng i wraz z czynni-
kiem pomocniczym HSP40 hamuje apoptoze indukowa-
na TNF przez utworzenie potrdjnego kompleksu HSP70
— FANCC - PKR [37].

W komérkach biataczkowych, eksponowanych na cytoking
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand), HSP70
moduluje ich apoptoz¢ z udzialem kinazy tyrozynowej Ber-
Abl [26,37]. Aktywnos¢ HSP70 w apoptozie inicjowanej
przez ligand Fas jest kontrowersyjna, a odmienne wyniki
badan sa prawdopodobnie spowodowane zastosowaniem
r6znych modeli komérkowych. Czasteczki HSP70 wiaza
si¢ z receptorami DR4 i DRS5, w ten sposéb hamuja for-
mowanie i aktywnos¢ kompleksu DISC/receptorosom.

Wsréd aktywnosci HSP70 podkresla sig¢ udziat tych cza-
steczek w réznicowaniu erytrocytéw [38]. Wykazano, ze
czynnik transkrypcyjny GATA-1 (GATA binding pro-
tein-1) stanowi substrat dla kaspazy 3 [59]. W ludzkich
prekursorowych komérkach erytroidalnych HSP70 moze
chroni¢ ten czynnik przed atakiem kaspazy 3. W konse-
kwencji wspomniane komorki nie gina w procesie apopto-
zy, ale ulegaja réznicowaniu. Domena ATP-azowa biatka
HSP70 nie zawsze okazuje aktywnos¢ antyapoptotycz-
na. Ten motyw HSP70 jest nieodzowny do wiazania AIF
i Apaf-1 [8,28,61,66], natomiast nie jest potrzebny do inte-
rakcji biatka opiekunczego z czynnikiem transkrypcyjnym
GATA-1 (erytroblasty) [59] czy kinaza JNK [16,24,61].

Udzial HSP70 w apoptozie niezaleznej od kaspaz

Podczas apoptozy komoérek na szlaku wewngtrznym, oprécz
cytochromu ¢, mitochondria uwalniaja réwniez inne czyn-
niki apoptogenne, np. AIF i EndoG — sktadniki przestrze-
ni migdzybtonowej mitochondriéw [6]. Po opuszczeniu
mitochondriéw czasteczki tych biatek sa transportowa-
ne do jader komdrkowych, gdzie wywotuja niezalezne od
kaspaz procesy wiodace do apoptozy [31,43,44]. Uznaje
sig, ze biatko HSP70 moze hamowac apoptozg niezalezna
od kaspaz, na co wskazuja wyniki do§wiadczen z zastoso-
waniem egzogennych inhibitoréw tych proteaz [19,48,66].
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Wykazano, ze programowana $mier¢ z udzialem mitochon-
driéw to nie jedyny szlak, jaki modulowany jest przez anty-
apoptotyczne HSP70 [37,47,66]. W pewnych przypadkach
HSP70 moze hamowa¢ indukowana przez biatka z rodzi-
ny TNF $mier¢ komoérek bez udziatu kaspaz, np. niezalez-
na od kaspazy 8 Sciezka Smierci, w ktdrej uczestnicza Fas
i kinaza RIP [7]. Ponadto wykazano, ze szlak wewnetrz-
ny apoptozy zalezny od Apaf-1 moze po aktywacji mito-
chondriéw przebiega¢ z udziatem lub bez udziatu kaspaz
i jest regulowany przez HSP70 [37].

Wsréd mechanizméw dziatania HSP70 wskazuje si¢ na
zdolnos¢ do hamowania translokacji czynnika AIF z cy-
tosolu do jadra komérkowego, co zapobiega kondensacji
chromatyny i §mierci komorek [28,61]. W interakcji HSP70
z AIF uczestniczy region migdzy 150-228 aa czynnika
indukujacego apoptoze [28,43]. Wykazano, ze mata eks-
presja HSP70 ogranicza jego wiazanie z AIF, co indukuje
apoptoze i zmniejsza uszkodzenia w przebiegu udaru mé-
zgu, spowodowanego niedotlenieniem czy niedokrwieniem
[44]. Ponadto biatko HSP70 moze wchodzi¢ w interakcje
z Endo G, zapobiegajac translokacji tego enzymu z cyto-
solu do jadra komérkowego, a tym samym fragmentacji
DNA. W opisywanym mechanizmie uczestniczy réwniez
czynnik AIF, dziatajacy jako molekularny pomost w wia-
zaniu Endo G z HSP70 [31,38].

Interesujace sa wyniki do§wiadczen wskazujace, ze lizoso-
my funkcjonuja jako integratory sygnatéw §mierci w wielu
typach komérek. Z tych organelli uwalniane sa katepsyny
w odpowiedzi na czynniki apoptogenne, m.in. TNF-a, li-
gand Fas, czynniki stabilizujace mikrotubule, staurospory-
ne, aktywne p53, stres oksydacyjny czy ograniczenie czyn-
nikéw wzrostu [37]. Po wyptywie do cytosolu proteazy te
katalizuja zmiany w zewngtrznej btonie mitochondrialne;j
(ryc. 1A). Uwolnienie katepsyn mozna takze obserwowac
w wyniku morfologicznych zmian typowych dla apoptozy,
jako zjawisko niezalezne od wyptywu cytochromu c i AIF
z mitochondriow [9,47].

Zaréwno czasteczki HSP90, jak i HSP70 moga wystgpo-
waé w lizosomach, co odnotowano w wielu typach no-
wotworéw i komérek prawidtowych narazonych na stres,
w ktérych wspomniane biatka hamuja uwalnianie z tych
organelli katepsyn do cytosolu. Wysoki poziom ekspre-
sji HSP70 w lizosomach zmniejsza wrazliwos¢ tych orga-
nelli na czynniki chemiczne i fizyczne, ktére destabilizu-
ja ich btong [26,29,47].

Maloczasteczkowe HSP — sHSP
Modulacja transdukcji sygnatu Smierci

Apoptoza indukowana stresem oksydacyjnym jest regulo-
wana przez biatka tej podrodziny, gtéwnie HSP27 (ryc. 1),
w sposob zalezny od stanu oligomeryzacji jego czasteczek.
Zablokowanie fosforylacji HSP27 ogranicza formowanie
wysokoczasteczkowych komplekséw tego biatka i wtérnie
hamuje jego funkcje opiekuncze w apoptozie indukowane;j
np. przez ROS [1,18]. Ten przedstawiciel sHSP zapewnia
przezycie komérek przez interakcje¢ z PKB/Akt w warun-
kach stresu. Wspomniana kinaza moze takze fosforylowac
HSP27, co prowadzi do dysocjacji tego kompleksu i stabi-
lizacji PKB/Akt [27,58].

Szlak wewnetrzny/mitochondrialny

Waznym elementem wewngtrznego szlaku apoptozy jest
zmiana przepuszczalnosci bton mitochondrialnych i uwal-
nianie czynnikéw apoptogennych z tych organelli, w tym
cytochromu c, ktéry wraz z Apaf-1 i kaspaza 9 bierze
udziat w formowaniu apoptosomu [6,34]. Zsyntetyzowane
w wyniku stresu HSP moga regulowac bezposrednio [7,20]
badz posrednio wyptyw tych czasteczek z mitochondriéw
[23,53,54]. Zaburzenia w wewnatrzkomérkowej réwno-
wadze uktadéw redoks oraz generowanie ROS inicjuja
apoptotyczng kaskade wywotujaca zmiany w mitochon-
driach. W warunkach stresu HSP27 utrzymuje prawidio-
wa homeostaz¢ mitochondriéw i blokuje uwalnianie czyn-
nikéw apoptogennych [2]. Biatko to oddziatuje z aktyna
F, co chroni przed uszkodzeniem cytoszkieletu. Ponadto
HSP27 hamuje redystrybucje proapoptotycznego czynni-
ka Bid i zapobiega uwalnianiu biatek z przestrzeni mito-
chondrialnej m.in. cytochromu ¢ [24,37,67]. Doniesiono,
ze HSP27 reguluje apoptoze¢ zalezna od biatka Bid [54].
Interakcja HSP27-Bid hamuje translokacje tego proapop-
totycznego czynnika do mitochondriéw, co ostabia lub
uniemozliwia uwalnianie cytochromu c. W przeciwien-
stwie do bialek rodziny Bcl-2, czasteczki HSP nie wyka-
zuja tak znaczacego wptywu na uwalnianie cytochromu ¢
i czynnika AIF z mitochondriéw, natomiast wiaza cyto-
chrom c w cytosolu i ostabiaja jego zdolnos¢ do formowa-
nia apoptosomu wraz z Apaf-1 i prokaspaza 9 (ryc. 1B).
Grupa hemowa cytochromu c jest niezbedna, cho¢ niewy-
starczajaca, do tego oddziatywania. Okreslono, ze w two-
rzeniu kompleksu uczestniczy region migdzy 51. a 141. ami-
nokwasem HSP27, a biatko to musi wystgpowacé w formie
nieufosforylowanego dimeru [11,24]. Czasteczki HSP27
moga bezposrednio oddziatywaé z prokaspaza 3 lub hamo-
wac jej aktywacje przez blokowanie kaspazy 9 ogranicza-
jac przebieg apoptozy [18,37]. Wsréd aktywnosci HSP27
wskazuje si¢ na jego zdolnos¢ w utrzymaniu integralnosci
mitochondriéw i ograniczaniu wyptywu czynnikéw apop-
togennych. Odnotowano, ze wysoki wewnatrzkomorkowy
poziom HSP27 zapobiega aktywacji kaspaz na szlaku mi-
tochondrialnym. Biatko HSP27 moze wchodzi¢ w interak-
cj¢ z cytochromem c, ograniczajac tym samym, aktywnos¢
kaspazy 9 inicjujacej ten szlak oraz moze oddziatywac
z wykonawcza kaspaza 3 i hamowac jej aktywnosc¢ [11].

Obserwacje wskazuja, ze biatko HSP27 wykazuje zdol-
nos¢ stabilizacji mikrowidkienek aktyny. Jego czasteczki
wiaza si¢ z F-aktyna, co nie zaktdca struktury cytoszkie-
letu w wyniku stresu [2,37,63]. sHSP ochraniaja strukture
cytoszkieletu, zabezpieczajac gléwnie wiékna aktynowe.
Stwierdzono, ze zaréwno HSP27, jak i aB-krystalina, nie
hamuja denaturacji aktyny, ale blokuja agregacj¢ wcze-
$niej zdenaturowanych czasteczek stwarzajacych niebez-
pieczenistwo dla przezycia komérek. Nadekspresja HSP27
stabilizuje takze proapoptotyczne biatko Bid, ktére bie-
rze udzial w uwalnianiu cytochromu ¢ z mitochondriéw
oraz hamuje aktywno$¢ proapoptotycznego czynnika —
Smac/DIABLO [54].

Ten matoczasteczkowy polipeptyd ogranicza ponadto po-
ziom ROS, chroniagc komérki przed stresem oksydacyj-
nym na szlaku inicjowanym przez TNF-a [7]. Natomiast
w neuronach, w ktérych wtasciwosci ochronne HSP27 nie
wynikaja z jego oddziatywan z cytochromem c, a zaleza
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od stopnia jego fosforylacji; biatko to neutralizuje toksycz-
ne skutki oksydacji biatek [39,63]. Potwierdzono, ze anty-
apoptotyczna aktywnos$¢ tego biatka zalezy od stanu jego
oligomeryzacji i poziomu fosforylacji. Wykazano, ze tyl-
ko oligomery HSP27 o duzej masie czasteczkowej i nie-
ufosforylowane moga hamowac¢ powstawanie apoptosomu,
nie dopuszczajac do aktywacji kaspaz [18]. Biatko HSP27
wykazuje antyoksydacyjne wiasciwosci, ktore chronia ko-
morki nerwowe przed uszkodzeniami i zapobiegaja wielu
chorobom neurodegeneracyjnym. Polipeptyd ten utrzymu-
je glutation w postaci zredukowanej [1], co przyczynia si¢
do spadku wolnych rodnikéw oraz neutralizuje toksyczne
skutki utleniania biatek.

Szlak zewnetrzny/receptorowy

Charette i wsp. [13] wykazali, ze czasteczki HSP27 zmniej-
szaja wrazliwos¢ komoérek HEK na apoptoze indukowana
przez ligandy rodziny TNF. Po zwiazaniu Fas-L przez recep-
tor Fas, biatko adaptorowe Daxx ulega rekrutacji rozpoznajac
C-koricowa domeng wspomnianego receptora, po uprzedniej
jego trimeryzacji. Dzigki temu oddziatywaniu Daxx moze
wigzac 1 indukowac kinazg Ask-1, ktora nastgpnie aktywuje
kinazg¢ JNK. Wykazano, ze ufosforylowana posta¢ HSP27
wchodzi w interakcjg z Daxx, zapobiegajac jego transloka-
¢ji z jadra komérkowego do cytosolu i wigzaniu z recepto-
rem Fas. Biatko Daxx taczy Sciezke sygnalizacyjna inicjo-
wang rozpoznaniem FasL/Fas z kinaza Ask1, wtaczajac si¢
w zalezng badZ niezalezna od kaspaz sciezke Smierci progra-
mowanej [7,63,67]. Polipeptyd HSP27 aktywuje szlak prze-
zycia z udzialem czynnika NF-xB, gdyz jego nadekspresja
indukuje degradacje czasteczek inhibitora tego czynnika, tj.
IxkBa [24,38,67]. Ponadto HSP27 moze réwniez oddziaty-
wac z biatkami regulujacymi cykl komérkowy, np. wptywa
na degradacjg¢ p27X*! — inhibitora cyklu komérkowego, co
w konsekwencji prowadzi do ciagtej proliferacji komodrek
i pozwala na szybka ich odbudowg po stresie [52].

Przedstawiciel sHSP — aB-krystalina, podobnie jak HSP27,
wiaze si¢ z prokaspaza 3 i w ten sposéb blokuje jej dojrze-
wanie i fazg wykonawczg apoptozy. Ponadto biatko to od-
dziatuje z Bax i Bcl-Xs w cytoplazmie, hamujac ich funkcje.
aB-krystalina moze réwniez promowac Sciezke przezycia
poprzez aktywacje produktu ekspresji onkogenu Ras [37].

Podsumowujac, biatka tej podrodziny moga oddziatywac
z réznymi czynnikami apoptotycznymi, co jest determino-
wane stanem fosforylacji/oligomeryzacji sHSP. W okre-
Slonych warunkach nieufosforylowane oligomery moga
hamowac¢ aktywno$¢ kaspaz. Z kolei niskoczasteczkowe
i ufosforylowane biatka sHSP sa niezbg¢dne do wiazania
np. aktyny czy biatka Daxx [13] i chronig komérki przed
neurotoksycznoscia [1,18].

HSP60
Bialko o aktywnoSci pro- i antyapoptotycznej

Czasteczki HSP60 moga wystgpowaé w mitochondriach,
w cytosolu i w rézny sposéb modulowac $ciezki apopto-
tyczne [2,42]. Cytosolowe HSP60 tworza kompleks z biat-
kiem Bax, przez co promuja Sciezke przezycia [12,25,27].
Stwierdzono, ze w warunkach niedotlenienia czasteczki
HSP60 oddysocjowuja od Bax. Uwolnione z opisanego

kompleksu biatko proapoptotyczne ulega translokacji do
bton mitochondriéw, w ktérych moze formowac pory.
Wyciszenie ekspresji HSP60 w kardiomiocytach przez
antysensowe nukleotydy, wywoluje wzrost ekspresji Bax,
obnizenie poziomu Bcl-2 i §mier¢ tych komoérek [36,42].

Okazato sig, ze czasteczki HSP60 cechuje antyoksydacyjna
aktywnos¢, wazna w obronie komérek przed stresem oksy-
dacyjnym i dziataniem wolnych rodnikéw. Mitochondrialne
biatko HSP60 wptywa na taricuch oddechowy, synteze¢ ATP,
ograniczenie uwalniania cytochromu c i hamowanie apop-
tozy [38]. Jednak usytuowane w mitochondriach HSP60
moze petni¢ réwniez odmienna funkcje, gdyz bierze udziat
w dojrzewaniu prokaspazy 3 [53]. Proapoptotyczna aktyw-
no$¢ HSP60 i pomocniczego biatka — HSP10 zostaty po-
twierdzone w dwdch liniach komérek nowotworowych,
tj. HeLa i Jurkat, w ktérych jednoczesnie z uwolnieniem
biatek opiekuriczych z mitochondriéw odnotowano akty-
wacje¢ prokaspazy 3. Biatka HSP60 wiaza si¢ i indukuja
dojrzewanie zymogenu kaspazy 9 oraz ulatwiaja jej wia-
zanie z cytochromem c w sposéb zalezny od ATP [2,38].

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja, ze czasteczki
HSP60 moga wykazywac¢ odmienne wtasciwosci — jako
czynniki antyapoptotyczne wiaza si¢ z proapoptotyczny-
mi polipeptydami Bax i Bak, hamujac ich dziatanie; nato-
miast ich udzial w dojrzewaniu prokaspazy 9 i 3 przema-
wia za ich proapoptotyczng aktywnoscia [2].

PobpsumowaNIE

Biatka HSP to podstawowe modulatory poznanych dotad
szlakéw apoptozy. Ponadto sa powszechnie uznanymi mo-
lekularnymi biomarkerami nowotworowymi, ze wzgledu
na ich udziat w regulacji ekspresji gendw, replikacji DNA,
réznicowaniu, transdukcji sygnatu/éw w komorce, starze-
niu si¢ czy immortalizacji [33]. Polipeptydy HSP oddzia-
tuja z wieloma istotnymi czasteczkami, uczestniczacymi
w przebiegu procesu apoptozy, hamujac badZ promujac
Smier¢ komorek. Przedstawiciele tej rodziny biatek moga
wystgpowaé w komédrce w réznych przedziatach, jak réw-
niez wywiera¢ przeciwstawne efekty. W wielu przypad-
kach przezycie komorek jest wynikiem tzw. ,,cross-talk”
zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowych sygnatow [37,38].

Te wazne biatka funkcjonuja jako integratory i koordynato-
ry przeptywu informacji i odpowiedzi na otrzymane przez
komérke sygnaty. Petnia funkcje ,,pomostéw’ migdzy waz-
nymi centrami w komoérce np. migdzy jadrem komérkowym
a mitochondriami. Znaczaca role¢ HSP pelnia jako modu-
latory wiazac ze soba apoptotyczne szlaki i regulujac pro-
ces apoptozy na kolejnych jej etapach. W ten sposéb utrzy-
muja rownowage miedzy Smiercia a przezyciem komorek
— promujac badZ hamujac proces $mierci programowane;.

Ponadto zwigkszaja tolerancje i ochrong komérek w wa-
runkach niedotlenienia (hipoksja), niedokrwienia (ische-
mia), a takze podczas ekspozycji na rézne ksenobiotyki
[42]. Odgrywaja réwniez istotna role w patogenezie i prze-
biegu wielu choréb powodujacych uszkodzenia serca czy
moézgu. Odnotowano, ze wzrost ekspresji HSP75 zmniejsza
skutki udaru mézgu; hamuje powstawanie wolnych rodni-
kéw, wptywa na zmniejszenie utleniania lipidéw i wzrost
poziomu ATP [70].
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Bardzo wazne dla diagnostyki onkologicznej jest to, ze
biatka HSP ulegaja duzej ekspresji w komoérkach nowo-
tworowych i sa czynnikami kojarzonymi ze zta prognoza
choroby. Biatka HSP27 i 70 odpowiadaja za wzrost proli-
feracji komoérek nowotworowych, stad uwaza sig, ze spa-
dek ich ekspresji moze indukowac¢ spontaniczna regresje

PismiennicTwo

nowotworu. W wielu typach nowotwordw, z nadekspresja
HSP, zaobserwowano ograniczenie réznicowania komérek
i progresje¢ kliniczna choroby. Przedstawiciele tej rodziny
biorg udziat w nabywaniu lekoopornosci, a ich ekspresja
wzrasta w istotny sposob podczas osiagnigcia ztosliwej
postaci choroby nowotworowej [55].
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