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BIALKA OPIEKUNCZE — ,MOLEKULARNE PRZYZWOITKI” W FALDOWANIU BIALEK

WPROWADZENIE

Biatka, aby mogly petni¢ swoja funkcje
w komorce, nie tylko musza posiada¢ wia-
Sciwa sekwencje¢ aminokwasowa, ale nie-
zwykle wazna jest ich prawidlowa i spe-
cyficzna struktura trzeciorzedowa, Kktora
uzyskuja w procesie faldowania. Tworzacy
si¢ polipeptyd moze teoretycznie przyjmo-
waé wiele roznych konformacji, ale tylko
jedna z nich odpowiada natywnej formie i
jest wystarczajaco stabilna oraz biologicz-
nie aktywna w warunkach fizjologicznych.
Sekwencja aminokwasOw nie okreSla jed-
noznacznie trojwymiarowej struktury bial-
ka, jednak w przypadku prostych, krotkich
polipeptydow stanowi wystarczajaca infor-
macje umozliwiajaca im osiagni¢cie stanu
natywnego. Wiecksze biatka o wielodomeno-
wej strukturze nie sa w stanie spontanicz-
nie osiagnac¢ wtasciwej konformacji. Cze-
Sciowo zwiniete tancuchy polipeptydow
osiagaja stan poSredni, czesto charaktery-
zujacy si¢ eksponowaniem na zewnatrz ob-
szarOw hydrofobowych, co sprzyja skupia-
niu si¢ nieprawidtowo sfatldowanych bialek
w agregaty (ELLIS i HARTL 1996). Podobny
efekt moze by¢ wywolany dzialaniem na
komorke czynnikow stresowych (wysoka
temperatura, etanol, metale ci¢zkie, czyn-
niki uszkadzajace DNA, zmiany pH Srodo-
wiska), ktore powoduja naruszenie natyw-
nej struktury biatka. Nowo syntetyzowane
polipeptydy oraz uszkodzone bialka, aby
osiagnac¢ prawidlowa konformacje, wyma-

gaja udzialu wyspecjalizowanych narzedzi,
ktorymi sa biatka opiekuncze, ,molekularne
przyzwoitki” (ang. molecular chaperones).
Nalezy jednak podkresli¢, ze termin bial-
ka opiekuncze okreSla duza, zrdéznicowa-
na, niespokrewniona ze soba grupe¢ bialek,
ktorych funkcja w komorce nie ogranicza
sic jedynie do towarzyszenia nowo synte-
tyzowanym polipeptydom w trakcie fatdo-
wania. Biatka opiekuncze, wiazac si¢ przej-
sciowo z innymi bialkami, pomagaja takze
w utrzymaniu ich natywnej konformacji
(np. zabezpieczeniu przed denaturacja ter-
miczna), uczestnicza w ich degradacji oraz
transporcie (ELLIS 1997).

W tym artykule nasza uwage skupiliSmy
wlasnie na grupie bialek opiekunczych,
ktore ulatwiaja prawidtowe zwijanie biatek
in vivo i zapobiegaja tworzeniu agregatow
z nieprawidtowo sfaldowanych polipepty-
dow. Formowanie agregatow bialkowych
jest stanem patologicznym i stanowi przy-
czyn¢ wielu chorob  konformacyjnych”
(choroby: Alzheimera, prionowa i Parkin-
sona, cukrzyca typu II, plasawica Hunting-
tona) (BARRAL i wspotaut. 2004, SPIESS i
wspotaut. 2004, LEE i TSAI 2005).

Zwijanie biatek jest procesem skompli-
kowanym i nie w pelni poznanym. Zaréwno
u Prokariota, jak i u Eukariota przebiega on
wieloetapowo i angazuje, oprocz biatek opie-
kunczych, wiele wspoldziatajacych z nimi
czynnikow (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy drogi faldowania nowo syntetyzowanych polipeptydow przez
biatka opiekuficze (rybosomowe i cytoplazmatyczne) u Eubakteria (A) i Eukariota (B) (wg HARTLA

i HAYER-HARTL 2002, zmodyfikowana).

BIALKA OPIEKUNCZE — ASYSTA PODCZAS FALDOWANIA POLIPEPTYDOW

Biatka opiekuncze uczestniczace w pro-
cesie zwijania bialek zostaly zidentyfikowa-
ne u wszystkich gatunkach i we wszystkich
krolestwach istot zywych. Ich wspdlna ce-
cha jest zdolnoS¢ do rozpoznawania reszt
hydrofobowych, ktore sa najczeSciej ekspo-
nowane przez biatka niewlasciwie sfatdo-
wane. W oparciu o lokalizacje komorkowa
biatka opiekuncze moga by¢ podzielone na
2 grupy. Jedna z nich stanowia biatka opie-
kuncze rozpuszczone w cytoplazmie, ktore
wiaza si¢ posttranslacyjnie do nowopowsta-
tych lub majacych nieprawidtowa konforma-
cje biatek. Do drugiej grupy mozna zaliczy¢
zwiazane z rybosomami biatka opiekuncze
odpowiedzialne za faldowanie kotranslacyj-
ne, czyli takie, ktore juz podczas translacji
oddziatuja z syntetyzowanym taficuchem
polipeptydowym. Przedstawicielami grupy
pierwszej sa biatka opiekuficze CCT w ko-
morkach eukariotycznych (ang. chaperonin
type II) i GroEL u bakterii (ang. chapero-
nin type I), zbudowane z wielu podjedno-
stek, oraz biatka z rodziny Hsp 90 i Hsp70,

wspomagane przez biatka z grupy J/Hsp4O0.
Homologami tych ostatnich u bakterii sa
DnaK i DnaJ. Natomiast, do biatek opiekun-
czych zwiazanych z rybosomami, w komor-
kach eukariotycznych zalicza sie¢ NAC (ang.
nascent chain-associated complex), RAC i
Ssb. U bakterii homologiem funkcjonalnym
NAC jest czynnik inicjujacy TF (ang. trigger
factor). Poza r6zna lokalizacja biatek opie-
kunczych w komoérce, drugim waznym kry-
terium ich podziatu jest udziat ATP podczas
zwijania tancucha polipeptydowego. Proces
fatldowania moze odbywac sie badz na dro-
dze aktywnej, zaleznej od ATP, tak jak ma
to miejsce w przypadku cytoplazmatycz-
nych bialek opiekunczych, oraz RAC i Ssb,
lub w sposob pasywny bez udzialu energii,
charakterystyczny dla pozostatych biatek
opiekunczych zwiazanych z rybosomami
(TF i NAC). Na Ryc. 2 zestawiono najwaz-
niejsze biatka opiekuncze wraz z bialkami
wspotdzialajacymi z nimi, ktére zaangazo-
wane sa w proces faldowania bialek (Bu-
KAU i wspoétaut. 20006)
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Ryc. 2. Zestawienie wazniejszych biatek opiekunczych zaleznych i niezaleznych od ATP wraz z ich
biatkami wspoéldziatajacymi (wg LEE i TsAI 2005, zmodyfikowana).

BIALKA OPIEKUNCZE ZWIAZANE Z RYBOSOMAMI

Biatka syntetyzowane sa w komorce
przez rybosomy w sposOb ukierunkowany,
czyli od kofica aminowego do karboksylowe-
go. Tak wiec, N-koniec polipeptydu jest juz
umiejscowiony w tunelu rybosomu, w czasie
kiedy C-koniec jest nadal syntetyzowany. Nie-
wiele wiadomo o konformacji powstajacego
polipeptydu w tunelu rybosomu. Co prawda,
srednica tunelu rybosomu moze pozwoli¢ na
przybranie przez polipeptyd struktury helikal-
nej, jednak mato prawdopodobne wydaje sig,
by biatka mogly osiagna¢ w tym momencie
ztozona konformacje przestrzenna. Niektore
fakty Swiadcza o tym, ze faldowanie nowo
syntetyzowanych biatek jest inicjowane ko-
translacyjnie w momencie odlaczania si¢ ich

od rybosomu (WEGRZYN i DEURLING 2005).
Nastepuje woOwczas potaczenie polipeptydu
z biatkami opiekunczymi zwiazanymi z ry-
bosomem. Pozwala to skierowal bialka na
wlasciwy szlak fatdowania, co jest niezwykle
waznym etapem w tym procesie. Chociaz
system biatek opiekunczych zwiazanych z ry-
bosomami wystepuje zarowno w komorkach
cukariotycznych, jak i prokariotycznych, to
oprocz funkcjonalnego podobienstwa tych
dwoch systemOw nie stwierdzono miedzy
nimi zbieznoSci ani w sekwencji aminokwa-
sowej, ani w ich strukturze przestrzennej
(WEGRZYN i DEURLING 2005). Wszystkie biatka
opiekuncze (w obrebie tej grupy) wiaza si¢
do duzej podjednostki rybosomu w stosun-
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ku stechiometrycznym 1:1 i moga laczy¢ sie
z olbrzymia liczba réznorodnych substratow.
Obecnos¢ lub brak nowo syntetyzowanego
lancucha polipeptydowego zmienia powino-
wactwo biatka opiekunczego do rybosomu
(WEGRZYN i DEURLING 2005).

BIALKO OPIEKUNCZE ZWIAZANE Z RYBOSOMAMI
U BAKTERII — CZYNNIK INICJUJACY TF

W  komorkach prokariotycznych bial-
kiem opiekuiczym zwiazanym z rybosoma-
mi jest czynnik inicjujacy TF. Biatko to ma
mase czasteczkowa 48 kDa i mozna w nim
wyrozni¢ 3 domeny. Przy N-koncu (1-148
reszt aminokwasowych) wystepuje domena
umozliwiajaca przylaczenie TF do rybosomu.
Kluczowym motywem odpowiedzialnym za
to polaczenie jest wysoko konserwowany
fragment GFRXGXXP, nazywany ,sygnatura
TF” (ang. sygnature TF), w obrebie ktorego
mutacja powoduje nie tylko wadliwe pola-
czenie biatka opiekunczego z rybosomem,
ale rowniez wplywa na interakcje z nowo
syntetyzowanym polipeptydem. TF laczy sie
z L23, jednym z bialek zachowanych w ewo-
lucji, wchodzacym w sklad rybosomu, ktore
zlokalizowane jest w miejscu uwalniania po-
lipeptydu (WEGRZYN i DEURLING 2005). Dru-
ga domena TF (149-245 reszt aminokwaso-
wych) posiada aktywnoS¢ cis/trans izomera-
zy peptydylo-prolilowej (PPI-azy) i jest homo-
logiczna do PPl-azy typu FKPB (ang. FK506
binding protein). Rozpoznawanie peptydow
przez TF jest jednak niezalezne od reszt pro-
linowych, a wiazanie bialka opiekunczego
nastepuje do krotkich sekwencji bogatych w
reszty aminokwasoéw niepolarnych. Funkcja
tej domeny nie jest poznana, gdyz mutacja
w jej obrebie, powodujaca zmniejszenie ak-
tywnosci PPl-azy lub tez calkowite usuniecie
tej domeny, nie ma wplywu na funkcjonowa-
nie TF jako bialka opiekunczego (GENEVAUX
i wspotaut. 2004; KRAMER i wspotaut. 2004a,
b). Przy Ckoncu (246-436 reszt aminokwa-
sowych) zlokalizowana jest trzecia domena
stanowiaca polowe czasteczki TF i nie posia-
dajaca homologii do zadnego innego bialka.
Usuniecie tej domeny skutkuje utrata aktyw-
nosci zarowno w warunkach in vitro, jak i
in vivo (GENEVAUX i wspoétaut. 2004).

Badania krystalograficzne pozwolily usta-
li¢ strukture przestrzenna tego biatka. Do-
mena wiazaca TF do rybosomu tworzy ogon
czasteczki, podczas gdy drugi fragment, pola-
czony z nia lacznikiem o dtugosci 70 A, po-
siadajacy aktywnos¢ PPIl-azy, stanowi jej gto-
we. Domena karboksylowa majaca w struk-

turze trzeciorzedowej konformacje o-helisy,
umieszczona jest miedzy pierwsza a druga
domena. Dzieki takiej budowie, pomiedzy
domenami przy N- i Ckoncach TF, tworzy
sie duza kieszeq, strukturalnie przypominaja-
ca kolyske eksponuje wiele hydrofobowych
rejonow, ktora udostepniajac w ten sposob
miejsca kontaktu dla nowo syntetyzowane-
go, niesfaldowanego polipeptydu (FERBITZ i
wspotaut. 2004, WEGRZYN i DEURLING 2005).

Co dzieje sie z lancuchem polipeptydo-
wym zwiazanym przez TF? Istnieja dwa al-
ternatywne modele, ktore nie wykluczaja si¢
wzajemnie i moga wyjasniaC ten problem w
zaleznoSci od typu substratu syntetyzowane-
g0 przez rybosom. Pierwszy z nich zaklada,
ze polipeptyd pozostaje zwiazany z podobna
do kotlyski struktura TF, co pozwala na sfal-
dowanie nowo syntetyzowanych domen. W
drugim modelu funkcja TF ogranicza si¢ je-
dynie do ochrony nowo powstatego polipep-
tydu przed zbedna interakcja lub degradacja.
Za pierwszym modelem przemawiaja dane
uzyskane w badaniach krystalograficznych,
z ktorych wynika, ze w strukturze podobne;j
do kolyski moze pomieSci¢ si¢ biatko lub do-
mena, ktorej wielkos¢ wynosi okoto 15 kDa.
Srednia wielkos¢ domen waha sie od 100 do
130 reszt aminokwasowych, co odpowiada
11-14 kDa. Wydaje si¢ zatem, ze TF, a raczej
rozmiar domeny przypominajacej kolyske,
spelnia warunki wymagane do faldowania
bialek posiadajacych wiele duzych domen.
Przypuszczenia te sa poparte obserwacjami,
w ktorych stwierdzono, ze izolowana dome-
na podobna do kotyski odpowiada czastecz-
ce TF pozbawionej domeny PPl-azy i zacho-
wuje wickszoS¢ miejsc wigzania substrat-TF
oraz wykazuje prawie taka sama aktywnoSc
jak dzika forma TF (GENEVAUX i wspolaut.
2004, KRAMER i wspotaut. 2004a, WEGRZYN i
DEURLING 2005).

W obu modelach TF moze oddziatywac
z substratem poprzez wiele przejSciowych
kontaktow o charakterze hydrofobowym, wy-
kazujacych niskie powinowactwo. Taki typ
oddzialywan moze zapewni¢ ochrone nowo
syntetyzowanego lancucha polipeptydowego
i umozliwi¢ jego faldowanie. Nie jest jasne
w jaki sposOb nastepuje zerwanie potaczenia
substrat-TF. Prawdopodobnie tak szybko, jak
tylko polipeptyd osiagnie wlaSciwa strukture
trzeciorzedowa, hydrofobowe oddzialywania
pomiedzy TF a polipeptydem zanikaja i sfal-
dowana domena moze zosta¢ odlaczona od
biatka opiekunczego. Z drugiej strony, sam
proces zwijania biatka moze wytwarzac sily
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mechaniczne, ktore powoduja zrywanie wia-
zan pomiedzy TF a substratem. W obu wy-
padkach odlaczenie biatka od TF nastepuje
bez udzialu ATP (HARTL i HAYER-HARTL 2002,
WEGRZYN i DEUERLING 2005).

SYSTEM BIALEK OPIEKUNCZYCH ZWIAZANYCH
Z RYBOSOMAMI W KOMORKACH
EUKARIOTYCZNYCH

Wsrod Eukariota, biatka opiekuficze zwia-
zane z rybosomami zostaly najlepiej poznane
u Saccharomyces cerevisiae. W komorkach
drozdzy scharakteryzowano dwa systemy bia-
tek opiekunczych zwiazanych z rybosomami,
bioracych udzial w kotranslacyjnym fatldowa-
niu bialek: Ssb/Ssz/Zuo-triada oraz kompleks
NAC (WEGRZYN i DEURLING 2005). Pierwsza
grupa oparta jest na systemie Hsp70/Hsp40.
W jej sktad wchodza dwa biatka, Hsp70 Ssb/
Ssz i bialko Hsp40 (Zuo), bedace ko-fakto-
rem dla Ssz. Ssz i Zuo tworza zwiazany z ry-
bosomem kompleks RAC (ang. ribosome-as-
sociated complex), ktory wraz z Ssb formuje
triade (GAUTSCHI i wspotaut. 2002). Rola tych
bialek podczas kotranslacyjnego faldowa-
nia polipeptydow nie jest w pelni poznana.
Wydaje si¢, ze RAC i Ssb biora raczej udziat
w faldowaniu nowo syntetyzowanych poli-
peptydow, gdyz nie zaobserwowano zmiany
ich ekspresji po poddaniu komorki dziataniu
warunkéw stresowych. Nalezy nadmienic, ze
wystepowanie tego systemu jest ograniczone
tylko do drozdzy. W innych komorkach eu-
kariotycznych nie zidentyfikowano go, cho-
ciaz niektore jego elementy zostaly poznane
u ssakow (HUNDLEY i wspotaut. 2005, OTTO i
wspotaut. 2005).

Drugi system zwiazany z rybosomami, he-
terodimeryczny kompleks NAC, zbudowany z
podjednostek o (33 kDa) (aNAC) i B (22 kDa)
(BNACQ), jest ewolucyjnie zachowany i zostat
zidentyfikowany zaréwno w drozdzach, jak i
w komorkach ssakow (ROSPERT i wspotaut.
2002). NAC zostal znaleziony takze u Archea,
jednak wystepuje on w tych organizmach w

prostszej formie. Brak jest podjednostki B, a
kompleks bedacy homodimerem utworzony
jest z dwoch o-czasteczek (aeNAC). NAC laczy
sic do bialka L 25, ktore, podobnie jak L 23,
zlokalizowane jest u wylotu tunelu ryboso-
mu. W wigzaniu do niego NAC bierze udziat
wylacznie fB-podjednostka. Usuniecie z niej
fragmentu 11 reszt aminokwasowych przy
N-koncu skutkuje niezdolnoScia wiazania si¢
kompleksu do rybosomu i zmiana jego loka-
lizacji w komoérce (FRANKE i wspotaut. 2001,
GRALLATH i wspotaut. 2006). Miejsca wiazania
substratu do NAC wystepuja na obu podjed-
nostkach (WEGRZYN i DEURLING 2005).

Ze wzgledu na brak danych krystalogra-
ficznych dotyczacych struktury NAC w ko-
morkach eukariotycznych, o budowie tego
biatka mozna wnioskowa¢ tylko na podsta-
wie wynikow badan uzyskanych dla aeNAC
u Archea. W czasteczce tego bialka wyod-
rebnione sa dwie domeny, NAC i UBA (ang.
ubiquitin-associated). Domena NAC odpowia-
da za dimeryzacje kompleksu aNAC i nalezy
przypuszczac, ze podobna funkcje moze ona
petni¢ przy tworzeniu heterodimeru NAC
w komorkach eukariotycznych (SPRETER i
wspotaut. 2005). Domena UBA zostata ziden-
tyfikowana rowniez w oaNAC wystepujacym
w komorkach eukariotycznych, brak jest jej
natomiast w BNAC. Rola tej domeny w biatku
opiekunczym jest intrygujaca, gdyz poczatko-
wo zostala ona scharakteryzowana w ligazie
ubikwityny i w innych biatkach bioracych
udzial w szlaku degradacji bialek w proteaso-
mach. Jaka zatem funkcje moze petnic ta do-
mena w NAC ? Mozliwe, ze zwiazane z NAC,
nieprawidlowo sfaldowane bialtka moga byc¢
degradowane w proteasomach (WEGRZYN i
DEURLING 2005). Poniewaz opisano takze ko-
translacyjna ubikwitynacje nowo syntetyzo-
wanych polipeptydéow nie mozna wykluczyc
udzialu domeny UBA w tym procesie (TUR-
NER i VARSHAVSKY 2000). Sugeruje si¢ row-
niez jej udziat w dimeryzacji kompleksu NAC
(BUCHBERGER 2002).

CYTOPLAZMATYCZNE BIALKA OPIEKUNCZE

Chociaz mechanizm kotranslacyjnego fal-
dowania polipeptydow 2z udzialem bialek
opiekunczych zwiazanych z rybosomami nie
jest w pelni poznany, wiadomo jednak, ze
rybosomy opuszcza bardzo wiele polipepty-
dow w réznym stopniu sfaldowania i moga
one wykorzystywa¢ odmienne szlaki, majace
na celu nadanie im prawidtowej konforma-

cji. Mate biatka o prostej strukturze nie wy-
magaja dodatkowej opieki, aby osiagnac¢ wta-
Sciwa strukture trzeciorzedowa. Dla duzych,
wielodomenowych polipeptydow, ktorych
proces zwijania przebiega wolniej, wyma-
gana jest obecnosS¢ aktywnych cytoplazma-
tycznych bialek opiekunczych fatdujacych
polipeptydy z wykorzystaniem do tego celu
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ATP. Do tej grupy naleza niektore biatka szo-
ku cieplnego Hsp (ang. heat shock proteins).
Charakteryzuja si¢ one zachowana w ewolu-
¢ji struktura pierwszorzedowa (LINDQUIST i
CRAIG 1988). Ekspresja tych bialek w komor-
ce wzrasta po zadzialaniu czynnikéw streso-
wych. Ich funkcja wiaze si¢ nie tylko z kon-
trola prawidlowego faldowania powstajacych
polipeptydow, ale takze w transporcie bialek
przez btony lub ich ponownym faldowaniem
i rozfaldowywaniem. Ta uniwersalno$¢ funk-
cji osiagnicta jest dzieki powieleniu i zroz-
nicowaniu w toku ewolucji genow hsp70,
w wyniku czego powstaly wyspecjalizowa-
ne bialka opiekuncze Hsp70 oraz bardziej
odmienne biatka Hsp110 i Hspl170. Wielo-
stronnoS$¢ funkcji osiagnieta zostala rowniez
poprzez kooperacje z wieloma biatkami to-
warzyszacymi, takimi jak biatka J/Hsp40 lub
tzw. czynnikami wymiany nukleotydow, NEF
(ang. nucleotide exchange factors) (BUKAU i
wspotaut. 2006, QIu i wspoétaut. 20006, ZIET-
KIEWICZi wspotaut. 20006).

SYSTEM DnaK/DnaJ U ESCHERICHIA COLI

Lancuchy polipeptydowe, bedace w sta-
nie przejsSciowym i nie posiadajace prawi-
dtowej konformacji, w przypadku bakterii
faldowane sa przy udziale systemu bialek
opiekunczych, w sktad ktérych wchodza, ho-
mologiczne do Hsp70, biatka DnaK i DnaJ
(KEDZIERSKA i wspotaut. 1999, BUKAU i wspot-
aut. 20006, QIU i wspotaut. 2006]. Czasteczke
DnaK mozna podzieli¢ na dwie gtéwne do-
meny. Przy jej koncu aminowym wystepu-
je okoto 44 kDa domena ATP-azowa, za$ na
koncu karboksylowym 27 kDa domena wia-
zaca polipeptydy. Te z kolei mozna podzieli¢
na kilka poddomen, B-segment z kieszenia
wiazaca polipeptyd i o-helise. DnaK wyste-
puje w dwoch stanach funkcjonalnych, zalez-
nych od stopnia ufosforylowania zwiazanego
z nim nukleotydu. Gdy DnaK polaczone jest
z ATP, wystepuje w stanie niskiego powino-
wactwa do substratu (T), ktory charaktery-
zuje sie¢ szybkim wiazaniem i uwalnianiem
polipeptydu. Kiedy z DnaK pozostaje zwia-
zane ADP, obserwuje si¢ stan wysokiego po-
winowactwa do substratu (R), cechujacy sie
powolnym wiazaniem i odlaczaniem fatdo-
wanego biatka. W konwersji ze stanu T do R
posredniczy biatko DnaJ wraz ze zwiazanym
substratem, gdyz oba te biatka stymuluja
ATP-azowa aktywnos$¢ DnaK. Proces odwrot-
ny, czyli przejScie ze stanu R do T, kontro-
lowany jest przez bialko GrpE, ktore przy-
spiesza wymiane ADP zwiazanego z DnaK na

ATP. Polaczenie substratu z DnaK nastepuje
tylko po zwiazaniu przez biatko opiekuficze
ATP, co ulatwia wspotdziatajace z nim bial-
ko DnaJ (40 kDa). W DnaJ mozna wyr6znic
4 domeny. Wysoce zachowanym w ewolu-
¢ji motywem jest domena J, odpowiedzialna
za stymulacje aktywnoSci ATP-azowej DnaK.
Nastepne w kolejnoSci, to domena bogata w
reszty glicyny i fenyloalaniny (G/F), dome-
na bogata w reszty cysteinowe wigzaca jony
cynku i domena karboksylowa. Koniec kar-
boksylowy DnaJ dziala podobnie jak biatko
opiekuncze, gdyz rozpoznaje hydrofobowe
fragmenty substratu, co ulatwia jego wiaza-
nie po uwolnieniu z rybosomu. Po zwiazaniu
substratu, DnaJ transporuje go do DnakK, kto-
ry taczy sie z polipeptydem poprzez oddzia-
lywania hydrofobowe i wiazania wodorowe.
Podobnie jak TF, DnaK wiaze si¢ do krotkich
fragmentow polipeptydu (okoto 7 reszt ami-
nokwasowych), w centrum ktorych zlokali-
zowany jest aminokwas niepolarny (prefero-
wane sa leucyna i izoleucyna). Statystycznie
miejsce wiazania wystepuje co 40 reszt ami-
nokwasowych.

DnaJ, wraz z przylaczconym substratem,
stymuluje hydrolize ATP zwiazanego z Dnak,
co ulatwia osiagniecie stanu wysokiego powi-
nowactwa DnaK-ADP, dzieki czemu powstaje
stabilny kompleks ADP-DnaK-substrat. Poli-
peptyd pozostaje zwiazany z DnaK do mo-
mentu przylaczenia si¢ biatka GrpE. Nastepu-
je wowczas destabilizacja uktadu i odlaczenie
ADP. NajczeSciej proces faldowania nie kon-
czy sie na jednym cyklu i biatka, aby osia-
gnac¢ prawidlowa konformacje przestrzenna,
musza by¢ poddane kilku cyklom zwijania
z udzialem DnaK i bialek wspotdziatajacych
lub przekazane do innego systemu biatek
opiekunczych celem ukoficzenia procesu
zwijania (WALL i wpotaut. 1995, HOURY 2001,
HARTL i HAYER-HARTL 2002, QiU i wspotaut.
2000).

BIALKA OPIEKUNCZE Hsp70 ORAZ Hsp90

U Eukariota, podobnie jak w bakteriach,
niekompletnie sfaldowane lub rozfaldowane
bialko, na skutek dzialania warunkoéw stre-
sowych, do siagni¢cia natywnej konformacji
wymaga udzialu dodatkowego systemu bia-
tek opiekunczych. Sa nimi biatka z rodziny
Hsp 70 wraz z wspoldziatajacymi z nimi bial-
kami J/Hsp40, bedacymi uktadem funkcjonal-
nie homologicznym do bakteryjnych DnaK i
DnaJ. Podobnie jak w systemie DnaK/Dna],
faldowanie polipeptydow odbywa sie kosz-
tem ATP, a bialkami odpowiedzialnymi za
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wymian¢ nukleotydow sa biatka z grupy BAG
(BUKAU i wspotaut. 20006).

Mechanizm funkcjonowania systemu bia-
lek opiekunczych Hsp90, ktory stanowi ko-
lejny etap procesu faldowania biatek w ko-
morkach eukariotycznych, jest tylko czeScio-
wo wyjasSniony. Biatka z tej rodziny moga
odmiennie funkcjonowa¢ w przypadku po-
lipeptydow syntetyzowanych de novo oraz
rozfatldowanych w wyniku dzialaniu czynni-
kow stresowych. W warunkach fizjologicz-
nych substratami Hsp90 sa receptory hormo-
now steroidowych, kinazy protoonkogenow
(Raf i Src) i regulatory cyklu komérkowego

(Cdk4). Homodimer Hsp90 rozpoznaje swo-
je substraty w czeSciowo sfaldowanej postaci
przejmujac je od Hsp70 za posSrednictwem
biatka p60/Hop (ang. Hsp-organizing prote-
in). Podobnie jak ma to miejsce w systemie
Hsp70, w przypadku Hsp90 zwijanie biatka
odbywa si¢ rowniez w kilku cyklach, cze-
mu towarzyszy hydroliza ATP. W warunkach
stresowych Hsp90 wiaze si¢ z bialkami mniej
selektywnie i przejmuje raczej funkcje prze-
chowujace niesfaldowane biatka, ktére moga
stopniowo byc¢ faldowane przez inne biatka
opiekuncze (MAYER i BUKAU 1999, BARRAL i
wspotaut. 2004).

BIALKA OPIEKUNCZE GroEL I CCT, STRUKTURA I FUNKCJA

Wsrod biatek opiekunczych, wykorzystu-
jacych ATP do procesu zwijania polipepty-
dow, wydzielona zostala odrebna rodzina, w
sktad ktorej wchodza biatka opiekuncze Gro-
EL u bakterii (chaperoniny I) oraz CCT w
komorkach eukariotycznych (chaperoniny II)
(SPIESS i wspotaut. 2004, BREGIER i wspotaut.
2008). Moga one, tak jak w przypadku tubu-
liny lub aktyny, przejmowac¢ nowo syntetyzo-
wane lancuchy polipeptydowe bezposrednio
z rybosomu przy wspoldziataniu prefoldyny
(PFD). Czesto sa one jednak kolejnym ogni-
wem w procesie zwijania biatek i przejmuja,
poprzez interakcje z biatkiem p60/Hop, nie
w pelni sfaldowany substrat oddysocjowany
od Hsp70 (BARRAL i wspotaut. 2004).

Biatka opiekuncze CCT i GroEL, olbrzymie
kompleksy o budowie pierscieniowej, ktorych
masa czasteczkowa osigga okolo 900 kDa, s3
réwniez ewolucyjnie zachowana grupa bialek
i zostaly zidentyfikowane we wszystkich kro-
lestwach Swiata ozywionego, od Prokariota
poprzez Archaea do Eukariota. Podzielono je
na dwie podstawowe grupy. Grupa pierwsza
to biatka opiekuncze GroEL /Hsp60, charakte-
rystyczne dla Prokariota, wystepujace rowniez
w organellach komoérek eukariotycznych, mi-
tochondriach i chloroplastach. Druga grupa
obejmuje bialka obecne w Archaea (termoso-
my) oraz chaperoniny CCT (ang. chaperonin-
containing TCP-1) wystepujace w cytoplazmie
komorek eukariotycznych, znane takze pod
nazwami TriC lub c-cpn. Stopien identyczno-
Sci pomiedzy CCT i GroEL wynosi zaledwie
15-20%, co sugeruje bardzo wczesne oddzie-
lenie si¢ ich w procesie ewolucji, ktore mogto
nastapi¢ okoto dwa miliardy lat temu (GUT-
SCHE i wspotaut. 1999, CowaN i LEwis 2001,
HORWICH i wspoétaut. 2007).

BIALKA OPIEKUNCZE GroEL

Bialka opiekuncze GroEL wymagaja do
swojego funkcjonowania biatka wspotdzia-
lajacego GroES. GroEL zbudowana jest z
dwoch pierScieni utozonych przeciwstawnie,
a kazdy z nich sklada si¢ z 7 podjednostek.
Badania przy uzyciu promieniowania X wy-
kazaty, ze kazdy monomer tworzg trzy dome-
ny: bazalna, apikalna oraz laczaca je domena
srodkowa. CzeSC bazalna, ktora posiada miej-
sce wiazania ATP, odpowiedzialna jest za in-
terakcje pomiedzy monomerami zarOwno w
obrebie jednego pierScienia, jak rowniez po-
miedzy nimi. Domena apikalna stanowi za$
miejsce wiazania niesfaldowanego polipepty-
du i GroES-matego heptameru, ktory wskutek
niewielkich zmian allosterycznych, wywota-
nych przylaczeniem czasteczki ATP do do-
meny bazalnej GroEL, wiaze si¢ z czeScia api-
kalna biatka opiekunczego, pelniac funkcje
pokrywy zamykajacej substrat w obrebie ka-
natu. GroEL wiaze 7 czasteczek ATP do pod-
jednostek jednego pierScienia. W tym samym
czasie miejsca wiazania nukleotydow na dru-
gim pierScieniu pozostaja wolne, co wskazu-
je, ze oba pierScienie GroEL dziataja naprze-
miennie. Czasteczka ATP przylaczana jest
najprawdopodobniej do GroEL, wystepujacej
w konformacji otwartej. Zwiazanie si¢ biatka
wspotdziatajacego GroES z GroEL prowadzi
do zamkni¢cia polipeptydu w jej wnetrzu.
Wydaje sie, ze interakcja GroEL z niesfatdo-
wanym polipeptydem jest niespecyficzna i
wystepuje pomicdzy powierzchnia hydrofo-
bowa domeny apikalnej GroEL a dowolnymi
regionami hydrofobowymi eksponowanymi
przez polipeptyd (FENTON i wspoélaut., 1994,
BUCKLE i wspotaut., 1997, FARR i wspotaut.
2000, LEVY-RIMLER i wspotaut. 2002, HORWICH
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polipeptyd

a b c d e

wiazanie fatdowanie hydroliza uwolnienie tworzenie

polipeptydu polipeptydu ATP substratow nowego
kompleksu

Ryc. 3. Model zaleznego od ATP cyklu faldowania polipeptydu przez kompleks GroEL/GroES.

Litera T oznaczono ATP, D-ADP, N-polipeptyd w natywnej formie, I _— stan przejSciowy polipeptydu prze-
znaczonego do dalszego fatdowania w celu osiagni¢cia stanu natywnego, I — polipeptyd w stanie przejscio-
wym — forma niestabilna. (a) czasteczka ATP przylaczana jest najprawdopodobniej do GroEL, gdy ta wyste-
puje w konformacji otwartej, przed zwiazaniem polipeptydu; (b) asocjacja do kompleksu biatka wspotdzia-
fajacego GroES prowadzi do zamkni¢cia polipeptydu wewnatrz tunelu biatka opiekunczego; (¢) kolejnym
etapem jest hydroliza ATP w pierScieniu; (d) uwolnienie z jego wnetrza substratow i przylaczenie ATP do
pierScienia przeciwleglego. W tym samym czasie GroES laczy si¢ z przeciwleglym pierScieniem i tworzy si¢
nowy kompleks (wg GRANTCHARTOVEJ i wspotaut. 2001, zmodyfikowana).

i wspotaut. 2007). Uproszczony schemat
funkcjonowania GroEL/GroES przedstawiono
na Ryc. 3.

BIALKA OPIEKUNCZE CCT

Biatka opiekunicze CCT, podobnie jak Gro-
EL, zbudowane sa z dwoch pierScieni utozo-
nych przeciwstawnie. Struktura przestrzenna
CCT przypomina swym ksztaltem cylinder
o Srednicy okoto 150 A i wysokosci si¢gaja-
cej 160 A (SCHOEHN i wspolaut. 2000a, b). Z
niewielkimi wyjatkami, pierScien CCT zbudo-
wany jest z 8 roznych, cho¢ homologicznych
podjednostek, ktore wykazuja 30% identycz-
nosci sekwencji nukleotydowej, oznaczonych
greckim literami o, B, v, 6, & m, 0 i £ (COWAN
i LEwis 2001). Maja one SciSle ustalone poto-
zenie w pierScieniu i kazdy monomer poje-
dynczego pierScienia oddzialuje tylko z jedna
podjednostka drugiego.

Poziom CCT w komorce jest 10 razy niz-
szy niz ma to miejsce w przypadku GroEL i
wynosi okoto 0.1% wszystkich bialek rozpusz-
czalnych. Szacuje sie¢, ze okolo 10% nowo po-

wstalych polipeptydow moze byc¢ faldowane
przez CCT. Nie okreSlono jednoznacznie, w
jaki sposob CCT i GroEL rozpoznaja swoje
substraty wsrod wielkiej liczby syntetyzowa-
nych polipeptydow. W warunkach fizjolo-
gicznych moga one laczy¢ sie¢ bezposrednio z
powstajacym polipeptydem (SIEGERS i wspol-
aut. 2003), jak rowniez oddziatywac z niesfal-
dowanym biatkiem, uwolnionym z rybosomu
za posSrednictwem Hsp70, czy przy udziale
prefoldyny (GimC — u drozdzy), jak w przy-
padku aktyny i tubuliny. Analogicznie do
GroEL, miejscem rozpoznawania i wiazania
substratu przez CCT jest jej apikalna czeSc.
Jednak precyzyjna lokalizacja tego miejsca
nie zostata zdefiniowana.

Zwigzanie substratu do CCT moze nasta-
pi¢ jedynie wowczas, kiedy domena bazalna
nie jest potaczona z ATP. CzeS¢ apikalna CCT
wystepuje wtedy w konformacji ,otwartej”
(Ryc. 4A). Na jej szczycie wystepuje dodat-
kowy region, ktory jest odpowiedzialny za
odizolowanie niesfaldowanego polipeptydu
od pozostatych bialek, wystepujacych w cyto-
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(a) biatko opiekuncze wolne od nukleotydu moze przylaczyC¢ niesfaldowany substrat do wiasciwych miejsc
wiazania; (b) wiazanie ATP nie stanowi kryterium do wywotania zmian konformacyjnych w CCT; (¢) dopie-
ro hydroliza zwiazanego ATP wywoluje zmian¢ konformacji przestrzennej CCT, co prowadzi do zamkni€¢cia
polipeptydu wewnatrz tunelu; (d) odlaczenie nieorganicznego fosforanu Pi umozliwia powrot pierScienia
CCT do konformacji otwartej, a tym samym uwolnienie polipeptydu do cytoplazmy. Powyzej przedstawio-
ny cykl zachodzi przemiennie, w jednym, a nastepnie w drugim pierScieniu. Mechanizm odpowiedzialny za
utrzymanie pierScieni w roznym stanie aktywnoSci nie zostal w pelni wyjasniony. Na schemacie przedsta-
wiono zmiany zachodzace tylko w jednym pierscieniu CCT (wg MEYERA i wspotaut. 2003, zmodyfikowana).

plazmie (VALPUESTA i wspotaut. 2002, MEYER
i wspotaut. 2003). Po zwiazaniu i hydrolizie
ATP (Ryc. 4B) nastepuja zmiany konformacyj-
ne w apikalnej czeSci CCT, w konsekwencji
ktorych jej gorna czeS¢ zamyka tunel, gdzie
uwiecziony zostaje polipeptyd przeznaczony
do faldowania (Ryc. 4C). Po odlaczeniu fos-
foranu (Pi) ponownie maja miejsce zmia-
ny strukturalne, prowadzace do osiagniecia
przez CCT konformacji otwartej (Ryc. 4D),
czego efektem jest uwolnienie z niej poli-
peptydu.

Kazdy monomer wchodzacy w sktad CCT
moze hydrolizowa¢ tylko jedna czasteczke
ATP. W obrebie tego bialka opiekunczego,
podobnie jak w przypadku GroEL, pierScie-
nie aktywowane sa w sposOb naprzemienny i
tylko jeden z nich w danym momencie moze
by¢ zaangazowany w faldowanie polipepty-

du. Wykazano réwniez zjawisko negatywnej
regulacji pomiedzy pierScieniami. Po zwiaza-
niu czasteczek ATP do jednego pierscienia,
stwierdzono zmniejszenie powinowactwa
wiazania nukleotydu w drugim (GUTSCHE i
wspotaut. 2000, SPIESS i wspotaut. 2004).

W wielu laboratoriach prowadzone s3 ba-
dania nad funkcjonowaniem bialek opiekun-
czych w komorce. Petne poznanie mechani-
zmu ich dzialania z pewnoScia dostarczy cen-
nych informacji mogacych miec zastosowa-
nie w opracowaniu metod leczenia chorob
zwiazanych z nieprawidlowym faldowaniem
bialek. Niestety, wiele aspektow dotyczacych
oddziatywania bialek opiekuiczych z ich sub-
stratami pozostaje nadal tajemnica. Dalsze ba-
dania nad funkcja tych komplekséow w fatdo-
waniu bialek moga przynieS¢ odpowiedzi na
wiele nurtujacych nauke¢ i medycyne pytan.

PODSUMOWANIE

Wszystkie biatka w komorce, zaré6wno
nowo syntetyzowane polipeptydy, jak i roz-
faldowane w wyniku dzialania czynnikow

stresowych, aby osiagna¢ prawidlowa kon-
formacje przestrzenna wymagaja udzialu wy-
specjalizowanych narzedzi, jakimi sa bialka
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opiekuncze. Odgrywaja one kluczowa role
w ulatwianiu prawidlowego zwijania biatek
in vivo i zapobiegaja tworzeniu agregatow z
nieprawidlowo sfaldowanych polipeptydow,
ktore stanowia podloze wielu choréb kon-
formacyjnych”. System bialek opiekunczych
wystepujacy w komorkach bakteryjnych i eu-
kariotycznych mozna podzieli¢ na dwie pod-
stawowe grupy. Do grupy pierwszej zalicza
si¢ biatka opiekuncze zwiazane z rybosoma-
mi, odpowiedzialne za ko-translacyjne zwija-

nie bialek, do drugiej za§ — cytoplazmatyczne
biatka opiekuncze, w sktad ktorych wchodza
biatka szoku cieplnego Hsp90 i Hsp70/Hsp40
oraz CCT w komorkach eukariotycznych. U
Prokariota ich odpowiednikami jest system
DnaK/DnaJ i GroEL/GroES. Artykul ten jest
proba scharakteryzowania udzialu poszcze-
g0lnych bialek opiekunczych w procesie fal-
dowania polipeptydow w komorkach bakte-
ryjnych i eukariotycznych.

MOLECULAR CHAPERONS: CHAPERONES AND CHAPERONINS

Summary

Proteins must be folded into their correct three-
dimensional conformation in order to attain biologi-
cal function. Conversely, protein aggregation and
misfolding are primary contributors to many dev-
astating “conformational” diseases. Proteins are syn-
thesized and folded continuously. The last of these
processes is greatly assisted by molecular chaper-
ones. They are a group of structurally diverse and
mechanistically distinct proteins that either promote
folding or prevent the aggregation of other proteins.

Proteins that can be classified as molecular chaper-
ones can be divided into two groups: (a) ribosome-
associated chaperons responsible for co-traslational
folding of polypetides and (b) cytoplasmic molecu-
lar chaperones including Hsp90, Hsp70/Hsp40 and
chaperonin CCT in eukaryotic cells. Prokaryotic cells
posses DnaK/DnaJ system and GroEL/GroES, respec-
tively. This review focuses on the emerging role of
molecular chaperones in protein quality control in
eukaryotic and prokaryotic cells.
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