Biatka opiekuncze — pomagaja czy szkodza?
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Molecular chaperones (proteins) — help or damage? - Molecular
chaperones are the component of prokaryotic as well as eukaryotic
cells and protect them against environmental stress. It was proved
that mutations in the chaperone gene can cause a neurodegeneric or
cancer diseases. Presently, there are many studies on their molecular
recognition in biochemical processes.

The present review summarizes current results of studies about
influence of molecular chaperones on the pathogenic diseases and
their application in therapy.
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Biatka opiekuncze (ang. molecular chaperones)
naleza do rodziny biatek szoku termicznego
(ang. heat shock protein, Hsp). Biatka szoku termicz-
nego spetniaja wazna role w organizmach zywych
i sg tematem badan w wielu osrodkach naukowych
z catego Swiata. Sa to specyficzne biatka wystepu-
jace w komérkach zaréwno prokariotycznych, jak
i eukariotycznych, ktérych nadekspresja obserwo-
wana jest jako odpowiedz na bodzce stresowe, ta-
kie jak: zmiana temperatury, stres tlenowy oraz brak
substancji odzywczych [1]. W warunkach bezstre-
sowych biatka te uczestnicza w wielu procesach
biochemicznych, odgrywajac istotna role w funkcjo-
nowaniu komaorki.

Gtownym kryterium przynaleznosci do rodziny
Hsp jest obecnos¢ domeny a-krystaliny zawieraja-
cej okoto 90 reszt aminokwasowych w czesci kar-
boksylowej biatka. Stad czesto spotykane jest inne
nazewnictwo dla tej grupy biatek — a-Hsp. Poniewaz
w procesie ewolucji sekwencje aminokwasowe bia-
tek opiekunczych zostaty zachowane uwaza sig, ze
Hsp jest najbardziej konserwatywna strukturg biat-
ka w organizmach zywych. Przypuszcza sig, iz umoz-

liwia im to spetnianie funkcji biatek opiekunczych.

Rodzina Hsp obejmuje grupe protein o masach
rzedu od 10 do 110 kDa, ktére petnia rézne funkcje
w komorce (tabela 1). Najliczniejsza grupe biatek (po-
nad 30) stanowia tak zwane mate biatka szoku ter-
micznego (ang. small heat shock protein, sHsp). Sa
to gtéwnie roslinne biatka charakteryzujace sie niska
masa od 15 do 40 kDa, wystepujace w cytozolu, j3-
drze i organellach komérkowych [2].

Rola biatek opiekunczych polega gtéwnie na po-
Sredniczeniu w procesach transkrypcji, translacji oraz
replikacji DNA. Dlatego mutacje w genach koduja-
cych Hsp sa dla komérek ,,zabéjcze” [3]. Uwaza sie,
iz Hsp powoduje buforowanie skutkéw powstatych
w wyniku pojedynczych mutacji w genach (induko-
wanych np. paleniem tytoniu lub nadmierng ekspo-
zycja na stonice) powodujac, iz organizm nie odczuwa
ich negatywnych skutkéw [3]. Ten ,efekt buforowy”
przyczynia sie do bezobjawowych skutkow kumulacji
réznego rodzaju mutacji w organizmie. Nadmiar na-
gromadzonych mutacji w wieku starczym, potgczony
z ostabiong produkcja Hsp moze by¢ przyczyna gwat-
townego procesu starzenia sie oraz zwiekszenia licz-
by nowotworow.

Kolejng z istotnych funkcji biatek opiekunczych
jest stabilizacja waznych fizjologicznie biatek, ktéra
jednoczednie zapobiega ich denaturacji i agregacji.
Zaobserwowano istnienie zwigzku pomiedzy zdol-
noscig komérek do produkcji Hsp a wystepowaniem
i nasileniem choréb neurodegeneracyjnych (Parkinso-
na, Alzheimera) powodujacych zmiany zwyrodnienio-
we komérek nerwowych poprzez tworzenie ztogéw
amyloidalnych w mézgu. Proces utraty neuronéw po-
stepuje wraz z wiekiem — starzeniem sie organizmu.
Degradacja komoérek neuronowych przebiega bardzo
szybko, a w miejscach obumartych neuronéw tworza
sie ztogi biatka zwanego beta-amyloidem, ktére unie-
mozliwiaja wymiane informacji w tkance nerwowej.
Obecnie trwaja prace nad zastosowaniem Hsp do ha-
mowania (op6zniania) procesu tworzenia prekurso-
row agregatéw ztogéw amyloidalnych [4, 5].
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W genomie cztowieka znajduje sie 10 gendw
kodujgcych sHsp [6]. Produkowane sg one gtow-
nie w tkance miesniowej. Wykazano, ze w warun-
kach stresu termicznego i oksydacyjnego stabilizuja
mikrofilamenty aktyny poprzez posrednie lub bez-
posrednie oddziatywanie na cytoszkielet komérek
eukariotycznych, uczestnicza w stabilizacji miofi-
bryli w komérkach miesniowych oraz zapobiegaja
agregacji ptytek krwi [7]. Dwa rodzaje biatek sHsp:
aA-krystalina oraz aB-krystalina stanowia az 35%
wszystkich biatek w soczewce oka ssakéw [8]. Sto-
pien oligomeryzacji oraz aktywnos¢ a-krystaliny
zmienia sie wraz z wiekiem, a ich niskie stezenie
prowadzi do agregacji innych biatek strukturalnych
soczewki - i y-krystalin i w konsekwencji rozwoju
za¢my. Stad zaburzenia syntezy biatek opiekunczych
oraz szereg mutacji w genach sHsp odpowiedzial-
ny jest za rozwéj m.in. zatmy, desminopatii i neu-
ropatii [2].

W ostatnim dziesiecioleciu, szereg badan in vi-
tro wykazato, ze biatka szoku termicznego spetnia-
ja wazna role opiekuncza w organizmach zywych.
Chronia one inne biatka przed zmiang struktury
oraz zapobiegaja procesowi apoptozy, ktérego za-
burzenie moze wywotaé transformacje nowotwo-
rowa. Stad ,,zdolnos¢ opiekuncza” Hsp moze by¢
zgubna dla organizmu w przypadku obecnosci ko-
morek nowotworowych. Paradoksalnie, biatka opie-
kuhcze hamujac apoptoze, chronig réwniez komorki
nowotworowe przed czynnikami cytotoksycznymi
stosowanymi w terapii nowotworowej. Podwyzszo-
ny poziom Hsp (gtownie Hsp27, Hsp60, Hsp70 oraz
Hsp90) zaobserwowano w nowotworach osrodko-
wego uktadu nerwowego, raku piersi, jajnika, ptuc
i skory 2, 9). Uwaza sie, ze Hsp27 moze by¢ przyczy-
na opornosci na chemioterapie w przypadku ostrej
biataczki szpikowej, raka gruczotu krokowego, raka
piersi i raka ptuc [10]. Dodatkowo, stosowanie lekdw
przeciwnowotworowych indukujacych synteze Hsp27
(np. doksorubicyna) moze obniza¢ wrazliwo$¢ komo-
rek nowotworowych na leki. Dlatego wskazane jest
w uzasadnionych przypadkach uzupetnienie terapii
antynowotworowej o czynnik obnizajacy poziom lub
aktywnosé Hsp. W przypadku leczenia raka ptaskoko-
morkowego jamy ustnej czynnikiem obnizajacym po-
ziom Hsp27 jest interferon y [11].

Odkrycie zgubnej roli biatek szoku termicznego
w kancerogenezie pozwolito na opracowanie nowych
metod walki z rakiem. Obecnie prowadzi sie inten-
sywne badania nad inhibitorami biatka Hsp90, kté-
re posrednio wraz ATP zaleznym systemem biatek
Hsp40 i Hsp70 uczestniczy w regulacji cyklu komér-
kowego (tabela 2), [12]. Najwazniejszymi przed-
stawicielami inhibitoréw z grupy antybiotykéw
ansamycynowych sg geldanamycyna oraz jej pochod-
ne: 17-AAG oraz 17-DMAG. Badania in vitro wspo-
magane modelowaniem molekularnym wykazaty
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Tabela 1. Biatka szoku termicznego (Heat shock protein, Hsp), nazwa, lokalizacja

oraz funkcja Hsp u cztowieka [2, 9]

Hsp20 20 miesnie, serce
hamuje agregacje ptytek krwi

Hsp27 27 miesnie, serce dziedziczna neuropatia
stabilizuje mikrofilamenty aktyny, ruchowa, (CMT)
hamowanie apoptozy

oA-krystalina monomer ~20  soczewka zatma

zapobieganie agregacji biatek
w soczewce oka

soczewka, sledziona
hamuje apoptoze i agregacje ptytek krwi

aB-krystalina  monomer ~20

zatma

Hsp40 40 tworzg ATP zalezny system, uczestnicza
Hsp60 60 w regulacji cyklu komérkowego

Hsp70 70

Hsp90 90

nadekspresja biatek
Hsp — nowotwory

domene aminowa ATP zalezng Hsp90, jako miejsce
wigzace powyzsze antybiotyki (rycina 1). Poniewaz
badania przedkliniczne wykazaty duza aktywnos¢
cytotoksyczna geldanamycyny przy jednoczesnym
silnym dziataniu hepatotoksycznym, konieczne sta-
to sie poszukiwanie nowych analogéw. 17-AGG pozy-
tywnie przeszedt I1-3 faze badan klinicznych, jednak
ze wzgledu na szybki metabolizm konieczne jest sto-
sowanie wiekszych dawek tego leku [13, 14]. Obecnie
nadzieje poktada sie w 17-DMAG, ktéra charaktery-
zuje sie dobra dostepnoscia biologiczng oraz roz-
puszczalnoscia w wodzie, w przeciwiefstwie do
pozostatych analogdw [15]. Dodatkowo, dziatanie
przeciwnowotworowe tych inhibitoréw spotegowa-
ne jest poprzez indukcje degradacji produktéw biat-
kowych (np. biatko P53, v-Src, HER2) zmutowanych

Rycina 1. Przyktad modelowania molekularnego przedstawiajacego dokowanie

czasteczek geldanamycyny do aminowej domeny Hsp90 [23]
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Tabela 2. Inhibitory biatka opiekuficzego Hsp90 o wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej

\EVATZ]

Struktura Miejsce wigzania sig

z Hsp90 (domena)
Antybiotyki ansamycynowe:
ld
geldanamycyna CH,0—
H NH
17-AAG A NN -NH,
N
~
17-DMAG T/\/ ~
Antybiotyki makrolidowe:
radicicol
pochonina D
NH,
Pochodne puryn:
PU-3
PU24FC1
NH,
Inne:
retaspimycyna 0o—
(IPI504) N
NH,
-NH,
nowobiocyna CH CH,
CH,0 o_ _0 OH
’ X C(CH)),
P | -COOH
H NACO
COONH,
OH
kumermycyna A H H.C H
' ocH,  NH—( B / N
H 0]
H,C A X Y% OCH
H,C 0
) 0 CH,
CH,
¢} H 0
-COOH
OH [0} 00
H,C
H
NH o CH, O CH,
0]
i / N
N H o35
H
genéw w komérkach nowotworowych [16]. Liczba Do zwigzkdéw wykazujacych aktywnosé hamuja-

zidentyfikowanych ,klientéw” Hsp90 obejmujaca ca Hsp90 nalezy réwniez radicicol oraz jego analogi
zmutowane biatka, czynniki transkrypcyjne, enzymy pochoniny K-P [18]. Zwiazki te naleza do grupy anty-

i receptory wzrasta z roku na rok [17].
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biotykéw makrolidowych. Najsilniejszym inhibitorem
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z tej grupy lekéw jest pochinina D [19]. W ostatnim
czasie obiecujace wyniki uzyskano dla zwigzkéw pu-
rynowych. Pochodne o nazwie PU-3 oraz PU24FC1
okazaty sie selektywnymi inhibitorami Hsp90 komé-
rek nowotworowych w stosunku do Hsp90 produko-
wanych przez komorki zdrowe. Wyjatkiem sg komorki
nowotworowe raka piersi, charakteryzujace sie nade-
kspresja ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu
(HER2) [20]. Innymi zwiazkami o potencjalnej aktyw-
nosci przeciwnowotworowej sa3 nowobiocyna i ku-
mermycyna Al —antybiotyki otrzymywane z hodowli
grzyba Streptomyces spheroides lub Streptomyces ni-
veus. Podobnie jak cisplatyna, od dtuzszego czasu
stosowane sg one w terapii przeciwnowotworowej,
jednak dopiero od kilku lat ich mechanizm dziatania
zostat doktadnie poznany. Hamuja i wigza sie one do
Hsp90 poprzez domene karboksylowa. Jednak ich ak-
tywnos¢ jest znacznie mniejsza od wspotczesnych in-
hibitoréw, stad trwaja poszukiwania nad ich nowymi
analogami [21].

Obecnie trwaja badania nad lekami o powyzszym
mechanizmie molekularnym, stosowanych w tera-
pii guzéw stromalnych przewodu pokarmowego
(GIST). Wstepne wyniki wydaja sie zachecajace dla
retaspimycyny okreélanej symbolem IPI504, ktérej
aktywnos¢ przeciwnowotworowa jest zblizona do ak-
tywnosci innych lekéw z grupy inhibitoréw kinazy ty-
rozynowej (sunitinib, nilotinib) [22].

W ostatnim dziesiecioleciu wiele uwagi poswieco-
no rodzinie biatek szoku termicznego. Odkrycie nie-
pozadanych wtasciwosci Hsp90 w przypadku choréb
nowotworowych, spowodowato wzrost zaintereso-
wania uzycia tego biatka w terapii antynowotworo-
wej. Dlatego celem wielu badan jest poszukiwanie
takich inhibitoréw biatka opiekunczego oraz ich opty-
malnej terapii skojarzonej, ktéra mogtaby skutecz-
nie i selektywnie eliminowac¢ komérki nowotworowe
w organizmie pacjenta. Jednak nalezatoby sobie za-
dac pytanie: czy pomimo tak ogromnej roli w funkcjo-
nowaniu komérki biatko Hsp90 powinno nazywac sie
biatkiem opiekunczym?
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