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Lista skrotow

Skrot Nazwa angielska Nazwa polska
17-(Allylamino)-17-demethoxy | 17-Allylamino-17-demetoksy
17-AAG :
geldanamycin geldanamycyna
aa. Amino acids Aminokwasy
Activator of Hsp90 ATPase
Ahal protein 1 Aktywator ATPazy Hsp90 1
ARS Autonomously replicating Sekwencja replikujaca si¢ autonomicznie
sequence
ATP Adenosine tri-phosphate Trifosforan adenozyny
Cdc3? Cell division cycle 37 Biatko pomocnicze dla Hsp90 o masie
44 kDa
Cdk4 Cyclin dependent kinase Kinaza zalezna od cyklin
CFTR Cystic fibrosis transmembrane Transbtonowy regulator przewodnictwa
conductance regulator
clAP-1 Cellular inhibitor of apoptosis Cytoplazmatyczne biatko hamujace
apoptoze
CKIllI Casein kinase 2 Kinaza kazeinowa 2
DNA Deoxyribonucleic acid Kwas deoksyrybonukleinowy
dsRNA ici)(l;ble-stranded ribonucleic Dwuniciowy kwas rybonukleinowy
eNOS Endothelial nitric oxide Syntaza tlenku azotu
synthase
FKBP52 | FK506 binding protein Biatko wigzace inhibitor FK506
94-kDa Glucose-regulated Analog biatka Hsp90 z siateczki
Grp94 - . .
protein srodplazmatycznej
. Drozdzowe biatko pomocnice
Hchl High-copy Hsp30 suppressor homologiczne z ludzkim Ahal
HCT116 Human colorectal carcinoma Ludzkie komorki nowotworu jelita
cells grubego
HEK-293 | Human embryonic kidney cells | Ludzkie embrionalne komorki nerki



https://en.wikipedia.org/wiki/Casein_kinase_2,_alpha_1

Lista skrotow

Czynnik transkrypcyjny indukowany

HIFla Hypoxia induced factor hipoksia

HOP ;sogiziOn-HspQO organizing Bialko pomocnicze taczace Hsp90 i Hsp70

HPT Human proximal tubule cells Ludzkie komorki kanalika proksymalnego

HSF1 Heat shock factor 1 Czynnik transkrypcyjny indukowany
temperaturg

HSP Heat shock proteins Biatka szoku cieplnego

HT29 Human colorectal Ludzkie komorki gruczolakoraka jelita

adenocarcinoma grubego

IAP Inhibitor of apoptosis proteins | Biatka z rodziny inhibitora apoptozy

IP Immunoprecipitation Immunoprecypitacja

LPS Lipopolysaccharide Lipopolisacharyd

MHC Major histocompatibility Glowny uklad zgodnos$ci tkankowe;j

complex

MMP-2 Matrix metalloproteinase 2 Metaloproteln’aza maclerzy
zewnatrzkomorkowe;j

MutL IE\)/I’[\JI:: mismatch repair protein Bakteryjne biatko naprawy DNA

023 Hspa0 co-chaperone p23 EE)a;ko pomocnicze dla Hsp90 o masie 23

PBS Phosphate buffer saline Bufor fosforanowy

PCR Polimerase chain reaction Reakcja tancuchowa polimerazy

PKR Protein kinase R Kinaza biatkowa R

PP5 Protein phosphatase 5 Biatkowa fosfataza 5

S.D. Standard deviation Odchylenie standardowe

SDS Sodium dodecyl sulfate Dodecylosiarczan sodu

Trapl Tumor necrosis factor type 1 Mitochondrialny homolog biatka Hsp90

receptor associated protein
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1. Wstep

Biatka szoku cieplnego (ang. Heat shock proteins) nazywane rowniez biatkami
opiekunczymi pehnig kluczowa rolg¢ wobec innych biatek w komoérce. W warunkach
fizjologicznych pomagajg im utrzymywac¢ odpowiednig konformacje przestrzenng
a podczas odpowiedzi komorki na stres chronig je przed denaturacja i degradacjg. Do
biatek szoku cieplnego nalezy Hsp90. Jego obecno$¢ zaobserwowano w wielu
organizmach, zaréwno U prokariontéw htpG (Escherichia coli) jak i u eukariontow:
Hsp82 i Hsc82 (Saccharomyces cerevisiae), daf-21 (Caenorhabditis elegans), Hsp90
(Mus musculus, Homo sapiens) [1]. W komorce eukariotycznej Hsp90 jest niezbgdne do
jej funkcjonowania. Drozdze nie rosna, gdy zostang pozbawione genéw HSP82 i HSC82
kodujacych Hsp90 [2].

Bialka wobec ktorych Hsp90 spetnia ,,aktywnos¢ opiekuncza” nazywane sg
substratowymi lub klientami (ang. clients). Wsrod nich znajduja si¢ miedzy innymi:
receptory hormondw, czynniki transkrypcyjne, ligazy ubikwitynowe czy kinazy biatkowe.
Badania biochemiczne potwierdzajg interakcje z okoto 200 biatkami-klientami
(http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf). Eksperymenty wykorzystujace
technike¢ LUMIER (ang. LUminescence-based Mammalian IntERactome) identyfikuja ich
okoto 400 [3]. Badania nad drozdzowymi Hsp90 dowodzg istnienia az 627 potencjalnych
biatek substratowych Hsp90, co odzwierciedla oddziatywanie z 10% drozdzowego
proteomu [4].

Zaburzenie prawidtowej aktywnosci biatek-klientéw Hsp90 zwigzanych z
procesami regulacyjnymi i sygnatlowymi prowadzi do transformacji nowotworoweyj.
Zahamowanie aktywnosci Hsp90 destabilizuje te biatka a w konsekwencji wytacza
nieprawidtowo dziatajace szlaki sygnatowe. Jednoczesne zablokowanie wielu z nich
dzigki zahamowaniu aktywnosci Hsp90 sprawia, ze biatko to jest celem molekularnym
dla terapii przeciwnowotworowych [5, 6].

Wigkszos¢ organizmow eukariotycznych posiada jedng cytoplazmatyczng forme
Hsp90. U wigkszosci kregowcow w Cytoplazmie wystepuja dwie izoformy Hsp90 a i B
[1]. Wiele prac naukowych dotyczacych tego biatka pomija fakt istnienia izoform.
Niektore prace opisuja jednak réznice miedzy izoformami odnoszace si¢ do ich budowy

(r6znice w sekwencji aminokwasowej), interakcji z biatkami-klientami (znanych jest
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kilka biatek oddziatujacych preferencyjnie wobec jednej izoformy), stabilnosci struktur
dimerycznych (izoforma o tworzy stabilniejsze dimery w porownaniu do izoformy f3) [7,

8,9, 10, 11, 12, 13].

1.2. Budowa strukturalna Hsp90

Sekwencja aminokwasowa ludzkich i drozdzowych Hsp90 jest identyczna w 60%
(Ryc. 1), dlatego opisywane ponizej struktury przestrzenne tego biatka obejmuja podobne
fragmenty sekwencji u tych dwoch gatunkow.
Monomer Hsp90 mozna podzieli¢ na trzy domeny. Znajdujaca si¢ na koncu aminowym
domena N jest odpowiedzialna za hydroliz¢g ATP, srodkowa domena to miejsce wigzania
biatek klientow, a potozona na koncu karboksylowym domena C odpowiada za wigzanie

monomerow W funkcjonalny dimer [14, 15].
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Ryc. 1. Zestawienie sekwencji aminokwasowych drozdzowych Hsp90 (Hsc82, Hsp82)
z sekwencjami ludzkich izoform Hsp90a i Hsp90p. Kolorami zaznaczono aminokwasy

identyczne w porownywanych sekwencjach.

Domena N w drozdzowym Hsp90 obejmuje pierwsze 200 aminokwasow od konca
aminowego. Cechg charakterystyczng tej domeny jest obecnos$¢ Kieszeni wigzacej, gdzie
zachodzi hydroliza ATP, kluczowa dla aktywnosci Hsp90 [16, 17]. W dimerze Hsp90
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kazda z domen N wigze po jednym nukleotydzie niezaleznie od siebie [18]. Chociaz
domena N posiada aminokwasy potrzebne do interakcji z nukleotydem to aktywnos$¢
ATPazowa izolowanej domeny N jest niska co jest spowodowane brakiem argininy 380
pochodzacej z domeny srodkowej [19, 20]. Arginina 380 nie jest resztg katalitycznag, ale
petni funkcje stabilizujaca konformacje w monomerze Hsp90 podczas hydrolizy ATP
[21].

Podobienstwo strukturalne miejsca wigzacego nukleotyd w domenie N Hsp90, pozwala
zaklasyfikowac to biatko do rodziny ATPaz GHKL (Gyrase, Hsp90, Histidine Kinase,
MutL), do ktorej oprocz Hsp90 nalezg: gyraza, kinazy histydynowe oraz MutL (ang.
DNA mismatch repair protein MutL). ATPazy GHKL charakteryzuje obecno$¢ motywu
Bergata, czyli podobnej konformacji przestrzennej w obrebie kieszeni wiazacej nukleotyd
we wspomnianych biatkach [22]. W obre¢bie motywu Bergata wystepuje fragment
okreslany, jako ,,lid” (pokrywka) [22]. W drozdzowym Hsp90 obejmuje on aminokwasy
100-121 [16, 20]. Pokrywka oddziatuje z nukleotydem zamykajac kieszen wigzacg, CO
przyczynia si¢ do hydrolizy nukleotydu [16, 23]. W Hsp90 pozbawionym ,,lid” nie
dochodzi do hydrolizy ATP [24].

Fragment taczacy N-domene z domeng srodkowa okreslany jest jako ,,charged
linker”. W drozdzowym Hsp90 obejmuje on aminokwasy od 211 do 272 [25]. Fragment
ten nadaje odpowiednig elastycznos$¢ czasteczce biatka, potrzebng do ustawienia
przestrzennego domeny N i domeny $rodkowej Hsp90 po zwigzaniu ATP. ,,Charged
linker” wykazuje niski stopien homologii, nie posiada ustalonej struktury przestrzennej
I 0dznacza si¢ sumarycznym tadunkiem ujemnym. R6zne gatunki charakteryzuje
odmienna dtugos¢ tego fragmentu: Saccharomyces cerevisiae - 56, Homo sapiens - 63,
Plasmodium falciparum - az 95 reszt aminokwasowych. Wzrost dtugosci tego odcinka
u wspomnianych gatunkow, zwigksza jego sumaryczny tadunek ujemny. Zmiang¢ tadunku
wywotujg rowniez modyfikacje potranslacyjne aminokwaséw w tym rejonie.
Natadowanie ujemne ,,linkera” jest istotne dla funkcjonowania Hsp90, bowiem
drastyczne zmiany jego tadunku skutkujg zahamowaniem hydrolizy ATP [26].

Srodkowa domena Hsp90, nazywana domeng M (ang. Middle domain), u drozdzy
obejmuje aminokwasy 273-560. Do 525 aminokwasu obszar ten tworzg dwie struktury
afa potaczone a-helikalnym tacznikiem. Odcinek lezacy poza reszta 525 pozostaje
strukturalnie nieuporzadkowany [23]. Domena M Hsp90 jest kluczowa dla hydrolizy
ATP, zawiera bowiem ,,petle katalityczng” (aminokwasy 375-388), ktora przyjmuje vy-
fosforan w trakcie hydrolizy nukleotydu przez Hsp90 [27]. Domena $rodkowa Hsp90

10
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bierze udziat w interakcji z biatkami substratowymi [23]. Aminokwasy be¢dace czgscia tej
domeny, w pozycji od 328 do 338 tworzg petle, ktora dzigki zmianie swojego potozenia
W przestrzeni moze oddziatywa¢ z biatkami substratowymi [28].

Domena C Hsp90 zawiera sekwencje odpowiedzialne za dimeryzacj¢ monomerow
Hsp90, ktore oddziatlujac ze sobg tworzg strukture dimeryczng. Hsp90 pozbawione tych
fragmentow nie wykazuje swojej aktywnosci opiekunczej [30]. Istotng cechg domeny C
jest obecnos¢ sekwencji aminokwasowej] MEEVD umozliwiajgcej przytaczanie grupy
bialek pomocniczych (ang. co-chaperones), posiadajacych motyw TPR (ang.
Tetratricopeptide Repeat Domain) [33, 34].

1.3. Cykl ATPazowy

Hsp90 wiazac i hydrolizujac ATP, dziata podobnie jak inne biatka opiekuncze takie jak:
Hsp70/DnaK czy Hsp60/GroEL [17, 35]. Dzigki tej hydrolizie, katalizowanej przez
ATP-aze zlokalizowana w domenie N, Hsp90 moze funkcjonowac jako ,,biatko
opiekuncze” [17].

Molekularny mechanizm dziatania Hsp90 jest zwigzany z powstawaniem tzw.
,molekularnego zacisku” tworzonego przez oba monomery Hsp90 (Ryc. 2). W przypadku
braku ATP homodimer Hsp90 pozostaje w konformacji otwartej, o ksztatcie litery V [15,
20,31].

lid
N-Domena
20 ATP
M-Domena N
e —
C-Domena o:mo;

ADP,P, Hop/Stil

.:'w \/Cdc37
* » Aha

T |

Ryc. 2. Schemat przedstawiajgcy etapy cyklu hydrolizy ATP przez Hsp90, na podstawie [15].

Kolorami zaznaczono domeny Hsp90, fragment ,,lid” oraz argining W pozycji 380. Biatka
wspolopiekuncze stymulujg (Aha) lub hamujq (Hop/St1, Cdc37, p23/Sbal) hydrolize ATP.
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Zaproponowany przez Wandingera i wsp. [15] model cyklu ATPazowego zaktada,
ze obydwie monomeryczne czasteczki Hsp90 oddziatuja ze sobg za pomocg domeny C,
a domena srodkowa i domena N pozostaja oddalone od siebie. Po zwigzaniu ATP,
fragment domeny N zwany ,,lid” przykrywa kieszen wigzaca nukleotyd. Inicjuje to
uwolnienie ok. 27-aminokwasowego odcinka pochodzacego z domeny N, ktory
oddziatuje z odpowiadajagcym mu fragmentem z drugiego monomeru Hsp90. W efekcie
dochodzi do zblizenia obydwu domen N a takze domen srodkowych, co powoduje
skrecenie domen srodkowych wzgledem siebie i caly dimer Hsp90 przyjmuje
,»zamknieta” konformacje przestrzenna (molekularny zacisk) [ 15, 36]. W konformacji
zamknigtej dimeru Hsp90 fragment ,,lid” pozwala na interakcj¢ czgsci srodkowej
domeny, tzw. petli katalitycznej z miejscem wigzania nukleotydu. Petle katalityczng
charakteryzuje duza swoboda konformacyjna pozwalajgca na zmiang jej struktury
przestrzennej, dzigki temu bedaca w jej obszarze arginina 380 moze oddzialywacé z reszta
y-fosforanowag ATP [23]. Rolg Arg 380 jest odpowiednia stabilizacja struktury Hsp90
podczas hydrolizy nukleotydu [21]. Po rozktadze ATP zachodzacym w kieszeni wigzace;,
oddziatujace $cisle miedzy sobg domeny N i M oddysocjowujg. Fragment ,,lid” otwiera
kieszen wiazaca I nastgpuje uwolnienie ADP i wolnego fosforanu. Dimer Hsp90
przyjmuje ponownie konformacje¢ otwartg [15, 31, 36].

Ludzkie Hsp90 charakteryzuje zdecydowanie wolniejsza hydroliza ATP
W porownaniu do biatka drozdzowego. Hydroliza jednej czasteczki ATP przez drozdzowe
Hsp90 trwa jedng minute. Ludzkie Hsp90 do hydrolizy nukleotydu wymaga 20 minut
[17,37]. Po dodaniu substratu biatkowego aktywnos¢ ATPazy Hsp90 wzrasta i
w przypadku biatka ludzkiego staje si¢ pordéwnywalna z jego drozdzowym homologiem
[37]. Szybkos¢ hydrolizy nukleotydu nie $wiadczy o ,,jakosci” biatka opiekunczego.
Ludzkie Hsp90 moze z powodzeniem zastgpi¢ drozdzowe, wlasciwos¢ te¢ wykorzystano
w niniejszej pracy. Tempo hydrolizy ATP moze by¢ modulowane przez interakcje
Z innymi biatkami. Oddziatywanie z biatkami wspotopiekunczymi takimi jak: p23, Hop
lub Cdc37 hamuje hydrolize ATP w Hsp90 [36]. Interakcja z biatkami substratowymi
rozktad ATP [35]. Stabe wtasciwosci aktywujace ATPaze Hsp90 do rozktadu nukleotydu,
wykazujg rowniez biatka: Rarl (ang. required for Mlal2 resistance), Tahl (ang. TPR-
containing protein associated with Hsp90), Cpr6/Cyp40(ang. Cyclosporin-sensitive
Proline Rotamase) [35, 36]. Zdecydowanie silniejsza aktywacja hydrolizy ATP (w
poréwnaniu do wspomnianych biatek) jest zwigzana z oddzialywaniem biatka

wspotopiekunczego Ahal (ang. Activator of Hsp90 ATPase protein 1) [35].

12
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1.4. Bialka pomocnicze

Aktywnos¢ Hsp90 reguluja biatka pomocnicze nazywanymi wspotopiekunczymi
lub koczaperonami. Ze wzgledu na pelnione funkcje mozna je podzieli¢ na dwie grupy.
Pierwsza grupe stanowig biatka wptywajace na hydrolize nukleotydu, na przyktad
hamujace (p23) lub stymulujace (Ahal) aktywno$¢ ATPazowa w domenie N Hsp90 [15,
35]. Drugg grupe stanowig biatka regulujace tworzenie komplekséw Hsp90 z okreslonymi
grupami bialek substratowych. Przyktadem moze by¢ biatko Cdc37 posredniczace w
oddziatywaniu Hsp90 z kinazami biatkowymi lub biatko GCUNCA45 (ang. general cell
UNCA45), biorgce udzial w tworzeniu komplekséw Hsp90 z miozyng i receptorem
progesteronu [10, 28].

Jednym z najmniejszych biatek wspotopiekunczych jest p23. Biatka
0 homologicznej sekwencji znaleziono u drozdzy (o nazwie Shal), Plasmodium, myszy,
cztowieka oraz u roslin [38, 39]. Charakterystycznym efektem oddziatywania p23
z Hsp90 jest zahamowanie hydrolizy ATP [15]. Biatko p23 wiagzac si¢ do N-domeny
biatka opiekunczego, stabilizuje konformacje dimeru Hsp90 [37]. Rola p23 moze polegaé
na ,,zarzadzaniu” oddzialywaniem biatek substratowych z Hsp90 poprzez zahamowanie
cyklu ATPazowego. Gdy biatko substratowe pozostaje w interakcji z Hsp90, dotaczenie
p23 spowalnia dysocjacje takiego kompleksu, tym samym zostaje wydtuzony czas
interakcji biatka substratowego z biatkiem opiekunczym [37].

Biatko pomocnicze Ahal podobnie jak p23 wptywa na aktywnos¢ ATPazy
w domenie N Hsp90. Cechg wyrdzniajacag Ahal jest stymulowanie tej hydrolizy. Szybszy
rozktad ATP w trakcie cyklu ATPazowego Hsp90 jest mozliwy dzigki odpowiednim
zmianom konformacyjnym dimeru Hsp90 wprowadzanym przez Ahal (Ryc. 3).

13



Wstep

ND
- Ahal
MD

+ Ahal
- ADRP,o \
® CD
Reo /s

Q.-\b »konformacja
otwarta"

Przyspieszenie
interacji N-domen

"konformacja zamknieta I"

"konformacja ﬁ
zamknieta II"X 000

+ ATP

Ryc. 3. Zmiany zachodzgce W cyKlu hydrolizy ATP przez Hsp90 wynikajqgce 7 obecnosci biatka
Ahal, na podstawie [40]. Ahal umozliwia "zblizenie” przestrzenne domen N-koricowych
Hsp90. Kolorami zaznaczono domeny Ahal oraz Hsp90 (dodatkowo oznaczone
symbolami: ND, MD, CD ).

Ahal oddziatujac z dimerem Hsp90 zbliza do siebie jego domeny N. Zwigzanie ATP
wywoluje zmiany struktury przestrzennej, przyspieszajace pojawienie si¢ stanu
konformacyjnego zamknigtego - odpowiedniego dla hydrolizy nukleotydu oraz zmiang
usytuowania przestrzennego fragmentu Hsp90 obejmujacego tzw. petle katalityczng (370-
390 aa) [19, 40]. Zapoczatkowane przez Ahal sprzezenie N domen Hsp90 pozwalajace
na ustabilizowanie dimeru Hsp90 oraz zblizenie Arg 380 do miejsca wigzacego
nukleotyd, skutkuje przyspieszeniem hydrolizy ATP [35, 40]. Struktura krystaliczna
Hsp90 i Ahal pozwala okresli¢ aminokwasy bezposrednio zaangazowane w interakcje
obydwu biatek. Ze strony Ahal sg to pierwsze 153 aminokwasy od konca aminowego
oraz ze strony Hsp90 aminokwasy: od 273 do 530, znajdujace si¢ w obu odcinkach
struktur apa jego srodkowej domeny [19]. Badania wskazuja rowniez na rolg domeny N
Hsp90 w oddziatywaniu z Ahal [40]. Postuluje si¢ istnienie asymetrycznej konformacji
przestrzennej, gdzie pojedyncze biatko Ahal oddzialuje z N i M domeng Hsp90 nalezaca
do tego samego monomeru Hsp90 lub do monomerdéw Hsp90 potozonych naprzeciw
siebie [40]. W warunkach in vitro, w nadmiarze biatka Ahal obserwowano, ze
oddziatywanie z Hsp90 moze odbywac si¢ w stosunku stechiometrycznym 1:1 [35, 40].
W badaniach in vitro, wykonywanych na oczyszczonych biatkach obserwowano potrojne
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kompleksy biatkowe ztozone z: Hsp90, Ahal i Hop lub p23 [40], badz kompleksy:
Hsp90, Ahal i p23 lub FKBP52 (ang. FK506 binding protein) [41].

Drozdze Saccharomyces cerevisiae posiadajg biatko Ahal, odpowiednik ludzkiego Ahal
i biatko Hchl1 (ang. High-Copy Hsp90 suppressor). Komorki drozdzy pozbawione
obydwu biatek wspotopiekunczych przezywajg, co pokazuje, ze nie sa one istotnymi
sktadnikami systemu Hsp90 podczas warunkow fizjologicznych. Dopiero w warunkach
stresowych, ich ekspresja staje si¢ kluczowa dla przezycia [35].

Wiele sposrod biatek pomocniczych zawiera domeny TPR, umozliwiajgce
oddziatywanie z Hsp90 [31, 42]. Przyktadem takiego biatka jest Hop posiadajace dwie
domeny TPR za pomoca ktorych wspotoddziatuje z Hsp90 i Hsp70 [42, 43]. Domena
TPR1 specyficznie rozpoznaje sekwencje peptydowa na koncu karboksylowym Hsp70,
a domena TPR2 sekwencje MEEVD na koncu karboksylowym Hsp90 [34]. Hop hamuje
aktywno$¢ ATPazy Hsp90, zapobiegajac dimeryzacji domeny N oraz domeny $rodkowe;j
Hsp90 [15]. Taka aktywno$¢ wykazuje rowniez biatko Stil, bedace drozdzowym
homologiem Hop [35,44]. Biatko Hop moze zosta¢ usuniete z kompleksu z Hsp90 przez
inne biatka posiadajace domeny TPR takie jak: immunofiliny lub PP5 (ang. Protein
phosphatase 5) [45].

Biatko pomocnicze Cdc37 (p50) posredniczy w oddziatywaniu kinaz z Hsp90 [3,
28, 29]. Jego nadekspresja w komoérkach linii: HCT116 (ang. Human Colorectal
Carcinoma cells) i HT29 (ang. Human colorectal adenocarcinoma), prowadzita do
zwigkszonego wigzania kinazy Cdk4 (ang. Cyclin-dependent kinase) przez Hsp90 [29].
Mechanizm powstawania kompleksu biatek Cdk4-Cdc37-Hsp90 zaktada poczatkowe
oddziatywanie kinazy z dimerem Cdc37 a nast¢pnie z dimerem Hsp90. W wyniku
dalszych rearanzacji uwolniona zostaje jedna czasteczka Cdc37 i finalnie powstaje
kompleks: Cdk4-Cdc37-(Hsp90), (w stosunku 1: 1: 2) [28].

Doswiadczenia biochemiczne z wykorzystaniem Hsp90 wskazuja, ze za oddziatywanie
Cdc37 z Hsp90 odpowiada domena N (bez rejonu wigzania nukleotydu) oraz ,,charged
linker” [46, 47, 48]. Cdc37 hamujac aktywnos$¢ ATPazy w domenie N Hsp90, oddziatuje
Z otwartg przestrzenig fragmentu ,,1id”, nie pozwalajac na jego przestrzenng rearanzacje
ponad kieszenig wigzaca. Ulokowanie Cdc37 pomiedzy domenami N dimeru Hsp90
zapobiega utworzeniu konformacji zamknigtej Hsp90. Ponadto Cdc37 ustawiajgc

w kieszeni wigzacej HsSp90 Arg 167 ze swojego tancucha, uniemozliwia hydrolize ATP
[46].
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Oprocz opisanych powyzej biatek wspotopiekunczych znanych jest jeszcze wiele
innych. Sposrod nich sg takie, ktore wykazuja aktywno$¢ enzymatyczng np. E3/E4 ligazy
ubikwitynowej (biatko CHIP), fosfatazy (biatko PP5) czy izomerazy peptydyloprolinowej
cis/trans (biatka FKBP51, FKBP52) [31, 49].

1.5. Bialka substratowe

Hsp90 jest kluczowe dla aktywacji i stabilnosci wielu biatek regulatorowych oraz
sygnatowych. Znanych jest ponad 200 biatek podlegajacych opiekunczej aktywnosci
Hsp90, ktore sg nazywane biatkami substratowymi lub biatkami-klientami. Biatka te nie
posiadajg wspodlnej sekwencji aminokwasowej, ani tez nie petnig podobnych funkcji
w komorce. Ta niejednorodna grupa obejmuje m.in. kinazy, receptory hormonow
sterydowych, czynniki transkrypcyjne i ligazy ubikwitynowe.

Sposrod wymienionych biatek najliczniejsza grupe substratow Hsp90 stanowia
Kinazy. Uwaza sig¢, ze Hsp90 oddziatuje z ponad potowsg ludzkiego kinomu [3].
Przyktadowo Hsp90 i Cdc37 oddziatujg z kinazg Raf-1. Interakcja biatek jest kluczowa
dla dojrzewania Raf-1 a dysocjacja Hsp90 jest konieczna dla aktywacji kinazy [50].
Kinaza PKR (ang. Protein kinase R) wchodzi w interakcje z biatkami Hsp90 i p23.
Kompleks Hsp90-p23 odgrywa podwojna role wzgledem PKR. Podczas fatdowania
I dojrzewania kinazy PKR, kompleks ten stabilizuje oraz hamuje jej aktywnos¢. Rozpad
kompleksu wywotany dodaniem geldanamycyny badz dsRNA — substratu dla PKR,
prowadzi do aktywacji kinazy [51].

Przyktadem biatka substratowego dla Hsp90 sa receptory hormonow sterydowych.
Nad ich prawidlowym sktadaniem i aktywacja wspotdziata kilka biatek opiekunczych i
pomocniczych. W badaniach in vitro zaobserwowano, ze do aktywacji tych receptorow
konieczne jest wspotdziatanie minimum pigciu z nich: Hsp90, Hsp70, Hsp40, p23 oraz
p60 (Hop) [52]. Receptor oddziatuje z Hsp90 przez LBD (ang. ligand-binding domain).
Hsp90 pomaga LBD utrzymywac¢ odpowiednig konformacj¢ przestrzenng umozliwiajaca
zwigzanie liganda, ktore skutkuje odtaczeniem receptora od Hsp90 i przemieszczeniem
do jadra komorkowego, gdzie reguluje ekspresje genow [53].

Do substratow Hsp90 nalezg rowniez enzymy zwigzane z metabolizmem glukozy,
translacja i ekspresjg biatek [54, 55]. Enzymy metaboliczne lub kinazy dziatajace w tym
samym szlaku (metabolicznym lub sygnatowym) moga by¢ klientami Hsp90. Przyktad
stanowi oddziatywanie kinazy PKB/AKkt i syntazy eNOS (ang. endothelial nitric oxide
synthase). Oba begdace biatkami-klientami Hsp90 oddziatujg ze srodkowa domeng Hsp90
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jednoczesnie, dzigki temu biatko opiekuncze umozliwia ich wzajemng interakcje
(fosforylacja eNOS przez PKB/Akt) [23].

Wisrod substratoéw Hsp90 licznie wystepujg biatka onkogenne. Inhibitory Hsp90 sg
pomocne w destabilizacji onkogennych kinaz (kinazy receptorowej Met i RET,
zmutowanego B-Raf, chimerycznych NPM-ALK, czy BCR-ABL), receptorow
(zmutowanego EGFR, receptora androgenowego), obnizenia aktywnosci produktow
proto-onkogendéw (KIT) czy obnizenia ekspresji czynnikoéw transkrypcyjnych (np. VEGF)
[5]. Strategie terapeutyczne w leczeniu nowotworow, czesto majg na celu zablokowanie
szlaku sygnatowego o kluczowym znaczeniu dla rozwoju i progresji nowotworu [6].
Zahamowanie aktywno$ci Hsp90 skutkuje jednoczesnym zahamowaniem wielu $ciezek
sygnatowych. Zastosowanie 17-AAG przeciw komoérkom ludzkiego raka okr¢znicy
w warunkach in vitro skutkowato jednoczesnym zahamowaniem dwoch szlakow
sygnatowych: Ras/Raf/MEK/ERK oraz szlaku PI13/PDK/AKkt. Inhibicja Hsp90 hamowata
fosforylacje kinazy FLT3 a w konsekwencji fosforylacj¢ kilku biatek zaleznych w tym:
kinazy MAPK, Akt, Stat5a [56, 57].

Nie opisano uniwersalnego mechanizmu wigzania bialek substratowych do Hsp90.
Zagadnienie jest skomplikowane z uwagi na fakt, ze biatka-klienci Hsp90 nie posiadaja
wspoélnego fragmentu sekwencji aminokwasowej odpowiedzialnego za oddziatywanie
z Hsp90. Blisko spokrewnione biatka (0 wysokiej homologii sekwencji) roznig si¢
miedzy soba pod wzgledem oddziatywania z Hsp90. Nie do konca poznana jest rola
biatek wspotopiekunczych w regulacji interakcji Hsp90 z biatkami substratowymi [3, 35].
Za obszar wigzania biatek substratowych do Hsp90 przyjmuje si¢ jego domeng $srodkowa.
Przyktadowo biatko Aktl oddziatuje z aminokwasami 327-340 pochodzacymi ze
srodkowej domeny Hsp90. Interakcja miedzy wspomnianymi biatkami zapewnia
stabilizacje ufosforylowanej formie Aktl [58]. Oprocz domeny srodkowej, biatka
substratowe moga oddziatywa¢ rowniez z innymi fragmentami Hsp90. Np. oddziatywanie
kinazy Cdk4 z dimerem Hsp90 dotyczy srodkowej domeny jednego monomeru Hsp90
i segmentu domeny N drugiego monomeru Hsp90 [28]. Oddziatywanie z domeng N oraz

srodkowa domeng Hsp90 obserwowano takze dla biatka Tau [59, 60].

1.6. 1zoformy ludzkich cytoplazmatycznych Hsp90

Wigkszos$¢ organizmoéw eukariotycznych posiada jedna cytoplazmatyczng forme

Hsp90 (np. C. elegans czy D. melanogaster). Wyjatkiem sa kregowce, poniewaz
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w cytoplazmie ich komorek wystepuja dwie izoformy Hsp90 nazywane o i B, ktore
sg kodowane przez dwa rozne geny [61].

Izoformy Hsp90 u ssakow pojawily si¢ prawdopodobnie na skutek duplikacji genu

u wspodlnego przodka [62]. U cztowieka gen HSP90« zlokalizowano na dtuzszym
ramieniu chromosomu 14, a gen HSP904 na krotszym ramieniu chromosomu 6 [63].
Analiza cDNA wykazata obecno$¢ w ludzkim genomie kilku kopii genéw HSP90 « i 3,
€0 sugeruje mozliwos¢ wystepowania pseudogenow [64].

Transkrypcja genéw szoku cieplnego zachodzi w odpowiedzi na wiele czynnikéw
stresujgcych i wymaga aktywacji HSF (ang. Heat Shock Factor). Czynnik szoku
cieplnego HSF wiaze si¢ do sekwencji DNA okreslanych mianem HSE (ang. Heat Shock
Elements), obecnych zwykle w sekwencji promotorowej. Rejon promotora HSP90«
zawiera kilka sekwencji HSE. W obrebie genu HSP90p sekwencje HSE zlokalizowane sa
dopiero we fragmencie jego pierwszego intronu [64].

Powszechnie przyjmowany jest poglad o wyzszej ekspresji Hsp90a w porownaniu
do Hsp90p zainicjowanej warunkami stresu komorkowego [64, 65]. Wzajemny stosunek
poziomu ekspresji obu izoform zalezy od rodzaju tkanki, badz linii komorkowej [66].

W warunkach fizjologicznych u wigkszosci komorek dominuje Hsp90p, natomiast
Hsp90a przewaza w mozgu oraz oocytach, gdzie obnizenie jej iloSci nie jest
wyréwnywane przez Wzrost ilosci Hsp90p [67, 68]. Jednakowa ekspresje obu izoform
w warunkach fizjologicznych lub stresowych stwierdzono we komorkach HPT (ang.
Human Proximal Tubule cells) [69].

Izoformy Hsp90 zwykle wystgpuja w postaci dimerycznej. Zarowno W uktadzie
in vitro oraz in vivo tworzg homodimery (ao lub BB) [30, 68, 70]. Homodimery oo
charakteryzuje wyzsza stabilnos$¢ niz dimery B [11]. W warunkach in vitro obserwowano
takze oligomery Hsp90. Powstawanie takich struktur byto indukowane podwyzszong
temperaturg (50°C) oraz dodatkiem odpowiednich modulatoréw (oksyaniony metali
przejsciowych) [71]. Uznaje sig, ze struktury heterodimeryczne nie powstaja.
Eksperymenty z wykorzystaniem spektrometrii mas nie wykazaty istnienia dimerow af3
a immobilizowane Hsp90p nie wigzato izoformy Hsp90a [68, 72].

Kazda z izoform Hsp90 posiada specyficzne funkcje w komorce, ktore nie moga
by¢ petnione przez druga izoforme. Swiadcza 0 tym wyniki eksperymentow
przeprowadzonych na myszach z delecja genu kodujacego a badz  Hsp90. Delecja

HSP90p powodowata nieprawidtowg budowg tozyska i w rezultacie obumieranie ptodu

18



Wstep

[73]. Myszy pozbawione aktywnos$ci genu HSP90a rozwijaty si¢ prawidlowo, jednak
osobniki meskie byty bezptodne [9].

Dla kazdej z izoform Hsp90 zidentyfikowano preferencyjnie z nig oddziatujace
biatka substratowe. Hsp90a uczestniczy W procesie prezentacji antygenu przez czasteczki
klasy MHC I, oraz towarzyszy w prawidlowej dyslokacji biatka hERG (ang. human
ether-a-gogo-related gene) na powierzchni¢ komorki [8, 74]. Aktywnos$¢ Hsp90a
zaobserwowano podczas apoptozy indukowanej nikotyng [75]. Jedynie izoforma Hsp90a
wystepuje na zewnatrz komorki, gdzie uczestniczy W procesie gojenia ran [76]. Wyniki
badan na liniach nowotworowych wskazujg rowniez, ze zewnatrzkomérkowe Hsp90a
I MMP-2 (ang. Matrix Metalloproteinase 2) moga bra¢ udziat w procesie przerzutowania
[77]. Hsp90a w porownaniu do Hsp90B oddziatywato silniej z czynnikami
transkrypcyjnymi HSF1 oraz HIF 1a (ang. Hypoxia induced factor) oraz z biatkami-
klientami ERBB2, KEAP1 i RHOBTB2 [13].

Izoforma Hsp90p oddziatuje preferencyjnie z biatkiem substratowym cIAP-1 (ang.
Cellular Inhibitor of APoptosis) [7]. Hsp90p jest rowniez zaangazowana W komorkowsa
sygnalizacj¢ zwigzang z receptorem witaminy D [78]. Jej aktywnos¢ stwierdzono takze
w komorkach dendrytycznych i makrofagach podczas ich aktywacji wywotane;
niemetylowanymi sekwencjami CpG lub LPS (ang. Lipopolysaccharide) [79]. Hsp90p
oddziatuje preferencyjnie z biatkami pomocniczymi GCUNC45 oraz Aarsdl (ang.
Alanyl-TRNA Synthetase Domain Containing 1) [10, 80]. Silniejsze oddziatywanie
Hsp90p niz Hsp90a obserwowano dla Ganetespibu (drobnoczasteczkowego inhibitora
Hsp90) [13].

Poréwnanie obu izoform Hsp90 z biatkami substratowymi i pomocniczymi podjeto

w pracy Taheriana i wsp. [81]. Autorzy wskazuja, ze Hsp90a Danio rerio podczas szoku
cieplnego charakteryzuje wicksze powinowactwo do kinaz c-Src i CKIllI, jednak
zastosowany uktad badawczy dalece odbiegat od naturalnego. Polegat on na
wprowadzeniu Hsp90 pochodzacego z ryby Danio rerio do oocytow zaby Xenopus laevis
oraz komorek mysich NIH 3T3. Nie okre$lano tez ekspresji endogennych Hsp90 [81].

Izoformy Hsp90 oprocz preferencji oddziatywania moze charakteryzowac
przeciwstawna aktywnos$¢. Dotyczy to min. regulacji endotelialnej syntazy tlenku azotu
(eNOS). Nadekspresja izoformy Hsp90a skutkuje zwiekszong dimeryzacjg eNOS oraz
jego fosforylacja w Ser 1177, co w efekcie powoduje wzrost syntezy tlenku azotu.
Nadekspresja izoformy Hsp90p powoduje spadek dimeryzacji eNOS i fosforylacje w Thr
495 skutkujaca czeSciowg inaktywacja syntazy i zmniejszong produkcjg tlenku azotu [11].
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Odrgbna aktywnos¢ izoform Hsp90 dotyczy réwniez biatka btonowego KCNQ4 (ang.
Potassium Channel, Voltage Gated KQT-Like Subfamily Q, Member). Gdy opiekuncza
aktywnos$¢ operata si¢ na Hsp90a, biatko KCNQ4 byto degradowane. Obnizenie ekspresji
tej izoformy i zwigzana z tym wigksza aktywno$¢ Hsp90p skutkowata wzrostem
komorkowej puli KCNQ4. Ponadto nadekspresja Hsp90p zapewniata prawidtowg
dyslokacje KCNQ4 na powierzchni¢ komorki, pomimo mutacji w biatku btonowym

zaburzajacych ten proces [82].

1.7. Specyficzny inhibitor ATPazy Hsp90 - 17-AAG

Komorki nowotworowe zawierajg biatka onkogenne, ktore na skutek mutacji
utracily swoja pierwotng funkcje i w efekcie przyczyniaja si¢ do transformacji
nowotworowej. Uwaza si¢, ze Hsp90 pomaga w stabilizacji tych zmutowanych
onkogenow. Zwigkszona aktywnosc¢ biatek onkogennych czgsto dotyczy procesow
przekazywania sygnatow wewnatrz komorki, ktorych dysregulacja jest powszechna
w wielu typach nowotwordéw [83, 84]. Biatka-klienci Hsp90 sg zwigzane
z przekazywaniem sygnalow. Zahamowanie jego aktywnosci przy zastosowaniu
specyficznych inhibitorow prowadzi do degradacji tych biatek, zaburzenia komorkowe;j
sygnalizacji i w efekcie do smierci komorek zmienionych nowotworowo [5, 6]. Inhibitory
Hsp90 konkurujac z ATP o miejsce wigzania hamuja aktywno$¢ ATPazy Hsp90
a w konsekwencji zatrzymujg aktywacje biatek substratowych [17, 31, 32].

Opisane powyzej wlasnosci posiada — geldanamycyna (Ryc. 4). Zwigzek ten
charakteryzuje specyficznie powinowactwo do Hsp90, oraz konkurencja z ATP o miejsce
Wwigzania [32, 85]. Mimo aktywnosci przeciwnowotworowej, geldanamycyna posiada
jednak pewne wady: staba rozpuszczalnos¢ w wodzie, ograniczong stabilnos¢,

hepatotoksycznos¢ [86, 87, 88].

Ryc. 4. Wzory strukturalne inhibitorow geldanamycyny (po lewej) oraz 17-AAG (po prawej).
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Niepozadane wlasnosci geldanamycyny spowodowaty, iz podjeto probe syntezy
zwigzkow pochodnych. Zwigzek 17-AAG (Ryc. 4), ktoéry wykorzystano W niniejszej
pracy byt testowany w badaniach klinicznych. Pomimo ze osiggat on aktywnos$¢
przeciwnowotworowg, zaprzestano jego dalszego testowania [89, 90]. Prawdopodobnie
wynikato to z trudno$ci W produkcji zwigzanych z rozpuszczalno$cia, zaobserwowanych
skutkéw ubocznych oraz zblizajacym si¢ okresem wygasniecia ochrony patentowej [87].
Pochodne geldanamycyny testowano w badaniach klinicznych, lecz bez wprowadzenia
ich do leczenia [87, 91]. Zastosowanie nowych technik badawczych pozwolito na
opracowanie nowej klasy zwigzkow nazywanych inhibitorami Hsp90 drugiej generaciji,
cze$¢ z nich jest obecnie testowana [6]. Poszukiwane sg rowniez zwigzki majace na celu
destabilizacje interakcji poszczegolnych biatek z Hsp90 np. z Cdc37 [92], z biatkami
z rodziny IAP (ang. Inhibitor of apoptosis) [93, 94].
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2. Cel pracy

Celem pracy bylo poszukiwanie roznic miedzy izoformami Hsp90 a i 3, w ich
funkcjonowaniu i oddziatywaniu z biatkami pomocniczymi oraz biatkami-klientami.
Aby osiaggnac ten cel zrealizowano nastepujgce zadania badawcze:
e sprawdzenie wptywu ekspresji ludzkich Hsp90 na wzrost drozdzy Saccharomyces
cerevisiae i ludzkich embrionalnych komorek nerki HEK-293;
e zbadanie interakcji izoform Hsp90 z biatkami pomocniczymi Ahal i Cdc37 i p23;
e sprawdzenie, czy oddziatywanie z okreslong izoformg Hsp90 wplywa na
stabilnos¢ biatek substratowych cIAP-1, clAP-2, hERG;
e ustalenie, ktore fragmenty struktury Hsp90 sa odpowiedzialne za rdznice
w funkcjonowaniu Hsp90 a i B dzieki wykorzystaniu biatek hybrydowych
sktadajacych si¢ z fragmentow obu izoform Hsp90;
e sprawdzenie czy roznice W dimeryzacji Hsp90 a i B odpowiadajg za rdéznice

w funkcjonowaniu izoform.

Dane literaturowe pokazuja, ze aktywnos$¢ obu izoform z wigkszoscig biatek jest
identyczna. Istnienie specyficznych fenotypow delecji jednej izoformy dowodzi, ze
w niektorych typach komorek odgrywajg one r6zng role. Funkcjonalnos¢ wobec
wybranych biatek oraz poziom ekspresji zalezny od typu komorek, wskazuje na mozliwe
funkcje regulacyjne Hsp90a i Hsp90p [68, 11, 73, 9, 82]. Wobec powyzszych danych
podjeto probe okreslenia roznic w aktywnosci cytoplazmatycznych izoform Hsp90 oraz
ich oddziatywania z wybranymi biatkami pomocniczymi.

Dodatkowym argumentem przemawiajacym za przeprowadzeniem badan nad
Hsp90 jest brak dostatecznej charakterystyki wigzania biatek substratowych w obrebie
struktury Hsp90. Nieznane sa przestrzenne struktury krystalograficzne ludzkiego Hsp90
oddziatujacego z biatkiem substratowym a dost¢pne dane sugeruja, ze miejsce wigzania
tych biatek jest zlokalizowane w $rodkowej domenie Hsp90. Wyniki te pochodzg z badan
kilku mutacji punktowych zlokalizowanych w tej domenie [27].

Glebsze poznanie i zrozumienie oddziatywania Hsp90 z biatkami substratowymi
wydaje si¢ tym bardziej zasadne, ze W ostatnich latach prowadzone sag W r6znych
osrodkach na §wiecie intensywne badania nad wykorzystaniem inhibitoréw Hsp90 jako

lekow w terapii przeciwnowotworowe;j.
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3. Materialy i metody

3.1. Opis przygotowania plazmidow

Hybrydowe formy genow HSP90 stworzono przy pomocy dwustopniowej reakcji
PCR, taczac w jedng calos$¢ odrebne fragmenty sekwencji nukleotydowych pochodzace
z ludzkich izoform HSP90 « i £ (Ryc. 5). Matrycami w tych reakcjach byty opisane
wczesniej plazmidy z genami ludzkich HSP90 a i f, ktore posiadaty mutacje dajace
oporno$¢ na 17-AAG i dotaczong do konca aminowego metke FLAG [95]. W pierwszym
etapie namnazano fragmenty izoform, do ktorych za pomoca starterow dobudowywano
krotkie nukleotydowe sekwencje, odpowiadajace za pdzniejsza wzajemnag hybrydyzacje.
W drugim etapie matryce stanowity produkty poprzedniej reakcji PCR. Polimeraza
wykorzystywata miejsce hybrydyzacji gornej i dolnej nici DNA jako primera,
dobudowujac sekwencje komplementarne. W wyniku tej reakcji otrzymano produkt

sktadajacy si¢ z fragmentow obu izoform Hsp90 (Ryc. 6).

MATRYCA1

I
PRIMER ETAP 1
—
PCR 10 PRIMER

PRODUKT 1

PRODUKT 2

PCR 2° pierwszy cykl

___—

MIEJSCE HYBRYDYZACJI (PRIMER)

PRIMER PCR 2° kolejne cykle ETAP 2

PRODUKT
KONCOWY

Ryc. 5. Schemat dwustopniowej reakcji PCR prowadzgcej do otrzymywania hybrydowych genéw
Hsp90.

Startery wykorzystane w konstrukcji plazmidow do transfekcji komorek linii

HEK-293 zostaty zamieszczone w tabelach (Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3):
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Tabela 1. Sekwencje nukleotydowe ,, starterow zewnetrznych”.

Starter

Sekwencja (5°—3’)

B p423TDH3 F
B p423TDH3 R
o p423TDH3 F
o p423TDH3 R
o/p pcDNA3.1 F
o/p pcDNA3.1 R

TAAACACACATAAACAAACAAACTAGTATGCCTGAGGAAGTGCACCATGG
GATATCGAATTCCTGCAGCCCTCAGTCTACTTCTTCCATGCGAGA
TAAACACACATAAACAAACAAACTAGTATGGAGGAAACCCAGACCCAAGAC
GATATCGAATTCCTGCAGCCCTCAGTCTACTTCTTCCATGCGTGAT
ACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTGGTACCATGGACTACAAAGACGATGAC
AGCGGGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGTTAGTCTACTTCTTCCATGCG

Tabela 2. Sekwencje starteréw wykorzystanych do konstrukcji hybrydowych genow HSP9O0.

Starter

Sekwencja (5°—37)

100p96 F
100896 R

960100 F

960100 R

42208215 F
42208215 R
B215a220 F
2150220 R
4278270 F
a278B270 R
2700278 F
2700278 R
43808372 F
43808372 R
B372a380 F
B3724380 R
5608552 F
a560p552 R
B5520560 F
B5520560 R
B4780486 F
B4780486 R
0486478 F
0486478 R

GAATTGGAATGACCAAGGCTGATCTCATAAATAATTTGGGAAC
GTTCCCAAATTATTTATGAGATCAGCCTTGGTCATTCCAATTC
ATTGGCATGACCAAAGCTGACTTGATCAATAACCTTGG
CCAAGGTTATTGATCAAGTCAGCTTTGGTCATGCCAAT
GAAGAAACATTCTCAGTTTATTGGATATCCCATCACCC
GGGTGATGGGATATCCAATAAACTGAGAATGTTTCTTC
GAAGAAGCATTCTCAGTTTATTGGATATCCCATTACTCTT
AAGAGTAATGGGATATCCAATAAACTGAGAATGCTTCTTC
GTACATCGATCAAGAAGAGCTCAACAAGACCAAGCCTATTTGG
CCAAATAGGCTTGGTCTTGTTGAGCTCTTCTTGATCGATGTAC
GAAATACATTGATCAGGAAGAACTAAACAAAACAAAGCCCATCTGG
CCAGATGGGCTTTGTTTTGTTTAGTTCTTCCTGATCAATGTATTTC
CTGTGAGGAGCTAATCCCTGAGTATCTCAATTTTATCCGTGGTG
CACCACGGATAAAATTGAGATACTCAGGGATTAGCTCCTCACAG
GGACAGCTGTGATGAGTTGATACCTGAATATCTGAACTTCATTAGAGGGGT
ACCCCTCTAATGAAGTTCAGATATTCAGGTATCAACTCATCACAGCTGTCC
GGCCTGGAACTTCCAGAGGATGAGGAGGAGAAGAAG
CTTCTTCTCCTCCTCATCCTCTGGAAGTTCCAGGCC
GGTCTCAGTTACCAAGGAGGGTCTGGAACTTCCAGAGGATGAAGAAG
CTTCTTCATCCTCTGGAAGTTCCAGACCCTCCTTGGTAACTGAGACC
CAGAGTATGTTTCTCGCATGAAGGAGAACCAGAAACA
TGTTTCTGGTTCTCCTTCATGCGAGAAACATACTCTG
CAAGGACTACTGCACCAGAATGAAGGAGACACAGAAGTC
GACTTCTGTGTCTCCTTCATTCTGGTGCAGTAGTCCTTG
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Tabela 3. Sekwencje starterow wykorzystanych do wprowadzenia mutacji do genow HSP90.

Starter

Sekwencja (5°—3”)

BM621A F

BM621A R

aAG29M F

aAG29M R

B T479N;S482H F
BT479N;S482H R

3 R506H;F508L;T5141 F

3 R506H;F508L;T5141 R

CCATGGGCTATATGGCGGCCAAAAAGCACC
GGTGCTTTTTGGCCGCCATATAGCCCATGG
CTCAACAATGGGTTACATGATG

CATCATGTAACCCATTGTTGAG
TCTCGCATGAAGGAGAATCAGAAGCACATCTATTACATCACTG
CAGTGATGTAATAGATGTGCTTCTGATTCTCCTTCATGCGAGA
GCGAGTGCGGAAACATGGCTTAGAGGTGGTATATATGATCGAGCCC
ATTGACGAG
CTCGTCAATGGGCTCGATCATATATACCACCTCTAAGCCATGTTTCC
GCACTCGC

Gotowy gen kodujacy hybrydowe Hsp90 wklonowano do wektora wykorzystujac

polimeraze z faga T4 [96]. Do ekspresji w uktadzie drozdzowym geny wklonowano do

plazmidu p423TDH3, ktory posiada silny konstytutywny promotor genu dehydrogenazy

aldehydu 3-fosfoglicerynowego i marker selekcyjny HIS3. Do ekspresji w liniach

komorkowych geny HSP90 wklonowano do plazmidu pcDNA3.1(+) z promotorem

wirusa CMV, plazmid ten dodatkowo posiadat geny opornosci na antybiotyki: ampicyling

oraz genetycyne (G418). Geny kodujace cIAP-1 oraz hERG umieszczono w plazmidzie

pcDNA3-hygro z promotorem CMV, plazmid ten dodatkowo posiadat geny opornosci na

ampicyling oraz hygromycyng.
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[¢—N-domain—Pll¢——M-domain——dll¢—=C-domain—>|
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Ryc. 6. Schemat przedstawiajgcy budowe ludzkich Hsp90 7 zaznaczonym podziatem na domeny N,

M i C, hybrydowych genéw Hsp90 (H3 do H17) oraz mutantéw Hsp90 (H18 do H20),
ktore po wklonowaniu do wektora uzywano W niniejszej pracy. Fragmenty pochodzgce
Z Hsp90a. zaznaczono kolorem szarym a fragmenty z Hsp90p kolorem biatym. Liczby

oznaczajq pozycje reszt aminokwasowych.

Plazmid kodujacy hERG udostepnit dr Alvin Shrier z Zaktadu Fizjologii
Uniwersytetu McGill w Kanadzie. Plazmidy zawierajace geny: CIAP-1-MYC oraz
CIAP-2-MYC, AHAL-FLAG, oraz geny izoform i hybryd Hsp90 przeznaczone do

ekspresji w drozdzach zostaty skonstruowane przez dr hab. Pawta Bieganowskiego. Opis
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konstrukcji plazmidow niosacych geny: HSP90a oraz HSP90p - oba bez mutacji
opornos$ci na inhibitor, HSP90o z mutacja i bez metki FLAG opublikowano przez

Zurawska A. i wsp. [95].

3.2. Eksperymenty z uzyciem drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

Uzywany szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae - SEY6211 (MATa leu2-
3,112 ; his3- A200; trp1- A901; ura3-52; ade2-101; suc2- A9) miat usunigte wlasne geny
Hsp90 (nazywane HSP82 i HSC82), ktore zastapiono genami oporno$ci na neomycyne,
dlatego za aktywnos¢ opiekunczg niezbedng dla przezycia komoérek odpowiadat plazmid
z ludzkim HSP90a i markerem URA3 (gen warunkujacy zdolno$¢ do wzrostu na podtozu
bez uracylu) [95]. Plazmid ten byt nast¢pnie zastepowany przez plazmidy pRS423
(marker HIS3 i miejsce inicjacji replikacji 2p) lub pRS414 (marker TRP1 i miejsce
inicjacji replikacji ARS ang. autonomously replicating sequence) zawierajace hybrydowe
lub zmutowane geny HSP90 pod kontrolg promotora TDH3.

Komorki szczepu drozdzy bedace w fazie logarytmicznego wzrostu
transformowano opisanymi powyzej plazmidami wykorzystujac metode z uzyciem
mieszaniny: nosnikowego DNA, chlorku litu i PEG3000 [97]. Po transformacji drozdze
selekcjonowano na podtozu bez histydyny lub bez tryptofanu i hodowano w 30°C,
nastepnie selekcjonowano na podtozu z 0,1% kwasem 5-fluoroortowym. Drozdze, ktore
pozostaty tworzac kolonie na podtozu z kwasem 5-fluoroortowym utracity plazmid
z markerem URA3 i genem Hsp90a a jedynym zrodtem aktywnosci Hsp90 byty
wprowadzone geny na plazmidzie z markerem selekcyjnym HIS3 lub TRP1 (geny
warunkujgce zdolno$¢ do wzrostu odpowiednio na podtozu: bez histydyny lub bez
tryptofanu) w efekcie otrzymano szereg szczep6éw drozdzy réznigcych sig tylko
produkowang formg Hsp90 (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Schemat zamiany plazmidow W komorkach drozdzy.

3.2.1. Drozdze z ekspresja ludzkiego bialka Ahal

Szczepy drozdzy z delecja genow: HSC82 i HSP82, u ktorych aktywne byty
jedynie ludzkie Hsp90 a lub B stransformowano plazmidami kodujacymi ludzkie biatko
Ahal, badz pustym wektorem. Obydwa wprowadzone plazmidy posiadaty marker
selekcyjny LEU2 (gen warunkujacy zdolno$¢ do wzrostu na podtozu bez leucyny). Po

transformacji drozdze selekcjonowano na podtozu bez leucyny w 30°C.

3.2.2. Drozdze z delecja genow HCH1 i AHAL
Szczepy drozdzy z delecja gendéw AHAL lub HCH1 skonstruowat dr hab. Pawet
Bieganowski [98].

3.2.3. Metody pomiaru wzrostu drozdzy

3.2.3.1. Plytkowy test rozcienczen
W celu oceny szybkosci wzrostu drozdzy na powierzchni¢ pozywki zestalonej
agarem nakrapiano seri¢ rozcienczen poszczeg6dlnych szczepow bedacych w fazie

logarytmicznego wzrostu i hodowano w 30°C lub 37°C.

3.2.3.2. Hodowla z wytrzasaniem

Komorkami drozdzy bedacymi w fazie logarytmicznego wzrostu zaszczepiano
podtoze ptynne YPD (ang. Yeast Peptone Dextrose, wzbogacone o adening i uracyl
w stezeniu 100 mg/1), osiggajac gestosé hodowli ODgpe=0,1. Drozdze hodowano w 30°C,

dokonujac spektrofotometrycznego pomiaru zmetnienia hodowli przy dtugosci fali
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A=600. Czas podziatu (ang. Doubling time) obliczano na podstawie modelu Gompertz-a

W(Q. ponizszego wzoru:

At

12 =
AN
log,(—+1)
N 0
gdzie: At-oznacza czas pomi¢dzy pomiarami
No — poczatkowa liczbg komorek

AN- r6znica migdzy zmierzong liczbg komorek a No, po uptywie czasu At

3.2.3.3. Hodowla plytkowa z wytrzasaniem

Drozdze bedace w fazie logarytmicznego wzrostu posiano na podtoze ptynne YPD
(wzbogacone o adenine i uracyl w stezeniu 100 mg/1) i hodowano w 30°C
z wytrzasaniem. Pomiaru zmetnienia hodowli dokonywano przy pomocy czytnika
mikroptytek Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab Ltd). Obliczenia czasu podwojenia
dokonywano w oparciu o krzywa wzrostu przy pomocy programu Doubling Time Online

Calculator (http://www.doubling-time.com/compute.php).

3.3. Hodowle komorkowe

Lini¢ komorkowa ludzkich embrionalnych komorek nerki HEK-293 hodowano
w pozywce IMDM (ang. Iscove's Modified Dulbecco's Medium) z dodatkiem 10%
surowicy FBS (ang. Fetal bovine serum) (Cytogen) oraz 1% zestawem antybiotykow
penicylina-streptomycyna (Cytogen). Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C

i atmosferze 5% CO.,.

3.3.1. Transfekcja ludzkich komérek HEK-293

Komérki HEK-293 transfekowano z uzyciem zestawow Lipofectamine LTX (Life
Technologies), GeneCellin (BioCellChallenge) lub K2 (Biointex) wedlug instrukc;ji
producenta. Po transfekcji plazmidami zawierajacymi sekwencje izoform lub hybryd
Hsp90 z mutacjami warunkujacymi oporno$¢ na inhibitor dalszg hodowlg prowadzono
w medium z dodatkiem 1uM 17-AAG. W ten sposob selekcjonowano komorki, ktore
utrzymaly ekspresje wprowadzonych genow HSP90 a tym samym nabyty opornos¢ na ten
zwigzek.
Komorki HEK-293 transfekowane dzikim typem izoform Hsp90 hodowano w medium

bez 17-AAG i lizowano po 48 godzinach.
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Po transfekcji plazmidami kodujagcym biatka clAP-1-MYC, clAP-2-MYC, hERG,
Ahal-FLAG komorki hodowano w medium z dodatkiem 17-AAG przez okres 24 lub 48

godzin i lizowano.

3.3.2. Ocena wplywu Hsp90 na zawarto$¢ bialek substratowych w komoérkach
HEK-293

Po 24 godzinach od transfekcji plazmidami zawierajacymi geny CIAP-1 lub
CIAP-2 komorki lizowano w buforze o sktadzie identycznym z buforem do
immunoprecypitacji. Lizaty zawieszano w buforze Laemmliego (4% SDS, 10% glicerol,
60 mM Tris pH 6,8 , 0,1% blekit bromofenolowy) z dodatkiem B-merkaptoetanolu,
nastepnie gotowano w 95°C przez 5 min.
Komorki po transfekcji plazmidem kodujacym hERG lizowano w buforze RIPA (ang.
Radioimmunoprecipitation assay buffer) (150 mM NacCl, 1,0% Triton X-100, 0,5%
dezoksycholan sodu, 0,1% SDS, 50 mM Tris, pH 8,0), zawieszano w buforze
Laemmliego z dodatkiem B-merkaptoetanolu i gotowano w 70°C przez 10 min.
Biatko w lizatach oznaczano z uzyciem Pierce BCA Protein Assay Kit 23225, zgodnie

Z instrukcja producenta.

3.3.3. Stabilnos¢ heterodimerow

Komorki z ekspresja Hsp90p po selekcji na opornos¢ na 17-AAG, hodowano
w czystym medium bez dodatkowych czynnikow selekcyjnych oraz w mediach
wzbogaconych o: 1 uM 17-AAG lub 0,8 png/ml G418. Po 48 godzinach przeprowadzano

immunoprecypitacje.

3.3.4. Immunoprecypitacja

Do immunoprecypitacji (IP, ang. Immunoprecipitation) uzywano komorki po
selekcji na opornos¢ na 17-AAG, ekspresjonujace: Hsp90a, Hsp90p lub formy
hybrydowe Hsp90. Do izolacji immunokomplekséw uzywano kulek agarozowych ze
zwigzanym kowalencyjnie przeciwciatem wigzacym metke FLAG (ANTI-FLAG M2
Affinity Gel, Sigma), poniewaz ekspresjonowane biatka posiadaty dodang metke FLAG
na koncu aminowym.

Komorki lizowano w buforze o sktadzie: 25 mM Tris pH 7,6, 1 mM ATP, 0,5%
Triton X-100 (lub 0,5% Tween-20). Frakcje nierozpuszczalng oddzielano przez
wirowanie przy 13 400 x g w czasie 15 min. w 4 °C. Supernatant podzielono na dwie
czesci. Pierwsza cze$é gotowano w 95°C przez 5 min. w obecnosci buforu Laemmliego

Z B-merkaptoetanolem. Drugg cze$¢ supernatantu inkubowano w 4°C z mieszaniem przez
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2 godziny z kulkami agarozowymi optaszczonymi przeciwcialami. Niezwigzane biatka
odptukiwano 20mM Tris pH 7,6 0 temp 4°C. Zwiazane bialka eluowano przez dodanie
1% SDS-u lub 2 krotnie stezonego buforu Laemmliego bez f-merkaptoetanolu.

Sktad kompleksow Hsp90 i zwigzanych z nim biatek wyizolowanych w trakcie IP

byt dalej analizowany za pomoca techniki Western blot.

3.3.5. Immunodetekcja
Lizaty badz eluaty IP rozdzielano w warunkach denaturujacych na niecigglym

4%/10% (4%/8% w przypadku hERG) zelu poliakrylamidowym, nast¢pnie przy pomocy
elektrotransferu probki przenoszono na btong nitrocelulozows. Nitroceluloze
Z rozdzielonymi biatkami blokowano w buforze PBS zawierajacym 5% odttuszczone
mleko i inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzedowymi.
Uzywano nastepujacych przeciwcial pierwszorzedowych:

e FLAG (Sigma-Aldrich, F3165)

e Ahal (Abcam, ab56721)

e (Cdc37 (Abcam, ab109419)

e p23 (Abcam, ab92503)

e Aktyna (MP Biomedicals, 691001)

e Myc-Tag (Cell Signaling, 71D10)

e hKy11.1(HERG) (Alomone labs,APC-062)

e Hsp90p (Abcam, ab119833)

e Hsp70 (Santa Cruz, sc-32239)

e Hsp90 (Santa Cruz, sc-7947)
Po inkubacji usuwano niezwigzane przeciwciata przy pomocy PBS a zwigzane
przeciwciata pierwszorzedowe wykrywano odpowiednimi przeciwciatami
drugorzedowymi sprz¢zonymi z peroksydaza chrzanowg. Detekcje przeprowadzano
metodg chemiluminescencyjng przy uzyciu roztworu zawierajgcego 100 mM Tris pH 8,7,
250 mM luminol, 90 mM kwas kumarynowy. Wizualizacj¢ wyniku przeprowadzano

Z wykorzystaniem btony $wiattoczute;.

3.3.6. Pomiar wzrostu komérek ludzkich HEK-293

Po selekcji na 17-AAG komorki posiano na ptytke 96 dotkowa, po 2-10° komorek
na dotek. Pomiaru zywotnosci komérek dokonywano przy pomocy Cell Counting Kit — 8
(Sigma) wedtug instrukcji producenta, z inkubacjg 3 godzinng i pomiarem absorbancji

przy dtugosci fali A=450 nm przy wykorzystaniu czytnika mikroptytek (Epoch, BioTek).
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Na podstawie ilosci zywych komorek ze stabilng ekspresja hybryd Hsp90 mierzonej co
24 godziny, obliczono czas podziatu (ang. Doubling time). Komorki kontrolne (bez

ekspresji wprowadzanych genow izoform, badz hybryd HSP90) hodowano w medium bez

17-AAG.

3.3.7. Pomiar wzrostu komorek ludzkich w zaleznosci od stezenia inhibitora -
17-AAG

Po selekcji na 17-AAG komorki posiano po 10° komorek na dotek i dodano
wybrane stezenia 17-AAG. Krzywa przezywalnosci sporzgdzono na podstawie liczby
zywych komorek do 96 godz. inkubacji z inhibitorem. Komorki kontrolne (bez ekspresji
wprowadzanych genoéw izoform badz hybryd HSP90) hodowano w medium

zawierajagcym 17-AAG.

3.4. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie z odchyleniem standardowym.
Istotnos$¢ statystyczng obliczano W oparciu o test Dunnett’a, poprzedzony
jednoczynnikowa analizg wariancji (ANOVA). Gdzie zaznaczono stosowano test t dla

obserwacji niesparowanych. Wynik uznawano za istotny statystycznie, gdy p < 0,05.
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4. Wyniki

W przeprowadzonych badaniach poszukiwano r6znic w funkcjonowaniu izoform
Hsp90 a i B oraz ich w oddziatywaniu z wybranymi biatkami pomocniczymi i klientami.
W pierwszej czesci badan sprawdzono dziatanie izoform Hsp90 a i 3 oraz
skonstruowanych form hybrydowych, w ktorych fragmenty sekwencji aminokwasowej
zostaly wymienione mi¢dzy izoformami. W eksperymentach przeprowadzonych
Z wykorzystaniem drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz komérek HEK-293, zbadano
wzrost komorek oraz z linii komorkowych stabilnie ekspresjonujacych wprowadzone
formy Hsp90 oraz izolowano biatka oddziatujace z Hsp90.

W czesci drugiej oceniono ekspresje wybranych biatek substratowych takich jak:
clAP-1, clAP-2, hERG w komorkach produkujacych formy hybrydowe Hsp90.

4.1. Wplyw wymiany domen izoform Hsp90 na wzrost produkujacych je
komorek oraz wigzanie bialek pomocniczych

Wektory niosgce geny ludzkich cytoplazmatycznych izoform Hsp90 zostaty
wprowadzone do drozdzy, ktorych wtasne Hsp90 byly nieaktywne (delecja genow:
HSP82 i HSC82). Sekwencja aminokwasowa ludzkich cytoplazmatycznych izoform
Hsp90 a i B charakteryzuje si¢ wysokim podobienstwem siggajacym 85%. W jej zakresie
istniejg obszary o mniejszym podobienstwie migdzy izoformami. Nalezg do nich pierwsze
100 aminokwasow od konca aminowego oraz fragment nazywany ,,charged linker”
obejmujacy aminokwasy 220-278 w Hsp90a i aminokwasy 215-270 w Hsp90p.

Sprawdzano, czy szybko$¢ wzrostu drozdzy zalezy od ekspresji izoform lub
hybryd Hsp90 z wymienionymi odcinkami aminokwasowymi ,,charged linkera” (hybrydy
H9 i H10) oraz pierwszych stu aminokwasow (H13, H14). Komoérki drozdzy po
transformacji i selekcji posiano w serii rozcienczen na podtoze state i hodowano w 30°C.
Drozdze po transformacji zachowaty zywotno$¢ bez wzgledu na typ ludzkiego Hsp90,
ktoérym byty transformowane, ale tempo ich wzrostu byto rézne. Drozdze z ekspresja
Hsp90a rosty wolniej niz drozdze z ekspresjg Hsp90p. Nie zaobserwowano rdznic
w porownaniu do komorek kontrolnych z ekspresjg izoformy a dla hybryd H10 i H13 lub
komorek kontrolnych z ekspresja p Hsp90 dla hybryd H9 i H14 (Ryc. 8). Mozna przyjac,
ze r6znice W sekwencji wymienianych fragmentéw nie maja istotnego wptywu na
aktywnosc¢ ludzkich Hsp90.
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Ryc. 8. Poréwnanie wzrostu drozdzy z ekspresjq ludzkich izoform i form hybrydowych Hsp90.

Czterokrotne rozcienczenia wyjsciowej hodowli nakrapiano na podfoze YPD i hodowano

w temperaturze 30°C.

Wymieniono dluzsze fragmenty sekwencji izoform Hsp90 obejmujace cate
domeny. W hodowli prowadzonej w temperaturze 30°C drozdze z ekspresja Hsp90a rosty
wolniej niz drozdze z ekspresja Hsp90p, podobnie jak w powyzszym eksperymencie.
Wolnym wzrostem cechowaty si¢ rowniez wszystkie szczepy drozdzy, ktorych
hybrydowe Hsp90 posiadaty w swej strukturze fragment pochodzacy ze srodkowe;j
domeny izoformy Hsp90a (Ryc. 9). W 37°C wzrost wolno rosngcych szczepoéw zostat
zahamowany. Poréwnanie wzrostu drozdzy z ekspresja hybryd: H11, H12, H15 i H16
wykazato, ze za fenotyp wolnego wzrostu odpowiada potowa domeny $rodkowej

potozona blizej konca karboksylowego Hsp90.

Ryc. 9. Poréwnanie wzrostu drozdzy z ekspresjq ludzkich izoform i form hybrydowych Hsp90.
Rozcienczenia wyjsciowej hodowli drozdzy nakrapiano na podtoze i hodowano na podfozu
YPD, w temperaturze 30°C (po lewej) oraz 37°C (po prawej).
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Sprawdzano, czy na fenotyp wzrostu drozdzy wptywa rodzaj miejsca inicjacji
replikacji (ORI, ang. origin of replication) w plazmidzie a tym samym ilo$¢ kopii
plazmidu w komorce. W drozdzach mogg funkcjonowa¢ dwa typy wektorow. Pierwszy to
wektory replikatywne YR (ang. Yeasts Replicative) posiadajace sekwencj¢ ARS (ang.
autonomously replicating sequence) bedaca sekwencja inicjacji replikacji z chromosomu
drozdzy. Wektory te charakteryzuje ekspresja biatka heterologicznego na poziomie
bliskim biatkom natywnym. Drugi typ to wektory episomalne YE (ang. Yeasts Episomal)
nazywane 2u | posiadajgce sekwencje inicjacji replikacji pochodzaca z wystepujacego
naturalnie u drozdzy plazmidu 2. Wektory te charakteryzuje wysoka ekspresja biatka
heterologicznego skutkujaca jego duzg iloScig w komorce.

Przeklonowano geny izoform Hsp90 do nowego plazmidu z markerem
selekcyjnym TRP1. Plazmid ten posiadat chromosomalng sekwencje centromerowg ARS
(zastosowane poprzednio wektory z markerem HIS3 byly wektorami episomalnymi).
Komorki drozdzy po transformacji wektorem replikatywnym i selekcji, posiano na
podtoze state (YPD) i obserwowano wzrost kolonii. Zamiana typu wektora, nie wptyneta
na zmiang fenotypu wzrostu drozdzy z ekspresja ludzkich izoform Hsp90. Podobnie jak
poprzednio drozdze z ekspresja ludzkiej izoformy o charakteryzowat wolniejszy wzrost
w porownaniu do drozdzy z ekspresja ludzkiej izoformy p (Ryc. 10). Obserwacja ta

pozwala wykluczy¢ wptyw typu zastosowanego wektora na otrzymane wyniki.

Ryc. 10. Poréwnanie wzrostu drozdzy transformowanych plazmidami centromerowymi Z genami
HSP90 o i . Czterokrotne rozciericzenia wyjsciowej hodowli nakrapiano na podioze
YPD i hodowano w temperaturze 30°C.

Duza ilo$¢ i wysoka stabilno$¢ Hsp90 w komorce sprawia, ze zastosowanie do
badan nad Hsp90 standardowych metod wyciszania ekspresji biatek, takich jak siRNA
lub antysensowne oligonukleotydy, jest trudne. Ponadto, duze podobienstwo Hsp90a
i Hsp90B dodatkowo utrudnia znalezienie sekwencji efektywnie eliminujgcych tylko
jedng izoforme¢. W przedstawionych ponizej badaniach wybrano alternatywna metodg,
polegajaca na wykorzystaniu zmutowanych biatek Hsp90 opornych na inhibitor

aktywnosci ATPazowej Hsp90 - 17-AAG. Uzycie inhibitora pozwala na zahamowanie
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aktywnosci endogennych Hsp90, przy jednoczesnym utrzymaniu aktywnos$ci
wprowadzonych izoform lub form hybrydowych Hsp90. Takie dziatanie umozliwia
obserwacje wynikow aktywnosci tylko jednej z izoform Hsp90 lub aktywnosci jedynie
wprowadzonych form hybrydowych Hsp90. Mutacja warunkujgca oporno$¢ dotyczyta
substytucji aminokwasow 1128T w przypadku izoformy o oraz odpowiednio 1123T dla
izoformy . Mutacje te zostaly wczesniej opisane i scharakteryzowane [95].

Plazmidy zawierajgce geny kodujgce oporne na inhibitor Hsp90 wprowadzono do
komorek linii HEK-293. Po transfekcji komorki selekcjonowano w medium
zawierajagcym 17-AAG w stezeniu 1 uM, czterokrotnie przekraczajacym stezenie
powodujace $mier¢ komorek tej linii. Dalsza hodowla komorek (po selekcji) rowniez
przebiegala w obecnosci inhibitora, pozwalajac na podtrzymywanie ekspresji
wprowadzonych genéw HSP9O0.

W przypadku wszystkich badanych hybryd Hsp90, udato si¢ otrzymac¢ linie komérkowe
stabilnie rosngce W obecnosci inhibitora Hsp90 (17-AAG). Krzywa przezywalnoS$ci
komorek HEK-293 w rdznych stezeniach 17-AAG pokazuje, ze po 24 godzinach
inkubacji ze inhibitorem stezenie 0,25 uM 17-AAG powoduje obumieranie

nietransfekowanych komérek (Ryc. 11).

1.5
- HEK-293
€ 1.0-
o
Ln
<
4
= 0.5+
—3— —3
0-0 1 L] L] T
0 2 4 6 8

stezenie 17-AAG [uM|
Ryc. 11. Krzywa przezywalnosci komorek HEK-293 dzikiego typu — nietransformowanych
dodatkowo zZadnym plazmidem, po 24 godzinach inkubacji w wybranych stezeniach

17-AAG. Punkty stanowiq srednig = S.D. z 3 powtorzen.

Aby sprawdzi¢, czy stosowane w selekcji komorek stezenie inhibitora nie daje
zbyt niskiej lub zbyt wysokiej presji selekcyjnej, wyznaczono krzywa przezywalnosci
w przedziale stezen od 0 do 8 uM 17-AAG (Ryc. 12). Hodowla w 1uM 17-AAG,
utrzymywata stabilng ekspresje biatek bez istotnego spadku proliferacji komorek. Przy
wyzszych stezeniach inhibitora efekt zahamowania wzrostu jest lepiej widoczny.

36



Wyniki

- B
- o
H3
H4
H5
H6
Ho
H10
H7
H8
K

Ryc. 12. Krzywa przezywalnosci komorek HEK-293 transfekowanych izoformami i hybrydami

Abs. 450 nm

f ettt

stezenie 17-AAG [uM]

Hsp90, po 96 godzinach inkubacji w wybranych stezeniach 17-AAG. Oznaczenia o.1
odpowiadajq linii komorkowej 7 ekspresjg odpowiednio Hsp90o. lub Hsp90p. Linie
Z ekspresjq hybryd oznaczono symbolami od H3 do HI10. K oznacza komorki

nietransfekowane. Punkty stanowiq sredniq + S.D. 7 4 powtorzen.

Sprawdzano czy wyselekcjonowane komorki HEK-293 ze stabilng ekspresja
wprowadzonych izoform i hybryd Hsp90 bedzie r6znito tempo wzrostu, podobnie jak
miato to miejsce U drozdzy, dlatego wyznaczono odpowiadajace im czasy podziatu.
Pomiar ilo$ci zywych komoérek dokonywano w oparciu o kolorymetryczny test CCK-8
I 0znaczano w odstepach 24 godzin. Tempo proliferacji nie réznito si¢ znacznie migdzy
komorkami, w ktorych aktywne byty rozne formy Hsp90. Obserwowano tendencje do
wolniejszych podzialow komorek z ekspresja izoformy o W porownaniu do komorek
z ekspresjg izoformy B, jednak roznice te byty nieistotne statystycznie (Ryc. 13). Nie
zaobserwowano takze istotnos$ci statystycznej migdzy czasem podziatu dla komorek
z ekspresja hybryd Hsp90 a komorek kontrolnych w ktorych funkcjonowaty endogenne
Hsp90.

Woprowadzone formy Hsp90 pozostawaty aktywne, skoro komorki z ich ekspresja
zachowaty zywotnos¢ i zdolno$¢ do proliferacji porownywalng z komorkami
nietransfekowanymi. Powyzsze obserwacje dowodza, ze do prawidlowego
funkcjonowania komoérek HEK-293 wystarcza aktywnos$¢ jednej izoformy, badz hybrydy
Hsp90.
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Ryc. 13. Czas podziatu dla komorek linii HEK-293 transfekowanych izoformami oraz hybrydami

Hsp90 oznaczonymi od H3 do H10. K oznacza komdérki nietransfekowane. Wyniki

zaprezentowano jako sredniq + S.D. 7 4 powtérzen, W kontroli z 3 powtorzen.

W dalszej kolejnosci w komorkach o stabilnej ekspres;ji izoform lub hybryd
Hsp90, sprawdzano poziom ekspresji biatek pomocniczych takich jak: p23, Ahal, Cdc37.
Geny kodujace izoformy lub hybrydy Hsp90 oprocz mutacji warunkujacej oporno$é na
inhibitor posiadaty dodatkowa sekwencj¢ kodujacg krotki peptydowy znacznik (tag)
FLAG dotaczony w przypadku kazdej z form Hsp90 do konca aminowego. Ten
dodatkowy fragment umozliwiat izolacj¢ form Hsp90 powstatych na drodze ekspresji
wprowadzonych genow oraz umozliwiat ich prawidtowa immunodetekcje.

Zdecydowano si¢ na opisane powyzej rozwigzanie, poniewaz dostepne przeciwciala
rozpoznajace Hsp90 nie rozrézniajg zadowalajgco izoform a i B, zwykle silniej wiazg si¢
z Hsp90B. Probe kontrolng w przeprowadzonym eksperymencie stanowity komorki
HEK-293 bez ekspresji opornych na inhibitor, tagowanych biatek Hsp90.

Analiza kompleksow biatek oddziatujacych z nadekspresjowanymi Hsp90
pokazata, ze izoform¢ Hsp90a z mutacja warunkujacg opornosé na 17-AAG
charakteryzowato zwigkszone powinowactwo do Ahal w poréwnaniu do izoformy
Hsp90p z tag samg mutacja (Ryc. 14). Analiza hybryd Hsp90, w ktoérych poszczegolne
domeny Hsp90a zostalty wymienione na odpowiadajace im domeny Hsp90p wykazata, ze
obecnos$¢ w sekwencji badanego Hsp90 domeny M pochodzacej z izoformy a wigze si¢
z silniejszym oddziatywaniem z Ahal. Identyczng zalezno$¢ zaobserwowano dla biatka
pomocniczego p23, ktore oddzialywato silniej z biatkami hybrydowymi zawierajacymi
srodkowg domene izoformy Hsp90a. Sprawdzano takze interakcje dla biatka
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pomocniczego Cdc37, dla ktorego nie zaobserwowano preferencji oddzialywania wobec
zadnej z izoform, lub form hybrydowych.

Lizaty B OO H3 H4 H6 H5 H7 H8 H9 H10 Kontrola

FLAG _ " . - e S y 90 kDa
Ahal | W - - 38 kDa

Cdc37 |t W S B B L - -- - 44 kDa

AKtyna |ewe D 0 S G S o e = (B8 20 (Da
p23 23 kDa
Ip

Cdc37 = SNE e o= — e NGl "™ ee - 44 kDa

e e e e s

Ryc. 14. Analiza Western blot lizatéw oraz immunoprecypitatow (IP) z komérek transfekowanych

p23

Hsp90o, Hsp90p i hybrydowymi Hsp90 (H3-H10). Immunoprecypitacje przeprowadzono
Z wykorzystaniem przeciwciata wigzqcego metke FLAG, dodang do konca aminowego
ekspresjonowanych biatek. Kontrole stanowity komaorki nietransfekowane. Wyniki
pokazujq ilos¢ wskazanych biatek w nieoczyszczonych lizatach przed IP (gérny panel)

oraz w kompleksach po IP (dolny panel). Aktyna obrazuje ilos¢ biatka natozong na zel.

Informacje literaturowe sugerowaty, ze zwigkszone oddziatywanie biatka Ahal z
Hsp90, moze wynika¢ z obecno$ci mutacji warunkujacej opornos¢ na inhibitor 17-AAG
[95]. Porownano wigzanie biatek pomocniczych Ahal i p23 do obu izoform Hsp90,

w komoérkach HEK-293 poddanych przejsciowej transfekeji dzikimi allelami Hsp90 o i B
(bez mutacji opornosci na inhibitor) z dodang metka FLAG. Wyniki immunoprecypitacji
z uzyciem przeciwciata specyficznego dla peptydu FLAG $wiadczg, ze biatka Ahal i p23
tworza bardziej stabilny kompleks z Hsp90a niz z Hsp90p (Ryc. 15), przy czym rdznica
ta jest lepiej widoczna dla biatka Ahal. Dowodzi to, Ze silniejsze oddziatywanie obydwu

biatek z Hsp90a nie jest uwarunkowane mutacjag w domenie N Hsp90.
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Lizaty B 0L Kontrola Lizagy B 0L Kontrola

FLAG . s0kpa  FLAG i [T o0 kpa
Ahal - - 38kDa  p23 - . 23 kDa
Aktyna - - 42 kDa Aktyna- . 42 kDa

IP IP
FLAG e st 90 kDa  FLAG WS 90 kDa

Ahal 38 kDa p23 - . 23 kDa

Ryc. 15. Analiza Western blot lizatéw oraz immunoprecypitatow (IP) z komérek transfekowanych

plazmidami FLAG-Hsp90o. i FLAG-Hsp90p, bez mutacji warunkujgcej opornosé na
inhibitor. Kontrole stanowity komérki nietransfekowane. Wyniki pokazujq ilosé¢
wskazanych biatek W lizatach przed IP (gorny panel), oraz W oczyszczonych kompleksach
po IP (dolny panel). Zaprezentowano wyniki dwoch eksperymentow przebiegajgce w tych
samych warunkach. Panel A prezentuje ilos¢ oczyszczonego biatka Ahal, panel B ilos¢

0Czyszczonego biatka p23. Aktyna obrazuje ilos¢ biatka natozong na zZel.

4.2. Potrojny kompleks bialek Hsp90/Ahal/p23

Obserwacja zwigkszonego wigzania p23 do Hsp90a lub do form hybrydowych
zawierajacych fragment srodkowej domeny izoformy o powtorzyla si¢ zarowno dla
Hsp90a posiadajgcego mutacje opornosci na inhibitor i dla natywnej wersji biatka
(Ryc. 14, Ryc. 15). Opierajac si¢ na powyzszych wynikach sprawdzono, czy wspomniane
biatka moga wspottworzy¢ potrojny kompleks ztozony z p23, Ahal oraz Hsp90.
Przeprowadzono izolacje biatek: Hsp90a lub Ahal z komorek ekspresjonujacych dwie
wersje Hsp90a: z dodanym FLAG lub bez FLAG-a. Komorki z ekspresja Hsp90a
pozbawionego metki peptydowe;j transfekowano dodatkowo plazmidem kodujacym
Ahal-FLAG. Oba typy Hsp90a produkowanego przez komorki zawieraty mutacje
opornos$ci na inhibitor, dlatego hodowle prowadzono w medium zawierajacym 17-AAG.
Wspomniane biatka oczyszczano wykorzystujac przeciwciata anty-FLAG skierowane
przeciw:

- Ahal z metkg FLAG (Ryc. 16, Kolumna 1).
- Hsp90a z metkg FLAG (Ryc. 16, Kolumna 2).
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Identyczny eksperyment przeprowadzono na komodrkach kontrolnych (nadekspresja
Hsp90a opornego na inhibitor, bez FLAG-a), dodatkowo transfekowanych pustym
wektorem (Ryc. 16, Kolumna 3).

Lizaty 1 Kontrola

HspOO | . ! 90 kDa

wor (B [ o

p23 -' e 23 kDa

IP
HspoOo (SN 90 kDa

F
- T

p23 . ’ 23 kDa

Ryc. 16. Analiza Western blot immunoprecypitatow kompleksu biatek: Hsp90-Ahal-p23. Izolacja
immunokompleksow wykonana zostata 7 lizatow komorek 7 ekspresjg Hsp90a. (kolumny
1, 2, Kontrola) oraz dodatkowo transfekowanych plazmidem zawierajgcym Ahal-FLAG
(kolumna 1) lub pustym wektorem (Kontrola) Wyniki pokazujq ilos¢ wskazanych biatek
W lizatach przed IP (gorny panel), oraz W oczyszczonych kompleksach po IP (dolny

panel).

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw zaobserwowano, ze izolacja
Hsp90 pociggata za sobg obecnos¢ obydwu biatek wspotopiekunczych: Ahal i p23.
Obserwacja ta byta identyczna jak w eksperymencie wykonanym poprzednio (Ryc. 14).
Gdy przeciwciato skierowane byto przeciw metce peptydowej dotaczonej do Ahal
w kompleksie stwierdzono jedynie obecnos¢ Hsp90 i Ahal. Jezeli dochodzi do
powstawania potrojnego uktadu Hsp90-Ahal-p23 to jest on przejsciowy i wysoce

niestabilny.

4.3. Analiza obszaru srodkowej domeny Hsp90a.

Podziat srodkowej domeny Hsp90 i wymiana krétszych odcinkéw sekwencji
miedzy izoformami, miaty na celu skonstruowanie hybryd Hsp90 pomocnych
W precyzyjnym okresleniu rejonu preferencyjnego oddziatywania Ahal z Hsp90a.

Podobnie jak w poprzednich eksperymentach formy hybrydowe Hsp90 testowano
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w drozdzach Saccharomyces cerevisiae oraz ludzkiej linii komorkowej HEK-293.
Obserwowano wptyw ekspresji wariantow HSp90 na wzrost drozdzy na podtozu statym
(Ryc. 17) oraz w hodowli ptynnej (Ryc. 18).

Ryc. 17. Porownanie wzrostu drozdzy z ekspresjg hybrydowych Hsp90 z wymienionymi
fragmentami srodkowej domeny. Czterokrotne rozcienczenia wyjsciowej hodowli

nakrapiano na podfoze YPD i hodowano w temperaturze 30°C.

Na podstawie obserwacji wzrostu kolonii stwierdzono, ze wolniejszy wzrost
charakteryzowat drozdze ekspresjonujace hybryde H12 w poréwnaniu do pozostatych
testowanych szczepow. Wzrost tych drozdzy byt wolniejszy niz szczepu z aktywna
izoforma Hsp90a. Drozdze z ekspresja hybryd: H15 do H17 rosty szybciej niz drozdze
z ekspresjg Hsp90a. i nieco wolniej niz drozdze z ekspresjag Hsp90p. Wymiana odcinka
aminokwasowego od 220 do 380 dla Hsp90a w hybrydzie H17, podobnie jak wymiana
krotkich fragmentow w hybrydach H15 i H16, nie spowodowata tak wyraznego
spowonienia wzrostu, jak u drozdzy z ekspresjg H12 (wymiana fragmentu obejmujacego
aminokwasy 380 do 560 dla Hsp90a). Wyznaczone wartosci czasu podziatu uzupehiaty
obserwacje makroskopowe. W hodowli ptynnej najwyzsza warto$¢ czasu podziatu, a tym
samym najwolniejszy wzrost dotyczyt drozdzy z ekspresjg H12 (Ryc. 18). Réznica
miedzy czasem podziatu szczepu z ekspresja Hsp90p a szczepu z aktywnym H12 byta
istotna statystycznie. Nie zaobserwowano istotnosci statystycznej miedzy czasem
podziatu drozdzy z ekspresjg Hsp90p a hybrydami H15 do H17. Widoczny jest natomiast
trend dtuzszego czasu potrzebnego do proliferacji drozdzy z ekspresja tych hybryd,
wobec drozdzy z ekspresja Hsp90p.
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Na przyjetym poziomie istotnosci wyznaczenie czasu podziatu pozwolito na
zaobserwowanie istotnie statystycznej roznicy dla pary szczepow H15 i H16
niezaobserwowanej wczesniej w hodowli ptytkowej. Drozdze szczepu H15 zawierajgce
74 aminokwasowy odcinek pochodzacy z izoformy a charakteryzowat niewiele dtuzszy
czas podziatu W poréwnaniu do drozdzy z ekspresja hybrydy H16 posiadajacych

w sekwencji analogiczny odcinek nalezacy do izoformy f.
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Ryc. 18. Czas podziatu dla drozdzy transformowanych izoformami oraz hybrydami ludzkich biatek
Hsp90 oznaczonymi: H7, H8, H12, H15-H17. Drozdze hodowano w 30°C na podtozu
YPD. Wyniki przedstawiono, jako srednig + S.D. 7 3-12 powtorzen, *p<0,05 vs. [ (test
Dunnetta); ep=0,015 vs. H16 (test t-Studenta).

Hybrydy z fragmentami srodkowej domeny testowano réwniez w komorkach
HEK-293. Wyznaczono czas podziatu linii komorkowej HEK-293 z ekspresja
poszczegolnych hybryd (Ryc. 19). Nie zaobserwowano roznic, ktore byty by istotne
statystycznie. Wymiana odcinkow $rodkowej domeny Hsp90 1 ekspresja powstatych

hybryd Hsp90 nie wptywata na zmiang w tempie proliferacji komorek.
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Ryc. 19. Czas podziatu dla komorek linii HEK-293 transfekowanych izoformami oraz hybrydami
Hsp90 oznaczonymi: H12, H15-H17. Wyniki przedstawiono jako Srednig = S.D. 7 4

powtorzen.

Geny wariantow HSP90 wprowadzone do komérek HEK-293 posiadaty mutacje
warunkujgca opornos$¢ na inhibitor 17-AAG. Po selekcji w medium z inhibitorem,
w komorkach stabilnie ekspresjonujacych izoformy i hybrydy Hsp90 z wymienionymi
odcinkami srodkowej domeny, sprawdzano poziom ekspresji biatka Ahal. Izolacja
kompleksow biatek oddziatujacych z tymi formami Hsp90 odbywata si¢ dzigki

dotaczonemu do nich znacznikowi FLAG.

LIZATY B 0L H17 H12 H15H16 K

1P

Ryc. 20. Analiza Western blot lizatow oraz immunoprecypitatow (IP) z komorek transfekowanych
Hsp90a, Hsp90p i hybrydowymi Hsp90 (oznaczone H12, H15, H16, H17).
Immunoprecypitacje przeprowadzono z wykorzystaniem przeciwciata wigzgcego metke
FLAG dodang do korica aminowego ekspresjonowanych biatek. Kontrole (oznaczong
jako K) stanowify komaorki nietransfekowane. Wyniki pokazujq ilos¢ wskazanych biatek
W lizatach przed IP (gorny panel), oraz w oczyszczonych kompleksach po IP (dolny

panel). Aktyna obrazuje ilos¢ biatka natozong na zel.
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Zaobserwowano zblizony poziom ekspresji wprowadzonych form Hsp90 oraz
Ahal w lizatach komorkowych (Ryc. 20). Analiza wynikéw immunoprecypitacji
wykazata, ze hybrydy: H12, H17, H15 oddziatuja z Ahal ze zbliZzonym powinowactwem
poréownywalnym do oddziatywania Ahal z Hsp90a. Interakcja Ahal z hybrydg H16
w poréwnaniu do powyzszych byta nieco stabsza. Wymiana dowolnego fragmentu ze
srodkowej domeny Hsp90p na odpowiadajacy mu fragment z Hsp90o prowadzi do

zwiekszenia interakcji z biatkiem pomocniczym Ahal.

4.4. Analiza mutacji we fragmencie Srodkowej domeny Hsp90

Drozdze z ekspresjg H15 charakteryzowat spowolniony wzrost W poréwnaniu do
drozdzy z ekspresjg H16. Izolacja biatek oddziatujgcych z wprowadzonymi Hsp90
wykazata w przypadku H15 stabilne i silne oddziatywanie z Ahal. Hybryda H15
W swojej sekwencji aminokwasowej moze zawiera¢ aminokwasy istotne dla tej interakcji.
Sposrod 74 aminokwasowego fragmentu wymienionego miedzy hybrydami H15 i H16,

doktadnie 11 aminokwas6w rozni obydwie sekwencje (Ryc. 21).

480 490 500 510 520 530 540 550

O PR PR RS PR R IR P PP PR PP IR P R R
H15 | ENQKHIYYITGETKDQVANSAFVERLRKHGLEVIYMIEPIDEYCVQQLKEFEGKTLVSVTKEGLELPEDEEEKKK
H16 | ETQKSIYYITGESKEQVANSAFVERVRKRGFEVVYMTEPIDEYCVQQLKEFDGKSLVSVTKEGLELPEDEEEKKK

Ryc. 21. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej fragmentu odrézniajgcego hybrydy H15 od H16.
Liczba porzqdkowa aminokwasu oznacza numeracje wzgledem sekwencji Hsp90a. Na

zoito zaznaczono roznice W sekwencji aminokwasoweyj.

Zamieniono pi¢¢ aminokwasow roznigcych H15 i H16 w odcinku obejmujacym
aminokwasy od 478 do 552 dla Hsp90p, tworzac zmutowane wersje Hsp90. Powstate
Hsp90 charakteryzowata petna zgodnos¢ sekwencji z Hsp90P z wyjatkiem wymienionych
aminokwasow — nalezacych do izoformy a. Mutant H18 posiadat wymienione T479N
oraz S482H. Mutant H19 zawieral 3 mutacje: R506H, F508L, T5141. Mutant H20
w swojej sekwencji posiadal zamienione wszystkie 5 wspomnianych wyzej
aminokwasow.

Zmutowane Hsp90 sprawdzano w drozdzach celem okreslenia wptywu ich
aktywnosci na wzrost komoérek. Wprowadzenie mutacji w sekwencji aminokwasowej
ludziej Hsp90p, skutkowato niewielkim spowolnieniem wzrostu w poréwnaniu do

komorek z ekspresja tej izoformy bez mutacji (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Poréwnanie wzrostu drozdzy z ekspresjg ludzkich Hsp90 posiadajgcych mutacje we
fragmencie srodkowej domeny tego biatka. Czterokrotne rozciericzenia wyjsciowej

hodowli nakrapiano na podtoze YPD i hodowano w temperaturze 30°C.

Dokonano réwniez pomiaréw czasu podziatu szczepdw drozdzy z ekspresja izoform

ludzkich Hsp90, oraz zmutowanych form Hsp90p w hodowli ptynnej (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Czas podziatu dla drozdzy transformowanych izoformami oraz zmutowanymi formami
ludzkich biatek Hsp90 (H18-H20). Drozdze hodowano W 30°C, na podtozu YPD. Wyniki

przedstawiono, jako sredniq + S.D. 7 4 powtorzen, *p<0,05Vs f.

Zaohserwowano, ze wprowadzenie opisanych powyzej mutacji do izoformy 3
skutkowato istotnym wydtuzeniem czasu podziatu komoérek w poréwnaniu do czasu
podziatu drozdzy z ekspresja Hsp90p. Istotnosci statystycznej nie zaobserwowano dla
drozdzy z ekspresja H18, jednak widoczna jest tendencja wolniejszego wzrostu szczepow
H18 do H20 wzgl¢dem drozdzy z ekspresja Hsp90p. Mutacje w sekwencji Hsp90
obnizajg aktywno$¢ biatka, co skutkuje wolniejszym tempem podziatu komoérek. Na
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podstawie powyzszych danych mozna przypuszczaé, ze zmutowane biatko, zachowuje
aktywno$¢ podobng do aktywnosci Hsp90a.

Zmutowane formy Hsp90 przetestowane w drozdzach, po dodaniu mutacji
warunkujgcej opornos$¢ na inhibitor 17-AAG, sprawdzono w komarkach linii HEK-293.
Po selekcji i uzyskaniu stabilnych linii komoérkowych z ekspresja wprowadzonych Hsp90
wykonano izolacje¢ biatek oddziatujacych z Hsp90. W oczyszczonych
immunokompleksach badano obecnos¢ biatek wspotopiekunczych: Cde37, Ahal i p23

(Ryc. 24).
LIZATY [} o H19 H18 H20

FLAG

23 kDa

Ryc. 24. Analiza Western blot lizatéw oraz immunoprecypitatow (IP) z komérek transfekowanych
Hsp90a, Hsp90p i zmutowanymi formami Hsp90 (H19-H20). Immunoprecypitacje
przeprowadzono z wykorzystaniem przeciwciata wigzgcego metke FLAG dodang do
konca aminowego ekspresjonowanych biatek. Wyniki pokazujq ilos¢ wskazanych biatek
W lizatach przed IP (gérny panel), oraz W oczyszczonych kompleksach po IP (dolny

panel Aktyna obrazuje ilos¢ biatka natozong na zel.

Analiza Western blot wykazata, ze wprowadzenie mutacji do Hsp90 zwigkszato
powinowactwo do Ahal, nie dorownujac Hsp90a. Roznice W oddziatywaniu z p23,
miedzy zmutowanymi Hsp90 a Hsp90a byty bardzo subtelne. Celem doktadnego
poréwnania réznic W oddziatywaniu zmutowanych form Hsp90 z tymi biatkami

pomocniczymi nalezaloby wybra¢ bardziej doktadng metode badawczg niz Western blot.
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Obecnos¢ opisywanych mutacji we fragmencie srodkowej domeny Hsp90p nie miata
znaczenia dla oddziatywania z Cdc37.

Sekwencja hybryd H18 do H20 w wigkszosci stanowita Hsp90B. Zamiana aminokwasoéw
roéznigeych izoformy Hsp90, nie spowodowala pelnego ,,przeksztatcenia” zmutowanych
form tych biatek w izoform¢ Hsp90a. Aktywnos$¢ zmutowanych Hsp90 doprowadzita do
spowolnienia wzrostu w komérkach drozdzowych. Biatka H18-H20 charakteryzowato
réwniez stabilne oddziatywanie z Ahal, chociaz na podstawie otrzymanych sygnatéw

mozna je oceni¢ jako stabsze niz oddzialywanie Ahal z Hsp90a.

4.5. Wplyw zmian w dimeryzacji izoform Hsp90 na ich aktywnos$¢

Hsp90 dziata w komorce jako dimer. Powszechnie przyjmuje sig¢, ze izoforma o
tworzy stabilniejsze dimery w przeciwienstwie do izoformy f. Przez wprowadzanie
opisanych w literaturze mutacji do Hsp90 [12], starano si¢ odwrdci¢ wspomniang
zdolnos¢ tworzenia struktur dimerycznych. Zamiana M621A w izoformie Hsp90pB miata
na celu zwigkszenie stabilnosci dimerow tworzonych przez te izoforme. Wprowadzenie
mutacji A629M w izoformie Hsp90a miato prowadzi¢ do obnizenia jej zdolno$ci do
dimeryzaciji.

Ekspresja izoform Hsp90 w drozdzach wigzata si¢ z okreslonym fenotypem wzrostu.
Sprawdzano czy zmiana w dimeryzacji a tym samym i aktywno$ci Hsp90 bedzie
wplywata na wzrost drozdzy. Obserwacja hodowli na podtozu statym $wiadczy, ze
aktywno$¢ zmutowanych formy biatek nie zmienia szybkosci wzrostu ekspresjonujacych

je drozdzy, w poréwnaniu do drozdzy kontrolnych z ekspresja izoform Hsp90 (Ryc. 25).

B

Ryc. 25. Porownanie Wzrostu drozdzy transformowanych plazmidami kodujgcymi zmutowane
formy biatka Hsp90 Czterokrotne rozcienczenia wyjsciowej hodowli drozdzy nakrapiano

na podtoze YPD i hodowano w temperaturze 30°C.

Warianty Hsp90 posiadajace mutacje wplywajace na stabilno$¢ tworzonych przez
to biatko struktur dimerycznych badano takze w komorkach HEK-293. Sprawdzono jak

hodowla w zwigkszajacych si¢ stezeniach inhibitora bedzie wptywala na przezywalnos¢
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komorek z ekspresja hybryd o zmienionej dimeryzacji. Na podstawie otrzymanej krzywej
przezywalnosci (Ryc. 26) mozna wnioskowac, ze zmiana stabilnosci dimerow nie
wptyneta na wrazliwos¢ komorek na 17-AAG. Spadek przezywalnosci komoérek

z aktywnymi zmutowanymi izoformami pokrywat si¢ ze spadkiem przezywalnosci
komorek z ekspresja ich odpowiednikdéw, nieposiadajacych zaburzen struktur

dimerycznych.
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Ryc. 26. Krzywa przezywalnosci komorek HEK-293 transfekowanych izoformami i mutantami
Hsp90, po 96 godzinach inkubacji w wybranych stezeniach 17-AAG. Oznaczenia o i f8
odpowiadajq linii komorkowej z ekspresjg odpowiednio Hsp90o. lub Hsp90p. Oznaczenia
aA629M i fM621A odpowiadajq linii komorkowej 7 ekspresjqg zmutowanych form Hsp90
zawierajgcych mutacje zmieniajgcq stabilnos¢ dimerow. K oznacza komorki kontrolne,

ktore nie produkowaty dodatkowych biatek Hsp90. Punkty stanowiq srednig + S.D. 2 3

powtorzen.

Analiza interakcji biatek wspotopiekunczych izolowanych metoda
Immunoprecypitacji z komoérek transfekowanych izoformami i mutantami Hsp90
wykazata zblizony profil oddziatywan z biatkami pomocniczymi (Ryc. 27). Nie
stwierdzono preferencji interakcji biatka Cdc37 wobec ktorejkolwiek z izoform.
Zwickszone oddziatywanie biatek: Ahal oraz p23 dotyczyto Hsp90a, i zostato

zachowane pomimo ostabienia zdolnosci do tworzenia dimeréw przez te izoformg.
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Ryc. 27. Analiza Western blot punktowych mutantow izoform Hsp90 B | o. z mutacjg wplywajgcq

na stabilnosc¢ dimerow (oznaczonych odpowiednio fM621A4, aA629M). Powyzszy
eksperyment wykonywany byt réwnoczesnie z eksperymentem przedstawionym na
Rycinie 14, dlatego proby: Hsp90a, Hsp90p oraz kontrola pochodzi z Ryciny 14. Wyniki
pokazujq ilos¢ wskazanych biatek W lizatach przed IP (gorny panel), oraz

w oczyszczonych kompleksach po IP (dolny panel). Aktyna obrazuje ilosé biatka

natozong na zel.

Biatko substratowe clAP-1, z rodziny inhibitorow apoptozy (1AP) charakteryzuje
preferencyjna interakcja z Hsp90p niz z Hsp90a. Izoforma Hsp90p stabilizuje to biatko
zapobiegajac jego degradacji. Sprawdzano, jaki wptyw bedzie miata zmiana
w dimeryzacji izoform Hsp90 na wspomniang interakcje. Dodatkowo przetestowano
biatko clAP-2, homologiczne do clAP-1. Analiza Western blot wskazuje, ze zmniejszenie
stabilnosci form dimerycznych izoformy 3 nie wptywa na obnizong stabilizacj¢ biatek
substratowych. Biatka clAP-1 oraz clAP-2 wykazywaly wigkszg stabilno$¢ wobec
aktywnosci Hsp90p. Wprowadzenie mutacji punktowej zwickszajacej dimeryzacje nie

zmieniato tej zaleznosci (Ryc. 28).
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Ryc. 28. Analiza Western blot punktowych mutantow izoform Hsp90 S i o, posiadajgcych mutacje

Aktyna

wplywajgcq na stabilnosé dimerow (oznaczono odpowiednio fpM621A4 oraz aA629M)
Z dodatkowq nadekspresjq biatka clAP-1 (po lewej) lub clAP-2 (po prawej). Powyzszy
eksperyment wykonywany byt réwnoczesnie z eksperymentem przedstawionym na
Rycinie 34 i 35, dlatego proby: Hsp90a i Hsp90p pochodzq z Ryciny 34 i odpowiednio
Ryciny 35.

Sprawdzono réwniez wptyw mutacji zmieniajacych stabilnos¢ dimeréw Hsp90 na
glikozylacje hERG (Ryc. 29). Biatko to opisano jako oddziatlujace preferencyjnie
z Hsp90a,, podczas jego przemieszczenia z ER na powierzchni¢ komorki. Nieaktywna
forma tego bialka ma mase¢ 135 kDa 1 jest gilkozylowana czgsciowo. Aktywne 1 w petni
glikozylowane hERG posiada mase¢ 155 kDa [8]. Do komorek stabilnie ekspresjonujacych
izoformy i zmutowane wersje Hsp90 wprowadzono plazmid z genem kodujacym hERG.
Analiza Western blot lizatow z tych komoérek wykazata, Ze zmiana stabilnosci struktur
dimerycznych, nie wptywa na glikozylacj¢ hERG, ktora w przypadku aktywnos$ci
opiekunczej obu izoform i niezaleznie od mutacji zmieniajgcej stabilnos¢ dimerow
pozostawata na tym samym poziomie.

B o P «a

M621A A629M

Hsp90 e
FLAG pm ™S 88 90 kD2

155 kDa
135 kDa

Ryc. 29. Analiza Western blot punktowych mutantow izoform Hsp90 B i o posiadajgcych mutacje
wplywajgcq na stabilnos¢ dimerow (oznaczono odpowiednio fM621A4 oraz aA629M)
Z dodatkowq nadekspresjqg hERG. Dla kazdej z prob natozono jednakowq ilosé¢ biatka na

zel.
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4.6. Formowanie struktur heterodimerycznych miedzy zmutowanymi
formami Hsp90p a ich endogennymi odpowiednikami

W komorkach HEK-293 po transfekcji i selekcji w medium z inhibitorem
aktywnos$¢ opiekuncza Hsp90 pochodzita z ekspresji wprowadzonych genow. Nie
wyciszono przy tym ekspresji genow izoform HSP90 znajdujacych si¢ na chromosomie.
Nie ulega watpliwosci, ze biatka natywne rowniez byly syntetyzowane jednak ich
aktywno$¢ ulegata zahamowaniu z powodu wrazliwosci na inhibitor.

Sprawdzono czy w tych komorkach dochodzito do powstawania heterodimerow
ztozonych z natywnych Hsp90 i Hsp90 z mutacjami punktowymi dajgcymi opornos$¢ na
17-AAG. Dostepne komercyjnie przeciwciato rozpoznajgce Hsp90a nie rozpoznawato
tego biatka, gdy dotaczono do niego sekwencj¢ peptydowa FLAG, dlatego zdecydowano
si¢ na wykorzystanie w eksperymentach przeciwciata rozpoznajacego Hsp90p.

Do badania wybrano lini¢ komoérkowa z ekspresja Hsp90P opornego na 17-AAG,
z metka FLAG. Nastepnie za pomocg immunoprecypitacji wyizolowano biatka
oddziatujace z Hsp9OBFLAG. Zaobserwowano, ze w komodrkach powstaja heterodimery
sktadajace si¢ z biatka posiadajgcego mutacje¢ opornosci na inhibitor i z biatka natywnego.
Endogenne Hsp90 jest syntetyzowane mimo dodatku inhibitora. Potwierdza to obecnosc¢
dolnego prazka w $ciezce oznaczonej Lo (Ryc. 30). O powstawaniu heterodimerow
$wiadczy wystepowanie dwoch prazkow w ciezce IP (Ryc. 30). Widoczny silniejszy
sygnat pochodzacy od biatka z peptydowg metkg w poréwnaniu do biatka natywnego
moze Swiadczy¢, ze udzial czasteczek typu Hsp9OBFLAG/Hsp90B w ogodlnej populacji
dimeréw w komorce jest niewielki. Obserwowane struktury heterodimeryczne nie

powinny by¢ aktywne — ze wzgledu na dodatek inhibitora.

Ctr IP Lo
=

s 222020209090 O sean

Ryc. 30. Immunoprecypitacja heterodimeréw Hsp90 powstatych z biatek wprowadzonych i oraz

FLAG-Hsp90
“Hsp90

pochodzgcych z fizjologicznej ekspresji. Ctr oznacza lizat z komérek nietransfekowanych.
IP odpowiada eluatowi z wyizolowanych immunokompleksow. Lo oznacza lizat

Z transfekowanych komorek. W eksperymencie uzywano przeciwciata anty-Hsp90p.

Sprawdzono réwniez czy dodatek czynnika selekcyjnego lub jego brak bedzie

mial wptyw na stabilno$¢ opisanych powyzej struktur heterodimerycznych. W tym celu
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komorki transfekowane plazmidem kodujacym oporne na inhibitor Hsp90p hodowano

w podtozu wzbogaconym o 17-AAG, G418 lub bez dodatku czynnika selekcyjnego.

W plazmidzie niosgcym Hsp90B znajdowat si¢ dodatkowo gen warunkujacy opornos¢ na
genetycyne (G418), dlatego hodowla w medium z dodatkiem tylko tego czynnika
selekcyjnego pozwalata zachowac ekspresj¢ heterologicznego biatka bez zahamowania
jego aktywnosci.

17-AAG G418 - -
lizat IP lizat IP lizat IP lizat

FLAG-Hsp90
meell B OB R N

Ryc. 31. Analiza Western blot lizatéow oraz eluatow po immunoprecypitacji heterodimeréw Hsp90
zaleznie od medium hodowlanego. Komorki ze stabilng ekspresjqg Hsp90p hodowano
W pozywce zawierajgcej 17-AAG, G418 oraz w czystym medium bez dodatku czynnika

selekcyjnego. W eksperymencie uzywano przeciwciata anty-Hsp90p.

W kazdym przypadku w lizatach komérkowych oraz po immunoprecypitacji
zaobserwowano obecnos$¢ dimerow: Hsp90BFLAG/Hsp90p (Ryc. 31). Podobnie jak
porzednio wspotudziat tych form w komorkowym zbiorze dimerow Hsp90 stanowi
mniejszos¢, o czym $wiadczy stosunek ich sygnatow uzyskanych na kliszy. Dodatek
czynnika selekcyjnego 17-AAG badz G418 lub jego brak, nie wptywat na stabilno$¢

heterodimerdw.

4.7. Zalezno$¢ izoform Hsp90 od bialtka Ahal

Komorki drozdzy z ekspresja izoformy Hsp90a charakteryzowal wolniejszy
wzrost w poréwnaniu do komorek z ekspresja izoformy 3. Analiza immunokompleksow
z linii HEK-293 z ekspresjg Hsp90a wykazata stabilne oddziatywanie tej izoformy
z biatkiem pomocniczym Ahal.

Sprawdzono, jaki wptyw na wzrost drozdzy S. cerevisiae ma oddziatywanie obu
biatek. W komorkach drozdzowych funkcjonuja dwa homologi dla ludzkiego Ahal,
nazywane Ahal oraz Hchl. Sprawdzano czy pozbawienie drozdzy biatek Ahal lub Hchl
przy jednoczesnej nadekspresji ludzkich izoform Hsp90 bedzie wplywato na tempo
podzialéw komoérkowych. W tym celu porownano wzrost szczepow produkujacych
ludzkie izoformy Hsp90 i dodatkowo pozbawionych genow AHAL lub HCH1. Kontrolg
stanowity komorki posiadajace ekspresj¢ izoform Hsp90 i aktywne oba biatka: Ahal oraz
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Hchl. Na podstawie wzrostu badanych drozdzy wyznaczono ich czasy podziatu
(Ryc. 32).

10+

*
T
=

Czas podziatu [godz.]

Ryc. 32. Czas podziatu drozdzy 7 ekspresjq ludzkich izoform Hsp90 i delecjg genow HCH1 oraz
AHAL. Podpisy pod kolumnami oznaczajg kolejno ekspresje danej izoformy o bqgdz p,
delecje genu dla biatka pomocniczego (AHAL bgdz HCH1). Wyniki przedstawiono, jako

Sredniq = S.D. 7 4 powtorzen. Zaznaczono istotng statystycznie roznice, p<0,05 Vs. a

(test Dunnetta).

W przypadku ekspresji Hsp90p, brak Hch1 lub Ahal nie wptywat na tempo
wzrostu drozdzy. Ekspresja ludzkiej izoformy Hsp90a. i delecja AHAL (pozostaje aktywne
Hch1l) istotnie wydtuzata czas podziatu drozdzy, w porownaniu do komérek kontrolnych
(ekspresja Hsp90a, aktywne drozdzowe Ahal i Hchl). Obecno$¢ Hchl nie wystarcza dla
prawidtowej aktywnosci opiekunczej Hsp90a. Izoforma ta do optymalnej aktywnosci
wymaga stymulacji przez biatko Ahal.

Sprawdzano, czy zwigkszona ilos¢ biatka Ahal w komorce spowoduje
przyspieszenie tempa wzrostu drozdzy. W tym celu komorki drozdzy z ekspresja ludzkich
izoform Hsp90 dodatkowo transformowano plazmidem z markerem selekcyjnym LEU2,
niosgcym gen ludzkiego Ahal. Rozcienczenia wyjsciowej hodowli nakrapiano na podtoze
state i dalszg hodowle prowadzono w temperaturze 30°C. Wzrost kolonii obserwowano
na dwoch typach medium: pelnym YPD oraz selekcyjnym (bez leucyny) (Ryc. 33).

Kontrolg stanowily komoérki z ekspresjg ludzkich izoform Hsp90, transformowane
pustym wektorem.
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Hsp90f3 + Ahal
Hsp90f3 + wektor
Hsp90u + Ahal

Hsp90u + wektor

Ryc. 33. Poréwnanie wzrostu drozdzy 7 ekspresjq izoform ludzkich Hsp90 o/f, drozdzy po
dodatkowej transformacji plazmidami niosqcym gen ludzkiego biatka Ahal lub po
transformacji pustym wektorem. Czterokrotne rozciericzenia wyjsciowej hodowli drozdzy
nakrapiano na podtoze selekcyjne bez leucyny (-Leu) lub petne (YPD) i hodowano
w temperaturze 30°C.

Nadekspresja biatka pomocniczego Ahal nie wplywata na wyrazng zmiane
fenotypu wzrostu w komoérkach z ekspresjg izoform Hsp90. Drozdze z ekspresjg ludzkich
izoform Hsp90a lub Hsp90p oraz dodatkowa ekspresja ludzkiego Ahal charakteryzowat

wzrost zblizony do komorek kontrolnych.

4.8. Oddzialywanie izoform Hsp90 z bialkami substratowymi
Niewiele sposrod biatek-klientéw Hsp90 wykazuje preferencyjng interakcje

z jedna izoforma. Postugujac si¢ modelem komorkowym, gdzie aktywna jest jedna

z izoform lub tylko forma hybrydowa Hsp90 postanowiono sprawdzi¢ oddzialywania

preferencyjne wybranych klientow Hsp90.

4.8.1. Udzial Hsp90 w stabilizacji bialek clAP-1 i clAP-2

Z doniesien literaturowych wynika, ze obnizenie ekspresji Hsp90p skutkuje
zwigkszong degradacja cIAP-1. Izoforma B Hsp90 chroni CIAP-1 (obdarzone aktywnos$cia
ligazy ubikwitynowej) przed autoubikwitynacja i degradacja. Sprawdzono jak ekspresja
hybrydowych Hsp90 wplywa na ilos¢ cIAP-1 oraz clAP-2 w komorkach linii HEK-293.
Argumentem do badan interakcji Hsp90 z clAP-2 jest wysoki stopien homologii z CIAP-1
wynoszacy 75% podobienstwa sekwencji aminokwasowe;j.

Do komorek stabilnie ekspresjonujacych izoformy lub hybrydy Hsp90,
wprowadzono plazmidy pozwalajace na dodatkowa ekspresje biatek cIAP-1 lub clAP-2.

Analiza Western blot lizatow otrzymanych z tych komoérek wykazata, ze ekspresja
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izoformy Hsp90p a takze hybryd Hsp90 zawierajacych domene N z izoformy ,
wystepuje ze zwigkszong iloscig biatka CIAP-1 (Ryc. 34). Otrzymany wynik sugeruje, ze
domena N Hsp90p moze odgrywac¢ istotng rol¢ w oddziatywaniu z clAP-1 skutkujac

zwigkszong stabilizacjg tego biatka.

B O H3 H4 H6 H5 H7 H8 H9 H10

FLAG =, | 90 kDa

Ryc. 34. Analiza Western blot lizatéw komorek produkujgcych izoformy i hybrydy Hsp90 oraz
dodatkowo biatko cIAP-1-MYC. Izoformy Hsp90 oznaczono odpowiednio a i f,
hybrydowe biatka oznaczono od H3 do H10. Aktyna obrazuje ilos¢ biatka natozong na

zel.

Ekspresja wariantow Hsp90 zawierajacych domeng N z Hsp90p, skutkuje
zwickszeniem ilosci nadekspresjowanego clAP-2 w badanych komorkach (Ryc. 35).
Oddziatywanie z domena N pochodzaca z izoformy 3 ochrania przed destabilizacja
a w konsekwencji degradacjg oba biatka ClIAP.

B OO H3 H4 H6 H5 H7 H8 H9 HI10

FLAG — W R e e W e s s s 00 kDa

Ryc. 35. Analiza Western blot lizatow komorek produkujgcych izoformy i hybrydy Hsp90 oraz
dodatkowo biatko cIAP-2 MYC. Izoformy Hsp90 oznaczono odpowiednio a. i f, formy

hybrydowe oznaczono od H3 do H10. Aktyna obrazuje ilos¢ biatka natozong na zel.

4.8.2. Udzial Hsp90 w translokacji kanalu jonowego hERG

Dostgpne dane literaturowe wskazywaty na wybiorcza interakcje biatka hERG
z izoformg Hsp90a podczas translokacji hERG z retikulum endoplazmatycznego na
powierzchnie komorki [8]. W celu oceny interakcji hRERG z Hsp90 wykorzystano
uzywany model nadekspresji jednej badz drugiej izoformy Hsp90 w komorkach

HEK-293. Komorki ze stabilng ekspresjag Hsp90 a i B, ktore naturalnie nie posiadaja
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kanatu jonowego hERG, poddano przejsciowej transfekcji plazmidem niosagcym gen
kodujacy to biatko. W lizatach komérkowych sprawdzano ekspresje hERG za pomoca
Western blot i porownywano jego ilos¢ w komodrkach z ekspresja ludzkich Hsp90 a lub 3
(Ryc. 36). Biatko hERG istnieje W komorce w postaci dwoch form: aktywnej w petni
glikozylowanej oraz nieaktywnej, glikozylowanej czg¢$ciowo — posiada jedynie rdzen
sktadajacy si¢ z pigciu reszt cukrowych. Obie formy biatka byty rozpoznawane przez
przeciwciato uzywane w Western blot. Widoczne dwa prazki $wiadczyly o obecnosci
formy glikozylowanej czeSciowo (135kDa) oraz glikozylowanej catkowicie (150 kDa).
Nie zaobserwowano specyficznosci hHERG wobec ktorejkolwiek z izoform, poniewaz
inhibicja Hsp90 a badz B nie wptywata na zmiang jego glikozylacji.

BA a

hERG " 155 kDa
- 4 135 kDa

Hsp9O0

FLAG 90 kDa

Ryc. 36. Analiza Western blot lizatow 7 komorek produkujgcych izoformy Hsp90 oraz biatko
hERG. Izoformy Hsp90 oznaczono odpowiednio o. i . Dla kazdej z prob natozono

Jjednakowaq ilos¢ biatka na zel.

Wobec braku ewentualnych roznic w ilosci form hERG w komérkach
ekspresjonujacych izoformy Hsp90 postanowiono wywota¢ stres komorkowy dodajac
17-AAG do medium hodowlanego, w stezeniach wywotujacych czesciowg inhibicje
zmutowanych wersji Hsp90. Efekty analizowano za pomocg Western blot (Ryc. 37).
Dodatek inhibitora w stezeniu 2 i 4 uM powodowat wzrost ekspresji Hsp70
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, hodowanych bez 17-AAG. Stres komorkowy
skutkowat zatrzymaniem glikozylacji hERG, gdy rolg biatka opiekunczego petnita
izoforma Hsp90B. W tych komorkach stan niedoboru Hsp90a (wobec aktywnosci
izoformy ) powodowal, Ze biatko hERG nie dojrzewato prawidtowo, co w nastgpstwie

spowodowato gromadzenie si¢ formy czesciowo-glikozylowanej o masie 135 kDa.
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‘ o ‘ Kontrola
17-AAG(UM) 0 2 4 0 2 4 |0

" .

Ryc. 37. Analiza Western blot lizatéw 7 komorek ekspresjonujgcych izoformy Hsp90 oraz biatko
hERG, hodowanych w medium ze zwigkszajgcymi sie stezeniami 17-AAG. Kontrole
reprezentujg komorki ze stabilng ekspresjq biatka hERG, hodowane w medium bez

dodatku inhibitora. Aktyna obrazuje ilos¢ biatka natozong na zel.

Spadek ilosci czesciowo glikozylowanego biatka hERG w miar¢ wzrostu stezenia
inhibitora obserwowano w przypadku komorek z aktywng izoforma Hsp90a. Dodatek
inhibitora spowodowat zmniejszenie frakcji hERG zwiazanej z retikulum
endoplazmatycznym. Roéznica w oddziatywaniu izoform z hERG zostata uwidoczniona
dopiero po indukcji szoku komorkowego. Jedynie izoforma o zapewniata ,,dojrzewanie”

biatka-klienta mimo zwigkszonego st¢zenia inhibitora.
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5. Dyskusja

Literatura dotyczaca Hsp90 informuje o ponad 200 biatkach-klientach Hsp90.
Sposrod tej grupy zidentyfikowano niewiele biatek oddziatujacych preferencyjnie z jedna
z izoform Hsp90 a przeprowadzone eksperymenty dotyczace takiej interakcji nie
uwzgledniatly jak dotad strukturalnych réznic migdzy Hsp90 a i .

Badania nad specyficznoscia oddziatywania izoform Hsp90 z innymi biatkami sg
problematyczne ze wzgledu na duzg ilo$¢ i wysoka stabilnos¢ Hsp90 w komorce.
Zastosowanie metod wyciszania ekspresji takich jak antysensowne oligonukleotydy czy
SiRNA jest utrudnione ze wzglgdu na wysoka homologie sekwencji migdzy izoformami
a 1 B Hsp90. Mimo wyciszenia ekspresji jednej z izoform, w komoérce nadal moze
pozostawaé pewna ilo$¢ juz funkcjonujacego biatka. Duza homologia sekwencji miedzy
izoformami sprawia, ze siRNA majgce specyficznie wycisza¢ ekspresj¢ jednej izoformy
moze wptywac réwniez na ekspresje drugie;.

Innym problemem jest nierowny poziom ekspresji obu izoform Hsp90. Wyciszenie
izoformy o wyzszej ekspresji moze wplywac na biatko-klienta dlatego, ze maleje
catkowita ilo$¢ Hsp90 w komorce. Wyciszanie izoformy o nizszej ekspresji moze nie
wywotywac takiego efektu.

W niniejszej pracy podjeto probe zidentyfikowania rdéznic miedzy izoformami
Hsp90 a i B dotyczacych tempa wzrostu produkujgcych je komorek. Sprawdzono
oddziatywanie Hsp90 z biatkami pomocniczymi i biatkami-klientami. Stworzone formy
hybrydowe Hsp90, posiadajace w swej strukturze fragmenty pochodzace z obu izoform
pozwolity zidentyfikowaé obszar sekwencji aminokwasowej Hsp90 mogacej odrozniaé
Hsp90a od Hsp90p. Ekspresja bialek hybrydowych Hsp90 w komoérkach drozdzy oraz
ludzkiej linii HEK-293 umozliwita obserwacje skutkow aktywnos$ci danej izoformy lub

biatka hybrydowego.

5.1. Fragmenty srodkowej domeny Hsp90a, warunkujace wolny wzrost
drozdzy, w komérkach ludzkich odpowiadaja za preferencyjne
oddzialywanie z Ahal

Ekspresja ludzkich izoform Hsp90 w drozdzach jest uzytecznym modelem do

badania r6znic migdzy tymi biatkami. Ludzkie Hsp90 z powodzeniem zast¢puja
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drozdzowe. Wyniki niniejszej pracy swiadcza, ze drozdze z ekspresja izoformy Hsp90a
rosng wolniej niz drozdze z ekspresja Hsp90p, co pokrywa si¢ z wynikami prac
Scrogginsa i wsp. [99]. Dodatkowo, w niniejszej pracy wykazano, ze wolny wzrost
drozdzy zwigzany jest z ekspresjg Hsp90 posiadajgcych srodkowa domene izoformy a.
Ten obszar sekwencji Hsp90 obejmuje 340 aminokwasow. Sprawdzono, czy mniejszy
fragment w obrebie srodkowej domeny jest odpowiedzialny za obserwowany efekt. W
tym celu srodkowa domeng Hsp90 podzielono na krotsze odcinki, ktore nastepnie
wymieniono mig¢dzy izoformami tworzgc formy hybrydowe. Skonstruowano takze
zmutowane formy biatek, w ktorych wymieniono migdzy izoformami 2 do 5
aminokwasow.

Wymiana fragmentu obejmujgcego aminokwasy 372-552 z izoformy Hsp90p na
odpowiadajagcy mu fragment z izoformy Hsp90a w hybrydzie H12, skutkuje wyraznym
spowolnieniem wzrostu. Ta hybrydowa forma biatka jest funkcjonalna, lecz w swoim
dziataniu pozostaje bardzo nieefektywna. Ekspresjonujace ja komorki proliferuja
znacznie wolniej niz wolno rosngce drozdze z ekspresjg izoformy Hsp90a. Brak danych
strukturalnych powoduje, ze mozna jedynie stawia¢ hipotezy ttumaczace rezultat
aktywnosci tej hybrydy. Wyrazne spowolnienie wzrostu drozdzy z ekspresjg H12 moze
wynika¢ z obnizenia aktywnosci ATPazy. Wolniejszy rozktad nukleotydu moze by¢
uwarunkowany zmiang potozenia argininy (Arg 400) spowodowang réznicami
w strukturze przestrzennej wymienionego fragmentu migdzy Hsp90a i Hsp90p.

Ekspresja hybryd zawierajacych fragmenty aminokwasow 380-486 w H16 oraz
486-560 w H15 (oba fragmenty z Hsp90a), spowalnia tempo wzrostu drozdzy, lecz nie
w takim stopniu jak ekspresja H12. Prawdopodobnie tak mate fragmenty struktury
pochodzacej z Hsp90a tatwiej dopasowuja sie do otaczajacych je struktur Hsp90p.

Zamiana kilku aminokwaséw roznigcych izoformy Hsp90 w hybrydach H18 do
H20 (obszar sekwencji Hsp90p obejmujacy reszty aminokwasowe 478-552) jest
wystarczajaca do zmiany tempa wzrostu drozdzy. Ekspresja tych hybryd w drozdzach
prowadzi do spowolnienia tempa wzrostu w poréwnaniu ze wzrostem drozdzy z ekspresja
Hsp90p. Szczegdtowe dane strukturalne dotyczace ludzkich Hsp90 nie sa dostepne, stad
nie mozna w tej chwili okresli¢, dlaczego tak niewielkie zmiany wptywajg na aktywno$¢
izoform Hsp90.

Poréwnujac czas podziatu drozdzy z ekspresja Hsp90B z czasem podziatu drozdzy
z ekspresja hybryd H12, H15, H16 i H17 mozna wnioskowac¢, ze wymiana dowolnego

fragmentu srodkowej domeny Hsp90 miedzy izoformami wptywa na wydtuzenie czasu
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podziatu drozdzy. Jednie wymiana aminokwaséw w regionie ,,charged linkera” (hybrydy
H9 i H10) nie zmieniata tempa wzrostu. W przypadku drozdzowego Hsp90 delecja
obejmujgca wiekszos¢ tego obszaru nie wywotywala istotnego defektu aktywnosci, Stad
nie zaobserwowano efektu wymiany tego fragmentu miedzy ludzkimi izoformami [25].

Roéznice w tempie wzrostu hybryd z wymienionymi catymi domenami (hybrydy
H3 do H8) lub fragmentami srodkowej domeny (hybrydy: H12, H15-H17) sa
dostrzegalne, gdy ich ekspresja zachodzi w S. cerevisiae. Ekspresja tych samych biatek
hybrydowych w komorkach ludzkich HEK-293 nie skutkuje zmiang tempa wzrostu.
Prawdopodobnie wynika to z wydajniejszego oddziatywania ludzkich Hsp90 z ludzkimi
biatkami pomocniczymi, skutkujacego utrzymaniem petnej aktywnosci hybryd.

W komorkach drozdzowych ludzkie Hsp90 znajduja si¢ w otoczeniu drozdzowych biatek
wspotopiekunczych, z ktorymi nie sa w stanie oddzialywa¢ wystarczajaco efektywnie.

Domena N oraz domena srodkowa sg zaangazowane W interakcje z Ahal [40,
100]. Dostegpne w literaturze wyniki pokazuja, ze ATPaza w Hsp90a jest stymulowana
przez Ahal silniej niz ATPaza w Hsp90p [101]. Wyznaczona na podstawie tej
aktywnosci stata dysocjacji Ahal jest 3,5 raza nizsza dla Hsp90a W poréwnaniu do
Hsp90B. Nalezy jednak podkresli¢, Ze stale wigzania byty wyznaczane na podstawie
hydrolizy ATP i sg obarczone btedem wynikajacym z roznicy W aktywnosci ATPazy obu
izoform. 1zolowane Hsp90p hydrolizuje ATP szybciej niz Hsp90a, dlatego prawdziwa
wartos$¢ statej dysocjacji dla Hsp90a moze by¢ nawet siedem razy nizsza [101].

Wyniki niniejszej pracy $wiadcza, ze Ahal oddziatuje stabilniej z izoforma o oraz
z hybrydami posiadajacymi w swej strukturze srodkowa domene z Hsp90a.. Zmiany
wprowadzone w sekwencji srodkowej domeny Hsp90 zmieniaja interakcje z Ahal.
Zastapienie jej fragmentu (aminokwasow 270-552) w Hsp90p na odpowiadajacy
fragment z Hsp90a zwicksza oddziatywanie z Ahal. Wymiana ,,potowy” srodkowe;j
domeny z Hsp90a w hybrydach H12 lub H17, badz jej krotszych fragmentéw
w hybrydach H15 lub H16 wystarcza, aby zwigkszy¢ powinowactwo hybrydowych
Hsp90 do Ahal, w poréwnaniu do oddziatywania z Hsp90p.

Interesujace jest, ze zamiana GIn 454 na Thr 446 w hybrydzie H15 nie wptywa na
oddziatywanie z Ahal, chociaz ten aminokwas w strukturze drozdzowego Hsp90 (GIn
434) zostat okreslony jako oddziatujacy bezposrednio z Ahal [19]. By¢ moze
w oddziatywaniu ludzkich Hsp90 z Ahal duza role odgrywaja aminokwasy pochodzace
z izoformy o i znajdujace si¢ za miejscem wstawienia wymienionej subdomeny. Nie sa

znane struktury krystaliczne ludzkich izoform Hsp90, dlatego nie jesteSmy w stanie
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wskazaé¢ doktadnie, ktére z nich oddziatujg bezposrednio z Ahal. W hybrydach H18 do
H20 wymieniono mig¢dzy izoformami 5 r6znigcych je aminokwasow. Zamiana 2
aminokwasow miedzy izoformami W obrebie fragmentu 478 do 552 z Hsp90p, wystarcza
do niewielkiego wzmocnienia interakcji z Ahal. Z literatury wynika, wspomniany
fragment w drozdzowym Hsp90 jest istotny dla oddziatywania z Ahal, poniewaz
wprowadzenie mutacji w jego obrgbie wplywa na interakcje z Ahal [27].

Podobnie jak dla biatka Ahal zaobserwowano, ze wigzanie p23 do Hsp90a jest
silniejsze niz do Hsp90p. Na podstawie analizy Western blot stwierdzono, ze stabilniejsze
oddziatywanie p23 dotyczy hybryd posiadajacych obszar sekwencji aminokwasowej
odpowiadajacy rowniez za zwigkszong interakcj¢ z Ahal. Powyzsza obserwacja jest
interesujaca, poniewaz obydwa biatka charakteryzuje przeciwstawny wptyw na ATPazeg
w domenie N Hsp90 (p23 hamuje, a Ahal przyspiesza hydroliz¢ ATP).

Preferencyjne oddziatywanie Ahal i p23 wzgledem Hsp90a mozna by
wythumaczy¢ powstawaniem potrojnego kompleksu p23-Ahal-Hsp90a. Biatko Ahal
moze oddziatywaé¢ z Hsp90 asymetrycznie, oddziatywanie to dotyczy domeny N
i domeny srodkowej Hsp90. Tym samym jedna domena N pozostaje ,,wolna” i jest
gotowa do interakcji z p23 [40]. Dane literaturowe sugeruja, ze p23 moze wigzaé si¢ do
jednego monomeru Hsp90 [102]. Powstawanie potrojnego kompleksu jest teoretycznie
mozliwe, ale dane eksperymentalne na temat jego istnienia jednak sg sprzeczne. Potrojny
kompleks biatek ztozony z p23/Sbal, Hsp90 i Ahal badano w warunkach in vitro
sprawdzajac hydroliz¢ ATP. Miareczkowanie p23 wykazalo obnizenie hydrolizy tego
nukleotydu pomimo wysokich stezen Ahal [40]. Przytoczone informacje pozostajg
W sprzecznosci Z wynikami innych prac in vitro, gdzie autorzy wykorzystujac filtracje
zelowa wykluczyli mozliwos¢ istnienia tego potrojnego kompleksu [103]. Wigkszy
stopien ztozono$ci srodowiska wewnatrzkomorkowego oraz wigksza liczba biatek
mogacych wptywac¢ na dynamike oddziatywania z Hsp90 w komorce sprawia, ze
eksperymenty in vitro nie odwzorowuja W petni srodowiska wewnatrzkomorkowego.
W warunkach in vivo, w linii komérkowej HeLa z nadekspresja Ahal, po
immunoprecypitacji zidentyfikowano potrojny uktad Hsp90-Ahal-p23 [41]. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze byt on widoczny tylko dzigki uzyciu molibdenianu sodu jako
sztucznego stabilizatora.

W przedstawionej pracy sprawdzono, czy uda si¢ potwierdzi¢ istnienie
oddziatywania Hsp90a-Ahal-p23 in vivo. Podjeto probe wyizolowania takiego
kompleksu biatek przez immunoprecypitacje Hsp90a badz Ahal, jednak nie udato si¢
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potwierdzi¢ jego istnienia. By¢ moze uktad Hsp90-Ahal-p23 stanowi jedynie ,,strukture
przejsciowa” pojawiajaca si¢ W trakcie wymiany biatek pomocniczych podczas cyklu
hydrolizy ATP. W ten sposéb biatka: p23, Ahal i Hsp90 mogtyby oddziatywac
jednoczes$nie ze sobg tylko przez krotki okres czasu. Bardziej prawdopodobne jest jednak,
ze Ahal i p23 wiazg si¢ do Hsp90 niezaleznie. Powyzsze przypuszczenia mogg by¢
uzasadnione rowniez tym, ze ilo$¢ czgsteczek Hsp90 w komorce jest okoto 10 do 20 razy
wicksza niz ilo$¢ czgsteczek p23 i Ahal, wiec in vivo biatka te nie muszg konkurowac

0 wigzanie do Hsp90 [104, 105].

Biatka pomocnicze p23 i Ahal wiaza si¢ do Hsp90 w konformacji ,,zamknigte;j”,
gdy domeny N pozostaja w kontakcie a ATP jest zwigzane w centrum Katalitycznym
ATPazy. Ahal i p23 mogtyby wigza¢ si¢ niezaleznie do Hsp90, o ile znajduje si¢ ono
w konformacji utatwiajacej takie wigzanie. By¢ moze domena $rodkowa izoformy a
stabilizuje Hsp90 w konformacji zamknietej, co powodowatoby wzrost powinowactwa
Ahal i p23 do tej izoformy. Roznice w powinowactwie izoform Hsp90 do Ahal i p23
wplywaja na szybkos$¢ hydrolizy ATP 1 przez to moga regulowac aktywnos$¢ opiekuncza
Hsp90. Moze to by¢ szczegdlnie istotne podczas warunkow stresowych, w ktérych
nastepuje indukcja ekspresji Hsp90a. Stwierdzono, ze ekspresja Ahal jest regulowana
przez inne bialka, co stwarza dodatkowa mozliwo$¢ niezaleznej regulacji aktywnosci obu
izoform przez zmiany w ilosci Ahal [35,106].

Na funkcjonowanie wprowadzanych form Hsp90 i oddziatywanie z biatkami
pomocniczymi Ahal i p23 nie bez znaczenia pozostaje wptyw modyfikacji
potranslacyjnych. Modyfikacje te odbywaja si¢ zaréwno w komorkach drozdzy
I w komorkach ludzkich. Nalezy jednak zauwazy¢, ze drozdzowe biatka Hsc82 i Hsp82
powstaty w wyniku duplikacji genu niezaleznie od duplikacji, ktéra stworzyta pare
ludzkich biatek Hsp90. W obydwu przypadkach mechanizm modyfikacji
potranslacyjnych Hsp90 ewoluowat niezaleznie. Jest bardzo mato prawdopodobne, ze
drozdze rozwinety zdolno$¢ jak w komorkach ludzkich do identycznych modyfikacji
aminokwasow w izoformach a i B Hsp90. Roznice w funkcjonowaniu ludzkich Hsp90
w drozdzach tatwiej wyjasni¢ odmienng budowa przestrzenng srodkowej domeny Hsp90
a i B, wynikajaca z rdznic w sekwencji aminokwasowej migdzy izoformami tego biatka.

Hsp90 podlega modyfikacjom takim jak: fosforylacja, acetylacja, S-nitrozylacja,
SUMOilacja czy ubikwitynacja [107, 108]. Niektore sposrod nich wplywajg na
oddziatywanie Hsp90 z Ahal. Przyktadowo fosforylacja tyrozyny w pozycji 38, a takze
SUMOilacja Lys 191 zwigksza oddziatywanie Hsp90a z Ahal. Przeciwny efekt
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powoduje acetylacja Lys 294 (rowniez spadek oddziatywania tej izoformy z klientami)
[108, 109, 99]. Wptyw tych modyfikacji nie byt badany dla izoformy . Wspomniane
aminokwasy sa konserwowane ewolucyjnie stad podobne modyfikacje moga dotyczy¢
takze Hsp90pB. Ekspresja kinaz Met i v-src prowadzi do wzrostu SUMOilacji Hsp90a (w
efekcie zwigkszone oddziatywanie z Ahal) [108]. Analogicznie do powyzszej obserwacji
specyficzna regulacja jednej z izoform Hsp90 przez modyfikacje potranslacyjne moze
by¢ powigzana z oddziatywaniem z biatkami pomocniczymi lub preferencyjnym
oddziatywaniem z biatkami-klientami.

Modyfikacje potranslacyjne wptywaja na oddziatywanie Hsp90 z p23.
Wspomniana fosforylacja tyrozyny w pozycji 38 w Hsp90a powoduje stabilizacje
oddziatywania z p23 a acetylacja reszt aminokwasowych lizyny w Hsp90a w pozycjach:
100, 292, 327, 478, 546, 558 destabilizuje to oddziatywanie [109,110].

Znanymi modyfikacjami potranslacyjnymi odr6zniajacymi izoformy jest
fosforylacja: Thr5 oraz Thr7 w izoformie o [107]. Zmiany te nie mogg wystepowac
w izoformie Hsp90pB, poniewaz w tych samych pozycjach swojej sekwencji Hsp90p
posiada inne aminokwasy. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wykluczaja, aby
modyfikacje treoniny w pozycji 5 lub 7 odrdézniaty migdzy soba izoformy, poniewaz
drozdze z ekspresja wariantow Hsp90 posiadajacych wymienione odcinki pierwszych 100
aminokwasow (Szczepy oznaczone H13 i H14), nie wykazywaly zmiany szybkosci
wzrostu W poréwnaniu do drozdzy z ekspresja odpowiednio Hsp90a lub Hsp90p.

Fragment sekwencji srodkowej domeny obejmujacy aminokwasy od 278 do 540
w Hsp90a, oraz odpowiadajacy mu fragment przynalezacy do izoformy P, zawiera Kilka
reszt aminokwasowych, ktore nie sg konserwatywne, przez co moga by¢ potencjalnym
celem modyfikacji potranslacyjnych specyficznych dla jednej z izoform. Nie wiadomo,
czy modyfikacje ktoregokolwiek z wymienionych migdzy izoformami aminokwasow
odpowiadajg za roznice strukturalne oraz za zmian¢ powinowactwa danej izoformy
wzgledem Ahal. Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze zamiana Ser482His w hybrydzie
H18, wplywa na zwigkszenie oddziatywania z Ahal, jednak wspoélistnieje ona razem
z substytucja Thr479Asn. Aby jednoznacznie aminokwasy, ktore przez modyfikacje
potranslacyjne mogtyby rozrdznia¢ izoformy migdzy sobg — nalezatoby przetestowac

pojedyncze mutanty. Seryna w pozycji 482 pozostaje interesujgcym celem mutagenezy.
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5.2. Zaleznos¢ izoform Hsp90 od stymulacji przez Ahal

Mutacja nadajaca opornos¢ na 17-AAG w domenie N Hsp90 (substytucja
11e128Thr w izoformie Hsp90a oraz 1le123Thr w Hsp90p) jednoczesnie zwigksza
powinowactwo zmutowanych Hsp90 wzgledem Ahal [95]. Silniejsze oddziatywanie
zmutowanych form Hsp90 z Ahal dotyczy obu izoform, dlatego preferencyjne
oddziatywanie Ahal z Hsp90a (zwigzane Z jego srodkowa domeng) nie jest rezultatem
mutacji opornosci. Biatko pomocnicze Cdc37 oddziatujace z domeng N Hsp90 [46],
wykazywato zblizone powinowactwo do badanych zmutowanych form Hsp90a lub p.
Wynik eksperymentu, w ktorym zbadano dzikie warianty izoform Hsp90 nieposiadajgce
mutacji w domenie N, potwierdzaja preferencyjne oddziatywanie biatka Ahal z Hsp90a,
niezaleznie od obecnosci mutacji opornosci na 17-AAG.

Ludzkiemu Ahal w drozdzach odpowiadaja dwa homologiczne biatka nazywane: Ahal
oraz Hchl. Drozdzowe Ahal charakteryzuje sekwencja aminokwasowa (350 aa.)
zblizonej dlugosci do ludzkiego odpowiednika (338 aa.). Podobienstwo sekwencji migdzy
ludzkim a drozdzowym Ahal wynosi 28%. Biatko Hchl swoja dtugoscia

I podobienstwem aminokwasowym odpowiada jedynie domenie aminowej drozdzowego
Ahal i posiada jedynie 10% homologii do ludzkiego Ahal [99]. Delecja AHAL badz
HCH1 nie wptywa na wzrost drozdzy w temperaturze 30°C. Pozbawienie drozdzy
wspomnianych biatek odgrywa znaczenie dopiero przy podniesieniu temperatury lub
zmianie zrodta wegla z glukozy na glicerol [35]. Drozdzowe Hsp90 do aktywnosci nie
potrzebuja biatek wspotopiekunczych w warunkach sprzyjajacych wzrostowi.
Wspotdziatanie drozdzowych Hsp90 z Ahal lub Hchl okazuje si¢ istotne dopiero po
wystapieniu warunkéw stresowych. Delecja genow AHAL badz HCH1 w drozdzach

z ekspresja ludzkiego Hsp90p nie miata wptywu na wzrost. 1zoforma Hsp90pB do swojej
aktywnos$ci w warunkach fizjologicznych nie potrzebuje tych biatek pomocniczych.

W tych samych warunkach Hsp90a do pelnej aktywnosci wymagato stymulacji przez
biatko Ahal. U drozdzy na kazde biatko Ahal lub Hchl przypada co najmniej 12
dimeréw Hsp90 (biorac pod uwage: Hsc82 i Hsp82) [104]. Jezeli podobny stosunek
ekspresji wystepuje W komorkach ludzkich, woéwczas Hsp90 musi konkurowac

0 dostepnos¢ biatek wspotopiekunczych. Eksperymenty wykonane na modelu
drozdzowym sugeruja, ze aktywnos$¢ opiekuncza Hsp90a jest bardziej zalezna od Ahal
niz aktywnos$¢ Hsp90p. Dlatego wigksze powinowactwo Hsp90a wzgledem Ahal

obserwowane w komorkach ludzkich moze wynika¢ z przystosowania, ktore pozwala

65



Dyskusja

wydajnie funkcjonowac tej izoformie, gdy ilo§¢ Ahal w komdrce pozostaje ograniczona.
Pomimo homologii mi¢dzy biatkami Ahal i Hch1 uwaza sig, ze oddziatujg one z Hsp90

w inny sposob [111]. Brak wptywu delecji HCH1 na aktywno$c ludzkich izoform Hsp90
wynika prawdopodobnie z tego, ze interakcja specyficznego dla drozdzy biatka Hchl

z ludzkimi Hsp90 nie wystgpuje.

5.3. Zmutowane formy Hsp90 oporne na 17-AAG nie tworzg in vivo
stabilnych heterodimerow z natywnymi Hsp90.

Uzywane | opisane w niniejszej pracy allele HSP90 posiadaja mutacj¢ w domenie
N, nadajgca oporno$¢ na inhibitor Hsp90 bedacy pochodng geldanamycyny (17-AAG).
Hodowla komorek w medium zawierajgcym inhibitor umozliwiata selekcje populacji
komorek, ktore wykazuja ekspresje wprowadzonych form Hsp90 na wysokim poziomie
odpowiadajagcym ekspresji endogennych Hsp90 [95]. Inhibitor inaktywuje dimery
tworzone przez endogenne Hsp90, wobec czego funkcjonalne i aktywne w komorce
pozostaja jedynie dimery biatek pochodzace z ekspresji wprowadzonych genéw. Wyniki
immunoprecypitacji pokazuja, ze Z mata wydajnoScig powstajg rowniez heterodimery
utworzone z biatek natywnych oraz wprowadzonych form Hsp90. Powstaje pytanie, czy
taki heterodimer moze by¢ aktywny pomimo obecnos$ci inhibitora i czy moze wptywaé na
wyniki eksperymentow przeprowadzonych na komoérkach HEK-293. Hsp90 zbudowane
Z monomerow, Z ktorych jeden posiada mutacj¢ uniemozliwiajaca wigzanie ATP
pozostaje nieaktywne nawet, gdy drugi z monomerow nie ma mutacji [112]. Nieaktywne
sg roOwniez heterodimery powstate z Hsp90p oraz Hsp90p pozbawionego domeny N.
Dodanie biatka Ahal do opisywanych heterodimerow nie skutkowato przyspieszeniem
hydrolizy nukleotydu [101]. Wspomniane powyzej wyniki z literatury sugeruja, ze
nieaktywne sg rowniez heterodimery, w ktorych jedno miejsce wigzania ATP jest
zablokowane przez inhibitor. Niewielkie zanieczyszczenie izolowanej przez
immunoprecypitacje populacji kompleksow Hsp90 takimi heterodimerami nie ma
wickszego wptywu na obserwowane wyniki. Dodatkowo nalezy zaznaczy¢, ze
ewentualna domieszka heterodimerow powinna powodowa¢ zmniejszenie
obserwowanych réznic W ilosci wigzanych Ahal i p23 lub w aktywnosci opiekunczej,
poniewaz wszystkie heterodimery majg wspolng czasteczke natywnego Hsp90.

Cho¢ dimeryzacja Hsp90 wynika ze wspotoddziatywania migdzy domenami C
monomerow, to zmiany W domenach N dotyczace wigzania ATP i powstawania

konformacji zamknigtej rowniez majg wptyw na stabilno$¢ dimerow [113]. W strukturze
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dimerycznej, gdy jeden z monomeréw wiaze inhibitor, rearanzacje przestrzenne
wymagane do prawidtowej aktywnosci opiekunczej Hsp90 moga by¢ utrudnione lub
zablokowane, poniewaz podjednostki w dimerze wspoétdziatajg w procesie hydrolizy ATP
[114].

5.4. Preferencyjne oddzialywanie izoform Hsp90 wzgledem bialek-
klientow

Biatko cIAP-1 jest klientem Hsp90p [7]. Interakcja z izoforma Hsp90p stabilizuje
jego strukture i pomaga w prawidtowej translokacji cIAP-1 z jadra komorkowego do
cytoplazmy. Zgodnie z obecnym w literaturze przekonaniem o srodkowej domenie Hsp90
jako miejscu interakcji z biatkami-klientami [23, 27], spodziewano si¢ podobne;j
obserwacji dla clAP-1. Jednak jego wyzszy poziom ekspresji zaobserwowano, gdy
w komorkach aktywna byta Hsp90p lub forma hybrydowa Hsp90 zawierajaca domeng N
z izoformy Hsp90p.

Preferencyjne oddziatywanie z izoformg Hsp90p oraz hybrydami posiadajacymi
domene N z Hsp90P zaobserwowano réwniez dla clAP-2. Jest to homologiczne do
clAP-1 bialko, ktore nie byto dotychczas badane pod wzgledem powinowactwa do
izoform Hsp90. Powinowactwo do domeny N Hsp90 dotyczy rowniez biatka Surwiwiny,
nalezacego podobnie jak cIAP-1 i clAP-2 do grupy biatek IAP— inhibitoro6w apoptozy
[93, 97]. Uwaza sig, ze gtbwnym miejscem wigzania biatka-klienta do Hsp90 jest domena
srodkowa, ale analiza strukturalna kompleksu Hsp90-Cdc37-Cdk4 sugeruje, ze domena N
Hsp90 bierze udziat w oddziatywaniu z kinaza Cdk4 [28]. Podobnie jest w przypadku
interakcji Hsp90 z biatkiem Tau [59]. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy swiadcza,
ze oddziatywanie cIAP-1 z Hsp90 angazuje domeng N Hsp90. Ta preferencyjna
interakcja clAP-1 i clAP-2 z izoforma Hsp90p moze wynika¢ z niewielkich roznic
w sekwencji aminokwasowej domen N Hsp90a i . Zwickszona ekspresja Hsp90p
wystepujaca podczas procesOw zwigzanych Z hamowaniem apoptozy byta obserwowana
[79], stad preferencyjna interakcja biatek cIAP — inhibitorow apoptozy z Hsp90p moze
mie¢ glebsze znaczenie. Aby okreslic rolg tej izoformy W procesie programowanej
Smierci komorki potrzebne sg dalsze badania.

Bialko hERG jest kanatem jonowym zakotwiczonym w btonie komodrkowe;.
Prawidlowa translokacja na powierzchni¢ komorki wigze si¢ z petna glikozylacja hERG
(forma niedojrzata, w trakcie transportu z retikulum endoplazmatycznego, jest

glikozylowana tylko czg¢$ciowo). Dane literaturowe pokazujg, ze opisany proces
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translokacji hERG na powierzchni¢ komorki jest zalezny od izoformy Hsp90a. i Ze oba
biatka fizycznie oddziatluja ze sobg [8]. Prawidtowa translokacje hERG na powierzchnig
komorki zapewnia ponadto wspoétdziatanie Hsp90 z Hsp70. Obydwa biatka opiekuncze
oddziatujg bezposrednio z niefunkcjonalng formg hERG (ang. core-glycosylated) obecng
w retikulum endoplazmatycznym [115].

W doswiadczeniach opisanych w niniejszej pracy réznice W ilosci hERG
wynikajacg z oddziatywania z izoformami Hsp90 zaobserwowano dopiero po indukcji
szoku komorkowego wywolanego przez zwigkszajace si¢ st¢zenia inhibitora Hsp90
(17-AAG). Wiadomo, ze geldanamycyna przez hamowanie aktywnosci Hsp90 zapobiega
pelnej glikozylacji hERG i zwigksza jego degradacje w proteasomie [115]. Zmniejszenie
frakcji czesciowo glikozylowanej zaobserwowano w lizatach komoérek, w ktorych
aktywne pozostawato Hsp90a.. Izoforma ta bierze udziat w dojrzewaniu hERG, ale
prawdopodobnie jej nadmiar w komorce blokuje petna glikozylacje biatka-klienta.
Dodanie inhibitora moze powodowac¢ ,,uwolnienie” hERG i jego ekspresj¢ na
powierzchni komoérki. Podobnie jak w przypadku zmutowanej wersji biatka CFTR, ktore
jest zatrzymywane wewnatrz komorki a jego transport na powierzchnie blony

komorkowej mozna przywroci¢ przez zmniejszenie komoérkowej puli Ahal [116].

5.5. Mutacja punktowe zmieniajace stabilnosci dimeréw Hsp90, nie
maja wplywu na aktywnos$¢ izoform Hsp90

Hsp90 dziata w komorce jako homodimer stabilizowany gléwnie przez wigzanie
domen C. Substytucja aminokwasow w domenie C, odpowiednio A629M w Hsp90a oraz
M621A w Hsp90p wptywa na stabilnos¢ form dimerycznych Hsp90 [12].

Przedstawione wyniki §wiadcza, ze te mutacje nie maja wptywu na wzrost drozdzy, nie
Zmieniajg takze preferencji oddziatywania izoform Hsp90 z biatkami pomocniczymi
Ahal czy p23. Opisane w literaturze mutacje wptywajace na dimeryzacj¢ byty badane
wylgcznie przy uzyciu techniki dwuhybrydowej na izolowanych domenach C. Mozliwe,
ze brak efektow tych mutacji na aktywnos$¢ Hsp90 jest spowodowany brakiem ich

wplywu na dimeryzacje Hsp90 o pelnej dtugosci in vivo.

5.6. Podsumowanie

W pracy po raz pierwszy zademonstrowano preferencyjne oddziatywanie biatek
pomocniczych Ahal i p23 z izoformg Hsp90a. W oddzialywaniu migdzy wspomnianymi

biatkami pomocniczymi Z Hsp90a posredniczy srodkowa domena biatka opiekunczego.
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Srodkowe domeny Hsp90 o i f pomimo duzego podobiefistwa stanowia funkcjonalna
catos¢. Wymiana migdzy izoformami dowolnego, nawet krotkiego fragmentu z domeny
srodkowej zmienia funkcjonowanie powstatej hybrydy.

Aktywnos$¢ Hsp90a bardziej niz Hsp90B, wydaje si¢ by¢ bardziej zalezna od
stymulacji przez Ahal. Drozdzowe biatka pomocnicze Hchl i1 Ahal z uwagi na niski
stopien homologii nie sg W stanie aktywowac¢ W petni ludzkiej izoformy Hsp90a, stad
drozdze z ekspresja tej izoformy charakteryzuje wolny wzrost.

Srodkowa domena Hsp90 jest identyfikowana, jako obszar wigzania biatek
substratowych. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki pokazuja, ze w interakcji tej
moze posredniczy¢ takze domena N Hsp90. Ten fragment biatka nalezacy do Hsp90p
warunkuje specyficzng interakcje z biatkami cIAP-1 i clAP-2 - dla ktorego po raz
pierwszy zaobserwowano wybiorcze oddziatywanie z Hsp90p.

Interakcja wspomnianych bialek pomocniczych i substratowych z izoformami
Hsp90 dowodzi, ze za roznice migdzy izoformami Hsp90 odpowiadaja struktury
zlokalizowane w réznych obszarach tego biatka. Preferencyjne oddziatywanie izoform
Hsp90 z danym biatkiem (pomocniczym lub wspoétopiekunczym) moze rdowniez wynikaé

z jego unikalnych cech strukturalnych.
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6. Whnioski

. Zmutowane formy Hsp90, oporne na inhibitory moga by¢ zastosowane
w badaniach funkcjonalnych Hsp90 jako wygodna alternatywa dla stosowanych
technik wyciszania transkrypcji i ekspresji biatka.

. Ludzkie Hsp90 odroznia preferencyjne oddzialywanie z biatkami Ahal i p23
Z Hsp90a, wynikajace z r6znic migdzy sekwencjami aminokwasowymi srodkowe;j
domeny izoform Hsp90.

o Aktywnos¢ Hsp90a jest bardziej zalezna od oddziatywania z Ahal niz aktywnos¢
Hsp90p.

o Pomimo duzej homologii srodkowych domen izoform Hsp90, kazda z nich
stanowi funkcjonalng calo$¢, ktérej fragmenty nie moga by¢ zastapione przez
odpowiadajace im fragmenty drugiej izoformy.

o Nie tylko domena $rodkowa, lecz takze domena N Hsp90 moze uczestniczy¢

w interakcji z biatkami substratowymi.
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7. Streszczenie

Bialka szoku cieplnego 90 (Hsp90) naleza do klasy bialek opiekunczych. Bialka te
odgrywaja istotng role w komorce w warunkach fizjologicznych i zwigzanych ze stresem.
Hsp90 jest zaangazowane w wiele roznych procesow komorkowych w trakcie ktorych
oddziatuje z ponad 200 biatkami nazywanymi klientami. Hsp90 zapewnia prawidtowa
aktywno$¢ i stabilizacje tym biatkom.

Aktywnos¢ opiekuncza Hsp90 zalezy od hydrolizy ATP — zachodzacej w jego
domenie N i podlega regulacji przez biatka zwane koczaperonami (pomocniczymi).
Wiekszo$¢ zwierzat (z wyjatkiem kregowcow) posiada jedng cytoplazmatyczng forme
Hsp90. W cytozolu ludzkich komoérek wspotwystepuja dwie izoformy Hsp90 nazywane o
I B, ktore sg kodowane przez rdézne geny, lecz posiadajg bardzo podobng sekwencjg
aminokwasowa. Wiele prac naukowych nie rozroznia istnienia izoform Hsp90 traktujac je
jako jedno biatko, badZ badajac tylko jedna z izoform. Niewiele wiadomo o roli
poszczegolnych izoform oraz réznicach strukturalnych migdzy nimi. Zidentyfikowano
zaledwie kilka biatek klientow oraz biatek pomocniczych oddziatujgcych preferencyjnie
z jedna z izoform Hsp90.

Celem podjetej pracy byto poszukiwanie réznic miedzy ludzkimi
cytoplazmatycznymi izoformami Hsp90. Starano si¢ okresli¢, ktore fragmenty ludzkiego
Hsp90 moga by¢ odpowiedzialne za preferencyjng interakcje Hsp90a lub Hsp90
z biatkami pomocniczymi i biatkami-klientami.

Stabilno$¢ 1 wysoki poziom ekspresji Hsp90 w komorce utrudnia badania nad
specyficznymi funkcjami izoform Hsp90 a i B in vivo. Wykorzystanie technik: siRNA lub
antysensownych oligonukleotydow i zwigzane z tym zaprojektowanie sekwencji
wyciszajacych tylko jedng izoforme jest utrudnione z uwagi na wysokg homologie¢
sekwencji migdzy izoformami Hsp90.

W niniejszej pracy postuzono si¢ genami HSP90 z mutacja nadajaca opornos¢ na
inhibitor ATPazy w Hsp90. Zastosowanie tego inhibitora pozwolito zahamowac
aktywno$¢ endogennego Hsp90 przy zachowaniu ekspresji genéw HSP90
z wprowadzanych plazmidéw jako jedynego Zrddla tego biatka w komorce.

Hsp90 skitada si¢ z 3 domen: N-koncowej, srodkowej oraz C-koncowej. Aby

okresli¢, ktore obszary sekwencji Hsp90 odpowiadaja ze roznice migdzy izoformami,
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skonstruowano geny hybrydowe, w ktorych fragmenty izoformy a zostalty wymienione na
odpowiadajace im fragmenty izoformy . Biatka hybrydowe oraz izoformy badano w
ludzkiej linii komorkowej oraz w drozdzach Saccharomyces cerevisiae.

Skonstruowano szczep drozdzy, w ktorym ludzkie izoformy lub formy hybrydowe
zastgpowaly endogenne Hsp90. Drozdze z ekspresja Hsp90a lub hybryd posiadajacych
w swej strukturze fragmenty pochodzace ze srodkowej domeny tej izoformy rosty wolniej
niz drozdze z ekspresja Hsp90p lub hybryd zawierajacych fragmenty §rodkowej domeny
Z Hsp90B.W przeciwienstwie do drozdzy, ludzkie komorki linii HEK-293 z ekspresja
izoform Hsp90 i biatek hybrydowych, dzielity si¢ w jednakowym tempie.

Immunoprecypitacja kompleksow biatek oddziatujacych z Hsp90 wykazata
preferencyjne wigzanie p23 oraz Ahal z izoforma Hsp90a i hybrydami posiadajagcymi w
swej strukturze srodkowa domeneg tej izoformy. Te same fragmenty §rodkowej domeny
Hsp90a warunkujace wysokie powinowactwo wigzania Z Ahal byly odpowiedzialne za
wolny wzrost drozdzy.

Oddziatywanie mig¢dzy izoformami Hsp90 a Ahal sprawdzano w drozdzach
pozbawionych genow AHAL oraz HCH1 (oba geny sa homologiczne do ludzkiego
AHAL). Drozdze z ekspresja Hsp90pB byly niewrazliwe na brak AHAL i HCH1, podczas
gdy spowolnienie tempa wzrostu dotyczyto drozdzy z ekspresja Hsp90a, pozbawionych
genu AHAL.

Powszechnie przyjmuje si¢, ze sSrodkowa domena Hsp90 odpowiada za
oddziatywanie z biatkami-klientami. Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze
W oddziatywaniu tym moze mie¢ znaczenie réwniez N-koncowa domena Hsp90. Analiza
Western blot wykazata, ze aktywnos¢ opiekuncza Hsp90 wobec biatek cIAP,
uwarunkowana jest obecnoscig N-koncowej domeny pochodzacej z Hsp90p.

Preferencyjne interakcje bialek pomocniczych i klientdw z dang izoforma Hsp90
zaleza od roznych obszaréw tego biatka. Oddziatywanie charakterystyczne dla Hsp90a
Z p23 oraz Ahal, jest zwigzane z jej Srodkowa domeng, podczas gdy. N-koncowa domena

z Hsp90pP jest decydujaca w oddziatywaniu z biatkami cIAP.
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8. Abstract

The heat shock protein 90 (Hsp90) belongs to aclass of proteins called
chaperones. These proteins play in a cell an important role and act under physiological
and stress conditions. Hsp90 is involved in various cellular processes where it interacts
with over 200 proteins called clients. Hsp90 is essential to maturation, activity or stability
of clients.

Chaperoning activity of Hsp90 depends on ATP hydrolysis in N-domain Hsp90
and is regulated by proteins called co-chaperones. Most animals (with the exception of
vertebrates) possess one cytoplasmic Hsp90. In the cytosol of human cells there are two
isoforms of Hsp90 named a and B, which are encoded by distinct genes, but they have
avery similar amino acids sequence. Many scientific papers do not distinguish the
existence of Hsp90 isoforms, treating them like one protein or do research on only one of
them. Very little is known about a particular role of each isoform and structural
differences among them. Only a few clients and co-chaperones, interacting preferentially
with one isoform of the human cytosolic Hsp90, were identified.

The aim of this research was to look for differences between human cytosolic
isoforms of Hsp90. The research focused on finding the fragments of Hsp90 that may be
responsible for preferential interactions of Hsp90a or Hsp90B with co-chaperones and
clients.

Stability and high expression of Hsp90 proteins hinder the studies of specific
functions of Hsp90 o and B in vivo. The use of techniques such as siRNA or anti-sense
oligonucleotides to silence one of Hsp90 isoforms is difficult because of the high
sequence homology between Hsp90 isoforms.

In the presented work, HSP90 genes with mutations that confer resistance to
Hsp90 ATPase inhibitor were used. This inhibitor allowed to inactivate endogenous
Hsp90, leaving expressed HSP90 genes from the transfected plasmids as a sole source of
this protein in the cells.

Hsp90 is composed of three domains: N-terminal domain, middle domain and
C-terminal domain. To identify the fragments responsible for the differences between

Hsp90 isoforms, hybrid Hsp90 genes were constructed, in which the fragments of the
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Abstract

Hsp90a were replaced by the corresponding fragments of Hsp90fB. These hybrids and
isoforms were studied in human and Saccharomyces cerevisiae yeast cells.

Yeast strains were constructed with their endogenous Hsp90 replaced by human
Hsp90 isoforms or hybrid. Yeasts expressing the human Hsp90a, or hybrid containing the
middle domain of this isoform, grew much slower than the yeasts expressing the human
Hsp90P or hybrid containing the middle domain of Hsp90p. In contrast to yeasts, human
cells HEK-293 that expressed any of Hsp90 isoforms or hybrid proteins proliferated
at similar rates.

The results of co-immunoprecipitation revealed preferential binding of p23 and
Ahal proteins to Hsp90a and hybrids that contained the middle domain of this isoform.
The fragments of the middle domain of Hsp90a responsible for high affinity binding of
Ahal and slow growth in yeasts were the same.

Interaction between Hsp90 isoforms and Ahal was checked in yeasts with deletion
of AHAL and HCH1 genes (both being homologs of the human AHAL gene). The yeasts
that expressed Hsp90P were insensitive to deletion of AHAL1 or HCH1, whereas growth
rate was decreased in the strains expressed Hsp90a with AHAL gene deletion.

It is believed that the middle domain of Hsp90 is responsible for the interaction
with client proteins. The results presented in this work show that this interaction could
also be mediated by the N-terminal domain of Hsp90. Western blotting revealed that
effective chaperoning of clAP proteins with Hsp90 was determined by the N-domain of
Hsp90p.

Preferential interaction of co-chaperones and client proteins with a particular
Hsp90 isoform depends on different fragments of this protein. Preferential interaction of
Hsp90a with p23 and Ahal is mediated by the M-domain of this isoform, whereas the

N-terminal domain of Hsp90p is crucial for chaperoning of cIAP clients.
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