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El6zmények

A fenti, 2003-ban k6zolt munkat [1] 15 éves kutatds el6zte meg munkacsopor-
tunkban. 1988 végén, egy kontrollkisérletben derillt ki az az igen varatlan
eredmény, hogy a 90 kDa-os hésokk fehérje (Hsp90) nemcsak az inzulin
receptor hatasara foszforildlédik, hanem dnmagat is foszforildlja. Az autofoszfo-
rilacid furcsa karakterisztikat mutatott, kalcium ionok igen erésen aktivaltak, és
a foszforilacidhoz sziikséges ATP koncentracié a (szub)millimélos koncentracio
tartomanyba esett a kindzoknal megszokott mikromodlos koncentracidok helyett.
A Hsp90 ATP-kotését mar a kezdeti cikkben is mas méddszerekkel, igy a kova-

lensen kotott radioaktiv ATP jeldléssel is igazoltuk [2].

A Hsp90-rél a kilencvenes évek elején valt nyilvanvalova, hogy nemcsak a
szteroidreceptorok érésében jatszik fontos szerepet, hanem egy molekularis
chaperon (dajkafehérje). A Hsp90 chaperon hatasardl egy német munkacsoport
altal kozolt els6 megfigyelések arra az eredményre vezettek, hogy a Hsp90
ATP-fliggetlen chaperon hatassal rendelkezik [3]. E megfigyelések kapcsan kb.
tiz éves vita bontakozott ki az ,ATP-hivok” (a mi munkacsoportunk) és az
~ATP-tagadok” (a tobbiek...) kozott. A vita soran bemutattuk a Hsp90 ATP-fiiggd
konformacidvaltozasait [4], valamint a vele rokon endoplazmatikus retikulum-

beli homoldg fehérje, a Grp94 autofoszforilacidjat [5].
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Az ATP-hitvita tényleges oka az ATP-kotés és ATP-fliggl funkciok szokatlanul
magas ATP koncentraciét igényld, specialis helyzete volt. Mai ismereteink
fényében a Hsp90 igen magas ATP koncentracid igénye egy kilon, fizioldgias
szabalyozasi mechanizmust tesz lehetdvé, hiszen a fehérje aktivitdsa pont a
stressz korllmeényei kozott fizioldgidsan lecsokkend ATP koncentracid tar-
tomanyban csokken le, ellentétben a szokvanyos protein kinazok aktivitasaval,
amelyek aktivitasat a fizioldgias ATP koncentracié valtozasok nem limitaljak. Az
ATP-kotést vitatdé munkak (pl. [6]) rendre olyan mddszereket alkalmaztak az
ATP-kotés kimutatdsara, amelyeket a protein kindzok mikromoélos affinitasu
ATP-kotésére optimalizaltak, és amelyek a Hsp90 altal igényelt millimdlos ATP

koncentraciok esetén alkalmatlanok voltak a kotés kimutatasara.

Az ATP-vitat a Hsp90-ATP komplex 1997-ben kozolt rontgendiffrakcios képe
dontotte el [7], amely megmutatta, hogy a fehérje N-terminalisan elhelyezkedd
ATP-kotOhely egy nagyon specifikus, a kindzok szokvanyos ATP-k&t6helyétdl
lényegesen kiilonbdz6 szerkezetl, csak nagyobb ATP koncentracidéknal telithetd
kot6hely. A Hsp90 N-terminalis ATP kotOhelye elleni elsd specifikus gatloszer, a
benzokinon antibiotikum geldanamycin [8] felfedezése Ujabb izgalmas fordulatot
hozott a Hsp90 torténetében és az élettudomanyokban. A geldanamycin speci-
fikusan és hatékonyan gatolta a v-src tirozin-kindz aktivitasat és az altala
létrehozott malignus transzformaciét [8]. Késdbb kiderilt, hogy a geldanamycin
sok mas tirozin-, illetve szerin/treonin-kindz és jonéhany ligandfliiggd transz-
szteroid receptorok érésével kapcsolatos korai felismerések mechanizmusara is
ravilagitott [9]. A geldanamycin-Hsp90 komplex kristalyositasa [10] és tovabbi
mechanisztikus kisérletek nyoman fény dertlt arra, hogy a Hsp90 (ma mar) tébb
szaz, az eukariodta sejt jelatviteli folyamataiban szereplé szamos doménbdl allg,
stabilizalja. A Hsp90 specifikus chaperon aktivitasat ugy kilonboztetik meg a
molekularis chaperonok altaldanos, denaturalt fehérjék felé mutatott aktivi-

tasatdl, hogy a szubsztratokat ,kliens”-eknek nevezik. A kliensek folyamatosan
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novekvO, naprakész listdja a Picard laboratérium honlapjan érheté el:
(www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf). A listan leginkdbb a ndéve-
kedési jelpalyak kindzai dusulnak fel, és ez a tény egy sor igéretes, klinikai
kiprobalas alatt allé rakellenes szer kifejlesztéséhez vezetett [11]. A Hsp90-nel
és mas chaperonokkal kapcsolatos terapias lehetdségeket egy sokat idézett

cikkiinkben foglaltuk dssze [12].

A cikk kozvetlen el6zményei és megsziiletése

A Hsp90 ATP-kotésének torténete azonban nem ér itt véget. Korai eredményeink
alapjan azt prediktaltuk, hogy a Hsp90 ATP-k&t6helye a fehérje C-terminadlisan
helyezkedik el [2, 4]. Az N-termindlis ATP kot6hely kristalyositasanak idején
végzett kisérleteink alapjan tovabbra is arra kdvetkeztettiink, hogy a Hsp90 két,
egymassal kooperald nukleotidkoétéhellyel rendelkezik [13]. Ezen a vonalon
tovabb dolgozva, a 2003-as Eur. J. Biochem. cikkink kdzvetlen el6zményeként
munkacsoportunknak [14] (Len Neckers NIH-beli munkacsoportjaval parhuza-
mosan [15]) sikerilt bizonyitania, hogy a Hsp90 nemcsak az N-terminalis,
hanem a C-terminalis részén is rendelkezik egy ATP kotShellyel. A munka soran
sikerlilt meghataroznunk a C-terminalis ATP-kotéshez szilkséges motivumot,
feltartuk a két kotdhely kooperativ viszonyat és a C-terminalis kot6hely speci-

fikus gatlasaval a Hsp90 és kochaperon komplexek megvaltozasat [14].

A Hsp90 N- és C-terminalis nukleotidkotése egyarant kiilonleges. Eredményein-
ket a konvencionadlis, nagy affinitdsi ATP kot6helyek kimutatasaval szemben
olyan mddszerek kombinaciéjaval kaptuk, melyek az alacsony, millimodlos tar-
tomanyban is megbizhatéan m(ikddnek, a nukleotid nincs moddositva (igy
sztérikus gatldas nem I|ép fel) és/vagy helyspecifikus informaciot nyujtanak.
Modszereinket a Biokémia 2003-as évfolyamaban foglaltuk 6ssze [16]. Mivel a
C-terminadlis kotbhely funkcidja ismeretlen volt, ezért a megfelel6 modszerek
birtokdban nekilattunk, hogy jellemezziik a két kot6hely nukleotid specificitasat.
Az Eur. J. Biochem-ben koz6lt fenti tanulmanyunk [1] legfébb (zenete, hogy az

adenin (és citidin) nukleotidokra specifikus N-terminalis kotohellyel szemben a
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C-termindlis domén egyarant képes a purin (ATP és GTP) valamint pirimidin
(UTP és CTP) nukleotidokat befogadni, valamint sokkal jobban toleralja az

aromas gylrd szubsztituciojat.

A Hsp90-nel kapcsolatos kutatasok folytatasa

A C-terminalis kot6hely nagy ,tolerancidja” nagy fejtorést okozott a Hsp90
kozosségnek a kotdhely valds funkcidjat illetden. Nemzetkozi kollaboracidéban
sejtes modellen még ebben az évben kimutattuk, hogy a C-terminalis két6hely
gatlasa meggatolja a Hsp90 kliens szteroidreceptorok (nevezetesen az androgén
okozza [17]. Ez az eredmény masokkal egyetemben a C-terminadlis kétdhely
kliensek érésében és funkcidéjaban betdltdtt szerepérdl hozzajarult az Ujabb

generaciés Hsp90 inhibitorok fejlesztéséhez [18].

A C-termindlis nukleotidkotés jelentOoségének megértésére tett tovabbi
erofeszitéseink sikertelennek bizonyultak. S6t, a kot6hely fizioldgias funkcidjat
a mai napig nem sikerilt feltarni. A Hsp90-nel kapcsolatos kutatasaink azonban
tovabb folytak. EmIOs sejtmodellben azt a meglepd felfedezést tettiik, hogy a
Hsp90 ATP-fliggd funkcidja szlikséges a sejt strukturalis architekturajanak és
integritasanak fenntartasahoz [19]. Ezen eredménylink két évvel megel6zte azt
a rendszerbioldgiai megfigyelést, miszerint a Hsp90 az élesztd egyik legtdbb
interakcioval rendelkez6 fehérjéje, a proteom tébb mint 20%-aval létesit kap-
csolatot [20]. Greg Blatch-csel kollaboralva jellemeztiik a Hsp90 és a Hop
ko-chaperon kolcsénhatasat [21]. Peter Piper csoportjaval egylttmikodésben
pedig megfigyeltik, hogy heteroldg élesztd modellben kilon-kilon kifejezve a
human Hsp90 alfa és béta izoformajat az alfa izoforma jobban tamogatta
bizonyos kliensek funkcidjat és kevésbé volt érzékeny az N-terminalis ATP
antagonista letdlis hatasara [22]. Ez a tanulmany az elsok kodzott igazolta a
Hsp90 izoformainak eltérd élettani funkcidjat, megvilagitva a stresszek és a
daganatképzddés soran tapasztalhaté alfa izoforma tultermelddés jelentoségét

és egy izoforma specifikus inhibitor terapias hasznat.
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Szerteagazo kutatasaink a halézatok és az oregedéstudomany iranyaba
A Hsp90 (és a h6sokkfehérjék) sokrétl interakcidi inspiraciét jelentettek a sejtes
fehérje-fehérje kolcsonhatasi és jelatviteli, majd kés6bb az egyéb haldzatok
szervezddésének megértése iranyaba. Az egyik 0nalld kutatdsi irany chape-
ronokkal kapcsolatos megfigyelései feltartdk a Hsp90 és mas stresszfehérjék
integrald, illetve kreativ, 0j funkcidkat bekapcsold szerepét a sejtek stressz-
valaszaban [23-25].

A Hsp90 és a hdsokkvalasz fehérje homeosztazisban bet6ltott kozponti szervezd
és védelmez0 szerepe a stresszek, stresszvalaszok és az élettartam kapcsolatat
vizsgald hipotézisekre és kisérletekre sarkallt minket. A témaban tdébb &6ssze-
foglalot irtunk [26-28] és modellt készitettlink [29]. FObb eredményeink kilon-
féle modelleken leirjak az immunserkent6é cink hésokkvalaszt aktivalé [30], a
degenerativ betegségekben és az 6regedés soran megjelend oxidativ stressz és
denaturdlt fehérjék hdsokkvalaszt és sejtosztddast illetve stressz-toleranciat
gatlé hatasat [31, 32].

Visszatérés a Hsp90-hez

Ezenk6zben a Hsp90 funkcidjarédl és a fehérje homeosztazisban betoltott
szerepérodl is gyarapodott a tudasunk [33], azonban - a daganatok kivételével -
a Hsp90 dregedésben és kilonféle betegségekben jatszott preventiv és protektiv
funkcidja jorészt tisztazatlan. Ezek a teriletek kilonodsen fontosak lehetnek,
hiszen a Hsp90 esszencialis fehérje, és kdzponti szerepet jatszik a hésokkvalasz
szabdalyozasaban. Ez Ujra felébresztette a Hsp90 iranti kivancsisagunkat. Hamar
Péterrel egylttmikodésben a toxikus és iszkémids vesekarosodas
megeldzésének lehetfségeit tanulmanyozva azt taladltuk, hogy a hormetikus
lipopoliszacharid kezelés protektiv hatasaban kulcsszerepet jatszik a Hsp90 LPS
jelatvitelt facilitalé és hésokk valaszt aktivald mikoddése [34]. Ezt a protektiv

hatast a C-terminalis nukleotid két6hely inhibitor novobiocin felfliggesztette.
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Ez felveti a megfelel6 Hsp90 funkcid/kapacitas vesevédd szerepét, valamint azt
is, hogy a Hsp90 inhibitorok alkalmazasanal érdemes lehet a vesefunkciot

monitorozni.

Egy hosszutavu projektiinkben a hésokkvalasz és a metabolikus stressz (pl. az
élettartamot megnyujtd eddigi leghatékonyabb beavatkozas, a kaldria-
csokkentés) kapcsolatat vizsgaltuk [28], és a véletlen révén botlottunk Ujra a
Hsp90-be. Az egész onnan indult, hogy igazoltuk, hogy az els6 élettartamndveld
kismolekula, a resveratrol emlds sejtekben aktivalja a hésokkvalaszt [35]. Ezen
tovabb haladva kezdeti (nem kozolt) eredményeink azt mutattdk, hogy a
resveratrol és célpontja, a metabolikus stresszre aktivaldodd szirtuin (SIRT1)
deacetilaz tultermelése a HSF1 aktivacidja révén noveli meg a Caenorhabditis
elegans fonalférgek élettartamat. David Gems ezt az eredménylinket latva egy
EU6-0s projekt talalkozén megosztotta a szirtuin tultermeld térzsek genetikai
hatterével kapcsolatos kételyeit. Ennek folyomanyaként széleskori nemzetkozi
egylttmdlkodésben igazoltuk, hogy a szirtuin tultermelés nem hosszabbitja meg
a gerinctelen modellorganizusok élettartamat [36]. Kbzben publikaltdk a SIRT1
HSF1 aktivalé szerepét [37], azonban ezt kildnféle sejtmodelleken sem RNS
interferenciaval, sem SIRT1 génkilitott és tultermeld transzgén egerekbdl szar-
mazé embrionalis fibroblasztokon nem tudtuk megerdsiteni (Nguyen M.T. és SAéti
C., nem kozolt eredmények). A SIRT1 zsirszdveti anyagcserében jatszott kulcs-
szerepét kozolték NIH 3T3-L1 preadipocitdkban [38]. Ujabb meglepetésiinkre,
3T3-L1 fibroblasztokban és differencidlddott adipocitdkban nem sikertlt SIRT1
fehérjét kimutatnunk (Nguyen M.T. és Soti C., nem kozolt eredmények). Ezzel
szemben medfigyeltik, hogy a Hsp90 N- és C-terminalis ATP-kot6helyének
gatlasa egyarant gatolta az adipocita differenciaciét [39]. A jelenség hatterében
a zsirszoveti mesterregulator peroxiszoma proliferator aktivalt receptor y-t
(PPARY) mint Uj Hsp90 klienst azonositottuk. Kimutattuk, hogy atmeneti prote-
otoxikus (fehérje denaturald) stresszek a Hsp90 kapacitas atmeneti csokkentése
révén a PPARy funkcidkieséséhez vezetnek és a stressz idejére reverzibilisen

ledllitjdk az adipogenezist. Ez a tanulmany azért volt kildndsen izgalmas, mert
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példat hozott a Hsp90 sejtdifferenciacioban jatszott szerepére és stressz-fiiggd
szabalyozd szerepére, valamint kapcsolatot tart fel a fehérje homeosztazis és az
élettartam meghatdrozasaban fontos zsirszéveti mikodés kozott, és szerkesztoi
méltatast is kapott [40].

Perspektivak

Ugyan a Hsp90 bioldgiajardl egyre tobbet tudunk, gerinctelen modell organizmu-
sok élettartamanak meghatarozasaban betdltott funkcidja ismeretlen. Jelenleg
zajlo vizsgalatainkbdl ugy tlnik, hogy a Hsp90 kapacitas csokkentése az életkor-
tol fliggben, részben a FOXO ortolég DAF-16 transzkripcids faktor kompartmen-
talizaciéja révén modulalja a C. elegans élettartamat (Somogyvari M., Gecse E.
és Soti C., revizid alatt). Egy masik izgalmas kérdés, hogy vajon a Hsp90
kiterjedt klienturdjanak szervez6désében szerepet jatszik-e valamilyen
rendezbelv, mely lehetdséget nyujtana a Hsp90-fiiggl bioldgiai funkcidk Hsp90
kapacitds altali moduldris szabalyozasdara. Ezt a potencidlisan mind az

oregedésre, mind a daganatbioldgidra hatd mechanizmust bioinformatikai-halé-
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