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hfc STRUCNI RADOVI

Stresni proteini

KARMELA BARISIC! I JASMINKA KOPIC?

'Parmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb
Opéa bolnica »Dr. Josip Bencevic«, Slavonski Brod

UvOoD

Sluéajno poveéanje temperature inkubatora u kojem je rasla Drosophila
melanogaster, dovelo je do pojave »jastuéi¢a« na kromosomima iz zlijezda sli-
novnica, koji su indikatori transkripcijske aktivnosti odredenog genskog lo-
kusa. Taj slucajni dogadaj razotkrio je novu skupinu proteina, proteine to-
plinskog Soka, ¢ija sinteza brzo i snazno pocinje pod.utjecajem povisene
temperature, a kako je kasnije pokazano, i u drugim stresnim uvjetima, te se
opéenito nazivaju stresni proteini.

Stresni proteini sudjeluju ne samo u staniénom odgovoru na stres, nego i
u mnogim drugim biolo§kim i imunolo§kim procesima. Ta ih ¢injenica u novi-
je vrijeme ¢ini potencijalno vrlo atraktivnim za nove terapijske agense. In-
dukcija stresnih proteina novim farmakoloskim sredstvima moze dovesti do
razvoja organizama otpornih na razlifite stresne agense, $to se moze iskori-
stiti za intervencije kod kardiovaskularnih i bubreznih o§teéenja, kao i za za-
§titu organa u transplantacijskoj medicini. Novije spoznaje o vezi sa stre-
snim proteinima i malignim procesima, o njihovoj vaznoj ulozi u patogenezi au-
toimunih bolesti te u procesu prezentacije antigena mogu biti temelj za ra-
zvoj novih imunoterapijskih sredstava za lijeéenje raka i autoimunih bolesti

(1.

STRESNI PROTEINI

Stanice izloZene toplinskom stresu ubrzano sintetiziraju zastitne proteine
koji su nazvani proteinima toplinskog Soka {heat shock proteins, hsps). Poja-
¢ana sinteza proteina toplinskog Soka utvrdena je i nakon izlaganja stanica
djelovanju toksi¢énih agensa, teskih metala, analoga aminokiselina, inhibito-
ra energetskog metabolizma, virusnim i bakterijskim patogenima, oksidativ-
nim o$tecenjima, ishemiji i drugim oblicima stresa. Stoga se odgovor na to-
plinski Sok' smatra univerzalnim staniénim odgovorom na stres, a proteini
toplinskog $oka nazivaju se opéenito stresim proteinima (2). Zajednic¢ko je
obiljezje svih stresnih stanja pojavljivanje nenormalno nabranih proteina i
njihove agregacije, a stresni proteini §tite stanicu tako da pomazu renatura-
ciju ili degradaciju proteina (2).

Stresni proteini postoje u stanici i u normalnim, fiziolo§kim uvjetima.
Obavljaju vazne funkcije uklju¢ujuéi sudjelovanje u procesima nabiranja i
translokacije novosintetiziranih proteina, razgradnji proteina, aktiviranju

455



K. Baridi¢ i J. Kopi¢: Stresni proteini, Farrm. Glas. 58, 12/2002

regulacijskih proteina, prijenosu signala unutar stanice, organizaciji sta-
ni¢nog skeleta te prezentaciji antigena.

Stresni proteini se ¢esto poistovjeéuju s tzv. molekularnim pratiteljima
(molecular chaperons). Taj pojam oznacéava molekule koje sudjeluju u nabira-
nju i sazrijevanju proteina u stanici. Mnogi stresni proteini su molekularni
pratitelji, ali ne djeluju svi kao molekularni pratitelji, kao §to ni mnogi mole-
kularni pratitelji ne spadaju u stresne proteine (2).

Uobiéajena je podjela stresnih proteina prema njihovoj molekulskoj masi.
Prema tom kriteriju svrstani su u nekoliko obitelji: obitelj malih stresnih
proteina, obitelj stresnih protein 40-60, obitelj stresnih proteina 70, obitelj
stresnih proteina 90 te obitelj stresnih proteina 110.

Stresni proteini su identificirani u svim organizmima, od prokariota do
eukariota. Postoji visok stupanj homologije izmedu pojedinih stresnih prote-
ina u razli¢itim vrstama, evolucijski vrlo udaljenim, ali nema homologije iz-
medu stresnih proteina iz razli¢itih obitelji kod iste vrste.

STRESNI PROTEINI IZ OBITELJI hsp70

Najpoznatiji su proteini toplinskog $oka iz obitelji 70. Tu obitelj ¢ine
hsc73 (heat shock cognate 73), konstitutivni oblik, i hsp72, inducibilni oblik.
Druga dva predstavnika te obitelji inducirani su u stanjima kada nedostaje
glukoza; Grp78 ili BiP, lociran u endoplazmatskom retikulumu i Grp75, ili
mito-BiP, lociran u mitohondrijama (3). Hsp70 je tipiéni molekularni prati-
telj. U fizioloskim uvjetima hsp70 sudjeluje u pravilnom strukturiranju poli-
peptida nakon njihove sinteze, njihovom transportu te zdruzivanju podjedi-
nica kod oligomernih proteina. U uvjetima stresa hsp70 prepoznaje denaturi-
rane ili nepravilno strukturirane proteine i pomaZze njihovo pravilno struk-
turiranje (4). U interakciji s nepravilno strukturiranim proteinom pored
hsp70 sudjeluju i drugi pomoéni proteini, kao BAG-1, Hip (hsp70 interakcij-
ski protein) i Hop (hsp70/hsp90 organizirajuéi protein) (5). Vezivanje i otpu-
$tanje ciljnog polipetida modulirano je interakcijom hsp70 s ATP i ADP.

Aktiviranje sinteze hsp70 ovisi o razini samog hsc73 te o njegovoj ravno-
tezi izmedu dva stanja, stanja u kojem je hsc73 vezan na supstrat i slobod-
nog hsc73. Kada se koli¢ina slobodnog hsc73 snizi ispod kriti¢ne razine, dola-
zi do pojaéane sinteze iducibilnog oblika, hsp72 (6).

Indukecija hsp72 regulirana je na razini transkripcije hsp70 gena. Hsc73
nalazi se u stanici u kompleksu s ¢imbenikom toplinskog Soka (heat shock
factor, HSF). HSF je transkripcijski faktor koji regulira transkripciju stre-
snih gena interakcijom sa specifiénim slijedom nukleotida u promotorskom
dijelu stresnih gena koji se naziva heat shock element (HSE). Poveéanje koli-
¢ine nepravilno nabranih ili denaturiranih proteina oslobada HSF iz kom-
pleksa s hsc73, jer hsc73 stupa u interakciju s proteinima koji trebaju njego-
vu pratiteljsku aktivnost. Slobodan HSF prelazi iz citoplazme u jezgru gdje
se vezuje na HSE omoguéujuéi transkripciju hsp72 gena (7).
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OSTALI STRESNI PROTEINI: mali, 40-60, 90 i 110

U skupinu malih stresnih proteina spadaju ubikvitin, hsp20, hsp25 te hsp27.
Mali hsps imaju razli¢ite funkcije u stanici, od nelizosomalne razgradnje pro
teina do reguliranja aktinskog skeleta i programirane stani¢ne smrti (apop-
toze) (8, 9).

U skupini stresnih proteina 40-60 spadaju hsp40, hsp47, hsp56 i hsp60.
Oni su smjesteni u razli¢itim staniénim odjeljcima: citoplazmi (hsp40, hsp56),
endoplazmatskom retikulumu (hsp47) ili mitohondrijama (hsp60). Hsp40 su-
djeluje u nastanku kompleksa hsp70/hsp90. Hsp47 je molekularni pratitelj
kolagena, a hsp60 (GroEl) je mitohondrijski molekularni pratitelj. Hsp56 ve-
Ze steroidne hormone i imunosupresor FK506 (10).

Hsp90 je stresni protein ¢ija se ekspresija poveéa oko 10 puta nakon izla-
ganja stanica stresu. Nalazi se u plazmatskoj membrani, citosolu i jezgri. Po-
vezan je s mikrofilamentima (aktin i mikrotubuli) i intermedijarnim fila-
mentima. U nekim organizmima hsp90 je neophodan u fiziolo§kim uvjetima,
a u drugim samo u uvjetima stresa. Hsp90 je vazan za funkcioniranje stero-
idnih receptora, jer ih odrzava u inaktivnom stanju u odsutnostiliganda (11).

Hsp104, glavni predstavnik obitelji stresnih proteina 110, konstitutivno
je prisutan u citoplazmi, jezgri i jezgrici i odgovoran za termotoleranciju (12).

KLINICKO ZNACENJE ODGOVORA NA TOPLINSKI SOK

Klini¢ki znacajna stanja u kojima dolazi do poveéane ekspresije stresnih
proteina su: ishemijsko/reperfuzijska ozljeda tkiva, povi§ena tjelesna tempe-
ratura, upala, infekcija, mehanicke ozljede stanica i tkiva, hemoragijskii dru-
ge vrste Soka, trovanja alkoholom i te§kim metalima. Sve te poremecaje ka-
rakterizira promjena u strukturiranosti proteina, a stresni proteini pomazu
njezinom obnavljanju (1).

Nakon toplinskog Soka u stanicama dolazi do naglog pada transkripcije
vedine gena, osim stresnih gena ¢ija se transkripcija intenzivira. S obzirom
da je odgovor na toplinski $ok, evolucijski gledano, jedan od prvotnih meha-
nizama obrane, sinteza stresnih proteina ima prednost pred sintezom drugih
obrambenih proteina koji su se javili kasnije tijekom evolucije. Tako je za vri-
jeme stresnog odgovora smanjena sinteza interleukina 1, inducibilnog oblika
sintetaze dusi¢nog oksida (iNOS), b-fibrinogena te ostalih gena akutne faze
(13).

Vrlo vazne osobine stresnog odgovora su: univerzalnost (javlja se u svim
stanicama organizma), prolaznost i unakrsna zastita (primjerice, hiperter-
mija ¢ini stanicu otpornijom i na druge vrste stresa, na pr. ishemijsko/reper-
fuzijsku ozljedu) (14). Stresom izazvano stanje otpornosti stanice na istu, ali
i druge vrste stresa, zapoc¢inje vrlo brzo, oko 15 minuta nakon stresnog po-
drazaja, a traje nekoliko sati.

Fenomen unakrsne zastite, uoden i karakteriziran na Zivotinjskim in
vivo modelima, ¢ini osnovu mnogim potencijalnim primjenama tog biolo§kog
fenomena u klini¢koj medicini. Pred nama je vrijeme pragmati¢nog pristupa
vrednovanju stresnog odgovora u pojedinim klini¢kim stanjima te moguéim
manipulacijama tim odgovorom u terapijske i dijagnosticke svrhe.
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ISHEMIJA/REPERFUZIJA — KARDIOVASKULARNE BOLESTI,
TRANSPLANTACIJSKA MEDICINA

Potencijalna kliniéka primjena stresnog odgovora kod kardiovaskularnih
bolesti temelji se na eksperimentalno pokazanom zastitnom uéinku stresnih
proteina kod ishemijskih/reperfuzijskih ostecenja. Tako je, primjerice poka-
zano da pre-tretman zeceva subletalnom hipertermijom, ¢ini stanice njiho-
vog sréanog misiéa otpornijim na ishemiju (15), a transgeni miSevi koji poja-
¢ano eksprimiraju hsp otporniji su na ishemiju miokarda (16). Uoéeno je
takoder, da pretretman hipertermijom bubrega i stanica gusterace donora
pobolj$ava prezivljavanje transplantata (14). Toplinskim $okom izazvana ot-
pornost tkiva i organa na uvjete ishemije/reperfuzije daje opravdanu nadu
za njegovu primjenu u transplantacijskoj medicini, i u odredenim vrstama
kirurskih zahvata, kod kojih dolazi do ishemije/reperfuzije (primjerice u ki-
rurgiji srca i velikih krvnih zila).

INFEKCIJSKE BOLESTI, SEPSA, AUTOIMUNE BOLESTI

Stresni proteini djeluju zastitno kod infekcijskih bolesti i sepse. Utvr-
deno je da poveéana razina hsp, izazvana hipertermijom, §titi organizam od
toksi¢nosti i letalne endotoksemije izazvane tumorskim nekrotiénim ¢imbe-
nikom (¢umor necrosis factor, TNF) ili da izlaganje Stakora spojevima arsena
dovodi do indukcije hsp72, §to ¢ini Zivotinje otpornijim na sepsu (17).

Bakterije i virusi poja¢ano stvaraju svoje hsps tijekom infekcije, jer je
njihov napad na domacéina za njih stresno stanje. Njihovi hsps su jaki antige-
ni za imuni sustav domacina. S druge strane, i u napadnutim stanicama do-
macina dolazi do indukcije njihovih hsps kao obrambenog mehanizma na stre-
sno stanje, infekciju.

Bududéi da su stresni proteini izrazito konzervirani tijekom evolucije, mo-
guée su krizne imune reakcije koje mogu rezultirati u stvaranju antitijela
naspram vlastitih hsps, §to je podloga za razvoj autoimunih bolesti. Brojne
su indicije da autoantitijela na hsps, nastala kriznom reakcijom na hsps mi-
krobijalnog podrijetla, mogu uzrokovati nastanak i razvoj dijabetesa i artri-
tisa (18, 19, 20).

MEHANICKE OZLJEDE TKIVA - TRAUMATSKA OZLJEDA MOZGA

Glasni¢ka RNA (mRNA) za hsps, kao i sami hsps nalaze se u stanicama
zdravoga mozga u vrlo malim koli¢éinama. Nakon razli¢itih neurotoksi¢nih
stimulansa i traumatske ozljede, ovisno o vrstii intenzitetu Stetnog utjecaja,
odnosno osteéenja, dolazi do brzog porasta hsps u stanicama mozga. 4-6 sati
nakon oStecenja poviSena je razina mRNA za hsps, a 12-20 sati nakon oste-
¢enja zabiljeZen je porast hsps na proteinskoj razini (21). Te se ¢injenice mo-
gu upotrijebiti u ranoj dijagnostici mozdanih o$teéenja, bilo traumatske ili
neurotoksi¢ne naravi.
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Hsp I IMUNOLOSKI SUSTAV, PROTUTUMORSKE VAKCINE

U posljednje vrijeme intenzivno se ispituje uloga stresnih proteina u imu-
nom odgovoru, posebice u procesiranju i prezentaciji antigena. Ulogu hsps u
imunolo$kom odgovoru rasvijetlila su brojna istrazivanja tumorske biologije.
Jedan je od bitnih ¢imbenika u nastanku i razvoju tumora izostanak ade-
kvatnog imunog odgovora na tumorske stanice u organizmu u kome se razvi-
ja tumor. Brojni su istrazivacki napori usmjereni prema iznalaZenju naéina
stimulacije imunog odgovora naspram tumora. U tom smislu stresni proteini
otvaraju nove moguénosti imune terapije tumora (22). Ustanovljeno je da je
hsp izoliran iz tumora snazan induktor imunog odgovora na taj isti tumor.
Hsp izoliran iz zdravog tkiva ne potice imuni odgovor na tumorske stanice.
Cini se da sam hsp izoliran iz tumora nije imunogen, nego tumorski peptid
koji se nalazi u kompleksu s hsp, tj. peptid ¢iji je hsp molekularni pratitelj.
Na Zzivotinjskim in vivo modelima pokazano je da se kompleks hsp-tumorski
peptid, izoliran iz malignih tumora, moze primijeniti kao snazan induktor
imunoloskog odgovora na tumor (19, 20). Zahvaljujuéi tome, vjerojatno ¢emo
uskoro biti svjedoci upotrebe kompleksa hsp-tumorski péptid kao individual-
ne protutumorske vakcine za stjecanje i/ili poticanje imuniteta naspram tu-
mora.

Stress proteins
by K. Barisié and J. Kopié

Summary

Stress proteins (also known as heat shock proteins) regulate fundamental cellular pro-
cesses, such as protein folding, sorting, degradation, translocation and assembly, pla-
ying an important role in cell signaling, cytoskeletal organisation, apoptosis, antigen
presentation, cell migration, proliferation and adhesion. Heat shock proteins are divi-
ded into families based on molecular mass: small, hsp40-60, hsp70, hsp90, hsp110.
The best characterized family is hsp70 familiy. Hsp70 is induced by a number of stress
stimuli, and its expression is regulated at transcriptional level by heat shock factor.
There are many potential medical application of stress response, from cardiovascular
diseases and graft preservation to immunotherapy of cancer.
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