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1 I n t r o d u c t i o n 

H e a t s h o c k p r o t e i n s w e r e in i t ia l l y r e c o g n i z e d by the i r i n c r e a s e d e x p r e s s i o n a f te r 
e x p o s u r e of ce l l s t o e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s ( R I T O S S A 1 9 6 2 ; L I N D Q U I S T 1 9 8 6 ; 
L I N D Q U I S T a n d C R A I G 1 9 8 8 ) . S u b s e q u e n t l y a n u m b e r of e x c i t i n g f i n d i n g s 
s t i m u l a t e d t h e in te res t in h e a t s h o c k p r o t e i n s . First , h o m o l o g o u s p r o t e i n s w e r e 
i d e n t i f i e d in p r o k a r y o t i c a n d e u k a r y o t i c o r g a n i s m s , s u g g e s t i n g a n i m p o r t a n t 
g e n e r a l f u n c t i o n . S e c o n d , it t u r n e d o u t t h a t t h e v a r i o u s p r o t e i n s c a n be g r o u p e d 
i n t o a f ew d i s t i n c t f a m i l i e s w i t h a h i g h d e g r e e of s t r u c t u r a l c o n s e r v a t i o n d u r i n g 
e v o l u t i o n . T h i r d , it w a s rea l i zed t h a t b e s i d e s e l e v a t e d t e m p e r a t u r e o t h e r k i n d s of 
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" s t r e s s " c o n d i t i o n s l e a d t o t h e i n d u c t i o n of p r o t e i n s w h i c h a r e i d e n t i c a l o r s im i l a r 
t o t h o s e i n d u c e d by hea t . Fo r i n s t a n c e , m e t a b o l i c s t ress s u c h a s g l u c o s e 
s t a r v a t i o n o r t h e p r e s e n c e o f a m i n o a c i d a n a l o g u e s w a s o b s e r v e d t o i n d u c e a 
s u b s e t o f p r o t e i n s w h i c h a r e i m m u n o l o g i c a l l y r e l a t e d t o h e a t s h o c k p r o t e i n s b u t 
c a n be d i f f e r e n t i a t e d o n t h e b a s i s o f i o n i c c h a r g e ( L E E 1987) . F o u r t h , it w a s 
rea l i zed t h a t s o m e o f t h e s e h e a t s h o c k o r s t ress p r o t e i n s a r e e x p r e s s e d 
c o n s t i t u t i v e l y in t h e a b s e n c e of a n y k i n d of s t ress in v a r i o u s ce l l t ypes . 

T w o m a j o r l ines o f r e s e a r c h w e r e p r o v o k e d by t h e s e o b s e r v a t i o n s . O n t h e 
o n e h a n d , t e m p e r a t u r e i n d u c t i o n p r o v e d t o be a p r o c e s s we l l s u i t e d t o s t u d y t he 
m o l e c u l a r bas i s of r e g u l a t i o n o f g e n e e x p r e s s i o n in b o t h b a c t e r i a a n d 
e u k a r y o t e s . O n t h e o t h e r h a n d , t h e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n of h e a t s h o c k o r s t ress 
p r o t e i n s a t t r a c t e d t h e a t t e n t i o n o f r e s e a r c h e r s in v a r i o u s f i e lds o f b i o l o g y . T h e 
p r e s e n t rev iew is n o t c o n c e r n e d w i t h t h e c o m p l e x p a t t e r n s o f r e g u l a t i o n of h e a t 
s h o c k g e n e e x p r e s s i o n ( for a rev iew see N E I D H A R T et a l . 1984; L I N D Q U I S T 1986; 
P E L H A M 1989b ) . It s h o u l d be p o i n t e d o u t , h o w e v e r , t h a t d e s p i t e t h e i m p r e s s i v e 
a c h i e v e m e n t s in d e f i n i n g r e g u l a t o r y e l e m e n t s i n v o l v e d in h e a t s h o c k r e g u l a t i o n , 
t h e c o m p l e t e c h a i n o f s i g n a l t r a n s m i s s i o n f r o m t h e h e a t e f fec t t o t h e t u r n i n g o n 
o f s p e c i f i c g e n e s r e m a i n s e lus i ve . R e c e n t resu l t s i n d i c a t e a ro le of d e n a t u r e d 
p r o t e i n s as a c o m m o n f a c t o r f o r i n d u c t i o n o f h e a t s h o c k p r o t e i n s ( G O F F a n d 
G O L D B E R G 1985; L E W I S a n d P E L H A M 1985) . It is r e a s o n a b l e t o a s s u m e t h a t t h e 

d i f f e ren t k i n d s of s t ress p r o m o t e d e n a t u r a t i o n of i n t r a c e l l u l a r p r o t e i n s w h i c h in 
t u r n s i g n a l t h e i n d u c t i o n o f h e a t s h o c k p r o t e i n s ( A N A N T H A N et a l . 1986; K O Z U T S U M I 
et a l . 1988) . T h e e f fec t o f d e n a t u r e d p r o t e i n s m a y be i nd i r ec t , h o w e v e r , f o r 
e x a m p l e by r e d u c i n g t h e i n t e r n a l c o n c e n t r a t i o n of a n u n k n o w n r e g u l a t o r y 
f a c t o r . 

In t h e last f ew y e a r s m o l e c u l a r c l o n i n g , p r o t e i n p u r i f i c a t i o n , a n d f u n c t i o n a l 
s t u d i e s in v i t ro a n d in v i vo h a v e led t o a be t te r u n d e r s t a n d i n g o f t h e ro le o f h e a t 
s h o c k p r o t e i n s in t h e s o r t i n g , f o l d i n g , a n d a s s e m b l y of p r o t e i n s , a s wi l l be 
d i s c u s s e d in t h e p r e s e n t rev iew. It is g e n e r a l l y a c c e p t e d t h a t h e a t s h o c k p r o t e i n s 
p r o t e c t ce l l s f r o m t h e d a m a g i n g e f fec t of t e m p e r a t u r e o r o t h e r k i n d s of m e t a b o l i c 
s t ress. A w i d e va r i e t y o f ce l l s h a v e h i g h e r t h e r m o t o l e r a n c e a f te r p r e i n c u b a t i o n a t 
a n e l e v a t e d t e m p e r a t u r e ( r e v i e w e d in L I N D Q U I S T a n d C R A I G 1988) . 

S t r o n g e v i d e n c e is a c c u m u l a t i n g t h a t h e a t s h o c k p r o t e i n s a r e n e c e s s a r y f o r 
t h e a c q u i s i t i o n o f t h e na t i ve s t r u c t u r e o f m o n o m e r i c a n d o l i g o m e r i c p r o t e i n s 
a f te r t he i r s y n t h e s i s o n r i b o s o m e s o r a f te r t r a n s f e r a c r o s s m e m b r a n e s . T h e 
t r a n s i e n t e x p o s u r e of h y d r o p h o b i c o r c h a r g e d r e s i d u e s d u r i n g t h e s e p r o c e s s e s 
c a n resu l t in m i s f o l d i n g o r a g g r e g a t i o n of p r o t e i n s . T h e r e f o r e , f o l d i n g in v i vo , a t 
least in s o m e c a s e s , s e e m s t o r e q u i r e t h e p r e s e n c e o f p r o t e i n f a c t o r s . T h e t e r m 
" m o l e c u l a r c h a p e r o n e " w a s p r o p o s e d f o r s u c h p r o t e i n s ( E L L I S 1987) , w h i c h 
p r e v e n t i n c o r r e c t i n t e r a c t i o n s a n d ass is t a s s e m b l y w i t h o u t b e i n g p a r t o f t h e f i n a l 
s t r u c t u r e . It w a s f i rst u s e d by L A S K E Y et a l . (1978) t o i l l us t ra te t h e f u n c t i o n of 
n u c l e o p l a s m s in t h e a s s e m b l y of n u c l e o s o m e s . It is n o w b e c o m i n g a p p a r e n t 
t h a t h e a t s h o c k p r o t e i n s c a n a c t a s c h a p e r o n e s in v i t r o a n d in v i vo , a s wi l l be 
d i s c u s s e d in de ta i l b e l o w . T h e s t r o n g e s t l i nes of e v i d e n c e ex is t f o r t h e m e m b e r s 
of t h e h s p 6 0 a n d h s p 7 0 fam i l i es . T h e r e f o r e t h i s rev iew wi l l f o c u s o n t h e ro le of 
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t h e s e p r o t e i n s in t h e a c q u i s i t i o n of t h e n a t i v e s t r u c t u r e o f p r o t e i n s in t h e ce l l a n d 
in t h e a s s e m b l y o f b i o l o g i c a l m e m b r a n e s . 

2 T h e hsp70 F a m i l y 

In e a c h o r g a n i s m e x a m i n e d so f a r h e a t s h o c k p r o t e i n s w i t h a m o l e c u l a r m a s s o f 
a b o u t 70 k D h a v e b e e n f o u n d in a b u n d a n c e . T h e y h a v e b e e n o b s e r v e d n o t o n l y 
in y e a s t a n d m a m m a l i a n ce l l s , b u t a l s o in o r g a n i s m s a s d i ve r se a s p l a n t s , 
t r y p a n o s o m e s , a n d Escherichia coli. h s p 7 0 p r o t e i n s h a v e a ve ry h i g h d e g r e e o f 
e v o l u t i o n a r y c o n s e r v a t i o n . B e t w e e n t h e b a c t e r i a l m e m b e r s o f t h e h s p 7 0 f am i l y , 
D n a K , a n d e u k a r y o t i c m e m b e r s , t h e h o m o l o g y is h i g h e r t h a n 4 5 % . 

W i t h i n t h e e u k a r y o t i c ce l l h s p 7 0 - r e l a t e d p r o t e i n s w e r e d e t e c t e d in t h e c y t o s o l 
c o m p a r t m e n t , m i t o c h o n d r i a ( L E U S T E K et a l . 1989; M I Z Z E N et a l . 1989; E N G M A N 

et a l . 1989; A M I R - S H A P I R A et a l . 1990) , c h l o r o p l a s t s ( K R I S H N A S A M Y et a l . 1989; 

M A R S H A L L et a l . 1990) , a n d t h e e n d o p l a s m i c r e t i c u l u m (ER). T h e y a r e m e m b e r s o f 
a m u l t i g e n e fam i l y . S o m e a r e i n d u c e d by v a r i o u s s t ress c o n d i t i o n s , o t h e r s a r e 
e x p r e s s e d c o n s t i t u t i v e l y . T h e m o s t t h o r o u g h l y s t u d i e d s y s t e m is t h a t o f y e a s t ( as 
r e v i e w e d in de ta i l by L I N D Q U I S T a n d C R A I G 1988) . N i n e g e n e s r e l a t ed t o t h e hsp 70 
g e n e of h i g h e r e u k a r y o t e s w e r e i d e n t i f i e d a n d c l o n e d . M u t a t i o n a l a n a l y s i s 
r e v e a l e d f ive d i s t i n c t g r o u p s . S s a 1 - 4 , p r e s e n t in t h e c y t o s o l , a r e essen t i a l f o r ce l l 
v i ab i l i t y a n d m a y h a v e i n t e r c h a n g e a b l e f u n c t i o n . h s p 7 0 p r o t e i n s of t h e Ssb 
g r o u p ( e n c o d e d in ssbl a n d ssfc>2), a l so p resen t in t he c y t o s o l , a n d Ssd1 h a v e n o t 
b e e n f u r t h e r c h a r a c t e r i z e d . Ssc1 is a m i t o c h o n d r i a l p r o t e i n of 7 0 6 2 7 d a l t o n s 
( C R A I G et a l . 1989) w i t h a c h a r a c t e r i s t i c a m i n o t e r m i n a l t a r g e t i n g s e q u e n c e . 
M u t a n t s t r a i n s in w h i c h t h e ssc7 g e n e w a s d e l e t e d w e r e n o t v i a b l e ( C R A I G et a l . 
1987) . Recen t l y , kar2 w a s i d e n t i f i e d a s t h e y e a s t h o m o l o g u e o f t h e m a m m a l i a n 
BiP/grp78 g e n e ( R O S E et a l . 1989; N O R M I N G T O N et a l . 1989) , w h i c h is e s s e n t i a l f o r 
ce l l v i ab i l i t y a n d , in a d d i t i o n , is r e q u i r e d f o r n u c l e a r f u s i o n . A c l e a v a b l e a m i n o 
t e r m i n a l h y d r o p h o b i c s i g n a l s e q u e n c e t a r g e t s t h e p r o t e i n t o i ts s i te o f f u n c t i o n , 
t h e l u m e n of t h e ER. 

2.1 General Enzymatic and Structural Propert ies 
of hsp70 Proteins 

P r o t e i n s of t h e h s p 7 0 f a m i l y t i g h t l y b i n d A T P , a p r o p e r t y t h a t c a n be u s e d f o r 
p u r i f i c a t i o n by A T P - a g a r o s e c h r o m a t o g r a p h y ( W E L C H a n d F E R A M I S C O 1 9 8 5 ; 
CHAPPELLet a l . 1 9 8 6 ) . A w e a k A T P a s e ac t i v i t y a p p e a r s t o be a g e n e r a l f e a t u r e o f 
t h e s e p r o t e i n s . A l t h o u g h seve ra l h s p 7 0 p r o t e i n s h a v e b e e n c l o n e d a n d 
s e q u e n c e d , n o c o n s e n s u s s e q u e n c e f o r a n A T P b i n d i n g s i te h a s b e e n i den t i f i ed 
s o far . 
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A f i rst s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f h s p 7 0 p r o t e i n s c a m e f r o m p r o t e a s e 
d e g r a d a t i o n s t u d i e s a n d m u t a t i o n a l a n a l y s i s . T h e g e n e r a t i o n o f a s t a b l e a m i n o 
t e r m i n a l f r a g m e n t o f r o u g h l y 4 4 k D a f te r c l e a v a g e w i t h p r o t e a s e s s u c h a s 
c h y m o t r y p s i n a n d t r y p s i n s u g g e s t s a c o m m o n d o m a i n s t r u c t u r e o f h s p 7 0 
p r o t e i n s . C H A P P E L L et a l . (1987) p u r i f i e d a n d c h a r a c t e r i z e d t h i s f r a g m e n t o f t h e 
u n c o a t i n g A T P a s e . T h e y p r o p o s e d a t w o - d o m a i n m o d e l f o r t h e h s p 7 0 p r o t e i n s , 
w h i c h is s u p p o r t e d by r e c e n t d e l e t i o n s t u d i e s w i t h b o t h a h u m a n h s p 7 0 ( M I L A R S K I 
a n d M O R I M O T O 1989) a n d E. coli D n a K ( C E G I E L S K A a n d G E O R G O P O U L O S 1989) . T h e 

a m i n o t e r m i n a l p a r t o f t h e m o l e c u l e s h a r b o r s t h e A T P - b i n d i n g s i te a n d t h e 
A T P a s e ac t i v i t y . C H A P P E L L et a l . (1987) s u g g e s t e d t h e t e r m " A T P a s e c o r e " f o r t h i s 
d o m a i n . D e l e t i o n o f t h e N - t e r m i n a l r e g i o n in D n a K a n d h u m a n h s p 7 0 resu l t s in 
t h e loss of b o t h t h e A T P a s e ac t i v i t y a n d t h e A T P - b i n d i n g ab i l i t y . In t h e c a r b o x y 
t e r m i n a l d o m a i n t h e s e q u e n c e h o m o l o g y b e t w e e n d i f f e r e n t h s p 7 0 p r o t e i n s is 
re la t i ve ly l o w ( < 3 0 % ) . A c c o r d i n g t o t h e m o d e l , t h i s p a r t o f t h e m o l e c u l e c o n t a i n s 
ac t i v i t i es s p e c i f i c f o r t h e d i f f e r e n t h s p 7 0 s , e.g. , f o r t h e d i s a s s e m b l y o f c o a t e d 
ves ic les in t h e c a s e o f u n c o a t i n g A T P a s e . In k e e p i n g w i t h t h e i d e a o f t h e s o -
c a l l e d s u b s t r a t e - b i n d i n g d o m a i n o f h s p 7 0 p r o t e i n s , t r u n c a t e d h u m a n h s p 7 0 
( l a c k i n g c a r b o x y t e r m i n a l a m i n o a c i d s ) s h o w s a l a c k o f p r o p e r n u c l e o l a r 
l o c a l i z a t i o n a f te r h e a t s h o c k ( M I L A R S K I a n d M O R I M O T O 1989) . A c a r b o x y t e r m i n a l 
d e l e t i o n o f D n a K resu l t s in t h e loss o f its a u t o p h o s p h o r y l a t i n g ac t i v i t y ( C E G I E L S K A 
a n d G E O R G O P O U L O S 1989) . T h e s o - c a l l e d s u b s t r a t e - b i n d i n g d o m a i n s o f o t h e r 
h s p 7 0 m o l e c u l e s r e m a i n t o b e d e t e r m i n e d . 

A l t h o u g h t h e c r y s t a l l i z a t i o n o f t h e A T P a s e f r a g m e n t o f t h e b o v i n e u n c o a t i n g 
A T P a s e w a s r e p o r t e d (DELuCA-FLAHERTYet a l . 1988) , t h e s o l u t i o n o f t h e s t r u c t u r e 
o f a n h s p 7 0 p r o t e i n by X - r a y c r y s t a l l o g r a p h y is st i l l a w a i t e d . P r e l i m i n a r y c i r c u l a r 
d i c h r o i s m s t u d i e s o f b o v i n e h s c 7 3 a n d t h e b a c t e r i a l D n a K i n d i c a t e a h i g h 
c o n t e n t o f a - h e l i c a l s t r u c t u r e o f b o t h p r o t e i n s ( S A D I S et a l . 1990) . 

2.2 Physiological Functions of hsp70 Proteins 

T h e f a c t t h a t h s p 7 0 p r o t e i n s w e r e f o u n d a s s o c i a t e d w i t h s e v e r a l c e l l u l a r a n d v i ra l 
p r o t e i n s in a n A T P - d e p e n d e n t m a n n e r s u g g e s t s t h a t d i r e c t p r o t e i n - p r o t e i n 
i n t e r a c t i o n s a r e a n e s s e n t i a l t h e m e in the i r f u n c t i o n . A f i rs t h i n t a t t h e 
p h y s i o l o g i c a l ro le o f h e a t s h o c k p r o t e i n s r e s u l t e d f r o m d e t e r m i n a t i o n o f t he i r 
c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n a f te r h e a t s h o c k ( fo r a rev iew see L I N D Q U I S T a n d C R A I G 1988) . 
Seve ra l h e a t s h o c k p r o t e i n s b e c a m e c o n c e n t r a t e d in t h e n u c l e o l a r r e g i o n , 
i n c l u d i n g h s p 7 0 p r o t e i n s ( W E L C H a n d S U H A N 1985) . T h e y w e r e c o n c e n t r a t e d in 
t h e g r a n u l a r r e g i o n , t h e s i te o f p r e r i b o s o m e s . O t h e r h e a t s h o c k p r o t e i n s , s u c h a s 
h s p l 10, w e r e f o u n d in t h e f i b r i l l a r r e g i o n , t h e s i te o f n u c l e a r c h r o m a t i n ( S U B J E C K 
et a l . 1983) . N u c l e o l i a r e h e a t sens i t i ve a n d e x h i b i t a n a l t e r e d m o r p h o l o g y a f te r 
h e a t s h o c k . T h e r e c o v e r y o f n u c l e o l a r m o r p h o l o g y o c c u r r e d m o r e r a p i d l y in t h e 
p r e s e n c e of a c o n s t i t u t i v e l y e x p r e s s e d h s p 7 0 in t h e ce l l , e v e n w h e n s y n t h e s i s o f 
o t h e r h e a t s h o c k p r o t e i n s w a s b l o c k e d ( P E L H A M 1984) . T h i s i n d i c a t e s a n 
i n v o l v e m e n t o f t h e p r o t e i n in r e p a i r p r o c e s s e s o f R N P s t r u c t u r e s . 
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I n t e r a c t i o n o f h s p 7 0 p r o t e i n s h a s b e e n d e s c r i b e d in t h e l i t e ra tu re w i t h a l a r g e 
n u m b e r of d i ve r se p r o t e i n s i n c l u d i n g : c l a t h r i n ( U N G E W I C K E L L 1985; C H A P P E L L 
et a l . 1986) ; t h e c e l l u l a r p r o t o - o n c o g e n e p 5 3 ( P I N H A S I - K I M H I et a l . 1986) ; c e r t a i n 
t r a n s - a c t i v a t i n g p r o t e i n s s u c h a s E 1 a o f a d e n o v i r u s ( W A L T E R et a l . 1987) ; 
m a l f o l d e d o r i n c o m p l e t e l y a s s e m b l e d p r o t e i n s in t h e ER (w i t h B iP , see b e l o w ) ; 
a n d , as in t h e c a s e o f t h e p r o k a r y o t i c h s p 7 0 h o m o l o g u e , D n a K , s o m e p r o t e i n s 
i n v o l v e d in p h a g e l a m b d a r e p l i c a t i o n . Recen t l y , i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s t u d i e s 
w i t h h s p 7 0 - s p e c i f i c a n t i b o d i e s in h u m a n ce l ls r e v e a l e d ce l l c y c l e - s p e c i f i c 
i n t e r a c t i o n s w i t h a n u m b e r o f u n i d e n t i f i e d p r o t e i n s ( M I L A R S K I et a l . 1989) . 
I n te res t i ng l y , in t h e s e s t u d i e s c o i m m u n o p r e c i p i t a t i o n o f t w o d i f f e ren t h s p 7 0 
p r o t e i n s w a s o b s e r v e d . T h i s is c o n s i s t e n t w i t h t h e p r e v i o u s l y d e s c r i b e d 
c o p u r i f i c a t i o n of t h e s e p r o t e i n s ove r seve ra l s t e p s ( W E L C H a n d F E R A M I S C O 1985) 
a n d m i g h t s u g g e s t a p o s s i b l e f u n c t i o n a l i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e s e p r o t e i n s o r 
w i t h i d e n t i c a l c e l l u l a r p r o t e i n s . 

T h e i n v e s t i g a t i o n s p e r f o r m e d t o d a t e s h o w t h a t t h e h s p 7 0 p r o t e i n s c a n be 
r e l e a s e d f r o m the i r s u b s t r a t e s in a n A T P - d e p e n d e n t m a n n e r in v i t ro . N o n h y d r o -
l y zab le A T P a n a l o g u e s h a v e n o e f fec t , i n d i c a t i n g t h a t A T P h y d r o l y s i s is 
n e c e s s a r y . H o w e v e r , it is n o t en t i re l y c l e a r w h e t h e r A T P a l s o h a s a ro le in t he 
d i s s o c i a t i o n of c o m p l e x e s in v i vo . Recen t l y , d e c r e a s e d p r o t e a s e sens i t i v i t y o f B iP 
w a s o b s e r v e d a f te r a d d i n g a d e n i n e n u c l e o t i d e s l ike A T P a n d A D P , b u t n o t a f te r 
a d d i n g n o n h y d r o l y z a b l e A T P a n a l o g u e s . T h i s m a y p o i n t t o a ro le o f t h e 
n u c l e o t i d e s in s t a b i l i z a t i o n o r i n d u c t i o n o f d i f f e ren t c o n f o r m a t i o n s o f B iP in t h e 
a b s e n c e of A T P h y d r o l y s i s ( K A S S E N B R O C K a n d K E L L Y 1989) . F u r t h e r m o r e , 
c o v a l e n t m o d i f i c a t i o n s o f h s p 7 0 p r o t e i n s , s u c h a s A D P r i b o s y l a t i o n , m e t h y l a t i o n 
a t l ys ine a n d a r g i n i n e r e s i d u e s , o r p h o s p h o r y l a t i o n a t se r i ne a n d t h r e o n i n e 
r e s i d u e s , m a y b e i n v o l v e d in t h e r e g u l a t i o n o f t he i r f u n c t i o n ( W A N G a n d L A Z A R I D E S 
1984; H E N D E R S H O T et a l . 1988) . 

A g e n e r a l m o d e l f o r t h e a c t i o n of h s p 7 0 h a s b e e n p r o p o s e d t h a t a c c o u n t s f o r 
its A T P - d e p e n d e n t a s s o c i a t i o n w i t h o t h e r p r o t e i n s ( L E W I S a n d P E L H A M 1985; 
P E L H A M 1986, 1988) . H y d r o p h o b i c s e q u e n c e s , w h i c h a r e n o r m a l l y b u r i e d i ns i de 
p r o t e i n s , a r e e x p o s e d a f te r p a r t i a l d e n a t u r a t i o n d u r i n g h e a t s h o c k o r d u r i n g 
o t h e r ce l l u l a r p r o c e s s e s s u c h a s t r a n s l o c a t i o n a c r o s s m e m b r a n e s (see b e l o w ) . 
T h i s resu l t s in a n i n c r e a s e d t e n d e n c y fo r a g g r e g a t i o n o r m i s f o l d i n g . A c c o r d i n g 
t o t h e m o d e l , h s p 7 0 p r o t e i n s p r e v e n t o r d i s r u p t w r o n g p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c ­
t i o n s by b i n d i n g t o t h e e x p o s e d r e g i o n s . T h i s w o u l d be reve rsed w i t h t h e a i d o f 
A T P hyd ro l ys i s . R e p e a t e d c y c l e s o f b i n d i n g a n d re l ease c o u l d t h u s r epa i r 
d a m a g e a f te r h e a t s h o c k o r p r e v e n t a g g r e g a t i o n o f p r o t e i n s . T h e r e f o r e , t h e 
m o d e l p o s t u l a t e s a g e n e r a l a f f i n i t y o f h e a t s h o c k p r o t e i n s f o r d e n a t u r e d 
p r o t e i n s . A l t h o u g h p a r t i c i p a t i o n of h y d r o p h o b i c i n t e r a c t i o n s in t h e b i n d i n g of 
h s p 7 0 p r o t e i n s a p p e a r s p o s s i b l e , d i r e c t e v i d e n c e fo r t h i s d o e s n o t exist . 

Recen t l y , a n in v i t r o a s s a y f o r s t u d y i n g t h e i n t e r a c t i o n o f h s p 7 0 p r o t e i n s w i t h 
m o d e l s u b s t r a t e s w a s d e s c r i b e d ( F L Y N N et a l . 1989) . A s a f i rs t a p p r o x i m a t i o n f o r 
a n a t i v e o r u n f o l d e d p r o t e i n s y n t h e t i c p e p t i d e s w e r e f o u n d t o b i n d t o p u r i f i e d B iP 
o r h s p 7 0 . T h e A T P a s e ac t i v i t y of h s p 7 0 a n d B iP w a s s t i m u l a t e d by t h e p r e s e n c e 
o f p e p t i d e s a n d c a u s e d d i s s o c i a t i o n o f t h e c o m p l e x e s . T w o i m p o r t a n t o b s e r v -
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a t i o n s w e r e m a d e in t h e s e s t u d i e s . First , B iP c a n b i n d p e p t i d e s w i t h o u t a d d e d 
A T P , w h e r e a s A T P h y d r o l y s i s is n e c e s s a r y f o r t h e re lease . T h i s is c o n s i s t e n t w i t h 
t h e i d e n t i f i c a t i o n o f d e l e t i o n m u t a n t s o f h u m a n h s p 7 0 , w h i c h c a n n o t b i n d A T P 
b u t c a n a s s o c i a t e w i t h n u c l e o l i ( M I L A R S K I a n d M O R I M O T O 1989) . S e c o n d , t h e r e 
w a s n o c l e a r c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e o v e r a l l h y d r o p h o b i c i t y o f t h e p e p t i d e a n d 
its b i n d i n g a f f i n i t i es . T h e a s s a y o n l y a l l o w s t h e t e s t i n g o f w a t e r - s o l u b l e p e p t i d e s ; 
t h u s , t h e a f f i n i t i es f o r h y d r o p h o b i c p e p t i d e s c o u l d n o t be d e t e r m i n e d . T h e 
d i f f e r e n t a f f i n i t i es o f B iP a n d h s p 7 0 f o r t h e v a r i o u s p e p t i d e s t e s t e d m a y s u g g e s t 
t h e e x i s t e n c e o f s i tes s p e c i f i c f o r c e r t a i n s e q u e n c e s o r s e c o n d a r y s t r u c t u r e s 
r a t h e r t h a n f o r u n s p e c i f i c e p i t o p e s . T h u s , b i n d i n g o f B iP a n d h s p 7 0 t o p e p t i d e 
s e g m e n t s o n t h e o u t e r s u r f a c e o f a f o l d e d p r o t e i n a p p e a r s in p r i n c i p l e t o be 
p o s s i b l e . T h i s m a y resu l t in d i s a g g r e g a t i o n o r ( p a r t i a l ) u n f o l d i n g o f p r o t e i n s . O n 
t h e o t h e r h a n d , t h e f ree e n e r g y of b i n d i n g c o u l d a l s o b e u s e d t o s tab i l i ze 
c o n f o r m a t i o n s w h i c h f a v o r c e r t a i n f o l d i n g p a t h w a y s , r e d u c e t h e t e n d e n c y f o r 
a g g r e g a t i o n , o r a l l o w m e m b r a n e t r a n s l o c a t i o n ( F L Y N N et a l . 1989) . 

2.2.1 DnaK—The Prokaryotic Homologue 

A m o n g t h e p r o k a r y o t i c h e a t s h o c k p r o t e i n s i d e n t i f i e d s o fa r ( G E O R G O P O U L O S 
et a l . 1990) , o n l y o n e , n a m e l y D n a K , is h o m o l o g o u s t o e u k a r y o t i c h s p 7 0 p r o t e i n . 
T h e s e q u e n c e i den t i t y t o Drosophila h s p 7 0 p r o t e i n is 4 8 % ( B A R D W E L L a n d C R A I G 
1984) , a n d t o y e a s t S s a 1 p r o t e i n , 4 9 . 8 % ( C R A I G et a l . 1989) . M u t a t i o n s in t h e dnaK 
g e n e w e r e f o u n d t o l e a d t o a b l o c k in b a c t e r i o p h a g e A D N A r e p l i c a t i o n a t a l l 
t e m p e r a t u r e s ( G E O R G O P O U L O S 1977; S U N S H I N E et a l . 1977) . L a t e r o n D n a K w a s 
c h a r a c t e r i z e d a s a h e a t s h o c k p r o t e i n e n c o d e d in t h e h e a t s h o c k r e g u l o n o f E. 
coli ( B A R D W E L L a n d C R A I G 1984) . D n a K is a n a b u n d a n t , c o n s i t u t i v e l y e x p r e s s e d 
p r o t e i n w i t h a n a p p a r e n t m o l e c u l a r w e i g h t o f 7 0 000 . T h e p u r i f i e d p r o t e i n ( Z Y L I C Z 
a n d G E O R G O P O U L O S 1984) p o s s e s s e s a w e a k A T P a s e ac t i v i t y ( w i t h a t u r n o v e r 
n u m b e r of a b o u t o n e A T P pe r m i n u t e ) a n d c a n be a u t o p h o s p h o r y l a t e d 
a t t h r e o n i n e r e s i d u e s ( Z Y L I C Z et a l . 1983) . Its e n z y m a t i c ac t i v i t i es a r e we l l 
s t u d i e d ( C E G I E L S K A a n d G E O R G O P O U L O S 1989; D A L I E e t a l . 1990) . T h e A T P a s e is 

D N A i n d e p e n d e n t , b u t is m o d u l a t e d by AO a n d AP p r o t e i n s in v i t r o a n d in v i vo 
( Z Y L I C Z et a l . 1983) . In c o n t r a s t t o A T P b i n d i n g , A T P h y d r o l y s i s a n d t h e 
a u t o p h o s p h o r y l a t i n g ac t i v i t y d e p e n d o n d i v a l e n t c a t i o n s ( C E G I E L S K A a n d 
G E O R G O P O U L O S 1989; D A L I E et a l . 1990) . I n te res t i ng l y , C a 2 + i o n s w h i c h i n h i b i t t h e 
A T P a s e , s t i m u l a t e t h e a u t o p h o s p h o r y l a t i o n ac t i v i t y , i n d i c a t i n g a r e g u l a t o r y ro le 
o f C a 2 + ( C E G I E L S K A a n d G E O R G O P O U L O S 1989) . T h e e x i s t e n c e o f a h i g h l y 
c o n s e r v e d c a l m o d u l i n - l i k e b i n d i n g d o m a i n in v a r i o u s m e m b e r s o f t h e h s p 7 0 
f a m i l y m a y b e o f r e l e v a n c e in t h i s c o n t e x t ( S T E V E N S O N a n d C A L D E R W O O D 1990) . 

T h e ro le o f D n a K in b a c t e r i o p h a g e A r e p l i c a t i o n h a s b e e n i n v e s t i g a t e d in 
d e t a i l . B e s i d e s AO a n d AP p r o t e i n s s e v e r a l h o s t p r o t e i n s a r e n e c e s s a r y f o r 
i n i t i a t i o n of D N A r e p l i c a t i o n , i n c l u d i n g t h r e e h e a t s h o c k p r o t e i n s , D n a K , D n a J , 
a n d G r p E ( r e v i e w e d by G E O R G O P O U L O S et a l . 1990) . F r o m b i o c h e m i c a l a n d 
e l e c t r o n m i c r o s c o p i c d a t a it b e c a m e a p p a r e n t t h a t D n a K p a r t i c i p a t e s in a n 
o r d e r e d a s s e m b l y a n d p a r t i a l d i s a s s e m b l y o f t h e i n i t i a t i o n c o m p l e x , l e a d i n g t o 
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l o c a l i z e d D N A u n w i n d i n g (LiBEREKet a l . 1988; A L F A N O a n d M C M A C K E N 1989a , b; 
D O D S O N et a l . 1989) . In t h e f i rs t s t e p d i m e r i c AO p r o t e i n s b i n d s p e c i f i c a l l y t o or iA 
( a b o u t 6 0 m o l e c u l e s o f XO m o n o m e r s per or iA; LiBEREKet a l . 1988) . C o m p l e x e s o f 
XP p r o t e i n a n d t h e E. coli D n a B i n t e r a c t w i t h t h e r e s u l t i n g n u c l e o s o m e - l i k e 
s t r u c t u r e . A f te r b i n d i n g o f D n a J t o t h i s p r e p r i m i n g n u c l e o p r o t e i n s t r u c t u r e 
a d d i t i o n of D n a K l e a d s t o t h e c o m p l e t e i n i t i a t i o n c o m p l e x . In t h e p r e s e n c e o f A T P 
D n a K a n d D n a J h e a t s h o c k p r o t e i n s c a u s e a p a r t i a l d i s s o c i a t i o n o f t h e i n i t i a t i o n 
c o m p l e x . T h e r e b y , t h e h e l i c a s e D n a B is a c t i v a t e d in t h e p r e s e n c e of E. coli s i n g l e 
s t r a n d b i n d i n g p r o t e i n s a n d i n i t i a tes l o c a l i z e d u n w i n d i n g o f t h e D N A t e m p l a t e . 

T h e s p e c i f i c r e t e n t i o n o f AO a n d AP p r o t e i n s o n D n a K a f f i n i t y c o l u m n s 
( L I B E R E K et a l . 1988) s t r o n g l y s u g g e s t s a n i n t e r a c t i o n b e t w e e n D n a K a n d t h e s e 
p r o t e i n s . T h e AP p r o t e i n s w e r e f o u n d t o b i n d t o t h e D n a K a f f i n i t y c o l u m n in a sa l t -
r e s i s t a n t m a n n e r , s u g g e s t i n g t h e i n v o l v e m e n t o f h y d r o p h o b i c i n t e r a c t i o n s , a n d 
c o u l d b e r e l e a s e d , a t leas t pa r t i a l l y , by A T P h y d r o l y s i s . A s a l t - r e s i s t a n t i n t e r a c t i o n 
o f D n a K w a s a l s o o b s e r v e d w i t h a n o t h e r h e a t s h o c k p r o t e i n in E. coli, t h e G r p E 
p r o t e i n . T h e b i n d i n g c o u l d b e r e v e r s e d by A T P h y d r o l y s i s ( Z Y L I C Z e t a l . 1987) . 

In s u m m a r y , a s s e m b l y o f t h e i n i t i a t i o n c o m p l e x d u r i n g p h a g e A D N A 
r e p l i c a t i o n r e q u i r e s D n a K . T h e r e is a l s o e v i d e n c e f o r a n i n v o l v e m e n t o f D n a K in 
ce l l u l a r D N A syn thes i s ( S A K A K I B A R A 1988) . F u r t h e r m o r e , p a r t i c i p a t i o n of D n a K in 
r e a c t i o n s o t h e r t h a n D N A r e p l i c a t i o n h a s b e e n r e p o r t e d , e.g. , p h o s p h o r y l a t i o n o f 
t R N A s y n t h e t a s e s ( W A D A et a l . 1986) . T h e s a m e s u b s e t o f E. coli h e a t s h o c k 
p r o t e i n s s e e m s t o b e i n v o l v e d in s o m e o f t h e s e p r o c e s s e s , n a m e l y D n a K , D n a J , 
a n d G r p E , w h i c h a r e a l l e s s e n t i a l f o r b a c t e r i a l g r o w t h . 

Ve ry recen t l y , f i rs t e v i d e n c e f o r a ro le o f D n a K in s t a b i l i z i n g p r e c u r s o r p r o t e i n s 
d e s t i n e d f o r s e c r e t i o n w a s r e p o r t e d ( P H I L L I P S a n d S I L H A V Y 1990) . O v e r p r o d u c t i o n 
o f D n a K r e s u l t e d in i n c r e a s e d e x p o r t o f a p r o t e i n c o n s i s t i n g o f t h e s i g n a l 
s e q u e n c e a n d t h e a m i n o t e r m i n a l r e g i o n o f m a l t o s e - b i n d i n g p r o t e i n f u s e d t o 
/ J - g a l a c t o s i d a s e . A c r i t i c a l ro le o f D n a K in i n t r a c e l l u l a r t r a f f i c o f p r e c u r s o r s 
w a s p r o p o s e d , s im i l a r t o e u k a r y o t i c h s p 7 0 p r o t e i n s (see b e l o w ) . In a d d i t i o n t o 
D n a K , seve ra l o t h e r p r o t e i n s h a v e b e e n s u g g e s t e d t o exe r t s u c h a c h a p e r o n e 
f u n c t i o n in E. coli, n a m e l y S e c B , t r i g g e r f a c t o r , a n d G r o E L ( C O L L I E R et a l . 1988; 
C R O O K E a n d W I C K N E R 1987; C R O O K E et a l . 1988; B O C H K A R E V A et a l . 1988) . 

2.2.2 Catalysis of Clathrin Depolymerization by hsc70 

S e c r e t e d p r o t e i n s a r e t r a n s p o r t e d in s p e c i a l i z e d c o a t e d ves i c l es f r o m t h e t r a n s -
G o l g i t o t h e p l a s m a m e m b r a n e . T h e c o a t c o n s i s t s of t h e p r o t e i n c l a t h r i n , w h i c h 
f o r m s a l a t t i c e d c a g e . B e f o r e t h e v e s i c l e f u s e s w i t h i ts t a r g e t m e m b r a n e t h e c o a t 
h a s t o d i s s a s s e m b l e . T h e c o n s t i t u t i v e l y e x p r e s s e d h s p 7 0 , t h e h s c 7 0 , is i n v o l v e d in 
t h i s p r o c e s s . 

Ear l y s t u d i e s p r o v i d e d e v i d e n c e f o r a n A T P - d e p e n d e n t e n z y m e - c a t a l y z e d 
m e c h a n i s m f o r c l a t h r i n d e p o l y m e r i z a t i o n ( P A T Z E R e t a l . 1982) . T h e u n c o a t i n g 
A T P a s e w a s p u r i f i e d b a s e d o n its ab i l i t y t o r e l ease c l a t h r i n t r i s k e l i o n s f r o m t h e 
c o a t ( S C H L O S S M A N e t a l . 1984) . A t w o - s t e p p r o c e s s w a s p r o p o s e d f o r t h e 
u n c o a t i n g r e a c t i o n ( R O T H M A N a n d S C H M I D 1986) . A f t e r b i n d i n g o f t h e u n c o a t i n g 
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A T P a s e t o t h e c a g e , d e p e n d i n g o n t h e p r e s e n c e o f A T P a n d c l a t h r i n l i gh t c h a i n s , 
A T P h y d r o l y s i s w o u l d c a u s e a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e ( " d i s p l a c e m e n t " ) o f a 
p o r t i o n o f a t r i s k e l i o n , e x p o s i n g a p r e v i o u s l y b u r i e d s i te. By b i n d i n g o f t h e 
u n c o a t i n g A T P a s e t o t h i s s i te, f a c i l i t a t e d by A T P o r n o n h y d r o l y z a b l e A T P 
a n a l o g u e s , t h i s c o n f o r m a t i o n w o u l d b e s t a b i l i z e d ( " c a p t u r e " ) . A f te r a t t a c h m e n t 
t o t h r e e p o i n t s o f t h e t r i s k e l i o n a c o m p l e x c o n s i s t i n g o f a c l a t h r i n t r i s k e l i o n a n d 
t h r e e b o u n d e n z y m e s is r e l e a s e d . 

I m m u n o l o g i c a l c r o s s - r e a c t i v i t y , p e p t i d e m a p p i n g a n d t w o - d i m e n s i o n a l ge l 
a n a l y s i s i den t i f i ed t h e u n c o a t i n g A T P a s e a s a c o n s t i t u t i v e l y s y n t h e s i z e d m e m b e r 
o f t h e h s p 7 0 f am i l y , c a l l e d h s c 7 0 ( U N G E W I C K E L L 1985; C H A P P E L L et a l . 1986) . 

So fa r t h e r e is n o d i r e c t e v i d e n c e t h a t t h e u n c o a t i n g r e a c t i o n is c a t a l y z e d by 
h s c 7 0 in v i vo . In v i ew o f t h e h i g h a b u n d a n c e o f t h e u n c o a t i n g A T P a s e it is q u i t e 
p o s s i b l e t h a t d i s a s s e m b l y of c l a t h r i n c o a t s is n o t t h e o n l y f u n c t i o n o f t h i s h e a t 
s h o c k p r o t e i n . H o w e v e r , t h e f u n d a m e n t a l p r o p e r t y o f t h e p r o t e i n , t h e A T P -
d e p e n d e n t d i s a s s e m b l y of p r o t e i n - p r o t e i n c o m p l e x e s , w o u l d a g r e e w i t h t h e 
g e n e r a l v i ew o n t h e f u n c t i o n o f h s p 7 0 p r o t e i n s . 

2.2.3 Role of Cytosolic hsp70 Proteins 
in Membrane Translocation of Proteins 

A l a r g e n u m b e r of p r o t e i n s o f t h e e u k a r y o t i c ce l l m u s t be t r a n s l o c a t e d a c r o s s 
m e m b r a n e s t o r e a c h t he i r f u n c t i o n a l l o c a t i o n s in t h e v a r i o u s c e l l u l a r o r g a n e l l e s . 
In m a n y c a s e s t h i s p r o c e s s o c c u r s w h e n p o l y p e p t i d e c h a i n s y n t h e s i s h a s b e e n 
c o m p l e t e d ( p o s t t r a n s l a t i o n a l t r a n s l o c a t i o n ) . T h e s e p r e c u r s o r p r o t e i n s d i f fe r 
f r o m the i r na t i ve c o u n t e r p a r t s in seve ra l p r o p e r t i e s : In m o s t c a s e s t h e y c o n t a i n 
a m i n o t e r m i n a l p r e s e q u e n c e s w h i c h a r e c l e a v e d of f d u r i n g o r a f te r t r a n s i t 
t h r o u g h o r g a n e l l e m e m b r a n e s . F u r t h e r m o r e , p r e c u r s o r p r o t e i n s u s u a l l y a s s u m e 
a c o n f o r m a t i o n w h i c h is r a t h e r d i f f e r e n t f r o m t h a t o f t h e m a t u r e f o r m . A p a r t i c u l a r 
r e q u i r e m e n t f o r t r a n s l o c a t i o n a p p e a r s t o b e t h a t p r e c u r s o r p r o t e i n s a r e in a n 
u n f o l d e d s ta te w h e n t r a v e r s i n g t h e m e m b r a n e . In a key e x p e r i m e n t E I L E R S 
a n d S C H A T Z (1986) s t u d i e d t h e i m p o r t i n t o m i t o c h o n d r i a o f a f u s i o n p r o t e i n c o n ­
s i s t i ng of t h e p r e s e q u e n c e o f s u b u n i t IV of c y t o c h r o m e o x i d a s e a n d m o u s e 
d i h y d r o f o l a t e r e d u c t a s e ( D H F R ) . I m p o r t c o u l d be b l o c k e d by m e t h o t r e x a t e , a 
s u b s t r a t e a n a l o g u e , w h i c h s tab i l i zes t h e te r t i a r y s t r u c t u r e o f D H F R . A s im i l a r 
b l o c k of i m p o r t w a s o b t a i n e d w h e n t h e m e t a l l o t h i o n e i n d o m a i n w a s i n ­
c o r p o r a t e d i n t o a r e l a t e d f u s i o n a n d a s t a b l e t e r t i a r y s t r u c t u r e w a s i n d u c e d by 
a d d i t i o n of c o p p e r ( C H E N a n d D O U G L A S 1987) . C o n v e r s e l y , d e s t a b i l i z a t i o n o f 
t e r t i a r y s t r u c t u r e by u r e a o r p o i n t m u t a t i o n s m a d e i m p o r t o f m i t o c h o n d r i a l 
p r e c u r s o r p r o t e i n s m o r e e f f i c ien t . R e c e n t e x p e r i m e n t s w i t h t r a n s l o c a t i o n in te r ­
m e d i a t e s s p a n n i n g b o t h m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e s s u g g e s t t h a t d u r i n g i m p o r t 
i n t o m i t o c h o n d r i a p r o t e i n s h a v e t o u n d e r g o e x t e n s i v e u n f o l d i n g ( S C H E Y E R a n d 
N E U P E R T 1985; RASSOwet a l . , u n p u b l i s h e d resu l t s ) . 

B e s i d e s a c e r t a i n l a c k o f s e c o n d a r y a n d t e r t i a r y s t r u c t u r e t h e p r e s e n c e 
o f A T P s e e m s t o b e a p r e r e q u i s i t e f o r t r a n s l o c a t i o n a c r o s s m e m b r a n e s . 
A T P d e p e n d e n c y h a s b e e n f o u n d w i t h t h e i m p o r t o f p r o t e i n s i n t o t h e ER, 
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p e r o x i s o m e s , c h l o r o p l a s t s , m i t o c h o n d r i a , a n d t h e n u c l e u s . In v i ew o f t h e 
r e q u i r e m e n t f o r A T P a n d a n u n f o l d e d c o n f o r m a t i o n of p r e c u r s o r p r o t e i n s it w a s 
p r o p o s e d seve ra l y e a r s a g o t h a t e n z y m e s ( s o - c a l l e d u n f o l d a s e s ) m a y p a r t i c i ­
p a t e in u n f o l d i n g u s i n g t h e e n e r g y o f A T P h y d r o l y s i s ( R O T H M A N a n d K O R N B E R G 
1986) . O n t h e o t h e r h a n d , a ro le of h s p 7 0 p r o t e i n s in f o l d i n g a n d a s s e m b l y o f 
p r o t e i n s in v i vo in a n A T P - d e p e n d e n t f a s h i o n h a s b e e n s u g g e s t e d ( P E L H A M 
1986) . T h e s e p r o p o s a l s h a v e s t i m u l a t e d i n v e s t i g a t i o n s of a p o s s i b l e ro le of h s p 7 0 
p r o t e i n s in m e m b r a n e t r a n s l o c a t i o n . 

I n d e e d , r e c e n t s t u d i e s h a v e p r e s e n t e d g e n e t i c a s we l l a s b i o c h e m i c a l 
e v i d e n c e fo r a f u n c t i o n of h s p 7 0 p r o t e i n s in p o s t t r a n s l a t i o n a l t r a n s l o c a t i o n o f 
p r o t e i n s a c r o s s m e m b r a n e s of t h e ER a n d m i t o c h o n d r i a . By f r a c t i o n a t i n g y e a s t 
c y t o s o l o n D E A E c e l l u l o s e , C H I R I C O et a l . (1988) i d e n t i f i e d t w o ac t i v i t i es w h i c h 
t o g e t h e r s t i m u l a t e t h e i m p o r t o f p r e p r o - a - f a c t o r i n t o y e a s t m i c r o s o m e s . O n e 
ac t i v i t y , w h i c h w a s i nsens i t i ve t o /V -e thy lma le im ide ( N E M ) , a s u l f h y d r y l a l k y l a t i n g 
r e a g e n t , w a s p u r i f i e d u s i n g a G T P a n d a n A T P a g a r o s e c o l u m n . It c o n s i s t e d o f 
t w o m e m b e r s of t h e y e a s t h s p 7 0 fam i l y , n a m e l y Ssa1 a n d Ssa2 . T h e t w o p r o t e i n s 
a r e 9 8 % h o m o l o g o u s a n d d i f fe r o n l y s l i gh t l y in t he i r i soe lec t r i c p o i n t . W h e r e a s 
ssa1~ a n d ssa2~ s i n g l e m u t a n t s l a c k e d a n y p h e n o t y p e , d o u b l e m u t a n t s w e r e 
t e m p e r a t u r e sens i t i ve f o r g r o w t h , i n d i c a t i n g a s im i l a r f u n c t i o n o f t h e p r o t e i n s . 
Ssa1 a n d S s a 2 p r o t e i n s h a d a s t i m u l a t o r y e f fec t o n p r e p r o - a - f a c t o r i m p o r t i n t o 
yeas t m i c r o s o m e s in t h e p r e s e n c e o f y e a s t p o s t r i b o s o m a l s u p e r n a t a n t f r o m t h e 
m u t a n t ce l ls . In r e l a t e d e x p e r i m e n t s i m p o r t o f <5 -py r ro l i ne -5 -ca rboxy la te -
d e h y d r o g e n a s e i n t o yeas t m i t o c h o n d r i a w a s f o u n d t o b e s t i m u l a t e d by 
S s a 1 / S s a 2 p r o t e i n s in t h e p r e s e n c e o f y e a s t p o s t r i b o s o m a l s u p e r n a t a n t 
( M U R A K A M I e t a l . 1988) . In b o t h s t u d i e s t h e ac t i v i t y o f t h e p o s t r i b o s o m a l 
s u p e r n a t a n t w a s a b o l i s h e d by N E M t r e a t m e n t , s u g g e s t i n g t h e i n v o l v e m e n t o f a n 
N E M - s e n s i t i v e ac t i v i t y b e s i d e s S s a 1 / S s a 2 p r o t e i n s . Very recen t l y , h s p 7 0 w a s 
r e p o r t e d a l s o t o s t i m u l a t e p r o t e i n i m p o r t i n t o c h l o r o p l a s t ( W A E G E M A N N et a l . 
1990) . T h u s , a c o m m o n r e q u i r e m e n t f o r h s p 7 0 p r o t e i n s in p r o t e i n i m p o r t i n t o 
d i f f e r e n t o r g a n e l l e s a p p e a r s t o exist . 

T h e f u n c t i o n o f h s p 7 0 p r o t e i n s in t h e t r a n s f e r of p r o t e i n s i n t o t h e ER w a s 
s t u d i e d f u r t h e r u s i n g a n o t h e r h e t e r o l o g o u s ce l l f ree s y s t e m . T h e t r a n s p o r t o f t h e 
p r e c u r s o r of M 1 3 - p h a g e c o a t p r o t e i n ( p r o c o a t ) i n t o d o g p a n c r e a s m i c r o s o m e s 
( W I E C H e t a l . 1987) w a s s t i m u l a t e d by h s c 7 0 ( Z I M M E R M A N N e t a l . 1988) . A n 
i n c r e a s e d p r o t e i n a s e K r e s i s t a n c e o f t h e p r o c o a t p r o t e i n in t h e p r e s e n c e o f A T P 
s u g g e s t e d a p h y s i c a l i n t e r a c t i o n w i t h t h e h e a t s h o c k p r o t e i n . 

S t u d i e s u s i n g y e a s t m u t a n t s t r a i n s d e p l e t e d of hsp70 g e n e s p r o v i d e d 
v a l u a b l e a d d i t i o n a l i n f o r m a t i o n ( D E S H A I E S et a l . 1988a , b ) . A s t r a i n l a c k i n g ssal, 
ssa2, a n d ssa4 g e n e s h a d b e e n f o u n d t o b e r e s c u e d by a n ssal g e n e o n a s i n g l e 
c o p y p l a s m i d . T h e ssal g e n e w a s f u s e d t o t h e y e a s t gall p r o m o t e r ( W E R N E R -
WASHBURNEet a l . 1987) . T h u s , e x p r e s s i o n c o u l d be r e g u l a t e d by g r o w i n g ce l ls in 
t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e of g a l a c t o s e . T h e e f fec t o f ssal d e p l e t i o n o n i m p o r t o f 
p r e p r o - a - f a c t o r i n t o t h e ER a n d o f F ^ - A T P a s e i n t o m i t o c h o n d r i a w a s t e s t e d 
in v i vo . A f te r s h i f t i n g o f ce l l s f r o m g a l a c t o s e m e d i u m t o a g l u c o s e m e d i u m , 
p r e p r o - a - f a c t o r a n d F ^ - A T P a s e a c c u m u l a t e d in t h e c y t o s o l . P r o t e o l y t i c 
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p r o c e s s i n g of t h e s i g n a l s e q u e n c e s d i d n o t o c c u r . A f te r p a r t i a l p u r i f i c a t i o n o n 
A T P - a g a r o s e t h e S s a l p r o t e i n s t i m u l a t e d t h e t r a n s p o r t o f p r e p r o - a - f a c t o r i n t o 
y e a s t m i c r o s o m e s . 

In c o n c l u s i o n , t h e s e o b s e r v a t i o n s s u g g e s t a g e n e r a l ro le o f t h e h s p 7 0 
p r o t e i n s in i n t r a c e l l u l a r p r o t e i n t r a n s p o r t . h s p 7 0 p r o t e i n s m a y p r o t e c t p r o t e i n s 
f r o m i m p r o p e r f o l d i n g a n d i n t e r a c t i o n s a n d t h e r e b y m a i n t a i n t he i r t r a n s l o c a t i o n 
c o m p e t e n c e un t i l t h e y r e a c h t he i r f i n a l c o m p a r t m e n t . A ro le in u n f o l d i n g of 
p r e c u r s o r p r o t e i n s a l s o s e e m s p o s s i b l e a l t h o u g h t h e r e ex is ts n o e x p e r i m e n t a l 
e v i d e n c e fo r s u c h a r e a c t i o n . T h e r a t e o f i m p o r t o f u r e a - d e n a t u r e d p r e c u r s o r 
p r o t e i n s in t h e y e a s t ER c o u l d b e i n c r e a s e d by a d d i n g S s a 1 / S s a 2 p r o t e i n s 
( C H I R I C O e t a l . 1988) . T h e r e f o r e , h s p 7 0 m a y s l o w d o w n r e f o l d i n g o f u n f o l d e d 
p r o t e i n s r a t h e r t h a n c a t a l y z e u n f o l d i n g . T h e l o c a l i z a t i o n o f h s p 7 0 p r o t e i n s in 
d i f f e ren t ce l l u l a r c o m p a r t m e n t s m a y s u g g e s t t h a t t h e y a f f ec t p r e c u r s o r p r o t e i n s 
in a s im i l a r f a s h i o n o n b o t h s i d e s of a n o r g a n e l l e m e m b r a n e . Fo r f u r t h e r 
u n d e r s t a n d i n g of t h e f u n c t i o n s o f h s p 7 0 p r o t e i n s d i r e c t s t u d i e s o f t he i r 
i n t e r a c t i o n w i t h p r e c u r s o r p r o t e i n s wi l l b e n e c e s s a r y . 

2.2.4 BiP—The hsp70 Homologue in the Endoplasmic Reticulum 

T h e ER c o n t a i n s a n h s p 7 0 h o m o l o g u e , w h i c h w a s in i t ia l l y d i s c o v e r e d a s a 
p r o t e i n b o u n d to u n a s s e m b l e d i m m u n o g l o b u l i n h e a v y c h a i n s ; it w a s t h e r e f o r e 
ca l l ed i m m u n o g l o b u l i n h e a v y c h a i n b / n d i n g p r o t e i n (B iP ; H A A S a n d W A B L 1 9 8 3 ) . 
C l o n i n g a n d D N A s e q u e n c i n g o f t h e BiP g e n e s o f a va r i e t y o f m a m m a l s r e v e a l e d 
a h i g h d e g r e e of e v o l u t i o n a r y c o n s e r v a t i o n ( > 9 8 % a m i n o a c i d i den t i t y ) a n d a 
c l o s e r e l a t i o n s h i p ( a b o u t 6 0 % a m i n o a c i d i den t i t y ) t o c y t o p l a s m i c 7 0 - k D h e a t 
s h o c k p r o t e i n s ( M U N R O a n d P E L H A M 1986) . T h e i n t r a c e l l u l a r l o c a t i o n o f B iP is 
d e t e r m i n e d by t w o s i g n a l s e q u e n c e s . A c l e a v a b l e , h y d r o p h o b i c s i g n a l s e q u e n c e 
d i r e c t s t h e p r o t e i n t o t h e ER, w h e r e a s t h e c a r b o x y t e r m i n a l t e t r a p e p t i d e K D E L is 
be l i eved to b e r e s p o n s i b l e f o r r e t e n t i o n of t h e p r o t e i n in t h e l u m e n o f t h e ER 
( M U N R O a n d P E L H A M 1987) . 

BiP d i f f e rs f r o m o t h e r h s p 7 0 p r o t e i n s w i t h r e g a r d t o s o m e i m p o r t a n t f e a t u r e s . 
A s s h o w n by s e q u e n c e a n a l y s i s , B iP is i d e n t i c a l t o a 7 2 - k D g l u c o s e - r e g u l a t e d 
p r o t e i n ( in i t ia l l y c a l l e d g r p 7 8 ) , w h i c h is n o t i n d u c e d b y h e a t ( M U N R O a n d P E L H A M 
1986; L E E 1987) . In c o n t r a s t t o t h e m a m m a l i a n B iP , t h e r e c e n t l y i d e n t i f i e d y e a s t 
h o m o l o g u e ( ka r2 ) is i n d u c e d s e v e n f o l d by h e a t ( R O S E et a l . 1989; N O R M I N G T O N 
et a l . 1989) . T h e ra te o f B iP s y n t h e s i s i n c r e a s e d a f te r g l u c o s e s t a r v a t i o n a n d in 
t h e p r e s e n c e of a va r i e t y o f o t h e r s u b s t a n c e s , i n c l u d i n g t u n i c a m y c i n , g l u ­
c o s a m i n e , 2 - d e s o x y g l u c o s e , a m i n o a c i d a n a l o g u e s , a n d C a 2 + i o n o p h o r e s ( L E E 
1987) . T h e d i f f e r e n t s t ress c o n d i t i o n s m a y resu l t in a c c u m u l a t i o n o f m a l f o l d e d 
p r o t e i n s in t he ER w h i c h h a v e b e e n f o u n d t o i n c r e a s e t h e r a t e o f s y n t h e s i s o f 
g l u c o s e - r e g u l a t e d p r o t e i n s , i n c l u d i n g B iP ( K O Z U T S U M I et a l . 1988) . F r o m t h e s e 
s t u d i e s it s e e m s l ike ly t h a t m a l f o l d i n g r a t h e r t h a n u n d e r g l y c o s y l a t i o n ( C H A N G 
et a l . 1987) is t h e p r i m a r y s i g n a l f o r t h e i n d u c t i o n o f B iP , s i n c e n o t a l l i n h i b i t o r s o f 
/V -g l ycosy la t i on t e s t e d a f f e c t e d t h e ra te o f B i P s y n t h e s i s . 
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T h e s i g n a l c a s c a d e l e a d i n g t o i n c r e a s e d B iP s y n t h e s i s is o n l y p a r t l y 
u n d e r s t o o d . P o s t t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s , i n c l u d i n g p h o s p h o r y l a t i o n o f 
se r i ne a n d t h r e o n i n e r e s i d u e s a n d A D P r i b o s y l a t i o n , w e r e s u g g e s t e d t o p l a y 
a ro le in r e g u l a t i n g t h e s y n t h e s i s ( H E N D E R S H O T et a l . 1988) . C o n d i t i o n s l e a d i n g 
to i n c r e a s e d s y n t h e s i s o f B iP r e s u l t e d in a d e c r e a s e in p o s t t r a n s l a t i o n a l 
m o d i f i c a t i o n s . O n t h e o t h e r h a n d , b i n d i n g o f B iP t o c e l l u l a r p r o t e i n s m a y b e 
i n f l u e n c e d by t h e s e m o d i f i c a t i o n s ( H E N D E R S H O T e t a l . 1988) . M o d i f i e d a n d 
u n m o d i f i e d B iP c o e x i s t in t h e s a m e c o m p a r t m e n t , b u t n o m o d i f i c a t i o n of B iP 
m o l e c u l e s a s s o c i a t e d w i t h o t h e r p r o t e i n s w a s d e t e c t e d . A p o s s i b l e c o n c l u s i o n is 
t h a t o n l y t h e u n m o d i f i e d B iP is r e s p o n s i b l e f o r t h e s t ress r e s p o n s e . In a g r e e m e n t 
w i t h th i s , a f te r i n h i b i t i o n o f N - g l y c o s y l a t i o n in a m o u s e h e p a t o m a cel l l ine o n l y 
t h e n o n - A D P - r i b o s y l a t e d f o r m a c c u m u l a t e d ( L E N O a n d L E D F O R D 1989) . 

A s s h o w n by M U N R O a n d P E L H A M (1986) , B iP b i n d s i m m u n o g l o b u l i n h e a v y 
c h a i n s in p r e - B ce l l s in a n A T P - r e v e r s i b l e m a n n e r . B i n d i n g o f B i P t o v a r i o u s o t h e r 
p r o t e i n s w a s a l s o r e v e r s e d by A T P h y d r o l y s i s , e.g. , t o n o n g l y c o s y l a t e d y e a s t 
i n v e r t a s e a n d p r o l a c t i n c o n t a i n i n g i n c o r r e c t d i s u l f i d e b o n d s (KASSENBROCKet a l . 
1988) , m a l f o l d e d a n d m u t a n t v i ra l g l y c o p r o t e i n s ( M A C H A M E R a n d R O S E 1988; 
HuRTLEYet a l . 1989) , a n d h y d r o p h i l i c p e p t i d e s ( F L Y N N e t a l . 1989) . A p p a r e n t l y , 
B iP h a s t h e p o t e n t i a l t o i n t e r a c t w i t h u n a s s e m b l e d o r i n c o r r e c t l y f o l d e d p r o t e i n s . 
B iP p o s s e s s e s a p e p t i d e - d e p e n d e n t A T P a s e ac t i v i t y ( K A S S E N B R O C K a n d K E L L Y 
1989; F L Y N N et a l . 1989) c h a r a c t e r i z e d by a l o w t u r n o v e r n u m b e r a n d a h i g h 
a f f i n i t y f o r A T P . T h e d e c r e a s e d sens i t i v i t y o f B iP t o p r o t e o l y t i c d e g r a d a t i o n in t h e 
p r e s e n c e o f A T P o r A D P s u g g e s t s t h a t a d e n i n e n u c l e o t i d e s m a y s tab i l i ze s p e c i a l 
c o n f o r m a t i o n s o f B iP ( K A S S E N B R O C K a n d K E L L Y 1989) . N o t a b l y , t h e e x i s t e n c e o f a 
s o f a r u n i d e n t i f i e d A T P p o o l in t h e E R h a s t o b e a s s u m e d . 

A l t h o u g h t h e p r e c i s e f u n c t i o n o f B iP in t h e E R is u n k n o w n , seve ra l 
poss ib i l i t i e s a r e d i s c u s s e d b e l o w w h i c h a r e n o t m u t u a l l y exc l us i ve . 

1. Retention of proteins in the ER: T h e a s s o c i a t i o n o f B iP w i t h a b e r r a n t 
p o l y p e p t i d e s a n d u n a s s e m b l e d i m m u n o g l o b u l i n h e a v y c h a i n s m i g h t s u g g e s t 
t h a t B iP is p a r t o f a q u a l i t y c o n t r o l s y s t e m in t h e E R ( H U R T L E Y a n d H E L E N I U S 
1989) w h i c h o n l y a l l o w s t h e s e c r e t i o n o f f u n c t i o n a l p r o t e i n s . F i rs t e v i d e n c e f o r 
t h e i m p o r t a n c e o f c o r r e c t f o l d i n g a n d a s s e m b l y o f p r o t e i n s fo r s e c r e t i o n c a m e 
f r o m e x p e r i m e n t s w h i c h u n c o v e r e d a c o r r e l a t i o n b e t w e e n a c q u i s i t i o n o f 
n a t i v e s t r u c t u r e a n d s e c r e t i o n e f f i c i e n c y (ex tens ive ly d i s c u s s e d by R O S E a n d 
D O M S 1988) bes t s t u d i e d in t h e c a s e o f a b n o r m a l l y g l y c o s y l a t e d p r o t e i n s 
( G E T H I N G et a l . 1986; DoRNERet a l . 1987; M A C H A M E R a n d R O S E 1988; G A L L A G H E R 

et a l . 1988) . T h e ro le o f B iP c o u l d b e t o r e t a i n t h e m i s f o l d e d p r o t e i n s . T h e 
i n h i b i t i o n o f N - g l y c o s y l a t i o n i n c r e a s e d t h e a s s o c i a t i o n w i t h B iP , a s s h o w n f o r 
i m m u n o g l o b u l i n h e a v y c h a i n s ( B O L E et a l . 1986) a n d s e v e r a l h u m a n s e r u m 
g l y c o p r o t e i n s ( D O R N E R et a l . 1987) . T h e e x t e n t a n d s tab i l i t y o f B iP a s s o c i a t i o n 
w e r e inve rse ly c o r r e l a t e d w i t h s e c r e t i o n e f f i c i ency . In a m o r e d i r e c t a p p r o a c h , 
D O R N E R e t a l . (1988) s h o w e d t h a t in C H O ce l l s , e x p r e s s i n g p l a s m i n o g e n 
a c t i v a t o r , r e d u c t i o n o f B iP leve ls by i n t r o d u c i n g a n t i s e n s e R N A led t o a n 
i n c r e a s e d s e c r e t i o n o f t h e h e t e r o l o g o u s g l y c o p r o t e i n . 
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2. Assembly of oligomeric proteins in the ER: T h e i n t e r a c t i o n of m o n o m e r i c 
h e a v y c h a i n s w i t h B iP p r i o r t o t he i r a s s o c i a t i o n w i t h l i gh t c h a i n s ( H A A S a n d 
W A B L 1 9 8 3 ; B O L E et a l . 1986) m a y p o i n t t o a ro le o f B iP a s a n a s s e m b l y f a c t o r 
( P E L H A M 1989a ) . H e a v y c h a i n s a s s o c i a t e d w i t h B iP r e m a i n e d s o l u b l e un t i l l i gh t 
c h a i n s w e r e e x p r e s s e d . A s s e m b l e d i m m u n o g l o b u l i n s w e r e s e c r e t e d . P r o t e i n s 
w h i c h o l i g o m e r i z e in t h e E R w i t h o u t a s s o c i a t i o n w i t h B iP m a y a s s e m b l e 
s p o n t a n e o u s l y o r m a y i n t e r a c t w i t h o t h e r f a c t o r s a s s u g g e s t e d f o r t h e T ce l l 
r e c e p t o r ( B O N I F A C I N O et a l . 1988) . H o w e v e r , s t u d i e s w i t h m u t a n t h e a v y c h a i n s 
a r g u e a g a i n s t a ro le o f B iP in t h e a s s e m b l y o f i m m u n o g l o b u l i n s ( H E N D E R S H O T 
e t a l . 1987) . H e a v y c h a i n s l a c k i n g t h e c H 1 d o m a i n w e r e n o t f o u n d in 
a s s o c i a t i o n w i t h B iP . T h e d e t e c t i o n of s o m e c o m p l e t e l y a s s e m b l e d i m ­
m u n o g l o b u l i n s a n d t h e i n c r e a s e d ra te o f s e c r e t i o n , b o t h s h o w n fo r t h e s e 
m u t a n t h e a v y c h a i n s , c o u l d m e a n t h a t B iP d o e s n o t ass is t i m m u n o g l o b u l i n 
a s s e m b l y , b u t m i g h t p r e v e n t t h e s e c r e t i o n o f u n a s s e m b l e d h e a v y c h a i n s . O n 
t h e o t h e r h a n d , t h e r e t e n t i o n o f u n a s s e m b l e d s u b u n i t s o r a s s e m b l y in te r ­
m e d i a t e s is c l ea r l y n o t a g e n e r a l f u n c t i o n o f B iP s i n c e , w i t h t h e e x c e p t i o n 
of B i P - h e a v y c h a i n c o m p l e x e s , s t a b l e i n t e r a c t i o n s w i t h i n c o m p l e t e l y o l i g o -
mer i zed p r o t e i n s h a v e no t b e e n d e t e c t e d s o fa r (HuRTLEYand H E L E N I U S 1989). 

3. Folding of proteins in the ER: A n o t h e r ro le o f B iP w a s s u g g e s t e d in t h e 
m a t u r a t i o n of t h e V S V - G g l y c o p r o t e i n w h i c h f o r m s h o m o t r i m e r s in t h e E R . In 
c o n t r a s t t o i n f l u e n z a v i r us h e m a g g l u t i n i n (HuRTLEYet a l . 1989) , B i P w a s f o u n d 
a s s o c i a t e d w i t h m o n o m e r s o f t h e VSV-G p r o t e i n s h o r t l y a f te r s yn thes i s . 
D i s s o c i a t i o n o c c u r r e d a s t h e s u b u n i t s u n d e r w e n t f o l d i n g ( H U R T L E Y a n d 
H E L E N I U S 1989) . N o i n t e r a c t i o n w i t h B iP c o u l d be d e t e c t e d by t h e t i m e t r i m e r s 
w e r e f o r m e d in t h e E R . M u t a n t f o r m s of V S V - G , w h i c h d o n o t f o l d o r t r ime r i ze 
c o r r e c t l y ( D O M S et a l . 1988) , a g g r e g a t e d a n d w e r e f o u n d in a s s o c i a t i o n w i t h 
BiP. C o n s i s t e n t w i t h t h e k i n e t i c s o f a s s o c i a t i o n , B iP m a y se rve a s a f o l d i n g 
f a c t o r of V S V - G r a t h e r t h a n a n a s s e m b l y o r r e t e n t i o n f a c t o r ( H U R T L E Y a n d 
H E L E N I U S 1989) . H o w e v e r , it is q u e s t i o n a b l e w h e t h e r a g e n e r a l i z a t i o n c a n b e 
m a d e ; e.g., B iP a s s o c i a t i o n w a s n o t d e t e c t e d in t h e c a s e of n a s c e n t p r o l a c t i n 
c h a i n s in a ce l l f ree t r a n s l o c a t i o n s y s t e m ( K A S S E N B R O C K et a l . 1988) . St i l l , t h e 
poss ib i l i t y ex is ts t h a t B iP m a y ass is t s p e c i f i c p r o t e i n f o l d i n g in t h e E R . 

4. Translocation of proteins into the ER: T h e i d e n t i f i c a t i o n of t h e y e a s t BiP g e n e 
( R O S E et a l . 1989; N O R M I N G T O N et a l . 1989; N I C H O L S O N et a l . 1990) a l l o w s t h e 

e x a m i n a t i o n of B iP f u n c t i o n u s i n g g e n e t i c t e c h n i q u e s . A t n o n p e r m i s s i v e 
t e m p e r a t u r e a t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e B iP m u t a n t f a i l e d to i m p o r t p r o t e i n s i n t o 
t he E R ( V O G E L et a l . 1990) . In t h e a b s e n c e o f B iP f u n c t i o n i m p o r t e d 
p r e c u r s o r p r o t e i n s m i g h t r e m a i n b o u n d to a c o m p o n e n t of t h e s e c r e t o r y 
m a c h i n e r y o r m i g h t a g g r e g a t e . B o t h e f fec ts w o u l d resu l t in i n a c t i v a t i o n o f t h e 
t r a n s l o c a t i o n m a c h i n e r y r e s u l t i n g in a b l o c k of t r a n s p o r t i n t o t h e E R . O n t h e 
o t h e r h a n d , w i t h t r a n s l o c a t i o n - c o m p e t e n t p r o t e o l i p o s o m e s i m p o r t of p r e p r o -
l ac t i n w a s f o u n d t o o c c u r in t h e a b s e n c e o f B iP , a lbe i t w i t h a l o w e f f i c i e n c y 
( N I C C H I T T A a n d B L O B E L 1990) . H o w e v e r , a s d i s c u s s e d by t h e a u t h o r s , B iP 
b i n d i n g to a p o l y p e p t i d e d u r i n g m e m b r a n e t r a n s l o c a t i o n m a y s tab i l i ze a 
c o n f o r m a t i o n t h a t f ac i l i t a t es i m p o r t a n d m a y t h e r e f o r e i n c r e a s e t h e t r a n s l o c -
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a t i o n ra te . S u c h a f u n c t i o n o f B iP w o u l d r e s e m b l e t h a t p r o p o s e d f o r c y t o s o l i c 
h s p 7 0 p r o t e i n s in m a i n t a i n i n g a t r a n s p o r t - c o m p e t e n t c o n f o r m a t i o n o f 
t r a n s l o c a t e d p r o t e i n s . T h e e s s e n t i a l c h a r a c t e r o f B iP f u n c t i o n in t r a n s l o c a t i o n 
m i g h t be m i s s e d in t h e s e in v i t r o e x p e r i m e n t s d u e t o t h e l im i t ed e f f i c i ency o f t h e 
r e c o n s t i t u t e d s y s t e m . 

3 T h e G r o E L / h s p 6 0 F a m i l y 

Al l p r o k a r y o t i c a n d e u k a r y o t i c ce l l s i n v e s t i g a t e d s o f a r c o n t a i n a h e a t s h o c k 
p r o t e i n w i t h a m o l e c u l a r m a s s o f a b o u t 60 kD . T h e f i rs t m e m b e r of t h i s f am i l y , t h e 
G r o E L p r o t e i n f r o m E. coli, w a s p u r i f i e d a n d c h a r a c t e r i z e d seve ra l y e a r s a g o 
( H E N D R I X 1979; H O H N et a l . 1979) . O t h e r m e m b e r s w e r e i d e n t i f i e d in c h l o r o p l a s t s 
(BARRACLOUGHand E L L I S 1980; P U S H K I N et a l . 1982) a n d m i t o c h o n d r i a ( M C M U L L I N 

a n d H A L L B E R G 1987, 1988) . S e q u e n c e a n a l y s i s s h o w s a c o n s i d e r a b l e c o n s e r v ­
a t i o n b e t w e e n t h e d i f f e r e n t p r o t e i n s ( a b o u t 4 6 % - 5 4 % s e q u e n c e iden t i t y ; 
H E M M I N G S E N e t a l . 1988; R E A D I N G e t a l . 1989) . T h i s h o m o l o g y c a n be eas i l y 
e x p l a i n e d in t e r m s o f t h e e n d o s y m b i o t i c o r i g i n o f m i t o c h o n d r i a a n d c h l o r o p l a s t s . 
S o far , i d e n t i f i c a t i o n o f a G r o E L / h s p 6 0 h o m o l o g u e in t h e c y t o s o l h a s n o t b e e n 
r e p o r t e d . 

In a d d i t i o n t o t h e s e q u e n c e s im i l a r i t y a n d i m m u n o l o g i c a l c r o s s - r e a c t i v i t y t h e 
d i f f e r e n t m e m b e r s o f t h e h s p 6 0 f a m i l y h a v e seve ra l p r o p e r t i e s in c o m m o n . A l l a r e 
c o n s t i t u t i v e l y e x p r e s s e d b u t c a n be i n d u c e d by h e a t s h o c k . M o l e c u l a r w e i g h t s 
a n d t h e i soe lec t r i c p o i n t s a r e a l m o s t i d e n t i c a l . A c l o s e s im i la r i t y in q u a t e r n a r y 
s t r u c t u r e is o b v i o u s (as d i s c u s s e d in d e t a i l b e l o w ) . F ina l l y , a l l m e m b e r s of th i s 
f a m i l y p o s s e s s a w e a k A T P a s e ac t i v i t y , w h i c h m a y be i m p o r t a n t f o r t he i r f u n c t i o n 
( H E M M I N G S E N et a l . 1988) . 

In v i ew o f t h e s t r o n g c o n s e r v a t i o n a c o m m o n f u n c t i o n o f t h e s e p r o t e i n s is 
c o n c e i v a b l e . Al l m e m b e r s o f t h e h s p 6 0 f a m i l y a r e t h o u g h t t o ass is t p r o t e i n s in t h e 
p r o c e s s of a c q u i r i n g the i r n a t i v e s t r u c t u r e ( H E M M I N G S E N et a l . 1988) . S im i l a r t o 
h s p 7 0 p r o t e i n s , h s p 6 0 p r o t e i n s m a y a c t a s m o l e c u l a r c h a p e r o n e s . T h e t e r m 
" c h a p e r o n i n " w a s p r o p o s e d t o d e f i n e t h e m a s a t h i r d c l a s s of c h a p e r o n e 
p r o t e i n s b e s i d e s n u c l e o p l a s m s a n d t h e h s p 7 0 p r o t e i n f a m i l y ( H E M M I N G S E N et a l . 
1988; E L L I S a n d H E M M I N G S E N 1989; E L L I S et a l . 1989) . 

3.1 The Rubisco Subunit B inding Protein of Chloroplasts 

S t u d i e s o n t h e s y n t h e s i s o f t h e o l i g o m e r i c c h l o r o p l a s t e n z y m e r i b u l o s e - 1 , 5 -
b i s p h o s p h a t e c a r b o x y l a s e / o x y g e n a s e ( R u b i s c o ) h a v e r e v e a l e d t h e a s s o c i a t i o n 
of n e w l y s y n t h e s i z e d l a r g e s u b u n i t s w i t h p r o t e i n s o f a b o u t 60 k D , t e r m e d R u b i s c o 
s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n ( B A R R A C L O U G H a n d E L L I S 1980) . B o t h w e r e f o u n d in a 
p r o t e i n p a r t i c l e w i t h a n a p p a r e n t m o l e c u l a r m a s s o f 7 2 0 k D a n d a s e d i m e n t a t i o n 
c o e f f i c i e n t o f 29S ( C A N N O N et a l . 1986; R O Y a n d C A N N O N 1988) . T h e r e is s t r o n g 
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e v i d e n c e t h a t R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n , a b s e n t f r o m na t i ve R u b i s c o , a c t s 
a s a m o l e c u l a r c h a p e r o n e d u r i n g t h e a s s e m b l y o f R u b i s c o . 

3.1.1 Ribulose-1,5-bisphosphate Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) 

R u b i s c o is t h e m o s t a b u n d a n t p r o t e i n in c h l o r o p l a s t s . In h i g h e r p l a n t s a n d in 
m o s t p h o t o s y n t h e t i c p r o k a r y o t e s it is a h e x a d e c a m e r c o m p o s e d of e i g h t l a r g e 
s u b u n i t s w i t h a m o e l c u l a r m a s s of 5 2 k D a n d e i g h t s m a l l s u b u n i t s w i t h a 
m o l e c u l a r m a s s o f 1 5 k D ( M I Z I O R K O a n d L O R I M E R 1 9 8 3 ; G A T E N B Y a n d E L L I S 1 9 9 0 ) . 

l a r g e s u b u n i t s , w h i c h c o n t a i n t h e c a t a l y t i c s i te, a r e e n c o d e d by t h e c h l o r o p l a s t 
rbcL g e n e , w h e r e a s t h e s m a l l s u b u n i t s a r e n u c l e a r e n c o d e d , s y n t h e s i z e d 
a s l a rge r p r e c u r s o r s in t h e c y t o s o l , a n d p r o c e s s e d a f te r i m p o r t i n t o t h e c h l o r o ­
p las t s t r o m a ( S M I T H a n d E L L I S 1 9 7 9 ) . T h e s m a l l s u b u n i t s a r e n e c e s s a r y f o r 
e n z y m a t i c ac t iv i ty , b u t the i r e x a c t f u n c t i o n is u n c l e a r s o far . In t h e p r o k a r y o t e 
RhodospiriHum rubrum a d i m e r i c R u b i s c o ex is ts w h i c h c o m p r i s e s t w o l a r g e 
s u b u n i t s o n l y ( T A B I T A a n d M C F A D D E N 1 9 7 4 ) . 

R u b i s c o c a t a l y z e s C 0 2 f i x a t i o n , t h e r a t e - l i m i t i n g s t e p in p h o t o s y n t h e s i s . In 
a d d i t i o n , it is t h e key e n z y m e o f p h o t o r e s p i r a t i o n w h i c h r e d u c e s t h e e f f i c i e n c y of 
C 0 2 f i x a t i o n . T h e r e f o r e , m a j o r e f f o r t s w e r e u n d e r t a k e n t o m a n i p u l a t e t h e e n z y m e 
in o r d e r t o i n c r e a s e t he net ra te of p h o t o s y n t h e s i s by r e c o m b i n a n t D N A 
t e c h n i q u e s . H o w e v e r , l a r g e s u b u n i t s of t h e h i g h e r p l a n t e n z y m e , w h e n e x p r e s s e d 
in E. coli, f o r m e d i n s o l u b l e a g g r e g a t e s . T h u s , a f te r c o e x p r e s s i o n o f l a r g e a n d 
s m a l l R u b i s c o s u b u n i t s f r o m h i g h e r p l a n t s , o n l y l o w levels o f a s s e m b l y a n d 
e n z y m e ac t i v i t y w e r e o b s e r v e d ( G A T E N B Y et a l . 1 9 8 7 ) . T h i s h a m p e r e d a t t e m p t s 
to a n a l y z e e n z y m e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n by s i t e - d i r e c t e d m u t a g e n e s i s 
e x p e r i m e n t s . 

3.1.2 Structure and Properties 

T h e R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n is o n e of t h e m o s t a b u n d a n t p r o t e i n s in t h e 
s t r o m a of c h l o r o p l a s t s . It c o n s i s t s o f t w o t y p e s o f s u b u n i t s w i t h m o l e c u l a r m a s s e s 
of 6 1 kD (a) a n d 6 0 kD(ß). T h e s e w e r e in i t ia l ly a s s u m e d to o c c u r in a s t o i c h i o m e t r y 
of a6ß6 ( M U S G R O V E e t a l . 1 9 8 7 ) ; h o w e v e r , m o r e recen t l y t h e s u b u n i t s w e r e 
p r o p o s e d t o be i d e n t i c a l t o a p r e v i o u s l y i d e n t i f i e d 1 4 - m e r i c p r o t e i n ( P U S H K I N et a l . 
1 9 8 2 ; H E M M I N G S E N et a l . 1 9 8 8 ) . It h a s n o t f i na l l y b e e n p r o v e n , h o w e v e r , t h a t t h e 
b i n d i n g p r o t e i n is a h e t e r o - o l i g o m e r . T h e poss ib i l i t y o f h o m o - o l i g o m e r i c i s o f o r m s 
h a s n o t b e e n r u l e d o u t . T h e s u b u n i t s d i f fe r in a n u m b e r of p r o p e r t i e s , i n c l u d i n g 
a n t i g e n i c i t y , p e p t i d e p a t t e r n o b t a i n e d a f te r l im i ted p r o t e o l y s i s , i soe lec t r i c p o i n t , 
a n d a m i n o t e r m i n a l a m i n o a c i d s e q u e n c e . In r a p e s u b u n i t s a a n d ß h a v e 
a b o u t 5 0 % s e q u e n c e iden t i t y ( G A T E N B Y a n d E L L I S 1 9 9 0 ) . B o t h s u b u n i t s a r e 
n u c l e a r e n c o d e d a n d t r a n s l a t e d a s p r e c u r s o r s w i t h i n d i s t i n g u i s h a b l e a p p a r e n t 
m o l e c u l a r w e i g h t ( E L L I S a n d V A N D E R V I E S 1 9 8 8 ) . A f te r i m p o r t i n t o c h l o r o p l a s t s a n d 
p r o t e o l y t i c p r o c e s s i n g t h e y a s s e m b l e in t h e s t r o m a c o m p a r t m e n t . 
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T h e p r o t e i n p o s s e s s e s A T P a s e ac t i v i t y ( C H A U D H A R I e t a l . 1987) . A s f i rst 
r e p o r t e d by B L O O M et a l . (1983) a d d i t i o n of M g - A T P in e q u i m o l a r c o n c e n t r a t i o n s 
c a u s e s reve rs ib le d i s s o c i a t i o n of t h e b i n d i n g p r o t e i n i n t o m o n o m e r i c s u b u n i t s 
( M U S G R O V E e t a l . 1987) . T h e d i s a s s e m b l y w a s h i g h l y s p e c i f i c f o r A T P . O t h e r 
n u c l e o t i d e s t o g e t h e r w i t h e q u i m o l a r a m o u n t s o f M g 2 + i o n s h a d n o e f fec t . T h e 
d i s s o c i a t e d s u b u n i t s w e r e n e i t h e r s t a b l y p h o s p h o r y l a t e d n o r a d e n y l a t e d 
( H E M M I N G S E N a n d E L L I S 1986) . 

I m m u n o l o g i c a l s t u d i e s w i t h a n a n t i b o d y r a i s e d a g a i n s t t h e p e a b i n d i n g 
p r o t e i n led t o t h e i d e n t i f i c a t i o n of r e l a t e d p r o t e i n s in e x t r a c t s o f s p i n a c h , 
t o b a c c o , w h e a t , a n d b a r l e y leaf e x t r a c t s a n d c a s t o r b e a n e n d o s p e r m . T h e 
o c c u r r e n c e of t h e R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n c o r r e l a t e s w i t h t h e d i s t r i ­
b u t i o n of R u b i s c o in d i f f e r e n t p l a n t t i s sues ( H E M M I N G S E N a n d E L L I S 1986; E L L I S a n d 
V A N DER V I E S 1988) . 

3.1.3 The Role of Rubisco Subunit Binding Protein 
in the Assembly of Rubisco 

T h e m o l e c u l a r d e t a i l s o f t h e a s s e m b l y p a t h w a y o f R u b i s c o a r e l a rge l y u n k n o w n . 
O n t h e b a s i s o f s t r u c t u r a l a n d e v o l u t i o n a r y c o n s i d e r a t i o n s d i m e r i z a t i o n o f f o l d e d 
l a r g e s u b u n i t s w a s p r o p o s e d t o b e a c o m m o n , c o n s e r v e d s tep in a s s e m b l y 
of d i m e r i c a n d h e x a d e c a m e r i c R u b i s c o ( G O L O U B I N O F F e t a l . 1989a ) . A f te r 
o l i g o m e r i z a t i o n of d i m e r s t o a n o c t a m e r i c s t r u c t u r e e i g h t s m a l l s u b u n i t s 
a s s o c i a t e po la r i l y , t h e r e b y f o r m i n g t h e a c t i v e h e x a d e c a m e r i c e n z y m e . 

O n t h e b a s i s o f k i ne t i c s t u d i e s o f its a s s o c i a t i o n w i t h l a r g e s u b u n i t s t h e 
h y p o t h e s i s w a s a d v a n c e d t h a t t h e R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n is r e q u i r e d 
fo r t he c o r r e c t a s s e m b l y o f R u b i s c o ( B A R R A C L O U G H a n d E L L I S 1980; R O Y a n d 
C A N N O N 1988, f o r a rev iew) . A d d i t i o n of a n t i s e r u m a g a i n s t b i n d i n g p r o t e i n t o 
e x t r a c t s of p e a c h l o r o p l a s t s led t o i n h i b i t i o n o f h o l o e n z y m e f o r m a t i o n . T h i s 
i n d i c a t e s t h a t a l l a s s e m b l y - c o m p e t e n t l a r g e s u b u n i t s t r a n s i e n t l y a s s o c i a t e w i t h 
t h e b i n d i n g p r o t e i n ( C A N N O N et a l . 1986) . 

H o w e v e r , t h e m o d e of a c t i o n o f R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n is n o t 
en t i r e l y c l e a r s o far . It m a y a f f ec t a s s e m b l y o f R u b i s c o a t v a r i o u s s t a g e s . K ine t i c 
s t u d i e s s u g g e s t t h a t l a r g e s u b u n i t s i n t e r a c t w i t h b i n d i n g p r o t e i n s b e f o r e 
a s s e m b l y w i t h s m a l l s u b u n i t s o c c u r s ( G A T E N B Y et a l . 1988) . A d d i t i o n o f M g - A T P 
t o s t r o m a l e x t r a c t s o f p e a c h l o r o p l a s t s r e s u l t e d in d i s s o c i a t i o n o f t h e c o m p l e x 
b e t w e e n R u b i s c o l a r g e s u b u n i t a n d R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n . O n t h e 
o t h e r h a n d , a n a s s o c i a t i o n o f R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n w a s a l s o f o u n d 
w i t h s m a l l s u b u n i t s ( G A T E N B Y et a l . 1988) . T h i s w o u l d s u g g e s t a ro le of R u b i s c o 
s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n f o r f o l d i n g of s m a l l s u b u n i t s o r f o r h o l o e n z y m e 
f o r m a t i o n . 

In s u m m a r y , t h e r e is c l e a r e v i d e n c e f o r a n i n v o l v e m e n t of t h e b i n d i n g 
p r o t e i n in t h e a s s e m b l y of R u b i s c o ; h o w e v e r , its e x a c t ro le r e m a i n s t o be d e t e r ­
m i n e d . 
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3.2 GroE Proteins 

3.2.1 General Properties 

T h e p r o k a r y o t i c m e m b e r o f t h e h s p 6 0 f am i l y , t h e G r o E L p r o t e i n , b e l o n g s t o t h e 
m o s t a b u n d a n t p r o t e i n s in E. co l i a n d severa l o t h e r b a c t e r i a . It is e n c o d e d in t h e 
G r o E o p e r o n , w h i c h is p a r t o f t h e E. coli h e a t s h o c k r e g u l o n . W h e n t e m p e r a t u r e is 
e l e v a t e d f r o m 37 ° C t o 46 ° C t h e e x p r e s s i o n o f t h e e n c o d e d p r o t e i n s is i n c r e a s e d 
f o u r - t o f i ve fo l d . T h e t r a n s c r i p t o f a b o u t 2 1 0 0 n u c l e o t i d e s c o n t a i n s t w o o p e n 
r e a d i n g f r a m e s . B e s i d e s t h e G r o E L p r o t e i n ( m o l e c u l a r w e i g h t of 52 259 , a s 
e s t i m a t e d f r o m t h e D N A s e q u e n c e ) , a s e c o n d p o l y p e p t i d e , t h e G r o E S p r o t e i n 
( m o l e c u l a r w e i g h t o f 1 0 3 6 8 ) , is e n c o d e d in th i s o p e r o n ( H E M M I N G S E N et a l . 1988) . 
T h e a p p a r e n t m o l e c u l a r w e i g h t s o f t h e t w o p r o t e i n s d e t e r m i n e d by d e n a t u r i n g 
ge l e l e c t r o p h o r e s i s a r e a b o u t 6 5 0 0 0 a n d 1 5 0 0 0 respec t i ve l y . T h e G r o E L p r o t e i n 
f o r m s a n o l i g o m e r i c c o m p l e x w h i c h c o n t a i n s 14 m o n o m e r s a r r a n g e d in a 
d o u b l e - r i n g w i t h s e v e n f o l d r o t a t i o n a l s y m m e t r y ( H E N D R I X 1979; H O H N et a l . 1979) . 
U p o n ge l f i l t r a t i o n o r c e n t r i f u g a t i o n a n a l y s i s t h e G r o E S p r o t e i n d i s p l a y s a 
m o l e c u l a r m a s s o f a b o u t 80 k D ( C H A N D R A S E K H A R et a l . 1986) . T h i s s u g g e s t s a n 
o l i g o m e r i c s t r u c t u r e f o r t h i s p r o t e i n , t o o . B i o c h e m i c a l a s we l l a s g e n e t i c e v i d e n c e 
ex is ts f o r a n i n t e r a c t i o n o f G r o E L a n d G r o E S p r o t e i n s . T h e G r o E L p r o t e i n 
p o s s e s s e s a w e a k A T P a s e ac t i v i t y ( H E N D R I X 1979) w h i c h c a n b e i n h i b i t e d by 
G r o E S ( C H A N D R A S E K H A R e t a l . 1986) . F u r t h e r m o r e , p a r t i a l c o s e d i m e n t a t i o n o f 
p u r i f i e d G r o E S p r o t e i n w i t h G r o E L in a g l y c e r o l g r a d i e n t s u g g e s t s a p h y s i c a l 
i n t e r a c t i o n . I n te res t i ng l y , A T P a n d M g C I 2 a r e n e c e s s a r y f o r t h i s i n t e r a c t i o n 
( C H A N D R A S E K H A R e t a l . 1986) . U n d e r s im i l a r c o n d i t i o n s G r o E S b i n d s t o i m ­
m o b i l i z e d G r o E L o n a n a f f i n i t y ma t r i x . T h e i d e n t i f i c a t i o n o f i n t e r g e n i c s u p p r e s ­
s o r s o f groES m u t a t i o n s m a p p i n g in t h e groEL g e n e s t r o n g l y s u p p o r t t h e s e 
b i o c h e m i c a l d a t a ( T I L L Y a n d G E O R G O P O U L O S 1982) . 

3.2.2 Function 

G r o E p r o t e i n s w e r e o r i g i n a l l y i d e n t i f i e d a s h o s t g e n e s n e c e s s a r y f o r b a c ­
t e r i o p h a g e T 4 m o r p h o g e n e s i s ( G E O R G O P O U L O S et a l . 1972) . B e s i d e s t h e i nab i l i t y 
t o p r o p a g a t e b a c t e r i o p h a g e s s o m e m u t a n t a l le les o f b o t h groEL a n d groES 
resu l t in a t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e g r o w t h o f t h e h o s t ( W A D A a n d I T I K A W A 1984) . 
Recen t l y , it w a s s h o w n by a g e n e t i c a p p r o a c h t h a t G r o E L a n d G r o E S p r o t e i n s 
a r e n e c e s s a r y f o r b a c t e r i a l g r o w t h a t a l l t e m p e r a t u r e s ( F A Y E T et a l . 1989) . T h e 
a c t u a l level o f G r o E p r o t e i n s c a n d e t e r m i n e t h e m a x i m a l g r o w t h t e m p e r a t u r e 
( K U S U K A W A a n d Y U R A 1988) . T h i s s u g g e s t s a m o r e g e n e r a l ro le of t h e G r o E 
p r o t e i n s f o r ce l l f u n c t i o n . A l t h o u g h t he i r e x a c t m o d e o f a c t i o n is u n c l e a r s o fa r , 
s t r o n g e v i d e n c e h a s a c c u m u l a t e d d u r i n g t h e las t f e w y e a r s f o r a n i n v o l v e m e n t o f 
t h e G r o E p r o t e i n s in t h e f o l l o w i n g c e l l u l a r p r o c e s s e s . 

1. Morphogenesis of bacteriophages: Even b e f o r e t h e i r i d e n t i f i c a t i o n a s h e a t 
s h o c k p r o t e i n s t h e i n v o l v e m e n t o f t h e G r o E p r o t e i n s in t h e m o r p h o g e n e s i s o f 
b a c t e r i o p h a g e s w a s we l l e s t a b l i s h e d . B o t h p r o t e i n s a r e r e q u i r e d f o r h e a d 
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a s s e m b l y of t h e p h a g e X ( fo r rev iew, see F R I E D M A N e t a l . 1984) a n d ta i l 
a s s e m b l y of T 5 p h a g e s ( T I L L Y a n d G E O R G O P O U L O S 1982) . In a d d i t i o n , t h e 
G r o E L p r o t e i n h a s b e e n s h o w n t o be n e c e s s a r y f o r T 4 h e a d a s s e m b l y 
( G E O R G O P O U L O S et a l . 1972) . In al l c a s e s t h e G r o E p r o t e i n s s e e m t o a c t in ea r l y 
s t e p s of m o r p h o g e n e s i s . E x a m i n a t i o n of t h e s t r u c t u r e s f o r m e d d u r i n g X 
i n f e c t i o n of groEL m u t a n t s s u g g e s t s t h a t t h i s p r o t e i n m a y be i n v o l v e d in t h e 
o l i g o m e r i z a t i o n of t h e p h a g e B p r o t e i n t o a d o d e c a m e r . T h i s r i ng - l i ke 
s t r u c t u r e is l o c a t e d a t t h e ve r tex o f t h e X h e a d t o w h i c h t h e X ta i l b e c o m e s 
a t t a c h e d . 

2. DNA replication: T h e i d e n t i f i c a t i o n o f e x t r a g e n i c s u p p r e s s o r s o f a g i v e n 
m u t a t i o n c a n b e u s e d t o i den t i f y f u n c t i o n a l i n t e r a c t i o n s b e t w e e n d i f f e ren t 
p r o t e i n s . O v e r e x p r e s s i o n o f a D N A f r a g m e n t c o n t a i n i n g groEL a n d groES w a s 
f o u n d t o r es to re t h e t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e p h e n o t y p e o f dnaA m u t a t i o n s 
(FAYETet a l . 1986; J E N K I N S et a l . 1986) . T h e e f fec t c o u l d o n l y be o b s e r v e d in t h e 
p r e s e n c e o f t h e D n a A p r o t e i n , t h u s e x c l u d i n g a b y p a s s m e c h a n i s m . 
T h e r e f o r e , a d i r e c t i n t e r a c t i o n o f t h e p r o t e i n s h a s b e e n p r o p o s e d . T h e a l le le 
spec i f i c i t y of s u p p r e s s i o n s u p p o r t s t h i s c o n c l u s i o n . A m u t a t i o n in t h e rpoA 
g e n e o f E. coli, w h i c h e n c o d e s a s u b u n i t o f t h e R N A p o l y m e r a s e , c a n s u p p r e s s 
a t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e m u t a t i o n in t h e groES g e n e ( W A D A e t a l . 1987) . 
F u r t h e r m o r e , G r o E L c a n r e s c u e a t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e m u t a t i o n in a g e n e 
f o r E. coli s i n g l e s t r a n d b i n d i n g p r o t e i n s (Ssb ) , s u g g e s t i n g a n i n t e r a c t i o n 
b e t w e e n S s b p r o t e i n s a n d G r o E L ( R U B E N et a l . 1988) . It is i n t e r e s t i n g t o n o t e in 
t h i s c o n t e x t t h a t t h e levels o f G r o E p r o t e i n s w e r e o b s e r v e d t o i n c r e a s e w i t h 
s h o r t e r g e n e r a t i o n t i m e s ( P E D E R S E N et a l . 1978) . In s u m m a r y , a n i n v o l v e m e n t 
o f G r o E p r o t e i n s in D N A r e p l i c a t i o n a p p e a r s t o b e e s t a b l i s h e d ; h o w e v e r , t he i r 
s p e c i f i c f u n c t i o n ( s ) r e m a i n t o be d e t e r m i n e d . 

3. Translocation of proteins across membranes: P o s t t r a n s l a t i o n a l e x p o r t o f 
p r o t e i n s f r o m a p r o k a r y o t i c ce l l r e q u i r e s t h e s e c r e t e d p r o t e i n s t o b e p r e s e n t in 
a c o n f o r m a t i o n t h a t is c o n d u c i v e t o t r a n s l o c a t i o n ( R A N D A L L a n d H A R D Y 1986) . 
Seve ra l p r o t e i n s , i n c l u d i n g S e c B , t r i g g e r f a c t o r , a n d G r o E L , h a v e b e e n 
p r o p o s e d to ass is t n e w l y s y n t h e s i z e d p r o t e i n s in a c q u i r i n g o r m a i n t a i n i n g 
s u c h a t r a n s l o c a t i o n - c o m p e t e n t c o n f o r m a t i o n . T h e y m a y p r e v e n t e i t he r 
f o l i d i n g i n t o a s t a b l e n a t i v e s t r u c t u r e o r m a l f o l d i n g a n d a g g r e g a t i o n . 

E v i d e n c e f o r i n t e r a c t i o n o f G r o E L w i t h n e w l y s y n t h e s i z e d p r o t e i n s c a m e 
f r o m p h o t o - c r o s s - l i n k i n g e x p e r i m e n t s ( B O C H K A R E V A et a l . 1988) . A f te r s u c h 
c r o s s - l i n k i n g n e w l y s y n t h e s i z e d , p l a s m i d - e n c o d e d s e c r e t o r y ^ - l a c t a m a s e 
( a n d p l a s m i d - e n c o d e d c h l o r a m p h e n i c o l a c e t y l t r a n s f e r a s e ) s e d i m e n t e d d u r ­
i n g u l t r a c e n t r i f u g a t i o n a s a 20S pa r t i c l e . D e p l e t i o n o f E. coli e x t r a c t s f r o m 
G r o E L by a f f i n i t y c h r o m a t o g r a p h y s h o w e d t h a t t h e p a r t i c l e c o r r e s p o n d s t o 
G r o E L . D e n a t u r e d b u t n o t n a t i v e m y o g l o b i n c a u s e d a c o m p e t i t i v e i n h i b i t i o n 
of t h e c r o s s - l i n k i n g r e a c t i o n . T h i s o b s e r v a t i o n s u g g e s t s a n i n t e r a c t i o n o f 
G r o E L w i t h u n f o l d e d ^ - l a c t a m a s e . O n l y in t h e p r e s e n c e of G r o E L w a s t h e 
e x p o r t c o m p e t e n c e o f n e w l y s y n t h e s i z e d ^ - l a c t a m a s e c o n s e r v e d d u r i n g 
p r e i n c u b a t i o n . T h e r e f o r e , t h e G r o E L p r o t e i n w a s p r o p o s e d t o s tab i l i ze 
a s e c r e t i o n - c o m p e t e n t c o n f o r m a t i o n a n d exer t a c h a p e r o n e f u n c t i o n 
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a n a l o g o u s t o S e c B a n d t r i g g e r f a c t o r ( B O C H K A R E V A e t a l . 1988; K U S U K A W A et a l . 
1989) . A s s h o w n recen t l y , t h e o v e r p r o d u c t i o n of G r o E L in E. coli 
f ac i l i t a t es t h e e x p o r t of a h y b r i d p r o t e i n c o n s i s t i n g of t h e s i g n a l 
s e q u e n c e a n d t h e a m i n o t e r m i n a l r e g i o n o f t h e m a l t o s e - b i n d i n g p r o t e i n 
f u s e d to / ? - g a l a c t o s i d a s e ( P H I L L I P S a n d S I L H A V Y 1990) . 

E m p l o y i n g i s o l a t e d G r o E L a n d p r e c u r s o r p r o t e i n s a s t a b l e a n d reve rs i b l e 
a s s o c i a t i o n of G r o E L w i t h t h e p r e c u r s o r s o f t w o s e c r e t e d p r o t e i n s , p r o O m p A 
a n d p r e P h o E , w a s o b s e r v e d ( L E C K E R et a l . 1989) . A n a l y s i s o f t h e c o m p l e x e s b y 
s u c r o s e g r a d i e n t c e n t r i f u g a t i o n s u g g e s t e d a 1:1 s t o i c h i o m e t r y . In c o n t r a s t , n o 
i n t e r a c t i o n of G r o E L w a s s e e n w i t h s o l u b l e c y t o p l a s m i c p r o t e i n s o r w i t h 
m a t u r e s e c r e t e d p r o t e i n s . H o w e v e r , t h e s i g n i f i c a n c e o f t h e s e in v i t r o e x p e r i ­
m e n t s is n o t en t i re l y c lear : in t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e G r o E L a n d G r o E S m u t a n t s 
o n l y t h e p r o c e s s i n g of ^ - l a c t a m a s e w a s s l o w e d d o w n ; t h e r e w a s n o e f fec t o n 
t h e s e c r e t i o n o f o t h e r p r o t e i n s , i n c l u d i n g p r o O m p A ( K U S U K A W A et a l . 1989) . 
T h u s , in t h e b a c t e r i a l ce l l a c e r t a i n s u b s t r a t e spec i f i c i t y f o r p r e c u r s o r p r o t e i n s 
m a y exist , e.g., S e c B a n d G r o E p r o t e i n s m a y d i f fe r in t h i s r espec t . 

T h e s t u d i e s o n G r o E L b i n d i n g t o p r e c u r s o r p r o t e i n s w e r e c a r r i e d o u t in t h e 
a b s e n c e of A T P ( L E C K E R et a l . 1989) . A T P is a p p a r e n t l y n o t n e c e s s a r y f o r 
a s s o c i a t i o n of t h e p r e c u r s o r p r o t e i n s w i t h G r o E L . T h e c o m p l e x e s d i s s o c i a t e 
a f te r a d d i n g A T P ( B O C H K A R E V A et a l . 1988) . S i n c e t h e i n t e r a c t i o n o f G r o E L a n d 
G r o E S w a s o n l y o b s e r v e d in t h e p r e s e n c e o f A T P ( C H A N D R A S E K H A R et a l . 1986) , 
a ro le of t h e G r o E S p r o t e i n in t h e re l ease o f G r o E L - a s s o c i a t e d p r o t e i n s w a s 
a s s u m e d ( K U S U K A W A e t a l . 1989) . A m o n g d i f f e r e n t G r o E S m u t a n t s a n a l y z e d in 
r e s p e c t of p r o c e s s i n g k i ne t i c s in v i vo o n l y o n e a f f e c t e d t h e e x p o r t o f ß-
l a c t a m a s e , s u g g e s t i n g t h a t a s p e c i f i c d o m a i n is i m p o r t a n t f o r t h e f u n c t i o n o f 
G r o E S ( K U S U K A W A et a l . 1989) . 

T h e n a t u r e o f t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n G r o E L a n d p r e c u r s o r p r o t e i n s 
r e m a i n s u n k n o w n . T h e s p e c i f i c a s s o c i a t i o n w i t h u n f o l d e d p r o t e i n s m i g h t 
p o i n t to h y d r o p h o b i c i n t e r a c t i o n s , in a n a l o g y t o t h e h s p 7 0 p r o t e i n s . A s 
e m p h a s i z e d by L E C K E R et a l . (1989) , h o w e v e r , t h e i n t e r a c t i o n o f G r o E L w i t h 
p r o O m p A , a n i n t e g r a l m e m b r a n e p r o t e i n , w h o s e s e q u e n c e l a c k s l o n g r e g i o n s 
of c o n s e c u t i v e a p o l a r r e s i d u e s , m i g h t m e a n t h a t r e g i o n s o t h e r t h a n a p o l a r 
o n e s m a y b e r e c o g n i z e d . 

4. Protein folding and assembly of oligomeric proteins: I n c r e a s i n g e v i d e n c e h a s 
a c c u m u l a t e d t h a t G r o E p r o t e i n s m a y ass is t p r o t e i n s in t h e a c q u i s i t i o n o f t he i r 
na t i ve s t r u c t u r e , i.e., a c t a s m o l e c u l a r c h a p e r o n e s . A f te r e x p r e s s i o n o f d i m e r i c 
o r h e x a d e c a m e r i c p r o k a r y o t i c R u b i s c o in E. coli it w a s s h o w n t h a t o v e r e x -
p r e s s i o n o f G r o E p r o t e i n s in E. coli r e s u l t e d in a n i n c r e a s e d a s s e m b l y o f 
R u b i s c o ( G O L O U B I N O F F et a l . 1 9 8 9 a ) . A n i n f l u e n c e o f G r o E L o n t h e t r a n s c r i p ­
t i o n ra te o r t h e p r o t e i n s tab i l i t y w a s e x c l u d e d . A n a l y s i s o f G r o E S a n d G r o E L 
m u t a n t s s h o w e d t h a t b o i h G r o E p r o t e i n s a r e n e c e s s a r y . 

In s u b s e q u e n t e x p e r i m e n t s p u r i f i e d c o m p o n e n t s w e r e u s e d t o s t u d y t h e ro le 
of G r o E p r o t e i n s in t h e r e c o n s t i t u t i o n of d i m e r i c p r o k a r y o t i c R u b i s c o in v i t ro 
( G O L O U B I N O F F et a l . 1989b) . A f te r d e n a t u r a t i o n w i t h e i ther u r e a o r g u a n i d i n i u m 
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c h l o r i d e a n d a c i d i n a c t i v a t i o n , n o s p o n t a n e o u s r e a c t i v a t i o n c o u l d b e o b s e r v e d 
u n d e r t h e c o n d i t i o n s o f t h e a s s a y . In c o n t r a s t , in t h e p r e s e n c e of G r o E L , G r o E S , 
a n d M g - A T P e f f i c i en t r e c o n s t i t u t i o n o c c u r r e d . In a f i rs t s t ep G r o E L b o u n d 
u n f o l d e d R u b i s c o l a r g e s u b u n i t s i n d e p e n d e n t l y o f t h e p r e s e n c e o f G r o E S a n d 
M g - A T P . T h e u r e a - d e n a t u r e d a s we l l a s t h e a c i d - d e n a t u r e d p r o t e i n , w h i c h w a s 
s h o w n to c o n t a i n a s e c o n d a r y s t r u c t u r e , w a s a b l e t o f o r m a b i n a r y c o m p l e x w i t h 
t h e G r o E L t e t r a d e c a m e r . T h e s u b s e q u e n t d i s s o c i a t i o n s t e p d e p e n d e d o n G r o E S 
a n d M g - A T P . In t h e p r e s e n c e o f n o n h y d r o l y z a b l e a n a l o g u e s n o e f fec t i ve 
r e c o n s t i t u t i o n w a s o b s e r v e d , s u g g e s t i n g t h a t t h e e n e r g y of A T P h y d r o l y s i s 
is r e q u i r e d . O p t i m a l r e c o n s t i t u t i o n w a s o b s e r v e d a t e q u i m o l a r c o n c e n t r a t i o n s 
of G r o E L a n d G r o E S . G r o E S m a y m e d i a t e t h e A T P - d e p e n d e n t re lease of 
t h e p r o t e i n , p e r h a p s by i n d u c i n g a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e . T h e i n h i b i t i o n o f 
t h e A T P a s e ac t i v i t y o f G r o E L by G r o E S ( C H A N D R A S E K H A R et a l . 1986) m a y h a v e a 
r e g u l a t o r y f u n c t i o n in t h e s e p r o c e s s e s . 

In c o n c l u s i o n , t h e r e c o n s t i t u t i o n e x p e r i m e n t s w i t h d i m e r i c r u b i s c o i n d i c a t e 
t h a t G r o E p r o t e i n s a r e i n v o l v e d in f o l d i n g a n d a s s e m b l y o f l a r g e s u b u n i t s . 
H o w e v e r , a ro le in f o l d i n g a n d / o r a s s e m b l y o f s m a l l s u b u n i t s o f h e x a d e c a m e r i c 
R u b i s c o s of h i g h e r p l a n t s c a n n o t b e e x c l u d e d . A n i n t e r a c t i o n o f G r o E L w i t h 
s m a l l s u b u n i t s w a s in f a c t s u g g e s t e d by t h e o b s e r v a t i o n t h a t s m a l l s u b u n i t s 
c o p u r i f i e d w i t h G r o E L a f te r e x p r e s s i o n in E. coli ( L A N D R Y a n d B A R T L E T T 1989) . 

Seve ra l o b s e r v a t i o n s a r e c o n s i s t e n t w i t h a m o r e g e n e r a l ro le o f G r o E p r o t e i n s 
in f o l d i n g a n d a s s e m b l y o f p r o t e i n s . First , t h e h o m o l o g o u s p r o t e i n s , h s p 6 0 in 
m i t o c h o n d r i a a n d a - s u b u n i t o f t h e R u b i s c o b i n d i n g p r o t e i n in c h l o r o p l a s t , c o u l d 
s u b s t i t u t e f o r G r o E L in t h e r e c o n s t i t u t i o n e x p e r i m e n t s w i t h R u b i s c o . S o far , n o 
G r o E S h o m o l o g u e h a s b e e n i d e n t i f i e d in m i t o c h o n d r i a a n d c h l o r o p l a s t s . In v i e w 
o f t he c o n s e r v a t i o n o f G r o E L s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n it s e e m s r e a s o n a b l e t o 
a s s u m e t h a t a p r o t e i n w i t h a f u n c t i o n a n a l o g o u s to G r o E S d o e s ex is t in t h e s e 
o r g a n e l l e s . F u r t h e r m o r e , i n d i r e c t e v i d e n c e t h a t G r o E p r o t e i n s ass is t v a r i o u s 
p r o t e i n s in t h e a c q u i s i t i o n o f the i r n a t i v e s t r u c t u r e c a m e f r o m g e n e t i c e x p e r i ­
m e n t s . O v e r e x p r e s s e d G r o E p r o t e i n s c o u l d s u p p r e s s m a n y , b u t n o t a l l m u t a t i o n s 
in d i f f e ren t g e n e s of t h e ilv- a n d his o p e r o n o f Salmonella typhimurium ( V A N D Y K 
et a l . 1989) . In a d d i t i o n , h e a t - s e n s i t i v e f o l d i n g m u t a n t s o f g e n e 9 of Salmonella 
p h a g e P22 c o u l d be r e s c u e d by G r o E p r o t e i n s a t t h e res t r i c t i ve t e m p e r a t u r e . 
T h u s , t h e f o r m a t i o n n o t o n l y o f a c t i v e e n z y m e s b u t a l s o of s t r u c t u r a l p r o t e i n s 
a p p e a r s to d e p e n d o n G r o E p r o t e i n s . I n te res t i ng l y , a m o n g t h e p r o t e i n s a n a l y z e d 
o n l y m u t a t i o n s in o l i g o m e r i c o n e s c o u l d be s u p p r e s s e d by G r o E p r o t e i n s ; t h e 
t e s t e d m o n o m e r i c o n e s r e m a i n e d u n a f f e c t e d . A l t h o u g h seve ra l e x p l a n a t i o n s fo r 
t h e s u p p r e s s i v e e f fec t a r e p o s s i b l e , it s e e m s c o n c e i v a b l e t h a t G r o E p r o t e i n s 
a f f ec t t h e a s s e m b l y o f v a r i o u s p r o t e i n s . 

3.3 The Mi tochondr ia l hsp60 

T h e h e a t - s h o c k p r o t e i n h s p 6 0 w a s in i t ia l l y f o u n d in m i t o c h o n d r i a of Tetrahy-
mena ( M C M U L L I N a n d H A L L B E R G 1987) , a n d t h e n in m i t o c h o n d r i a f r o m al l 
o r g a n i s m s a n a l y z e d s o far . It h a s a s t r o n g s t r u c t u r a l s im i l a r i t y t o t h e b a c t e r i a l 
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G r o E L . R e c e n t s t u d i e s i n d i c a t e t h a t it p l a y s a n e s s e n t i a l ro le in t h e f o l d i n g a n d 
a s s e m b l y of p r o t e i n s n e w l y i m p o r t e d i n t o m i t o c h o n d r i a . 

3.3.1 Occurrence and Conserved Properties 

H e a t s h o c k p r o t e i n s o f t h e h s p 6 0 t y p e w e r e i d e n t i f i e d in t h e y e a s t Sac-
charomyces cerevisiae (64 k D ) , Neurospora crassa (60 k D ; H U T C H I N S O N et a l . 
1989) , Tetrahymena thermophila ( M C M U L L I N a n d H A L L B E R G 1987) , Xenopus 
laevis (60 k D ) , lea mays (62 k D ) , h u m a n ce l l s ( 5 8 - 6 0 k D ; M C M U L L I N a n d 
H A L L B E R G 1988; W A L D I N G E R et a l . 1 9 8 8 , 1 9 8 9 ; J iNDALet a l . 1989; M izzENet a l . 1989; 
M izzENet a l . 1989) , a n d C H O ce l l s (58 k D ; PiCKETTSet a l . 1989) . I n te res t i ng l y , t h e 
h s p 6 0 of h u m a n l y m p h o c y t e s s h o w s a g e n e t i c p o l y m o r p h i s m ( W A L D I N G E R et a l . 
1988) . 

T h e n u c l e a r - e n c o d e d h s p 6 0 p r o t e i n is c o n s t i t u t i v e l y e x p r e s s e d a n d t a r g e t e d 
t o m i t o c h o n d r i a by a pos i t i ve l y c h a r g e d a m i n o t e r m i n a l p r e s e q u e n c e . A f te r h e a t 
s h o c k , w h i c h c a u s e s a t w o - t o t h r e e f o l d i n c r e a s e in e x p r e s s i o n , t h e p r o t e i n 
r e p r e s e n t s a b o u t 0 . 3 % of t o t a l ce l l p r o t e i n . L i ke t h e b a c t e r i a l G r o E L h o m o l o g u e 
a n d t h e R u b i s c o s u b u n i t b i n d i n g p r o t e i n , t h e m i t o c h o n d r i a l h s p 6 0 a s s e m b l e s 
i n t o a n o l i g o m e r i c s t r u c t u r e in t h e ce l l . T h e p r o t e i n o f Tetrahymena thermophila 
s e d i m e n t e d in s u c r o s e g r a d i e n t s a s a 2 0 - 2 5 S c o m p l e x ( M C M U L L I N a n d H A L L B E R G 
1987) . E l e c t r o n m i c r o s c o p i c a n a l y s i s o f t h e Neurospora crassa p r o t e i n r e v e a l e d 
a s t r u c t u r e ve ry s im i l a r t o t h a t of t h e G r o E L p r o t e i n . T h e p a r t i c l e c o n s i s t s o f 
t w o r i ngs , e a c h c o m p r i s i n g s e v e n s u b u n i t s w h i c h a r e a r r a n g e d in t w o laye rs 
( H U T C H I N S O N e t a l . 1989) . T h e m o n o m e r i c s u b u n i t m a y h a v e a n e x t e n d e d 
c o n f o r m a t i o n . S o far , a l l a v a i l a b l e e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t t h e 14 s u b u n i t s a r e 
i d e n t i c a l ; t h u s , m i t o c h o n d r i a l h s p 6 0 a p p e a r s t o b e a h o m o - o l i g o m e r l ike G r o E L . 

3.3.2 Function 

M i t o c h o n d r i a l h s p 6 0 r e s e m b l e s b a c t e r i a l G r o E L w i t h r e s p e c t t o n o t o n l y 
s u p r a m o l e c u l a r s t r u c t u r e b u t a l s o a m i n o a c i d s e q u e n c e ( R E A D I N G et a l . 1989; 
J O H N S O N et a l . 1989) . N o t ve ry s u r p r i s i n g l y t h e y a p p e a r t o b e r a t h e r s im i l a r in 
f u n c t i o n . T h e r e is i n c r e a s i n g e v i d e n c e f r o m g e n e t i c a s we l l a s b i o c h e m i c a l 
s t u d i e s fo r a n i n v o l v e m e n t o f h s p 6 0 in f o l d i n g a n d / o r a s s e m b l y of m i t o c h o n d r i a l 
p r o t e i n s a f te r t he i r i m p o r t i n t o t h e m a t r i x s p a c e ( C H E N G et a l . 1989; O S T E R M A N N 
et a l . 1989; H A R T L a n d N E U P E R T 1990, f o r a rev iew) . 

T h e i d e n t i f i c a t i o n o f a t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e hsp60 m u t a n t in yeas t , c a l l e d 
mif4 ( fo r m i t o c h o n d r i a l / 'mport f u n c t i o n ) , a l l o w e d e x a m i n a t i o n o f t h e ro le o f 
h s p 6 0 in t he i m p o r t of p r o t e i n s i n t o m i t o c h o n d r i a ( C H E N G e t a l . 1989) . A t 
n o n p e r m i s s i v e t e m p e r a t u r e t h e m u t a n t h s p 6 0 p r o t e i n b e c a m e a g g r e g a t e d a n d 
w a s f o u n d in t h e l o w s p i n pe l le t o f ce l l e x t r a c t s . U n d e r These c o n d i t i o n s 
m i t o c h o n d r i a l o r n i t h i n e t r a n s c a r b a m y l a s e ( f r o m h u m a n s , t r a n s f o r m e d i n to t h e 
y e a s t ce l ls ) f a i l e d t o f o r m t r i m e r s a n d t o a c q u i r e e n z y m e ac t i v i t y a n d t h e ß-
s u b u n i t o f t he m i t o c h o n d r i a l F Q F , A T P a s e fa i led t o a s s e m b l e in to F, pa r t i c les . 
C y t o c h r o m e b 2 , a p r o t e i n of t h e m i t o c h o n d r i a l i n t e r m e m b r a n e s p a c e , a n d t h e 
R ieske Fe /S p r o t e i n o f c o m p l e x III, n o r m a l l y p r e s e n t o n t h e o u t e r s u r f a c e of t h e 
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inner m e m b r a n e o f m i t o c h o n d r i a , d i d n o t r e a c h the i r f u n c t i o n a l l o c a t i o n . In 
e x p e r i m e n t s w i t h i s o l a t e d mif4 m i t o c h o n d r i a it w a s s h o w n t h a t m e m b r a n e 
t r a n s l o c a t i o n w a s sti l l p o s s i b l e , b u t t h e i m p o r t e d p r o t e i n s f a i l ed t o a s s e m b l e . 
T h e r e f o r e , it w a s s u g g e s t e d t h a t h s p 6 0 ass i s t s o l i g o m e r i c p r o t e i n s in t h e 
a c q u i s i t i o n of t h e n a t i v e s t r u c t u r e . 

In s u b s e q u e n t b i o c h e m i c a l s t u d i e s , a p h y s i c a l i n t e r a c t i o n of h s p 6 0 w i t h 
p r o t e i n s f r esh l y i m p o r t e d a f te r u r e a d e n a t u r a t i o n i n t o A T P - d e p l e t e d m i t o ­
c h o n d r i a w a s e s t a b l i s h e d ( O S T E R M A N N et a l . 1989) . A n a l y s i s of t h e f o l d i n g s t a t e 
of s u c h h s p 6 0 - a s s o c i a t e d p r o t e i n s r e v e a l e d t h a t t h e y w e r e in a n u n f o l d e d 
c o n f o r m a t i o n . A f u s i o n p r o t e i n , in w h i c h a m i n o a c i d r e s i d u e s 1 - 6 9 of t h e 
p r e c u r s o r of Neurospora F 0 A T P a s e s u b u n i t 9 w e r e j o i n e d t o t he a m i n o t e r m i n u s 
of m o u s e d i h y d r o f o l a t e r e d u c t a s e ( D H F R ) , w a s e m p l o y e d t o a n a l y z e t h e f o l d i n g 
r e a c t i o n . T h e s t a t e o f f o l d i n g o f t h i s p r o t e i n c o u l d b e m o n i t o r e d by d e t e r m i n i n g 
t he p r o t e a s e sens i t i v i t y o f t h e D H F R d o m a i n . U n f o l d e d D H F R w a s d i g e s t e d by 
very l o w c o n c e n t r a t i o n s o f p r o t e a s e s , w h e r e a s f o l d e d D H F R w a s res i s tan t t o 
r a the r h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f p r o t e a s e s . A f te r i m p o r t t h e f u s i o n p r o t e i n w a s 
f o u n d t o f o l d in a s s o c i a t i o n w i t h h s p 6 0 in a n A T P - d e p e n d e n t m a n n e r 
( O S T E R M A N N et a l . 1989) . F o l d i n g a n d re l ease o f b o u n d D H F R in t h e p r e s e n c e of 
A T P w a s a l s o o b s e r v e d w h e n m i t o c h o n d r i a c o n t a i n i n g t h e h s p 6 0 p r e c u r s o r 
p r o t e i n c o m p l e x w e r e lysed w i t h m i l d d e t e r g e n t s . S t u d i e s w i t h t h e m e m b r a n e -
p e r m e a n t a l k y l a t i n g a g e n t , A / - e t h y l m a l e i m i d e ( N E M ) , e x c l u d e d a s p o n t a n e o u s 
f o l d i n g of t h e D H F R a f te r re lease f r o m h s p 6 0 . In e x t r a c t s o f N E M - t r e a t e d 
m i t o c h o n d r i a , i m p o r t e d D H F R , b o u n d t o h s p 6 0 in t h e a b s e n c e o f A T P , w a s 
r e l e a s e d a f te r r e a d d i t i o n o f A T P , b u t d i d n o t f o l d c o r r e c t l y . It r e m a i n s t o be t es ted 
w h e t h e r h s p 6 0 i tself is t h e t a r g e t o f t h e N E M ef fec t . 

F u r t h e r m o r e , t h e s e e x p e r i m e n t s s u g g e s t e d a n i n v o l v e m e n t of a d d i t i o n a l 
c o m p o n e n t ( s ) . A f te r p a r t i a l p u r i f i c a t i o n of t h e f u s i o n p r o t e i n - h s p 6 0 c o m p l e x by 
ge l f i l t r a t i o n , r e a d d i t i o n o f M g - A T P r e s u l t e d o n l y in a p a r t i a l p r o t e a s e r e s i s t a n c e 
o f t h e D H F R d o m a i n , i n d i c a t i n g a n i n c o m p l e t e f o l d i n g r e a c t i o n . T h e D H F R 
r e m a i n e d b o u n d t o h s p 6 0 u n d e r t h e s e c o n d i t i o n s . A p p a r e n t l y , a n u n i d e n t i f i e d 
c o m p o n e n t w h i c h d i d n o t c o f r a c t i o n a t e w i t h t h e f u s i o n p r o t e i n - h s p 6 0 c o m p l e x 
d u r i n g ge l f i l t r a t i o n w a s n e c e s s a r y f o r re lease . 

In s u m m a r y , t h e s e f i n d i n g s a r g u e fo r a ro le of h s p 6 0 in t h e f o l d i n g of p r o t e i n s 
a f te r t he i r i m p o r t i n t o m i t o c h o n d r i a . h s p 6 0 w a s f o u n d t o b e a b l e t o s u b s t i t u t e 
f o r G r o E L in a s s i s t i n g t h e r e c o n s t i t u t i o n o f R u b i s c o in in v i t r o e x p e r i m e n t s 
( G O L O U B I N O F F et a l . 1989b ) . T h i s u n d e r l i n e s t h e f u n c t i o n a l s im i la r i t y of t h e 
m e m b e r s o f t h e G r o E L fam i l y . 

4 C o n c l u s i o n s 

H e a t s h o c k p r o t e i n s of t h e h s p 7 0 a n d h s p 6 0 c l a s s e s m a y fu l f i l l m u l t i p l e f u n c t i o n s 
in t he ce l l . T h e r e is i n c r e a s i n g e v i d e n c e t h a t d i r e c t p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n is 
a c o m m o n t h e m e o f t he i r a c t i o n . T h e t e n d e n c y o f s m a l l h e a t s h o c k p r o t e i n s to 



24 T. Langer and W. Neupert 

a g g r e g a t e a n d t h e i n t e r a c t i o n o f h s p 9 0 p r o t e i n s w i t h s t e r o i d r e c e p t o r s a n d 
t y r o s i n e k i n a s e s ( L I N D Q U I S T a n d C R A I G 1988, f o r a rev iew) s u g g e s t s t h a t th is m a y 
a l s o be t r u e f o r a va r i e t y o f o t h e r h e a t s h o c k p r o t e i n s . 

H e a t s h o c k p r o t e i n s p r o t e c t ce l l s f r o m t h e d a m a g i n g e f fec t o f h i g h 
t e m p e r a t u r e s a n d o t h e r k i n d s o f s t ress . A l t h o u g h t h e r e s o l u t i o n of a g g r e g a t e d 
p r o t e i n s by h e a t s h o c k p r o t e i n s h a s n o t b e e n o b s e r v e d in v i vo o r in v i t ro , t h e 
a c t i o n of h s p 7 0 a n d h s p 6 0 p r o t e i n s in t h e a b s e n c e o f s t ress m a y p r o v i d e h in t s a s 
t o t h e m e c h a n i s m o f p r o t e c t i o n . B o t h f a m i l i e s a c t a s m o l e c u l a r c h a p e r o n e s 
a s s i s t i n g p r o t e i n f o l d i n g a n d a s s e m b l y by r e d u c i n g t h e t e n d e n c y o f a g g r e ­
g a t i o n d u r i n g v a r i o u s c e l l u l a r p r o c e s s e s . H o w e v e r , h s p 7 0 a n d h s p 6 0 p r o t e i n s 
m a y exer t the i r f u n c t i o n in d i f f e r e n t w a y s . 

h s p 7 0 p r o t e i n s s tab i l i ze p r o t e i n c o n f o r m a t i o n s d i s t i n c t f r o m t h e s t a b l y f o l d e d , 
na t i ve s t r u c t u r e . T h e s e a l t e r e d c o n f o r m a t i o n s a p p e a r t o be n e c e s s a r y fo r 
t a r g e t i n g t o a n d t r a n s p o r t a t i o n of p o l y p e p t i d e s a c r o s s m e m b r a n e s , fo r a s s e m b l y 
i n t o o l i g o m e r i c s t r u c t u r e s , o r f o r i n t e r a c t i o n s w i t h o t h e r p r o t e i n s . T h u s t he 
s h i e l d i n g of p r e v i o u s l y b u r i e d s e q u e n c e s by h s p 7 0 p r o t e i n s m i g h t r e d u c e t h e 
t e n d e n c y of p r o t e i n s t o a g g r e g a t e , e s p e c i a l l y a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s . T h e ro le 
of h s p 7 0 p r o t e i n s in p r o t e i n f o l d i n g in v i vo is o p e n . T h e s e q u e n c e - s p e c i f i c 
r e c o g n i t i o n o f p r o t e i n s by B iP a n d h s c 7 0 in v i t r o m i g h t s u g g e s t a f u n c t i o n in 
p r o t e i n f o l d i n g ( F L Y N N et a l . 1989) . H o w e v e r , u p t o n o w n o d i r e c t e x p e r i m e n t a l 
d a t a s u g g e s t t h a t h s p 7 0 p r o t e i n s m a y a c t a s " u n f o l d a s e s " o r as " f o l d a s e s . " 

M o r e d i r e c t e v i d e n c e ex is ts f o r t h e i n v o l v e m e n t o f h s p 6 0 p r o t e i n s in f o l d i n g 
a n d a s s e m b l y of p r o t e i n s . A t leas t in s o m e c a s e s , G r o E L - l i k e p r o t e i n s h a v e b e e n 
s h o w n t o be n e c e s s a r y f o r t h e a c q u i s i t i o n of t h e na t i v e s t r u c t u r e o f p r o t e i n s in t he 
cel l . T h e c o m p l e x q u a t e r n a r y s t r u c t u r e o f h s p 6 0 p r o t e i n s ( in c o n t r a s t t o h s p 7 0 
p r o t e i n s ) m a y be h e l p f u l in p r o m o t i n g f o l d i n g a n d a s s e m b l y o f p r o t e i n s . T h u s , a 
g e n e r a l ro le of h s p 6 0 f o r p r o t e i n f o l d i n g in v i vo a p p e a r s p o s s i b l e . A n u m b e r of 
o t h e r p r o t e i n s w e r e i d e n t i f i e d w h i c h ass is t p r o t e i n f o l d i n g in v i vo ( R O T H M A N 1989; 
F I S C H E R a n d S C H M I D 1990; f o r a rev iew) , i n c l u d i n g c / s / f r a n s - p e p t i d y l - p r o l y l -

i s o m e r a s e ( L A N G et a l . 1987) a n d t h e p r o t e i n d i s u l f i d e i s o m e r a s e ( F R E E D M A N 
1989) . W i t h i n t h e t h e r m o d y n a m i c l im i ts c h a p e r o n i n s a n d t h e s e o t h e r p r o t e i n s 
m a y ass is t f o l d i n g a t a k ine t i c level . A m a i n t a s k m a y b e t h e p r e v e n t i o n of 
p r e m a t u r e f o l d i n g a n d a g g r e g a t i o n f a v o r e d b o t h by t h e h i g h p r o t e i n c o n ­
c e n t r a t i o n in t h e cel l a n d by h i g h t e m p e r a t u r e s . 
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