Maciej Baranowski - Streszczenie

Tematem mojej rozprawy sg biatka opiekuncze z rodziny Hsp40. Przedstawiciele biatek z tej duzej,
zroznicowanej rodziny sa niezbedni do funkcjonowania praktycznie kazdej komérki. Biatka Hsp40
sq pierwszg linig obrony komoérki przed stresem proteostatycznym: rozpoznaja, wigzg i chronig
niesfatdowane polipeptydy. Substrat zwigzany przez biatko Hsp40 jest przekazywany do biatek
Hsp70, ktére albo ten substrat fatdujg samodzielnie, albo przygotowujg do fatdowania lub
proteolizy dla innych, bardziej wyspecjalizowanych biatek opiekuriczych. Pomimo tego, Ze biatka z
rodziny Hsp40 sg pierwszym, kluczowym elementem systemu biatek opiekuhczych, na temat
mechanizmu ich dziatania wcigz niewiele wiadomo. W szczegdlno$ci nie jest do konca jasne jak

biatka Hsp40 rozpoznajg i wigzg substraty.

Rozpoznawanie i wigzanie substratu przez biatka Hsp40 zachodzi na tak zwanej C-Terminalnej
Domenie 1 (CTD1). Jest to mata (~80 reszt aminokwasowych) domena zbudowana z dwéch B-
kartek, czesto poréwnywana z domenami immunoglobulinowymi. Zauwazytem, ze architektura
CTD1 jest dos¢ nietypowa, wyglada jak fuzja dwéch motywow strukturalnych: klucza greckiego i
petli psi. Jako, ze takie potaczenie jest dos¢ charakterystyczne, postanowitem sprawdzié¢, czy
istniejg inne biatka, nie nalezace do rodziny Hsp40, ktére posiadatyby domene zawierajgca
podobne potaczenie wspomnianych motywdw strukturalnych. Okazato sie, ze jedyng rodzing
domen (w rozumieniu bazy CATH) spetniajgcg ten warunek sa domeny immunoglobulinopodobne.
Nasuneto mi to przypuszczenie, ze CTD1 i domeny immunoglobulinopodobne sg powigzane
ewolucyjnie. Uzywajgc tylko i wytgcznie kryterium parsymonii stworzytem scenariusz ewolucyjny
opisujacy jak mogto wygladaé przejscie miedzy tymi dwoma typami domen. Scenariusz ten,
potaczony z analizg zestawieh sekwencji oraz analizg poréwnawczg modeli CTD1 i domen
immunoglobulinopodobnych, zasugerowat kilkka nowych informacji o mechanizmie wigzania
substratu przez CTD1: i) substraty biatek Hsp40 majg okoto 10-12 reszt aminokwasowych, w
przeciwienstwie do dotychczas uzywanych modeli 7-8 resztowych; ii) substraty sgq symetryczne w
swojej sekwencji, zbudowane z jednego centralnego fragmentu i dwdch fragmentéw flankujacych;
iii) centralny fragment zawiera co najmniej dwa hydrofobowe aminokwasy ustawione w mniej

wiecej tym samym kierunku w przestrzeni; iv) fragmenty flankujace sg ujemnie natadowane.

Nastepnym etapem mojej pracy byto przeprowadzenie szeregu symulacji dynamiki molekularnej
przyktadowej CTD1. W tych symulacjach zaobserwowatem: i) dwa hydrofobowe zagtebienia na
CTD1 (ktore stuzg jako miejsca dokowania hydrofobowych reszt substratu) silnie fluktuujg w czasie
symulacji, co prawdopodobnie umozliwia CTD1 dostosowanie sie do reszt hydrofobowych o
roznych rozmiarach; ii) B-kartki z ktorych sktada sie CTD1 moga w jednym miejscu czesciowo

oddysocjowac¢ od siebie. Sitg napedowg procesu dysocjacji jest dyfuzja czasteczek wody pomiedzy



czesci B-kartek zawierajace polarne reszty aminokwasowe.

Podjatem réowniez probe przetestowania wynikéw moich badan in vitro, jednakze nie udato mi sie
uzyskac czystego preparatu wybranego przeze mnie, modelowego biatka Hsp40. Moje obserwacje
dajg szerszg perspektywe na mechanizm wigzania substratu przez biatka Hsp40. Co ciekawe,
wydaje sie, ze biatka Hsp40 rozpoznajg fragmenty prawie identyczne jak ich molekularni partnerzy:
biatka Hsp70 - z tg réznica, ze fragmenty flankujace w substratach Hsp40 sg ujemnie natadowane,
a w substratach Hsp70 sg natadowane dodatnio. Wyniki mojej pracy wskazujg na mozliwe kierunki
dalszych eksperymentéw (za rowno in vitro jak i krystalograficznych), ktére prowadzityby w strone

petnego zrozumienia dziatania systemu Hsp70/40.



