Mechanizm wspoldzialania bialek Hsp70 i Hsp104

w procesie reaktywacji zagregowanych bialek.

STRESZCZENIE

Struktura natywna biatek jest niezbedna do ich prawidtowego funkcjonowania. Na
skutek jej zaburzenia, szczegodlnie w warunkach stresu, w komoérce dochodzi do
formowania agregatow biatkowych. Organizmy zywe wyksztalcily system biatek
opiekunczych, ktory przeciwdziata denaturacji i agregacji biatek oraz umozliwia im

ponowne faldowanie do prawidtowe;j struktury.

Drozdzowe biatko Hspl04, we wspotpracy z biatkiem Hsp70, jest zdolne do
solubilizacji i reaktywacji zagregowanych biatek. Tym samym, Hspl104 warunkuje
odpornos¢ komorek na stres i przedtuza ich zywotno$¢. Hsp104 sktada si¢ z 4 domen:
domeny N-koncowej, dwoch domen wigzacych nukleotyd: NBD1 i NBD2 oraz domeny
M. Tworzy heksamer, ktory ma postaé spiralnego pierscienia, 1 jest zdolny do
translokacji polipeptydow przez centralny kanal. Jednoczesnie, Hsp104 oddziela je od
agregatu 1 rozfatldowuje. Przetwarzanie substratow biatkowych jest zalezne od hydrolizy

ATP przez domeny NBD.

W swoich badaniach skupitam si¢ na roli biatka Hsp70 na poszczegolnych etapach
procesu dezagregacji agregatow biatkowych przez Hspl04. Na podstawie
eksperymentow in vitro wykazatam, ze Hspl04 jest szczegdlnie wrazliwe na ADP i
przy takich stezeniach nukleotydow adeninowych, jakie wystgpuja w komorkach
drozdzowych, jego aktywnos¢ ATPazowa i1 zdolno$¢ do przetwarzania bialek sa na
bardzo niskim poziomie. Jednakze, obecno$¢ biatka Hsp70 umozliwia wydajna
dezagregacj¢ biatek, nawet przy stosunkowo wysokim stezeniu ADP. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze to rola Hsp70 w wigzaniu do agregatéw warunkuje tolerowanie ADP przez
Hsp104. Dodatkowo, zidentytfikowatam reszte aminokwasowg w biatku Hsp104, ktora
jest kluczowa dla interakcji z Hsp70. Zaburzenie tego miejsca oddziatywania pokazato,
ze przylaczenie Hspl04 do agregatéow biatkowych przez Hsp70 odbywa si¢ za
posrednictwem M-domeny. Co ciekawe, promowanie wigzania Hsp104 do substratow
przez Hsp70 jest specyficzne dla agregatow i nie zaobserwowatam go w przypadku

rozwini¢tych, niezagregowanych substratéw biatkowych.



Ponadto, przeprowadzone badania sugeruja mechanizm odpowiadajacy za
zniesienie hamowania Hsp104 przez ADP. Proces przetwarzania biatek, jesli zostanie
zainicjowany pomimo hamowania przez ADP, promuje wigzanic ATP i stymuluje
aktywnos$¢ ATPazowa Hsp104. Zatem, substrat biatkowy peini posrednig role czynnika
wymiany nukleotydow.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na dodatkowy system regulacji
dezagregazy Hspl04 przez biatko Hsp70, w ktorym Hsp70 warunkuje specyficzno$é
Hsp104 wzgledem zagregowanych substratow bialkowych, ograniczajac potencjalnie
toksyczng aktywnos$¢ skierowang na niezagregowane biatka i zwigkszajac efektywnosc

zuzycia ATP.



