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STRESZCZENIE

Zachowanie homeostazy biatek jest niezwykle wazne dla przezycia komoérki. Biatka
opiekuncze pelnig w tym procesie centralng funkcje. Jedng z rodzin tych biatek sg mate biatka
szoku termicznego (sHSPs). Biatka te sg nietypowe, ze wzgledu na catkowicie pasywny
mechanizm dziatania. Uznaje si¢, ze wigzg si¢ one do rozfatdowanych polipeptydow, blokujac
agregacje lub modyfikujac proces agregacji w taki sposob, aby stymulowaé pdzniejsza
reaktywacje substratow. Posiadajg one szczegdlng struktur¢ czwartorzedowa. Monomery o
niskiej masie czgsteczkowej (zwykle pomiedzy 12 a 25 kDa) formuja duze oligomery, cz¢sto o
masie rzgdu Megadaltonow. Oligomery te czgsto posiadaja wielopoziomowa architekture, z
dimerem jako podstawowa jednostka budulcowa. Struktura monomeru jest wysoce
konserwowana ewolucyjnie. Wszystkie sHSP posiadaja domeng¢ a-krystalinowa. Jej nazwa
pochodzi od biatka soczewki oka, a-krystaliny, bedacego pierwszym opisanym biatkiem tej
rodziny. Poza ta domeng biatka te posiadaja roznej dlugosci stabo ustrukturyzowane odcinki N-
oraz C-terminalne. Niemal wszystkie biatka tej rodziny tworza oligomery, jednak ich
architektura jest bardzo réznorodna. Do tej pory nie poznano jaka jest zalezno$¢ pomiedzy
aktywnoscig biatka opiekunczego a procesem oligomeryzacji.

W niniejszej pracy, skoncentrowatem si¢ na analizie dwdch oddzialujacych ze soba
matych biatek szoku cieplnego Escherichia coli - TbpA oraz IbpB. Moim celem byta
charakteryzacja morfologii oraz struktury oligomeréw, zdefiniowanie podstawowej jednostki
budulcowej oligomeru, oraz proba zbadania architektury koagregatow sHSP-substrat.
Morfologi¢ agregatow badatem z zastosowaniem metod dynamicznego rozpraszania Swiatta
oraz mikroskopii sit atomowych. Wszystkie mozliwe oligomery - homooligomery IbpA oraz
IbpB, oraz heterooligomer IbpA/IbpB tworzg duze, fibrylarne struktury. Aby scharakteryzowac
podstawowa jednostke budulcowg uzytem izolowanych domen a-krystalinowych, w celu
redukcji ztozonosci uktadu wynikajacej z oligomeryzacji. Jako, ze preferowana podjednostka
budulcowa okazata si¢ by¢ heterodimerem IbpA/IbpB, w dalszej czesci pracy analizowatem
tworzony przez nie heterooligomer jako najblizszy natywnej strukturze czwartorzedowe;.
Nastepnie zastosowatem wprowadzany kotranslacyjnie aminokwas sieciujacy do
doktadniejszej analizy struktury oligomeru. Pozyskane dane pozwolity zaproponowac strukture
tetrameru tworzonego przed dwa dimery IbpA/IbpB. Ponadto, sprobowalem zastosowal te
metode¢ sieciowania do analizy architektury kompleksow sHSP-substrat. Wyniki sugeruja, ze
biatka te ulegajg deoligomeryzacji podczas wigzania substratu, oraz mieszajg si¢ z nim podczas
koagregacji. Ten scenariusz wymaga jednak dalszych badan.

Najwazniejszym rezultatem tej pracy jest stwierdzenie, ze podstawowa jednostka
budulcowg heterooligomeru IbpA/IbpB jest heterodimer IbpA/IbpB. Poza tym, bylem w stanie
zaproponowac strukture podjednostki wyzszego rzedu (tetrameru), oraz ogdlng morfologie
oligomerow. Wyniki te moga by¢ wykorzystane do przeprowadzenia bardziej ukierunkowanych
eksperymentow, mogacych pokazaé strukture przyjmowanag przez IbpA oraz IbpB in vivo jak
réwniez ich strukture wewnatrz koagregatow sHSP-substrat.



