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1. STRESZCZENIE

1. STRESZCZENIE

Dezagregaza Hspl104 z drozdzy Saccharomyces cerevisiae nalezaca do rodziny
biatek opiekunczych odgrywa kluczowa role w reaktywacji bialek uwiezionych
w agregatach. Monomer Hspl104 sktada si¢ z domeny N-koncowej (NTD), dwoch
domen wigzacych nukleotydy typu AAA+ (NBD1 i NBD2), domeny M (MD)
zwigzanej z NBD1 i krotkiej domeny C-koncowej (CTD). Forma aktywng dezagregazy
jest heksamer z kanalem umieszczonym centralnie wewnatrz struktury. Podczas
reaktywacji, Hsp104 uwalnia fancuch polipeptydowy z agregatéw i translokuje go przez
kanat centralny, przez co polipeptyd opuszczajacy kanat dezagregazy moze odzyskac
strukture natywna. Efektywny proces dezagregacji wymaga wspolpracy pomiedzy
Hsp104 a biatkiem opiekunczym Hsp70. Hsp70 wigze si¢ z agregatami, co umozliwia
rekrutacje Hspl04 do agregatow. Dodatkowo, oddziatywanie Hsp70 z domena M
Hsp104 aktywuje dezagregazg¢. Oddziatywanie pomigedzy Hsp70 a Hsp104 jest wazne
dla procesu dezagregacji, lecz miejsce oddzialywania pomigdzy tymi biatkami
nie zostalo jeszcze poznane.

W mojej pracy doktorskiej skupitem si¢ na roli biatka Ssal, drozdzowego
Hsp70, w regulacji aktywno$ci Hsp104 i okre$leniu znaczenia wspolpracy miedzy tymi
biatkami dla efektywnej 1 wydajnej dezagregacji. Na podstawie pordwnania sekwencji
aminokwasowych domen M, pochodzacych z homologow Hspl04 z réznych
organizmow, zidentyfikowatem w Hsp104 fenyloalaning znajdujaca si¢ w pozycji 508,
jako miejsce oddzialywania z Ssal. Substytucja fenyloalaniny na alaning w tej pozycji
powoduje zerwanie oddzialywania pomi¢dzy dezagregaza a Ssal, przez co dezagregaza
nie jest w stanie wigza¢ si¢ z agregatami, co uniemozliwia inicjacj¢ dezagregacji.
Analizy in vivo pokazaly, ze drozdze posiadajace mutacje¢ FS508A nie wykazuja
odporno$ci na stres temperaturowy, jednoczesnie biatko Hspl04 FS508A nie jest
W stanie rozpozna¢ agregatu w warunkach stresu komérkowego.

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja rowniez, ze oddzialywanie miedzy
dezagregaza a Hsp70 jest istotne dla ochrony komorek przed potencjalnie toksyczna
aktywnoscia Hsp104, polegajaca na rozfaldowywaniu natywnych biatek posiadajacych
nieustrukturyzowane regiony. Oddzialywanie Hspl04 =z Hsp70 zwigzanym
z agregatami, przesuwa specyficznos¢ substratowa dezagregazy od Dbialek

z nieustrukturyzowanymi regionami do biatek uwigzionych w agregatach.
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1. STRESZCZENIE

Abstract

The Hsp104 disaggregase from Saccharomyces cerevisiae is a chaperone protein
which plays a key role in reactivation of proteins which are trapped in aggregates.
The Hsp104 monomer consists of the N-terminal domain (NTD), two AAA+ - type
nucleotide binding domains: NBD1 and NBD2, NBD1-associated M-domain (MD) and
short C-terminal domain (CTD). The active form of the disaggregase is a hexamer
containing a channel located centrally inside the structure. During reactivation, Hsp104
releases the polypeptide chain from aggregates and translocates it through its central
channel, whereby the polypeptide leaving the channel of disaggregase can be refolded
to its native state. An effective disaggregation process requires cooperation between
Hspl104 and Hsp70 chaperones. Hsp70 binds aggregates, which makes the recruitment
of Hspl04 to aggregates possible. Additionally, the interaction of Hsp70 with
the M domain of Hspl104 activates the disaggregase. The cooperation between Hsp70
and Hsp104 is crucial for the disaggregation process, but the site of interaction between
these proteins has not yet been recognized.

In my doctoral thesis, | aimed to establish the role of yeast Hsp70 — Ssal in the
regulation of Hsp104 activity. | also defined the significance of Hsp70 and Hspl104
interaction in performing effective and efficient disaggregation process. Based on the
comparison of amino acid sequences of the M domain from Hsp104 homologs from
different species, | identified the phenylalanine at position 508 in Hsp104 as the site of
interaction with Ssal.

The substitution of phenylalanine to alanine in this position impairs
the cooperation between the disaggregase and Ssal which makes the disaggregase
unable to bind with aggregates, which prevents the disaggregation initiation. In vivo
analysis showed that yeast cells carring the F508A mutation in Hsp104 do not show
resistance to temperature stress and at the same time Hsp104 F508A protein is unable
to recognize the aggregate under conditions of cellular stress.

My results also show that the interaction between the disaggregase and Hsp70
is important to protect cells from the potentially toxic activity of Hsp104 - unfolding
native proteins with unstructured regions. The interaction of Hsp104 and Hsp70 shifts
the substrate specificity of the disaggregase from non-aggregated proteins with

unstructured regions towards proteins trapped in aggregates.
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2. SKROTY I OZNACZENIA

2. SKROTY I 0ZNACZENIA

AAA+ ang.
ADP ang.
AmpR ang.
APS ang.
ATP ang.
BLI ang.

BPIA ang.
BSA ang.
CK ang.
CTD ang.
DLS ang.
DMS ang.
DMSO ang.
DNA ang.
dNTP ang.
DTT ang.
EDTA ang.
GFP ang.
HAP ang.

HEPES ang.
HSP ang.

ATPases Associated with various cellular Activities - ATPazy zwigzane z réznymi aktywnosciami komorkowymi
Adenosine Diphosphate — difosforan adenozyny

Ampicylin Resistance - gen opornosci na ampicyline

Ammonium Persulfate - nadsiarczan amonu

Adenosine Triphosphate - trifosforan adenozyny

Bio-Layer Interferometry — interferometria biowarstwowa
Benzophenone-4-iodoacetamide — 4-jodoacetamid benzofenonu

Bovine Serum Albumin - albumina surowicy bydlecej

Creatine Kinase - kinaza kreatynowa

C-terminal Domain —domena C-koricowa

Dynamic Light Scattering — dynamiczne rozpraszanie Swiatta

Dimethyl Sulfide — siarczek dimetylu

Dimethyl Sulfoxide - dimetylosulfotlenek

Deoxyribonucleic Acid — kwas deoksyrybonukleinowy

Deoxynucleoside 5’-triphosphates - mieszanina deoksynukleotydow

Dithiotreitol - ditiotreitol

Ethylenediaminetetraacetate - kwas etylenodiaminotetraoctowy, kwas wersenowy
Green Fluorescent Protein — biatko zielonej fluorescencji

Hsp104 with ClpA fragment for interaction with ClpP - Hsp104 z fragmentem ClpA dla oddziatywania z ClpP
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid - kwas hydroksyetylodietylenodiaminoetanolosulfonowy
Heat Shock Proteins — biatka szoku cieplnego

IBB PAN Instytut Biochemii i Biofizyki Paristwowej Akademii Nauk

IPTG ang.
JDP ang.
KanR ang.

Isopropyl-B-D-thiogalactoside - izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd
J-Domain Protein — biatka posiadajgce domene J
Kanamycin resistance - gen opornosci na kanamycyne

KBMIiK  Katedra Biologii Molekularnej i Komdrkowej

KPi ang. Potassium Phosphate Buffer - bufor fosforanowo-potasowy

kpz 1000 par zasad

LA ang. Luria Agar — podtoze bakteryjne state

LB ang. Luria Broth — podtoze bakteryjne ptynne

LDH ang. Lactate Dehydrogenase - dehydrogenaza mleczanowa

MD ang. Middle domain — domena srodkowa

MgOAc ang. Magnesium Acetate — octan magnezu

NAD+ ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy forma utleniona
NADH ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy forma zredukowana
NBD ang. Nucleotide Binding Domain — domana wigzaca nukleotyd

NTD ang. N-terminal Domain —domena N-koricowa

NEF ang. Nucleotide Exchange Factor — czynnik wymiany nukleotydéw

obr/min obroty na minute

ODeéoo ang.
PCR ang.
PEP ang.
PK ang.
PMSF ang.
RCMLa ang.
SBD ang.

SDS ang.
SDS-PAGE ang.

Optical Density - gestos¢ optyczna hodowli, absorpcja zawiesiny bakterii przy dtugosci fali 600 nm

Polymerase Chain Reaction - faricuchowa reakcja polimerazy

Phosphoenolpyruvate - fosfoenolopirogronian

Pyruvate Kinase — kinaza pirogronianowa

Phenylmethanesulfonyl Fluoride - fluorek fenylometylosulfonylu - inhibitor proteaz serynowych
Carboxymethylated Lactalbumin - karboksymetylowana laktalbumina

Substrate Binding Domain — domena wigzaca substrat

Sodium Dodecyl Sulfate - sél sodowa siarczanu dodecylu

SDS - polyacrylamide gel electrophoresis - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych,

w obecnosci SDS

SC ang.
SOB ang.
ssDNA ang.
TCA ang.
TEMED ang.
WT ang.
YPD ang.

ZFLR ang.

Synthetic Complete — syntetyczna, pozywka drozdzowa

Super Optimal Broth - petna pozywka bakteryjna

single-stranded DNA — jednoniciowy DNA

Trichloroacetic Acid - Kwas trichlorooctowy
Tetramethylethylenediamine - N,N,N’,N’- Tetrametyloetylenodiamina
Wild Type - typ dziki (dotyczy szczepow i biatek)

Yeast Extract — Pepeton + Dextrose — petna pozywka drozdzowa
Zinc-Finger-Like Region — region/motyw palca cynkowego
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3. WSTEP

3. WSTEP

3.1. Wprowadzenie

Termin ,proteostaza” odnosi si¢ do wlasciwego utrzymania proteomu
komodrkowego i obejmuje wiele mechanizméw, ktore kierujg losem biatek od syntezy
do degradacji. Bialtka powinny faldowaé¢ si¢ w doktadnie zdefiniowane struktury
trzecio- i czwartorzedowe i pozosta¢ w takiej formie, aby spelnia¢ swoje funkcje
biologiczne. Jednakze wszystkie biatka w komorce sg stale narazone na wewnetrzne
| zewngtrzne czynniki stresowe, ktore uposledzajg proteostaze. Do czynnikow
wewnetrznych naleza m.in. btedy translacyjne, mutacje, ograniczona ilo$¢ tRNA,
wadliwe mRNA, natomiast do czynnikow zewngtrznych, wysoka temperatura, zmiany
warunkow osmotycznych, metale cigzkie, gtdd aminokwasowy czy stres oksydacyjny.
Wystepowanie tych czynnikéw powoduje powstawanie zle zwinigtych biatek, ktére
moga tworzy¢ wigksze struktury — agregaty, uposledzajace funkcjonowanie komorki.
Komorki wykorzystuja trzy gltowne procesy, ktdre pozwalaja unikngé akumulacji
agregatow biatkowych: dezagregacja i ponowne faldowanie biatek, degradacja biatek
znajdujacych si¢ w agregatach oraz izolacja agregatow (Sontag, i wsp., 2017; Tyedmers
I wsp., 2010). W kazdy z powyzszych procesOw zaangazowane sg biatka opiekuncze,
zwane rowniez chaperonami, ktore dodatkowo promuja zwijanie nowo

syntetyzowanych biatek i utrzymanie ich natywnej konformacji (Ryc.1).
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mRNA

T lacj . L. . p
dols aqal Rycina 1 | Model sieci proteostatycznej w komorce.

We wszystkich komodrkach wystepuje system kontroli

Polipeptyd . L. , . . . .

Zwijaniel jakosci biatek, ktéry reguluje poziom biatek w formie
natywnej, a takze kontroluje procesy prowadzace do

CWIANE , /’\ DEZAGREGACIA zaburzenia proteostazy (czerwone strzatki). System
ROZWIANIE AGREGACIA kontroli mozna podzielic na trzy gtowne Sciezki:
Struktura synteza i fatdowanie tancuchéw polipeptydowych

posrednia (zielone strzatki), przywrdcenie i utrzymanie struktury

r natywnej (niebieskie strzatki) oraz degradacja zaréwno
NIEWLASCIWE | | Lo o WANIE . . . 3 . T,
ZWUANIE biatek w formie natywnej, ktéore nie spetniajg juz
swojej funkcji komdrkowej, jak i struktur szkodliwych

NIEWLASCIWE &7 dla komérki (fioletowe strzatki). W ramach szlaku
AN ZWIANIE AGREGACIA /’\ degradacji mozna wymieni¢ trzy gtéwne Sciezki:
\\ 54 4 \x/ degradacja przez system ubikwityna-proteasom,
Stmkturanatvwna struktura le l,\ ] au.tofagia oraz izolacja struktur niekorzysjcnych w
zwinigta Agregat  rejonach INQ lub IPOD (czarna strzatka), ktéra takze
| USHOWITYNACIA._ | | prowadzi do degradacji. Zmodyfikowano na podstawie

AUTOFAGIA Hipp i wsp., 2019.
I IZOLACIA

o @) - ®)
[DEGRADACJA
DEGRADACJA|

3.2. Bialka opiekuncze w systemie kontroli jakos$ci biatek u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

Pula biatek opiekunczych w proteomie drozdzy S. cerevisiae sktada si¢ z 69
bialek opiekunczych i bialek wspotdziatajacych (Kampinga i Craig, 2010; Voos
i Rottgers 2002; Young i wsp., 2004), z czego okoto 40 wystgpuje w cytozolu
(Zatacznik 1). Biatka opiekuncze (Biatka szoku cieplnego, ang. HSP — Heat Shock
Protein) zostaty podzielone na rodziny (JDP (Hsp40), Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100
i SHsp) w oparciu o mase czasteczkowg monomerow. Dodatkowo, opierajac si¢ na
pelionej funkcji komoérkowej, wsrdd biatek opiekunczych mozna wyrdzni¢: holdazy,
ktére wigza si¢ do nieprawidlowo zwinigtych biatek, zapobiegajac ich agregacji,
foldazy, ktore uczestnicza w ponownym faldowaniu rozwinigtych *tancuchow
polipeptydowych i przywroceniu im wihasciwej konformacji oraz dezagregazy, ktore
wigza si¢ do zagregowanych biatek uwalniajac pojedyncze tancuchy polipeptydowe,
dzigki czemu umozliwiajg powr6ét zagregowanych biatek do struktury natywnej (Diaz-

Villanueva i wsp., 2015).
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Czegs¢ genow kodujacych biatka opiekuncze ulega ekspresji konstytutywnie,
niezaleznie od czynnikéw srodowiskowych, jednakze ekspresja sporej ich grupy jest
indukowana, gtownie w warunkach stresowych. Indukcje syntezy biatek opiekunczych
zaobserwowano po raz pierwszy w odpowiedzi na szok cieplny i dlatego zostaty one
nazywane bialkami szoku cieplnego (HSP). Transkrypcja gendéw kodujacych biatka
szoku cieplnego w drozdzach jest regulowana przez 3 czynniki transkrypcyjne: Hsfl
(ang. Heat Shock Factor 1), Msn2 i Msn4 (Trott i Morano, 2004). Wystgpienie
warunkow stresowych powoduje aktywacje Hsfl, ktore zostaje ufosforylowane i tworzy
homotrimer, ktory jest transportowany do jadra komoérkowego. Hsfl przylacza si¢ do
konserwowanej sekwencji DNA, w obszarze promotoréw gendéw HSP, nazywanej
elementem odpowiedzi na szok cieplny - HSE (ang. Heat Shock Element), przez co
indukuje wzrost transkrypcji genow HSP (Jolly i Morimoto, 2000; Soti i Csermely,
2007). Biatka Msn2 i Msn4 w warunkach fizjologicznych znajduja si¢ w cytoplazmie
I s3 zwigzane przez biatko Bmh2. Czynniki stresowe powodujg defosforylacj¢ regionow
lokalizacji jadrowej — NLS (ang. Nuclear Localization Signal) i eksport do jadra
komorkowego, gdzie oddziatuja z regionem STRE (ang. Stress Response Element),

powodujac ekspresje genow bialek opiekunczych (Estruch, 2000; Gorner i wsp., 2002).

3.2.1. Dezagregacjaifaldowanie

W systemie kontroli jakosci biatek dezagregacja 1 ponowne faldowanie sg
procesami, ktore pozwalaja powrdci¢ Zle sfaldowanym lub zagregowanym biatkom do
ich struktury natywnej, a co za tym idzie - do puli funkcjonalnych biatek (Mayer
i Bukau, 2005). U drozdzy za ten proces odpowiadajg biatka Hspl04, Hsp70, JDP
I NEF. Hspl04 jest dezagregaza nalezaca do rodziny ATPaz AAA+, odpowiada za
wyswobodzenie tancucha polipeptydowego z agregatu oraz translokuje go przez swoj
kanat centralny w celu umozliwienia mu powrotu do struktury natywnej. Hsp70 pelni
role zarowno holdazy jak i foldazy. W procesie dezagregazy wigze *tancuchy
polipeptydowe uwiezione w agregatach, rekrutuje Hspl04 oraz aktywuje dezagregaze
umozliwiajac translokacj¢ polipeptydu. Biatka JDP (ang. J-Domain Protein - biatka
zawierajace domeng J, wezesniej Hsp40) oraz NEF (ang. Nucleotide Exchange Factor -
czynnik wymiany nukleotydow) sa ko-chaperonami Hsp70, ktore regulujg aktywno$¢
tego biatka. Obecnos$¢ tych czterech biatek podczas szoku termicznego pozwala na

przeprowadzenie efektywnego procesu dezagregacji. Dodatkowo, w procesie
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dezagregacji uczestniczy biatko Hsp26, ktore oddziatuje z rozwinigtymi biatkami
I agregatami, zapobiegajac tworzeniu si¢ wickszych, zagregowanych struktur (Haslbeck
i wsp., 1999).

Funkcje wspomnianych biatek oraz mechanizm dezagregacji zostang Szerzej

omoéwione w dalszych czgéciach pracy (Rozdziat 3.3. oraz 3.4).

3.2.2. Degradacja zle sfaldowanych biatek i agregatow

Biatka opiekuncze biorg udziat w kierowaniu zle sfaldowanych bialek do
systemow  degradacji: ~ systemu  ubikwityna/proteacsom  (UPS -  ang.
Ubiquitin/Proteasome System) oraz autofagii. Degradacja biatek jest procesem istotnym
dla przezycia komorek. UPS stuzy glownie do degradacji pojedynczych biatek przez
proteasom, podczas gdy autofagia usuwa agregaty lub biatka zwigzane z btong. Oba
szlaki sg kolejnym elementem regulacji i utrzymania homeostazy komodrkowe;j,
umozliwiajac powrdt reszt aminokwasowych do puli czasteczek potrzebnych do syntezy
nowych biatek (Kwon i Ciechanover, 2017; Menzies i wsp., 2015).

Glowng drogg degradacji w komorce jest degradacja zalezna od ubikwitynacji.
W procesie tym uczestniczy grupa biatek zaangazowanych w rekrutacje substratow
przeznaczonych do degradacji, ich znakowaniu ubikwityng oraz transporcie do
proteasomu (Low, 2011). Proteasom sktada si¢ z podjednostki regulacyjnej 19S,
rozpoznajacej substraty oraz podjednostki funkcjonalnej 20S, ktora zawiera miejsca
proteolityczne (Groll i wsp., 1997). Kowalencyjne przytaczenie ubikwityny do substratu
przeznaczonego do degradacji jest katalizowane przez grupg enzyméw: El (aktywacja
czasteczki ubikwityny), E2 (przenoszenie z jednego enzymu na drugi) i E3 (ligaza
ubikwitynowa — przeniesienie ubikwityny na substrat). U drozdzy zidentyfikowano
jeden enzym E1, 11 biatek E2 i 60 - 100 E3, odpowiedzialnych za proces ubikwityzacji
(Finley i wsp., 2012). Wielokrotne powtorzenie tego procesu skutkuje powstaniem
tancucha poliubikwityny na powierzchni substratu (Finley i wsp., 2012), ktora jest
rozpoznawana przez proteasom. Podjednostka 19S usuwa czgsteczki ubikwityny oraz
czesciowo rozwija substraty, umozliwiajac wprowadzenie substratow i proteolize
w podjednostce 20S (Tanaka, 2009).

Autofagia odnosi si¢ do wewnatrzkomoérkowej degradacji wakuolarnej lub
lizosomalnej. Proces ten jest obecnie uznawany za centralny regulator homeostazy

komorkowej, ktory decyduje o przezyciu komodrek (Reggiori i Klionsky 2013).
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W drozdzach autofagi¢ mozna podzieli€ na dwa gléwne typy: mikroautofagi¢
I makroautofagie. (Shintani i Klionsky, 2004). W mikroautofagii substrat przeznaczony
do degradacji jest bezposrednio lokalizowany na blonie wakuoli, a nastepie wchlonigty
do $rodka. W makroautofagii substrat jest zamykany w pecherzykach cytozolowych
Z podwdjna btong (autofagosom), ktére nastepnie lacza si¢ z wakuolg uwalniajac do
$wiatta wakuoli zawarto$¢, ktora ulega degradacji przez proteazy wakuolarne takie jak:
endoproteinazy: A (PrA) i B (PrB), karboksypeptydazy: Y (CpY) i S (CpS) oraz
aminopeptydazy: | (API) oraz Y (Ape3) (Johansen i Lamark, 2011; Hecht i wsp., 2014).

Do drozdzowych biatek opiekunczych zaangazowanych w procesy degradacji
naleza migdzy innymi biatka Hsp70 (Ssal) i Hspll0 (Ssel), ktére uczestniczg
w ubikwitynacji i ostatecznie degradacji substratow (Heck i wsp., 2010). Hsp70
w procesie degradacji oddziatuje z biatkami CHIP i BAGL. Biatko CHIP zawiera trzy
motywy TPR (ang. Tetratricopeptide Repeat), dzigki czemu oddziatuje z SBD Hsp70,
oraz tzw. domeng U-box charakterystyczng dla ligaz ubikwitynowych (E3). Natomiast
biatko BAG1 (Rozdziat 3.3.4.) moze wigza¢ si¢ do NBD Hsp70 poprzez domen¢ BAG,
oraz dodatkowo dzigki domenie UBL (ang. Ubiquitin-Like Protein) moze oddziatywac
z proteasomem 26S. Hsp70 wigzac rozwinigty substrat probuje przywroci¢ mu jego
strukture natywna, jesli jednak ten proces si¢ nie powiedzie, do Hsp70 przylacza si¢
biatko CHIP. Zwigzanie tego biatka uruchamia proces poliubikwitylacji substratu
zwigzanego z Hsp70 razem z E1, E2 i E3. Nastepnie, oddziatywanie biatka BAGI
jednoczesnie z Hsp70 oraz z proteasomem 26S pomaga w przekazaniu tak
wyznakowanego ubikwityng substratu do proteasomu, co prowadzi do jego degradacji
(McClellan i wsp., 2005). Biatko Hspl10 (Ssel) (Rozdziat 3.3.4) pelni funkcje
glownego czynnika wymiany nukleotydow dla Hsp70. W procesie degradacji Ssel
oddziatuje z podjednostka regulatorowa 19S proteaosomu. Oddziatywanie pomigdzy
tymi biatkami jest wymagane do zwigzania si¢ Hsp70 z proteasomem, co prowadzi do
efektywnej degradacji substratow zwigzanych z Hsp70 (Kandasamy i Andréasson,
2018).

Kolejnymi biatkami zaangazowanymi w proces degradacji sa ko-chaperony
biatek Hsp70, Ydjl oraz HIjl, nalezace do rodziny JDP. W biatku Ydjl (Rozdziat
3.3.3.) zidentyfikowano miejsce oddziatywania z ligazag ubikwitynowg Rsp5/Nedd4.
Oddzialywanie pomigdzy Rps5 1 Ydj1 utatwia transport substratow zwigzanych z Ydjl
do UPS, a co za tym idzie - ich degradacj¢ przez proteasom (Fang i wsp., 2014).
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Natomiast biatko HIj1 zlokalizowane w btonie retikulum endoplazmatycznego (ER),
gdzie bierze udziat w degradacji biatek ER (Youker i wsp., 2004).

W proces degradacji bialek zaangazowane jest takze biatko Hsp104. Biatko
Hspl104 (Rozdziat 3.3.1.) wystepuje w dwoch szlakach degradacji: w szlaku zwigzanym
z ER (ERAD - ang. Endoplasmic-Reticulum-Associated Protein Degradation) oraz
w szlaku zwigzanym z mitochondriami (MAGIC - ang. Mitochondria As Guardian In
Cytosol). W badaniach nad szlakiem ERAD pokazano, ze biatka ER przeznaczone do
degradacji zostaja oznaczone ubikwityng przez jedng z ligaz ubikwitynowych,
w zalezno$ci od miejsca wystgpowania tych biatek: w blonie lub $wietle ER przez
ligaze Hrdl, w czg$ci cytoplazmatycznej przez ligaze Doal0). Nastepnie do tak
wyznakowanego substratu przylacza si¢ kompleks Cdc48 (Cdc48 jest biatkiem
opiekunczym pelnigcym role holdazy bialek pochodzacych z ER), ktory translokuje
substrat z ER do degradacji przez proteasom 26S. Wykazano, ze oprocz kompleksu
Cdc48 w procesie translokacji aktywnie uczestniczy Hspl04. Hspl04 poprzez
oddziatywanie z Cdc48 zapobiega agregowaniu biatek uwolnionych z blony ER oraz
utatwia ich translokacje¢ do proteasomu (Neal i wsp., 2017, Preston i wsp., 2018).

Badania nad szlakiem MAGIC pokazaly, ze Hspl04 jest wymagane do
rozpoznania zagregowanych biatek oraz przeniesienia ich do komplekséw importowych
w blonie mitochondrialnej: TOM oraz TIM (zewnatrz- i wewnatrzbtonowa translokaza
mitochondrialna). Przeniesienie substratow do macierzy mitochondrialnej prowadzi do
ich degradacji przez proteazy mitochondrialne, takie jak Pim1l. Co ciekawe pokazano,

ze proces ten jest niezalezny od cytozolowych Hsp70, np. Ssal (Ruan i wsp., 2017).

3.2.3. Izolacja agregatow biatkowych

Podczas gdy dezagregacja i1 degradacja s3a pierwsza linia obrony przed
negatywnymi dla komorki skutkami powstawania zle sfaldowanych bialek, komorki
wyksztalcity dodatkowy system, ktory izoluje zle sfaldowane i zagregowane biatka od
innych dobrze funkcjonujacych elementow komorki (Alberti, 2012). Taki mechanizm
ogranicza toksyczno$¢ uszkodzonych i nieprawidtlowo sfatdowanych, zagregowanych
bialek, ktoére moga wchodzi¢ w niepozadane interakcje z prawidtowo funkcjonujacymi
biatlkami i tworzy¢ w komorkach agregaty. Mechanizm izolacji zapobiega takze

dziedziczeniu agregatéw przez komorki potomne (Hill i wsp., 2017).
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Mozna wymieni¢ trzy glowne przedzialy kontroli w ktorych zostaja skupione
zagregowane i zle zwinicte biatka: miejsce kontroli jakosci jadrowej (INQ — ang.
Intranuclear quality control compartmen, wczesniej JUNQ - ang. Juxtanuclear quality
control compartment), miejsce kontroli jako$ci zwigzane z wakuolg (IPOD — ang.
Insoluble Protein Deposit) oraz depozyt cytozolowy - CytoQ (Chen i wsp., 2011,
Kaganovich i wsp., 2008; Tyedmers i wsp., 2010; Miller i wsp., 2015). Podczas
utrzymujgcych si¢  warunkow  stresowych, zle sfaldowane biatka zostajg
przetransportowane do dwoch gtownych depozytow: INQ i IPOD.

Bialka cytozolowe znakowane ubikwityng, poprzez oddzialtywanie z biatkiem
Sisl, importowane sg przez pory jadrowe i umieszczane w INQ, gdzie nast¢puje ich
oligomeryzacja przez biatko Btn2 (Malinovska i wsp., 2012; Park i wsp., 2013; Specht
i wsp., 2011). INQ znajduje si¢ w sasiedztwie jaderka i zawiera Zle sfaldowane biatka
pochodzace zarbwno z cytozolu jak i jadra komorkowego. Z regionem INQ zwigzane sg
proteasomy i Hspl04. Wykazuje on znaczng mobilnos¢, dzieki czemu uszkodzone
biatka moga przemieszczac si¢ do i z INQ (Kaganovich i wsp., 2008).

Nieubikwitynowane biatka (gléwnie biatka amyloidogenne) poprzez
oddzialywanie z Btn2 sa transportowane do IPOD (Kaganovich i wsp., 2008). Z IPOD,
zwigzane jest takze biatko Hsp104. Obszar ten jest mniej dynamiczny w poréwnaniu do
INQ i zazwyczaj powstaje w wyniku dlugotrwalego stresu oraz utrzymuje si¢ dtugo po
jego zaniknieciu (Specht i wsp., 2011).

Oprécz wymienionych powyzej depozytow biatkowych mozna wymieni¢ takze
tzw. CytoQ. CytoQ tworzg si¢ podczas szoku termicznego, przy udziale biatek Hsp42
oraz Btn2 i sktadaja si¢ z nieprawidtowo sfaldowanych, nieamyloidogennych biatek.
Wystepuja na peryferiach komorki jako liczne, mate skupiska, ktore z czasem ulegaja

fuzji tworzac kilka obszarow w cytoplazmie (Miller et al, 2015; Schneider i wsp., 2018).

3.3. Charakterystyka biatek bioracych udzial w procesie
dezagregacji u drozdzy Saccharomyces cerevisiae

W proces dezagregacji u drozdzy S. cerevisiae zaangazowane jest Kilka klas
biatek opiekunczych tj. Hsp100, Hsp70, JDP i1 NEF, ktore wspotdziatajg ze sobg w celu
przywrocenia struktury natywnej zle zwinietym biatkom znajdujacych si¢ w agregatach
powstatych w wyniku stresu komorkowego. Kluczowym elementem systemu

dezagregacyjnego jest dezagregaza Hspl04 zdolna do translokacji zle sfaldowanego
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polipeptydu, umozliwiajac mu powrét do struktury natywnej. Do prawidlowego
funkcjonowania tego biatka niezbedna jest obecno$¢ Ssal, nalezacego do rodziny
Hsp70, ktore dostarcza substratow do Hsp104 i aktywuje dezagregaze. Natomiast biatka
nalezace do klas JDP (Ydjl i Sisl) i NEF (Ssel/2, Fesl, Snll) regulujg aktywno$¢
ATPazowag Ssal. W ponizszym rozdziale zostang scharakteryzowane poszczegdlne

komponenty sktadajace si¢ na drozdzowy system dezagregacyjny.

3.3.1. Dezagregaza Hsp104

Biatko Hsp104 z drozdzy S. cerevisiae (bakteryjny homolog: ClpB u E.coli)
nalezy do rodziny bialek Hspl00, ktore wystepuja we wszystkich organizmach
z wyjatkiem Metazoa. Co ciekawe u zwierzat jedynym organizmem, w ktorym
zidentyfikowano biatko z homologicznymi fragmentami do Hsp104/ClpB s3 gabki
Amphimedon queenslandica, gdzie zgodno$¢ z sekwencja Hspl04 z drozdzy
S. cerevisiae wynosi 22% (Erives i Fassler, 2015). U ludzi zidentyfikowano biatko
CLPB, ktéorego nazwa moze by¢ mylaca i $wiadczy¢ o tym, ze nalezy ono
do dezagregaz, jednak homologia tego biatka z innymi przedstawicielami rodziny
Hsp100 odnosi si¢ tylko do jednej z domen AAA+, a oprdocz tego biatko CLPB zawiera
powtdrzenia ankirynowe nie wystepujace w rodzinie Hsp100 (Wortmann i wsp., 2015).

Rodzina biatek Hsp100 obejmuje konserwatywng grupe ATPaz AAA+, ktorg
mozna podzieli¢ w zaleznosci od liczby domen wigzacych nukleotyd. Biatka nalezace
do klasy 1 sg heksamerami, ktore zawieraja dwie domeny wigzace nukleotyd (Martin
i wsp., 2005). W tej grupie mozna wyr6zni¢ m.in.: biatka bakteryjne ClpA, ClpB, ClpC
i CIpE, jak réwniez homologi tych biatek w roslinach, np. ClpB1, ClpC, ClpD oraz
u drozdzy - Hspl04. Do drugiej klasy bialek Hspl00, ktore zawieraja tylko jedna
demen¢ wigzaca nukleotyd, naleza m.in.: biatka ClpM, ClpN oraz ClpX i ClpY/HslU
(Schirmer i wsp., 1996).

Biatko Hsp104 nalezy do klasy 1 ATPaz i dzigki energii uzyskanej z hydrolizy
ATP jest zdolne do rozwijania tancuchow polipeptydowych uwigzionych zaréwno
w nieuporzagdkowanych agregatach powstajacych w skutek denaturacji bialek,
jak i w uporzadkowanych agregatach, takich jak priony i inne amyloidy. (Parsell i wsp.,
1994; Mogk i wsp., 1999; Glover i wsp., 1998; DeSantis i wsp., 2012; Park i wsp.,
2014; Zhao i wsp., 2017; Yokom i wsp., 2016; Duran i wsp., 2017; Gates i wsp., 2017).
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Monomer Hspl04 zbudowany jest z domeny N-koncowej (NTD)
zaangazowanej w oddziatywanie z substratem (Rosenzweig i wsp., 2015; Doyle i wsp.,
2012), pierwszej i drugiej domeny wigzacej nukleotyd (NBD1 oraz NBD2),
odpowiedzialnych za hydrolize¢ ATP i translokacje peptydu, domeny M (MD) peiace;j
rolg regulacyjna i uczestniczacej w oddzialywaniu z biatkiem Hsp70 (Lee i wsp., 2013;
DeSantis 1 wsp., 2014), oraz krotkiej domeny C-koncowej (CTD) bioracej udziat
W heksameryzacji (Mackay i1 wsp., 2008). Aktywng formg biatka jest heksamer
tworzacy asymetryczng strukture przypominajgcg trzy pierscienie z centralnym kanatem

(Ryc. 2).

A

140 A

145 A

Rycina 2 | Struktura biatka Hsp104. A | Organizacja domen w monomerze biatka Hsp100. Biatka Hsp104/ClpB
zbudowane s3 z 4 domen: domeny N-koricowej (NTD) (kolor fioletowy), pierwszej domeny wigzacej nukleotyd
(NBD1) ztozonej z dwdch regiondw: NBD1L i NBD1S (podjednostki L-duza, S-mata) (kolor granatowy), domeny
srodkowej (MD) ztozonej z 4 a-helis (L1-L4) (kolor zielony), drugiej domeny wigzacej nukleotyd (NBD2) takze
ztozonej z podjednostek (NBD2L i NBD2S) (kolor niebieski), oraz domeny C-koricowej (niezaznaczono). W obu NBD
zaznaczono miejsca wigzania i hydrolizy ATP. Model na podstawie struktury ClpB z T. thermophilus, okreslonej za
pomocga cryo-EM. Zmodyfikowano na podstawie: Shorter i Southworth, 2019; B | Struktura heksameru Hsp104.
Aktywnga forma biatka Hsp104 jest heksamer, w strukturze ktérego mozna wyrdznic trzy pierscienie, odpowiadajace
poszczegdlnym domenom w monomerze biatka (kolorystyka tak jak w A). Wysokoé¢ heksameru wynosi 140 A
natomiast szerokoé¢ 145 A. Srednica kanatu centralnego powstatego w wyniku heksameryzacji wynosi ok. 30 A.
Model na podstawie struktury Hspl04 z C. thermophilum, okreslonej za pomoca cryo-EM. Zmodyfikowano na
podstawie: Yokom i wsp., 2016.

Pierwszy pierScien w heksamerze jest utworzony przez NTD. NTD jest
odpowiedzialna za zwigzanie lancucha polipeptydowego, a nastepnie ulokowanie
go w centralnym kanale biatka. Przed zwigzaniem tancucha polipeptydowego wejscie
do kanatu dezagregazy jest zastonigte przez NTD, co uniemozliwia translokacje
polipeptydu. Taki stan bialka zabezpiecza komorke chronigc czgsciowo rozwiniete lub
nieuporzadkowane regiony prawidtowo zwini¢tych i funkcjonalnych biatek przed
mylnym rozpoznaniem przez dezagregazg. Za efektywnos¢ w wigzaniu substratu do

NTD odpowiada w duzej mierze dtugos¢ i mobilno$¢ tacznika pomiedzy tg domeng
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a NBD1. Badania strukturalne biatka ClpB ujawnity na powierzchni NTD hydrofobowy
region ztozony z czterech reszt aminokwasowych (W6, L14, L91, L111), do ktérego
wigze si¢ tancuch polipeptydowy. Delecja calej NTD ClpB razem z substytucjg wysoce
konserwowanej tyrozyny w pozycji 234 na alaning (AN/Y234A), powoduje
zahamowanie translokacji fancucha polipeptydowego. Warianty ClpB AN oraz ClpB
Y234A wykazuja nieznaczng translokacje polipeptydu. Natomiast wariant ClpB,
w ktorym wprowadzono alaniny w regionie odpowiedzialnym za poczatkowe zwigzanie
fancucha polipeptydowego w NTD, wykazuje prawie catkowity brak zdolnosci
translokacji pomimo faktu, ze petle tyrozynowe odpowiedzialne za translokacje
tancucha przez kanal zostaly zachowane (Rosenzweig i wsp., 2015). Dodatkowo
badania nad ClpB pokazaty, ze NTD uczestniczy w stymulacji aktywnosci ATP-azowej
heksameru (Doyle i wsp., 2012; Rosenzweig i wsp., 2015; Zhang i wsp., 2012).
Natomiast badania nad Hsp104 pokazaly, ze delecja NTD powoduje stabsze wigzanie
wiokien prionowych Sup35 i Ure2 oraz zaburza wigzanie modelowego substratu,
kazeiny, jak i spowalnia dezagregacje termicznie zagregowanej lucyferazy. Jednakze
obecnos¢ NTD nie jest konieczna do wystapienia termotolerancji w drozdzach (Hung
I Masison, 2006; Kummer i wsp., 2016; Sweeny i wsp., 2015; Winkler i wsp., 2012b).

Kolejne dwa pierscienie biatka Hsp104 sg uformowane przez domeny: pierwszy
pierscien - NBD1 oraz MD, a drugi przez NBD2 oraz CTD. Obie NBD zbudowane
sa Zdwoch podjednostek: L (large) i S (smal), naleza do grupy AAA + ATPaz
| zawieraja wysoce konserwowane motywy: Walker A (GX4GKT/S, gdzie X oznacza
dowolng reszt¢ aminokwasows) i sensor 2 (GAR), niezbedne do wigzania nukleotydu,
Walker B (YYYYDE, gdzie Y oznacza hydrofobowa reszt¢ aminokwasowsq)
isensor 1 (N/T), kluczowe dla hydrolizy ATP, oraz palce argininowe ktore
sg zaangazowane zarOwWno w wigzanie, jak i hydroliz¢ nukleotydu (Erzberger i Berger,
2006, Sweeny i Shorter, 2016; Biter i wsp., 2012; Heuck i wsp., 2016; Schaupp i wsp.,
2007; Schirmer 1 wsp., 2001; Zeymer 1 wsp., 2014). Miejsce wigzania ATP znajduje si¢
na granicy podjednostek tworzacych heksamer zarowno w NBD1, jak i NBD2 (Heuck
I wsp., 2016; Yokom i wsp., 2016) (Ryc. 3A).
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Rycina 3 | Motywy strukturalne w NBD1 i NBD2 odpowiedzialne za wigzanie i hydrolize ATP oraz translokacje
peptydu. A | Kieszenie nukleotydowe w domenach wigzacych nukleotyd (NBD1 i NBD2). Zaréwno w NBD1 i NBD2
na granicy podjednostek P4 (kolor niebieski) oraz P3 (kolor zielony) wystepujg miejsca wigzania i hydrolizy ATP. Na
modelu zaznaczono motywy: Walkera A (z6tty kwadrat), Walkera B (zielony kwadrat), sensor 1 (niebieski kwadrat),
sensor 2 (rézowy kwadrat) oraz miejsce palca argininowego (czerwony kwadrat). B | Model obrazujacy
rozmieszczenie petli tyrozynowych wewnatrz kanatu biatka Hsp104. Do swiatta kanatu zaréwno w NBD1 jak i NBD2
sg prezentowane petle tyrozynowe, ktdre wigzg i translokujg tancuch polipeptydowy przez kanat dezagregazy.
Odlegto$¢ pomiedzy poszczegdlnymi petlami tyrozynowymi w kanale wynosi od 6-7A. Reszty K256 i K258 w NBD1 jak
i reszta V663 w NBD2, wystajg w kierunku sasiednich petli tyrozynowych, stabilizujgc uktad spiralny. Zmodyfikowano
na podstawie: Yokom i wsp. 2016; Gates i wsp., 2017.

W obrebie obydwu NBD do $wiatta kanatu centralnego eksponowane sa petle
zawierajace konserwowane reszty tyrozyny, ktore tworza uktad schodkowy. Reszty
tyrozyn oddzialuja z dodatnio naladowanymi i aromatycznymi resztami w tancuchu
polipeptydowym i translokuja go przez NBD1 oraz NBD2 (Weibezahn i wsp., 2004;
Schlieker i wsp., 2004, Tessarz i wsp., 2008, Sweeny i wsp., 2015; Deville i wsp., 2017;
Gates i wsp., 2017) (Ryc. 3B). Wyniki badan wskazuja, ze NBD2 stanowi glowny
motor napedzajacy translokacje tancucha polipeptydowego, chociaz aktywno§¢ NBD1
jest wystarczajaca do dezagregacji. Wydajna hydroliza ATP w przynajmniej jednej
z dwoch NBD stabilizuje oddziatywanie Hspl04-substrat. Badania pokazaly takze, ze
im wydajniejsza hydroliza ATP, tym szybszy i wydajniejszy proces dezagregacji
(Franzmann i wsp., 2011; Hattendorf i Lindquist, 2002; Lum i wsp., 2008; Schaupp
I wsp., 2007; Shorter i Lindquist, 2006; Woo i wsp., 1992).
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ZWIAZANIE SUBSTRATU

Konformacja zamknigta
HYDROLIZA ATP

UWOLNIECIE SUBSTRATU I

F 3

Konformacja otwarta
NIEAKTYWNA

Rycina 4 | Model zmian konformacyjnych biatka Hsp104 podczas translokacji polipeptydu. Podczas procesu
dezagregacji biatko Hsp104 przyjmuj dwie gtdwne konformacje: otwartg (nieaktywng), w ktdérej poszczegdlne
podjednostki heksameru sg ze sobg luzno zwigzane, oraz zamknieta podczas ktdrej nastepuje hydroliza ATP
i translokacja polipeptydu przez kanat centralny. W konformacji otwartej podjednostka P1 znajduje sie w
najwyzszym potozeniu, a heksamer przyjmuje strukture lewoskretnej spirali. Po zwigzaniu taricucha, heksamer
przechodzi do konformacji zamknietej, gdzie podjednostka P6 przesuwa sie o okoto 65 A w gére biatka i obraca sie
w kierunku kanatu, co powoduje powstanie struktury prawoskretnej i zwezenie kanatu o okoto 10 A. Dzieki tym
zmiang konformacyjnym, powigzanych z hydrolizg ATP mozliwa jest translokacja taficucha polipeptydowego przez
kanat. Zmodyfikowano na podstawie: Gates i wsp., 2017.

W przeciagniecie polipeptydu przez kanat jest bezposrednio zaangazowanych
pieé¢ podjednostek heksameru, ktore ulozone sa spiralnie co okoto 8-10 A, oplatajac
translokowany tancuch. Szoésta podjednostka nie oddzialuje z substratem, tworzy
tacznik zamykajacy heksamer. Przez utozenie spiralne heksameru, szdsta podjednostka
jest opuszczona znacznie nizej, niz pierwsza (roznica wysokosci pomiedzy
podjednostkami 6 a 1 wynosi okoto 50 A), przez co oddziatuje swoja NBD1 z NBD2
podjednostki pierwszej, inaczej niz w reszcie heksameru, gdzie poszczegolne
podjednostki oddziatuja tymi samymi domenami: NBD1-NBD1 i NBD2-NBD2.
Opisano roéwniez inng strukture heksameru Hspl04, w ktorej wszystkie podjednostki
oddziatujg z substratem. Obecnie wydaje si¢, Ze mechanizm translokacji tancucha
obejmuje przeciwne do ruchu wskazowek zegara cykliczne zmiany konformacyjne,
obejmujace te dwie struktury (Yokom i wsp. 2016; Gates i wsp., 2017) (Ryc. 4).

Zwigzanie nukleotydow w NBD1 i NBD2 jest r6zne w zalezno$ci od ulozenia

podjednostek w heksamerze. W strukturze calkowicie zaangazowanej w zwigzanie

Strona | 21



3. WSTEP

substratu podjednostka w najwyzszej pozycji wigze ATP, natomiast hydroliza ATP
zachodzi w podjednostkach na nizszych pozycjach (Gates i wsp., 2017).

Z NBD1 oddzialuje domena M (MD). MD jest zbudowana z czterech a-helis,
tworzacych strukture typu ,,colied coil” przypominajacg $miglto. Cztery a-helisy zostaty
pogrupowane w dwa motywy: motyw 1 — zawierajacy helis¢ 1 i cze$¢ helisy 2 —
oddziatujacy z kolejng podjednostka w heksamerze oraz motyw 2 - obejmujacy helise 3,
4 1 drugg czes$¢ helisy drugiej, oddziatujacy z NBDIL tej samej podjednostki. Domena
M oddziatuje z NBD1 kolejnej podjednostki tworzac mostki solne pomiedzy resztami
R419, E427 i D434 w MD oraz E190, R353 i R366 w NBD1(Ryc. 5A) (Wendler i wsp.,
2007; Dulle i wsp., 2014; Oguchi i wsp., 2012). W heksamerze domeny M oplataja
NBDI1 oddziatujac migdzy soba sposobem typu ,,gtowa-ogon” (Ryc. 5B) (Lee i wsp.,
2003; Carroni i wsp., 2014; Sweeny i wsp., 2015; Heuck i wsp., 2016; Yokom i wsp.,
2016; Gates i wsp., 2017). Biatko w takiej konformacji jest nieaktywne, dopiero
interakcja MD z biatkiem Hsp70 powoduje zerwanie oddziatywania z NBD1, a co za
tym idzie, zmiany konformacyjne heksameru, hydroliz¢ ATP oraz translokacj¢
polipeptydu przez kanat Hspl04 (Mogk i wsp. 2015). Mutacje w MD powoduja
deregulacje aktywnos$ci ATPazy, co wskazuje, ze domena ta pelni funkcje
allosterycznego regulatora w procesie dezagregacji (Gates i wsp., 2017; Haslberger
i wsp., 2007). Analiza wariantow ClpB z mutacjami w tej domenie wykazata dwie klasy
mutantéw: represyjne i hiperaktywne (Oguchi i wsp., 2012; Seyffer i wsp., 2012).
W przypadku mutantow represyjnych domeny M, CIpB jest nieaktywny
dezagregacyjnie i wykazuje silne oddzialywanie migdzy motywem 2 MD i NBDI.
Warianty hiperaktywne zaburzaja oddziatywanie pomigdzy MD a NBD1 charakteryzuja
sic zwigkszong aktywnoscig dezagregacyjng oraz wykazuja wysoka aktywno$é
ATPazowag w obecnosci substratu. (Haslberger i wsp., 2007; Oguchi i wsp., 2012;
Seyffer i wsp., 2012; Lipinska i wsp., 2013).
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Rycina 5 | Model oddziatywania pomiedzy NBD a MD oraz MD - MD w biatku Hsp104. A| Oddziatywanie MD z
NBD1. W strukturze biatka Hsp104 zwigzanego z AMP zidentyfikowano oddziatywanie pomiedzy helisg L1 MD (kolor
niebieski) a NBD1 kolejnej podjednostki (kolor zielony). Mostki solne powstate pomiedzy resztami E412-R194, E427-
R353 i D434 - R366 stabilizujg strukture dezagregazy w formie nieaktywnej. B | Oddziatywanie MD — MD. W
strukturze zwigzanej z ADP zidentyfikowano oddziatywanie pomiedzy domenami M sgasiadujgcych podjednostek w
heksamerze. Region helisy L1 pierwszej MD oddziatuje z helisg L3 s3siedniej MD, tworzac stabilny pierscien
oplatajgcy NBD. Zmodyfikowano na podstawie: Gates i wsp., 2017.

Na konicu NBD2 biatka Hspl04 u drozdzy S. cerevisiae znajduje si¢
38 aminokwasowy odcinek, bedacy C-koncowa domeng (CTD). Domena ta ma istotne
znaczenie w stabilizacji heksameru — delecja tego fragmentu powoduje zahamowanie
aktywnos$ci ATPazowej, ze wzgledu na brak mozliwosci tworzenia heksameru.
Na koncu CTD biatka Hsp104 wystepuje sekwencja DDVD, shuzaca do oddziatywania
z motywem TRP, ktéra moze stuzy¢ jako punkt dokowania dla innych biatek bioragcych
udziat w przetwarzaniu fancucha polipeptydowego opuszczajacego kanal Hspl104
(Abbas-Terki i wsp., 2001; Cashikar i wsp., 2002; Mackay i wsp., 2008). Z motywem
DDVD moze wigza¢ si¢ m.in. biatko Stil. Moze to sugerowaé, ze biatko Stil jest
facznikiem pomiedzy Hspl04 a innymi biatkami na koncowym etapie dezagregacji,
uczestniczac w przekazywaniu polipeptydu opuszczajacego kanal Hsp104 (Lum i wsp.,
2004; Abbas-Terki i wsp. 2001; Wegele i wsp., 2003).

3.3.2. Ssal

Genom drozdzy S. cerevisiae zawiera geny kodujace 4 cytozolowe formy
Hsp70: biatka Ssal, Ssa2, Ssa3 i Ssa4. Ssal i -2 s3 eksprymowane konstytutywnie,
podczas gdy ekspresja Ssa3 i -4 jest indukowana szokiem termicznym. Delecja
wszystkich genéw kodujacych biatka Ssa prowadzi do zaburzen wzrostu

I funkcjonowania komoérki (Newcomb 1 wsp., 2003). Izoformy biatka Ssa
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sg strukturalnie podobne 1 petnia podobne funkcje komorkowe. Podobienstwo
sekwencji aminokwasowej do sekwencji Ssal wynosi: dla Ssa2~97%, dla Ssa3~79%,
a dla Ssa4~81% (Sharma i wsp., 2009).

W procesie dezagregacji gtowng role odgrywa biatko Ssal. Biatko to peini
réwniez szereg rozmaitych funkcji w komorce, uczestniczy m.in.: w fatdowaniu nowo
zsyntetyzowanych biatek, translokacji polipeptydow do mitochondriéw, chloroplastow
czy retikulum endoplazmatycznego (ER), montazu i demontazu kompleksow
biatkowych, regulacji aktywnosci biatek oraz w przekazywaniu substratow do innych
bialek opiekunczych, takich jak np. Hsp90. Ponadto Hsp70 uczestniczy rowniez
w odpowiedzi komorkowej zwigzanej ze stresem, m.in. zapobiega agregacji bialek,
rozwija zagregowane biatka samodzielnie lub we wspolpracy z np. Hsp100, promuje
ponowne faldowanie nieprawidlowo sfaldowanych Iub niezwinigtych biatek
I wspotpracuje z systemami degradacji komorkowej, takimi jak autofagia czy uktad
ubikwityna-proteasom (UPS) (Rosenzweig i wsp., 2019). Dzigki wielofunkcyjnosci
Hsp70 wykazuje ono zdolno$¢ do oddziatywania z bogata pula innych biatek
opiekunczych (Ryc. 6) (Truman i wsp., 2012).

Rycina 6 | Sie¢ oddziatywan biatka Ssal z biatkami

HSP104 i i e opiekunczymi. Wsréd 317 potencjalnych partneréw
| ( \ . . . ,
[ ' ,  Pprzedstawiono 17 biatek opiekunczych
: Sis1 YOI 34 HSELY | zaangazowanych w oddziatywanie z biatkiem Ssal.
¢ =8 ™" =D E® S e == o ’: : Dzieki zdolnosci oddziatywania z duzg liczbg biatek,
: ST Hspg2 | | gsgp | Ssal petni szereg rozmaitych funkcji w komdrkach
| : f I drozdzy S. cerevisiae. Zmodyfikowano na podstawie
: | SSAL : : Truman i wsp., 2012.
| AHA1  Hscs2 ! | FES1
\ i | i
Hsp90 i ,——-————~~———~::_
ko-czaperony | !

| SSZ1  KAR2  ssc1 ssB1 |

e L 'Y

lzoformy
Hsp70
SGT2 HSP78

Ssal jest jednym z kluczowych elementow systemu dezagregacyjnego (Hartl
i wsp., 2002; Louw i wsp., 2010). Sktada si¢ z dwoch funkcjonalnych domen: domeny
wigzacej nukleotyd (NBD) znajdujacej si¢ na N-koncu biatka, zbudowanej z czterech
subdomen (IA, IIA oraz IB, IIB), ktére tworza kieszen, w obrebie ktorej dochodzi do
wigzania i hydrolizy nukleotydow adeninowych. Dodatkowo domena ta odpowiada za
oddziatywanie z biatkami JDP, NEF oraz Hsp104. Druga domeng jest domena wigzaca
substrat (SBD), ktora znajduje si¢ na C-koncu biatka i sktada si¢ takze z dwodch
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subdomen: SBDB i SBDoa. SBDP o strukturze p-kanapki zawiera dwie
przeciwrownoleglte B-kartki, ktore tworzg kieszen majgcg wysokie powinowactwo do
hydrofobowych reszt aminokwasowych, dzigki czemu moze wigza¢ tancuch
polipeptydowy. SBDa jest zbudowana z 5 a-helis o ksztalcie pokrywy, ktoéra ma
zdolno$¢ uginania si¢ i zastonig¢cia kieszeni wigzacej substrat w domenie SBD}.
Pomigdzy NBD i SBD wystepuj¢ krotka sekwencja aminokwasowa, tzw. tacznik, ktora
jest wysoce konserwowana i pozwala przesyta¢ sygnaty migdzy domenami (Ryc. 7) (QIi
i wsp., 2013; Rosenzweig i wsp., 2013; Doyle i wsp., 2015).

Biatka z rodziny Hsp70 maja zdolno$¢ wigzania si¢ z odstonigtymi tancuchami
polipeptydowymi ztozonymi gléwnie z hydrofobowych reszt aminokwasowych, co
zapobiega taczeniu si¢ i grupowaniu takich struktur w agregaty. W biatkach natywnych
opisane powyzej regiony sa UKryte we wngtrzu biatka, jednakze w nieprawidtowo
sfaldowanych strukturach sg eksponowane na zewnatrz (Rudiger i wsp., 1997).
Zdolno$¢ oddzialtywania z takimi regionami jest $cisle regulowana przez oddziatywanie
z ko-chaperonami: JDP: Ydj1 i Sisl oraz NEF: Ssel i Sse2, Fesl i Snll, ktore reguluja
cykl ATPazowy (Ryc. 8) (Weibezahn i wsp., 2005).

HYDROLIZA
ATP DO ADP
————
-
WYMIANA
ADP MA ATP

Rycina 7 | Struktura biatka Hsp70 - wptyw nukleotydow na zmiany konformacyjne.
Biatka z rodziny Hsp70 zbudowane s3 z dwdch domen: domeny wigzacej nukleotyd (NBD) podzielonej na cztery
subdomeny IA, 1A i IB, 1B (kolor niebieski) oraz z domeny wigzacej substrat (SBD) podzielonej na SBDa — mobilna
cze$¢ domeny zbudowana z 5 a helis (kolor zielony) oraz z SBDB — zbudowanej z B-kartki z miejscem do wigzania
substratu (kolor fioletowy). Pomiedzy obiema domenami znajduje sie sekwencja aminokwasowa, tzw. facznik,
odpowiedzialny za komunikacje miedzy domenami. Konformacja otwarta Hsp70 wystepuje, gdy w domenie NBD
jest zwigzane ATP. SBDa zostaje odgieta i oddziatuje z NBD, przez co miejsce wigzania substratu w SBDB zostaje
odstoniete. Hydroliza ATP do ADP powoduje zamkniecie sie SBDa i zablokowanie substratu w SBDB (konformacja
zamknieta). Model biatka w konformacji otwartej zostat stworzony na podstawie struktury krystalicznej
drozdzowego Ssel (Hsp110; PDB 2QXL), model biatka w konformacji zamknietej zostat stworzony na podstawie
DnaK z E.coli (HSP70; PDB 2KHO). Zmodyfikowano na podstawie Budina i wsp., 2015.
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Prawidlowe funkcjonowanie biatka Ssal jest zwigzane z dwiema allosterycznie
sprzezonymi wilasciwosciami: zdolnosciag do wigzania substratow biatkkowych w SBD,
a takze z cyklami wigzania i hydrolizy ATP w NBD. Zwigzanic ATP wywoluje zmiang
konformacyjng w domenie wigzacej substrat: otwarcie si¢ pokrywki (SBDa),
co umozliwia swobodny dostep do kieszeni wigzacej tancuch polipeptydowy. W tej
konformacji peptydy asocjuja i dysocjuja stosunkowo szybko oddziatujac tylko przez
wigzania jonowe z Kkieszenig wigzacg SBDP. Natomiast hydroliza ATP w NBD
i powstanie ADP skutkuje zamkni¢ciem si¢ pokrywki w SBDa i zablokowaniem
obecnego w kieszeni substratu. Opisany wyzej mechanizm, ktéry angazuje obie domeny
biatka Ssal, jest powtarzany cyklicznie. Hydroliza nukleotydow jest etapem, ktéry
ogranicza szybko$¢ cyklu i odpowiada za zmiany konformacyjne w domenach
oraz zmiany w powinowactwie do substratow (Kampinga i wsp., 2010; Golas i wsp.,
2012).

BIALKO
NATYWNE

ROZFALDOWANY
tANCUCH BIALKOWY

jppP

Rycina 8 | Cykl nukleotydowy Hsp70. Prawidtowe funkcjonowanie biatka Hsp70 jest zalezne od hydrolizy ATP. W
strukturze zwigzanej z ATP, domena SBDa jest odgieta, przez co odstoniete jest miejsce wigzania dla tancucha
polipeptydowego w SBDP. Biatko JDP dostarcza polipeptyd do biatka Hsp70, jednoczesnie pobudzajac hydrolize
-ATP, a co za tym idzie powodujgc zatrzasniecie sie SBDa na fancuchu polipeptydowym. Oddziatywanie z NEF
powoduje oddysocjowanie ADP z miejsca wigzgcego nukleotyd, otwarcie SBDa i uwolnienie fancucha
polipeptydowego. Cykl moze by¢ wielokrotnie powtarzany przez zwigzanie i hydrolize kolejnych czasteczek ATP.
Zmodyfikowano na podstawie: Kampinga i Craig, 2010.
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Oddziatywanie z bialek JDP (Ydj1 i Sisl) z agregatem, stabilizuje uwigzione
fancuchy polipeptydowe, ktére s3a eksponowane biatku Hsp70. Z drugiej strony
oddziatywanie biatek JDP z Ssal przyspiesza hydrolize¢ ATP do ADP w NBD biatka
Hsp70, dzigki czemu nastgpuje zamkniecie SBDa i unieruchomienie eksponowanego
tancucha polipeptydowego w SBD (Kampinga i wsp., 2010). Nastgpnie uwolnienie
ADP z NBD wspomagane przez NEF, umozliwia otwarcie pokrywy (SBDa)
i dysocjacje tancucha polipeptydowego z SBD[ oraz powtdrzenie catego cyklu.
W ten sposéb JDP i NEF reguluja cykl ATPazowy biatka Hsp70, tzn. odpowiadaja za
to, jak dtugi czas Hsp70 spgdza w stanie zwigzanym z ADP, 0 wysokim powinowactwie
do substratu lub w stanie niskiego powinowactwa, gdy w NBD zwigzane jest ATP
(Mayer i Bukau, 2005, Alderson i wsp., 2016; Balchin i wsp., 2016).

3.3.3. JDP:YdjliSis1

W proteomie drozdzy S. cerevisiae wystepujg 22 biatka nalezace do rodziny JDP
(Hsp40), ktore pelnig szereg zréznicowanych funkcji (Qiu wsp., 2006). W procesie
dezagregacji wazng role odgrywaja dwa cytozolowe biatka: Ydjl i Sisl. Oba biatka
nalezg do rodziny biatek typu J i ze wzgledu na budowe mozna je przydzieli¢ do dwdch
typow: Ydjl —typ 1 (klasa A) a Sisl — typ 2 (klasa B). W obu przypadkach na N-koncu
znajduje si¢ domena J, zbudowana z 4 oa-helis, gdzie helisy II 1 IIl sa ulozone
przeciwrownolegte i potaczone petla zawierajaca wysoce konserwatywny motyw HPD
(Ryc.9A) (Laufen i wsp., 1999; Walsh i wsp., 2004). Motyw HPD jest niezbedny do
stymulacji aktywno$ci domeny NBD biatka Hsp70. Oddziatywanie pomigdzy motywem
HPD biatek JDP a NBD biatka Hsp70 stymuluje okoto 1000-krotnie hydrolize ATP
(Jordan i McMacken, 1995), dzigki czemu nastepuje zmiana konformacji z otwartej na
zamknigtg oraz stabilne zwigzanie substratu w SBD biatka Hsp70. Domena J jest
oddzielona od reszty bialtka elastycznym iacznikiem o dtugosci od 50 do 100 reszt
aminokwasowych, bogatym w glicyne i fenyloalaning (region G/F). Region ten jest
odpowiedzialny za poprawne utozenie domeny J podczas interakcji z Hsp70 (Kampinga
I Craig, 2006; Rajan i D'Silva, 2009). Za regionem lacznikowym w biatku Ydjl
wystepuje domena ,palca cynkowego” (ZFLR). Domena ta odgrywa rolg
w oddziatywaniu z Hsp70 oraz w wigzaniu tancuchéw polipeptydowych (Lu i Cyr,

1998; Walsh i wsp., 2004). Dodatkowo oba omawiane biatka zawieraja domeng

Strona | 27



3. WSTEP

C-koncowsg (CTD), podzielong na dwa regiony (CTDI i CTDII). Na koncu tej domeny
znajduje si¢ krotka C-koncowa a-helisa z sekwencja niezbgdng do dimeryzacji (Ryc.9B)
(Craig, i wsp., 2006).

Posrod funkceji JDP mozna wymieni¢ m.in.: fatdowanie powstajacych tancuchow
polipeptydowych, transport biatek przez btony; sktadanie i dysocjacja kompleksow
biatkowych; degradacja niestabilnych, nieprawidlowo sfaldowanych
lub zagregowanych biatek oraz kontrolowanie stabilnos$ci i aktywno$ci biatek (Bukau
i Horwich 1998; Kampinga i Craig 2010; Mayer i wsp., 2001; Mayer i Bukau 2005).
JDP s3 najwazniejszymi partnerami Hsp70, poniewaz ani Hsp70, ani JDP nie moga
funkcjonowac¢ bez siebie nawzajem (Kampinga i Craig 2010). Ydjl i Sisl wystepuja
w komorce w najwyzszym st¢zeniu w porownaniu do innych JDP. Omawiane biatka
stymulujg aktywno$¢ ATPazowa drozdzowych Hsp70 w tym: cytozolowych - Ssal,
Ssa2, Ssa3 i Ssa4 a takze Ssbl i1 Ssb2, mitochondrialnych - Sscl, Ssc3, Ssgl
oraz endoplazmatycznego Kar2 (Verghese J., i wsp., 2012b) i sg niezbedne do

remodelowania agregatow biatkowych przez system Hsp70-Hsp104.

™ (
]
Pro
) N zn1 domena domena
\h"e Ao domenal G/F cTD dimeryzacyjna  domenal) G/F [ap] dimeryzacyjna
oy oty
HPD . HPD
JDP klasa A Ydj1 JDP klasa B - Sis1

Rycina 9 | Charakterystyka strukturalna biatek JDP. A | Struktura domeny J. Wszystkie biatka JDP zawierajg w
swojej budowie charakterystyczny motyw strukturalny tzw. domene J, ktéra zbudowana jest z 4 a-helis. W petli
pomiedzy helisami Il i Ill znajduje sie silnie konserwowany motyw HPD (His-Pro-Asp), niezbedny do stymulacji
aktywnosci ATPazowej partneréw biatek JDP. Helisa Il wraz z petla zawierajgca motyw HPD jest miejscem
oddziatywania z biatkami Hsp70. Model domeny J stworzono na podstawie ludzkiego DNAJB1 (PDB: 1HDJ)
Zmodyfikowano na podstawie: Musskopf i wsp., 2018; B | Struktura biatek Ydj1 i Sis1. Oba biatka przedstwiono w
formie dimeru. W strukturze na N-koncu zaréwno biatka Ydj1 jak i Sis1 wystepuje domena J, ktéra potgczona jest z
resztg biatka, elastycznym regionem G/F bogatym w reszty Gly i Phe (nie przedstawiono na rycinie). Nastepnie w
obu biatkach wystepuje domenta CTD zbudowana z B-kartek, podzielona na CTDI i CTDIl. W biatku Ydj1 w regionie
CDTI wystepujag dwa motywy palca cynkowego (Znl i Zn2). Za domeng CTD na C-koricu biatek wystepuje domena
dimeryzacyjna. Modele stworzone na podstawie: Ydj1 (PDB: INLT i 1XAO) i Sis1 (PDB: 1C3G). Zmodyfikowano na
podstawie: Kampinga i Craig 2010; Nillegodai Bukau 2015.
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Pokazano, ze Sisl angazuje Hsp70-Hspl04 podczas propagacji priondw
([PSI +], [RNQ +] i [URE3]) (Higurashi i wsp., 2008) oraz uczestniczy przy
odpowiedzi na stres oksydacyjny (Hill i wsp., 2017). Natomiast Ydjl jest gtbwnym
biatkiem wuczestniczagcym w dezagregacji agregatow powstatych podczas szoku
termicznego (Reidy, i wsp., 2014; Hill i wsp., 2017). Jednoczesnie, eksperymenty in
vitro pokazaly, ze zarowno Sisl jak i Ydjl skutecznie uczestnicza przy reaktywacji

termicznie wytworzonych agregatow GFP i lucyferazy (Yu i wsp., 2015).

3.3.4. Czynniki wymiany nukleotydéw - NEF: Sse1l i Sse2, Fes1 i Snl1

U drozdzy S. cerevisiae zidentyfikowano 3 grupy bialek odgrywjace rolg
czynnikoéw wymiany nukleotydéw: Ssel and Sse2 (z rodziny bialek Hsp110), Fesl
(HspBP1) and Snll (Bag-1) (Kabani M., 2009). Wszystkie te biatka biorg udziat
w uwolnieniu ADP z NBD biatka Hsp70.

Najbardziej efektywnymi czynnikami wymiany nukleotydéw (NEF) u drozdzy
sa biatka nalezace do rodziny Hspl110 (Dragovic i wsp. 2006b). Biatka Ssel i1 Sse2,
sposrod wszystkich NEF, wystepujg w komorce na najwyzszym poziomie (Ssel — ok.
70000 czasteczek/na komorke, Sse2 — 3500-4500 czasteczek/na komorke
(Ghaemmaghami i wsp., 2003). Sg strukturalnie spokrewnione z biatkiem Ssal,
jednakze wyspecjalizowaly si¢ w innych funkcjach komodrkowych. Ssel i Sse2
posiadajg podobnie jak Hsp70 dwie domeny: NBD i SBD, jednak w Hsp110 }gcznik
pomigdzy subdomenami SBDa i SBDp jest dtuzszy i zbudowany z polarnych reszt
aminokwasowych. Ponadto, biatko Ssal do prawidlowego funkcjonowania wymaga
Scistej regulacji allosterycznej domen NBD i SBD (Mayer i Bukau., 2005). Pomimo
podobnej struktury, w biatku Ssel nie zaobserwowano takiej regulacji, tzn. nie
zaobserwowano otwierania si¢ SBD po zwigzaniu ATP (Andréasson i wsp., 2008).
Biatka Ssel i Sse2 oddzialuja z biatkiem Ssal (zaobserwowano takze oddziatywanie
z biatkiem Ssbl i Ssb2 (Shaner i wsp., 2005; Abrams i wsp., 2014)) tworzac
heterodimer, w konformacji zwigzanej z ATP (Shaner i wsp., 2006). Gléwnym
miejscem oddzialywania pomig¢dzy tymi czasteczkami sa domeny NBD, gdzie
sub-domeny IA i IB Ssal oddziatujg z sub-domenami IIA i IIB biatka Ssel. SBDa
biatka Ssel odgrywa kluczowa role w procesie wymiany nukleotydu. Przez
oddziatywanie z gornym regionem IIB bialka Ssal, nastepuj¢ zmiana konformacji

biatka i uwolnienie ADP (Andréasson i wsp., 2008). Dodatkowo Hsp110 petnig funkcje
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holdaz, czyli moga wigza¢ zdenaturowane polipeptydy, hamujac ich agregacje (Oh
I wsp., 1999), a takze moga transportowac takie substraty do Hsp70 (Dragovic i wsp.
2006b), jednak nie sg zdolne do ponownego faldowania takiego tancucha (Polier i wsp.,
2010; Goeckeler i wsp., 2008; Xu i wsp., 2012) (Ryc.10).

Wykazano, ze Ssel jest wymagane do propagacji prionéw [PSI+] (Fan i wsp.,
2007), a takze uczestniczy w zaleznej od Hsp70 ubikwitynacji i degradacji
nieprawidtowo sfatdowanych biatek (Heck i wsp., 2010). Delecja genu kodujacego Ssel
skutkuje powolnym wzrostem komoérek 1 wrazliwoscia na szok termiczny,
W przeciwienstwie do szczepu sse2A u ktérego nie zaobserwowano zadnych zmian.
Jednoczesna delecja obu biatek jest letalna (Mukai i wsp., 1993), ale moze by¢

czg¢sciowo rekompensowana przez nadekspresj¢ biatka Fesl (Abrams i wsp., 2014).

Ssel (Hsp110) Fes1 (HspBP1) Snl1 (BAG1)

Rycina 10 | Charakterystyka biatek NEF: Ssel (Hsp110), Fes (HspBP1) oraz Snl1 (BAG1). A | Struktura biatek NEF.
Biatko Ssel zawiera dwie funkcjonalne domeny: NBD i SBD i wykazuje znaczne podobienstwo strukturalne do biatka
Ssal. Biatko Fesl zbudowane jest z czterech powtdrzen motywu Armadillo (ARM) , natomiast biatko Snl1 sktada sie z
heliakalnej domeny BAG. Modele biatek stworzone na podstawie Ssel — PDB: 3D2F, Fes (HspBP1) - PDB:1XQS i Snl1
(BAG1) PDB: 1HX1. Zmodyfikowano na podstawie: Bracher i Verghese 2015. B | Schemat oddziatywan pomiedzy
NBD biatka Hsp70 a NEF. Domena NBD biatka Ssel oddziatuje z domeng NBD biatka Hsp70, dodatkowo SBD Ssel
oddziatuje z regionem 1I1B powodujgc otwarcie sie kieszeni wigzacej nukleotyd. W biatku Fes1 powtdérzenia Armadillo
oplatajg region |IB biatka Hsp70 powodujgc wymiane nukleotydu. Domena BAG w biatku Snl1 oddziatuje z regionem
IIB i IB otwierajgc kieszen nukleotydowga. Kolorem niebieskim zaznaczono NBD biatka Hsp70 z wyszczegdlnionymi
subdomenami, kolorem pomaranczowym lub szarym zaznaczono poszczegdlne NEF. Zmodyfikowano na podstawie:
Bukau i wsp., 2006. C | Regiony NBD biatka Hsp70 zaangazowane w oddziatywanie z NEF. W oddziatywanie z
biatkiem Ssel zaangazowana jest wieksza czes¢ domeny NBD biatka Hsp70 (kolor fioletowy). Oddziatywanie
pomiedzy Fesl a Hsp70 skupia sie w rejonie 1B NBD (kolor czerwony), natomiast pomiedzy Snll a Hsp70 oprdocz
rejonu 1IB zaangazowana jest takze cze$¢ rejonu IA (kolor pomaranczowy). Zmodyfikowano na podstawie: Li i wsp.,
2013.
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Biatko Fesl jest drugim pod wzglgdem liczebnosci w komodrce czynnikiem
wymiany nukleotydow (14000 czasteczek/na komorke (Ghaemmaghami i wsp., 2003)).
Zbudowane jest z 4 powtdrzen motywu ARM (Armadillo motif) (Shomura i wsp., 2005;
Dragovic i wsp., 2006a). Gtéwnym miejscem oddziatywania z Ssal jest subdomena I1B.
Fesl wywotuje destabilizacje NBD Ssal wraz z utratg trzeciorzedowej struktury tej
domeny, z wytaczeniem subdomeny IIB, co prowadzi do uwolnienia ADP (Andréasson
i wsp., 2008). Badania in vivo wykazaty, ze komorki z delecja genu kodujacego biatko
Fesl sg podatne na szok termiczny, co sugeruje, ze biatko to odgrywa istotng role
w termotolerancji (Kabani i wsp., 2002). Dodatkowo biatko Fesl bierze udziat
w propagacji prionéw [URE3] (Kryndushkin i Wickner, 2007) oraz uczestniczy
w degradacji nieprawidtowo sfatdowanych biatek (Gowda i wsp., 2013) (Ryc.10).

Ostatnim z bialek bioracych udzial w wymianie nukleotydow u drozdzy
S. cerevisiae jest biatko Snll, ktéore zawiera domen¢ BAG. Snll jest biatkiem
transmembranowym, zakotwiczonym w btonie retikulum endoplazmatycznego poprzez
N-koniec (Sondermanni wsp., 2002). Podczas wymiany ADP, Snll oddziatuje gtownie
z subdomeng IIB, ale takze z subdomeng IB, powodujac zmiany konformacyjne NBD
biatka Ssal (Ryc.10). Dodatkowo wykazano, ze biatko to oddziatuje z rybosomem
(Gowda i wsp., 2013). Delecja genu kodujacego biatko Snll nie wplywa na przezycie
komorek drozdzy (Abrams i1 wsp., 2014).

NEF sa odpowiedzialne za uwolnienie ADP z NBD biatka Hsp70, a co za tym
idzie, zwigkszaja pul¢ Hsp70 w konformacji zwigzanej z ATP zdolnej do oddziatywania
z nieprawidlowo zwinigtymi biatkami, co jest niezwykle wazne podczas szoku
termicznego, gdyz umozliwia wigzanie Hsp70 do agregatow biatkowych (Kaimal
I wsp., 2017).

3.4. FunKkcje biatka Hsp70 podczas procesu dezagregacji

Biatko Hsp70 odgrywa bardzo wazng rolg w procesie dezagregacji i uczestniczy
na kazdym etapie tego procesu, od momentu w ktorym JDP wiaza si¢ do powierzchni
agregatu i rekrutujg Hsp70 w celu wstepnej rearanzacji jego powierzchni (przebudowy
agregatu w celu wyswobodzenia tancuchéw polipeptydowych), poprzez rekrutacje
Hsp104 do kompleksu Hsp70/JDP/agregat, aktywacj¢ dezagregazy w celu translokacji
tancucha polipeptydowego, az po ponowne zwijanie fancucha opuszczajacego kanat
dezagregazy (Bukau i wsp., 2000; Hartl i Hayer- Hartl, 2002; Liu i wsp., 2003).
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3.4.1. Rearanzacja agregatéw biatkowych przez system Hsp70/JDP

Hsp70 jest wymagane na poczatkowych etapach procesu dezagregacji.
Uczestniczy w  wyswobodzeniu tancuchow  polipeptydowych z  agregatow
wspotdziatajac razem z JDP (Ryc.11) (Zietkiewicz i wsp., 2006). Oddziatywanie Hsp70
z agregatami jest etapem ograniczajacym szybkos$¢ calego procesu dezagregacii
(Zietkiewicz i wsp., 2004). Samodzielnie, Hsp70 nie jest zdolne wydajnie zwigzac si¢
z powierzchnig agregatu, tylko w obecnosci JDP proces ten jest efektywny. Wskazuje
to, ze wigzanie Hsp70 jest zalezne i kontrolowane przez JDP, ktore bezposrednio wigze
si¢ do powierzchni agregatu, ulatwiajac dostep dla Hsp70. Na pierwszym etapie
rearanzacji, JDP wiaza si¢ do powierzchni agregatu, oddzialujac z wolnymi,
hydrofobowymi regionami tancuchow polipeptydowych (Gamer i wsp., 1996; Langer
i wsp., 1992; Schroder i wsp., 1993). Biatka JDP zapobiegaja dalszej agregacji oraz
uczestniczg w eksponowaniu tancucha polipeptydowego dla Hsp70. Wstepne zwigzanie
tancuchow polipeptydowych przez JDP, ulatwia zwigzanie Hsp70 (Lewandowska
I wsp., 2007). Jak pokazano w eksperymentach in vitro z wykorzystaniem agregatow
lucyferazy, oddzialywanie JDP-agregat jest pierwszym i bardzo waznym etapem
w procesie dezagregacji (Schroder i wsp., 1993; Lu i Cyr 1998, Zietkiewicz i wsp.,
2004). Zaobserwowano specyficzno$¢ wigzania odpowiednich klas JDP do agregatow
lucyferazy roznej wielkosci: do duzych agregatow wigza si¢ biatka klasy B (np. Sisl),
do matych kierowane sg biatka klasy A (np. Ydjl). Co ciekawe, biatka obu klas,
tworzac mieszane kompleksy, moga oddzialywa¢ ze wszystkimi agregatami. Minimalny
heterokompleks biatek JDP na powierzchni agregatu sktada si¢ z jednego homodimeru
biatka klasy A wigzacego si¢ z jednym homodimerem Kklasy B, co wskazuje,
ze W kompleksie wystgpuja cztery domeny J. Dwie domeny J sa zaangazowane
w interakcje miedzy dimerami, ktora zachodzi poprzez oddzialywania elektrostatyczne
miedzy domeng J jednego z homodimerow a CTD drugiego homodimeru, Dwie
domeny J w takim heterokompleksie pozostajg wolne i sg zdolne do interakcji z Hsp70,
umozliwiajac rekrutacje dwoch czasteczek Hsp70 na kompleks JDP bez zawady
sterycznej (Nillegoda i Bukau, 2015). Do kompleksu JDP-agregat dotacza Hsp70
w konformacji zwigzanej z ATP. Powstaje kompleks trojsktadnikowy, w ktorym
oddziatywanie pomigdzy JDP a Hsp70 powoduje hydroliz¢ ATP w domenie NBD
biatka Hsp70, a co za tym idzie, zmiany konformacyjne w domenie SBD i zatrzasnigcie

si¢ poddomeny SBDa oraz unieruchomienie tancucha polipeptydowego w SBDf (Han
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I Christen, 2003, 2004). Dzi¢ki temu Hsp70 moze czgsciowo wyswobodzi¢ tancuch
polipeptydowy ze struktury agregatu (ang. Entropic Pulling Machanism) (De Los Rios
i wsp., 2006; Sousa i Lafer, 2019). Wyswobodzony tancuch polipeptydowy zwigzany
z kompleksem Hsp70-JDP, moze zosta¢ ponownie zwinigty przez samo biatko Hsp70,
lub przetransportowany do biatka dezagregacyjnego Hspl104/ClpB (Acebron i wsp.,
2007).

Rycina 11 | Schemat rearaniacji agregatu biatkowego przez system Hsp70/JDP. W poczatkowym etapie
dezagregacji, agregaty powstate w wyniku czynnikéw stresowych s3 rozpoznawane przez biatka JDP - Ydj1 i/lub Sis1.
JDP wigza sie do powierzchni agregatu, wyswobadzajagc pojedyncze tancuchy. Do tak przygotowanej struktury,
rekrutowane sg biatka Hsp70. Biatko Hsp70 oddziatuje z wolnymi tancuchami polipeptydowymi, dodatkowo
interakcja z JDP powoduje hydrolize ATP i unieruchomienie taricucha w SBD. Krétsze taiicuchy polipeptydowe mogg
zostaé¢ wyswobodzone z agregatu bezposrednio przez Hsp70. Jednakze dtuzsze taricuchy, ktdre s3 mocniej zaplatane
w strukturze agregatu pozostajg zwigzane z Hsp70 zostajg przeniesione do kolejnych etapéw procesu dezagregacji.

3.4.2. Dokowanie dezagregazy do kompleksu Hsp70-JDP-agregat

Wazng rolg Hsp70 jest dokowanie dezagregazy do powierzchni agregatow
w celu zapoczatkowania procesu dezagregacji (Ryc.12) (Saibil, 2013; Sauer i wsp.,
2004). Oddziatywanie pomigdzy Hsp70 i JDP na powierzchni agregatu pozwala

na przebudowg i wyswobodzenie tancuchéw polipeptydowych oraz zwigzanie ich
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w SBD biatka Hsp70. Badania przeprowadzone na ClpB i DnaK z E.coli przez
Acebrona 1 wsp., (2009) pokazuja, ze zwigzanie Hsp70 do powierzchni agregatu jest
wymagane do rekrutacji dezagregazy, gdyz sama dezagregaza nie jest w stanie zwigzac
si¢ z agregatem bialkowym. Ilo$¢ czasteczek ClpB, ktore sg zdolne zwigzaé si¢
z agregatem silnie zalezy od zdolnosci DnaK/JDP do wigzania réznych agregatow
biatkowych (Acebron i wsp., 2009).

Zrekrutowanie dezagregazy przez Hsp70 pozwala na przeniesienic tancucha
polipeptydowego na NTD dezagregazy. Zwigzanie polipeptydu w hydrofobowym
regionie NTD, powoduje jego stabilizacj¢ oraz odstonigcie kanatu biatka, wczesniej
zastonigtego przez NTD (Rosenzweig i wsp., 2015). Zadokowanie tancucha do
powierzchni dezagregazy nie powoduje jego oddysocjowania z SBD biatka Hsp70,
spekuluje sie, ze dopiero oddziatywanie NBD biatka Hsp70 z domeng M dezagregazy
uwalnia substrat od Hsp70 posrednio =zastgpujac funkcje NEF, gdyz miejsce
oddzialywania z MD i NEF pokrywaja si¢ w biatku Hsp70 (Rosenzweig i wsp., 2013).

KOMPLEKS
Hsp70-Hsp40-Agregat

Rycina 12 | Schemat dokowania
dezagregazy do kompleksu Hsp70-JDP-
agregat. Wyswobodzony i zwigzany z
Hsp70 tancuch polipeptydowy zostaje
zadokowany do NTD biatka Hsp104.
Oddziatywanie z hydrofobowym
rowkiem w NTD powoduje przesuniecie
tancucha polipeptydowego do kanatu
biatka Hsp104.

3.4.3. Aktywacja dezagregazy Hsp100 przez oddzialywanie biatka Hsp70 z
domeng M.

Biatko Hsp70 odgrywa istotng role w aktywacji procesu dezagregacji (Ryc. 13).
Poprzez oddziatywanie z domeng M biatka Hspl00, biatko Hsp70 aktywuje
dezagregazg, co prowadzi do hydrolizy ATP w celu wytworzenia energii niezbednej do
translokacji tancucha polipeptydowego (Lee i wsp., 2013; Seyffer i wsp., 2012,
Rosenzweig i wsp., 2013; Oguchi i wsp., 2012; Haslberger i wsp., 2007; Miot i wsp.,
2011; Sielaff i Tsai, 2010, Lum i wsp., 2004; Schlieker i wsp., 2004).

Konformacje MD stale zmieniajg si¢ mi¢gdzy stanami sttumionymi, w ktdérych

domeny M ulozone sg rownolegle do NBD1, a motywy 1 i 2 sgsiednich podjednostek
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oddziatujg ze sobg oraz stanami aktywowanymi, w ktorych MD jest odgi¢ta od NBD1
I odstonigte zostaje miejsce wigzania dla Hsp70. Badania wskazujg, ze stany aktywne
MD sa krotkotrwate i ze taki stan moze mie¢ na raz 0od 2 do 4 sgsiednich podjednostek
w heksamerze, jednak przez wigkszo$¢ czasu podjednostki dezagregazy wystepuja
w stanie sttumionym. Hsp70 jest zdolne do oddziatywania tylko z MD w stanie
aktywnym czyli odchylonym od NBD1 (Seyffer i wsp., 2012; Lee i wsp., 2013;
Rosenzweig i wsp., 2013, Oguchi i wsp., 2012). Motyw 2 MD jest niezbedny dla
aktywnosci dezagregazy oraz posredniczy w tzw. specyficznej gatunkowo wspotpracy
Z Hsp70. Motyw 2 pelni zatem podwojng role regulacyjnag, stuzac jako powierzchnia do
wigzania Hsp70, oraz jako przelacznik molekularny aktywno$ci dezagregazy.
Zwigzanie pierwszej czasteczki Hsp70 do MD prowadzi do przegrupowania motywu 2
i zaktocenia jego oddziatywania z NBD1 oraz uruchamia kaskade zmian
konformacyjnych w sgsiednich MD, powodujac ich odgigcie i odstonigcie miegjsc
oddziatywania dla kolejnych Hsp70 (Rosenzweig i wsp., 2013). Oddziatywanie
pojedynczej czasteczki Hsp70 nie jest wystarczajace do aktywacji dezagregazy (Mogk
i wsp., 2015). Przyjmuje si¢, ze w biatku ClpB minimum dwie czasteczki Hsp70
zwigzane z MD mogg dziala¢ jako najmniejsza jednostka wymagana do aktywacji
(Seyffer i wsp., 2012, Mogk i wsp., 2015). Taka sytuacja ma miejsce, gdy czasteczki
Hsp70 sa zwigzane do powierzchni agregatu, dlatego wydaje sig¢, Ze jest to kolejny
punkt kontrolny w procesie dezagregacji, umozliwiajac Hsp70 aktywacj¢ dezagregazy,
a takze zapobiegajac dezagregacji tancuchow przenoszonych przez pojedyncza
czasteczke Hsp70 (Mogk 1 wsp., 2015; Doyle i wsp., 2007; Seyffer i wsp., 2012;
Desantis i wsp., 2014). Opisany wyzej mechanizm aktywacji dezagregazy zostat
przedstawiony tylko dla homologu bakteryjnego, co niekoniecznie moze mieé
przelozenie dla aktywacji dezagregazy w systemie drozdzowym. Doktadne miejsce
oddziatywania pomiedzy Hsp70 a MD dezagregazy u bakterii zostato zidentyfikowane,
jednakze nie wiadomo czy u drozdzy za aktywacje Hsp104 odpowiada ten sam region
MD.

W badaniach nad bakteryjng dezagregaza wykazano, Ze silnie konserwowana
tyrozyna w petli pomiedzy helisami 3 1 4 MD jest odpowiedzialna za oddzialywanie z
Hsp70. W biatku ClpB pochodzacym z T.thermophilus (Rosenzweig i wsp., 2013) jak
iw ClpB z E.coli (Haslberger i wsp., 2007) substytucja tyrozyny (odpowiednio w
pozycji 494 i 503) na alaning powoduje zerwanie oddzialywania z biatkami DnaK

aco za tym idzie zahamowanie procesu dezagregacji. Jednak w przeciwienstwie do
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ClpB, podstawienie alaniny w miejsce konserwowanej tyrozyny w pozycji 507 w biatku
Hsp104 nie znosi w petni wspotpracy z Hsp70 (Rozdziat 6.1.) (Desantis i wsp., 2014).
Pokazuje to, ze drozdzowe Hspl104 i bakteryjne ClpB roznig si¢ od siebie miejscem
oddziatywania pomigdzy dezagregaza a Hsp70. Mozna wigc przypuszczaé, ze
za oddziatywanie migdzy Hsp104 a Hsp70 u drozdzy sa odpowiedzialne inne reszty

aminokwasowe, niz opisana wyzej, silnie konserwowana tyrozyna.

KOMPLEKS
Hsp70-Hsp40-Agregat

Rycina 13 | Schemat aktywacji
dezagregazy Hspl104 przez biatko
Hsp70. Czasteczki biatka Hsp70 zwigzane
z agregatem, oddziatujg
z MD biatka Hsp104. Poprzez odchylenie
MD od NBD1 nastepuje aktywacja biatka
Hsp104. Dzieki energii uzyskanej z
hydrolizy ATP, mozliwa jest translokacja
tancucha polipeptydowego przez kanat
centralny biatka Hsp104.

Hspl104

3.4.4. Reaktywacja lancucha polipeptydowego opuszczajacego kanat
dezagregazy Hsp100

Hsp70 moze by¢ rowniez zaangazowany w oddziatywanie z lancuchem
polipeptydowym opuszczajacym kanat dezagregazy. Hsp70 wigzac polipeptyd (razem
z JDP) po procesie translokacji zapobiega jego ponownej agregacji. Dodatkowo wiele
tancuchow polipeptydowych nie jest w stanie samodzielnie zwing¢ si¢ do struktury
natywnej np. lucyferaza. Zwiagzanie takiego tancucha z Hsp70 moze promowac
fatdowanie substratu (Ryc.14) (Zietkiewicz i wsp., 2004, Okuda i wsp., 2015).

Rycina 14 | Hipotetyczny schemat ponownego zwijania tancucha polipeptydowego przez Hsp70. taricuch
polipeptydowy opuszczajgcy kanat Hsp104, musi zosta¢ ponownie zwiniety do struktury natywnej. Z faricuchem w
pierwszej kolejnosci oddziatujg biatka JDP, a nastepnie biatko Hsp70. Biatka JDP mogg stabilizowac tancuch
opuszczajgcy dezagregaze przekazujgc go do Hsp70 i dodatkowo stymulujg aktywnos¢ ATPazowa Hsp70, przez co
tancuch moze zostac zablokowany w domenie SBD Hsp70.
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3.5. Hsp104 jako potencjalne narzedzie w terapii chordb

neurodegeneracyjnych

W $wiecie medycyny nie istniejg jeszcze $rodki terapeutyczne, ktérymi mozna
wyleczy¢ choroby spowodowane nieprawidlowym faldowaniem i1 agregacja bialek,
takie jak choroby neurodegeneracyjne. Do takich chorob zaliczy¢ mozna m.in. chorobg
Parkinsona czy stwardnienie zanikowe boczne (ALS). W obu chorobach, zle
sfaldowane biatka agregujg, powodujac zaburzenia w uktadzie nerwowym. W chorobie
Parkinsona zagregowane biatko a-synukleina tworzy cytoplazmatyczne ciatka
Lewy’ego, natomiast w wigkszosci przypadkow ALS jadrowe biatka TDP-43 i FUS
zaczynaja lokalizowa¢ w cytoplazmie i tam ulegaja agregacji. W obu przypadkach
wytworzone agregaty degeneruja neurony ruchowe (Kakish i wsp., 2016, Di Gregorio
i Duennwald, 2018)

Ze wzgledu na to, ze choroby neurodegeneracyjne sa zwigzane z akumulacja
agregatow biatkowych, dezagregaza Hsp104 stala si¢ obiektem zainteresowan badaczy
jako potencjalne narzedzie w terapii chordb neurodegeneracyjnych. Wprowadzenie
biatek odpowiedzialnych za chorobe Parkinsona czy ALS do komorek drozdzy
powoduje znaczne zahamowanie wzrostu komorek (Ryc.15A). Sugeruje to, ze pomimo
1z Hsp104 WT moze dezagregowac amyloidy, priony, jak rowniez agregaty biatkowe,
jego zdolnos¢ dezagregacyjna wobec ludzkich bialek odpowiedzialnych za choroby
neurodegeneracyjne jest niewystarczajgca. Jednak dzigki zastosowaniu inzynierii
genetycznej i wprowadzeniu pojedynczych zmian w strukturze dezagregazy udalo si¢
otrzyma¢ warianty Hspl04 o zwigkszonej aktywnosci dezagregacyjnej (warianty
nadaktywne), ktore ratujag komoérki drozdzy S. cerevisiae przed toksycznym efektem
spowodowanym agregacja a-Synukleiny, TDP-43 i FUS (Ryc. 15B) (Jackrel i wsp.,
2014, Shorter, 2016, Tariq i wsp., 2018). Zwigkszona aktywnos$¢ dezagregazy moze by¢
niezwykle korzystna dla neuronow, w ktérych akumulujg si¢ nieprawidiowo fatdowane
bialka. Jednak trzeba pamigta¢ o tym, Ze nadaktywne warianty moga rozpoznawac
I dezagregowac takze biatka natywne, co moze powodowaé zachwianie proteostazy
komorek. Zatem wazne jest zaprojektowanie takich dezagregaz, ktére beda wysoce
specyficzne dla odpowiednich substratéw lub modyfikacje biatek partnerskich, ktore

kierowatyby dezagregaze na wybrane struktury.
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Rycina 15 | Wptyw biatek a-synukleiny, TDP-43 i FUS na wzrost komoérek S. cerevisiae. A | Wptyw biatek a-
synukleiny, TDP-43 i FUS na wzrost komoérek S. cerevisiae zawierajacych dziki wariant biatka Hsp104. Synteza
biatek a-synukleiny, TDP-43 i FUS w komdrkach drozdzy zawierajgcych Hsp104, hamuje wzrost komoérek. B | Wptyw
biatek a-synukleiny, TDP-43 i FUS na wzrost komdrek S. cerevisiae zawierajagcych nadaktywne warianty biatka
Hsp104. Synteza biatek a-synukleiny, TDP-43 i FUS w komdrkach drozdzy zawierajgcych nadaktywne warianty biatka

Hsp104 T499D i S535D, nie powoduje zahamowania wzrostu komoérek. Zmodyfikowano na podstawie Tariq i wsp.,
2018

Potencjalnie zastosowanie Hspl04 w terapii chordb neurodegeneracyjnych
takich jak choroba Parkinsona i ALS, moze da¢ nowe mozliwos$ci leczenia, jednak aby
do tego doszlo potrzebne jest dokladnie zbadanie mechanizmu dezagregacji
a W szczeg6lnosci roli oddziatywania pomiedzy dezagregaza a Hsp70, przy dokowaniu
I aktywacji Hsp104. Biorac to pod uwage podjatem probg majaca na celu identyfikacje
miejsca oddziatywania pomiedzy Hspl04 i Hsp70, ktore do tej pory nie zostato
zidentyfikowane u drozdzy S. cerevisiae oraz wplywu zerwania tego oddziatywania

na efektywnos¢ dezagregacji.
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4. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto poznanie znaczenia oddzialywania pomigdzy Hsp70
i Hsp104 dla efektywnego i wydajnego funkcjonowania dezagregazy, w szczegolnosci

okreslenie roli Hsp70 w selekcji substratow dezagregazy.
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5.1. Materiaty

5.1.1. Szczepy bakteryjne

E. coli DH5a supE44 lacU169 (¢80 lacZ_M15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl

E. coli BL21(DE3) ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl lacUVS5-T7 gene 1
ind1 sam7 nin5])

E. coli BL21(DE3) Rosetta B F— ompT gal dcm lon? hsdSB(rB-mB—) A(DE3 [lacl
lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(1S) pLysSRARE [T7p20 ileX argU thru
tyrU glyT thrT argW metT leuW proL oripl5A](CmR)

E. coli BL21(DE3)4CLPB Rosetta B F— ompT gal dcm lon? hsdSB(rB-mB—) A(DE3
[lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(AS) pLysSRARE [T7p20 ileX argU
thru tyrU glyT thrT argW metT leuW proL oripl 5A](CmR) Aclpb. :kan

E. coli BL21(DE3) codon+ F—ompT hsdS(rB — mB —) dcm+ Tetr gal endA Hte [argU
ileY leuw] (CmR)

E.coli BL21(DE3) A4DnaK,DnaJ ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) Adnak::, Adnaj::

5.1.2. Szczepy drozdzowe

S. cerevisiae W303-1B MATa {leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15}
S. cerevisiae W3034hsp104 MATa {leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-
11,15} hsp104::LEU2

5.1.3. Plazmidy bakteryjne

PET5a-HSP104 — uzyto do nadprodukcji Hsp104 i jego wariantéw, AmpR, promotor
T7, indukcja - IPTG

PET?24a-HAP — uzyto do nadprodukcji HAP i jego wariantéw, KanR, promotor T7,
indukcja - IPTG (od B. Bukau, Uniwersytet w Heidelbergu)

pCA533-SSAL — uzyto do nadprodukcji Ssal, KanR, promotor lac, indukcja - IPTG
pPET2la-Ydj — uzyto do nadprodukcji Ydj1, AmpR, promotor T7, indukcja - IPTG
pPGFPuv —uzyto do nadprodukcji GFP, AmpR, promotor lac, indukcja - IPTG
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PET28-CLPP —uzyto do nadprodukcji ClpP, KanR, promotor T7, indukcja - IPTG
PET15b-CLPB —_uzyto do nadprodukcji ClpB i jego wariantow, AmpR, promotor T7,
indukcja - IPTG

5.1.4. Plazmidy drozdzowe

pFA6a-GFP (S65T)-His3MX6

pFAG6a-link-mCherry-SpHis5

pRS306-luc-mCitrine (od B. Bukau, Uniwersytet w Heidelbergu)
pRS313-HSP104

5.1.5. Startery do reakcji PCR

Startery do reakcji PCR zostaly zaprojektowane przy uzyciu programéw:
Snapgene i Generunner, i zostaly zsyntezowane przez Pracownie Sekwencjonowania
DNA i Syntezy Oligonukleotydow IBB PAN (oligo.pl).

Startery do wprowadzenia mutacji miejscowo specyficznej w genie HSP104:

YS507A
FWD 5’-CTACCGCCGCTGATTTAAGGGCCTTCGCCATCCCAGATATC -3’
REV 5’-GATATCTGGGATGGCGAAGGCCCTTAAATCAGCGGCGGTAG -3’

A507Y/A508F
FWD 5’-GATATCTGGGATGGCCGCCGCCCTTAAATCAGC-3’
REV 5’-CGCTGATTTAAGGGCGGCGGCCATCCCAGATATC -3°

F508A
FWD 5’-GCTGATTTAAGGTACGCGGCCATCCCAGATATC-3’
REV 5’-GATATCTGGGATGGCCGCGTACCTTAAATCAGC -3’

D484K
FWD 5’-GGGCCTTGTTTTCCAGTTCCTTCAATTTCTTTTTAGCTTG -3’
REV 5’-CAAGCTAAAAAGAAATTGAAGGAACTGGAAAACAAGGCCC -3°

F508G/A509K
FWD 5’-ATTTAAGGTACGGCAAAATCCCAGATATCAA-3’
REV 5’-TTGATATCTGGGATTTTGCCGTACCTTAAAT-3’

Startery do wprowadzenia mutacji miejscowo specyficznej w genie clpb:

G504F/K505A
FWD 5’-TGTCTGAACTGCAATATTCGCCATCCCGGAACTG-3’
REV 5’-CAGTTCCGGGATGGCGAATATTGCAGTTCAGACA-3’
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Startery wykorzystane do wprowadzenia genu HSP104 do wektoréw: pFA6a-GFP
(565T)-His3M X6 i pFA6a-link-mCherry-SpHisb5

Startery do amplifikacji genu HSP104 z fragmentami komplementarnymi do plazmidu
pFA6a-GFP(S65T)-His3MX6:

FWD 5°-CGCCAGGCTGAAGCTTATGAACGACCAAACGCAATTTAC-3’
REV 5’-TACTGTTAATTAACCCGGGGATCCGATCTAGGTCATCATCAATTTCCATAC-3’

Startery do amplifikacji plazmidu pFA6a-GFP(S65T)-His3MX6 z sekwencjami
komplementarnymi do genu HSP104:

FWD 5’-GATGACCTAGATCGGATCCCCGGGTTAATTAACAG-3’
REV 5’-GGTCGTTCATAAGCTTCAGCTGGCGG -3°

Startery do amplifikacji genu HSP104 z fragmentami komplementarnymi do plazmidu
pFAG6a-link-mCherry-SpHis5:

FWD 5’-GGGGCAGCAGCTGTAATGAACGACCAAACGCAATTTACAGAAAGG-3’
REV 5’-ATGTCGACGACGGGGATCTAGGTCATCATCAATTTCCATACTGTCCTCATTATCGT-3’

Startery do amplifikacji plazmidu pFAG6a-link-mCherry-SpHis5 z sekwencjami

komplementarnymi do genu HSP104:

FWD 5°-CCCCGTCGTCGACATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAA-3’
REV 5’-TACAGCTGCTGCCCCGTCGACCTGCAGCGTACGAAGCTTCA-3’

Startery do amplifikacji odcinka HSP104 — GFP(S65T)-His3MX6 z fragmentami do

rekombinacji homologicznej

FWD 5’-GCTGATTTAAGGTACTTCGCCATCCCAGATATCAAAAAGCAAATCG-3
REV 5 -CTGATTCTTGTTCGAAAGTTTTTAAAAATCACACTATATTAAATCACATCAAAACAC-
3 b

Startery do amplifikacji odcinka HSP104 — link-mCherry-SpHis5 z fragmentami do

rekombinacji homologicznej

FWD 5°- GCTGATTTAAGGTACTTCGCCATCCCAGATATCAAAAAGCAAATCG-3’

REV 5°-
CTGATTCTTGTTCGAAAGTTTTTAAAAATCACACTATATTAAACAGTATAGCGACCAGCATTC
ACATACG-3’

Startery uzyte do sekwencjonowania genu HSP104

104 nr 1 5>-AACATTTTCGGTTTGTATTACTTC-3’

104 nr 2 5>-CCGTGAAGAAGAAATAAGAAGC-3’

104 nr 3 5>-CCACCACCAATAACGAATATAGATC -3’
104 nr 4 5>-CTTCCAATCTAGGTGCTGAATTTATC-3
104 nr 5 5>-CCAATCTAGGTGCTGAATTTATCAATTC-3’
104 nr 6 5>-CTTCCAATCTAGGTGCTGAATTTATC-3
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5.1.6. Antybiotyki

Ampicylina (100 pg/ml)
Chloramfenikol (35 pug/ml)
Kanamycyna (25 pg/ml)

5.1.7. Bialka

5.1.7.1.  Biatka opiekuricze z E.coli

DnaJ, GrpE, DnaK, ClpB WT (kolekcja KBMIK)
ClpB G504F/K505A (oczyszczony w ramach tej pracy)

5.1.7.2.  Biatka opiekuricze z S. cerevisiae

Hsp104 WT, Hsp104 Y507A, Hsp104 Y507A/F508A, Hsp104 F508A, Hspl104
D484K/F508A, Hsp104 F508G/A509K (oczyszczone w ramach tej pracy) (Hsp104
WT, Hsp104 F508A oczyszczone przez dr Anng¢ Janta)

Hspl104 D484K (kolekcja KBMIK, oczyszczone przez dr Agnieszke Ktosowska)
Hsp104 HAP D484K/F508A, Hsp104 HAP D484K (oczyszczone w ramach tej pracy)
Ssal, Ydj1 (oczyszczone w ramach tej pracy)

5.1.7.3. Biatka uzyte jako substraty reakcyjne

Lucyferaza (ze $wietlika Photinus pyralis) (Promega)

Lucyferaza-HisTag (kolekcja KBMIiK, oczyszczone przez Igora Obuchowskiego)
GFP (oczyszczone w ramach tej pracy)

a-kazeina (Sigma-Aldrich)

FITC-a-kazeina (Sigma-Aldrich)

RCMLa (kolekcja KBMiK, przygotowane przez dr Agnieszke Ktosowska)

5.1.7.4.  Biatka enzymatyczne

LDH, PK, CK (Sigma-Aldrich)

Pfu Turbo, Pfu ULTRA, Dpnl (Stratagene)

Ulpl (kolekcja KBMiK)

ClpP (kolekcja KBMIK, oczyszczone przez dr Agnieszke Ktosowska)
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5.1.8. Przeciwciala

a-Hsp104 (krolicze przeciwciata poliklonalne, Abcam nr kat. ab69549)
a-GFP (mysie przeciwciata monoklonalne, Roche nr kat. 11814460001)
a-p-aktyna (mysie przeciwciata monoklonalne, Abcam nr kat. ab184220)
a-mCherry (mysie przeciwciala monoklonalne, Abcam nr kat. ab125096)
a-lucyferaza (krolicze przeciwciala poliklonalne, Abcam nr kat. ab99944)

a-krolicze IgG skoniugowane z peroksydaza chrzanowa (kozie przeciwciata
poliklonalne, BIO-RAD, nr kat. 1721019)

a-mysie 1gG skoniugowane z peroksydaza chrzanowa (kozie przeciwciata poliklonalne,
BIO-RAD, nr kat. 1721011)

5.1.9. Pozywki do hodowli bakterii

LB: 0.5% ekstrakt drozdzowy, 1% trypton, 1% NaCl

LA: LB + 2% agar

SOB: 0.5% ekstrakt drozdzowy, 2% trypton, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI; 10 mM
MgCI2x6H20, 10_mM MgSO4x7H20; pH 6.7-7.0

Pozywka bogata: 2% ekstrakt drozdzowy, 1.8% pepton, 16 mM KH2PO4, 54 mM
K2HPO4, po autoklawowaniu: 0.5% glicerol, 0.1% glukoza

5.1.10. Pozywki do hodowli drozdzy

YPD (ang. Yeast extract — Pepeton + Dextrose): 1% ekstrakt drozdzowy, 2% pepton; po
autoklawowaniu: 2% glukoza

YPD — podloze stale: YPD + 2% agar

Podloze syntetyczne, selekcyjne S.C. (ang. Synthetic Complete): 0.17% YNB (ang.
Yeast Nitrogen Base), 0,5% siarczan amonu, po autoklawowaniu: 2% glukoza oraz 2%
50-krotnie stezony roztwor aminokwasdéw i zasad azotowych z pominigciem zwigzku
ktory stanowit czynnik selekcyjny

Podloze syntetyczne, selekcyjne S.C. — podloze stale: S.C. + 2% agar

50-krotnie stezony roztwor aminokwaséw i zasad azotowych
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Adenina 0,1%, arginina 0,1%, fenyloalanina 0,25%, inozytol 0,1%, izoleucyna 0,4%,
leucyna 0,4%, kwas asparaginowy 0,5%, kwas glutaminowy 0,5%, lizyna 0,3%,
metionina 0,1%, seryna 1,9%, treonina 1%, walina 0,75%

50-krotnie stezony roztwoér tyrozyny (0,15%)

50-krotnie stezony roztwor uracylu (0,29%)

50-krotnie stezony roztwoér tryptofanu (0,4%)

50-krotnie stezony roztwor histydyny (0,1%)

5.1.11. Zloza chromatograficzne

Sephadex G25 (GE Healthcare, USA),
Phenyl-Sepharose HR5/5, (Sigma, Germany),
Superdex TM200 (GE Healthcare, USA),
Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, USA),
SP-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, USA),
5'ATP-Agarose (Sigma-Aldrich),
Heparin-Sepharose HiTrap (GE Healthcare; USA),
DAEA-Sepharose (Pharmacia; USA),
Ni-NTA-Agarose (Novagen),

Hydroxyapatite Bio-Gel HTP (Bio-Rad, USA)

5.1.12. Zestawy komercyjne

Plasmid Mini Kit for isolation of plasmid DNA (A&A Biotechnology)

Genomic Mini AX Yeast Spin (A&A Biotechnology)

QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

WESTAR ETA C 2.0, WESTAR ETA C ULTRA 2.0 — Chemiluminescent Substrate for
Western Blotting (Cyanagen)

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

5.1.13. Bufory

5.1.13.1. Bufory do oczyszczania biatek

Bufor lizujacy do Hsp104: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
Hsp104 QA: 20 mM Tris-HCI pH 7.8, 150 mM NacCl, 5 mM 2-mercaptoethanol, 0.5
mM EDTA, 10% glycerol
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Hsp104 QB: 20 mM Tris-HCI pH 7.8, 600 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanol, 10%
glicerol

Hsp104 HA: 100 mM imidazole-HCI pH 7.0, 5 mM 2-merkaptoetanol, 50 mM NacCl,
10% glicerol

Hsp104 HB: 100 mM imidazole-HCI pH 7.0, 5 mM 2-merkaptoetanol, 350 mM NacCl,
10% glicerol

Hsp104 GF: 40 mM Tris-HCI pH 7.8, 150 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanol 10%

glicerol

Bufor lizujacy do Ssal: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM KCI, 5 mM imidazol, 5 mM
2-merkaptoetanol, 10% glicerol

Ssal NA: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM KCI, 5 mM imidazol, 10% glicerol

Ssal NB: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM KCI, 50 mM imidazol, 10% glicerol
Ssal NC: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM KCIl, 500 mM imidazol, 10% glicerol
Bufor do trawienia Ulpl dla Ssal: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM KCI, 5 mM 2-
merkaptoetanol

Ssal AA: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM KCI, 10 mM MgAc2, 5 mM 2-
merkaptoetanol, 10% glicerol

Ssal AB: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM KCI, 10 mM MgAc2, 5 mM 2-
merkaptoetanol, 10% glicerol, 10 mM ATP

Ssal K: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgAc2, 10% glicerol

Bufor lizujacy do Ydj1: 20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 5 mM 2-merkaptoetanol, 0.5
mM EDTA, 1 mM PMSF, 5 mM MgCI2 10% glicerol

Ydjl DEAE A: 20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 5 mM 2-merkaptoetanol, 0.5 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 5 mM MgCI2 10% glicerol

Ydjl DEAE B: 20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 5 mM 2-merkaptoetanol, 0.5 mM EDTA,
1 mM PMSF, 5 mM MgClI2, 300 mM NacCl, 10% glicerol

Ydjl HydroA: 5 mM KPi pH 7.0

Ydj1l HydroB: 300 mM KPi pH 7.0

Ydjl QA: 40 mM HEPES-KOH pH 7.5, 80 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanol, 10%
glicerol

Ydjl QB: 40 mM HEPES-KOH pH 7.5, 300 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanol, 10%

glicerol
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Ydjl K: 25 mM HEPES-KOH pH 7.5, 50 mM KCI, 5 mM 2-merkaptoetanol, 10%
glicerol

Bufor lizujacy do GFP: 40 mM Tris-HCI pH 7.8-8,0, 50 mM NaCl, 5 mM 2-
merkaptoetanol, 10% glicerol

GFP QA: 40 mM Tris-HCI pH 7.8, 50 mM NacCl, 10% glicerol,

GFP QB: 40 mM Tris-HCI pH 7.8, 300 mM NaCl, 10% glicerol,

GFP HydroA: 5 mM KPi pH 7.5, 50 mM NaCl, 10% glicerol

GFP HydroB: 150 mM KPi pH 7.5, 50 mM NacCl, 10% glicerol

GFP PheA: 150 mM KPi pH 7.5, 50 mM NaCl, 20%(NH4)3S04

GFP PheB: 150 mM KPi pH 7.5, 50 mM NaCl, 10% glicerol

GFP GF: 40 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 10% glicerol

5.1.13.2. Bufory reakcyjne

Bufor HKM: 50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCI, 30 mM MgCI2, 10 mM ATP
Bufor renaturacyjny GFP (4x stezony): 60 mM MgAc, 240 mM glutaminian potasu,
112 mM Tris-HCI pH 7.8, 28% glicerol, 28 mM DTT, 40 mM ATP

Bufor renaturacyjny LUC: 40 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM KCI, 1 mM DTT, 15
mM MgOAc

Bufor reakcyjnyAS: 50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCI, 20 mM MgOAc, 10
mM DTT

Bufor ATPazowy: 20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 25 mM NaCl, 100 mM KCI, 15 mM
MgOAc, 1 mM DTT, 10% glicerol

Bufor enzymatyczny EZ: 0,265 mM NADH, 100 U/ml dehydrogenaza mleczanowa,
70 U/ml kinazy pirogronianowej (LDH/PK) i 2,8 mM PEP, w buforze reakcyjnym AS

5.1.13.3. Inne

Akrylamid/Bis-akrylamid (Sigma-Aldrich): 30% akrylamid/bisakrylamid 29:1,
Coomassie Brillant Blue: 0,14% Coomassie Brillant Blue G-250, 25% metanol, 30%
kwas octowy,

Odbarwiacz do zeli: 18.2% metanol, 9.1% kwas octowy,

Bufor elektrodowy: 25 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM glicyny, 0.1% SDS
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Bufor Laemmli (4x): 300 mM Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS, 50% glicerol, 0.05% bfgkit
bromofenolowy, 25% 2-merkaptoetanol

Bufor do zelu rozdzielajacego: 1.5 M Tris-HCI pH 8.8; 0.4% SDS

Bufor do zelu zageszczajacego: 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 0.4% SDS

Bufor TB 10 mM PIPES, 55 mM MnCI2x4H20, 15 mM CaCl2, 250 mM KCI; pH 6.7
Bufor TEL 10 mM Tris-HCI pH 7.5; 1mM EDTA, 0,1 M LiAc

Bufor PLATE 40% PEG 4000, 10 mM Tris-HCI pH 7.5; 1mM EDTA, 0,1 M LiAc
Bufor TE 10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1ImM EDTA

Bufor lizujacy L 5,4 N NaOH, 1,05mM 2-merkaptoetanol, 10 mM PMSF

Bufor TBE (10x stgzony): 108g Trizma base; 55g kwas borowy; 9,3g EDTA

Bufor TBST 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0.1% (v/v) Tween 20
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5.2. Metody

5.2.1. Izolacja plazmidowego DNA

Plazmidowe DNA wyizolowano z nocnej hodowli E. coli przy uzyciu zestawu
komercyjnego: Plasmid Mini Kit (A&A Biotechnology), zgodnie z zalgczonym przez

producenta protokotem.

5.2.2. Izolacja genomowego DNA

Genomowe DNA wyizolowano z nocnej hodowli S. cerevisiae przy uzyciu
zestawu komercyjnego: Genomic Mini AX Yeast Spin (A&A Biotechnology) zgodnie

Z zalaczonym przez producenta protokotem.

5.2.3. Wprowadzenie genu HSP104 do wektora pFA6a-GFP (S65T)-His3MX6
oraz pFA6a-link-mCherry-SpHis5 - FastCloning

Do wprowadzenia genu HSP104 wykorzystano metode zawarta w publikacji
Chaokun i wsp., 2011. Metoda polega na amplifikacji insertu i wektora
z homologicznymi odcinkami. Startery do reakcji PCR opisano w rozdziale 5.1.5.
Mieszanina reakcyjna na 50 ul zawierata: 2,5 U polimerazy PfuUltra HF DNA,
5 ul buforu reakcyjnego PfuUltra (10x), 100 ng matrycowego DNA, po 125 ng kazdego
ze starterow oraz 1 mM mieszaniny dNTP (po 250 uM kazdego). Reakcje prowadzono
w urzadzeniu Mastercycler Gradient Thermal Cycler 950000015 (Eppendorf)
w nastepujacych warunkach: denaturacja poczatkowa (95°C, 2 min), 18 cykli:
denaturacja (95°C, 15 s), przylgczanie starterow (51-65°C, 30 s), elongacja (72°C,
1 min/kpz) i1 elongacja konczaca reakcje (72°C, 10 min). Produkty reakcji PCR
analizowano przy wykorzystaniu elektroforezy agarozowej (Rozdziat 5.2.9.). Nastepnie
do otrzymanych produktéw dodano enzymu Dpn | (10 U na 45 ul produktu) i mieszano
w stosunku 1 : 2 (wektor : insert) oraz inkubowano przez 1 h w 37°C. Taka
przygotowang mieszaning (4 - 8 pl) transformowano komorki E.coli (Rozdziat 5.2.13.)
I wysiano na plytki LA z odpowiednim antybiotykiem a nastgpnie inkubowano przez
noc w 37°C. W celu weryfikacji sekwencji otrzymanych plazmidow, zaszczepiono
po 5 - 8 kolonii w pozywce LB z antybiotykiem i hodowano przez noc w 3°C, nastepnie

izolowano plazmidy zgodnie z procedurg zawartg w rozdziale 5.2.1., po czym wystano
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do sekwencjonowania. Sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone przez firme
Genomed. Analiza otrzymanych sekwencji zostata przeprowadzona przy uzyciu

programu SnapGene.

5.2.4. Wprowadzenie sekwencji: HSP104- GFP (S65T)-His3MX6 i HSP104-
link-mCherry-SpHis5 do komoérek S. cerevisiae - rekombinacja
homologiczna

Plazmidy pFA6a-HSP104-GFP(S65T)-His3MX6 oraz pFA6a-HSP104-link-
mCherry-SpHis5 (Rozdziat 5.2.3.) postuzyty jako matryce do amplifikacji sekwencji
genow w celu wprowadzenia ich do komodrek S. cerevisiae. Metoda polega
na amplifikacji odpowiedniej sekwencji genow z odcinkami homologicznymi
do sekwencji genomowej, gdzie ma nastgpi¢ rekombinacja homologiczna. Startery
do reakcji PCR opisano w rozdziale 5.1.5. Mieszanina reakcyjna na 50 pl zawierata: 2,5
U polimerazy PfuUltra HF DNA, 5 pl buforu reakcyjnego PfuUltra (10x), 100 ng
matrycowego DNA, po 125 ng kazdego ze starteréw i 1 mM mieszaniny dNTP (po 250
uM kazdego). Reakcje prowadzono w urzadzeniu Mastercycler Gradient Thermal
Cycler 950000015 (Eppendorf), w nastepujacych warunkach: denaturacja poczatkowa
(95°C, 2 min), 22 cykle: denaturacja (95°C, 15 s), przylaczanie starterow (57-64°C,
305s), elongacja (72°C, 1 min/kpz) i elongacja konczaca reakcje (72°C, 10 min).
Produkty reakcji PCR analizowano przy wykorzystaniu elektroforezy agarozowej
(Rozdziat 5.2.9.). Po rozdziale otrzymane produkty reakcji PCR zostaly wyciete z zelu
a nastepnie oczyszczone przy uzyciu zestawu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel). Tak przygotowanymi fragmentami transformowano komorki
S. cerevisiae (szczep W303-1B) (Rozdziat 5.2.14.) i wysiano na ptytki SC nie
zawierajgce histydyny jako markera selekcyjnego, a nastgpnie inkubowano 3-4 dni
w 30°C. W celu weryfikacji sekwencji genomowych w otrzymanych transformantach,
8 kolonii przeniesiono do ptynnej pozywki SC i hodowano przez noc w 30°C, nastgpnie
izolowano genomowe DNA zgodnie z procedura zawartg w rozdziale 5.2.2., po czym
wystano do sekwencjonowania. Sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone przez
firm¢ Genomed. Analiza otrzymanych sekwencji zostata przeprowadzona przy uzyciu

programu SnapGene.
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5.2.5. Analiza Western Blot poziomu biatek w komdrkach S. cerevisiae

Zel poliakrylamidowy (Rozdziat 5.2.10) na ktorym zostato rozdzielone po 20 ul
lizatow komorek drozdzy, uzyskanych wedlug metody opisanej w rozdziale 5.2.23.,
nastepnie inkubowano przez 30 minut w buforze CAPS. Osobno takze w buforze CAPS
inkubowano btong nitrocelulozowa (0,2 pum) oraz bibulg. Po uplywie tego czasu
przygotowano ,kanapke” ukladajac dwa kawatki bibuly, blon¢ nitrocelulozowa, zel
i kolejne dwa kawalki bibuty. Cato$¢ umieszczono w aparacie do transferu mokrego
Mini- Trans- Blot Cell, wypelionego zimnym i odgazowanym buforem CAPS
| prowadzono transfer biatek z zelu na membrane nitrocelulozowa przy statym napigciu
100V przez 1 h, przy zastosowaniu systemu chlodzgcego. Po transferze membrang
barwiono 0,2 % Ponceau S w 1% kwasie octowym, w celu sprawdzenia jakoSci
transferu, a nastgpnie odptukiwano barwnik przemywajac najpierw w wodzie
anastepnie w buforze TBST. Po odptukaniu barwnika membran¢ blokowano przy
uzyciu 5% roztworu odttuszczonego mleka w TBST. Po tym etapie membrang plukano
3-krotkie po 10 minut w buforze TBST i inkubowano przez noc z przeciwciatami
I-rzedowymi. Po inkubacji membrane ptukano 3-krotnie po 10 minut w buforze TBST
I inkubowano przez 1,5 h z przeciwciatami IlI-rzedowymi skierowanymi przeciwko
przeciwciatom I-rzedowych. Po tym czasie membrang ptukano 3-krotnie przez 10 minut
w buforze TBST. Nastgpnie do Wywotania membrany uzyto zestawu komercyjnego
WESTAR ETA C 2.0 lub WESTAR ETA C ULTRA 2.0 — Chemiluminescent Substrate
for Western Blotting (Cyanagen), do odczytania sygnatu uzyto urzadzenia ChemiDoc
MP system. Analize otrzymanych sygnatow przeprowadzono za pomocg

oprogramowania Image Lab.

5.2.6. Mikroskopia fluorescencyjna

Komorki drozdzy po nocnej hodowli w 30°C odmtodzono do ODegpo=0,2-0,25
i inkubowano w 30°C przez 4 h, nastepnie przeniesiono po 1 ml do probowek typu
,Eppendorf” i inkubowano w termomikserze w temperaturach: 30°C i 42°C, po czym
wykonano preparaty mikroskopowe. Szczep drozdzy z fuzja HSP104-GFP
obserwowano pod fluorescencyjnym mikroskopem konfokalnym Nikon System PCM
2000 (laser o diugosci fali 488nm), natomiast komorki drozdzy z wprowadzonymi

fuzjami genow HSP104-mCherry oraz lucyferaza-mCitrine obserwowano przy uzyciu
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fluorescencyjnego, laserowego mikroskopu konfokalnego Leica SP8X. W celu
zminimalizowania przestuchu fluorescencyjnego zastosowano skanowanie sekwencyjne
pomiedzy kanatami (wzbudzenie mCherry 587 nm, detekcja 610 nm - 779 nm i dla

znacznika mCitrine: wzbudzenie 515 nm, z detekcjg 529 nm - 587 nm).

5.2.7. Ocena kolokalizacji biatek fuzyjnych

Ocen¢  kolokalizacji  biatek  fuzyjnych podczas szoku termicznego
przeprowadzono zgodnie z opisem przedstawionym w pracy Winkler J. i wsp., (2012b)
przy uzyciu oprogramowania Image]. Analize przeprowadzono dla minimum

100 komorek z kazdego szczepu.

5.2.8. Mutageneza miejscowo specyficzna

Mutageneza miejscowo specyficzna przeprowadzona zostata zgodnie z
protokotem dotaczonym do QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene).
Jako matryce do reakcji PCR postuzyto plazmidowe DNA zawierajace gen, do ktdrego
za pomocg odpowiednio zaprojektowanych starterow (Rozdziat 5.1.5.), wprowadzono
mutacj¢. Mieszanina reakcyjna na 50 ul zawierata: 2,5 U polimerazy PfuUltra HF DNA,
5 ul buforu reakcyjnego PfuUltra (10x), 25 ng matrycowego DNA, po 125 ng kazdego
ze starterow 1 1 mM mieszaniny dNTP (po 250 uM kazdego). Reakcje prowadzono
w urzadzeniu Mastercycler Gradient Thermal Cycler 950000015 (Eppendorf),
W nastepujacych warunkach: denaturacja poczatkowa (95°C, 2 min), reakcja wlasciwa —
18-25 cykli: denaturacja (95°C, 15 s), hybrydyzacja starterow (52-58°C, 30 s),
elongacja nici DNA (72°C, 1 min/kpz) i elongacja konczaca reakcje (72°C, 10 min).
Produkty reakcji PCR analizowano przy wykorzystaniu elektroforezy agarozowej
(Rozdziat 5.2.9.). Otrzymany produkt PCR trawiono enzymem Dpnl w celu strawienia
metylowanego DNA - matrycy (10U, 37°C, 1 h). Tak przygotowane DNA
transformowano do bakterii metoda szoku termicznego (Rozdziat 5.2.13.) i wysiewano
na plytki z pozywka LA zawierajaca odpowiedni antybiotyk. Tak przygotowane plytki
inkubowano przez noc w 37°C. Z otrzymanych transformantow pobrano po 3-5 kolonii
| przeniesiono do pozywki ptynnej LB z antybiotykiem i hodowano przez noc w 37°C, a

nastepnie wyizolowano plazmidowe DNA (Rozdziat 5.1.1.) i w celu sprawdzenia
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poprawnosci wprowadzenia mutacji poddano je reakcji sekwencjonowania z uzyciem
starterow (Rozdziat 5.1.5.) Sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone przez firme
Genomed. Wyniki sekwencjonowania porownano z sekwencjg genu dzikiego przy

uzyciu oprogramowania SnapGene.

5.2.9. Przygotowanie komoérek kompetentnych

5.2.9.1. Komorki kompetentne E. coli BL21 (DE3)

Komérki E. coli BL21 (DE3) hodowano w pozywce LB w 37°C do ODeno=0,6.
Nastepnie przeniesiono do lodu, inkubowano 30 minut i wirowano (3000 obr/min,
5min, 4°C). Osadzony osad zawieszono w 100 mM CaCl> w polowie objetosci
poczatkowej i inkubowano na lodzie przez kolejne 30 minut. Po tym czasie komorki
wirowano (3000 obr/min, 5 min, 4°C), zawieszono w 100 mM CaClz> w 1/15 objetosci
poczatkowej i inkubowano 1-24 h na lodzie. Do tak przygotowanych komoérek dodano
10% glicerolu (v/v), a nastgpnie komorki zamrozono w ciektym azocie

I przechowywano w -80°C.

5.2.9.2. Komorki super kompetentne E. coli DH5«

Komoérki E. coli BL21 DH50 hodowano w pozywce SOB w temperaturze 18°C
do osiggni¢gcia ODegoo=0,6; nastepnie inkubowano na lodzie przez 30 minut
i odwirowano (3000 obr/min, 5 min, 4°C). Osad zawieszono w lodowatym buforze TB
w 1/3 poczatkowej objetosci 1 ponownie inkubowano na lodzie przez 10 minut.
Komorki odwirowano (3000 obr/min, 5 min, 4°C) i zawieszono w buforze TB w 1/15
poczatkowe] objetosci oraz dodano lodowaty DMSO do koncowego stezenia 7%
i inkubowano na lodzie 10 minut. Nast¢gpnie zamrozono w cieklym azocie

I przechowywano w -80°C.

5.2.10. Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Probka DNA zostata wymieszana w stosunku 5:1 z Novel Juice (GeneDirex),
ktory stuzy jako bufor obcigzajacy oraz odczynnik do wizualizacji DNA. Zel
z probkami rozdzielano w 1% zelu agarozowym z uzyciem buforu TBE w aparacie
Mini-Sub Cell GT Cell (BIO-RAD) przy statym napieciu 90V przez 1 h. Zele

analizowano w $§wietle UV przy uzyciu systemu ChemiDoc MP system
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5.2.11. Elektroforeza bialek z zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

5.2.11.1. Przygotowanie Zeli

Do przygotowania zeli poliakrylamidowych zostat wykorzystany system mini-
Protean (BIO-RAD). Do przygotowania zelu rozdzielajacego (mieszanina na 4 zele)
wykorzystano: 6,2 ml buforu do Zelu rozdzielajacego, 10,2 ml wody, 8,2 ml roztworu
akrylamidu/bis-akrylamidu 30%. W celu polimeryzacji dodano 90 ul 10% roztworu
APS i 60 pul TEMEDu. Tak przygotowany roztwor wlano pomigdzy uprzednio
przygotowane szybki i zalano etanolem w celu odcigcia doptywu powietrza.
Po zestaleniu zZelu etanol usuni¢to i na wierzch zelu rozdzielajacego wlano mieszaning
zelu zageszczajacego: 2,5 ml buforu do zZelu zaggszczajacego, 6,2 ml H2O, 1,5 ml
roztworu akrylamid/bis-akrylamid 30% oraz 60 pl 10% roztworu APS i 40 ul TEMED.

Tak przygotowane zele pozostawiono do catkowitej polimeryzacji przez 1,5 h.

5.2.11.2. Elektroforeza i barwienie zeli

Probki biatka zmieszano z buforem Laemmli (4x stezonym) i inkubowano przez
10 minut w temperaturze 90°C. Po inkubacji probki wirowano i nanoszono na wczesniej
przygotowany zel poliakrylamidowy. Elektroforeze prowadzono w dwoch fazach:
15 minut przy 120 V i 45 minut przy 180 V, w buforze elektrodowym. Po elektroforezie
zel zaggszczajacy usunigto, a zel rozdzielajacy inkubowano w roztworze Coomassie
Brilliant Blue od 0,5-24 h, a nast¢pnie gotowano w wodzie lub inkubowano w buforze
odbarwiajagcym przez 1-24 h w celu usunigcia nadmiaru barwnika. Wizualizacje¢ zeli
przeprowadzono przy uzyciu ChemiDoc XRS + (Bio-Rad), a analiz¢ za pomoca
oprogramowania Image Lab.

5.2.12. Oznaczenie steZenia bialek i DNA

W celu oznaczenia stgzenia preparatu biatka, probki rozdzielono metoda SDS-
PAGE (Rozdziat 5.2.10.) razem ze wzorcem BSA standrad (0,2-2 mg/ml) (Sigma-
Aldrich), uzytym do wyznaczenia krzywej wzorcowej. Nastepnie Wybarwiono
roztworem Coomassie Brilliant Blue 1 wykonano analiz¢ densytometryczng, uzywajac

oprogramowania Image Lab.
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Do okres$lenia stgzenia DNA wykorzystano metode spektrofotometryczng przy

uzyciu urzadzenia NanoDrop.

5.2.13. Izolacja biatek:

5.2.13.1. Hsp104

Do nadprodukcji biatka Hsp104 i jego wariantow wykorzystano dwa plazmidy:
PET5a-HSP104 (niosacy dzika formg¢ genu), ktorym transformowane byly komorki
E. coli BL21(DE3)ACLPB Rosetta oraz pET24a-HAP (niosacy wariant genu z
wprowadzonym motywem HAP) w komorkach E. coli BL21(DE3) Codon+ (Rozdziat
5.2.13.). Izolacji biatka Hsp104 jest oparta o procedure zawartg w publikacji Lipinska
I wsp., 2013. Hodowane przez noc w 25°C bakterie odmtodzono (1:20) w 12 1 pozywki
bogatej z dodatkiem ampicyliny (plazmid pET5a) lub kanamycyny (pET24a)
i hodowano w 30°C w wytrzasarce powietrznej do osiagnigcia ODgoo=0,6.
Nadprodukcja biatka byta indukowana przez dodanie 1mM IPTG (do koncowego
stezenia), nastepnie hodowano komorki 3-4 h. Po tym czasie komoérki wirowano przy
uzyciu wirowki BeckmanCoulter Avanti J-301, rotor JLA 10.500 (4000 obr/min,
10 min, 4°C) i zawieszono w buforze do lizy. Komorki lizowano przy wykorzystaniu
prasy Frencha (Thermo Scientific, USA, 1000 psi). Otrzymany lizat wirowano
w wirowce BeckmanCoulter Avanti J-30I, rotor JA 30.50 (25000 obr/min, 30 minut,
4°C) i dodano siarczanu amonu (0,35 g/ml) w celu wysolenia biatka (1 h, 4°C).
Roztwor wirowano (25000 obr/min, 30 minut, 4°C), a otrzymany osad przedializowano
do buforu Hsp104 QA, i naniesiono na Q-Sepharose FF. Elucj¢ ze ztoza prowadzono
gradientem z buforu QA do buforu QB przy uzyciu systemu AKTA prime plus
(GE Healthcare). Wybrane frakcje przedializowano do buforu HA a nastepnie natozono
na ztoze Heparin-Sepharose. Elucje prowadzono gradientem z buforu HA do buforu HB
przy uzyciu systemu AKTA prime plus. Frakcje zawierajace biatko Hspl104
zageszczono do objetosci okoto 5 ml przy wykorzystaniu Amicon Ultra-15 centrifuge
tubes (Merck Millipore) i natozono na kolumne do filtracji zelowej Superdex 200
zrownowazong buforem Hspl04 GF. Po elucji frakcje zawierajace oczyszczony
preparat zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C. Warianty biatka
Hspl04: WT oraz F508A zostaty wyizolowane przez: dr Anng Janta, natomiast wariant:
D484K przez dr Agnieszke Klosowska.
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5.2.13.2. Ssal

Izolacja biatka zostata oparta na metodzie zawartej w Andreasson i wsp., 2008.
Hodowane przez noc w 25°C bakterie E. coli BL21(DE3) Codon+ transformowane
plazmidem pCA533-SSAL (Rozdziat 5.2.13.) odmtodzono (1:20) w 12 1 pozywki LB
z kanamycyng i hodowano w 30°C w wytrzasarce powietrznej do osiggniecia
ODe00=0,6. Nadprodukcja biatka byla indukowana przez dodanic 1 mM IPTG
(do koncowego stezenia), nastepnic hodowano komorki 3 h. Komoérki osadzono przez
wirowanie w wirowce BeckmanCoulter Avanti J-30I, rotor JLA 10.500 (4000 obr/min,
10 min, 4°C). Osad zawieszono w buforze lizujacym (1 g bakterii — 3 ml buforu)
I lizowano przy wykorzystaniu Prasy Frencha (Thermo Scientific, USA, 1000 psi).
Lizat wirowano w wirOwce BeckmanCoulter Avanti J-301, rotor JA 30.50
(25000 obr/min, 30 min, 4°C), supernatant przeniesiono na wczesniej przygotowane
ztoze Ni-NTA (nanoszenie 2,5 h), nastepnie ptukano ztoze przy uzyciu buforu Ssa NA i
NB, elucje prowadzono buforem Ssa NC. Otrzymany supernatant dializowano do
buforu do trawienia Ulpl dla Ssal. Dodano proteazy Ulpl (1 uM proteazy Ulpl na 1
mg Ssal) i inkubowano 3 h w temp. 8°C. po inkubacji supernatant natozono na ztoze
Ni-NTA w celu pozbycia si¢ znacznika histydynowego z roztworu, po czym probke
wirowano w celu pozbycia si¢ ztoza Ni-NTA i dializowano do buforu AA. Tak
przygotowany roztwor naktadano na ztoze 5'ATP-agarose. Po przemyciu kolumny
buforem AA, elucje prowadzono uzywajac buforu AB. Tak otrzymany preparat
dializowano do buforu Ssa K. a nastgpnie zamrozono w cieklym azocie 1

przechowywano w -80°C.

5.2.13.3. Yvdj1

Izolacja biatka zostala oparta na metodzie zawartej w Lipinska i wsp. (2013).
Hodowane przez noc w 23°C bakterie E. coli ADnaK, ADnal transformowane
plazmidem pET2la-Ydjl(Rozdziat 5.2.13.) odmtodzono (1:20) w 8 1 pozywki LB
z ampicyling i hodowano w 23°C w wytrzasarce powietrznej do osiggniecia ODgpo=0,6.
Nadprodukcja biatka byta indukowana przez dodanie 1 mM IPTG (do koncowego
stezenia), nastepnie hodowano komorki catg noc. Komorki osadzono przez wirowanie
w wirowce BeckmanCoulter Avanti J-30I, rotor JLA 10.500 (4000 obr/min, 10 min,

4°C) zawieszono w buforze lizujagcym (1 g bakterii — 3 ml buforu) i lizowano przy
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wykorzystaniu Prasy Frencha (Thermo Scientific, USA, 1000 psi). Lizat odwirowano
w wiréwce BeckmanCoulter Avanti J-30I, rotor JA 30.50 (25000 obr/min, 30 min,
4°C), a supernatant przeniesiono na wczesniej przygotowane ztoze DEAE SE, nast¢pnie
ztoze ptukano przy uzyciu buforu Ydjl DEAE A, clucje prowadzono buforem Ydjl
DEAE B przy uzyciu systemu AKTA prime plus. Otrzymany supernatant dializowano
do buforu Ydj1 HydroA i naniesiono na wczesniej przygotowane ztoze Hydroxyapatyt.
Elucj¢ prowadzono przy wykorzystaniu buforu Ydjl HydroB. Otrzymane frakcje
dializowano do buforu Ydj1 QA i natozono na kolumn¢ zawierajgcg ztoze Q-Sepharose
FF. Elucj¢ prowadzono gradientem liniowym z buforu QA do buforu QB przy uzyciu
systemu AKTA prime plus. Tak otrzymany preparat dializowano do buforu Ydj K.

a nastepnie zamrozono w ciektym azocie 1 przechowywano w -80°C.

5.2.13.4. GFP

Izolacja biatka GFP zostata oparta na metodzie zawartej w Zigtkiewicz 1 wsp.
2004. Hodowane przez noc w 30°C bakterie E. coli BL21(DE3) transformowane
plazmidem pGFPuv (Rozdzial 5.2.13.) odmiodzono (1:20) w 12 | pozywki LB
z ampicyling i hodowano w 25°C w wytrzasarce powietrznej do osiggniecia ODgpo=0,6.
Nadprodukcja biatka byta indukowana przez dodanie IPTG (do koncowego stezenia
1mM), i dalej prowadzona przez noc w temperaturze 23°C. Komorki osadzono przez
wirowanie w wirowce BeckmanCoulter Avanti J-30I, rotor JLA 10.500 (4000 obr/min,
10 min, 4°C). Osad zawieszono w buforze lizujagcym (1 g bakterii — 3 ml buforu)
i lizowano przy wykorzystaniu Prasy Frencha (Thermo Scientific, USA, 1000 psi).
Lizat wirowano przy uzyciu wirowki BeckmanCoulter Avanti J-301, rotor JA 30.50
(25000 obr/min, 30 min, 4°C) i nastepnie zmieszano otrzymany supernatant w stosunku
1:1 z 96% etanolem, inkubujac na lodzie przez 10 minut. Otrzymany osad wirowano
(25 000 obr/min, 45 min, 4°C) i dializowano do buforu GFP QA. Po dializie preparat
zageszczono przy wykorzystaniu alkoholu poliwinylowego i naniesiono na kolumne ze
ztozem Q-Sepharose FF. Elucj¢ ze ztoza prowadzono gradientem liniowym z buforu
GFP QA do buforu GFP QB przy uzyciu systemu AKTA prime plus. Frakcje
zawierajgce GFP przedializowano do buforu GFP HydroA i naniesiono na kolumne ze
ztozem Hydroxyapatite w celu zaggszczenia preparatu. Elucje ze ztoza prowadzono
przy wykorzystaniu buforu GFP HydroB. Otrzymane frakcje zostaly potaczone
| preparat poddano wysalaniu siarczanem amonu do 20% nasycenia, a nastgpnie
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natozono na ztoze Phenyl-Sepharose HR5/5, zrownowazone buforem GFP PheA. Elucj¢
prowadzono z wykorzystaniem buforu GFP PheB przy uzyciu systemu AKTA prime
plus. Frakcje zawierajgce biatko GFP przedializowano do buforu GFP GF
I zageszczono do objetosci okoto 5 ml przy wykorzystaniu Amicon Ultra-15 centrifuge
tubes (Merck Millipore), natozono na kolumng¢ do filtracji zelowej Superdex 200
zréwnowazong buforem GFP GF. Po elucji frakcje zawierajace oczyszczony preparat

GFP zamrozono w cieklym azocie i przechowywano w -80°C.

5.2.13.5. CIpB

Do izolacji biatka CIpB z bakterii E. coli BL21(DE3)4CLPB Rosetta
transformowanych  plazmidem pET15b-CLPB  wykorzystano metod¢ opisang
W rozdziale 5.2.12.1..

5.2.14. Transformacja komoérek E.coli metoda szoku cieplnego

100 pl komorek kompetentnych E.coli (Rozdziat 5.2.8.) inkubowano na lodzie
do momentu ich calkowitego rozmrozenia, nastepnie dodano 30-500 ng oczyszczonego
plazmidowego DNA i pozostawiono 30 minut na lodzie. Po tym czasie probki
przeniesiono do 42°C i inkubowano 2 minuty. Po tym czasie przeniesiono do lodu na
2 minuty a nastgpnie dodano 900 pl pozywki LB i inkubowano w termomikserze (600
obr/min, 1 h, 37°C). Po inkubacji komoérki wirowano (4000 obr/min, 5 min, 4°C)
| wysiano na podtoze LA z odpowiednim antybiotykiem a nastgpnie inkubowano przez
noc w temperaturze 37°C. Kontrola negatywna byly nietransformowane komorki

wysiewane na to samo podioze.

5.2.15. Transformacja komoérek S. cerevisiae

Hodowane przez noc w pozywce YPD w 30°C komorki drozdzy S. cerevisiae
zostalty odmlodzone do ODeo=0,2-0,25 i inkubowano w 30°C do osiagnigcia
ODe00=0,68-1,0. Nastepnie komoérki wirowano (3500 obr/min, 3 min, 23°C) a osad
rozpuszczono w 10 ml jatlowej wody, po czym znowu wirowano i zawieszono w 3 ml
buforu TEL, wirowano i zawieszono w 1 ml buforu TEL. Do transformacji uzyto 100 pl
tak przygotowanej zawiesiny komorek, do ktorych dodano Sul sSDNA (10 mg/ml)

(inkubowanego przez 5 minut w 95°C, nastegpnie ochlodzonego na lodzie) oraz
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100-1000 ng plazmidowego DNA. Taka mieszaning inkubowano w 30°C przez 0,5 h.
Po tym czasie dodano 700 pl buforu PEG i inkubowano od 0,5-1 h w 42°C. Komorki
wirowano (3500 obr/min, 5 min, 23°C) dodano $wiezej pozywki YPD i inkubowano
z wytrzasaniem przez 1,5 h w 30°C. Wirowano (3500 obr/min, 3 min, 23°C)
I zwieszono w wodzie. Wysiano na odpowiednie podioze i inkubowano 3-4 dni

w temperaturze 30°C.

5.2.16. Ocena termotolerancji komoérek S. cerevisiae

Szczep drozdzy W3034hspl04 transformowany plazmidami pRS313-HSP104
(lub wariantami tego biatka) (Rozdziat 5.2.14.) lub szczepy z genomowymi fuzjami
z GFP (Rozdziat 5.2.4.), hodowano przez noc w pozywce SC — His, rozcienczono do
ODe600=0,2, a nastepnie hodowano przez 3 h w 30°C. Po inkubacji, pobrano 100 pl
I rozcienczono do 1 ml nastgpnie pobrano 10 pl i przeliczono ilosci komorek przy
uzyciu komory Neubauera. Odpowiednie objetosci hodowli (zawierajgce po 100 tys.
komorek) zostaty przeniesione do 37°C 1 inkubowane przez 30 minut a nast¢pnie
zostaly przeniesione do wytrzgsarki wodnej ustawionej na 50°C i poddane szokowi
cieplnemu przez 30 minut (180 obr./min). W trakcie szoku co 5 minut pobierano po 50
ul hodowli, wykonano seryjne rozcienczenia (5x) i nanoszono po 3 pl na wczesniej
przygotowane ptytki (SC-His) w taki sposob, ze wszystkie punkty czasowe znajdujg si¢
w pierwszej kolumnie a seryjne rozcienczenia z danego punktu czasowego znajduja si¢
W jednym rzg¢dzie. Kazdy z punktow z pierwszej kolumny odpowiadat liczbie 6000

komorek. Plytki inkubowano 3-4 dni w cieplarce ustawionej na 30°C.

5.2.17. Ocena toksycznosci wariantéw biatka Hsp104 w komdrkach S.
cerevisiae

W eksperymencie wykorzystano szczep drozdzy S. cerevisiae W3034hspl104
transformowany plazmidami pRS313-HSP104 (lub wariantami tego genu) (Rozdziat
5.2.14.), nastgpnie tak otrzymane transformanty hodowano przez noc w pozywce
ptynnej (SC-His) rozcienczono do ODe0o=0,2 a nastgpnie hodowano przez 3 h w 30°C.
Po inkubacji pobrano 100 upl i rozcienczono do 1 ml nastepnie pobrano 10 pl
I przeliczono ilosci komodrek przy uzyciu komory Neubauera. Pobrano odpowiednie
objetosci  hodowli (zawierajace po 100 tys. komorek), wykonywano seryjne

rozcienczenia (5x) 1 nanoszono po 3 ul (punkty z pierwszej kolumny odpowiadatly
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liczbie 6000 komorek) na wczesniej przygotowane ptytki (SC-His). Ptytki z drozdzami
inkubowano 3-4 dni w cieplarce ustawionej na 30°C.

5.2.18. Pomiar aktywnos$ci ATPazowej wariantow biatka Hsp104

Metoda pomiaru aktywnos$ci ATP-azowej bialek zostata oparta na systemie
enzymoOw sprzgzonych opisanych w Norby, 1988. Mieszanina reakcyjna na 0,5 ml
zawierata 0,5 pM badanego biatka Hspl04 w buforze reakcyjnym AS, bufor
enzymatyczny EZ oraz ATP w stezeniu koncowym 1 mM. Prébki inkubowano przez
5min w temperaturze 25°C, osobno biatko + bufor reakcyjny AS oraz bufor
enzymatyczny EZ. Nastepnie mieszano ze sobg obie zawarto$ci. Powstajacy w wyniku
hydrolizy ADP byl przeksztatcany ponownie do ATP przez kinazg pirogronianowa,
ktora dostarcza grupe fosforanowa z fosfoenolopirogronianu. Jednocze$nie dochodzito
do przeksztatcenia fosfoenolopirogronianu w pirogronian, ktoéry stanowi substrat dla
dehydrogenazy mleczanowej. Enzym ten przeprowadza reakcje¢ redukcji pirogronianu
W mleczan 1 podczas tego procesu nastepuje utlenienie NADH do NAD+. W analizie
mierzono spadek absorbancji NADH w czasie, przy dlugosci 340 nm przy
wykorzystaniu spektrofotometru JASCO V-750. Dodatkowo w celu sprawdzenia
wpltywu substratu na szybkos$¢ hydrolizy ATP uzyto roztworu kazeiny w koncowym
stezeniu 7,5 puM. Wykorzystujac prawo Lamberta- Beer’a 1 znajac wspotczynnik
absorbancji NADH &30 = 6200 M?* cm™ oraz dtugos¢ drogi optycznej | = 1 cm
obliczono spadek stezenia NADH w czasie (Ac/min). Uzyskane wartosci dzielono przez
stezenie uzytego do analizy biatka. Kazdy pomiar wykonano w co najmniej
3 powtdrzeniach, wykresy przedstawiajg srednig warto$¢ na podstawie powtorzen wraz

z odchyleniami standardowymi.

5.2.19. Pomiar zdolnosci tworzenia struktur oligomerycznych wariantéw
biatka Hsp104 (w obecnosci ATP) przy wyKkorzystaniu metody
dynamicznego rozpraszania $wiatta - DLS

Pomiar postuzyt do analizy tworzenia struktur oligomerycznych (heksamerow)
wariantow biatka Hsp104. Analize prowadzono w kuwecie kwarcowej ZEN 2112
0 dlugosci drogi optycznej 3 mm. Reakcje kontrolng prowadzono w buforze HKM,
natomiast reakcje wilasciwg w tym samym buforze, ale z dodatkiem 5 mM ATP.
Mieszanina reakcyjna (40 ul) zawierata: 1 pM badanego wariantu biatka Hsp104, 10 pl

Strona | 60



5. MATERIALY I METODY

buforu HKM (4x), +/- 5 mM ATP, i byla prowadzona w temp. 25°C, przy dtugosci fali
633 nm oraz kacie rozproszenia 173°. Dla kazdego pomiaru usredniono minimum pig¢
10-sekundowych przebiegow. Pomiar zostatl przeprowadzony przy uzyciu Malvern

Instruments ZetaSizer Nano S DLS.

5.2.20. Reaktywacja termicznie zagregowanego GFP

Reaktywacja termicznie zagregowanego GFP jest oparta na metodzie opisanej
przez Zietkiewicz i wsp., 2004. Eksperyment polega na pomiarze fluorescencji
zreaktywowanego przez biatka opiekuncze biatka GFP. Substratem reakcji jest biatko
GFP (4 mg/ml) zdenaturowane termicznie (15 min/85°C). Reakcja byta prowadzona
W objetosci 50 ul przy wykorzystaniu buforu denaturacyjnego GFP. Reakcje inicjowano
przez dodanie biatek opiekunczych: biatka Hsp104 lub jego wariantow (1 uM), biatka
Ssal (1 puM) i Ydjl (0,5 uM). Mieszaniny reakcyjne zostaly naniesione na ptytke
384-dotkowa, zablokowang wczesniej BSA (0,2 mg/ml). Wzrost fluorescencji a tym
samym denaturacj¢ GFP, analizowano przy uzyciu czytnika mikroptytek Beckman
Coulter DTX880. W eksperymentach kompetencyjnych (Rozdziat 6.8.) uzyto stezen
biatek: warianty Hsp104 (0,2 uM), Ssal (1 uM) i Ydjl (0,5 uM), oraz dodatkowo
z system regeneracji ATP (0,1 mg/ml CK i 20 mM CP).

5.2.21. Reaktywacja termicznie zagregowanej lucyferazy

Lucyferaze (1,7 mg/ml) denaturowano przez 15 minut w 48°C w buforze
renaturacyjnym LUC z dodatkiem 6 M mocznika, nast¢pnie rozcienczono 40-krotnie
w samym buforze renaturacyjnym bez mocznika. Wszystkie reakcje reaktywacji
lucyferazy prowadzono w 25°C w buforze renaturacyjnym LUC 2z dodatkiem
10 mM ATP. Dodatkowo w eksperymencie opisanym w rozdziale 6.8. wykorzystano
system regeneracji ATP (0,1 mg/ml CK i 20 mM CP). Reakcje renaturacji inicjowano
przez dodatek biatek Hspl104 (0,5 uM), Ssal(2 uM), Ydjl (1 uM). Koncowe stgzenie
lucyferazy podczas reakcji wynosilo 65 nM. Aktywno$¢ lucyferazy mierzono
w luminometrze Sirius wykorzystujac system Luciferase Assay (Promega). Aktywnos¢
renaturowanej lucyferazy poréwnano z natywnym biatkiem (aktywno$¢ natywnej
lucyferazy traktowano jako 100%). Wyniki przedstawiajg $rednig arytmetyczna

z odchyleniem standardowym z minimum trzech pomiarow.
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5.2.22. Interferometria bio-powierzchniowa - BLI

Interferometria bio-powierzchniowa (ang. Bio-Layer Interferometry) jest metoda
do badania kinetyki reakcji biochemicznych, w ktorej wykorzystuje si¢ biosensory,

do ktorych zimmobilizowane sg odpowiednie ztoza.

5.2.22.1. Przygotowanie biosensora

Biosensor Dip and Read™ Ni-NTA (NTA) Biosensors (ForteBio) przed wiasciwa
reakcjg jest plukany w buforze HKM (10 min, 700 obr/min) w celu hydratacji
| zrbwnowazenia zloza na sensorze. Nastepnie immobilizowano pierwsza warstwe
substratu — lucyferaz¢ ze znacznikiem histydynowym (0,6 mg/ml) w buforze HKM
z 6M mocznikiem. Po 15 min inkubacji biosensor zostat wyptukany w buforze HKM
nie zawierajagcym mocznika. Tak przygotowany przenoszony zostat do probodwki
zawierajacej roztwor lucyferazy ze znacznikiem histydynowym (0,1 mg/ml) w buforze
HKM i umieszczany w termocyklerze w celu denaturacji termicznej (10 min, 44°C),
co spowodowato powstanie warstwy agregatu na biosensorze. Tak optaszczony
biosensor zostal przeniesiony do proboéwki z buforem HKM (10 min) w celu odptukania

niezwigzanych czasteczek, a nastepnie wykorzystany do analizy.

5.2.22.2. Analiza oddzialywan in vitro

Analiz¢ oddziatywan przeprowadzono w buforze HKM z 5 mM ATP w dwoch
uktadach: pierwszy w ktorym do biosensora optaszczonego agregatem lucyferazy
wigzano warianty Hsp104 (1 uM) oraz drugi w ktorym do biosensora wigzano najpierw
biatka Ssal (1 uM) i Ydj1 (0,8 uM) ewentualnie DnaK (1 uM), DnaJ (0,4 uM) i GrpE
(0,3 uM), a nastgpnie dodano biatko Hsp104 lub CIpB (1 uM).

5.2.23. Proteoliza FITC-kazeiny

Proteolize¢ kazeiny FITC (1,8 nM) w obecno$ci agregatow GFP (0-2,7 uM)
analizowano za pomoca anizotropii fluorescencji w 30°C w buforze HKM z dodatkiem
systemu regeneracji ATP (0,1 mg/ml CK i 20 mM CP) razem z Ssal (0,5 uM), Ydjl
(0,5 uM) oraz ClpP (0,4 uM). Reakcje¢ inicjowano przez dodanie wariantow HAP biatka
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Hsp104 (0,2 uM). Pomiary przeprowadzono w spektrometrze fluorescencyjnym JASCO
FP-8000.

5.2.24. Alkaliczna liza drozdzy

Z hodowli drozdzy pobrano 100 pl i rozcienczono dol ml, nastgpnie pobrano 10
ul 1 te ilos¢ natozono na komore Neubauera w celu przeliczenia ilosci komorek.
Nastepnie objetos¢ odpowiadajgca 1,5 mln komorek wirowano. Supernatant usunieto
a komorki zawieszono w 0,5 ml buforu TE, nastepnie ponownie wirowano, usuni¢to
supernatant a komorki zawieszono w 0,5 ml jatowej, lodowatej wody oraz dodano 75 pl
buforu lizujacego L. Calo$¢ intensywnie wymieszano uzywajac wytrzasarki typu
,Vortex” a nastepnie przeniesiono do lodu i inkubowano 10 minut. Nastepnie do probki
dodano 575 ul 50% TCA. Intensywnie wymieszano i pozostawiono na lodzie przez
kolejne 10 minut. Po inkubacji probke wirowano (14000 obr/min, 10 min, 4°C)
| ostroznie usunig¢to supernatant a precypitat przemyto dwukrotnie 1 ml lodowatego
acetonu. Po pozbyciu si¢ acetonu probki dodatkowo suszono przez 30 minut pod
komorg laminarna, a nastepnie osad zawieszono w 100 pul dwukrotnie stgzonego buforu
Laemmli i inkubowano z wytrzasaniem przez 15 minut w 99°C, az do catkowitego

rozpuszczenia.
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6.1. Substytucja Y507A w bialku Hsp104 nie wplywa na
oddzialywanie z Hsp70, w poréwnaniu do homologicznej zmiany
w biatku ClpB

W literaturze mozna znalez¢ informacje dotyczace miejsca oddzialywania
pomiedzy biatkami z rodziny Hsp100 a Hsp70. Istotng resztg dla tego typu oddziatywan
w biatku ClpB z T. thermophilus jest tyrozyna w pozycji 494. Wprowadzenie
w to miejsce alaniny powoduje zerwanie oddzialywania z biatkiem DnaK (Rosenzweig
I wsp., 2013). Analogiczna sytuacja jest w przypadku biatka ClpB z E.coli. Zamiana
tyrozyny na alaning w homologicznej pozycji 503 rowniez skutkuje brakiem
wspotpracy pomiedzy biatkiem ClpB a DnaK (Haslberger i wsp., 2007). Tyrozyna w tej
pozycji jest bardzo silnie konserwowana w rodzinie biatek Hsp100 i wystepuje rowniez
w dezagregazie Hsp104 pochodzacej z S. cerevisiae. Jednakze zmiana homologicznej
tyrozyny w pozycji 507 na alaning nie znosi oddzialywania pomiedzy dezagregaza
a Hsp70 w systemie drozdzowym, co $wiadczy o roznicach pomigdzy systemami
bakteryjnym i drozdzowym oraz prawdopodobnie jest przyczyna braku
kompatybilnosci miedzy nimi. Wariant Hsp104 Y507A wspoélpracuje z drozdzowym
biatkiem Hsp70 — Ssal (Desantis i wsp., 2014), co wskazuje, ze za oddzialtywanie
pomigdzy tymi biatkami u drozdzy S. cerevisiae odpowiadaja reszty aminokwasowe w
innych pozycjach. W celu powtdrzenia i weryfikacji wynikéw opisanych w publikacji
Desantis i wsp., oczyscitem wariant Hsp104 Y507A oraz przeprowadzitem podstawowe
eksperymenty biochemiczne w celu jego charakterystyki.

Wyniki uzyskane przy pomocy DLS pokazuja, ze biatko Hsp104 Y507A tak jak
I Hspl104 WT, tworzy heksamer. Przy braku ATP wystepowaty struktury o $redniej
srednicy ponizej 10 nm, natomiast gdy do mieszaniny reakcyjnej dodatem ATP,
zaobserwowatem tworzenie si¢ struktury o Srednicy okoto 13-15 nm, co odpowiada
opisanej w literaturze $rednicy heksameru Hspl104 (Ryc.16A) (Wendler i wsp. 2007,
Yokom i wsp., 2016).

Wykonana przeze mnie analiza aktywnosci ATPazowej wariantu Y507A
wykazata, ze hydrolizuje on ATP znacznie szybciej (413 pmol/min/umol biatka)
niz biatko typu dzikiego (16 umol/min/umol biatka), oraz ze jego aktywnos¢
ATPazowa jest tylko w niewielkim stopniu stymulowana przez dodanie do reakcji
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a-kazeiny (Ryc.16B). o-kazeina jako rozwinigty substrat modelowy moze by¢
efektywnie translokowana przez Hspl04 bez systemu Hsp70, dzigki czemu mozna

zmierzy¢ aktywno$¢ ATP-azowa dezagregazy podczas translokacji substratu.
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Rycina 16 | Charakterystyka biatka Hsp104 Y507A. A | Zdolnos$¢ tworzenia struktur oligomerycznych pod
wptywem ATP. ATP (5 mM) powoduje tworzenie sie heksamerdw zaréwno biatka Hsp104 Y507A (1 uM), jak i biatka
WT (1 uM). B | Aktywnos$é ATPazowa. Aktywnos¢ ATPazowa wariantéw Hsp104 WT (0,5 uM) oraz Hsp104 Y507A
(0,5 uM), bez i z dodatkiem a-kazeiny (7,5 uM). C | Reaktywacja termicznie zagregowanego GFP. (lewy panel)
Reaktywacja termiczne zagregowanego GFP przez biatko Hsp104 WT (1 uM) bez i z dodatkiem biatek Ssal (1 uM) i

Ydjl (1 uM). (prawy panel) Reaktywacja termiczne zagregowanego GFP przez biatko Hsp104 Y507A (1 uM), ) bez i z
dodatkiem biatek Ssal (1 uM) i Ydjl (1 uM).
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W reakcji refatdowania termicznie zagregowanego GFP, przy braku systemu
Hsp70-JDP, wariant Hspl04 Y507A wykazywatl zdolno$¢ do reaktywacji tego
substratu, co oznacza, ze jest wariantem nadaktywnym i jest zdolny do reaktywacji GFP
bez systemu Hsp70-JDP. Dodanie do reakcji biatek Ssal i Ydjl spowodowato jego
stymulacje. Wariant Y507A razem z systemem Hsp70-JDP jest zdolny reaktywowaé
okoto 28% zagregowanego GFP, w poréwnaniu do biatka Hsp104 WT, ktore jest
zdolne do reaktywacji na poziomie okoto 13% (Ryc.16C). Podobne rezultaty otrzymano
przy reaktywacji zagregowanej lucyferazy (Zatgcznik 2A).

Poréwnujac biatka opisane przez Desantis i wsp., (2014) i oczyszczony przeze
mnie preparat mozna stwierdzi¢, ze oba wykazuja nadaktywno$¢ rozumiang jako
zdolnos¢ do reaktywacji zagregowanych substratow biatkowych pod nieobecnos¢
systemu Hsp70-JDP. Oczyszczony przeze mnie wariant Hspl104 Y507A jest silnie
stymulowany przez system Hsp70-JDP podczas procesu dezagregacji. Sugeruje to,
ze U drozdzy S. cerevisiae za interakcje pomiedzy Hsp104 a Hsp70 moze odpowiadaé
inna reszta aminokwasowa (badZz reszty) niz silnie konserwowana we wszystkich
dezagregazach tyrozyna, co sktonito nas do doktadniejszego zbadania sekwencji

aminokwasowych biatek z rodziny ClpB/Hsp104.

6.2. Fenyloalanina w pozycji 508 biatka Hsp104 odpowiada za
wspotdzialanie z biatkiem Hsp70

W petli pomiedzy 3 a 4 helisa domeny s$rodkowej (MD) biatka Hspl04
z S. cerevisiae, w pozycji 507 wystepuje tyrozyna, ktora jest silnie konserwowana
w biatkach ClpB/Hsp104 w roznych grupach taksonomicznych. Obok tej silnie
konserwowanej reszty, tylko u Uniconta wystepuje drugi aromatyczny aminokwas.
U S. cerevisiae jest to fenyloalanina (Ryc.17). Biorac pod uwage analizg sekwencji oraz
to, ze biatka Hsp70 z Prokariota nie wspotpracuja z biatkami Hspl00 z Eukariota
I odwrotnie, mozna spekulowaé, ze zdolno$¢ oddziatywania pomigdzy biatkami
Hspl00-Hsp70 u drozdzy S. cerevisiae, moze zaleze¢ od obu aromatycznych reszt
aminokwasowych w tym regionie (Agnieszka Ktosowska, Rozprawa doktorska, 2017).
W celu weryfikacji takiej hipotezy stworzylem wariant biatka Hsp104 Y507A/F508A,

pozbawiony obu aromatycznych reszt aminokwasowych.
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L

Saccharomyces cerevisiae TATAADLRYFATEDIREQT
Chaetomium globosum HSRAADLOYYATFEQEQII
Schizosaccharomyces pombe FTLARDLEY¥GIFDLOERI
Coprinopsis cinerea LATASDLRYY¥ATPDLOARL
Ustilago maydis LATASDLRFY¥ALPDLEAFRL
Allomyces macrogynus VATAARDIEY¥ALPODVEFRL
Monosiga brevicollis LATAADLEYYATFDCERRI
Salpingoeca rosetta LSTAADLRYY¥ATPDCERRL
I Thecamonas trahens LATAADLEFYALPDLVORL
[Drcryosfeﬂum discoideum TSARADYRYEVIPDLEEQT
Entamoeba histolytica LEVAADLRYYATPERERRM Eukaryota
| [Ambfdopsrs thaliana LARAADLRYGATQEVESAT
Cyanidioschyzon merolae LATASDLRFEATPELOSRL
_[B!astocysﬁs hominis TARASDLOYYVLEDLEEAT
Toxoplasma gondii LDLVAELRFAT.PGVEARF
i — Plasmodiophora brassicae LARVADLRYEAVPDLEREI
| _[Lefshmanfa infantum METARDLEYNVIPILODEI
Naegleria gruberi LALASDLEYGAIPEIEESI
— Giardia lambiia VSFARDLOYGAIFPELRDEL
Guilfardia thefa LSRAROLRYQVLPELRFFL
[Memanﬂfobus psychrophilus LELASRLEYETLIPLOREY Archea
- Methanospiriium hungatei LGEVAEIRYGRIFERERII
ScHsp78 YTRASELRYSRIPDLEREV ) .
DaHsp78 LARRGELAYSIIPQLERQI |Mitochondria
Rhizobium leguminosarum FQRAGELTYEVIPDLERQL
Escherichia coli LARMSELQYGRIFELEFQL )
Neisseria gonorrhoeae FARRSELEYGELPELGAQL |Bactena
Thermus thermophilus LNRARETLRYGELFELEREV

Rycina 17 | Zestawienie sekwencji regionu domeny M w dezagregazach z rodziny Hsp100. Dopasowanie
homologicznych sekwencji do fragmentu T499-1517 biatka Hsp104 z Saccharomyces cerevisiae. Reszty homologiczne
do Y507 i F508 (kolumna oznaczona gwiazdkg) wyrdzniono zgodnie z chemicznym charakterem reszt
aminokwasowych: Y — cyjan, F — niebieski, G — pomaranczowy, D — czerwony, N i Q —jasnozétty, S - jasnozielony.
Sekwencje zostaty utozone zgodnie z relacjami miedzy organizmami, zaznaczonymi kladogramem po lewej stronie,
skonstruowanym zgodnie z Burki, (2014) i Hug i wsp., (2016). Ze wzgledu na endosymbiotyczne pochodzenie
mitochondridw, mitochondrialne biatko Hsp78 zostato zgrupowane razem z ClpB pochodzgcym z a - proteobakteria.

Przeprowadzona przeze mnie analiza wlasciwosci biatka Hsp104 Y507A/F508A
wykazala, ze badany wariant jest heksametrem, co moze $wiadczy¢, ze wprowadzone
zmiany stabilizujg strukture heksameru, przez co nie wystgpuje on w postaci
monomerycznej (Ryc.18A). Jego aktywnos¢ ATPazowa jest zblizona do omdwionego
wczesniej wariantu Hsp104 Y507A, a dodanie do mieszaniny reakcyjnej a-kazeiny nie
powoduje wzrostu szybkosci hydrolizy ATP, co moze S$wiadczy¢ o tym,
ze translokowany tancuch w tym wariancie Hsp104 nie wplywa na aktywnos¢ ATP-
azowag (Ryc.18B). Hspl04 Y507A/F508A jest takze wariantem nadaktywnym,
podobnie jak Hsp104 Y507A i reaktywuje zagregowane GFP bez systemu Hsp70/JDP
(Ryc.18C). Co ciekawe, wprowadzenie do reakcji biatek Ssal/Ydjl nie powoduje

zwickszenia wydajnosci reaktywacji zagregowanego GFP, co oznacza, ze reszty
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Y507/F508 w MD biatka Hsp104 sg odpowiedzialne za funkcjonalne wspodtdziatanie
z Ssal. Podobne rezultaty otrzymano wykorzystujac agregaty lucyferazy (Zatacznik
2A). Aby sprawdzi¢, czy do zerwania oddziatywania migdzy analizowanymi biatkami
potrzebne s3 obie aromatyczne reszty aminokwasowe czy moze istotna dla
oddziatywania jest fenyloalanina 508, znajdujaca si¢ obok konserwowanej tyrozyny,
stworzylem wariant wprowadzajac tylko substytucje fenyloalaniny w pozycji 508
na alanine.

W przeprowadzonych analizach biochemicznych, oczyszczony preparat biatka
Hspl04 F508A bez ATP byt monomerem, dopiero dodatek ATP inicjowat
heksameryzacj¢. Zdolno$¢ hydrolizy ATP biatka Hspl04 F508A wynosita 275
umol/min, a wprowadzenie do reakcji o-kazeiny powodowato wzrost szybkosci
hydrolizy. Wariant Hspl04 F508A reaktywowal zagregowane termicznie GFP
odzyskujac okoto 3% fluorescencji GFP. Wyniki uzyskane podczas reaktywacji
wskazuja, ze wariant F508A jest nadaktywny oraz ze nie jest on stymulowany przez
system Hsp70/JDP (Ryc. 18A-C). W celu potwierdzenia uzyskanych wynikow
sprawdziliSmy zdolno$¢ renaturacyjng wariantu F508A wykorzystujac dodatkowy
substrat — zagregowang lucyferaze. Takze i w tym eksperymencie okazato sig,
ze system Hsp70/JDP nie jest w znaczacym stanie poprawi¢ wydajnosci dezagregaciji,
w poréwnaniu do biatka typu dzikiego (Zalacznik 2A). Otrzymane wyniki pozwalaja
stwierdzi¢, ze fenyloalanina w pozycji 508 ma kluczowy wpltyw na wspolprace

pomigdzy biatkami Hsp104 i Ssal.
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Rycina 18 | Charakterystyka biatek Hsp104 Y507A/F508A oraz Hsp104 F508A. A | Zdolno$é tworzenia struktur
oligomerycznych pod wptywem ATP. Biatko Hsp104 Y507A/F508A (1 uM) wystepuje w formie heksamerycznej
niezaleznie od obecnosci ATP, natomiast wariant hsp104 F508A (1 uM) tworzy struktury heksameryczne po dodaniu
do reakcji ATP (5 mM). B | Aktywnos$é ATPazowa. Aktywnos¢ ATPazowa wariantéow Hsp104 WT (0,5 uM), Hsp104
Y507A/F508A (0,5 uM) oraz Hsp104 F508A (0,5 uM), bez i z dodatkiem a-kazeiny (7,5 uM). C | Reaktywacja
termicznie zagregowanego GFP. (lewy panel) Reaktywacja termiczne zagregowanego GFP przez biatko Hsp104
Y507A/F508A (1 uM) bez i z dodatkiem biatek Ssal (1 uM) i Ydjl (1 uM). (prawy panel) Reaktywacja termiczne
zagregowanego GFP przez biatko Hsp104 F508A (1 uM), ) bez i z dodatkiem biatek Ssal (1 uM) i Ydj1 (1 uM).
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6.3. Wariant biatka Hsp104 F508A nie wykazuje zdolnosci do
fizycznego oddzialywania z system Hsp70/]DP

Aktywacja dezagregazy poprzez fizyczne oddziatywanie z Hsp70 jest
kluczowym elementem rozpoczecia translokacji polipeptydu przez kanat Hspl04.
Badania nad ClpB i DnaK, w ktorych wykorzystano metod¢ sieciowania pokazaty,
ze regionem zaangazowanym Ww oddziatywanie pomiedzy dezagregaza a Hsp70
jest motyw 2 nalezgcy do domeny M, oraz ze oddzialywanie to jest znacznie silniejsze,
gdy w reakcji znajduje si¢ substrat (Seyffer i wsp., 2012).

Proba wykorzystania metody sieciowania, do analizy oddzialywania fizycznego
pomigdzy Hspl104 a Ssal, przeprowadzona przeze mnie nie przyniosta spodziewanych
rezultatow, nie udalo si¢ zaobserwowal oddziatywania pomigdzy tymi biatkami.
Zastosowanie aldehydu glutarowego lub DMS (sieciowanie niespecyficzne), pozwolito
zaobserwowac struktury oligomeryczne biatka Hspl04, jednak nie pozwolito
na identyfikacje  kompleksu  Hspl104-Ssal. Przy sieciowaniu  specyficznym
z wykorzystaniem BPIA i wariantu Hspl04 D492C (cysteina wprowadzona jako
miejsce sieciowania), takze nie udato si¢ zaobserwowaé kompleksu pomigdzy
dezagregaza a biatkiem Ssal. Nieudane proby sieciowania przy uzyciu wyzej
wymienionych odczynnikéw moga $wiadczy¢ o tym, ze kompleks Hsp104-Ssal jest
nietrwaly przez co jest trudny do zaobserwowania przy uzyciu takiej metody.
Ze wzgledu na to podjatem probe znalezienia metody, ktora pozwoli zaobserwowac
funkcjonalne oddzialywanie w tym systemie. W analizie tworzenia si¢ kompleksu
pomiedzy Hspl04 a Ssal wykorzystatem metode interferometrii bio-warstwowej
(ang. BLI - Bio-Layer Interferometry), dzigki ktorej mozna monitorowac¢ oddziatywania
pomiedzy biatkami w czasie rzeczywistym. Poprzez BLI chciatem sprawdzié,
czy wariant Hsp104 F508A, ktory stracit mozliwos¢ funkcjonalnej wspotpracy z Ssal,
jest zdolny do oddziatywania fizycznego z tym biatkiem na powierzchni agregatu.
W eksperymencie wykorzystano wszystkie biatka systemu dezagregacyjnego tj.: JDP,
Hsp70 i Hsp100, immobilizujac je po kolei na wytworzonym agregacie, dzigki czemu
udato si¢ zbada¢ zdolno$¢ wigzania Hspl00 do powierzchni agregatu poprzez
Hsp70/JDP.

Przygotowanie systemu do analizy zostalo opisane w rozdziale 5.2.21.1.
Na rycinie 19 przedstawiono schematycznie przebieg reakcji.

Sensor z zimmobilizowang, zagregowang lucyferaza umieszczono w aparacie,
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W probowce zawierajacej bufor HKM w celu wyznaczenia linii bazowej, nastepnie
wprowadzono proboéwke zawierajaca biatka Hsp70 i1 JDP. Wzrost grubosci warstwy
wskazuje, ze wprowadzone bialka oddzialuja z zimmobilizowang na sensorze
zagregowang lucyferazg. Kolejnym krokiem bylo wprowadzenie do reakcji biatka
Hsp100. Dodanie do mieszaniny reakcyjnej dezagregazy powoduje jej wigzanie i wWzrost
grubo$ci warstwy na sensorze. Po zakonczonej reakcji sensor umieszczono w buforze

HKM, aby odptuka¢ zwigzane biatka.

SENSOR
ClpB/Hsp104
AGREGAT Hsp7o (D7 :
[ L % : ' =
e S 2 g

15 min 44 °C

Warstwa [nm]

Czas [min]
Rycina 19 | Schemat przebiegu eksperymentu z wykorzystaniem metody BLl. Do sensora NI-NTA, zwigzano
lucyferaze znakowang ogonem histydynowym, a nastepnie inkubowano z lucyferaza (bez znacznika histydynowego)
przez 15 min w 44°C. Na sensorze powstata warstwa zagregowanych biatek. Do tak przygotowanego sensora w

pierwszej kolejnosci zwigzano biatka Hsp70/JDP, a nastepnie dodawano ClpB/Hsp104. Po stworzeniu kompleksu
sensor przeniesiono do prébowki z buforem reakcyjnym w celu odptukania biatek.

W celu sprawdzenia skutecznos$ci dziatania metody BLI i mozliwosci
zaobserwowania fizycznego oddziatywania pomiedzy Hsp100 a Hsp70, wykorzystatem
do analizy bialka nalezagce do systemu drozdzowego (Hspl04, Ssal i Ydjl
z S. cerevisiae) i bakteryjnego (ClpB, DnaK, DnaJ i GrpE z E coli). Biatka opiekuncze
wykazuja tzw. specyficznos¢ gatunkowa, czyli bakteryjne biatka Hsp100 i Hsp70 nie
wspotpracuja z eukariotycznymi i na odwr6t. Ta cecha postuzyla jako kontrola
do weryfikacji poprawnosci dziatania BLI, sprawdzajgc zdolno$¢ oddziatywania
pomiedzy biatkami z obu systemow. Do warstwy zagregowanej lucyferazy dodatem
bakteryjne biatka systemu Hsp70-JDP-NEF (DnaK, Dnal i GrpE), a nastgpnie
bakteryjne biatko ClpB albo drozdzowe biatko Hsp104 (Ryc.20A). Otrzymane wyniki
pokazuja, ze bakteryjne biatka fizycznie oddzialuja ze sobg, co obserwujemy przez
wzrost grubosci warstwy na sensorze. W przypadku biatka Hspl04 nie zauwazono
zwigzania do sensora, CO potwierdza brak oddziatywania z bakteryjnym systemem
Hsp70. Po zwigzaniu do sensora biatka ClpB zaobserwowano zmniejszanie si¢ grubosci

warstwy. Mozna to wytlumaczy¢ tym, ze bakteryjne biatka opiekuncze aktywnie
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reaktywuja zimmobilizowang na sensorze zagregowang lucyferaze. Na rycinie 20B do
sensora optaszczonego zagregowana lucyferaza wprowadzono drozdzowy system
Hsp70-JDP (Ssal, Ydjl), a nast¢pnie biatko ClpB albo Hsp104. Takze w tym wypadku
zauwazono brak oddziatywania pomiedzy biatkami pochodzacymi z réznych gatunkow
(Ssal/Ydjl — ClpB) oraz interakcje pomiedzy biatkami z tego samego gatunku
(Ssal/Ydjl — Hsp104). Oba przedstawione eksperymenty pokazaty, ze metoda BLI jest
skuteczna przy analizie oddziatywan pomiedzy biatkami bioragcymi udzial w procesie
dezagregacyjnym zaréwno w systemie bakteryjnym jak i1 drozdzowym, dlatego
wykorzystalem ja do analizy oddzialywania pomigdzy Ssal a wariantami Hsp104

opisanymi wczesnie;j.
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Rycina 20 | Analiza fizycznych oddziatywan pomiedzy biatkami opiekuriczymi z E. coli i S. cerevisiae. A | Analiza
oddziatywan pomiedzy bakteryjnym systemem Hsp70/JDP a dezagregazami ClpB oraz Hsp104. Sensor BLI pokryty
agregatami lucyferazy inkubowano w pierwszej kolejnosci z biatkami DnaK (1 uM), Dnal (0,4 uM), GrpE (0,3 uM),
nastepnie do reakcji dodano ClpB (1uM) lub Hsp104 (1uM). B | Analiza oddziatywan pomiedzy drozdzowym
systemem Hsp70/JDP a dezagregazami ClpB oraz Hsp104. Sensor BLI pokryty agregatami lucyferazy inkubowano w
pierwszej kolejnosci z biatkami Ssal (1 uM), Ydj1 (0,8 uM), nastepnie do reakcji dodano ClpB (1uM) lub Hsp104
(1uM). W celu tatwiejszej analizy wykresy przedstawiaja tylko etap dodania i odptukania biatek Hsp100.

Rycina 21A przedstawia wyniki eksperymentu, w ktorym sprawdzitem
oddziatywanie biatek Hsp104: WT, Y507A, Y507A/F508A, oraz F508A z wytworzong
na sensorze warstwa zagregowanej lucyferazy. Biatko Hspl04 WT bez Ssal i Ydjl
nie jest zdolne do fizycznego oddziatywania z agregatem biatkowym, natomiast
pozostate analizowane warianty Hsp104 wykazuja oddziatywanie z warstwg agregatu.

Uzyskane wyniki korelujg ze zdolnoscig nadaktywnych wariantow Hspl104 do
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samodzielnej reaktywacji zagregowanego substratu. Na rycinie 21B przedstawiono
wyniki eksperymentu, w ktorym do zagregowanej na sensorze lucyferazy dodano biatka
Ssal i Ydjl, ktore zwigzaly si¢ do agregatu, a nast¢pnie wprowadzono do uktadu
warianty biatka Hsp104. Wariant Y507A oddzialuje z agregatem przez biatka Ssal
I Ydj1, podobnie jak biatko Hsp104 WT. Jednakze, zar6wno wariant Y507A/F508A jak
I F508A, w poréwnaniu do biatka WT i wariantu Y507A, wykazujg znacznie mniejsza
zdolno$¢ do oddziatywania z agregatem poprzez biatka Ssal i Ydjl. Podsumowujac,
warianty Hspl104, w ktorych wprowadzono zmiany w motywie 2 MD, sg zdolne do
oddzialywania z agregatami bez systemu Hsp70-JDP. Dodatkowo warianty, w ktoérych
wprowadzono substytucje w pozycji 508 stracity mozliwos¢ oddzialywania z agregatem

poprzez biatko Ssal.
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e Hsp104 WT e Hsp104 WT
=== Hsp104 Y507A === Hsp104 Y507A
Hsp104 Y507A/F508A Hsp104 Y507A/F508A
= Hsp104 F508A = Hsp104 F508A

Rycina 21 | Analiza oddziatywan wariantéw biatka Hsp104. A | Oddziatywanie pomiedzy agregatami lucyferazy a
wariantami biatka Hsp104. Sensor BLI pokryty agregatami lucyferazy inkubowano z wariantami Hsp104 (1uM):
Y507A, Y507A/F508A, oraz F508A, a nastepnie odptukano biatka. B | Oddziatywanie pomiedzy agregatami
lucyferazy a wariantami biatka Hsp104 w obecnosci Hsp70/JDP (Ssal i Ydj1). Sensor BLI pokryty agregatami
lucyferazy inkubowano w pierwszej kolejnosci z biatkami Ssal (1 uM), Ydj1 (0,8 uM), nastepnie do reakcji dodano
poszczegdlne warianty biatka Hsp104 (1uM): Y507A, Y507A/F508A, oraz F508A, a nastepnie odptukano biatka. W
celu fatwiejszej analizy wykresy przedstawiajg tylko etap dodania i odptukania biatek Hsp100.
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6.4. Analiza heteroheksamerow Hsp104 zlozonych z podjednostek
WT oraz wariantu F508A

6.4.1. Teoretyczna analiza tworzenia heksamerow

Aktywng forma biatka Hspl04 zdolng do reaktywacji zagregowanych
substratow jest heksamer, ktorego wytworzenie mozna obserwowaé przez dodatek ATP
do reakcji. Dzigki tej zdolnosci, po zmieszaniu monomeréw réznych wariantow,
dodajac ATP, mozna wytworzy¢ heksamery zbudowane z dwodch réznych wariantow
biatka Hspl04 (Ryc.22A). Mieszajac ze soba monomery funkcjonalne i uposledzone
w oddziatywaniu z Hsp70, mozemy sprobowa¢ odpowiedzie¢ na pytanie, ile
podjednostek nieoddziatujacych z Hsp70 moze wystgpowaé w heksamerze, aby
w dalszym ciggu mozliwa byta efektywna dezagregacja.

Pierwszym krokiem w celu odpowiedzi na to pytanie byto stworzenie modelu
przedstawiajacego prawdopodobienstwo rozmieszczenia podjednostek obu wariantow
biatka w heksamerze. Stworzenie takiego modelu wymagato wprowadzenia Kilku
zalozen obrazujacych wlasciwosci heksamerow:

1. Jednostka funkcjonalng biatka jest heksamer;

2. Wszystkie monomery majg takie same predyspozycje do tworzenia struktur
oligomerycznych;

3. Wprowadzenie do heksameru jednej niefunkcjonalnej podjednostki zmniejsza
aktywnos$¢ biatka o 1/6 biorgc pod uwage aktywnos¢ heksameru zbudowanego tylko
z funkcjonalnych podjednostek;

4. Aktywno$¢ systemu jest proporcjonalna do liczby aktywnych heksamerow, czyli im
wigksza 1lo$¢ aktywnych heksamerdéw tym obserwowana aktywnos¢ jest wigksza;

5. Jezeli w wytworzonym heteroheksamerze wystepuja interakcj¢ miedzy
podjednostkami, pewna liczba zmutowanych podjednostek moze spowodowaé

catkowitg utrate aktywnosci.

Bazujac na  tych  zaloZeniach  otrzymaliSmy model obrazujacy
prawdopodobienstwo wystapienia monomeréw biatka w heksamerach (Ryc. 22B)

(Werbeck i wsp., 2008, DeSantis i wsp., 2014).
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Rycina 22 | Teoretyczna analiza tworzenia sie heksameréw. A | Tworzenie heteroheksameréw ztozonych z
podjednostek Hsp104 WT i F508A. Schemat przedstawia mozliwe rozmieszczenie podjednostek w heksamerze po
zmieszaniu biatek Hsp104 WT i Hspl104 F508A. B| Prawdopodobienstwo wystepowania podjednostek w
heteroheksamerach. Zmieszanie Hsp104 WT i Hsp104 F508A, prowadzi do powstania heteroheksamerow. Wykres
przedstawia prawdopodobieristwo tworzenia sie heteroheksamerdéw zawierajacych réing liczbe podjednostek
Hsp104 F508A.

Zalozenia opisane powyzej a takze prawdopodobienstwo tworzenia si¢
heksamerow z dang iloscig podjednostek zmutowanych pozwolilo na obliczenie
teoretycznych krzywych aktywnos$ci mieszanin heteroheksamerow. Zard6wno w pracy
Werbeck i wsp. (2008) jak i DeSantis i wsp. (2014) zastosowano model, w ktorym
aktywnos$¢ zmienia si¢ w zaleznos$ci od procentu zmutowanych podjednostek przy
zatozeniu, ze aktywno$¢ heksameru jest proporcjonalna do liczby aktywnych
podjednostek, a wszystkie podjednostki w heksamerze sg nieaktywne, gdy zostanie
przekroczona okre$lona liczba zmutowanych podjednostek na heksamer. Ze wzgledu na
to, ze zastosowane przez autorow warianty dezagregaz byly nieaktywne, do wyliczenia
aktywnosci heteroheksamerow wykorzystali oni model przedstawiony na rycinie 23A.
W niniejszej pracy, do tego samego typu eksperymentu, wykorzystalem wariant Hsp104
F508A, ktéry nie oddzialuje z systemem Hsp70/JDP, ale wykazuje aktywnos$é
dezagregacyjna i jest nadaktywny. W zwiazku z tym, niektére zatozenia modelu zostaty
zmodyfikowane tak, aby mogt on lepiej przewidywa¢ aktywno$¢ mieszanin
heteroheksamerow WT-F508A. Zastosowany przeze mnie model obejmuje nastepujace
zatozenia:

1. Jednostka funkcjonalng biatka jest heksamer;
2. Wszystkie monomery majg takie same predyspozycje do tworzenia struktur

oligomerycznych;
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3. Rozmieszczenie podjednostek w heksamerze nie wptywa na jego aktywnos$¢ przy
takiej samej proporcji WT:F508A (np. heksamer posiadajacy dwie podjednostki
danego wariantu sgsiadujgce ze sobg jest rownowazny heksamerowi, ktory posiada
te jednostki po przeciwnych stronach);

4. Tylko podjednostki biatka typu dzikiego moga oddzialywa¢ z systemem Hsp70 i by¢
przez niego aktywowane;

5. Pewna liczba podjednostek z zaburzonym oddziatywaniem z Hsp70 moze
spowodowa¢ catkowitg utrate zdolnoSci heksameru do oddzialywania z Hsp70
i spadek aktywnosci heksameru do poziomu aktywnosci homoheksameru
zbudowanego tylko z podjednostek niefunkcjonalnych;

6. Wszystkie heteroheksamery posiadaja zdolnos¢ do translokacji przez kanat centralny
fancuchéw polipeptydowych 1 dopoki oddziatywanie heksameru z Hsp70
jest zachowane, aktywnos$¢ heteroheksameru jest zblizona Hsp104 WT z Ssal/Ydj1.

Bazujac na tych zatozeniach, wyliczono teoretyczne krzywe aktywnos$ci
heteroheksamerdw, pokazujace jak zamienia si¢ aktywno$¢ wytworzonych heksamerow
przy danej liczbie podjednostek niefunkcjonalnych tzn. nie oddziatujacych z Hsp70
(Ryc. 23B). Zmodyfikowany model aktywnosci postuzy w nastepnych rozdziatach do

analizy 1 weryfikacji otrzymanych wynikoéw doswiadczalnych.

A Podjednostki B Podjednostki
W zdolne wyeliminowac " zdolne wyeliminowac
100% aktywnosc heksameru 100% aktywnosc heksameru
80% ] lub wigcej 80% 1 lub wigcej
N o
S 60% 2 lub wiecej S 60% -2 lub wiecej
3 3
_.:; 40% 3 lub wigcej 5 40% 3 lub wigcej
< f < 5 :
20% e 4 ub wiecej 20% e 4 ub wiece]j
w5 |ub wigce]j w5 |ub wigce]j
0% = 0% + . e
0% 50% 100%  ===6lub wigcej 0% 50% 100% == 6 lub wigcej
Podjednostki niefunkcjonalne Podjednostki niefunkcjonalne

Rycina 23 | Modele teoretyczne przedstawiajgce teoretyczne aktywnosci mieszanin hetroheksameréw Hsp104. A
| Wykres zaleznosci aktywnosci mieszaniny heteroheksameréw od udziatu procentowego wariantu Hsp104 w
mieszaninie z WT dla modeli uwzgledniajgcych, ze warianty Hsp104 s3 nieaktywne dezagregacyjnie. Kolorami
zaznaczono krzywe teoretyczne, przy zatozeniu, ze odpowiednia ilos¢ nieaktywnych podjednostek eliminuje
aktywnos¢ heteroheksameru. B | Wykres zaleinosci aktywnosci mieszaniny heteroheksameréw od udziatu
procentowego wariantu Hsp104 w mieszaniniez WT dla modeli uwzgledniajacych, ze warianty Hsp104 s3 aktywne
dezagregacyjnie. Kolorami zaznaczono krzywe teoretyczne, przy zatozeniu, ze odpowiednia ilos¢ podjednostek
nieoddziatujacych z Hsp70 eliminuje aktywnos$é heteroheksameru. A i B zmodyfikowano na podstawie: Werbeck i
wsp., 2008, DeSantis i wsp., 2012
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6.4.2. Eksperymentalna analiza heteroheksameroéow ztozonych z
podjednostek Hsp104 WT i Hsp104 F508A

Po ustaleniu zatozen teoretycznych przedstawionych powyzej zaprojektowatem
i wykonatem dwa typy eksperymentéw. Zbadatem zdolno$¢ do reaktywacji agregatow
lucyferazy przez heteroheksamery zbudowane z podjednostek WT i F508A oraz
mozliwo$¢ oddzialywania heteroheksamerdw z agregatami poprzez biatka Ssal/Ydjl
przy uzyciu metody BLI.

W celu przeprowadzenia eksperymentu, ktory sprobuje odpowiedzie¢ na pytanie
ile podjednostek nieoddziatujacych z Hsp70 moze wystgpowaé¢ w heksamerze,
aby mogt on przeprowadzaé efektywna dezagregacje, zmieszalem Hspl04 WT oraz
wariant F508A w stosunkach przedstawionych w tabeli 1 tak, aby koncowe stgzenie
biatka wynosilo 1 pM. Nastepnie sprawdzitem zdolno$¢ tak wytworzonych
heteroheksameréw do reaktywacji zagregowanej lucyferazy w obecnosci Hsp70.
Otrzymane wyniki przedstawitem na rycinie 24A. Wraz ze wzrostem ilosci
podjednostek wariantu F508A, zdolnos$¢ do reaktywacji zagregowanej lucyferazy przez
wytworzone heteroheksamery spada wraz z rosngcym udziatem F508A. Dodatkowo
jako kontrole w tym eksperymencie, chciatem sprawdzi¢ jaki wptyw na aktywno$¢
reaktywacyjng Hsp104 WT bedzie miato rozcienczanie tego biatka samym buforem
w tych samych stosunkach jak w przypadku mieszania z Hsp104 F508A (Zatacznik 3).

Stosunek podjednostek

Podjednostki 6 5 4 3 2 1 0
Hsp104 WT (100%) | (83,3%) | (66,6%) | (50% | (33,3%) | (16,6%) (0%}
Podjednostki 0 1 2 3 a 5 6
Hsp104 F508A (0%} (16,6%) | (33,3%) | (50%) | (66,6%) | (83,3%) | (100%)

Tabela 1 | Stosunek podjednostek biatek WT i F508A uzywanych w eksperymentach.

W przypadku zdolnosci do oddzialywania fizycznego mierzonego przy uzyciu
metody BLI wyniki wygladaly podobnie. Biatka w tym eksperymencie byly mieszane
tak jak to przedstawiono w tabeli 1, jednakze koncowe stgzenie otrzymanych
heteroheksamerow wynosito 4 puM. Rycina 24B przedstawia zdolnosci wigzania

Z sensorem optaszczonym przez zagregowang lucyferazg oraz biatka Hsp70-JDP, przez
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wytworzone heteroheksamery. Tak jak w przypadku reaktywacji zagregowanej
lucyferazy, wraz ze wzrostem iloSci podjednostek wariantu F508A zdolnosé

do oddziatywania z Hsp70 ns powierzchni agregatu spada.

A Rycina 24 | Analiza eksperymentalna
100 = Stosunek podjednostek  heteroheksameréw stworzonych z
w[";;:,‘f:s';;;‘le monomeréw biatka Hsp104 WT i wariantu
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§ S 40 - ——2:4 UM) w obecnosci Ssal (1 uM) oraz Ydjl (1 uM).
gi e E Stosunki w jakich mieszano warianty Hsp104
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6.4.3. Model teoretyczny a eksperymentalna analiza
heteroheksamerow

W celu analizy otrzymanych wynikow eksperymentalnych i ich poréwnania
z modelem teoretycznym, z eksperymentu reaktywacji lucyferazy obliczytem predkosc
poczatkowga reakcji dla poszczegoélnych mieszanin heteroheksamerow, przyjmujac jako
100% aktywnosci predko$¢ poczatkowa (maksymalna aktywno$¢ reaktywacyjna
W przeciggu pierwszych 15 minut reakcji) reaktywacji heksameru ztozonego tylko
z podjednostek typu dzikiego. Natomiast dla eksperymentéw typu BLI, przyjatem
maksymalng warto$¢ wigzania do sensora dla heteroheksamerow, poréwnang
z sygnalem pochodzacym od homoheksameru ztozonego z podjednostek WT
(maksymalna warto$¢ wigzania - 100%). Oba wyniki zostaly porownane z omoéwionymi

wczesniej krzywymi teoretycznymi (Ryc. 25).
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Analiza krzywych eksperymentalnych zaréwno z reaktywacji agregatow
lucyferazy oraz zdolno$ci oddziatywania fizycznego wskazuje, ze obecnos¢ dwoch
podjednostek wariantu F508A w heteroheksamerze eliminuje jego aktywnos$ci. WyniKi
sugerujg, ze aby heksamer biatka Hsp104 wykazywatl petng aktywnos$¢ dezagregacyjng
potrzeba co najmniej 5 podjednostek WT, ktore sg zdolne do oddziatywania z systemem
Hsp70.

100% Podjednostki

zdolne wyeliminowac
aktywnosc¢ heksameru

0, -
B0 1 lub wiecej
2 lub wiecej
60% - T
3 lub wigcej

4 lub wiecej

Aktywnos¢

40% +
5 lub wiecej

6 lub wigcej
20% +

: . : il
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Podjednostki Hsp104 F508A

0%

et Eksperyment BLI

== Reaktywacja lucyferazy

Rycina 25 | Poréwnanie krzywych teoretycznych oraz wynikéw eksperymentalnych dla aktywnosci
heteroheksamerow. Nafozenie wynikéw eksperymentalnych otrzymanych metoda BLI oraz z reaktywacji
zagregowanej lucyferazy, na krzywe teoretyczne.

6.5. Analiza in vivo funkcjonalnos$ci wariantu Hsp104 F508A.

6.5.1. Lokalizacja bialka fuzyjnego Hsp104-GFP (WT i F508A)
w komorkach S. cerevisiae podczas szoku termicznego

Eksperymenty in vitro pokazaly, ze biatko Hspl04 F508A nie wykazuje
wspotdziatania zaré6wno pod katem funkcjonalnym jak 1 fizycznym z systemem
Hsp70/JDP, a co za tym idzie nie jest zdolny rozpoznawaé zagregowane biatka.
Zadatem sobie pytanie czy wprowadzajac ten wariant biatka do komorek S. cerevisiae
bedzie on zdolny skupia¢ si¢ przy wytworzonych podczas szoku termicznego
agregatach. Jak opisano w literaturze, w komoérkach drozdzy narazonych na stres

temperaturowy biatko fuzyjne Hspl04-GFP lokalizuje si¢ w agregatach tworzac
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skupiska fluorescencyjne (ang. foci) (Oromendia i wsp., 2012). Aby oceni¢ lokalizacje
wariantow Hspl04 podczas szoku temperaturowego, potaczytem geny HSP104
i hspl04 F508A z genem kodujacym GFP, dodatkowo wprowadzitem sekwencje
homologiczne (do miejsca wprowadzenia na genomie) na koncach konstruktow.
Tak przygotowane geny fuzyjne wprowadzitem do genomu drozdzy wykorzystujac
rekombinacj¢ homologiczng (Rozdziat 5.2.3.15.2.4).

W celu sprawdzenia prawidlowo$ci wytworzonych konstruktow oraz poziomu
eksprymowanych bialek wykonatem analiz¢ Western Blot, stosujgc przeciwciata
specyficzne dla biatek: Hsp104, GFP oraz aktyny. Jak wida¢ na rycinie 26A, detekcja
biatka Hsp104 w $ciezkach zawierajacych lizaty ze szczepow W303hspl04WT-GFP
oraz W303hsp104F508A-GFP wykazata, ze prazki odpowiadajace biatkom fuzyjnym,
znajduja si¢ wyzej (ok. 130 kDa) w porownaniu do wzorca Hsp104 (ok. 100 kDa),
co potwierdza, ze konstrukt zostal wykonany prawidtowo i w komorkach wystepuje
genomowa fuzja HSP104-GFP. Detekcja GFP takze pokazala wystgpowanie prazkow
reprezentujacych biatka fuzyjne na wysokosci ok. 130 kDa w poréwnaniu do wzorca
GFP. Dodatkowo jako kontrolg przeprowadzitem detekcje B-aktyny. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze konstrukt zostat wykonany prawidtowo i w komorkach wystepuje
genomowa fuzja HSP104-GFP.

Nastepnie wykonatem eksperyment w celu zbadania lokalizacji obu biatek
fuzyjnych w komorkach S. cerevisiae podczas szoku termicznego. Rycina 26B
prezentuje obrazy mikroskopowe komorek drozdzy z wprowadzonymi fuzjami
HSP104-GFP. W temperaturze optymalnej dla drozdzy (30°C) zaréwno Hsp104 WT
jak i wariant F508A sg rozproszone W cytoplazmie. Przeniesienie hodowli do 42°C,
powoduje skupienie si¢ Hspl04 WT, natomiast wariant FSO8A w dalszym ciagu
pozostaje rozproszony w cytoplazmie. Przedstawiony eksperyment pokazuje, ze wariant
F508A nie jest w stanie lokalizowac si¢ podczas szoku termicznego, w przeciwienstwie
do Hsp104 WT. W wyniku obserwacji ponad stu komorek obu szczepdéw stwierdzitem,
ze 99% komorek eksprymujacych biatko Hspl104 WT, wykazywato tworzenie si¢
skupisk w 42°C, natomiast w komorkach z wariantem F508A tylko w 16% komorek
mozna bylo zaobserwowal tworzenie si¢ takich ognisk fluorescencyjnych podczas
szoku cieplnego. Wyniki te wskazujag na to, ze oddzialywanie z biatkiem Ssal
ma kluczowe znaczenie dla rozpoznawania agregatow przez Hsp104 i lokalizowaniu do

ich powierzchni podczas szoku termicznego w komérkach drozdzy S. cerevisiae.
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@. Rycina 26 | Lokalizacja biatka fuzyjnego Hsp104-

Q ,(" GFP (WT i F508A) w komdrkach S. cerevisiae
o podczas szoku termicznego. A | Analiza Western

é\ éog - Blot otrzymanych konstruktéw biatek WT-GFP i
g S F508A-GFP. Lizaty komorek drozdzy W303

‘§’ ~L‘<’Q hsp104A i W303 hsp1l04WT-GFP i W303 hsp104

,;f ,bV F508A-GFP  poddano rozdziatowi SDS-PAGE
> o,Q nastepnie wykonano analize Western Blot przy
s uzyciu przeciwciat anty-Hsp104, anty-GFP i anty-

aktyny. B | Lokalizacja biatek Hsp104 WT-GFP i
Hsp104 F508A-GFP w komoérkach drozdzy S.
cerevisiae, w trakcie szoku cieplnego. Komorki
a-Hsp104 drozdzy z biatkami fuzyjnym Hspl04-GFP

hodowano w 30°C a nastepnie przeniesiono do
37°C w celu indukcji ekspresji gendéw szoku
termicznego. Nastepnie przeniesiono do 42°C na
10 min, aby wywotaé szok termiczny. Zaznaczona
skala odpowiada 5 pm.

a-GFP

a-aktyna

W303HSP104WT

W303hsp104 F508A

30°C 37°C 42°C
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6.5.2. Kolokalizacja fuzyjnych biatek: Hsp104-mCherry (wariant WT i
F508A) i lucyferaza-mCitrine podczas szoku termicznego

Eksperyment przedstawiony we wczesniejszym rozdziale pokazal, ze wariant
Hspl04 F508A w przeciwienstwie do Hspl104 WT nie tworzy skupisk podczas szoku
termicznego. Wprowadzone przeze mnie fuzje genomowe pozwolily na obserwowanie
tylko biatek Hsp104, a wnioskowanie o tworzacych si¢ agregatach bylo tylko posrednie.
Dlatego aby lepiej przyjrze¢ si¢ oddziatywaniu bialek Hspl04 z agregatami,
zaprojektowatem eksperyment, w ktorym do komoérek drozdzy, oprocz fuzji
genomowych biatka Hsp104 wprowadzitem dodatkowo termolabilng lucyferaze w fuzji
z mCitrine, ktora pelni rol¢ markera, pozwalajacego na lokalizacje¢ agregatow podczas
szoku termicznego (Winkler i wsp., 2012). W tym celu wytworzytem nowe konstrukty:
HSP104 oraz hspl04F508A w fuzji z mCherry oraz gen kodujacy lucyferaze w fuzji
z mCitrine. Wprowadzitem je na chromosom komorek drozdzy wykorzystujac
rekombinacje homologiczng (Rozdziat 5.2.3. i 5.2.4.). Na rycinie 27A przedstawiono
wyniki analizy Western Blot przeprowadzonej w celu weryfikacji poprawnosci
wariantow genomowych drozdzy S. cerevisiae. Analiza z wykorzystaniem przeciwciat
anty-Hsp104 na tych $ciezkach zawierajacych lizaty ze szczepow W303hsplO4WT-
mCherry oraz W303hspl04F508A-mCherry, przedstawia po dwa prazki, co moze
swiadczy¢ 0 produkcie degradacji, jednak analiza z wykorzystaniem przeciwciat anty-
mCherry pokazuje, ze wyzszy prazek odpowiada wtasciwemu produktowi. Dodatkowo,
sprawdzitem ekspresje lucyferazy. Odpowiadajacy jej prazek znajduje si¢ na wysokosci
okoto 90 kDa ze wzgledu na znacznik mCitrine, w odrdznieniu od uzytego wzorca

lucyferazy nieznakowanej na wysokosci okoto 60 kDa. Takze, i w tym przypadku
przeprowadzitem detekcje B-aktyny, aby upewnié si¢, ze na $ciezki naniostem takie

same ilosci lizatow komorkowych.
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@ Rycina 26 | Kolokalizacja biatka fuzyjnego Hsp104-
& ég' mCherry (WT i F508A) z agregatami lucyferazy-
ég’ N mCitrine w komodrkach S. cerevisiae podczas szoku
N é’v termicznego. A | Analiza Western Blot otrzymanych
$ > § d konstruktéw biatek WT-mCherry i F508A-mCherry.
q§ s? ,§‘ § Lizaty komérek drozdzy W303hsp104WT,
3 L $ g»‘ ,@Q W303hsp1044, W303HSP104WT-mCherry oraz
‘_,3’ ,,§" ,§’ ,§’ ,§’ W303hsp104F508A-mCherry poddano rozdziatowi SDS-
¥ & & 8 PAGE nastepnie wykonano analize Western Blot przy
uzyciu przeciwciat anty-Hsp104, anty-mCherry, anty-
— — | . -
. e lucyferazy i anty-aktyny. Strzatkg zaznaczono wiasciwe
a-Hsp104 biatko fuzyjne Hspl104-mCherry. B | Kolokalizacja
biatek fuzyjnych Hsp104 WT-mCherry i Hsp104 F508A-
mCherry do agregatow wytworzonych przez
lucyferaze-mCitrine w komédrkach drozdizy S.
a-mCherry cerevisiae, w trakcie szoku cieplnego. Kolokalizacja
Hspl04 WT lub Hspl04 F508A do indukowanych
,9? cieptem agregatéw Komorki zawierajgce biatka fuzyjne
&é Hsp104 — mCherry lub Hsp104 F508A — mCherry oraz
& cytryn — lucyferaze-mCitrine hodowano w 30°C i
przeniesiono do 42°C na 10 min, aby zaindukowad
——— agregacje lucyferazy. Zaznaczona skala odpowiada 5
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Na rycinie 27B, przedstawiono zdjgcia mikroskopowe komorek drozdzy
syntetyzujace biatka fuzyjne: Hspl04WT-mCherry oraz Hspl04 F508A-mCherry.
W temperaturze 30°C biatka fuzyjne Hspl04-mCherry, zarowno WT jak i wariant
F508A, sg rozproszone w cytoplazmie calej komorki (99% komorek syntetyzuje
Hspl104 WT-mCherry, 98% komorek syntetyzuje Hsp104 F508 A-mCherry). Rowniez
lokalizacja lucyferazy obejmuje caly obszar komorki. Jednak, kiedy przeniesiemy
komorki do 42°C, lucyferaza tworzy skupiska, co $wiadczy o powstaniu agregatow.
Na 100 komoérek syntetyzujacych fuzje Hspl04-mCherry, w przypadku biatka WT,
93% kolokalizacje z powstalymi agregatami lucyferazy, natomiast w przypadku
wariantu F508A nie zauwazono znaczacej zmiany wywotanej szokiem termicznym w
porownaniu do komoérek w 30°C (na 100 komorek, 15% kolokalizuje z agregatami
lucyferazy). Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze efektywne oddziatywanie dezagregazy
Hsp104 z biatkiem Ssal, ma kluczowe znaczenie przy rozpoznawaniu i skupianiu si¢

dezagregazy w obrebie powstajacych podczas szoku cieplnego agregatow.

6.5.3. Gen hsp104 F508A nie zapewnia termotolerancji komorkom
drozdzy

U drozdzy S. cerevisiae gen HSP104 jest odpowiedzialny za termotolerancje,
rozumiang jako zdolno$¢ do przezycia w warunkach stresu temperaturowego. Delecja
genu HSP104 powoduje drastyczny spadek przezywalnosci komoérek drozdzy
eksponowanych na wysokie temperatury (Sanchez i Lindquist, 1990).
W eksperymentach dotyczacych lokalizacji biatka Hspl04 w obrebie agregatow
podczas szoku termicznego, zaobserwowatem brak kolokalizacji wariantu Hsp104
F508A z wytworzonymi agregatami, dlatego zadalem sobie pytanie, czy gen kodujacy
ten wariant biatka jest w stanie zapewni¢ termotolerancj¢ komodrkom drozdzy.
W tym celu wykorzystalem szczepy drozdzy z wprowadzona fuzja genéow HSP104-
GFP. Rycina 28A przedstawia wyniki eksperymentu opisanego doktadnie w rozdziale
5.2.15., w ktorym inkubowatem szczepy W303hspl04WT-GFP, W303hspl104F508A-
GFP oraz W3034hsp104 w 50°C przez 25 minut. Co 5 minut pobieralem probki,
wykonywatem seryjne rozcienczenia i wysiewalem na ptytki SC (-His). Jak mozna
zauwazy¢, gen niosgcy mutacje FS08A nie jest w Stanie zapewni¢ przezycia komorkom
drozdzy inkubowanych w warunkach szoku termicznego. Po 10 minutach

w temperaturze 50°C komorki wykazuja znaczny spadek przezywalnos$ci w porownaniu
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do komorek niosagcych dzika form¢ genu. Co ciekawe, wyniki pokazaly, ze komorki
niosace ten gen sg bardziej wrazliwe na podwyzszong temperatur¢ niz komorki
catkowicie pozbawione genu HSP104. Aby mie¢ pewnos¢, ze wprowadzony znacznik
(GFP) nie wplywa na przezywalno$¢ komoérek w warunkach podwyzszonej
temperatury, przeprowadzitem ten sam typ eksperymentu, wykorzystujac tym razem
szczep W3034hspl04 =z wprowadzonymi plazmidami pRS313 zawierajacymi
odpowiednio geny HSP104, hsp104F508A oraz pusty wektor pRS313, znajdujace si¢
pod natywnym promotorem. Sam eksperyment zostal przeprowadzony podobnie
do poprzedniego. Hodowle inkubowano przez 25 minut w 50°C, pobierano probki
co 5 minut, rozcieficzano i wysiewano na plytki z podtozem SC (-His). Jak mozna
zauwazy¢ na rycinie 28B, drozdze z wprowadzonym genem hspl04F508A, juz po
10 minutach w 50°C rosng znacznie stabiej, a wydtuzona ekspozycja na szok termiczny
powoduje zahamowanie wzrostu komorek, nawet w poréwnaniu do szczepu
pozbawionego genu HSP104. Wskazuje to, ze szczep zawierajacy wariant F508A nie
wykazuje termotoleranciji.

Wyniki z obu eksperymentéw sugeruja, ze zarbwno chromosomalny gen fuzyjny
hsp104F508A-GFP, jak i gen hspl04F508A wprowadzony na plazmidzie nie sg

W stanie zapewni¢ termotolerancji komdorkom drozdzy podczas stresu temperaturowego.
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Czasw 50°C [min] »

hsp104 F508A-GFP hsp1044

Czas w 50°C [min]

HSP104 WT hsp104 F508A hsp1044

Rycina 28 | Termotolerancja komédrek drozdzy z wprowadzonymi wariantami genu HSP104. A | Analiza
termotolerancji szczepéw drozdzy z wprowadzonymi fuzjami genomowymi HSP104-GFP. Rowng liczbe komadrek
szczepu W303HSP104WT-GFP, W303hsp104 F508A-GFP oraz szczepu delecyjnego W303hsp104A przeniesiono do
37 °C w celu wywotania odpowiedzi szoku cieplnego. Nastepnie komorki przeniesiono do 50 °C. i co 5 minut
pobierano komorki, rozciericzano seryjnie (5x), i naktadano na ptytke SC (-His). Ptytki hodowano przez trzy dni w
30°C. B | Termotolerancja szczepéw drozdzy z wprowadzonymi plazmidami niosacymi geny HSP104. Réwna liczbe
komérek szczepu W303 hsp104A S. cerevisiae transformowanego plazmidami: pRS313HSP104, pRS313hsp104F508A
oraz pRS313Ahsp104 przeniesiono do 37 °C w celu wywotania odpowiedzi szoku cieplnego. Nastepnie komérki
przeniesiono do 50 °C. i co 5 minut pobierano komorki, rozcieficzano seryjnie (5x), i naktadano na ptytke SC (-His).

6.6. Wariant bialka Hsp104 F508G/A509K oraz biatka ClpB
G504F/K505A nie wykazuje aktywnosci dezagregacyjnej

Oddziatywanie pomig¢dzy biatkami opiekunczymi Hsp100 i Hsp70 opiera si¢ na
tzw. specyficzno$ci gatunkowej. Biatka opiekuncze z bakterii nie wspotpracuja
Z eukariotycznymi i na odwrét. Ta specyficznos¢ ma swoje odzwierciedlenie
w sekwencji aminokwasowej regionu MD odpowiedzialnego za oddziatywanie
z Hsp70. U bakterii tuz obok silnie konserwowanej tyrozyny znajduje si¢ glicyna, ktora
jest aminokwasem zaburzajagcym strukture o-helisy, natomiast u eukariotow obok
tyrozyny znajduje si¢ drugi aromatyczny aminokwas (tyrozyna lub fenyloalanina).
Ze wzgledu na to mozna zadaé pytanie czy wprowadzenie reszt konserwowanych

u E.coli (tyrozyna iglicyna) do biatka drozdzowego spowoduje wspolprace

Strona | 86



6. WYNIKI

z bakteryjnym Hsp70, innymi stowy chce sprawdzi¢ czy kluczowe roznice w sekwencji
reszt aminokwasowych w regionie odpowiedzialnym za oddzialywanie z Hsp70
powoduja nieckompatybilno$¢ systemow.

Aby sprobowaé¢ odpowiedzie¢ na to pytanie stworzylem dwa nowe warianty
biatek Hsp104 i ClpB. Wykorzystujac mutageneze miejscowo specyficzng do biatka
Hspl04 wprowadzitem dwie mutacje: F508G oraz AS509K  pochodzace
Z homologicznego miejsca w biatku ClpB z E.coli, natomiast do biatka ClpB, mutacje
G504F oraz K505A. Dzigki temu zabiegowi chciatem sprawdzi¢ czy przez zmiang
sekwencji aminokwasowych uda si¢ uzyskaé wspotprace pomiedzy Hsp104 a DnaK
oraz pomiedzy ClpB a Ssal, a co za tym idzie ustali¢ przyczyne tzw. specyficzno$ci
gatunkowej w procesie dezagregacyjnym.

Oba oczyszczone warianty przetestowatem w reaktywacji zagregowanego GFP.
Wyniki analizy wskazuja, ze wariant ClpB G504F/K505A wykazuje minimalng
aktywnosci renaturacyjng z bakteryjnym systemem Hsp70/JDP (DnaK, Dnal i GrpE),
natomiast systemem drozdzowym Ssal/Ydj1 nie obserwujemy zadnej aktywnosci (Ryc.
29A). Wyniki uzyskane dla biatka Hsp104 F508G/A509K (Ryc.29B) pokazuja,
ze wariant nie jest stymulowany zaréwno przez z system bakteryjny jak i drozdzowy.

Oczyszczone biatka nie wykazuja aktywnoS$ci dezagregacyjnej, co moze byc¢
spowodowane tym, ze wprowadzenie miejsc oddzialywania z Ssal lub DnaK do
dezagregaz z innych gatunkow, powoduje zerwanie oddzialywania z dotychczasowymi
partnerami jednoczes$nie nie umozliwiajac stymulacji w procesie dezagregacji przez
biatka Hsp70 z innych organizméw. Z drugiej jednak strony wprowadzenie mutacje
moga powodowac zte zwijanie si¢ biatek przez co nie mozna zaobserwowac stymulacji

przez biatka Hsp70.
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Rycina 29 | Aktywnos$¢ renaturacyjng biatek ClpB G504F/K505A i Hsp104 F508G/A509K. A | Aktywnos¢
renaturacyjna biatka ClpB G504F/K505A. (lewy panel) Reaktywacja zagregowanego termicznie GFP przez warianty
ClpB WT (1 uM) i ClpB G504F/K505A (1 uM) w obecnosci Ssal (1 uM) i Ydj1 (1 uM) lub DnaK (1 uM), Dnal (0,4 uM) i
GrpE (0,3 uM). (prawy panel) Przeskalowany wykres bez pomiaru ClpB WT + DnaK/DnaJ/GrpE. B | Aktywnos¢
renaturacyjna biatka Hsp104 F508G/A509K. (lewy panel) Reaktywacja zagregowanego termicznie GFP przez
warianty Hsp104 WT (1 uM) i Hsp104 G504F/K505A (1 uM) w obecnosci Ssal (1 pM) i Ydj1 (1 uM) lub DnaK (1 um),
DnaJ (0,4 uM) i GrpE (0,3 uM). (prawy panel) Przeskalowany wykres bez pomiaru Hsp104 WT + Ssal/Ydj1.

6.7. Biatko Hsp104 D484K/F508A - wariant nie oddziatlujacy z Ssal
i niewymagajacy jego obecnosci przy aktywacji

Biatko Hspl104 jest kluczowe w procesie dezagregacji, jednakze sam proces

reaktywacji bialek z agregatow nie moglby zachodzi¢ bez obecnos$ci biatka Hsp70.

Mozna wymieni¢ kilka prawdopodobnych funkcji podczas dezagregacji, w ktorych
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uczestniczy biatko Ssal, sg to: (1) zmiana struktury agregatu (razem z biatkami JDP),
(2) promowanie oddziatywania Hspl04 z agregatem; (3) aktywacja biatka Hsp104
poprzez odchylenie M domeny, oraz (4) udzial w ponownym zwini¢ciu tancucha
polipeptydowego do struktury natywnej po przejsciu przez kanat Hspl104. Wariant
biatka Hspl04 z substytucja FS08A stracit mozliwos¢ funkcjonalnego i fizycznego
oddzialywania z biatkiem Hsp70, a co za tym idzie, przestat by¢ stymulowany przez
Ssal podczas dezagregacji. Z kolei w wariancie Hsp104 D484K opisanym w pracy
Lipinska i wsp., (2013), poprzez wprowadzenie lizyny zamiast kwasu asparaginowego
w pozycji 484 domeny M, uzyskano odpychanie si¢ jednoimiennych tadunkow reszt
aminokwasowych pomigdzy ta reszta i lizyng w pozycji 358 znajdujacej si¢ w NBD1.
Spowodowato to state odchylenie M-domeny od NBD1. Mutacja ta uniezaleznia biatko
Hspl04 od biatka Hsp70 w aktywacji dezagregacji. Mimo to, wariant D484K
w dalszym ciggu jest stymulowany przez system Hsp70, najprawdopodobniej dzigki
udzialowi Ssal w wigzaniu Hspl04 do agregatow, co zwicksza jego zdolnosé
reaktywacji zagregowanych substratow.

Laczac ze sobg obie mutacje: D484K — powodujaca stala aktywacje biatka
Hspl04 oraz F508A - zrywajaca oddziatywanie z Ssal, zalozylem, ze otrzymam
wariant niezalezny od biatka Ssal w aktywacji oraz niewspoOlpracujagcy z Ssal
W wigzaniu do agregatow. Za pomocag mutagenezy miejscowo-specyficznej
wprowadzitem obie mutacje, oczyScitem preparat biatka Hspl04 D484K/FS08A,
a nastgpnie wykonatem szereg eksperymentow in vitro. Wariant Hsp104 D484K/F508A
wykazuje zdolnos¢ do oligomeryzacji po dodaniu ATP podobnie jak wariant Hsp104
D484K (Ryc. 30A). Szybkos¢ hydrolizy ATP przez wariant D484K/F508A jest
poréwnywalna do wariantu Hspl104 D484K, a dodanie do reakcji a-kazeiny w obu
przypadkach nieznacznie zwigksza szybkos$¢ hydrolizy ATP (Ryc. 30B). Tak jak
omowiono wczesniej, wariant D484K byl zdolny do reaktywacji bialek z agregatow bez
obecnosci systemu Hsp70, jednakze dodatek do reakcji systemu Hsp70 powodowat jego
stymulacje. Jak zakladatem wczesniej, wprowadzenie obu mutacji (D484K i F508A)
spowodowato brak stymulacji tego biatka przez system Hsp70 w procesie refaldowania
i dezagregacji GFP (Ryc. 30C). Podobne wyniki otrzymano w reaktywacji lucyferazy
(Zatacznik 2B).
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Rycina 30 | Charakterystyka biatek Hsp104 D484K i Hsp104 D484K/F508A. A | Zdolno$¢ tworzenia struktur
oligomerycznych pod wptywem ATP. ATP (5 mM) powoduje tworzenie sie heksameréw zaréwno biatka Hsp104
D484K (1 uM) i Hsp104 D484K/F508A (1 uM). B | Aktywno$é ATPazowa. Aktywnos$¢ ATPazowa wariantéw Hsp104
D484K (0,5 uM) oraz Hspl04 D484K/F508A (0,5 uM), bez i z dodatkiem a-kazeiny (7,5 uM). C | Reaktywacja
termicznie zagregowanego GFP. (lewy panel) Reaktywacja termiczne zagregowanego GFP przez biatka Hsp104 WT
(1 uM), Hsp104 D484K (1 uM) i Hsp104 D484K/F508A (1 uM) bez systemu Hsp70/JDP. (prawy panel) Reaktywacja

termiczne zagregowanego GFP przez biatka Hsp104 WT (1 uM), Hsp104 D484K (1 uM) i Hsp104 D484K/F508A (1 uM)
z dodatkiem biatek Ssal (1 uM) i Ydj1 (1 uM).

Wyniki analizy BLI pokazuja, ze warianty: D484K, D484K/F508A i F508A sa
zdolne do oddzialywania z agregatami lucyferazy zimmobilizowanymi na sensorze bez

systemu Hsp70, w przeciwienstwie do biatka Hsp104 WT (Ryc. 31A). Natomiast, jezeli
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na sensorze wystepuje system Hsp70-JDP, biatkka WT oraz D484K oddzialujg z tym
systemem, w przeciwienstwie do wariantow F508A i D484K/F508A (Ryc. 31B). | tak
dzieki wprowadzeniu jednocze$nie mutacji D484K i F508A udato si¢ uzyska¢ wariant,
ktory stracit mozliwo$¢ oddzialywania z biatkiem Ssal oraz ktory jest zdolny do

samodzielnej reaktywacji biatek z agregatow.
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Rycina 31 | Analiza oddziatywan wariantéw biatka Hsp104. A | Oddziatywanie pomiedzy agregatami lucyferazy a
wariantami biatka Hsp104. Sensor BLI pokryty agregatami lucyferazy inkubowano z wariantami Hsp104 (1uM): WT,
D484K, F508A, oraz D484K/F508A a nastepnie odptukano biatka. B | Oddziatywanie pomiedzy agregatami
lucyferazy a wariantami biatka Hsp104 w obecnosci Hsp70/JDP (Ssal i Ydjl Sensor BLI pokryty agregatami
lucyferazy inkubowano w pierwszej kolejnosci z biatkami Ssal (1 uM), Ydj1 (0,8 uM), nastepnie do reakcji dodano
poszczegdlne warianty biatka Hsp104 (1uM): WT, D484K, F508A i D484K/F508A i odptukano biatka. W celu
fatwiejszej analizy wykresy przedstawiajg tylko etap dodania i odptukania biatek Hsp100.

Dodatkowo zadatem sobie pytanie, jaki wptyw bedzie miat ten wariant biatka
Hsp104 na komorki drozdzy. Rycina 32A, prezentuje wyniki analizy Western Blot
poziomu produkcji biatek Hspl04. Komorki, ktore transformowano plazmidami
niosagcymi geny kodujace biatka nadaktywne, wykazuja zmniejszong ekspresje tych
wariantow w poréwnaniu do poziomu ekspresji biatka WT. Na rycinie 32B
przedstawiono rezultaty testu, w ktérym sprawdzilem wpltyw wariantow Hspl04 na
wzrost komoreh drozdzy. Jak mozna zaobserwowac¢ wariant FS08A czy wariant D484K
nie wykazuja tak negatywnego wplywu na komorki drozdzy, jak potaczenie obu tych
mutacji, co moze sugerowaé, ze oddziatywanie z Ssal jest istotne dla kontroli

aktywnos$ci Hsp104 w komorce.
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Rycina 32 | Analizy in vivo wariantéw Hsp104. A | Poziom eksprymowanych biatek. Lizaty komérek drozdzy, ktére
byty transformowane plazmidami pRS313 zawierajgcymi geny: HSP104, hsp104 F508A, hsp104 D484K, hspl04
D484K F508A oraz pusty wektor pRS poddano rozdziatowi SDS-PAGE a nastepnie wykonano analize Western Blot
przy uzyciu przeciwciat anty-Hsp104 i anty-aktyny. B | Analiza toksycznosci wariantéw biatka Hsp104. Réwng liczbe
komorek drozdzy W303 hsp104A transformowanych plazmidami pRS313 zawierajgcymi geny: HSP104WT hsp104
F508A, hsp104 D484K, hsp104 D484K F508A, rozcienczono seryjnie, natozono na ptytke SC (-His) i hodowano w 30
°C przez 3-4 dni.

6.8. Biatko Hsp70 przesuwa preferencje substratowa dezagregazy
Hsp104 w strone biatek uwiezionych w agregatach.

Biorac pod uwage wplyw biatka Hsp104 D484K/F508A na komorki drozdzy,
czyli dramatyczny spadek przezywalnosci komorek z wprowadzonym wariantem
D484K/F508A chciatem sprawdzi¢, jaka role petni Hsp70 w zapobieganiu toksycznosci
dezagregazy. Jedna z hipotez byt udziat Hsp70 w doborze odpowiedniego substratu dla
dezagregazy Hspl04, tzn. promowanie oddzialywania z agregatami, a nie z biatkami
posiadajacymi cze$ciowo rozwinigte lancuchy polipeptydowe. Translokacja tych
drugich mogtaby prowadzi¢ do ich catkowitego rozfatdowania i degradacji, co mogtoby
by¢ przyczyna toksyczno$ci dezagregazy uwolnionej spod kontroli Hsp70.
Aby to zbadaé, zaprojektowano szereg eksperymentow kompetycyjnych, w ktorych
wykorzystano rozne substraty 1 w ktorych mierzono wzgledne aktywno$ci wariantow
Hspl04 D484K i Hspl04 DA484K/FS508A wzgledem agregatdow 1 czgsciowo
rozwinigtych biatek. W pierwszym eksperymencie uzyto agregatow GFP oraz
zredukowang karboksymetylowang laktalbuming (RCMLa), jako modelowy, cze$ciowo
rozfaldowany substrat. Mierzono fluorescencje reaktywowanego GFP, ktore
wystepowato w statym stezeniu (0,35 uM), natomiast do poszczegdlnych reakcji
dodawano RCMLa w roznych stezeniach (0-30 uM).
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Miareczkowanie przeprowadzono dla biatka Hspl04 D484K 1 Hspl04
D484K/F508A, w dwoch wariantach: z biatkami Ssal i Ydjl lub bez (Zatacznik 4).
W reakcji, w ktorej nie dodano bialek Ssal/Ydjl zdolnos¢ do reaktywacji
zagregowanego GFP byla hamowana przez wzrastajgce stezenie RCLMa w przypadku
obu wariantow biatka Hsp104. Wprowadzenie do reakcji Ssal/Ydjl nie spowodowato
diametralnych zmian w reaktywacji GFP =z wykorzystaniem biatka Hspl04
D484K/F508A i byto porownywalne do reakcji bez Hsp70/JDP. W przypadku biatka
Hsp104 D484K, dodatek Ssal/Ydjl spowodowat zniwelowanie hamujgcego wplywu
RCMLa, przez co obserwujemy znaczacy wzrost fluorescencji reaktywowanego GFP
(Ryc. 33A). Aby sprawdzi¢ czy obserwowany efekt mozna uzyska¢ wykorzystujac inny
substrat, zamiast RCMLa uzyto kolejnego modelowego substratu — kazeine, ktora takze
jest czeSciowo rozfaldowanym biatkiem. W drugim eksperymencie wykorzystano takze
agregaty GFP (0,35 uM), reakcj¢ miareczkowano uzywajac rosngcego stezenia kazeiny
(0-80 uM) (Zatgcznik 5). I w tym przypadku w reakcji bez Ssal/Ydjl, aktywnos$¢
reaktywacyjna GFP zar6wno biatka Hsp104 D484K jak i Hsp104 D484K/F508A, jest
hamowana w podobny sposéb przy miareczkowaniu kazeing. Dodanie do reakcji
Ssal/Ydjl spowodowalo zmniejszenie hamujacego wplywu kazeiny przy reakcji
z wykorzystaniem Hsp104 D484K, w przeciwienstwie do Hsp104 D484K/F508A, gdzie
dodanie biatek Ssal/Ydjl nie wplyneto znaczaco na wzrost reaktywacji agregatow GFP
(Ryc. 33B).
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Rycina 33 | Hsp70 przesuwa preferencje substratowa Hsp104 w kierunku agregatéw GFP. A | Reaktywacja
agregatow GFP podczas miareczkowania z wykorzystaniem RCMLa (lewy panel) Reaktywacja zagregowanego GFP
(0,35 uM) przez wariant Hsp104 D484K lub Hsp104 D484K/F508A (0,2 uM) przy réznych stezeniach RCMLa (0-30
UM). (prawy panel) Reaktywacja zagregowanego GFP (0,35 pM) przez wariant Hspl04 D484K lub Hspl04
D484K/F508A (0,2 uM) przy roznych stezeniach RCMLa (0-30 uM) wraz z Ssal (1 uM) i Ydj1 (0,5 uM). Oba wykresy
przedstawiaja znormalizowang aktywnos$¢ wariantéw Hspl04. B | Reaktywacja agregatow GFP podczas
miareczkowania z wykorzystaniem kazeiny (lewy panel) Reaktywacja zagregowanego GFP (0,35 uM) przez wariant
Hsp104 D484K lub Hspl04 D484K/F508A (0,2 uM) przy réznych stezeniach kazeiny (0-80 uM). (prawy panel)
Reaktywacja zagregowanego GFP (0,35 uM) przez wariant Hsp104 D484K lub Hsp104 D484K/F508A (0,2 uM) przy
réznych stezeniach kazeiny (0-80 uM) wraz z Ssal (1 uM) i Ydjl (0,5 pM). Oba wykresy przedstawiajg
znormalizowang aktywno$¢ wariantéw Hsp104.

W obu przedstawionych eksperymentach mozna zauwazyé, ze wzrastajace
stezenie obu modelowych substratow tj. RCMLa oraz kazeiny powoduje zahamowanie
reaktywacji biatek z agregatow zarowno w przypadku dezagregacji prowadzonej przy
uzyciu Hspl04 D484K, jak i Hspl04 D484K/F508A, jednakze wprowadzenie
do reakcji biatka Ssal, powoduje zwigkszenie reaktywacji agregatow GFP przez biatko
Hspl04 D484K w przeciwienstwie do Hsp104 D484K/F508A. W przedstawionych
powyzej eksperymentach zastosowano ten sam typ agregatéw - GFP, dlatego aby mie¢
pewnosc, ze obserwowany efekt utrzymuje si¢ przy innym typie agregatow, w kolejnym

eksperymencie zastosowano agregaty lucyferazy.
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W reakcji agregaty lucyferazy (0,22 uM) miareczkowano RCMLa (0-2,4 uM)
I tak jak w poprzednich eksperymentach reakcje prowadzono dla biatek Hsp104 D484K
jak i Hsp104 D484K/F508A, bez oraz z biatkami Ssal/Ydjl (Zatacznik 6). Pomimo
zmiany rodzaju agregatu, wyniki przedstawiajg analogiczng zaleznos$¢, jak w dwoéch
poprzednich eksperymentach. W reakcji bez systemu Ssal/Ydj1 reaktywacja agregatow
lucyferazy jest podobnie hamowana przy rosngcym stg¢zeniu RCMLa dla Hspl04
D484K oraz Hsp104 D484K/F508A. W reakcji, w ktorej dodano Ssal/Ydjl, zdolnosé¢
reaktywacji lucyferazy przez Hsp104 D484K/F508A jest w dalszym ciggu ograniczana
przy wzrastajagcym stezeniu RCMLa, w przeciwienstwie do reaktywacji prowadzonej

przy uzyciu Hsp104 D484K (Ryc. 34).
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Rycina 34 | Hsp70 przesuwa preferencje substratowg Hsp104 w kierunku agregatow lucyferazy. (lewy panel)
Reaktywacja zagregowanej termicznie lucyferazy (0,22 uM) przez wariant Hsp104 D484K lub Hsp104 D484K/F508A
(0,25 uM) przy réinych stezeniach RCMLa (0-0,75 pM). (prawy panel) Reaktywacja zagregowanej termicznie
lucyferazy (0,22 uM) przez wariant Hsp104 D484K lub Hsp104 D484K/F508A (0,25 uM) przy réznych stezeniach
RCMLa (0-2,4 uM) w obecnosci Ssal (1 uM) i Ydj1 (1 uM). Oba wykresy przedstawiajg znormalizowang aktywnos¢
wariantéw Hsp104.

W przedstawionych powyzej eksperymentach mierzono zdolnos¢ do reaktywacji
agregatow GFP jak i lucyferazy. Lancuchy polipeptydowe GFP lub lucyferazy,
uwiezione w agregatach, dzieki Hsp104 byly uwalniane, translokowane przez kanat
dezagregazy, a nastgpnie wracaly do swojej struktury natywnej, przez co moglismy
monitorowa¢ aktywno$¢ dezagregacyjnag Hspl104. Przeanalizowano réwniez zdolnos¢
do translokacji czeSciowo rozfaldowanych tancuchow przez analizowane warianty
Hspl04 w obecno$ci agregatow. W tym celu wykorzystano technik¢ anizotropii
fluorescencji, dzigki ktorej mozna monitorowac translokacj¢ tancucha przez kanal
dezagregazy. W reakcji wykorzystano biatka Hspl104 z wprowadzonym miejscem

oddziatywania (G739l S740G K741F T746A) z bakteryjng proteazg ClpP (warianty
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HAP) (Tessarz i wsp., 2008), dzigki czemu translokowany tancuch polipeptydowy ulega
degradacji przez proteaze ClpP przylaczong do Hspl04. Wykorzystano kazeine
znakowang fluoresceing (FITC-kazeina) w statym stezeniu 1,8 nM oraz rdzne stg¢zenia
agregatow GFP (0-2,7 uM) (Zatacznik 7). Inkubacja znakowanej kazeiny z biatkami
HAP D484K lub HAP D484K/F508A z dodatkiem Ssal, Ydjl i ClpP, spowodowata
spadek anizotropii fluorescencji zwigzany z proteoliza znakowanej kazeiny
i uwalnianiem krotkich peptydow zwigzanych z fluoresceing wykazujgcych nizsza
anizotropi¢ fluorescencji. Dodanie do reakcji agregatow GFP spowodowato bardziej
wydajnie zahamowanie proteolizy kazeiny przez HAP D484K niz w przypadku HAP
D484K/F508A (Ryc. 35). Sugeruje to, ze w warunkach eksperymentu wariant D484K
zostat przez Hsp70 skierowany do agregatow 1 dlatego doszto do efektywnego

zahamowania degradacji kazeiny.

Ssal, Ydjl, Hspl04 HAP Rycina 35 | Hsp70 przesuwa preferencje substratowq
100 - Hsp104 w kierunku agregatow GFP. Proteoliza kazeiny-
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Ze wszystkich powyzszych eksperymentow wynika, ze biatko Ssal ma
kluczowe znaczenie przy rozpoznawaniu substratow przez dezagregaze. Wariant
Hspl104 D484K, ktory ma zdolno$¢ oddziatywania z Ssal, we wszystkich
przedstawionych eksperymentach w obecnosci Hsp70 przetwarzat tancuchy
zagregowanych biatek wydajniej niz wariant Hsp104 D484K/F508A w tych samych
warunkach. Z kolei pod nieobecnos¢ Hsp70, oba biatka wykazywatly podobna
konkurencje o rozwiniety substrat. Podsumowujac, funkcjonalna wspoétpraca z Hsp70
zwigksza specyficzno$¢ substratowa Hspl104 wzgledem zagregowanych biatek. W ten
sposob odzyskiwanie biatek z agregatow jest bardziej wydajne a zarazem zahamowane

jest przetwarzanie niezagregowanych biatek z nieuporzgdkowanymi regionami.
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Wigkszos¢ przedstawionych wynikéw zostata opublikowana w pracy Chamera T.,
Klosowska A., i wsp., (2019) Selective Hsp70-Dependent Docking of Hspl04 to
Protein Aggregates Protects the Cell from the Toxicity of the Disaggregase, Journal of
Molecular Biology, 431, 2180-2196; doi.org/10.1016/j.jmb.2019.04.014
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Kompleks dezagregacyjny u drozdzy S. cerevisiae sktada si¢ z biatek: Hsp104,
Ssal, JDP: Ydjl i Sisl, oraz NEF, jednakze biatkami ktore w glownej mierze
sg odpowiedzialne za prawidtowy przebieg tego procesu sg Hspl104 i Ssal, natomiast
JDP i NEF odpowiadajg za stymulacj¢ cyklu ATPazowego Ssal. Biatko Ssal jest
odpowiedzialne za dostarczenie substratow do dezagregazy i jej aktywacje, natomiast
Hspl04 odpowiada za kluczowy etap dezagregacji, jakim jest catkowite
wyswobodzenie tancucha polipeptydowego z agregatu oraz przeciggnigcie go przez
kanat centralny, aby moégl on ponownie powrdci¢ do struktury natywnej. Zaréwno
proces wyswobodzenia, jak i translokacji, wymaga duzych nakladow energii
pochodzacych z hydrolizy ATP. W przypadku, gdyby aktywnos¢ Hspl04 nie byta
kontrolowana, mogloby to powodowac niekorzystne zmiany w proteomie komorki,
poprzez przewlekanie innych substratow niz tancuchy polipeptydowe wyswobodzone
z agregatow. Dlatego komoérki wyksztalcity szereg mechanizméw kontrolujacych
I ograniczajacych aktywnos$¢ dezagregazy. Jednym z nich jest oddziatywanie pomigdzy
biatkami Hsp70 a Hspl04. Celem przedstawionej pracy bylo dokladne okreslenie
znaczenia wspotpracy pomiedzy biatkami Hsp70 a Hsp104 dla prawidlowego przebiegu

procesu dezagregacji.

7.1. Identyfikacja miejsca oddzialywania miedzy Hsp104 a Hsp70

Na podstawie analizy dopasowania sekwencji reszt aminokwasowych domeny
M dezagregaz z roznych organizmow, udato si¢ wytypowac kluczowe miejsce dla
oddziatywania pomigdzy Hsp70 a Hspl04. U bakterii za oddziatywanie z Hsp70
odpowiedzialna jest silnie konserwowana tyrozyna (Rosenzweig i wsp., 2013,
Haslberger i wsp., 2007), odpowiadajgca reszcie Y507 u drozdzy S. cerevisiae,
jednakze substytucja tyrozyny na alaning w tej pozycji u drozdzy nie spowodowata
zerwania oddzialywania z Hsp70 (Ryc.16C). Dokladniejsza analiza wykazata, ze
w taksonie Uniconta/Amorphea, do ktorej zaliczaja si¢ drozdze S. cerevisiae, kolejna
resztg aminokwasowa jest druga aromatyczna reszta aminokwasowa — fenyloalanina lub
tyrozyna, natomiast u Prokariota i u pozostatych Eukaryota, w tym u roslin i glonow
pozycja ta jest zajmowana przez glicyne (Ryc.17). Wprowadzenie alanin zaréwno

w pozycji 507 i 508 spowodowalo zahamowanie stymulacji dezagregazy przez Hsp70
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w reaktywacji termicznie zagregowanego GFP. Co wigcej juz wprowadzenie
pojedynczej substytucji w pozycji 508 wystarczylo do zaburzenia oddzialywania
mi¢dzy tymi biatkami. Fenyloalanina w pozycji 508 okazata si¢ kluczowym miejscem
oddziatywania funkcjonalnego pomiedzy Hsp70 a Hsp104 u drozdzy S. cerevisiae (Ryc.
18C). Dodatkowo, dzigki zastosowaniu interferometrii biowarstwowej (BLI) udato si¢
monitorowa¢ powstawanie kompleksu dezagregacyjnego w czasie rzeczywistym.
Pozwolito to okresli¢, ze warianty z substytucja wprowadzong w pozycji 508 nie
oddziatujg fizycznie Hsp70 na powierzchni agregatu (Ryc. 21B). Zatem fenyloalanina
w pozycji 508 biatka Hspl04 jest odpowiedzialna za funkcjonalne i1 fizyczne
oddziatywanie z biatkiem Ssal podczas dezagregacji. Otrzymane wyniki potwierdzaja
ogollnie przyjety mechanizm wspotpracy pomigdzy Hsp70 a Hspl04 w dezagregacji
biatek (Kummer i wsp., 2016).

Zastosowanie techniki interferometrii biowarstwowej (BLI) pozwolito réwniez
zbada¢ aktywnos$¢ systemu Hsp70 podczas wigzania dezagregazy do powierzchni
agregatu. Hsp70 moze ulatwia¢ wigzanie Hspl04 z agregatem przez wstgpng
rearanzacj¢ powierzchni agregatu, co moze zwicksza¢ powierzchni¢ agregatu
lub sprawia, Zze miejsca wigzania dezagregazy sa bardziej dostgpne. Taki mechanizm
moze sugerowaé obserwacja, ze Hsp104 F508A reaktywuje GFP wydajniej i szybciej,
gdy agregaty GFP poddano wstepnej inkubacji z biatkami Ssal i Ydj1 (Zatacznik 8).
Stosujac technik¢ BLI, udalo si¢ monitorowa¢ wigzanie poszczegdlnych biatek
opiekunczych do powierzchni agregatu 1 nie zaobserwowano zadnego pozytywnego
wptywu Hsp70 na wydajnos¢ wigzania si¢ do powierzchni agregatow przez Hspl104
F508A (Ryc. 21). Wskazuje to, ze ewentualny wptyw Hsp70 na agregaty nie odgrywa
glownej roli przy rekrutacji Hsp104.

7.2. Hsp70 Kieruje Hsp104 do agregatow w komorkach drozdzy

Aktywacja Hspl104 przez Hsp70, ktore oddziatluje z M domeng jest funkcja
niezbedng do dezagregacji, jednakze druga istotng funkcja jest rozpoznanie agregatu
przez Hspl04. Hsp70 zwigzane z powierzchnig zagregowanych biatek jest informacja
dla Hspl04, aby zwigzalo si¢ z takg strukturg. W ecksperymencie, w ktorym
wykorzystano fuzje genomowe HSP104: HSP104WT-GFP oraz hspl04F508A-GFP,
mozna zauwazy¢, ze podczas szoku termicznego wariant F508A nie jest zlokalizowany

w obrebie powstatych agregatow (Ryc.26B). Dodatkowo wykorzystanie wariantow

Strona | 99



7. DYSKUSJA

fuzyjnych z mCherry oraz lucyferazy ze znacznikiem mCitrine pokazalo, ze wariant
F508A nie jest w stanie rozpoznawaé agregatow wytworzonych przez lucyferazg
(Ryc.28B). Wyniki te pokazuja, ze oddzialywanie Hspl04 z Hsp70 zwigzanym
z agregatem jest kluczowe, aby Hspl04 rozpoznato agregat i moglo efektywnie
przeprowadzi¢ proces dezagregacji. Oddzialywanie pomigdzy Hsp70 i Hspl04 jest
réwniez niezbedne dla termotolerancji u drozdzy (Ryc.27). Komorki, w ktorych biatko
Hsp104 zostato pozbawione mozliwosci komunikowania si¢ z Hsp70 (Hsp104 F508A),
nie s3 w stanie przetrwa¢, wystawione na dziatanie wysokiej temperatury, ktoéra
powoduje powstanie agregatow komoérkowych. Brak oddziatywania pomiedzy Hsp104
a Hsp70, a co za tym idzie, uposledzenie dezagregacji biatek, moze powodowaé
nagromadzenie si¢ agregatow, a to z kolei prowadzi do zachwiania proteostazy

komorki.

7.3. Specyficznos$¢ gatunkowa wpltywa na oddzialywanie pomiedzy
Hsp70 i Hsp104 lub ClpB

Identyfikacja miejsca oddzialywania zaréwno pomigdzy Hspl04 a Ssal
u drozdzy S. cerevisiae, jak i pomiedzy ClpB i DnaK u E.coli (Haslberger i wsp., 2007)
pozwolita zaprojektowa¢ i oczy$ci¢ dwa warianty dezagregaz z wprowadzonymi
potencjalnymi miejscami oddziatywan dla Hsp70 z innych organizméw. W ten sposob
powstal wariant Hsp104 F508G/A509K z hipotetycznym miejscem oddziatywania dla
biatka DnaK, pochodzacym z ClpB oraz wariant ClpB G504F/K505A z hipotetycznym
miejscem oddziatywania dla Ssal, pochodzacym z Hsp104. Wyniki analizy reaktywacji
termicznie zagregowanych agregatow GFP przez oczyszczone warianty wykazaty,
ze dezagregazy stracily mozliwo$¢ oddziatywania z biatkami Hsp70 z wiasnych
gatunkoéw, jednoczesnie nie zyskujac mozliwosci oddziatywania z partnerami od innych
gatunkow (Ryc. 29). Moze to sugerowaé, ze wprowadzone mutacje utrudniajg
odchylenie si¢ MD od NDB1 w obu dezagregazach, przez co nie widzimy aktywacji
dezagregazy przez Hsp70. Jednak z drugiej strony nie mozna wykluczy¢,
7e oczyszczone warianty nie sg aktywne, przez co nie sg stymulowane przez Hsp70.
Wskazuje to, ze oprocz zidentyfikowanych kluczowych miejsc oddziatywania migdzy
dezagregaza a Hsp70, nie mozna wykluczy¢, ze za tzw. specyficznos¢ gatunkowa
odpowiadajg jeszcze inne dotychczas niezidentyfikowane elementy. Ulozenie MD

w dezagregazach u roznych organizméw, moze by¢ inne przez to wprowadzenie
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lokalnych, lecz kluczowych zmian w jej strukturze, nie spowoduje komunikacji

Z partnerem pochodzacym od innego gatunku.

7.4. 0Oddzialywanie pomiedzy Hsp70 a Hsp104 wplywa
na wydajnos¢ dezagregazy

Ingerencja w struktur¢ M domeny zaréwno w biatku Hsp104 jak i ClpB moze
spowodowa¢ powstanie wariantow nadaktywnych, tzn. zdolnych do reaktywacji
zagregowanych tancuchow polipeptydowych bez systemu Hsp70. Takie warianty
(np. Hsp104 D484K) moga by¢ stymulowane przez Hsp70, przez co reaktywacja biatek
Z agregatow jest znacznie wydajniejsza niz w przypadku biatka WT (Oguchi i wsp.,
2012; Seyffer i wsp., 2012; Lipinska i wsp., 2013; Jackrel i wsp., 2014; DeSantis i wsp.,
2014). Pokazuje to, ze pomimo tego, iz oddzialywanie z Hsp70 jest niezbedne
do aktywacji Hspl04, nie jest to wystarczajace, aby w biatku WT wyzwoli¢ pelng
aktywnos¢ dezagregacyjna, tak jak w przypadku wariantéw nadaktywnych. Dodatkowo
pokazano, ze warianty nadaktywne silnie zaleza od Hsp70 przy wigzaniu agregatow
(Lipinska i wsp., 2013; Klosowska i wsp., 2016). W przeprowadzonych
eksperymentach mozna zauwazy¢. ze zarowno biatko Hsp104 WT jak i wariant D484K
silnie zaleza od Hsp70, w przeciwienstwie do wariantow Hspl04 F508A
I Hsp104 D484K/F508A, ktore nie wykazuja silniejszego wigzania agregatow
w obecnosci Hsp70 (Ryc. 30B). Ta zaleznos¢ sugeruje, ze fizyczne oddziatywanie
migdzy Hsp70 a Hspl04 poprzez fenyloalaning w pozycji 508 jest krytyczne dla
stabilizacji oddzialywania migdzy Hspl04 a agregatem, a to z Kkolei wplywa

na wydajno$¢ dezagregacyjng.

7.5.Aktywnos$¢ dezagregazy jest zalezna od ilosci funkcjonalnych
miejsc oddziatywania z Hsp70

Biatko Hsp104, aby aktywnie uczestniczy¢ w dezagregacji musi utworzy¢
heksamer oraz oddziatywa¢ z Hsp70. Wytworzenie heksamerow, w ktorych wystepuja
zarowno podjednostki biatka WT, jak i podjednostki wariantu F508A, pozwolito w
przyblizeniu okresli¢, ile podjednostek jest wymaganych do pelnej aktywnosci
dezagregacyjnej biatka Hspl104. Wyniki renaturacji lucyferazy oraz analizy

z wykorzystaniem interferometrii biowarstwowej (Ryc. 24) pokazaty, ze zwigkszanie
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ilosci podjednostek zmutowanych uposledza aktywno$¢ dezagregacyjng oraz zdolnos¢
wigzania z Hsp70 oddziatujacym z agregatami. Natozenie wynikdéw eksperymentalnych
na krzywe teoretyczne pokazato, ze aby Hsp104 w pelni wykazywato swoja aktywnos¢
dezagregacyjng potrzeba przynajmniej 5 podjednostek funkcjonalnych, czyli ze juz
2 podjednostki zmutowane powoduja  drastyczne zahamowanie  aktywnosci
dezagregacyjnej (Ryc.25). Otrzymane wyniki nie sg zgodne z wczeSniejszymi,
w ktorych uzyto wariantu Hsp104 A430W (DeSantis i wsp. 2014). Przez wprowadzenie
tryptofanu w pozycji 430 wariant ten nie byt stymulowany przez systemem Hsp70/JDP
podczas reaktywacji agregatow lucyferazy, jednakze wykazywal pewnag aktywnosé
w obecnosci ATPyS. Eksperymenty przy wykorzystaniu tego wariantu wykazaty,
ze do prawidtowej aktywnosci Hspl04 wymagane s3 tylko dwie funkcjonalne
podjednostki. Rozbiezno$¢ t¢ mozna wyjasni¢, uwzgledniajac umiejscowienie mutacji.
Mutacja A430W znajduje si¢ tuz za helisa 1 domeny M, gdzie moze ona stabilizowac
pierscien M domen w heksamerze oraz stabilizowaé¢ oddzialywanie z NBD1. W tym
wypadku Hsp70 moze nie by¢ w stanie odgiagé tak zablokowanej M domeny w celu
aktywacji Hsp104, pomimo tego, ze gtdéwne miejsce oddziatywania z Hsp70 pozostaje
dostepne. Natomiast przez wprowadzenie mutacji F508A, znajdujacej sie¢ w petli
pomiedzy helisa 3 1 4, zablokowano miejsce oddzialywania z Hsp70 na M domenie,
przez co Hsp70 nie moze zwigza¢ si¢ z M domena i nie moze odgia¢ jej w celu
aktywacji dezagregazy. Porownujac wyniki uzyskane przez DeSantis i wsp. (2014) oraz
otrzymane przeze mnie mozna sugerowac, ze Hspl04 jest znacznie bardziej wrazliwe
na zaburzenie oddzialywania z Hsp70, jak w przypadku wariantu Hspl04 F508A,
a mniej wrazliwe na ograniczenie mozliwosci allosterycznej aktywacji przez Hsp70,
w przypadku wariantu A430W.

Wyniki przedstawione w tej pracy, pokazuja, ze wprowadzenie do heksameru
dezagregazy, 1-2 podjednostek niefunkcjonalnych w oddziatywaniu z Hsp70,
diametralnie hamuje aktywno$¢ dezagregacyjng Hspl04, wskazujagc na istotne
znaczenie oddziatywania pomiedzy Hspl04 a Hsp70 dla efektywnego procesu
dezagregacyjnego. Rosenzweig i1 wsp. (2013) sugeruja, ze wigzanie pomigdzy
dezagregaza a Hsp70 jest bardzo stabe. Wprowadzenie 1-2 podjednostek zrywajacych
oddziatywanie z Hsp70 do heksameru Hspl04 moze obniza¢ juz 1 tak stabe
oddzialtywanie = pomigdzy partnerami dezagregacyjnymi. Dodatkowo mozna
spekulowaé, ze dla wigzania Hspl104 z Hsp70 istotna jest ilo$¢ dostepnych miejsc

oddziatywania z Hsp70. Im wigksza ilo$¢ dostgpnych miejsc dla Hsp70 tym tworzenie
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si¢ kompleksu migdzy tymi bialkami jest stabilniejsze a zaburzenie chociaz jednego
Znich bardzo zmniejsza wydajno$¢ wigzania. Z drugiej strony mozna spekulowac,
ze przy zaburzeniu chociaz jednego miejsca oddziatywania z Hsp70 na Hspl04,
W nieznany sposOb zmienia si¢ struktura monomeru, powodujac ,,reakcje tanchowa”,

ktoéra moze wptywac na caty heksametr, hamujac jego aktywnos¢.

7.6. Toksycznos$¢ dezagregazy zalezy od nadaktywnoS$ci biatka oraz

od zdolnosci do oddziatlywania z Hsp70 a Hsp104

W formie nieaktywnej, domeny M dezagregazy oplataja NBD1, dzigki temu
ograniczona jest aktywnos$¢ biatka. Oddziatywanie pomiedzy Hsp70 a MD powoduje
przerwanie pierScienia oplatajagcego NBD1 1 aktywacje dezagregazy. Zerwanie
oddzialywania pomigdzy Hspl04 a Hsp70, tak jak to obserwujemy w wariantach
z wprowadzong mutacjg F508A, powoduje brak stymulacji przez Ssal. Z drugiej strony,
wprowadzenie mutacji w obrgbie M domeny powoduje aktywacje dezagregazy bez
udzialu Hsp70. Nadaktywno$¢ taka obserwujemy dla wariantow Hspl04 YS507A,
Y507A/F508A, F508A, D484K czy D484K/F508A. Wprowadzenie nadaktywnych
wariantow Hspl04 do komorek drozdzy skutkuje nizszym poziomem ekspresji tych
biatek (Ryc. 31A) w poréwnaniu do biatka typu dzikiego. Mechanizm powodujacy
zahamowanie ekspresji takich wariantow nie jest znany. Dodatkowo mozna zauwazy¢,
ze wprowadzone warianty s3 toksyczne dla komorek drozdzy (Ryc. 32B).
Z analizowanych wariantow ten zawierajacy tylko mutacje FS508A wykazuje
najmniejsza nadaktywnos$¢ w reaktywacji agregatow GFP oraz dodatkowo jest najmnie;j
toksyczny dla komorek. Wariant Hspl04 D484K, ktory zachowuje zdolnos¢
oddziatywania z Hsp70, jest mniej toksyczny niz wariant D484K/F508A - nadaktywny
w tym samym stopniu, ale catkowicie uwolniony spod kontroli Hsp70 (Ryc. 32B).
Mozna zatem wnioskowaé, ze toksyczno$¢ wariantow Hspl04 zalezy od dwodch
czynnikow: nadaktywnosci i1 zdolno$ci do tworzenia kompleksu z Hsp70. Jest to wazne
w S$wietle poszukiwan terapeutycznego zastosowania hiperaktywnych wariantow
Hsp104 w chorobach neurodegeneracyjnych (Jackrel i Shorter, 2017; Shorter, 2017;
Torrente i wsp., 2016). Przypuszczalnie, dostosowujac te czynniki indywidualnie
poprzez mutacje, mozna by wytworzy¢ mniej toksyczne warianty Hsp104 o wigkszej
aktywnos$ci dezagregacyjnej, dostosowujagc Hspl04 do oddziatywania z Hsp70

z docelowego organizmu. Uwaza sie, ze toksyczno$¢ Hsp104 wynika z rozpoznawania
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I translokacji funkcjonalnych biatek (Lipinska i wsp., 2013; Schirmer i wsp., 2004,
Tessarz i wsp., 2009; Johnston i wsp., 2017; Ruan i wsp., 2017). Zwigkszona
toksyczno$¢ wariantu Hspl04 D484K/F508A pozbawionego kontroli przez Hsp70
W porownaniu do wariantu Hspl104 D484K sugeruje, ze oddzialywanie z Hsp70
zapobiega przetwarzaniu niepozadanych substratow biatkowych. W obecnosci
agregatbw 1 niezagregowanych, lecz  nieustrukturyzowanych  wewngtrznie
(ang. Intrinsically disordered) biatek, zdolnos¢ do wspotpracy z Hsp70 chroni przed

przetwarzaniem natywnych, nicustrukturyzowanych wewnetrznie biatek (Ryc. 33).

7.7. Hsp70 wplywa na specyficznosci substratowa Hsp104

Dezagregaza nie jest zdolna do wlasciwego rozpoznawania tancuchow
polipeptydowych i potencjalnie moze rozpoznawaé jako substraty zar6wno biatka
uwigzione W agregatach jak i nieustrukturyzowane motywy, ktore sa czeScia wielu
funkcjonalnych biatek. Ciekawym przyktadem rozpoznawania natywnych biatek przez
Hspl04 jest biatko Spa2. Biatko Spa2 jest czeécia kompleksu biatkowego
(ang. Polarisome) i uczestniczy w tworzeniu rusztowania aktynowego podczas podziatu
komorkowego. Badania pokazaty, ze Hspl04 rozpoznaje natywne biatko Spa2
I oddzialuje z nim co sugeruje, ze Hspl04 moze odgrywac rol¢ w reorganizacji
cytoszkieletu aktynowego (Tessarz i wsp., 2009). Jednakze przetwarzanie natywnych
substratdw moze doprowadzi¢ do utraty funkcji biologicznych biatka zawierajacego
takie nieuporzadkowane regiony, a w nastgpstwie do $mierci komorki. W zwigzku
Z tym wyksztalcil si¢ mechanizm, ktory pozwala chroni¢ komorki przed negatywnym
dziataniem dezagregazy. Zwigzanie Hsp70 do powierzchni agregatu a co za tym idzie
czeSciowe wyswobodzenie 1 zwigzanie tancucha polipeptydowego, powoduje
nakierowanie dezagregazy do agregatu. Jednakze wielofunkcyjnos¢ Hsp70 pozawala
wigza¢ réwniez NOWO zsyntetyzowane tancuchy, ktore nie zostaly jeszcze zwinigte,
co moze spowodowac ich przetworzenie przez Hsp104, a to z kolei moze spowodowac
zachwianie proteostazy komorkowej. Rozwigzaniem tego problemu staje si¢ ilos¢
czasteczek Hsp70 uczestniczacych w dezagregacji. Pojedyncza czasteczka Hsp70
poprzez oddziatywanie z M domena, nie jest w stanie aktywowac dezagregazy, a zeby
proces dezagregacji byl w pelni efektywny, wymagane jest wiecej czasteczek Hsp70,
oddziatujacych z dezagregaza. Taka sytuacja zdarza si¢, gdy Hsp70 oddziatuje

z agregatem. Samo powinowactwo dezagregazy do Hsp70 pod nicobecnos$¢ agregatow
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jest niezwykle niskie (Schlee i wsp., 2004; Kedzierska i wsp., 2005; Rosenzweig
I wsp., 2013), dodatkowo dezagregaza wymaga wielu czasteczek Hsp70 zwigzanych
z agregatem, aby stworzy¢ stabilny kompleks dezagregaza-Hsp70-agregat (Ryc.14)
(Mogk i wsp., 2018; Fernandez-Higuero i wsp., 2018). To powoduje, ze dezagregaza
oddziatujac z Hsp70 zwigzanym z agregatem jest w stanie zainicjowaé reakcje
translokacji 1 przetwarza¢ tancuchy uwiezione w agregatach (Ryc. 36). Wydaje sie,
ze dostepnos¢ 1 rozklad miejsc wigzania HSp70 na powierzchni substratu biatkowego
czy tez agregatow biatkowych jest kryterium selektywnosci kompleksu inicjujgcego
proces dezagregacji. Wymaga to jednak dalszych badan, aby zrozumie¢ ten aspekt
selektywnego rozpoznawania substratu przez system Hsp104-Hsp70.

AGREGAT

NIEUPORZADKOWANE
NATYWNE BIALKO

L N
\ ;"

ROZWUANIE
Hsp104

1 INAKTYWACIA

|

TOKSYCZNOSC

DEZAGREGACIA

REAKTYWACIA

TERMOTOLERANCIA

Rycina 36 | Oddziatywanie z Hsp70 odgrywa podwdjng role w regulacji Hsp104. (lewy panel) Brak wspdtpracy
pomiedzy Hspl04 a Hsp70 podczas dezagregacji moze powodowal rozwijanie biatek posiadajgcych
nieuporzagdkowane regiony w natywnej strukturze, co powoduje ich czasowg dezaktywacje i zwieksza
prawdopodobienstwo ich nieprawidtowego ponownego fatdowania. W przypadku biatek petnigcych wazne funkcje
komédrkowe, taka aktywnos$¢ Hspl04 moze by¢ toksyczna dla komodrek. (prawy panel) Efektywna wspdtpraca
pomiedzy Hsp104 a Hsp70 przesuwa specyficznos¢ substratowa w kierunku agregatéw biatkowych. Dzieki zwigzaniu
sie czasteczek Hsp70 do agregatu, Hspl04 zostaje ukierunkowane do agregatu, a obecnos$¢ Hsp70 pozwala na
aktywacje dezagregazy i efektywna dezagregacje.
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9. ZALACZNIKI

Zalacznik 1
Klasa Biatko/a Funkcje llosé
czasteczek na
komoérke
(Ghaemmagh
ami i wsp.,
2003)
Hsp100 Hspl104 Dezagregaza 5530
Hsp90 Hsp82 Dojrzewanie biatek, indukowane stresem 444943
Hsc82 Dojrzewanie biatek ekspresja konstytutywna 132053
Biatka Stil Oddziatywanie Hsp70/Hsp90, zawiera motyw TPR 67600
wspotdziatajace | Cnsl Podobny do Stil 672
z Hsp90 Cdc37 Oddziatywanie z kinazami biatkowymi 10200
Sbal Regulator aktywnosci ATPazowej Hsp90 33700
Cpré Homolog immunofiliny, przyspiesza fatdowanie biatek, zawiera | 18600
motyw TPR, indukowany stresem
Cpr7 Homolog immunofiliny, przyspiesza fatdowanie biatek, zawiera | 3230
motyw TPR, ekspresja konstytutywna, odgrywa role w
regulacji Hsfl
Sgtl Zawiera motyw TPR, biatko adaptorowe Hsp90, uczestniczy w 1340
ubikwitynacji i pdzniejszej degradacji biatek
Ahal Regulator aktywnosci ATPazowej Hsp90 13939
Pptl Zawiera motyw TPR, fosfataza biatkowa, ktéra specyficznie 6990
wigze sie i defosforyluje Hsp90 (Hsc82 i Hsp82)
Hsp110 Ssel Wymiennik nukleotydéw Hsp70, uczestniczy w ubikwitynacji i 71700
pdziniejszej degradacji biatek, wigze substraty, ekspresja
konstytutywna
Sse2 Wymiennik nukleotyddéw Hsp70, uczestniczy w ubikwitynacji i 6300
pdzniejszej degradacji biatek, wigze substraty, indukowany
stresem
Hsp70 Ssal, Ssa2 | Sktadanie biatka, translokacja, ekspresja konstytutywna Ssal - 269000
Ssa2 - 364000
Ssa3, Ssa4 | Skfadanie biatka, translokacja, indukowany stresem Ssa3 - 6440
Ssa4 - 17900
Ssb1, Ssb2 | Fatdowanie pierwotnego taricucha polipeptydowego Ssb1 - 170000
Ssb2 - 104000
Czynniki Fesl Wymiennik nukleotydéw Hsp70, zaangazowany w translacje 13100
wymiany biatek, propagacje prionéw [PSI +]
nukleotydéw Snll Wymiennik nukleotydéw Hsp70, zwigzany z ER 3346
Hsp70
JDP/Biatka J Ydj1 Aktywator ATPazy Hsp70, wigze substraty 119000
Sis1 Aktywator ATPazy Hsp70, wigze substraty 20300
Zoul Sktadnik kompleksu zwigzanego z rybosomem (RAC), bioracy 86400
udziat w regulacji doktadnego zakorczenia translacji i w
fatdowaniu lub utrzymywaniu powstajgcych polipeptydéw w
stanie zdolnym do fatdowania. ZUO1 moze dziata¢ jako biatko J
dla SSB1 / SSB2 tylko w potgczeniu z SSZ1.
Cajl Aktywator ATPazy Hsp70, wigze substraty ?
Djpl Aktywator ATPazy Hsp70, wigze substraty, import 8970
peroksymalny
Xdj1 Aktywator ATPazy Hsp70, wigze substraty 1210
Apjl Aktywator ATPazy Hsp70, wigze substraty 125
Jjj1 Aktywator ATPazy Hsp70, biogeneza rybosomow 2310
Jjj2 Aktywator ATPazy Hsp70 184
Jjj3 Aktywator ATPazy Hsp70 2010
HIj1 Aktywator ATPazy Hsp70, degradacja biatek zwigzana z 1840
siateczkg endoplazmatyczng (ERAD)
Cwc23 Aktywator ATPazy Hsp70, sktadanie mRNA ?
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Swa2
kleratynowych

Aktywator ATPazy Hsp70, transport pecherzykéw

768

Szaperoniny

TriC/Cctl-
Cct8

Sktadanie biatka, substraty cytoszkieletu

Cct1- 3050
Cct2-7?
Cct3-7?
Cct4 - 5530
Cct5-7?
Cct6-?
Cct7-7?
CCt8?

Biatka
wspotdziatajace
z
szaperoninami

Pfd1-Pfd6

Sktadanie biatka, substraty cytoszkieletu

Pfdl - 721
Pfd2 - 1660
Pfd3 - 6550
Pfd4 - 7470
Pfd5 - 2900
Pfd6 - 784

sHSP

Hsp42 Zapobiegaja agregacji

1470

Hsp26 Zapobiegajg agregacji

19300

Inne

Hsp12 Biatko btonowe?

4490

Tabela Z1 | Biatka opiekuncze i biatka z nimi wspétdziatajgce wystepujace w cytozolu drozdzy S. cerevisiae.
Zmodyfikowano na podstawie: Verghese i wsp., 2012b

Zalacznik 2
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Rycina Z2 | Reaktywacja lucyferazy denaturowanej mocznikiem. A | Reaktywacja lucyferazy przy uzyciu wariantéw
Hsp104 WT (0,5 uM), Hsp104 Y507A, Hsp104 Y507A/F508A lub Hsp104 F508A (0,5 uM) bez Ssal/Ydjl (panel lewy)
lub z dodaniem Ssal (2 uM) i Ydj1 (1 uM) (panel prawy). B | Reaktywacja lucyferazy przy uzyciu wariantow Hsp104
D484K lub Hsp104 D484K F508A (0,5 uM), bez Ssal/Ydjl (panel lewy) oraz z dodaniem Ssal (2 uM) i Ydj1 (1 uM)

(panel prawy).

Strona | 118



9. ZAtACZNIKI

Zalacznik 3
A 100 - Stosunek B 100% 4
podjednostek w =t WT: bufor
heksamerze
80 1 [WT;Bufor] 80% -
A=
iR == 6:0
25 60 ]
gz ] 5:1 ‘g 60% 4
. 5
.Ei 40 e g
;E s -:<‘ 40% <
: -
2:4
20 1 20% o
1:5
o % @ w m wme o e s o o
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Czas [min] Buf
ufor

Rycina Z3 | Aktywnosé Hsp104 WT w reakcji reaktywacji zagregowanej lucyferazy. A | Zdolno$é do reaktywaciji
zagregowanej lucyferazy przez heteroheksamery. Zdenaturowang termicznie lucyferaze reaktywowano przez
dodatek Hsp104 rozciericzanego buforem w odpowiednich stosunkach w obecnosci Ssal (1 uM) oraz Ydjl (1 pM).
Wyniki przedstawiajg $rednig arytmetyczng z odchyleniem standardowym z minimum trzech pomiaréw. B|

Znormalizowana aktywnos¢ reaktywacyjna Hspl04 rozcienczanego buforem wyliczona na podstawie danych
zawartych w A.
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Rycina Z4 | Reaktywacja zagregowanego termicznie GFP w obecnosci RCMLa. A | Reaktywacja zagregowanego
GFP (0,35 uM) przez wariant Hsp104 D484K (lewy panel) lub wariant Hsp104 D484K F508A (prawy panel) (0,2 uM)
przy wskazanych stezeniach RCMLa (0-30 uM). B | Reaktywacja zagregowanego GFP (0,35 uM) przez wariant
Hsp104 D484K (lewy panel) lub wariant Hsp104 D484K F508A (prawy panel) (0,2 uM), wraz z Ssal (1 uM) i Ydj1 (0,5
UM) przy wskazanych stezeniach RCMLa (0-30 uM).
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Rycina 25 | Reaktywacja zagregowanego termicznie GFP w obecnosci kazeiny. A | Reaktywacja zagregowanego
GFP (0,35 uM) przez wariant Hsp104 D484K (lewy panel) lub wariant Hsp104 D484K F508A (prawy panel) (0,2 uM)
przy wskazanych stezeniach kazeiny (0-80 uM). B | Reaktywacja zagregowanego GFP (0,35 uM) przez wariant
Hsp104 D484K (lewy panel) lub wariant Hsp104 D484K F508A (prawy panel) (0,2 uM), wraz z Ssal (1 uM) i Ydj1 (0,5

UM) przy wskazanych stezeniach kazeiny (0-80 uM).
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Rycina Z6 | Reaktywacja lucyferazy denaturowanej mocznikiem A | Reaktywacja zagregowanej lucyferazy (0,22
UM) przez wariant Hsp104 D484K lub Hsp104 D484K/F508A (0,25 uM) przy réznych stezeniach RCMLa (0-0,75uM).
B | Reaktywacja zagregowanej lucyferazy (0,22 uM) przez wariant Hsp104 D484K lub Hsp104 D484K/F508A (0,25
UM) przy réznych stezeniach RCMLa (0-2,4uM) w obecnosci Ssal (1 uM) i Ydj1 (1 pM). Pomiary wykonano po 40
minutach inkubacji. Wykresy przedstawiajg srednig arytmetyczng z odchyleniem standardowym.
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Zalacznik 7
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Rycina Z7 | Proteoliza FITC-kazeiny przez ClpP. Proteoliza FITC-kazeiny przez ClpP (0,4 uM) i wariant Hsp104 HAP
D484K (lewy panel) lub Hsp104 HAP D484K F508A (0,2 uM) (prawy panel) w obecnosci Ssal (0,5 uM) i Ydj1 (0,5
uM), przy wybranych stezeniach agregatow GFP (0-2,7 puM). Proteolize mierzono, $ledzac zmiany w anizotropii
fluorescenciji.
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Rycina Z8| Wstepna inkubacja zagregowanego GFP z biatkami Ssal i Ydj1. Agregaty GFP (0,34 uM) wstepnie
inkubowano (1 h, 25°C) z biatkami Ssal (1 uM) i Ydj1 (0,5 uM), nastepnie mierzono reaktywacje tak przygotowanych
agregatow GFP przez Hspl04 WT (1 uM) (panel lewy) i Hsp105 F508A (1 uM) (panel prawy). Reakcja zostata
inicjowana przez dodanie biatek opiekurniczych tak jak to przedstawiono w legendzie.
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