STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oddzialywania systemu Hsp70 z substratem biatkowym oraz
rola tych oddzialywan w zaleznej od proteazy Lon degradacji
substratu.
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Biatka Hsp70 wspolpracujace z biatkami posiadajacymi domene J (JDP) to najbardziej
rozpowszechnione  systemy opiekuncze zaangazowane w  homeostaz¢ biatek, zarowno
w warunkach fizjologicznych, jak tez w stresie i patologii. Mniej znane sa wyspecjalizowane funkcje tych
systeméw, takie jak udziat JDP/Hsp70 w procesie biogenezy centrow zelazo-siarkowych (FeS) —
kofaktorow niezbednych dla aktywnosci wielu biatek. Niezaleznie od tego czy system JDP/Hsp70
kontroluje proteostazg, czy tez uczestniczy w biogenezie FeS, jego funkcja uwarunkowana jest
odwracalnym wigzaniem substratu biatkowego. Cykl wigzania substratu warunkowany jest przez zmiany
konformacji Hsp70 kontrolowane poprzez hydrolize ATP. ATPaza Hsp70 jest stymulowana allosterycznie
poprzez wiazanie domeny J oraz wigzanie substratu. Przy czym domena J i substrat dzialaja synergicznie
— tacznie stymulujg ATPaze wielokrotnie silniej niz w pojedynke. Niewiele jednak wiadomo na temat
molekularnego mechanizmu przebiegu tego cyklu.

Badania prowadzone przez nasz zesp6t majg na celu poznanie tego mechanizmu wykorzystujac jako
model wyspecjalizowane systemy JDP/Hsp70 uczestniczace w biogenezie FeS. Systemy te oddziatuja
tylko z jednym substratem - biatkiem rusztowaniem w obrgbie, ktdrego FeS sg syntetyzowane i z ktorego
po oddzialywaniu z biatkami opiekunczymi sa przekazywane na biatka docelowe.

W niniejszej pracy rekonstruowatam biochemicznie potrojny kompleks Hsp70-JDP-substrat
stanowiacy kluczowy etap cyklu wiazania substratu przez biatka opiekuncze zaangazowane w biogeneze
FeS. Wykazatam, stosujgc techniki precypitacji kompleksow biatkowych i interferometri¢ bio-warstwy
(BLI), ze formowanie potrojnego kompleksu to proces dwuetapowy: (1) JDP tworzy kompleks z
substratem, a nastegpnie (2) rekrutuje Hsp70 poprzez oddziatywania JDP-Hsp70 i substrat-Hsp70. Przy
czym zaburzenie kazdego z tych oddzialywan uniemozliwia tworzenie kompleksu. Mechanizm wigzania
Hsp70 do kompleksu JDP-substrat opisany w tej pracy tlumaczy rowniez synergiczng stymulacje
aktywnosci ATPazowej Hsp70 przez JDP i substrat.

Charakteryzowatam réwniez wplyw biatek JDP/Hsp70 bakteryjnego systemu biogenezy FeS na
degradacje¢ biatka rusztowania (substratu) przez proteaz¢ Lon. Wykazalam, ze podobnie jak ma to miejsce
w przypadku bialek drozdzowych, wiazanie biatek opiekunczych chroni biatko rusztowanie przed
proteoliza. Otrzymane wyniki sugeruja, ze systemy JDP/Hsp70 uczestniczace w biogenezie FeS nie tylko
umozliwiaja przekazanie FeS z bialka rusztowania na biatka docelowe, ale rowniez kontroluja poziom
biatka rusztowania w komorce chroniac je przed degradacja.



