Komorka nieustannie narazona jest na dziatanie czynnikow stresowych, ktére moga
prowadzi¢ do nieprawidtowego fatdowania biatek i tworzenia agregatéw biatkowych.
W celu zapobiegania takim zjawiskom komorki wyksztatcity system kontroli jakosci
biatek. Jedng z jego strategii jest uwolnienie biatek uwiezionych w agregatach i
przywrocenie ich konformacji natywnej, w czym kluczowg role odgrywa system Hsp70-
Hsp100. Aktywnos¢ Hsp70 regulowana jest przez czynnik wymiany nukleotydéw (ang.
nucleotide exchange factor - NEF) i biatka posiadajgce domeng J (ang. J-domain
proteins - JDP). Biatka JDP nalezg do klasy A lub B. Obecnos¢ roznych klas tych biatek
determinuje odmienny mechanizm interakcji Hsp70 z substratem biatkowym, co ma
decydujacy wptyw na efektywnos¢ dezagregaciji. Aby lepiej zrozumie¢ funkcjonalne
oddziatywanie miedzy Hsp70, jego pomocniczymi biatkami opiekuhczymi i substratami
biatkowymi, zbadatam w jaki sposob cytoplazmatyczny NEF z rodziny Hsp110, Ssef,

wptywa na aktywnosc¢ Hsp70 w obecnosci biatek JDP klasy A lub klasy B.

W mojej pracy doktorskiej uzytam oczyszczonych biatek z organizmu modelowego
Saccharomyces cerevisiae. Wykorzystujgc techniki biochemiczne, zbadatam wptyw
Sse1 na aktywnosc¢ drozdzowego Hsp70 (Ssa1) na réznych etapach dezagregacji w
obecnosci biatka JDP nalezgcego do klasy A (Ydj1) lub klasy B (Sis1).
Zaobserwowatam, ze Sse1 ma istotny wptyw na poczatkowym etapie dezagregaciji,
natomiast nie bierze udziatu w koncowym fatdowaniu substratéw biatkowych. Sse1
znaczgco stymuluje aktywnos¢ dezagregacyjng Hsp70, jak rowniez jego wigzanie do
agregatow, jednak ten pozytywny efekt jest obserwowany tylko w obecnosci JDP klasy
B. Korzystny wptyw Sse1 jest zwigzany z modyfikacjg agregatow, prowadzgcg do ich
zmniejszenia. Zmiana wielko$ci agregatéw biatkowych prawdopodobnie wynika ze
zwiekszonej ilosci Hsp70 zwigzanego z powierzchnig agregatu, na skutek dziatania
Sse1. Kluczowe dla obserwowanych zjawisk jest charakterystyczne dla biatek JDP
klasy B dodatkowe miejsce wigzania z Hsp70, pomiedzy C-terminalng domeng JDP, a
motywem EEVD obecnym w Hsp70. Zaburzenie tego oddziatywania znosi stymulacje

przez Sse1.

Z doniesien literaturowych wynika, ze wptyw Sse1 na aktywnos¢ Hsp70 zalezy od jego
ilosciowego stosunku do Hsp70. Wykazano, ze Sse1 stymuluje dezagregacje biatek
tylko przy bardzo niskim stezeniu w stosunku do Hsp70, natomiast powyzej tego
substechiometrycznego optimum obserwowana jest inhibicja. W mojej pracy
doktorskiej analizowatam efekt hamujgcy Sse1 i pokazatam, ze w zaleznosci od tego



czy obecna jest klasa A czy klasa B JDP, wrazliwos¢ systemu Hsp70 na wysokie
stezenie Sse1 rézni sie. Moje obserwacje wskazujg rowniez na istnienie dodatkowego
mechanizmu inhibicji przez Sse1 w obecnosci biatek JDP klasy B, w ktérym

hamowanie wynika z konkurencji pomiedzy Sse1 a Sis1 o wigzanie do Hsp70.

Z uwagi na to, iz Metazoa nie posiadajg biatka Hsp100 i polegajg w dezagregacji biatek
jedynie na Hsp70, chciatam réwniez zbadad, jak ludzki Hsp110 wptywa na aktywnosc¢
ludzkiego systemu Hsp70. Zaobserwowatam podobne trendy, jak w przypadku
systemu drozdzowego, z tg réznicg, ze ludzki system Hsp70 jest bardziej zalezny od
Hsp110 i mniej wrazliwy na dziatanie wysokiego stezenia Hsp110. Obserwowane
wyniki stanowig podstawe do dalszych badan nad rolg NEF w funkcjonowaniu systemu

Hsp70 u ludzi i innych eukariontow.



