Nowe elementy regulatorowe dezagreguj acego biatka opieku nczego Hsp104

z drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
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Pochodzace z drozdzy Saccharomyces cerevisiae biatko Hsp104 jest dezagregaza
nalezgcg do rodziny ATP — az AAA+. W strukturze monomeru Hsp104 mozna wyroznic
dwie domeny wigzgce nukleotyd (NBD1 i NBD2) oraz domene M, kluczowg dla
aktywnosci biatka. W obecnosci ATP biatko tworzy heksameryczny pierscien z kanatem
centralnym oraz domenami M zlokalizowanymi na zewnagtrz struktury. Podstawowe
funkcje biatka Hsp104 obejmujg dezagregacje agregatow biatkowych mogacych pojawia¢
sie w komoérce w efekcie dziatania m.in. szoku termicznego oraz udziat w propagaciji
prionéw drozdzowych. Dokladny mechanizm aktywnosci biatka nie jest poznany.

Na podstawie analizy wynikbw modelowania homologicznego monomeru Hspl104
wykonanej przez dra Szymona Zietkiewicza zasugerowano istnienie sieci oddziatywan
jonowych tworzonej przez 3 reszty aminokwasowe — D184, K358, D484 — zlokalizowane
na pograniczu NBD1 i domeny M, potencjalnie zaangazowanej w regulacje aktywnosci
Hsp104.

Wykorzystujgc  technike  mutagenezy miejscowo —  specyficznej oraz
przeprowadzajgc szereg doswiadczen in vivo i in vitro pokazano, ze brak analizowanych
oddziatywan w istotny sposob wplywa na aktywnos¢ biatka Hspl104. Wprowadzenie
mutacji K358E i D484K skutkuje otrzymaniem biatka o wiekszej aktywnosci, czesciowo
niezaleznego od biatek systemu Hsp70/40. Jednoczesnie obie zmiany sg toksyczne dla
komorek drozdzowych, wywotlujg zaburzenia w strukturze cytoszkieletu, co prowadzi do
zahamowania wzrostu hodowli oraz lizy komérek. Wyjasnieniem tego zjawiska okazat sie
fakt zdolnosci nadaktywnych wariantow Hspl04 do rozwijania biatek natywnych,
niebedacych ich fizjologicznym substratem.

Mutacje = kompensujgce, przywracajgce postulowang sie¢  oddziatywan
(D184K/K358E, K358E/D484K) znoszg zardbwno opisany wyzej toksyczny fenotyp, jak
i nadaktywnosc¢ biochemiczng obserwowang w doswiadczeniach in vitro.

Otrzymane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze dynamiczna sie¢ oddziatywan jonowych
tworzonych na pograniczu domen NBD1 oraz M jest nowym istotnym elementem

regulujgcym aktywnos¢ biatka Hsp104.



