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Streszczenie

Biatka szoku cieplnego 90 (Hsp90) nalezg do klasy biatek opiekunczych. Biatka te
odgrywaja istotng role w komorce w warunkach fizjologicznych i zwigzanych ze stresem.
Hsp90 jest zaangazowane w wiele roznych proceséw komorkowych, w trakcie ktorych
oddziatuje z ponad 200 biatkami nazywanymi klientami. Hsp90 zapewnia prawidtowa
aktywnos¢ 1 stabilizacje tym biatkom.

Aktywnos¢ opiekuncza Hsp90 zalezy od hydrolizy ATP — zachodzacej w jego
domenie N i podlega regulacji przez biatka zwane koczaperonami (pomocniczymi).
Wigkszos¢ zwierzat (z wyjatkiem kregowcow) posiada jedng cytoplazmatyczng form¢ Hsp90.
W cytozolu ludzkich komorek wspotwystepuja dwie izoformy Hsp90 nazywane a i B, ktore
pomimo ze sg kodowane przez rézne geny, posiadajg bardzo podobng sekwencje
aminokwasowg. Wiele prac naukowych nie rozrdznia istnienia izoform Hsp90, traktujac je
jako jedno biatko, badZ badajac tylko jedna z izoform. Niewiele wiadomo o roli
poszczegdlnych izoform oraz rdéznicach strukturalnych miedzy nimi. Zidentyfikowano
zaledwie kilka biatek-klientow oraz bialek pomocniczych oddziatujacych preferencyjnie
Z jedna z izoform Hsp90.

Celem podjetej pracy byto poszukiwanie réznic miedzy ludzkimi cytoplazmatycznymi
izoformami Hsp90. Starano si¢ okresli¢, ktore fragmenty ludzkiego Hsp90 moga by¢
odpowiedzialne za preferencyjng interakcje Hsp90a lub Hsp90p z biatkami pomocniczymi
I biatkami-klientami.

Stabilnos¢ i wysoki poziom ekspresji Hsp90 w komorce utrudnia badania nad
specyficznymi funkcjami izoform Hsp90 a i B in vivo. Wykorzystanie technik siRNA lub
antysensownych oligonukleotydow i zwigzane z tym zaprojektowanie sekwencji
wyciszajacych tylko jedng izoforme jest utrudnione, z uwagi na wysokg homologi¢ sekwencji
migdzy izoformami Hsp90.

W niniejszej pracy postuzono si¢ genami HSP90 z mutacja nadajacg opornos¢ na
inhibitor ATPazy w Hsp90. Zastosowanie tego inhibitora pozwolito zahamowac¢ aktywnos¢
endogennego Hsp90 przy zachowaniu ekspresji genow HSP90 z wprowadzonych plazmidow,
jako jedynego zrédta tego biatka w komorce.

Hsp90 sktada sie z 3 domen: N-koncowej, sSrodkowej oraz C-koncowej. Aby okreslic,
ktére obszary sekwencji Hsp90 odpowiadaja za réznice miedzy izoformami, skonstruowano

geny hybrydowe, w ktorych fragmenty izoformy a zostaly wymienione na odpowiadajace im



fragmenty izoformy . Biatka hybrydowe oraz izoformy badano w ludzkiej linii komoérkowe;j
I w drozdzach Saccharomyces cerevisiae.

Skonstruowano szczep drozdzy, w ktorym ludzkie izoformy lub formy hybrydowe
zastepowatly endogenne Hsp90. Drozdze z ekspresjag Hsp90a lub hybryd posiadajacych
W swej strukturze fragmenty pochodzace ze srodkowej domeny tej izoformy rosty wolniej, niz
drozdze z ekspresja Hsp90p lub hybryd zawierajacych fragmenty srodkowej domeny
Z Hsp90B. W przeciwienstwie do drozdzy, ludzkie komorki linii HEK-293 z ekspresja
izoform Hsp90 i biatek hybrydowych, dzielity si¢ w jednakowym tempie.

Immunoprecypitacja kompleksoéw biatek oddziatujacych z Hsp90 wykazata
preferencyjne wigzanie p23 oraz Ahal z izoformg Hsp90a i hybrydami posiadajagcymi w swej
strukturze srodkowa domeng tej izoformy. Te same fragmenty §rodkowej domeny Hsp90a
warunkujace wysokie powinowactwo wigzania z Ahal byly odpowiedzialne za wolny wzrost
drozdzy.

Oddziatywanie migdzy izoformami Hsp90 a Ahal sprawdzano w drozdzach
pozbawionych genow AHAL oraz HCH1 (oba geny sa homologiczne do ludzkiego AHAL).
Drozdze z ekspresja Hsp90p byty niewrazliwe na brak AHAL i HCH1, podczas gdy
spowolnienie tempa wzrostu dotyczyto drozdzy z ekspresja Hsp90a pozbawionych genu
AHAL.

Powszechnie przyjmuje si¢, ze sSrodkowa domena Hsp90 odpowiada za oddziatywanie
z biatkami-klientami. Wyniki niniejszej pracy pokazuja, ze w oddzialywaniu tym moze mie¢
znaczenie rowniez N-koncowa domena Hsp90. Analiza Western blot wykazata, ze aktywnos¢
opiekuncza Hsp90 wobec biatek cIAP uwarunkowana jest obecno$cig N-koncowej domeny
pochodzacej z Hsp90p.

Preferencyjne interakcje biatek pomocniczych i klientow z dang izoformg Hsp90
zaleza od roznych obszarow tego biatka. Oddziatywanie charakterystyczne dla Hsp90a z p23
oraz Ahal jest zwigzane z jej Srodkowa domena, podczas gdy N-koncowa domena z Hsp90p3

jest decydujaca w oddziatywaniu z biatkami cIAP.



