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Wymog konserwowanych czynnikéw faldowania w funkcjonowaniu wielu niezbednych bialek,
proceséw metabolicznych i kluczowych czynnikéow wirulencji

Mechanizm lezacy u podstaw faldowania biatek oraz odpowiedZz na niepoprawne zwijanie bialek maja
wspolne szlaki, ktore sg niezbgdne dla wszystkich organizméw. Zaburzenia w faldowaniu bialek sa zwigzane
z wieloma chorobami, w tym z neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera i choroby ekspansji
poliglutaminowych. Tak wigc zrozumienie proceséw komorkowych, ktore reguluja proces agregacji biatek,
pomoze w opracowywaniu nowych metod leczenia. Faldowanie biatek in vivo czesto wymaga dziatania
molekularnych chaperonéw i biatkowych katalizatorow fatdowania. Katalizatory faldowania biatek
przyspieszaja etapy ograniczajace szybkos¢ fatdowania i nalezg do dwoch rodzin: biatkowych izomeraz
disiarczkowych i izomeraz cis/trans peptydyloproliliwych (PPlaz). PPlazy sa uniwersalnie konserwowane,
obecne we wszystkich przedziatach komérkowych i naleza do trzech odrebnych rodzin: cyklofilin, FKBP
i parwulin. W cytoplazmie modelowej bakterii Escherichia coli wystepuje sze$¢ réznych PPlaz. Istnieje
jednak znaczny brak wiedzy na temat funkcji in vivo wigkszosci cytoplazmatycznych PPlaz. Gléwnym
celem naszych badan jest poznanie mechanizmu dziatania cytoplazmatycznych PPlaz oraz identyfikacja ich
substratow. Tak wigc skonstruowaliSmy zestawy delecyjne wszystkie genéw kodujacych PPlazy oraz
oczysciliSmy kazdg z PPlazy. Wykorzystujac do§wiadczenia typu ,,pull-down”, zidentyfikowaliSmy niektore
z substratow. Co istotne, odkryliémy, ze substratowe biatka-klienci obejmuja kilka koniecznych do zycia
biatek, czynniki transkrypcyjne zaangazowane w regulacje odpowiedzi stresowej, biatka z kluczowych
etapow biosyntezy kwasow ttuszczowych, sktadania/funkcjonowania biatek zawierajacych Fe-S i z procesu
podzialu komoérkowego. W niniejszym projekcie zbadamy, czy powyzsze substraty wymagaja aktywnosci
PPlazowej specyficznej PPlazy. W tym celu zostalo skonstruowanych kilka pojedynczych substytucji
aminokwasowych SIpA, Cypl8, Parl0 i FkIB. W planowanych doswiadczeniach oczyscimy zmutowane
biatka i przeprowadzimy eksperymenty typu ,,pull-down” w celu potwierdzenia in vivo substratow PPlaz.
Substraty zostang zidentyfikowane z uzyciem analizy 2-D elektroforezy zelowej. Na podstawie tych badan
zostanie zmierzone, za pomocag izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego, powinowactwo
wigzania substrat-PPlaza oraz specyficznych peptydow, uzyskanych z substratu, z jego PPlaza-partnerem.
Jednoczesnie stwierdzono, ze szczepy pozbawione wszystkich 6PPlaz akumuluja wiele biatek w formie
agregatoOw, co zaobserwowaliSmy poprzez technik¢ obrazowania fluorescencyjnego i 2-D elektroforeze
zelowa. Nastepnie zanalizujemy, z wykorzystaniem zeli 2-D, pelne spektrum biatek, ktore maja tendencje do
agregacji przy braku 6 PPlaz w niepermisywnych warunkach wzrostu.

W celu glebszego zrozumienia struktury i funkcji okreslonych PPlaz zostaly skonstruowane szczepy,
ktore posiadajg epitop FLAG dotaczony do konca C-terminalnego kazdego z dzikiego typu genu ppi na
chromosomie oraz ich pochodne z pojedynczymi substytucjami aminokwasowymi w przypuszczalnym
miejscu aktywnym. Otrzymane konstrukty zostang uzyte do identyfikacji kluczowych reszt
aminokwasowych, ktore sa istotne dla funkcji PPlaz. Epitop FLAG umozliwi nam przeprowadzenie
immunoprecypitacji przy uzyciu specyficznych przeciwciat anty-FLAG, a nastgpnie analize zwigzanych
biatek za pomoca 2-D elektroforezy zelowej. Ponadto matryce peptydowe z réznych substratoéw zostang
wykorzystane do identyfikacji specyficznosci w rozpoznawaniu przez PPlazy oraz do okreSlenia, ktory
aminokwas biatek-klientow jest wymagany do powyzszych oddziatywan. Niemozno$¢ identyfikacji
komplekséw substrat-PPlaza byta gléwnym problemem w zrozumieniu funkcji tych katalizatorow
faldowania. A zatem zamierzamy zastosowaé zalezng-od-bliskosci technike¢ biotynylacji aby obejsé
wspomniany problem i przechwyci¢ krétkotrwale oddziatujace biatka.

Poniewaz PPlazy E. coli i ich odpowiedniki w komorkach ludzkich wykazuja podobienistwa na kilku
poziomach, badania rodziny immunofilin sg fundamentalne i wazne, gdyz bialka te sa naturalnym celem
poszukiwan nowych inhibitorow, ktéore moga mie¢ zastosowanie w leczeniu roéznych chorob. Ponadto
u wielu patogennych bakterii PPlazy sga bialkami immunogennymi, ktéore moga modulowaé odpowiedz
immunologiczna gospodarza i zwigksza¢ przetrwanie patogenu poprzez niwelowanie obronnych procesow
stresowych, wytwarzanych przez komorki gospodarza.



