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Streszczenie

Centra zelazo-siarkowe to mate czgsteczki sktadajace si¢ z atomow zelaza i siarki, ktore tworza grupy
prostetyczne biatek niezbedne do ich prawidtowego funkcjonowania. Kluczowym etapem biochemicznym w ich
przypadku jest proces powstawania. Proces biogenezy centrow Fe-S mozna podzieli¢ na dwa odrebne etapy:(i)
synteze Fe-S w obrebie wyspecjalizowanego biatka pehigcego funkcje ,;molekularnego rusztowania” (ii)
przeniesienie Fe-S z bialka rusztowania do docelowego biatka. Kazdy z tych etapéw wymaga udziatu
dedykowanych biatek, ktore tworza skomplikowane kompleksy wielobiatkowe.

Dobrze poznany jest system drozdzowy Saccharomyces cerevisiae, ktory stanowi od wielu lat przedmiot
badan w Zaktadzie Biochemii Ewolucyjnej. Mechanizm biogenezy centrow Fe-S u S.cerevisiae rozpoczyna sie od
syntezy centrum Fe-S na biatku Isul (molekularnym rusztowaniu). W procesie tym biorg udziat biatka
Nfs1(lsd11l) (kompleks desulfurazy cysteinowej), Ythl (frataksyna), jak réwniez Yahl(ferrodoksyna) i jej
reduktaza Arhl. Po tym etapie biatko Isul ze zrekonstruowanym centrum Fe-S jest transportowane dzigki
obecnosci biatka Hsc20 do biatka Hsp70. Biatko Hsc20 posiada domeng C-terminalna, ktéra wiaze si¢ z biatkiem
Isul. Nastepnie Hsc20 oddzialuje poprzez N-terminalng domene z biatkiem Hsp70, co powoduje aktywacje
hydrolizy ATP do ADP, a to skutkuje zmiang konformacji biatka Hsp70 i uwolnieniem centrum Fe-S z substratu
Isu do biatka docelowego. W systemie bakteryjnym E.coli rowniez wystepuje dedykowana maszyneria biatkowa
odpowiedzialna za proces biogenezy centrow Fe-S sktadajaca si¢ z biatka IscU (molekularne rusztowanie), 1scS
(desulfuraza cysteinowa), Fdx (ferrodoksyna), CyaY (frataksyna), Fpr ( reduktaza ferrodoksyny). W drugim etapie
biorg udziat biatka opiekuncze HscA i HscB. Glowng roznica migdzy systemem bakteryjnym i drozdzowym jest
obecno$¢ biatka Mgel — czynnika wymiany nukleotydow ktory jest niezbedny w systemie drozdzowym na etapie
uwolnienia zhydrolizowanego ATP, a niewymagany jest w systemie bakteryjnym. Celem niniejszej pracy byto
poréwnanie bakteryjnych i eukariotycznych systemow Hsp70 funkcjonujacych w biogenezie centrow Zelazo-
siarkowych. Przeprowadzona w naszym zespole analiza filogenetyczna wykazata, ze HscA i Ssql sa odlegle
spokrewnione i ze ortologi HscA nie wystepuja w proteomach eukariotycznych. Ten wynik z kolei sugeruje
scenariusz, w ktorym bakteryjny gen kodujacy biatko HscA zostal utracony podczas ewolucji mitochondriow, a
jego rolg w biogenezie centréw Fe-S przejeto mtHsp70, przodek bakteryjnego wielofunkcyjnego biatka Hsp70
DnaK. Ponadto wyniki naszej analizy filogenetycznej sugeruja, ze gen kodujacy wyspecjalizowane biatko Ssql
jest produktem duplikacji genu kodujacego biatko mtHsp70, ktora wystgpita u S. cerevisiae. Z drugiej strony
najwazniejsze pytanie dotyczylo tego, jak biochemicznie podobne lub rézne sg oba biatka Hsp70
wyspecjalizowane w procesie biosyntezy centrow Fe-S.

W tym celu oczyscitam potrzebne komponenty z organizméw S.cerevisiae, E.coli oraz odpowiednik
biatka Isul z organizmu Chaetomium thermophilum, gdyz do dalszych analiz biochemicznych niezbgdny byt
eukariotyczny preparat o wysokim stezeniu. W nastepnej kolejnosci aby sprawdzi¢ aktywno$¢ oczyszczonych
preparatow wykonatam do§wiadczenie pomiaru aktywnosci ATPazowej biatek Hsp70 i ich stymulacji w obecnosci
biatek pomocniczych typu J i substratow. W celu weryfikacji czy oczyszczone biatka oddzialywuja ze soba
zgodnie z cyklem ATPazowym wykonatam doswiadczenie precypitacji kompleksow biatkowych (ang. pull-
down). Moja analiza porownawcza biatek opiekunczych Ssql i HscA wykazata uderzajace podobienstwo we
wiasciwosciach biochemicznych obu uktadow.

Kolejnym etapem moich badan w ramach realizacji projektu doktorskiego byto zbadanie roli biatek
opiekunczych w procesie biogenezy centrow Fe-S. W tym celu na wstepie przeprowadzitam rekonstrukcje procesu
biosyntezy centrum Fe-S w warunkach fizjologicznych w oparciu o biatka systemu E.coli. To wymagato
opracowania wydajnych procedur oczyszczania kompletu biatek (IscS, CyaY, Fdx, Fpr) niezbednych do
efektywnej syntezy centrum w obrgbie bakteryjnego biatka IscU. Proces rekonstytucji centrum Fe-S
monitorowalam z wykorzystaniem spektroskopii dichroizmu kotowego (CD, ang. Circular Dichroism). Z kolei
do badan transferu centrow Fe-S z IscU do biatek docelowych wykorzystatam dwa bakteryjne biatka akceptorowe
ferrodoksyne (Fdx) oraz glutaredoksyne D (GrxD), oba w formie apo, czyli bez centrum Fe-S. Obserwacja
transferu centrum Fe-S z Isul do Fdx, lub do GrxD byla mozliwa ze wzgledu na réznice w widmach CD
analizowanych biatek.

Ostatnim etapem mojego projektu doktorskiego bylo zbadanie wptywu biatek opiekunczych systemu
Hsp70 na proces transferu Fe-S z molekularnego rusztowania IscU do biatek docelowych — Fdx i GrxD. Ta analiza
pozwolita mi pokaza¢ znaczacy wpltyw bakteryjnych bialek opiekunczych w obecnosci ATP na wzrost szybkosci
transferu centrum Fe-S z IscU do GrxD. Uzyskane przeze mnie wyniki sg w pelni zgodne z dotychczas
opublikowanymi danymi in vivo, a opracowany przeze mnie model badawczy in vitro otwiera nam nowe
mozliwosci badania wptywu mutacji, ktore zaktocaja okreslone interakcje biatko:biatko, na wydajno$¢ procesow
syntezy oraz transferu centréw Fe-S.



Summary

Iron sulfur clusters are prosthetic groups of proteins crucial for their function. They consist of iron and
sulfur atoms. Biogenesis of iron sulfur clusters is a complexed biochemical process, which we can divide into two
steps. Firstly, (i) the iron sulfur cluster is synthesized on a specialized protein called molecular scaffold (ii) in the
second step formed cluster is transferred to the target protein. The pathway requires the involvement of several
different proteins which form protein multicomplexes.

In Laboratory of Biochemical Evolution, we are working on a well-known Saccharomyces cerevisiae
yeast system. In this system at the first step Fe-S cluster is formed on a protein Isu (molecular scaffold). Several
different proteins are involved in this process including Nfsl(lsd11l) (cysteine desulfurase complex),
Yfth1(frataxin), Yahl(ferredoxin) and its reductase Arhl. In the next step Isul with Fe-S cluster is transferred to
the Hsp70 protein via Hsc20 protein. Hsc20 protein has a C-terminal domain, which binds Isul. Afterwards the
N-terminal domain of Hsc20 interacts with Hsp70 protein that results in ATP to ADP hydrolysis, a change of
conformation of Hsp70 occurs, and the Fe-S cluster is released from the Isu protein and delivered to the apo
protein. Escherichia coli system has also a dedicated protein machinery consisting of IscU (molecular scaffold),
IscS (cysteine desulfurase), CyaY (frataxin), Fdx (ferredoxin) and ferredoxin reductase Fpr. In the second step
E.coli chaperone system: HscA and HscB is involved. Main difference between these two systems is an
involvement of the Mgel protein (nucleotide exchange factor) in a yeast system, needed during the release of
hydrolyzed ATP, whether in the case of E.coli system such component is not necessary.

The aim of this work was to compare bacterial and eukaryotic Hsp70 systems functioning in Fe-S cluster
biogenesis. Phylogenetic analysis conducted in our laboratory showed that HscA and Ssql are distantly related
and that the orthologs of HSCA protein are not present in eukaryotic proteomes. This result suggested that the gene
coding for HscA protein was lost during evolution of mitochondria, and the mitochondrial multifunctional Hsp70,
which is the descendent of bacterial Dnak, took its role. Moreover, the results of our phylogenetic analysis suggest
that the gene encoding the specialized Ssql protein is the product of a duplication of the gene encoding the
mtHsp70 protein that occurred in S. cerevisiae. On the other hand, the main question was how biochemically
similar or different both Hsp70 involved in Fe-S cluster biogenesis are.

To answer that question I needed to purify proteins from S.cerevisiae, E.coli and Isul from Chaetomium
thermophilum, because of the high concentration of Isu protein required for biochemical analysis. To check if the
purified proteins are active | performed the ATPase activity assay to determine the activity of Hsp70 proteins in
the absence and in the presence of J- proteins and substrates to determine if they properly stimulate Hsp70 system.
In order to check whether the purified proteins interact with each other according to the ATPase cycle, | performed
pull-down experiments of protein complexes. My comparative analysis showed incredible similarities in
biochemical properties of both systems.

Further research focused on the role of chaperones in the biogenesis process. For this purpose, | recreated
the physiological environment for the reaction using E.coli proteins. Firstly, | developed protocols for efficient
purification of E.coli proteins (IscS, CyaY, Fdx, Fpr) which are necessary for effective Fe-S cluster synthesis on
IscU protein. To monitor whether proper Fe-S cluster is formed on IscU protein | used Circular Dichroism
spectroscopy (CD). For transfer studies I used two different acceptor proteins ferredoxin (Fdx) and glutaredoxin
D (GrxD), both in apo form without Fe-S clusters. During the experiment, | could distinguish if the transfer
occurred to the Fdx or to GrxD because of the differences in CD spectra of those proteins.

Finally, the last step of my PhD thesis was to verify the influence of the Hsp70 chaperone system on a
transfer of Fe-S cluster from the molecular scaffold - IscU to the acceptor proteins - Fdx or GrxD. This analysis
allowed me to show the significant effect of bacterial chaperones in the presence of ATP on the increase in the
rate of Fe-S cluster transfer from IscU to GrxD. Obtained results are fully consistent with the in vivo data published
so far. The invitro research model | have developed opens up new possibilities for studying the impact of mutations
that disrupt specific protein: protein interactions, on the efficiency of the synthesis and transfer of Fe-S clusters.



1 Wstep

1.1 Centra zelazo siarkowe i ich wystepowanie w naturze

Centra zelazo-siarkowe s3 to mate grupy sktadajace sic z atoméw zelaza (Fe?* lub Fe®")
i siarki (S%)(rycina 1). Stanowig jedng z najbardziej wszechobecnych oraz zréznicowanych
strukturalnie i funkcjonalnie grup prostetycznych w $wiecie biologicznym (1). Najczesciej
wystepuja w formie rombu [2Fe — 2S] i szescianu [4Fe — 4S] (Rycina 1), jednakze
scharakteryzowano rowniez jeszcze bardziej ztozone formy (2) (3). Biochemicznie centra Fe-
S wykazuja zdolno$¢ do wigzania i uwalniania elektronow (1). Ta unikalna wlasciwos¢
chemiczna pozwala bialkom zawierajacym centra Fe-S peli¢ réznorodne funkcje
metaboliczne, poczawszy od oczywistego udzialu w reakcjach przenoszenia elektronow,
redukcji siarki 1 azotanéw, asymilacji azotu 1 biosyntezy kofaktorow, do mniej oczywistych rol
na przyktad w biogenezie rybosomow i naprawie DNA (1) (3) (4). Uwaza si¢, ze bialka
zawierajace centra Fe-S ewoluowaly, gdy stezenie tlenu w atmosferze ziemskiej byto niskie.
P&zniej, gdy tlen pojawit si¢ w drodze fotosyntezy, organizmy przystosowaty si¢ do ochrony
ugrupowan Fe-S przed stresem oksydacyjnym. Wrazliwos¢ centrow Fe-S na obecno$é¢ tlenu
jest czynnikiem utrudniajagcym ich glgbsze poznanie. Z tego tez powodu podczas rekonstytucji
centrow Fe-S w obrebie biatek w warunkach in vitro sa wymagane $cisle beztlenowe warunki
(5). Obecnos¢ tlenu powoduje przeksztatcenie centrum Fe-S do niestabilnej formy, ktora bardzo
szybko ulega rozktadowi.

o— t o

2Fe2S 3Fe4S

@re DS @Cys

Rycina 1 Struktura przykladowych najcze$ciej wystepujacych centrow zelazo- siarkowych.
Na czerwono zaznaczone zostaly atomy zelaza, na z6lto atomy siarki , a na czarno reszty cysteinowe

1.1.1 Lokalizacja bialek Fe-S w komorce

Eukariotyczne biatka z centrum Fe-S zlokalizowane sa w mitochondrium, cytozolu jak
rowniez w jadrze komorkowym (6)(rycina 2). W kazdym z tych organelli pelnig inng funkcje
w metabolizmie komérkowym. W mitochondrium znajduje si¢ migedzy innymi bialko
akonitaza, ktore do swojej aktywnosci potrzebuje czterech atomow zelaza (Fe) i 4 atomow
siarki (S). Utrata jednego atomu zelaza powoduje, ze akonitaza (rycina 3) uzyskuje centrum
3Fe4sS i staje si¢ nieaktywna, poniewaz to wlasnie ten czwarty wyeksponowany atom zelaza
moze wigza¢ substrat i wodg. Biatko to odpowiedzialne jest za katalizg reakcji, podczas ktorej



ma miejsce przeksztalcenie cytrynianu do izocytrynianu w cyklu Krebsa, czyli w centralnym
szlaku metabolicznym, w ktorym utleniane sg cukry, kwasy thuszczowe i aminokwasy.

Cytozol
* Translacja biatek (ABCE1)

Odpowiedz antywirusowa(Viperyna)

Mitochondrium

Cykl Krebsa (akonitaza)
Synteza hemu (ferrochelataza)

Naprawa DNA (FANCJ)
Kontrola dtugosci telomeréw
(RTEL1)

\
i
)
1
1
]
I
]
1

Komdrka eukariotyczna
Rycina 2 Lokalizacja przykladowych bialek Fe-S w komérce eukariotycznej.

Na schemacie zaznaczone zostaly organella komorkowe komorki eukariotycznej wraz z przyktadowymi
biatkami z centrami Fe-S niezbednymi do ich prawidlowego funkcjonowania.

Z kolei w jadrze komorkowym znajduja si¢ miedzy innymi biatka Fe-S odpowiedzialne
zanaprawg i replikacje DNA, czy kontrole dtugos$ci telomerdéw (7) (8). Tg ostatnig funkcje peni
biatko RTEL1, ktére posiada centrum Fe-S sktadajace si¢ z 4 atomow zelaza 1 4 atoméw siarki
(4FedS). Natomiast w przestrzeni cytozolowej znajdujg si¢ biatka funkcjonujgce w
metabolizmie aminokwasow, przy modyfikacjach tRNA, jak rowniez podczas translacji biatek.

Akonitaza Viperyna

Rycina 3 Modele strukturalne bialek Fe-S akonitazy i viperyny.

W obrebie struktur zaznaczone sg centra zelazo-siarkowe, Zelazo kolorem czerwonym, natomiast siarka
kolorem zottym. Zrodto akonitaza : PDB id: 1ACO i viperyna PDB id: 5VSL

10



1.2 Biogeneza centréw zelazo-siarkowych

Prawdopodobnie na wstepie mineraty siarczkoOw metali byly wykorzystane podczas
spontanicznego ,,dojrzewania” bialek zelazo siarkowych w warunkach beztlenowych w
pierwotnych komoérkach. Obecnie proces biogenezy biatek Fe-S we wszystkich wspotczesnie
zyjacych gatunkach wykorzystujacych system centrow zelazo siarkowych wymaga asysty
enzymatycznej. Liczne prace badawcze przeprowadzone w wielu laboratoriach na przestrzeni
prawie 3 dekad wykazaly, ze biogeneze ulatwiajg do$¢ ztozone maszynerie wielu dynamicznie
wspolpracujacych biatek. Zidentyfikowano i scharakteryzowano dedykowane systemy
biosyntezy biatek Zelazo siarkowych w roznych galgziach drzewa ewolucyjnego.
Zaangazowane sg One W synteze de novo centrow Fe-S, ktore nastepnie dostarczajg do biatek
docelowych. Okoto 1- 5% bialek kodowanych przez genom prokariotyczny zawiera centra
zelazo-siarkowe (9).

Do tej pory zidentyfikowano trzy rézne biatkowe systemy biogenezy centréw Fe-S.
Pierwszy z nich, system NIF jest szczegdlnie zaangazowany w formowanie centrow Fe-S w
obrebie zlozonego biatka - nitrogenazy, ktore pelni istotng rolg podczas asymilacji azotu i
dlatego wystepuje gldwnie u bakterii azototroficznych, czyli wigzacych azot. Drugi system to
system SUF (ang. Mobilization of SUIFur), ktory wystepuje w wielu Archaea i u bakterii,
zaleznie od gatunku jako gldwny system biogenezy Fe-S lub drugorzedny aktywowany w
warunkach stresowych. Trzeci system - maszyneria ISC (ang. lron-Sulfur Cluster)
odpowiedzialna jest za syntez¢ centrow Fe-S w warunkach fizjologicznych i jest to system,
ktory charakteryzuje si¢ niskg odpornoscia na stres wywotany niedoborem zelaza 1 obecnoscia
wolnych rodnikoéw. Organizmy prokariotyczne zwykle zawieraja system ISC oraz SUF.
Niektore gatunki bakterii jak Escherichia coli wykorzystuja oba systemy, jednak biatka tych
dwoéch systeméw wykazujg zroznicowang ekspresje w roznych warunkach srodowiskowych i
fizjologicznych.

Pierwsze ogolne koncepcje dotyczace molekularnego mechanizmu, ktory wyjasniatby
sposOb biosyntezy centrow Fe-S, zakfadaty istnienie dawcy siarki i biatka peligcego role
,,molekularnego rusztowania”, w obrebie ktorego dochodzi do syntezy centrum Fe-S. (Rycina
4). Koncepcje te zostaly pierwotnie potwierdzone podczas badan dotyczacych
wyspecjalizowanego systemu NIF, ale pdzniej okazalo si¢, ze majg oOne zastosowanie
praktycznie w przypadku wszystkich innych systeméw (10) (11) (12) (13) (14).

donor siarki zelazo biatko transportowe biatko akceptorowe

B e i
Cys-SH @ ®

donor elektronéw  molekularne rusztowanie specyficzne biatko kierujace

Rycina 4 Ogolny model dzialania systemow bialtkowych zaangazowanych w biogeneze centréw Fe-
S.

Praktycznie w obrebie wszystkich systemow biogenezy biatek Fe-S mozemy wyr6zni¢ biatko o
aktywnosci desulfurazy cysteinowej, ktore dostarcza siarki — donor siarki (zotte kulki), biatko zdolne
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do transferu elektronéw - donor elektronow (e-). Ponadto proces syntezy de novo centrum Fe-S w
obrebie biatka petnigcego funkcje ,,molekularnego rusztowania” wymaga zelaza (czerwone kulki).
Kolejny etap wymaga udziatu specyficznych biatek transportowych, ktore przenosza utworzone
centrum Fe-S bezposrednio do biatek akceptorowych Iub do specyficznych czynnikow kierujacych,
ktore uczestnicza we wbudowaniu centréw Fe-S poprzez bezposrednie oddziatywanie z biatkami
docelowymi.

Z wyjatkiem niektorych Archaea, donor siarki jest cztonkiem rodziny desulfuraz
cysteinowych zaleznych od fosforanu pirydoksalu (PLP), ktorej przodkiem jest biatko NifS
bakteryjnego systemu NIF (10). Bakteryjne biatko IscS i mitochondrialne NFS1 systemu ISC,
jak rowniez SufS i Csd systemu SUF sg blisko spokrewnione z NifS (15). Te dimeryczne
enzymy przeksztatcajg cysteing w alaning, towarzyszy temu uwolnienie siarki, ktora tworzy
przejsciowq czasteczke nadsiarczku (-SSH) w obrebie konserwowanej reszty cysteinowej (Cys)
w miejscu aktywnym enzymu. Cysteina przyjmujaca nadsiarczek znajduje si¢ na elastycznej
petli, ktora moze si¢ przemieszczac z miejsca syntezy nadsiarczku w poblize miejsca wigzania
PLP przez enzym (16) (17) (18) (19). Stamtad siarka moze zosta¢ przeniesiona bezposrednio
lub poprzez biatko przekaznikowe (Rycina 4) do biatka pehligcego role ,,molekularnego
rusztowania”, tworzac w ten sposob nadsiarczek na konserwowanej reszcie cysteinowej
rusztowania.

1.3 Systemy biogenezy centrow Fe-S U organizméw prokariotycznych

Badania genetyczne, biochemiczne i1 biologii komoérki w latach 90. dostarczyty
mocnych dowodéow na to, ze dojrzewanie bialek Fe-S w zywych komorkach jest
kontrolowanym procesem, w ktorym uczestniczy kilka zlozonych maszynerii biatkowych.
Badania te pozwolity na identyfikacj¢ trzech réznych systemow, ktore sg zaangazowane w
biogeneze bakteryjnych biatek Fe-S. System NIF, ktory odpowiada za specyficzne dojrzewanie
nitrogenazy u bakterii azotroficznych (5,6) oraz systemy ISC i SUF, ktore generujg biatka Fe-
S w warunkach normalnych i stresowych (7,8)(Rycina5). Analizy genomowe ujawnity, ze
liczba i rodzaj operondéw kodujacych te systemy  rozni si¢ u
poszczegdlnych mikroorganizmow. Niektore zawieraja wszystkie systemy, inne dwa lub
tylko jeden, a nicktore zawierajg tylko cze¢$¢ jednego systemu (8-10). Wszystkie
jednak maja te same podstawowe kluczowe sktadniki molekularne, ktore wspolpracujg ze soba
w celu utworzenia centréw Fe-S.
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Rycina 5 Poréwnanie organizacji genow w operonach systemow NIF, ISC i SUF zaangazowanych
w biogeneze centréw Fe-S. Geny lub regiony posiadajace sekwencje homologiczne zostaly oznaczone
tymi samymi kolorami. W systemie NIF w obrebie genu nifU 3 kolory wskazuja na rézne domeny w
obrebie biatka modutowego.

1.3.1 NIF

System NIF jest to pierwsza wieclobiatkowa maszyneria odkryta pod koniec lat 80 (20),
ktora u bakterii wigzacych azot odpowiada za wytwarzanie centrow 4Fe4S. Podstawowymi
biatkami biorgcymi udzial w procesie biogenezy sg biatka NifU (molekularne rusztowanie) i
NifS (desulfuraza cysteinowa) (21) (22). NifS nalezy do I klasy desulfuraz zaleznych od
fosforanu pirydoksalu. (10) (13) (23). NifU jest biatkiem modularnym, sktadajgcym sie z trzech
unikalnych domen funkcjonalnych; N-koncowej (NifU-N), centralnej domeny (NifU-M) i C-
koncowej domeny (NifU-C) (24)(Rycina 6).

N-koncowy modut NifU jest podobny do biatka IscU zachowuje si¢ jak typowe
rusztowanie typu U, gdzie poczatkowo tworzy sie centrum [2Fe-2S], ktére moze by¢
redukcyjnie sprz¢zone z drugim centrum[2Fe-2S], tworzgc centrum [4Fe-4S]. Centra te s3
zwigzane w sposob labilny. N-koncowe centrum jest wykorzystywane przede wszystkim
podczas ,,dojrzewania” nitrogenazy, podczas gdy C-koncowe centrum moze pehié rolg
pomocnicza w transferze centrum do innych docelowych apoprotein (25).

Chociaz podstawowy system NIF najwyrazniej wymaga znacznie mniejszej ilosci
biatek do wytworzenia i transferu centrow [2Fe-2S] i [4Fe-4S] niz systemy ISC i SUF, to
interesujace pytania pozostaja otwarte, szczegélnie te dotyczace pelnego zrozumienia
funkcjonowania unikalnych domen biatkowych NifU.

Dodatkowo w obrgbie tego systemu znajduja si¢ rowniez inne czynniki odpowiedzialne
za dojrzewanie centrow Fe-S enzymu nitrogenazy o bardziej skomplikowanej strukturze
M[MoFe;S.C] i P[FesS:]. System NIF obejmuje takze biatka strukturalne enzymu nitrogenazy
(heksamer sktadajacy si¢ z NifH-NifDK), ktore sg jednocze$nie zaangazowane W Proces
powstawania enzymu (Rycina 6) (20) (26). Nitrogenaza jest ztozonym enzymem bakteryjnym,
ktory odpowiedzialny jest za kataliz¢ reakcji redukcji azotu (N2) do amoniaku (NHs) w
obecnosci ATP. Sklada si¢ ona z dwoch biatek, katalitycznego biatka molibdenowo-
zelazowego (MoFeP) i jego specyficznej reduktazy, biatka zelazowego (FeP). Procesy
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przenoszenia elektronéw i protondow zwigzane z redukcjg substratu sg zsynchronizowane ze
zmianami konformacyjnymi napedzanymi przez zalezne od ATP interakcje FeP-MoFeP.

// . . Nitrogenaza\\
Nifu Nifu
¢ @ R @NifH
w @ OO  Hg
K*SN_%’ 6 NifK ‘E‘Nifn
e !

Cys-&-H

CANIF

?
: Is
6 Grx5NIF @

NS //

Rycina 6 Model syntezy centrow Fe-S u bakterii azototroficznych w oparciu o biatka systemu NIF.
Minimalnymi sktadnikami biatkowymi potrzebnymi do wytwarzania centrow [4Fe4S] przez system NIF
sg desulfuraza cysteinowa NifS i trojmodutowe biatko NifU. W obrebie NifU mozemy wyrozni¢ N-
koncowy fragment pelnigcy funkcje ,,rusztowania” dla nowo syntezowanych centréw Fe-S (N),
centralny fragment petnigcy funkcje ferredoksyny (M) i C-koncowy fragment, ktory stanowi domeneg
docelows dla centrum [4Fe4S] (C). Po syntezie centrum Fe-S w obrebie NifU jest ono nastepnie
przekazywane do wigzacego ATP biatka NifH lub jest dalej modyfikowane przez wyspecjalizowane
czynniki systemu NIF w celu utworzenia centrow P i M (czerwone prostokaty), ktore s wbudowywane
do podjednostek NifK i NifD. Enzym nitrogenazy sktada sie z dwoch kopii NifH i dwoch
heterodimerow NifDK. Ponadto zidentyfikowano takze inne sktadniki systemu NIF jak glutaredoksyne
monotiolowg Grx5N'" | czy biatko typu A, ktore jest zaangazowane w transport centrow Fe-S, IscAN'"F,
Oba biatka sa rowniez kodowane przez geny znajdujace si¢ w operonach nif , ale ich miejsce dziatania
nie jest jasne i wciaz jest kwestig debat srodowiska naukowego. (27)

1.3.2 SUF

System SUF, zidentyfikowany we wszystkich trzech krélestwach zycia, jest szczegdlnie
dobrze przystosowany do syntezy centrow Fe-S i dojrzewania biatek docelowych w warunkach
tlenowych i podczas ograniczonego dostgpu zelaza. System SUF E. coli jest kodowany przez
operon sufABCDSE w genomie bakteryjnym (28) (29) (30). Od momentu jego identyfikacji u
E.coli stanowi on modelowy system badawczy w analizach, ktorych celem jest poznanie
molekularnych mechanizméw w oparciu o ktore dziatajg systemy SUF (31) (32) (33). W
porownaniu ze szlakiem ISC, system SUF ma inne pochodzenie filogenetyczne (34), jednak
caly proces biogenezy centrow Fe-S w obrebie biatek przebiega zgodnie z podobnymi zasadami
biochemicznymi (Rycina 7). Funkcjonowanie co najmniej SUF lub ISC u E. coli jest niezbedne
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do dojrzewania biatek Fe-S ISpG-IspH, ktore biorg udzial w biosyntezie izoprenoidow, co czyni
szlak biogenezy bialek Fe-S niezb¢dnym szlakiem biosyntezy (35).
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Rycina 7 Model dojrzewania bialek Fe-S u bakterii w oparciu o biatka systemu SUF.

W bakteryjnym systemie SUF siarka jest uwalniana przez desulfuraze cysteinowg SufS i przekazywana
do biatka SufB pelnigcego role ,,molekularnego rusztowania” . W transferze siarki uczestniczy biatko
SUufE. Synteza centrow Fe-S zachodzi w obrebie kompleksu biatkowego SUfBC.D. Wcigz nieznane jest
zrodho elektronow i zelaza w procesie biosyntezy centrow Fe-S, w ktory zaangazowane sg sktadniki
systemu SUF. Biatko SufC, ktére ma aktywno$é¢ ATPazowa( X ), reguluje synteze lub uwalnianie
centrow Fe-S. W zaleznosci od gatunku bakterii, przemieszczanie centrow Fe-S i kierowanie do biatek
docelowych jest realizowane przy udziale biatek typu A SufA i ErpA, ktére wspolpracuja z biatkiem
NfuA (lub Nfu). Biatka ErpA i NfuA sg szczegdlnie wymagane w warunkach stresu oksydacyjnego
(ROS) u bakterii E. coli. (27)

System SUF funkcjonuje w nastepujacy sposob: na wstepie biatko SufS uwalnia siarke
z cysteiny, ktora zostaje zwigzana w centrum aktywnym biatka w postaci nadsiarczku, w
nastepnej kolejnosci siarka zostaje zwigzana przez biatko SufE, ktory jako przekaznik
przekazuje ugrupowanie siarkowe do biatka peligcego funkcje ,,molekularnego rusztowania”,
w tym przypadku biatka SufB (36) (37) (38). SufB2C: jest tetramerycznym kompleksem
bialkowym ztozonym z biatek SufB oraz SufC, ktére jest ATPaza typu ABC. Niektore
organizmy, takie jak E. coli , zawieraja rowniez biatko homologiczne do SufB - biatko SufD,
ktore tworzy tetramer SUfBC,D. Zrodiem elektrondw w procesie syntezy centrow Fe-S, w ktory
zaangazowane sg komponenty systemu SUF, moze by¢ FADH lub system tioredoksyny
zalezny od NADPH (38) (39) (40) (41). Eksperymenty genetyczne sugeruja, ze SufD utatwia
dostarczanie zelaza do miejsca montazu centrum Fe-S (41) (42) (43). Z drugiej strony nie
zaobserwowano jednak wigzania zelaza z SufD in vitro . Centra [2Fe2S] albo [4Fe4S] moga
by¢ sktadane w obrgbie biatka SufB lub kompleksu SufBCD in vitro (37) (44) (41) (45). W
przypadku biatka SufC zaproponowano, ze hydroliza ATP moze odgrywac istotna rolg podczas
cyklu reakcji uczestniczacych w regulacji zmian konformacyjnych kompleksu biatkowego Suf
(33) (38). Jeden model sugeruje, ze hydroliza ATP otwiera powierzchni¢ dimeru SufB(D)
podczas syntezy centréow Fe-S, podczas gdy drugi proponuje, ze hydroliza ATP napedza
uwalnianie centrum Fe-S. Nowo syntetyzowane centra Fe-S sg nastepnie przenoszone do biatek
transportujacych. Dobrze zbadanym przykladem takiego biatka systemu SUF jest SufA, ktore
jest biatkiem typu A. Bialko SufA zostalo scharakteryzowane spektroskopowo jako biatko
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wigzace centrum 2Fe2S. Ponadto wykazano, ze w obecno$ci sztucznego czynnika
redukujacego DTT (ditiotreitol) moze dostarczy¢ centrum Fe-S do docelowych biatek, takich
jak ferredoksyna Fdx, czy akonitaza (46) (47).

1.3.31SC

Klonowanie pierwszego bakteryjnego operonu isc z bakterii wigzacych azot A.
vinelandii otworzylo furtke do scharakteryzowania bakteryjnej maszynerii ISC jako systemu
,porzadkujacego” biosynteze biatek Fe-S (48). Operon isc wyizolowano podczas poszukiwania
drugiego biatka o aktywnosci desulfurazy cysteinowej oprocz NifS, ktore jest
wyspecjalizowane w ,,dojrzewaniu” nitrogenazy. To pozwolito na identyfikacj¢ biatka IscS.
Oprocz IscS, operony isc z roznych bakterii koduja okoto siedmiu innych komponentow ISC,
ktore w kolejnych latach zostaty uzupetione o dodatkowe czynniki ISC, ktore nie sg kodowane

w obrebie operonu isc (Rycina 8).
ErpA .
IscA 'ffﬂ

Biogeneza biatek[4Fe-45

Biatka 2Fe-2S
[IscR]

Biogeneza biatek[2Fe-25]

Rycina 8 Model biogenezy bialek [2Fe2S] i [4Fe4S] u bakterii w oparciu o bialka bakteryjnego
systemu ISC.

Sciezke biosyntezy centrow Fe-S, ktora funkcjonuje w oparciu o sktadniki systemu ISC mozna podzielié
na trzy etapy: i) syntez¢ de novo centrum[2Fe-2S] na biatku rusztowania typu U (IscU), ii) dyslokacje
centrum i przeniesienie go na biatko transportujace (GrxD), po czym nastgpuje dojrzewanie biatek [2Fe-
28] oraz iii) syntezg¢ centrum [4Fe-4S] w obrebie biatek ISC podobnych do IscA, po czym nastepuje
transport i skierowanie centrum Fe-S do biatek docelowych. Szlak biogenezy jest inicjowany przez
uwolnienie siarki (zotte kotko) z wolnej cysteiny przez desulfuraze cysteinows (IscS), ktora przenosi
nadsiarczek na rusztowanie. Przeniesienie moze by¢ stymulowane przez biatko frataksyn¢ CyaY. W
wyniku przeniesienia elektronow przez uktad biatek sktadajacy si¢ z ferredoksyny (Fdx) i jej reduktazy
(Fpr) powstaje siarczek, ktory taczy si¢ z zelazem (czerwony okrag), tworzac centrum [2Fe-2S],
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zwigzane z dimerem biatka IscU. Na drugim etapie, biatko opickuncze Hsp70 wigzgce ATP () (HSCA)
i jego dedykowane biatko typu J (HscB) ulatwiaja transfer centrum i jego przejSciowe zwigzanie z
monotiolowg glutaredoksyng GrxD. Nie sg znane zadne dodatkowe czynniki potrzebne do dojrzewania
biatek [2Fe-2S]. Na trzecim etapie synteza centrow [4Fe-4S], jest katalizowana przez bakteryjne biatka
typu A: ErpA i IscA poprzez redukcyjng fuzje centrow [2Fe-2S] pochodzacych z GrxD. Centrum [4Fe-
4S] jest nastgpnie transportowane bezposrednio lub za posrednictwem réznych specyficznych
czynnikow do docelowych biatek w formie apo (27)

Proces biosyntezy centrow Fe-S w obrebie bialek docelowych, w ktorym uczestniczg
komponenty maszynerii ISC mozna podzieli¢ na trzy etapy: i) synteza de novo centrum 2Fe2S
na biatku typu U — IscU, ktore peli role ,,molekularnego rusztowania”, ii) przeniesienie
centrum 2Fe-2S z IscU do biatek docelowych przy wspotudziale bialek transportujacych, takich
jak glutaredoksyna monotiolowa GrxD oraz iii) synteza centrow 4Fe4S w obrgbie bialek
systemu ISC takich jak IscA, a nastgpnie ich transfer do biatek, ktore wymagaja obecnos$ci
centrum 4Fe4S (27) . Podczas drugiego etapu, biatko opiekuncze z rodziny Hsp70 — HSCA wraz
z dedykowanym biatkiem wspotpracujacym typu J, HscB utatwiaja transfer centrum Fe-S oraz
jego przejsciowe wigzanie z monotiolowg glutaredoksyng GrxD. Do tej pory nie
zidentyfikowano innych dodatkowych czynnikow, ktore bylyby potrzebne w trakcie
,,dojrzewania” biatek 2Fe-2S. Trzeci etap, podczas ktorego ma miejsce synteza centrow 4Fe4S,
wymaga redukcyjnej fuzji centrow 2Fe-2S. Proces ten jest katalizowany przez bakteryjne biatka
typu A ErpA i IscA, ktore majg swoje eukariotyczne odpowiedniki w mitochondriach.
Elektrony do fuzji centrow sa prawdopodobnie dostarczane poprzez tancuch transportu
elektronow, ktory obejmuje ferrodoksyne Fdx 1 jej reduktaze Fpr.

1.4 Systemy biogenezy centrow Fe-S u organizmoéow eukariotycznych
W organizmach eukariotycznych okoto 1% biatek zawiera centra zelazo siarkowe
gldownie typu 4Fe4S (okoto 70%) (49). Bialka te zostaly zlokalizowane w mitochondriach

plastydach, cytozolu, jadrze oraz w retikulum endoplazmatycznym, dlatego dla kazdego z nich
wymagane sg specyficzne systemy maszynerii biatkowych(rycina 10).
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Rycina 10 Model przedstawiajacy zalezno$ci pomiedzy roznymi eukariotycznymi systemami
biogenezy centrow Fe-S oraz ich przypuszczalne pochodzenie ewolucyjne.

Eukarionty zawierajg biatka Fe-S w mitochondriach, cytozolu i jadrze. Maszyneria ISC zaangazowana
w skfadanie centrow Fe-S w obrebie mitochondriow zostala prawdopodobnie odziedziczona z a-
proteobakterii, ktore sg ewolucyjnymi przodkami tych organelli. System SUF obecny w plastydach
komorek roslinnych (lewa czes¢ komorki eukariotycznej) zostat prawdopodobnie odziedziczony przez
komorki eukariotyczne rowniez w wyniku endosymbiozy, niemniej w tym przypadku bakterii zdolnej
do fotosyntezy. Dojrzewanie cytozolowych i jadrowych biatek Fe-S wymaga mitochondrialnej
maszynerii ISC, mitochondrialnego systemu eksportu ISC oraz cytozolowej maszynerii biogenezy
centrow zelazo-siarkowych (CIA). Te trzy systemy sa wysoce konserwowane u eukariontéw, od
drozdzy po ludzi i ro$liny. Z kolei bakteryjny system NIF jest wyspecjalizowany w tworzeniu centrow
Fe-S w obrebie nitrogenazy w bakteriach azototroficznych. Na czerwono zaznaczone sg atomy zelaza,
na zo6tto atomy siarki, ktore wspolnie tworzg centra Fe-S. (27)

Badania ktore prowadzone sg juz od ponad 20 lat sugeruja, ze eukariotyczne maszynerie
biogenezy centrow Fe-S nie zostaty opracowane de novo, ale zostaty odziedziczone w procesie
ewolucyjnym od roéznych bakterii. a-proteobakterie uznawane sg za endosymbiotycznych
przodkow mitochondriow 1 to dzieki nim powstal mitochondrialny system ISC. Natomiast
cyjanobakterie zdolne do fotosyntezy byly punktem wyjscia w trakcie powstania plastydow
podczas drugiego zdarzenia endosymbiotycznego ,,przenoszac” w ten sposob system SUF do
eukariotycznych organelli. W innych gatunkach jak na przykfad gatunki ameboidalne system
NIF pozyskany zostal poprzez poziomy transfer genéw prawdopodobnie z g-proteobakterii,
najwyrazniej zastgpujac mitochondrialny system ISC (50). Za dojrzewanie poza
mitochondrialnych biatek Fe-S, wigczajac te znajdujace si¢ w jadrze odpowiada powszechnie
konserwowana maszyneria CIA (ang. cytosolic iron sulfur protein assembly) w organizmach
eukariotycznych. Wigkszos¢ sktadnikow maszynerii CIA jest bardziej spokrewniona z biatkami
pochodzacymi z bakterii, niz z ich endosymbiotycznym gospodarzem (51) (52) (53).
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Systemy NIF, ISC i SUF sg dobrze zbadane w bakteriach takich jak Azotobacter
vinelandii, Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus. Mnogo$¢ sekwencji genomu wykazata
ich wyrazng dystrybucje w roznych gateziach filogenetycznych bakteryjnego drzewa
ewolucyjnego (31) (32) (54). W przeciwienstwie do wersji bakteryjnych system SUF obecny
w Archea jest nadal stabo poznany. Natomiast systemy mitochondrialne ISC i SUF badano
gtownie w grzybach (Saccharomyces cerevisiae i Yarrowia lipolytica), komoérkach ludzkich,
trypanosomach i roslinach. Wigkszo$¢ bialek z tych systemow jest wysoce konserwowana u
eukariontoéw. Niemniej jednak biochemiczna analiza poszczeg6lnych bialek tych systemow
ujawnila uderzajace funkcjonalne cechy wspdlne dla niektérych biatek. Podobienstwa
funkcjonalne dotyczyty migdzy innymi ich zaangazowania w procesy syntezy centrow Fe-S de
novo, transport centrow Fe-S , czy tez w ich wbudowywanie do biatek w formie apo. Ta wiedza
umozliwita zdefiniowanie nadrzgdnych koncepcji mechanicznych lezacych u podstaw
zlozonych biochemicznych szlakéw biogenezy biatek Fe-S.

W réznych organizmach lub przedziatach komorkowych maszynerie biogenezy centrow
Fe-S zazwyczaj obejmujg co najmniej 5, a czasem nawet do 18 roznych biatek. Sama liczba
biatek uczestniczacych w biosyntezie centrow Fe-S imponujaco dokumentuje biochemiczng
zlozonos¢, ktora lezy u podstaw syntezy prostych nieorganicznych grup prostetycznych jakimi
sg centra zelazo-siarkowe, a ktore sa nastepnie specyficznie wbudowywane do tancuchow
polipeptydowych biatka akceptorowego. Ztozony szlak fizjologiczny kontrastuje z chemiczng
rekonstytucjg bialek Zelazo siarkowych, ktora jest stosunkowo prostg metodg in vitro
wymagajaca jedynie zelaza i siarki oraz odpowiednich warunkow redukujacych i beztlenowych
(55).

1.4.1 SUF

Eukariotyczny system SUF znajduje si¢ przede wszystkim w organizmach
cukariotycznych zawierajacych plastydy. Do tej pory zostal on najlepiej poznany w
chloroplastach, czyli w fotosyntetycznie aktywnych plastydach wyst¢pujacych w roslinach
ladowych. Organelle te powstaly na skutek pierwotnej endosymbiozy, podczas ktorej
eukariotyczna komodrka gospodarza zawierajagca mitochondria pochlongta sinicg, ktora w
trakcie dalszej ewolucji zostata zredukowana do pierwotnego plastydu (56) (57). W
modelowym organizmie Arabidopsis thaliana, wszystkie geny suf zostaly przeniesione do
jadra, a zatem koduja N-koncowy peptyd, ktoéry ukierunkowuje syntetyzowane biatko do
chloroplastow (58) (59). Rdzen plastydowego ukiadu SUF jest prawie identyczny pod
wzgledem sktadu i funkcji z uktadem bakteryjnym, jednak z duplikacjami genéw i pewnymi
modyfikacjami w obrebie komponentéw systemu biogenezy centréw Fe-S (jak np. dodatkowe
moduty, czy domeny) (Rycina 10). System SUF uczestniczacy w biogenezie centrow Fe-S de
novo w plastydach A. thaliana obejmuje desulfuraze cysteinowa NFS2 (homolog SufS; (60)
(61), trzy izoformy SUFE, kompleks biatkowy SUFBC:D, ktory peti rolg ,,molekularnego
rusztowania” dla nowo syntetyzowanych centrow Fe-S oraz biatko SUFA1 (Rycina 11). Trzy
izoformy biatka SUFE ulegaja zréznicowanej ekspresji w roznych tkankach roslinnych i
znacznie zwickszajg aktywno$¢ biatka NFS2 (62) (63). Co ciekawe, SUFE1 ma dodatkowa C-
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koncowa domen¢ BOLA, a SUFE3 zawiera dodatkowa C-koncowa domen¢ NadA.
Stwierdzono, ze kompleksy biatkowe SUFSE i SUFBC2D sg zaangazowane W ,,dojrzewanie”
Fe-S w chloroplastach (61) (64). Ponadto w sktad eukariotycznego systemu SUF wchodzi
szereg komponentow, ktore oddziatywuja z ,,molekularnym rusztowaniem,, SUFBC2D i moga
pei¢ funkcje ukierunkowujace centra Fe-S do okreslonych biatek docelowych. W obrebie tych
biatlek mozna wyrdzni¢ takie biatka jak SUFA1, NFU1-3, BOLAL/4, GRXS14/16, IBA57.2,
HCF101. Zidentyfikowane do tej pory tego typu czynniki sa spokrewnione z biatkami E. coli,
Niemniej co cickawe cz¢$¢ jest homologiczna do bakteryjnych biatek systemu ISC, a nie do ich
wersji wchodzacych w skiad systemu SUF (Rycina 11).
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Rycina 11 Schemat dzialania systemu SUF w organizmach eukariotycznych

Eukariotyczny system SUF przypomina system bakteryjny. Siarka jest uwalniana przez desulfuraze
cysteinowg NFS2 i przekazywana do SUFB pelnigcego role ,,molekularnego rusztowania” . W
transferze siarki uczestniczy biatko SUFE1-3. Synteza centrow Fe-S zachodzi w obrgbie kompleksu
biatkowego SUFBC,D. Wciaz nieznane jest zrodlo elektrondéw i zelaza w procesie biosyntezy centrow
Fe-S, w ktory zaangazowane sa skladniki systemu SUF. Biatko SUFC, ktére ma aktywno$¢ ATPazowa
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(%), reguluje synteze lub uwalnianie centrow Fe-S. Bialka uczestniczace w przeniesieniu centrum do
biatka docelowego sa inne niz w przypadku systemu bakteryjnego, mianowicie NFU2 wiaze zar6wno
[2Fe-2S] i [4Fe-4S], w przeciwienstwie do NFUL, ktory wiaze centra [4Fe-4S]. HCF101, zawierajace
zarowno domen¢ DUFS59, jak i Mrp, dziala w procesie dojrzewania reduktazy ferredoksyny-
tioredoksyny (FTR) i fotosystemu | (PsaA/B/C). (27)

Eukariotyczny SUF system w chloroplastach przypomina system bakteryjny i funkcjonuje w
oparciu o podobne etapy syntezy i transferu centrum Fe-S, jak system prokariotyczny. Niektore
elementy sg duplikowane wielokrotnie (SUFE1-3 i NFU1-3), idealnym przyktadem moze by¢
w tym przypadku modelowy organizm roslinny A. thaliana. Unikalng cechg trzech
plastydowych homologéw NFU1 (NFU1-3) A. thaliana jest obecno$¢ dwoch domen NFU1 w
kazdym homologu, gdzie tylko domena N-koncowa wigze centra Fe-S. In vivo, wigzanie
centrow Fe-S w plastydach przez czasteczki zwane sideroforami wydaje si¢ by¢ silnie
uzaleznione od biatek NFU1 (NFU1-3) (Rycina 11) (65) (66) (67) (68). W podsumowaniu
mozna stwierdzi¢, ze system SUF jest ,stary” ewolucyjnie i z czasem doszto do jego
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zroznicowania. To zrbéznicowanie zostalo wymuszone przez powstanie nowych bialek
docelowych u roslin i alg (34). Systemy SUF obecne w tych organizmach zostaly tak
zmodyfikowane, aby moc efektywnie katalizowac ,.dojrzewanie” bialek Fe-S w tych
organizmach w réznych warunkach $rodowiskowych, korzystajac z dostgpnych zrodet
sktadnikow odzywczych.

1.4.21SC

W ciagu ostatnich lat odkryto wiele dodatkowych biatek, ktore biorg udziat w procesie
mitochondrialnej biogenezy bialek Fe-S (Rycina 12). Wigkszo$¢ podstawowych genow
systemu ISC jest niezbedna do przezycia drozdzy, poniewaz biogeneza biatek Fe-S jest jedng z
podstawowych funkcji mitochondriéw, a obecno$¢ tych grup prostetycznych jest istotna dla
aktywnosci wielu kluczowych biatek (69). Zalezno$¢ zywotnosci komoérek od obecnosci
podstawowych genow ISC zostata przypisana roli mitochondrialnego systemu ISC, ktory
wspolpracuje z systemem eksportu ABCB7 (odpowiednikiem drozdzowym jest biatko Atml).
System ten niezbedny jest do wytwarzania zwigzku zawierajacego siarke (i by¢ moze zelazo)
krytycznego dla biogenezy poza mitochondrialnych biatek Fe-S.

Mitochondrialna maszyneria ISC obejmuje do 18 biatek (w zaleznosci od organizmu),
z ktorych wszystkie sa kodowane w jadrze, ulegajg translacji w cytozolu i sg importowane do
macierzy mitochondrialnej (70). Lokalizacja biatek systemu ISC jest determinowana poprzez
N-koncowe presekwencje kierujace do mitochondrii. Wigkszo$¢ z tych biatek jest wysoce
konserwowana, od drozdzy po komorki ludzkie (Rycina 12), ale w obrebie drzewa
ewolucyjnego eukariontow zidentyfikowano kilka interesujagcych wyjatkow od ,.klasycznej”
sytuacji (71). W glownej mierze 6w wyjatki wigzaly si¢ z dopasowaniem analizowanego
organizmu do funkcjonowania w odpowiedniej niszy ekologicznej lub z okreslonym stylem
Zycia organizmu.

Proces ten rozpoczyna si¢ od importu Fe2+ do macierzy mitochondrialnej przez biatko
no$nikowe mitoferryne 1/2 (MFRN1/2; drozdze Mrs3/4) w sposob zalezny od sity
protonomotorycznej (pmf) (Rycina 11). Siarka do syntezy de novo [2Fe-2S] jest dostarczana
przez desulfuraze cysteinowa (NFS1), ktora jest podobna w budowie i funkcji do bakteryjnej
desulfurazy , jednak dodatkowo tworzy Scisty kompleks z komponentami regulacyjnymi ISD11
1 ACP1. ISD11 nalezy do rodziny biatek LYRM, ktore biorg udziat w montazu 1 stabilizacji
kompleksow mitochondrialnych (49) (72) (73) (74) (75) (76), ale nie znaleziono do tej pory
odpowiednika bakteryjnego. Kompleks ISD11-ACP1, wigzac si¢ z dimerem NFS1, stabilizuje
desulfurazg 1 umozliwiaja wydajng syntezg centrow Fe-S. Na skuteczno$¢ wigzania ACP1 z
ISD11, a tym samym na jego funkcje regulacyjna, ma wplyw wstawienie faficucha acylowego
do potrojnej helisy ISD11 (18). Diugie tancuchy acylowe (C12-16), syntetyzowane przy duzej
dostepnosci zrodla wegla, stabilizuja kompleks NFS1-1SD11-ACP1, podczas gdy krotkie
faficuchy utrudniaja wigzanie ACP1 do ISD11, zmniejszajac tym samym aktywnos$¢ syntezy
centrow Fe-S (49) (74). Ten mechanizm regulacyjny zapewnia bezposrednie sprzezenie
zwrotne mi¢dzy stanem metabolicznym, a efektywnoscia biogenezy biatek Fe-S.

W drugim etapie nowo utworzone centrum [2Fe-2S] jest uwalniane przy wspoétpracy z
biatkami opiekunczymi (HSC20, HSPA9; u drozdzy sa to odpowiednio Hsc20 i Ssql) i
przenoszone jest do monotiolowej glutaredoksyny GLRX5 (77) (78) (79). Cykl biatek
opiekunczych wydaje si¢ by¢ dos¢ podobny do cyklu systemu bakteryjnego z dwiema
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znaczagcymi réznicami (Rycina 11). Po pierwsze, wymiana ADP-ATP w obrebie
mitochondrialnego Hsp70, ktéra prawdopodobnie skutkuje uwolnieniem ISCU2 i powrotem
Hsp70 do formy ze zwigzanym ATP wymaga wspotpracy z czynnikiem wymiany nukleotydow
GRPE]1 (drozdzowy odpowiednik to biatko Mgel), podczas gdy u bakterii biatko Hsp70, HscA,
nie wymaga wspOlpracy z bialkiem GrpE (odpowiednik GRPE1). Po drugie, u drozdzy
wykazano, ze wspomagany przez biatka opiekuncze transfer [2Fe-2S] z Isul do Grx5 jest
wspierany przez bezposrednie oddzialywanie migdzy Grx5 i Ssgql (80). Jednoczesne wigzanie
Isul oraz Grx5 w obrebie Ssql moze zwigkszac efektywno$¢ przenoszenia centréw Fe-S. Na
ostatnim etapie centrum [2Fe-2S] zwigzane z Grx5 jest wstawiane do biatka docelowego
(Rycina 12). Reakcja ta moze zachodzi¢ w ciggu sekund bez dalszej pomocy biatek ISC,
nasladujac w ten sposob system bakteryjny (81).

Trzeci etap obejmuje synteze centrow [4Fe-4S] oraz ich dostarczenie do biatek
docelowych. Badania in vivo przeprowadzone z wykorzystaniem réznych organizmow
wykazaty, ze wspoldziatajagce biatka ISCA1-ISCA2-IBAS7 sa niezbgdne dla utworzenia
mitochondrialnego centrum [4Fe-4S], ale nie do syntezy centrow [2Fe-2S] (Rycina 12) (82)
(83) (84) (85). Potwierdzity to rowniez przeprowadzone badania in vitro , ktore wykazaty ze
dwa centra [2Fe-2S] pochodzace z GLRXS5 mogg zostac przeksztatlcane w centrum [4Fe-4S] w
obrebie kompleksu ISCAL-ISCA2. Konwersja centrow wymagata obecnosci IBAS7 i fancucha
bialkowego FDXR-FDX2 zaangazowanego w przeniesienie elektronow z NADPH do
sprzezenia redukcyjnego (81). Whudowanie centrum [4Fe-4S] do akonitazy moze nastgpi¢ bez
udzialu dodatkowych biatek, niemniej czynnik ukierunkowujacy NFUI moze w pewnych
warunkach odgrywac rolg pomocniczg (81). Z drugiej strony dojrzewanie wigkszo$ci innych
mitochondrialnych biatek [4Fe-4S] nie jest mozliwe bez udziatu biatek pomocniczych jak np.
NFU1 i BOLA3, ktore sg szczegolnie potrzebne do dojrzewania syntazy lipoilowej, czy IND1
(zwanego rowniez NUBPL), ktore jest wymagane podczas dojrzewania | kompleksu
oddechowego (86) (87) (27).
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Rycina 12 Model biogenezy bialek [2Fe2S] i [4Fe4S] w oparciu o biatka mitochondrialnego
systemu ISC.

Sciezke te mozna podzieli¢ na trzy etapy: i) synteze de novo centrum[2Fe-2S] na biatku typu U, ktore
petni role ,,molekularnego rusztowania” (ISCU2), ii) dyslokacje centrum i przeniesienie go na biatko
transportujgce (GLRX5), po czym nastepuje dojrzewanie biatka [2Fe-2S] oraz iii) syntezg centrum [4Fe-
4S] na biatkach ISC podobnych do ISCA, po czym nastepuje transport i skierowanie centrum Fe-S do
biatek akceptorowych w formie apo. Szlak biogenezy jest inicjowany przez uwolnienie siarki (z6tte
kotko) z wolnej cysteiny przez desulfuraze cysteinowa (NFS1), ktora przenosi nadsiarczek na
rusztowanie. Przeniesienie moze by¢ stymulowane przez biatko frataksyng FXN. W wyniku
przeniesienia elektronow z NADPH przez system biatkowy sktadajacy si¢ z ferredoksyny (FDX2) i jej
reduktazy (FDXR) powstaje siarczek, ktory taczy si¢ z zelazem (czerwony okrag), tworzac centrum
[2Fe-2S], zwigzany z dimerem biatek ISCU2. Na drugim etapie, biatko opiekuncze Hsp70 (HSPA9)
wigzace ATP (%) i jego dedykowane biatko typu J (HSC20) ulatwiaja transfer centrum i jego
przejsciowe zwigzanie z monotiolowa glutaredoksyng GLRX5. Nie sg znane zadne dodatkowe czynniki
potrzebne do dojrzewania biatek [2Fe2S]. Ma trzecim etapie ma miejsce synteza centrow [4Fe-4S]. W
mitochondriach jest katalizowana przez system biatek ISCA1-2 i IBA57 poprzez redukcyjng fuzje
centrow [2Fe-2S] pochodzacych z GLRXS. Elektrony do fuzji centrow na ISCA1-ISCA2 sa ponownie
dostarczane przez mitochondrialng ferredokyng FDX2 i jej reduktaze FDXR,a ich zrodtem jest NADPH.
Centrum [4Fe-4S] jest nastepnie transportowane bezposrednio lub za posrednictwem roznych
specyficznych czynnikéw do dedykowanych apobiatek. W mitochondriach podstawowa maszyneria
ISC jest niezbedna do wytworzenia zawierajacego siarke (i by¢ moze zelazo) sktadnika X-S, ktory jest
eksportowany do cytozolu przez biatko transportujace wewngtrznej btony mitochondrialnej - biatko
ABCB?7. Biatko to jednoczesnie wspiera maszyneri¢ CIA i jest zaangazowane w regulacje homeostazy
zelaza w komorce. (27)

W przeciwienstwie do bakteryjnego systemu ISC, mitochondrialna frataksyna FXN
odgrywa wazng role w biogenezie bialek Fe-S, jednak u drozdzy nie jest ona niezbedna dla ich
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przezycia, jak inne biatka mitochondrialnego systemu ISC. Z kolei u myszy delecja genu jest
$miertelna podczas rozwoju embrionalnego, natomiast u ludzi zmniejszona ilos¢
funkcjonalnego biatka FXN powoduje chorobe neurodegeneracyjng - ataksje Friedreicha (88)
(89). W oparciu o ostatnie badania zaproponowano funkcje frataksyny w utatwianiu transferu
nadsiarczku z NFS1 do ISCU2 (90) (91). Wczesniejsze doniesienia sugerowaly role FXN w
dostarczaniu zelaza, jednak ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja, ze zelazo moze
bezposrednio wigza¢ si¢ z ISCU2. Zaangazowanie lancucha przenoszenia elektronéw
sktadajgcego si¢ z ferrodoksyny i jej reduktazy (FDX2,FDXR) we wczesnym etapie syntezy
centrow Fe-S zostalo potwierdzone zaréwno in vivo, jak i in vitro (90) (92) (93).

1.43 CIA

Cytozolowa maszyneria CIA jest w pelni zalezna od funkcjonalnego mitochondrialnego
systemu ISC, ktory to generuje niezidentyfikowany do tej pory zwigzek zawierajacy siarke X-
S w oparciu o siark¢ uwolniong z cysteiny w reakcji katalizowanej przez mitochondrialny
kompleks desulfurazy cysteinowej (94) (95). Ostatnie badania in vitro sugeruja, ze rowniez
zelazo moze by¢ czeScig zwigzku X-S (96). W proces transportu zwigzku X-S do cytozolu
zaangazowany jest mitochondrialny transporter ABC — biatko ABCB7. Transport ten jest
zalezny od obecnoséci glutationu (GSH)(Rycina 13) (97).

W obrebie maszynerii CIA mozna wyr6zni¢ maksymalnie 11 komponentow (plus biatka
GLRX3 i BOLA?2), ktore sg strukturalnie rézne od wigkszoSci mitochondrialnych biatek
systemu I1SC (98) (99) (100) (101). Wiekszo$¢ biatek CIA jest kodowana przez geny drozdzy i
cztowieka, ktore sg niezbedne do przezycia. Co koreluje z faktem, Ze biatka te sg zaangazowane
w ,dojrzewanie” licznych kluczowych cytozolowych i jadrowych bialek Fe-S. Szlak
biochemiczny, w ktory zaangazowane sg biatka systemu CIA, zostal przeanalizowany poprzez
zlozone analizy in vivo, ktorych wyniki pomogly zaproponowa¢ funkcje biochemiczne oraz
kolejnos$¢ dziatania komponentéw maszynerii CIA (102). Proces biosyntezy centrow Fe-S w
oparciu o udziat biatek systemu CIA mozna podzieli¢ na dwa gidéwne etapy, i) synteze centrum
4Fe4S w obrebie kompleksu biatkowego, ktory pehi role ,,molekularnego rusztowania" CFD1-
NBP35, ii) a nastepnie transfer i wbudowanie centrum 4Fe4S do docelowych biatek, w ktory
to proces sg zaangazowane rozne czynniki (103) (104) (105). Biatka NBP35 i CFD1 nalezg do
podrodziny NTPaz wigzacych metale, ktore przejSciowo wigzg rézne kofaktory metali podczas
sktadania metaloprotein. NBP35 1 CFD1 tworza heterodimery i -tetramery, ktore wigzg ATP
lub GTP i posiadaja powolnie dzialajacg aktywnos¢ NTPazy (106). Pokazano, ze nowo
utworzone centrum 4Fe4S jest wigzane przez dwie konserwowane reszty Cys znajdujace si¢ W
odstonigtej petli w obrebie kazdego z biatek (103) (107). Ta architektura wydaje si¢ idealna
zaréwno dla syntezy, jak i transferu przejsciowo zwigzanego centrum. Synteza centrow [4Fe-
4S] na rusztowaniu NBP35-CFD1 wymaga, oprocz zaangazowania mitochondrialnego systemu
ISC oraz biatka transportujacego ABCB7, takze statego doptywu elektronow. Zrédlem
elektronow jest NADPH 1 s3 one dostarczane przez oksydoreduktaze¢ NDORI, ktora
wspotpracuje z biatkiem Fe-S - CIAPIN1 (odpowiednikami zidentyfikowanymi w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae sg biatka Tah18 i Dre2) (108) (109). Przeptyw elektronéw miedzy
drozdzowymi biatkami Tahl18 i Dre2 zostal bezposrednio zademonstrowany, niemniej
doktadna rola zredukowanego Dre2 jako potencjalnego donora elektronow oraz cel jego
dziatania nie zostaty do tej pory zbadane. CIAPIN1-Dre2 zawiera dwa centra Fe-S, jedno typu
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[2Fe-2S], podczas gdy drugie moze by¢ zaréwno 2Fe2S (CIAPIN1) lub [4Fe-4S] (Dre2) (110).
Synteza tych centrow jest w pelni zalezna od obecnosci funkcjonalnych komponentow
mitochondrialnej maszynerii ISC, ale rowniez wymaga udzialu cytozolowego kompleksu
GLRX3-BOLAZ u ludzi. Natomiast homologiczne biatko drozdzowe Bol2 do biatka BOLA2
jest zbedne w tym procesie (111). Centrum [4Fe-4S] zwigzane z CFD1-NBP35 jest nastepnie
uwalniane i przekazywane do wigkszos$ci cytozolowych i jadrowych docelowych biatek Fe-S.
W procesie tym uczestniczy biatko CIAO3 (wczesniej opisywane jako IOP1 lub NARFL,;
drozdzowym odpowiednikiem jest biatko Narl) oraz kompleks CTC (CIAO1, CIAO2B i
MMS19; drozdzowymi odpowiednikami sg biatka Cial, Cia2 i Mms19). Glowng rolg tych
biatek jest ulatwienie wbudowania centrum Fe-S w obrebie bialek docelowych poprzez
bezposrednie oddziatywanie z nimi.

/ U GPAT

CIAPIN1 CIAO Viperyna

NDOR1 _>%k @ * @
NBP53 CFD1

\ DPYD

BOLA2 CIAO3 clA0 NTHL1

cytozol

MASZYNERIA ISC

Rycina 13 Model biogenezy cytozolowych i jadrowych bialek Fe-S w oparciu o bialka
cytozolowego systemu CIA

Pierwszy etap biogenezy polega na utworzeniu centrum [4Fe-4S] w obrebie kompleksu NBP35-CFD1,
ktory moze wigza¢ ATP lub GTP (%). Do tej reakcji niezbedny jest czynnik zawierajacy siarke (i by¢
moze zelazo) X-S, eksportowany z mitochondrium w sposob zalezny od glutationu (GSH) przez biatko
transportujace ABC ABCB7 (Rycina 12). Ponadto proces ten wymaga udziatu biatkowego tancucha,
sktadajacego si¢ z biateck NDOR1 i CIAPIN1, zaangazowanego w przenoszenie elektronow z NADPH.
Dwa centra Fe-S niezbedne do funkcjonowania CIAPIN1 s3 montowane w jego obre¢bie z udziatem
kompleksu GLRX3-BOLA2. W drugim etapie centrum [4Fe-4S] jest transportowane przez biatko Fe-S
CIAO3 do kompleksu CIA (CTC), sktadajacego sig¢ z CIAO1, CIAO2B i MMS19, ktore oddzialuja w
réznych kombinacjach z docelowymi biatkami w formie apo w celu wbudowania centréw [4Fe-4S] do
ich struktury. Dojrzewanie biatka Fe-S ABCEl wymaga dodatkowo kompleksu adaptacyjnego
ORAOV1-YAEIL. Biatko Fe-S IRP1 (iron regulatory protein 1) nie jest zalezne od funkcji CTC ale
wykorzystuje kompleks CIAO1-CIAO2 do wbudowania centrum [4Fe-4S]. (27)
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1.5 Mitochondrialna biogeneza bialek Fe-S pelni kluczowa role podczas regulacji
homeostazy zelaza w komodrkach

Do tej pory wykazano, ze biogeneza bialek Fe-S odgrywa role regulacyjng w
komoérkowym metabolizmie zelaza. Ma to sens fizjologiczny, poniewaz podaz tego metalu jest
bezposrednio kontrolowana przez proces zuzywajacy zelazo. Ten mechanizm regulacyjny jest
godny uwagi, poniewaz synteza hemu nie ma bezposredniego wptywu na regulacj¢ podazy
zelaza, przynajmniej nie w komorkach nieerytroidalnych. Kluczowa role w homeostazie zelaza
w komoérce odgrywa mitochondrialny system ISC. Defekt funkcjonalny podstawowych
sktadnikow mitochondrialnego systemu ISC wigze si¢ ze zwigkszonym wychwytem zelaza
przez komorki 1 zwykle z akumulacjg zelaza w obrgbie mitochondrii. Zjawisko to jest podobne
w komorkach drozdzy 1 komorkach ludzkich, mimo ze mechanizmy regulacyjne lezace u jego
podstaw r6znig si¢ zasadniczo. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae funkcja regulacyjna
zelaza jest realizowana glownie przez aktywacje transkrypcyjng genow, ktoérych produkty
zaangazowane sg w homeostaze zelaza, a ktora to zalezy od czynnikow transkrypcyjnych Aftl-
Aft2, podczas gdy u innych grzybow wykorzystywane sg systemy represorowe (8) (112) (113).
W komorkach ludzkich glowny wplyw na dostarczanie i rozmieszczenie zelaza w komorce
maja dwa bialka regulacyjne IRP 1 12, dzialajace za posrednictwem ztozonych mechanizmoéw
potranskrypcyjnych (114) (115). Wiele szczegdtow tego szlaku regulacyjnego jest wcigz stabo
poznanych na poziomie molekularnym. W drozdzach defekt ktoregokolwiek ze sktadnikow
podstawowej mitochondrialnej maszynerii ISC lub systemu eksportu ISC, w tym transportera
ABC Atml, prowadzi do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych Aftl1-Aft2 wrazliwych na
zelazo 1 indukcji gendw znajdujacych sie po ich kontrolg. Do tej pory scharakteryzowano okoto
30 gendw, ktorych produkty sg zaangazowane w komérkowe pozyskiwanie zelaza i prawidlowsg
wewnatrzkomorkowa dystrybucje metalu do ré6znych przedziatlow, w tym do mitochondridéw 1
wakuoli. Jaka jest molekularna rola mitochondrialnego systemu ISC w regulacji gospodarki
zelazem? Prawdopodobnie podstawowa maszyneria ISC wytwarza, a transporter Atml
eksportuje do cytozolu czasteczke sensoryczng, ktora jest nastepnie wykorzystywana przez
Aftl-Aft2 do Sledzenia” statusu zelaza w mitochondriach. Mozna takze przypuszczaé, ze
czasteczka X-S jest wykorzystywana przez maszyneri¢ CIA do ,,dojrzewania” bialek Fe-S i
prawdopodobnie jej struktura jest identyczna badz przynajmniej bardzo podobna pod
wzgledem chemicznych do czasteczki petnigcej funkcje sensoryczng. Czynniki transkrypcyjne
Aft oddzialujg z monotiolowymi glutaredoksynami Grx3-Grx4 oraz biatkiem BolA Fra2 (116)
(117). Delecja Grx3-Grx4 prowadzi do silnej aktywacji regulonu zelaza zaleznego od czynnika
Aft 1 prowadzi do komorkowego wychwytu zelaza. W tym przypadku obserwowano, ze zelazo
gromadzi si¢ w cytozolu, a nie w mitochondriach, co odréznia te sytuacje od defektow biatek
ISC, w przypadku ktorych poziom zelaza silnie wzrasta w mitochondriach. Glutaredoksyny
wigza centrum[2Fe-2S] 1 mozna przypuszczaé, ze to wlasnie jest ugrupowanie rozpoznawane
przez czynniki Aftl-Aft2, ale brakuje dowodow in vivo potwierdzajacych t¢ hipoteze. W
komorkach ludzkich wewnatrzkomorkowa regulacja Zelaza jest realizowana przez biatka IRP1
1 IRP2. IRP1 jest cytozolowym biatkiem Fe-S o aktywnosci akonitazy, ale w swojej apoformie
moze wigzac si¢ z elementami reagujagcymi na zelazo (IRE) w obrgbie matrycowego RNA
(mRNA), ktére to koduja biatka zaangazowane w transport zelaza (receptor transferyny i
ferroportyna), jego przechowywanie (ferrytyna) i biatka, ktore wymagaja obecnosci zelaza do
swojej aktywnosci (akonitaza 1 eALAS), regulujac w ten sposdéb wydajnos¢ translacji lub
stabilno§¢ mRNA (114) (115) Réwnowaga miedzy apo- i holoforma IRP1 zalezy od biosyntezy
centrow Fe-S, a ta z kolei zalezy zard6wno od mitochondrialnego systemu ISC, jak i od
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maszynerii CIA, ktora wykorzystuje eksportowang przez mitochondria czasteczke X-S do
syntezy centréw Fe-S. Tak wiec, inaczej niz u drozdzy wykorzystujacych czynniki Aft, defekt
zarowno elementow ISC, jak i CIA w komorkach ludzkich wptywa na komorkowa homeostaze
zelaza za posrednictwem bialek IRP. Z drugiej strony, podobnie jak u drozdzy, w przypadku
gdy ma miejsce zaburzenie dziatania systemu ISC zZelazo gromadzi si¢ w mitochondriach.
Ponadto pobor zelaza przez komorki i jego dostarczanie do macierzy mitochondrialnej zalezy
w duzej mierze od wydajnosci mitochondriow w generowaniu centrow Fe-S.

1.6 Poréwnanie prokariotycznych i eukariotycznych systeméw ISC

Podczas wykonywania mojej pracy doktorskiej do odtworzenia w warunkach in vitro
procesu biogenezy centrow Fe-S korzystalam z oczyszczonych bakteryjnych i drozdzowych
biatek. Glownie skoncentrowalam si¢ na analizie systemow ISC z dwoch modelowych
organizméw Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae. Aby moc latwiej dostrzec
podobienstwa i réznice w dziataniu tych obu systemoéw ponizej przedstawitam zestawienie
gendéw kodujacych bialka zaangazowane w biogeneze centrow Fe-S z tych dwdch organizméw
(Rycina 14).
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Rycina 14 Poréwnanie genéw kodujacych bialka systemu ISC u bakterii E.coli i drozdzy
S.cerevisiae

Pierwsza roznica jest obecno$¢ genu iscR w bakteryjnym operonie isc, ktory koduje czynnik
transkrypcyjny regulujacy poziom ekspresji wszystkich gendw operonu jak réwniez gen iscX kodujacy
biatko potencjalnie bedace donorem zelaza. W przypadku pozostatych genow operonu isc to posiadaja
one swoje drozdzowe odpowiedniki. Drozdzowy gen NFS1 koduje desulfurazg cysteinows, ktora jest
donorem siarki. ISUL i ISU2 koduja biatka, ktore petnig role ,,molekularnego rusztowania”, w obrgbie
ktorych to formowane sa centra Fe-S. ISA1l Kkoduje biatko, ktére peni funkcj¢ ,,molekularnego
rusztowania”, ktore jest dedykowane podczas formowania centrow 4Fe4S z centrow 2Fe2S. HSC20
koduje biatko opiekuncze typu J, ktore wspolpracuje z kodowanym przez SSQ1 biatkiem opiekunczym
z rodziny Hsp70, uczestniczacym w przenoszeniu centrum Fe-S z biatka rusztowania na bialka
docelowe. YAH koduje ferredoksyng uczestniczacg w przenoszeniu elektronéw potrzebnych do redukcji
siarki. YFH1 koduje frataksyn¢ bedacg regulatorem aktywnos$ci biatka Nfs1 oraz potencjalnie moze by¢
takze donorem zelaza. (Podwdjne ukosne kreski oznaczaja, ze oddzielone nimi geny znajduja si¢ w
oddalonych od siebie pozycjach i nie tworza operonu.) (118)
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Zarowno u bakterii E.coli, jak i drozdzy S.cerevisiae proces biogenezy wymaga
obecnosci i interakcji wielu biatek (119) z biatkiem (IscU; Isul), ktére peni role molekularnego
rusztowania w komorce (Rycina 15). Jest to biatko, ktore jest silnie konserwowane
ewolucyjnie, i to wlasnie na nim syntetyzowane sg centra zelazo-siarkowe, ktore pdzniej
transportowane sg do bialek akceptorowych. Proces syntezy centrum Fe-S w obrebie biatka
IscU/Isul wymaga obecnosci biatka ISCS/Nfsl o aktywnosci desulfurazy cysteinowej, ktore
peini role donora siarki, jak rowniez biatka frataksyny CyaY/Yfhl, ktore reguluje prace
desulfurazy. W komoérkach eukariotycznych, ale nie u bakterii, Nfsl funkcjonuje jako stabilny
heterodimer w kompleksie z matym biatkiem Isd11. Biatko Isd11 dziata stabilizujaco na Nfsl
jak rowniez reguluje jego aktywnos¢ katalityczng (120) (121). 1scS/Nfs1 uwalnia nadsiarczek,
ktory wigze si¢ do jednej z 3 konserwowanych reszt cysteinowych biatka IscU/Isul. Po etapie
syntezy nastepuje proces transferu centrum Fe-S z biatka IscU/Isul do biatka akceptorowego
w towarzystwie bialek opiekunczych z rodziny Hsp70. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae
maszyneria bialek opiekunczych sktada si¢ z biatka Hsp70 Ssql i biatka J — Hsc20, jak rowniez
z czynnika wymiany nukleotydow Mgel. Podobnie maszyneria biatek opieckunczych wyglada
w bateriach E.coli, to znaczy biatko Hsp70, HSCA wymaga wspoOlpracy z biatkiem
pomocniczym typu J - HscB. Jedyng kluczowa ro6znicg jest to, ze bakteryjny system Hsp70 nie
wymaga obecnosci czynnika wymiany nukleotydow do wymiany ADP na ATP po hydrolizie
ATP (122) (123).
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Rycina 15 Porownanie procesow biogenezy centréw Fe-S zachodzace w oparciu o bialka systemow
ISC u bakterii E.coli i drozdzy

Na pierwszym etapie zaré6wno u bakterii jak i drozdzy synteza centrum Fe-S wymaga interakcji
,rusztowania” IscU/Isu z desulfuraza cysteinowa IscS/Nfs1(Isd11) i frataksyng CyaY/Yfhl. Razem
biatka te tworzg kompleks katalizujacy synteze centrow Fe-S. Elektrony potrzebne do redukcji siarki
zapewnia fancuch przenoszenia elektrondéw sktadajacy si¢ z ferredoksyny (Fdx/Yahl) i reduktazy
ferredoksyny (Fpr/Arh1). Zrédtem elektronow jest NADPH. Kolejnym etapem jest etap transferu: Po
syntezie centrum Fe-S jest ono przenoszone z ,,rusztowania” IscU/Isu do biatka docelowego. Transfer
wymaga systemu biatek opiekunczych sktadajacego si¢ z Hsp70 (HscA/Ssql), biatka J (HscB/Hsc20) i
czynnika wymiany nukleotydow Mgel w przypadku drozdzy S.cerevisiae. HscB/Hsc20 wiaze IscU/Isu
tworzac kompleks; przez jego zdolnos¢ do konkurowania z IScCS/Nfs1 o wigzanie IscU/Isu, HscB/Hsc20
odgrywa kluczowa rolg w przejsciu miedzy synteza Fe-S a transferem Fe-S. Kompleks biatko J —
,,molekularne rusztowanie” oddziatuje z Hsp70 zwigzanym z ATP; zaaranzowana interakcja IscU/Isu i
domeny J HscB/Hsc20 z Hsp70 powoduje powstanie przejsciowego kompleksu HscA-IscU-HscB lub
Ssgl-Isu—Hsc20 i stymulacje aktywnosci ATPazy HscA/Ssql. Hydroliza ATP do ADP wywoluje
zmiany konformacyjne Hsp70 w wyniku czego powstaje stabilny kompleks Hsp70-,,molekularne
rusztowanie”. W rezultacie, centrum Fe-S jest przenoszone do biatka docelowego. Na ostatnim etapie
IscU/Isu oddysocjowuje od HscA/Ssgl w wyniku wymiany ADP na ATP i zmiane konformacji Hsp70.
W przypadku systemu eukariotycznego na tym etapie wymagany jest udziat dodatkowego czynnika -
czynnika wymiany nukleotydow biatka Mgel, ktory pozwala na wymiang¢ ADP na ATP. Po wymianie
ADP na ATP biatko Hsp70 jest przygotowane na rozpoczecie kolejnego cyklu ATPazowego.

Proces transferu centrum z biatka rusztowania IscU/Isul wymaga dodatkowego biatka,
GrxD/Grx5 (glutaredoksyny), ktore umozliwia i przyspiesza transfer do biatka docelowego. To
sugeruje, ze Po utworzeniu centrum Fe-S w obrebie molekularnego rusztowania IscU/Isul, jest
ono transportowane do biatka GrxD/Grx5 w asyscie bialek opiekunczych z rodziny Hsp70

(124) (Rycina 16).
Hsp70 by
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Rycina 16 Dysocjacja centrum Fe-S z Isul jest prawdopodobnie wspomagana przez biatko
opiekuncze i glutaredoksyne Grx5.

Monotiolowa glutaredoksyna Grx5 wigze si¢ do Ssql w bezposrednim sgsiedztwie Isul, umozliwiajac
prawdopodobnie w ten sposob transfer centrum Fe-S z molekularnego rusztowania Isul do Grxb5.
Nastgpnie ADP jest wymieniany na ATP przez czynnik wymiany Mgel, co powoduje zmiang

Hsc20

konformacji domeny wiazacej substrat Ssql ze stanu zamknigtego na otwarty. Nastgpnie kompleks
Ssql-Isul rozpada si¢, umozliwiajac komponentom wznowienie nowego cyklu. Niezaburzona synteza
centrum Fe-S w obrgbie Grx5 jest niezbedna podczas dojrzewania wszystkich biatek Fe-S w komorce

29



i obejmuje migdzy innymi mitochondrialne biatka [2Fe-2S] i [4Fe-4S], jak i cytozolowo-jadrowe biatka
Fe-S

1.7 System bialek Hsp70

Systemy biatek Hsp70 mozna znalezé we wszystkich przedziatach komorki
eukariotycznej, gdzie petnig funkcje w wielu istotnych procesach. Mechanizm dziatania Hsp70
opiera si¢ na odwracalnym wigzaniu krotkich hydrofobowych sekwencji reszt
aminokwasowych, eksponowanych na powierzchni biatek, zwanych substratami. Taki
uniwersalny mechanizm pozwala biatkom Hsp70 petni¢ wiele waznych funkcji (125) (126)
(127), m.in, faldowanie *tancucha polipeptydowego nowo syntetyzowanych biatek,
modulowanie oddziatywan migdzy biatkami poprzez wplyw na ich konformacjg¢ czy
promowanie transportu polipeptydow przez blony komoérkowe. Systemy Hsp70 ulatwiajg
roOwniez ponowne faldowanie polipeptydow, ktore utracily swoja natywng konformacje w
warunkach stresu, a jesli ponowne zwijanie jest niewykonalne, przekierowujg polipeptydy do
wewnatrzkomorkowych systemoéw proteolitycznych.

Tak wiec biatka Hsp70 s3 zaangazowane w roznorodne procesy komorkowe, podczas
gdy ich podstawowa aktywnos$¢ biochemiczna jest ograniczona do regulowanej przez wigzanie
1 hydrolize ATP, cyklicznej interakcji z krotkimi fragmentami polipeptydowymi biatek
substratowych. Mechanizmy molekularne i ewolucja funkcjonalnego zroznicowania systemow
Hsp70 w mitochondriach zostang oméwione w kolejnych rozdziatach.

Do tej pory u ludzi zidentyfikowano co najmniej 8 homologdéw biatka Hsp70 z ktérych
2 sg specyficzne dla organelli, podczas gdy pozostale 6 znajduje si¢ w cytozolu i jadrze.
Podobnie w przypadku drozdzy Saccharomyces cerevisiae mozemy wyrézni¢ dwa Hsp70
specyficzne dla organelli i 6 bialek cytozolowych Hsp70. W obrebie drozdzowych
cytozolowych biatek Hsp70 mozna wyrdzni¢ dwie klasy biatek - Ssa(Ssal Ssa2 Ssa3 i Ssa4)
oraz Ssb (Ssbl i Ssb2). Biatka Ssal i Ssbl sg w okoto 60 procentach identyczne i posiadaja
pewne nakladajgce si¢ funkcje. W obrgbie podrodziny Ssa lub Ssb podobienstwo sekwencji jest
bliskie 100% 1 dlatego uwazano, ze biatka w obrebie kazdej podrodziny maja te same funkcje
ale r0znig si¢ ekspresja (128). Wszystkie te biatka charakteryzuja si¢ podobnym uktadem
strukturalnym. Odkrywane sg jednak funkcjonalne réznice migdzy biatkami Ssal i Ssa2 , ktore
sa w 98 procentach identyczne podczas gdy identyczno$¢ miedzy Ssa3 i Ssa4 wynosi juz okoto
88%. Kazde z tych biatek moze wspiera¢ wzrost komoérek, ale Ssb nie moze kompensowac
zasadniczej funkcji Ssa, co jest przyktadem nakladajacych si¢ i odrgbnych funkcji
cytozolowych Hsp70 (129).

Podobnie, wiele organizméw prokariotycznych rowniez posiada kilka Hsp70. Na
przyktad, E.coli K12 koduje trzy biatka Hsp70: DnaK, HscA i HscC, takze trzy biatka Hsp70
zidentyfikowano u jednokomorkowej zielonej algi Chlamydomonas reinhardtii (130).
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1.7.1 Cykl wiazania substratu bialkowego

Struktura domenowa rodziny biatek Hsp70 jest bardzo podobna u r6znych organizméw.
Kazde z nich sktada si¢ z dwoch domen potaczonych elastycznym tacznikiem. N-koncowa
domena ATPazy (~ 44 kDa) sklada si¢ z dwoch czgsci tworzacych kieszen z miejscem
wigzagcym ATP. C-koncowa czg$¢ biatka, domena wigzaca substraty (~ 26 kDa) (127), sktada
si¢ z dwoch czesci: subdomeny obejmujacej B-kartki ktora tworzy kieszen wigzaca dla kilku
hydrofobowych aminokwaséw na odstonigtej powierzchni substratu, oraz domeny o strukturze
a-helisy, ktora tworzy pokrywe nad miejscem wigzania substratu (Rycina 17). Lacznik migdzy
domeng ATPazowa a domena wigzaca substrat odgrywa wazng role w komunikacji
allosterycznej migdzy domenami (131).

Nngp SS91-ADP 2 SBD«
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Rycina 17 Modele homologiczne Ssql (zielony) w konformacji zwigzanej z ADP (gora, na podstawie
PDB kod 2KHOQ) i ATP (na dole, na podstawie PDB kod 4JN4). Na rysunku zaznaczono reszty
aminokwasowe (F462, VA72) zaangazowane w wigzanie Substratu w obrebie domeny SBD, ktore
oddziatuja z sekwencja LPPVK Isu oraz reszt¢ R207 w obrgbie domeny wigzacej nukleotyd (NBD),
ktora jest zaangazowana W interakcje z motywem HPD domeny J Hsc20 (132).

Podstawowa aktywnoscig biochemiczng Hsp70 jest cykliczne wigzanie biatka-
substratu. Jest ono regulowane przez hydrolize ATP, ktora zmienia konformacj¢ obu domen
(Rycina 18). Gdy ATP jest zwigzany, domena ATP uzyskuje konformacje, ktéra umozliwia jej
bezposrednie oddziatywanie zaréwno z sekwencja taczaca, jak 1 z domeng wiazacg substraty.
Ponadto, a-helikalna pokrywa otwiera si¢ dzigki interakcji z domeng ATPazy, co z kolei
powoduje odsloniecie miejsca wigzania polipeptydu (133). Taka konformacja pozwala
zardwno na szybkie wigzanie i uwalnianie biatka substratowego. Po hydrolizie ATP do ADP,
konformacja obu domen ulega znacznej zmianie. Domena wigzaca substrat odiacza si¢ od
domeny ATPazy, a helikalna pokrywa zamyka miejsce wigzania polipeptydu, stabilizujac w
ten sposob interakcje z biatkiem substratowym (134). Z kolei zastgpienie ADP przez ATP
wywotuje zmiang¢ konformacyjng umozliwiajaca oderwanie polipeptydu i tym samym nowy
cykl wigzania substratu moze zosta¢ ponownie zainicjowany.
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Rycina 18 Schemat cyklu interakcji Hsp70-substrat.

Biatko Hsp70 zwigzane z ATP utrzymuje forme¢ otwartg (1), dzigki czemu substrat moze swobodnie
przytaczyc¢ sie do kieszeni wigzacej peptyd w obrebie subdomeny B domeny SBD (SBD). Jest to tak
zwany ,,stan otwarty” lub ,,zadokowany”, poniewaz domena SBDa oddziatuje z domeng NBD. Domena
SBDa zatrzymuje substrat poprzez zakrywanie kieszeni wigzacej w momencie kiedy do biatka Hsp70
zwigzane jest ADP (2). Kiedy substrat znajduje w kieszeni wigzacej biatka Hsp70, domena J biatka
pomocniczego, wiazac sie na styku domeny NBD i SBDp, stymuluje hydrolize ATP do ADP. Ze
wzgledu na powstale zmiany konformacyjne, domeny rozlaczajg si¢, tworzgc stan
,hiezadokowany/zamkniety”, stabilizujac oddziatywanie substratu z biatkiem Hsp70. Czynnik

wymiany nukleotydow konczy cykl (3). (133).

Biatka Hsp70 nie funkcjonujg niezaleznie od siebie. Hydroliza ATP i wymiana ADP na
ATP sg kluczowymi czynnos$ciami, stymulowanymi przez biatko J i czynnik wymiany
nukleotydow (135) (136).

1.7.2 Bialka pomocnicze systemu Hsp70 — bialka typu J i czynniki wymiany
nukleotydow

1.7.2.1 Bialka typu J

Cecha charakterystyczng wszystkich biatek J jest domena J. Typowa domena J jest
sktada sie z czterech a-helis, z ktorych dwie, helisa II i III, tworzg struktur¢ przypominajaca
palec z antyrownolegtymi tancuchami potaczonymi przez elastyczng petle (Rycina 19). Petla
ta zawiera trzy reszty aminokwasowe (histydyne, proling i kwas asparaginowy, HPD), ktore
wystepuja we wszystkich domenach J (137).
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Rycina 19 Struktura biatka Hsc20 z drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Kolorowymi  kulkami oznaczono reszty aminokwasowe biorgce udzial w oddziatywaniach
miedzybiatkowych. Na modelu na niebiesko oznaczono reszty LLY, ktore odpowiadajg za wigzanie
Isul, a na czerwono motyw HPD, ktory jest kluczowy dla stymulacji aktywnosci ATPazy Ssql.
Kolorem jasno-fioletowym oznaczono reszty odpowiedzialne za oddziatywania elektrostatyczne
pomiedzy Isul a Jacl (137)

Biatka J reguluja tworzenie sie¢ kompleksoéw Hsp70-substrat na trzy sposoby (138) (139)
(140). Po pierwsze, bialka J majg domene wigzacg peptyd, ktora oddziatuje z substratami
biatkowymi i dostarczajg substraty do biatek Hsp70 poprzez oddziatywanie z biatkiem Hsp70.
Po drugie, bialka J stabilizujg kompleks substrat-Hsp70 poprzez przyspieszenie aktywnoSci
ATPazy biatek Hsp70. Wreszcie, biatka J funkcjonujg w réznych miejscach w komorce (140),
W ten sposob rozne biatka nalezgce do rodziny biatek J oddziatujg z jednym biatkiem Hsp70 i
umozliwiajg tym samym wigzanie unikalnych substratow bialkowych. W genomie drozdzy
zidentyfikowano i sklasyfikowano 22 geny kodujace biatka typu J. W ich obrebie mozemy
wyrozni¢ trzy typy: I, 11 i Ill (141). Zostaly one sklasyfikowane glownie na podstawie
organizacji domenowej. Domena J jest umieszczona na N-koncu we wszystkich typach. Biatka
J typu I posiadaja domene J, region bogaty w glicyne i1 fenyloalaning (bogaty w G/F), region
bogaty w cysteing i domen¢ podobng do palca cynkowego, po ktérej nastepuje domena C-
koncowa (CTD). Biatka J typu Il zawierajg domeng J i region bogaty w G/F, a nastepnie CTD
| i Il. Biatka J typu Il zawieraja tylko domene J (140) (142). Do tej pory specyficzno$é
substratowa in vivo wsrdd roznych typow biatek J nie zostata dobrze zrozumiana. Dwa biatka
J, Ydjl (typ I) i Sisl (typ II), odgrywaja kluczowa role w cytozolu drozdzowym. Ostatnie
badania wykazaly, ze Ydjl bierze udziat w thumieniu agregacji bialek, podczas gdy system
Hsp70-Sisl promuje degradacje biatek (143).

1.7.2.2 Czynniki wymiany nukleotydéw (NEF — ang. Nucleotide Exchange Factor)

Czynniki wymiany nukleotydéw sa ewolucyjnie zroznicowana grupa bialek, ktoérych
wspllng cechg jest zdolno$¢ do oddziatywania z Hsp70, co prowadzi do zmian
konformacyjnych utatwiajacych dysocjacj¢ ADP, powstajacego w wyniku hydrolizy ATP
(136). W ten sposob czynniki wymiany nukleotydéw inicjuja wigzanie innej czasteczki ATP,
co powoduje dysocjacj¢ bialka substratowego zwigzanego z Hsp70. Interakcja Hsp70 z
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biatkami pomocniczymi reguluje cykl wigzania biatka substratowego. Z jednej strony, biatka J
promuja tworzenie stabilnego kompleksu Hsp70-substrat poprzez stymulacje aktywnos$ci
ATPazy, a z drugiej strony, czynniki wymiany nukleotydow reguluja czestotliwosé cyklu
wigzania substratow. Pomimo swojej heterogeniczno$ci strukturalnej, NEF dzialaja przez
blokowanie dwoch fragmentéw NBD biatka Hsp70, w wyniku czego zostaje zmniejszone
powinowactwo do ADP. Wigzanie ATP konczy reakcje wymiany i uwalnia NEF z biatka
Hsp70. Ponadto wymiana nukleotydow napgdza allosteryczne migdzydomenowe zmiany
konformacyjne w obrgbie Hsp70, tak, ze domena SBD uwalnia zwigzany substrat (144). Ssel,
Sse2, Snll i Fe-S1 sg cztonkami trzech strukturalnie niepowigzanych rodzin NEF obecnych w
cytozolu drozdzy (145). Wykazano, ze kazdy z czynnikow NEF oddziatuje z Hsp70 in vivo i in
vitro (146). Dobrze znane czynniki NEF to GrpE w bakteriach E.coli, Fe-S1 i Ssel, Mgel u
drozdzy S.cerevisiae, Bagl u wyzszych eukariontow oraz ludzki ortolog Fe-S1 HspBP1.

W mojej pracy do badan uzywalam biatka Mgel z drozdzy S.cerevisiae. Biatko to jest
homologiem bakteryjnego GrpE i oddziatuje z wielofunkcyjnym mtHsp70, ulatwiajac import
przez wewngtrzng blonge mitochondrialng. Drozdzowe biatko Mgel wykazuje 57%
podobienstwo do bakteryjnego GrpE i moze funkcjonalnie zastgpi¢ GrpE Escherichia coli, co
$wiadczy o zachowanym mechanizmie dziatania tego biatka w toku ewolucji. Funkcjonalne
biatko Mgel dziata jako dimer, a ta dimeryzacja wydaje si¢ by¢ krytyczna dla jego interakcji z
mtHsp70, poniewaz forma monomeryczna Mgel nie oddzialuje z mtHsp70, co powoduje
spowolnienie cyklu ATPazy i tym samym funkcji opiekunczej mtHsp70 (147).

Oproécz dziatania jako wymiennik ATP-ADP, Mgel dziata jako termosensor u bakterii
i drozdzy (148) (149) (150). Na przyktad w wysokich temperaturach Mgel wystepuje jako
monomer i nie oddziatluje z mHsp70 (147). Dodatkowo jest on rowniez zaangazowany w
sortowanie 1 degradacje zle uformowanych biatek, ale jest to takze bialko zaangazowane w
proces biogenezy centréw zelazo-siarkowych (151).

1.8 Wyspecjalizowane systemy bialek opiekunczych HscA/HscB oraz Ssql/Hsc20
zaangazowane w proces biogenezy centrow Fe-S

1.8.1 Charakterystyka oddzialywania bakteryjnego systemu bialek opiekunczych
HscA/HscB z bialkiem IscU uczestniczacym w biogenezie centrow zelazo-siarkowych

Reszty aminokwasowe w obrebie IscU, ktore sg specyficznie rozpoznawane przez
bakteryjne biatko Hsp70, HscA, obejmujag reszty LPPVK przypadajace na pozycje 99-103
sekwencji IscU (152) (153). Ponadto wykazano, ze ich wigzanie jest stabilizowane przez
obecnos¢ biatka opiekunczego HscB, ktore dodatkowo zwigksza aktywnos¢ ATPazowg biatka
HscA (154) (155). Dostepna jest struktura krystaliczna kompleksu, ktory obejmuje fragment
domeny wiazacej substrat (SBD) HscA 1 peptyd zawierajacego fragment IscU
(98ELPPVKIHC106) (kod PDB kod 1UQ0 (152)). Struktura ta obejmuje miejsce wigzania
biatka IscU w obrgbie struktury biatka HscA (Rycina 20). Dodatkowo struktura ta przedstawia,
ze domena SBD sktada si¢ z dwoch odrebnych subdomen (o i B-subdomeny) i jest podobna do
domeny SBD biatka DnaK (156), chociaz subdomena o jest przesunigta w stosunku do
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subdomeny B. Peptyd IscU wigze si¢ w hydrofobowej szczelinie znajdujacej si¢ w f-
subdomenie, wykorzystujac oddziatywania niepolarne i wigzania wodorowe.

subdomena o

peptyd
fragment biatka
IscU

subdomena B

Rycina 20 Krystaliczna struktura domeny SBD bialka HscA

W obregbie domeny SBD biatka HscA widoczny jest podziat struktury na subdomeng alfa i beta. Na
czerwono zostal zaznaczony peptyd obejmujacy fragment IscU o sekwencji ELPPVKIHC oraz jego
miejsce wigzania w obrebie struktury biatka HscA. (156)

W przypadku wspotpracujagcego biatka J, HscB jest rowniez dostepna struktura
krystaliczna (kod PDB 1FPO (157)). Analiza tej struktury pozwala na wyr6znienie dwoch
odrebnych domen: N-koncowej domeny J oraz C-koncowej domeny, ktéra sklada sie¢ z wigzki
trzech helis (Rycina 21). Domena C-koncowa jest zaangazowana w wigzanie substratu, biatka
petnigcego role molekularnego rusztowania - IscU, poprzez reszty L92, M93 i F153 (158)
(159) (160). Z kolei domena J biatka HscB jest odpowiedzialna za interakcje z HscA poprzez
reszty H32, P33 i D34 (161). Obie domeny kontaktuja si¢ ze sobg poprzez rozlegla
powierzchni¢ hydrofobows, ktorej obecno$é sugeruje, ze ich wzgledna orientacja jest stala.
Powyzsze interakcje mogg sugerowac rowniez, ze biatko HscB moze funkcjonowac jako
czynnik utatwiajacy pozycjonowanie substratu wzgledem HscA, i tym samym takze odgrywaé
role w regulacji aktywnosci ATPazy (157).

o C-koniec
miejsce N

wigzania IscS<— : ‘ y

miejsce
wigzania HscA
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Rycina 21 Krystaliczna struktura biatka HscB
Widoczne sa dwie domeny N- koncowa zawierajaca domene J oraz C-koncowa. Na czerwono
zaznaczone zostaly reszty aminokwasowe odpowiedzialne za oddziatywanie z HSCA, na niebiesko z

IscU, a na zotto z IscS. (157))
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1.8.2 Charakterystyka oddzialywania mitochondrialnego systemu bialek opiekunczych
Ssq1/Hsc20 z bialkiem Isul uczestniczacym w biogenezie centrow zelazo-siarkowych

1.8.2.1 Oddzialywanie Isu: Hsc20

Specyfika tej interakcji jest dos¢ wyjatkowa, poniewaz w oddzialywanie pomig¢dzy Isu i Hsc20
jest zaangazowanych wiele reszt aminokwasowych tworzacych duza powierzchnie wigzaca.
Interakcja migdzy Hsc20 i Isu jest krytyczna in vivo. Badania na drozdzach wykazaly, ze gdy
biatko Hsc20 jest defektywne w wigzaniu Isul, komorki sg niezdolne do zycia. Natomiast
obecno$¢ wariantow Hsc20 o obnizonym powinowactwie do Isu skutkuje powolnym wzrostem
1 zmniejszong aktywno$cig enzymow mitochondrialnych (akonitazy 1 dehydrogenazy
bursztynianowej), ktore wymagaja do aktywnos$ci obecnosci funkcjonalnych centrow Fe-S
(162).

Hyg P4 Dso L132 P133 P134 Vi35 Kqse

L10s L1oo Y163

Hsc20 Hsc20:Isul Isul

Rycina 22 Model kompleksu Hsc20-1sul (panel srodkowy) na podstawie dokowania in silico struktury
krystalicznej biatka Hsc20 (kod PDB 3UO3, (lewy panel) i modelu homologicznego struktury Isul
(prawy panel). Na modelu zaznaczone zostaty reszty Hsc20 i Isul zaangazowane w ich wzajemne
oddziatywanie (159)

W obrgbie C-koncowej domeny biatka Hsc20 (Rycina 22) mozna wyrdznié trzy wysoce
konserwowane reszty L105, L109, Y163 zaangazowane w oddzialywania o charakterze
hydrofobowym i obszar mniej konserwowanych reszt natadowanych ujemnie (N110, N113,
E114), ktore sa zaangazowane w interakcje z Isu (159) (163) (159). Doswiadczenia, w ktorych
wykorzystano wersje biatka Hsc20 ze zmutowanymi resztami zaangazowanymi w
oddziatywania hydrofobowe, jednoznacznie potwierdzity Ze te reszty odgrywaja kluczowa role,
znacznie przyczyniajac si¢ do stabilnosci kompleksu Hsc20—Isu. Z kolei mutacje w obrgbie
reszt natadowanych miaty mniejszy wptyw na zaburzenie formowanie kompleksu Hsc20-Isu,
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niemniej moga one odgrywac istotna rolg w prawidlowym wzajemnym zorientowaniu
oddzialujacych biatek. Komplementarna powierzchnia wigzaca (Rycina 22), na trdjniciowe;j
antyrownoleglej p-kartce biatka Isu, rowniez sklada si¢ z wysoce konserwowanych reszt
hydrofobowych (L63, V72, F94), jak réwniez mozna zidentyfikowa¢ komplementarny
dodatnio natadowany obszar (L54, L55, R74) (164) (165).

Dalsza analiza wykazala, ze reszty aminokwasowe w obrebie Isu zaangazowane w
interakcj¢ z Hsc20, sg takze zaangazowane w oddziatywanie z desulfuraza cysteinowg (165).
Mozliwe jest, ze sekwencyjne interakcje Isu, najpierw z Nfsl, a nast¢pnie z Hsc20, steruja
uporzadkowanym przej$ciem pomiedzy kompleksem biatkowym systemu ISC wymaganym do
syntezy centréw Fe-S, a kompleksem potrzebnym do transferu centrow Fe-S.

1.8.3 Oddzialywanie Hsc20:Hsp70

W oddziatywanie miedzy biatkiem Hsc20 1 Hsp70 zaangazowane s3 dodatnio
natadowane reszty aminokwasowe znajdujace si¢ w domenie J biatka Hsc20. Do weryfikacji
potencjatu reszt aminokwasowych w obrebie biatka Hsc20 wykorzystano model biatka Hsc20sc
utworzony w oparciu o strukture krysztatu (PDB id 3UQO3) i poddano symulacjom dynamiki
molekularnej.  Uzyskane wyniki pozwolity na obliczenie S$redniego potencjatu
elektrostatycznego wokot biatka. W takich warunkach zaobserwowano duza powierzchnig
dodatniego potencjatu elektrostatycznego wokoét helisy 1T domeny-J Hsc20sc (Rycina 223).
Tworzylo ja pie¢ reszt aminokwasowych — lizyna K20, arginina R35, arginina R37, lizyna K38
oraz arginina R41 (166).

A Hsc20.,

Domena-J

Rycina 23 Potencjal elektrostatyczny wokot domeny-J biatka Hsc20s..
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A. Model strukturalny biatka Hsc20sc Reszty aminokwasowe w sekwencji domeny-J wchodzace w
sktad dodatnio natadowanej powierzchni (Hsc20s. K20, R35, R37, K38, R41) oznaczono na strukturze
kolorem niebieskim. Motyw HPD zaznaczono kolorem turkusowym.

B. Wykorzystujac model przedstawiony na panelu A, obliczono $redni potencjat elektrostatyczny wokot
Hsc20s: . Na modelu kolorem niebieskim oznaczono potencjat dodatni, a kolorem czerwonym potencjat
ujemny (£2 kT/e, gdzie k —stata Boltzmanna; T — temperatura; e — tadunek elektronu) (166).

Domena-J biatka Jaclsc zawiera pig¢ dodatnio natadowanych reszt aminokwasowych.
W celu weryfikacji, czy wytypowane reszty sa odpowiedzialne za wigzanie Hsc20 z Hsp70
powstat wariant Hsc20se KRKR/AASL, w ktérym cztery z pigciu reszt wymieniono na
aminokwasy pozbawione tadunku. W doswiadczeniu, w ktorym zmierzono stymulacje
aktywnosci ATPazy biatka Ssql w obecnosci bialka J, jego zmutowana wersja
charakteryzowala  si¢ nizszym powinowactwem do Hsp70. Natomiast wariant Jaclsc
KRKR/AASL + H/A, w ktorym dodatkowo wprowadzono substytucje w motywie HPD, byt
nieaktywny in vitro oraz letalny in vivo. Wyniki te sugeruja, ze ,,odpornos¢” Jaclsc na
pojedyncze substytucje w motywie HPD oraz jego wysokie powinowactwo do Ssql sg efektem
obecnosci naladowanych reszt w domenie-J, ktore moglyby oddzialywac z komplementarnie z
naladowanymi resztami na powierzchni Ssql (166).

W celu sprawdzenia, ktore z tym pigciu aminokwasow sg kluczowe do oddziatywania
miedzy tymi biatkami wykorzystano ponownie modelowanie molekularne. Na podstawie
wykonanej w ten sposob analizy wykazano, ze pomiedzy Hsc20sc a Ssql istnieje rozbudowana
sie¢ oddziatywan elektrostatycznych (Rycina 24). W obrebie Hsc20sc tworzg ja cztery dodatnio
natadowane reszty argininy R37 1 R41 oraz lizyny K38 1 K70, polozone w obrebie helisy II 1
I11 domeny-J. Z kolei w Ssql sa to ujemnie natadowane reszty kwasu asparaginowego D246 i
D249 oraz kwasu glutaminowego E248 i E253, zlokalizowane w obr¢bie domeny ATPazowe;.
Stabilne oddziatywania jonowe byty tworzone przez pary R37-D246, K38-E248, K38-D249
oraz R41-D249, podczas gdy stabilne wigzania wodorowe tworzyty pary R37-E248, R37-
D246, R41-E253, K38-D249, K38-E248 oraz R41-E248. (167)

B— < AG [rel]

Rycina 24 Sie¢ oddzialywan elektrostatycznych w kompleksie Hsc20s::Ssql.
A. Domena-J Hsc20s. (turkusowa) jest wiazana przez cztery ujemnie natadowane reszty potozone w

obrebie domeny ATPazowej Ssql (szara). Motyw HPD (czerwony) jest potozony blisko konserwowane;j
ewolucyjnie reszty R207 (niebieska), znajdujacej si¢ powyzej tacznika migdzydomenowego (zolty).
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B. Sie¢ oddzialywan pomigdzy domeng-J Hsc20sc a domeng ATPazowa Ssql. Najtrwalsze mostki solne
oraz wigzania wodorowe oznaczono przerywanymi liniami. Wartosci liczbowe ponad kreskami
oznaczaja obliczone prawdopodobienstwo powstania danego wigzania (p. mostka solnego / p. wigzania
wodorowego). Ujemnie natadowane reszty aminokwasowe zaznaczono na czerwono, a dodatnio
natadowane na niebiesko. Wkiad energetyczny danej reszty w trwato$§¢ kompleksu Hsc20sq:Ssql
oznaczono przy pomocy gradientu koloru zgodnie ze skalag w prawym gérnym rogu. (166)

Tak wigc analiza modelu strukturalnego kompleksu Hsc20s::Ssql pozwolita na
wytypowanie ujemnie natadowanych reszt w sekwencji Ssql oddziatujacych z Hsc20sc.
Model strukturalny potwierdzit rowniez wcze$niej uzyskane , ktore pokazaty ze dodatnio
naladowany region domeny-J Hsc20sc oddziatuje z Ssq1l.

1.8.4 Oddzialywanie Isu:Hsp70

Miejscem rozpoznawanym przez mtHsp70 w obrebie Isu jest pentapeptyd LPPVK
(przypadajacy na pozycje 132-136 w sekwencji Isu) zlokalizowany na elastycznej petli w
bliskiej odleglosci od miejsca wigzania centrum Fe-S (Rycina 25) (168) (169). Motyw LPPVK
jest silnie konserwowany ewolucyjnie. Jest on obecny we wszystkich ortologach Isu, zarowno
prokariotycznych, jak i eukariotycznych, ktore jednoczesnie posiadajg system bialtek
opiekunczych Hsp70/J, a ktéry to moze uczestniczy¢ w transferze centrow Fe-S do biatek
docelowych. Dotychczasowe analizy biochemiczne sugeruja, ze Hsp70 wyspecjalizowane w
biogenezie centrow Fe-S rozpoznajg tylko te sekwencje.

Isu1

Rycina 25 Model molekularny Isul.

Model homologiczny struktury Isul uzyskany w oparciu o strukture krystaliczng bakteryjnego biatka
IscU (pomaranczowy, struktura krystaliczna IscU E.coli PDB 3LVL). Zaznaczono reszty zaangazowane
w oddziatywanie z Hsc20 K54, K55, L63, V72, R74, F94 oraz kluczowe reszty motywu LPPVK (P134,
V135, K136) zaangazowane w wigzanie Hsp70. (132)

Zmiany w motywie LPPVK wplywaja na wigzanie drozdZzowego biatka Isu z Ssql.
Wprowadzenie mutacji w obrebie motywu LPPVK powoduje rowniez defekt wzrostu komorek
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drozdzowych. W zwiagzku z tym aby okresli¢, czy fenotypy wzrostu prezentowane przez
komorki ze zmutowanymi wariantami biatka Isu koreluja z ich biochemicznymi
wilasciwos$ciami, 0Czyszczono zmutowane biatka Isu i przetestowano ich zdolnos$¢ do wigzania
Ssql w doswiadczeniach polegajacych na wirowaniu w gradiencie glicerolu w obecnosci ADP.
Przeprowadzone eksperymenty jednoznacznie pokazaty, ze trzy reszty P134, V135 i K136 w
motywie LPPVK mogg odgrywac kluczowg rolg w tworzeniu stabilnego kompleksu z Ssql.
Aby dalej zweryfikowa¢ postawiong hipoteze, przeprowadzono analiz¢ oddziatywania
zmutowanych biatek Isu z Ssql w obecnosci opiekunczego biatka J Hsc20 i ATP. Zgodnie z
opisanymi wczesniej wlasciwosciami biochemicznymi biatek Hsp70, nie wykryto stabilnej
interakcji miedzy Isu i Ssql w obecnosci ATP przy braku Hsc20. Jednakze dodanie biatka
Hsc20 i ATP do mieszaniny reakcyjnej efektywnie stymulowata utworzenie stabilnego
kompleksu Isu-Ssql, ktory mozna byto oddzieli¢ przez wirowanie w gradiencie glicerolu od
kompleksu Isu-Hsc20 (170). Na kolejnym etapie zbadano, czy zmutowane wersje biatka Isu
posiadajace podstawienie jednej z reszt motywu LPPVK byly zdolne do tworzenia stabilnego
kompleksu z Ssql w obecnosci ATP i Hsc20. Uzyskane wyniki byly w pelni zgodnie z
wynikami uzyskanymi dla oddziatywania Isu-Ssql w obecnosci ADP, to znaczy tworzenie
kompleksu Isu-Ssql w obecnosci ATP i Hsc20 byto takze zaburzone, kiedy w doswiadczeniu
wykorzystano warianty Isu ze zmienionymi trzema ostatnimi aminokwasami w motywie
LPPVK. Ponadto pokazano, ze zmiany w motywie LPPVK wptywaja na zdolno$¢ Isu do
stymulacji aktywnos$ci ATPazy Ssql. Zmiany P134A, VI35A lub K136A w obrebie Isu
zaburzaly zdolno$¢ tego biatka do stymulacji ATPazy Ssql w obecno$ci bialka Hsc20. Tak
wigc uzyskane wyniki analizy biochemicznej sg zgodne z wynikami doswiadczen in vivo i
wskazuja ze mutacje zaburzajace prawidtowe funkcjonowanie szlaku biogenezy centrow Fe-S
u drozdzy korelujg z ich defektem we wzroscie.

1.9 Ewolucja mitochondrialnego systemu Hsp70

Historia organizméw eukariotycznych wigze si¢ z teorig endosymbiozy, w ktorej
mitochondria powstaly z przeksztalcenia a-proteobakterii w mitochondria (171). Mitochondria
odziedziczyty wigkszos¢ biatkowych sktadnikow szlaku ISC, zaangazowanego w biogenezg
centrow Fe-S, po swoich bakteryjnych przodkach. Zaré6wno biatko rusztowania (Isu w S.
cerevisiae), jak i biatko J (Hsc20 w S. cerevisiae) sa obecne u wszystkich eukariontow,
natomiast gen kodujacy wyspecjalizowane biatko Hsp70 (HscA) zostal utracony w trakcie
ewolucji mitochondriow(Rycina 24). Jak dotad jego ortolog nie zostat zidentyfikowany w
zadnym z badanych genomoéw eukariotycznych (172). Wigkszo$¢ genomoéw eukariotycznych,
w tym ludzki, koduje tylko jedna kopi¢ mitochondrialnego Hsp70, ktoéry jest blisko
spokrewniony z bakteryjnym DnaK (Rycina 26) (173). Dotychczasowe analizy sugeruja, ze
mitochondrialne wielofunkcyjne biatko Hsp70 zastapito wyspecjalizowane biatko bakteryjne
w biogenezie centrow Fe-S (172), wspdlpracujac w tym procesie z wyspecjalizowanym
biatkiem J — Hsc20, umozliwiajac w ten sposob transfer centrow Fe-S z biatka rusztowania Isu
do bialek biorcow.
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DnaK  HscA HscB/Hsc20

E.coli - .

H.sapiens «— . HscA
S.pombe «—» . D Dnak
tHsp70
C.thermophilum «—» . minsp
Sscl
Grzyby (S,C)
Ssql

Grzyby(S,C) «— .

Rycina 26 Historia ewolucji systemow Hsp70 zaangazowanych w biogeneze centréw Fe-S.

(Po lewej) Drzewo filogenetyczne przedstawiajace ewolucje mitochondrialnych biatek Hsp70
(mtHsp70) w wybranych organizmach. U bakterii wyspecjalizowane Hsp70 HscA dziala w biogenezie
Fe-S z dedykowanym biatkiem J - HscB, podczas gdy wielofunkcyjne biatko Hsp70 - DnaK odgrywa
inne role biologiczne. U podstawy organizméw eukariotycznych zaznaczona zostata granatowa strzatka
wskazujgca gdzie HscA zostato utracone. Mitochondrialne Hsp70, potomek bakteryjnego DnaK,
wspotpracujac z ortologiem biatka HscB zwanym Hsc20 zastapilo go w biogenezie centrow Fe-S. Zoélta
gwiazdka znajdujaca sie¢ w grupie grzybow oznacza moment zaj$cia duplikacji genu kodujacego biatko
mtHsp70, ktory spowodowat powstanie wielofunkcyjnego biatka Sscl i wyspecjalizowanego Ssql.
Czarne strzalki wskazuja funkcjonalne interakcje miedzy ortologami HscB/Hsc20 a ich partnerami
Hsp70. Grzyby oznaczone S i C to odpowiednio: Saccharomyces cerevisiae (S), Candida albicans(C)
(174)

Biogeneza centrow Fe-S ma kluczowe znaczenie we wszystkich organizmach. U
drozdzy S.cerevisiae gen SSC1, ktory jest paralogiem genu SSQ1, koduje wielofunkcjonalne
biatko Hsp70 zlokalizowane w mitochondriach, ktore oprocz funkcji w biogenezie centrow Fe-
S peini wszystkie pozostale zadania ,,biatka przodka”, bedac zaangazowane miedzy innymi w
transport polipeptydéw przez blong wewnetrzng mitochondriow i faldowanie bialek, a takze
utrzymanie mtDNA (175). Warto zaznaczyC, ze przeprowadzone analizy filogenetyczne
wykazaty, ze wigkszo$¢ eukariontow, w tym ludzie, ma jedno, wielofunkcyjne mtHsp70. Tylko
waska grupa grzybow, w tym Saccharomyces cerevisiae, zawiera dodatkowe wysoce
wyspecjalizowane mtHsp70 — Ssql, ktore jest dedykowane do pelnienia roli w procesie
biogenezy centréw zelazo-siarkowych (Fe-S). Biatko Ssql jest kodowane przez gen, ktory
powstal w wyniku duplikacji genu mtHSP70 u wspolnego przodka Candida albicans i S.
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cerevisiae (172) (176) okoto 300 milionoéw lat temu (177). W przeciwienstwie do Ssql, Sscl,
wielofunkcyjne Hsp70 oddzialuje z réznymi polipeptydami, w tym z konserwowanym
ewolucyjnie peptydem LPPVK znajdujacym si¢ na wyeksponowanej petli biatek Isul/IscU,
ktora jest selektywnie rozpoznawana przez wyspecjalizowane biatka Hs70, Ssql/HscA (178).
Wszystkie Hsp70, w tym Sscl i Ssql, wymagajg wspolpracy z pomocniczymi biatkami typu J.
Dotychczasowa literatura wskazuje, ze Sscl S. cerevisiae dziata z dwoma biatkami J: Pam18 i
Mdjl (179). Z drugiej strony ani Pam18, ani Mdjl nie stymulujg aktywnosci ATPazy Ssql
(180), co odzwierciedla fakt, ze biatko Ssql utracito zdolno$¢ do wykonywania czynnosci
typowych dla biatek Hsp70 jak translokacja biatek, czy udzial w ich prawidlowym zwijaniu.
Ssql wspolpracuje tylko z jednym biatkiem J, Hsc20. Natomiast aktywnos¢ ATPazy Sscl jest
stymulowana przez Hsc20, ale znacznie mniej skutecznie niz w przypadku biatka Ssql, co
sugeruje, ze bialko Hsc20 S. cerevisiae zachowalo pewna szczatkowa zdolno$¢ do
funkcjonowania z Sscl (172). Szeroko zakrojone badania wykazaty, ze istnienie Ssql u
gatunkow grzybow koreluje ze zmianami strukturalnymi i funkcjonalnymi w domenie J Hsc20
(181). Systematyczna analiza regionu petli domen J biatek Hsc20 wykazata, ze jest on krotszy
niz ten obecny w ortologach bakteryjnych lub ludzkim. Sugeruje to, ze dopiero po wystgpieniu
delecji w obrebie genu HSC20, ktora zmniejszyta wielkos¢ domeny J, interakcja z Ssc1 zostala
ostabiona, ale nie wplyneta na interakcje z Ssql. Zdarzenie delecji moglo dziata¢ jak
ewolucyjna zapadka, utrudniajac odwrocenie relacji struktura-funkcja przodkow, promujac w
ten sposob wspolng ewolucje Hsc20 i Ssql. Z biegiem czasu wzajemne zmiany obejmujace
sekwencje poza regionem p¢tli Hsc20 zaowocowaly wysoce specyficzng 1 wydajng interakcja
migdzy Ssql 1 Hsc20, tworzac maszyneri¢ opiekuncza dostrojong do funkcjonowania
wylacznie w biogenezie centréw Fe-S. Ostatnio wykazano, ze ,,odporno$¢” na mutacje biatka
Hsc20 wzrosta, gdy zacze¢to ono wspolpracowaé z wyspecjalizowanym Hsp70 Ssql (182).
Kilka mechanizmow moze wyjasni¢ wyzszg tolerancje mutacji biatka Hsc20, ktore dziata z
wyspecjalizowanym Ssql. Najprostsza mozliwos¢ jest taka, ze koewolucja Ssql z Hsc20
spowodowala powickszenie ich powierzchni oddzialywania, zwigkszajagc w ten sposob
wydajnos¢ ich interakcji. Taka ekspansja mogtaby z kolei kompensowa¢ negatywne skutki
substytucji w obrebie motywu HPD domeny J biatka Hsc20. Poniewaz zar6wno Ssql, jak i
Hsc20 ewoluujg w porownywalnym tempie, moga wptywac na siecbie nawzajem i tym samym
na tempo substytucji reszt aminokwasowych poprzez wzajemng indukcje zmian
kompensacyjnych. Innym mozliwym wyjasnieniem wyzszej tolerancji Hsc20 na mutacje jest
to, ze dzialajac z wyspecjalizowanym Ssql doszto do pewnego rozluznienia ograniczen
funkcjonalnych (166). W gatunkach przed duplikacja Hsp70 biatko Hsc20 konkuruje z innymi
biatkami J: Mdj1 i Pam18 o wspo6lnego partnera Hsp70 (183). Taka konkurencja miedzy nimi
w zatloczonym $rodowisku komérkowym moze ogranicza¢ zmiany reszt aminokwasowych na
ich powierzchni i powierzchni Hsp70. Zatem brak takiej konkurencji w przypadku pary Hsc20-
Ssql mogto umozliwi¢ zwickszenie szybkosci ewolucji w obrebie sekwencji Hsc20 i Hsp70.
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2 Cel pracy

Pierwszym celem niniejszej pracy bylo poréwnanie wlasciwosci biochemicznych bakteryjnych
(Escherichia coli) oraz eukariotycznych (Saccharomyces cerevisiae) systeméw biatek
opiekunczych Hsp70, ktore petnig kluczowe funkcje w procesie biogenezy centréw zelazo-
siarkowych (Fe-S). Drugim celem bylo zbadania roli bakteryjnych biatek opiekunczych
podczas biogenezy centrow Fe-S w warunkach in vitro.
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3 Wyniki
3.1 HscA jest daleko spokrewniony z Ssql i nie wystepuje w proteomach eukariotycznych

Pomimo wielu lat badan, ewolucyjne relacje pomiedzy systemami HscA/HscB i
Ssq1/Hsc20 nie zostaly w peini zbadane (184) (172) (166) - nawet wyjasnienie kluczowe;]
kwestii, czy HscA wystepuje tylko u bakterii, czy tez jego ortologi sg roOwniez obecne u
eukariotdow wymagata kolejnych analiz. Aby zbadaé zaleznosci ewolucyjne pomigdzy HscA i
Ssql zrekonstruowalismy filogeneze bakteryjnych oraz eukariotycznych Hsp70. Ponadto, aby
pozna¢ dystrybucje filogenetyczng HscA oraz HscB przeszukalismy, uzywajac Ukrytych
Modeli Markova, baze¢ eukariotycznych proteomow.

Uzyskana przez nas filogeneza Maksymalnej wiarygodnosci (ang. Maximun likelihood)
(Rycina 27) wskazuje, ze mtHp70 jest blizej spokrewnione z bakteryjnym biatkiem DnaK, niz
z HscA. Oznacza to, ze wszystkie mitochondrialne Hsp70 maja wspdlnego bakteryjnego
przodka — DnaK. Mitochondrialne Hsp70 tworza grupe monofiletyczng z DnaK z
Alphaproteobacteria, co sugeruje ich endosymbiotyczne przejecie od mitochondrialnego
przodka (185). Wielofunkcyjne, eukariotyczne mtHsp70 tworzg klad z wielofunkcjonalnym
Sscl oraz wyspecjalizowanym biatkiem Ssql, ktore tworza grupe monofiletyczng. To
zgrupowanie Ssql jako siostrzanego do Sscl zgadza si¢ z weze$niej opublikowanymi danymi
(184) (172) wskazujacymi, ze Ssql powstato w wyniku duplikacji genu mtHsp70, ktora miata
miejsce u podstawy kladu Saccharomyces i Candida.

Analiza dystrybucji filogenetycznej HscA i HscB u Eukariota przy uzyciu Ukrytych
Modeli Markowa (HMM) wykazata wszechobecnos$¢ ortologéw HscB w 1151 badanych
proteomach eukariotycznych, co jest zgodne z ich kluczowg rolg w biogenezie Fe-S (Rycina 28
A). Dla kontrastu, w proteomach eukariotycznych nie sg obecne ortologi HscA. W wyniku
przeszukiwania profilu HMM dla HscA zidentyfikowano tylko 9 potencjalnych ortologéw, z
ktorych 7 na drzewie filogenetycznym grupowato si¢ z DnaK, a 2 z mtHsp70 (Rycina 28 B).
Ponadto, wyszukiwanie metodg zwrotnego BLAST wykazato, ze wszystkie 9 jest bardziej
podobnych do DnaK niz do HscA (Rycina 28 A). Podsumowujgc, nasze dane wskazuja, ze
biatko HscB obecne jest u wszystkich Eukariota, natomiast HscA nie zostalo przekazane z
komorki bakteryjnej do eukariotycznej, Ponadto Ssql jest blizej spokrewniony z DnaK niz z
HscA i ze HscA zostat utracony podczas ewolucji mitochondriow (Rycina 27).

Podsumowujac moge stwierdzi¢, ze mitochondrialny system biogenezy centrow Fe-S,
jak rowniez system Hsp70 maja swoj poczatek w organizmie bakteryjnym. Przeprowadzona
analiza ewolucyjna wykazala, ze mitochondria odziedziczyty biatko J od swoich bakteryjnych
przodkow, natomiast wyspecjalizowane biatko Hsp70 — Ssql nie zostato odziedziczone, lecz
powstato na drodze duplikacji genu w przypadku waskiej grupy grzybow Natomiast U
wigkszosci eukariotow, rowniez u grzybow, ktore s3 daleko spokrewnione z drozdzami
S.cerevisiae, w mitochondriach wystepuje wielofunkcyjne biatko Hsp70. To wielofunkcyjne
biatko, nazwane Sscl u grzybow, jest z kolei ortologiem biatka DnaK, gldéwnego biatka
opiekunczego systemu Hsp70 E.coli. Biatko Ssc1, dodatkowo procz swojej funkcji w procesie
biogenezy centrow Fe-S, bierze rowniez udziat miedzy innymi w procesie faldowania biatek
oraz imporcie biatek do macierzy mitochondrialnej (186).
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Rycina 27 Relacje ewolucyjne miedzy bakteryjnymi i mitochondrialnymi systemami Hsp70
zaangazowanymi w biogeneze bialek Fe-S.

(A) Filogeneza Hsp70 bioracych udziat w biogenezie Fe-S, obliczona metoda najwigkszej
wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood). Pasek skali: substytucje aminokwasowe na miegjsce.
Rozwigzane sg tylko wezly ze wsparciem bootstrap > 0,7. Dla przejrzysto$ci drzewo zostato
ukorzenione na wspdlnym przodku HscA i DnaK. (B) Historia ewolucji systemow Hsp70
zaangazowanych w biogeneze Fe-S. U bakterii wyspecjalizowany Hsp70 HscA funkcjonuje w
biogenezie Fe-S z dedykowanym biatkiem J HscB, podczas gdy wielofunkcyjne Hsp70 DnaK odgrywa
inne role biologiczne. U podstawy linii Eukariotéw (rézowy trojkat) HscA zostal utracony.
Wspotpracujac z ortologiem HscB, okreslanym jako Hsc20, mtHsp70, potomek DnaK, zastgpit HSCA
w mitochondrialnej biogenezie Fe-S. U podstawy kladu Saccharomyces i Candida (S,C), duplikacja
genu mtHsp70 (zo6tta gwiazda) doprowadzita do powstania Ssql, ktore nastepnie wyspecjalizowalo si¢
w biogenezie Fe-S, ,,odtwarzajac” wyspecjalizowany system bakteryjny HscA/HscB. Czarne strzatki
wskazuja na funkcjonalne interakcje miedzy ortologami HscB/Hsc20 i ich partnerami Hsp70. Grupeg
zewnetrzng do tej analizy stanowia ortologiczne bialka cytozolowe Ssal. Na skali znajduja sie
podstawienia aminokwasow na miejsce. Tylko wezty o wartosciach bootstrap > 0,7 sa informatywne i
zostaty brane pod uwage podczas przeprowadzonej analizy. Strzatki wskazuja funkcjonalne interakcje
miedzy ortologami HscB i ich partnerami Hsp70. Grzyby: Basidiomycota (B), Pezizomycota (P),
Taphirinomycota (T), Yarrowia (YY), Saccharomyces (S), Candida (C). (174)

Analiza zostala przeprowadzona przez mgr Milene¢ Stolarska, Zaklad Biochemii Ewolucyjne;j,
Miegdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed
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Przeszukane | Pozytywne trafienia
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Rycina 28 Dystrybucja filogenetyczna ortologow HscA i HscB w proteomach
eukariotycznych. (A) Liczba trafien podczas przeszukiwania proteoméw eukariotycznych pod
katem obecnosci ortologéw HscA i HscB przy uzyciu ukrytych modeli Markowa (Hidden
Markov Models) opartych na sekwencjach bakteryjnych; (liczba trafief/liczba proteomow). (B)
Umieszczenie sekwencji zidentyfikowanych jako potencjalne ortologi HscA w filogenezie
Hsp70. Skala obejmuje podstawienia aminokwasow na miejsce. (174)

Analiza zostala przeprowadzona przez mgr Milene Stolarska, Zaktad Biochemii Ewolucyjnej,
Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed
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3.2 HscA i Ssql maja poréwnywalne warto$ci maksymalnej stymulacji aktywnosci
ATPazowej

Biochemiczng analiz¢ porownawcza bakteryjnego systemu Hsp70 z E.coli z jego
mitochondrialnym odpowiednikiem obecnym u drozdzy S.cerevisiae rozpoczetam od zbadania
widm dichrozimu kotowego (CD, ang. Circular Dichroism) oczyszczonych biatek Hsp70 —
HscA oraz Ssql(Rycina 29A). W nastepnej kolejnosci wyznaczylam temperatury topnienia
(Tm) uzyskanych preparatow biatkowych. Podobng analize przeprowadzitam rowniez w
stosunku do oczyszczonych biatek J- HscB i Hsc20 (Rycina 29 B).
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Rycina 29 Widma dichroizmu kolowego i temperatury topnienia dla oczyszczonych bialek Hsp70:
HscA, Ssql (A.) oraz biatek J: HscB i Hsc20 (B.).

Pomiary zostaty wykonane tak jak opisano w metodach [Metody 7.15 ] Stgzenie biatek HscA, HscB
oraz Hsc20 wynosito 5 uM, natomiast dla Ssql stezenie wynosito 2.5 pM. Dla kazdego biatka pomiar
temperatury topnienia zostal wykonany przy dlugosci fali zaznaczonej na rycinie strzatkg. (174)

Widma dichroizmu kotowego dla HscA i Ssql (Rycina 29 A )wskazuja Ze oba biatka sg
prawidlowo zwinigte. Ksztalt uzyskanych widm sugeruje, Ze oczyszczone biatka
charakteryzuja si¢ struktura drugorzedowa zawierajacg mieszaning struktur a-helis i B-kartek
(Rycina 29 A). Widma CD (ang. Circular Dichroism) biatek HscA i Ssql sga podobne do
opublikowanych wczes$niej widm CD bakteryjnego biatka DnaK z E.coli (187) i bydlgcego
hsc70 (188).

Widma CD , ktore uzyskatam dla obu wspotpracujacych biatek J, HseB i Hsc20 (Rycina
29 B), przypominaja ksztalt widma biatka charakteryzujacego si¢ obecnoscia w swojej
strukturze jako dominujacej struktury o -helikalnej. Biatka, ktore naleza do rodziny biatek J, sa
definiowane przez obecnos¢ ,,domeny J” (137). Struktura krystaliczna drozdzowego Hsc20 jest
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bardzo podobna do struktur biatek ortologicznych: HscB z E. coli (189) (ID PDB: 1FPO), HscB
z Vibrio cholerae (ID PDB: 3HHO) i hHSC20 z Homo sapiens (PDB ID: 3BVO) przy
identycznosci sekwencji wynoszacym odpowiednio 29, 31 i 28%. Struktura Hsc20 i HscB ma
ksztalt litery L i sktada si¢ z dwoch odrgbnych domen a-helikalnych: N-koncowej domeny J i
C-koncowej domeny C wiazacej ,,molekularne rusztowanie”. Te dwie domeny sg potaczone
facznikiem. Rdzen domeny J zawiera trzy o-helisy, gdzie helisy H2 i H3 zawieraja
antyrownolegly spiralg polaczong petla z konserwatywnym motywem histydyna:prolina:kwas
asparaginowy (HPD), ktory jest charakterystyczny dla domeny J (137). Domena J oddziatuje z
Hsp70 zwigzanym z ATP i stymuluje jego aktywnos¢ ATPazy, ale szczegoty molekularne tej
przejsciowej interakcji nie sg dobrze poznane.

Dichroizm kotowy zastosowatam takze do oceny stabilnosci HscA i HscB lub Ssql 1
Hsc20 podczas denaturacji termicznej. Na podstawie widm CD wybralismy dlugos$¢ fali
odpowiadajgce obserwowanym szczytom: 220 nm dla HscB, 218,4 nm dla HscA, 222,7 nmdla
Hsc20 1 220,4 nm dla Ssql do okreslenia temperatury topnienia okreslonego biatka (Rycina 29
A 1 B). Zmiany sygnalu CD przy ustalonej dtugosci fali dla kazdego bialka opiekunczego
monitorowatam jako zmiane w mili stopniach (mdeg) wraz ze wzrostem temperatury od 20 do
85°C z szybkoscig 0,5°C/min. Analiza ta wykazata, ze bakteryjne bialka opiekuncze, HscA
(Tm=52,83°C) 1 HscB (Tm=64,66°C) maja wyzsza stabilno$¢ termiczng w poroéwnaniu z
drozdzowymi odpowiednikami Ssql(Tm=48,49°C) i Hsc20 (Tm=52,62°C). (Rycina 29 A i B).
Co zaskakujace, oba biatka Hsp70 dedykowane do biogenezy centrow Fe-S charakteryzujg si¢
tylko jednym przejSciem temperaturowym, a nie dwoma jak w przypadku wielofunkcyjnego
Hsp70, kiedy to obserwowano jedno przejscie dla domeny NBD i drugie dla domeny SBD.
Jednym wyjasnieniem zaobserwowanej réznicy dotyczacej przejs¢ temperaturowych moze by¢
fakt, ze w przypadku HscA i Ssql moze mie¢ miejsce naktadanie sie przejs¢ temperaturowych
rozfaldowanych domen SBD i NBD, jak to wcze$niej zaobserwowano dla biatka Ssc3 z
S.cereviasiae (190). Co wigcej analiza stabilnosci biatek systemow Hsp70 w funkcji
temperatury wykazala, ze zarbwno w przypadku systemu bakteryjnego jak 1 drozdzowego
biatka wspolpracujace typu J charakteryzujg sie¢ wigksza stabilnoscig w stosunku do ich
partnerskich biatek Hsp70.

W nastepnej kolejnosci przeprowadzitam eksperymenty, ktéorych celem bylo
poréwnanie powinowactwa biatek Ssql i HsCA do ATP. Aby wyznaczy¢ precyzyjnie wartosci
dla obu biatek Hsp70 przeprowadzitam pomiary ich aktywnosci ATPazowej, miareczkujac
ATP. Do pomiaréw podstawowej aktywnosci ATPazowej obu biatek Hsp70 wykorzystatam
metod¢ Nerby’ego (191) [Metody 7.12 ]. Dodatkowo dla biatka Ssql pomiary byly wykonane
w obecnosci czynnika wymiany nukleotydow Mgel, aby zapobiec spowolnieniu reakcji
poprzez powolng wymiang ADP/ATP. Otrzymana warto§¢ Km oznacza takie stezenie
substratu, przy ktorym szybkos$¢ reakcji enzymatycznej jest rowna polowie maksymalnej
szybkosci tej reakcji. Czyli im jest mniejsza, tym jest wigksze powinowactwo do substratu, a
im wieksza warto$¢ tym powinowactwo enzymu do substratu jest mniejsze. Otrzymane
wartos$ci dla biatek Hsp70 sg bardzo podobne i wynosza odpowiednio, 25 uM dla Ssgl i 28 uM
dla HscA, czyli ich powinowactwo do ATP jest niemal takie samo (Rycina 30 A).
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Rycina 30 Aktywnosé¢ ATPazy HscA i Ssql.

(A) Powinowactwo HscA i Ssql do ATP. Mieszaniny reakcyjne zawieraty 1 uM HscA lub 2,5 uM Ssql
i Mgel. Szybkosci ATPazy bialka Hsp70 mierzytam przy réznych stezeniach ATP [Metody 7.12].
Uzyskane krzywe sa najlepszym dopasowaniem danych do rownania Michaelisa-Mentena. Stupki
btedow reprezentuja btad standardowy (SD, standard deviations) dla trzech niezaleznych pomiarow.
(B,C) Stymulacja aktywnosci ATPazy HscA i Ssql w obecno$ci substratow biatkowych i biatek typu J.
Srednie szybkosci ATPazy dla trzech niezaleznych pomiaréw wraz z shupkami bledow przedstawione
sa formie tabeli po prawej. (B) Mieszaniny reakcyjne zawieraty 120 uM ATP, 0,5 uM HscA, 2 uM
HscB, 10 uM IscU lub 0,5 uM Ssql, 2 uM Hsc20, 10 uM Isul i 0,5 uM Mgel. Przeprowadzitam pomiar
ilosci uwolnionego radioaktywnego nieorganicznego fosforanu [y—**P] z ATP [Metody 7.11] (C)
Mieszaniny reakcyjne zawieraty 1 mM ATP, 0,5 uM HscA, 50 uM HscB, 50 uM IscU lub 0,5 uM Ssql,
50 uM Hsc20, 50 uM Ctlsul i 0,5 uM Mgel. Uwolnienie nieorganicznego fosforanu mierzytam za
pomoca zestawu EnzChek firmy Themofisher zgodnie z procedurg opisang w metodach [Metody 7.13]
(174)
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W nastepnej kolejnosci przystapitam do poroéwnania aktywnosci ATPazowych obu bialek
Hsp70. Na wstepie zmierzylam podstawowsg aktywnos¢ ATPazowa biatek Ssql i HSCA. W tym
celu wykorzystalam metode pomiaru ilosci uwalnianego radioaktywnie znakowanego fosforu
3p z ATP wyznakowanego 3P w pozycji y (180). Dla obydwu biatek uzyskalam wartosci ich
bazowych aktywnosci. W przypadku biatka Ssql jego aktywnos$é wynosi 0,0016 s, natomiast
HscA 0,0022 s (Rycina 30 B). Sa to warto$ci bardzo zblizone, tak wiec oba wyspecjalizowane
biatka Hsp70 charakteryzuja si¢ podobna podstawowa aktywnoscia ATPazows. Ponadto
otrzymane wartos$ci sg porownywalne z danymi do$wiadczalnymi uzyskanymi dla innych
biatek rodziny Hsp70 (192) (193).Nastepnie zadatam pytanie jak stymulowana jest aktywnos¢
obu bialek przez substrat. W obu przypadkach aktywnos¢ ATPazy wzrosta tylko okoto 2-
krotnie w obecnosci substratu biatkowego (IscU dla HscA; Isul dla Ssql w obecnosci Mgel).
Dopiero gdy mieszaniny reakcyjne zawieraly zarowno substraty bialkowe, jak 1 biatka typu J
(Rycina 30 B), szybko$¢ obu ATPaz jest znacznie wyzsza i wynosi odpowiednio 0,035 +
0,0055 s dla Ssq1 10,048 +0,0079 s dla HscA. Dla reakcji, w ktérych stymulacja aktywnosci
Ssql 1 HscA jest maksymalna, wystepuje miedzy nimi rdéznica wynoszgca okoto 30%.
Analizujac dane literaturowe spodziewalam si¢ 10 krotnie Wyzszych wartosci szybko$ci
ATPazy HscA w obecnosci IscU i HscB (154). Jednak podczas eksperymentow, opisanych w
analizowanej literaturze, zastosowano wyzsze stezenia IscU i HscB. Zdecydowalam sie zatem
na poréwnanie szybkosci ATPazy Ssql i HscA, stosujac wczesniej opublikowane warunki
eksperymentalne: 50 uM Isu/IscU i 50 puM Hsc20/HscB. Ponadto, aby te pomiary byly
porownywalne z wczesniej opublikowanymi danymi, wykorzystatam dost¢gpny komercyjnie
zestaw EnzChek do pomiarow ilo$ci uwalnianego Pi i tym samym do okreslenia szybkosci
hydrolizy ATP przez biatka Hsp70 (154). Poniewaz nie bylam w stanie oczysci¢ S. cerevisiae
Isul w wystarczajaco wysokich stezeniach, w jego miejsce zastosowatam biatko Isul
oczyszczone z termofilnego grzyba Chaetomium thermophilum (Ctlsul). Podczas
wczesniejszych badan wykazaliSmy, ze Ctlsul bardzo skutecznie stymuluje ATP-aze Ssql
(166). Ponadto dane literaturowe jednoznacznie wskazuja, ze Ctlsul moze zastgpi¢ natywny
Isul w S. cerevisiae (194)in vivo. Wykorzystujac opisane wyzej warunki eksperymentalne,
uzyskane wartosci szybkosci ATPazy HscA 1 Ssql w obecnosci substratu 1 biatka J sg okoto 6-
krotnie wyzsze, niz te zmierzone w tescie radioaktywnym i wynosity odpowiednio 0,32 + 0,011
s-1i10,19+0,012 s-1 (Rycina 30 C). W tym uktadzie eksperymentalnym obserwowana rdznica
migdzy warto$ciami aktywnos$ci przy maksymalnej stymulacji aktywnosci ATPazy pomiedzy
biatkami HscA 1 Ssql wynosita 40 %, czyli zmienifa si¢ nieznaczenie w stosunku do réznicy
miedzy warto$ciami szybko$ci zmierzonych w tescie radioaktywnym. Moje pomiary wskazuja,
ze biatko HscA charakteryzuje si¢ wyzszymi wartosciami aktywnosci ATPazowej, niz Ssql w
obecno$ci substratu i biatka J. Niemniej obserwowana przeze mnie rdznica nie jest tak
dramatyczna jak mozna si¢ bylo spodziewac, analizujac wcze$niej opublikowane dane.
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3.3 Ssq1 ma wyzsze powinowactwo do substratu niz HscA

Dotychczasowa literatura jednoznacznie pokazuje, ze zarowno HSCA, jak i Ssql bardzo
skutecznie oddziatlujg ze swoimi substratami odpowiednio z IscU oraz Isu. Niemniej wcigz bez
odpowiedzi pozostata kwestia, jak rozne lub podobne sa powinowactwa wyspecjalizowanych
Hsp70 do tych substratow (169) (180). Aby poroéwnac¢ oddziatywanie obu biatek Hsp70 z
,molekularnym rusztowaniem”, wykorzystatam w tym celu bialko fuzyjne, ktére obejmowato
odpowiednio biatko IscU lub Isu w fuzji z fragmentem glutationowej S-transferazy (GST).
Wykorzystanie tego typu konstruktow umozliwito mi w nastepnej kolejnosci przeprowadzenie
eksperymentow polegajacych na precypitacji komplekséw biatkowych, dzigki zastosowaniu
zloza agarozowego z przylaczonym zredukowanym glutationem, do ktoérego fragment GST w
obrebie biatka fuzyjnego wykazuje wysoka zdolno$¢ wigzania (132). Na wstepie
przeprowadzitam eksperymenty, w ktorych zmieniatam stezenie SSql/HSCA w obecnosci
stalego stezenia biatka fuzyjnego Isul/IscU-GST. Przygotowane mieszaniny reakcyjne byly
inkubowane, tak aby kompleks Hsp70-substrat mogt sie utworzy¢. Nastepnie po inkubacji do
reakcji dodawane bylo zloze z przylaczonym glutationem, do ktéorego wigzaly si¢ biatka
IscU/Isu poprzez znacznik GST wraz ze zwigzanym z nimi biatkami Hsp70. Analize tworzenia
kompleksu biatko Hsp70-substrat przeprowadzitam w obecnosci ATP lub ADP.
Dotychczasowa literatura jednoznacznie wskazuje (195) (196), ze w stanie zwigzanym z ATP
szczelina wigzgca substrat Hsp70 jest ,,otwarta”, w zwigzku z tym wigzanie i uwalnianie
substratu zachodzi z duza szybkos$cig i odzwierciedla niskie powinowactwo biatka Hsp70 do
substratu, podczas gdy w stanie zwigzanym z ADP szczelina wigzgca substrat jest zamknieta,
co z kolei przeklada sie na wysokie powinowactwo biatka Hsp70 do substratu. Wyniki
uzyskane dla obu Hsp70 - Ssql i HscA sg zgodne z opisanym powyzej modelem. Skuteczne
wigzanie Isul/IscU-GST obserwowatam dla obu biatek Hsp70 w obecnosci ADP, podczas gdy
mniej wydajne wigzanie miato miejsce w obecnosci ATP.

Uzyskane warto$ci Km w obecnosci ADP podczas miareczkowania st¢zeniem biatek
Hsp70 w obecnosci stalego st¢zenia substratu wynosza odpowiednio 2,18 + 0,37 uM dla Ssql
113,53 + 3,78 uM dla HscA. W tym przypadku warto$¢ Km uzyskana dla stanu zwigzanego z
ADP jest wygodng miarg powinowactwa Hsp70 do substratu biatkowego. Tak wiec zgodnie z
tym moja analiza wskazuje, ze drozdzowe biatko Ssql ma ~6-krotnie wyzsze powinowactwo
do substratu niz bakteryjne biatko HscA(Rycina 31).
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Rycina 31 Wigzanie HscA i Ssq1 do substratu biatkowego (IscU/Isul) w obecno$ci ATP lub ADP.
(po lewej) IscU-GST (15 uM) lub GST (15 uM) inkubowatam w obecnosci ATP lub ADP (4 mM) ze
wzrastajagcymi stezeniami HscA, zgodnie z opisem na rycinie. Nastgpnie dodawatam ztoze agarozowe
optaszczone zredukowanym glutationem, do ktorego przytaczaja si¢ biatka posiadajace znacznik GST.
W nastgpnej kolejnosci powstate kompleksy analizowatam na zelu poliakrylamidowym poprzez
rozdziat probek metoda SDS-PAGE i barwienie blekitem Coomassie. Zwigzane HscA oznaczatam
ilosciowo poprzez analiz¢ densytometryczng. Uzyskane wartosci, odpowiadajace ilosci Hsp70 w
kompleksie, na wykresach przedstawitam jako jednostki wzgledne (r.u.). Krzywe reprezentuja najlepsze
dopasowanie danych do rownania hiperbolicznego Michaelisa-Mentena. Na wykresach przedstawitam
warto$ci Km uzyskane w obecnosci ADP (Kmape). Stupki btgdéw reprezentuja btad standardowy (SD,
standard deviations) dla trzech niezaleznych pomiardw.

(po prawej) Isul-GST lub GST (30 uM) inkubowatam w obecnosci ATP lub ADP (4 mM) ze
wzrastajagcymi  st¢zeniami Ssql. Procedura byla taka, jak opisatam powyzej podczas analizy
oddziatywania HscA/IscU. ,,M” wskazuje $ciezki, na ktore naniesiono marker masy czasteczkowej.
(174)
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3.4 Ssq ma wyzsze powinowactwo do wspoélpracujacego bialtka z domena J niz HscA

Pomiar powinowactwa Hsp70 do wspolpracujacego z nim biatka J jest trudne ze
wzgledu na fakt, ze ich interakcja jest bardzo przejsciowa (197). Niemniej wcze$niej W
Zaktadzie Biochemii Ewolucyjnej zostaly opracowane dwa podej$cia eksperymentalne (129)
pozwalajace na wyznaczenie wartosci Km, ktdre opisuja powinowactwo biatka Ssql do
oddzialujacego z nim biatka Hsc20. W pierwszym typie doswiadczen zbadatam stymulacje
aktywnosci ATPazy biatka Ssql poprzez wzrastajace stgzenie biatka Hsc20 w obecnosci
nadmiaru Isul. Druga metoda, ktora wykorzystatam, opierata si¢ na wykorzystaniu techniki
precypitacji kompleksow biatkowych poprzez biatko fuzyjne IscU/Isu-GST (ang. pull-down),
ktorg to opisaltam w poprzednim rozdziale. Kiedy doswiadczenie precypitacji kompleksow
bialkowych przeprowadzitam w obecnosci ATP wydajno$¢ interakcji HSCA/IscU-GST oraz
Ssql/Isul-GST znacznie wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia biatka wspolpracujgcego typu J —
odpowiednio HscB lub Hsc20. Analiza densytometryczna obserwowanych prazkow Hsp70
tworzacych kompleks z substratem w obecnosci ATP 1 bialka J, a nastepnie dopasowanie
uzyskanych wartosci z densytometrii do modelu Michaelisa-Menten umozliwia okreslenie
warto$ci Km, ktora opisuje powinowactwo Hsp70 do wspolpracujacego z nim biatka J. W
doswiadczeniu precypitacji kompleksow biatkowych obecnos¢
nukleotydow — biatka Mgel nie jest wymagana podczas analizy powinowactwa biatka
eukariotycznego Ssql w odrdznieniu do doswiadczen polegajacych na pomiarze szybkosci
hydrolizy ATP przez Ssql. W zwigzku z tym doswiadczenie precypitacji kompleksow

czynnika wymiany

biatkowych postanowilam takze wykorzysta¢, chcgc rownolegle poréwnaé systemy
Ssql/Hsc20 oraz HscA/HscB.
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Rycina 32 Oddzialywanie bialek Hsp70 HscA/Ssql z biatkami wspétpracujacymi typu J -
HscB/Hsc20.

(A) Stymulacja aktywno$ci ATPazy HscA/Ssql w obecnosci wzrastajacych stezen biatek J. Aktywno$é
ATPazy mierzytam za pomocg testu radioaktywnego, zgodnie z opisem zamieszczonym pod Rycing
30, ale z rosngcymi stezeniami HscB lub Hsc20. Krzywe przedstawiajg najlepsze dopasowanie danych
do réwnania Michaelisa Menten. Stupki bledéw przedstawiaja btad standardowy SD dla trzech
niezaleznych pomiarow.

(B) Interakcja HscA/Ssql z IscU/Isul-GST w obecnosci biatek J i ATP. (po lewej) IscU-GST (30 uM)
inkubowanatam z HscA (30 uM) w obecnosci ATP (4 mM) i wzrastajacych stezen HscB (0,01; 0,02;
0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1 uM). Ztoze agarozowe z immobilizowanym glutationem dodawatam do reakcji
w celu precypitacji IscU-GST i zwigzanych z nim biatek, ktore nastgpnie rozdzielatam przeprowadzajac
elektroforeze poliakrylamidowa SDS-PAGE i barwienie biekitem Coomassie. Sciezka 9: kontrola, w
ktorej IscU-GST zastgpitam GST, ponadto w mieszaninie reakcyjnej znajdowaty sie 1 uM HscB + 30
uM HscA ("K"). Sciezki 10-12: kontrole reakcji (5% objetosci mieszanin reakcyjnych pobranych z
doswiadczen analizowanych na $ciezkach: L1, L9, L8 Zelu poliakrylamidowego), M: $ciezki z wzorcem
masy czasteczkowej. Zwigzany HscA oznaczytam iloSciowo metodg densytometryczng. Uzyskane
warto$ci przedstawitam jako jednostki wzgledne (r.u.) Krzywa przedstawia najlepsze dopasowanie
danych do réwnania Michaelisa-Menten.

(po prawej) Isul- GST (2,5 uM) inkubowalam z Ssql (4 uM) w obecnosci ATP (4 mM) i
wzrastajacych stezen Hsc20 (0,0025; 0,005; 0,01; 0,02; 0,06; 0,125; 0,25 uM). Zloze agarozowe
optaszczone zredukowanym glutationem dodawatam do reakcji w celu precypitacji Isul-GST i
zwigzanych z nim biatek, ktore nastepnie rozdzielatam, przeprowadzajac elektroforeze SDS-PAGE. Po
rozdziale zele barwitam biekitem Coomassie. Sciezka 9: kontrola, w ktorej Isul-GST zastapitam GST,
ponadto mieszanina reakcyjna zawierata 0,25 uM Hsc20 + 4 uM Ssql ("K"). Sciezki 10-12: : kontrole
reakcji (5% objetosci mieszanin reakcyjnych pobranych z doswiadczen analizowanych na $ciezkach:
L1, L8, L9 zelu poliakrylamidowego) M: $ciezka z wzorcem masy czasteczkowej. Zwigzany z Isul-
GST Ssql oznaczytam iloSciowo metodg densytometryczng. Uzyskane wartoSci przedstawitam jako
jednostki wzgledne (r.u.). Krzywa przedstawia najlepsze dopasowanie danych do réwnania Michaelisa-
Mentena. (174)

Wartosci Km okreslone w oparciu o uzyskane wyniki z do§wiadczen pomiaru szybkosci
ATPazy obu biatek Hsp70 (Rycina 32 A) wykazaly, ze powinowactwo Ssql do Hsc20 jest
okoto 8-krotnie wyzsze niz powinowactwo HscA do HscB. Jednakze, kcat zmierzone w tym
tescie bylo okoto 30% wyzsze dla ATPazy HscA niz dla Ssql, co jest zgodne z wynikami
przedstawionymi na Rycinie 30. Aby polgczy¢ te dwa parametry w jedng miarg, ktora
reprezentuje wydajno$¢ interakcji Hsp70/biatko J, obliczylismy stosunek kcat /Km. Stosunek
kcat /Km wynosit 1,21 s-1-uM dla Ssql 10,21 s-1-uM dla HscA. Tak wigc, rowniez wedhug tej
miary, wydajno$¢ systemu Ssql/Hsc20 byta okoto 5-krotnie wyzsza niz systemu HscA/HscB.

Z kolei wartosci Km uzyskane w oparciu o analize¢ doswiadczen precypitacji
kompleksow biatkowych byty nizsze (Rycina 32 B) niz te uzyskane z eksperymentow w
ktérych mierzytam szybkosci ATPaz. Jednak ogolna tendencja byla taka sama, to znaczy
powinowactwo Ssgql do Hsc20 byto ~4-krotnie wyzsze niz bakteryjnego HscA do HscB. Tak
wigc podsumowujac uzyskane wyniki wskazuja, ze zarbwno Ssql, jak 1 HscA oddziatluja ze
swoimi partnerami — biatkami J bardzo wydajnie i sg w stanie stymulowaé zalezne od
aktywnos$ci ATPazy biatka Hsp70 cykle wigzania substratow w stgzeniach ponizej
stechiometrycznych. Warto jednak zauwazyé, ze w obu testach eukariotyczna wersja
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wyspecjalizowanego biatka Hsp70 - Ssql mialo wyzsze powinowactwo do Hsc20, niz
bakteryjne HscA do HscB.

4. Rekonstytucja procesu biogenezy centrow Fe-S

4.1 Rekonstytucja centrum Fe-S w obrebie bialek pelniacych role ,,molekularnego
rusztowania” - Isu/lscU

4.1.1 Biochemiczna rekonstytucja centrum Fe-S w obrebie eukariotycznego bialka Isul z
termofilnego grzyba Chaetomium thermophilum w obecnosci ditiotreitolu (DTT)

Przyst¢pujac do rekonstytucji centrum Fe-S w obrebie eukariotycznego ,,molekularnego
rusztowania” na wstepie przygotowatam w duzych ilosciach preparat Isul o wysokim stezeniu.
Bialko Isu jest centralnym komponentem procesu i1 stanowi molekularne rusztowanie w
obrebie, ktorego centrum Fe-S jest syntetyzowane de novo. Poniewaz nie uzyskali$my wysoce
stezonych preparatow biatka Isu S. cerevisiae zdecydowaliSmy si¢ na zastosowanie biatka Isul
ze spokrewnionego z drozdzami termofilnego grzyba C. thermophilum. Na wstepie
potwierdzilismy w doswiadczeniu typu precypitacja kompleksow biatkowych, ze biatko Isul
w fuzji z GST z C. thermophilum oddziatuje ze wczesnymi komponentami kompleksu syntezy
Fe-S z S. cerevisiae z desulfuraza cysteinowg — Nfsl (donor siarki) oraz z drozdzowym
homologiem frataksyny — biatkiem Yfh1 (dane nie pokazane).

Ponadto moje wczes$niejsze analizy opisane w rozdziale 3.2 , wykazaty ze biatko Ctlsul
jest w pehi funkcjonalne w oddziatywaniu z drozdzowym systemem bialek opieckunczych
Ssql/Hsc20 w przeprowadzonych pomiarach stymulacji aktywnosci ATPazowej drozdzowego
biatka Hsp70. Dodatkowo roéwniez potwierdzitam, przeprowadzajgc eksperymenty typu
precypitacja kompleksow biatkowych, ze drozdzowe bialka opiekuncze tworza tak samo
wydajnie kompleks z biatkiem Isul C.themophilum, jak z oczyszczonym z S.cerevisiae.

Na wstepie zadatam pytanie czy jest mozliwe uzyskanie fizjologicznej postaci centrum
Fe-S w obrgbie biatka Ctlsul — formy 2Fe-2S podczas rekonstytucji in vitro w warunkach
beztlenowych w oparciu o oczyszczone wczesniej biatka systemu ISC. Aby odpowiedzie¢ na
to pytanie przeprowadzilam eksperymenty in vitro rekonstytucji centrow Fe-S w obrebie
Ctlsul, przygotowujac mieszaning reakcyjng, ktora zawierala biatka: 100 uM Isul, 5 uM
Yfthl, 5 uM desufuraze cysteinowa Nfsl(lsd1l), jak rowniez zrodlo zelaza, czyli cytrynian
amonu zelaza IIT (FAC, ang .Ferric Ammonium Citrate)) oraz 5 mM DTT (ditiotretiol), ktory
stanowit zrodlo elektronow (Rycina 33A). Reakcja ma charakter tylko czesciowo fizjologiczny,
poniewaz W tym przypadku mieszanina reakcyjna nie zawierata fizjologicznego zrodia
elektrondw w postaci NADPH oraz tancucha przenoszenie elektrondow, czyli ferrodoksyny
(Yahl) i jej reduktazy (Arhl).
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Rycina 33 Reakcja rekonstytucji centrum Fe-S w obrebie bialka CtIsul

A. Schematyczna reprezentacja mieszaniny reakcyjnej przedstawia, biatka ktére wykorzystatam
podczas rekonstytucji centrum Fe-S w obrebie Isul. Zrodtem elektrondw podczas reakcji redukcji siarki
S% do S? byt ditiotreitol (DTT).

B. Pomiar kinetyki reakcji syntezy centrum Fe-S przy dlugosci fali 431 nm, ktéra przypada na szczyt
swiadczacy o obecno$ci centrum Fe-S w obrgbie ,,molekularnego rusztowania”. Start reakcji byt
inicjowany poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej roztworu cysteiny i zostat on zaznaczony na
wykresie strzatkg. Czarna linia: mieszanina reakcyjna zawierata biatka Isul, Yfhl oraz kompleks
Nfs1(Isdl1); czerwona linia w mieszaninie pomingtam biatko Yfhl; niebieska linia reakcja nie
zawierala biatka Isul, natomiast zétta linia: kompleksu Nfs1(Isd11)

C. Widma CD zarejestrowane po przeprowadzonym pomiarze Kinetyki reakcji rekonstytucji centrum
Fe-S, po 30 min inkubacji. Kolory widm przedstawionych na panelu C sa zgodne z kolorami linii
przedstawiajacych szybko$¢ reakcji na panelu B ryciny

W celu detekcji centrum Fe-S w obrebie Ctlsul wykorzystalam spektroskopie
dichroizmu kotowego (CD), rejestrujac widmo w zakresie widzialnym (300 nm- 650 nm).
Widmo jakie uzyskatam po 30 minutowej inkubacji mieszaniny reakcyjnej (czarna linia) byto
w peli zgodne z danymi literaturowymi i widmem dichroizmu kotowego, ktére zostato
opublikowane dla bakteryjnego biatka IscU, w obrgbie ktorego zrekonstruowano centrum 2Fe-
2S (198)(Rycina 33C). W nastepnej kolejnosci zadatam pytanie z jaka szybkoscig dochodzi do
syntezy centrum Fe-S w obrebie Ctlsul W tym celu przeprowadzilam pomiar zmiany sygnatu
CD przy dtugosci fali 43 1nm , czyli przy dtugosci fali przy ktorej pojawia si¢ charakterystyczny
szczyt odpowiadajacy uformowanemu centrum Fe-S w obrebie Ctlsul(Rycina 33B). Ta analiza
wykazata, ze efektywna synteza centrum ma miejsce podczas pierwszych 10 minut od
zainicjowania reakcji nastrzykiem cysteiny (czarna linia). Kolejne pytanie jakie si¢ pojawito
dotyczylo specyficznosci obserwowanego sygnalu w zwigzku z tym przeprowadzitam
doswiadczenia, w ktorych mieszaniny reakcyjne nie zawieraly okre$lonego bialkowego
sktadnika, jak Ctlsul, NfsI(Isd11) lub Ythl. Pominigcie w mieszaninie reakcyjnej Ctlsul lub
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kompleksu desulfurazy cysteinowej Nfsl(Isd1l) powodowalo, Ze nie rejestrowatam
charakterystycznej zmiany widma CD dla biatka Isu (odpowiednio niebieska i zolta linia).
Natomiast kiedy w reakcji pomingtam biatko Yfhl reakcja zachodzita, ale wolniej i mniej
wydajnie (czerwona linia), co jest w petni zgodne z zalozeniem, ktore sugeruje ze frataksyna
moze pehic rolg regulatora desulfurazy cysteinowej. W podsumowaniu moge stwierdzié, ze
opracowana metoda rekonstytucji centrow Fe-S w obrgbie eukariotycznego biatka Ctlsul,
pozwala na efektywne uzyskanie formy holo-Isul, ktéra moze by¢ wykorzystana podczas
analiz transferu centrum z ,,molekularnego rusztowania” do bialek docelowych.

4.1.2 Biochemiczna rekonstytucja centrum Fe-S w obrebie bakteryjnego biatka IscU z
E.coli

W trakcie realizacji projektu pojawity si¢ sprzeczne doniesienia literaturowe dotyczace
mechanizmu syntezy centrum w obrgbie molekularnego rusztowania IscU/Isu. Dyskutowano,
czy stosowany powszechnie ditiotreitol (DTT) podczas rekonstytucji centrow Fe-S nie
prowadzi do generowania artefaktow doswiadczalnych. Warto zwroci¢ uwage, ze dotychczas
opublikowane wyniki dotyczace roli bakteryjnych systeméw HscA/HscB w procesie transferu
Fe-S z IscU na bialko docelowe prowadzono wylacznie w obecnosci DTT (199) (200).

W ramach miedzynarodowej akcji COST (European Cooperation in Science and
Technology CA15133 - The Biogenesis of Iron-sulfur Proteins: from Cellular Biology to
Molecular Aspects (Fe-SBioNet)), miatam mozliwo$¢ wspolpracowac z dr Benoit D’ Autréaux
(Institute for Integrative Biology of the Cell (I2BC), CEA, CNRS, Univ. Paris-Sud), ktory
opracowal metod¢ rekonstytucji centrum Fe-S w obrgbie biatka Isu funkcjonujacego w
mitochondriach myszy, stosujgc warunki zblizone do fizjologicznych- mieszaniny reakcyjne
nie zawieraty DTT (90).

W zwigzku z tym na kolejnym etapie postanowilam zmieni¢ system badawczy z
drozdzowego na bakteryjny E.coli, poniewaz ten umozliwit nam uzyskanic w duzej ilosci
kompletu biatek z jednego organizmu. Ponadto opublikowane wyniki pokazuja, ze bakteryjny
system Hsp70, sktadajacy si¢ z biatek HscA (bakteryjne biatko Hsp70) oraz HscB (biatko J), w
obecnosci ditiotreitolu (DTT) stymuluje transfer centrum Fe-S z IscU(Fe-S) do glutaredoksyny
monotiolowej oraz do ferrodoksyny (201) (202). PrzyjeliSmy zalozenie, ze powtdrzenie
opublikowanych wynikdéw z zastosowaniem bialek bakteryjnych pomoze nam w opracowaniu
warunkow reakcji optymalnych do badania udziatu systemu Hsp70 w procesie transferu
centréw FeS z bialkowego rusztowania do biatek docelowych.

Do rekonstytucji centrum Fe-S w obrebie IscU zastosowaliSmy metod¢ w pelni opartg
o dzialanie enzymow, ktora wykorzystuje mieszaning oczyszczonych biatek bakteryjnych
niezbednych do biosyntezy centrum Fe-S. W Gdansku opracowalismy procedury
umozliwiajace otrzymanie oczyszczonych preparatow bakteryjnych biatek, ktore uczestnicza
w tym procesie: IscU (molekularne rusztowanie), IscS (desulfuraza cysteinowa), CyaY
(bakteryjny homolog frataksyny), Fdx (ferrodoksyna), FAxR (reduktaza ferrodoksyny) oraz
preparat biatka akceptorowego GrxD (glutaredoksyna monotiolowa). Wspolnie z dr Benoit
D’ Autréaux opracowali$my procedur¢ efektywnej rekonstytucji centrum Fe-S w obrebie IscU.
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Na pierwszym etapie niezbedne bylo odpowiednie przygotowanie biatek do
eksperymentow. Poniewaz biatko IscU oczyszczone z bakterii zawiera $§ladowe ilo$ci cynku
(Zn) w miejscu aktywnym, pierwszym etapem bylo jego usunigcie. W tym celu oczyszczone
biatko bylo inkubowane z kwasem dietylenotriaminopentaoctowym (DTPA) i ditiotretiolem
(DTT) przez 1,5 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie biatko naktadatam na kolumne Hi trap
16/60 Superdex 75, aby zmieni¢ bufor i pozby¢ si¢ zredukowanych jondw metali. Do usunigcia
DTT z probki uzytam kolumny PS5, na ktérg nalozytam zageszczone biatko w komorze
betlenowej. Nastepnie po zebraniu frakcji probke zagescitam, dodatam do niej glicerol i
zamrozitam w cieklym azocie.

Na kolejnym etapie sprawdzitam zdoIno$¢ wigzania si¢ jonow zelaza do biatka IscU
oraz mozliwo$¢ izolacji formy IscU zawierajacej zelazo. W tym celu inkubowatam wcze$niej
przygotowane biatko IscU z zelazem (Fe?*). Aby méc ocenié, czy zelazo zwiazalo sie do
molekularnego rusztowania, przeprowadzitam pomiar widma dichroizmu kotowego. W wyniku
pomiaru uzyskatam charakterystyczny ksztalt widma (Rycina 34A), ktory swiadczyt o tym, ze
IscU znajduje si¢ w kompleksie ze zwigzanym zelazem. Nastepnie zadalam pytanie jaka jest
stechiometria wigzania zelaza przez biatko IscU. W tym celu przeprowadzitam eksperyment,
w ktorym miareczkowatam stezenie zelaza. Widma przestalo sie¢ zmieniaé, kiedy stosunek
stgzenia zelaza do biatka w reakcji wynosit 1:1. Wyzsze stezenia zelaza w reakcji nie
prowadzily juz do zmian widma, co sugeruje, ze jedna czasteczka IscU wigze jeden jon
zelaza(Rycina 34B).Podobny ksztalt widma oraz zalezno$¢ od zelaza zaobserowano wczesniej,
charakteryzujac wigzanie zelaza przez mysi wariant molekularnego rusztowania (90).
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Rycina 34 Charakterystyka spektroskopowa wigzania zelaza przez bakteryjne biatko IscU

A Widmo CD biatka IscU z przytaczonym zelazem. Insercja zelaza do bakteryjnego molekularnego
rusztowania wymagata inkubacji apo-lscU z 100 pM zelazem Fe?(Siarczan Amonu zelaza (II), sol
Mohra). Pomiar CD zostat wykonany przy uzyciu aparatu CD Jasco 650 w zakresie dlugosci fali 250-
500 nm. Stezenie IscU wynosito 100 uM w buforze reakcyjnym R (20 mM Tris-HCI pH 8.0; 50mM
NacCl).

B Zmiany widma dichroizmu kotowego biatka IscU w obecno$ci wzrastajacych ilosci jonow Fe**. Tlosci
zelaza w mieszaninie reakcyjnej przedstawitam jako stosunek molowy zelaza do IscU
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Nastepnie zbadatam zdolnos$¢ tak przygotowanego kompleksu Fe-lIscU do wigzania
centrum Fe-S. W tym celu opracowalam warunki eksperymentalne w warunkach
beztlenowych, ktdre pozwolity mi na efektywng rekonstytucj¢ centrum Fe-S w obrebie IscU w
warunkach zblizonych do fizjologicznych. W tym przypadku mieszanina reakcyjna zawierala
nastepujace sktadniki bakteryjnej maszynerii 1SC: 1scS(10 uM), Fdx (5 uM), FdxR (5 uM),
IscU(100 uM)) oraz NADPH jako zrodto elektrondw(200 uM) i L-cysteing (100 uM). Uzyskane
widmo dichrozimu kotowego jednoznacznie potwierdzilo, ze w tym ukladzie rekonstytucja
centrum Fe-S IscU zakonczyla si¢ sukcesem i zarejestrowane widmo jest w pelni zgodne z
widmem holo-IscU znanym z literatury (Rycina 35A). Obecno$¢ centrum potwierdzitam takze,
rejestrujac widmo UV-Vis, po rekonstytucji zaobserwowatam szczyty absorpcji w zakresie
widzialnym przypadajace na dtugos¢ fali 330nm, 465nm, 510nm oraz 570nm (Rycina 35B). W
nastepnej kolejnosci analizowalam  szybkos¢ tworzenia centrow Fe-S wykorzystujac
spektrofotometr UV-Vis i rejestrujagc zmiang sygnatlu przy dlugosci fali 465 nm, a wigc przy
dhugosci fali §wiadczacej o obecnosci zrekonstruowanego centrum Fe-S w obrgbie IscU
(Rycina 35C). Przeprowadzony pomiar wykazal, ze proces syntezy centrum Fe-S w obrgbie
IscU w oparciu o w petni zrekonstruowany system bialek bakteryjnej maszynerii ISC zachodzi
w czasie pierwszych 3 minut reakcji. W analizowanej reakcji zastosowatam fizjologiczne
zrodio elektronow w postaci NADPH oraz katalityczne stezenie biatek Fdx oraz FAxR, w obu
przypadkach zastosowane stezenie wynosilo 5 uM i bylo znacznie nizsze w stosunku do
stezenia molekularnego rusztowania, ktore bylo obecne w st¢zeniu 100 uM w mieszaninie
reakcyjnej. Tak wiec przeprowadzone pomiary jednoznacznie potwierdzily, ze ma miejsce
efektywna rekonstytucja centrum w obrebie bakteryjnego biatka IscU. Podobng zmiane
absorbancji w czasie przy dlugosci 465 nm zaobserowowano wczesniej, analizujgc mysie
biatko ISCU (90).
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Rycina 35 Rekonstytucja centrum Fe-S w obrebie bakteryjnego biatka IscU w warunkach in
vitro w obecnosci oczyszczonego systemu biatek bakteryjnej maszynerii ISC

A widmo CD po rekonstytucji centrum Fe-S biatka holo IscU o stezeniu 100 uM ( bufor 50 mM
HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10 mM MgCl.)

B widmo UV-Vis biatka holo IscU po rekonstytucji centrum Fe-S — zaznaczone zostaly szczyty
absorpcji w zakresie widzialnym przypadajace na dtugosci fali 330nm, 465nm, 510nm oraz 570nm.
Stezenia biatek w reakcji wynosity odpowiednio: IscU 100 uM, IscS 10 uM, Fdx 10 uM , FdxR 10 pM,
dodatkowo w reakcji byto obecne 100 uM zelazo, 100 uM L-cysteina oraz 200 uM NADPH.

C Pomiar kinetyki reakcji przy uzyciu spektrofotometrii UV-Vis przeprowadzony w obecno$ci biatek
maszynerii ISC: 1scS(10 uM), Fdx (5 uM), FdxR (5 uM), IscU (100 uM) oraz NADPH jako zrodta
elektronow(200 uM), L-cysteiny (100 uM) oraz zelaza (100 pM) . Reakcja byta inicjowana nastrzykiem
L-cysteiny

59



W nastepnej kolejnosci zadatam pytanie, czy bakteryjny system przenoszenia
elektronow obejmujacy ferredoksyng rzeczywiscie odgrywa kluczowa rolg podczas syntezy
centrow Fe-S w obrebie biatka IscU. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie zmierzylam szybkos¢
rekonstytucji centrum Fe-S w obregbie IscU, kiedy mieszanina reakcyjna nie zawierata
ferredoksyny. W tym przypadku zar6wno szybkos$¢ jak i efektywno$¢ syntezy centrum Fe-S
bylta znacznie uposledzona w stosunku do doswiadczenia, w ktérym ferredoksyna byta obecna
w reakcji. (Rycina 36 A) (90). Na kolejnym etapie przeprowadzitam seri¢ eksperymentow,
ktorych celem byla odpowiedz na pytanie czy zastosowanie nadmiaru L-cysteiny, czyli
substratu dla desulfurazy cysteinowej, podczas rekonstytucji centrum Fe-S w warunkach in
Vvitro moze zrekompensowaé brak ferredoksyny w mieszaninie reakcyjnej. Uzyskany wynik
jednoznacznie wykazal, ze nawet w obecnosci nadmiaru L-cysteiny szybkos¢ rekonstytucji
centrum w obrebie IscU jest znacznie upo$ledzona przy braku ferredoksyny i moze by¢
kompensowana jedynie w ograniczonym zakresie (Rycina 36 B), co moze sugerowac , ze L-
cysteina w duzym stezeniu moze tez peti¢ funkcje redukujaca (90). To zalozenie zostalo
potwierdzone przez wczesniejsze dane (203) pokazujace, ze L-cysteina jest w stanie redukowaé
nadsiarczek znajdujacy si¢ w obrgbie mysiego biatka NFS1, i jest to proces stymulowany przez
ferredoksyne. Sugeruje to , ze obecnos¢ Fdx nie zmienia wyniku reakcji a moduluje jej
szybkos¢. Celem kolejnej serii doswiadczen, byta odpowiedZ na pytanie jakie jest optymalne
stezenie i tym samym stosunek L-cysteiny w stosunku do obecnej w reakcji ferredoksyny.
Uzyskane wyniki eksperymentow, w ktorych miareczkowatam stezenie L-cysteiny wykazaty,
ze optymalne stezenie jest rowne stezeniu w jakim byto obecne molekularne rusztowanie —
biatko IscU inadmiar L-cysteiny prowadzit juz do niewielkich zmian w kinetyce i efektywnosci
tworzenia centrow w obrebie IscU w obecnosci biatka Fdx (Rycina 36 C). W wigkszosci do tej
pory opublikowanych procedur rekonstytucji centrow Fe-S w warunkach in vitro
wykorzystywano niefizjologiczny czynnik redukujacy ditiotreitol (DTT). Niemniej DTT jest
czynnikiem, ktory posredniczy w redukcyjnym uwalnianiu siarczku z IscS—SSH, w zwiazku z
tym prawdopodobnie proces rekonstytucji w tym przypadku postepuje w oparciu o wolny
siarczek, anizeli w oparciu o nadsiarczek zwigzany z IscS. W konsekwencji reakcje
wspomagane przez DTT mogg w petni nie odzwierciedla¢ sytuacji fizjologicznej. Niemniej
wykorzystujac NADPH oraz system biatek ferredoksyna / reduktaza ferredoksyny z sukcesem
opracowalam procedur¢ rekonstytucji centrow Fe-S w obrebie bakteryjnego IscU, w ktorej
ditiotreitol (DTT) byt nicobecny.
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Rycina 36

(A) Kinetyka rekonstytucji centrow Fe-S w obrebie bakteryjnego IscU w obecno$ci ferredoksyny Fdx
(niebieska linia) oraz kiedy Fdx byto pominiete w mieszaninie reakcyjnej (zielona linia). Standardowa
reakcja rekonstytucji obejmowata 100 uM IscU, natomiast IscS, Fdx i FAXR byly obecne w stezeniu 10
uM. Ponadto mieszanina reakcyjna zawierata 100 uM Fe, 100 pM L-cysteine i 200 uM NADPH .

(B) Analiza zaleznosci kinetyki rekonstytucji centrow Fe-S w obrgbie molekularnego rusztowania IscU
od ilosci L-cysteiny w reakcji przy braku (-Fdx) i w obecnosci (+Fdx). Standardowe stezenia biatek w
mieszaninie reakcyjnej wynosity 100 uM IscU, natomiast IscS, Fdx i FAXR 10 uM . Ponadto mieszanina
reakcyjna zawierata 100 uM Fe i 200 uM NADPH.

4.2 Transfer centrum Fe-S z holo-IscU do bialka docelowego w formie apo
4.1.2 Charakterystyka spektroskopowa bialek IscU, Fdx i GrxD w formie holo

Rownolegle, opracowujac metode rekonstytucji centrow Fe-S w obrebie molekularnego
rusztowania, prowadzilam prace, ktorych celem bylo oczyszczenie bialek, ktére moglabym
wykorzysta¢ w kolejnych badaniach dotyczacych procesu transferu z molekularnego
rusztowania do bialek akceptorowych. W tym celu na wstgpie postanowitam wykorzystaé
oczyszczong wczesniej bakteryjng ferredoksyne. Zarejestrowane widmo dichroizmu kotowego
bakteryjnej ferredoksyny jest inne niz wcze$niej zarejestrowane widmo biatka IscU ze
zrekonstruowanym centrum Fe-S (Rycina 35). Mozemy mig¢dzy innymi wyr6zni¢ szczyty przy
dhugosci fali 433 nm, 515nm i 556nm charakterystyczne dla tego biatka, ktore nie sa obecne w
obrebie widma biatka holo-IscU. Niemniej po oczyszczaniu biatko Fdx ma brazowy kolor, co
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koreluje z obecnoscig stabilnie zwigzanego centrum Fe-S. Wilasnie obecno$¢ tego
charakterystycznego koloru doprowadzito do odkrycia pierwszych biatek zawierajacych centra
Fe-S (204) (205). Tak wigc moim pierwszych krokiem byto opracowanie metody opisanej
szczegdblowo w rozdziale 7.6, ktora pozwolita mi na uzyskanie ferrodoksyny w formie apo-
(bez centrum Fe-S) i jednocze$nie nie doprowadzita do utraty mozliwo$ci ponownego
zrekonstruowania centrum Fe-S w obrebie biatka Fdx. W tym celu przeprowadzitam inkubacje
oczyszczonego preparatu Fdx w warunkach beztlenowych w obecnos$ci silnego czynnika
redukujacego (ditionianu sodu). W trakcie tej inkubacji bialko stracito kolor, co swiadczy o
uwolnieniu zwigzanego centrum Fe-S (Rycina 34).

==

ditionian sodu

Rycina 34 Zmiana koloru oczyszczonego preparatu bialka Fdx w wyniku inkubacji z
ditionianem sodu w warunkach beztlenowych

Oczyszczony preparat Fdx charakteryzuje si¢ typowym bragzowym zabarwieniem $wiadczacym o
obecnosci stabilnie zwigzanego centrum Fe-S. Inkubacja bakteryjnej ferredoksyny z ditionianem sodu
w warunkach beztlenowych prowadzi do utraty zabarwienia, co jednoznacznie $wiadczy o utracie
zwigzanego centrum Fe-S. Przedstawione na zdjeciu biatko byto wykorzystywane do dalszych analiz,
ktérych celem byto zbadanie procesu transferu zrekonstruowanego centrum Fe-S w obrebie IscU do
formy apo biatka Fdx.

Drugim biatkiem, ktore postanowilam zbada¢ w doswiadczeniach transferu, jako
potencjalny akceptor byta bakteryjna glutaredoksyna monotiolowa — biatko GrxD. Takze w tym
przypadku uzyskany preparat oczyszczonego preparatu biatka miat bragzowy kolor. Takze w
obrebie zarejestrowanego widma dichroizmu kotowego oczyszczonego biatka GrxD moglam
wyr6zni¢ szczyty, ktore nie byty obecne w obrebie IscU, a ktore przypadaty migdzy innymi na
dtugos¢ fali 556 nm. Takze w tym przypadku opracowalam efektywng metode, szczegotowo
opisang w rozdziale Metody, ktora pozwolita mi na uzyskanie biatka GrxD w formie apo.

Opisane wyzej réznice pomigdzy widmami dichroizmu kotowego dla poszczegdlnych
bialek zostaly wykorzystane w kolejnych eksperymentach, w ktorych badatam transfer
zrekonstruowanego centrum Fe-S z IscU do biatka docelowego — ferredoksyny (Fdx) lub
monotiolowej glutaredoksyny (GrxD).
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Rycina 35 Widma dichroizmu kolowego bialek Fdx, GrxD i IscU w formie holo
A Widmo CD bialtka holo Fdx o stezeniu 40 uM ( bufor 50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KClI,

10 mM MgCl,)
B Widmo CD biatka holo GrxD o stezeniu 30 pM (bufor 50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCl,

10 mM MgCly))
C Widmo CD biatka holo IscU o stezeniu 10 uM (bufor 50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCl,

10 mM MgCl,))

4.2.2 Transfer centrum Fe-S z IscU do Fdx

Pierwszym biatkiem akceptorowym, ktore wykorzystatam w badaniach reakcji
transferu centrum Fe-S z IscU-Fe-S, bylo biatko apo Fdx. Do$wiadczenia przeprowadzitam w
warunkach beztlenowych. Standardowa mieszanina reakcyjna zawierata nastepujgce biatka: 10
uM lIscU, 2 uM IscS oraz 80 uM apo Fdx. Ponadto do reakcji dodatam rowniez zrodlo zelaza
w postaci 400 uM cytrynianu amonu zelaza III (ang. Ferric Ammonium Citrate), 100 uM
askorbinian sodu, 100 uM L-cysteina oraz 10 mM zredukowany glutation GSH, ktory w tym
przypadku petnit funkcje czynnika redukujacego. Bufor reakcyjny obejmowat 50 mM HEPES-
KOH pH7.5, 150 mM KCI oraz 10 mM MgCl.. W celu detekcji centrum Fe-S w obrebie Fdx
wykorzystatam spektroskopie dichroizmu kotowego, rejestrujgc widma w zakresie widzialnym
(od 300 nm do 700 nm). Zapis widm rozpoczetam zaraz po starcie reakcji zainicjowanej
poprzez nastrzyk L-cysteiny i wykonywatam je cyklicznie przez 5 godzin (0, 12, 24, 36, 48, 60,
120, 180, 300 min), tak by monitorowaé proces tworzenia si¢ centrum w obrebie biatka
akceptorowego Fdx. W wyniku przeprowadzonej reakcji, ktora zawierata zarowno molekularne
rusztowanie - IscU oraz biatko docelowe - Fdx, zaobserwowatam pojawienie si¢ widma
charakterystycznego dla biatka holo-Fdx, ktore przyrastalo w czasie, co $wiadczylo o
zwigkszajacej si¢ puli Fdx ze zwigzanym centrum Fe-S (Rycina 37 A).

Powstalo wiec pytanie jak specyficzna jest ta reakcja i czy moze zaj$¢ bez udziatu
molekularnego rusztowania? (Rycina 37 B). Aby na nie odpowiedzie¢ przeprowadzitam
doswiadczenie, w ktorym pomingtam w mieszaninie reakcyjnej biatko IscU. Wyniki uzyskane
z tej analizy wykazaly, ze brak IscU nie powoduje, ze reakcja syntezy centrum Fe-S w obrebie
ferredoksyny przestaje zachodzi¢. Niemniej jest wolniejsza i mniej wydajna, jezeli porownamy
uzyskane widma holo-Fdx w tych samych zakresach czasowych do widm holo-Fdx uzyskanych
w obecnosci IscU.
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Rycina 37 Widma dichroizmu kolowego holo-Fdx rejestrowane w obecnosci IscU oraz
przy jego braku w mieszaninie reakcyjnej.

Na wykresach zaznaczone zostaty diugosci fali typowe dla widma biatka Fdx w formie holo, przy
ktorych obserwowatam wzrost [433nm] lub spadek[515nm,553nm] sygnatu $wiadczacy o rekonstytucji
centrum Fe-S w obrebie Fdx. Poszczegolne linie przedstawiajg kolejne widma rejestrowane w kolejnych
czasach pomiarowych. Reakcja byta prowadzona w buforze R o nast¢pujacym sktadzie 50 mM HEPES-
KOH pH7.5; 150 mM KCI ;10 mM MgCl,. Stezenia poszczegdlnych komponentéw reakcji byty
nastepujace: 400 uM cytrynianu amonu zelaza IIT ; 100 uM askorbinian sodu ; 100 uM L-cysteina ; 10
mM GSH , natomiast stezenia biatek w reakcji wynosity: IscU 10 uM, IscS 2 uM, apo Fdx ~80 uM

4.2.3 Transfer centrum Fe-S z IscU do Fdx w obecnos$ci GrxD

Na kolejnym etapie badan zadalam pytanic o wpltyw bakteryjnej glutaredoksyny
monotiolowej, biatka GrxD, na szybkos$¢ i1 wydajno$¢ rekonstytucji centrum w obrebie
ferrodoksyny Fdx. Istnieja doniesienia literaturowe, ktore wskazuja, ze biatka nalezace do
rodziny glutaredoksyn monotiolowych sa3 wymagane na etapie transferu centréw Fe-S z
molekularnego rusztowania do docelowych biatek akceptorowych (206). Aby zweryfikowac to
zalozenie przygotowatam mieszanine reakcyjng, ktora obejmowata: 10 uM IscU, 2 uM IscS,
60 uM apo Fdx oraz 20 uM apo GrxD . W celu detekcji transferu centrum Fe-S z IscU do Fdx
wykonatam pomiary dichroizmu kotowego (CD), rejestrujgc widmo tak jak opisatam powyzej
w zakresie widzialnym (300 nm- 700 nm). Skany widm rozpoczetam zaraz po starcie reakcji
poprzez nastrzyk L-cysteing 1 wykonywalam je cyklicznie przez 4 godziny
(0,12,30,60,120,180,240 min), tak by obserwowac proces tworzenia si¢ charakterystycznego
widma dla holo Fdx. Zgodnie w powyzej opisanym doswiadczeniem w reakcji kontrolnej, czyli
bez bialka GrxD, obserwowatam transfer centrum Fe-S do biatka docelowego, 0 czym
$wiadczylo pojawienie si¢ widma charakterystycznego dla holo-Fdx, ktore przyrastato w czasie
(Rycina 38A). Niemniej dodanie biatka GrxD do mieszaniny spowodowata znaczny wzrost
sygnatu przy dlugosci fali 433 nm w stosunku do eksperymentu, w ktorym biatko to zostalo
pominigte. Tak wigc biatko GrxD nie tylko przyspiesza reakcje transferu ale rowniez sprawia,
ze holo Fdx tworzy si¢ wydajniej, gdyz obserwowane szczyty przypadajace na dlugos¢ fali
433nm, 515nm oraz 553nm widma otrzymanego po 4 godzinach inkubacji reakcji s prawie
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dwukrotnie wicksze w stosunku do reakcji, w ktorej glutaredoksyna byta nicobecna (Rycina 38
B).
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Rycina 38 Wplyw biatka GrxD na transfer centrum Fe-S do apo Fdx

A Widma dichroizmu kotowego uzyskane w przypadku reakcji transferu centrum Fe-S do biatka apo
Fdx. Poszczegodlne linie przedstawiaja kolejne widma rejestrowane w kolejnych czasach pomiarowych.
Reakcja byta prowadzona w buforze R o nastepujacym sktadzie 50 mM HEPES-KOH pH7.5; 150 mM
KCI ;10 mM MgCl,. Stezenia poszczegélnych komponentéw reakcji byly nastepujace: 400 uM
cytrynianu amonu zelaza IIT ; 100 uM askorbinian sodu ; 100 uM L-cysteina ; 10 mM GSH , natomiast
Stezenia biatek w reakcji wynosity odpowiednio: IscU 10 uM, IscS 2 uM, apo Fdx ~60 uM

B Widma dichroizmu uzyskane w przypadku reakcji transferu centrum Fe-S do Fdx w obecno$ci biatka
GrxD. Stezenia biatek, bufor oraz punkty pomiarowe takie same jak w podpunkcie A, dodatkowo w
reakcji znajdowato sie biatko GrxD w stezeniu 20 uM

4.2.4 Transfer centrum Fe-S z IscU do ferrodoksyny Fdx w obecnosci bialek opiekunczych
HscA/HscB

Kolejnym celem bylo zbadanie wptywu biatek opiekunczych HscA/HscB na proces
transferu centrum Fe-S z IscU do kolejnych biatek szlaku biogenezy centréw Fe-S. Dlatego w
nastgpnym etapie chcialam sprawdzi¢, czy oczyszczone przez mnie biatka HscA i1 HscB
hamuja, czy przyspieszaja reakcj¢ transferu do Fdx. Wezesniej opublikowane dane literaturowe
sg kontrowersyjne poniewaz cz¢$¢ Wskazuje na przyspieszenie reakcji w obecno$ci biatek
opiekunczych bakteryjnego systemu Hsp70 (207) (208), a cz¢$¢ na sytuacje przeciwng (198).
Do reakcji oprocz wezesniej opisanych biatek, czyli 10 uM IscU, 2 uM IscS, 80 uM apo Fdx
dodatam takze biatka opiekuncze - 4 uM HscA i 4 uM HscB. Ponadto do mieszaniny reakcyjnej
dodatam takze ImM ATP, ktore bylo niezbedne aby cykl ATPazy systemu biatek Hsp70 mogt
efektywnie zachodzi¢. Reakcja zawierata rowniez pozostale niezbgdne sktadniki istotne
podczas biosyntezy centrum Fe-S, takie jak opisatam w rozdziale 4.2.2.. W celu detekcji
transferu centrum Fe-S z IscU do Fdx wykonatam ponownie pomiary dichroizmu kotowego
(CD), rejestrujac widma w zakresie widzialnym (300 nm- 700 nm). Zapis widm rozpoczetam
zaraz po starcie reakcji poprzez nastrzyk L-cysteing i wykonywatam je cyklicznie przez 5
godzin i po inkubacji mieszaniny reakcyjnej przez noc (O/N) (Omin, 300min, O/N), tak by
obserwowa¢ proces rekonstytucji centrum w obrgbie Fdx jak we wczedniej opisanych
doswiadczeniach. Dodanie systemu HscA/HscB spowodowalo, ze reakcja transferu Fe-S stata
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si¢ znacznie wolniejsza i rowniez mniej wydajna (Rycina 39). Podobny efekt zostat juz opisany
wczesniej W literaturze (209), gdzie obserwowano hamowanie reakcji transferu centrum Fe-S
do ferrodoksyny po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej biatka HscB. Taki efekt nie byt
obserwowany, kiedy w doswiadczeniach wykorzystano zmutowane warianty biatka HscB
niezdolne do wigzania IscU, co sugeruje ze tworzenie si¢ kompleksu biatek HscB 1 IscU
prowadzi do zablokowania mozliwosci wydajnego transferu centrum Fe-S do biatka
docelowego. Podobnie wyniki moich dos§wiadczen wykazaty, ze dodanie tylko jednego bialka
systemu Hsp70, HscA lub HscB, powoduje silnie zahamowanie procesu rekonstytucji centrum
Fe-S w obrebie apo ferredoksyny.
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Rycina 39 Transfer Fe-S do apo Fdx w obecnosci biatek opiekunczych HscA/HscB.

Przedstawione widma CD zostaly zarejestrowane w odstepach czasowych 0 min ,300 min i po nocy
(O/N) . Reakcja byta inicjowana poprzez nastrzyk L-cysteing. Dodatkowo w eksperymentach, w ktérych
analizowatam efekt biatek HscA/HscB te byly dodatkowo nastrzykiwane do mieszaniny reakcyjnej w
obecnosci ATP. Stezenia biatek w reakcji wynosily odpowiednio: IscU 10 uM, IscS 2 uM, HscA 4 uM,
HscB 4 uM oraz apo Fdx ~80 uM.

Bufor reakcyjny obejmowat 50 mM HEPES-KOH pH7.5; 150 mM KCI ;10 mM MgCl. , w reakcjach z
dodatkiem biatek opiekunczych dodatkowo znajdowato si¢ 1 mM ATP

Analiza dostepnej literatury, ktora opisywata efekt przys$pieszenia reakcji transferu w
obecnosci systemu biatek opiekunczych pozwolita mi zidentyfikowa¢ dos¢ istotng roznice w
sktadzie mieszaniny reakcyjnej w stosunku do eksperymentéw, w ktorych obserwowano
zahamowanie reakcji. Czynnikiem, ktory stanowit gléwna rdéznice¢ pomiedzy eksperymentami
byt ditiotreitol (DTT) (210). A zgodnie z wczesniej przytoczonymi wynikami badan, ktorych
celem byla analiza molekularnego mechanizmu rekonstytucji Fe-S centrum w obrebie
molekularnego rusztowania, obecno$¢ DTT moze prowadzi¢ do artefaktow doswiadczalnych
(211). Tak wiec postanowitam zbada¢, wykorzystujac opracowany uktad doswiadczalny, co
spowoduje dodanie DTT do reakcji, w ktorej znajduja si¢ bialka opiekuficze. Okazalo sig, ze
dodanie DTT w stezeniu 5 mM znosi czgsciowo efekt hamowania reakcji transferu w obecnosci
biatek opieckunczych HscA/HscB (Rycina 40). A wiasnie w takich warunkach, w obecnosci
DTT, byly przeprowadzane wcze$niej opublikowane eksperymenty, ktére pokazywaly
stymulujacy efekt biatek opiekunczych na proces transferu. Niemniej efekt ditiotreitolu nie jest
fizjologiczny i jego obecnos¢ w reakcji najprawdopodobniej prowadzi takze w przypadku
moich eksperymentéw do generowania artefaktow eksperymentalnych, poprzez zdolnos¢ do
uwalniania siarczku z SSH-IscS.. (212)
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Rycina 40 Poréwnanie wydajnosci i kinetyki formowania holo Fdx w obecno$ci bialek
opiekunczych i DTT

A. Widma CD reakcji zostaly zarejestrowane w odstepach czasowych 0, 30, 180 min. Reakcja byta
inicjowana poprzez nastrzyk L-cysteing oraz dodatkowym nastrzykiem mieszaning biatek HscA/HscB
w obecno$ci 1mM ATP, dodatkowo w reakeji gdzie zaznaczytam w buforze znajdowato sie 5 mM DTT.
Dos$wiadczenia przeprowadzatam w buforze R o sktadzie 50 mM HEPES-KOH pH7.5; 150 mM KCI
;10 mM MgCl.. Stezenia biatek, ktore wykorzystywatam w eksperymentach wynosity odpowiednio
IscU 10 uM, IscS 2 uM, HscA 4 uM, HscB 4 uM, apo Fdx ~80 uM

B. Kinetyka i wydajnosc¢ rekonstytucji holo-Fdx. Wykres zostat uzyskane na podstawie zmian sygnatu
CD przy dhugosci fali 433 nm, ktory to koresponduje z transferem centrum do apo Fdx w obecnos$ci
biatek opiekunczych (HsCA/HscB) oraz biatek opiekunczych i DTT(HscA/HscB/DTT).

4.2.5 Wplyw DTT na szybko$¢ transferu centrum Fe-S z IscU do Fdx

Poniewaz dos$wiadczenia, w ktorych badalam wplyw systemu bakteryjnych biatek
opiekunczych HscA/HscB na szybko$¢ transferu centrum Fe-S pokazaty, ze obecnos¢ DTT
przyspiesza proces postanowitam sprawdzi¢ jaki jest efekt ditiotreitolu na proces transferu Fe-
S z IscU do bakteryjnej ferredoksyny, kiedy biatka opiekunicze byty pominigte w mieszaninie
reakcyjnej. W tym celu do reakcji dodalam DTT w stezeniu SmM, tak jak w przypadku
wczesniej przeprowadzonych doswiadczeh w obecnosci biatek opiekunczych. Efekt
przyspieszenia reakcji przez ditiotreitol jest doskonale widoczny kiedy porownamy widma
reakcji przeprowadzonej w tych samych warunkach w obecnosci DTT 1 bez tego czynnika
(Rycina 41).
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Rycina 41 Wplyw ditiotreitolu na formowania holo-Fdx w obecnosci IscU.

Zestawienie widm dichrozimu kotowego uzyskanych w przypadku reakcji nie zawierajacej DTT, jak
réwniez dla reakcji z DTT. Kolejne widma koresponduja z kolejnymi czasami rejestracji widma od
zainicjowania reakcji nastrzykiem L-cysteiny, czyli odpowiednio w czasie 0 i po 12, 24, 36, 48, 60,
120, 180 300 min od startu reakcji. Reakcja byta przygotowana w buforze R o sktadzie 50 mM HEPES-
KOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10 mM MgCl,, ktory dodatkowo zawierat 400 uM cytrynian amonu zelaza
(11) 100 uM askorbinian sodu, 100 uM L-cysteina, 10 mM GSH oraz 5 mM DTT, tam gdzie
zaznaczytam. Stezenia biatek w reakcji wynosity odpowiednio: IscU 10 uM, IscS 2 uM oraz apo Fdx
~80 uM.

Dlatego prowadzac rownolegle doswiadczenia, ktorych celem bylo opracowanie
modelu badawczego in vitro pozwalajacego zrekonstruowaé centrum Fe-S w obrgbie IscU w
oparciu o system zblizony do warunkow panujagcych w komorce udalo mi si¢ opracowac
dziatajacy system biatkowy sktadajacy si¢ z ferredoksyny (Fdx) i jej reduktazy (FdxR), ktore
dostarczaja niezbednych elektronow w oparciu o fizjologiczne Zrédlo elektronéw - NADPH. |
ten system postanowilam wykorzysta¢ w moich kolejnych doswiadczeniach.

4.2.6 Rekonstytucja transferu centrum Fe-S do bialka docelowego w oparciu 0 biosynteze
centrum Fe-S w obrebie IscU obejmujacq system bialek Fdx/FdxR i NADPH

Reakcja byta przygotowana w buforze R (50 mM Tris-HCI pH 8.0 150 mM KCI 10 mM
MgCl,) i obejmowata biatka systemu ISC : 50uM IscU, 5 uM IscS, 100 uM apoGrxD, 4 uM
/4 uM HscA/HscB oraz 5 uM Fdx/FdxR. Ponadto mieszanina reakcyjna zawierata zelazo 0
stezeniu 50 puM, 25 uM L-cysteina oraz 1 mM ATP, natomiast zrodtem elektronow byto
NADPH. Pierwszym etapem reakcji byto zainicjowanie syntezy centrum Fe-S w obrebie biatka
IscU, ktoére peito funkcje molekularnego rusztowania. Aby potwierdzi¢ powstanie formy holo
biatka IscU wykonalam pomiar widma dichroizmu kolowego, ktéry potwierdzil, ze
rekonstytucja centrum Fe-S zakonczyta si¢ sukcesem (Rycina 42A, linia zielona). Nastepnie do
reakcji dodatam biatko akceptorowe — GrxD w formie apo oraz system biatek opiekunczych
HscA/HscB  Wptyw biatek opiekunczych zaobserwowalem poprzez zmiane ksztattu widma
reakcji charakterystycznego dla biatka holo IscU na widmo, ktorego ksztalt sugeruje, ze
mieszanina reakcyjna zawiera holo GrxD, czyli doszto do efektywnego transferu centrum Fe-
S z IscU do GrxD (Rycina 42A, linia czerwona). W momencie kiedy do reakcji dodatam tylko
biatko apo GrxD, ale nie dodatam systemu bialek HscA/HscB nie zaobserwowalam zmiany
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ksztaltu widma, dodanie biatka GrxD nie inicjowato transferu centrum Fe-S (Rycina 42 B). Na
kolejnym etapie zadatam pytanie dotyczace kinetyki procesu transferu centrum Fe-S z IscU do
GrxD. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie przeprowadzitam pomiar zmiany sygnatu dichroizmu
kolowego przy dlugosci fali 556nm. Przyrost sygnalu przy tej dlugosci fali $wiadczyt o
formowaniu biatka holo GrxD. Przeprowadzona analiza jednoznacznie potwierdzita, ze transfer
centrum z IscU do GrxD ma miejsce tylko w obecnosci systemu biatek opiekunczych Hsc/HscB
oraz wykazata ze sam proces transferu konczy si¢ po 5 minucie pomiaru (Rycina 42C).
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Rycina 42 Analiza wplywu systemu bialek opiekunczych HscA/HscB na transfer centrum z holo-
IscU do apo-GrxD.

A Widmo dichroizmu kotowego CD potwierdzajgce efektywng rekonstytucje centrum Fe-S w obrebie
biatka IscU przed dodaniem biatka apo-GrxD i sytemu bialek Hsc A/HscB (zielona linia). Widmo zostato
zarejestrowane po minucie od zainicjowania reakcji rekonstytucji centrum Fe-S, reakcja incjowana byta
poprzez nastrzyk L-cysteiny. Widmo CD mieszaniny reakcyjnej uzyskane po 6 minutach od dodania do
reakcji biatek apo-GrxD oraz HscA/HscB (czerwona linia).Na widmie zaznaczytam dlugos¢ fali 556
nm, przy ktoérej w kolejnych eksperymentach, przedstawionych na wykresie C wykonywatam pomiar
szybkos$ci transferu centrum Fe-S z IscU do GrxD

B Widmo dichroizmu kotowego CD potwierdzajace efektywna rekonstytucje centrum Fe-S w obrebie
biatka IscU przed dodaniem biatka apo-GrxD (zielona linia). Widmo zostato zarejestrowane po minucie
od zainicjowania reakcji rekonstytucji centrum Fe-S poprzez nastrzyk L-cysteiny. Widmo CD
mieszaniny reakcyjnej uzyskane po 6 minutach od dodania do reakcji biatka apo-GrxD (czarna linia).)

C Whykres kinetyki transferu centrum FeS z holo IscU do apo GrxD zmierzony na podstawie zmiany
sygnatu dichroizmu kotowego przy dtugosci fali 556 nm w obecnosci biatek opiekunczych (czerwone
kotka) lub przy ich braku (biate kotka). Doswiadczenia zostaty przeprowadzone w buforze RI (50 mM
Tris pH 8.0; 150 mM KCI ;10 mM MgCl.), w ktorym dodatkowo byty obecne 1 mM ATP, 25 uM L-
cysteina, 100 uM NADPH, 50 pM Fe?*. Stezenia biatek w reakcji: 50uM IscU, 5 uM IscS, 5 uM
Fdx/FdxR, 100 uM, apoGrxD, 4/4 uM HscA/HscB

W podsumowaniu w oparciu o uzyskane wyniki, moge stwierdzi¢, ze wykorzystujac
komplet oczyszczonych bialek systemu ISC odtworzytam w probdwce proces rekonstytucji
centrum Fe-S w obrebie bakteryjnego bialka IscU oraz proces jego transferu do biatka apo
GrxD w obecnosci biatek opiekunczych, ktore okazaty sie by¢ krytyczne podczas tej reakcji.
Kluczem do sukcesu okazata si¢ by¢ strategia, w ktorej proces rekonstytucji centrum Fe-S w
obrebie IscU przeprowadzitam wykorzystujac fizjologiczne zrédlo elektronow — NADPH oraz
oczyszczony system biatek tancucha przenoszenia elektronéw Fdx / FdxR. Po drugie istotnym
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czynnikiem wydaje si¢ roOwniez by¢ odpowiednia kontrola reakcji in vitro polegajaca na
monitorowaniu kolejnych reakcji, ktore majg miejsce w sekwencji biogenezy centrow Fe-S..

Nasze wczesniejsze badania pozwolity na identyfikacj¢ szeregu oddzialywan biatko-
biatko pomigdzy sktadnikami kompleksow, ktore maja kluczowe znaczenie podczas biogenezy
centréw Fe-S. Opracowany przeze mnie system do badan in vitro procesu rekonstytucji centrow
Fe-S iich transferu w przysztosci moze zosta¢ wykorzystany do zbadania efektow zaburzenia
poszczegodlnych interakcji pomigdzy biatkami systemu ISC na proces biogenezy centrow Fe-S
w probdéwce. Ponadto pomimo szczegdlowej analizy in vitro znaczenia oddziatywan pomiedzy
biatkami systemu ISC bakterii Escherichia coli, niewiele wiadomo na temat znaczenia tych
oddziatywan dla biogenezy bialek zawierajacych centra Fe-S in vivo. Moim zdaniem
niezmiernie interesujagcym bylby zaplanowanie projektu badawczego, ktorego celem byloby
opracowanie modelu badawczego, ktory pozwoli na badanie fizjologicznych konsekwencji
zaburzen poszczegdlnych oddziatywan pomigdzy biatkami biorgcymi udzial w biogenezie
centrow Fe-S invivo. W celu weryfikacji uzyskanych wynikow z doswiadczen in vitro, bardzo
intrygujaca bylaby proba przygotowania szczepu E. coli, pozwalajagcego na ekspresje genow
kodujacych warianty biatek defektywnych w poszczegolnych oddziatywaniach biatko-biatko,
co z kolei pozwolitoby bada¢ role tych interakcji podczas syntezy biatek zawierajacych centra
Fe-S w komorce. Wyznacznikiem tak zaplanowanego projektu mogtoby by¢ innowacyjne
pofaczenie szczegdtowych badan biochemicznych z analizami in vivo. Myslg ze takie podejécie
umozliwiloby lepsze zrozumienie molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw tego
waznego procesu metabolicznego. Ponadto, poniewaz zaburzenia biogenezy Fe-S u czlowieka,
na przyktad na skutek mutacji biatek w nim uczestniczgcych, sg przyczyng wielu chorob czgsto
konczacych sie $miercig, otrzymane wyniki mogg pomoc w zrozumieniu molekularnego
podioza tych schorzen, a w dluzszej perspektywie przyczyni¢ si¢ do opracowania skutecznej
terapii. Z drugiej strony ze wzgledu na fakt, iz centra Fe-S petnig kluczowa role w metabolizmie
bakterii oraz, ze sekwencja biatek biorgcych udzial w biogenezie Fe-S rézni si¢ od ich
wariantow  eukariotycznych, czyni je réwniez potencjalnym celem dla lekow
przeciwdrobnoustrojowych.
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5 Dyskusja

Ewolucja systemow Hsp70 funkcjonujacych w biogenezie centréw zelazo —
siarkowych

Uzyskane wyniki przeprowadzonych analiz w ramach projektu doktorskiego rzucaja
nowe $wiatlo na kilka kwestii dotyczacych ewolucyjnego zwigzku migdzy biatkami Hsp70
zaangazowanymi w mitochondrialng i bakteryjng biogenezg¢ centréw zelazo-Siarkowych.
Jednoznacznie wskazuja, ze bakteryjne biatko HscA zostalo utracone podczas ewolucji
mitochondridow, a jego role w biogenezie FeS przejat mitochondrialny Hsp70, ktory wzigl swoj
poczatek od wielofunkcyjnego biatka bakteryjnego DnaK. Dodatkowo wyniki rekonstrukcji
filogenetycznej potwierdzaja poglad, w ktorym to wyspecjalizowane biatko Ssql powstato po
duplikacji genu mtHsp70, ktora miata miejsce u podstawy linii Saccharomyces cerevisiae. Taka
ewolucyjng histori¢ przedstawiono juz wczesniej w literaturze (181) (184) (213), jednak do
analiz wykorzystano wtedy dostepne dane, ktorych zakres w powyzszych badaniach zostat
powigkszony. Owczesne analizy wykonane zostaly dla ograniczonego na ten czas zbioru
danych, ktore w obecnych analizach zostaly powigekszone o najswiezsze sekwencje.

Bazujac na kompletnych wynikach analiz filogenetycznych bez watpienia moge
stwierdzi¢, ze mitochondrialne Ssql i bakteryjne HscA sg daleko spokrewnione, a zatem
stanowig przyktad funkcjonalnej konwergencji. Na tym etapie pojawia si¢ jednak pytanie
istotne z perspektywy ewolucyjnej - na ile podobne lub r6zne sg te dwa biatka Hsp70 w aspekcie
biochemicznym (214) (215) (216).

Gléwnym odkryciem naszych analiz porownawczych bialek opiekunczych Ssql i HscA
jest uderzajace podobienstwo wiasciwosci biochemicznych tych dwoch systemow. Aktywnosci
ATPazy tych dwoch biatek Hsp70 sg stymulowane do poréwnywalnych pozioméw przez ich
biatka pomocnicze — biatka typu J (Hsc20/HscB) i substraty biatkowe (Isul/IscU), niezaleznie
od tego, czy sg obecne w niskich, bardziej fizjologicznych, czy wysokich st¢zeniach. Chociaz
aktywno$¢ ATPazy biatka Ssql jest stymulowana nieco stabiej niz HscA wydajno$¢ systemu
Ssql mierzona jako stosunek kcat/Km jest wyzsza niz dla systemu HscA, co sugeruje, ze przy
niskich stezeniach biatek J 1 substratow wyspecjalizowany system mitochondrialny jest bardziej
wydajny niz jego bakteryjny odpowiednik. To zatem sugeruje, ze nizsze szybkosSci
maksymalnej stymulacji aktywno$ci ATPazy dla systemu Ssql mogg by¢ kompensowane przez
jego wyzsze powinowactwo zarowno do biatka Hsc20 jak i1 Isul, zgodnie z faktem, ze ~10%
normalnego poziomu Hsc20 jest wystarczajgce dla normalnego wzrostu drozdzy (217).

Bezwzgledne st¢zenia komorkowe biatek tworzacych systemy Ssql 1 HscA nie sg
znane, wzgledne wartos$ci , ktore sg dostepne w literaturze sugeruja, ze Ssql 1 Hsc20 sg obecne
w komoérce w zblizonych ilo$ciach, w zakresie stezen mikromolowych, tak samo jak HSCA i
HscB w komorce bakteryjnej. W zwigzku z tym podobne obserwowane w moich badaniach
wilasciwosci biochemiczne tych dwoch wyspecjalizowanych ukladéw sg najprawdopodobnie;j
istotne fizjologicznie.

Kolejnym pytaniem jakie nasuwa si¢ dotyczy wlasciwosci biochemicznych
wielofunkcyjnego mtHsp70, ktoére u wigkszosci organizméw eukariotycznych, takze u ludzi,
jest zaangazowane w biogenez¢ centrow Fe-S. Jakie sa ewentualne korzysci, ktore wynikaja z
obecnosci wyspecjalizowanego systemu biatek opiekunczych systemu Hsp70? Pierwsza
roznica dotyczy ilosci mtHsp70, ktore wystepuje w komorkach. Analizy przeprowadzone z
wykorzystaniem komorek drozdzowych S.cerevisiae jednoznacznie wskazuja, ze stezenie
biatka Sscl jest okoto 1000 razy wigksze niz biatka Ssql, i stanowi okoto 2% wszystkich biatek
mitochondrialnych [24]. Ponadto ludzkie biatko Hsp70 HSPAO jest takze mitochondrialnych
biatkiem wystepujacym w stosunkowo duzej ilosci. Kolejne badania przeprowadzone w
oparciu o oczyszczone bialka systemu Hsp70 drozdzy Schizosaccharomyces pombe, ktore nie
maja wyspecjalizowanego Hsp70, pokazuja, ze biatko wspodlpracujace z domeng J - Hsc20 ma
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~100-krotnie nizsze powinowactwo do mtHsp70 niz Hsc20 S. cerevisiae do Ssgl lub HscB E.
coli do HscA (166).

Ta duza roznica sugeruje, ze wyspecjalizowane 1 wielofunkcyjne systemy Hsp70
wykorzystujg bardzo roézne strategie biochemiczne. W przypadku wyspecjalizowanych
systemow Hsp70 wysokie powinowactwo do biatek Hsc20 umozliwia im dziatanie przy niskich
stgzeniach. Natomiast w przypadku wielofunkcyjnych Hsp70 ich niskie powinowactwo do
Hsc20 jest najprawdopodobniej kompensowane przez ich bardzo duza ilos¢ w komorce .
Dlaczego wigkszos¢ mtHsp70 nie ewoluowalo, osiggajac wyzszego powinowactwa do Hsc20?
Najprawdopodobniej ze wzglgdu na ich wielofunkcyjno$¢. Biatka te pelnig rozne funkcje w
komorce, miedzy innymi s3 zaangazowane w transport wewnatrzkomorkowy, faldowanie
biatek oraz ich translokacje przez blony komoérkowe, skiadanie i rozktadanie kompleksow
biatkowych jak réwniez pehlig funkcje porzadkowe w komoérce i korygujg strukture
nieprawidlowo sfaldowanych biatek (183). Tak wiec wielofunkcyjne mtHsp70, realizujgc rozne
zadania w komorce, wspodlpracuja z réoznymi biatkami J. Z kolei te w tym przypadku musza
konkurowa¢ ze sobg o dostep podczas oddziatywania do tego samego mtHsp70 (218). Ta
konkurencja miedzy biatkami J zapobiega rozwijaniu przez ktorekolwiek z nich wyzszego
powinowactwa do mtHsp70, poniewaz zagrazatoby to innym funkcjom mitochondrialnym,
ktore sg realizowane prze to biatko Niezmiernie interesujgce bylyby dalsze badania, ktore
ewentualnie pozwolityby zweryfikowac¢ t¢ hipoteze.

Zmiany w obrebie sekwencji biatek Ssql oraz Hsc20 miaty prawdopodobnie kluczowy
wplyw na ich wzajemng wspdtprace. Doniesienia literaturowe sugeruja, ze czynnikiem, ktory
mogt zainicjowac zmiany sekwencji, byta znaczaca delecja w domenie J biatka Hsc20, ktora z
kolei mogta umozliwi¢ selektywng interakcje z Ssql (181). Okoto 300 milionéw lat temu
wszystkie genomy grzybéw zawieraly jeden gen kodujagcy mtHsp70, Sscl, ktore
wspolpracowalo z kilkoma biatkami J, w tym Hsc20 (Rycina 43A). Duplikacja genu
kodujgcego mtHsp70 (Rycina 43B) doprowadzita do powstania dwoch genow SSC1 oraz SSQ1,
to z kolei prawdopodobnie stworzyto mozliwos¢ podziatu funkcji miedzy biatkami Sscl i Ssql.
Bezposrednio po duplikacji genu kodujacego mtHsp70, w obrebie genéw SSQ1 i HSC20 mogty
pojawic¢ si¢ mutacje, ktore zmienity wiasciwosci biochemiczne kodowanych przez nie biatek,
ale nie wptynely znaczaco na zdolnos¢ Hsc20 do interakcji z Sscl lub Ssql. Dopiero po delecji
w obrebie HSC20 (Rycina 43C), ktéra doprowadzita do zmniejszenia rozmiaru domeny J,
doszto do ostabienia interakcji z Sscl, ale nie zmieniata si¢ efektywno$¢ interakcji z Ssql. Ten
proces prawdopodobnie zainicjowat ewolucje specyficznego partnerstwa Hsc20-Ssql. Opisany
przypadek delecji mogt promowac w ten sposob dalszg koewolucje Hsc20 1 Ssql. Z czasem
kolejne zmiany sekwencji poza regionem petli Hsc20 doprowadzity do wysoce specyficznej i
wydajnej interakcji pomiedzy Ssql i Hsc20. Opisany proces koewolucji biatek Ssql i Hsc20
doprowadzit do powstania kompleksu biatek opickunczych, ktory jest przystosowany do
funkcjonowania wytacznie w biogenezie centrow Fe-S (Rycina 43D) (181).
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Rycina 43 Koewolucja Hsc20 i Ssql

Strzatki wskazuja funkcjonalne interakcje biatko-biatko, przy czym grube linie ciggle oznaczaja
interakcje o najwickszej sile, a linie przerywane - najstabsze. Gwiazdki reprezentujg substytucje reszt
aminokwasowych, ktore wptyngty na wilasciwosci biochemiczne oddzialujacych biatek. Trojkat
wskazuje na delecje w domenie J Hsc20. (A) Przed duplikacja genu HCS20 biatko Hsc20
wspotpracowalto z wielofunkcyjnym mtHsp70. (B) Duplikacja genu kodujgcego mtHsp70, w wyniku
ktorej powstaty dwa geny kodujace Sscl, ktore poczatkowo funkcjonowaty rownie dobrze z Hsc20. (C).
Delecja w genie HSC20 doprowadzita do zmniejszenia rozmiaru domeny J, co z kolei ostabito
oddziatywanie z Sscl. (D) Z czasem zmiany sekwencji w obrebie genow HSC20 i SSQ1 spowodowaty
powstania uktadu biatek opiekunczych wysoce wydajnie wspotpracujacego podczas biosyntezy centréw
Fe-S. Zmiana koloru Hsp70 z zielonego (B) na niebieski (C,D) wskazuje na ogoélne zmiany reszt
aminokwasowych, ktére nastgpity po duplikacji w obrebie jednego z nowo powstatych genéw SSC1, a
ktore to doprowadzily do powstania genu kodujgcego biatko Ssql (181).
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Wreszcie, przedstawione wyniki majag wazne implikacje praktyczne. Oba
wyspecjalizowane systemy biatek opickunczych, ktore sg dedykowane do funkcjonowanie w
procesie biogenezy centrow Fe-S, sg wygodnymi modelami badawczymi, poniewaz pozwalajg
na przeprowadzenie analiz funkcjonalno-strukturalnych biatek systemu Hsp70. Powodem jest
to, ze zarowno bakteryjne biatko HscA jak i mitochondrialne biatko Ssql oddziatuje wylacznie
z jednym biatkiem z domeng J i jego jedynym substratem, jest bialko pehigce funkcje
molekularnego rusztowania podczas biogenezy centrow Fe-S

System drozdzowy S.cereviasiae jest wygodnym modelem do badan in vivo, poniewaz
posiada on tylko jedng maszyneri¢ bialkowa, maszyneri¢ ISC, ktora jest zaangazowana w
proces biogenezy centréw Fe-S, w zwigzku tym tatwo jest bada¢ efekty in vivo mutacji
zaburzajgcych okreslony etap tego procesu. W przypadku bakterii E.coli oprocz systemu ISC
jest jeszcze system SUF, ktory moze kompensowaé defekty w obrebie ISC, niemniej system
bakteryjny stanowi §wietne narzedzie do badan biochemicznych, poniewaz opracowane
procedury oczyszczania pozwalaja stosunkowo szybko i tatwo uzyska¢ duze ilosci wysoko
skoncentrowanych biatek do odpowiednich analiz in vitro.

Przedstawione w pracy wyniki badan biochemicznych dotyczace wiasnie tych dwoch
systemow biatek Hsp70 pokazuja, ze sa one biochemicznie bardzo podobne do siebie, pomimo
ze biatka HscA i Ssql nie sg ze sobg spokrewnione Mam nadziej¢, ze uzyskane wyniki w
przysztosci pomogg W lepszym zrozumieniu funkcji obu systeméw, bakteryjnego i
mitochondrialnego w tak waznym procesie jakim jest biogeneza centrow zelazo-siarkowych.
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Analiza syntezy centrum Fe-S w obrebie bialek ISCU peliacych funkcje molekularnego
rusztowania

Ostatnie doniesienia literaturowe dotyczace szlaku biogenezy centrow Fe-S rzucilty
nowe $wiatlo na proces ich tworzenia i sugeruja nowe hipotezy dotyczace mechanizmu
tworzenia centrow [2Fe2S] przez maszyneri¢ ISC. Analizy przeprowadzone w oparciu 0 mysi
system badawczy pozwolity na odkrycie dwoch kluczowych etapow procesu biosyntezy
centrow FeS: przenoszenie nadsiarczku z NFS1 do ISCU i jego redukcje przez ferrodoksyng
FDX2. Pokazano, ze oba procesy sg zalezne od metalu. Ponadto wyniki tych analiz wskazuja,
Ze na pierwszym etapie to zelazo jest przylaczane do biatka ISCU petnigcego funkcje
molekularnego rusztowania.

Podstawowym biatkiem biogenezy centrow Fe-S jest biatko 1scU/ISCU, ktore jest
niewielkim, wysoce konserwatywnym bialkiem o masie 15 kDa. Bialko to zostalo
zidentyfikowane jako biatko peligce funkcje molekularnego rusztowania na podstawie jego
zdolno$ci do wigzania centrum [2Fe2S] in vivo, gdy gen ulega wspolnej ekspresji ze wszystkimi
innymi skladnikami ISC oraz in vitro w eksperymentach rekonstytucji centrow Fe-S w
obecnosci desulfurazy cysteinowej IscS/NFS1 (219). Badania spektroskopowe i strukturalne
bakteryjnych, archetypowych 1 eukariotycznych biatek IscU/ISCU dostarczyty dowodow, ze
centrum [2Fe2S] jest wigzane w ukladzie asymetrycznym przez dobrze zachowane reszty
aminokwasowe: trzy cysteiny i ligand niecysteinowy, najprawdopodobniej asparaginian (90)
(200). Zaproponowano wigc, ze to miejsce montazu centrum jest punktem wejscia dla zelaza.

Analiza struktur bialek nalezgcych do rodziny IscU/ISCU wykazaly, ze biatka
IscU/ISCU oczyszczone z komoérek bakteryjnych nie zawierajg zelaza w miejscu montazu, lecz
jon cynku (90). Ponadto pokazano, ze jon cynku jest skoordynowany w ogdlnej geometrii
tetraedrycznej z dobrze zachowanymi resztami aminokwasowymii miejsca wbudowania jonu
w obrebie biatek IscU Haemophilus influenza (220) i Mus musculus (kod PDB 1WFZ). W tych
biatkach jon Zn?* jest koordynowany przez dwie cysteiny Cys35 i Cys61, ktore sa rowniez
ligandami centrum [2Fe2S], oraz histydyn¢ His103, natomiast czwarty ligand wydaje si¢ by¢
wymienny.

Plastyczno$¢ biatka IscU/ISCU wystepuje rowniez na poziomie jego tréjwymiarowej
struktury i jest bezposrednio zwigzana z miejscem wigzania metali. Badania NMR wykazaty,
ze IscU/ISCU istnieje w dwoch formach - ustrukturyzowanej i nieustrukturyzowanej (221). Co
ciekawe, koordynacja jonu metalu stabilizuje forme ustrukturyzowana. Ligandy jonu cynku
znajduja si¢ w obrebie roznych czesci biatka: cysteina Cys35 1 asparaginian Asp37 znajduja si¢
pomiedzy dwoma [B-kartkami, cysteina Cys61 znajduje si¢ na koncu a-helisy, natomiast
histydyna His103 wraz z cysteing Cys104 sg na koncu innej a-helisy w obrgbie biatka
IscU/ISCU. Zatem koordynacja jonéw cynku taczy rozne czesci biatka, co z kolei stabilizuje
trojwymiarowg strukture biatka.

Pierwsze doniesienia literaturowe, w ktorych zamieszczone wyniki sugeruja, ze zelazo
wigze si¢ w miejscu formowania centrum FeS, zawierajg obszerne analizy NMR biatka IscU z
E. coli. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze inkubacja apo-IscU z Zelazem
stabilizuje uporzadkowang forme, tak jak to obserwowano w przypadku cynku (222). Z kolei
w ramach wspolpracy z Dr Benoit D’Autreaux wykonaliSmy szereg eksperymentow, ktore
pozwolity stwierdzi¢, ze jon cynku utrudnia wigzanie zelaza w miejscu biosyntezy centrum
FeS, ale po usunieciu jonu cynku monomeryczna forma ISCU wiagze Fe?* w miejscu insercji
centrum FeS. Doswiadczenia przeprowadzone z wariantami biatka ISCU z wprowadzonymi
mutacjami punktowymi pozwolity jednoznacznie potwierdzi¢, ze Cys35, Asp37, Cys6l i
His103 sg resztami aminokwasowymi, ktore pehia role ligandow dla wigzanego zelaza (90).
Jon Fe** przyjmuje zatem podobne uloZenie jak jon Zn?* w obrebie biatka ISCU. Analiza
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przeprowadzona w oparciu pomiary dichroizmu kotowego (CD) wykazata, ze ISCU wigze
pojedynczy jon Fe?* | a spektroskopia Mossbauera wykazala, ze jest to wysokospinowe centrum
Fe(Il) i potwierdzita obecnos$¢ kilku cystein w sferze koordynacyjnej metalu. Badania nad
tworzeniem centrow Fe-S z wykorzystaniem kompletnej mysiej maszynerii ISC obejmujace;j
kompleks NFS1-1SD11-ACP, FDX2 i FDXR wykazaly, ze ISCU ze zwigzanym zelazem (Fe-
ISCU) jest aktywng forma biatka podczas biosyntezy centrow Fe-S, podczas gdy forma ze
zwigzanym cynkiem (Zn-1SCU) nie jest. Ten wynik sugeruje, ze prawdopodobnie wigzanie
Zelaza w miejscu montazu centrum Fe-S jest poczatkowym etapem biosyntezy centrow Fe-S
(90). Wigzanie zelaza w miejscu montazu centrum Fe-S odnotowali$my takze w przypadku
uzyskanego przeze mnie preparatu biatka IscU z E. coli., co sugeruje, ze pierwszy krok w
mechanizmie biosyntezy centrow jest konserwowany (223).

Whbudowanie zelaza umozliwia na kolejnym etapie przeniesienie nadsiarczka z
desulfurazy cysteinowej do IscU/ISCU. Nastepnie ma miejsce redukcja przytaczonego do
molekularnego rusztowania nadsiarczka, proces ten jest skoordynowany z obecnoscig zelaza.
Prawdopodobnie etapy =zalezne od obecnosci metalu umozliwiaja przyporzadkowanie
odpowiedniej ilosci siarki do centrum zelazowego w obrebie IscU/ISCU. Jednak wiele
kluczowych pytan pozostaje Wcigz bez odpowiedzi. Przede wszystkim pozostaje nieznany
molekularny mechanizm, ktory $cisle koordynuje przenoszenie nadsiarczku i jego redukcije z
obecnos$cig zelaza w obrebie IscU/ISCU. Kolejna interesujgca kwestia dotyczy mechanizmu,
ktory prowadzi do utworzenia centrum [2Fe2S] w obrebie I1scU/ISCU.

Wyniki uzyskane w ramach badan dotyczacych funkcjonowania podstawowych
etapow tworzenia centréw Fe-S w komorkach eukariotycznych pozwolity takze nieco bardziej
zrozumie¢  funkcjonalng role frataksyny w tym procesie. Obecnie opublikowane zostaty
przekonujgce wyniki do$wiadczen wskazujagce na role frataksyny jako Kinetycznego
modulatora. Jednak rola bakteryjnej frataksyny CyaY wcigz stanowi zagadke. Zaangazowanie
biatka CyaY w biogeneze¢ biogeneze Fe-S zostalo zaproponowane na poczatku XXI wieku na
podstawie badan, ktore doprowadzity do zidentyfikowania genu kodujgcego biatko CyaY w
bliskiej lokalizacji do genow hscBA (224). Z drugiej strony gen, ktory ma kodowa¢ biatko
istotne w procesie biogenezy centrow Fe-S, nie jest cz¢sécig operonu isc u bakterii, co moze by¢
zaskakujace w przypadku biatka, ktore ma petni¢ kluczowa role w biogenezie centrow Fe-S. W
zwigzku z tym, wykorzystujac wigksza liczbe genomdéw dostepnych obecnie do analizy,
ponownie zbadano lokalizacje CyaY i jego wspOtwystepowanie z systememi ISC. Analiza
filogenetyczna wykazata, ze gen kodujacy biatko CyaY pochodzi od ostatniego wspolnego
przodka Proteobacteria. (225) Jeszcze bardziej zaskakujacy byt wynik, ktory wskazywat ze
wiele genomow zawierato gen iscU, ale nie cyaY, co sugeruje, ze bakterie te nauczyly si¢
syntezowac centra Fe-S w sposob zalezny od maszynerii ISC i niezalezny od biatka CyaY. W
zwigzku z tym przedstawione wyniki sugeruja, ze odpowiedniki frataksyny, funkcjonujace jako
czynniki zaangazowane w biogenez¢ centrow Fe-S w ramach dziatania systemu ISC, mozna
zidentyfikowaé u wigkszosci eukariontéw i jedynie u ograniczonej liczby prokariotow (225).

Biatka ISCU w formie monomeru wigza zelazo w miejscu bogatym w cysteing. W
ramach wspdlpracy z Dr Benoit D’ Autreaux na wstepie zbadalismy zdolno$¢ wigzania zZelaza
przez seri¢ bialek ISCU pochodzacych z organizméw prokariotycznych i eukariotycznych. Do
dyspozycji mieli$my biatka E. coli (Ec), C. thermophilum (Ct), M. musculus (Mm) i H. sapiens
(Hs). Jak juz wczesniej opisano w literaturze, bakteryjne biatka IscU czgsto oczyszczajg sie ze
zwigzanym cynkiem, dlatego do eksperymentow, ktorych celem byta analiza wigzania zelaza,
na wstepie przeprowadziliSmy procedurg usunigcia cynku z praparatow biatkowych zgodnie z
metoda opisang rozdziale Metody 7.11.1. (226)
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Na kolejnym etapie, aby oceni¢ zdolnos$¢ oczyszczonych biatek ISCU do przytaczania
zelaza  wykorzystaliSmy spektrometr dichroizmu kolowy. Po zwigzaniu zelaza do
molekularnego rusztowania w obrebie rejestrowanych widm w zakresie 250-350 nm
spodziewalis$my si¢ charakterystycznych szczytow wskazujacych na przejscie tadunku Cys—
Fe Il (ligand to metal charged transfer LMCT, przeniesienie tadunku z liganda na metal).
Biatka ISCU posiadaja 3 konserwowane reszty cysteinowe ( u myszy sa to odpowiednio Cys35,
Cys61 i Cys104) , ktore znajdujg si¢ w miejscu przylaczania zelaza. Organizmy Chaetomium
thermophilum, Mus musculus i Homo sapiens posiadajg dodatkowo nie konserwowang cysteing
(Cys96). Wszystkie monomeryczne biatka IscU w formie apo byly inkubowane z zelazem i w
obrebie uzyskanych widm dichroizmu kotowego (CD) zidentyfikowali$my charakterystyczne
szczyty swiadczace o przylaczeniu zelaza do analizowanych biatek (Rycina 44) (226) .
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Rycina 44 Monomeryczne bialka ISCU wiaza zelazo w miejscu bogatym w cysteine

Widma dichroizmu kotowego (CD) zarejestrowane w zakresie 250-500 nm monomerycznych biatek
ISCU z organizméw Escherichia coli, Chaetomium thermophilum, Mus musculus i Homo sapiens.
Stezenie bialek w reakcji wynosito 100 uM apo IscU . Biatka byly inkubowane ze zrodlem zelaza (Fe?*,
siarczan amonu zelaza (IT), s6l Mohra) w st¢zeniu 100 uM . Pomiary przeprowadzono w buforze 0,1M
Tris-HCI pH 8.0. (226)

Celem kolejnego etapu badan byta identyfikacja rejonu w obrebie biatek, ktory jest
zaangazowany W przyltaczanie zelaza. Do analiz NMR wykorzystalismy biatko Mm Fe-1SCU,
Aby zlokalizowa¢ miejsce wigzace zelazo w strukturze ISCU szukaliSmy w obrebie widma 2D
1H-15N HSQC ISCU zmian wywolanych obecnoscig zelaza Fell (Rycina 45 A) (226). Stan
paramagnetyczny centrum Fell powoduje poszerzenie sygnalu w poblizu centrum
paramagnetycznego, ze wzgledu na wzmocnienie relaksacji paramagnetycznej (PRE). W
przypadku bardziej odlegtych atoméw PRE maleje i mozna obserwowaé sygnaly, ktore
wykazujg na perturbacje przesunigcia chemicznego odpowiadajace przesunigciom pseudo-
kontaktowym (PCS) wrazliwym na odleglo$¢ w stosunku do centrum paramagnetycznego. W
ten sposob uzyskalismy widmo 1H-15N HSQC Zn-ISCU (Rycina 45 A, czerwone kontury).
Nastepnie przystgpilismy do analizy biatka ISCU inkubowanego w stosunku molowym 1:1 z
zelazem Fe?* (Rycina 45 A, niebieskie kontury). ISCU jest biatkiem metamorficznym ktore
istniecje w roztworze w dwoch rownowaznych stanach, ustrukturyzowanym (S) i
nieuporzadkowanym (D).Wiazanie zelaza ewidentnie stabilizowalo stan S. (Rycina 45A).
Niemniej dalsza analiza wykazata, ze okoto ~20% ISCU bylto nadal w stanie D oraz ze Kilka
sygnatow z widma NMR znikneto z powodu PRE (relaksacji paramagnetycznej), ktore z kolei
przypisalismy resztom wigzacym jon Zzelaza lub resztom aminokwasowym znajdujacym sig
bardzo blisko miejsca jego przytaczenia. To pozwolito na identyfikacje reszt aminokwasowych
w obrebie ISCU, ktore obejmowaly $cisle konserwowane reszty wigzace cynk w miejscu
wigzania centrum Fe-S oraz reszty obok nich (Ala32-Val38, Thr58-Ala71, Lys101-Asp110)
(Rycina 45B). Pozostale stabe sygnaty byly przesunigte wzgledem sygnaldow obserwowanych
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w przypadku Zn-ISCU ze wzgledu na przesunigcia pseudo-kontaktowe (PCS). Reszty
wykazujace przesunigcie pseudo-kontaktowe (PCS) i oslabiong relaksacje paramagnetyczng
(PRE) znajdowaly si¢ w poblizu ligandow cynkowych, i rOwnoczes$nie byty bardziej oddalone
od centrum paramagnetycznego. Wigzanie Fe?* wyznaczone zostalo poprzez naniesienie PRE
i PCS na strukture Mm Zn-ISCU (Rycina 45C). Wyniki te wskazuja, ze Fe?" wiaze si¢ z ISCU
poprzez zajgcie miejsca wigzacego Zn w strukturze Zn-1SCU.
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Rycina 45 ldentyfikacja miejsca wiazania Fe?* w obrebie Mm Fe-ISCU w oparciu o wyniki
doswiadczen paramagnetycznego NMR

A Natozone widma 1H-15N HSQC Zn-ISCU (czerwone kontury) i apo-1SCU inkubowanego z zelazem
w stosunku molowym 1:1 (niebieskie kontury). Sygnaty Zn-ISCU, dla ktérych Fe-ISCU jest poszerzony
w wyniku relaksacji paramagnetycznej PRE sg oznaczone na czerwono. Z Kolei godne uwagi reszty
wykazujace przesuniecie pseudo-kontaktowe (PCS) sa wskazane przez linie ukos$ne taczace sygnaty Zn-
ISCU i Fe-ISCU.

B Reszty wykazujace przesunigcie pseudo-kontaktowe (PCS) sa przedstawione jako stupkowe wykresy
dla sygnatéw obserwowanych w obrgbie Fe-ISCU w poroéwnaniu do formy Zn-ISCU w obu wymiarach
1H (czarny) i 15N (biaty). Szare strefy odpowiadaja resztom nieprzypisanym lub prolinie. Pozycja reszt
zaangazowanych w koordynacj¢ Zn (czarne gwiazdki) zostata zaznaczona na gorze.

C Reszty wykazujace przesuniecie pseudo-kontaktowe (PCS) i/lub reszty wykazujace wzmocnienie
relaksacji paramagnetycznej (PRE) wywolane obecno$cig Fe2+ zostaty przedstawione na strukturze
Mm Zn-1SCU (kod PDB 1WFZ). Reszty charakteryzujace si¢ silng relaksacja paramagnetyczng PRE
(catkowite poszerzenie sygnatu) lub wartosciami 1H i 15N PCS < -0.1 ppm lub > 0.2 ppm sg oznaczone
odpowiednio kolorem czerwonym i pomaranczowym. Z Kolei reszty, ktore nie mogty by¢ przypisane w
przypadku biatka Zn-ISCU sg pokolorowane na czarno. Zn jest reprezentowany w strukturze jako szara
kula, a pi¢¢ reszt aminokwasowych miejsca wigzania metalu (Cys35, Asp37,Cys61, His103 i Cys104)
pokazano w postaci paleczek.

D Miejsce wigzania jondw metali w obrebie biatka ISCU. Centrum Fe jest reprezentowane przez
czerwong kule obok pozycji Zn (bladoczerwona kula) (226)
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Nasze analizy pozwolilty wykazaé, ze oczyszczone biatka IscU/ISCU s3 zdolne do
wigzania zelaza (rycina 44). W zwiazku z tym na kolejnym etapie badan sprawdziliémy, czy
tak przygotowane molekularne rusztowanie ze zwigzanym zelazem jest przygotowane do
kolejnego etapu procesu jakim jest zozenie centrum Fe-S. W obecno$ci kompletnej maszynerii
ISC, wszystkie analizowane biatka Fe-ISCU byty zdolne do wigzania centrow Fe-S (Rycina
46, +Fdx), a sama rekonstutucja centrum Fe-S zachodzita w porownywalnym tempie.
Rownoczesnie, reakcje kontrolne, w ktorych pominigto uktad reduktazy FDX2-FDXR / Fdx-
FdxR byty we wszystkich analizowanych przypadkach silnie spowolnione (Rycina 46, -Fdx).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze in vitro rekonstytucja centrum Fe-S w obrgbie biatek Fe-1ISCU
w obecnosci 0czyszczonego kompletnego systemu ISC zachodzi w sposdb majacy znaczenie
fizjologiczne.
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Rycina 46 Porownanie Kinetyki rekonstytucji centrum Fe-S w obrebie prokariotycznych i
eukariotycznych bialek ISCU

Synteza centrow Fe-S W obrebie biatek ISCU z organizméw Escherichia coli, Chaetomium
thermophilum, Mus musculus i Homo sapiens zostala przeprowadzona w buforze Tris pH 8.0.
Mieszaniny reakcyjne zawieraty oczyszczone sktadniki ich maszynerii ISC wraz z ferredoksyna Fdx i
jej reduktazg FdxR: +Fdx. W doswiadczeniach kontrolnych mieszaniny reakcyjne byly pozbawione
uktadu Fdx/FdxR: - Fdx W przypadku rekonstytucji centrum Fe-S w obrebie Ct ISCU wykorzystano
biatka mysiej maszynerii ISC.

Rola bialek opiekunczych w biogenezie centréow Fe-S

Po syntezie centrum FeS w obrebie molekularnego rusztowania ma miejsce jego
przeniesienie do okreslonych bialek docelowych. Analizy przeprowadzone w oparciu o drozdze
Saccharomyces cerevisiae wykazaly, ze ten ztozony proces wymaga udzialu ukfadu biatek
opiekunczych Hsp70-Hsc20, ktore prawdopodobnie utatwiaja dysocjacje [2Fe-2S] z Isul i
umozliwiaja jego przeniesienie do monotiolowej glutaredoksyny Grx5. Na wstepie, Hsc20
wigze si¢ z Isul, a nastepnie przenosi go do Hsp70 (Ssql) (lub Sscl), ktoéry przylacza si¢ do
konserwowanej sekwencji LPPVK w obrebie biatka Isul. W doniesieniach literaturowych
sugeruje sie, ze wigzanie Hsp70 indukuje uwalnianie centrow Fe-S z Isul. Przekazanie [2Fe-
2S] z Isul do Grx5 moze by¢ utatwione przez ich jednoczesne oddziatywanie z biatkiem Ssql.
Wykazano, ze oba biatka Isul oraz Grx5 mogg si¢ wigza¢ rOwnoczesnie z mtHsp70 w roznych
miejscach biatka (80). Z kolei Grx5 wigze [2Fe-2S] w sposob zalezny od glutationu. Podczas
realizacji mojego projektu doktorskiego zrekonstruowatam w warunkach in vitro proces
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transferu centrow Fe-S z IscU do bakteryjnego odpowiednika biatka GrxS5, do biatka GrxD i
proces ten byt w petni zalezny od obecnosci systemu bialek opiekunczych HscA/HscB. .

Z kolei wyniki badan in vivo uzyskanych w oparciu drozdzowy model badawczy 0
drozdze Saccharomyces cerevisiae pokazaly, ze in vivo inaktywacja ktoregokolwiek z tych
biatek opiekunczych, Ssql lub Hsc20, powoduje defekt aktywno$ci mitochondrialnych biatek
Fe-S i akumulacje zelaza w mitochondriach (227) (228). Zmniejszenie poziomoéw Hsc20 i Ssql
w komorce skutkuje silnym defektem w dojrzewaniu de novo bialek Fe-S oraz akumulacja
centrow Fe-S w obrebie drozdzowego molekularnego rusztowania biatka - Isul (229).
Najprawdopodobniej, podczas braku bialek opiekunczych, rekonstytucja centrow Fe-S w
obrebie Isul jest niezaburzona, dlatego tez obserwowano akumulacje formy holo tego biatka..
Ponadto opisane wyniki in vivo potwierdzaja, ze Ssql i Hsc20 tworza funkcjonalng jednostke
w biogenezie bialek Fe-S oraz raczej wykluczajg udziat tego systemu w montowaniu centrow
Fe-S w obrgbie Isul de novo. Stad tez pojawita si¢ hipoteza, ktora zaklada, ze system
Ssq1/Hsc20 moze petié¢ funkcje regulacyjng, poniewaz kontroluje tempo tworzenia centrow
Fe-S na Isul i jego uposledzenie moze skutkowaé nieckontrolowanym przetadowaniem Isul
grupami Fe-S. Po drugie system biatek opiekunczych jest wymagany do dyslokacji wstepnie
zmontowanego centrum Fe-S z Isul (180) (154).

Aby odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace kolejnosci oddzialywan Isul z biatkami
biogenezy Fe/S, zostala przeprowadzona analiza bioinformatyczna opublikowanego krysztatu
kompleksu bakteryjnych biatek IscS-IscU w Zakladzie Biochemii Ewolucyjnej (230).
Otrzymane wyniki tej analizy sugerowaty, ze rejon hydrofobowy drozdzowego biatka Isul jest
zaangazowany jednocze$nie w oddzialywanie z biatkiem Hsc20 oraz biatkiem Nfsl.
Dodatkowo ta analiza wykazata potencjalne aminokwasy w obrebie biatka Nfsl (Pro478,
Leud79, Met482), ktore mogg by¢ zaangazowane w oddzialywanie z Isul.

Za pomocg techniki typu precypitacja kompleksow biatkowych, wykorzystujac biatko
Isul-GST udato si¢ zidentyfikowaé oraz okresli¢ stechiometri¢ oddzialywania Isul:Nfsl.
Nastepnie pokazano, ze pojedyncze zmiany reszt aminokwasowych w obrebie biatka Isul
(L63A, V72A oraz F94A) powodujg obnizenie powinowactwa do Nfs1, natomiast w przypadku
wariantu biatka Isul LVF/AAA kompleks z desulfurazg cysteinowg nie jest tworzony.

Kolejnym etapem badan bylo przygotowanie mutantow biatka Nfsl w rejonie Pro478
Leud79 Met482, ktory zostat wytypowany jako potencjalnie zaangazowany w oddzialywanie z
biatkiem Isul. Poniewaz mutacja proliny czesto prowadzi do zaburzenia struktury biatka na
dalszych etapach badan skoncentrowano si¢ na roli leucyny i metioniny podczas formowania
kompleksu z Isul. Analiza in vivo wykazata, ze¢ mutacja Leu479 i Met482 jest letalna dla
komorki drozdzowej. W zwigzku z tym zbadano efekty tych mutacji w obrebie biatka Nfs1 na
biosynteze centrow Fe-S. W tym celu zmierzono aktywnos$¢ akonitazy oraz dehydrogenazy
bursztynianowej w wyizolowanych wczesniej mitochondriach ze szczepu GAL-NFS1
transformowanego odpowiednim plazmidem. Analiza ta wykazata dramatyczny spadek
aktywnosci zarowno akonitazy, jak i dehydrogenazy bursztynianowej w przypadku mutanta
LM/AA. Tak wiec nastepnie 0czyszczono mutanty desulfurazy cysteinowej w regionie LM
(LYA, M/A, LM/AA) w celu zbadania w doswiadczeniach in vitro oddzialywania z biatkiem
Isul-GST. Wyniki doswiadczen biochemicznych potwierdzily, ze wytypowany region
desulfurazy cysteinowej jest istotny przy tworzeniu kompleksu z biatkiem Isul, w przypadku
pojedynczych mutantow L/A oraz M/A zaobserwowano istotny spadek ilosci Nfsl w
kompleksie z Isul, z kolei mutacja podwdjna (LM/AA) powodowata spadek powinowactwa
desulfurazy cysteinowej do biatka Isul o ponad 75%.

W nastepnej kolejnosci sprawdziliSmy, czy wprowadzone mutacje nie zaburzaja
konformacji 1 aktywnosci desulfurazy cysteinowej. W tym celu zmierzyliSmy aktywnos$¢
enzymatyczng wszystkich mutantow. Zblizone warto$ci aktywnosci enzymatycznej do kontroli
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dzikiej sugeruja, iz te mutacje nie powoduja znaczacych zmian w strukturze biatka, a obnizone
powinowactwo do Isul jest wynikiem braku kluczowych reszt aminokwasowych, niezb¢dnych
do tworzenia kompleksu z molekularnym rusztowaniem.

W zwigzki z tym przeprowadzona analiza struktury Kkrystalicznej kompleksu
homologdéw bakteryjnych IscS:IscU (230) (Nfs1 : Isul), a takze analizy biochemiczne oraz in
silico kompleksu Hsc20:1sul jednoznacznie wskazuja, ze Nfsl oraz Hsc20 dzielg to samo
miejsce oddzialywania na Isul. W zwigzku z tym, wykorzystujac technike precypitacji
kompleksow biatkowych zbadano wspotzawodnictwo Hsc20 i Nfsl do wigzania si¢ z Isul..
Uzyskane rezultaty tych eksperymentéw ponownie wyraznie sugeruja, ze biatka Nfs1 i Hsc20
maja to samo miejsce wigzania w obregbie bialka Isul. Ta hipotezg potwierdzilty réwniez
doswiadczenia z mutantami biatek Hsc20 oraz Nfsl1, ktére sg defektywne w oddziatywaniu z
Isul. Kiedy mieszanina reakcyjna zawierata mutanta Nfs1LM/AA nie wypierat on biatka Hsc20
z kompleksu z Isul i podobnie mutant Hsc20 LLY/AAA nie wypierat desulfurazy cysteinowe;]
z kompleksu z biatkiem Isul. Powyzsze wyniki pozwalaja na postawienie hipotezy, ktora
zaktada ze biatko Hsc20 najprawdopodobniej wypiera Nfsl z kompleksu z Isul, a w kolejnym
etapie aktywuje biatko Ssql do wigzania si¢ z Isul. To z kolei moze $wiadczy¢ o regulacyjnej
roli biatka Hsc20, ktore to moze kontrolowaé szybkos¢ transferu centrow Fe/S z Isul do
docelowego bialka.

Co wigcej, interakcja Yfh1 z Isu obejmuje motyw sekwencji LPPVK, ktory jest rOwniez
miejscem interakcji Isu z biatkiem Hsp70- Ssq1l(Rycina 47).

Isu1

—— Yfh1/Ssql

«— Nfs1/Hsc20

e

//\ —

Rycina 47 Model homologiczny bialka Isul z zaznaczonymi resztami aminokwasowymi
oddziatlujacymi z Yfh1/Ssql(czerwony) oraz Nfs1/Hsc20 (z6lty)

W polaczeniu z wczesniejsza obserwacja, w ktorej wigzanie Nfsl i Hsc20 do Isul
wzajemnie si¢ wyklucza ze wzgledu na czg¢sciowo nakladajace si¢ miejsca wigzania, mozna
zaproponowac, ze taka wzajemna wylaczno$¢ wigzania biatek montujacych centrum FeS
(Nfsl/Yfhl) i bialek odpowiedzialnych za transfer centrum (Hsc20/Ssql) do Isul ma
konsekwencje w regulacji biogenezy centrow FeS (231). Prawdopodobnie uwolnienie holo-
Isul z Nfsl(Isdl1) przez dzialanie Hsc20 moze prowadzi¢ rowniez do uwolnienia Yfhl,
odstaniajac w ten sposdb miejsce LPPVK dla interakcji z biatkiem Hsp70. Gdy Ssql zwiaze
motyw LPPVK, Isul jest "chronione" przed ponownym wigzaniem Ythl, nawet jesli
Nfs1(Isd11) ponownie zwigze si¢ z Isul po dysocjacji Hsc20. W ten sposob biata opiekuncze
moga odgrywac rolg regulacyjna poprzez kontrolowanie przeptywu centrow FeS z ,.kompleksu
montazowego” do biatek biorcow.

Poniewaz biogeneza centréw FeS jest procesem kluczowym dla komorki, zaburzenie
ktoregokolwiek z jej etapow powoduje $mier¢ komorki. Czesciowe uposledzenie procesu w
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komorkach drozdzy S.cerevisiae powoduje nie tylko aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych
Aftl/2 (232), ale takze wzrost poziomu Isul (233). Wzrost ten wynika ze zwigkszenia
stabilno$ci bialka Isul, a regulacja tej stabilno$ci zachodzi na poziomie potranslacyjnym.
Wzrost poziomu Isul wystgpuje, gdy zmniejsza si¢ funkcjonalno$¢ sktadnikow, ktore dziataja
na etapach zarowno montazu jak i transferu centrow FeS w procesie biogenezy. Ponadto
wykazano, ze ta regulacja jest specyficzna dla Isul, poniewaz nie zaobserwowano wplywu
wprowadzonych defektow na poziomy innych czynnikdéw funkcjonujacych podczas biogenezy
centrow FeS (234). Opublikowane wyniki badan in vivo i in vitro pokazuja, ze to proteaza
macierzy mitochondrialnej typu Lon, Piml1, jest odpowiedzialna za degradacje Isul. Jej brak,
ale nie brak innych proteaz mitochondrialnych, in vivo powoduje dramatyczny wzrost poziomu
Isul [86]. Jednoczes$nie pokazano, ze biatko J, Hsc20, jest jednym z dwoch biatek, ktore
odgrywaja kluczowa role w ochronie Isul przed degradacja przez proteaze¢ Piml. Drugim
biatkiem jest Nfsl. Te dwa biatka, Hsc20 i Nfsl, ktorych miejsca oddziatywania z Isul
pokrywajg si¢ (Leu63, Val72 i Phe94), sg zdolne do ochrony Isul przed degradacja zarowno in
vivo, jak i in vitro (235). Wyniki te podkreslaja znaczenie interakcji Hsc20-Isul zarowno dla
napedzania, jak i koordynowania biogenezy centrow FeS.

Wreszcie, interesujagcym pytaniem pozostajgcym wcigz bez odpowiedzi jest to, w jaki
sposob wigzanie Hsp70 wptywa na strukture 1 dynamike Isul? Innymi stowy, czy po interakcji
z Hsp70 zachodza jakiekolwiek zmiany konformacyjne w obrebie biatka Isu, ktore wptywaja
na jego zdolno$¢ do koordynowania centrum FeS? Obecnie dane literaturowe sugeruja, ze
podstawowa rolg bialek opiekunczych jest prawdopodobnie utatwianie uwalniania centréw Fe-
S do bialek akceptorowych, ale jaki jest molekularny mechanizm, zgodnie z ktorym biatka
opiekuncze pehig ta funkcje pozostaje nieznany.
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6 Materialy

6.1 Szczepy bakteryjne

Escherichia coli DH5a

supE44 AlacU169 (980 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
Escherichia coli C41(DE?3)

hsdS gal («clts857 ind1l Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1

Escherichia coli BL21(DE3)

F - ompT hsdSg (rB -, mB - ) gal dcm (DE3)

Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)

ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)

Escherichia coli HMS174(DE3)

F ~recAl hsdR (rxiz -, mki2 + ) (DE3)(RIif %)

6.2 Plazmidy

Wigkszos¢ wektorow plazmidowych do ekspresji  biatek eukariotycznych zostalo
przygotowanych przez dr Brende Schilke ze wspolpracujacego zespotu prof. Elizabeth Craig z
Uniwersytetu Wisconsin-Madison. Wektory plazmidowe do ekspresji biatka Ct Isul,
kompleksu drozdzowej desulfurazy (Nfsl-Isd11), drozdzowej ferrodoksyny oraz ludzkiej
reduktazy ferrodoksyny zostaty udostepnione przez prof. Rolanda Lilla z Uniwersytetu w
Marburgu. Natomiast plazmidy do ekspresji biatek bakteryjnych zostaty udostepnione przez
prof. Johna Markleya z Uniwersytetu Wisconsin-Madison z wyjatkiem  plazmidow
zawierajacych geny kodujace biatka grxD oraz bakteryjng reduktaze ferrodoksyny, ktore
zostaty zamowione W firmie Genescript $wiadczacej ustugi komercyjne.

6.2.1 Plazmid kodujacy IscU

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka IscU z bakterii E.coli wykorzystano plazmid
pVP67KIscU zawierajacy kasete opornosci na kanamycyne oraz gen iscU kodujgcy forme
biatka IscU posiadajacg dodatkowo 6 histydyn na koncu 3’ (236).

pVP67KIscU

6.2.2 Plazmid kodujacy HscB

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka HscB z bakterii E.coli wykorzystano plazmid
pTrcHscB zawierajacy gen biatka hscB (237)

pTrcHscB

6.2.3 Plazmid kodujacy HscA

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka HscA wykorzystano plazmid pTrcHsc66 zawierajacy
gen biatka hscA (237)
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pTrcHscA

6.2.4 Plazmid kodujacy IscS

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka IscS z bakterii E.coli wykorzystano plazmid

pET11alscS zawierajgcy kasetg opornosci na ampicyling oraz gen iscS kodujacy biatko IscS
(238).

pET1lalscS

6.2.5 Plazmid kodujacy CyaY

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka CyaY z bakterii E.coli wykorzystano plazmid
pECyaY-SUMO zawierajacy zawierajacy kasete opornosci na kanamycyne oraz gen cyaY
kodujgcy biatko CyaY w fuzji z fragmentem SUMO (239).

pECyaY-SUMO

6.2.6 Plazmid kodujacy Fdx

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Fdx z bakterii E.coli wykorzystano plazmid
pPDEST24Fdx zawierajacy kasete opornosci na ampicyling oraz gen fdx kodujacy biatko Fdx
(239)

pDEST24Fdx

6.2.7 Plazmid kodujacy GrxD

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka GrxD z bakterii E.coli wykorzystano plazmid pET28b
zawierajacy kasete opornos$ci na kanamycyne oraz gen grxD kodujacy biatko GrxD posiadajace
dodatkowo 6 histydyn na koncu 3’ (240).

pET28b GrxD

6.2.8 Plazmid kodujacy Fpr

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Fpr z bakterii E.coli wykorzystano plazmid pET11a fpr
zawierajacy kaset¢ oporno$ci na ampicyling oraz gen fpr kodujacy bakteryjne biatko Fpr (241).
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pET11a-fpr

6.2.9 Plazmidy kodujace Sc Isu

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Isul-his6 z bakterii E.coli wykorzystano plazmid
pET21d ISUI1 zawierajacy kasete opornosci na ampicyline oraz gen 1SUL1 kodujacy dojrzala
forme¢ biatka Isul (aminokwasy od 36 do 165) pozbawiong sekwencji kierujacej do
mitochondrium, ale posiadajaca dodatkowo 6 histydyn na koncu 3°.

pET21d Sc Isul-his
kodujacy biatko Isul typu dzikiego z dotgczonym znacznikiem polihistydynowym

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Isul-GST z bakterii E.coli wykorzystano plazmid
pET3a ISU1-GST posiadajacy kasete opornosci na ampicyling oraz gen ISU1 obejmujacy
sekwencje kodujaca dojrzatg formeg biatka Isul (od tyrozyny 35 do 165) bez pre-sekwencji
kierujacej do mitochondrium.

pET3a Sc Isul-GST
kodujgcy biatko Isul-GST typu dzikiego.

6.2.10 Plazmid kodujacy Sc Hsc20

Do nadprodukcji 1 oczyszczenia biatka Hsc20Sc-his typu dzikiego oraz jego wariantow z
bakterii E. coli wykorzystano plazmid pET21d zawierajacy sekwencje kodujaca biatko
Hsc20Sc (reszty aminokwasowe od 10 do 184 bez pre-sekwencji kierujacej do mitochondriow),
sekwencje kodujacg szes¢ reszt histydynowych na koncu 3’ oraz niosacy kasete opornosci na
ampicyling.

pET21d Hsc20Sc WT
kodujgcy biatko Hsc20-his typu dzikiego

6.2.11 Plazmid kodujacy Sc Ssqgl

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Ssql-his typu dzikiego oraz jego wariantow z bakterii
E. coli wykorzystano plazmid pRSFDuet-1 zawierajacy gen SSQ1, gen HEP1 ikasete opornosci
na kanamycyne. Gen SSQ1 koduje dojrzata forme biatka Ssql (od 16 do 657) oraz zawierajaca
dodatkowo sekwencje kodujaca 6 histydyn na koncu 3’. Gen HEP1 koduje biatko Hepl.

pRSFDuet1-SSQ1His/HEP1
kodujacy biatko Ssql-his typu dzikiego

6.2.12 Plazmid kodujacy Sc Nfs1(Isd11)
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Do nadprodukcji i oczyszczania biatka Nfsl-his6 wykorzystano plazmid pETDuet-1
NFS1(ISD11) zawierajacy gen NFS1 w obrgbie MCS1 oraz gen ISD11 w obrgbie MCS2 i
kasety oporno$ci na ampicyling i chloramfenikol. Gen NFS1 koduje dojrzalg forme biatka Nfsl
(od tyrozyny 34 do histydyny 497) pozbawiona pre-sekwencji kierujacej do mitochondrium
oraz zawierajaca dodatkowo sekwencje kodujaca 6 histydyny na poczatku 5°. Gen ISD11
obejmuje sekwencje catego biatka Isd11, poniewaz nie zidentyfikowano pre-sekwencji
kierujacej je do mitochondrium oraz zawiera sekwencje kodujaca 3 histydyny na koncu 3°.
Przygotowano nastgpujace konstrukty:

pETDuet-1 NFS1(1SD11)
kodujacy biatko Nfs1 i Isd11 typu dzikiego zawierajace znacznik histydynowy.

6.2.13 Plazmid kodujacy Sc Yfhl

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Y th1-his6 wykorzystano wektor pET-3a niosgcy kasete
oporno$ci na ampicyling oraz zawierajacy gen YFH1 kodujacy dojrzata forme biatka Ythl
(aminokwasy 52-174) pozbawiong sekwencji kierujacej do mitochondrium, ale posiadajaca
dodatkowo 6 histydyn na koncu 3°.

pET-3a YFH1
kodujacy biatko Ythl typu dzikiego zawierajace znacznik histydynowy

6.2.14 Plazmid kodujacy Ct Isulpis /Ctlsul-GST

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Ctlsul-his6é wykorzystano plazmid pET21d I1SU1
zawierajacy kaset¢ opornosci na ampicyling oraz gen ISU1 kodujacy dojrzatg forme biatka Isul
(aminokwasy od 41 do 171) pozbawiong sekwencji kierujacej do mitochondrium, ale
posiadajaca dodatkowo 6 histydyn na koncu 3°.

pET21d ISU1Ct
kodujgcy biatko Ctlsul-his6 typu dzikiego.

Do nadprodukcji i oczyszczenia biatka Ctlsul-GST wykorzystano plazmid pET3a ISUL-GST
posiadajacy kasete opornosci na ampicyling oraz gen ISU1 obejmujacy sekwencje kodujaca
dojrzatag form¢ bialka Isul (od tyrozyny 35 do 165) bez pre-sekwencji kierujacej do
mitochondrium.

pET3a ISULCt-GST
kodujacy biatko Ctlsul-GST typu dzikiego.
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6.3 Pozywki do hodowli bakteryjnych

LA (ang. lysogeny agar)
0.5% (w/v) ekstrakt drozdzowy, 1% (w/v) trypton, 1% (w/v) NaCl, 2% (w/v) agar

LB (ang. lysogeny broth)
0.5% (w/v) ekstrakt drozdzowy, 1% (w/v) trypton, 1% (w/v) NaCl

TB (ang. terrific broth)
2.4% (w/v) ekstrakt drozdzowy, 1.2% (w/v) trypton, 0.4% (w/v) glicerol, 0.231% (w/v)
KH2POy4, 1.254% (w/v) KoHPO4

6.4 Inne

Ztoza chromatograficzne:
o NiNTA agarose (Qiagen)
PD-10 (GE Healthcare)
Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)
CL-4 z immobilizowanym zredukowanym glutationem (Fluka)
CM-Sepharose (Amersham biosciences)
Hi trap 16/60 Superdex 75 (Sigma Aldrich)
P5 (GE Healthcare)

Bufor Laemmli 4x st¢zony

250 mM Tris-HCI pH 6,8

8% (w/v) SDS

40% (v/v) glicerol

10% B-merkaptoetanol

0,025% (w/v) blekit bromofenolowy

6.5 Roztwory
Roztwor Sktad
—0,28% Coomassie Brillant
Coomassie blue Blue G (m/v); 50%

metanol; uzupetione H20
— 100 mM CaClz, roztwor
wodny
— 15,5 mM Tris-HCI pH6,8;
2,5% SDS; 0,125%
bromofenol; 6,25% glicerol;
90 mM B-
merkaptoetanol; uzupemiono
woda dejonizowana
— 10% kwas octowy; 20%
metanol
— 196 mM glicyna; 0,1%
SDS, (10x stezony) SDS; 50 mM Tris-HCI pH
8,3

Chlorek wapnia

Laemmli

Odbarwiacz




7 Metody

7.1 Izolacja plazmidowego DNA

Do izolacji plazmidowego DNA wykorzystalam komercyjny zestaw Plasmid Mini
firmy A&A Biotechnology (Polska). [zolacje plazmidowego DNA przeprowadzitam wedlug
instrukcji producenta. W tym celu wykorzystalam 3 ml hodowli nocnej, ktorg wczesniej
zlizowatam buforami z zestawu. Nastepnie uzyskany supernatant po lizie nalozylam na
dofaczong do zestawu kolumne ze ztozem krzemionkowym, ktore wigze plazmidowe DNA
1 ptukatam dwoma roztworami dotgczonymi do zestawu. Podczas ostatniego etapu na zloze
natozylam 50 pl wody w celu wyeluowania zwigzanego DNA. Stezenie otrzymanego
preparatu sprawdzitam spektrofotometrycznie (Nanodrop), mierzac absorbancje probki przy
dhugosci fali $wietlnej A=260 nm. Tak oczyszczone DNA przechowywalam w -20°C do
momentu uzycia.

7.2 Przygotowanie komorek kompetentnych

Hodowle nocng komoérek E. coli, szczepy DHSa, BL21(DE3), BL21 Codon +,
HMS174(DE3) lub C41(DE3), ktore wykorzystywatam w czasie realizacji mojego projektu
doktorskiego, rozcienczatam w stosunku 1:100 w 100 ml pozywki LB i hodowatam do
uzyskania OD=0,2. Nastepnie calg hodowle wirowatam 1000 g w rotorze Sigma 12148-H
przez 5 minut w 4°C. Osad bakteryjny zawieszatam w 100 mM CaCl, w ilosci
odpowiadajacej polowie poczatkowej objetosci. Zawiesing inkubowatam w tazni lodowe;
przez 1 godzing, a nastepnie ponownie wirowatam 1000 g w rotorze Sigma 12148-H przez
5 minut w 4°C. Uzyskany osad zawieszalam w 1 ml 100 mM CaCl; i inkubowalam w fazni
lodowej przez noc. Nastepnego dnia do zawiesiny bakteryjnej dodawatam glicerol do
koncowego stezenia 10%. Komorki kompetentne porcjowatam po 200 pl i przechowywatam
w -70°C.

7.3 Transformacja komérek bakteryjnych

Do 200ul komorek kompetentnych E. coli dodawatam 0,5-1 ul plazmidowego DNA.
Komoérki inkubowatam w tazni lodowej przez 1 godzing, a nast¢gpnie poddawatam szokowi
cieplnemu przez 3 minuty w 43°C. Do zawiesiny komoérkowej dodawatam 1 ml cieptego
LB i inkubowatam z wytrzasaniem przez 1 godzing w 37°C. Na ptytki, z podlozem statym
LA z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku, wysiewatam po 100 ul zawiesiny bakteryjne;.
Nastepnie komorki wirowatam 5 minut 1500 g w rotorze Sigma 12124, po czym supernatant
usuwatam, osad zawieszatam i wysiewatam na plytki po 100 pl. Ptytki inkubowatam przez
noc w 37°C.

7.4 Elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE prowadzitam, stosujac zestaw firmy Bio-Rad
(zele o wymiarach 8x10cm) wedhug instrukcji producenta oraz metody Laemmli (Laemmli,
1970). Biatka rozdzielalam w dwufazowych Zelach poliakrylamidowych o grubosci 1mm.
Do przygotowania dolnej warstwy rozdzielajacej wykorzystywatam 12,5% (v/v) roztwor
akrylamidu/bisakrylamidu (33:1) zawierajacy 375 mM Tris-Cl pH 8,8 i 0,1% (w/v) SDS
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(dodecylosiarczan sodu). Polimeryzacje indukowatam poprzez dodanie 0,1% (v/v) TEMED
(N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina) i 0,04% (w/v) APS (nadsiarczan amonu), po czym
mieszaning wylewalam pomiedzy uprzednio przygotowany zestawy szybek, do Vi
wysokosci, a na wierzch ostroznie dodawatam matg ilos¢ etanolu lub wody destylowane;j.
Po zestaleniu zelu zlewalam etanol/wode i odciggatam recznikiem papierowym resztke
cieczy, a na wierzch zelu dodawalam mieszaning stanowigcg warstwe zaggszczajacg o
sktadzie 5% (v/v) akrylamid/bisakrylamid (33:1), 125 mM Tris-Cl pH 6,8 1 0,1% (w/v) SDS,
ktorej polimeryzacje indukowatam dodajac 0,1% (v/v) TEMED i 0,04% (w/v) APS. Zele
pozostawialam na 2 godziny w temperaturze pokojowej do catkowitej polimeryzacji. Probki
zawierajace biatka mieszatam z 4-krotnie stezonym buforem Laemmli (250 mM Tris-Cl pH
6,8; 8% (w/v) SDS; 40% (v/v) glicerol; 10% pB-merkaptoetanol; 0,025% (w/v) biekit
bromofenolowy) w stosunku objetosciowym 1:1 i inkubowatam w 100°C przez 10 minut.
Nastepnie probke wytrzagsatam przez kilka sekund, wirowatam przez 3 sekundy w
mikrowirowce stolowej (Carl ROTH) 1 nanositam na gotowy zel poliakrylamidowy.
Rozdziat prowadzitam przy statym napigciu 180V przez okolo godzing, do momentu
opuszczenia zelu przez zawarty w buforze Laemmli barwnik biekit bromofenolowy. Z zelu
usuwalam faze zageszczajaca, a zawierajgcg biatka fragment rozdzielajacy zelu barwitam
przez noc w 100 ml roztworu Coomassie Brilliant Blue przygotowanego przez rozcienczenie
jego stezonego roztworu (0,28% (w/v) Brilliant Blue G, 50% (v/v) metanol) kwasem
octowym i wodg w stosunku 5:2:3. Nast¢pnego dnia nadmiaru barwnika pozbywatam sie¢ z
zelu, inkubujgc go roztworze odbarwiajacym (10% (v/v) kwas octowy, 20% (v/v) metanol).

7.5 Barwienie czerniag amidowa

Do wstepnej identyfikacji frakcji zawierajacych oczyszczane biatko wykorzystywatam
barwienie czernig amidowa (0.1% barwnik Amido black; 45% H20;10% kwas octowy;45%
metanol). Na btone nitrocelulozowg nanositam po 2 pl z frakcji i barwitam w roztworze
czerni amidowej. Nastepnie blong odbarwialtam w roztworze odbarwiajagcym(10% (v/v)
kwas octowy, 20% (v/v) metanol)

7.6 Przygotowanie z10z chromatograficznych

7.6.1 Ni**-NTA

Kolumne¢ chromatograficzng uzupehitam ztozem do docelowej objetosci, a nastepnie

aktywowatam je, uzywajac kolejno odpowiednich roztworow:
» 30 ml buforu regenerujacego (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 10% glicerol; 150mM NacCl,
100mM EDTA pH 8,0)
40 ml H20
20 ml 100mM NiSO4
10 ml H20
30 ml buforu do réwnowazenia kolumny (odpowiedniego dla biatka)

Nastepnie, po uzyciu zloze ponownie regenerowalam i przechowywatam w 100
mM NiSO4 w 4°C.
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7.6.2 Q-sepharose

Odpowiednig ilo$¢ ztoza upakowalam w kolumnie o okre$lonej objetosci. Po
przygotowaniu kolumny ze ztozem zloze plukatam 2M roztworem soli (NaCI/KCl), a nastgpnie
rownowazytam odpowiednim dla oczyszczanego biatka buforem. W celu regeneracji ztoza do
ponownego uzytku przeptukatam ztoze 2M roztworem soli (NaCl/KCl) i przechowywatam w
4°C.

7.6.3 Z1oze agarozowe CL-4B z immobilizowanym zredukowanym glutationem

Zloze agarozowe CL-4B 1z immobilizowanym zredukowanym glutationem
przygotowywatam wedhlug procedury opisanej w metodzie dotyczacej przygotowania ztoza do
precypitacji kompleksow biatkowych (7.18.1). Po uzyciu do oczyszczania biatek fuzyjnych ze
znacznikiem GST zloze upakowane w szklanej kolumnie ptukatam odpowiednio ponizszymi
roztworami w celu jego regeneracji:

= 10 ml GHCI (chlorek guanidyny)

= 20 ml 70% Et OH

= 20 ml buforu C1(25 mM Tris-HCI pH8,0; 10% glicerol; 1ImM PMSF; 200 mM NaCl;
0,05% Triton X-100; 1 mM DTT)

= 10 ml 20% Et OH

Po etapie regeneracji kolumne ze zlozem agarozowym CL-4B z immobilizowanym
zredukowanym glutationem przechowywatam w buforze C1 w 4°C.

7.7 Oczyszczanie bialek
7.7.1 Ec IscUwis

Bakterie E.coli C41(DE3) niosgce plazmid pVP67K kodujacy biatko IscU-Hiss
zaszczepitam do pozywki LB z dodatkiem ampicyliny(100 pg/mL ) i hodowatam komorki przez
noc w temperaturze 37 °C. Nastepnie nocna hodowla zostata odmlodzona do ODgpo=0,1 W 6
litrach pozywki LB uzupetnionej ampicyling do stezenia 100 pg/imL. Komorki hodowane byty
do momentu osiggniecia ODgo=0,6 1 wtedy indukowalam nadprodukcj¢ biatka IscU poprzez
dodanie do hodowli IPTG do koncowego stezenia 1 mM. Nastepnie hodowle zwirowalam
(4620 g /10 minut/4°C / rotor JLA-10.500 Beckman Coulter) 1 otrzymatam ok. 20 g osadu, ktory
podzielitam na porcje i kazdg z nich zawiesitam w okoto 30 ml buforu L(25 mM Tris-HCI, pH
8.0, 10% glicerol, 1 mM PMSF, 150 M KCI) zawierajacego 20 mM imidazol, pH 8.0. Tak
zwieszone w buforze komorki poddatam trzykrotnie lizie prasa Frencha (ci$nienie 1500 psi) i
zwirowatam(1 godzina/4°C/75600 g / rotor JA 30.50 Beckman Coulter). W ten sposob
uzyskatam supernatant gotowy do nalozenia na kolumne z 2 ml ztoza NiNTA (Novagen (EMD
Millipore Corp.)Billerica, MA, USA) zrownowazonego buforem L. Nastepnie przeptukatam
ztoze buforem L oraz buforem L z dodatkiem 1M KCl i wyeluowatam biatko ze zloza stosujac
liniowy gradient imidazolu (20-500 mM) w buforze L. Frakcje zawierajace czysty preparat
biatka IscU zostaly zebrane, potaczone i zageszczone przy uzyciu filtrow (Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Units, Merck Millipore, Tullagreen, Cork, Ireland, 10 kDa). Przed
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zaggszezeniem do bialka dodany zostat 100 mM KCN aby pozbyé¢ si¢ ewentualnych
polisiarczkéw przytaczonych do reszt cysteinowych w obrebie IscU (151).

Do zmiany buforu zastosowatam kolumn¢ PD10 (GE Healthcare,UK). KCN zostat
usuniety poprzez filtracje zelowg w buforze F (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM KCI, 10 %
glicerol) na kolumnie PD10 (Amersham Biosciences). Uzyskany preparat zostal poporcjowany
I przechowywany w -80 °C do momentu uzycia.

7.7.2 Ec IscS

Biatko IscS oczyscitam wedtug zmodyfikowanej procedury opublikowanej przez Kim i
wsp. 2012 (222). Bakterie E.coli C41(DE3) niosace plazmid pET11alscS kodujacy biatko IscS
zaszczepitam do pozywki LB z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml ) i hodowatam komorki przez
noc w temperaturze 37 °C. Nastepnie odmlodzitam nocng hodowle do ODeggo=0,1 w 6 litrach
pozywki LB uzupetnionej ampicyling do stezenia 100 pgiml. Komorki hodowane byly do
momentu osiggniecia ODego=0,6 1 wtedy indukowatam nadprodukcj¢ biatka IscS poprzez
dodanie do hodowli IPTG do koncowego stezenia 1 mM. Podczas nocnej hodowli w 20 °C
dodatkowo zostat dodany fosforan pirydoksalu (PLP) do stezenia 50 uM i etanol do stezenia
3% (Vv/v) (231). Nastepnie hodowle zwirowatam (4620 g/10 minut/4°C / rotor JLA-10.500
Beckman Coulter) 1 otrzymatam ok. 20 g osadu, ktory podzielitam na porcje 1 kazda z nich
zawiesitam w okoto 30 ml buforu Q1(50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0.5
mM kwas wersenowy (EDTA), 0.4 mM fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF). Tak
zawieszone w buforze komorki poddatam trzykrotnie lizie prasg Frencha (ci$nienie 1500 psi) 1
zwirowatam(1 godzina/4°C/75600 g/ rotor JA 30.50 Beckman Coulter). W ten sposob
uzyskatam supernatant gotowy do nalozenia na kolumn¢ ze zlozem Q-sepharose (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden). Nastepnie kolumna zostala przeptukana buforem Q1
zawierajgcym 0,4mM PMSF. Do elucji biatka IscS ze zloza uzytam gradientu 0-1 M NaCl w
buforze Q1. Nastepnie zebrane frakcje analizowane byty na zelu SDS-PAGE. Najlepsze frakcje
pod wzgledem czystos$ci i ilosci zostaly polgczone ze sobg i zageszczone przy uzyciu Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Merck Millipore, Tullagreen, Cork, Ireland) oraz dializowane
do buforu P1 (100 mM Tris-HC1, pH 8.0, 1 mM DTT). Do otrzymanego preparatu po dializie
dodatam siarczan amonu do st¢zenia 1 M i natozytam na kolumne ze ztozem Phenyl Sepharose
(GE Healthcare, Uppsala, Sweden). IscS zostat wyeluowany ze ztoza poprzez uzycie liniowego
gradientu siarczanu amonu od 1M do 0. Zétte frakcje zostaly zageszczone poprzez wirowanie
1 dodatkowo potraktowane 100uM PLP. Oczyszczony preparat biatka IscS zostal dializowany
do buforu F (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM KCI, 10 % glicerol) i przechowywany w -70 °C
do momentu uzycia.

7.7.3 Ec CyaYsumo

Bakterie E.coli BL21(DE3) niosace plazmid pE kodujacy biatko CyaY z fragmentem
SUMO w obrgbie ktorego znajduje si¢ znacznik histydynowy zaszczepitam do pozywki LB z
dodatkiem kanamycyny i hodowatam przez noc w 37°C w lazni wodnej z wytrzgsaniem (140
obr./min). Nast¢pnego dnia hodowl¢ nocng odmiodzitam w 6 1 pozywki ptynnej LB do
ODeg00=0,1 i inkubowalam w 30°C w wytrzasarce powietrznej (160 obr./min) do uzyskania
gestosci ODgoo=0,6 wtedy indukowatam produkcje biatka poprzez dodanie IPTG do stezenie
koncowego ImM. Nadprodukcje prowadzitam przez 3 godziny. Nastgpnie hodowle
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zwirowalam (4620 g/10 minut/4°C / rotor JLA-10.500 Beckman Coulter) i otrzymatam ok. 20
g osadu, ktory podzielitam na porcje i kazda z nich zawiesitam w okoto 30 ml buforu I (25 mM
Tris-HCI pH8.0; 150 mM NaCl; 10% glicerol; 1 mM PMSF). Tak zawieszone w buforze
komorki poddalam trzykrotnie lizie prasa Frencha (ci$nienie 1500 psi) i zwirowatam (1
godzina/4°C/75600 g / rotor JA 30.50 Beckman Coulter). W ten sposob uzyskatam supernatant
gotowy do natozenia na kolumng¢ ze ztozem Ni-NTA. Trzykrotnie naktadatam grawitacyjnie
supernatant na kolumne zréwnowazong buforem 1(25 mM Tris-HCI pH8.0; 150 mM NacCl,
10% glicerol; 1 mM PMSF). Zloze ze zwigzanymi biatkami ptukatam: 200 ml buforu I (25
mM Tris-HCI pH8.0; 150 mM NacCl; 10% glicerol; 1 mM PMSF); 40 ml buforu 11 (25 mM
Tris-HCI pH8.0; 500 mM NaCl; 10% glicerol; 1 mM PMSF; 10mN imidazol pH8.0); 50 ml
buforu A (25 mM Tris-HCI pH8.0; 150 mM NacCl; 10% glicerol; 1 mM PMSF;10mM imidazol
pH8.0). Nastepnie biatko eluowatam ze zloza stosujac liniowy gradient imidazolu (10-250 mM)
w bufore I zbierajac 40 ml frakcji (przeptyw 0,4ml/min; objetos¢ frakeji 1 ml), ktore nastepnie
analizowatam technikg SDS-PAGE. Najczystsze frakcje zostaly potaczone i zamrozone w -
70°C do momentu kolejnego etapu procedury.

Do odcigcia ogona SUMO wykorzystatam oczyszczong proteaze Ulpl. W tym celu do
biatka o objetosci 60 pl dodatam 80 ul Ulpl o stezeniu 23,53 pg/ pl 1 inkubowatam przez 1,5
h w 4°C. Nastepnie do probki dodawatam wczeéniej przygotowane i zrownowazone ztoze Ni-
NTA znajdujace si¢ w buforze N ( 50 mM imidazol 8.0, 10% glicerol, 25 mM Tris-HCI pH 8.0,
ImM PMSF, 500 mM KCI). Nast¢pnie probke wirowatam przez 2 min, stosujgc rotor Sigma
12134 z predkoscia 75600 g. Uzyskany supernatant dializowatam do buforu Q(25 mM Tris-
HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 10% glicerol, ImM PMSF). Po dializie biatko natozylam na
kolumne ze ztozem Q-sepharose (10 ml), zrownowazong buforem Q2 (25 mM Tris-HCI pH
8.0, 10% glicerol, ImM PMSF). Po natozeniu probki ztoze ptukatam buforem Q2 i eluowatam
biatko gradientem NaCl od 40mM do 300 mM, objeto$¢ gradientu wynosita 80 ml, natomiast
frakcje zbieratam o objetosci 2 ml.

Po rozdziale chromatograficznym przeprowadzonym na jonowymieniaczu zebratam
frakcje zawierajace czyste biatko CyaY, polgczytam, zagesScitam z uzyciem filtrow Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Units i przeprowadzitam sgczenie molekularne w buforze CY (20
mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM KCI i 10% glicerol ), stosujac kolumne PD10. Uzyskany preparat
CyaY porcjowatam, zamrozitam i przechowywalam w -70°C do momentu uzycia.

7.7.4 Ec Fdx

Bakteryjng ferredoksyng oczyscitam wedlug zmodyfikowanej procedury (242).
Komorki BL21(DE3) transformowatam plazmidem pDEST24Fdx i hodowatam w pozywce LB
w 37°C. Nadprodukcje biatka zainicjowatam poprzez dodanie 1 mM IPTG przy ODe0o=0.6,
rownoczes$nie podczas indukcji zostat dodany cytrynian amonu zelaza (III) do kohcowego
stezenia 50uM. Po indukcji komorki byly hodowane przez noc. Nastepnie hodowlg
zwirowalam (4620 g/10 minut/4°C / rotor JLA-10.500 Beckman Coulter) i otrzymatam ok. 20
g osadu, ktory podzielitam na porcje i kazdg z nich zawiesitam w okoto 30 ml buforu SQ1 (50
mM Tris—HCI, pH 7.5, 10% (v/v) glicerol, 50 mM NaCl, 2mM EDTA, pH 7.5) zawierajacym
dodatkowo PMSF w celu zatrzymania proteolizy. Tak zwieszone w buforze komorki poddatam
trzykrotnie lizie prasg Frencha (ci$nienie 1500 psi) i zwirowalam (1godzina/4°C/75600 g / rotor
JA 30.50 Beckman Coulter). W ten sposob uzyskalam supernatant gotowy do nalozenia na
kolumng ze zlozem Q-sepharose. Ztoze ze zwigzanymi biatkami ptukatam buforem SQ1 (50
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mM Tris—HCI, pH 7.5, 10% (v/v) glicerol, 50 mM NaCl, 2mM EDTA, pH 7.5, 1mM PMSF).
Nastepnie bialko eluowatam ze zloza, stosujac liniowy gradient soli NaCl (100-500mM) w
buforze SQ1, zbierajac 40 ml frakcji (przeptyw 0,4ml/min; objetos¢ frakcji 1 ml), ktore
nastgpnie analizowatam technika SDS-PAGE. W nastepnej kolejnosci proby chrakteryzujace
sic brazowym kolorem zostaly zageszczone przy uzyciu proboéwek Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Units i dializowane do buforu P1 (50mM Tris-HCI pH 7.5, 50mM NacCl,
2mM EDTA pH 7.5). Po dializie do bialek zostal dodany siarczan amonu do stezenia 2M i
probka zostala nalozona na kolumn¢ ze zlozem Phenyl Sepharose. Ferredoksyna zostala
wyeluowana ze zloza liniowym gradientem siarczanu amonu (2M-0). Frakcje zawierajace
biatko Fdx zostaly zageszczone i poddane dializie do buforu FD (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10%
glicerol, 50 mM NacCl). Uzyskany preparat zostat poporcjowany, zamrozony w ciektym azocie
i przechowywany w -70°C do momentu uzycia.

7.7.5 Ec HscA i Ec HscB

Biatka HscA 1 HscB zostaly oczyszczone wedlug zmodyfikowanej procedury
opublikowanej przez Vickery i wsp. 1997. (237) Bakteryjne komorki E.coli DHS5a
transformowatam plazmidami odpowiednio pTrcHscA i pTrcHscB i hodowatam w pozywce
TB(terrific broth) w 37°C . Indukcje nadprodukcji zainicjowatam poprzez dodanie do hodowli
bakteryjnej 0,5 mM IPTG przy ODsoo =1. Po 16 h nadprodukcji komorki zebratam poprzez
wirowanie, zamrozitam i zlizowatam za pomocg prasy Frencha w buforze Q1 (50 mM Tris-
HCI pH 7.4, 1mM DTT, 0.5 mM EDTA, 04 mM PMSF). Uzyskany po wirowaniu
rozpuszczalny supernatant nalozytam na kolumne ze zlozem Q-sepharose zréwnowazong
buforem Q1. Po nalozeniu lizatu kolumne ze zlozem przeplukatam buforem QI1, aby pozby¢
si¢ niezwigzanych do zloza biatek. Elucje biatka przeprowadzitam, stosujgc gradient od 0 do 1
M soli NaCl w buforze Q1. Wszystkie zebrane frakcje analizowalam na Zelu po wykonaniu
elektroforezy w warunkach denaturujagcych SDS-PAGE. Nastepnie wybrane frakcje zagescitam
przy uzyciu probowek Amicon Ultra 15 i dializowatam do buforu P1 (100 mM Tris-HCI pH7.4,
20 mM KClI, 10 % glicerol). Po dializie zaréwno do biatka HscA jak i HscB dodatam siarczan
amonu do stezenia 1M. Tak przygotowany roztwor biatka natozylam na kolumne ze zlozem
Phenyl sepharose. Elucja bialek nastgpita przy uzyciu liniowego gradientu siarczanu amonu od
1M do 0. Frakcje zawierajgce biatko HscA lub HscB zage$citam i poddatam filtracji zelowe;j
na kolumnie PD10 w buforze F(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM KCI, 10% glicerol). Kofcowy
preparat zostat poporcjowany i przechowywany w -70°C do momentu uzycia.

7.7.6 Ec Fprhis

Reduktaza ferrodoksyny z E.coli oczyszczona zostala wedlug zmodyfikowanej
procedury opisanej przez Hall i wsp. 2001 (243). Komorki HMS174(DE3) zawierajace plazmid
pET1la-fpr z reduktaza flawodoksyny zawierajaca znacznik histydynowy hodowatam przez
noc w pozywce LB z dodatkiem ampicyliny. Nastepnie odmlodzitam hodowlg nocng w 6 1
pozywki LB zawierajacej ampicyling o stezeniu 100pg/ml. Hodowlg prowadzitam w 30°C do
momentu osiggniecia ODgoo=0,6. W nastepnej kolejnosci do hodowli dodane zostato IPTG do
stezenia 1 mM oraz ryboflawina do stezenia 3,75 puM. Po czterogodzinnej nadprodukcji
komorki zostaly zwirowane, rozpuszczone w buforze R ( 25mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM
NaCl, 10% glicerol, 1mM PMSF, 10 mM imidazol) i poddane lizie prasg Frencha. Zlizowane
bakterie zostaty zwirowane przez 1 h 750009. Powstaly po wirowaniu supernatant nalozytam
na kolumne ze zlozem Ni-NTA zrownowazong buforem R. Biatka zostaly eluowane ze zloza
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gradientem liniowym imidazolu 10-250 mM w buforze R. Frakcje zawierajace biatko Fpr
zostaly zageszczone przy uzyciu filtrow Amicon Ultra-15 i poddane filtracji zelowej na
kolumnie PD10 w buforze F(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM KCI, 10 % glicerol). Koncowy
preparat poporcjowatam, zamrazatam w cieklym azocie i przechowywalam w -70°C do
momentu uzycia.

7.6.7 ECc GrxDnis

Bakterie E.coli BL21(DE3) niosace plazmid pET28 kodujacy biatko GrxD,
zaszczepitam do 400 ml pozywki LB z  dodatkiem ampicyliny (100
mg/l) 1 hodowalam przez noc w fazni wodnej z wytrzasaniem (180 obr./min.)
w 30°C. Nastgpnego dnia do wyjatowionych duzych kolb szklanych zawierajacych 1 litr
pozywki LB (ang. Lysogeny Broth) z ampicyling, dodalam cz¢s¢ hodowli
nocnej tak, aby uzyskac gestos¢ optyczng hodowli ODeoo=0, 1. Catos¢ inkubowatam w cieplarce
powietrznej z wytrzasaniem (180 obr./min.) w temp. 30°C, az do osiggnigcia
ODe600=0,8, po czym indukowatam nadprodukcj¢ biatka przez dodanie IPTG (izopropylo-p-D-
tiogalaktopiranozyd) do stezenia koncowego 1 mM. Ponadto do hodowli dodatam rowniez
zrodlo zelaza (Cytrynian amonu zelaza (III)) do koncowego stezenia 50 uM i prowadzitam
indukcj¢ nadprodukcji biatka przez noc w 30 °C. Nastgpnie hodowle zwirowalam
(15°C, 4620 g, 10 min, Beckman Coulter, rotor JLA-10.500), a powstaly osad zawiesitam w
buforze A (20mM Tris-HCI pH 8.0; 500mM NacCl ; 5mM imidazol; 10% glicerol; 1ImM PMSF)
1 trzykrotnie lizowalam z uzyciem prasy Frencha przy ci$nieniu 1000 psi. Lizat wirowatam
przez godzing przy 75600 g w temp. 4°C (Beckman Coulter, rotor JA-30.50). Supernatant
nakladatam na uprzednio zrownowazong buforem A kolumne Ni-NTA (8ml), a nastepnie
plukatam buforem A1 (20mM Tris-HCI pH 8.0; 500mM NaCl ; 30 mM imidazol; 10% glicerol;
ImM PMSF) w objetosci 80ml. Bialko eluowatam z kolumny gradientem imidazolu , stosujac
nastepujace warunki rozdziahu: przeptyw 0,3ml/min; gradient imidazolu 30mM (A1) — 300mM
(B); calkowita objetos¢ gradientu: 30ml; objetos$¢ zbieranych frakcji: 1ml. Najczystsze frakcje
zagescitam  do koncowej objetosci Sml, a nastgpnie tak przygotowany preparat poddatam
sgczeniu molekularnemu w buforze C (50mM Tris-HCI pH 8.0 ; 150mM NaCl ; 10% glicerol).
Do nastrzyku preparatu na zloze wykorzystatam petle o objetosci 2ml. Rozdziat
przeprowadzitam na kolumnie Superdex 16/600 75pg. Catkowita objetos$¢ rozdziatu wynosita
120 ml, natomiast objetos¢ zbieranych frakcji 1ml. Przeprowadzone sgczenie molekularne
pozwolito na uzyskanie frakcji monomerycznej biatka GrxD w formie apo, czyli bez centrum
Fe-S oraz frakcji dimeru w formie holo, ktéry zawiera zwigzane centrum Fe-S. St¢zenie dwoch
form biatka GrxD wynosito odpowiednio 31,17 pg/ml oraz 34,10 pg/ml. Otrzymane preparaty
rozporcjowatam, zamrozitam w cieklym azocie i przechowywatam w temperaturze -70°C.

7.7.8 Sc 1SUnis

Do nadprodukcji biatka IsulHis wt wykorzystatam komorki E. coli szczep C41(DE3)
niosacy plazmid pET21dISU1His. Bakterie hodowatam w 500 ml pozywki LB z dodatkiem
ampicyliny (100 pg/ml) w wytrzagsarce wodnej (180 obr/min) w 37°C przez
19 godzin. Hodowle nocng odmiodzitam do ODeoo=0,1 w 6 1 pozywki LB + amp.
Bakterie hodowalam w 37°C do ODe0o=0,6, a nastgpnie zaindukowatam nadprodukcje
biatka poprzez dodanie roztworu IPTG do koncowego stezenia 1 mM. Nadprodukcje
prowadzitam przez 3 godziny. Hodowle bakteryjng wirowalam 10 minut
4620 g 4°C w rotorze JLA 10.500 (Beckman). Uzyskany osad bakteryjny
zawiesitam w ok. 70 ml buforu N1 (25 mM Tris—HCI pH 8,0; 10% glicerol,
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1 mM PMSF; 0,5 mM KCI; 0,05% Triton X-100; 50 mM imidazol pH 8,0).
Zawiesing bakteryjng lizowalam trzykrotnie z uzyciem prasy French’a, stosujac
cisnienie 1500 psig. Lizat komoérkowy wirowatam przez 1 godzing 75600 ¢
w 4°C w rotorze JA 30.50 Ti (Beckman). Dalsze etapy oczyszczania przeprowadzitam
w 4°C. Otrzymany supernatant nanosilam grawitacyjnie na kolumne z 2,5 ml zloza
Ni-NTA [Materialy 7.8.1] zréwnowazong 40 ml buforu NI1. Nastepnic kolumne
plukatam:

— 40 ml buforu N2 (25 mM Tris—HCI pH 8,0; 10% glicerol; 1 mM PMSF; 1 M KClI,

50 mM imidazol pH 8,0; 0,05% Triton X-100);
— 100 ml buforu N3 (25 mM Tris—HCI pH 8,0; 10% glicerol; 1 mM PMSF; 150 mM
KCI; 50 mM imidazol pH 8,0; 0,05% Triton X-100).

Biatko Isulnis eluowatam liniowym gradientem imidazolu (50-500 mM; cato$¢
gradientu 50 ml; przeplyw 0,3 ml/min; frakcje 0,9 ml). Najczystsze frakcje
zawierajace biatko Isulnis dializowatam do buforu koncowego N4 (20 mM Tris—HCI
pH 8,0; 10% glicerol; 200 mM KCIl; 5 mM B-merkaptoetanolu 0,05% Triton X-100).
W przypadku frakcji zawierajagcych zanieczyszczenia zastosowatam kolejny etap
oczyszczania, wykorzystujac zloze CM-Sepharose [Materialty 7.8.2]. Wybrane frakcje
dializowalam wobec buforu N5 (20 mM MOPS pH7,0; 25 mM NaCl; 1 mM DTT,;
0,05% Triton X-100) przez 3 godziny ze zmiang na §$wiezg porcje buforu co
1 godzing. Nastgpnie roztwdr biatka Isulnis nanositam grawitacyjnie na kolumne
z 2 ml zloza CM-Sepharose. Kolumne ptukatam 20 ml buforu N5, a nastepnie
eluowatam biatko buforem N6 (20 mM MOPS pH 7,0; 600 mM NaCl; 1 mM DTT;
0,05% Triton X—100) i zbieralam frakcje po 0,5 ml. Najczystsze frakcje dializowatam
do buforu koncowego N4. Oczyszczone biatko porcjowatam 1 przechowywalam
w temperaturze -70°C.

7.7.9 Sc Isul-GST

Biatko Isul-GST oczyszczatam zgodnie =z opublikowang procedurg [75].
Bakterie E. coli C41(DE3) niosgce plazmid pET3a kodujagcy dojrzala forme biatka
Isul z fragmentem GST zaszczepitam do 400 ml pozywki LB suplementowanej ampicyling
(100 mg/1)i hodowatam przez noc w lazni wodnej z wytrzasaniem (180 obr./min.) w 37°C.
Nastepnego dnia czg$¢ hodowli nocnej dodatam do wyjatowionych duzych kolb szklanych
zawierajgcych 1 litr pozywki LB (ang. Lysogeny Broth) suplementowanej ampicyling,
tak aby finalnie osiggnac¢ gestos¢ optyczng ODeoo=0,1. Calo$¢ inkubowatam w cieplarce
powietrznej z wytrzgsaniem (180 obr./min.) w temp. 30°C, az do osiggniecia gegstosci
ODe600=0,6, po czym indukowatam produkcj¢ bialka przez dodanie IPTG (izopropylo-p-
Dtiogalaktopiranozyd) do st¢zenia koncowego 1 mM. Po 3 godzinach hodowle zwirowatam
(15°C, 4620 g, 10 min, Beckman Coulter, rotor JLA-10.500), a kazde uzyskane 10
g osadu zawiesitam w 30 ml buforu L1 (25 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 1 mM
DTT (ditiotreitol); 10% (v/v) glicerol, 0.05% (v/v) Triton X-100) z dodatkiem 1 mM PMSF
(fluorek fenylometylosulfonylu) i zamrazatam w cieklym azocie. Nastgpnie bakterie
rozmrazatem w litrowej zlewce wypetnionej woda i lodem, po czym lizowatam 2-krotnie
z uzyciem prasy Frencha przy ci$nieniu 1000 psi. Lizat wirowatam przez godzing przy
75600 g w temp. 4°C (Beckman Coulter, rotor JA-30.50). Uzyskany supernatant
nanositam 2-krotnie na 1 ml zloza agarozowego oplaszczonego zredukowanym
glutationem (Fluka), przygotowanego uprzednio w szklanej kolumnie i zrOwnowazonego
25 ml buforu L1. Nastepnie zloze plukatam kolejno 100 ml buforu L1 i 10 ml buforu
L3 (25 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 1 mM DTT (ditiotreitol); 10% (v/v) glicerol,
0.05% (v/v) Triton X-100, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP) i ponownie 10 ml buforu L1.
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Nastegpnie biatko eluowalam ze ztoza 10 ml buforu L1 z dodatkiem 50 mM zredukowanego
glutationu (pH 7,0), zbierajac 1 ml frakcje, ktorych jako$¢ pod wzgledem czystosci i ilosci
ocenialam za pomocg metody SDS-PAGE. Najlepsze frakcje potaczytam i dializowatam wobec
1 litra buforu C1 (20 mM MOPS pH 7,0; 25 mM NaCl; 1mM DTT (ditiotreitol), 0,05% (v/v)
Triton X-100), ktéory wymieniatam trzykrotnie w godzinnych odstgpach czasu.
Nastepnie roztwor bialka Isul-GST nanositam na kolumne z 1 ml zloza CM SepharoseTM
(Amersham Biosciences) zrownowazong uprzednio 20 ml buforu Cl, catos¢ ptukatam
40 ml buforu CI, po czym ecluowalam biatkko Isul-GST buforem C1 z liniowo
wzrastajagcym stgzeniem soli od 25 mM do 600 mM NaCl (0,4 ml./min.; objgtos¢ frakcji
1,2 ml; catkowita objetos¢ 50 ml). Frakcje analizowalam za pomoca metody SDSPAGE,
najlepsze  z nich  polaczytam i  dializowatam w  litrze  buforu C2
(20 mM Tris-HCI1 pH 8,0; 10% (v/v) glicerol; 0,05 M NaCl; 5 mM p-merkaptoetanol;
0,05% (v/v) Triton X-100), ktéry wymieniatam trzykrotnie w godzinnych odst¢pach czasu.
Nastepnie roztwor biatka Isul-GST nanositam na kolumne z 1 ml zloza Q-SepharoseTM
Fast Flow (Amersham Biosciences) zroéwnowazong uprzednio 20 ml buforu C2, calos¢
ptukatam 40 ml buforu C2, po czym eluowalam biatko 10 ml buforu C2 zawierajacym 600
mM NacCl, zbierajac 0,5 ml frakcje, ktorych jakos¢ oceniatam metodg SDS-PAGE (Metody
3.4.). Najbardziej stezone z nich tgczytam i dializowatam wobec litra buforu C3 (20 mM
Tris-HCI pH 8,0; 10% (v/v )glicerol; 0,2 M KCI; 5 mM B-merkaptoetanol; 0,05% (v/v), Triton
X-100), wymieniajac go trzykrotnie w godzinnych odstgpach czasu. Uzyskany
preparat biatka Isul-GST dzielitam na 50 ul porcje, zamrazalam w cieklym azocie
i przechowywatam w -70°C

7.7.10 Ct Isunis

Bakterie E.coli C41(DE3) niosgce plazmid pET21d 1SU1Ct-Hiss kodujacy biatko Ct
Isul z ogonem polihistydynowym zaszczepitam do pozywki LB z dodatkiem ampicyliny i
hodowalam przez noc w 37°C w tazni wodnej z wytrzasaniem (140rpm). Nastepnego dnia
hodowle nocng odmtodzitam w 6 1 pozywki ptynnej LB do ODesoo=0,1 i inkubowatam w 30°C
w wytrzgsarce powietrznej (160 obr/min) do uzyskania gestosci optycznej ODesoo=0,6, Wowczas
indukowatam produkcje biatka poprzez dodanie IPTG do st¢zenie koncowego ImM.
Nadprodukcje prowadzitam przez 3 godziny. Nastepnie hodowle zwirowalam (4620 g/ 10
minut/4°C / rotor JLA-10.500 Beckman Coulter) i otrzymatam ok. 20 g osadu, ktory
podzielitam na porcje i kazdg z nich zawiesitam w okoto 30 ml buforu 11 (25mM Tris—HCI, pH
8.0, 10% glicerol, 1mM PMSF, 0.5 M KCI, 0.05% Triton X- 100, 50mM imidazol, pH 8.0).
Tak zwieszone w buforze komorki poddatam trzykrotnie lizie prasg Frencha (cisnienie 1500
psi) i zwirowatam (1 godzina/4°C/75600 g / rotor JA 30.50 Beckman Coulter). W ten sposob
uzyskatam supernatant gotowy do nalozenia na kolumng¢ ze zlozem Ni-NTA. Supernatant
naktadatam trzykrotnie grawitacyjnie na kolumng zrownowazong buforem 11 (25mM Tris—
HCI, pH 8.0, 10% glicerol, 1mM PMSF, 0.5 M KCI, 0.05% Triton X- 100, 50mM imidazol,
pH 8.0). Ztoze ze zwigzanymi biatkami ptukatam buforami 12 (25mM Tris—HCI, pH 8.0, 10%
glicerol, 1ImM PMSF, 1 M KCI, 0.05% Triton X-100, 50mM imidazol, pH 8.0) i 13 (25mM
Tris—HCI, pH 8.0, 10% glicerol, 1mM PMSF, 150mM KCI, 0.05% Triton X-100, 50mM
imidazol, pH 8.0). Nast¢pnie biatko eluowatam ze zloza, stosujac liniowy gradient imidazolu
(50-500mM) w buforze 11, zbierajac 40 ml frakcji (przeptyw 0,4ml/min; objgtos¢ frakcji 1 ml),
ktére nastepnie analizowatam technikg SDS-PAGE. W nastepnej kolejnosci biatko Ctlsul bylo
inkubowane z 100 mM KCN przez 1 godz. w 25 °C. Aby pozby¢ si¢ KCN z proby
zastosowatam filtracj¢ zelowa na kolumnie PD10 w buforze F (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 20
mM KCI, 10 % glicerol). Najczystsze preparaty zostaly porcjowane, zamrozone wcieklym w
cieklym azocie i przechowywane w -70°C do momentu uzycia.
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7.7.11 Ct Isul-GST

Do nadprodukcji biatka Isul-GST wykorzystatam bakterie E.coli szczep C41(DE3)
niosacy plazmid pET3aCtISU1(GST tag). Na pierwszym etapie bakterie hodowatam przez noc
w 400 ml ptynnej pozywki LB z dodatkiem ampicyliny w wytrzasarce wodnej przy 180 obr/min
w 30°C. Nastepnego dnia hodowle nocng odmtodzitam do ODegoo=0,1 w 6 | ptynnej pozywki
LB z dodatkiem antybiotyku. Bakterie hodowatam w 30°C do ODeo=0,6, po czym
zaindukowatam nadprodukcj¢ biatka poprzez dodanie roztworu IPTG do koncowego st¢zenie
1mM. Przez nastepne 3 godziny prowadzitam nadprodukcj¢. Kolejnym etapem byto wirowanie
hodowli przez 10 min 4620 g w 4°C w rotorze JLA 10.500 (Beckman). Uzyskany osad
zawiesitam w okoto 70 ml buforu C1 (25 mM Tris-HCI pH8,0; 10% glicerol; 1mM PMSF; 200
mM NaCl; 0,05% Triton X-100; 1 mM DTT). Bakterie zawieszone w buforze lizowatam
trzykrotnie, uzywajac prasy Frencha oraz stosujac ciSnienie 1500 psi. Potem otrzymany lizat
komorkowy wirowalam przez 1 godzing 75600 g w 4°C w rotorze JA 30.50 Ti (Beckman).
Uzyskany supernatant wykorzystatam dalej w kolejnych krokach oczyszczania. Procedura
oczyszczania byla przeprowadzona w 4°C z wykorzystaniem kolumny chromatograficznej
wypetnionej ztozem CL-4B ze zredukowanym glutationem. Na wstepie ztoze zrownowazytam
10 ml buforu C1. Nast¢pnie otrzymany po wirowaniu supernatant naktadatam grawitacyjnie na
kolumne i plukatam kolejno buforami w celu wyeluowania biatek, ktore niespecyficznie
oddziatywuja ze ztlozem w nastepujacej kolejnosci:

= 100 ml buforu Cl bez dodatku roztworu PMSF (25 mM Tris-HCI pH8,0; 10%
glicerol;200 mM NacCl; 0,05% Triton X-100; 1 mM DTT),
= 10 ml buforu Cl1 z dodatkiem 1 mM ATP i 10 mM MgCl; (25 mM Tris-HCI
pH8,0; 10% glicerol; 1mM PMSF; 200 mM NacCl; 0,05% Triton X-100; 1 mM DTT; 1
mM ATP; 10 mM MgCl,)
= 10 mlC1 (25 mM Tris-HCI pH8,0; 10% glicerol; 1mM PMSF; 200 mM NaCl; 0,05%
Triton X-100; 1 mM DTT)
Biatko Ctlsul-GST eluowatam buforem C1 z dodatkiem 50 mM zredukowanego glutationu
I zbieratam frakcje po 1 ml Frakcje zawierajace biatko Ctlsul-GST zostaly polgczone.
Nastepnie mieszaning (objetos¢ 2,5ml) naktadatam na kolumne do sgczenia molekularnego PD-
10 (GE Healthcare) zrownowazong 25 ml buforu C (20mM Tris-HCI pH 8,0; 10% glicerol;
1mM DTT; 20mM KCl), ptukatam kolumne 3,5 ml buforu C i zbieratam frakcje po 0,5 ml.
Zebrane proby zamrazatam w ciektym azocie i przechowywatam do dalszych doswiadczen w
-70°C.

7.7.12 Sc Nfs1(1sd11)nis

Biatko Nfsl oczyszczalem zgodnie z opublikowana procedura. (165)Bakterie E. coli
BL21(DE3) CodonPlus niosace plazmid pETDuet-1 z NFS1(ISD11), kodujacy dojrzatg forme
biatka Nfs1 z Isd11 typu dzikiego zaszczepitam do 500 ml pozywki LB (ang. Lysogeny Broth)
suplementowanej ampicyling (50 mg/1) oraz chloramfenikolem (36 mg/1) i hodowatam w przez
noc w tazni wodnej z wytrzasaniem (37°C, 180 obr./min.). Nastgpnego dnia hodowle nocna
wykorzystalam do uzyskania 10 litréw hodowli bakteryjnej o gestosci ODeoo=0,1 (pozywka LB
z dodatkiem ampicyliny i chloramfenikolu), ktérg hodowatam w fermentorze, az do uzyskania
gestosci ODeoo=0,6, po czym indukowatam produkcje biatka dodajac IPTG (izopropylo-B-D-
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tiogalaktopiranozyd) do stezenia koncowego 1 mM oraz PLP (fosforan pirydoksalu) do stezenia
50 uM i etanol do stezenia 3% (v/v). Calo$¢ hodowatam przez 12 godzin w 20°C z wlaczonym
mieszaniem 180 obr./min., a nastepnie zwirowatam (4620 g; 10 min.; Beckman Coulter; rotor
JLA-10.500). Kazde 10 g osadu bakteryjnego zawiesitam w 30 ml buforu NA (50 mM NaPi
pH 6,5; 300 mM NaCl; 10% (v/v) glicerol; 20 mM imidazol pH 6,5; 1 mM PMSF (fluorek
fenylometylosulfonylu)) i zamrozitam w cieklym azocie. Nastgpnie komorki rozmrozitam w
zlewce z woda i lodem, dwukrotnie poddatam lizie, wykorzystujac prase Frencha (ci$nienie
1000 psi) i zwirowatam (4°C; 1 godzina; 75600 g; Beckman Coulter; rotor JA 30.50).
Supernatant zawierajacy biatka naniostam 2-krotnie na 2,5 ml zloze niklowe (Ni-NTA
agaroza), ktore przygotowatam wczesniej w szklanej kolumnie i zrownowazytam 25 ml buforu
NA (bez PMSF). Nast¢pnie ztoze ptukatam 200 ml buforu NA (bez PMSF), po czym zwigzane
z nim biatko eluowalam liniowo wzrastajacym stgzeniem imidazolu (20-250 mM) w buforze
NA (bez PMSF), zbierajac catkowitg objetos¢ 35 ml (0,4 ml/min.; objetos¢ frakcji 1 ml). Na
ostatnim etapie zloze ptukatam 30 ml buforu NA (bez PMSF) zawierajacego 400 mM imidazol.
W nastgpnej kolejnosci ocenitem zawarto§¢ oraz czysto$¢ izolowanego biatka w
poszczegolnych frakcjach, stosujac metode SDS-PAGE. Najczystsze frakcje zawierajace
kompleks Nfs1(Isd11) potaczytam (ok. 20 ml) i zagescitam poprzez wirowanie (2000g, Sigma,
rotor: 11333, 4°C) w probowce Centriprep 10K (Millipore) zawierajacej filtr zatrzymujacy
czasteczki o wielkosci wigkszej niz 10 kDa, czyli przepuszczajacy bufor, ale nie czasteczki
Nfs1(~50 kDa) i I1sd11 (~11 kDa) tworzace stabilny kompleks. Zaggszczony preparat (ok. 5 ml)
saczytam nastepnie na kolumnie PD-10 (GE Healthcare), aby wymieni¢ bufor NA na bufor F
(40 mM HEPES-KOH, pH 7,5; 100 mM KCI; 1 mM DTT (ditiotreitol); 5% (v/v) glicerol; 10
mM MgCl,). Frakcje z kompleksem Nfsl(Isd11) potgczytam i przygotowatam 50 ul porcje,
ktore zamrozitam w cieklym azocie i przechowywatam w temperaturze -70°C.

7.7.13 Sc Hsc20his

Biatka typu dzikiego Sc Hsc20nis wedlug ponizszej procedury (Dutkiewicz i in. 2003).
(180)

Bakterie E. coli szczepu C41(DE3) niosace plazmid pET21d Hsc20-his typu dzikiego
hodowatam w 400 ml pozywki LB z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) przez noc w tazni
wodnej z wytrzasaniem (37°C, 180 obr./min.). Nast¢gpnego dnia uzyskang hodowla
zaszczepiatam sze$¢ hodowli po 1000 ml LB z ampicyling (100 pg/ml) do ODegoo=0,1 i
hodowatem w wytrzasarce powietrznej (37°C, 180 obr./min.). Gdy hodowla osiggata
ODg00=0,6 indukowatam nadprodukcj¢ biatka Hsc20 poprzez dodanie IPTG do koncowego
stezenia 1 mM. Kontynuowatam hodowlg przez 3 godziny i nastepnie zwirowatam (4620 g; 10
min.; 4°C; Beckman Coulter; rotor JLA-10.500). Uzyskany osad bakteryjny zawieszalam w
buforze J1 (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 10% (v/v) glicerol; 0,5 M NaCl; 1 mM PMSF (fluorek
fenylometylosulfonylu); 30 mM imidazol pH 8,0) w proporcji 10 g osadu na 35 ml buforu i
mrozitam w ciektym azocie.

Komorki nast¢pnie rozmrazatam w lodzie, lizowatam trzykrotnie przy pomocy prasy
Frencha (ci$nienie 1000 psi) i zwirowatam (75600 g; 60 min.; 4°C; Beckman Coulter; rotor JA
30.50 Ti). Uzyskany supernatant mieszatam w temperaturze 4°C, stopniowo dodajac siarczan
amonu (0,35 g/ml) w celu precypitacji bialek. Po godzinnej inkubacji mieszaning wirowatam
(75600 g.; 60 min.; 4°C; Beckman Coulter; rotor JA 30.50 Ti), a uzyskany osad zawieszatam
w 20 ml buforu J1 i dializowatam wobec tego samego buforu przez noc w temperaturze 4°C.
Wszystkie dalsze etapy oczyszczania prowadzitam w temperaturze 4°C.

Roztwor bialka trzykrotnie nanositam grawitacyjnie na 2,5 ml zloza niklowego Ni-NTA
agarose (Novagen), uprzednio przygotowanego w szklanej kolumnie i zrdwnowazonego 25 ml
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buforu J1. Nastgpnie ztoze ptukatam 100 ml buforu J1, potem 25 ml buforu J2 (20 mM Tris-
HCI pH 8,0; 10% (v/v) glicerol; 1 M NaCl; 1 mM PMSF; 30 mM imidazol pH 8,0; 2 mM
MgCly; 1 mM ATP) i ponownie 25 ml buforu J1. Zwigzane bialko eluowatam liniowym
gradientem imidazolu (30-300 mM) w buforze J1, zbierajac calkowita objetos¢ 30 ml (przeptyw
0,4 ml/min., frakcje 0,8 ml). Ilo$¢ biatka w poszczegodlnych frakcjach sprawdzatam metoda
SDS-PAGE, a nastgpnie najlepsze z nich pod wzglgdem czystosci i ilosci taczylam i
dializowatam wobec litra buforu J3 (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 10% (v/v) glicerol; 50 mM NacCl,
5 mM B-merkaptoetanol), wymieniajac bufor trzykrotnie co godzing. Nast¢pnie roztwor biatka
naktadatam na kolumne¢ zawierajaca 4 ml zloza Q-Sepharose™ Fast Flow (GE Healthcare),
zrownowazonego wczesniej 40 ml buforu J3. W nastgpnej kolejnosci ztoze plukatam 40 ml
buforu J3 i eluowalam bialko linowym gradientem soli NaCl (50-300 mM) w buforze J3,
zbierajac catkowitg objetos¢ 40 ml (przeptyw 0,5 ml/min., frakcje 1 ml). Frakcje analizowatam
pod katem zawarto$ci biatka metoda SDS-PAGE, faczac pdzniej te o najwigkszej zawartosci
biatka 1 dializujagc wobec litra buforu J3, wymieniajac bufor trzykrotnie co godzing. Uzyskany
preparat biatka Hsc20 porcjowatam, zamrazatam w cieklym azocie i przechowywatam w
temperaturze -70°C.

7.7.14 Sc Ssqlhis

Mitochondrialne biatko Hsp70 —Ssql oczyszczalam zgodnie z opublikowang wczesniej
procedurg (Manicki i in. 2014) (231).

W celu uzyskania preparatu biatka Ssql bakterie E. coli szczepu BL21(DE3)
transformowatam plazmidem pRSFDuetl-SSQ1His/HEP1. Konstrukt ten pozwalal na
nadprodukcje biatka Ssql w obecnos$ci biatka Hepl (Human Escort Protein 1), ktore z kolei
bezposrednio determinowato wigkszg rozpuszczalno$¢ nadprodukowanego mitochondrialnego
biatka Hsp70 w komorkach bakteryjnych. (244) Bakterie E. coli szczepu BL21(DE3) niosace
plazmid pRSFDuetl-SSQ1His/HEPlhodowalam w 400 ml pozywki LB z dodatkiem
kanamycyny (50 pg/ml) przez noc w tazni wodnej z wytrzasaniem (30°C, 180 obr./min.).
Nastepnego dnia uzyskang hodowla zaszczepiatam sze$s¢ hodowli po 1000 ml LB z
kanamycyng (50 pg/ml) do ODeoo=0,1 1 hodowatam w wytrzasarce powietrznej (30°C, 180
obr./min.). Gdy hodowla osiggata ODsp0=0,6 indukowatam nadprodukcj¢ biatka Ssql poprzez
dodanie IPTG do koncowego stezenia 1 mM. Kontynuowatam hodowle przez 4 godziny i
nast¢pnie zwirowatam bakterie (4620 g; 10 min.; 4°C; Beckman Coulter; rotor JLA-10.500).
Uzyskany osad bakteryjny zawieszatam w buforze Q1 (20 mm HEPES-KOH pH 7,5; 150 mM
KCI; 20 mM imidazol, 10% (v/v) glicerol, 1 mM PMSF, 2 mM octan magnezu) w proporcji 10
g osadu na 35 ml buforu i mrozitam w cieklym azocie.

Komorki nastepnie rozmrazalam w trakcie inkubacji w lodzie, lizowatam trzykrotnie
przy pomocy prasy Frencha (ci$nienie 1000 psi) i zwirowalam (75600 g, 60 min.; 4°C;
Beckman Coulter; rotor JA 30.50 Ti). Uzyskany supernatant nanositam w temperaturze 4°C na
kolumne chromatograficzng zawierajaca 2,5 ml ztoza niklowego Ni-NTA agarose (Novagen),
uprzednio zréwnowazong 25 ml buforu Q1. Zloze nastgpnie ptukatam kolejno: 50 ml buforu
Q1; 50 ml buforu Q2 (Q1 + 0,05% Triton X-100); 20 ml buforu Q3 (Q1 + 1 mM ATP); 20 ml
buforu Q4 (Q1 + 1 M KCl). Biatko eluowatam liniowym gradientem imidazolu (40-250 mM)
w buforze QI, zbierajac calkowita objetos¢ 30 ml (przeptyw 0,3 ml/min, frakcje 1 ml). Checac
uzyskac jak najwiecej biatka wprowadzitam dodatkowy etap elucji 20 ml buforu Q5 (Q1 + 250
mM imidazol), zbierajac frakcje po 1 ml. Nastepnie frakcje analizowatam pod katem zawartosci
biatka metoda SDS-PAGE, taczac pozniej te o najwickszej zawartosci biatka 1 zageszczajac je
przez wirowanie (4000 g, Sigma, rotor 11192, 4°C) w probowce Centriprep 50k (Milipore).
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Probowka ta zawierata filtr zatrzymujacy czastki o masie wigkszej niz 50 kDa, czyli mtHsp70
(~70 kDa). Zageszczony preparat (~7 ml) dializowatem wobec litra buforu Q6 (20 mM HEPES-
KOH pH 8,0; 100 mM KCI; 10% (v/v) glicerol; 5 mM B-merkaptoetanol), wymieniajac bufor
trzykrotnie co godzing. Uzyskany preparat biatka mtHsp70 porcjowatam, zamrazatam w
cieklym azocie i przechowywatam w temperaturze -70°C.

7.6.14 Sc Mgelhis

Bakterie E.coli BL21(DE3) niosace plazmid pET21dScMgel kodujacy biatko Sc Mgel-
Hisg zaszczepitam do pozywki LB z dodatkiem ampicyliny(100 pg/ml ) i hodowatam komorki
przez noc w temperaturze 37 °C. Nastgpnie nocna hodowla zostata odmtodzona do ODeoo=0,1
w 6 litrach pozywki LB uzupehionej ampicyling do st¢zenia 100 pg/ml. Komoérki hodowane
byly do momentu osiggniecia ODg0o=0,6 | wtedy indukowatam nadprodukcje biatka Mgel
poprzez dodanie do hodowli IPTG do koncowego stezenia 1| mM. Hodowla byla prowadzona
przez 3 h w 37°C. Nastepnie hodowle zwirowatam (4620 g /10 minut/4°C / rotor JLA-10.500
Beckman Coulter), w ten sposob otrzymatam ok. 20 g osadu, ktory podzielitam na dwie porcje
i kazda z nich zawiesitam w okoto 30 ml buforu S(25 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10% glicerol, 1
mM PMSF, 150 M NaCl) . Zawieszone w buforze komorki poddatam trzykrotnie lizie,
wykorzystujac prase Frencha (ci$nienie 1500 psi) i zwirowalam (1 godzina/4°C/25 000
obr./min. / rotor JA 30.50 Beckman Coulter). W ten sposob uzyskatam supernatant gotowy do
natozenia na kolumng z 2 ml zloza Ni-NTA (Novagen (EMD Millipore Corp.)Billerica, MA,
USA) zrownowazonego buforem S. Po etapie naktadania przeptukatam ztoze buforem S, a w
nastepnej kolejnosci wyeluowatam zwigzane bialko ze zloza, stosujac liniowy gradient
imidazolu (10-250 mM) w buforze S. Frakcje zawierajace czysty preparat biatka Mgel zostaty
zebrane, polaczone i zaggszczone przy uzyciu filtrow (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Units, Merck Millipore, Tullagreen, Cork, Ireland, 10 kDa). Uzyskany preparat dializowatam
wobec buforu SZ (50mM Tris pH 7.4, 10% glicerol, 25mM NaCl), a nast¢pnie rozporcjowatam
1 przechowywatam w -70 °C do momentu uzycia.

7.6.15 Ulpl

Do zaszczepienia nocnej hodowli wykorzystalam konserwe bakteryjng E.coli
zawierajacg plazmid pET z wklonowanym genem proteazy UlplSUMO, ktérg otrzymatam
dzigki uprzejmosci Dr Malgorzaty Ropelewskiej z Zaktadu Biologii Molekularnej. Do 200 ml
ptynnej pozywki LB z dodatkiem kanamycny dodatam zawiesing bakteryjng i inkubowatam w
37°C fazni wodnej z wytrzagsaniem (140 obr./min). Nastepnego dnia hodowle nocna
odmtodzitam w 2 1 ptynnej pozywki LB do ODeoo=0,1 i inkubowatam w 30°C w wytrzasarce
powietrznej (160rpm) do uzyskania ODeoo=0,6. Wowczas indukowatam produkcje biatka
poprzez dodanie IPTG do stezenie koncowego 1mM. Nadprodukcje prowadzitam przez 3h. Po
tym czasie hodowle zwirowatam (4620 g/ 7 minut/4°C /rotor JLA-10.500 Beckman Coulter) i
otrzymatam ok. 10 g bakterii, ktore podzielitam na dwie porcje i zawiesitam w buforze ST
(50mM NaPi pH 8,0; 300mM NacCl;; 0,05% Triton X-100), stosujac 3ml buforu/lg bakterii.
Tak zawieszone w buforze komorki poddatam trzykrotnie lizie, Stosujac prase Frencha
(ci$nienie 1500 psi) i zwirowatam (30min/4°C/75600 g / rotor JA 30.50 Beckman Coulter). W
ten sposob uzyskalam supernatant gotowy do natozenia na kolumn¢ ze ztozem Ni-NTA.
Supernatant naktadatam trzykrotnie grawitacyjnie na kolumng zrownowazong buforem ST
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(50mM NaPi pH 8,0; 300mM NaCl;; 0,05% Triton X-100). Nast¢pnie zloze plukalam
odpowiednio nast¢pujacymi buforami

-50 ml T1(50 mM NaPi 8.0, 300 mM NaCl, , 0,05% Triton X-100, 10% glicerol, 10 mM
imidazol),

-50 ml T2(50 mM NaPi 8.0, 300 mM NaCl, , 0,05% Triton X-100, 10% glicerol, 20 mM
imidazol),

-50 ml T3(50 mM NaPi 8.0, 300 mM NaCl, , 0,05% Triton X-100, 10% glicerol, 40 mM
imidazol).

Biatko ze ztoza eluowatam 5 ml buforu TE (50 mM NaPi 8.0, 300 mM NacCl, , 0,05% Triton
X-100, 10% glicerol, 250 mM imidazol) i zbieratam frakcje po 0,5 ml

Frakcje zawierajace biatko Ulp w najwickszym stezeniu potaczytam i dializowatam wobec 3 1
buforu T4 (25 mM Tris-HCI pH 8.0; 500 uM DTT; 1% IGEPAL NP-40;, 250 mM NaCl; 50%
glicerol) ze zmiang buforu co 45 min (1//45min). Po dializie gotowy preparat biatkowy
porcjowalam, mrozitam w cieklym azocie i nastepnie przechowywatam w-70°C do czasu
dalszych analiz.

7.6.15.1 Trawienie proteaza Ulpl

Biatko z ogonem SUMO inkubowatam w chlodni przez 1,5 h uzywajac do tego miksera
z rotacj3. Po tym czasie do probki dodawalam ztoze Ni-NTA zrownowazone w buforze U(25
mM Tris pH 8.0; 150 mM NacCl; 10 % glicerol; 1 mM PMSF). Po 1,5 h inkubacji wirowatam
probke (75600 g; 2 min; Sigma; rotor 12134) i pobieratam roztwoér biatka znad osadu ze zloza.

7.6.16 GST

Bakterie E. coli C41(DE3) niosgce plazmid pGEX-KG, kodujace biatko GST,
zaszczepitam do 400 ml pozywki LB z  dodatkiem ampicyliny (100
mg/l) 1 hodowalam przez noc w lazni wodnej z wytrzasaniem (180 obr./min.)
w 37°C. Nastgpnego dnia do wyjatowionych duzych kolb szklanych zawierajagcych 1 litr
pozywki LB (ang. Lysogeny Broth) z ampicyling, dodalam cz¢$¢ hodowli
nocnej tak, aby finalnie osiggna¢ gestos¢ optyczng hodowli ODeoo=0,1. Calos¢ inkubowatam w
cieplarce powietrznej z wytrzgsaniem (180 obr./min.) w temp. 30°C, az do osiggniecia
ODe00=0,6, po czym indukowalam nadprodukcje biatka przez dodanie IPTG (izopropylo-p-D-
tiogalaktopiranozyd) do stezenia koncowego 1 mM. Po 4 godzinach hodowle zwirowatam
(15°C, 4620 g, 10 min, Beckman Coulter, rotor JLA-10.500), a kazde uzyskane
10 g osadu zawiesitam w 30 ml buforu L1 (25 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 1 mM
DTT (ditiotreitol); 10% (v/v) glicerol, 0.05% (v/v) Triton X-100) z dodatkiem 1 mM PMSF
(fluorek fenylometylosulfonylu) i zamrazalam w ciektym azocie. Nast¢pnie bakterie
rozmrazatam w litrowej zlewce wypetnionej wodg i lodem, po czym lizowatam 2-krotnie
z uzyciem prasy Frencha przy ci$nieniu 1000 psi. Lizat wirowatam przez godzing przy 75600
g w temp. 4°C (Beckman Coulter, rotor JA-30.50). Uzyskany supernatant
zawierat duzg ilo§¢ nadprodukowanego biatka GST, dlatego dalsza procedur¢ oczyszczania
wykonywatam dwukrotnie, za kazdym razem stosujac tylko potowe objetosci supernatantu.
Roztwor bialtek natozytam 2-krotnie na kolumne zawierajaca 1 ml zloza agarozowego
oplaszczonego zredukowanym glutationem (Fluka), zréwnowazonego 25 ml buforu L1.
Nastepnie zloze plukatam kolejno: 100 ml buforu L1, oraz 10 ml buforu L3 (25 mM Tris-HCI
pH 8,0; 200 mM NaCl; 1 mM DTT; 10% (v/v) glicerol, 0.05% (v/v) Triton X-100, 10 mM
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MgClz, 1 mM ATP) i ponownie 10 ml buforu L1. Biatko eluowatam ze ztoza 10 ml buforu L1
z dodatkiem 50 mM zredukowanego glutationu (pH 7,0), zbierajac 1 ml frakcje. Na blone
nitrocelulozowg naktadatam 2 ul kazdej probki i zanurzatam w czerni amidowej aby ocenic,
czy bialko znajduje si¢ w probce. Aby oceni¢ jako$¢ oczyszczania, przygotowatam probki z
frakcji zawierajacych biatko w buforze Laemmli i analizowatam metoda SDS-PAGE. Frakcje
zawierajagce fragment GST w najwigkszej ilosci polaczytam i dializowatam wobec 1 litra buforu
E (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM NaCl; 10% (v/v) glicerol), ktory wymieniatam trzykrotnie
w godzinnych odstgpach czasu. Otrzymany preparat oczyszczonego biatka dzielitam na 50 ul
porcje, ktore zamrozitam w ciektym azocie i przechowywatam w temperaturze -70°C

7.8 Oznaczanie stezenia oczyszczonych biatek

Na ostatnim etapie oczyszczania poszczegdlnych biatek, przed porcjowaniem i
zamrazaniem preparatu, pobieratam po 2 ul kazdego z nich i nanositam na blong
nitrocelulozowa, ktéra nastepnie barwitam w roztworze czerni amidowej (0,1% (w/v) czern
amidowa; 25% (v/v) izopropanol; 10% (v/v) kwas octowy). Na podstawie intensywnosci
uzyskanego sygnalu przygotowywatam rozcienczenia probki w dwukrotnie stezonym buforze
Laemmli, ktére inkubowalam w 100°C przez 5 minut. Z tak przygotowanych probek
pobieralam i nanositam na zel kolejno 2 ul, 4 pl i 6 pl, oraz do kolejnych $ciezek nanositam 1
ug, 2 ug, 3 ug i4 ug biatka BSA przygotowanego w dwukrotnie stezonym buforze Laecmmli.
Po przeprowadzeniu rozdzialu elektroforetycznego (SDS-PAGE) zel poliakrylamidowy
barwitam w Coomassie Brilliant Blue, a nast¢pnie skanowatam i przeprowadzatam analize
densytometryczng, wykorzystujac oprogramowanie Image]. Wartosci sygnatu otrzymane dla
prazkow 1-4 ug BSA wykorzystywalam do przygotowania krzywej wzorcowej, wobec ktorej
szacowalam st¢zenie uzyskanych preparatow biatkowych..

7.9 Dichroizm kolowy

Pomiary widm dichroizmu kotowego wykonatam z wykorzystaniem spektrometru Jasco
J-1500 CD w zakresie od 197 do 260 nm co 1 nm w temperaturze 20°C. Stezenie biatka podczas
pomiaru wynosito 5 uM dla HscB, HscA i Hsc20 oraz 2,5 uM dla Ssql. Pomiary
przeprowadzitam w buforze CD (20 mM fosforan potasu pH 8,0, 80 mM KCI) w kwarcowej
kuwecie o dtugos$ci drogi optycznej 1 mm. Uzyskane widma biatek wyrazone w milistopniach
(mdeg), skorygowatam o wptyw buforu i nastepnie przedstawitam jako wartosci eliptycznosci
molowej na reszte aminokwasowa [©] (deg*cm?/dmol). Temperatury topnienia (Twm) biatek
zmierzytam przy dhugos¢ fali 220 nm dla HscB, 218,4 nm dla HscA, 222,7 nm dla Hsc20 i
220,4 nmdla Ssql. Zastosowane dtugosci fali odpowiadaja w kazdym przypadku obserowanym
szczytom na uzyskanym widmie CD dla okreslonego biatka. Zmiany sygnatu CD w funkc;ji
temperatury zarejestrowatam jako zmiany w milistopniach  (mdeg) wraz ze wzrostem
temperatury od 20 do 85°C z szybkoscig 0,5°C/min. Uzyskane dane analizowatam w oparciu o
oprogramowanie Spectra Manager ver. 2, JASCO w celu wyznaczenia wartosci Tm dla kazdego
z badanych biatek.
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7.10 Pomiar aktywnos$ci ATPazowej bialek Hsp70 z wykorzystaniem [gamma-P33]ATP

Aktywno$¢ ATPazy biatek Hsp70 mierzono wedlug procedury opisanej w literaturze
[23]. W doswiadczeniach, w ktorych bylo miareczkowane biatko J mieszanina reakcyjna
zawierata 0,5 uM HscA, 10 uM IscU oraz HscB we wskazanych stezeniach lub z 0,5 uM Ssq,
10 uM Isul, 0,5 uM Mgel oraz Hsc20 we wskazanych stezeniach w buforze A (40 mM kwas
4-(2-hydroksyetylo)-1- piperazynoetanosulfonowy (HEPES-KOH), pH 7,5, 100 mM KClI, 1
mM ditiotreitol, 10 mM MgCl; i 10% (v/v) glicerol). Reakcje (15 ul) byly inicjowane przez
dodanie ATP z dodatkiem [gamma-P33]JATP (2 uCi, 2200 Ci/mmol, HARTMANN
ANALYTIC GmbH, Braunschweig, Niemcy) do koncowego stezenia 120 pM. Nastgpnie
inkubowatam mieszaning reakcyjng w 25°C, a reakcje zatrzymywatam po 15 min przez dodanie
100 plroztworu 1 M kwasu nadchlorowego i 1 mM fosforanu sodu. Po dodaniu 400 pl 20 mM
molibdenianu amonu 1400 pl octanu izopropylu, probki mieszatam, a w nastepnej kolejnosci
prowadzitam rozdziat fazy nieorganicznej i organicznej przez krotkie wirowanie. Po wirowaniu
pobralam 150 pl goérnej fazy zawierajacej radioaktywny kompleks ortofosforanowo-
molibdenianowy 1 dodatam do 4 ml ptynu scyntylacyjnego. W ten sposéb przygotowane proby
byty mierzone w liczniku scyntylacyjnym firmy Beckman LS 6000TA. Reakcje kontrolne
pozbawione biatka zostaty uwzglednione we wszystkich eksperymentach. Warto$ci hydrolizy
ATP uzyskane w wynikéw pomiarow zostaty dopasowane do przebiegu réwnania Michaelisa-
Mentena przy zastosowaniu oprogramowania GraphPad Prism 7 (wersja 7.02, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

7.11 Pomiar aktywnos$ci ATPazy bialek Hsp70 z uzyciem systemu sprzezonych enzymow
LDH/PK

Pomiar podstawowej aktywnosci ATPazowej biatek Hsp70 — HSCA i Ssql z
zastosowaniem systemu sprz¢zonych enzyméw LDH (dehydrogenaza mleczanowa) /PK
(kinaza pirogronianowa) przeprowadzono wedlug opisanej wcze$niej metody (188).

Na'*,K* ATPase
Hydroliza ATP: ATP + H,0 &——= Pi+ADP

PK
ADP + PEP< ATP + Py

Regeneracja ATP: LDH
Py + NADH + H*—= La + NAD*

JG Ngrby, Methods in Enzymology 1988

Aby okresli¢ powinowactwo biatek Hsp70 - HscA 1 Ssql wobec ATP, przygotowatam
dwie mieszaniny reakcyjne. Pierwsza zawierata 1 uM HscA lub 2,5 uM Ssql i 2,5 uM Mgel
w buforze CA (50 mM HEPES-KOH, pH 7,5, 150 mM KCI, 20 mM octan magnezu, 1 mM
ditiotreitol), natomiast druga mieszanina reakcyjna zawierala 0,265 mM NADH, 100 U/ml
dehydrogenazy mleczanowej (LDH), 70 U/ml kinazy pirogronianowej (PK), 2,8 mM
fosfoenolopirogronian (PEP) oraz ATP o okreslonym st¢zeniu w buforze CA. Reakcje byty
inicjowane przez dodanie mieszaniny z ATP do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej biatka
Hsp70.

W trakcie pomiaru powstajacy w wyniku hydrolizy ADP byt przeksztalcany ponownie
do ATP przez kinazg pirogronianowa, ktéra dostarcza grupe fosforanowa =z
fosfoenolopirogronianu. Jednoczes$nie dochodzito do przeksztalcenia fosfoenolopirogronianu
w pirogronian, ktory stanowi substrat dla dehydrogenazy mleczanowej. Enzym ten
przeprowadza reakcj¢ redukcji pirogronianu w mleczan i podczas tego procesu nastgpuje
utlenienie NADH do NAD+. Tak wigc po zainicjowaniu reakcji poprzez dodanie ATP w
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nastepnej kolejnosci wykonywatam pomiar zmian absorbancji NADH przy 340 nm przez 500
sw 23° C . Do pomiaréw wykorzystywatam spektrofotometr JASCO V-660 UV-Vis.

7.12 Pomiar aktywnos$ci ATPazowej bialek Hsp70 z wykorzystaniem zestawu EnzChek
Phosphate Assay Kit firmy Molecular Probes

Aktywnos¢ ATPazy HscA lub Ssql (0,5 uM) w obecnosci lub przy braku nadmiaru
IscU/CtlIsul (50 uM) 1 HscB/Hsc20 (50 uM) mierzylam w 23 °C, wykorzystujgc komercyjny
zestaw EnzChek Phosphate Assay Kit firmy Molecular Probes. Pomiar polegal na
monitorowaniu ilosci uwalnianego fosforanu w tescie enzymatycznym [50] przy uzyciu
spektrofotometru JASCO V-660 UV-Vis. W przypadku mieszanin reakcyjnych zawierajacych
biatko eukariotyczne Ssql, dodawatam rowniez biatko Mgel (0,5 uM). Pomiar aktywnosci w
tym doswiadczeniu wykonywatam w buforze HKM (50 mM HEPES-KOH, pH 7,5, 150 mM
KCl, 5 mM MgCl12, 1 mM ditiotreitol) w obecnosci 1 mM ATP. Przygotowane reakcje o
objetosci 500 pl zawieraty bufor, biatka o wskazanym st¢zeniu, odczynnik 100 mM MESG
(rybozyd 2-amino-6-merkapto-7-metylopuryna). Reakcja byta inicjowana poprzez dodanie do
reakcji 0,5 U PNP (fosforylazy nukleozydéw purynowych). W obecnosci nieorganicznego
fosforanu substrat MESG (rybozyd 2-amino-6-merkapto-7-metylopuryny) jest przeksztalcany
przez enzym - fosforylaze nukleozydoéw purynowych (PNP) do rybozy-1-fosforanu 2-amino-6-
merkapto-7-metylopuryny. Ta enzymatyczna zmiana substratu MESG skutkuje zmiang
dtugosci fali przy, ktérej ma miejsce maksymalna absorbancja mieszaniny reakcyjnej z 330 nm
(maksimum absorpcji substratu MESG) do 360 nm (maksimum absorpcji produktu).
Mieszanina reakcyjna z biatkami po dodanie do reakcji odczynnika PNP inkubowana byta przez
10 min w 22°C . Nastepnie pomiar przeprowadzony byt przy dlugosci fali 360 nm w czasie 8
min po dodaniu ATP do reakcji.

7.13 Precypitacja kompleksow bialkowych (ang. pull-down)
7.13.1 Przygotowanie zloza agarozowego oplaszczonego zredukowanym glutationem

Zloze przygotowywatam w plastikowej probowce o objetosci 50 ml, do ktorej dodawatam
210 mg (70 mg/1ml ztoza) sproszkowanego ztoza agarozowego oplaszczonego zredukowanym
glutationem i zawieszatam w buforze PD (40 mM HEPES-KOH pH 7,5; 5% (v/v) glicerol; 100
mM KCI; 1 mM DTT (ditiotreitol); 10 mM MgCl.) i inkubowatam z rotacjg w 4°C przez noc.
Nastgpnego dnia ztoze wirowatam (1000 g; 4°C; 5 min; Sigma rotor 11192), usuwatam
supernatant znad zloza, a nastgpnie 3 krotnie ptukatam ztoze buforem PD (12ml). Po kazdym
plukaniu zloze wirowalam i odciggaltam supernatant. Nastepnie osad przenositam do
plastikowej probowki o objetosci 15 ml i dopetniatam do 15 ml buforem PD uzupetnionym o
0,1% (v/v) roztwor Tritonu X-100. Tak zawieszone zloze inkubowalam z rotacja w
temperaturze 4°C przez 2,5 godziny, po czym trzykrotnie plukatam zloze buforem PD.
Powstatly osad ze ztoza dopehiatam buforem PD uzupetnionym o 0,1% (w/v) roztwoér biatka
BSA (Bovine Serum Albumin) i inkubowatam z rotacja przez 2,5 godziny w temperaturze 4°C.
Po inkubacji zloZze wirowatam i1 ptukatam 3 krotnie buforem PD. Na noc osad zawieszatam w
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5 ml $wiezego buforu PD i inkubowatam w 4°C. Nast¢pnego dnia ztoze wirowatam (1000 g;
4°C; 5 min; Sigma rotor 11192), po czym usunetam supernatant i zawieszalam zloze w swiezym
w buforze PD w stosunku objg¢tosciowym 1:1. Tak przygotowane zloze przechowywatam w
lodéwce, a przed kazdym do$wiadczeniem ptukatam je trzykrotnie $wiezym buforem PD.

7.13.2 Procedura precypitacji kompleksow bialkowych (ang pull-down)

Reakcje przygotowywatam w 0,5 ml probdéwkach typu eppendorf, w ktorych
umieszczatam 75ul buforu PD (40 mM HEPES-KOH pH 7,5; 5% (v/v) glicerol; 100 mM KCI;
1 mM DTT (ditiotreitol); 10 mM MgCl,) oraz analizowane bialka. Finalna objetos¢ mieszaniny
wynosita 150 pl. W reakcjach podstawowych bialkiem wigzacym si¢ do ztoza bylo biatko Isul-
GST lub IscU-GST. W probach kontrolnych byto to biatko GST. Do przygotowanych reakcji
dodawatam ATP do koncowego stezenia 3 mM i inkubowalam w termobloku przez 15-30 min
w 25 lub 30°C (w zaleznosci od reakcji). Po inkubacji z kazdej reakcji pobieratam 5% reakcji
w celu kontroli ilo$ciowej reakcji na zelu poliakrylamidowym, a nastepnie do pozostate]
objetosci dodawatam 40 ul zawiesiny zloza agarozowego oplaszczonego zredukowanym
glutationem. Nastepnie probki inkubowatam z rotacjg w 4 °C lub w temperaturze pokojowej, a
po 1 h wirowatam (4°C; 1000g; 2 min.; Sigma, rotor 12148). W nastepnej kolejnosci
wykorzystujac pompe prozniowa, ostroznie usuwatam supernatant znad ztoza i dodawatam 500
ul buforu PD. Probki energicznie mieszatam po czym znowu wirowalam (4°C; 1000g; 2 min.;
Sigma, rotor 12148) i po odciagnigciu buforu znad ztoza dodawatam $wiezego buforu PD. Te
czynno$¢ powtarzalam trzykrotnie, aby pozby¢ si¢ niespecyficznie zwigzanych bialek ze
zlozem. Po ostatnim powtdrzeniu, po odciggni¢ciu supernatantu, 20 ul osadzonego zloza
zawieszatam w 20 pl buforu Laemmli i inkubowatam w 100°C przez 10 minut. Tak
przygotowane probki wirowatam (14000 obr./min.; 30 s; Sigma; rotor 12134), po czym
pobieratam 15 ul kazdej z nich 1 analizowatam ich sktad metoda SDS-PAGE.

7.14 Analizy ewolucyjne

Zostaly wykonane przez mgr Mileng Stolarska, doktorantke Zakladu Biochemii
Ewolucyjnej.

Sekwencje aminokwasowe ortologéw eukariotycznych mitochondrialnych biatek
Hsp70 (mtHsp70), DnaK i HscA oraz cytozolowego Hsp70 — Ssal zostaly pobrane z bazy
danych OMA. Nastepnie sekwencje zostaly zestawione przy uzyciu Clustal Omega przy
zastosowaniu domys$lnych parametrow. Zestawienie sekwencji zostalo nastepnie
przeksztalcone w Ukryty Model Markova (ang. Hidden Markov Models) przy uzyciu programu
hmmbuild z pakietu HAMMER. Dla kazdej z pozycji zestawienia obliczone zostato
prawdopodobiefistwo a postaeriori, okreslajace poziom pewnosci dla kazdej pozycji kazdej
sekwencji. Pozycje o $rednim prawdopodobienstwie ponizej 0,7 zostaly usuniete z zestawienia
wykorzystanego w dalszej analizie filogenetycznej. Przy uzyciu programu IQ-tree
przeprowadzono 1000 przeszukan, stosujac metod¢ maksymalnej wiarygodnosci oraz 1000
powtorzen bootstrap, stosujac model substytucji aminokwasow LG oraz model ewolucji
GAMMA z czterema kategoriami tempa zmienno$ci 0raz pozycjami niezmiennymi (LG + | +
G), ktory zostat wyznaczony jako model najlepiej pasujacy do danych.
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Z bazy danych Uniprot pobrane zostaty proteomy 339 zwierzat, 661 grzybow, 113 roslin
oraz 38 protistow. Zeby poznaé dystrybucje filogenetyczng biatek HscA i HscB ortologi 1 do
1 kazdego z biatek zostaly pobrane z bazy danych OMA i zestawione przy uzyciu programu
Clustal Omega przy domys$lnych parametrach. Oba zestawienia sekwencji zostaly nastepnie
przeksztalcone w Ukryte Modele Markowa (ang. Hidden Markov Models) przy uzyciu
programu hmmbuild z pakietu HAMMER. Proteomy zostaly przeszukane przygotowanymi
modelami przy uzyciu programu hmmsearch.

Nastepnie sekwencje rozpoznane jako potencjalne ortologi HscA zostaty, w celu dalszej
weryfikacji, zestawione z referencyjnymi sekwencjami Hsp70 oraz dodane do drzewa
filogenetycznego przedstawionego na rycinie 27 przy uzyciu algorytmu ulokowania opartego
na funkcji wiarygodnosci (ang. likelihood-based placement algorithm) z programu RaxML.
Sekwencje, ktore na drzewie zostaly umieszczone w kladzie HscA zostaly uznane za wyniki
pozytywne, natomiast te, ktore grupowaty si¢ poza kladem HscA zostaly uznane za wyniki
fatszywie pozytywne. Sekwencje te zostaly zweryfikowane takze za pomoca zwrotnego
BLAST do proteomu E. coli.

7.15 Rekonstrukcja centrum FeS w obrebie molekularnego rusztowania, biatka Isul/IscU
w obecnosci DTT

Procedura zostala przeprowadzona w komorze beztlenowej firmy COY wypehionej
mieszaning gazow 95% No oraz 5% H,. Biatka ( IscU/Isul,CyaY/Ythl, IscS/Nfsl(Isd11),
inkubowane byty przez noc w komorze beztlenowej w celu usunigcia tlenu z probek. W postaci
proszku zostaly rowniez wprowadzone do komory odczynniki: cytrynian amonu zelaza III
(FAC, ang. ferric ammounium citrate), kwas L-askorbinowy, L-cysteina, ditiotreitol (DTT).
Bufor reakcyjny(2x stezony) sktadat si¢ z 50 mM Tris pH 8.0, 350 mM KCI, 4mM MgCl», 20%
glicerol, 0,1% Triton X-100. Obj¢tos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 400 pl i zawierata ona
dodatkowo:

300 uM cytrynian amonu zelaza III (FAC)

*1 mM kwas L-askorbinowy

SmMDTT

*500 uM L-cysteina

oraz biatka o stezeniu: 100 uM IscU/Isul, 5 uM IscS/Nfs1(Isd11), 5 uM CyaY/Ythl

Reakcje rekonstytucji centrum FeS w obrebie IscU/Isu inicjowatam poprzez nastrzyk
desulfurazg cysteinowa po minucie 0d przygotowania mieszaniny reakcyjnej. Synteze centrum
FeS obserwowatam poprzez monitorowanie zmiany widma CD w zakresie 300-700 nm,
wykorzystujac podczas pomiarow kuwete o dugosci drogi optycznej 10 mm
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7.16 Reakcja rekonstrukcji biosyntezy centréw FeS w obrebie IscU w oparciu o
oczyszczony zestaw bialek maszynerii ISC

7.16.1 Usuwanie cynku z IscU

W celu usunigcia jonu cynku z oczyszczonego biatka IscU probka zawierajaca IscU
inkubowana byla z roztworem DTPA(kwas pentetynowy) o st¢zeniu 163 mM oraz z DTT
(ditiotretiol) o stezeniu 1M. Po 1,5 godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej probka byta
naktadana na kolumng¢ Hi trap 16/60 Superdex75, ktéra byta zrownowazona buforem T(20 mM
Tris pH8.0, 250 mM NaCl, 10 mM DTT). Po zebraniu frakcji zagescitam je do 500 ul,
umie$citam w namiocie beztlenowym 1 nalozytam na kolumne¢ PS5, aby pozby¢ si¢ DTT z
probki. Zebrany 1 ml probki zagescitam do okoto 300 ul 1 dodalam glicerol do koncowego
stezenia 70%. Stezenie biatka mierzytam spektrofotometrycznie 1 bialko przygotowane w ten
sposob byto gotowe do uzycia w kolejnych doswiadczeniach.

7.16.2 Fe-IscU

W celu przygotowania Fe-IscU, na wstepie usuwatam jon cynku przez inkubacje Zn-
ISCU z DTPA (zgodnie z metodg opisang w pkt 7.8.1), a nast¢pnie w celu usuni¢cia nadmiaru
DTPA prébka zostata natozona na kolumne Hi trap 16/60 Superdex 75. Nastgpnie w ten sposob
przygotowane biatko apolscU (100 uM) inkubowatam z siarczanem amonu zelaza (10 uM).W
tym celu na kropelke zawierajacg roztwor zelaza, dodawatlam biatko IscU i delikatnie
mieszatam, po czym na kolejnym etapiec dodawatam bufor R(20 mM Tris pH 8.0, 50 mM NacCl)
do objetosci 100 pl. Reakcje, ktorych celem byto uzyskanie preparatu Fe-lscU
przeprowadzatam w komorze beztlenowej Jacomex (O2<2ppm) w temperaturze pokojowej. W
celu sprawdzenia, czy uzyskatam biatko Fe-IscU przeprowadzatam pomiar widm dichroizmu
kotowego w zakresie 250-500 nm wykorzystujac podczas pomiarow kuwete o dlugosci drogi
optycznej 10 mm.

7.16.3 Rekonstytucja centréw FeS w obrebie bakteryjnego biatka IscU

Synteze centrow FeS w obrebie bakteryjnego biatka IscU przeprowadzitam w warunkach
beztlenowych. Mieszanina reakcyjna zawierata Fe?* (Siarczan Amonu zelaza (IT), s61 Mohra) (100
uM) oraz IscU (100 uM), IscS (10 uM), Fdx/FdxR (5 uM) i NADPH (200 uM) w buforze P
(50 mM NaPi pH 8,0, 150 mM NaCl). Mieszaning przeniostam do szczelnie zamknietej kuwety
o dlugos$ci drogi optycznej 10 mm i reakcj¢ inicjowatam L-cysteing (100 uM) wprowadzong
gazoszczelng strzykawka firmy Hamilton. Widma absorpcji uzyskatam w oparciu 0 pomiary
przeprowadzone na spektrometrze Secomam UVIKON XL natomiast pomiary widma CD
przeprowadzitam wykorzystujac spektrometr Jasco J-815. Kinetyke reakcji monitorowatam
wykorzystujac spektrofotometr UV-Vis przy dtugosci fali 456 nm.

7.16.4 Przygotowanie bialka Fdx w formie apo

1. Bialko Fdx w formie apo przygotowywatam wedtug opublikowanej procedury (245) Na
wstepie inkubowatam biatko Fdx (2,5 mg/ml) w komorze beztlenowej w tazni lodowe;j przez
noc w celu usunigcia tlenu z probek.

2. Do 650 pl biatka dodatam odpowiednio 25 pl B-merkaptoetanolu (14,3 M) 1 uzupehitam
woda do objetosci 1 ml.
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3. Nastepnie inkubowalam proby na lodzie przez 5 min i dodawatam stezony HCI do
koncowego stezenia 0,5M w mieszaninie reakcyjnej i ponownie inkubowatam na lodzie przez
kolejne 5 min do momentu precypitacji biatka.

4. Po uzyskaniu precypitatéw wirowatam probki przez 10 min 12,000 g w 4°C. Po wirowaniu
usunglam supernatant i plukatam proby, dodajac 500 pul wody z dodatkiem 0,1% JB-
merkaptoetanolu i wirujac probki.

5. Po usunieciu wody do kazdej z prob dodatam 250 pl buforu (50mM NaCl, 50mM Tris-HCI
pH 8,3), nastepnie delikatnie wymieszatam i inkubowalam probki na lodzie przez 10-15 min
do momentu rozpuszczenia biatka. Jesli bylo to potrzebne dodawatam po 1 pl 1M Tris do
uzyskania klarownego roztworu.

7.16.5 Przygotowanie biatka GrxD w formie apo

Biatko GrxD w formie apo przygotowatam wedtug opublikowanej procedury (246). Na
wstepie biatko inkubowatam ze 100 mM ditiotretiolem (DTT) i 100 mM kwasem wersenowym
(EDTA) w 4 °C przez 2h . Nastgpnie mieszaning nakladalam na kolumng Hi trap 16/600
Superdex 75 zrownowazonej buforem T (20 mM Tris pH8.0, 250 mM NaCl, 10 mM DTT), aby
zmieni¢ bufor i pozby¢ si¢ zredukowanych jonéw metali. Przeprowadzony rozdziat pozwolit
na uzyskanie biatka GrxD w formie apo. Zebrane proby zagescitam do objgtosci 500 pl i
nastepnie w celu usunigcia DTT z probki uzylam kolumny P35, na ktdrg natozytam zageszczone
biatko w komorze beztlenowej. Zebrany 1 ml biatka zageScitam do okoto 300 pl i dodatam
glicerol do koncowego stezenia 70%.

7.16.6 Pomiar transferu centrum FeS z IscU do bialka apo Fdx
7.16.6.1 W obecnosci biatka GrxD

Aby zbada¢ wptyw biatka GrxD na transfer centrum Fe-S z holo IscU do biatka apo Fdx
przygotowalam mieszaning reakcyjng, ktora obejmowata: 10 uM IscU, 2 uM IscS, 60 uM apo
Fdx oraz 20 uM apo GrxD w buforze R o nastepujagcym sktadzie 50 mM HEPES-KOH pH 7.5;
150 mM KCI ;10 mM MgCl,. Ponadto stezenia pozostalych komponentow reakcji byty
nastepujace: 400 uM cytrynianu amonu zelaza III ; 100 uM askorbinian sodu ; 100 uM L-
cysteina ; 10 mM GSH. W celu detekcji transferu centrum Fe-S z IscU do Fdx wykonatam
pomiary dichroizmu kotowego (CD), rejestrujac widmo w zakresie widzialnym (300 nm- 700
nm). Zapis widm rozpocze¢tam zaraz po starcie reakcji poprzez nastrzyk L-cysteing i
wykonywatam je cyklicznie przez 4 godziny (0,12,30,60,120,180,240 min), tak by obserwowac
proces tworzenia si¢ charakterystycznego widma dla holo Fdx. W doswiadczeniach
kontrolnych mieszanina reakcyjna nie zawierata biatek IscU oraz GrxD lub bylo pominigte
tylko bialko GrxD.
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7.16.6.2 W obecnosci bialek opiekunczych HscA/HscB

W celu zbadania wptywu biatek opiekunczych HscA/HscB na proces transferu centrum
Fe-S z IscU do apo Fdx do reakcji obejmujacej 10 uM IscU, 2 uM IscS, 80 uM apo Fdx
dodawatam biatka opiekuncze - 4 uM HscA i 4 uM HscB wraz z 1mM ATP. Ponadto
mieszanina reakcyjna zawierata zrodto zelaza w postaci 400 uM cytrynianu amonu zelaza 111
(ang. Ferric Ammonium Citrate), 100 uM askorbinian sodu, 100 uM L-cysteina oraz 10 mM
zredukowany glutation GSH, ktory w tym przypadku petnit funkcje czynnika redukujacego.
Bufor reakcyjny obejmowat 50 mM HEPES-KOH pH7.5, 150 mM KCI oraz 10 mM MgCl..
W celu detekcji centrum Fe-S w obrebie Fdx wykorzystalam spektroskopi¢ dichroizmu
kotowego, rejestrujgc widma w zakresie widzialnym (od 300 nm do 700 nm). Zapis widm
rozpoczgtam zaraz po starcie reakcji zainicjowanej poprzez nastrzyk L-cysteiny i
wykonywatam je cyklicznie przez 5 godzin i po inkubacji mieszaniny reakcyjnej przez noc
(O/N) (Omin, 300min, O/N), tak by obserwowac proces rekonstytucji centrum w obrgbie Fdx.

7.17 Pomiar transferu centrum FeS z IscU do bialka apo GrxD

Reakcja byta przygotowana w buforze R (50 mM Tris-HCI pH 8.0 150 mM KCI 10 mM
MgCl,) i obejmowata biatka systemu ISC : 50uM IscU, 5 uM IscS, 100 uM apoGrxD, 4 uM
/4 uM HscA/HscB oraz 5 pM Fdx/FdxR. Ponadto mieszanina reakcyjna zawierala zelazo Fe?*
(Siarczan Amonu zelaza (II), sol Mohra )50 uM, 25 uM L-cysteina oraz 1 mM ATP, natomiast
zrodlo elektrondw stanowito NADPH. Pierwszym etapem reakcji bylo zainicjowanie syntezy
centrum Fe-S w obrgbie biatka IscU, ktore petito funkcje molekularnego rusztowania, pomiar
CD zostal wykonany zaraz po nastrzyku L-cysteiny inicjujgcym reakcje. Nast¢pnie do reakcji
dodatam(poprzez nastrzyk) biatko akceptorowe — 100 uM  GrxD w formie apo oraz system
biatek opiekunczych HscA/HscB. Pomiar trwat 6 minut.

Nastepnie aby zbada¢ kinetyke tej reakcji przeprowadzitam pomiar zmiany sygnatu
dichroizmu kotowego przy dlugosci fali 556nm. Przyrost sygnatu przy tej dlugosci fali
$wiadczyt o formowaniu biatka holo GrxD. Doswiadczenia zostaty przeprowadzone w buforze
RI (50 mM Tris pH 8.0; 150 mM KCI ;10 mM MgCI2), w ktorym dodatkowo byly obecne 1
mM ATP, 25 uM L-cysteina, 100 pM NADPH, 50 pM Fe?" (Siarczan Amonu zelaza (II), s6l
Mohra). Stezenia bialek w reakcji: SOuM IscU, 5 uM IscS, 5 uM Fdx/FdxR, 100 uM, apoGrxD,
4/4 uM HscA/HscB. Pomiary przeprowadzatam, wykorzystujac spektrometr CD Jasco J-815,
w kuwecie pomiarowej o dlugos$ci drogi optycznej 10mm.
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