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Centra zelazo-siarkowe to male czasteczki skladajace si¢ z atomoéw zelaza i siarki, ktore tworza grupy
prostetyczne biatek niezbedne do ich prawidtowego funkcjonowania. Kluczowym etapem biochemicznym w ich
przypadku jest proces powstawania. Proces biogenezy centréw Fe-S mozna podzieli¢ na dwa odrebne etapy:(i)
syntez¢ Fe-S w obrgbie wyspecjalizowanego biatka pelnigcego funkcje ,,molekularnego rusztowania” (ii)
przeniesienie Fe-S z biatka 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 si¢ od
syntezy centrum Fe-S na biatku Isul (molekularnym rusztowaniu). W procesie tym biorg udziat biatka Nfs1(lsd11)
(kompleks desulfurazy cysteinowej), Ythl (frataksyna), jak rowniez Yahl(ferrodoksyna) i jej reduktaza Arhl. Po
tym etapie biatko Isul ze zrekonstruowanym centrum Fe-S jest transportowane dzigki obecnos$ci biatka Hsc20 do
biatka Hsp70. Biatko Hsc20 posiada domene¢ C-terminalng, ktdra wigze si¢ z biatkiem Isul. Nastepnie Hsc20
oddziatuje poprzez N-terminalng domeng z biatkiem Hsp70, co powoduje aktywacj¢ 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 réwniez wystepuje dedykowana maszyneria biatkowa odpowiedzialna za proces
biogenezy centrow Fe-S sktadajaca si¢ z biatka IscU (molekularne rusztowanie), IscS (desulfuraza cysteinowa), Fdx
(ferrodoksyna), CyaY (frataksyna), Fpr ( reduktaza ferrodoksyny). W drugim etapie biorg udziat biatka opiekuncze
HscA i HscB. Glowng r6znicg miedzy systemem bakteryjnym i drozdzowym jest obecnos¢ 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 bylo poréwnanie bakteryjnych i
eukariotycznych systeméw Hsp70 funkcjonujacych w biogenezie centrow zelazo-siarkowych. Przeprowadzona w
naszym zespole analiza filogenetyczna wykazata, ze HscA i Ssql sg odlegle spokrewnione i ze ortologi HscA nie
wystepuja w proteomach eukariotycznych. Ten wynik z kolei sugeruje scenariusz, w ktorym bakteryjny gen kodujacy
biatko HscA zostat utracony podczas ewolucji mitochondridw, a jego rolg w biogenezie centrow 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 wystapita u S. cerevisiae. Z drugiej strony najwazniejsze pytanie dotyczylo tego, jak
biochemicznie podobne lub rézne sg oba biatka Hsp70 wyspecjalizowane w procesie biosyntezy centréw Fe-S.

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

Kolejnym etapem moich badan w ramach realizacji projektu doktorskiego bylo 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 obregbie bakteryjnego biatka IscU. Proces rekonstytucji centrum Fe-S monitorowatam 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 ferrodoksyng (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
byta mozliwa ze wzgledu na réznice w widmach CD analizowanych biatek.

Ostatnim etapem mojego projektu doktorskiego byto zbadanie wplywu 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 wplyw bakteryjnych biatek opiekunczych w obecnosci ATP na wzrost szybkosci transferu
centrum Fe-S z IscU do GrxD. Uzyskane przeze mnie wyniki s3 w pelni zgodne z dotychczas opublikowanymi
danymi in vivo, a opracowany przeze mnie model badawczy in vitro otwiera nam nowe mozliwosci badania wplywu
mutacji, ktore zaklocaja okreslone interakcje biatko:biatko, na wydajnos¢ procesow syntezy oraz transferu centrow
Fe-S.



