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»Biochemiczna rekonstrukcja kompleksow bialkowych

zaangazowanych w mitochondrialna biogeneze centrow zelazo-siarkowych.”

Centra zelazo-siarkowe FeS sa grupami prostetycznymi, kluczowymi dla funkcjonowania
wielu bialek niezbednych do przezycia komorki. We wszystkich komoérkach eukariotycznych
centra FeS syntetyzowane sg w macierzy mitochondrialnej, przez dynamicznie zmieniajacy si¢
kompleks oddziatujacych ze sobg bialek. Chociaz zidentyfikowano ponad 20 biatek
uczestniczacych w procesie biogenzy FeS, to rdzen kompleksu syntezy centrow FeS tworza
cztery biatka: rusztowanie molekularne Isul, kompleks desulfurazy cysteinowej Nfs1(Isd11) oraz
frataksyna Yfhl. Centrum FeS formowane jest w obrgbie Isul, donorem atoméw siarki jest
Nfsl(lsd1l), a Yfhl reguluje aktywnos¢ desulfurazy oraz jest rozpatrywane jako potencjalny
donor Zelaza. Pomimo, ze wzajemne interakcje tych bialek sg niezbedne do syntezy centrow FeS,
to zaskakujaco mato wiadomo na temat molekularnych podstaw tych oddziatywan.

Wykorzystujac dostepne dane biochemiczne oraz strukturalne zidentyfikowalem reszty
aminokwasowe na powierzchni biatek Yfhl, Isul, NfsI(Isd11) determinujace ich wzajemne
oddziatywanie w obrgbie kompleksu syntezy FeS obecnego u S. cerevisiae. Swoje
przewidywania zweryfikowalem wykorzystujac technike precypitacji kompleksow biatkowych,
w ktorej stosowatem biatka Ythl 1 Isul w fuzji z biatkiem GST. Zaobserwowalem, ze biatko
GST-Ythl wigze si¢ jedynie do wuprzednio uformowanego podwoédjnego kompleksu
Isul:Nfs1(Isd11), nie oddziatujac z zadnym z tych biatek z osobna. Nastgpnie wykorzystujac
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wykazatem, Ze wymienione
aminokwasy determinuja wzajemne oddzialywanie Ythl:Nfsl(Isd11) w obrebie kompleksu
syntezy FeS. W podobny sposob pokazalem, ze reszta W131 biatka Ythl oraz motyw P134,
V135, K136 (PVK) w obrebie biatka Isul sg kluczowe dla ich wzajemnej interakcji w obrebie
kompleksu syntezy FeS. Chcac zweryfikowac funkcjonalne znaczenie tych obserwacji, badatem

jak wymiana powyzszych reszt wplywa na zdolno$¢ niosacych je biatek do regulacji aktywnosci



enzymatycznej desulfurazy. W przypadku bialek typu dzikiego, aktywnos$¢ Nfsl(Isd11) byta
hamowana w obecnosci Isul, stymulowana w przypadku jednoczesnej obecnosci Isul i Ythl
oraz nie zmieniala si¢ w obecno$ci samej frataksyny. Zgodnie z wynikami dos$wiadczen
precypitacji kompleksow biatkowych, zmutowane biatka nie wptywaty na aktywno$¢ desulfurazy
Nfsl(Isd11). Zaburzenie tych oddziatywan prowadzito réwniez do zhamowania tempa wzrostu
komoérek drozdzowych, pomimo ze zmutowane wersje bialek produkowane byly w komorce na
poziomie podobnym do biatek typu dzikiego.

Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja, ze frataksyna wigze si¢ do kompleksu syntezy
FeS oddzialujac resztami D86 E89 z resztami R313, R316, R318 biatka Nfs1(Isd11) oraz reszta
W131 z resztami motywu PVK biatka Isul. Wszystkie zidentyfikowane aminokwasy sa silnie
konserwowane ewolucyjnie u bakterii i eukariontow (w tym ludzi), co sugeruje ze
zidentyfikowane powierzchnie oddzialywania pomiedzy biatkami stanowig element
uniwersalnego mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za formowanie kompleksu syntezy

centrow zelazo-siarkowych.



