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¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Celem naukowym wyzej wymienionych prac bylo poznanie funkcjonowania
mitochondrialnego systemu biatek zaangazowanych w biosyntez¢ centréw Zelazo-siarkowych
(Fe/S). Centra Fe/S to grupy prostetyczne wystepujace w bialkach zlokalizowanych we
wszystkich przedziatach komorki eukariotycznej. Wiele z tych biatek pelni funkcje niezbgdne
dla przezycia organizmu, uczestniczac w oddychaniu i syntezie ATP, biosyntezie kofaktoréw,
metabolizmie RNA i DNA oraz regulacji ekspresji gendow (Lill i wsp., 2006). Mitochondria
petnig kluczowsg role w procesie biogenezy centréw Fe-S zaréwno na potrzeby wiasne, jak tez
innych przedziatdbw komoérkowych (Lill i wsp., 1999). Od bakteryjnych przodkow
mitochondria odziedziczyly ztozong maszyneri¢ bialkowa znang jako system ISC (Iron-
Sulfur-Cluster assembly). Biogeneza centréw Fe/S rozpoczyna si¢ od ich syntezy w obrebie
biatka rusztowania (Isu, u S. cerevisiae). W procesie tym kompleks enzymatyczny
desulferazy cysteinowej (Nfsl-Isd11) katalizuje odtaczenie siarki od cysteiny i przekazanie
jej na biatko Isu. Zrédto Zelaza do syntezy Fe-S jest niezbyt dobrze poznane. Uwaza sig, ze
biatko frataksyna (Yfhl, u S. cerevisiae) moze petni¢ role donora zelaza. W kolejnym etapie
polegajagcym na przekazaniu centrum Fe/S z Isu na bialko docelowe uczestniczy system
biatek opiekunczych Hsp70 (wyspecjalizowane Ssql lub wielofunkcyjne Sscl oraz biatko
pomocnicze typu J - Jacl, u S. cerevisiae) (Craig i Marszalek, 2002; Vickery i Cupp-Vickery,
2007; Lill i wsp., 2008).

Wezesniej zidentyfikowano szereg czynnikow biatkowych uczestniczgcych w procesie
biogenezy Fe/S, brakowato jednak informacji na temat molekularnej organizacji tego procesu.
Poprzez analogie do innych proceséw zachodzacych w mitochondriach (np. import biatek,
utrzymywanie i replikacja mtDNA) mozna byto przypuszczaé, ze biogeneza Fe/S zachodzi w
obrebie kompleksu zlozonego z wielu biatek. Mozna réwniez bylo postawi¢ hipotezg, ze
biatko rusztowanie Isu stanowi centrum wokdt, ktérego taki kompleks jest zorganizowany.
Do tej pory brakowalo rowniez wynikow systematycznych badan dotyczacych
indywidualnych oddzialywan biatka rusztowania Isu z jego partnerami biatkowymi, nie
wiadomo byto jaka jest kolejnos¢ tych oddziatywan oraz czy i w jakim stopniu oddziatywania
te wzajemnie sie wykluczaja. To znaczy czy partnerzy biatkowi oddziatujg z Isu jednoczes$nie,
czy tez w okreslonej kolejnosci. W cyklu publikacji pt. ,,Analiza strukturalno-funkcjonalna
mitochondrialnych kompleksow biatkowych zaangazowanych w biosyntezg centrow zelazo-
siarkowych (Fe/S)” odpowiedziatem na wiele postawionych powyzej pytan.

Rola mitochondrialnego systemu bialek opiekunczych Ssql-Jacl w procesie biosyntezy
centrow zelazo-siarkowych (Fe/S)

W pierwszej publikacji (Dutkiewicz, R., Marszalek, J., Schilke, B., Craig, E.A., Lill,
R., Muhlenhoff, U. (2006) ,,The Hsp70 chaperone Ssqlp is dispensable for iron-sulfur
cluster formation on the scaffold protein Isulp” J.Biol.Chem. 281: 7801-7808) podjgtem
probe wyjasnienia biochemicznych podstaw dziatania biatek opiekunczych w procesie
biogenezy bialek zawierajacych centra Fe/S jako grupy prostetyczne, co wymagato
opracowania technik badawczych in vitro z uzyciem oczyszczonych biatek w warunkach
beztlenowych. Aby zbadaé wpltyw systemu biatek opiekunczych Ssql-Jacl na stabilnos¢
wiazania centrum Fe/S w obrebie biatka Isul, na wstepie konieczna byta izolacja kompleksu
Isul ze zwigzanym centrum Fe/S. Formowanic centrum Fe/S w obrebie biatka Isu w
warunkach in vitro wymaga warunkow S$cisle beztlenowych, co pokazano poprzednio dla
bakteryjnego systemu ISC (iron sulfur cluster). W zwigzku z tym, ze w Gdansku nie
dysponowatem komorg do badan beztlenowych, badania przeprowadzitem w laboratorium
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Prof. Rolanda Lilla w Marburgu w Niemczech (Institut fiir Zytobiologie und Zytopathologie
der Philipps-Universitit Marburg). Standardowa reakcja rekonstytucji centrum Fe/S w
obrebie Isul obejmowata form¢ apo-Isul (czyli biatko bez zwigzanego centrum Fe/S), L-
cysteing (2rédto siarki w rekeji katalizowanej przez desulferaze cysteinowa Nfsl),
katalityczne ilo$ci oczyszczonej desulferazy cysteinowej, cytrynian zelazowy amonu (zrédio
zelaza). Obecno$é centrum Fe/S zwigzanego z biatkiem potwierdzitem poprzez analizg
widma absorpcji w zakresie UV-Vis.

Podczas miareczkowania biatka Isul obserwowatem liniowy wzrost absorpcji wraz z
rosnacym stezeniem biatka Isul, co $wiadczy o tym, ze stezenie biatka Isul w mieszaninie
reakcyjnej jest elementem limitujacym szybko$¢ reakcji. Nastepnie zbadatem rolg desulferazy
cysteinowej, biatka Nfs1, w procesie rekonstytucji centrum Fe/S poprzez pomiar szybkosci
formowania centrum Fe/S w obrebie Isul w obecnosci wzrastajacych stezen biatka Nfsl. Przy
wysokich stezeniach Nfs1, obserwowalem wysycenie szybkosci formowania centrum Fe/S, co
$wiadezy o katalitycznej roli desulferazy cysteinowej Nfsl. Tak wigc na podstawie
otrzymanych wynikéw stwierdzitem, ze centrum Fe/S moze by¢ syntetyzowane w obrebie
[sul z udzialem Nfsl oraz ze synteza centrum Fe/S moze zachodzi¢ bez obecnosci systemu
biatek opiekunczych.

Nastepnie zbadalem wplyw biatek opiekuniczych na szybkos$¢ formowania centrum Fe/S
w obrebie biatka Isul. Obecnos¢ Ssql, Jacl i Mgel w mieszaninie reakcyjnej zwigkszyla
szybkos¢ syntezy. Wzrost szybkosci byt specyficzny, poniewaz nie obserwowatem wzrostu
absorpcji przy braku biatka akceptorowego — Isul. W zwigzku z tym pojawito si¢ kolejne
pytanie, jaki mechanizm lezy u podstaw tej stymulacji. Efektywniejsze formowanie
centrum Fe/S w obrebie Isul w obecnodci bialek Ssql-Jacl-Mgel moglo by¢ zwigzane z
wplywem biatek opiekuficzych na wzrost aktywnosci biatka Nfsl. Okazalo sig, ze
rzeczywiscie w obecnosci biatek opiekuriczych Ssql, Jacl i Mgel obserwowalem stymulacje
aktywnosci biatka Nfs1.

Kolejne pytanie jakie postawilem dotyczylo specyficznosci stymulacji aktywnosei
biatka Nfsl przez system biatek Ssql-Jac1-Mgel, czyli czy obserwowana stymulacja zalezy
od obecno$ci biatek bioragcych udziat w cyklu ATPazowym biatka Ssql. Czy tez jest to
niespecyficzny efekt i wigze sie z zdolnosciami biatek opiekunczych do oddziatywania z
nieprawidiowo sfaldowanymi bialkami oraz ich ochrong przed agregacja i inaktywacja. Aby
odpowiedzie¢ na to pytanie zmierzylem aktywno$¢ bialka Nfsl w obecnosci
mitochondrialnego  systemu niewyspecjalizowanych bialek Ssc1-Mdj1-Mgel, ktory
uczestniczy miedzy innymi w faldowaniu biatek, czy w ochronie bialek przed dziataniem
czynnikéw stresowych. Okazato sie, ze aktywnos¢ desulferazy cysteinowej byla jeszcze
efektywniej stymulowana, niz w przypadku obecnoéci biatek Ssql-Jacl-Mgel. Jednoczesnie
uzyskane wyniki in vitro nie mialy przetozenia na warunki fizjologiczne, poniewaz delecja
genu Assq] nie powodowala obnizenia aktywnosci desulferazy cysteinowej Nfsl.
Podsumowujac otrzymane wyniki sugerowaly, ze stymulacja aktywnosci desulferazy
cysteinowej Nfsl przez bialko Ssql jest niespecyficzna i mozna ja traktowa¢ jako artefakt
doswiadczalny w warunkach in vitro. W zwiazku z tym, Ze stymulacja aktywnosci biatka
Nfsl przez system bialek Ssql-Jacl-Mgel jest niespecyficzna, pojawilo si¢ pytanie, czy
wyspecjalizowane w procesie biogenezy centrow Fe/S - biatko Ssql wykazuje jednoczesnie
funkcje biatka opiekuficzego w ochronie biatek przed agregacjg. Aby odpowiedzie¢ na to
pytanie, przeprowadzitem do$wiadczenie w ktorym badalem zdolnos¢ biatka Ssql do ochrony
przed agregacjg zdenaturowanej rodanazy (Silberg i wsp., 1998). Okazalo sig, ze obecnos¢
biatka Ssql hamowala agregacje rodanazy. Powyzsze wyniki pokazujg, ze szybkos¢
formowania centréw Fe/S w obrebie biatka Isul wielokrotnie wzrasta w obecnosci biatek
opiekunczych Ssql-Jac1-Mgel. Jednak szybsze formowanie centrum Fe/S w obecnosci biatek
opiekuniczych jest zwigzane ze wzrostem aktywnosci desulferazy cysteinowej, ktora dostarcza
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wiecej siarki. Stymulacja aktywnosci desulferazy cysteinowej wigze si¢ z obecnoscig biatka
Ssql, ktore wykazuje oprocz funkeji wyspecjalizowanych w biogenezie centrow Fe/S, takze
funkcje ochronne biatka opiekunczego.

Kolejny etap badafi miat na celu zweryfikowanie, czy biatka opiekuncze moga by¢
zaangazowane w transfer centrum Fe/S z molekularnego rusztowania — Isul do odpowiednich
biatek akceptorowych. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, zastosowalisSmy system
do$wiadczalny, w ktérym dokonaliSmy pomiaru formowania centrow Fe/S in vivo,
przeprowadzajgc znakowanie hodowli drozdzowej radioaktywnym zelazem “Fe. Na wstepie
skonstruowalismy szczep drozdzowy w ktorych interesujacy nas gen ISUI umieszczono pod
kontrolg promotora GAL (galaktozowego), czyli ekspresja genu nastgpowata w obecnosci
galaktozy, a represja w obecnosci glukozy. Wykorzystujgc przygotowany szczep,
przeprowadzili$my analize¢ in vivo, ktorej celem byta odpowiedz na pytanie, czy mutacje w
obrebie motywu P134V135K136 biatka Isul ktére obnizaja powinowactwo do Ssql majg
wplyw na formowanie centrum Fe/S w obrebie biatka Isul. Otrzymane wyniki pokazaty, ze w
obrebie zmutowanych wersji Isu mozemy obserwowaé efektywna synteze centrow Fe/S.
Natomiast silny defekt syntezy centréw ma miejsce w obregbie mitochondrialnego biatka
akceptorowego — akonitazy. Tak wigc przeprowadzona analiza przekonala nas, ze system
biatek opiekuficzych wymagany jest na pézZniejszym etapie biogenezy centréw Fe/S podcezas
transferu juz uformowanego centrum Fe/S z biatka Isul do odpowiedniego biatka
akceptorowego. '

Biochemiczna charakterystyka oddzialywania bialka rusztowania Isu z bialkiem J, Jacl

W drugiej publikacji (Andrew, A.J., Dutkiewicz, R., Knieszner, H., Craig, E.A.,
Marszalek, J. (2006) ,,Characterization of the interaction between the J-protein Jaclp and
the scaffold for Fe-S biogenesis Isulp” J.Biol.Chem. 281: 14580-14587) na wstepie
pokazatem, ze domena C-koficowa Jacl jest wystarczajgca do wigzania substratu Isul. W tym
celu oczyscitem C-koncowg domeng biatka Jacl. Chcgc odpowiedzie¢ na pytanie, czy
domena ta odpowiada za wigzanie substratu, zastosowatem technike wirowania w gradiencie
glicerolu. Réznica predkosci opadania czasteczek o réznej wielkosci zalezy w przyblizeniu od
réznicy ich mas czgsteczkowych. Dlatego im cigzsze biatko, tym szybciej migruje. Jesli
biatka tworza stabilny kompleks zachowuja si¢ jak jedna czasteczka o odpowiednio wigkszej
masie, wiec w momencie zakonczenia wirowania wspolnie lokalizujg si¢ blizej dna gradientu
niz te same biatka wirowane osobno. Kiedy oba biatka, Isul oraz C-konicowa domena biatka
Jacl, byly obecne w mieszaninie reakcyjnej, obserwowatem przemieszczenie ich pozycji w
dot gradientu w stosunku do biatek wirowanych osobno. Wynik ten jednoznacznie Swiadczyt
o formowaniu kompleksu.

Podczas dalszych badan na podstawie poréwnania sekwencji C-koncowych domen
biatek Jacl i HseB z E. coli, ktdrego struktura krystaliczna zostala rozwigzana (Cupp-Vickery
i Vickery, 2000) zidentyfikowaliémy silnie konserwowany region w obrgbie C-koncowej
domeny Jacl skladajgcy sie z szesciu aminokwaséw: L104, K107, D110, D113, El114, Q117,
ktéry mogt stanowié¢ potencjalne miejsce oddziatywania z molekularnym rusztowaniem Isul.
Niemniej przeprowadzona analiza in vivo komoérek drozdzowych posiadajgcych mutacje w
wytypowanym motywie nie pokazata, Ze posiadajg zaburzony fenotyp, co wskazywato, ze
oddzialywanie z substratem nie jest zaburzone, albo nie jest wymagane w warunkach
fizjologicznych. Z drugiej strony przeprowadzajac do$wiadczenic in vitro polegajace na
precypitacji komplekséw biatkowych, pokazalismy Ze zaproponowane aminokwasy w obrgbie
Jacl sg zaangazowane w formowanie kompleksu z biatkiem Isul.

Kolejnym nasuwajgcym sie pytaniem, bylo jak oslabienie wigzania Jacl do Isul
wplywa na oddziatywanie tych bialek z Ssql. Aby na nie odpowiedzie¢, zbadatem wplyw
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wzrastajacego stezenia bialek Jaclwt lub z mutacjami alaninowymi w obrebie regionu
LKDDEQ na stymulacj¢ aktywnosci ATPazowej Ssql. Obserwowalem bardzo nieznaczne
roznice pomiedzy stymulacja ATPazy przez dzikie i zmutowane biatko Jacl. Wynik ten
sugerowal, Ze ostabienie oddziatywania biatka Jacl z substratem moze by¢ kompensowane
przez inne silne oddzialywania pomig¢dzy biatkami, podobnie jak ma to miejsce w przypadku
mutacji V472F w obrebie Ssql, ktéra obniza powinowactwo tego biatka do substratu Isul
(Knieszner i wsp., 2005). Na podstawie tych obserwacji postawiliSmy hipotezg, ze u S.
cerevisiae poszczegdlne komponenty systemu Hsp70 zaangazowanego w synteze centrow
Fe/S, czyli biatka Ssql i Jacl, oddziatujg na tyle silnie z biatkiem substratowym Isul, ze w
momencie, gdy tylko jedna z tych interakcji zostanie zaburzona, drugi nie zmieniony
komponent systemu moze poprzez inne silne interakcje kompensowa¢ takie zaburzenie, przez
co system jest nadal funkcjonalny. W zwiazku z tym jesli hipoteza ta jest prawdziwa,
rownoczesne ostabienie dwoch niezaleznych interakcji np.: oddziatywania Isul z Jacl oraz
Isul z Ssql, powinno spowodowaé powazne zaburzenie funkcjonowania systemu. W tym
celu skonstruowalismy szczep S. cerevisiae, w ktorym obecne byty jedynie zmutowane kopie
bialek — SsqlV472F oraz JaclLKDDEQ. Szczep taki roést wolniej w temperaturze
permisywnej, a w warunkach szoku termicznego jego wzrost ulegal calkowitemu
zahamowaniu. Pokazuje to, ze oddzialywania miedzy biatkiem Isul, a bialkami Ssqli Jacl sg
istotne dla ich funkcji in vivo w biogenezie centrow Fe/S, lecz na tyle silne i specyficzne, ze
dopiero ostabienie obu tych oddziatywan powoduje wyrazny efekt fenotypowy. W pracy tej
pokazaliémy réwniez, Ze funkcja biatka Jacl polega na kierowaniu biatka Isul do kompleksu
z Ssql. W do$wiadczeniach wykorzystalismy peptyd Isul zawierajgcy motyw PVK kluczowy
do prawidlowego oddziatlywania z biatkiem Ssql (Dutkiewicz i wsp., 2004). Eksperyment
plazmonowego rezonansu powierzchniowego wykazal, ze peptyd nie oddzialuje z Jacl.
Niemniej jest on zdolny do stymulacji aktywnodci biatka Ssql. Z drugiej strony
wprowadzenie do mieszaniny reakcyjnej mutanta SsqlV472F charakteryzujgcego sig
ostabionym wigzaniem substratu lub JaclHPD/AAA z mutacjami w obrebie J domeny, ktora
odpowiada za aktywacje Hsp70 powodowato, ze ATPaza Ssql nie byla stymulowana.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze biatko Jacl w kompleksie z biatkiem Isul wspomaga wigzanie
substratu przez C-koncowg domene biatka Ssql i poprzez stymulacje ATPazy Ssql promuje
przyjecie konformacji zamknietej, powodujac stabilne zwigzanie substratu. Gdy ostabione
zostanie oddziatywanie pomiedzy biatkami Jacl i Isul, wigkszego znaczenia nabiera
niezaleznie oddziatywanie tych bialek z Ssql. Ponadto w doswiadczeniach in vivo
pokazalismy, ze formowanie stabilnego kompleksu Jacl-Isul jest kluczowe podczas
oddziatywania z biatkiem wielofunkcyjnym Sscl w procesie biogenezy centréw Fe/S. Ten
wynik jednoznacznie pokazal, ze w odréznieniu od biatka wyspecjalizowanego w procesie
biosyntezy centréw Fe/S - Ssql, ktére do pewnego stopnia toleruje zmiany ostabiajace
oddziatywania pomiedzy poszczegdlnymi komponentami maszynerii, biatko wielofunkeyjne -
Sscl takiej tolerancji juz nie wykazuje.

W trzeciej publikacji Ciesielski, S.J., Schilke, B.A., Osipiuk, J., Bigelow, L.,
Mulligan, R., Majewska, J., Joachimiak, A., Marszalek. J., Craig, E.A., Dutkiewicz, R.
(2012) ,Interaction of J-Protein Co-Chaperone Jacl ~with Fe-S Scaffold Isu Is
Indispensable In Vivo and Conserved in Evolution” J. Mol Biol. 417(1-2): 1-12
kontynuowatem  charakterystyke biochemiczng oddziatlywania pomigdzy —biatkami
mitochondrialnej maszynerii zaangazowanej w biosyntez¢ centréw Fe/S. W tym celu
oczyscitem do homogennosci biatko Jaclwt z S.cerevisize w celu otrzymania jego krysztatu
oraz proby rozwigzania struktury biatka. Oczyszczone bialko zostato skrystalizowane we
wspolpracy z zespotem Prof. Andrzeja Joachimiaka z Argonne National Laboratory (Jerzy
Osipiuk, Lance Bigelow, Rory Mulligan i Andrzej Joachimiak, USA). Otrzymane krysztaty
biatka Sclaclp charakteryzujg sie nastepujgcymi parametrami: resolution limits 54,44-1,9A;
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2mol./assymetric unit; R-factor 0,200; Rgee 0,257. Struktury biatka (3UO2 oraz 3UO3)
zostaty zdeponowane w bazie Protein Data Bank.

Analiza struktury Jac1S.c. wykazata, ze istnieje dodatkowy silnie konserwowany rejon,
skladajacy sie z czterech aminokwaséw: L105L106L109Y163. Na wstepie zbadalismy
funkcje biatka z wprowadzonymi zmianami na reszty alaniny (tzw. alanine screen) w rejonie
LLLYDDEQ in vitro i in vivo. Mutant obejmowal zaréwno nowy region, jak i powyzej
opisany region zawierajacy natadowane aminokwasy. Aby oszacowaé spadek efektywnosci
wigzania biatka Isul przez mutanty biatka Jacl, przeprowadziliSmy doswiadczenie typu
precypitacja kompleksow biatkowych, ktére wykazato ze zamiana catego rejonu LLLYDDEQ
biatka Jacl na alanine spowodowato brak oddziatywania z substratem Isul-GST. Dotychczas
pokazalismy, ze specyficzne oddzialywanie pomigdzy Ssql, a biatkiem rusztowaniem Isu jest
niezbedne dla transferu Fe/S na biatko docelowe zaréwno in vivo, jak tez in vitro.
Oddzialywaniu temu sprzyja obecnos¢ biatka wspétpracujacego Jacl, ktore wigze Isu
niezaleznie od Ssql i nastepnie utatwia powstanie oraz stabilizuje kompleks Ssql-Isu. W
warunkach in vitro o funkcjonalnym oddziatywaniu kompleksu biatek Jacl-Isul z Ssql
$wiadezy stymulacja aktywnosci ATPazy Ssql. W zwigzku z tym, aby oszacowal spadek
efektywnosci wigzania biatka Isul przez mutanty biatka Jacl zmierzyliSmy stymulacje
ATPazy Ssql. Okazalo sie, ze zmutowanie catego rejonu LLLYDDEQ spowodowato
dramatyczny spadek stymulacji aktywnosci Ssql.

Po raz pierwszy pokazali§my z wykorzystaniem komoérek drozdzowych, ze zaburzenie
oddzialywania bialek Ssql-Jacl-Isul oraz defekt stymulacji ATPazy Ssql ma znaczenie
fizjologiczne i przektada sie na efekt in vivo. Mutacja polegajgca na wprowadzeniu reszt
alaniny w obrebie catego regionu LLLYDDEQ okazala si¢ letalna. W nastepnej kolejnosci
przeprowadziliémy analize, ktorej celem bylo wyselekcjonowanie mutanta z minimalng
ilo$cia wprowadzonych zmian w rejonic LLLYDDEQ, a ktory charakteryzuje si¢ znaczgco
zaburzonym oddziatywaniem z Isul. Ta analiza pokazala, Ze zamiana trzech aminokwasow
(L105L109Y163) jest wystarczajaca do dramatycznego efektu in vitro porownywalnego z
efektem obserwowanych w przypadku mutanta ze zmienionym catlym rejonem oraz do
silnego zahamowania wzrostu komorek drozdzowych. W zwigzku z tym uzyskane przez nas
wyniki pokazaly, ze hydrofobowy charakter reszt L105, L109 oraz Y163 ma najwigksze
znaczenie dla stabilnosci kompleksu Jacl-Isul oraz ze w mniejszym stopniu uczestniczg w
nim reszty natadowane ujemnie

System biatek opiekuficzych (Ssql-Jacl) wymagany jest do transferu uformowanego
centrum Fe/S z biatka Isul do odpowiedniego biatka akceptorowego. W zwigzku z tym, aby
zbadaé jaki jest efekt zaburzenia oddziatywania pomigdzy biatkiem Jacl oraz Isul na
biosynteze centréw Fe/S w obrebie biatek akceptorowych, zmierzylem aktywnos¢ akonitazy
oraz dehydrogenazy bursztynianowej (obecno$é centrum Fe/S jest niezbedna do aktywnoscei
enzymatycznej tych biatek) w wyizolowanych mitochondriach ze szczepu dzikiego oraz
szczepu ze zmutowang wersjg biatka Jacl w rejonie LLY. Okazalo sig, ze w przypadku
mutanta ma miejsce dramatyczny spadek aktywnosci enzymow, co sugeruje ze komorki
zawierajace zmutowana forme Jac1 nie produkuja funkcjonalnych centréw Fe/S.

W pigtej pracy Majewska, J., Ciesielski, S.J., Schilke, B., Kominek, J., Blenska, A.,
Delewski, W., Song, J.Y., Marszalek, J., Craig, E.A., Dutkiewicz, R. (2013) ,,Binding of the
chaperone Jacl protein and cysteine-desulfurase Nfsl to the iron-sulfur cluster scaffold Isu
protein is mutually exclusive” J.Biol. Chem. 288: 29134-29142 znajgc rejon w obrebie biatka
Jacl zaangazowany w oddziatywanie z Isul przeprowadziliémy analize in silco, uzyskanego
modelu kompleksu biatek Jacl-Isul w celu wyznaczenia powierzchni biatka Isul potencjainie
zaangazowanej w oddzialywanie. Aby zweryfikowa¢ hipoteze o oddziatywaniu powierzchnia-
powierzchnia skonstruowali$§my mutanta Isul, w ktérym zamieniliSmy na reszty alaniny te
reszty aminokwasowe (L63V72F94), ktére zgodnie z obliczeniami mogg oddzialywac z Jacl.
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Okazato sie, ze wprowadzone zmiany sg letalne. Obserwowany efekt in vivo jest znacznie
silniejszy w przypadku mutacji w obrgbie Isul, niz w przypadku mutacji w
komplementarnym regionie biatka Jacl L105AL109AY163A, kidra zwigzana jest z
obnizonym tempem wzrostu komoérek drozdzowych. Ten wynik sugerowal, ze region
L63V72F94 Isul jest prawdopodobnie miejscem rozpoznawanym przez inne biatko lub
biatka maszynerii odpowiedzialnej za biosynteze centréw Fe/S. Poniewaz mutacje w obrebie
regionu L63AV72AF94A biatka Isul sa letalne dla komorki drozdzowej, postanowili$my
sprawdzi¢ czy mutacja ta nie wplywa na poziom ekspresji biatka Isul. W tym celu
wykorzystalismy szczep GAL-ISU1/Aisu2. Szczep ten posiada chromosomalny gen ISU! pod
kontrolg promotora galaktozowego, w zwiazku z tym ekspresja kopii chromosomalnej
nastepuje podczas hodowli na pozywcee z galaktoza, a represja podczas hodowli na pozywee z
glukoza. Przeprowadzona analiza typu western blotting, nie wykazata réznic w poziomie
mutantéw isul w rejonie LVF w stosunku do biatka dzikiego.

Aby zbadaé jaki jest efekt mutacji w obrgbie regionu LVF biatka Isul na biosyntezg
centréw Fe/S w obrebie biatek akceptorowych, zmierzylem aktywnos¢ akonitazy oraz
dehydrogenazy bursztynianowej w wyizolowanych weczesniej mitochondriach. Okazalo sig,
ze w przypadku mutanta obserwowalem dramatyczny spadek aktywnosci obu enzymow.
Cheac potwierdzié in vitro kluczows role regionu LVE w obrebie Isul w oddziatywaniu z
Jacl, oczy$cilem wersje biatka Isul ze zmienionym rejonem hydrofobowym na alaniny
(L63A; V72A oraz F94A) oraz ze znacznikiem GST wprowadzonym na C-koncu. Nast¢pnie
przeprowadziliémy analize oddziatywania mutanta Isul z biatkiem Jacl w doswiadczeniach
precypitacji komplekséw biatkowych, ktéra wykazata ze bylo ono o 40% zredukowane. W
zwigzku z tym przygotowaliSmy wariant biatka Isul z substytucjg trzech reszt
aminokwasowych na reszty seryny, posiadajace polarng grupe hydroksylowa. Mutacje o
charakterze polarnym calkowicie zaburzyty oddziatywanie biatka Isul z Jacl. Uzyskane
wyniki jednoznacznie pokazaty, ze reszty L63, V72, F94 biatka Isul maja istotne znaczenie
dla oddzialywania z bialkiem Jacl. W nastgpnej kolejnosci zbadaliSmy jak mutacje
zaburzajace oddziatywanie Jacl:Isul wplywaja na formowanie kompleksu pomigdzy
biatkiem Hsp70 (Ssql) i substratem (Isul). W tym celu wykorzystaliémy technike detekeji
kompleksu biatek Ssql-IsulGST, powstajacego w obecnosci biatka Jaclwt w warunkach in
vitro. To do$wiadczenie pokazato, ze zardwno mutacje w obrebie bialka Jacl (L105 L109
Y163), jak i Isul (L63S V72S F94S) uniemozliwiaja efektywne formowanie kompleksu
Ssql-IsulGST .

Analiza strukturalno-funkcjonalna komplekséw bialkowych podczas mitochondrialnej
biogenezy centréw Fe/S

Aby odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace kolejnosci oddzialywan Isul z biatkami
biogenezy Fe/S, przeprowadziliémy analiz¢ bioinformatyczng opublikowanego krysztatu
kompleksu bakteryjnych biatek IscS-IscU (,,Structural basis for Fe-S cluster assembly and
tRNA thiolation mediated by IscS protein-protein interactions” Shi, R., Proteau, A.
Villarroya, M., Moukadiri, I., Zhang, L., Trempe, J.F., Matte, A., Armengod, M.E., Cygler,
M. PLoS Biol. (2010); 8(4):e1000354). Otrzymane wyniki tej analizy sugerowaly, ze
zidentyfikowany przez nas rejon hydrofobowy biatka Isul jest zaangazowany jednoczesnie w
oddziatywanie z bialkiem Jacl oraz biatkiem Nfsl. Dodatkowo ta analiza wykazala
potencjalne aminokwasy w obrebie bialka Nfsl (P478, L479, M482), kiére moga by¢
zaangazowane w oddziatywanie z Isul.

Za pomocg techniki typu precypitacja kompleksow biatkowych, wykorzystujgc biatko
[sul-GST udato nam sie zidentyfikowaé oraz okresli¢ stechiometri¢ oddziatywania Isul:Nfsl.
Nastepnie pokazalismy, ze pojedyncze zmiany reszt aminokwasowych w obrebie biatka Isul
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(L63A, V72A oraz F94A) powoduja obnizenie powinowactwa do Nfsl, 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
P478L479M482, ktéry wytypowalismy jako potencjalnie zaangazowany w oddziatywanie z
biatkiem Isul. Poniewaz mutacja proliny czesto prowadzi do zaburzenia struktury biatka na
dalszych etapach badafn skoncentrowali$my si¢ na roli leucyny i metioniny podczas
formowania kompleksu z Isul. Analiza in vivo wykazala, ze mutacja L479 i M482 jest letalna
dla komoérki drozdzowej. W zwigzku z tym postanowiliémy zbada¢ efekty tych mutacji w
obrebic bialka Nfsl na biosynteze centrow Fe/S. W tym celu zmierzylismy aktywnos¢
akonitazy oraz dehydrogenazy bursztynianowej w wyizolowanych wczesniej mitochondriach
ze szczepu GAL-NFES! transformowanego odpowiednim plazmidem. Analiza ta wykazala
dramatyczny spadek aktywnosci zar6wno akonitazy, jak i dehydrogenazy bursztynianowej w
przypadku mutanta LM/AA. Nastgpnie oczysciliSmy mutanty desulfurazy cysteinowej w
regionie LM (L/A, M/A, LM/AA) w celu zbadania in vitro oddzialywania z biatkiem Isul-
GST. Wyniki do$wiadczen biochemicznych potwierdzily, ze wytypowany region desulfurazy
cysteinowej jest istotny przy tworzeniu kompleksu z biatkiem Isul, w przypadku
pojedynczych mutantow L/A oraz M/A obserwowali$my istotny spadek ilosci Nfsl w
kompleksie z Isul, z kolei mutacja podwojna (LM/AA) powodowala spadek powinowactwa
desulfurazy cysteinowej do biatka Isul o ponad 75%.

W nastepnej kolejnosci sprawdzilismy, czy wprowadzone mutacje nie zaburzajg
konformacji i aktywnosci desulfurazy cysteinowej. W tym celu zmierzyliSmy aktywnos¢
enzymatyczng wszystkich mutantoéw. Zblizone wartosci aktywnosci enzymatycznej do
kontroli dzikiej sugeruja, iz te mutacje nie powoduja znaczacych zmian w strukturze biatka, a
obnizone powinowactwo do Isul jest wynikiem braku kluczowych reszt aminokwasowych,
niezbednych do tworzenia kompleksu z molekularnym rusztowaniem.

Przeprowadzona analiza struktury krystalicznej kompleksu homologéw bakteryjnych
IscS:IscU (Shi i wsp., 2010) (Nfs1 : Isul), a takze nasze analizy biochemiczne oraz in silico
kompleksu Jacl:Isul wskazuja, ze Nfsl oraz Jacl dziela to samo miejsce oddzialywania na
Isul. W zwiazku z tym, wykorzystujac technike precypitacji kompleksow biatkowych
sprawdzilismy wspélzawodnictwo Jacl i Nfsl do wigzania sie z Isul. W przypadku, kiedy
mieszanina reakcyjna zawierala biatka Isul:Nfs:Jacl obserwowaliSmy znaczne obnizenie
oddziatywania Isul:Nfsl w stosunku do kontroli niezawierajacej biatka Jacl. Rezultat ten
wyraznie sugeruje, ze biatka Nfsl i Jacl majg to samo miejsce wigzania w obrebie biatka
Isul. Tg hipoteze potwierdzity do§wiadczenia z mutantami biatek Jacl oraz Nfsl, ktore sg
defektywne w oddziatywaniu z Isul. Kiedy mieszanina reakcyjna zawierala mutanta
NfsILM/AA nie wypieral on biatka Jacl z kompleksu z Isul i podobnie mutant Jacl
LLY/AAA nie wypierat desulfurazy cysteinowej z kompleksu z biatkiem Isul. Powyzsze
wyniki pozwalajg na postawienie hipotezy, ktora zaklada ze biatko Jacl najprawdopodobniej
wypiera Nfs1 z kompleksu z Isul, a w kolejnym etapie aktywuje biatko Ssql do wiazania sig
z Isul. To z kolei moze $wiadczyé o regulacyjnej roli biatka Jacl, ktére to kontroluje
szybko$¢ transferu centréw Fe/S z Isul do docelowego biatka.

W czwartej pracy Uzarska, M.A., Dutkiewicz R., Freibert S.A., Lill, R., Muhlenhoff,
U. (2013) ,,The mitochondrial Hsp70 chaperone Ssql facilitates Fe/S cluster transfer from
Isul to Grx5 by complex formation” Mol. Biol. Cell 24(12): 1830-41 w do$wiadczenia typu
immunoprecypitacja pokazalismy, ze biatka Ssql oraz Grx5 tworza kompleks. Aby zbadac,
czy biatko Ssql oddziatywuje z Grx5 przygotowaliSmy plazmidy pozwalajagce na
nadprodukcje bialka Grx5 oraz Ssql-GST w komorkach S.cerevisiae. Po wyizolowaniu
mitochondrii i  przygotowaniu  lizatbw  mitochondrialnych  przeprowadziliSmy
immunoprecypitacje, stosujgc przeciwciala anty-Grx5 lub oczyszczanie bialka Ssql-GST.
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Oba doswiadczenia potwierdzity, ze biatka Ssql oraz Grx5 tworza kompleks. Kompleks ten
jest specyficzny, poniewaz doswiadczenia kontrolne wykluczyly réwnie efektywne
oddziatywanie pomiedzy glutaredoksyng Grx5 1 bialkiem Sscl (wielofunkcyjne
mitochondrialne biatko Hsp70). Ponadto przeprowadzone eksperymenty nie pozwolily na
wykrycie kompleksow pomigdzy Ssql i biatkiem akceptorowym, np. z akonitaza. Kompleks
Ssql-Grx5 jest tworzony niezaleznie od formowania centrum w obrebie Isul oraz
formowania kompleksu Ssql-Isul-Fe/S, co zostalo potwierdzone w do$wiadczeniach, w
ktorych wykorzystaliSmy mitochondria uzyskane ze szczepéw GAL-NFSI, GAL-JAC! oraz
GAL-ISUI/Aisu2. Hodowla komorek drozdzowych na pozywce z glukozg pozwolila na
uzyskanie mitochondrii, w ktorych odpowiednio ilos¢ biatka Nfs1, Jacl oraz Isul jest ponizej
progu detekcji podczas analizy typu western blotting. Wigzanie biatka Grx5 do Ssql nie jest
zwigzane ze stymulacjg aktywnosci ATPazowej wyspecjalizowanego Hsp70, w zwigzku z
tym aby zweryfikowaé in vitro, czy Grx5 oddzialywuje z Ssql przeprowadzilismy serig
termoforez na mikroskale (ang. microscale thermophoresis, MST). Technika ta polega na
rozdziale biatek w gradiencie temperatur. Zmiany konformacji i/lub formowanie komplekséw
bialkowych majg wplyw na rozdzial termoforetyczny. W oparciu o ten efekt mozna
wyznaczy¢ parametry kinetyczne reakcji, jezeli kompleks pomiedzy biatkami jest tworzony
(Wienken i wsp., 2010; Zillner i wsp., 2012). To podejscie pozwolito nam pokaza¢, ze biatka
Ssql i Grx5 formuja kompleks. Kolejne doswiadczenia pokazaly, ze tworzenie kompleksu nie
jest hamowane w obecnosci peptydu AKELSLPPVKLHC bedgcego fragmentem naturalnego
substratu Ssql, biatka Isu. Gdyby miejsce wigzania Grx5 pokrywalo si¢ z miejscem
oddziatywania z substratem miatoby miejsce zahamowanie tego oddziatywania w obecnosci
peptydu.

Po raz pierwszy w warunkach fizjologicznych pokazaliSmy, ze biatko Grx5 wigze
centrum Fe/S poprzez znakowanie hodowli drozdzowej izotopem “Fe i immunoprecypitacje
biatka Grx5. Co wiecej formowanie centrum “°Fe/S w obrebie biatka Grx5 wymaga obecnosci
funkcjonalnej mitochondrialnej maszynerii zaangazowanej w biosynteze centréw Fe/S
(miedzy innymi desulfurazy cysteinowej, biatek Isul, Jacl oraz Ssql). Ponadto pokazalismy,
7e bialko Grx5 jest wymagane podczas formowania centrow Fe/S w obrebie wszystkich
typéw docelowych biatek komoérkowych. Obnizenie poziomu biatka Grx5 skutkowato
brakiem centrum Fe/S w obrebie bakteryjnych biatek Bfd (typ centrum 2Fe/2S), ferrodoksyny
HiPIP (typ centrum 4Fe/4S), czy w obrebie cytozolowego biatka drozdzowego Leul (typ
centrum 4Fe/4S). Podsumowujgc w oparciu o otrzymane wyniki proponujemy, ze
roéwnoczesne zwigzanie biatka Isul-Fe/S oraz apo-Grx5 do Ssqlumozliwia efektywny transfer
centrum z Isul do Grx5. W nastepnej kolejnosci niezmiernie interesujacym byloby zbadanie
oddziatywania biatka Hsp70 z Grx5 u organizméw posiadajgcych jedno wielofunkcjonalne
mitochondrialne bialko Hsp70, jak wygladata koewolucja obu biatek uczestniczacych w
procesie biogenezy centrow Fe/S (Schilke i wsp., 2006; Pukszta i wsp., 2010).

W kofcu w szostej pracy Manicki, M., Majewska, J., Ciesielski, S.J., Schilke, B.,
Blenska, A., Kominek, J., Marszalek, J., Craig, E.A., Dutkiewicz, R. (2014) ,, Overlapping
Binding Sites of the Frataxin Homologue Assembly Factor and the Heat Shock Protein 70
Transfer Factor on the Isu Iron-sulfur Cluster Scaffold Protein” J.Biol. Chem. 289: 30268-
30278 na podstawie analizy dostepnych danych strukturalnych oraz modelowania
komputerowego  wytypowaliSmy  reszty = aminokwasowe, ktére  przypuszczalnie
zaangazowane sg w interakcje pomiedzy Ythl, a Nfs1(Isd11) oraz Isul, a Yfhl, ktére majg
istotne znacznie dla formowania kompleksu biatkowego odpowiedzialnego za syntez¢
centréw Fe/S w obrebie Isul. Stosujac oczyszczone preparaty bialek fuzyjnych Isul-GST
lub Yth1-GST przeprowadzilismy precypitacj¢ kompleksow biatkowych w celu weryfikacji,
czy wytypowane przez nas miejsca w obrebie [sul, Ythl oraz Nfs1(Isd11) sg istotne podczas
formowania kompleksu. Na wstepie przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze biatko
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Yfhl moze tworzy¢ efektywnie tylko potrojny kompleks z biatkami Isul oraz desulfurazg
cysteinowg Nfs1(Isd11). Ponadto pokazaliSmy, ze aktywnos$¢ desulfurazy cysteinowej jest
hamowana przez bialko Isul, z drugiej strony jednoczesna obecno$¢ Isul oraz Ythl
stymuluje tg aktywno$¢, samo biatko Yfhl nie ma wplywu na aktywnos¢ Nfsl(Isd11).
Natomiast mutacja w obrebie Isul zaburzajaca oddzialywanie z desulfurazg cysteinowg
LVF/AAA uniemozliwiala takze formowanie wielobiatkowego kompleksu z Ythl oraz
stymulacje aktywnosci Nfs1(Isd11), co sugeruje ze kompleks Isul-Nfsl(Isd11) musi si¢
najpierw sie uformowaé aby moglo zosta¢ zwigzane biatko Ythl.

Kolejne wyniki jednoznacznie pokazaly, ze reszty aminokwasowe motywu PVK w
szczegolnosci K136, a w mniejszym stopniu P134 i V135 w obrebie biatka Isul oraz W131
biatka Yfh1 sa wazne podczas formowania kompleksu wezesnego etapu biosyntezy centrow
Fe/S. Roéwnoczesnie ten sam motyw PVK w obrebie Isul jest kluczowy podczas
oddziatywania substratu z wyspecjalizowanym Hsp70 — bialkiem Ssql. Mechanizm tych
interakcji pozostaje jednak niewyjasniony. Prawdopodobna wydaje sig mozliwos¢
konkurencji pomiedzy tymi biatkami o wigzanie do Isul. W najblizszym czasie zbadamy
takze, czy forma w jakiej wystepuje biatko Isul (holo — z centrum Fe/S, czy apo — bez
centrum Fe/S) determinuje jego wyzsze powinowactwo do danego biatka partnerskiego.

Jednoczesnie pokazalismy, ze D86 oraz E89 w obrgbie Ythl oraz R313, R3151 R318
w obrebie Nfs1(Isd11) uczestnicza we wzajemnym oddziatywaniu. W dalszej kolejnosci
przeprowadzona analiza filogenetyczna pokazala, ze zidentyfikowane rejony zaangazowane
we wzajemne oddziatywanie w obrebie bialek wezesnego kompleksu biogenezy centrow
Fe/S sa silnie konserwowane ewolucyjnie, co wskazuje na fakt iz molekularny mechanizm
procesu biosyntezy centréw Fe/S jest takze konserwowany w toku ewolucji.

5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Studia na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdafiskiego-
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego rozpoczatem w 1996 roku. W 1999 rozpoczatem
prace magisterska w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego kierowanej
przez Prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna. Moim bezpoérednim opiekunem naukowym zostata
dr Agata Czyz. Pod jej opiekg rozpoczatem badania nad testem stuzgcym do boindykacji
substancji mutagennych wystepujacych w srodowisku morskim.

Opracowanie testu shuzacego do bioidykacji substancji mutagennych w Srodowisku
morskim

Czyz, A., Szpilewska, H., Dutkiewicz, R., Kowalska, W., Biniewska-Godlewska, A. &
Wegrzyn G. (2002) Mutation Research 519: 67-74

W 1975 roku Ames i wspolpracownicy opracowali metode detekcji substancji
mutagennych w kompleksach i mieszaninach biologicznych (Ames i wsp., 1975). W tescie
Amesa do wykrywania substancji mutagennych wykorzystuje si¢ szereg szczepow Salmonella
typhimurium z mutacjami w genach operonu histydyny. Poziom mutagennosci badanej
substancji chemicznej okresla si¢ na podstawie liczby kolonii rewertantéw his™ do his”
S.typhimurium wyrostych na plytkach zawierajacych dang substancjg, lecz nie zawierajacych
histydyny. Stosowane w tescie Amesa szczepy posiadajg takze inne mutacje, zwigkszajace
poziom ich wrazliwosci na wykrywane substancje mutagenne.

Test Amesa oparty na szczepach S.typhimurium wykorzystuje si¢ miedzy innymi do
badania mutagennych skazen $rodowiska morskiego. Poniewaz jednak bakterie
S.typhimurium nie nalezg do ekosystemu morskiego nie jest mozliwe wykrywanie przy ich
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pomocy substancji bezposrednio w wodzie morskiej. Stwierdzono, Ze morska,
luminescencyjna bakteria Vibrio harvei moze byé odpowiednim bioidykatorem
zanieczyszczen mutagennych. Bakteria ta charakteryzuje si¢ znaczaco wigkszg wrazliwoscia
na promieniowanie UV oraz wicksza wrazliwoscig na fiolet krystaliczny niz stosowane w
standardowym te$cie Amesa mutanty S./yphimurium. Bakteria V.harvei jest wigc organizmem
wrazliwym na czynniki uszkadzajace DNA, jak réwniez organizmem o wysoce
przepuszczalnej otoczce komoérkowej, co utatwia wnikanie do wnetrza komorki substancji o
stosunkowo duzych czasteczkach (Czyz i wsp., 2000a; Czyz i wsp., 2000b; Czyz i wsp 2001).
Mé6j wklad w opracowaniu testu stuzgcego do bioidykacji substancji mutagennych
wystepujacych w srodowisku morskim opartego na bakterii V.harvei polegal na poréwnaniu
czutodci tego testu z czutoscig standardowego testu Amesa, wyniki tych badan potwierdzity
uzyteczno$¢ nowego testu i zostaty opublikowane (Czyz i wsp. 2002).

Rola genu yhbZ bakterii Escherichia coli

Dutkiewicz, R., Stominfiska , M., Wegrzyn, G. & Czyz A. (2002) Current Microbiology 45:
440-445

Zielke, R., Sikora, A., Dutkiewicz, R., Wegrzyn, G. & Czyz, A. (2003) Microbiology 149:
1763-1770

Rownolegle pod kierunkiem dr Agaty Czyz i Prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna
prowadzitem badania majgce na celu wyjasnienie roli produkiu genu yhbZ bakterii
Escherichia coli. Gen yhbZ koduje bialko nalezace do podrodziny malych monomerycznych
bialek wiazacych GTP. Homologi genu yhbZ wystepuja w wielu organizmach, zar6wno
prokariotycznych jak i eukariotycznych. Biatka wigzace GTP odgrywajg kluczowg role w
regulacji podstawowych procesow w komorkach wszystkich Zywych organizméw,
aczkolwiek stosunkowo niewiele dotychczas wiadomo o roli bialek wigzacych GTP w
komérkach prokariotycznych. Dlatego tez podjelem probe konstrukcji mutanta insercyjnego
w genie yhbZ bakterii Escherichia coli, wykorzystujac system rekombinacyjny oparty na
plazmidzie z temperaturo-wrazliwym origin replikacji pSC101. W toku doswiadczen nie
udalo mi sie otrzymaé zywotnego mutanta E.coli z insercja w genie yhbZ. Weryfikujac, czy
otrzymany wynik moze by¢ spowodowany przez nieprawidlowe dziatanie wykorzystywanego
przez nas systemu rekombinacyjnego, przeprowadzitem konstrukcj¢ mutanta insercyjnego w
innym genie E.coli — lacZ, co powiodlo sie.

W toku dalszej pracy role genu yhbZ bakterii E.coli staralem si¢ okresli¢, badajgc
wplyw nadekspresji tego genu w komorce. Zauwazylem, ze przezywalnos¢ po naswietlaniu
réznymi dawkami UV szczepu E.coli z nadekspresja genu yhbZ byla duzo wyzsza w
poréwnaniu ze szczepem bez nadekspresji tego genu.

Wstepne eksperymenty cytometrii przeptywowej wykazaly, ze wsrod komorek E.coli z
nadekspresja genu yhbZ jest obecna duza frakcja o znacznie wydluzonym ksztatcie. Na
podstawie tego faktu mozna bylo postawi¢ hipoteze, ze komorki te majg problemy z
replikacja DNA lub/i z podziatami chromosomu. Tak wiec przeprowadzitem doswiadczenia,
w ktorych badatem synteze DNA w komorkach z nadekspresja genu yhbZ poprzez pomiar
ilosci weielanej radioaktywnej tymidyny. Jednakze nie zauwazylem Zadnych istotnych réznic
miedzy szczepami. Rowniez doswiadczenia badajace poziom transkrypcji i translacji (poprzez
pomiar weielania odpowiednio — radioaktywnej urydyny i radioaktywnych aminokwasow) nie
wykazaty réznic miedzy szczepami. Nie zaobserwowalem réwniez roéznic w odpowiedzi
komorek na czynniki stresowe.

Dalsze eksperymenty cytometrii przeptywowej wykazaly istotne réznice w rozdziale
DNA miedzy komorkami E.coli zdolnymi do nadekspresji genu yabZ, a komoérkami szczepu
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kontrolnego. Réznice byly szczegdlnie dobrze widoczne po dodaniu antybiotykow:
rifampicyny (hamuje transkrypcje, co powoduje hamowanie inicjacji replikacji
chromosomoéw) 1 cefaleksyny (hamuje podzialy komoérkowe). Po dodaniu antybiotykow
szczep E.coli z nadekspresja genu yhbZ wykazywat zwigkszajaca si¢ asynchroniczng inicjacje
replikacji w poréwnaniu do szczepu kontrolnego, ktory wykazywatl caly czas synchroniczng
inicjacje replikacji. Wyniki tych badan stanowity istotng czes¢ pracy magisterskiej pt.: ,,Rola
genu yhbZ bakterii Escherichia coli”, ktora przygotowatem pod kierunkiem dr Agaty Czyz
oraz zostaly opublikowane (Dutkiewicz i wsp., 2002). Dalsze badania z uzyciem bakterii
Escherichia coli 1 Vibrio harvei wykazaty, ze produkt genu cgtd (homolog genu yhbZ)
zaangazowany jest w proces naprawy DNA poprzez stymulacje ekspresji genu recA 1 w ten
spos6b aktywacje kaskad naprawy DNA zaleznych od RecA (Zielke i wsp., 2003). W
czerweu 2001 roku uzyskatem tytut magistra biotechnologii.

Charakterystyka biochemiczna mitochondrialnego bialka opiekunczego Ssql (Hsp70)

Dutkiewicz, R., Schilke, B., Knieszner, H., Walter, W., Craig, E., Marszalek, J. (2003) J.
Biol.Chem. 278: 29719-29727

W tym samym roku rozpoczatem studia doktoranckie w Katedrze Biologii Molekularnej
i Komérkowej Uniwersytetu Gdanskiego, w Zespole Badawczym — Biologii Mitochondriow,
kierowanym przez Prof. dr hab. Jarostawa Marszatka. Przedmiotem moich badan zostal
wyspecjalizowany system mitochondrialnych biatek opiekunczych uczestniczgcy w syntezie
centréw zelazo-siarkowych Fe/S.

Bialka opiekuficze nalezgce do rodziny Hsp70 wystepuja we wszystkich rodzajach
komorek i uczestnicza w wielu podstawowych procesach metabolicznych takich jak:
prawidtowe zwijanie laficucha polipeptydowego syntetyzowanych bialek, formowanie 1
dysocjacja komplekséw biatkowych, transport biatek przez blony komérkowe, ochrona
polipeptydéw przed dziataniem czynnikéw stresowych, regulowana proteoliza (Craig i wsp.,
1993; Hartl, 1996; Bukau i Horwich, 1998). Czesto w komorce jedno bialko nalezace do
rodziny Hsp70 peini wszystkie wymienione funkcje. W zwigzku z tym, syntetyzowane jest w
duzych ilosciach oraz charakteryzuje si¢ niska specyficznoscia substratows. Przyktadem
takiego biatka wystepujacego w mitochondriach drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) jest
produkt genu SSCI (Langer i Neupert, 1994; Martinus i wsp., 1995). Funkcje Sscl sg istotne
dla komorek i delecja genu ssc! jest letalna. Z drugiej strony, w mitochondriach wystepuje
inne biatko nalezace do rodziny Hsp70, Ssql, ktorego stezenie jest 500-1000 razy nizsze od
stezenia Sscl, a fenotypowe efekty delecji kodujacego je genu ograniczone sg do zaburzen
homeostazy zelaza i biogenezy centréw zelazo-siarkowych Fe/S (Craig i wsp., 1999; Voisine
i wsp., 2000). Przyklady te ilustrujg dwa trendy w ewolucji bialek opiekunczych: (1) funkcja
w wielu przemianach metabolicznych, mata specyficzno$¢ substratowa i wystegpowanie w
duzych ilodciach, (2) waska specyficznos$¢ substratowa i wystepowanie w ograniczonej ilosci.
Wiekszos¢ wczedniejszych badan nad molekularnym mechanizmem dziatania biatek
opickunczych koncentrowala si¢ na biatkach o niskim stopniu specyficznosci. Niewiele zas
byto wiadomo o biatkach wyspecjalizowanych. Pojawito sie wigc pytanie jakie sa czynniki
warunkujace specyficzno$é tej grupy biatek? Czy jest ona uwarunkowana poprzez selektywne
oddzialywanie Hsp70-substrat, czy tez wyznacznikiem specyficznosci sg wspotpracujace z
Hsp70 biatka pomocnicze typu J ?

Obiektem moich badan podczas doktoratu byty mitochondrialne biatka Ssql (Hsp70)
oraz Jacl (biatko typu J), o ktérych na podstawie wczesniejszych badan genetycznych byto
wiadomo, ze uczestniczg w procesach biogenezy centréow Fe/S. Jednak nie bylo
biochemicznych dowoddw, ze biatka Ssql i Jacl wspolpracuja ze soba.
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Po raz pierwszy z uzyciem oczyszczonych biatek pokazalem, ze Ssql i Jacl dzialajg
wspodlnie, przy czym funkcja biatka Jacl polega na aktywacji wigzania natywnego substratu
Isul do Ssql. Biatko Isul, jak powyzej opisatem, spelia role molekularnego rusztowania, w
obrebie ktérego montowane sg centra Fe/S. PokazaliSmy takze, ze w przeciwienstwie do
bakteryjnego odpowiednika, biatka Hsc66 (Silberg i wsp., 1998; Silberg i Vickery, 2000;
Silberg i wsp., 2001), mitochondrialne Ssql wymaga udzialu czynnika uwalniajgcego
nukleotyd — biatka Mgel w funkcjonowaniu cyklu wigzania i dysocjacji substratu biatkowego
Isul sprzezonego z aktywnoscig ATPazy Ssql. Ponadto uzyskane wyniki wskazaty na fakt, ze
dwa systemy mitochodrialnych bialek opiekunczych, Ssc1-Mdjl oraz Ssql-Jacl, korzystajg
wspolnie z biatka Mgel. Wyniki tej czeéci badan zostaly przedstawione w publikacji
(Dutkiewicz i wsp. 2003).

Znaczenie domeny J bialka Jacl oraz rejonu LPPVK bialka Isul w funkcjonalnym
oddzialywaniu Isul i Ssql

Dutkiewicz, R., Schilke, B., Cheng, S., Knieszner, H., Craig, E., Marszalek, J. (2004) J.
Biol.Chem. 279: 29167-29174

Badania nad bakteryjnym biatkiem IscU (homolog drozdzowego biatka Isul) wykazaly,
ze motyw pieciu aminokwaséw LPPVK jest odpowiedzialny za specyficzne wigzanie IscU do
bakteryjnego biatka Hsc66 (homolog drozdzowego biatka Ssql) (Hoff i wsp., 2003).

Rodzina biatek Isul jest bardzo silnie konserwowana ewolucyjnie, a rejon LPPVK jest
identyczny wéréd  wszystkich  poznanych —dotychczas homologéw. Aby  blize;
scharakteryzowaé oddzialywanie drozdzowego biatka substratowego Isul z Ssql i
potwierdzi¢ biologiczne znaczenie motywu LPPVK w rejonie 132-136 biatka Isul,
skonstruowali$my mutanty w tym rejonie, tak ze kazdy kolejny aminokwas motywu LPPVK
byt zamieniony na alanine. Zostal skonstruowany réwniez mutant, ktory mial zamienione
wszystkie trzy aminokwasy z C-kofica motywu LPPVK na alaniny (PVK-AAA). Okazalo sie,
ze potrojny mutant isu/(PVK-AAA), jak i pojedyncze mutanty drozdzowe isul(L.132A) oraz
isul (K136A) posiadaty fenotyp letalny. Natomiast mutant isu/(P134A) charakteryzowal si¢
wolnym wzrostem, a isul(P133A) i isul(V135A) rosly jak kontrola z dzikg wersjg genu ISUI.

Aby potwierdzié, czy fenotypy komoérek drozdzowych posiadajgcych zmutowang
wersje genu isul/ mogg korelowa¢ z whasciwosciami biochemicznymi bialek, przystapitem do
ich oczyszczania i charakterystyki oddzialywania z biatkami Jacl i Ssql w obecnosci ATP i
ADP. Otrzymane wyniki wykazaly zaburzone oddzialywanie z Ssql mutantéw biatka Isul,
ktore posiadaly zamienione ostatnie trzy aminokwasy w motywie LPPVK — Isul(P134A),
Isul(V135A), Isul(K136A) i Isul(PVK-AAA) i to zaréwno w obecnosci ADP, jak i w
eksperymentach przeprowadzonych w obecnosei Jacl i ATP. Natomiast wszystkie mutanty
biatka Isul oddziatywaty jak dzika forma z biatkiem Jacl. Takze do$wiadczenia, w ktérych
badatem stymulacje aktywnosci ATPazy biatka Ssql w obecnosci biatek Jacl i Mgel przez
poszczegblne mutanty biatka Isul wykazaly, Ze zamiana trzech ostatnich aminokwasow
rejonu LPPVK powoduje spadek stymulacji ATPazy Ssql, z tym ze potrdjny mutant
Isul (PVK-AAA) wykazuje brak stymulacji, mutanty Isul(P134A) i Isul(K136A) powoduja
niewielka stymulacje, a Isul(V135A) w duzym st¢zeniu powodowat stymulacje aktywnosci
ATPazy Ssql jak dzikie biatko Isul.

Nastepnie staraliémy sie blizej okresli¢ znaczenie aminokwasow w pozycji 134 1 135
biatka Isul, konstruujgc dodatkowe dwa mutanty Isul(P134S) i Isul(V135E). Okazalo sig, ze
oba mutanty drozdzowe wykazujg fenotyp letalny. Ponadto oba biatka oddzialywujg z
biatkiem Jacl, ale zaden z mutantéw nie wchodzi w interakcje z biatkiem Ssql. Takze oba
zmutowane formy biatka Isul nie powodowaly stymulacji aktywnosci ATPazy biatka Ssql.
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W kolejnych cksperymentach wykazatem, iz nadmiar bialka Jacl moze czgéciowo
kompensowaé nizsze powinowactwo mutantow biatka Isul do Ssql. Aby blizej
scharakteryzowa¢ role¢ Jacl w oddziatywaniu Ssql:Isul, zbadalem czy biatko Jacl z
nieaktywng domeng J moze stymulowa¢ wigzanie Isul do wigzania przez Ssql. Mutant Jacl
mial zastgpiony wysoko konserwowany motyw HPD w domenie J na trzy alaniny. Jego
fenotyp charakteryzowat sie wolnym wzrostem, co wskazuje ze funkcjonalna domena J jest
niezbedna do biologicznej aktywnosci biatka Jacl. Okazalo sig, ze biatko Jac1(AAA) nie byto
w stanie ukierunkowaé biatka Isul do wigzania przez Ssql, natomiast w niewielkim stopniu
powodowato stymulacje ATPazy Ssql w obecnosci dzikiej formy biatka Isul, jak 1 mutantow
Isul(L132A) i Isul(P133A). Z kolei w przypadku inkubacji Jac1(AAA) z mutantami Isul
posiadajacymi zmiany w trzech ostatnich aminokwasach motywu LPPVK — Isul (P134A),
Isul(V135A), Isul(K136A) nie obserwowatem stymulacji ATPazy Ssql, co podkresiato
znaczenie domeny J biatka Jacl i trzech ostatnich aminokwaséw rejonu LPPVK' biatka Isul
w funkcjonalnym oddziatywaniu Isul i Ssql. Powyzsze wyniki eksperymentéw zostaty
przedstawione w publikacji (Dutkiewicz 1 wsp., 2004).

Biochemiczna charakterystyka oddzialywania substratu Isul z mitochondrialnym
bialkiem Hsp70 - Ssq1

Knieszner, H., Schilke, B., Dutkiewicz, R., D’Silva, P., Cheng, S., Ohlson, M., Craig,
E.A., Marszalek, J. (2005) J.Biol. Chem. 280: 2896628972

Miejsca mutacji w obrebie Ssql, ktore ostabiaja jego oddziatywanie z substratem
wybrali$my na podstawie danych dostepnych dla bakteryjnego biatka DnaK. Fenyloalanina w
pozycji 462 zostala zastgpiona seryna, a za waling w pozycji 472 zostala podstawiona
fenyloalanina, w wyniku czego otrzymalismy dwa mutanty punktowe Ssql: odpowiednio
F462S i V472F, homologiczne do mutantow DnaK F426S i V436F. Obydwa zmienione
aminokwasy znajdujg sie w hydrofobowej kieszeni stanowigcej miejsce wigzania substratu
bialkowego, pelnig kluczows role w wigzaniu substratu i s3 wysoce konserwowane
ewolucyjnie (Laufen i wsp., 1999; Mayer i wsp., 2000; Montgomery 1 wsp., 1999).
Analogiczne mutacje dla DnaK u E.coli oraz dla Sscl sg letalne (Mayer i wsp., 2000,
Montgomery i wsp., 1999; Knieszner i wsp. 2005). Fenotyp, jaki obserwowaliSmy w
przypadku szczepu drozdzy niosgcych mutacje Ssql F462S byl identyczny z fenotypem
szczepu pozbawionego biatka Ssql. Wykazywaty one podobne zahamowanie wzrostu, ponad
4-krotnie podniesiony poziom zelaza w mitochondriach oraz jedynie ok. 20% normalnej
aktywnosci akonitazy i dehydrogenazy bursztynianowej. Jest to zgodne z wczeSniejszymi
obserwacjami wskazujgcymi, ze oddziatywanie Ssql z substratem jest kluczowe dla jego
funkcji in vivo (Dutkiewicz i wsp., 2004). Zaskakujacy efekt fenotypowy uzyskalismy dla
komérek z mutacjg Ssql V472F. Przede wszystkim ich wzrost nie odbiegal znacznie od
szczepu kontrolnego bez mutacji. Obserwowaliémy podniesiony poziom zZelaza, ale jedynie 2-
krotnie oraz obnizong aktywno$¢ enzyméw zawierajacych centra Fe/S, ale tez w znacznie
mniejszym stopniu niz obserwowana przy braku funkcjonalnego Ssql. Tak wigc mutacja
V472F zaburza funkcjonowanie in vivo biatka Ssql, ale nie w takim stopniu by zdecydowanie
spowolni¢ wzrost komérek. Ze wzgledu na zaskakujacy efekt fenotypowy mutacji V472F
oczyscilem tego mutanta zbadalem jego biochemiczne wilasciwosdci. Pierwszym pytaniem,
jakie sobie postawilismy, bylo czy mutant Ssql V472F, tak jak homologiczne mutanty biafek
DnaK i Sscl, charakteryzuje sie ostabionym wigzaniem substratu. Przeprowadzitem
do$wiadczenie typu wirowanie w gradiencie glicerolu w obecnosci ADP. Obecnos¢ tego
nukleotydu promuje konformacje zamknigtg biatka Hsp70, co z kolei stabilizuje kompleks

15

Pokngon,



Zatacznik 2

biatka Hsp70 z substratem. W przeciwienstwie dla dzikiego biatka Ssql, dla mutanta Ssql
V472F nie obserwowatem stabilnej interakcji z Isul.

Na podstawie wirowania w gradiencie glicerolu nie mozna bylo jednak wykluczy¢
mozliwosci przejsciowego oddziatywania pomigdzy Ssql V472F i Isul. Dlatego, chcac
ilosciowo porowna¢ oddzialywanie dzikiego i zmutowanego Ssql z substratem Isul
zastosowaliémy technike SPR  (powierzchniowego rezonansu plazmonowego). Na
powierzchni sensora zostal immobilizowany 10-aminokwasowy fragment sekwencji biatka
Isul zawierajgcy motyw PVK odpowiadajacy za oddziatywanie pomiedzy biatkiem Isul, a
Ssql. Wigzanie zardwno dzikiego, jak i zmutowanego biatka Ssql byto znacznie silniejsze w
obecnosci ADP niz ATP, co jest zgodne z biochemicznymi wlasciwosciami biatek Hsp70.
Niemniej obserwowane w obecnosci ADP wigzanie Ssql V472F do peptydu bylo ok. 12 razy
stabsze niz wigzanie dzikiego biatka w tych samych warunkach. Pomimo 12-krotnie
oslabionego oddziatywania Ssq1V472F z Isul, mutacja ta powoduje stosunkowo tagodne
efekty fenotypowe. W komorce interakcja pomigdzy tymi bialkami zachodzi w obecnosci
biatka Jacl, postanowiliémy wiec zobaczyé, jaki wplyw ma Jaclna oddzialywanie
Ssq1V472F z Isul in vitro. W tym celu zbadatem aktywnos¢ ATPazowa obu biatek Ssql,
miareczkujgc je biatkiem Isul w obecno$ci biatek Mgel oraz Jacl. Stymulacja aktywnosci
ATPazy Ssql V472F byta tylko okoto 2-krotnie nizsza od obserwowanej dla dzikiego biatka,
co wskazuje ze obecnos¢ biatka Jacl kompensuje obnizone powinowactwo SsqlV472F do
substratu. Przypuszczalnie mechanizm tej kompensacji opiera si¢ na powstawaniu kompleksu
biatka Jacl z Isul, ktéry ma wigksze powinowactwo do Ssql1V472F niz samo Isul. W tym
miejscu warto przypomnieé¢ wyniki, jakie otrzymatem dla mutantéw punktowych sekwencji
PVK w obrebie bialka Isul. Biatka te, pomimo znacznie obnizonego powinowactwa do Ssql,
byly w stanie stymulowa¢ jego aktywnos¢ ATPazowa w obecnosci nadmiaru biatka Jacl
(Dutkiewicz i wsp., 2004). Wydaje sie wige, ze obecno$¢ biatka Jacl zwigksza wydajnos¢
oddziatywan, nawet w obecnosci mutacji zaburzajacych wigzanie pomigdzy Isul, a Ssql.
Otrzymane wyniki zostaly zamieszczone w publikacji (Knieszner i wsp., 2005). W 2006 roku
bylem wspétautorem pracy przegladowej ,,Mechanisms of iron-sulfur protein maturation in
mitochondria, cytosol and nucleus of eukaryotes” Lill, R., Dutkiewicz, R., Elsasser,
H.P., Hausmann, A., Netz, D.J., Pierik, A.J., Stehling, O., Urzica, E., Muhlenhoff, U.
(2006) BBA-Mol.Cell Res. 1763: 652-67, w ktorej to podsumowatem miedzy innymi stan
wiedzy dotyczacy funkcjonowania biatek opiekunczych podczas biogenezy centrow Fe/S.

Obrona  rozprawy  doktorskiej  zatytulowanej ,Wyspecjalizowany  system
mitochondrialnych bialek opiekunczych uczestniczacy w syntezie centréw zelazowo-
siarkowych (Fe/S)” odbyta sie 06.07.2005 r. Recenzentami byli Prof. dr hab. Macie;j Zylicz z
Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej w Warszawie oraz Dr
hab. Marian Sektas, Prof. UG z Uniwersytetu Gdanskiego. Praca uzyskata wyréznienie Rady
Naukowej Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego-
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Analiza strukturalno-funkcjonalna zmian w obrebie bialka Jacl podczas koewolucji
ukladu Ssq1-Jacl

Pukszta, S., Schilke, B., Dutkiewicz, R., Kominek, J., Moczulska, K., Stepien, B., Reitenga,
K.G., Bujnicki, J.M., Williams, B., Craig, E.A., Marszalek, J. (2010) EMBO Rep. 11(5):
360-5

Kolejny aspekt, ktory zainteresowal mnie juz po zakonczeniu studiéw doktoranckich

dotyczyl koewolucji biatka J, Jacl z odpowiednim mitochondrialnym biatkiem Hsp70.
Przeprowadzona w naszym zespole analiza filogenetyczna wykazata, ze u wspolnego przodka
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Saccharomyces cerevisiae i innych spokrewnionych drozdzy doszto do duplikacji genu
kodujacego wielofunkcyjne biatko Hsp70 (Sscl) i powstaly geny paralogiczne kodujgce
biatka Ssc1 i Ssql. Biatko Jacl wspodipracuje zatem z nowym partnerem molekularnym Ssql,
przez co angazuje go w biogenezg centrow Fe/S. W przypadku biatek Ssql i Sscl u
Saccharomyces cerevisiae doszto zatem do rozdzielenia funkcji (subfunkcjonalizacii),
wskutek ktorej powstato u tych organizméw wyspecjalizowane biatko biorgce udziat w
biogenezie centrow Fe/S — Ssql, a funkcje opiekuncze przodka petni biatko Sscl.

Na wstepie przystepujgc do realizacji projektu, poréwnalem stymulacje ATPazy obu
mtHsp70 przez biatko Jacl w obecnosei nadmiaru biatka substratowego Isul. Okazato si¢ ze
biatko Ssql ma o wiele wyzsze powinowactwo do biatka Jacl w poréwnaniu do biatka Sscl.
Zadaliémy sobie pytanie z czego to wynika? Postawiliémy dwie hipotezy robocze. Po
pierwsze bialko Ssql moglo osiagnaé wyzsze powinowactwo do biatka Jacl, natomiast samo
biatko Jacl nie uleglo zmianie, bgdZ oba bialka koewulowaly. To sklonito mnie do
przeprowadzenia eksperymentéw in vitro, w ktérych zbadalem stymulacj¢ ATPazy biatka
Ssql badz Sscl przez biatko Jacl z Yarrowia lypolytica. WybraliSmy drozdze Yarrowia
Iypolytica, poniewaz jest to organizm, ktory posiada jedno mtHsp70. Okazalo si¢, ze ATPaza
Sscl jest efektywnie stymulowane przez to biatko Jacl. Ponadto analiza in vivo pokazata, ze
biatka Jacl z analizowanych organizméw sg zdolne petnié funkcje w biogenezie Fe/S.
Ekspresja genu kodujacego biatko JaclY.l. kompensuje efekt delecji genu jac/S.c. i wskazuje
na to, ze biatko to efektywnie wspdtdziata z biatkiem Sscl w procesie biosyntezy centrow
Fe/S w szczepie z delecjg genu ssq/. Uzyskane wyniki sugerowaty, Ze hipoteza o koewolucji
obu biatek jest bardziej prawdopodobna, w zwiazku z tym przeprowadzilismy analizg, ktore;
celem bylo odnalezienie réznic strukturalnych pomiedzy ortologami Jacl wspotpracujgcymi z
Ssql albo z Sscl. Przeprowadzona analiza wykazata, ze struktura ortologéw Jacl jest wysoko
konserwowana ewolucyjnie, w przeciwiefistwie do sekwencji aminokwasowej. Niemniej
zidentyfikowali$my wyrazng réznice strukturalng pomiedzy biatkami Jacl z organizmow
zawierajacych Ssql i posiadajacych tylko jedno mtHsp70. Zmiany obejmujg motyw helisa-
petla-helisa w obrebie domeny J. Struktura ta jest wyraznie krotsza u biatek Jacl z
organizméw gdzie istnieje biatko Ssql w poréwnaniu do biatek Jacl z organizméw nie
zawierajacych Ssql zaréwno z krolestwa grzybow, jak i innych eukariontow. Zmiana
znajduje si¢ w bezposrednim sasiedztwie konserwowanego motywu HPD. Motyw HPD jest
niezbedny do stymulacji aktywnosci ATPazowej Hsp70 przez biatka J. Jest zatem
prawdopodobne, ze ta delecja jest skorelowana z przystosowaniem sie¢ biatka Jacl do nowego
partnera molekularnego z rodziny Hsp70. Mozna bylo wigc przypuszcza¢, ze delecja ta
powstala w toku koewolucji biatka Jacl z jego nowym partnerem: Ssql. Na wstepie
skonstruowali$my mutanta chimere, ktory zawieral wickszo$¢ sekwencji S.cerevisiae oraz
fragment petli biatka Jacl obecnego u Y. lypolytica. Okazalo sig, ze takie biatko hybrydowe
stymuluje aktywno$¢ ATPazy Sscl podobnie jak biatko Jac1Y.l.. Co wigcej konstrukt jest w
pemi funkcjonalny in vivo kompensujgc efekt delecji genu jacl, efektywnie wspotpracujac z
biatkiem Sscl w procesie biosyntezy centréw Fe/S. Na podstawie otrzymanych wynikow
zaproponowalismy, ze delecja fragmentu petli w obrebie biatka Jacl doprowadzita do
obnizenia powinowactwa Jac1l do Sscl, natomiast powinowactwo do Ssql nie ulegio zmianie.
Poniewaz biatka Ssql-Jacl oddziatywaly efektywnie to prawdopodobnie ta zdolno$¢
stymulowata dalszg koewolucje obu biatek. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w
publikacji (Pukszta i wsp., 2010)
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Rola bialka opiekunczego Hsp40 (Mdj1) w utrzymywaniu mitochondrialnego DNA

Ciesielski, G.L., Plotka, M., Manicki, M., Schilke, B.A., Dutkiewicz, R., Sahi, C.,
Marszalek, J., Craig, E.A. (2013) BBA-Mol.Cell Res. 1833(10): 2233-2243

Wierny proces replikacji i dziedziczenia mitochondrialnego DNA (mtDNA) ma
kluczowe znaczenie dla oddychania komoérkowego. Molekularne bialka opiekuncze sg
biatkami zaangazowanymi miedzy innymi w faldowanie bialek, jak i w przebudowe
skomplikowanych kompleksow biatkowych. Celem tej pracy byto zbadanie roli drozdzowego
biatka Hsp40, biatka Mdjl w utrzymywaniu mtDNA. Komérki, ktore nie posiadajg biatka
Mdjl nie utrzymujg funkcjonalnego mtDNA. Przeprowadzona analiza wykazata, ze
wickszo$¢ biatka Mdj1 obecnego w komorce znajduje si¢ w kompleksie z nukleoidami. Co
wiecej wariant Mdjl posiadajgcy zmiany w obregbie J domeny, ktéra odpowiada za
oddzialywanie z mtHsp70 charakteryzuje si¢ zaburzona stabilnoscig mtDNA, co posrednio
sugeruje role biatka Hsp70 w rearanzacji mitochondrialnych nukleoidéow. Z drugiej strony
sama domena J biatka Mdjl nie utrzymuje mtDNA, co sugeruje ze region bezposrednio
zaangazowany w oddziatywanie z mtDNA znajduje si¢ poza domeng J. Pokazalismy, ze
biatko Mdjl wigze sie z mtDNA oraz skorelowaliSmy to oddziatywanie ze stabilnoscig
mtDNA. Mutanty biatka Mdjl, ktére nie wigza si¢ do mtDNA, jednoczesnie in vivo nie
utrzymujg mitochondrialnego genomu. Nie wyklucza to mozliwosci oddziatywania Mdjl z
biatkowymi sktadnikami nukleoidu, ale aktywno$¢ ta prawdopodobnie nie ma znaczenia dla
utrzymywania genomu mitochondrialnego. Otrzymane wyniki badan zostaty przedstawione w
pracy (Ciesielski i wsp., 2013)
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