Streszczenie:

Moja praca doktorska dotyczy analizy strukturalno-funkcjonalnej  kompleksu
mitochondrialnych bialek opiekunczych wyspecjalizowanego systemu Hsp70 (obejmujacego
biatko Hsp70 — Ssql oraz biatko typu J — Hsc20) z biatkiem Isul, ktore stanowi molekularne
rusztowanie, w obrebie ktorego zachodzi biosynteza centréw zelazo-siarkowych (FeS). Biatka
opiekuncze z rodziny Hsp70 petnig wiele istotnych 16l w komorce. Poza klasycznymi funkcjami
biatek opiekunczych, takich jak zapewnianie bialkom ochrony przed agregacjg, lub pomoc w
dezagregacji, s3 one rowniez zaangazowane w faldowanie prekursorow biatek, transport
polipeptydow przez blony oraz modulacje oddziatywan migdzy biatkami. Wigkszos¢ biatek Hsp70
jest wielofunkcyjna, a za ich specyficzno$¢ substratowg odpowiadajg biatka z domeng J (JDP).
System Hsp70 funkcjonuje w okreslonym cyklu, w ktorym hydroliza ATP przez Hsp70 powoduje
silne zwigzanie substratu. Kolejny etap, czyli uwolnienie substratu nastgpuje, gdy czynnik
wymiany nukleotydow (NEF) dokona wymiany ADP na ATP, powodujac zmian¢ konformacji
Hsp70 na sprzyjajaca dysocjacji substratu. W moich badaniach skoncentrowalem si¢ na
specyficznym przypadku, jakim sg biatka opiekuncze uczestniczace w biosyntezie centréw zelazo-
siarkowych (FeS). Proces biogenezy FeS mozna podzieli¢ na dwa etapy: (i) synteze centrum FeS
w obrebie wyspecjalizowanego biatka rusztowania (Isul) oraz (ii) transfer centrum FeS z
molekularnego rusztowania Isul do biatek docelowych przy udziale biatek systemu Hsp70. U
eukariontdw system ten jest zlokalizowany w mitochondriach. W przypadku drozdzy piekarskich
Saccharomyces cerevisiae, ktore stanowily mdj modelowy organizm badawczy, doszio do
duplikacji genu kodujacego mitochondrialne biatko Hsp70. To doprowadzilo do powstania kopii
biatka mtHsp70 o nazwie Ssql, ktora to jest dedykowana wylgcznie do procesu biogenezy
centrow FeS. Wysoki stopien specjalizacji systemu powoduje, ze stanowi on doskonaty model
badawczy, poniewaz biatko Ssql oddziatuje wylgcznie z jednym JDP (Hsc20) i jego jedynym
substratem jest Isul.

Pierwszym wyzwaniem podczas moich badan bylo opracowanie sposobu uzyskiwania
preparatow bialkowych kompleksu Ssql-Hsc20-Isul o wysokim stezeniu. W tym celu
wykorzystalem metodg, w ramach ktorej w ekspresyjnym szczepie E. coli prowadzitem
jednoczesna nadprodukcje trzech biatek (odpowiednio Isul, Hsc20 i Ssql z mutacjg T239A
uniemozliwiajacg hydroliz¢ ATP). Takie podejScie umozliwito mi uzyska¢ kompleksy biatkowe
juz w komorkach. Niemniej kluczowym etapem byla preparatywna filtracja zelowa, ktéra
pozwolita mi na rozdziat kompleksow biatkowych na podstawie ich masy. Przygotowany w ten
sposob kompleks Ssql-Hsc20-Isul byl nastgpnie wykorzystany w do$§wiadczeniach wymiany
deuterowej potgczonej ze spektrometrig mas (HDX-MS). Uzyskane wyniki potwierdzity istotng
role¢ znanych z weczesniejszej literatury wybranych reszt aminokwasowych kluczowych w
oddziatywaniu migdzy biatkami Ssql, Hsc20 i Isul. Jednocze$nie otrzymane wyniki pozwolily na
wytypowanie kolejnych rejonéw w obrebie biatek, ktore wezesniej nie zostaty zidentyfikowane
jako istotne dla oddziatywania bialko:biatko w obrgbie analizowanego kompleksu. Na tej
podstawie zostaly przygotowane konstrukty plazmidowe z substytucjami alaninowymi
wytypowanych reszt aminokwasowych. Nastepnie zmutowane wersje bialek oczyScitem i
analizowatlem w do$wiadczeniach typu precypitacja kompleksow biatkowych. W swoich
doswiadczeniach wykorzystatem wersje biatka Isul z znacznikiem GST (Glutation-S-
Transferaza), ktore precypitowatlem poprzez do dodanie do mieszaniny reakcyjnej ztoza
agarozowego optaszczonego zredukowanym glutationem w celu zwigzania znakowanego biatka i
biatek z nim oddziatywujacych. Wykorzystujac biatko fuzyjne Isul-GST przeprowadzitem serig
eksperymentow z réznymi wariantami biatek Ssql, Hsc20 i Isul z wprowadzonymi mutacjami w
obrgbie regionéw zaangazowanych w formowanie kompleksu Ssql-Hsc20-Isul. Ta analiza
obejmowala reszty aminokwasowe znane z literatury, jak rowniez nowo zidentyfikowane podczas
moich badan. Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzily, ze regiony w obrebie biatek Ssql,
Hsc20 oraz Isul zidentyfikowane jako istotne w do§wiadczeniach wymiany deuterowej
polaczonej ze spektrometriag mas (HDX-MS) sg kluczowe dla formowania potrdjnego kompleksu
Ssgl-Hsc20-1sul.



