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A) Tytul osiagni¢cia naukowego:
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doswiadczalnych oraz jednej pracy przegladowej pod tytutem:

“Deubikwitynacja jako mechanizm kontroli funkcji retikulum endoplazmatycznego oraz

degradacji niewlasciwie zlokalizowanych bialek”.
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C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Celem dos$wiadczen zaprezentowanych w publikacjach wchodzacych w sktad osiagnigcia
naukowego bylo poznanie i scharakteryzowanie mechanizmoéw kontrolujacych degradacje
biatek blonowych i sekrecyjnych. Szczegdlna uwaga zostata poswiecona kontroli jakosci
biatek, ktore w wyniku mato wydajnego transportu do retikulum endoplazmatycznego ulegaja
btednemu przemieszczeniu do cytoplazmy, gdzie sa niszczone. Ponadto, opisany zostat
uprzednio niescharakteryzowany enzym deubikwitynujacy, ktory jest biatkiem blonowym

retikulum endoplazmatycznego i reguluje niektore z jego funkc;ji.

Wigkszo$¢ zbednych lub szkodliwych biatek komorek eukariotycznych ulega zniszczeniu w
specjalnej strukturze komorkowej zwanej proteasomem. Degradacja przeprowadzana przez
proteasom jest zazwyczaj poprzedzona modyfikacja potranslacyjng biatek przeznaczonych do
proteolizy, tzw. ubikwitynacja. Polega ona na kowalencyjnym przytaczeniu C-konca
niewielkiego polipeptydu, ubikwityny (76 reszt aminokwasowych, ~ 8,5 kDa), do (zazwyczaj)
lizyn biatka docelowego. Ubikwitynacja jest katalizowana przez kaskade enzymatyczng
ztozong z enzymu aktywujacego ubikwityne¢ (E1) oraz enzymow ja przytaczajacych/ligujacych
(E21E3) [1]. Istotnym jest fakt, ze ubikwityna posiada w swojej sekwencji siedem reszt lizyny
(Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, Lys63), ktore, podobnie jak N-koniec ubikwityny,
mogg stuzy¢ jako miejsca akceptorowe dla innych czasteczek ubikwityny. Prowadzi to do
powstania tancuchow ubikwityny (poliubikwityny), ktorych funkcja czesto zalezy od miejsc
polaczenia monomerdéw [2]. Przyktadowo, jest bardzo dobrze udokumentowane, ze fancuchy

ubikwityny potaczone poprzez reszte lizyny 48 sg rozpoznawane jako sygnal do zniszczenia
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biatka w proteasomie, podczas gdy tancuchy potaczone poprzez reszte lizyny 63 funkcjonuja

w szlakach przekazywania sygnatow oraz endocytozie [2].

Proteasom, w ktorym ulegaja degradacji ubikwitynowane bialka, jest ztozonym kompleksem
biatkowym [3]. Jego czg$¢ podstawowa, zwana rowniez 20S, zbudowana jest z czterech
pierscieni, z ktérych kazdy posiada siedem podjednostek (pierscienie wewngtrzne zwane beta
oraz zewngtrzne alfa). Cze$¢ 20S proteasomu wykazuje aktywno$ci proteolityczne o
wiasciwosciach podobnych do kaspazy, trypsyny i chymotrypsyny. Dostep substratu do tej
czescl proteasomu jest regulowany przez czgs¢ 19S, ktora moze by¢ przytaczona do 20S z
jednej lub obydwu stron. W czgsci 19S znajdujg si¢ biatka odpowiedzialne za rozpoznawanie
ubikwitynowanych polipeptydow oraz ich rozfaldowywanie, co jest niezbedne w celu
translokacji substratu do czesci 20S proteasomu. Z tego tez wzgledu biatka Rpn10 i Rpnl3,
ktére sa receptorami ubikwityny zlokalizowanymi w czesci 19S [4-9], maja kluczowe

znaczenie w procesie degradacji biatek przez proteasom.

Ubikwitynacja bialek jest procesem odwracalnym a proces deubikwitynacji jest katalizowany
przez grupe enzymow ogolnie zwanymi enzymami deubikwitynujagcymi (ang. deubiquitinating
enzymes (DUBs)). Enzymy deubikwitynujace dzieli si¢ na sze$¢ rodzin, z ktérych pie¢ to
proteazy cysteinowe (ang. ubiquitin-specific proteases (USPs), ang. ubiquitin C-terminal
hydrolases (UCHs), ang. ovarian tumour proteases (OTUs), ang. Machado-Joseph disease
proteases (MJDs), ang. MIU-containing novel DUB family (MINDY) proteases), podczas gdy
jedna (ang. JAB1/MPN/Mov34 (JAMM) domain proteases) zlozona jest z metaloproteinaz
[10]. Funkcja wigkszo$ci enzymdéw deubikwitynujacych pozostaje niedokladnie poznana;
niemniej jednak fakt, ze enzymy te czesto ulegaja nadekspresji lub mutacji w chorobach takich
jak transformacja nowotworowa $wiadczy o ich istotnym znaczeniu [11]. Potwierdzeniem tego
s liczne badania, ktore wykazaly, ze enzymy deubikwitynujace reguluja kluczowe funkcje
komorki poprzez m. in. zapobieganie degradacji biatek kontrolujacych cykl komorkowy czy
apoptozg. Do tych ostatnich nalezg tak istotne biatka jak p53 czy biatka z rodziny Bel-2 [12-
17]. Enzymy deubikwitynujgce wchodzg rowniez w skiad czgsci 19S proteasomu, gdzie sg
odpowiedzialne za deubikwitynacje polipeptydow przeznaczonych do zniszczenia [18]. To z
kolei pozwala na ponowne wykorzystanie ubikwityny w kolejnych cyklach ubikwitynacji jak

rowniez zapobiega degradacji bialek, ktore ulegly przedwczesnej lub btednej ubikwitynacji.
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Procesy ubikwitynacji, deubikwitynacji oraz degradacja bialek przez system proteasomalny sg
przestrzennie ograniczone do cytoplazmy oraz jadra komoérkowego. Enzymy katalizujgce
ubikwitynacje oraz deubikwitynacje wystepuja jednak réwniez na cytoplazmatycznej
powierzchni innych organelli i reakcje te moga tam zachodzi¢ z duza intensywno$cig. Na
szczeg6lng uwage pod tym wzgledem zastuguje retikulum endoplazmatyczne, bedace
najwickszym organellum wiekszosci komorek, w ktorym syntetyzowane sg biatka szlaku
sekrecyjnego oraz bialtka wydzielane do $rodowiska zewnatrzkomorkowego [19, 20].
Retikulum endoplazmatyczne jest rowniez gléwnym miejscem biosyntezy thuszczéw oraz
magazynem jonéw wapnia [21, 22]. Okolo 30% wszystkich biatek eukariotycznych
kierowanych jest do retikulum endoplazmatycznego, gdzie ulegaja one fatldowaniu a nastgpnie
sa transportowane do innych organelli [23, 24]. Co istotne, biatka, ktoére nie osiggng
odpowiedniej struktury s3 rozpoznawane przez czynniki kontroli jako$ci retikulum
endoplazmatycznego, a nastepnie ulegaja tzw. retrotranslokacji do cytoplazmy, gdzie sa
ubikwitynowane 1 niszczone w proteasomie. Proces ten zwany jest ERAD (ang. endoplasmic

reticulum-associated degradation) [25].

Transport biatek do wnetrza lub ich integracja w blone retikulum endoplazmatycznego moze
zachodzi¢ w sposob kotranslacyjny lub potranslacyjny, w zaleznosci od tego czy sa sprzgzone
z translacjg na rybosomach [19, 20]. Mechanizm kotranslacyjny jest dominujacy, a wigc
wykorzystywany przez wigkszo$¢ biatek, ktorych miejscem docelowym sag organella szlaku
sekrecyjnego. W trakcie translacji tych biatek kompleks rybonukleoproteinowy zwany SRP
(ang. Signal Recognition Particle) rozpoznaje hydrofobowy peptyd sygnatowy lub pierwsza
domeng transbtonowa syntetyzowanego biatka wkrotce po tym, jak segment ten opuszcza
rybosom. SRP nastepnie dostarcza kompleks rybosom-nowosyntetyzowane biatko (ang.
ribosome-nascent chain complex, RNC) do receptora znajdujacego si¢ w btonie retikulum
endoplazmatycznego. W kolejnym etapie kompleks rybosom-nowosyntetyzowane biatko jest
przenoszony do biatkowego kanatu w blonie retikulum endoplazmatycznego, zwanego
kompleksem Sec61, przez ktéry syntetyzowane biatka dostaja si¢ do wnetrza retikulum

endoplazmatycznego lub s3 wbudowywane w jego btong.

Potranslacyjny transport biatek do retikulum endoplazmatycznego zostat opisany stosunkowo
niedawno i1 obejmuje kilka rownoleglych mechanizméw. W przypadku najlepiej opisanego
szlaku, biatka sekrecyjne i btonowe sa rozpoznawane przez biatkko SGTA (ang. small-

glutamine-rich-tetratricopeptide-repeat-containing-protein-alpha), ktére przekazuje takie
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polipeptydy biatku TRC40 za posrednictwem kompleksu BAG6 (ztozonemu z biatka Bagb6 i
czynnikow pomocniczych, UBL4A i TRC35) [26-29]. TRC40 oddzialuje z receptorem
ztozonym z biatek WRB i1 CAML, ktéry jest zlokalizowany w blonie retikulum
endoplazmatycznego i odpowiada za integracj¢ przenoszonych biatlek w btong retikulum
endoplazmatycznego [29, 30]. Szlak ten jest wykorzystywany przez krétkie biatka sekrecyjne
oraz grup¢ bialek btonowych zwanych ,tail-anchored” (TA). Cecha charakterystyczng biatek
TA jest obecnos$¢ pojedynczej domeny transbtonowej zlokalizowanej blisko C-konca, co
powoduje, ze w momencie terminacji translacji motyw ten jest wcigz wewnatrz kanatu
wyjsciowego rybosomu (ang. ribosomal exit tunnel). To z kolei uniemozliwia kotranslacyjne
rozpoznanie tej sekwencji przez SRP. Pomimo tego, ze potranslacyjne mechanizmy
kierowania biatek do retikulum endoplazmatycznego sa rzadziej wykorzystywane niz szlak
kotranslacyjny, sa one niezwykle istotne dla prawidlowego funkcjonowania komorki.
Przyktadowo, bialka TA uczestnicza w tak waznych procesach jak apoptoza, transport
pecherzykowy czy degradacja biatek. Nalezy jednocze$nie zaznaczy¢, ze wydajnos¢ zardowno
kotranslacyjnego jak i potranslacyjnego transportu bialek do retikulum endoplazmatycznego
rozni si¢ w zalezno$ci od badanego polipeptydu i moze ulec zmianie na skutek
nieprawidlowego faldowania biatek, mutacji badz przedwczesnej terminacji translacji [31]. To
z kolei prowadzi do niewtasciwej lokalizacji takich biatek do cytoplazmy, gdzie ze wzgledu na
swoje hydrofobowe wlasciwosci i mozliwo§¢ agregacji sg one potencjalnie toksyczne dla
komorki. Z tego tez powodu takie niewtasciwie zlokalizowane biatka (ang. mislocalised
proteins, MLPs) ulegaja zniszczeniu. Zaskakujace jest, ze MLPs s3 nadal rozpoznawane przez
biatko Bagb6, lecz w tym przypadku oddziatuje ono z ligazami ubikwityny E3 takimi jak
RNF126, co stymuluje ubikwitynacje MLPs i ich degradacj¢ w proteasomie [32, 33].

Podczas gdy rola biatka Bag6 zard6wno w potranslacyjnym transporcie bialek do retikulum
endoplazmatycznego jak i w degradacji MLPs zostata przekonywujaco udokumentowana,
udziat innych czynnikéw transportu potranslacyjnego w kontroli jakosci MLPs byt nieznany i
dlatego stat si¢ przedmiotem naszych badan (Leznicki and High, 2012). Aby umozliwi¢
badania kontroli jakosci MLPs najpierw opracowany zostal system, ktory pozwalal na
monitorowanie ubikwitynacji MLPs. System ten byt oparty na modelowym biatku TA zwanym
Sec61p, ktore otrzymano w bakteryjnym systemie ekspresyjnym i oczyszczono metodami
chromatograficznymi. Sec613 dodane do lizatu z retikulocytow  kroliczych

(charakteryzujacego si¢ wysoka aktywnoscig ubikwitynujaca [34, 35] i1 stuzagcym w tym
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przypadku réwniez jako zrdédlo cytoplazmy) bylo wydajnie ubikwitynowane, a ilos¢ tak
zmodyfikowanego Sec61p zalezata od czasu reakcji. Lizat z retikulocytow kroliczych uzyty w
tych dos$wiadczeniach zostat uzupeliony oczyszczong ubikwityng posiadajaca znacznik
FLAG na N-koncu, co znaczaco utatwito detekcje ubikwitynowanego Sec613. Sec61p nie jest
normalnie MLP, jednak swoim zachowaniem powinno wiernie odwzorowywa¢ MLP w
sytuacji, gdy reakcje ubikwitynacji przeprowadzane s3a przy braku blon retikulum
endoplazmatycznego, gdyz w takim przypadku hydrofobowa domena transblonowa Sec61f3
nie jest chroniona przez btong tluszczowa. Zatozenie to zostalo potwierdzone w dalszych
doswiadczeniach, ktore wykazaty, ze ubikwitynacja oczyszczonego Sec61f jest w znacznym
stopniu zablokowana jesli przed rozpoczgciem reakcji ubikwitynacji lizat z retikulocytow

zostal pozbawiony biatka Bag6 poprzez uzycie przeciwciat.

Majac do dyspozycji wyzej opisany system eksperymentalny mozliwe bylo ustalenie czy
ubikwitynacja MLPs jest rowniez regulowana przez inne biatka uczestniczace w
potranslacyjnym transporcie biatek do retikulum endoplazmatycznego. W tym celu reakcje
ubikwitynacji oczyszczonego Sec61B zostaly uzupeilnione rekombinowanym SGTA
potaczonym z HisTioredoksyng jako znacznikiem powinowactwa, oczyszczonym TRC40 lub
HisTioredoksyna stuzaca jako biatko kontrolne. Podczas gdy HisTioredoksyna oraz TRC40
nie wpltynely na stopien ubikwitynacji Sec61P, to egzogenne SGTA niemal catkowicie
zablokowato ten proces. Co istotne, efekt ten nie byl ograniczony do Sec61B poniewaz
ubikwitynacja dwoch innych oczyszczonych biatek TA, RAMP4 (ang. ribosome-attached-
membrane-protein-4) i synaptobrewiny-2, byta rOwniez znaczaco mniej wydajna w obecnosci
egzogennego SGTA. Ponadto, SGTA (lecz nie biatko kontrolne HisTioredoksyna) blokowato
ubikwitynacje biatek blonowych wyprodukowanych in vitro w lizacie retikulocytéw
kréliczych. Biatka te obejmowaty: Vpu (biatko wirusa HIV); fragment cielgcej rodopsyny,
ktorej translacja zostata zakonczona na reszcie aminokwasowej 91 (OP91); oraz 99 C-
koncowych reszt aminokwasowych biatka prekursorowego amyloidu (ang. amyloid precursor
protein, APP) z przytaczonym do N-konca peptydem sygnatowym APP. Ten ostatni konstrukt
jest uzywany w badaniach transportu i obrébki APP. Nalezy podkresli¢, ze SGTA nie miato
wplywu na ubikwitynacje biatek, ktore nie sg hydrofobowe, takich jak Ub-R-GFP i Ub-G76V-
GFP [36], co z kolei pokazuje, ze SGTA nie reguluje ogdlnego procesu ubikwitynacji lecz

dziata wybidrczo na MLPs.
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Zaskakujace byto, ze oczyszczone biatkko SGTA dodane do reakcji juz zawierajacej
ubikwitynowane Sec61 nie tylko zapobiegto dalszej ubikwitynacji tego substratu, ale rowniez
zmniejszyto ilos¢ ubikwitynowanego Sec61B. To sugerowalo, ze SGTA stymuluje
deubikwitynacj¢ MLPs. Hipoteza ta zostata zweryfikowana poprzez przeprowadzenie reakcji
ubikwitynacji Sec61f w obecnosci SGTA oraz inhibitoréw enzyméw deubikwitynujacych,
aldehydu ubikwityny oraz winylsulfonu ubikwityny, ktére kowalencyjnie modyfikuja
katalityczng reszte¢ cysteiny obecng w centrum aktywnym wigkszo$ci enzymow
deubikwitynujacych. Doswiadczenia te pokazaly, ze zablokowanie aktywno$ci enzymow
deubikwitynujacych za posrednictwem inhibitoré6w niemal catkowicie hamuje role SGTA w
zapobieganiu ubikwitynacji/stymulowaniu deubikwitynacji Sec61p. Wydaje si¢ wobec tego,
ze pomimo iz SGTA nie jest enzymem deubikwitynujagcym, to moze posredniczyé w
oddzialywaniach migdzy tymi enzymami a MLPs, co prowadzi do deubikwitynacji i

stabilizacji MLPs.

Kolejnym krokiem bylo potwierdzenie wynikdéw uzyskanych w warunkach in vitro rowniez
stosujac bardziej fizjologiczny system jak np. kultury komorek ludzkich. W tym celu komorki
HeLa zostaly uzyte do ekspresji dwoch wariantow polipeptydu odpowiadajacego 99 C-
koncowym resztom aminokwasowym APP. W pierwszym przypadku polipeptyd ten posiadat
przytaczony do N-konca peptyd sygnatlowy APP (APP-C99), zas w drugim przypadku peptyd
sygnalowy biatka sekrecyjnego, preprolaktyny (PPL-C99). Wcze$niejsze badania wykazaty,
ze peptyd sygnalowy APP jest malo wydajny w kierowaniu biatek do retikulum
endoplazmatycznego, podczas gdy peptyd sygnatowy preprolaktyny zapewnia bardzo wysoki
stopien transportu biatek do retikulum endoplazmatycznego [31, 37]. W zwigzku z
powyzszym, APP-C99 powinno zachowywac si¢ w przyblizeniu jak MLP, w znaczacej czgsci
przekierowane do cytoplazmy, podczas gdy PPL-C99 powinno by¢ wydajnie transportowane
do retikulum endoplazmatycznego. Biatka te ulegly ekspresji w komérkach HeLLa w obecnosci
nadprodukowanego SGTA lub kontrolnego plazmidu, a ich poziom byl monitorowany za
pomoca metody Western blotting. Wyniki tych dos§wiadczen jednoznacznie wykazaty, ze
SGTA znaczaco stabilizuje APP-C99 lecz nie wptywa na poziom PPL-C99. To z kolei

sugeruje, ze w zywych komoérkach SGTA dziata wybidrczo na MLPs w celu ich stabilizacji.

W trakcie badan z zastosowaniem drozdzowego systemu dwuhybrydowego (ang. yeast two-

hybrid system) majacych na celu okreslenie molekularnych podstaw dziatania SGTA
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zaobserwowano, ze SGTA oddzialuje z proteasomalnym receptorem ubikiwityny, Rpnl3
(Leznicki et al., 2015). Wynik ten zostat potwierdzony metoda ,,pull-down” w komorkach
HeLa, gdzie nadprodukowano biatka Rpnl3 lub SGTA z przytaczonym znacznikiem do
oczyszczania. W ten sam sposob udowodniono, ze C-koncowa cze$¢ Rpnl3 (reszty
aminokwasowe 150-407), ktora jest odmienna od regionu odpowiedzialnego za wigzanie
proteasomu i ubikwityny, odpowiada za oddzialywanie z SGTA. Podobnie okreslono, ze
domena TPR (ang. tetratricopeptide repeat) SGTA jest niezbedna i wystarczajaca do wigzania
Rpn13. Nastepnie, poprzez uzycie oczyszczonych rekombinowanych biatek udowodniono, ze

oddzialywanie pomiedzy SGTA i Rpnl3 jest bezposrednie.

Poniewaz Rpnl13 znajduje si¢ w czgsci 19S proteasomu, jego oddziatywanie z SGTA moze
skutkowa¢ proteasomalng lokalizacja SGTA, co zostato potwierdzone w ludzkich komoérkach
HEK?293. Wydajne wigzanie SGTA do proteasomu wymagato uzycia inhibitora proteasomu,
MG132, co prowadzi do akumulacji ubikwitynowanych biatek na proteasomie. W
eksperymentach tych uzyto zmodyfikowanej linii komorkowej (HEK293TRrr!H-HTBH) v ktorej
podjednostka proteasomu, Rpnll, posiada znacznik powinowactwa, umozliwiajacy
wyizolowanie calych proteasomoéw i zwigzanych z nimi biatek [38]. Co istotne, jednoczesna
nadekspresja SGTA 1 modelowego biatkka MLP, OP91, prowadzita nie tylko do znacznej
stabilizacji OP91, zgodnie z wczesniejszymi badaniami [39], ale skutkowala takze
dramatycznym wzrostem ilosci OP91 zwigzanego z proteasomem. Zaskakujace bylo to, ze
ekspresja OP91 powodowata, Zze znaczace ilosci zarowno endo- jak i egzogennego SGTA
wigzaty sie do proteasomu i ze proces ten nie wymagal MG132. Wyniki te sugeruja, ze SGTA
moze stymulowac¢ deubikwitynacje MLPs na proteasomie, przeciwdziatajac w ten sposob ich

degradacji nawet na koncowych etapach ich kontroli jakosci.

Zaktadajac, ze oddzialywanie pomiedzy SGTA i Rpnl3 odgrywa rolg w kontroli jakosci MLPs,
zaburzenia tego oddziatlywania powinny mie¢ wplyw na stabilizacj¢ MLPs zalezng od SGTA.
Aby stwierdzi¢, czy tak jest w rzeczywistosci zbadano jaki jest skutek nadekspresji
fragmentow Rpnl3 na oddziatywanie SGTA z proteasomem i stabilizacj¢ MLPs. Wyniki tych
badan jednoznacznie wykazaly, ze nadprodukcja C-koncowego fragmentu Rpnl3 (reszty
aminokwasowe 150-407), ktory oddzialuje z SGTA lecz nie z proteasomem, powoduje
znaczgce zmniejszenie ilo$ci proteasomalnego SGTA w komoérkach HEK293TRen!l-HTBH
inkubowanych z MG132. Rpnl3 peinej dlugosci oraz jego N-koncowy fragment (reszty

aminokwasowe 1-150) nie mialy takiego dziatania. Co niezwykle wazne, nadekspresja
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Rpn13139-497 rowniez znaczgco zmniejszyla ilos¢ modelowych MLPs, OP91 i TASK®
(fragment kanatu potasowego, TASK-1), ktore normalnie sg stabilizowane przez SGTA.
Podobnie, mutacje w domenie TPR (SGTAKISOERI4E) " kiore zaburzaja wigzanie Rpnl3,
znaczaco zmniejszyly zdolno$¢ SGTA do zapobiegania degradacji OP91. Podsumowujac,
wyniki do$wiadczen zaprezentowanych w artykule Leznicki et al., 2015 jasno wskazuja na
istotng role wigzania SGTA do proteasomu w procesie kontroli jako§ci MLPs i sugeruja, ze
SGTA jest w stanie zapobiec degradacji MLPs nawet juz po ich dostarczeniu do proteasomu.
Nalezy jednoczesnie zwrdci¢c uwage na mozliwos¢ wystgpowania wigce] niz jednego
mechanizmu, poprzez ktory SGTA moze stabilizowa¢ MLPs. Przyktadowo, w systemie in vitro
SGTA zapobiega ubikwitynacji oczyszczonego Sec61f réwniez przy braku proteasomow
(Leznicki and High, 2012). Podobnie, motyw TPR SGTA nie jest konieczny do stabilizacji
APP-C99 w systemie komérkowym. Niezbedne sg dalsze badania, aby okresli¢ czy roznice te
zalezg od uzytego substratu oraz co okresla minimalne wymagania niezbedne do stabilizacji

MLPs przez SGTA.

W celu lepszego zrozumienia w jaki sposob kontrola jakosci MLPs jest regulowana przez
kompleks BAG6 i SGTA scharakteryzowano oddziatywania pomigdzy tymi dwoma
czynnikami oraz okre$lono molekularne podstawy rozpoznawania hydrofobowych substratow
przez biatko Bag6 (Leznicki et al., 2013). Oczyszczone biatko SGTA oraz biatka kontrolne
HisTioredoksyna i BSA zostaty immobilizowane na ztozu i uzyte do zbadania oddzialywania
z fragmentami biatka Bag6 uzyskanymi metoda translacji in vitro. To z kolei umozliwito
zbadanie ktora z opisanych domen biatka Bag6: N-koncowa domena przypominajaca
ubikwityne (ang. ubiquitin-like domain, UBL), C-koncowa domena BAG (ang. Bcl-2-
associated-athanogene) czy centralny odcinek bogaty w proliny bierze udzial w wigzaniu
SGTA. W tym przypadku, ekstrakt z kietkow pszenicy zostat wybrany jako system translacji
in vitro, co pozwolito zminimalizowa¢ potencjalny udzial endogennych biatek ssaczych
obecnych w lizacie z retikulocytow kroliczych. Wyniki doswiadczen jednoznacznie wykazaty,
ze N-koncowa domena UBL jest niezbedna a jednoczesnie wystarczajaca do wigzania SGTA.
Co istotne, uzywajac tego samego podejscia eksperymentalnego udowodniono, ze SGTA
wigze roéwniez domen¢ UBL obecng w innym komponencie kompleksu BAG6, UBL4A, oraz
oddzialuje z taka domeng drozdzowego odpowiednika UBL4A, Get5. SGTA nie wigze
natomiast domen UBL bialek takich jak UBL7 czy BAGI, co wskazuje na selektywnos$¢ w

rozpoznawaniu domen UBL przez SGTA. Poroéwnanie sekwencji aminokwasowej réznych
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domen UBL w oparciu o ich znane struktury krystaliczne wykazato, ze SGTA ma preferencje
do oddziatywania z tymi domenami UBL, ktére posiadaja dodatnio naladowane reszty
aminokwasowe na swojej powierzchni. Co ciekawe, mimo ze SGTA jest w stanie oddziatywaé
z dwoma sktadnikami kompleksu BAG6: Bag6 1 UBL4A; eksperymenty kompetycyjne

wykazaty, Ze nie jest ono w stanie wigza¢ jednoczes$nie zaréwno Bag6 jak i UBL4A.

Aby pozna¢ jak biatko Bag6 rozpoznaje hydrofobowe polipeptydy powyzszy system zostal
wykorzystany ponownie, lecz tym razem bialkiem immobilizowanym na zlozu byto
oczyszczone modelowe biatko btonowe, Sec61p. Sec61 pozbawione domeny transblonowej
zostato uzyte jako bialko kontrolne, nie posiadajace hydrofobowego motywu, a wiec nie
bedace substratem tego samego systemu kontroli jakosci. Fragmenty biatka Bag6 zostaly
wyprodukowane metoda translacji in vitro w ekstrakcie z kietkéw pszenicy i zbadano ich
wigzanie do immobilizowanych wariantow biatka Sec61B. Doswiadczenia te wykazaty, ze
zaréwno domena UBL jak i BAG s3 zbyteczne do rozpoznania hydrofobowego substratu, ktory
z kolei jest wigzany przez centralny region biatka Bag6, ktory jest bogaty w proliny. Wynik
ten zostal potwierdzony réwniez niezaleznie w komodrkach drozdzy S. cerevisiae. Poniewaz
biatko Bag6 posiada sygnat kierujacy do jadra komoérkowego (ang. nuclear localisation signal,
NLS), jego ekspresja w komorkach drozdzy powoduje przemieszczenie hydrofobowych biatek
takich jak Sed5 do jadra komorkowego [26]. Stosujac takie komplementarne podejscie
wykazano, ze domeny UBL i BAG nie sg konieczne, aby biatko Bagb6 mogto oddziatywaé z
hydrofobowymi polipeptydami. Podsumowujac, wyniki badan przedstawione w artykule
Leznicki et al., 2013 przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia ztozonych oddziatywan w
ramach systemu kontroli jakosci opartego na kompleksie BAG6 i SGTA jak réwniez pomogty

W poznaniu mechanizmu rozpoznawania substratu przez kompleks BAG6.

Moja praca poswigcona degradacji MLP wskazuje na kluczowa role enzymow
deubikwitynujacych w regulacji tego procesu. Enzymy deubikwitynujace cofaja ubikwitynacje
biatek i w chwili obecnej jest powszechnie akceptowane, ze sg zwigzane z procesami, ktore
prowadza do lub sa konsekwencja choréb cziowieka [11]. Niemniej jednak doktadna rola
wiekszos$ci enzymow deubikwitynujacych jest enigmatyczna lub wrgcz zupelnie nieznana.
Zastanawia fakt, ze obecne techniki proteomiczne pozwalajg na identyfikacj¢ ~20.000 — 30.000
ubikwitynowanych miejsc obecnych na tysigcach biatek, a jednoczesnie jest znanych zaledwie

okoto 100 enzyméw deubikwitynujacych [40-42]. Nie jest jasne jak tak stosunkowo niewielka
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liczba enzymow, z ktérych niektoére sg nieaktywne, jest w stanie regulowac tysigce reakcji
ubikwitynacji. Opierajac si¢ na opublikowanych wynikach zaproponowalismy, ze funkcje
enzymow deubikwitynujacych moga by¢ regulowane i poszerzone poprzez ich oddzialywania
z innymi biatkami, modyfikacje potranslacyjne, obrobke proteolityczng, alternatywng
lokalizacj¢ w obrebie komorki oraz obecno$¢ alternatywnych izoform (Leznicki and Kulathu,

2017).

W celu poznania do jakiego stopnia alternatywne izoformy poszerzaja funkcje znanych
enzymow deubikwitynujacych skupili$my si¢ na biatku USP35 (Leznicki et al., 2018), ktorego
funkcja byta nieznana i1 ktorego kilka izoform zostato wykrytych na poziomie mRNA. Co
wazne, N-koncowe, acetylowane peptydy specyficzne dla przynajmniej dwoch takich izoform
zostaty wykryte metodami proteomicznymi w komorkach ludzkich, potwierdzajac ich istnienie
na poziomie bialek [43]. USP35%°! jest bialkiem o dtugo$ci 1018 reszt aminokwasowych,
podczas gdy USP35%°? nie posiada 269 N-koncowych reszt obecnych w USP35!°!. W oparciu
o strukture krystaliczng blisko spokrewnionego biatka, USP38, jest wysoce prawdopodobne,
ze N-koncowy fragment USP35"°! zawiera domen¢ z powtdérzeniami HEAT, ktore sg
motywem posredniczagcym w oddziatywaniach biatko-biatko. Ze wzgledu na brak 269 N-
koncowych reszt aminokwasowych wystepujacych w USP35%°! USP35°? przypuszczalnie
nie posiada domeny z powtorzeniami HEAT. Obydwie izoformy majg domeng katalityczng
USP i w zwigzku z tym powinny by¢ aktywnymi enzymami. Krystalizacja domeny
katalitycznej potwierdzita t¢ hipoteze 1 wykazata, ze USP35 posiada typowa domene USP.
Ponadto, dodatkowe badania biochemiczne wykazaty, ze USP35 jest aktywnym enzymem,
ktéry hydrolizuje polimery ubikwityny i nie wykazuje znaczacej preferencji wobec rodzaju

polaczenia pomi¢dzy monomerami ubikwityny.

W celu zbadania potencjalnych funkcji réznych izoform USP35, biatka te =zostaly
nadprodukowane ze znacznikiem GFP (ang. green fluorescent protein) w komorkach ludzkich
U20S, co umozliwito §ledzenie ich wewnatrzkomorkowej lokalizacji. Badania te wykazaty,
ze USP35"°! jest w znacznej mierze biatkiem cytoplazmatycznym za§ USP35"°? znajduje sie
w retikulum endoplazmatycznym oraz kroplach lipidowych (ang. lipid droplets). Te ostatnie
sg wewnatrzkomoérkowymi organellami pochodzacymi z retikulum endoplazmatycznego i
shuzg jako gtdéwny magazyn thuszczow obojetnych, takich jak triglycerydy i estry cholesterolu
[44]. Analiza biochemiczna (np. ochrona przed proteoliza — ang. protease protection)

wykazata, ze USP35%°? jest biatkiem transblonowym retikulum endoplazmatycznego. Czyni
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to z USP35"°2 drugi, obok USP19 [45], transbtonowy enzym deubikwitynujgcy retikulum
endoplazmatycznego i jednocze$nie pierwszy taki enzym, ktory znajduje si¢ na kroplach
lipidowych. Wyniki te, uzyskane poczatkowo z uzyciem nadprodukowanych bialek, zostaly
nastgpnie potwierdzone w ludzkiej linii komérkowej raka trzustki, HPAF-II, réwniez na
poziomie biatka endogennego. Na podstawie analizy bioinformatycznej i biochemicznej
okre$lono, ze rejon transbtonowy USP35°? jest przypuszczalnie utworzony przez reszty
aminokwasowe 317-337 (numeracja w oparciu o USP35"°"). Topologia takiego biatka
sugeruje, ze jego krotki N-koniec znajduje si¢ wewnatrz retikulum endoplazmatycznego, za$
czes¢ C-koncowa, wliczajagc domene katalityczng, jest zlokalizowana w cytoplazmie. Co
cickawe, ten sam motyw transbtonowy jest obecny takze w USP35%°! mimo ze biatko to nie
wystepuje w retikulum endoplazmatycznym. Wyniki naszych badan sugeruja, ze jest to

najprawdopodobniej spowodowane obecno$cig powtorzen HEAT w USP35!,

Dalsze eksperymenty wykazaty, ze zgodnie z rdézng lokalizacja wewnatrzkomoérkowa,
izoformy USP35 pelnig rowniez odmienne funkcje. Nadekspresja USP35'°2 powoduje stres w
retikulum endoplazmatycznym (ang. ER stress), ktéry wydaje si¢ by¢ spowodowany
zaburzeniami biosyntezy cholesterolu, poniewaz jest blokowany przez statyny, inhibitory
enzymu limitujgcego szlak biosyntezy cholesterolu. Jest to réwniez zgodne z lokalizacja
USP35°2 w retikulum endoplazmatycznym i w kroplach lipidowych. Zwigkszony poziom
USP35%°2 prowadzi rowniez do apoptozy, ktora nie jest hamowana przez statyny, co sugeruje,
ze stres retikulum endoplazmatycznego i apoptoza wywolane przez nadprodukcje USP35/°?
przypuszczalnie nie sg ze soba powigzane. W przeciwiefistwie do USP35"°?, nadekspresja
USP35%°! nie powoduje stresu w retikulum endoplazmatycznym ani nie skutkuje $miercig
komorkowa. Zaskakujace jest, ze chroni raczej komorki przed apoptoza wywotang przez
TRAIL (ang. tumour necrosis factor related apoptosis inducing ligand) i efekt ten wymaga
aktywnosci katalitycznej USP35™°!. Sugeruje to z kolei, ze USP35*°! jest nowym czynnikiem
antyapoptotycznym. Twierdzenie to znalazto potwierdzenie w dalszych do$wiadczeniach, w
ktorych wykazano, ze komoérki HEK293 FlpIn (gdzie USP35°! jest gtdwna, jesli nie jedyna,
izoformg USP35), w ktorych USP35 zostato usunigte metoda CRISPR/Cas9 sg znaczaco
bardziej podatne na apoptoze wywotang przez TRAIL czy staurosporyng. Jest to rowniez
zgodne z sugerowang rolg odpowiednika USP35 w D. melanogaster, zwanego DUBAI,
ktéremu przypisano antyapoptotyczng funkcje [46]. Ponadto, tak jak wiele innych biatek
antyapoptotycznych USP35 jest hydrolizowane przez kaspazg-3 i/lub -6 podczas apoptozy

wywolanej przez staurosporyng. Wszystkie te wyniki jednoznacznie pokazuja, ze alternatywne
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izoformy moga w znaczacym stopniu przyczynia¢ si¢ do poszerzenia funkcji enzymow

deubikwitynujacych.

Podsumowujgc, moja podoktorska praca badawcza, ktérej wyniki zostaly opisane w
publikacjach wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego zaowocowala nastepujacymi
waznymi odkryciami:
e identyfikacja SGTA jako nowego czynnika, ktory stabilizuje MLPs
e wykazaniem, ze rola SGTA w regulacji MLPs wynika z dziatania enzymow
deubikwitynujacych
e wykazaniem, ze cykl kontroli jakosci MLPs, ktory jest oparty o biatka Bag6 i SGTA
moze zachodzi¢ na proteasomie
e scharakteryzowaniem oddziatywania pomiedzy SGTA a Bag6 i UBL4A, oraz
pomiedzy Bag6 i biatkami hydrofobowymi
e identyfikacjg USP35"°! jako nowego czynnika antyapoptotycznego
e wykazaniem, ze USP35"°2 jest nowym biatkiem transbtonowym retikulum
endoplazmatycznego oraz pierwszym enzymem deubikwitynujacym, ktory jest
zlokalizowany na kroplach lipidowych
e powigzaniem USP35"°? z regulacja $mierci komorkowej i homeostazy thuszczow w

retikulum endoplazmatycznym

Jestem przekonany, ze wyniki mojej pracy przyczynity si¢ do znaczacego poglebienia naszej
wiedzy na temat procesOw biogenezy i1 degradacji biatek. Moim celem jest dalsza praca
badawcza majaca na celu okreslenie jak enzymy deubikwitynujace wplywaja na proces
kontroli jakos$ci bialek oraz w jaki sposob reguluja funkcje tak waznych organelli

wewnatrzkomorkowych jak retikulum endoplazmatyczne i krople lipidowe.

5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

W 2004 roku ukonczytem studia licencjackie na Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego). Tematem mojej pracy licencjackiej
byla agregacja biatek, w szczegdlnosci tych powigzanych z chorobami cziowieka takimi jak

np. choroba Alzheimera. Wiedzg, ktora zdobylem w trakcie przygotowywania pracy
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licencjackiej wykorzystatem nastgpnie w celu opublikowania artykutu przegladowego na temat
agregacji 1 toksyczno$ci biatek posiadajacych liczne powtdrzenia poliglutaminowe (polyQ)
(Leznicki, 2005, IID-1, Zalacznik 4). Niepoprawne faldowanie i agregacja tych bialek sg
przyczyna $miertelnych chorob takich jak choroba Huntingtona czy niektore z form ataksji
rdzeniowo-mo6zdzkowej. Po ukonczeniu studiow licencjackich, a w trakcie studiow
magisterskich na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego) kontynuowalem prace nad agregacja biatek w grupie badawcze;j
Prof. Krzysztofa Liberka. Moim celem bylo okreslenie wpltywu zwigzku chemicznego,
chlorowodorku guanidyny, na aktywnos¢ bakteryjnych i drozdzowych biatek opiekunczych z
rodziny Hsp100. Biatka te przeprowadzaja deagregacj¢ agregatow biatkowych oraz reguluja
dziedziczenie prionéw w komoérkach drozdzy [47]. Wczesniejsze badania wykazaty, ze
chlorowodorek guanidyny hamuje aktywno$¢ ATPazowa biatka Hsp104 (biatka opiekunczego
Hspl100 S. cerevisiae) [48] oraz potrafi ,,wyleczy¢” drozdze z prionow [49]. Z tego powodu
zbadano wptyw chlorowodorku guanidyny na aktywnos¢ deagregacyjng biatka Hsp104 i jego
bakteryjnego homologa, ClpB. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze chlorowodorek
guanidyny hamuje aktywnos$¢ deagregacyjng zar6wno Hspl104, jak i ClpB, pomimo ze ma
przeciwny wplyw na ich aktywnosci ATPazowe (Nowicki et al., 2012, ITA-4, Zalacznik 4).
Chlorowodorek guanidyny hamuje aktywnos$¢ ATPazowa Hsp104 lecz stymuluje te aktywnosé
w ClpB, i w obydwu przypadkach wydaje si¢ stabilizowa¢ oligomeryczng forme bialek
opiekunczych z rodziny Hsp100.

Po ukonczeniu studiéw magisterskich w 2006 roku moja dalsza praca naukowa prowadzona
byta w ramach studiow doktoranckich na Uniwersytecie w Manchesterze w Wielkiej Brytanii,
w grupie Prof. Stephen’a High’a. Szczegdlna uwaga zostata poswigcona udziatowi biatek
opiekunczych w potranslacyjnym dostarczaniu do retikulum endoplazmatycznego grupy
biatek blonowych zwanych ,tail-anchored” (TA). Stosujac system translacji in vitro wykazano
bezposrednie oddzialywanie pomigdzy biatkami TA oraz bialkami opiekunczymi z rodzin
Hsp70 i Hsp40 (Abell et al., 2007, ITA-8, Zalgcznik 4). Ponadto, kombinacja oczyszczonych
biatek Hsp70 i Hsp40, ktore wspotdziataja ze sobg w procesie faldowania biatek, wydajnie

stymulowala in vitro integracje biatek TA w btong retikulum endoplazmatycznego.

Wkrétce po opublikowaniu powyzszych wynikéw prace w grupie Ramanujana Hegde

(Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Wielka Brytania) doprowadzity do odkrycia
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biatka TRC40 (ang. ,transmembrane domain recognition complex of 40 kDa”), ktérego
gléwng funkcja jest posredniczenie w potranslacyjnym transporcie biatek do retikulum
endoplazmatycznego [29]. Byt to znaczacy krok ku lepszemu zrozumieniu mechanizméw
potranslacyjnego dostarczania biatek do retikulum endoplazmatycznego cho¢ molekularne
podstawy dziatania TRC40 byly nieznane. W celu ich lepszego poznania przeprowadziliSmy
seri¢ doswiadczen opartych na uzyciu rekombinowanych oczyszczonych biatek TA. Biatka te
zostaty wykorzystane w doswiadczeniach typu ,,pull-down” potaczonych ze spektrometrig
mas, co pozwolito na identyfikacje wielu nowych partneréw wigzacych biatka TA, wliczajac
w to biatka Bag6 i SGTA (Leznicki et al., 2010, ITA-7, Zalacznik 4). Kolejne eksperymenty
wykazaly kluczowa role biatkka Bag6 w dostarczaniu biatek TA do retikulum
endoplazmatycznego i pozwolity na postawienie hipotezy, ze Bag6 posredniczy w tworzeniu
produktywnego kompleksu pomigdzy TRC40 a biatkami TA (Leznicki et al., 2010, ITA-7,
Zalacznik 4). Hipoteza ta zostata nastgpnie potwierdzona przez grup¢ Ramanujana Hegde, w
kolejnym artykule opublikowanym przez tych badaczy, w ktorym wykazano, ze Bag6 oraz
dwa oddziatujace biatka, UBL4A i TRC35, stymuluja transfer biatek TA do TRC40 [27].
Nasze dalsze badania we wspolpracy z Prof. Richardem Zimmermannem (Uniwersytet
Saarland, Homburg, Niemcy) doprowadzity do odkrycia, ze transport biatek TA do btony
retikulum endoplazmatycznego moze by¢ hamowany poprzez ich oddziatywanie z
kalmoduling (Hassdenteufel et al., 2011, ITA-5, Zalacznik 4). Wykazaly one takze, ze szlak
TRC40 jest rowniez wykorzystywany przez krotkie biatka sekrecyjne, ktore ze wzgledu na
swoja niewielka dtugo$¢ podlegaja potranslacyjnemu transportowi do wnetrza retikulum

endoplazmatycznego (Johnson et al., 2012, ITA-3, Zalacznik 4).

Proces, w wyniku ktérego biatka TA osiggaja btong retikulum endoplazmatycznego mozna
podzieli¢ na dwa etapy: kierowanie z cytoplazmy do btony retikulum endoplazmatycznego i
wbudowywanie domeny transbtonowej w t¢ blone. Odkrycie roli biatek Hsp70/40, TRC40 oraz
Bag6 znaczaco przyblizyto nas do poznania pierwszego z tych etapow. Molekularne podstawy
drugiego etapu pozostawaty jednak poznane zaledwie w niewielkim stopniu. Teoretycznie, do
integracji w blone retikulum endoplazmatycznego moze dochodzi¢ poprzez spontaniczng
dyfuzje hydrofobowej domeny transbtonowej, w czym posredniczytyby oddzialywania
hydrofobowe. Alternatywnym mechanizmem bylby udziat biatkowego kanatu podobnego do
kompleksu Sec61, ktéry posredniczy w kotranslacyjnym transporcie biatek do retikulum
endoplazmatycznego. Te dwie mozliwos$ci zostaty zweryfikowane eksperymentalnie poprzez

uzycie oczyszczonych bialek TA, w tym przypadku Sec61f i cytochromu b5 (Cytb5)
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(Leznicki et al., 2011, ITA-6, Zalacznik 4). Warianty tych biatek posiadajace jedna reszte
cysteiny zostaly oczyszczone i zmodyfikowane z uzyciem zwigzkéw reagujacych z grupa
sulthydrylowa cysteiny. Zaskoczeniem bylo, ze tak zmodyfikowane biatka wcigz byly
wydajnie dostarczane do i wbudowywane w btone¢ retikulum endoplazmatycznego nawet w
sytuacji, gdy modyfikowana reszta cysteiny znajdowala si¢ blisko $rodka domeny
transbtonowej i zostata zmodyfikowana duzymi, hydrofilowymi odczynnikami takimi jak
glikol polietylenowy (PEG)-5000 i -20000. Podobne wyniki uzyskano, gdy biatka TA ulegty
homodimeryzacji wymuszonej przez uzycie czynnikdw sieciujagcych. W  kolejnych
doswiadczeniach zbadano wptyw umiejscowienia PEG-5000 w obrgbie domeny transbtonowej
Sec61P na integracje tego biatka w btong retikulum endoplazmatycznego. Eksperymenty te
pokazaty, ze przytaczenie PEG-5000 blizej konca Sec61P zlokalizowanego wewnatrz
retikulum endoplazmatycznego catkowicie blokuje integracje blonowa Sec61f za$ efekt ten
nie jest obserwowany jesli PEG-5000 jest umiejscowiony blizej konca cytoplazmatycznego.
Co wazne, wszystkie te biatka wigzaty TRC40, co pozwala wykluczy¢ defekt na etapie
transportu z cytoplazmy do btony retikulum endoplazmatycznego. Sugeruje to natomiast, ze
wspomniane modyfikacje chemiczne Sec61p blokuja proces wbudowywania Sec613 w btong
retikulum endoplazmatycznego. Analiza bioinformatyczna wskazata nastepnie, ze uzyskane
wyniki do$wiadczalne sg catkowicie zgodne z obliczonym kosztem energetycznym, ktory
bylby poniesiony w trakcie translokacji PEG-5000 do lub poprzez dwuwarstwe lipidowa o
sktadzie przypominajacym retikulum endoplazmatyczne. Powyzsze dane sugeruja model, w
ktérym rolg receptora dla TRC40 jest najprawdopodobniej umiejscowienie biatek TA blisko
btony retikulum endoplazmatycznego. Sam etap integracji natomiast jest podyktowany
zasadami termodynamiki i dyfuzja do $rodowiska hydrofobowego, i w zwigzku z tym nie

wymaga specjalnego kanalu w btonie retikulum endoplazmatycznego.

Praca, ktora wykonatem w trakcie studiéw doktoranckich zaowocowata odkryciem i

scharakteryzowaniem nowych biatek, ktore reguluja biogeneze ssaczych biatek TA. Wyniki

uzyskane w tym czasie stanowity podstawe dla mojej dalszej, cho¢ tematycznie odrebnej, pracy
nad kontrolg jakosci biatek MLP i deubikwitynacja. Poza wynikami zaprezentowanymi w
sekcji ,,Osiagnigcie naukowe” zbadano rowniez wewnatrzkomérkowe konsekwencje
stabilizacji MLPs zaleznej od SGTA. Zaskakujace byto, ze koekspresja SGTA i modelowych
biatek MLP, OP91 i TASK®, w ludzkich komoérkach HeLa prowadzi do agregacji biatek MLP
(Wunderley et al.,, 2014, IIA-1, Zalacznik 4). Agregaty te zawieraja SGTA, Bago,
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ubikwityne, biatka proteasomalne oraz biatka opiekuncze z rodziny Hsp70 a ich powstawanie
najprawdopodobniej jest konsekwencjg stabilizacji biatek MLP przez SGTA, ktdre agreguja
na skutek ich znacznej hydrofobowosci. Sugeruje to réwniez, ze cykl kontroli jakosci
przeprowadzany przez Bag6 i SGTA moze rowniez wplywaé na inne bialka o znacznej
tendencji do agregacji, takie jak np. huntingtyna, a-synukleina oraz inne biatka bedace
przyczyna chorob neurodegeneracyjnych. Ponadto, uzywajac metod biofizycznych takich jak
np. spektroskopia NMR (ang. nuclear magnetic resonance) zdefiniowano na poziomie
molekularnym oddziatywanie pomiedzy SGTA i domenami UBL Bag6 i UBL4A (Darby et
al., 2014, IT1A-2, Zalgcznik 4). Doswiadczenia te pozwolily rowniez na zrozumienie, dlaczego
wigzanie tych domen do SGTA nie moze zachodzi¢ jednoczesnie, lecz wyklucza si¢

wzajemnie.

Podsumowujac, moje badania naukowe, ktore zostaly przedstawione w tym podrozdziale,
znaczgco przyczynily sie do lepszego zrozumienia procesow agregacji i faldowania bialek oraz

biogenezy bialek retikulum endoplazmatycznego.

”c/ of
. v, //{;; /9 26%¢1:L( < '

19



Zalacznik 2 Dr Pawet Leznicki

Bibliografia

1. Hershko, A., and Ciechanover, A. (1998). The ubiquitin system. Annual review of biochemistry 67,
425-479.

2. Yau, R., and Rape, M. (2016). The increasing complexity of the ubiquitin code. Nature cell biology /8,
579-586.

3. Tomko, R.J., Jr., and Hochstrasser, M. (2013). Molecular architecture and assembly of the eukaryotic
proteasome. Annual review of biochemistry 82, 415-445.

4, Hamazaki, J., lemura, S., Natsume, T., Yashiroda, H., Tanaka, K., and Murata, S. (2006). A novel

proteasome interacting protein recruits the deubiquitinating enzyme UCH37 to 26S proteasomes. The
EMBO journal 25, 4524-4536.

5. Husnjak, K., Elsasser, S., Zhang, N., Chen, X., Randles, L., Shi, Y., Hofmann, K., Walters, K.J.,
Finley, D., and Dikic, 1. (2008). Proteasome subunit Rpn13 is a novel ubiquitin receptor. Nature 453,
481-488.

6. Jorgensen, J.P., Lauridsen, A.M., Kristensen, P., Dissing, K., Johnsen, A.H., Hendil, K.B., and

Hartmann-Petersen, R. (2006). Adrm1, a putative cell adhesion regulating protein, is a novel
proteasome-associated factor. Journal of molecular biology 360, 1043-1052.

7. Qiu, X.B., Ouyang, S.Y., Li, C.J., Miao, S., Wang, L., and Goldberg, A.L. (2006).
hRpn13/ADRM1/GP110 is a novel proteasome subunit that binds the deubiquitinating enzyme,
UCH37. The EMBO journal 25, 5742-5753.

8. van Nocker, S., Sadis, S., Rubin, D.M., Glickman, M., Fu, H., Coux, O., Wefes, 1., Finley, D., and
Vierstra, R.D. (1996). The multiubiquitin-chain-binding protein Mcbl is a component of the 26S
proteasome in Saccharomyces cerevisiae and plays a nonessential, substrate-specific role in protein
turnover. Molecular and cellular biology /6, 6020-6028.

9. Yao, T., Song, L., Xu, W., DeMartino, G.N., Florens, L., Swanson, S.K., Washburn, M.P., Conaway,
R.C., Conaway, J.W., and Cohen, R.E. (2006). Proteasome recruitment and activation of the Uch37
deubiquitinating enzyme by Adrm1. Nature cell biology 8, 994-1002.

10. Wilkinson, K.D. (2009). DUBs at a glance. Journal of cell science /22, 2325-2329.

11. Heideker, J., and Wertz, LE. (2015). DUBEs, the regulation of cell identity and disease. The
Biochemical journal 465, 1-26.

12. Li, M., Chen, D., Shiloh, A., Luo, J., Nikolaev, A.Y., Qin, J., and Gu, W. (2002). Deubiquitination of
p53 by HAUSP is an important pathway for p53 stabilization. Nature 416, 648-653.

13. Liu, H., Li, X., Ning, G., Zhu, S., Ma, X, Liu, X., Liu, C., Huang, M., Schmitt, I., Wullner, U., et al.
(2016). The Machado-Joseph Disease Deubiquitinase Ataxin-3 Regulates the Stability and Apoptotic
Function of p53. PLoS biology /4, €2000733.

14. Piao, S., Pei, H.Z., Huang, B., and Baek, S.H. (2017). Ovarian tumor domain-containing protein 1
deubiquitinates and stabilizes p53. Cellular signalling 33, 22-29.

15. Schwickart, M., Huang, X., Lill, J.R., Liu, J., Ferrando, R., French, D.M., Maecker, H., O'Rourke, K.,
Bazan, F., Eastham-Anderson, J., et al. (2010). Deubiquitinase USP9X stabilizes MCL1 and promotes
tumour cell survival. Nature 463, 103-107.

16. Weber, A., Heinlein, M., Dengjel, J., Alber, C., Singh, P.K., and Hacker, G. (2016). The deubiquitinase
Usp27x stabilizes the BH3-only protein Bim and enhances apoptosis. EMBO reports /7, 724-738.

17. Yuan, J., Luo, K., Zhang, L., Cheville, J.C., and Lou, Z. (2010). USP10 regulates p53 localization and
stability by deubiquitinating p53. Cell 740, 384-396.

18. D'Arcy, P., and Linder, S. (2012). Proteasome deubiquitinases as novel targets for cancer therapy. The
international journal of biochemistry & cell biology 44, 1729-1738.

19. Aviram, N., and Schuldiner, M. (2017). Targeting and translocation of proteins to the endoplasmic
reticulum at a glance. Journal of cell science 730, 4079-4085.

20. Shao, S., and Hegde, R.S. (2011). Membrane protein insertion at the endoplasmic reticulum. Annual
review of cell and developmental biology 27, 25-56.

21. Jacquemyn, J., Cascalho, A., and Goodchild, R.E. (2017). The ins and outs of endoplasmic reticulum-

controlled lipid biosynthesis. EMBO reports /8, 1905-1921.

22. Mekahli, D., Bultynck, G., Parys, J.B., De Smedt, H., and Missiaen, L. (2011). Endoplasmic-reticulum
calcium depletion and disease. Cold Spring Harbor perspectives in biology 3.

23. Chen, Y., Zhang, Y., Yin, Y., Gao, G., Li, S., Jiang, Y., Gu, X., and Luo, J. (2005). SPD--a web-based
secreted protein database. Nucleic acids research 33, D169-173.

24. Wallin, E., and von Heijne, G. (1998). Genome-wide analysis of integral membrane proteins from
eubacterial, archaean, and eukaryotic organisms. Protein science : a publication of the Protein Society
7, 1029-1038.

20



Zalacznik 2 Dr Pawet Leznicki

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.

47.

48.

Olzmann, J.A., Kopito, R.R., and Christianson, J.C. (2013). The mammalian endoplasmic reticulum-
associated degradation system. Cold Spring Harbor perspectives in biology 3.

Leznicki, P., Clancy, A., Schwappach, B., and High, S. (2010). Bat3 promotes the membrane
integration of tail-anchored proteins. Journal of cell science /23, 2170-2178.

Mariappan, M., Li, X., Stefanovic, S., Sharma, A., Mateja, A., Keenan, R.J., and Hegde, R.S. (2010). A
ribosome-associating factor chaperones tail-anchored membrane proteins. Nature 466, 1120-1124.
Shao, S., Rodrigo-Brenni, M.C., Kivlen, M.H., and Hegde, R.S. (2017). Mechanistic basis for a
molecular triage reaction. Science (New York, N.Y.) 355, 298-302.

Stefanovic, S., and Hegde, R.S. (2007). Identification of a targeting factor for posttranslational
membrane protein insertion into the ER. Cell /28, 1147-1159.

Vilardi, F., Stephan, M., Clancy, A., Janshoff, A., and Schwappach, B. (2014). WRB and CAML are
necessary and sufficient to mediate tail-anchored protein targeting to the ER membrane. PloS one 9,
€85033.

Levine, C.G., Mitra, D., Sharma, A., Smith, C.L., and Hegde, R.S. (2005). The efficiency of protein
compartmentalization into the secretory pathway. Molecular biology of the cell 76, 279-291.

Hessa, T., Sharma, A., Mariappan, M., Eshleman, H.D., Gutierrez, E., and Hegde, R.S. (2011). Protein
targeting and degradation are coupled for elimination of mislocalized proteins. Nature 475, 394-397.
Rodrigo-Brenni, M.C., Gutierrez, E., and Hegde, R.S. (2014). Cytosolic quality control of mislocalized
proteins requires RNF126 recruitment to Bag6. Molecular cell 55, 227-237.

Carlson, E., Bays, N., David, L., and Skach, W.R. (2005). Reticulocyte lysate as a model system to
study endoplasmic reticulum membrane protein degradation. Methods in molecular biology (Clifton,
N.J.) 301, 185-205.

Mayer, A., Gropper, R., Schwartz, A.L., and Ciechanover, A. (1989). Purification, characterization,
and rapid inactivation of thermolabile ubiquitin-activating enzyme from the mammalian cell cycle
mutant ts85. The Journal of biological chemistry 264, 2060-2068.

Dantuma, N.P., Lindsten, K., Glas, R., Jellne, M., and Masucci, M.G. (2000). Short-lived green
fluorescent proteins for quantifying ubiquitin/proteasome-dependent proteolysis in living cells. Nature
biotechnology /8, 538-543.

Anandatheerthavarada, H.K., Biswas, G., Robin, M.A., and Avadhani, N.G. (2003). Mitochondrial
targeting and a novel transmembrane arrest of Alzheimer's amyloid precursor protein impairs
mitochondrial function in neuronal cells. The Journal of cell biology /61, 41-54.

Wang, X., Chen, C.F., Baker, P.R., Chen, P.L., Kaiser, P., and Huang, L. (2007). Mass spectrometric
characterization of the affinity-purified human 26S proteasome complex. Biochemistry 46, 3553-3565.
Wunderley, L., Leznicki, P., Payapilly, A., and High, S. (2014). SGTA regulates the cytosolic quality
control of hydrophobic substrates. Journal of cell science /27, 4728-4739.

Clague, M.J., Heride, C., and Urbe, S. (2015). The demographics of the ubiquitin system. Trends in
cell biology 25, 417-426.

Kim, W, Bennett, E.J., Huttlin, E.L., Guo, A., Li, J., Possemato, A., Sowa, M.E., Rad, R., Rush, J.,
Comb, M.J., et al. (2011). Systematic and quantitative assessment of the ubiquitin-modified proteome.
Molecular cell 44, 325-340.

Udeshi, N.D., Svinkina, T., Mertins, P., Kuhn, E., Mani, D.R., Qiao, J.W., and Carr, S.A. (2013).
Refined preparation and use of anti-diglycine remnant (K-epsilon-GG) antibody enables routine
quantification of 10,000s of ubiquitination sites in single proteomics experiments. Molecular & cellular
proteomics : MCP /2, 825-831.

Wilhelm, M., Schlegl, J., Hahne, H., Gholami, A.M., Lieberenz, M., Savitski, M.M., Ziegler, E.,
Butzmann, L., Gessulat, S., Marx, H., et al. (2014). Mass-spectrometry-based draft of the human
proteome. Nature 509, 582-587.

Welte, M.A. (2015). Expanding roles for lipid droplets. Current biology : CB 25, R470-481.

Hassink, G.C., Zhao, B., Sompallae, R., Altun, M., Gastaldello, S., Zinin, N.V., Masucci, M.G., and
Lindsten, K. (2009). The ER-resident ubiquitin-specific protease 19 participates in the UPR and
rescues ERAD substrates. EMBO reports /0, 755-761.

Yang, C.S., Sinenko, S.A., Thomenius, M.J., Robeson, A.C., Freel, C.D., Horn, S.R., and Kornbluth, S.
(2014). The deubiquitinating enzyme DUBAI stabilizes DIAP1 to suppress Drosophila apoptosis. Cell
death and differentiation 2/, 604-611.

Liberek, K., Lewandowska, A., and Zietkiewicz, S. (2008). Chaperones in control of protein
disaggregation. The EMBO journal 27, 328-335.

Grimminger, V., Richter, K., Imhof, A., Buchner, J., and Walter, S. (2004). The prion curing agent
guanidinium chloride specifically inhibits ATP hydrolysis by Hsp104. The Journal of biological
chemistry 279, 7378-7383.

21



Zalacznik 2 Dr Pawet Leznicki

49. Tuite, M.F., Mundy, C.R., and Cox, B.S. (1981). Agents that cause a high frequency of genetic change
from [psi+] to [psi-] in Saccharomyces cerevisiae. Genetics 98, 691-711.

22



	Zalacznik 2 czesc 1
	2 podpis
	Zalacznik 2 czesc 2

