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Streszczenie

System ubikwityna-proteasom (UPS) jest ATP-zaleznym, proteolitycznym mechanizmem
selektywnie degradujgcym biatka wewnatrzkomoérkowe. Stanowi on kluczowy element systemu
kontroli jakosci bialek, eliminujacy zdeformowane i uszkodzone biatka, ktore negatywnie
wplywaja na homeostaz¢ komorki. Ubikwityna (Ub) pelni role markera oznaczajacego biatka
przeznaczone do degradacji. Polimeryzacja tancuchow poliubikwityny (polyUb) polega
na utworzeniu wigzania izopeptydowego pomiedzy C-koncem (G76) jednostki Ub, a grupg e-
aminowg lancucha bocznego lizyny (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63) lub N-terminalng
metioning (M1) kolejnej jednostki Ub. Rodzaj wzajemnych potaczen jednostek Ub definiuje ich
konformacje oraz nadaje charakterystyczne wlasciwosci biochemiczne. Modularny sygnat Ub jest
rozpoznawany przez wiele receptorow i kontroluje wiele procesow komorkowych: proteosomalng
degradacje biatek, cykl komorkowy, transkrypcje, naprawe DNA czy mitofoagie. Udzial
ubikwityny w tak szerokim spektrum proceséw komoérkowych powoduje, ze jakiekolwiek
zaburzenia w tym systemie wywoluja wiele stanéw patologicznych. Nadal jednak pozostaje
niejasny mechanizm, w jaki sposob ubikwitynowane biatka sg rozpoznawane przez receptory
proteasomalne.

Wdrozenie nowych, zmodyfikowanych czasteczek ubikwityny jako skutecznych
bionarzgdzi w badaniu zjawisk zachodzacych w szlaku UPS pozwoli na uzyskanie
wiarygodniejszych wynikéw badan. Ocena wlasciwos$ci naturalnie wystepujacych w komorce
pochodnych ubikwityny umozliwi zrozumienie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych
za proteinostaze, a takze wyjasni przyczyng ich zaburzen.

Celem tej pracy bylo scharakteryzowanie pochodnych ubikwityny otrzymanych na drodze
syntezy chemicznej (UbPT) oraz mutacji (Ub™°W) i zaproponowanie ich jako narzedzi
biochemicznych pomocnych w badaniu UPS, jednoczesnie wskazujac na ich zalety i ograniczenia.

Fotoreaktywne biatkowe kroslinkery to uzyteczne molekuly stuzace do identyfikacji
partneré6w oddzialywan migdzybiatkowych, szczegdlnie tych, ktore charakteryzuja sig
krotkotrwala, przejsciowa interakcja. W celu wygenerowania fotoreaktywnej UbPT
I zminimalizowania interferencji wptywajacych na oddziatywania hydrofobowe, Leu8 lub Leu73
zastgpiono kwasem  L-2-amino-4,4-azydo-walerianowym  (fotoleucyna). Enzymatyczna
polimeryzacja Ub”™ w homogenne tancuchy o okreslonym typie i zdefiniowanej dhugosci

pozwolita na analiz¢ oddzialywan z wieloma receptorami polyUb (Rap80, Rpn10, Dsk2, Rad23)



oraz kompleksem proteasomu 26S. Zastosowanie polyUbPT do catego kompleksu proteasomu 26S
pozwolito przechwycié¢ podjednostke¢ Rpnl, co umozliwilto jej izolacjg. Inkorporacja fotoleucyny
w tancuch poliubikwityny umozliwita detekcje partnerow przejsciowych interakcji
miedzybiatkowych o charakterze hydrofobowym. Metoda fotoaktywacji UbT pozwala
na identyfikacje petnego interaktomu ubikwityny.

Wiasciwosci  fluorescencyjne mutanta Ub™W  byly obszernie wykorzystywane
do monitorowania procesow faldowania, jednak sporadycznie do oceny interakcji Ub-receptor.
Mutacja F45W w czasteczce Ub nie wptynela na integralnos¢ strukturalng K48-Ub,, co zostato
potwierdzone odkryciem struktury krystalicznej dimeru K48-Ub ™Y, Jednocze$nie Ub™*W zostal
z sukcesem zastosowany jako donor w technice FRET.

UBB*! to zmutowana forma UBB wystepujaca w komorkach eukariotycznych. Jej
akumulacja w neurocytach jest symptomem wielu chordb neurodegeneracyjnych. Przeprowadzone
badania in vitro wykazaty, ze UBB*! jest zdolne do inkorporacji w polyUb z zastosowaniem
uniwersalnych enzyméw E1 oraz E2. Otrzymane koniugaty zostaly poddane testom
biochemicznym oraz analizie NMR. Wykazuja one bardzo podobne wtasciwosci do swoich
natywnych odpowiednikow. Jedyne réznice przejawiaja si¢ w podatnosci na dziatanie
nieproteasomalnych enzyméw deubikwitynujacych (DUB).

Celem dodatkowym pracy byto zbadanie unikalnych wtasciwosci wigzania polyUb przez
domene UBL biatka wspotdzialajacego Ddil. Uzyskane wyniki wskazuja na unikalng zdolnos¢
do wigzania koniugatow K48- i K63-polyUb. Zaimplementowana mutacja UBLSK w nowym,
nieznanym wczesniej miejscu wigzania dimeréw potwierdzita tworzenie ,kanapkowego”

kompleksu z K48-Ub; oraz z biatkiem Dsk2.



