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Na utrzymanie réwnowagi wszystkich proceséw komodrkowych, czyli homeostaze, majg wplyw
réoznorodne czynniki. Nalezg do nich mutacje genetyczne, stres oksydacyjny lub temperaturowy, starzenie sie
komorek czy tez infekcje. W efekcie dziatania takich czynnikéw w komdrce regularnie powstajg niepoprawnie
sfatdowane biatka, ktérych znaczna ilo$¢ jest kumulowana w retikulum endoplazmatycznym (ER).
Eukariotyczny system kontroli jakosci biatek w ER ma na celu eliminacje nieprawidtowo sfatdowanych
polipeptyddw, wykorzystujac do tego ewolucyjnie konserwowany szlak komérkowy, okreslany mianem ERAD
(ang. endoplasmic reticulum-associated degradation). Ligazy ubikwityny E3 sg uwazane za centralny element
systemu ERAD ze wzgledu na swojg kluczowa role w specyficznosci substratowej. Ich funkcja polega na
katalizowaniu reakcji przytagczenia ubikwityny do substratu, co stanowi sygnat do jego degradacji
proteasomalnej. Do tej pory udato sie scharakteryzowac tylko niewielkg czes¢ sposréd ponad 600
zidentyfikowanych ludzkich ligaz E3. Istnieje wiele gendw, ktérych produkty biatkowe posiadajg domeny
typowe dla enzymow E3, jednak ich rola nie zostata jeszcze zbadana, a tylko niewielkg czes¢ sposréd nich

sklasyfikowano do tej pory jako ligazy E3 zwigzane ze szlakiem ERAD.

Wirusy wyksztatcity mozliwosci manipulacji szlakiem ERAD. Jednym z przyktadéw jest bydlecy
herpeswirus 1 (BHV-1, BoHV-1), ktéry posiada unikatowg zdolnos¢ kierowania transportera antygenowego
TAP do degradacji proteasomalnej. Ta aktywnos¢ prowadzi do zahamowania prezentacji antygenéw
za posrednictwem biatek MHC klasy | i w konsekwencji unikania odpowiedzi immunologicznej ze strony
limfocytéw T CD8'. Doktadny mechanizm tego procesu nie zostat jeszcze poznany. Badania strukturalno-
funkcjonalne nad biatkiem UL49.5 BoHV-1, indukujgcym proteasomalng degradacje transportera TAP,
wskazujg na brak w jego budowie domeny o aktywnosci ligazy ubikwityny E3. Obserwacje te sugerowaty, ze

bydlecy herpeswirus 1 wykorzystuje biatka komdérkowe gospodarza do degradacji transportera TAP.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta préba identyfikacji czynnikéw komdrkowych biorgcych udziat
w degradacji kompleksu TAP indukowanej przez biatko UL49.5 BoHV-1. W tym celu skonstruowatam
i zwalidowatam fluorescencyjny model komdrkowy do badania degradacji transportera TAP indukowanej przez
UL49.5. Model ten postuzyt nastepnie do przeprowadzenia wysokoprzepustowego badania przesiewowego
z wykorzystaniem technologii wyciszania genow przy uzyciu siRNA. Sposrdd 2000 badanych gendw nalezgcych
do biblioteki siRNA ubikwityna-proteasom wybratam te, ktére po wyciszeniu cechowaty sie stabilizacjg
kompleksu TAP w obecnosci UL49.5 i poddatam je szczegétowej walidacji. Wyniki badan pozwolity
na okreslenie roli wybranych biatek szlaku ubikwityna-proteasom, w tym maszynerii retrotranslokacyjnej,
w degradacji kompleksu TAP, identyfikacje komdrkowej wielosktadnikowe] ligazy E3 kluczowej dla tego
procesu oraz przyblizenie mechanizmu, w jaki biatko UL49.5 kieruje transporter TAP na sciezke degradacji

proteasomalnej.



