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Glikozylacja jest jedna z najwazniejszych modyfikacji posttranslacyjnych zachodzacych w komorce
eukariotycznej. Polega ona na kowalencyjnym dotgczeniu reszt cukrowych do biatek lub lipidow.
Modyfikacja ta odgrywa kluczowg rol¢ w rozwoju oraz wzroscie komorek. Zwigksza ona rozpuszczalnosé
biatek, jak rowniez stabilizuje ich strukture trzeciorzedowa oraz chroni je przed proteoliza. Dzigki
glikozylacji mozliwe jest odroznienie przez organizm komorek obcych od wlasnych.

Proces glikozylacji rozpoczyna si¢ w $wietle retikulum endoplazmatycznego, a nastepnie
kontynuowany jest wewnatrz aparatu Golgiego. Substratami w tym procesie sg aktywowane formy
monosacharydow - nukleotydocukry. Ich biosynteza zachodzi w cytozolu lub jadrze komérkowym. Blony
retikulum endoplazmatycznego i aparatu Golgiego same w sobie nie sg przepuszczalne dla tych zwigzkow,
ale zawieraja wyspecjalizowane biatka, ktore pelnig rolg transporterow nukleotydocukrow i to dzigki ich
obecno$ci mozliwe jest dostarczenie aktywowanych form monosacharydow do wnetrza tych organelli.
W retikulum edonplazmatycznym/aparacie Golgiego cukier zostaje oddzielony od nukleotydu i przekazany
odpowiedniej glikozylotransferazie, ktora bezposrednio odpowiada za dotaczenie danej reszty cukrowej do
glikozylowanej makroczasteczki.

Transportery nukleotydocukrow to multitransmembranowe biatka, ktore charakteryzujg si¢ parzysta
iloscig domen $rodbtonowych, a ich N- oraz C-koniec znajduja si¢ po cytozolowej stronie btony retikulum
endoplazmatycznego/aparatu Golgiego. Na podstawie podobienstwa sekwencji aminokwasowej zostaty one
podzielone na sze$¢ podrodzin, nazwanych kolejno SLC35A-SLC35F. Do podrodziny SLC35A
przyporzadkowano pi¢¢ homologicznych biatek, ale tylko trzy nich (SLC35A1, A2 oraz A3) zostaly
funkcjonalnie scharakteryzowane. Pozostale dwa potencjalne transportery (SLC35A4 oraz AS5) cechuje
wysoki procent podobienstwa oraz identycznosci sekwencji aminokwasowej, w porownaniu do pozostatych
cztonkoéw podrodziny SLC35A, jednak dotychczas ich rola w procesie glikozylacji nie zostata okreslona.

Celem prezentowanego projektu jest poznanie funkcji dwoch hipotetycznych transporteréw
nukleotydocukrow - SLC35A4 i SLC35AS. Aby zrealizowaé to zatozenie zostanie przeprowadzony szereg
eksperymentow, polegajacych miedzy innymi na delecji gendw kodujacych te biatka w celu okreslenia
wptywu takiej modyfikacji genetycznej na glikozylacje. Zostanie takze zbadana lokalizacja subkomorkowa
SLC35A4 oraz SLC35A5 - jako transportery aktywowanych form monosacharydéw powinny one
wystepowac w blonach retikulum endoplazmatycznego i/lub aparatu Golgiego.

Dotychczas opublikowane doniesienia literaturowe wyraznie pokazuja, ze transportery
nukleotydocukrow tworzg homooligomery, jak rowniez oddziatujg z innymi transporterami, a takze znajduja
sie w bliskosci okreslonych glikozylotransferaz. Dlatego w ramach przedstawionego projektu zaplanowano
szereg eksperymentow, ktore umozliwia zweryfikowanie, czy bialkka SLC35A4 oraz SLC35A5
homooligomeryzuja, a takze czy tworza kompleksy z innymi enzymami zwigzanymi z procesem
glikozylacji. W tym celu zostang wykorzystane nowatorskie metody, takie jak FLIM-FRET, in situ PLA oraz
BiFC.

Zaplanowane prace powinny doprowadzi¢ do poznania funkcji dwoch biatek - SLC35A4 oraz
SLC35A5, ktére prawdopodobnie pelnig role transporteréw nukleotydocukrow. W  wyniku
przeprowadzonych badan zostanie okreslona ich lokalizacja subkomdrkowa oraz specyficzno$¢ substratowa.
Dodatkowo, otrzymane wyniki pomoga w zidentyfikowaniu partnerow biatkowych tych dwoch
hipotetycznych transporterow nukleotydocukrow.



