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Glikozylacja jest to nieodwracalna enzymatyczna reakcja, polegajaca na dotaczaniu reszt cukrowych
do biatek i lipidow. Dzigki glikozylacji biatka posiadaja dodatkowe wlasciwosci umozliwiajace im pelnienie
swoich funkcji. Nieprawidtowos$ci w tym procesie powoduja cigzkie i czgsto nieuleczalne choroby. Proces ten
zachodzi wewnatrz aparatu Golgiego i retikulum endoplazmatycznego. Jako substraty do reakcji wykorzystuje
si¢ formy cukrow zaktywowane poprzez dotaczenie do reszt cukrowych nukleotydow (tzw. nukleotydo-
cukry). Caly proces do prawidlowego dzialania wymaga szeregu biatek. Najwazniejszymi sg enzymy
katalizujace reakcje (miedzy innymi glikozylotransferazy) oraz biatka dostarczajace czasteczki nukleotydo-
cukréw do odpowiednich organelli (tzw. transportery nukleotydo-cukrow). Za transportowanie aktywnych
form cukréw odpowiadaja biatka z rodziny SLC35 (ang. solute carrier family 35), pogrupowane na osiem
podrodzin (od A do H). Sa to mate, mulittransmebranowe czasteczki znajdujace si¢ w blonach aparatu
Golgiego i retikulum endoplazmatycznego. UDP-N-acetyloglukozoamina (UDP-GIcNAC) jest jednym
z najwazniejszych i najczesciej wykorzystywanym nukleotydo-cukrem w procesie glikozylacji. Jego synteza
zachodzi w cytozolu, natomiast istniejg az trzy biatka, ktore wedtug literatury petnig rolg transporterow tej
czasteczki: SLC35A3 (A3), SLC35B4 (B4) oraz SLC35D2 (D2). A3 jest uwazany za glowny transporter i jest
produkowany we wszystkich narzadach u ludzi, natomiast D2 oraz B4 wedtug naszych badan wystepuja tylko
w niektorych z nich. Co ciekawe sg narzady w ktorych wszystkie trzy biatka wystepuja jednoczesnie.
Wyjasnienie istnienia trzech biatek petnigcych ta sama funkcje w komoérkach ssaczych jest gtownym celem
prezentowanego projektu. Innym rodzajem glikozylacji jest dotgczanie N-acetyloglukozoaminy (GIcNAc) do
biatek w cytozolu wigzaniem O-glikozydowym (O-GIcNAcja). Jest to bardzo dynamiczny, katalizowany przez
transferazg O-GICNAc (OGT) proces, rowniez wymagajacy zaktywowanej formy tego cukru do reakcji. Wiele
choréb powigzanych jest z nieprawidtowos$ciami w zachodzeniu tego procesu np. choroba Alzhaimera.
Z naszych wstgpnych doswiadczen wynika, ze reakcje dotgczania N-acetyloglukozoaminy wewnatrz aparatu
Golgiego i w cytozolu moga by¢ ze sobg sprzezone. Podejrzewamy iz odpowiedzialne sa za to transportery
tego nukleotydo-cukru. Dlatego drugim celem niniejszego projektu jest analiza wptywu transporterow UDP-
GIcNAc na O-GIcNAcje.

W niniejszym projekcie planujemy wykorzystujac najnowsze techniki biologii molekularnej oraz
biochemii zbada¢ rol¢ biatek A3, B4 oraz D2 w procesie transportowania N-acetyloglukozoaminy do wngtrza
aparatu Golgiego oraz w procesie O-GIcNAcji. Naszymi modelami do badan beda linie komorkowe
nieposiadajace funkcjonalnych biatek A3, B4 oraz D2 jak rowniez dwoch lub trzech transporterow, ktore
jednocze$nie wygenerujemy W trakcie projektu. W zmodyfikowanych komoérkach zbadamy rézne struktury
cukrowe. Sprawdzimy takze jak brak danego transportera wptywa na lokalizacje i przylaczanie sig¢
N-acetyloglukozoaminy do biatek wykorzystujac znakowany azydkiem cukier. Planujemy takze zbadaé
w wygenerowanych mutantach transport UDP-GIcNAc do wnetrza aparatu Golgiego do tego celu uzywajac
radioaktywnie znakowang UDP-N-acetyloglukozoaming W celu zbadania zmian w O-GIcNAgcji
wykorzystamy inhibitory tej reakcji, jest to konieczne gdyz, jak wyzej wspominano, jest to wysoce
dynamiczny proces. Przeanalizujemy takze wptyw nadprodukcji transferazy OGT na proces glikozylacji.
Wiyniki uzyskane z wyprowadzonych zmodyfikowanych linii bedg porownywane z danymi uzyskanymi dla
komorek niezmodyfikowanych.

Nieprawidtowos$ci w dostarczaniu i dotagczaniu UDP-GICNAC w obu procesach, ktore chcemy zbadac,
powoduja cigzkie choroby majace wptyw miedzy innymi na uktad kostno-szkieletowy oraz nerwowym,
atakze moga posredniczy¢ w rozwoju choréb nowotworowych. Poznanie doktadnej roli transporterow
nukleotydo-cukrow w tych procesach moze w przysztosci stac si¢ kluczem do zrozumienia tych patologii oraz
stworzenia dziatajgcych terapii. Dodatkowo poszerzenie naszej wiedzy na temat glikozylacji, pozwoli nam na
lepsze zrozumienie wielu proceséw biologicznych.



