
 

 Glikozylacja jest to nieodwracalna enzymatyczna reakcja, polegająca na dołączaniu reszt cukrowych 

do białek i lipidów. Dzięki glikozylacji białka posiadają dodatkowe właściwości umożliwiające im pełnienie 

swoich funkcji. Nieprawidłowości w tym procesie powodują ciężkie i często nieuleczalne choroby. Proces ten 

zachodzi wewnątrz aparatu Golgiego i retikulum endoplazmatycznego. Jako substraty do reakcji wykorzystuje 

się formy cukrów zaktywowane poprzez dołączenie do reszt cukrowych nukleotydów (tzw. nukleotydo-

cukry). Cały proces do prawidłowego działania wymaga szeregu białek. Najważniejszymi są enzymy 

katalizujące reakcję (między innymi glikozylotransferazy) oraz białka dostarczające cząsteczki nukleotydo-

cukrów do odpowiednich organelli (tzw. transportery nukleotydo-cukrów). Za transportowanie  aktywnych 

form cukrów odpowiadają białka z rodziny SLC35 (ang. solute carrier family 35), pogrupowane na osiem 

podrodzin (od A do H). Są to małe, mulittransmebranowe cząsteczki znajdujące się w błonach aparatu 

Golgiego i retikulum endoplazmatycznego. UDP-N-acetyloglukozoamina (UDP-GlcNAc) jest jednym 

z najważniejszych i najczęściej wykorzystywanym nukleotydo-cukrem w procesie glikozylacji. Jego synteza 

zachodzi w cytozolu, natomiast istnieją aż trzy białka, które według literatury pełnią rolę transporterów tej 

cząsteczki: SLC35A3 (A3), SLC35B4 (B4) oraz SLC35D2 (D2). A3 jest uważany za główny transporter i jest 

produkowany we wszystkich narządach u ludzi, natomiast D2 oraz B4 według naszych badań występują tylko 

w niektórych z nich. Co ciekawe są narządy w których wszystkie trzy białka występują jednocześnie. 

Wyjaśnienie istnienia trzech białek pełniących tą samą funkcję w komórkach ssaczych jest głównym celem 

prezentowanego projektu. Innym rodzajem glikozylacji jest dołączanie N-acetyloglukozoaminy (GlcNAc) do 

białek w cytozolu wiązaniem O-glikozydowym (O-GlcNAcja). Jest to bardzo dynamiczny, katalizowany przez 

transferazę O-GlcNAc (OGT) proces, również wymagający zaktywowanej formy tego cukru do reakcji. Wiele 

chorób powiązanych jest z nieprawidłowościami w zachodzeniu tego procesu np. choroba Alzhaimera. 

Z naszych wstępnych doświadczeń wynika, że reakcje dołączania N-acetyloglukozoaminy wewnątrz aparatu 

Golgiego i w cytozolu mogą być ze sobą sprzężone. Podejrzewamy iż odpowiedzialne są za to transportery 

tego nukleotydo-cukru. Dlatego drugim celem niniejszego projektu jest analiza wpływu transporterów UDP-

GlcNAc na O-GlcNAcje.  

 W niniejszym projekcie planujemy wykorzystując najnowsze techniki biologii molekularnej oraz 

biochemii zbadać rolę białek A3, B4 oraz D2 w procesie transportowania N-acetyloglukozoaminy do wnętrza 

aparatu Golgiego oraz w procesie O-GlcNAcji. Naszymi modelami do badań będą linie komórkowe 

nieposiadające funkcjonalnych białek A3, B4 oraz D2 jak również dwóch lub trzech transporterów, które 

jednocześnie wygenerujemy w trakcie projektu. W zmodyfikowanych komórkach zbadamy różne struktury 

cukrowe. Sprawdzimy także jak brak danego transportera wpływa na lokalizację i przyłączanie się                                             

N-acetyloglukozoaminy do białek wykorzystując znakowany azydkiem cukier. Planujemy także zbadać 

w wygenerowanych mutantach transport UDP-GlcNAc do wnętrza aparatu Golgiego do tego celu używając 

radioaktywnie znakowaną UDP-N-acetyloglukozoaminę W celu zbadania zmian w O-GlcNAcji 

wykorzystamy inhibitory tej reakcji, jest to konieczne gdyż, jak wyżej wspominano, jest to wysoce 

dynamiczny proces. Przeanalizujemy także wpływ nadprodukcji transferazy OGT na proces glikozylacji. 

Wyniki uzyskane z wyprowadzonych zmodyfikowanych linii będą porównywane z danymi uzyskanymi dla 

komórek niezmodyfikowanych. 

 Nieprawidłowości w dostarczaniu i dołączaniu UDP-GlcNAc w obu procesach, które chcemy zbadać, 

powodują ciężkie choroby mające wpływ między innymi na układ kostno-szkieletowy oraz nerwowym, 

a także mogą pośredniczyć w rozwoju chorób nowotworowych. Poznanie dokładnej roli transporterów 

nukleotydo-cukrów w tych procesach może w przyszłości stać się kluczem do zrozumienia tych patologii oraz 

stworzenia działających terapii. Dodatkowo poszerzenie naszej wiedzy na temat glikozylacji, pozwoli nam na 

lepsze zrozumienie wielu procesów biologicznych. 
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