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W komorkach organizmdéw eukariotycznych aminokwasy sg cegietkami budujacymi biatka jak tez
dostarczajg substratow do produkcji energii przez mitochondria oraz wielu innych szlakoéw metabolicznych.
Metabolizm komoérki w ograniczonym stopniu moze zaspokoi¢ zapotrzebowanie na aminokwasy dlatego ich
transport poprzez btong komorkowa z otoczenia jest nicodzowny w celu zapewnienia homeostazy. Pobor
aminokwasow zapewnia skomplikowana sie¢ transporterow zlokalizowanych w btonie komorkowe;j. Biatka te
cechuje specyfika wzgledem substratow jak tez rozne wymagania wzglgdem obecnos$ci jonéw niezbednych do
ich poprawnego funkcjonowania. Niektore transportery sa zdolne do koncentracji aminokwaséw wewnatrz
komorki, podczas gdy pozostate dziataja na zasadzie wymiennikdw: pobraniu aminokwasu towarzyszy
wyrzucenie poza komoérke aminokwasu innego typu. Pierwsza grupa zapewnia wzrost wewnatrzkomorkowego
stezenia aminokwasow, kiedy druga bilansuje wewnatrzkomorkowa pule wzgledem specyficznego
zapotrzebowania. Przyktadem najlepiej ilustrujacym taka wymiang jest pobor aminokwaséw leucyny i
izoleucyny poprzez wymiang na wystepujaca w wysokim stgzeniu w komorce glutaming. Transportery cechuje
obecnos¢ wielu hydrofobowych domen transmembranowych i jako biatka z docelowa lokalizacjg w btonie
komorkowej podlegaja one biosyntezie na blonie kompartmentu retikulum endoplazmatycznego z
kotranslancyjna transmembranowa integracja. W tym punkcie, drogi wielu transporterow si¢ rozchodza, jedne
ktorych aktywno$¢ jest niezalezna od postranslacyjnej N-glikozylacji moga bezposrednio trafi¢ na btong
komorkowa, inne musza przejs$¢ proces dotgczenia struktury cukrowej w retikulum endoplazmatycznym i po
modyfikacji sag gotowe do dostarczenia na btone komorkowa. Ostatnia grupa wymaga dalszych etapéw
modyfikacji struktury glikanu w kompartencie aparatu Golgiego. Celem niniejszych badan jest okreslenie ktore
transportery aminokwasow podlegaja modyfikacji w aparacie Golgiego, zdefiniowanie jakie funkcjonalne
znaczenie ma modyfikacja w kompartmencie trans-Golgi polegajaca na dodaniu reszt N-acetylglukozaminy,
galaktozy i kwasu sialowego. Celem projektu jest takze zidentyfikowanie enzymow i innych biatek ktore
reguluja proces modyfikacji posttranslacyjnej transporterdw w kompartmencie trans-Golgi, jak rowniez
warunkujace ich dostarczenie na btong komorkows. Dodatkowe pytanie jakie jest zadane to, jak réznorodne typy
odpowiedzi stresowej modyfikujg proces modyfikacji transporterow aminokwasowych w kompartmencie trans-
Golgi.

W zakresie proponowanego projektu, planowane jest wykorzystanie narz¢dzi genetycznych w celu
inaktywacji biatek odpowiedzialnych za dostarczenie nukletydow cukrowych bedacych donorami w trakcie
syntezy glikanéw do modyfikacji transporteréw aminokwaséw. W tak zmodyfikowanych komérkach mysich
fibroblastow lub miocytéw, zbadamy aktywno$¢ wybranych transporterow, opiszemy defekty w ich modyfikacji
oraz okreslimy zmiany w ich lokalizacji w komorce. Jako ze, wyrazanie wielu transporteréw jest ograniczone do
innych rodzajow komorek niz fibroblasty i miocyty dokonany ekspresji tych bialek w komoérkach z zaburzong
funkcja kompartmentu trans-Golgi i w ten sposéb zbadamy czy dla poprawnej funkcji wymagaja one
modyfikacji. W celu identyfikacji biatek zaangazowanych w modyfikacj¢ transporteréw wykorzystamy
technologi¢ BiolD; w tym celu dokonany ekspresji biatka bedacego fuzja transportera z ligaza biotyny. Pozwoli
to na wyznakowanie biotyna bialek oddziatujacych z transporterem w trakcie modyfikacji. Biotynylowane biatka
zostang wyizolowane z wykorzystaniem chromatografii i poddane identyfikacji z wykorzystaniem spektrometrii
mass.

Posttranslacyjna modyfikacja transporterow aminokwasow posiada duzy wptyw na ich funkcjonowanie
w utrzymaniu aminokwasowej homeostazy, a perturbacje w ich aktywnosci wioda do wiele patologicznych
proceséw. Proponowany projekt badawczy pozwoli na zrozumienie jak funkcja kompartmentu trans-Golgi
wplywa na aktywno$¢ transporteréw w komorkach nowotworowych, ktérych jedng z unikalnych cech jest
nadekspresja transporteréw aminokwasowych w celu zapewnienia ciggtego nielimitowanego wzrostu.
Dodatkowo projekt pozwoli rzuci¢ wigcej §wiatta na problem czy w zmiany w aktywnosci glikozylacji w
kompartmencie trans-Golgi wptywaja poprzez spadek aktywnos$ci transporterow aminokwasow na zanik masy
mie$ni w przebiegu chordb watroby, zwigzanych ze wzrostem stezenia jonéw amonowych w krwioobiegu.



