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Transportery nukleotydo-cukréw jako centra organizacyjne wielkoczasteczkowych kompleksow
uczestniczacych w glikozylacji

W komorkach eukariotycznych znaczacy odsetek biatek i lipidow podlega glikozylacji. Proces ten
polega na enzymatycznym dolaczaniu kolejnych reszt cukrowych do odpowiednich akceptorow i prowadzi
do powstania m. in. glikoprotein oraz glikolipidow. Glikozylowane makroczasteczki petnig wiele istotnych
funkcji w wielokomérkowych organizmach posredniczagc miedzy innymi w Szeregu rdéznorodnych procesow
rozpoznania biologicznego, stad zaburzenia w przebiegu biosyntezy czesci cukrowych, zwanych glikanami,
sa przyczyng ciezkich schorzen metabolicznych. Dolaczanie reszt cukrowych do makroczasteczek zachodzi
z udziatem enzyméw zwanych glikozylotransferazami wewnatrz retikulum endoplazmatycznego (ER) oraz
aparatu Golgiego (AG). Substratami dla tych enzyméw sg zaktywowane reszty cukrowe (nukleotydo-cukry).
Zwiazki te powstajg gtéwnie w cytozolu, co wymaga istnienia wyspecjalizowanych biatek o aktywnosci
transportujacej, ktore przenosza je przez btony wyzej wymienionych organelli czynigc je dostgpnymi dla
glikozylotransferaz. Biatka te okreslane sa mianem transporterow nukleotydo-cukrow. Proces glikozylacji
jest niezwykle ztozony i oprocz glikozylotransferaz oraz transporteréw nukleotydo-cukréw wymaga udziatu
szeregu innych biatek. Sadzimy, ze biatka posredniczace w procesie glikozylacji tworza wielosktadnikowe
kompleksy w btonach ER i AG, dzigki czemu proces glikozylacji jest $cisle regulowany oraz zachodzi
z odpowiednig wydajnosciag oraz doktadnosciag. Wiemy, ze transportery nukleotydo-cukrow oligomeryzuja
oraz oddziatuja z innymi tego typu biatkami, a takze z funkcjonalnie powigzanymi glikozylotransferazami.
Biorgc pod uwagg wymienione wilasciwosci transporterow nukleotydo-cukrow, a takze ich specyficzna
budowe (wiele domen transmembranowych pozwalajgcych na ,,solidne” zakotwiczenie w btonach ER i AG)
postulujemy, ze biatka te stanowig centra organizacyjne wielkoczasteczkowych komplekséw
uczestniczacych w_glikozylacji. Wedlug naszej koncepcji biologiczna funkcja transporterow nukleotydo-
cukrow nie sprowadza si¢ tylko do dostarczania substratéw do reakcji glikozylacji, ale polega takze na
wspomaganiu organizacji glikozylotransferaz w wigksze funkcjonalne kompleksy umozliwiajace sprawne
i_nieprzerwane zachodzenie procesu glikozylacji. Chcemy odkry¢, jakie inne biatka oprocz transporterow
nukleotydo-cukréw i glikozylotransferaz wchodzg w sktad proponowanych przez nas komplekséw, poznaé
mechanizmy i czynniki regulujace oddziatywania pomiedzy tymi dwiema grupami biatek oraz dowiedzieé
si¢, gdzie dochodzi do powstawania zawierajacych je kompleksow. Nasze badania chcemy przeprowadzi¢
z uzyciem nowatorskich i bardzo czutych metod wykorzystujacych zjawisko bioluminescencji, czyli emis;ji
$wiatla przez zywe komorki. Efekt ten mozemy uzyskac¢ przez nadprodukcje biatka w polaczeniu z enzymem
o aktywnosci lucyferazy. Istnieje tez mozliwo$¢ ,,rozszczepienia” czasteczki lucyferazy na dwa fragmenty,
ktore z osobna nie przejawiajg aktywnosci, ale stajg si¢ zdolne do odtworzenia funkcjonalnego enzymu jezeli
znajda si¢ w duzej wzajemnej bliskosci. Glowna stosowana przez nas technika polega na jednoczesnej
nadprodukcji w komorkach dwoch bialek, ktéore podejrzewamy o oddziatywanie, w potaczeniu
z fragmentami lucyferazy. Jezeli badane przez nas biatka ze sobg oddziatujg, dotaczone do nich fragmenty
odtwarzajg czasteczke aktywnego enzymu skutkujgc emisjg $wiatlta (do zajScia takiej reakcji jest potrzebny
dodatek odpowiedniego substratu). Obecno$¢ luminescencji w komoérkach mozna wykry¢ przy pomocy
odpowiedniego czytnika (luminometru), ale tez zobrazowa¢ przy pomocy wyspecjalizowanego mikroskopu.
Wyniki badan zaplanowanych w ramach niniejszego projektu dostarcza nowych informacji na temat
mechanizméw_posredniczacych w_organizacji glikozylotransferaz w_funkcjonalne struktury blonowe
wyzszego rzedu i ujawnig nowe funkcje transporteréw nukleotydo-cukréw. Uzyskane przez nas dane moga
miec tez znaczenie dla pelnego zrozumienia podtoza objawdw towarzyszacych schorzeniom spowodowanym
zaburzeniami w procesie glikozylacji powstajacymi na skutek mutacji w obrebie genow kodujacych badane
przez nas enzymy i transportery. Ponadto, glikozylacji podlega wiele biatek o zastosowaniu terapeutycznym.
Uzyskuje si¢ je z wykorzystaniem linii komorkowych, ktore poddaje sie zwykle modyfikacjom genetycznym
majacym stuzy¢ ukierunkowanym zmianom w strukturach czesci cukrowych dotaczonych do biatka, ktore
chce sie wyprodukowa¢. Wiedzac, po co transportery nukleotydo-cukrow i glikozylotransferazy oddziatuja
ze sobg oraz jakie inne biatka wchodzg w sktad tworzonych przez nie komplekséw bedzie mozna bardziej
skutecznie modulowa¢ warunki produkcji glikoprotein terapeutycznych.




