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Chociaz procesy zyciowe moga przejawiac¢ si¢ W organizmach zywych roznorodnie, to jednak
podstawowym kryterium zycia jest obecno$¢ przemian metabolicznych. Metabolizm jest systemem
reakcji chemicznych i powigzanych z nim przemian energetycznych, ktére zachodza w kazdej zywej
komorce. Reakcje te sa zorganizowane w szlaki metaboliczne, ktére dzialaja dzigki enzymom -
biatkom zdolnym do katalizy przemian chemicznych.

Blisko wiek intensywnych badan biochemicznym zaowocowatl bogatg wiedza na temat szlakow
metabolicznych, sprawiajac wrazenie, ze wszystkie przemiany metaboliczne w organizmach zywych
zostaly juz dobrze poznane. Jednak wyniki badan nad poznaniem genoméw licznych organizméow
jasno wskazuja na obecno$¢ wielu enzymow o nieznanej funkcji, ktore mogg tworzy¢ nowe, dotad
nieopisane, szlaki metaboliczne.

W organizmie cztowieka oraz innych kregowcow wystepuje L-fukoza - cukier, ktory bierze udziat
w determinacji grup krwi ABO oraz w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Proces biosyntezy L-
fukozy jest dobrze poznany, jednak bardzo niewiele wiadomo jak organizm rozktada ,,nadwyzki”
tego zwigzku. Wiadomo natomiast, ze taki proces zachodzi szczegélnie intensywnie w watrobie i
nerkach czlowieka i innych ssakow. W naszym laboratorium prowadzimy obecnie intensywne
badania nad poznaniem wszystkich enzyméw szlaku degradacji L-fukozy u ssakow. Wyniki naszych
najnowszych prac pozwolity ustali¢ tozsamos$¢ molekularng (zidentyfikowa¢ gen) jednego z
enzymow szlaku — dehydrogenazy 2-keto-3-deoksy-L-fukonianowej. Co ciekawe, wykazano, ze
utracie tego enzymu u myszy towarzyszg powazne zaburzenia wewnatrzkomorkowej homeostazy
zelaza. Jednak doktadny mechanizm tych zmian pozostaje nieznany.

Biorgc pod uwage kluczowe znaczenie wiedzy o procesach metabolicznych dla pelnego
zrozumienia funkcjonowania komorek, zaréwno prawidtowych jak i zmienionych chorobowo, celem
niniejszego projektu jest:

1) wytworzenie metodami inzynierii genetycznej ,,syntetycznych” rekombinowanych form
ludzkiej i mysiej dehydrogenazy 2-keto-3-deoksy-L-fukonianowej oraz wykonanie ich peine;j
charakterystyki biochemicznej i funkcjonalnej,

2) wytworzenie mysich komoérek pozbawionych aktywnosci dehydrogenazy 2-keto-3-deoksy-L-
fukonianowej, a nastepnie ich wykorzystanie do identyfikacji zaburzen metabolicznych
towarzyszacych utracie badanego enzymu,

3) poznanie mechanizmu odpowiedzialnego za zaburzenia homeostazy zelaza w komoérkach
pozbawionych aktywnosci dehydrogenazy 2-keto-3-deoksy-L-fukonianowe;j.

Rekombinowane formy badanych enzymoéw beda wytwarzane w komorkach bakterii Escherichia
coli, a ich aktywno$¢ enzymatyczna bgdzie mierzona spektrofotometrycznie. Natomiast tozsamos¢
chemiczna wytworzonych produktow bedzie weryfikowana metodami chromatograficznymi.
Wykorzystujac technike CRISPR/Cas9 zostang przygotowane mysie komorki pozbawione genu
kodujacego dehydrogenaze 2-keto-3-deoksy-L-fukonianowa. Komoérki te postuzg identyfikacji
zaburzen biochemicznych towarzyszacych utracie zdolnosci do rozktadu L-fukozy. Metabolity
szlaku degradacji L-fukozy beda oznaczane metodami chromatograficznymi, natomiast zmiany
wewnatrzkomorkowej zawarto$ci zelaza beda mierzone technika radioizotopowa.

Oczekujemy, ze realizacja projektu doprowadzi do pelnej charakterystyki biochemicznej oraz
funkcjonalnej dehydrogenazy 2-keto-3-deoksy-L-fukonianowej ssakow. Zostanie zatem okreSlona
rola tego enzymu u cztowieka, ale przede wszystkim zostanie wyjasniony mechanizm warunkujacy
nadmierng akumulacje zelaza w komorkach pozbawionych aktywnosci dehydrogenazy 2-keto-3-
deoksy-L-fukonianowej. Liczymy takze, ze uzyskane wyniki przyczynig si¢ do identyfikacji nowych
schorzen cztowieka, w ktorych patogenezie moga by¢ zaangazowane enzymy degradacji L-fukozy.



