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Glikozylacja jest jedna z najwazniejszych, molekularnych modyfikacji biatek i lipidow w komorce
eukariotycznej. Odgrywa ona kluczowa role w rozwoju oraz wzro$cie komoérek. Ma znaczenie przy
faldowaniu wielu biatek, moze zwigksza¢ ich rozpuszczalnosé, jak rowniez stabilizuje ich strukture
trzeciorzedowa oraz chroni je przed proteoliza. Dzigki glikozylacji mozliwe jest odréznienie przez organizm
komorek obcych od wlasnych. Warto zauwazy¢, ze glikozylacja jest bardzo powszechna — w niektdrych
typach komorek wiekszos¢ biatek to glikoproteiny. Do glikoprotein nalezy wiele klas bialek, z najbardziej
znanych to np.: przeciwciala lub biatka lizosomalne. Proces glikozylacji wymaga dostarczenia substratow —
sa nimi aktywne formy monocukréw, czyli nukleotydo-cukry. W organizmach tkankowych powstaja one w
cytozolu lub w jadrze komérkowym. Poniewaz modyfikacja glikokoniugatéw rozpoczyna si¢ w $wietle
retikulum endoplazmatycznego, a nastepnie kontynuowana jest wewnatrz aparatu Golgiego, musza istnieé
mechanizmy transportu aktywowanych form cukréw do wnetrza tych organelli. Uwaza sig, ze takg role
pelnig wyspecjalizowane biatka transporterowe. W retikulum endoplazmatycznym/aparacie Golgiego cukier
zostaje nastgpnie oddzielony od nukleotydu i przekazany odpowiedniej glikozylotransferazie, ktéra
bezposrednio odpowiada za dotaczenie danej reszty cukrowej do glikozylowanej makroczasteczki.

Prezentowany projekt bazuje na ostatnich informacjach (takze naszej grupy badawczej) o mozliwych
powigzaniach funkcjonalnych i strukturalnych miedzy procesami biosyntezy nukleotydo-cukrow w cytozolu,
transferem tych substratow do wnetrza aparatu Golgiego i retikulum endoplazmatycznego oraz z samych
procesem biosyntezy glikokoniugatow, czyli aktywnoscia specyficznych glikozylotransferaz.

Jako modelowe procesy w badaniu takich powiazan, postanowili$my wybra¢ dwa, prawdopodobnie
najlepiej opisane procesy glikozylacyjne — fukozylacj¢ i galaktozylacje. Dla obu procesOw znane sg
metaboliczne, cytozolowe szlaki biosyntezy aktywnych form tych monocukréw (czyli GDP-fukozy i UDP-
galaktozy), co ciekawe, sg one nieco podobne - w obu przypadkach istnieje gtowny szlak nazwany de novo i
alternatywny salvage. Zidentyfikowano réwniez specyficzne transportery GDP-Fuc i UDP-Gal oraz szereg
specyficznych fukozylotransferaz oraz galaktozylotransferaz. W ramach prezentowanego projektu planujemy
kilka podstawowych zamierzen, majacych na celu zbadanie, czy wszystkie wymienione procesy sg ze sobg
funkcjonalnie albo strukturalnie powigzane. W tym celu zaproponowaliémy Szereg metod
eksperymentalnych: 1) Nadprodukcja biatek uczestniczacych w biosyntezie GDP-fukozy i UDP-galaktozy,
analiza ich wlasciwosci enzymatycznych, odtworzenie ewentualnych oddziatywan/powigzan funkcjonalnych
in vitro 2) Analiza fenotypowa (profile glikozylacji) linii komoérkowych z zablokowanymi genami
kodujacymi enzymy biosyntezy nukleotydo-cukréw w celu wytypowania zablokowanych lub zmniejszonych
albo ew. indukowanych transporterow/glikozylotranferaz, obecnych w tak zmienionych genetycznie liniach
komoérkowych 3) Analiza odziatywan miedzy badanymi biatkami z wykorzystaniem metod in vitro i in vivo
4) Badanie zmian w zmienionych genetycznie komérkach na poziomie genetycznym.

Spodziewane wyniki moga mie¢ bardzo duze znaczenie w wyjasnieniu procesow glikozylacji
komoérkowej, przede wszystkim regulacji i wzajemnych powiazan funkcjonalnych i strukturalnych miedzy
nimi, a wiec dotyczg badan podstawowych. Jenakze warto zaznaczy¢, ze uzyskane rezultaty moga mieé tez
aspekt bardziej praktyczny, ze wzgledu na istnienie chordb genetycznych cztowieka, powigzanych z
niedoborami w fukozylacji i galaktozylacji. Schorzenia te, wywotane s3 mutacjami w genach kodujacych
transportery nukleotydo-cukrow (SLC35C1 i SLC35A2) albo w biatkach, uczestniczagcych w biosyntezie
aktywnych form cukréw. Tego typu zaburzenia, w pewnych sytuacjach moga by¢ tagodzone dodaniem do
diety odpowiednich monocuréw, jednakze podstawy molekularne takich eksperymentalnych terapii sa nadal
stabo opisane.



