Funkcjonalna analiza potencjalnych transporterow UDP-N-

acetyloglukozoaminy

UDP-N-acetyloglukozoamina (UDP-GIcNAc) jest jednym =z najwazniejszych
substratow wykorzystywanych w procesie glikozylacji. Do tej pory, za jeden z gidéwnych
transporterow tego nukleotydo-cukru bylo uwazane biatko SLC35A3 (A3). Badania
charakteryzujace A3 byly gltownie oparte na heterologicznych systemach drozdzowych
produkujacych znaczaco odmienne typy glikanéw niz komoérki ssacze. Dodatkowo, badania
nad biatkiem A3 wykazaly, ze prawie calkowite wyciszenie genu SLC35A3 nie wplywa
znaczaco na poziom N-acetyloglukozoaminy (GIcNAc) w strukturach N-glikanow
w komorkach ssaczych. Ze wzgledu na nieécistosci zwigzane z transportem UDP-GICNAC,
a takze doniesieniami literaturowymi o innych biatkach z rodziny SLC35A, mogacych petnié
role transportera tego nukleotydo-cukru, celem niniejszej pracy byta charakterystyka
wybranych transporteréw potencjalnie dostarczajacych UDP-GIcNAc do syntezy N- oraz O-
glikanow. Pierwszym etapem pracy byta inaktywacja genu SLC35A3 (A3KO, KO - ang. knock-
out) w linii CHO, z wykorzystaniem systemu CRISPR-Cas9. Poniewaz biatko A3 oddziatuje
z transporterem UDP-galaktozy (SLC35A2, A2) oraz biatka te znajdujg si¢ w bliskosci z tymi
samymi glikozylotransferazami Mgat inaktywowano gen SLC35A3 w komorkach
pozbawionych funkcjonalnego biatka A2 (A2KO, Lec8), uzyskujac zmodyfikowane linie
pozbawione jednoczesnie obu transporterow (A2/A3KO) w trzech liniach komoérkowych:
HepG2, HEK293T oraz CHO. W ramach pracy doktorskiej scharakteryzowano N-glikany
z lizatow komorkowych oraz z biatka reporterowego SEAP (ang. Secreted Alkaline
Phosphatase), a takze O-glikany, produkowane przez trzy linic komorkowe: HepG2, HEK293T
oraz CHO z inaktywowanymi genami SLC35A3, SLC35A2 lub jednoczenie SLC35A2 oraz
SLC35A3. Uzyskane wyniki wykazaly, ze inaktywacja genu SLC35A3 nie powoduje
zahamowania inkorporacji GIcNAc do N- oraz O-glikanow. Zaobserwowano komorkowo
specyficzne zmiany w tworzeniu rozgatezionych N-glikanow. Wykazano prawie catkowite
zahamowanie tworzenia si¢ rozgatgzionych N-glikanow w liniach HEK293T A2/A3KO oraz
Lec8 A3KO, co $wiadczy o wspdlnej roli biatek A2 oraz A3 w syntezie si¢ N-glikanow. Ze
wzgledu na zaobserwowane zmiany w rozgatezieniach N-glikanow, sprawdzono jaki wptyw
inaktywacja genow SLC35A2 oraz SLC35A3 ma na ilo$¢ oraz sekrecje glikozylotransferaz
Mgatl, Mgat2 oraz Mgat5. Enzymy te odpowiedzialne sg za katalizowanie reakcji dotaczania
GIcNAc do N-glikanéw zapoczatkowujac rozgaltezienia, a takze tworza kompleksy z biatkami

A2 oraz A3. Wykazano, Ze brak funkcjonalnych bialek A2 oraz A3 ma wplyw zaréwno na



ilos¢, jak 1 wydzielanie badanych glikozylotransferaz, jednak rowniez jest to efekt komorkowo
specyficzny. Stwierdzono, ze réznice w wydzielaniu transferaz moga by¢ spowodowane
zmianami  w sktadzie komplekséw wielobiatkowych, w ktorych brakuje badanych
transporterow. W ramach pracy doktorskiej wygenerowano rowniez linie komorkowe
pozbawione funkcjonalnych biatek SLC35B4 (B4), (HepG2 B4KO) oraz SLC35D1 (D1),
(HepG2 D1KO, HEK293T D1KO), ktére takze uwazane sg za transportery UDP-GIcNAc. Nie
wykazano, aby wprowadzone modyfikacje genetyczne mialy wptyw na inkorporacje GIcNAc
do N- oraz O-glikanéw. Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej wykazujg koniecznosé
poszukiwania gtownego/dodatkowego transportera UDP-GICNAc do syntezy N- oraz
O-glikandw lub istnienia innego mechanizmu dostarczania tego nukleotydo-cukru do wnetrza

Golgiego.



