Streszczenie

Utrzymanie homeostazy aminokwasowej w komoérce wymaga skutecznych
mechanizméw regulacyjnych, obejmujacych szlaki sygnatlowe wykorzystujace takie kinazy
jak: mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) oraz GCN2 (ang: general control
non-derepressible 2), ktérych aktywno$¢ skoordynowana jest z praca wyspecjalizowanych
biatek btonowych, tworzacych skomplikowang i wzajemnie zalezng sie¢ transportowg. Ilosé
i aktywno$¢ transporteréw aminokwasowych w blonie komoérkowej jest Scisle sprz¢zona
z zapotrzebowaniem komorki na aminokwasy. Wiele blonowych transporteréw
to glikoproteiny, ulegajace procesowi N-glikozylacji w retikulum endoplazmatycznym
i aparacie Golgiego, ktory warunkuje ich dojrzewanie, lokalizacj¢ oraz aktywnos¢
transportowa.

Zasadniczym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie znaczenia procesu
N-glikozylacji w aparacie Golgiego w funkcjonowaniu blonowego transportera
aminokwasowego SNAT2 (ang. sodium-coupled neutral amino acid transporter), ktory
stanowi istotny element w adaptacji do warunkéw stresu hiperosmotycznego. Ponadto,
za cel postawiono poszerzenie wiedzy na temat mechanizméw adaptacyjnych uruchamianych
w komérce w odpowiedzi na podwyzszong osmolarno$é zewnatrzkomérkowsa. Trzecim celem
bylo zbadanie znaczenia osmoadaptacyjnej akumulacji aminokwaséw w regulacji szlaku
sygnalowego kinazy ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinase), indukowanego
w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny.

W ramach zrealizowanych prac wskazano, ze adaptacja do warunkéw podwyzszonej
osmolarnosci jest calkowicie niezalezna od szlaku sygnalnego ISR (ang. integrated stress
response). Unikalny mechanizm osmoadaptacji angazuje indukcj¢ syntezy bialek GADD34
(ang. growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD34) i SNAT2. Dojrzala forma
biatka SNAT2, N-glikozylowana w retikulum endoplazmatycznym i aparacie Golgiego
lokalizuje si¢ w blonie plazmatycznej i umozliwia wychwyt aminokwaséw. Wskazano,
ze wspotdziatanie SNAT?2 i zaleznych od niego antyporteréw LAT1 (ang. large amino acid
transporter 1) i ASCT1 (ang. alanine, serine, cysteine transporter 1) zapewnia przywrocenie
homeostazy w komorkach i determinuje reaktywacj¢ mTORCI1, co zapewnia wydajng
translacje, ktéra pierwotnie ulegla zahamowaniu w odpowiedzi na stres osmotyczny.

Zgromadzone dane pozwalaja wnioskowaé, ze indukcja transportera SNAT2 jest kluczowg



cze$cig programu transkrypcyjnego biatka wigzacego wzmacniacz reagujacy na tonicznos¢ —
TonEBP (ang. fonicity enhancer binding protein), chronigcego komorki przed apoptoza.

W drugiej czesci badan okreslono wplyw zaburzenia procesu koncowej N-glikozylacji
w cysternach trans-Golgi na dojrzewanie, lokalizacj¢ i aktywno$¢ SNAT2 oraz adaptacj¢
do warunk6w stresu hiperosmotycznego. Deficyt UDP-galaktozy w cysternach trans-Golgi
wywolany inaktywacja genu kodujgcego transporter SLC35A2 wskazuje, ze modyfikacje
struktury N-glikanu SNAT2 w tym kompartmencie komérkowym s3a niezbedne
dla prawidlowego funkcjonowania tej glikoproteiny. Zaburzenie funkcji trans-Golgi
uniemozliwia dostarczenie SNAT2 do blony plazmatyczne;j i pelnienie funkcji transportowe;,
co niesie istotne perturbacje w wewnatrzkomorkowych poziomach aminokwasow,
uniemozliwiajgc adaptacje komorki do warunkéw stresu hiperosmotycznego. Obserwacje
te potwierdzono poprzez analizy z wykorzystaniem inhibitora polimeryzacji tubuliny —
nokodazolu, prowadzacego do fragmentacji aparatu Golgiego. Zaburzenie integralnosci
organellum wywarlo negatywny wpltyw na dojrzewanie oraz utrzymanie funkcji transportowej
SNAT2. Wskazuje to na wazng rol¢ aparatu Golgiego w adaptacji do warunkéw stresu
hiperosmotycznego i kontroli poziomu aminokwaséw w komorce.

Ostatni krok stanowito okreslenie znaczenia osmoadaptacyjnej akumulacji aminokwasow
w regulacji szlaku sygnalnego kinazy ERK1/2, aktywowanego w warunkach stresu
hiperosmotycznego, niezaleznie od czynnikow wzrostu. Przedstawiono dwufazowy
mechanizm zakladajacy, Zze stloczenie makromolekularne w komdrkach narazonych
na warunki podwyzszonej osmolarnosci zewnatrzkomérkowej i towarzyszacy temu spadek
poziomu poliamin prowadzi do separacji faz LLPS (ang. liquid-liquid phase separation)
fosfatazy SHP2 (ang. SH2 containing protein tyrosine phosphatase-2), co promuje
hiperaktywacje kinazy ERKI1/2. Zaproponowano, ze akumulacja aminokwasow
za posrednictwem SNAT2 i =zaleznych od niego wymieniaczy moze prowadzié
do rozproszenia uformowanych kondensatow biomolekularnych SHP2, skutkujac
dezaktywacjg kinazy w fazie osmoadaptacji. Obserwacje te pozwalaja wnioskowac,
ze zwigzki aminowe (poliaminy oraz aminokwasy) odgrywaja istotng rolg
w formowaniu/rozpraszaniu si¢ kondensatéw biomolekularnych i regulacji aktywnosci kinazy
ERK1/2.

Podsumowujgc, modyfikacje N-glikanu transportera SNAT2 w aparacie Golgiego
stanowig nieodigczny element adaptacji do warunkdw stresu hiperosmotycznego. Akumulacja
aminokwasdw za posrednictwem zlozonej sieci transporteréw aminokwasowych w komoérkach

narazonych na stres, nie tylko pozwala na przywrécenie homeostazy, ale takze stuzy jako



modulator aktywnosci kinazy ERK1/2. Zatem dokladne poznanie funkcji aparatu Golgiego

otwiera droge do lepszego zrozumienia metabolizmu komorki, a przede wszystkim zjawiska

adaptacji do warunkow stresowych.
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