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BUDOWA I SYNTEZA ŁAŃCUCHÓW CUKROWYCH GLIKOPROTEIN

GLIKOPROTEINY

Glikoproteiny są białkami posiadającymi 
kowalencyjnie przyłączone łańcuchy cukrowe 
(rys. 1). Połączone z białkiem glikany są dużymi, 
hydrofilowymi strukturami fizycznie dominują
cymi na powierzchni polipeptydu. Mogą one 
stanowić od 2% do 65% całej masy glikoprotei
ny (tab. 1). Wysycenie łańcuchów polipeptydo- 
wyeh jednostkami oligosacharydowymi jest od

mienne i charakterystyczne dla danego białka. 
Oligosacharydy m ogą być rozłożone w  miarę 
równomiernie wzdłuż całego łańcucha (jak np. 
w  kwaśnej ai-glikoproteinie; S chm id  i współ
aut. 1977) lub też m ogą być skupione tylko w  
ściśle określonym fragmencie polipeptydu da
nej glikoproteiny (jak np. na C-końcu polipep
tydu glikoprotein błonowych).

Rys. 1. Różne typy łańcuchów cukrowych występujących w glikoproteinach.

PODŁOŻE STRUKTURALNEJ RÓŻNORODNOŚCI ŁAŃCUCHÓW OLIGOSACHARYDOWYCH

Strukturalna różnorodność łańcuchów równo biologiczne, jak i chemiczne. Biologiczna
oligosacharydowych, znajdowanych w gliko- różnorodność wynika z faktu, że podczas gdy
proteinach, jest ogromna. Ma ona podłoże za- białka są bezpośrednimi produktami genów,
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Tabela 1. Zawartość % węglowodanów w wybranych 
glikoproteinach

Glikoproteina % zawartość 
węglowodanów

monoklonalne przeciwciała od 2 do 10

erytropoetyna 40

hormony od 15 do 30

gp 120 40

tkankowy aktywator 
plazminogenu

30

GM-CSF* 20

lamp-1, lamp-2** od 55 do 65
"GM-CSF — czynnik stymulujący kolonie granulocytow i 
makrofagów, **lamp-1, łamp-2 — białka związane z 
błoną lizosomów (ang. lysosome-associated membrane 
proteins)

glikany są tylko ich pośrednimi produktami.
Oznacza to, że glikozylacja danego białka zależy 
od gatunku, typu komórki czy tkanki, w której 
jest syntezowane oraz że łańcuch polipeptydo- 
wy koduje informacje określające jego własny 
wzór glikozylacji. Na chemiczną różnorodność 
glikanów wpływa fakt, że oligosacharydy w 
przeciwieństwie do innych dużych biologicz
nych polimerów, kwasów nukleinowych czy 
białek, są cząsteczkami rozgałęzionymi, a ich 
monomery mają zdolność do łączenia się ze 
sobą na więcej niż jeden sposób. Parametry 
warunkujące chemiczne zróżnicowanie to:
— liczba i rodzaj monosachaiydów — oligosa
charydy są budowane zasadniczo z kilku róż
nych cukrów prostych (tab. 2), przy czym w 
skład poszczególnych jednostek wchodzi tylko 
kilka z nich; wszystkie monosacharydy z wyjąt-

Tabela 2. Monosacharydy występujące w glikanach Eukaryota. Reszty glukozy nie występują w  „dojrzałych 
glikanach

kiem L-fukozy należą do szeregu D-; fukoza i 
kwasy sjalowe występują jedynie w formie ano- 
merycznej a, N-acetyloglukozoamina w formie 
(3, a pozostałe cukry proste zarówno w postaci 
a, jak i (3; aminocukry występują jedynie jako 
N-acylowe pochodne; dotychczas zidentyfi
kowano 35 różnych kwasów sjalowych wywo
dzących się z dwóch podstawowych kwasów: 
N-acetyloneur amin owego i N-glikoliloneura- 
minowego i będących ich O-acylowymi, O-me- 
tylowymi, O-siarczanowymi lub O-fosforanowy- 
mi pochodnymi;
— anomeryczność wiązania glikozydowego — 
wszystkie cukry proste są połączone za pomocą 
wiązań O-glikozydowych, które mogą być izo
merami a lub (3-pozycja wiązania glikozydowego
— wiązanie glikozydowe jest tworzone między 
węglem C-l jednego cukru prostego (z wyjąt
kiem kwasów sjalowych, w których jest tworzo
ne między węglem C-2) a jedną z grup hydro
ksylowych drugiego monosacharydu w pozycji 
C-2, C-3, C-4 lub C-6 dla heksoz, lub w pozycji 
C-3, C-4 lub C-6 dla N-acetyloheksozoamin;
— tworzenie rozgałęzień — do danego cukru 
prostego może być przyłączonych od 2 do 4 
monosachaiydów;
— kowalencyjne modyfikacje — przyłączenie 
grup siarczanowych, fosforanowych, acylowych 
i metylowych do monosachaiydów.

Wszystkie te parametiy dają możliwość two
rzenia olbrzymiej liczby różnorodnych struktur 
ze stosunkowo niewielkiej liczby monosachary- 
dów. Jednak wiele teoretycznie możliwych stru
ktur nie zostało do tej pory znalezionych w 
glikoproteinach wyższych Eukaryota.

Monosacharyd Skrót Donor cukru Anomer M iejsce w iązan ia  
przy węglu

D-galaktoza Gal UDP-Gal alfa i beta alfa 3, beta 3, 4, 6

N-acetylo-D-galaktozoamina GalNAc UDP-GalNAc alfa i beta alfa 3, beta 4

D-glukoza Gic UDP-GLc, Dol-P-Glc alfa alfa 2, 3

N-acetylo-D-glukozoamina GlcNAc UDP-GlcNAc beta beta 2, 3, 4, 6

D-mannoza Man GDP-Man, Dol-P-Man alfa i beta alfa 2, 3, 6; beta 4

L-fukoza Fuc GD P-Fuc alfa alfa 2, 3, 4, 6

kwas N-acetyloneuraminowy NeuNAc CMP-NeuNAc alfa alfa 3, 6, 8

kwas N-glikoliloneuraminowy NeuGc CMP-NeuGc alfa alfa 3, 6

BUDOWA ŁAŃCUCHÓW CUKROWYCH U WYŻSZYCH EUKARYOTA

Łańcuchy cukrowe przyłączone do glikopro- rydy mogą być połączone z polipeptydem wią-
tein klasyfikuje się ze względu na rodzaj wiąza- zaniem N-glikozydowym lub O-glikozydowym,
nia glikozydowego z polipeptydem. Oligosacha- w związku z czym dzieli się je na dwie grupy:
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N-glikany i O-glikany. Większość białek ma kil
ka miejsc N- i/lub O-glikozylacji. N-glikany są 
usytuowane zwykle na ̂ -skręcie łańcucha poli
peptydowego, a O-glikany wykazują tendencję 
do skupiania się. Dodatkowo, glikoproteiny po
wierzchniowe komórek mogą łączyć się z war
stwą lipidową błony za pośrednictwem kotwicy 
glikozylofosfatydyloinozytolowej.

BUDOWA N-GLIKANÓW

N-glikany posiadają N-acetyloglukozoaminę 
na redukującym końcu i są połączone z łańcu
chem polipeptydowym za pośrednictwem azotu 
grupy amidowej asparaginy. Wszystkie posia
dają wspólną pentasacharydową część korową
— zwaną trimannozylową strukturą korową 
(rys. 2): Mana 1-6 (Mana 1-3) Manj3l-4 GlcNAc 
(31-4 GlcNAc. Na podstawie budowy i położenia 
struktur dołączonych do trimannozylowej stru
ktury korowej N-glikany dzieli się na cztery 
grupy (K o r n f e ld  i K o r n f e ld  1985, Ż ak  1990):
— N-glikany typu wielomannozowego: są naj
starszymi jednostkami z punktu widzenia ewo
lucji i posiadają tylko reszty mannozylowe do
łączone do trimannozylowej struktury korowej: 
u ssaków największe jednostki tej klasy zawie
rają 6 reszt mannozylowych dołączonych do 
struktury korowej, a mniejsze jednostki są 
uboższe o od 1 do 5 reszt mannozylowych; w 
hydrolazach lizosomowych stwierdzono obec

ność reszt fosforanowych połączonych wiąza
niami estrowymi z węglem C-6 mannoz łańcu
cha zewnętrznego oligosacharydu.
— N-glikany typu hybrydowego: mają cechy 
glikanów typu kompleksowego i wielomannozo
wego: jedna lub dwie reszty a-mannozylowe są 
przyłączone do mannozy a 1-6 trimannozylowej 
struktury korowej, jak w przypadku typu wielo
mannozowego, a zewnętrzne łańcuchy (anteny), 
takie jak w N-glikanach typu kompleksowego, 
są przyłączone do mannozy al-3 trimannozylo
wej struktury korowej. Obecność lub brak przy
łączonych do trimannozylowej struktury koro
wej dodatkowych monosacharydów: korowej 
fukozy (tj. Fuc przyłączonej w pozycji C-6 do 
proksymalnej N-acetyloglukozoaminy) i prze
dzielającej N-acetyloglukozoaminy (tj. GlcNAc 
przyłączonej w pozycji C-4 do (3-mannozy) po
woduje dalsze strukturalne zróżnicowanie tej 
grupy.
— N-glikany typu kompleksowego: nie posiada
ją innych reszt mannozylowych niż te dołączone 
do trimannozylowej struktury korowej ; ich zew
nętrzne łańcuchy (anteny) z N-acetyloglukozo- 
aminą na redukującym końcu są przyłączone 
do dwóch reszt oc-mannozylowych trimannozy
lowej struktury korowej przez różne wiązania; 
budowa łańcuchów bocznych jest inicjowana 
przez działanie czterech GlcNAc-transferaz (I, II, 
IV i V), a dalsza ich elongacja następuje przez 
dodanie galaktozy, fukozy, kwasów sjalowych i

A +/-Mana 1— 2 Man cci

+/- Man a  1----2 Man a  1

6

’ Man p 1__ 4 GlcNAc P 1----4 GlcNAc ■
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B
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, /  3 
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Rys. 2. Cztery typy N-glikozydowo wiązanych łańcuchów oligosacharydowych: A —  wielomannozowy, B —  
hybrydowy, C — kompleksowy, D — poli-N-acetylolaktozoaminowy.

Fragment w ramce przedstawia trimannozylową strukturę korową wspólną dla wszystkich N-glikanów.
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siarczanów. U ssaków liczba anten waha się od 
dwóch do czterech, a w kurzym jajowodzie 
stwierdzono ponadto obecność pentaanteno- 
wych jednostek (piąta antena powstaje na sku
tek działania GlcNAc-transferazy VI) (Yamashita 
i współaut. 1982). Obecność lub brak korowej 
fukozy oraz przedzielającej N-acetyloglukozo- 
aminy, przyłączonych do trimannozylowej stru
ktury korowej, wpływa dodatkowo na ich stru

kturalne zróżnicowanie. Różne struktury znaj
dowane na łańcuchach zewnętrznych N-glika- 
nów typu kompleksowego przedstawiono na ry
sunku 3.
—N-glikany typu poli-N-acetylolaktozoamino- 
wego: zawierają powtarzające się jednostki 
Gal(3l-4GlcNAc(3l-3 przyłączone do triman
nozylowej struktury korowej. Powtarzające się 
jednostki mogą być rozgałęzione na skutek

B
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GlcNAcpi M̂anpi—4GlcNAcpl — 4GIcNAc—Asn
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ManBl—-4GlcNAcpi— 4GlcNAc—Asn
G1cN A c P IN 4 M a l/ 3
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Rys. 3. Jednostki kompleksowe. A — typy rozgałęzień, B — różne łańcuchy zewnętrzne (anteny).
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działalności (31,6 GlcNAc-transferazy tworzącej 
struktury Gal|31-4 GlcNAc(31-6 (Gal(31-4 
GlcNAc(31 -3)Gal. Jednostki te mogą zawierać 
przedzielającą N-acetyloglukozoaminę i korową 
fukozę.

BUDOWA O-GLIKANÓW

O-glikany w przeciwieństwie do N-glikanów 
wykazują mniej strukturalnych reguł. Przeważ
nie posiadają N-acetylogalaktozoaminę na re
dukującym końcu i są połączone z grupą hydro
ksylową seiyny lub treoniny łańcucha polipep- 
tydowego. Nie mają one jednej wspólnej stru
ktury korowej, lecz może ona być różna, co 
stanowi podstawę ich klasyfikacji (B ro ck h a u - 
s e n  1993). Najczęściej w O-glikanach występują 
struktury korowe (przedstawione na rys. 4). W

W białkach jądrowych i cytoplazmatycznych 
stwierdzono ponadto obecność pojedynczej re
szty N-acetyloglukozoaminy wiązanej O-gliko- 
zydowo z seryną i/lub treoniną (H a r t  i współ
aut. 1988, H a lt iw a n g e r  i współaut. 1992). 
Modyfikowane przez O-GlcNAc białka wykryto 
u wirusów, Trypanosoma, drożdży, żab, gryzoni 
i ludzi. Jednak takiej potranslacyjnej modyfika
cji ulega jedynie niewielka liczba białek w ko
mórce (np. czynniki transkrypcyjne, białka po
rów jądrowych, białka związane z chromosoma
mi, białka pasma 4.1 erytrocytów, cytokeraty- 
ny, krystaliny).

BUDOWA KOTWIC G LIKOZYLOFOSFATYDYLOINOZYTOLOWYCH

Kotwice glikozylofosfatydyloinozytolowe 
(kotwice GPI) są złożonymi glikofosfolipidami

Gaip 1—4GlcNAcP K  

Galp 1—3GlcNAcP K 3
^Galp 1—3GIcNAcP 1-3 Gaip l-3GalNAc~Ser (Thr)

Gaip 1 -4 (G lc N A c p  ł-G a ip  I - 4 )n—  G lcNAcP 1.

C u ipK '
^GałN Ac—Ser (Thr)

Galp 1— 4G lcNAcP 1
3Gaipi • 4g1cNAcP l-3GalNAc—Ser (Thr)

Gaip 1 — 4G lcNAcP 1-

G a ip i— 4 G lcNAcP 1- 

Galp 1— 4 jlcN A cp  1'
^GalNAc— Ser (Thr)

nielicznych białkach stwierdzono obecność O- 
glikanów, mających następujące struktury ko
rowe: GlcNAc (31-6 GalNAc-a-Ser/Thr oraz Gal- 
NAc. (31-3 GalNAc-a-Ser/Thr.

Rys. 4. Cztery typy struktur korowych 
najczęściej występujących w O-glika- 
nach (zaznaczone w ramkach).

kowalencyjnie przyłączonymi do wielu zewnę
trznie umieszczonych białek błony komórkowej 
Eukaryota (Thom as i współaut. 1990, S te v e n s
1995). Wszystkie kotwice GPI mają konserwa
tywną strukturę korową (rys. 5): etanoloamina-

NH2-

Rys. 5. Budowa kotwic glikozylofosfaty- 
dyloinozytolowych Eukaryota.

Strukturę korową kotwicy GPI wyróżniono ko
lorem szarym. Etn — Etanolamina, Ins — 
inozytol, Man — mannoza, GlcN — glukozo- 
amina, P — reszta losioranowa.

białko

R2 Rl
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P0 4 -6Manoc 1 -2Mana 1 -6Manoc 1 -4GlcNAca 1-6 
myo- inozytol-1-P04, a jej substytucja i struktu
ra lipidu jest gatunkowo i tkankowo zależna 
(M c C o n v ille  i współaut. 1993). Kotwice GPI są 
dołączane do białek przez wiązanie peptydowe 
za pośrednictwem grupy amidowej fosfoetano- 
loaminy. Podstawową ich funkcją jest zapew

nienie stabilnej asocjacji białek z błonową war
stwą lipidową (rys. 6). Ten typ połączenia łań
cucha cukrowego do proteiny nie jest procesem 
glikozylacji, ponieważ cukier nie jest wiązany z 
łańcuchem polipeptydowym wiązaniem glikozy- 
dowyrn.

Rys. 6. Porównanie białka trans- 
membranowego i kotwiczonego 
przez GPI.

Białko transmembranowe klasy I po
siada N-terminalną domenę zewną- 
trzkomórkową, domenę trans-mem- 
branową tworzoną przez około 20 hy
drofobowych aminokwasów zwinię
tych w a-helisę i C-terminalną dome
nę wewnątrzkomórkową. Białko ko
twiczone przez GPI ma tylko domenę 
zewnątrzkomórkową i wiąże się z war
stwą lipidową błony za pośrednic
twem kotwicy GPI.

BIOSYNTEZA N-GLIKANÓW W  KOMÓRKACH SSAKÓW

Biosynteza N-glikozydowo wiązanych łań
cuchów cukrowych glikoprotein obejmuje czte
ry oddzielne etapy: (i) syntezę prekursora oligo- 
sacharydowego, (ii) inicjację N-glikozylacji łań
cuchów polipeptydowych, (iii) obróbkę (ang. 
processing) łańcucha oligosacharydowego 
związanego z białkiem, (iv) elongację łańcucha 
oligosacharydowego drogą glikozylacji sekwen
cyjnej (tj. kolejno następującego po sobie przy
łączania reszt monosacharydowych do łańcu
cha), prowadzącej do jednostek hybrydowych, 
kompleksowych i poli-N-acetylolaktozoamino- 
wych.

SYNTEZA PREKURSOROWEGO OLIGOSACHARYDU

Synteza prekursorowego oligosacharydu 
związanego z fosfodolicholem zachodzi kotrans- 
lacyjnie. Prekursorowy oligosachaiyd jest two
rzony na lipidowym nośniku — fosforanie doli- 
cholu (Dol-P) zlokalizowanym w błonach RER i 
stanowiącym kotwicę dla rosnącego prekurso
ra. Fosfodolichol zawiera 17-24 reszt izoprenoi- 
dowych w tkankach kręgowców, a 14-17 reszt 
u drożdży. Jego droga biosyntezy jest identycz
na ze szlakiem biosyntezy cholesterolu (cykl 
kwasu mewalonowego u zwierząt) do pirofosfo- 
ranu farnezylu (H u b bard  i Iv a tt  1981).

Prekursor oligosacharydowy powstaje na 
drodze wieloetapowej enzymatycznej glikozyla
cji w tak zwanym cyklu fosfodolicholowym (Ża k

1990, A b e ijo n  i H ir sc h b e r g  1992). Obejmuje 
on kolejne przeniesienia określonych reszt 
monosacharydowych z aktywnych donorów na 
specyficzne akceptory za pośrednictwem swois
tych glikozylotransferaz związanych z błoną 
RER (rys. 7). Donory monosacharydów uczest
niczące w reakcji glikozylacji podczas syntezy 
N-glikanów przedstawiono w tabeli 2. Nukleo- 
tydowe pochodne monosacharydów powstają 
przede wszystkim w cytoplazmie, z wyjątkiem 
CMP-SA, który jest tworzony w jądrze komórko
wym. Synteza Dol-P-Man i Dol-P-Glc następuje 
na powierzchni cytoplazmatycznej RER.

Glikozylacja fosfodolicholu rozpoczyna się 
po stronie cytoplazmatycznej od przeniesienia 
reszty GlcNAc-1-P z UDP-GlcNAc na Dol-P, w 
wyniku czego powstaje difosfodolichylo-N- 
acetyloglukozoamina, która jest następnie wy
dłużana o drugą resztę GlcNAc. Następnym 
krokiem jest sekwencyjna mannozylacja pro
wadząca do powstania Man5GlcNAc2-P-P-Dol. 
Reakcja ta przebiega w cytosolu ponieważ GDP- 
Man (podobnie jak UDP-GlcNAc) nie może prze
chodzić przez błonę do wnętrza RER. Struktura 
ta jest następnie przenoszona do przestrzeni 
luminalnej RER, gdzie do rosnącego prekursora 
są dołączane następne cztery reszty mannozy- 
lowe i trzy reszty glukozy dostarczane przez 
fosforan dolicholu (odpowiednio Dol-P-Man i 
Dol-P-Glc).
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Rys. 7. Etapy N-glikozyla- 
cji przebiegające w szor
stkim retikulum endo- 
plazmatycznym: cykl fos- 
fodolicholowy, inicjacja N- 
glikozylacji i degluko- 
zylacja.

INICJACJA N-GLIKOZYLACJI POLIPEPTYDU

Przeniesienie prekursorowego oligosachary- 
du (Glc3Man9GlcNAc2) z lipidowego nośnika na 
białko zachodzi en block i jest katalizowane 
przez oligosachaiydylo transferazę zależną od 
Dol-P, związaną z błoną wewnętrzną RER (Hub
bard  i Ivatt 1981, Kornfeld  i Kornfeld  1985). 
W komórkach ssaków obecność reszt glukozy w 
dolichylodifosfotetradekasachaiydzie 
(Glc3Man9GlcNAc2-P-P-Dol) jest niezbędna do 
efektywnego przeniesienia oligosacharydu na 
białko, choć u niższych organizmów obecność 
Gic nie zawsze jest wymagana.

Oligosacharydylo transferaza zależna od 
Dol-P, przenosi prekursorowy oligosacharyd na 
asparaginę tripeptydowej sekwencji Asn-X- 
Thr/Ser (ang. sequon), gdzie X jest dowolnym 
aminokwasem z wyjątkiem proliny (Kornfeld  i 
Kornfeld  1985, Lis i Sharon  1993). Czas, w 
którym N-glikozylacja może zachodzić jest ogra
niczony. Akceptorowa Asn jest częścią rosnące
go polipeptydu, który się zwija. A kiedy białko 
już ulegnie zwinięciu, potencjalne miejsca N- 
glikozylacji mogą nie być dostępne dla oligo
sacharydylo transferazy. Konformacja polipep
tydu wokół tripeptydowej sekwencji jest rów
nież ważnym czynnikiem. Efektywnej glikozyla- 
cji ulegają bowiem te trypletowe sekwencje, 
które są zlokalizowane na sekwencjach łańcu
cha polipeptydowego ułatwiających tworzenie 
(3-skrętu i pętli, co zapewnia oligosachaiydy- 
lotransferazie odpowiednią dostępność (Hu b 
bard  i Ivatt 1981, Kornfeld  i Kornfeld  1985).

OBRÓBKA ŁAŃCUCHA OLIGOSACHARYDOWEGO 

ZWIĄZANEGO Z BIAŁKIEM

Po przeniesieniu Glc3Man9GlcNAc2 z dono
ra na łańcuch polipeptydowy, początkowo ho- 
mogenna pula prekursorowego oligosacharydu 
podlega serii modyfikacji prowadzących do po
wstania różnych struktur N-glikanów znajdo
wanych w dojrzałych glikoproteinach. Poziom, 
do jakiego łańcuch polipeptydowy jest obrabia
ny przez glikozydazy, w połączeniu z następu
jącą po tym terminalną glikozylacją, determi
nuje ostateczną strukturę danego glikanu.

Proces obróbki inicjowany jest niemal nie
zwłocznie po przeniesieniu prekursorowego oli
gosacharydu. Glukozydaza I, związany z błoną 
RER homotetramer, usuwa zewnętrznie położo
ną a 1,2 wiązaną resztę glukozy, a następnie 
a 1,3 glukozydaza II, będąca homodimerem lub 
tetramerem, odcina dwie wewnętrznie położone 
reszty Gic, przekształcając prekursor w jedno
stkę wielomannozową (M o r em en  i współaut.
1994). Szybkość deglukozylacjijest charaktery
styczna dla każdego białka, a czas półtrwania 
każdej z form jest coraz dłuższy. Powodem, dla 
którego monoglukozylowane formy mają dłuż
szy czas półtrwania niż formy diglukozylowane, 
a te ostatnie — niż triglukozylowane, może być 
przynajmniej częściowo fakt, że łańcuchy oligo- 
sacharydowe pozbawione trzech reszt glukozy 
mogą ulegać przejściowej reglukozylacji (Hele - 
nius  1994, Ham m o nd  i współaut. 1994).

Proces reglukozylacji odgrywa istotną rolę 
podczas zwijania się łańcuchów polipeptydo-
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wych w ER, gdyż jest częścią systemu, przez 
który komórka rozpoznaje nieprawidłowo zwi
nięte struktury (J a en ick e  1993, H e le n iu s  1994, 
Ham m ond i współaut. 1994). Ponieważ glukozy- 
dazy I oraz II retikulum endoplazmatycznego 
działają wcześnie w procesie obróbki łańcucha 
oligosacharydowego, jest możliwe, że pewne 
białka uległy deglukozylacji zanim jeszcze miały 
okazję związać się z białkami opiekuńczymi ER 
(ang. chaperones) — kalneksynami (ang. calne- 
xin) i prawidłowo zwinąć. Jeśli białko jest nadal 
nie zwinięte po usunięciu trzech reszt glukozy, 
to zachodzi ponowna glukozylacja katalizowana 
przez glukozylotransferazę UDP-Glc:glikopro- 
teina. Enzym ten działa tylko na nie zwinięte 
lub zdenaturowane substraty, a glukoza jest 
dodawana do struktur Man7-9GlcNAc2. Mono- 
glukozylowane oligosacharydy mogą wówczas 
być wiązane przez kalneksyny, co ułatwia biał
kom zwijanie się i oligomeryzację.

Po usunięciu trzech reszt glukozy z prekur- 
sorowego oligosacharydu i utworzeniu struktu
ry MangGlcNAc2 następuje usunięcie jednej re
szty a-mannozylowej (K o r n f e ld  i K o e n fe ld  
1985, D a n ie l i współaut. 1994, W e n g  i S p iro
1996). Odcięcie pojedynczej a 1,2 wiązanej ter
minalnej reszty mannozylowej ze środkowego 
odgałęzienia MangGlcNAc2 jest katalizowane 
przez oc-mannozydazę I retikulum endopla
zmatycznego, co prowadzi do powstania izome
ru 8a struktury MansGlcNAc2 (rys. 8). Począt
kowe etapy biosyntezy N-glikanów, prowadzące 
do powstania izomeru 8a struktury Mans-

G1cNAc2 zachodzą tak samo w komórkach ro
ślin, drożdży, owadów i ssaków. Niedawno w 
wątrobie szczura odkryto inny enzym— a-man- 
nozydazę II retikulum endoplazmatycznego, 
która jest zdolna do hydrolizowania pojedynczej 
terminalnej reszty Man z al,6 łańcucha Man9- 
G1cNAc2, w  efekcie czego powstaje izomer 8b 
struktury MansGlcNAc2 (rys. 8). Trzeci izomer 
Man8GlcNAc2 - 8c (rys. 8) może być tworzony 
przez endomannozydazę, która w normalnych 
warunkach in vivo preferencyjnie hydrolizuje 
GlciMangGlcNAc2. Jej obecność stwierdzono w 
obszarze cis aparatu Golgiego.

Białka zatrzymywane normalnie w ER mogą 
podlegać w jego obrębie dalszej obróbce prowa
dzącej do powstania łańcuchów oligosachary- 
dowych posiadających pięć -  sześć reszt man- 
nozylowych. Jeden enzym zdolny do katalizo
wania tego procesu — Mang-mannozydazę — 
wyizolowano z wątroby cielęcia i świni (D a n ie l i 
współaut. 1994). Usuwa ona trzy ocl,2 wiązane 
reszty mannozylowe z MangGlcNAc2, w wyniku 
czego powstaje izomer 6b struktury 
Man6GlcNAc2 (rys. 8). Ostateczna lokalizacja 
białka w komórce ma więc wpływ na to, j ak dane 
białko będzie glikozylowane. Białka rezydujące 
w ER, nie wystawione na działanie glikozylo- 
transferaz zlokalizowanych w aparacie Golgiego 
mogą mieć tylko oligosacharydy typu wielo- 
mannozowego.

Dla większości białek dalsze etapy obróbki 
łańcuchów oligosacharydowych o strukturze 
Man8GlcNAc2 przebiegają w aparacie Golgiego.

Rys. 8. Obróbka N-glikanów w obrębie re
tikulum endoplazmatycznego (ER) i apara
tu Golgiego (AG) katalizowana przez 
enzymy: 1 — glukozylotransferazę UDP- 
GlcNAc:glikoproteina ER, 2 —  a-mannozy- 
dazę I ER, 3 — a-mannozydazę II ER, 4 —  
Mang-mannozydazę ER, 5 —  endoman
nozydazę AG, 6 —  mannozydazę I AG.

B GlcNAc 
O Man
A Gic
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Enzymy lizosomowe w obszarze cis aparatu 
Golgiego podlegają fosforylacji reszt mannozy- 
lowych, co prowadzi do powstania mannozylo- 
6-fosforanu (Man-6-P), warunkującego ich 
późniejszy transport do wnętrza lizosomów 
(C reek  i Sly 1984, S leat i Lo b el  1997). Wbu
dowywanie reszt fosforanowych w łańcuch 
oligosachaiydowy jest procesem dwuetapowym 
(Von Fig ur a  i Hasilik 1986, B arański i współ
aut. 1990). W pierwszym etapie GlcNAc-1 -fosfo- 
transferaza UDP-GlcNAc przenosi jedną lub 
dwie reszty GlcNAc-1-P z donorowej UDP- 
GlcNAc na grupę hydroksylową przy C-6 wyse- 
lekcjonowych reszt mannozylowych oligosa- 
charydu (rys. 9). W wyniku reakcji powstaje

mannozydazę II aparatu Golgiego. Prowadzi to 
do powstania GlcNAc iMan3GlcNAc2, będącej 
najmniejszą jednostką typu kompleksowego 
(rys. 10). GlcNAc iMan5GlcNAc2 może również 
służyć jako substrat dla GlcNAc-transferazy III, 
która przenosi GlcNAc z UDP-GlcNAc na (3-wią- 
zaną korową mannozę (rys. 10). Dodanie prze
dzielającej GlcNAc do GlcNAc iMan5GlcNAc2 
powoduje, że mannozydaza II aparatu Golgiego 
nie może usunąć dwóch mannoz i w rezultacie 
powstaje przedzielony oligosacharyd typu hy
brydowego (Kornfeld  i Kornfeld  1985, Paq uet  
i M oscarello  1985). Na GlcNAc iMansGlcNAc2 
może też działać GlcNAc-transferaza IV, prowa
dząca do powstania diantenowego oligosacha-

Rys. 9. Wbudowywanie 
reszt fosforanowych w  
łańcuchy oligosacharydo- 
we enzymów lizosomo- 
wych.

* mannozy ulegające fosfo- 
rylowaniu, # miejsca uprzy
wilejowane

wiązanie diestrowe, tak zwany przykryty fosfo
ran (ang. covered phosphate). Transport ten 
jest specyficzny, ponieważ enzym rozpoznaje 
domenę obecną tylko na enzymach lizosomo- 
wych. W drugim etapie zewnętrzne reszty 
GlcNAc ulegają selektywnemu wycięciu przez 
N-acetyloglukozoaminylo-1 -fosfodiester N- 
acetyloglukozoaminidazę, co przekształca fo
sfodiester w tak zwany odkryty mannozylo-6-fo- 
sforan (ang. uncovered phosphate). Łańcuchy 
wielomannozowe mogą zawierać jedną lub dwie 
reszty fosforanowe.

W aparacie Golgiego wielomannozowe jed
nostki oligosacharydowe mogą być dalej hydro- 
lizowane przez mannozydazę I aparatu Golgie
go, w wyniku czego powstaje MansGlcNAc2 (rys. 
10). Następnie dochodzi do konwersji 
Man5GlcNAc2 do GlcNAc iMan5GlcNAc2 na sku
tek działania GlcNAc-transferazy I (rys. 10). 
Produkt ten jest substratem wyjściowym do 
syntezy oligosacharydów typu kompleksowego, 
hybrydowego i poli-N-acetylolaktozoaminowego 
(Kornfeld  i Kornfeld  1985, Żak  1990).

Obecność (31,2 wiązanej reszty GlcNAc w 
strukturze GlcNAciMan5GlcNAc2 zmienia 
własności steryczne otoczenia dwóch reszt a- 
mannozylowych wiązanych a 1,3 i a 1,6 glikozy- 
dowo, tak że mogą one być usunięte przez

rydu typu hybrydowego (rys. 10).
Czynnikiem determinującym czy N-glikan 

pozostanie typu wielomannozowego 
(Man5GlcNAc2) czy będzie dalej obrabiany jest 
struktura obrabianego białka. Jeśli zwinięty 
łańcuch polipeptydowy wokół glikozylowanej 
reszty Asn sterycznie uniemożliwia działalność 
GlcNAc-transferazy I, to konwersja do typu 
kompleksowego, hybrydowego czy poli-N-acety
lolaktozoaminowego nie następuje, co powodu
je utrzymanie struktury wielomannozowej. 
Również gdy w komórkach brak jest GlcNAc- 
transferazy I, glikoproteiny mają jedynie oli- 
gosacharydy typu wielomannozowego. Jedno
stki oligosacharydowe typu hybrydowego po
wstają, jeżeli w komórce stężenie mannozydazy 
II aparatu Golgiego jest zbyt niskie lub kiedy jej 
aktywność jest zahamowana.

ELONGACJA ŁAŃCUCHÓW OLIGOSACHARYDOWYCH DROGĄ 

GLIKOZYLACJI SEKWENCYJNEJ

Rozbudowywanie łańcuchów oligosachary- 
dowych do struktur di-, tri-, tetra- i pentaante- 
nowych typu kompleksowego jest możliwe dzię
ki obecności w danej komórce specyficznych 
GlcNAc-transferaz. Punkt wyjścia do syntezy 
całego spektrum N-glikanów typu komplekso-
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wego stanowi monoantenowa struktura Glc
NAc iMan3GlcNAc2 (B ro c k h a u s e n  i współaut. 
1988, B ro c k h a u s e n  1993). Schemat syntezy 
struktur rozgałęzionych N-glikanów typu kom
pleksowego przedstawiono na rysunku 10.

GlcNAc-transferaza II działająca na jednostkę 
GlcNAciMan3GlcNAc2 powoduje powstanie 
produktu będącego prekursorem do dalszej 
syntezy di-, tri- i tetraantenowych struktur. 
Jeśli na jednostkę GlcNAc iMan3GlcNAc2 działa
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Rys. 10. Biosynteza jednostek hybrydowych i kompleksowych N-głikanów.
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GlcNAc-transferaza III, to przyłączenie prze
dzielającej GlcNAc powoduje, że struktura ta 
nie może być dalej rozgałęziana.

Na produkt działania GlcNAc-transferazy II,
0 ile nie działała na niego wcześniej GlcNAc- 
transferaza III, może działać GlcNAc-transfera
za IV dodająca (31,4 wiązaną resztę GlcNAc do 
a 1,3 mannozy (powstaje wtedy triantenowa 
struktura 2,4-rozgałęziona) lub GlcNAc-trans
feraza V dodająca (31,6 wiązaną resztę GlcNAc 
do a 1,6 mannozy (powstaje wtedy triantenowa 
struktura 2,6-rozgałęziona). Jeśli na produkty 
działania GlcNAc-transferazy IV oraz GlcNAc- 
transferazy V nie działała GlcNAc-transferaza 
III, to struktuiy triantenowe mogą ulegać dal
szej rozbudowie do jednostek tetraantenowych 
pod wpływem działania GlcNAc-transferazy IV 
(działającej na jednostki 2,6-rozgałęzione) oraz 
GlcNAc-transferazy V (działającej na jednostki 
2,4-rozgałęzione). Na jednostkę tetraantenową, 
przedzieloną lub nieprzedzieloną, może działać 
GlcNAc-transferaza VI, co prowadzi do powsta
nia jednostki pentaantenowej (Y am ash ita  i 
współaut. 1982).

Po zainicjowaniu tworzenia anten na skutek 
działania GlcNAc-transferaz, następuje ich 
elongacja drogą glikozylacji sekwencyjnej przy 
udziale galaktozylotransferaz, sjalilotransferaz
1 fukozylotransferaz (rys. 11). Przyłączanie

laktozoaminowego, a (31,6 GlcNAc-transferaza 
powoduje powstawanie rozgałęzień. Polila- 
ktozoaminoglikany mogą podlegać fukozylacji. 
Przyłączenie fukozy do pozycji C-2 terminalnej 
Gal przy udziale a 1,2-fukozylotransferazy two
rzy determinantę antygenową H prekursora 
układu grupowego ABO, która może być dalej 
wydłużany do determinanty antygenowej A 
przez dodanie GalNAcal-3, lub do determinan
ty antygenowej B przez dodanie Gala 1-3.

W warunkach panujących w komórce przy 
wystarczającym poziomie nukleotydowych do
norów monosachaiydów ostateczna struktura 
anten łańcuchów N-oligosacharydowych zależy 
od względnego stężenia glikozylotransferaz oraz 
ich specyficzności substratowej, a także od do
stępności miejsca glikozylacji, na który działa 
enzym.

PROCES N-GLIKOZYLACJI A EWOLUCJA

Proces N-glikozylacji zmieniał się w toku 
ewolucji. Komórki bakteryjne zasadniczo nie są 
wyposażone w aparat enzymatyczny umożliwia
jący im N-glikozylację białek (S t a n le y  1992), ale 
wiele gatunków Archeabacteria i Eubacteria 
produkuje glikoproteiny, chociaż głównie typy, 
które nie są znajdowane u innych organizmów 
(Lis i S h a ro n  1993). Komórki roślinne posiadają

GlcNAcpi-R

Gaip 1 -3G!cNAcfł I -R Galp 1-4G IcN Acp 1 -R

Fucal

Gaipi-3G lcNAcpi-R

NeuN Aca2-3Galp I -3GlcN Acp 1 -R NeuNAcot2-6Gaip 1 -4GIcN AcP I -R

Rys. 11. Tworzenie różnorodnych łań
cuchów zewnętrznych (anten) jedno
stek oligosacharydowych typu 
kompleksowego i hybrydowego.

R — Mana 1-(3 lub 6)Manpl-4GlcNAcpi-4- 
GlcNAcpi-Asn

monosacharydów następuje do wszystkich 
reszt GlcNAc z wyjątkiem przedzielającej 
GlcNAc.

W biosyntezie łańcuchów zewnętrznych jed
nostek typu poli-N-acetylolaktozoaminowego 
biorą udział trzy enzymy: (31,4 galaktozylotran- 
sferaza, (31,3 GlcNAc-transferaza i (31,6 GlcNAc- 
transferaza (Ż ak  1990). Szlak biosyntezy rozga
łęzionych N-acetylolaktozoaminoglikanów 
przedstawiono na rysunku 12. (31,3 GlcNAc- 
transferaza zwana enzymem wydłużania prze
nosi resztę GlcNAc z UDP-GlcNAc na C-3 Gal 
uczestnicząc w tworzeniu liniowego łańcucha

reszty Gal i GlcNAc tak samo wiązane jak w 
ssaczych oligosacharydach, ale ich glikany nie 
są sjalilowane, co jest typowe dla ssaków (Go- 
o c h e e  i współaut. 1991). Ponadto roślinne oli- 
gosacharydy zawierają ksylozę, monosacharyd 
zwykle nie znajdowany w zwierzęcych glika- 
nach.

W komórkach drożdży wczesne etapy obrób
ki oligosacharydów, prowadzące do powstania 
MansGlcNAc2 , przebiegają tak samo, jak w ko
mórkach ssaków (Stanley  1992 ). Jednak 
późniejsza obróbka w obrębie aparatu Golgiego 
przebiega już inaczej (S t a n le y  1992, T r im b le  i
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Galp 1 -4GlcN Acp 1 -3Gal-R

etap I enzym wydłużający 

GlcNAcp l-3Galp 1 -4GlcNAcp 1 -3Gal-R

GlcNAcp I etap 11 enzym rozgałęziający

GlcNAcp 1 -3Gaipi-4GlcNAcpl-3GaI-R

Gaip 1 -4GlcN Acp 1 etap 111

GlcNAcp 1 -3Gaip 1 -4GlcNAcp 1 -3Gal-R

Gaip 1 -4GlcNAcp 1

X
etap IV

Gaip l -4GlcNAcp 1 -3Galp 1 -4GlcN Acp 1 -3Gal-R

Galp 1 -4GlcNAcP 1

X
etap V  enzym wydłużający

GlcNAcpi -3Gaip 1 -4GlcNAcp 1 -3Galp 1 -4GlcNAcp l-3Gal-R

Rys. 12. Synteza liniowych i rozgałęzionych 
jednostek poli-N-acetylolaktozoamino- 
wych.

R — jednostki kompleksowe.

A tk in s o n  1986). U większości szczepów docho
dzi do elongacji MansGlcNAc2 przez dodawanie 
reszt Man co prowadzi do powstania rodziny 
wielomannozowych jednostek rdzeniowych 
Mang-i4GlcNAc2, z których część może dalej być 
wydłużana do struktur zawierających 50 i wię
cej reszt Man (są to struktury mannan).

Komórki owadów mogą natomiast syntezo
wać zarówno oligosacharydy typu wielomanno-

zowego, jak i kompleksowego, przy czym te 
ostatnie często są nietypowe dla ssaczych jed
nostek kompleksowych (S t a n le y  1992), lub są 
produkowane skrócone oligosacharydy (Go- 
o c h e e  i współaut. 1991). Owady produkują 
głównie asjaloproteiny, ale u Drosophila mela- 
nogaster obecność kwasów sjalowych stwierdza 
się we wszystkich etapach rozwojowych (Lis i 
S h a ro n  1993).

Rys. 13. Synteza  
czterech najczęściej 
występujących stru
ktur korowych O-gli- 
kanów  (zaznaczo
nych w ramkach) i ich 
pochodnych.

kółko — reakcja zaob
serwowana tylko w ludz
kim jajniku, prostokąt 
—  reakcja zachodząca 
bardzo wolno
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BIOSYNTEZA O-GLIKANOW

Biosynteza O-glikanów różni się zasadniczo 
od syntezy N-glikanów. Każda reszta monosa- 
charydowa dodawana jest kolejno z nukleo- 
tydowego donora na nieredukujący koniec łań
cucha oligosacharydowego. Dlatego nie jest 
syntezowany wspólny prekursorowy oligosa- 
charyd i pociąga to za sobą większą heterogen- 
ność struktur korowych (Ż ak  1990, B rockp iau - 
sen  1993). Tworzenie O-glikanów jest procesem

potranslacyjnym i zachodzi w aparacie Golgie- 
go. Pierwszy monosacharyd — zwykle GalNAc 
— łączy się z grupą hydroksylową Ser lub Thr 
pod wpływem GalNAc-transferazy. Często duże 
nagromadzenie reszt Pro w sąsiedztwie Thr uła
twia glikozylację. Schemat syntezy i elongacji 
czterech najczęściej spotykanych struktur ko
rowych O-glikanów przedstawiono na rys. 13.

STRUCTURE AND BIOSYNTHESIS OF THE OLIGOSACCHARIDE MOIETIES FOUND ON GLYCO
PROTEINS

Sum m ary

Glycoproteins are proteins having covalently attached 
oligosaccharide moieties. The structural diversity of oligo- 
sacharides found on glycoproteins is enormous. The origins 
for this diversity are both of chemical and biological nature. 
The former result from the ability of monosaccharides to 
combine with each other in a variety of ways, not differing 
only in sequence and chain length, but also in position, 
anomery (ex or p) of linkages, branching points and covalent 
attachment of sulfate, phosphate, acetyl or methyl groups. 
The latter derive from the fact that glycans are secondary 
gene products (there is no template in their biosynthetic 
machinery). As a result, glycosylation is species- and cell- 
specific, and is determined by the structure of the protein

backbone. The glycans of glycoproteins can be classified 
into two groups: N-glycans and O-glycans. All N-glycans 
contain Mana 1 -6 (Mana 1 -3)ManP 1 -4GlcNAcp 1 -4GlcNAc as 
a common core, called trimannosyl core. On the basis of the 
structure and location of glycan residues added to the 
trimannosyl core, N-glycans are further classified into four 
subgroups: high mannose type, hybrid type, complex type 
and poly-N-acetyllactosamine type. O-Linked glycans do 
not share a common core structure but are based on a 
number of different cores. In addition some glycoproteins 
have GPI anchors the basic function of which is to afford a 
stable association of protein with the membranes. The 
biosynthesis of N-glycans and O-glycans is presented.
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