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CZYNNIKI WPLYWAJACE NA PROCES BIOSYNTEZY N-GLIKANOW W GLIKOPROTEINACH

WSTEP

Biosynteza N-glikozydowo wigzanych fan-
cuchoéw cukrowych glikoprotein powoduje po-
wstanie ze wspdélnego prekursorowego oligosa-
charydu jednostek wielomannozowych, hybry-
dowych, kompleksowych i poli-N-acetylola-
ktozoaminowych (Kornfeld i Kornfeld 1985,
Przybyto 1998). O ile sam proces biosyntezy
N-glikanéw zostat dosy¢ dobrze poznany, to
kwestia jego regulacji pozostaje nadal nie w
peini wyjasniona. Odpowiedzi wymagajg bo-
wiem pytania: w jaki spos6b ze wspolnego pre-
kursorowego oligosacharydu powstaje tak sze-
rokie spektrum struktur N-oligosacharydo-
wych, dlaczego nie wszystkie potencjalne miej-
sca N-glikozylacji sg wykorzystywane oraz dla-
czego kazde miejsce N-glikozylacji danego biat-
ka ma charakterystyczne dla siebie struktury

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA SYNTEZE

Czynnikiem determinujgcym poziom N-gli-
kozylacji jest dostepnos¢ prekursorowego oli-
gosacharydu zwigzanego z fosforanem dolicho-
lu, donora oligosacharydu dla nowo syntetyzo-
wanych tancuchéw polipeptydowych. Na po-
ziom jego syntezy wptywa przede wszystkim
dostepnos¢ Dol-P, aktywnych donoréw mono-
sacharydéw, zuzywanie gotowego prekursoro-
wego oligosacharydu oraz poziom aktywnosci

oligosacharydowe? Specyficznos¢ biosyntezy N-
glikanéw wynika z faktu, ze w przeciwienstwie
do kwaséw nukleinowych czy biatek, nie jest
ona kontrolowana przez obecnos¢ jakiejkolwiek
~matrycy”. Znalezienie odpowiedzi na powyzsze
pytania ma nie tylko znaczenie teoretyczne, ale
i praktyczne. Analiza profilu glikozylacji biatek
jest bowiem waznym czynnikiem ich struktu-
ralnej charakterystyki i jest niezbedna do pet-
nego zrozumienia podstaw ich funkcji. Ponadto
moze pozwoli¢ zrozumieé¢ proces patogenezy
wielu stanéw chorobowych, ktérym towarzysza
zmiany w profilu glikozylacji biatek oraz zapew-
ni¢ molekularne markery do ich diagnozowa-
nia, czy tez monitorowaé¢ proces glikozylacji
podczas produkcji rekombinowanych glikopro-
tein o wkasnosciach terapeutycznych.

PREKURSOROWEGO OLIGOSACHARYDU

enzymow zaangazowanych w produkcje sub-
stratéw cyklu fosfodolicholowego.

Kluczowy etap w syntezie prekursorowego
oligosacharydu stanowi wytwarzanie GIcNAc-
P-P-Dol, ktére katalizowane jest przez N-acety-
loglukozoamino-1-fosforan transferaze UDP-
GlIcNAc:Dol-P (GPT). Enzym ten aktywowany
jest przez Dol-P-Man, dzieki czemu produkowa-
na jest taka ilos¢ GIcNAc-P-P-Dol, ktora gwa-

Stosowane skroéty: Dol-P — fosforan dolicholu; Dol-P-Glc — fosfodolichyloglukoza; Dol-P-Man — fosfodoli-

chylomannoza; Dol-PP — difosfodolichol; Fuc — fukoza; Gal — galaktoza; Gic

glukoza; GIcNAc

N-acetyloglukozoamina; GIcNAc-P-P-Dol — difosfodolichylo-N-acetyloglukozoamina; GPT — N-acetyloglu-
kozoamino-1-fosforan transferaza UDP-GIcNAc:Dol-P; Man — mannoza; NeuAc — kwas N-acetyloneurami-

nowy; UDP-Gal — urydynodifosfogalaktoza.
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rantuje tworzenie kompletnych dziewigcio-
mannozowych struktur (Lehrman 1991). Zwrot-
na regulacja przez nieprawidtowo podwyzszone
stezenie prekursorowego oligosachaiydu zwig-
zanego z Dol-P, zapobiega nadmiernemu zuzy-
ciu Dol-P przez GPT i zapewnia produkcje wyko-
rzystywanej w warunkach fizjologicznych ilosci
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prekursorowego oligosachaiydu. Nadekspresja
GPT powoduje nadmierne wykorzystywanie
ograniczonej puli Dol-P, ograniczenie syntezy
Dol-P-Man i Dol-P-Glc, a w konsekwencji for-
mowanie skrdéconego prekursorowego oligosa-
charydu.

WPLYW STRUKTURY POLIPEPTYDU NA POZIOM JEGO WLASNEJ N-GLIKOZYLACJI

Glc3MangGIcNAc2 przenoszonyjest z lipido-
wego nosnika na Asn tripeptydowej sekwencji
Asn-X-Thr/Ser, gdzie X jest dowolnym amino-
kwasem z wyjatkiem proliny (Opdenakker i
wspoétaut. 1993, LisiSharon 1993). Przeprowa-
dzone badania wykazaty jednak, ze tylko 1/3
potencjalnych miejsc akceptorowych jest N-gli-
kozylowana (Kornfeld i Kornfeld 1985) i w
warunkach fizjologicznych struktura biatka
wydaje sie by¢ gtbwnym czynnikiem determinu-
jacym stopien glikozylacji danego miejsca in
Vivo.

Glikozylacja Asn-X-Ser/Thr nie zachodzi,
jesli jej N- i C-konce nie sg zablokowane przez
inne aminokwasy oraz polipeptyd zawierajgcy
przynajmniej 45 reszt aminokwasowych naste-
pujacych po Asn oraz 15 dodatkowych zwigza-
nych z rybosomem niejest syntetyzowany (Hub-
bard ilvatt 1981, Paquet i Moscarello 1985,
Kornfeld i Kornfeld 1985, Geetha-Habib i
wspétaut. 1990). Ponadto przeniesienie oligosa-
chaiydu na Asn-X-Ser/Thr zachodzi tylko wte-
dy jesli utworzone zostaje wigzanie wodorowe
pomiedzy tlenem grupy hydroksylowej Ser/Thr
a atomem wodoru grupy amidowej Asn (Bause
1983, Imperiali i Shannon 1991). Duze hydro-
fobowe aminokwasy (Trp, Leu) (jako X-amino-

kwas) zaburzajgc tworzenie tego wigzania
utrudniajg N-glikozylacje (Imperiali i Shannon
1991, Kasturi i wspétaut. 1997). Wykazano
réwniez, ze jesli jako X-aminokwas w Asn-X-
Ser/Thr wystepujg aminokwasy obdarzone ta-
dunkiem ujemnym (Asp, Glu) lub zawierajace
grupe amidowa (Asn, Gin), to utrudniajg one
N-glikozylacje, natomiast aminokwasy dodat-
nio natadowane, hydroksyaminokwasy (Ser,
Thr) i Cys ulatwiajg ja (Shakin-Eshelman i
wspotaut. 1996).

Czas w ktorym N-glikozylacja moze zacho-
dzi¢ jest ograniczony, gdyz akceptorowa Asn
jest czescig rosnacego polipeptydu, ktoiy zwija
sie; a kiedy biatko juz ulegnie zwinieciu, poten-
cjalne miejsca N-glikozylacji moga nie by¢ do-
stepne dla oligosacharydylo transferazy zalez-
nej od Dol-P. Efektywnej N-glikozylacji ulegajg
zatem te sekwencje, ktore sg dostepne i zwykle sg
one zlokalizowane na odcinkach tancucha poli-
peptydowego utatwiajgcych tworzenie (3skretu i
petli (Rudd i Dwek 1997). Réwniez tworzenie
mostkow dwusiarczkowych zachodzgce ko-
translacyjnie moze zmniejsza¢ wydajnos¢ pro-
cesu N-glikozylacji (Opdenakker i wspoétaut.
1993).

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA PROCES N-GLIKOZYLACJI W APARACIE GOLGIEGO

Decydujacg role w determinowaniu ostate-
cznej struktuiy syntetyzowanych N-oligosacha-
rydéw odgrywa aparat Golgiego. Do zajscia gli-
kozylacji w tym organellum niezbedny jest
transport nukleotydowych donoréw monosa-
charydow do jego przestrzeni luminalnej, a hi-
poteze, ze reguluje on poziom N-glikozylacji
biatek potwierdzono do tej poiy tylko w jednym
przypadku (Brandli i wspotaut. 1988).

W warunkach panujacych w komorce przy
wystarczajgcym poziomie nukleotydowych do-
noréw monosachaiydéw, ostateczna struktura
anten tancuchéw N-oligosachaiydowych zalezy
od wzglednego stezenia glikozylotransferaz oraz
ich specyficznosci substratowej, a takze od do-
stepnosci miejsca glikozylacji na ktéry dziata
enzym. Aktywnos¢ glikozylotransferaz moze

by¢ regulowana przez ich potranslacyjne mody-
fikacje, wewnatrzkomdrkowe stezenie jonow
metali czy kofaktoiy (Brockhausen 1993, Mo-
remen i wspotaut. 1994). Wiekszos¢ glikozylo-
transteraz (z wyjatkiem fukozylotransferaz i
sjalilotransferaz) wymaga obecnosci dwuwarto-
sciowych jonow metali. Glikozylotransferazy sg
czesto glikoproteinami, a ich wiasna glikozyla-
cja moze wpltywaé na ich stabilnos¢, transport
i aktywnos$¢, a przez to i sam proces N-glikozy-
lacji zachodzacy przy ich udziale. Zasocjowanie
z kofaktorem moze zmienia¢ kinetyke i specyfi-
cznos¢ enzymu. [B1,4 Galaktozylotransferaza w
obecnosci a-laktoalbuminy syntetyzuje laktoze,
aw przypadkujej braku tancuchy poli-N-acety-
lolaktozoaminowe (0'Keefe i wspotaut. 1980).
Na aktywnos$¢ zwigzanych z btong aparatu Gol-
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giego enzymoéw moga mie¢ réwniez wptyw lipidy
btony — ich skiad, dynamika, ftadunek powie-
rzchniowy (Paquet i Moscarello 1985).

Biosynteza terminalnych struktur N-glika-
néw zachodzi dzieki glikozylotransferazom, a
ich specyficznos¢ sugeruje, ze mogg wspoébiza-
wodniczy¢ owspolny substrat. Wspotzawodnic-
two dotyczace GlcNAc-transferaz przedstawio-
no na Ryc. 10w pracy Przybyto (1998). Innym
przyktadem jest wzajemnie wykluczajgca sie
sjalilacja i fukozylacja ugrupowania Gal(31-
4GIcNAc powszechnie wystepujacego na tancu-
chach typu kompleksowego (Kornfeld i Korn-
feld 1985, Hubbard i lvatt 1981).

W obrebie aparatu Golgiego glikozydazy i
glikozylotransferazy wykazujg komorkowo-spe-
cyficzng kompartmentalizacje (Colley 1997).
Nie ma jednak doswiadczalnych dowodéw, ze
réznice w dystrybucji tych enzyméw wplywajg
na strukture syntetyzowanego przez komoérke
glikanu, chociaz mechanizm ten mdgtby by¢
wazny dla rozdzielenia enzyméw konkuruja-
cych o ten sam substrat.

Konsekwencja specyficznosci glikozylotran-
sferaz jest réwniez fakt, ze niektére reszty
monosacharydowe sg sygnatami ,stop” na
Sciezce syntezy N-oligosacharyddw. Przedzielo-
ne jednostki oligosacharydowe powstate na
skutek dziatania GIcNAc-transferazy Il nie mo-
ga ulega¢ dalszemu rozgatezianiu; ajesli sub-
stratem GIcNAc-transferazy Il lub IV byta jed-
nostka GIcNAciMan5GIcNAc2 to zatrzymana
zostaje droga prowadzaca do syntezy N-glika-
néw typu kompleksowego. GIcNAc-transferaza
Il'i @ 1,4 galaktozylotransferazy z kolei tworzg
pare enzymow wzajemnie wykluczajacych swo-
ja dziatalnos¢ na tym samym substracie
(Brockhausen 1993). Kwasy sjalowe sg dola-
czane do glikoprotein przez rézne sjalilotran-
sferazy i zwykle koricza one wzrost anteny,
chociaz mogag stuzy¢ jako sygnaty dla innych
sjalilotransferaz — powstajg wéwczas wielo-
sjalilowane reszty (Brockhausen 1993).

Czynnikiem warunkujacym synteze danego
typu N-glikanu jest wiec poziom ekspresji po-
szczegolnych glikozylotransferaz (Kornfeld i
Kornfeld 1985). Obserwowane roznice w stru-
kturze glikanoéw czy enzymatycznej aktywnosci
glikozylotransferaz pomiedzy réznymi typami
tkanek czy komodrek w obrebie tego samego
gatunku (Paulson i Colley 1989, Paulson i
wspotaut. 1989, parekh i wspétaut. 1989, Ra-
demacher iwspotaut. 1988), sugerujg regulacje
na poziomie transkrypcji, gdyz geny kodujace
glikozylotransferazy wydajg sie podlega¢ ko-
morkowo-zaleznej ekspresji (Brockhausen
1993).

Sama specyficznosé glikozylotransferaz nie
ttumaczy jednak dlaczego w obrebie tej samej
komorki r6zne glikoproteiny maja zupetnie inne
glikany, aw obrebie danego biatka N-glikozyla-
cja jest miejscowo-specyficzna i w statych wa-
runkach heterogennos¢ N-glikozylacji danego
miejsca jest zdefiniowana i powtarzalna. Na
biatkowo — specyficzng N-glikozylacje w danej
komorce moze wplywacé trzeciorzedowa stru-
ktura podlegajacego glikozylacji biatka. Najbar-
dziej znanymi przyktadami takiego specyficzne-
go rozpoznania glikoprotein przez glikozylo-
transferazy jest synteza Man-6-P markeréw w
enzymach lizosomowych przez GlcNAc-1-fosfo-
transferaze (von Figura i Hasilik 1986, Baran-
ski i wspoétaut. 1991), reglukozylacja nie zwinie-
tych biatek w ER przez glukozylotransferaze
UDP-Glc:glikoproteina (Sousa i wspoétaut.
1992), czy tez rzadka sjalilacja diantenowych N-
glikoprotein watrobowych przez oc2,3 sjalilo-
transferaze (Yeh i CUMMINGS 1997). Struktura
biatka moze zatem stanowié¢ istotny czynnik
ograniczajacy ,przypadkowe” wspo6tzawodnic-
two o wspdélny substrat miedzy glikozylotran-
sferazami.

Kluczowa role w okreslaniu struktury glika-
nu w danym miejscu wydaje sie odgrywac pier-
wszorzedowa struktura polipeptydu. Specyficz-
ny typ glikozylacji danego miejscajest zachowa-
ny niezaleznie od typu komorki, w ktérej zacho-
dzita ekspresja (Cumming 1991). Rekombinowa-
ne biatka (erytropoetyna, tkankowy aktywator
plazminogenu, interferon-@3L oraz interleuki-
na-2) niezaleznie od tego, gdzie nastepowata ich
ekspresja, miaty takie same typy struktury jak
natywny odpowiednik.

Miejscowo — specyficzna obrébka oligosa-
charydu jest mozliwa dzieki odmiennej jego
dostepnosci dla ré6znych enzymow i zalezy od
rozpoznania polipeptydu w kombinacji z wigza-
niem oligosacharydu. Pewne glikozylotran-
sferazy rozpoznajg nie tylko pierwszorzedowa
strukture swojego substratu, ale tez jego kon-
formacje, atanicuch polipeptydowy oddziatywu-
jac z oligosachaiydem stabilizuje konformacje
oligosacharydu, ktéra moze by¢ lub nie prefe-
rowana przez dany enzym (Brockhausen 1993,
Schachter 1986). Oddziatywania typu oligosa-
charyd — oligosacharyd moga réwniez prowa-
dzi¢ do miejscowo-specyficznej glikozylacji
(Cumming 1991). Koncepcja miejscowo-specyfi-
cznej obrébki oligosachaiydéw (Carver i Cum-
ming 1987) sugeruje zatem istnienie jednego
mechanizmu dekodujacego ukryte przez poli-
peptyd instrukcje. Nie mniej jednak mikrohete-
rogenos¢ obserwuje sie nawet w obrebie danego
miejsca N-glikozylacji. Dla erytropoetyny posia-
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dajacej trzy miejsca N-glikozylacji, z danym
miejscem moze by¢ zwigzanych 23 lub wiecej
réznych glikanéw (Sseamon 1991).

Lokalizacja miejsca glikozylacji natancuchu
polipeptydowym wydaje sie korelowaé z jego
obrébka. w swoich badaniach pollack i Atkin-
son zauwazyli, ze miejsca N-glikozylacji zlokali-

INNE CZYNNIKI WPLYWAJACE

Na proces N-glikozylacji moze réwniez wpty-
wac ,Srodowisko” komorki. Glikozylacja rekom-
binowanych biatek ulega zmianom pod wpty-
wem licznych czynnikéw, takich jak cisnienie
tlenu, pH, amoniak, brak glukozy czy czas trwa-
nia hodowli komoérkowej (Seamon 1991, Jen-
kins i wspotaut. 1995); rowniez hormonalna
stymulacja i cytokiny maja zdolno$¢ do mody-
fikowania tego procesu (Mackiewicz i wspotaut.
1989, Lehrman 1991, carson i wspétaut.
1990). Profil glikozylacji biatek moze ulegaé
modyfikacji podczas réznych biologicznych pro-
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zowane w obrebie 100 pierwszych aminokwa-
sow sgwzbogacone w oligosacharydy typu kom-
pleksowego, podczas gdy jednostki wieloman-
nozowe dominujg w miejscach potozonych na
200 i dalszych aminokwasach (Kornfeld i
Kornfeld 1985).

NA PROCES N-GLIKOZYLACJI

cesOw takich jak wzrost, rozwoj, réznicowanie
czy stany chorobowe (shah i wspotaut. 1992,
Lis i Sharon 1993, Brockhausen 1993, Opde-
nakker iwspotaut. 1993, Natsuka iLowe 1994).
Stanom chorobowym towarzyszy czesto poja-
wianie sie nowych struktur oligosachaiydo-
wych czy onkofetalnych antygenéw, zmiany w
sjalilacji, fukozylacji, galaktozylacji oraz sto-
pniu przedzielenia czy rozgatezienia oligosacha-
rydéw (zak 1990, Brockhausen 1993, Lis i
Sharon 1993, LAIDLERI Litynska 1997).

ZABURZENIA W SYNTEZIE N-GLIKANOW PRZYCZYNA CHOROB

Jeszcze do niedawna taricuchy oligosacha-
rydowe dotgczone do biatek uwazano za zbedny
element, ktéry tylko utrudnia ich oczyszczenie
czy scharakteryzowanie. Tymczasem znaczny
postep w metodach analizy oligosacharydéw i
technikach biologii molekularnej pozwolit na
poznanie procesu biosyntezy glikanéw i zrozu-
mienie, Zze sg one wazne dla samych biatek, gdyz
moga wptywaé na ich funkcje, strukture, fizy-
czne wiasnosci czy transport (varki 1993).
Ostatnio ustalono réwniez, ze u podtoza pew-
nych chordb lezg zaburzenia w syntezie czesci
cukrowej glikoprotein.

CHOROBA WTRETOW KOMORKOWYCH (ANG. I-CELL DISEASE)

Choroba ta tradycyjnie zaliczana jest do
chordb spichrzeniowych lizosoméw, z ktdrych
wiekszo$¢ spowodowana jest przez nieprawid-
towy katabolizm glikokonjugatow. Nie mniej
jednak u podstaw tej dziedziczonej w sposob
autosomalno — recesywny choroby lezy brak
aktywnosci N-acetyloglukozoamino- 1-fosfo-
transferazy (EC 2.7.8.17) (Owada i Neufeld
1982, Reuser 1984, Kornfeld 1987, Sandoval
i wspotaut. 1989), enzymu katalizujgcego prze-
niesienie GIcNAc-1-P na wybrane reszty man-
nozy w oligosacharydach typu wielomannozo-
wego enzyméw lizosomowych (por. Ryc. 9 w
pracy Przybyto 1998). Biatko tojest kluczowym
enzymem zaopatrujgcym nowo syntetyzowane
hydrolazy lizosomowe w marker mannozowo-6-

fosforanowy, warunkujacy ich pézniejszy trans-
port z aparatu Golgiego do lizosomow (Korn-
feld 1987). W przypadku jego braku enzymy
lizosomowe nie sg kierowane do wiasciwego
kompartmentu, lecz ulegajg sekrecji na zew-
natrz komorki. Choroba wtretéw komorkowych
ujawnia sie tylko w pewnych typach komérek
dotknietych nig oséb tojest w komérkach tkan-
ki tacznej, pewnych komérkach nerwowych i
komérkach Schwanna na peryferyjnych ner-
wach, a manifestuje sie obecnoscig w lizoso-
mach licznych wtretéw, czyli nie zdegradowa-
nego materiatu.

ZESPOt NIEDOBORU WEGLOWODANOW W GLIKOPRO-
TEINACH (ZESPOL CDG, ANG. CARBOHYDRATE-DEFICIENT
GLYCOPROTEIN SYNDROME)

Ta autosomalno — recesywnie dziedziczo-
na choroba opisana po raz pierwszy przez Jae-
kena i wspotaut. w 1980 r., nalezy do wielona-
rzadowych choréb i charakteryzuje sie obnizo-
nym stopniem N-glikozylacji wielu biatek. Przy-
padki tej choroby stwierdzono w 9 krajach eu-
ropejskich oraz lranie, Syrii, Japonii, Tunezji i
USA. Jej klinicznymi objawami sg miedzy inny-
mi ostre uszkodzenia uktadu nerwowego, upo-
Sledzenie wzrostu, patologia watroby, niepra-
widtowosci w budowie szkieletu i hypogona-
dyzm (Jaeken i wspétaut. 1993), a najbardziej
charakterystyczne markery stanowi wzrost fra-
kcji disjalotransferryny i asjalotransferryny
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kompensujgcy spadek tetrasjalilowanej trans-
ferryny dominujacej w surowicy zdrowych oséb
oraz przesuniecie biatek w kierunku katody w
izoelektrycznym ogniskowaniu na skutek

niedobor aktywnosci fosfomannomutazy (50-
krotne obnizenie aktywnosci enzymu w poréw-
naniu z normg). Enzym ten katalizuje konwer-
sje Man-6-P do Man-I-P (Rye. 1).

Rye. 1 Szlaki przemian metabolicznych fruktozy i mannozy.

zmniejszonego stopnia ich sjalilacji (Wada i
wspotaut. 1992, Yamashita i wspotaut. 1993).
Klinicznie wyréznia sie trzy typy zespotu CDG,
z ktorych typ | jest najlepiej udokumentowany
i scharakteryzowany.

Przyczyn prowadzacych do powstania ze-
spotu niedoboru weglowodanéw w glikoprotei-
nach typu | upatruje sie w niedoborze pobiera-
nia mannozy (Panneerselvam | Freeze 1996),
niedoborze konwersji Man-6-P do Man-1-P lub
w niedoborze konwersji dehydrodolicholu do
dolicholu (Okhura i wspétaut. 1997). Fakt, ze
struktura N-oligosacharydéw transferryny po-
zostaje niezmienna u pacjentéw z zespotem
CDG typu |, a tylko catkowita liczba oligosacha-
rydéw ulega zmniejszeniu, wskazuje na zabu-
rzenia we wczesnych etapach N-glikozylaciji.
Badania przeprowadzone przez van Schaftinge-
na i Jaekena 1995, wykazaty, ze u pacjentow z
zespotem CDG typu | stwierdza sie znaczny

Znaczne obnizenie aktywnosci tego enzymu
pozbawia komoérke mozliwosci syntezy odpo-
wiedniej ilosci Man-I-P i GDP-Man, ktoére sa
niezbedne do syntezy prekursorowego oligosa-
charydu (por. Ryc. 7 w pracy Przybyto 1998).
GDP-Man jest rowniez niezbedna do syntezy
innych glikokonjugatéw — pewnych O-man-
nozylowanych proteoglikanéw w mozgu oraz
kotwic glikozylofosfatydyloinozytolowych. Tak
wiec, w przypadku niedoboru fosfomannomu-
tazy, nieprawidtowa glikozylacja wynika z
niewystarczajgcej dostepnosci specyficznych
nukleotydowych donoréw cukréw.

Inna grupa (Ohkura i wspotaut. 1997) ba-
dajac wielostopniowag droge syntezy prekur-
sorowego oligosacharydu przez metaboliczne
znakowanie zsynchronizowanych hodowli fi-
broblastéw pobranych od pacjentow z zespotem
CDG typu | przy uzyciu [3H] glukozoaminy, [3H]
mannozy i [3H] mewalonianu wykazata, ze w
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komdrkach tych w fazie S dochodzi do nagro-
madzenia [3H] dehydrodolicholu, podczas gdy
ilos¢ [3H] dolicholu i [3H] prekursorowego oli-
gosacharydu jest znacznie nizsza nizw kontrol-
nych fibroblastach (Ryc. 2).

Ryc. 2 Szlak syntezy dolicholu z mewalonianu.

Na tej podstawie wyciggnieto wniosek, ze
konwersja dehydrodolicholu do dolicholu jest
czesciowo uposledzona, co w rezultacie prowa-
dzi do zmniejszenia puli dolicholu i obnizenia
poziomu N-glikozylacji biatek. Enzymem kata-
lizujacym konwersje dehydrodolicholu do doli-
cholu jest reduktaza dehydrodolicholowa, ale
obecnie brakjest mikrometody pozwalajacej na
badanie jej aktywnosci w hodowlach komérko-
wych.

Ostatnio pojawity sie réwniez doniesienia,
ze przyczynag obnizonej glikozylacji w zespole
CDG typu | moze by¢ silne obnizenie zdolnosci
fibroblastéw do syntezy glukozylowanego pre-
kursorowanego oligosachaiydu zwigzanego z
dolicholem, co w rezultacie prowadzi do nagro-
madzenia w tych komdrkach MangGIlcNAc2-PP-
Dol (Burda i wspoétaut. 1998). Z badan nad
komérkami wyzszych Eukaryota i drozdzy wia-
domo, ze struktura MangGIcNAc2 moze by¢
przenoszona na biatko, ale proces ten zachodzi
ze zmniejszong wydajnoscig i w efekcie prowa-
dzi to do obnizonej glikozylacji. Nie wiadomo
jednak czym spowodowane jest nagromadzenie
MangGIcNAc2-PP-Dol — czy powstaje ono na
skutek niedoboru enzymu syntetyzujgcego Dol-
P-Glc, czy tez glukozylotransferazy zaleznej od
Dol-P-Glc.
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Przyczyng zespotu CDG typu Il jest nato-
miast dramatyczny spadek aktywnosci N-
acetyloglukozoaminotransferazy 1l (GIcNAc-
transferaza Il), spowodowany przez mutacje
punktowa genu kodujacego to biatko, potozone-
go w chromosomie 14921 (Charuk i wspétaut.
1995). GIlcNAc-transferaza Il dziatajgca najed-
nostke GIcNAciMan3GIcNAc2 powoduje doda-
nie reszty GIcNAc na ramieniu Mana 1-6. U oséb
zdrowych, biatka pasma 3 erytrocytow posiada-
ja diantenowe tancuchy typu poli-N-acetylola-
ktozoaminowego, u ktérych na ramieniu Ma-
na 1-6 trimannozylowej struktury korowej znaj-
duje sie 10-12 powtarzajacych sie jednostek
Gal(31-4GIcNAc(31-3, a na ramieniu Manal-3
jest 5 lub 6 takich jednostek. W fibroblastach
pacjentow z zespotem CDG typu Il obserwuje
sie 98% zmniejszenie aktywnosci N-acetylo-
glukozoaminotransferazy Il w poréwnaniu z
normg, a w jednojadrowych komdrkach krwi
zupeknie sie jej nie wykrywa. W efekcie u oséb
tych dochodzi do 50% spadku syntezy tancu-
chéw poli-N-acetylolaktozoaminowych w gliko-
proteinach btonowych erytrocytéw pasma 3 i
pasma 4.5, poniewaz nie jest mozliwa rozbudo-
wa ramienia Manal-6 trimannozylowej stru-
ktury korowej.

Biochemiczne przyczyny lezgce u podstaw
zespotu CDG typu Il nie sgjeszcze znane.

WRODZONA NIEDOKRWISTOSC DYSERYTROPOETYCZNA
TYPU Il (HEMPAS, ANG. CONGENITAL DYSERYTHROPOETIC
ANEMIA TYPE 1)

HEMPAS jest rzadkg choroba genetycznag
dziedziczong w spos6b autosomalno — rece-
sywny (Beutler 1995, Fukuda i wspoétaut.
1987). Nasilenie tej choroby obserwuje sie w
potnocnej Europie, Whoszech i potnocnej Afryce.
Charakteryzuje ja anemia od postaci tagodnej
do ostrej, anizo — i poikilocytoza oraz anizo-
chromia, wielojadrowos¢ péznych erytrobla-
stéw, nieefektywna erytropoeza i nieprawidto-
wosci w budowie blony erytrocytéw. Ponadto
biatka pasma 3 wykazujg w elektroforezie w
zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS ma-
se mniejsza niz w prawidtowych erytrocytach.
Anomalie morfologiczne obserwuje sie réwniez
w granulocytach, ptytkach krwi, megakariocy-
tach i makrofagach.

W prawidtowych ludzkich erytrocytach biat-
ka pasma 3 i pasma 4.5 — o czym wcze$niej
wspomniano — posiadajg taricuchy oligosacha-
rydowe typu poli-N-acetylolaktozoaminowego.
Natomiast u oséb z HEMPAS biatka te nie maja
laktozoaminoglikanéw, lecz glikany wystepuja
w postaci trimannozylowych hybrydowych
struktur, co wskazuje na niedobdér aktywnosci
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Ryc. 3. Schemat budowy sjalil-Lewisx.

GlcNAc-transferazy Il — 21% normy (Fukuda i
wspotaut. 1987). W tych okolicznosciach enzy-
my, ktére w prawidlowych erytrocytach synte-
tyzujg laktozoaminoglikany w biatkach pasma
3 (31,4 Gal-transferaza, (31,3 GIcNAc-transfera-
za i (31,6 GIcNAc-transferaza) nie bedac ,wyko-
rzystane”, prawdopodobnie ,znajdujg” inny
substrat, gdyz obserwuje sie nagromadzenie
tych struktur w glikolipidach (Fukuda i wspot-
aut. 1987).

W innych przypadkach komoérki wykazujag
prawidtowy poziom aktywnosci GlcNAc-trans-
ferazy Il, a mimo to nadal syntetyzowane sa
trimannozylowe hybrydowe oligosacharydy w
biatkach pasma 3 z powodu niskiej aktywnosci
mannozydazy Il, ktéra powoduje konwersje
GlcNAciMan5GIcNAc2 do GIcNAciMan3GIcNAC2 (Fu-
kuda i wspétaut 1990).

Analiza genéw kodujacych mannozydaze Il
i N-acetyloglukozoaminotransferaze Il wykaza-
ta, ze geny te nie sg odpowiedzialne za wywota-
nie wrodzonej niedokrwistosci dyserytropoety-
cznej typu Il, ale choroba spowodowana jest
prawdopodobnie przez defekt czynnika trans-
krypcyjnego regulujacego zaréwno mannozyda-
ze I, jak i GIcNAc-transferaze Il (lolascon i
wspétaut. 1997).

NIEDOBOR IZOMERAZY FOSFOMANNOZYLOWEJ (ANG.
PHOSPHOMANNOSE ISOMERASE DEFICIENCY)

Choroba ta opisana dotychczas u trojga tu-
reckiego rodzenstwa, charakteryzuje sie cykli-
cznymi wymiotami, wrodzonym zwtéknieniem
watroby i niedoborem N-glikozylacji biatek. Po-
dobnie, jak w zespole CDG typu | obserwuije sie,
ze dominujaca formg transferryny osocza u
tych 0s6b sg formy di — i asjalilowane (De
Koning iwspoétaut. 1998). W niedoborze tym nie
obserwuije sie charakterystycznego dla 80% pa-
cjentow z zespotem CDG typu | obnizenia
aktywnosci fosfomannomutazy, lecz wykrywa
sie niedobor izomerazy fosfomannozylowej. En-
zym tez katalizuje konwersje fruktozo-6-P do
mannozo-6-P (Ryc. 1). Niedobdr aktywnosci te-
go biatka prowadzi do zmniejszenia poziomu
syntezy GDP-Man, czego skutkiem jest zmniej-
szenie N-glikozylacji biatek.
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INNE CHOROBY WYNIKAJACE Z ZABURZENIA SYNTEZY
N-GLIKANOW

Opisane powyzej choroby wynikajgce z upo-
Sledzonej syntezy N-glikoprotein nie wyczerpu-
ja wszystkich przykiadéw choréb, w ktérych
stwierdza sie zaburzenia w syntezie czesci cu-
krowej glikokonjugatéw. Zesp6t adhezji leuko-
cytéw typull (ang. leukocyt adhesion deficiency
syndrome type Il) to choroba, w ktoérej erytrocy-
ty nie posiadajg antygenow grup H i Lewis, a
neutrofile charakteryzujg sie obnizong ruchli-
woscig i niezdolnoscig do adhezji do komdérek
endotelialnych przed i po indukcji ekspres;ji
E-selektyny (czego efektem sg nawracajace in-
fekcje bakteryjne) (Etzioni i wspotaut. 1992,
Koscielak 1995). Neutrofile nie posiadajg stru-
ktury sjalil-Lewisx (Ryc. 3) na glikoproteinach
powierzchniowych i glikolipidach bedacej ligan-
dem E-selsktyn i P-selsktyn (co wiasnie unie-
mozliwia im adhezje) i prawdopodobnie od-
zwierciedla to ogélny niedob6r w metabolizmie
fukozy w komoérkach chorych, gdyz niedobér
fukozylacji obserwuje sie w licznych glikopro-
teinach.

U chorych z zespotem Trt obserwuje sie nie-
dokrwistos¢ hemolityczng, leukopenie i trom-
bocytopenie, a w krwi stwierdza sie obecnos¢
nieprawidtowych erytrocytéw (Koscielak
1995). Choroba ta jest wywotywana przez mu-
tacje genu kodujacego (31,3 Gal-transferaze, en-
zymu, ktéry przenosi Gal na GIcNAc wigzany
O-glikozydowo do seryny. Powstajace w efekcie
tancuchy Gal(31-3GIcNAcal-3Ser— biatko, po
sjalilacji sg obecne gtéwnie na glikoforynie, biat-
ku btonowym erytrocytéw. U chorych z zespo-
tem Tn obserwuje sie natomiast na tym biatku
struktury GIcNAc-Ser lub SA-GIcNAc-Ser.

W napadowej nocnej hemoglobinurii w Krwi
chorych oprocz prawidtowych erytrocytéw,
stwierdza sie tez obecno$¢ erytrocytéw, ktére
wykazujg podwyzszong wrazliwosé na lize me-
diowang przez komplement (Koscielak 1995).
W btonie komdrkowej tych komorek stwierdza
sie znaczne zmniejszenie ilosci 3 biatek, ktorych
funkcja polega na ochronie komérki przed akcja
przypadkowo aktywowanego komplementu.
Biatka te potaczone sg z btong erytrocytow za
posrednictwem kotwic glikozylofosfatydy-
loinozytolowych i wtasnie zaburzeniaw ich syn-
tezie (na poziomie przeniesienia GIcNAc na
atom 6 inozytolu) powodujg wystgpienie u pa-
cjentéw hemoglobinurii, ktéra u jednych poja-
wia sie nieregularnie, a u innych podczas snu.

Nieprawidtowsg glikozylacje biatek obserwu-
je sie réwniez w chorobach nowotworowych
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(Laidter i Lityaska 1997, Kobata 1998), artre-
tyzmie reumatoidalnym czy alkoholizmie
(McDowell I Gaht 1997). Genetyczne uposle-
dzenie w syntezie proteoglikanu siarczanu de-
rmatanu stwierdza sie w zespole Ehlers-Dardos
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i wynika ono z niedoboru galaktozylotransfera-
zy | (Quentin i wspoétaut. 1990). Osteochon-
drodysplazje spowodowane sg natomiast przez
uposledzone sulfonowanie proteoglikanéw
chrzastki (McDowell i Gah1 1997).

FACTORS THAT CONTROL N-GLYCOSYLATION OF GLYCOPROTEINS

Summary

The synthesis of the polypeptide chain of aglycoprotein
is under genetic control. In contrast, its N-oligosaccharides
are attached to the protein and processed by a series of
enzyme reactions. As a result, N-glycosylation is species-,
tissue- and cell-specific, and is determined by the structure
of the protein backbone. Moreover, despite the fact that the
same glycosylation machinery is available to every protein

in a given cell, glycoproteins mostly exist as population of
glycosylated variants of a single polypeptide. This article
reviews factors that control the N-glycosylation process and
molecular basis of a number of diseases associated with
defects in glycoprotein synthesis such as I-cell disease,
carbohydrate-deficient syndrome and congenital dyseiy-
thropoetic anemia type Il
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