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GLIKOZYLACIA

potranslacyjna modyfikacja biatek polegajgca na enzymatycznym
wbudowywaniu weglowodanow do szkieletu biatkowego

czesc biatek moze ulega¢ odwracalnej glikozylacji — pojedyncza grupa cukrowa
(N-acetyloglukozamina) przytagczana jest do reszty serynowej lub treoninowej

reszta serynowa i treoninowa moze by¢ poddawana odwracalnej fosforylacji

biatka potgczone z fancuchem oligosacharydowym (glikanem) za pomoca
wigzan kowalencyjnych — to glikoproteiny lub proteoglikany

Glikolipidy — co najmniej jeden fancuch weglowy przytgczany jest wigzaniem

kowalencyjnym do lipidu
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Glikoproteiny

» Petnig funkcje:

czgsteczek strukturalnych
czgsteczek transportujgcych
receptoréw

enzymow

hormondw

» Biorg udziat w:

procesach odpornosciowych

oddziatywaniach miedzykomérkowych

oddziatywaniach pomiedzy okreslonymi weglowodanami

» Wptywaja na:

pofatdowanie struktury biatkowej
hemostaze (tworzenie zakrzepow)
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tancuchy oligosacharydowe (glikany)

» Zawierajg informacje biologiczng, ktdéra rézni sie od informacji zakodowanej w sekwenc;ji
DNA i RNA

» Za glikozylacje danego biatka odpowiada wzorzec ekspresji glikozylotransferaz
odpowiedzialnych za tworzenie glikoprotein

» Podstawowe funkcje tancuchéw weglowodanowych:

v" modyfikacja wtasciwosci fizykochemicznych biatek
v ochrona przed proteolizg i usunieciem biatek osocza przez watrobe
v’ przytaczanie biatek pozakomérkowych do btony komdrkowej oraz biatek
wewnatrzkomorkowych do organelli takich jak: retikulum endoplazmatyczne i aparat
Golgiego
v' wplywaja na przenoszenie (migracje), sortowanie i wydzielanie biatek z komorki
v' wptywaja na rozwdj embrionalny i réznicowanie tkanek
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tancuchy oligosacharydowe (glikany)

Informacje zawarta w sekwencji i pofgczenia cukrow w glikanach jest
informacjg DRUGORZEDOWA

Wzorzec glikozylacji danego biatka wynika z ekspresji réznych
glikozylotransferaz odpowiedzialnych za synteze glikoprotein, z
powinowactwa tych enzymow do weglowodanowych substratow i
wzglednej dostepnosci roznych cukrow.

Informacja kodowana w cukrach jest zaprogramowana w potgczeniach
pomiedzy tancuchami glikandw a biatkami lub innymi czgsteczkami.

Interakcje wywotujg zmiany aktywnosci komorek
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Cukry proste

W tancuchach oligosacharydowych glikoprotein znajduje sie 7 cukréw prostych

Koncowym cukrem taricucha oligosacharydowego jest kwas N-acetyloneuraminowy (NeuAc),

ktdry najczesciej przytgczany jest do reszty galaktozy lub N-acetylogalaktozaminy (GalNAc)
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Monosacharydy

» Galaktoza — wystepuje w N-glikoproteinach jako ostatni sacharyd przytgczony do
kwasu sialowego (NeuAc);

» Glukoza — wystepuje podczas syntezy N-glikoprotein, zwykle nieobecna w dojrzatych
glikoproteinach (niektére czynniki krzepniecia);

» Mannoza - gtéwny sacharyd N-glikoprotein;

» Kwas sialowy (N-acetyloneuraminowy) — wystepuje czesto jako koricowy sacharyd
w O i N —wigzan glikoproteinowych;

» Fukoza — wystepuje na zewnatrz taricuchow N i O-glikoprotein lub wewnetrznie
przytgczane do reszty GIcNAc, potgczonej N-glikozydowo z asparaging; moze by¢

zwigzana wewnetrznie z grupg OH seryny (niektdre czynniki krzepniecia)

A\

N-acetylogalaktozamina (GalNAc) — wystepuje w O i N — wigzanych glikoproteinach
» N-acetyloglukozamina (GIcNAc) — potgczony z atomem azotu asparaginy farncucha

polipeptydowego N-wigzanych glikoproteinach.
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Wigzanie glikozydowe t3czgce czgsteczki biatkowe i weglowodanowe
decyduje o klasyfikacji glikoprotein

glikoproteiny mogg by¢ potgczone z monosacharydami, disacharydami,
oligosacharydami, polisacharydami i ich pochodnymi:

proteoglikany, glikoproteiny, ktore zawierajg polisacharydy ztozone gtéwnie z
aminocukrow (glikozaminoglikandow).

glikopeptydy, czgsteczki ztozone z weglowodanow potgczonych z oligopeptydami
utworzonymi przez aminokwasy w konformac;ji L/D.

glikoaminokwasy, aminokwasy potgczone z sacharydem za pomocg dowolnego
typu wigzania kowalencyjnego.

glikozylowe aminokwasy aminokwasami potgczone z czescig sacharydowg
wigzaniami O-, N-glikozydowymi.

W nomenklaturze biatek glikozylowanych, przedrostki O-, N- i (C)- sq
uzywane do okreslenia, wigzania przez ktore cukry sq przytgczone do
faricucha polipeptydowego.
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Powstate glikoproteiny sg najczesciej biatkami powierzchniowymi lub
biatkami uktadu wydzielniczego

* Peten mechanizm syntezy glikoprotein zachodzi w retikulum endoplazmatycznym (ER) i aparacie
Golgiego z wykorzystaniem enzymoéw odpowiedzialnych za procesy regulacyjne jak rowniez

tworzenie wigzan kowalencyjnych
biatko + oligosacharyd

Zsyntetyzowany oligosacharyd jest przytgczany do reszty Asn zawartej w sekwencji peptydowe;j

Asn-X-Ser/Thr podczas translacji biatka przez grupe enzymodw oligosacharylotransferazy (OST).

Trzy reszty Glc na koncu oligosacharydu stuzg jako sygnat do prawidtowej syntezy oligosacharydéw
i sg ciete z jedng z reszt mannozy przed przeniesieniem do aparatu Golgiego do dalszej obrébki

biatka.

Czesc¢ oligosacharydéw moze ulec modyfikacji przez dodanie galaktozy, kwasu sialowego, fukozy, co

daje fancuchy o znacznej réznorodnosci i ztozonosci.
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Glikoproteiny
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Fosforan dolicholu — silnie hydrofobowy alkohol o dtugim tancuchu
lipidowym, ktérego koncowa grupa fosforanowa jest miejscem
przytaczenia zaktywowanego oligosacharydu.
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Cukry nukleotydowe

W reakcjach biochemicznych biorg udziat cukry nukleotydowe

Wiekszos¢ cukrow nukleotydowych powstaje w cytoplazmie z nukleotydéw
trojfosforanowych

Reakcje glikozylacji zachodza zarowno w cytoplazmie, ER jak i wewnatrz
aparatu Golgi’ego a odpowiednie , systemy przekaznikow” transportujg cukry

nukleotydowe przez bfone aparatu Golgi’ego

Uktady transportowe:

UDP-Gal
GDP-Man
CMP-NeuAc
Eunduszek, Rzeczpospolita % Insiyiut Unia Europejska
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W aparacie Golgiego cukrowe reszty glikoprotein ulegajg modyfikacjom

* Modyfikacje grup oligosacharydowych potgczonych z biatkiem wigzaniem O-
glikozydowym polegajg na odfgczeniu jednych cukréw i przytgczeniu innych

* Modyfikacje grup oligosacharydowych potgczonych wigzaniem N-glikozydowym
polegajg na przebudowywaniu tych grup.

Aparat Golgiego

Jest gtownym osrodkiem sortujgcym biatka
w komorce przy docelowym kierowaniu ich do

Lizosomow, pecherzykow sekrecyjnych i btony
komadrkowe.
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Oligosacharydy

Potgczone wigzaniem N-glikozydowym zawierajg wspdlny pieciocukrowy rdzen
sktadajacy sie z:

trzech czgsteczek mannozy

dwodch reszt N-acetyloglukozaminy

Pozostate cukry przytgczane sg do rdzenia w rézny sposob, powodujgc duzg
roznorodnosc oligosacharydow w glikoproteinach.

Oligosacharydy typu bogate w mannoze reszty mannozy przytgczane sg do rdzenia

Oligosacharydy typu ztozone (complex type) dobudowywane do rdzenia sg rézne
kombinacje N-acetylogalaktozaminy, galaktozy, kwasu sjalowego (pochodny
mannozy) i reszt fukozy (pochodnej mannozy).
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Roznorodnosc i ztozonosc jednostek weglowodanowych w glikoproteinach pokazuje
jak waznq role odgrywajq one w przekazie informacji i jak wazne petniq funkcje.

DLACZEGO?

- cukry proste mogg by¢ ze sobg potgczone poprzez kazdg z kilku grup
hydroksylowych

- wigzanie przy C-1moze mie¢ konfiguracje a lub 8

- cukry moga tworzyc struktury silnie rozgatezione.
Dlaczego jest taka roznorodnosc?

- weglowodany sg czgsteczkami bogatymi w informacje, kierujgcymi wieloma
procesami biologicznymi
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Uktad nerwowy a tancuchy oligosacharydowe?

* weglowodany na powierzchni komorek mogg stuzy¢ w kierowaniu procesem
formowania ztozonego zespotu potgczen nerwowych w moézgu.

* roznorodnos¢ weglowodandéw w uktadzie nerwowym i ich selektywne

rozmieszczenie pokazujg, ze sg czgsteczkami bogatymi w informacje, ktéra moze by¢
tatwo odczytywana przez biatka receptorowe.

Odszyfrowanie kodu weglowodanowego bedzie jednym z wiekszych
osiggniec¢ w historii medycyny.
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Wrodzone zaburzenia glikozylacji (CDG) (ang. Congenital defects of glycosylation)
- grupa rzadkich wrodzonych zaburzen metabolizmu,

- nieustannie powiekszajgca sie rodzina obejmujgca gtdwnie autosomalnie recesywne zaburzenia

wielouktadowe.

Glikozylacja jest ztozonym procesem biologicznym obejmujgcym wiele Sciezek, na kazdej z nich

moze dojs¢ do uszkodzenia.

Do tej pory zidentyfikowano ok. 100 zaburzen. Sg one podzielone na defekty:

N-glikozylacji biatka,

O-glikozylacji biatek,

glikozylacji lipidow,

glikozylacji zakotwiczonego GDP oraz liczne zaburzenia N,O-glikozylacji
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Zaburzenia glikozylacji

» Zaburzenia glikozylacji odrézniane sg od wrodzonych zaburzen deglikozylacji (CDDG) - deficyt
NGLY1 oraz lizosomalnych choréb spichrzeniowych

Heterogennos¢ CDG i ich znaczna liczba >100 stanowi powazne wyzwanie diagnostyczne
zarowno dla biochemikéw jak i klinicystow

CDG
»Prawie cata medycyna w jednej pigutce”

CDG - zaburzenia, ktore moga dotyczy¢ prawie wszystkich organow, oraz mogg dawacé bardzo
szerokie spektrum objawow klinicznych

CDG - ZABURZENIA WIELOUKLADOWE

Se
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Zaburzenia glikozylacji

- majq bardzo szeroki zakres objawow klinicznych, ktére mogg obejmowaé wiele narzadéw

o szerokim stopniu nasilenia objawodw, co utrudnia wstepng ocene kliniczna.

- najczestsza forma CDG wynika przede wszystkim z defektéw w genie fosfomannomutazy
2, okreslana jako PMM2-CDG (dawniej CDG1a), ktory zaktdca wczesne etapy sktadania
glikanow i przytaczania glikandw do biatek, co powoduje catkowity brak N-potgczonych

glikanow.

- zaburzenia CDG typu Il sg wynikiem wadliwej przebudowy glikandw powodujace;j
skrécenie [ nieprawidtowe dziatanie struktury niektérych glikanéw

(mikroheterogenicznosé).

- CDG-ll powodujg mutacje znajdujgce sie w genach nalezgcych do aparatu Golgiego.
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O-glikozylacja

- jest procesem, ktory pod wzgledem diagnostycznym jest jeszcze bardziej ztozony niz N-

glikozylacja,
- powoduje bardzo szerokie spektrum objawow klinicznych,
- jednym z zaburzen O-glikozylacji CDG sg: dystroglikanopatie,

- wiele z opisanych mutacji dystrofii miesniowej wptywa na szlaki biosyntezy O-glikozylacji

a-dystroglikanu i nowych wykrywanych podtypow CDG
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Defekty glikozylacji biatek

v deficyt fosfomannomutazy 2 (PMM2-CDG) (CDG la) (Jaeken et al. 1980r) —
najczestsza wada w zaburzeniach N-glikozylacji biatka (> 600 pacjentdw opisanych
na swiecie)

Objawy kliniczne: tagodne do ciezkich zaburzenia neurologiczne ze zmiennym

zaangazowaniem wielu innych narzadow, charakterystyczna dysmorfia tj.

nieprawidtowa tkanka ttuszczowa lub niespecyficzna.

» Deficyt glukozylotransferazy 1 (ALG6-CDG) (CDG Ic) — druga najczestsza wada w
zaburzeniach N-glikozylacji biatka (opisanych >37 pacjentow)

Objawy kliniczne: tagodne do srednich zaburzenia neurologiczne
» Deficyt fosfomannoizomerazy (MPI-CDG) (CDG Ib)

Objawy kliniczne: tylko objawy watrobowo-jelitowe; mozliwos¢ zastosowania leczenia
doustng mannoza.

Wiedza Edukacja Rozwdj
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Defekty N-glikozylacji biatek

» Deficyt mannozylotransferazy (6 defectdw) — ALG1-CDG, ALG3-CDG, ALG(4-5)-CDG,
ALG(7-9)-CDG

» Deficyt glukozylotransferazy (2 defekty) — (ALG2-CDG)

» Deficyt UDP-GIcNAc:Dol-P-GIcNAc-P transferazy (DPAGT1-CDG)

» Deficyt N-acetyloglukozaminylotransferazy (MGAT2-CDG)

» Deficyt glukozydazy 1 (GCS1-CDG)

» Deficyt podjednostki TUSC3 oligosacharylotransferazy (TUSC3-CDG)

» Deficyt transportera magnezowego 1 (MAGT1-CDG)
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Podstawowe metody wykorzystywane do wykrywania zaburzen N-glikozylacji
oparte sq na analizie izoform transferyny w surowicy:

IEF — metoda izoelektroogniskowania — mozliwosc¢ frakcjonowania biatek z
wykorzystywaniem ich punktu izoelektrycznego pl za pomocg elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym.

Dostepnosc testow ,przesiewowych” obejmujacych analize izoform transferyny
metodg IEF umozliwia tatwe rozpoznawanie zaburzen N-glikozylacji

Najwazniejsze w diagnostyce zaburzen glikozylacji jest okreslenie budowy
tancuchow glikanowych w oczyszczonerj; czkasteczce glikoproteiny i do tego stuza
techniki:

1. Wysokorozdzielczej spektrometrii mas
2. Wysokorozdzielczej spektroskopii rezonansu magnetyczno-jgdrowego
3. Mikromacierzy glikanow

Doskonalenie technik ma na celu okreslenie poszczegolnych cukrow i ich sekwencji

w fancuchach oraz wigzan glikozydowych
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Diagnostyka laboratoryjna CDG

Izoformy transferyny surowicy oznaczane metodg elektroogniskowania

W prawidtowej transferynie przewaza izoforma z dwoma N-glikanami typu ztozonego,
zakonczonymi czterema resztami kwasu sjalowego

i i3 LY

VA Az :'&‘Sh Az
M H M R

Ryc 1. Schemat budowy czasteczek transferyny z dworma M-glikanami typu ztozoneao.
ktdre przywraczone =5 do agparagin domeny C - koficowe] polipeptydu.
Fo ztronie lewej - tetra-zjalotransferyna z dvworma, dwuantenowvaemi glikanami.
po prawe| - penta-sjalotranzferyna z jedrpm dwu- i jednym trdjantenoveem glikanem.
W = atom Zelaza m = M-acetyloglukozamina

= mannoza = = galakloza
® = lwaz zjalowy Az = reszta azparaging

Dr n.med. Maciej Adamowicz
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Profil izoform transferyny

» Prawidtowy obraz izoform transferyny: dwa dwuantenowe glikany przytgczone do
reszty asparaginowej z czterema resztami kwasu sialowego

» Typ | nieprawidtowych izoform transferyny: zmniejszenie tetrasialotransferyny i
wzrost asialotransferyny i disialotransferyny. Wzor izoform transferyny wskazuje na
defekt w przytaczaniu i transporcie glikanu zwigzanego z dolicholem (w cytozol/RE)

» Typ Il nieprawidtowych izoform transferyny: zwiekszone frakcje trisialo, disialo- i
monosialotransferyny z powodu wtgczenia skréconych lub monoantenowych
tancuchdéw cukrowych; defekty w korncowej czesci szlaku (wskazuje na defekt
przemian po przeniesieniu glikanu do RE lub podczas glikozylacji w ap. Golgiego)

Wiedza Edukacja Rozwdj
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DEFEKTY GLIKOZYLACII

wykrywane w analizie izoform transferyny

»  defekty syntezy aktywnej mannozy (GDP-Man)

» defekty syntezy fosforanu dolicholu

» defekty syntezy pierwotnego oligosacharydu (LLO)

» defekty , obrébki” glikanu zwigzanego z biatkiem w ap.Golgiego

» defekty podjednostek kompleksu COG

» defekty podjednostek V-ATP-az
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» W ostatnich latach zidentyfikowano bardziej ztozone mechanizmy lezace u
podstaw nieprawidtowej N-glikozylacji, zwigzanej z aparatem Golgiego i
transportem pecherzykowym

» W przeciwienstwie do zaburzen N-glikozylacji identyfikacja zaburzen O-glikozylacji
jest nadal bardzo duzym wyzwaniem

» Ztozonos¢ O-glikozylacji uniemozliwia zastosowanie testu skriningowego
»elektroogniskowania”
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Perspektywy diagnostyczne

v Poprawa diagnostyki CDG
v" Monitorowanie leczenia

v" Odkrywanie nowych genéw
v’ Patofizjologia




