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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przeciwciata klasy G sg najobficiej wystepujacymi glikozylowanymi biatkami surowicy ludzkiej.
Wszystkie czasteczki IgG sa N-glikozylowane we fragmencie Fc, a 10-30% zawiera réwniez
N-glikany dofaczone do Fab. Fragment Fc IgG ma zachowane w toku ewolucji miejsce N-gliko-
zylacji przy Asn297, do ktérego dotgczony jest fukozylowany i/lub sjalowany dwuantenowy
N-glikan typu ztozonego. Glikozylacja odgrywa kluczowa role w funkcjonowaniu przeciwciat,
a odpowiednia budowa N-glikanéw IgG zapewnia prawidlowe funkcjonowanie uktadu odpor-
no$ciowego. Glikany Fc sa istotne dla funkgji efektorowych IgG, natomiast oligosacharydy Fab
dziataja modulujaco na powinowactwo przeciwciata do antygenu. Zmieniony profil glikozylacji
1gG towarzyszy wielu chorobom u ludzi, w tym o podtozu autoimmunizacyjnym. Modyfikacja
nawet jednej reszty cukrowej w strukturze N-glikanu moze spowodowaé pobudzenie lub hamo-
wanie odpowiedzi immunologicznej. Brak fukozy rdzennej nasila aktywno$¢ prozapalna IgG,
natomiast zwiekszenie sjalilacji powoduje wzrost wtadciwosci przeciwzapalnych. Wykazano
udziat zmian glikozylacji Fc IgG w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawéw, tocznia
rumieniowatego oraz choroby Le$niowskiego-Crohna. Stwierdzony w przebiegu tych choréb
spadek galaktozylacji i sjalilacji przeciwciat aktywuje komérki efektorowe i uruchamia reakcje
zapalne. Dokltadna analiza zmian glikozylacji 1gG i jej roli w patogenezie choréb autoimmu-
nizacyjnych jest istotna w leczeniu tych schorzen. W terapii chordéb autoimmunizacyjnych
wykorzystuje sie przeciwciala terapeutyczne o wasciwo$ciach przeciwzapalnych wynikajacych
z obecnosci a2,6-wigzanego kwasu sjalowego w czasteczkach oligosacharydéw IgG. Liczne ba-
dania po$wiecone glikozylacji IgG dostarczyly dowodéw na role tej modyfikacji potranslacyjne;j
w prawidtowym funkcjonowaniu przeciwciat oraz znaczenie zmian struktury N-glikanéw IgG,
gtéwnie desjalilacji i niekompletnej galaktozylacji, w rozwoju choréb autoimmunizacyjnych.
Kontynuacja tych badan moze sie przyczyni¢ do wyjasnienia mechanizméw ciagle stabo po-
znanego procesu autoimmunizacji.

19G - N-glikozylacja - choroby autoimmunizacyjne - reumatoidalne zapalenie stawow - toczen rumie-
niowaty uktadowy - choroba Lesniowskiego-Crohna

Summary

Immunoglobulin G (IgG) is the most abundant glycoprotein in human serum. All IgG subclasses
have a single-conserved N-linked glycosylation site at Asn297 of the heavy chain and 10-30%
of IgGs are N-glycosylated also in a Fab region. N-glycans of Fc are sialylated and fucosylated
biantennary complex-type structures. Glycosylation plays a key role in antibody function,

*Praca zostala przygotowana w ramach projektéw badawczych finansowanych ze §rodkéw DSC przyznanych na dzia-
talno$é naukowgy i rozwojowa mtodych naukowcéw oraz uczestnikéw studiéw doktoranckich (K/DSC/002341, K/

DSC/002986).
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and IgG N-glycans are essential for the proper activity of the immune system. Fc glycans are
important for IgG effector functions, whereas Fab oligosaccharides modulate antigen binding.
Glycosylation changes of IgG are associated with the development of various human diseases,
including autoimmune states. The modification of one sugar moiety in N-glycan structure may
result in the stimulation or suppression of immune response. The lack of core fucose leads to
the enhancement of pro-inflammatory activity, whereas an increase of sialylation determines
immunosuppressive properties of IgG. The contribution of IgG Fc glycosylation changes has
been demonstrated in the pathogenesis of rheumatoid arthritis, lupus erythematosus and
Crohn’s disease. A decrease in 1gG galactosylation and sialylation, found in these diseases,
activates effector cells and triggers inflammatory reactions. A detailed analysis of changes in
1gG glycosylation and their effects on the development of autoimmune diseases is important
in the treatment of these diseases. IgGs with modified a2,6-sialylation are used as therapeutic
antibodies with anti-inflammatory properties. Numerous studies on IgG glycosylation have
provided evidence of the role of this post-translational modification in the proper functioning
of antibodies and the importance of changes in the structure of IgG glycans, mainly incomplete
galactosylation and desialylation, in the pathogenesis of many diseases. The continuation
of these studies may contribute to explaining the mechanisms of autoimmunity that is still
poorly understood.
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cytrulinowym peptydom (anti-citrullinated protein antibody), ADCC - cytotoksycznos¢ komodrkowa
zalezna od przeciwciat (antibody-dependent cytotoxicity), ADCP - fagocytoza zalezna od prze-
ciwciat (antibody-dependent cellular phagocytosis), AG - aparat Golgiego (Golgi apparatus),
ANA - przeciwciata przeciwjadrowe (anti-nuclear antibody), ANCA - autoprzeciwciata przeciw
cytoplazmie neutrofiéw (anti-neutrophil cytoplasm autoantibody), APC - komorka prezentujaca
antygen (antigen presenting cell), ASCA - przeciwciata przeciwko Saccharomyces cerevisiae (anti-
-Saccharomyces cerevisiae antibody), Asn — asparagina (asparagine), BCR - receptor limfocytow
B (B-cell receptor), C — domena stafa (constant domain), CD - choroba Le$niowskiego-Crohna
(Crohn’s disease), CDC - cytotoksycznosc zalezna od ukfadu dopetniacza (complement-dependent
cytotoxicity), CDR - region hiperzmienny (complementarity determining region), CMP - cytydyno-
monofosforan (cytidine monophosphate), DAMP — wzorzec molekularny zwiazany z uszkodzeniem
(danger-associated molecular pattern), DC-SIGN - swoista dla komérek dendrytycznych nieintegry-
na wychwytujaca czasteczke adhezji miedzykomorkowej 3 (dendritic cell-specific intercellular ad-
hesion molecule-3-grabbing non-integrin), Dol-P - ufosforylowany dolichol (dolichol phosphate),
Endo S - endoglikozydaza S (endoglycosidase S), ER - siateczka Srédplazmatyczna (endoplasmic
reticulum), Fab — fragment wigzacy antygen (antigen binding fragment), Fc - fragment krystaliczny
(crystallizable fragment), FcR - receptor dla fragmentu krystalicznego (Fc receptor), FR - region
zrebowy (framework region), Fuc — fukoza (fucose), FUT8/Fut8 - a1,6-fukozylotransferaza (a1,6-
fucosyltransferase), GD - choroba Gravesa-Basedowa (Graves’ disease), GBP - biatko wigzace
glikany (glycan-binding protein), Gal — galaktoza (galactose), GaINAc — N-acetylogalaktozoamina
(N-acetylgalactosamine), Glc - glukoza (glucose), GIcNAc - N-acetyloglukozoamina (N-acetylglu-
cosamine), H - taicuch ciezki (heavy chain), HT - choroba Hashimoto (Hashimoto’s thyroiditis),
IBD - nieswoiste zapalenie jelit (inflammatory bowel disease), IFN-a — interferon a (interferon a),
IgG - immunoglobulina klasy G (immunoglobulin G), IVlg — dozylne preparaty immunoglobulin
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(intravenous gammaglobulines), L - tancuch lekki (light chain), LCL — lektyna izolowana z Lens
culinaris (Lens culinaris lectin), mAb — przeciwciata monoklonalne (monoclonal antibodies), Man
- mannoza (mannose), MASP - proteaza serynowa zwigzana z MBL (MBL-associated serine pro-
tease), MBL - lektyna wigzaca mannoze (mannose binding lectin), MHC - kompleks zgodnosci
tkankowej (major histocompatibility complex), OST - oligosacharydylotransferaza (oligosaccha-
rydyltransferase), PAMP — wzorzec molekularny zwigzany z patogenami (pathogen-associated
molecular pattern), PRR - receptor rozpoznajacy wzorce (pattern recognition receptor), PTM
- modyfikacja potranslacyjna (posttranslational modification), RA - reumatoidalne zapalenie
stawdw (rheumatoid arthritis), RF - czynnik reumatoidalny (rheumatoid factor), RNP - kompleks
rybonukleoproteinowy (RNA-protein complex), SA — kwas sjalowy (sialic acid), SAMP — wzorzec
molekularny wiasnych antygenéw (self-associated molecular pattern), Ser - seryna (serine), SF
- ptyn stawowy (synovial fluid), SLE — toczen rumieniowaty uktadowy (systemic lupus erythema-
tosus), SNEC - resztki komdrkowe powstate w wyniku nekrozy wtérnej (secondary necrotic cell-
-derived material), ST6Gal1 - a2,6-sjaliotransferaza (beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase
1), T3 - tréjjodotyronina (triiodothyronine), T4 - tyroksyna (thyroxine), TCR - receptor limfocytow
T (T-cell receptor), Tg — tyreoglobulinia (thyroglobulin), ThAb - przeciwciata terapeutyczne (the-
rapeutic antibodies), Thr - treonina (threonine), TLR - receptor toll-podobny (toll like receptor),
TPO - peroksydaza tarczycowa (thyroid peroxidase), TSHR - receptor hormonu tyreotropowego
(thyroid stimulating hormone receptor), UPLC - ultrasprawna chromatografia cieczowa (ultra

performance liquid chromatography), V - domena zmienna (variable domain).

WSTEP

Przeciwciata, nazywane réwniez immunoglobuli-
nami (Ig), sa wytwarzane przez komérki plazmatyczne
powstajace z limfocytéw B [59]. Ig sg waznym ele-
mentem odpowiedzi humoralnej taczacym wrodzona
i nabyta odpowiedZ immunologiczna [32]. Ich struktura
i funkcja zalezy w istotny sposéb od N-glikozylacji, czyli
modyfikacji potranslacyjnej (PTM) polegajacej na dota-
czeniu oligosacharydu wigzaniem N-glikozydowym do
asparaginy biatka. Obecno$¢ N-glikanéw oraz ich sktad
monosacharydowy sa istotne dla stabilizacji struk-
tury IgG [14]. Oligosacharydy zmniejszajg podatno$é na
dziatanie proteaz. Sg réwniez wazne dla prawidtowego
wydzielania immunoglobulin [6, 35]. Budowa N-glika-
néw we fragmencie Fc taricuchéw ciezkich decyduje
o aktywnosci pro- lub przeciwzapalnej przeciwciat [69].
Zmieniona glikozylacja 1gG jest zwiazana z rozwojem
réznych choréb u ludzi [126], w tym szczegblnie scho-
rzeh o podtozu autoimmunizacyjnym [56]. W reuma-
toidalnym zapaleniu stawdw, toczniu rumieniowatym
uktadowym i chorobie Le$niowskiego-Crohna niepra-
widlowo glikozylowane autoprzeciwciata sg czynnikiem
sprawczym uruchamiajacym patogenne mechanizmy
chorobowe [41].

BUDOWA I FUNKCJA 19G

Przeciwciala klasy G (IgG) stanowig do 75% wszystkich
immunoglobulin osocza i maja najdtuzszy okres pét-
trwania ze wszystkich pieciu klas Ig [59]. Ludzka IgG
jest glikoproteing zbudowang z dwdéch identycznych
taricuchdéw ciezkich (H) i dwdéch taticuchéw lekkich (L)
potaczonych mostkami disiarczkowymi. Wyréznia sie
cztery podklasy 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) i ponad 30
glikoform taficucha ciezkiego [57, 86, 93, 123]. Laficuchy
lekkie i cze$ciowo ciezkie tworzg fragment wigzacy anty-

gen (Fab), natomiast pozostate domeny taticuchéw ciez-
kich buduja fragment krystaliczny (Fc). Koniec aminowy
kazdego z faricuchéw wykazuje duza zmienno$é amino-
kwasowag, dlatego nazwany zostatl regionem zmiennym
(V) w odréznieniu od pozostatej czesci polipeptydéw
w odcinkach C-koricowych o wzglednie statym sktadzie
aminokwaséw (C, cze$¢ stata) [12, 94]. W obrebie frag-
mentu V znajduje sie 3 regiony hiperzmienne (CDR1-3)
oraz 4 regiony zrebowe (FR) o mniejszej zmiennosci ami-
nokwasowej niz CDR. Regiony CDR sa miejscem wiaza-
cym antygen, wiec ich sktad aminokwasowy, jak réwniez
rozmiar determinuje swoisto$¢ antygenowa przeciw-
cial [28, 93]. kaficuch L zawiera jeden region zmienny
(VL) i jeden staty (CL), natomiast w taticuchu H sa
obecne 4 domeny: jedna zmienna (VH) oraz 3 state (CH1,
CH2 i CH3). Na fragment Fab sktadajg sie domeny Vi C
umiejscowione zaréwno w obrebie ciezkich, jak i lekkich
taricuchéw, natomiast na Fc wytacznie domeny state
taricuchdéw ciezkich. Domeny CH1 i CH2 oddziela region
zawiasowy, w ktérym znajdujg sie wigzania dwusiarcz-
kowe taczace taricuchy ciezkie IgG (ryc. 1) [12, 94].

Fab odpowiada za wiazanie antygenu, a Fc za funkcje
efektorowe przeciwciata inicjowane po potaczeniu sie ze
swoim receptorem (FcR) obecnym na komérkach uktadu
odporno$ciowego, m.in. monocytach, makrofagach,
komérkach dendrytycznych, limfocytach, komérkach
NK, bazofilach, eozynofilach, komérkach tucznych. Dzieki
temu IgG moga braé udziat w cytotoksycznosci komérko-
wej zaleznej od przeciwciat (ADCC), fagocytozie zaleznej
od przeciwciat (ADCP) oraz cytotoksyczno$cizaleznej od
uktadu dopetniacza (CDC) [21, 78].

N-GLIKOZYLACJA

Wiekszo$¢ biatek btonowych i wydzielniczych, w tym
wszystkie klasy przeciwciat, modyfikowana jest potran-
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Ryc. 1. Schemat budowy przeciwciata klasy lgG. (zasteczka IgG zbudowana jest z dwéch faricuchéw lekkich zaznaczonych linig przerywana (L) i dwdch cigzkich
obramowanych linig ciagta (H) potaczonych mostkami disiarczkowymi (-S-S-). taricuch lekki sktada sie z jednego regionu zmiennego (VL) i statego (CL), faricuch
ciezki z jednego zmiennego (HV) i 3 statych (CH1, CH2, CH3). Regiony zmienne, przy aminowym koricu czasteczki (NH3+), zaznaczono na czerwono, a state, przy
C-koricu (C00-), na niebiesko. W obrebie obszaru V wyréznia sie 3 regiony hiperzmienne (CDR1-3). Przeciwciato zawiera fragment Fab, ktdry jest miejscem wigzania
antygenu, fragment Fc odpowiedzialny za zwigzanie z receptorem na komdrkach efektorowych oraz posredni region zawiasowy. Do asparaginy 297 (Asn 297) Fc
dofaczony jest N-glikan typu ztozonego (opracowano na podst. [11, 93])
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slacyjnie przez enzymatyczne dotaczenie reszt cukro-
wych w procesie glikozylacji [86]. Tworzenie wigzah
glikozydowych miedzy glikanem (oligosacharydem,
taficuchem cukrowym) a biatkiem lub miedzy poszcze-
g6lnymi monosacharydami w strukturze glikanu jest
katalizowane przez glikozylotransferazy, a odlaczanie
monosacharydéw od glikanu zachodzi z udziatem gli-
kozydaz o wladciwo$ciach hydrolitycznych. W powsta-
wanie oligosacharydéw zaangazowanych jest ponad 250
enzymdw blonowych siateczki §rédplazmatycznej (ER)
i aparatu Golgiego (AG), ktérych aktywno$¢ jest swoista
tkankowo i komérkowo [67, 124]. Biatka sg modyfiko-
wane ko- i/lub potranslacyjnie w procesie N- i/lub 0-gli-
kozylacji. N-glikoproteiny powstaja w wyniku tworzenia
wigzania N-glikozydowego pomiedzy N-acetyloglukozo-
aming (GlcNAc) glikanu a azotem grupy amidowej aspa-
raginy (Asn) w sekwencji Asn-X-Ser/Thr, gdzie X to
dowolny aminokwas z wyjatkiem proliny. Natomiast
w procesie 0-glikozylacji glikany sa dotaczane wigza-
niem 0-glikozydowym do grupy hydroksylowej seryny
(Ser) lub Thr (treoniny) taticucha polipeptydowego [76].
I1gG podlega gtéwnie procesowi N-glikozylacji, dlatego
nizej zamieszczono krétka charakterystyke tego pro-
cesu.

Proces N-glikozylacji rozpoczyna sie po stronie cyto-
plazmatycznej ER od sekwencyjnego dobudowywa-
nia kolejnych monosacharydéw do ufosforylowanego
dolicholu (Dol-P) obecnego w blonie ER. Po uzyskaniu
struktury ztozonej z Dol-P, dwdch reszt GlcNAc i pieciu
reszt mannozy (Man) cata czasteczka (Man5GIcNAc2-
-P-Dol) jest przenoszona do $wiatta ER z udziatem fli-
paz. Kolejne modyfikacje enzymatyczne prowadza do
powstania struktury Glc3Man9GIcNAc2 (tzw. prekur-
sorowego oligosacharydu), ktéra oprécz reszt GIcNAc
i Man zawiera tez reszty glukozy (Glc). Ten prekurso-
rowy oligosacharyd jest transportowany z Dol-P na
Asn-X-Ser/Thr taticucha peptydowego z udziatem oligo-
sacharydylotransferazy (OST). Laricuch cukrowy gliko-
proteiny po dalszych modyfikacjach w ER, trafia do AG,
gdzie dochodzi ostatecznie do powstania trzech mozli-
wych klas N-glikanéw: wielomannozowej, hybrydowej
i/lub ztozonej (ryc. 2A) [15, 101, 120]. Cechg wspdlna
wszystkich N-oligosacharydéw jest obecno$¢ struktury
rdzeniowej GIcNAc2Man3, do ktérej sa dobudowywane
kolejne monocukry tworzgce cze$¢ zewnetrzng. Struk-
tury wielomannozowe w czeéci zewnetrznej zawieraja
wylgcznie reszty Man w liczbie od pieciu do dziewie-
ciu. Natomiast do struktury rdzeniowej w N-glikanach
ztozonych sa dotaczone tzw. anteny zbudowane z reszt
GlcNAc, galaktozy (Gal), fukozy (Fuc) i kwasu sjalowego
(SA) (ryc. 2B). N-glikany ztozone réznig sie liczbg anten
(2-4), stopniem galaktozylacji (zawarto$ci Gal w ante-
nach), sjalilacji (liczbg reszt SA oraz rodzajem wigzania
glikozydowego, ktérym ten monosacharyd jest dotg-
czony do reszt Gal (a2,3 i 2,6) lub GalNAc (a2,6)) oraz
fukozylacji (liczba reszt Fuc, wigzaniem oraz miejscem
dotaczenia tego monosacharydu: do struktury rdzenio-
wej wigzaniem a1,6 lub do reszt Gal i GalNAc w antenach
wigzaniem a1,2 i/lub «1,3). Na réznorodno$¢ N-glikanéw

wplywa réwniez mozliwo$¢ dotgczenia reszty GlcNAc
wigzaniem B1,4 do ManP1-4GlcNAc struktury rdzenio-
wej i powstania tzw. form z GIcNAc przedzielajaca. Typ
hybrydowy taczy w sobie cechy struktur wielomannozo-
wych i ztozonych [15, 124].

Synteza taticuchéw oligosacharydowcyh nie odbywa
sie na odpowiedniej matrycy, tak jak w przypadku bia-
tek, ktére powstaja na podstawie informacji zapisanej
w DNA. O budowie N-glikanéw decyduje wiele czynni-
kéw wewnatrzkomdrkowych, z ktérych najistotniejsza
jest ekspresja i aktywno$é enzyméw (glikozylotransfe-
raz i glikozydaz), dostepno$¢é donoréw cukrowych, liczba
i dostepno$¢ potencjalnych miejsc glikozylacji oraz syn-
teza prekursoréw. To samo biatko moze by¢ inaczej gli-
kozylowane w zaleznosci od wymienionych czynnikéw
wewnatrzkomérkowych oraz czynnikéw zewnatrz-
komérkowych (np. obecnosci we krwi sjalotransferaz
wydzielanych przez watrobe) [48], a takze wielu czynni-
kéw osobniczych (m.in. wieku i ptci) [85], dajac w efek-
cie wiele réznych wariantéw danej glikoproteiny (tzw.
glikoform) [15, 76].

GLIKOZYLACJA 19G

Wszystkie 1gG maja N-glikozylowane domeny CH2 w Fc,
w obrebie ktérych sg obecne N-glikany typu ztozo-
nego przytaczone do obydwu asparagin 297 tancuchéw
ciezkich. Chociaz domeny CH2 IgG obydwu faricuchéw
ciezkich nie kontaktujg sie bezposrednio, N-glikan frag-
mentu Fc stanowi tgcznik miedzy nimi, ktéry ostania
hydrofobowa wewnetrzna powierzchnie CH2 od polar-
nego $rodowiska na zewnatrz czgsteczki. W przypadku
10-30% 1gG znajdujacych sie¢ w surowicy stwierdzono
réwniez glikozylacje we fragmencie Fab [13, 94, 115].
Rejon zawiasowy niektérych podklas 1gG (1gG3, 1gG2b)
jest dodatkowo 0-glikozylowany [81].

Fragmenty Fc i Fab zawieraja gtéwnie dwuantenowe
N-glikany typu ztozonego (ryc. 1) [123]. Glikany IgG sa
wysoce heterogenne, ze wzgledu na rézng liczbe reszt
Fuc, Gal, SA oraz GlcNAc przedzielajacej dotaczonych
do heptasacharydu GlcNAc2Man3GlcNAc2 (okre$lanego
jako forma G0) dwuantenowej struktury rdzennej N-gli-
kandéw typu ztozonego [74]. W przypadku Fuc na hete-
rogenno$¢ glikoform wplywa réwniez lokalizacja tego
monosacharydu, ktéry moze by¢ dotaczony do pierwszej
reszty GlcNAc cze$ci rdzeniowej (fukoza rdzeniowa) lub
do terminalnych reszt Gal anten glikanu [123]. W zalez-
nosci od zawartosci reszt Gal w czesci zewnetrznej anten
glikany IgG sa klasyfikowane jako G0, G1, G2 [74]. W suro-
wicy krwi ludzkiej stwierdzono obecno$¢ 36 glikoform
I1gG o odmiennej strukturze N-glikanu dotaczonego do
Asn297 taticuchdéw ciezkich [58]. Oligosacharydy dota-
czone do Fc i Fab réznig sie znaczaco budowa. N-glikany
typu ztozonego fragmentu Fc sg stabiej sjalowane a moc-
niej fukozylowane niz struktury zwiazane do fragmentu
Fab. Ponadto, w Fab zidentyfikowano obecnos¢ gliko-
form wielomannozowych [11, 57, 109].
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Ryc. 2. A - biosynteza N-glikanéw. Reszty cukrowe dobudowywane s3 do ufosforylowanego dolicholu po cytoplazmatycznej stronie siateczki Srodplazmatycznej
(ER). Struktura ztozona z dolicholu, dwéch reszt fosforanowych (P-P), dwdch reszt N-acetyloglukozoaminy i pieciu reszt mannozy przenoszona jest do Swiatta ER

z udziatem flipazy. Po dofaczeniu kolejnych czterech reszt mannozy i trzech reszt glukozy oligosacharyd transportowany jest en block z dolicholu na Asn-X-Ser/
Thrfaricucha polipeptydowego, gdzie X to dowolny aminokwas z wyjatkiem proliny, z udziatem oligosacharydylotransferazy (0ST). Po hydrolizie reszt glukozy

od prekursorowego oligosacharydu N-glikozylowane biatko przechodzi do aparatu Golgiego (AG), gdzie struktura N-glikanu podlega dalszym modyfikacjom
prowadzacym ostatecznie do powstania trzech typéw N-glikanéw: wielomannozowego, hybrydowego i ztozonego dwu-, trzy- i/lub czteroantenowego. B - schemat
czteroantenowego N-glikanu typu ztozonego. Linig przerywana zaznaczono pentasacharydowa strukture rdzeniowa obecng w kazdym z typéw N-glikanow, ktdra
moze by¢ dodatkowo fukozylowana. W czesci zewnetrznej (tj. poza struktura rdzeniowa) do struktur typu hybrydowego i ztozonego dotaczone s3 anteny zbudowane
zreszt N-acetyloglukozoaminy, galaktozy, kwasu sjalowego oraz fukozy (na podstawie [16, 76])

Struktura glikanéw IgG zalezy gtéwnie od ekspresji gliko-
zydaz i glikozylotransferaz oraz dostepno$ci miejsc gliko-
zylagji dla tych enzyméw w limfocytach B i komdrkach
plazmatycznych odpowiedzialnych za wytwarzanie prze-
ciwcial. Dostep enzymdéw do domeny Fab jest tatwiejszy
niz do miejsc glikozylacji we fragmentach Fc, ktére znaj-
dujg sie od strony wewnetrznej taticuchéw ciezkich. Eks-
presja enzyméw bioracych udziat w procesie glikozylacji
zalezy od wielu czynnikéw, m.in. wieku, poziomu hormo-
néw i cytokin, obecnosci bakteryjnego DNA i metaboli-
téw pochodzacych z diety oraz jest odmiennie regulowana
w czasie cigzy [115]. Najnowsze badania wykazaly, ze gli-
kozylacja nie jest procesem wylgcznie wewngtrzkomdr-
kowym, jak sadzono dotychczas. Sjalilacja IgG moze by¢
modyfikowana po uwolnieniu przeciwciat do krwi, wiec
niezaleznie od klasycznego wewnatrzkomérkowego pro-
cesu zachodzacego w ER i AG limfocytéw B i komérek pla-

zmatycznych. Reszty SA sg dotaczane do 1gG w wyniku
pozakomérkowej modyfikacji potranslacyjnej zachodza-
cej w krwiobiegu z udziatem ptytek krwi. Enzymem zaan-
gazowanym w ten proces jest wydzielana do krwi przez
watrobe a2,6-sjalotransferaza-1(ST6Gal1), a nukleotydo-
wym donorem SA monofosforan cytydyny (CMP) uwal-
niany z ziarnistosci a plytek krwi [48].

Modyfikacja struktury glikanu przez glikozylotransfe-
razy zalezy réwniez od obecnosci danych reszt cukro-
wych w istniejacej strukturze. Fukozylacja rdzeniowa
(a1,6) oraz anten glikanéw wzmacnia oddziatywania
miedzy homologicznymi domenami fragmentu Fc za
posrednictwem taricuchéw cukrowych, co wptywa na
konformacje glikanéw. Zwieksza to stabilno$¢ frag-
mentu Fc utatwiajac dostep do glikanu enzymom
biorgcym udzial w dalszej obrébce, m.in. sjalotransfe-
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razom. Wykazano réwniez wiekszg wydajnosé przyta-
czenia reszty GlcNAc przedzielajacej do rdzenia, ktéry
jest fukozylowany [18]. Natomiast wcze$niejsze dotg-
czenie GlcNAc przedzielajacej hamuje aktywnosé¢ ai,6-
fukozylotransferazy (FUTS), ktéra katalizuje dodanie
fukozy rdzeniowej [108].

ROLA GLIKOZYLACJI FRAGMENTU FclgG

N-glikany w obrebie ciezkich taricuchéw fragmentu Fc
I1gG wplywaja na funkcje efektorowe przeciwcial przez
zmiane ich struktury tréjwymiarowej i wigzanie do
FcR [11]. Glikany petnig funkcje tacznika miedzy dwoma
taticuchami, dzieki czemu stabilizuja czasteczke 1gG
i nadaja jej konformacje sprzyjajaca wiazaniu do recep-
tora [12, 75]. Usuniecie glikanéw powoduje zwijanie sie
ciezkich taficuchéw, ostabienie powinowactwa do FcR
oraz zahamowanie proceséw ADCC i CDC [13, 94].

Glikoformy Fc réznia sie powinowactwem do biatek
uktadu dopetniacza lub FcR, co moze spowodowaé pobu-
dzenie lub hamowanie odpowiedzi immunologiczne;j [5,
35]. Niesjalowane przeciwciata we fragmencie Fc efek-
tywniej przytaczaja sie do receptoréw niz glikoformy
zawierajgce SA, natomiast fukozylacja kontroluje akty-
wacje ADCC [5]. Zmiany w fukozylacji rdzeniowej N-gli-
kanu Fc wptywajg na wigzanie 1gG do FcR w zaleznosci
od typu receptora. Wykazano 50-krotnie silniejsze wigza-
nie przeciwcial pozbawionych Fuc struktury rdzeniowe;j
N-glikanéw z FcRIlla w poréwnaniu do IgG fukozylowa-
nych, co powodowato wzmocnienie ADCC [95]. Dotaczenie
Fuc zmniejsza powinowactwo IgG do FcRlIlla i tym samym
zapobiega inicjacji ADCC [33, 46, 95, 97]. Natomiast sjali-
lacja fragmentu Fc zmienia prozapalny charakter prze-
ciwciala na przeciwzapalny [49]. Wiagzanie sjalowanego
Fc do receptora zapoczatkowuje przeciwzapalng kaskade,
w ktdra jest zaangazowana lektyna okre$lana jako swoista
dla komérek dendrytycznych nieintegryna wychwytu-
jaca czasteczke adhezji miedzykomdrkowej 3 (DC-SIGN).
To wigzanie zwieksza réwniez ekspresje inhibitorowego
receptora FcRIIb na powierzchni komérek odpornoscio-
wych, czego skutkiem jest wyciszenie zapalenia wywota-
nego przez autoprzeciwciala [2, 4].

We fragmencie Fc glikozylowane sa nie tylko przeciw-
ciata obecne w surowicy, ale réwniez immunoglobuliny
blonowe bedace receptorami limfocytéw B (BCR). Wazna
role w funkcjonowaniu BCR, a tym samym komorek, na
powierzchni ktérych sg umiejscowione, odgrywa fukozy-
lacja rdzeniowa N-glikanéw. U myszy nokaut genu Fut8,
ktérego produktem jest enzym odpowiadajgcy za przy-
taczanie reszt Fuc do struktury rdzeniowej N-glikanu,
uniemozliwia oligomeryzacje BCR (IgG2a) wywolana
przytaczeniem antygenu [62]. Oligomeryzacja receptora
zapewnia BCR przyjecie konformacji sprzyjajacej powi-
nowactwu receptora do tratw lipidowych, co inicjuje
kaskade sygnalowg zapoczatkowang aktywacja BCR [80].
Gdy glikany BCR nie sa fukozylowane, maleje liczba lim-
focytéw B i tym samym spada sekrecja IgG. Ponadto,
u myszy z nokautem genu Fut8 wykazano obnizong eks-

presje genédw zaangazowanych m.in. w sygnalizacje BCR
oraz nadekspresje genéw bioracych udzial w réznicowa-
niu limfocytéw [62].

ROLA GLIKOZYLACJI FRAGMENTU Fab IgG

Fragment Fab glikozylowany jest w jednej na cztery lub
pieé czasteczek 1gG (15-25% Fab) w surowicy, co wynika
z lokalizacji miejsc glikozylacji w regionach hiperzmien-
nych [11, 123]. Chociaz nie kazde przeciwciato zawiera
glikany we fragmencie Fab, wykazano, ze ta modyfikacja
potranslacyjna jest istotna w wigzaniu antygenu przez
IgG [12, 26, 109]. Obecnos$¢ reszt cukrowych w Fab zwy-
kle zwieksza powinowactwo przeciwciata do antygenu.
Jest to jednak zalezne od miejsca hiperzmiennego, do
ktérego sa przytaczone glikany. taricuch cukrowy przy-
taczony do Asn58 regionu zmiennego taricucha ciezkiego
IgG powoduje 10-krotny wzrost powinowactwa, glikan
obecny przy Asn60 3-krotnie zwieksza powinowactwo,
natomiast obecno$¢ oligosacharydu przy Asn54 unie-
mozliwia wigzanie IgG do antygenu [26]. N-glikozylacja
we fragmencie Fab wydtuza takze okres pdttrwania 1gG
we krwi [12, 26, 109].

GLIKANY W AUTOTOLERANCJI | AUTOAGRESJI

Glikoproteiny uktadu odpornosciowego oraz czasteczki
je wigzace sa waznym elementem warunkujacym stan
autotolerancji [10, 25, 41, 92, 109], a zmiany glikozylacji
tych biatek mogg sprzyjaé autoagresji [70]. Na kazdym
etapie w odpowiedZ immunologiczna jest zaangazowa-
nych bardzo wiele glikozylowanych biatek sekrecyjnych
oraz blonowych. Oprécz przeciwciat, glikoproteinami
wydzielniczymi sa cytokiny oraz biatka dopetniacza.
Na powierzchni leukocytéw glikozylowane sa recep-
tory Toll-podobne (TLR), czasteczki gtéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej (MHC) klasy 1 i 11, receptory che-
mokin, cytokin, receptory i koreceptory limfocytéw T
i B [83, 84, 124]. Najwazniejsze dla funkcji efektorowych
glikandw sg biatka wigzace glikany (GBP), czyli gtéwnie
endogenne lektyny, ktére rozpoznaja i wiaza okre$lone
struktury cukrowe [86, 91].

W aktywno$ci uktadu immunologicznego istotna jest
réwniez glikozylacja antygenéw rozpoznawanych przez
komérki odpornosciowe [113]. Na przetomie XX i XXI
w. wyjasniono, w jaki sposéb uktad odpornosciowy roz-
poznaje obce biatka i generuje odpowiedZ immunolo-
giczna [70]. Antygeny patogendw sa identyfikowane jako
obce dla gospodarza dzieki zachowanym w toku ewolu-
cji wzorom molekularnym wytwarzanym przez mikroor-
ganizmy, okreslanym jako wzorce molekularne zwigzane
z patogenami (PAMP) [72]. PAMP oraz wzorce mole-
kularne zwigzane z uszkodzeniem (DAMP) uwalniane
z komérek uszkodzonych tkanek, sa w wiekszosci gliko-
koniugatami rozpoznawanymi przez receptory obecne na
komérkach uktadu odpornosciowego, gtéwnie odpowiedzi
wrodzonej, zwane receptorami rozpoznajacymi wzorce
(PRR) [72, 113]. Do PRR naleza endogenne lektyny, w tym
lektyna wigzgca mannoze (MBL), ktéra rozpoznaje i wigze

981



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; tom 72: 72-990

cukrowe wzorce obecne na powierzchni drobnoustrojéw
oraz uszkodzonych komérek gospodarza, co aktywuje
uktad dopelniacza na drodze lektynowej [7]. Zwigzanie
liganda cukrowego przez MBL powoduje zmiane konfor-
magji lektyny, dzieki czemu kompleks jest wrazliwy na
dziatanie proteaz serynowych zwiazanych z MBL (MASP),
ktére aktywuja uktad dopetniacza przez rozktad sktadni-
kéw C3 i C4. Dochodzi do naptywu komérek immunokom-
petentnych do miejsca infekcji oraz degranulacji komérek
tucznych, a to uruchamia kaskade zdarzer prowadzacych
do wyeliminowania patogendéw [54, 124].

Oprécz PAMP i DAMP w uktadzie odpornosciowym funk-
cjonuja tez wzorce molekularne autoantygendw (SAMP)
rozpoznawane przez receptory o charakterze hamu-
jacym, co jest istotne do utrzymania stanu tolerancji
uktadu immunologicznego na wiasne antygeny [113].
Do receptoréw SAMP nalezg lektyny wigzace SA réznych
populacji leukocytéw, a takze lektyny typu C obecne na
komdrkach dendrytycznych [22, 34]. Zadaniem komérek
uktadu odporno$ciowego jest prawidlowe zaklasyfikowa-
nie autoantygentéw jako biatek wtasnych i uruchomie-
nie mechanizmdw tolerancji. Zaklécenia w tym procesie
na poziomie glikanéw zaréwno w uktadzie odporno-
$ciowym, jak réwniez glikozylacji antygenédw moga sie
przyczynia¢ do powstania odpowiedzi immunologicznej
skierowanej przeciwko wlasnym komérkom i rozwoju
chorédb o podlozu autoimmunizacyjnym [70, 111].

W przebiegu choréb autoimmunizacyjnych docho-
dzi do zmian glikozylacji, ktére sprzyjaja autoagres;ji.
W reumatoidalnym zapaleniu stawéw (RA) i toczniu
rumieniowatym uktadowym (SLE) zmiany glikozylacji

dotyczg zaréwno IgG, jak réwniez efektorowych limfo-
cytéw T. Na powierzchni limfocytéw T eksponowana jest
terminalna N-acetylogalaktozoamina (GalNAc) i struktury
GalP1,4GlcNAc [17], ktére sa wigzane przez MBL i galek-
tyny, a to hamuje zwrotnie sygnalizacje receptora limfo-
cytéw T (TCR) i zmienia aktywno$¢ fosfatazy tyrozynowej
CD45 [31, 112]. Zmniejszona zawarto$¢ N-glikanéw z roz-
gatezieniami p1,6GlcNAc na powierzchni TCR obniza prég
aktywacji tego receptora i prowadzi do rozwoju nadwraz-
liwosci typu péznego zwiekszajac ryzyko rozwoju chordb
autoimmunizacyjnych w mysich modelach [31, 42].

Zaburzeniom proceséw autotolerancji towarzysza
zmiany glikozylacji 1gG (ryc. 3). Przeciwcialo moze
wykazywaé aktywno$¢ prozapalna lub przeciwzapalng
w zalezno$ci od sktadu cukrowego glikanéw dotaczo-
nych do Asn297 [69]. Aktywno$¢ immunosupresyjna IgG
zwieksza zdolno$¢é fagocytarnych makrofagéw i komé-
rek dendrytycznych oraz ostabia prezentacje antygenu
przez komérki prezentujace antygen (APC). Modyfikacja
budowy N-glikandw, gtéwnie fukozylacji, sjalilacji oraz
galaktozylacji glikanéw IgG wplywa na powinowactwo
przeciwciat do receptora fragmentu Fc (FcR), aktywacje
biatek dopetniacza oraz procesy ADCC i CDC [5, 8, 35].

GLIKOZYLACJA IgG W REUMATOIDALNYM ZAPALENIU STAWOW

Choroba autoimmunizacyjna, w ktérej najlepiej poznano
glikozylacje 1gG, jest reumatoidalne zapalenie sta-
wéw. RA jest chronicznym, postepujacym zapaleniem
tkanki tacznej. W poczatkowych etapach choroby pro-
cesy zapalne obejmuja blone maziowa stawdéw, powo-
dujac uszkodzenia chrzastki, kosci oraz $ciegien. Jest

PRZECIWZAPALNY
POTENCJAL IgG

PROZAPALNY
POTENCJAL IgG

. N-acetyloglukozoamina

mannoeza

kwas sjalowy > fukoza

galaktoza

Ryc. 3. Budowa N-glikanéw przytaczonych do asparaginy 297 (Asn297) faricucha ciezkiego Fc IgG wptywa na funkgje efektorowe przeciwciat. N-glikany typu
ztozonego lgG sjalowane na obydwu ramionach oraz fukozylowane w czedci rdzennej wykazuja najwiekszy potencjat przeciwzapalny w przeciwienstwie do struktur
pozbawionych fukozy, kwasu sjalowego oraz galaktozy, ktdre maja wtasciwosci prozapalne (na podstawie [94])
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to schorzenie uktadowe obejmujace takze nerki, serce,
pluca oraz uktad nerwowy [35, 116]. Etiopatogeneza cho-
roby jest wieloczynnikowa; procesy autoimmunizacyjne
obejmujg m.in. nieprawidlowa synteze cytokin, zaburze-
nia w migracji komérek immunokompetentnych oraz
zmiany w procesie apoptozy [103, 106]. W przebiegu RA
w surowicy chorych sg obecne rézne typy autoprzeciw-
cial, wérdd ktérych najlepiej poznany jest czynnik reu-
matoidalny (RF), czyli przeciwciata klasy M, rzadziej
G lub A. Ig nalezace do grupy RF sa skierowane prze-
ciwko domenom CH2 i CH3 fragmentdéw Fc 1gG [45]. RF
zostaly jako pierwsze opisane w RA, ale nie sg swoiste
dla tej choroby, poniewaz sg obecne réwniez w innych
chorobach przewlektych i zakaZnych, a nawet u oséb
zdrowych. Patogenne dziatania RF wynikaja z tworzenia
komplekséw immunologicznych, aktywacji dopetniacza
oraz stymulacji czynnikéw zapalnych [51].

Nieprawidlowos$ci w procesie glikozylacji przeciw-
ciat przyczyniaja sie do rozwoju RA i sa $cisle zwiazane
z patogeneza choroby [16, 69]. Do najistotniejszych
zmian w profilu cukrowym przeciwcial nalezy wzrost
agalaktozylowanych glikoform Fc IgG w surowicy cho-
rych z RA [36, 79]. 1gG, przeciwko ktérym skierowany
jest RF, wykazuja prozapalny profil glikozylacji Fc spo-
wodowany spadkiem galaktozylacji i sjalilacji. Do zmian
glikozylacji dochodzi przed pojawianiem sie klinicznych
objawéw choroby [69]. Spadek galaktozylacji IgG powo-
duje odstoniecie reszt GIcNAc, a to jest przyczyna uposle-
dzenia wigzania sie przeciwciat z biatkami dopetniacza.
W konsekwencji aktywacja uktadu dopetniacza droga
klasyczna jest utrudniona. Reszty GlcNAc agalaktozylo-
wanych glikanéw 1gG sa wigzane przez MBL, powodujac
niekontrolowang aktywacje uktadu dopetniacza droga
lektynowa i inicjujac proces zapalny [41]. Oddzialywanie
IgG z MBL stwierdzono juz we wczesnym stadium cho-
roby. Agalaktozylacja IgG uposledza réwniez ADCC oraz
wzmaga wytwarzanie RF, przez zwiekszone powinowac-
two autoprzeciwciat do pozbawionego Gal fragmentu Fc
przeciwciata [35]. Mniejsza zawarto$¢ SA zwieksza powi-
nowactwo IgG do receptora Fc, promujac prozapalne wta-
$ciwosci przeciwciat [37]. W remisji choroby po terapii
jednolekowej metotreksatem oraz dwulekowej potaczo-
nej z preparatem Remicade o dziataniu przeciwzapalnym
(przeciwciata przeciwko TNF-a) obserwowano wzrost
galaktozylacji 1gG [79]. Zaréwno galaktozylacja, jak réw-
niez sjalilacja IgG w remisji choroby wracaja do poziomu
poréwnywalnego z glikozylacja u 0séb zdrowych [37].

W patogenezie RA wazng role odgrywajg réwniez cytru-
linowe biatka powstajace w wyniku deiminacji (okre-
$lanej réwniez jako cytrulinacja) argininy do cytruliny
katalizowanej przez zalezng od jonéw wapnia deimi-
naze peptydyloargininowa. Ta modyfikacja potransla-
cyjna wywotuje zmiany argininy zawierajacej dodatnio
natadowang grupe guanidynowa pozbawiong tadunku
elektrycznego cytruline. Utrata tadunku powoduje roz-
winiecie biatek i zmiane ich wtasciwo$ci antygenowych,
co sprawia, ze stajg sie celem humoralnej odpowie-
dzi immunologicznej [121]. Przeciwciata 1gG przeciwko

cytrulinowym biatkom i peptydom (ACPA) sg najbardziej
swoistym markerem serologicznym RA, $cisle skorelo-
wanym z intensywnoscia zapalenia stawdw. Sa réwniez
uzyteczne do oceny prawdopodobieristwa rozwoju RA,
poniewaz ich obecno$¢ stwierdza sie we krwi na dlugo
przed pojawieniem sie pierwszych objawéw choroby [39,
51, 102]. Chociaz nie u wszystkich chorych ACPA sg
wykrywane, stad podzial na ACPA-negatywne i ACPA-
-pozytywne RA [53]. Do cytrulinowych biatek obecnych
w blonie maziowej torebek stawowych chorych z RA
nalezy m.in. wimentyna, filagryna i fibrynogen [27].
Cytrulinowe peptydy wiaza sie z wiekszym powinowac-
twem do MHC i mocniej aktywuja limfocyty CD4+[96].

Zdecydowana wiekszo$¢ autoprzeciwcial ACPA jest
N-glikozylowana we fragmencie Fab. ACPA-IgG izo-
lowane z ptynu stawowego, w ktérym toczy sie stan
zapalny w RA, majg 100% domen zmiennych w rejo-
nie Fab glikozylowanych [51]. N-glikany Fab zwiekszaja
mase czgsteczkowa IgG o 10-20 kDa. Intensywna glikozy-
lacja Fab w ACPA jest skutkiem hipermutacji somatycz-
nych zachodzacych w limfocytach B, ktére dostarczaja
dodatkowych miejsc N-glikozylacji w rejonach hiperz-
miennych IgG. Wigzanie lektyn do ACPA mocno glikozy-
lowanych we fragmencie Fab, obecnych na powierzchni
limfocytéw B (receptory BCR), generuje sygnaly wydtu-
zajace czas zycia tych komérek [89]. Niedawne badania
wykazaly, ze ACPA-1gG zawieraja w domenie Fab mocno
sjalowane glikany w ponad 90% tych przeciwciat, co
jest pieciokrotnie wiekszg warto$cig niz w przypadku
IgG przeciwko niecytrulinowym biatkom pochodzgcych
od tych samych dawcéw z RA. Intensywniejszg sjalila-
cje ACPA-IgG stwierdzono w plynie stawowym (SF) niz
we krwi obwodowej pacjentéw. Hipersjalilacja glikandw
Fab w czasteczkach ACPA moze sprzyjaé wigzaniu lek-
tyn swoistych dla SA i w zwigzku z tym nabyciu nowych
immunologicznych wtasciwosci [43]. Zmiany glikozylacji
ACPA wykazano réwniez we fragmencie Fc tych przeciw-
cial. Glikozylacja Fc ACPA ma charakter prozapalny, co
wynika z obnizonego poziomu galaktozylacji i sjalilacji
1gG1-ACPA w plynie stawowym w poréwnaniu do catko-
witej puli IgG1 w SF. IgG1-ACPA wykazywaly tez mniejsza
zawarto$¢ SA niz IgG1 w surowicy [16, 90].

W przebiegu cigzy zachodzi spontaniczna remisja RA,
natomiast po porodzie ponownie zaostrzaja sie objawy
i rozwdj choroby wraca do stanu sprzed cigzy [110]. Remi-
sji choroby w cigzy towarzyszy wzrost galaktozylacji
i sjalilacji Fc IgG1 i 1gG2, co jest prawdopodobnie zwig-
zane ze zmianami hormonalnymi [11, 110]. Przypuszcza
sie, ze zmiany glikozylacji 1gG w cigzy moga by¢ jednym
z mechanizméw ostabiajacych reakcje uktadu immuno-
logicznego matki przeciwko biatkom i komdrkom ptodu,
ktéry mozna poréwnaé do aloprzeszczepu [11].

GLIKOZYLACJA IgG W TOCZNIU RUMIENIOWATYM

Toczet rumieniowaty uktadowy (SLE) nalezy do auto-
immunizacyjnych chordéb wielonarzadowych obejmuja-
cych skére, stawy, nerki i uktad nerwowy [29]. Zaburzenia
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proceséw odpornosciowych w SLE sg zwigzane z wie-
loma czynnikami m.in. hormonalnymi (zetiskie hormony
plciowe), $rodowiskowymi i genetycznymi [55]. Podob-
nie jak w innych chorobach autoimmunizacyjnych,
przyczyny SLE nie sa szczegbtowo poznane, przyjmuje
sie jednak, ze autoantygeny zwigzane z patogenezg SLE
powstajg podczas procesu §mierci komérkowej; apoptozy,
nekrozy czy NET-ozy. Umierajace komérki i ich fragmenty
sa niewydajnie usuwane przez fagocyty i nastepnie roz-
poznawane przez autoreaktywne przeciwciala. W ten
sposéb aktywowana jest odpowiedz zapalna obejmujaca
wiele tkanek organizmu [82]. Charakterystyczne dla SLE
autoprzeciwciata rozpoznajg gtéwnie epitopy jadrowe
obecne w dsDNA i biatkach jadrowych tworzacych kom-
pleksy z kwasami nukleinowymi [10]. Naleza do nich m.in.
przeciwciata przeciwjadrowe (ANA), IgG anty-dsDNA,
anty-nukleosom, anty-Sm (Smith), anty-RNP. Autoprze-
ciwciala te obejmuja w wiekszosci klase 1gG, lecz u cho-
rych stwierdzono tez obecno$é klas IgM i IgA [30].

Pierwsze badania dotyczace glikozylacji IgG w SLE wyka-
zaly obnizony poziom galaktozylowanych postaci IgG we
krwi pacjentéw z tg choroba w poréwnaniu do zdrowych
dawcéw. W tych samych badaniach podobne wyniki
uzyskano takze dla opisanych powyzej RA i choroby
Le$niowskiego-Crohna [105], co wskazuje, ze obnizona
galaktozylacja 1gG moze by¢ cechg charakterystyczng
réznych chordéb autoimmunizacyjnych. Badania ostat-
nich lat obejmujace grupe ponad 250 pacjentédw z SLE,
w ktérych analizowano glikozylacje catej puli przeciw-
ciat IgG wyizolowanych z surowicy z uzyciem ultra-
sprawnej chromatografii cieczowej (UPLC), potwierdzity
poprzednio opisane doniesienia. Analizy wykazaty
istotne réznice w profilu glikozylacji IgG miedzy pacjen-
tami z toczniem a zdrowymi dawcami. Zmiany gliko-
zylacji IgG u pacjentéw z SLE obejmujace obnizong
galaktozylacje, sjalilacje i fukozylacje 1gG oraz zwieksze-
nie ilo$ci N-glikanéw z N-acetyloglukozoaming przedzie-
lajaca towarzysza indukcji proceséw zapalnych [117].

Obnizona sjalilacja w SLE jest charakterystyczna takze
dla autoprzeciwcial IgG rozpoznajacych histony oraz
material nekrotyczny komérek. We frakcji niesjalowa-
nych przeciwcial IgG aktywno$¢ wigzania sie do bia-
tek histonowych jest wieksza w poréwnaniu z cala pulg
IgG pacjenta z SLE i zdrowego dawcy. Niesjalowane 1gG
rozpoznajace resztki komérkowe powstate w wyniku
nekrozy wtérnej (SNEC) stymulujg usuwanie SNEC przez
neutrofile w przeciwienstwie do sjalowanych anti-SNEC,
ktére redukuja fagocytoze materiatu nekrotycznego [66].

W odréznieniu od wyzej opisanych analiz glikozyla-
cji wyizolowanych IgG w badaniach Sjowall i wsp. [100]
analizowano glikany IgG tworzacych kompleksy z biat-
kami surowicy. Takie immunokompleksy krazg we krwi
lub sa zdeponowane w tkankach pacjentéw z toczniem.
Stosujac test ELISA oceniono wigzanie lektyny izolowa-
nej z Aleuria aurantia (AAL) oraz lektyny izolowanej z Lens
culinaris (LCL) do komplekséw IgG-biatko pochodzacych
z surowicy pacjentéw z SLE i zdrowych dawcdéw. Lek-

tyny AAL i LCL rozpoznaja i wigzg sie odpowiednio do
Fuc i fukozy zwiazanej ze struktura rdzeniowa oligosa-
charydu. Wykazano, ze w poréwnaniu z grupa kontrolng
kompleksy 1gG-biatko pacjentéw z toczniem charaktery-
zuja sie intensywniejszym wiazaniem lektyn AAL i LCL,
co ma zwiazek ze zwiekszona ekspozycjg Fuc. Charakte-
rystyczne dla przebiegu tocznia sg nastepujace po sobie
stany zwiekszonej aktywno$ci objawéw i remisji. Moc-
niejsze wigzanie AAL stwierdzono w czasie wzmozonej
aktywnosci choroby. Autorzy sugeruja, ze zwiekszone
wigzanie komplekséw 1gG-biatko do lektyn u pacjentéw
z SLE moze sprzyjaé wiekszemu powinowactwu tych
komplekséw do receptoréw lektynowych obecnych na
powierzchni komérek uktadu odpornosciowego, ktére
sg odpowiedzialne za indukcje procesu fagocytozy [100].

Glikozylacja IgG ma istotny wplyw na funkcje komplekséw
IgG z biatkami lub RNA u pacjentéw z SLE. Wyizolowane
z surowicy chorych z SLE immunokompleksy 1gG-biatko
oraz kompleksy IgG-RNA poddano in vitro dziataniu endo-
glikozydazy S (Endo S), enzymu ktéry katalizuje hydro-
lize wigzania glikozydowego 1,4 taczacego dwie reszty
GlcNAc struktury rdzeniowej N-glikandw typu ztozonego
z ciezkiego taricucha IgG. Zastosowanie Endo S znosito pro-
zapalne wlasciwosci immunokomplekséw przez zahamo-
wanie wytwarzania INF-a przez komdrki jednojadrzaste,
ostabienie chemotaksji, obnizenie aktywacji sktadnikéw
dopetniacza i zahamowanie fagocytozy nekrotycznych
fragmentéw komérki przez fagocyty. Hamowanie przez
Endo S proceséw zapalnych moze znaleZ¢ zastosowanie
w terapii tej choroby oraz wskazuje na wazna role glika-
néw IgG w indukcji proceséw zapalnych [64].

Opisany wyzej czynnik reumatoidalny, charaktery-
styczny dla RA, jest réwniez obecny w surowicy chorych
z SLE. Wykazano, ze 1gG-RF sa skierowane nie tylko prze-
ciwko zmienionej glikozylacji Fc IgG, ale réwniez glika-
nom o odmiennej budowie w rejonie Fab. Wigzanie RF
do IgG w SLE zalezy od glikozylacji epitopu. Dziatanie
endo- i egzoglikozydaz na fragmenty Fc i Fab IgG zmie-
nia wydajno$¢ rozpoznawania epitopéw przez czynnik
RF. Catkowite usuniecie N-glikanéw zmniejszato wigza-
nie sie czynnika RF o 60-70%. Cze$ciowe usuniecie SA
oraz Gal zwiekszato wydajno$¢ wigzania sie RF do Fab,
nie zaobserwowano jednak takich zmian w przypadku
wiazania do fragmentu Fc. Badania te wskazuja, ze roz-
poznawanie fragmentéw Fc i Fab przez czynnik RF moze
by¢ modulowane przez zmiane struktury glikanéw dota-
czonych do rozpoznawanego przez RF fragmentu [24].

GLIKOZYLACJA 1gG W CHOROBIE LESNIOWSKIEGO-CROHNA

Choroba Le$niowskiego-Crohna (CD) nalezy do grupy
choréb okreslanych jako nieswoiste zapalenie jelit (IBD),
charakteryzujacych sie przewleklym stanem zapalnym
przewodu pokarmowego. Etiopatogeneza choroby nie jest
jeszcze w pelni poznana. Przyczyna sa zaréwno predys-
pozycje genetyczne, jak réwniez czynniki §rodowiskowe,
ktére powoduja zmiane odpowiedzi autoimmunologicz-
nej [77, 99]. U pacjentédw z CD dochodzi do zaniku blony
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$luzowej jelit, co prowadzi do bezposredniego kontaktu
mikrobioty z nabtonkiem, a w tym miejscu rozwija sie
ostry stan zapalny [104]. Charakterystyczne dla choroby
Le$niowskiego-Crohna jest wystepowanie przeciwciat
przeciwko antygenom biatkowym Saccharomyces cerevisiae
(ASCA), Pseudomonas fluorescens i Escherichia coli oraz cyto-
plazmie neutrofiléw (ANCA). Przeciwciata te sa powszech-
nie wykorzystywane w diagnostyce CD [77].

Glikomarkerem choroby Lesniowskiego-Crohna, podob-
nie jak w innych chorobach o podtozu autoimmuniza-
cyjnym (SLE, RA), sg agalaktozylowane przeciwciala.
W przebiegu CD dochodzi do utraty terminalnych reszt
cukrowych oligosacharyddéw przeciwcial i wzrostu
zawartosci glikoform pozbawionych Gal na jednym lub
obu ramionach N-glikanéw dotaczonych do Fc 1gG [77,
98, 99, 107]. Do celdéw diagnostycznych wykorzystuje
sie wspdtczynnik GOF/G2F, ktéry okresla poziom aga-
laktozylowanej frakcji fukozylowanych IgG. Wyka-
zano, ze wspélczynnik ten jest lepszym markerem CD
niz powszechnie stosowane ASCA, ze wzgledu na wiek-
sze réznice warto$ci GOF/G2F uzyskane u chorych z CD
w stosunku do 0séb zdrowych. W przeciwienistwie do
RA, w chorobie Le$niowskiego-Crohna stwierdza sie
stosunkowo niewielkie ilo$ci czynnika RF, co wskazuje
na odmienny mechanizm reakcji zapalnej inicjowane;j
zmieniona glikozylacja IgG [98]. W CD agalaktozylowa-
neprzeciwciata sa wytwarzane lokalnie w obrebie §lu-
z6éwki jelita, gdzie oddziatuja z komérkami odpowiedzi
wrodzonej, obecnymi w tym rejonie, wzmagajac ich
fagocytarne funkcje efektorowe, co jest mechanizmem
kompensacyjnym dla obnizonej aktywnosci tych komé-
rek w CD. Odmiennie niz w RA, proces ten w chorobie
Le$niowskiego-Crohna odbywa sie bez udzialu MBL [77].

W badaniach z udzialem ponad 280 dawcéw z choroba
Le$niowskiego-Crohna, oprécz wzrostu agalaktozyla-
cji, wykazano réwniez obnizenie poziomu sjalilacji IgG
w CD. Potwierdzono, Ze utrata Gal i SA nadaje IgG proza-
palne wiadciwosci, przez zwiekszenie powinowactwa do
FcR [107]. Oddzialywanie IgG a2,6-sjalowanych w rejonie
Fc z czasteczkami DC-SIGN na komdérkach dendrytycz-
nych jest niezbedne do przeciwzapalnej aktywnosci prze-
ciwciat [9]. Dlatego desjalowane IgG sa stabiej wigzane
przez czasteczki DC-SIGN obecne na komdérkach fagocy-
tarnych, co obniza ekspresje receptora FcyRIIb o wlasci-
wosciach hamujacych ich funkcje efektorowe. U chorych
z CD stwierdzono réwniez wzrost zawartosci reszt Glc-
NAc przedzielajacej wigzanej f1,4 do struktury rdze-
niowej N-glikandw 1gG. Wptyw tego monosacharydu na
funkcje przeciwciat w CD nie jest jeszcze poznany [107],
ale wczesniejsze badania wskazuja, ze 1gG1 zawierajace
tak wigzana reszte GlcNAc indukujg mocniej ADCC [108].
IgG pozbawione SA i Gal inicjuja reakcje zapalane w CD za
posrednictwem réznych mechanizméw.

GLIKOZYLACJI 196 W CHOROBIE HASHIMOTO

Przewlekte limfocytowe zapalenie tarczycy zwane cho-
roba Hashimoto (HT) jest schorzeniem autoimmuniza-

cyjnym prowadzgcym do destrukcji gruczotu tarczowego.
Wsrédd przyczyn HT wymienia sie czynniki genetyczne
i $rodowiskowe, ktére prowadza do przetamania mechani-
zmdw autotolerancji na antygeny tarczycy. Prezentowane
sa przez komérki APC, gtéwnie komérki dendrytyczne
i makrofagi naptywajace do tarczycy oraz tyreocyty, ktére
réwniez moga wykazywad typowa dla APC ekspresje cza-
steczek MHC klasy 11 [23]. Dochodzi do pobudzenia nie-
uczulonych limfocytéw CD4+, ktére aktywuja limfocyty
cytotoksyczne CD8+ i limfocyty B. Limfocyty B przeksztat-
caja sie w komdérki plazmatyczne wytwarzajace prze-
ciwciata przeciwko tarczycy. Sa to gtéwnie przeciwciata
przeciwko peroksydazie tarczycowej (TPO) i tyreoglobu-
linie (Tg), ale wykrywa sie tez przeciwciata przeciwko
receptorowi hormonu stymulujacego tarczyce (TSHR),
tyroksynie, tréjjodotyroninie, symporterowi sodowo-
-jodowemu, megalinie i pendrynie [52, 65].

Za najlepszy wskaznik proceséw autoimmunizacyjnych
toczacych sie w obrebie tarczycy uznaje sie przeciw-
ciata anty-TPO, obecne w surowicy okoto 80-95% chorych
z HT [20, 71]. Biorg one udziat w ADCC i CDC; efektyw-
no$¢ ADCC zalezy od izotypu przeciwcial, ich glikozylacji,
rodzaju komérek efektorowych. W procesie tym bierze
udziat podklasa IgG1 anty-TPO, ktéra wigze sie z recepto-
rami FcyR, zwlaszcza typu 1, znajdujacymi sie na neutro-
filach i monocytach. Natomiast wysoki poziom anty-TPO
podklasy IgG2 jest zwigzany z wiekszym ryzykiem rozwi-
niecia jawnej niedoczynnosci tarczycy [73, 88].

Przeciwciata anty-Tg sa wykrywane u cze$ci chorych
z HT, jednak ich rola w diagnostyce tego schorzenia
jest mniejsza. Moga sie pojawiaé réwniez w surowicy
oséb zdrowych (10-20% zdrowych kobiet) i zwykle sg
uznawane za wskaznik zwiekszonego ryzyka zachoro-
wania [52, 65]. Tg nie jest biatkiem blonowym, dlatego
jej udzial w ADCC jest watpliwy. Przeciwciata anty-Tg
nie wiaza tez dopelniacza [65]. Anty-Tg oséb chorych
sg zdolne do hydrolizy Tg [60], jednak ich rola w pato-
genezie HT jest niejasna. Oczyszczanie krwi z Tg przez
przeciwciata o wiasciwo$ciach katalitycznych wydaje sie
korzystne dla pacjenta, jednak obecno$é limfocytéw B
syntetyzujacych anty-Tg w obrebie gruczotu tarczowego
moze prowadzi¢ do niszczenia Tg w koloidzie, a w konse-
kwencji obnizenia stezenia tréjjodotyroniny (T3) i tyrok-
syny (T4) [119]. Przeciwciala anty-Tg rozpoznaja rézne
epitopy tyreoglobuliny w zaleznosci od etapu rozwoju
choroby, dlatego wskaznik ten moze by¢ pomocny
w monitorowaniu choroby [63].

Glikozylacja IgG w chorobach autoimmunizacyjnych tar-
czycy, do ktérych nalezy HT oraz choroba Gravesa-Base-
dowa (GD), byta badana dotychczas w ograniczonym
zakresie. Stosujac metode lektynowa dla 1gG anty-Tg
oczyszczonych z surowic przez wigzanie do immobilizowa-
nej Tg, wykazano stabsza fukozylacje 1gG-Tg w HT w poréw-
naniu do anty-Tg izolowanych z krwi dawcéw z GD oraz
z nowotworami tarczycy [125]. Natomiast poziom al,6-
fukozylaciji i sjalilacji anty-Tg jest wyzszy w surowicy HT
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktéra stanowili zdrowi
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dawcy. Ponadto wykazano, ze stopieri fukozylacji i sjali-
lacji tych 1gG jest proporcjonalny do miana przeciwcial.
Pacjenci z wysokim poziomem anty-Tg mieli wiecej Fuc
i SA niz chorzy z umiarkowanie podwyzszonym poziomem
tych IgG [122]. Badania naszego zespotu przeprowadzone
metoda UPLC u ponad stu dawcédw z chorobg Hashimoto
oraz poréwnywalnej liczbie oséb zdrowych, stanowia-
cych grupe kontrolna, wskazuja na spadek fukozylacji 1gG
w przebiegu HT [68].

GLIKOZYLACJA 19G A PRZECIWCIALA TERAPEUTYCZNE

W zwalczaniu choréb zapalnych oraz choréb z autoagre-
sji, takich jak trombocytopenia czy choroba Kawasakiego,
stosuje sie dozylne preparaty immunoglobulin (1Vig) [92],
czyli poliklonalne 1gG oczyszczone z surowicy 0,5-10 tys.
zdrowych dawcéw [74, 124] oraz przeciwciala terapeu-
tyczne (ThAb) [74]. Rozwdj technik biologii molekular-
nej w latach 90 ub.w. umozliwit sklonowanie gendw IgG,
co pozwala na wytwarzanie przeciwcial monoklonal-
nych (mAb) o okreslonej aktywnosci w eukariotycznych
systemach ekspresyjnych [19]. Projektowanie ThAb jest
najszybciej rozwijajaca sie dziedzing przemystu farmaceu-
tycznego. W ostatnich trzech dekadach powstato ponad
30 mAb i ich pochodnych, skutecznie stosowanych w réz-
nych chorobach [44, 47]. Wszystkie wykorzystywane tera-
peutycznie przeciwciala nalezg do klasy G [59, 118].

Zmiana glikozylacji rekombinowanych przeciwciat tera-
peutycznych pozwala na manipulowanie ich wtasci-
wosciami pro- i przeciwzapalnymi. Zrédtem wiedzy na
temat znaczenia glikozylacji 1gG sa opisane wyzej bada-
nia po$wiecone zmianom struktury N-glikanéw przeciw-
cial w chorobach autoimmunizacyjnych oraz roli tych
zmian. Wtasciwosci przeciwzapalne ThAb uzyskuje sie
gtéwnie dzieki obecno$ci SA w N-glikanie fragmentu Fc.
Te wladciwos$ci mozna tatwo zmieniaé, poniewaz enzyma-
tyczna desjalilacja znosi dziatanie lekéw [5, 40, 50]. Nie-
wielki procent przeciwcial we krwi jest a2,6-sjalowany.
Ten typ glikozylacji zapewnia potencjat przeciwzapalny
IgG, dzieki wspomnianemu wyzej oddziatywaniu prze-
ciwciat z czasteczkami DC-SIGN na makrofagach, ktére
zwieksza aktywno$¢ FcRy-1Ib i thumi odpowiedZ immuno-
logiczna. Jest to réwniez jeden z mechanizméw dziatania
IVIg stosowanych klinicznie w leczeniu immunosupresyj-
nym [114]. Preparaty IVIg o duzej zawarto$ci SA wykazuja
wieksza aktywno$¢ przeciwzapalng, natomiast desjalila-
cja IVIg znosi to dziatanie [1]. Biorgc jeszcze pod uwage
to, ze ekspresja sjalotransferazy ST6Gall, ktéra katali-
zuje a2,6-sjalilacje glikandw, jest podwyzszona w odpo-
wiedzi na stan zapalny, a jej dziatanie zmienia aktywacje
i proliferacje komérek, wykorzystanie mozliwosci zaha-
mowania reakcji autoimmunologicznych z uzyciem a2,6-
sjalowanych IgG uznaje sie za dobry kierunek badan
terapeutycznych [114].

Oprécz sjalilacji, najistotniejsza w regulacji aktywnosci
1gG jest al,6-fukozylacja struktury rdzeniowej N-glika-
néw. Szacuje sie, ze w warunkach fizjologicznych okoto
94% przeciwcial IgG surowicy jest fukozylowanych, co

zapewnia im wla$ciwos$ci przeciwzapalne. Zmniejsze-
nie ilo$ci Fuc w IgG obserwuje sie w odpowiedzi immu-
nologicznej przeciwko réznym antygenom w rozwoju
wielu choréb [115]. Fukozylacja przeciwciat jest kluczowa
w oddziatywaniu IgG z receptorem FcyRIlla, m.in. dlatego,
ze Fuc modyfikuje funkcje SA. W obecnosci Fuc rdzenio-
wej, sjalilacja glikanéw Fc powoduje znaczgce obnizenie
procesu ADCC z udziatem komérek NK. Sjalowane gliko-
formy zawierajace Fuc rdzeniowa byty 20-krotnie mniej
aktywne w poréwnaniu do glikoform pozbawionych SA,
natomiast sjalilacja nie wptywata na aktywacje komdrek
NK wywotang defukozylowanymi glikanami IgG. Tak wiec
do uzyskania dziatania przeciwzapalnego przez sjalowane
IgG niezbedna jest rdzeniowa fukozylacja przeciwciat [61].
ThAb ze zmodyfikowang fukozylacja sa wykorzystywane
do leczenia klinicznego. Afukozylowane przeciwciata sa
stosowane od 2006 r. w terapii biataczki limfocytowej oraz
chtoniaka z obwodowych limfocytéw T. W terapii prze-
ciwnowotworowej zastosowanie afukozylowanych 1gG
umozliwia stymulacje odpowiedzi immunologicznej upo-
$ledzonej w chorobach nowotworowych [74].

Do rekombinowanych ThAb wprowadza sie réwniez gli-
kany, ktére nie wystepuja naturalnie we fragmencie Fc
IgG, by zmienié nie tylko ich wlasciwosci zapalne, ale aby
poprawi¢ réwniez inne parametry. Terapeutyczne 1gG
zawierajace w Fc N-glikany wielomannozowe sa usuwane
z ludzkiej krwi szybciej niz inne glikoformy I1gG [38].

Niewatpliwie duzg trudnos$cia w zaprojektowaniu prze-
ciwciat terapeutycznych jest ich réznorodno$¢, wynika-
jaca ze zmienno$ci fragmentu Fab oraz dodatkowo jego
glikozylacji. Doktadne scharakteryzowanie struktury
cukrowej réwniez w tym fragmencie jest niezbedne do
stworzenia rekombinowanego substytutu IgG o najwiek-
szym potencjale przeciwzapalnym, ktéry znajdzie zasto-
sowanie w chorobach autoimmunizacyjnych [3].

PODSUMOWANIE

Glikany sa mocno zréznicowang grupg zwiazkéw, kté-
rych struktura dynamicznie zmienia sie w zalezno$ci
od warunkdéw mikro$rodowiska oraz stanu fizjologicz-
nego organizmu. Sktad oligosacharydowy glikoprotein,
odmienny w rozwoju choréb, jest markerem o war-
toéci poréwnywalnej do zmian ekspresji i aktywno$ci
biatek [51]. Glikozylacja IgG jest jednym z elementéw
wplywajacych na aktywnos¢ tego biatka. Modyfikujac
strukture N-glikanéw mozna wptywad na procesy indu-
kowane przez IgG, co znalazto zastosowanie w wycisza-
niu stanu zapalnego w chorobach autoimmunizacyjnych.
Glikozylacja IgG petni kluczowa role w patogenezie cho-
réb autoimmunizacyjnych [69]. Zmniejszony poziom
galaktozylacji i sjalilacji IgG jest uznawany za ceche cha-
rakterystyczng RA, SLE i CD [92]. Doktadne poznanie pro-
filu cukrowego przeciwcial i znaczenia funkcjonalnego
tych zmian w przebiegu choréb autoimmunizacyjnych
z pewnoécia przyczyni sie do szybszej diagnostyki tych
schorzei oraz znajdzie zastosowanie w terapii z uzy-
ciem rekombinowanych mAb [77, 107].
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