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Streszczenie: Powierzchnia limfocytow T jest bogata w N- i O-potaczone struktury cukrowe zwigzane
z blonowymi receptorami biatkowymi, w tym z receptorem TCR, koreceptorami CD4 i CD8 oraz
CD43 i CD45. Ogromna réznorodnos¢, jaka zapewniaja cukry oraz dynamika procesu glikozylacji
sprawiaja, ze glikany biatek uktadu odpornosciowego pehig szereg funkcji regulujacych dojrzewanie
i aktywnos¢ limfocytow T. Generowanie sygnalow wewnatrzkomorkowych $cisle zalezy od zawar-
tosci B1,6-rozgalezionych ztozonych N-glikanow na czasteczce TCR, tworzacych z galektynami na
powierzchni limfocytow biatkowo-cukrowa sie¢ obnizajaca prog aktywacji komoérek. Oligosachary-
dy koreceptora CD4 sa niezbgdne do ekspresji tej glikoproteiny na powierzchni komorki. Zmiany
sjalilacji czasteczki CD8 wplywaja na jej zdolno$¢ do rozpoznawania i wigzania tetrameru MHC
klasy 1. O-glikany biatka CD43 s3 wazne w procesie dojrzewania limfocytow T oraz reguluja ich
apoptoze. Oligosacharydy CD45 odgrywaja istotna role w regulacji aktywnosci fosfatazy domeny
wewnatrzkomorkowej tej czasteczki. Glikoimmunologia limfocytow T jest nowa, preznie rozwija-
jaca si¢ gatezig nauki, badajaca znaczenie glikozylacji w funkcjonowaniu tych komoérek oraz zmian,
jakie towarzysza dysfunkcjom uktadu odpornosciowego, co pozwolito na wyjasnienie niektorych,
weczesniej niezrozumialych, mechanizméw dziatania tego uktadu.

Stowa kluczowe: limfocyty T, N- i O-glikozylacja, receptory blonowe, TCR
Summary: T cell surface is abundant in N- and O-linked sugar structures associated with membrane

protein receptors, including TCR receptor, CD4 and CDS8 co-receptors, as well CD43 and CD45. The
huge variety of oligosaccharide structures and the dynamics of glycosylation process result in a num-
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ber of glycan functions that regulate T cell development and activity. The triggering of TCR intracel-
lular signals strictly depends on its B1,6-branched complex type N-glycans that are bound by galec-
tins on the T cell surface. It leads to forming the protein-sugar lattice which decreases the activation
threshold of T cells. Oligosaccharides of the CD4 co-receptor are essential for the expression of this
glycoprotein on cell surface. Changes in sialylation of CD8 molecule effect on its ability to recognize
and bind MHC class I tetramer. CD43 protein O-glycans are crucial for T-cell maturation and influence
their apoptosis. CD45 oligosaccharides play an important role in regulating the phosphatase activity
of its intracellular domain. Glycoimmunology of T cells is a new, rapidly evolving field of science
that explores the importance of glycosylation in the functioning of these cells and the changes that
accompany dysfunctions of immune system, which has helped to explain some of the previously in-
comprehensible mechanisms of immune system action.

Keywords: T cells, N- and O-glycosylation, cell membrane receptors, TCR

WSTEP

Zdecydowana wigkszos¢ receptorow btonowych limfocytéw T podlega pro-
cesowi glikozylacji, czyli enzymatycznemu dolgczeniu ztozonych struktur cu-
krowych okres$lanych jako oligosacharydy lub glikany [50, 62]. Wsrdd nich sg
receptor limfocytoéw T (TCR), koreceptory CD4 i CD8 oraz czasteczki CD43
1 CDA45, ktorych glikozylacje scharakteryzowano w dalszej czgsci pracy. Reszty
cukrowe receptoréw komorek T sg waznym funkcjonalnie elementem czasteczek
glikoprotein, uczestnicza w dojrzewaniu i aktywacji limfocytow oraz ich oddzia-
lywaniach z innymi komoérkami uktadu odpornosciowego i srodbtonka podczas
migracji limfocytow do miejsca zapalenia [77]. W efekcie glikozylacja limfocy-
tow T w istotny sposob reguluje mechanizmy odporno$ci nabytej [2, 20, 89] a jej
zaburzenia przyczyniaja si¢ do dysfunkcji komorek i w konsekwencji moga pro-
wadzi¢ do rozwoju chorob o podtozu autoimmunizacyjnym [85].

GLIKOZYLACJA JAKO WAZNA
FUNKCJONALNIE MODYFIKACJA BIALEK

Glikozylacja jest najbardziej powszechng forma potranslacyjnej modyfika-
cji biatek, ktora decyduje o ich chemicznej i funkcjonalnej réznorodnosci oraz
wplywa na ich aktywnos$¢ biologiczng [78, 93, 94]. Jest procesem ztozonym,
wieloetapowym [84], posrednio genetycznie uwarunkowanym [44], zaleznym od
wieku, pici oraz czynnikow $rodowiskowych i biochemicznych [21]. Zachodzi
w komorkach zwierzat, roslin, grzybow a takze bakterii [65]. W przypadku Euka-
riontéw proces ten nie jest zlokalizowany tylko w jednym organellum, lecz prze-
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biega w kilku przedziatach komoérkowych; gtownie aparacie Golgiego i siateczce
srodplazmatycznej (ang. Endoplasmic Reticulum, ER) [44], poza tym obejmuje
rowniez jadro komorkowe, gdzie syntetyzowany jest prekursor kwasu sjalowego,
lizosomy, w ktorych odzyskiwane sg monosacharydy powstate w efekcie degra-
dacji oligo- i polisacharydow oraz cytoplazme stanowigcg miejsce syntezy dono-
row cukrow oraz prekursora N-glikanow [84].

Oligosacharydy przytaczone sg do bialek wigzaniem N- lub O-glikozydo-
wym, dlatego okresla si¢ je jako N- i O-glikany, ktore roznig si¢ strukturg oraz
lokalizacja w tancuchu biatkowym [24]. N-glikany dotaczone sg do atomu azotu
grupy amidowej Asn, zlokalizowanej w okreslonej sekwencji Asn-X-Ser/Thr po-
lipeptydu (X jest dowolnym aminokwasem z wyjatkiem Pro), podczas gdy O-gli-
kany zwigzane sg przez reszte N-acetylogalaktozoaminy (ang. N-acetylgalactosa-
mine, GalNAc) lub N-acetyloglukozoaminy (ang. N-acetylglucosamine, GIcNAc)
z grupg hydroksylowa gtownie Ser lub Thr [86] oraz rzadziej Tyr albo Hyp [36].
W obrebie N-glikandw wyrdznia si¢ trzy charakterystyczne grupy struktur: wie-
lomannozowe (oligomannozowe) zawierajace w czesci zewnetrznej tylko resz-
ty mannozy (ang. Mannose, Man), ztozone zbudowane z anten, w sklad ktorych
wchodzi GlcNAc, galaktoza (ang. Galactose, Gal), kwas sjalowy (ang. Sialic
Acid, SA; kwas N-acetyloneuraminowy) i fukoza (ang. Fucose, Fuc) oraz oligo-
sacharydy hybrydowe o cechach obydwu wczes$niejszych typow glikanow [93,
94]. Glikozylacji podlega zdecydowana wickszo$¢ biatek btonowych i wydzielni-
czych [11, 39, 52] oraz czes$¢ biatek jadrowych i cytoplazmatycznych [47]. Przy
czym biatka wewnatrzkomorkowe sa glikozylowane glownie przez dolgczenie
pojedynczej reszty GlcNAc wigzaniem O-glikozydowym [45] a powierzchniowe
i sekrecyjne zawieraja bardziej rozbudowane struktury cukrowe [59].

Glikany w istotny sposob moduluja wlasciwosci i funkcje biatek, do ktorych
sg przylaczone [12] i, jak pokazujg liczne badania, sg nie mniej wazne w funkcjo-
nowaniu glikoproteiny niz jej czg¢s¢ biatkowa [47]. Odpowiadajg za prawidlowe
fatdowanie bialek [38], reguluja transport czgsteczek do powierzchni komorki
[75], utrzymuja ich stabilnos¢ [49] oraz stanowig ochrong przed proteolizg [25].
Przebudowa struktury oligosacharydow jest charakterystyczna dla rozwoju, pro-
liferacji 1 apoptozy komorek [42]. Obecnos¢ glikanow jest kluczowa do wigzania
ligandéw [51] oraz utrzymania w odpowiednich odstepach geometrycznych cza-
steczek na powierzchni komorki, co zapobiega niepozadanym oddzialywaniom
cis pomigdzy nimi oraz reguluje oddzialywania migedzykomorkowe [29, 74].
Reszty cukrowe wptywaja rowniez na antygenowos¢ glikoprotein [6, 34].

Wszystkie kluczowe receptory powierzchniowe limfocytow T sa glikozylo-
wane [75]. Aktywnos$¢ komoérek T zalezy od ich prawidlowej glikozylacji [53].
Zmiana sktadu glikanow i/lub ich ilo$ci na powierzchni biatek moze sprzyjac¢ roz-
wojowi réznych chordb, w tym autoimmunizacyjnych [9, 54].
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GLIKOZYLACJATCR REGULUJE
AKTYWACJE LIMFOCYTOW T

Receptor TCR jest heterodimerem utworzonym z dwoch tancuchdéw polipep-
tydowych, najczesciej sa to kompleksy afy oraz yo. Ponad 90% komorek T ludz-
kiej krwi wykazuje ekspresj¢ receptora af}, a pozostale 10% stanowig limfocyty
z heterodimerem 5. Receptor TCRaf zbudowany jest z dwoch glikozylowanych
transbtonowych tancuchow biatkowych, z ktérych kazdy ma czgs¢ zmienng V
oraz cze$¢ stalg C (ryc. 1A). Domeny V tych tancuchéw rozpoznajg oraz od-
dziatuja ze swoistym peptydem i MHC oraz zapewniaja réznorodnos$¢ czasteczek
TCR [26]. Receptor TCR zwiazany jest z limfocytem przez krotki fragment trans-
btonowy oraz odcinek wewnatrzkomoérkowy [37]. Obie formy receptora TCR 13-
czg si¢ w blonie limfocytow T z grupg bialek CD3. Sktadajg si¢ one z 6 tancuchow
nalezgcych do czterech roznych typow v, 6, € oraz {. Lancuchy te biorg udziat w
przekazywaniu do wnetrza komorki sygnatu generowanego w efekcie rozpozna-
nia i zwigzania antygenu przez TCR [43]. Kompleks TCR-CD3 jest funkcjonalng
jednostka receptorowa limfocytow T. Jest on obecny w btonie w bliskim kontak-
cie z czasteczkami CD2, CD4, CDS5 oraz CDS [26].

Obydwie podjednostki TCR sg N-glikozylowane. W jednych z pierwszych
badan dotyczacych glikozylacji TCR przeprowadzonych na mysiej linii limfo-
cytow T cytotoksycznych (klon 2C) wykazano obecnos¢ 3-4 N-glikanow w oby-
dwu podjednostkach receptora TCR. Wszystkie glikany w podjednostce a byly
typu ztozonego, natomiast w przypadku podjednostki (8 zidentyfikowano zaréwno
N-glikany wielomannozowe, jak i ztozone [35]. W kolejnych badaniach wyko-
nanych na mysich i ludzkich limfocytach T wykazano, ze miejsca N-glikozyla-
cji obecne sg w domenie zmiennej tancuchow o, w przeciwienstwie do domeny
zmiennej tancucha B, ktora jest nieglikozylowana. Czg$¢ stata tancucha a myszy
zawiera dwa miejsca N-glikozylacji a czlowieka trzy (ryc. 1A). Z kolei domena
CP posiada trzy takie miejsca u myszy oraz jedno u cztowieka [46]. Natomiast
inne zrodta podaja, ze podjednostki o i B TCR sa N-glikozylowane w co naj-
mniej siedmiu miejscach [19, 37]. W tancuchu 6 TCR wystepuja dwa N-glikany,
z ktorych jeden ma strukturg wielomannozowg a drugi jest typu ztozonego [34].
Kompleks TCRaB-CD3 u czlowieka zawiera 12 potencjalnych miejsc, do ktérych
moga by¢ dotaczane N-glikany oraz posiada $cisle zalezng od glikozylacji TCR
zdolnos¢ do wigzania endogennych lektyn zwanych galektynami (gal), glownie
gal-11 -3 [29]. Podjednostka CD33 w kompleksie z receptorem TCRaf charak-
teryzuje si¢ obecnoscig jednego N-glikanu wielomannozowego i jednego typu
ztozonego, natomiast z TCRyd posiada wylgcznie oligosacharydy zlozone [34].
N-glikozylacja kompleksu TCR-CD3 rézni si¢ rowniez w zaleznosci od tego, czy
ulega on ekspresji na dojrzatych limfocytach T CD4+ czy limfocytach CD8+.
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W badaniach Zapata i wsp. (2004) stwierdzono, ze calkowita masa komplekséw
TCRy3-CD3 jest wicksza dla komorek CD4+ w poréwnaniu z limfocytami CD8+,
co jest efektem odmiennej glikozylacji. Limfocyty CD4+ i CD8+ pozbawione
CD3y wykazywaly takze r6znice w zawartosci oligosacharydoéw na CD3s [92].
Glikozylacja TCR jest kluczowa do aktywacji limfocytow T [17]. Badania Ku-
ball i wsp. (2009) wykazaty, ze zmniejszona N-glikozylacja tancuchéw TCR zwigk-
sza powinowactwo limfocytow T do kompleksow peptyd-MHC (ang. peptide-MHC
complex, pMHC) zaréwno przy braku, jak i w obecnosci koreceptora CDS, co wy-
nika ze zwickszonej zdolnosci stabiej glikozylowanego receptora TCR do tworzenia
komplekséw w obrebie blony i w efekcie wydajniejszej aktywacji komorek T [46].
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RYCINA 1. Budowa receptoréw btonowych limfocytow T z zaznaczonymi miejscami N- i O-gliko-
zylacji. A. ludzki receptor TCR [na podst. 26, 46], B. koreceptor CD4 [na podst. 37, 74], C. koreceptor
CD8 [na podst. 37, 76], D. CD43 [na podst. 80, 82], E. CD45 [na podst. 10, 22]. A, B, C (CD45), do-
meny powstale z alternatywnego sktadania mRNA; Asn, asparagina; C (TCR), domena stata; D1-D4,
domeny immunoglobulinopodobne; D1 (CD45), domena fosfatazy tyrozynowej; D2 (CD45), domena
C-koncowa wigzaca cytoszkielet; FN, region fibronektynopodobny; Thr, treonina; V, domena zmienna
FIGURE 1. Structure of membrane T-cell receptors with marked N- and O-glycosylation sites. A.
human TCR receptor [based on 26, 46], B. co-receptor CD4 [based on 37, 74], C. co-receptor CD8
[based on 37, 76], D. CD43 [based on 80, 82], E. CD45 [based on 10, 22]. A, B, C (CD45), domains
formed by alternative mRNA assembly; Asn, asparagine; C (TCR), constant domain; D1-D4, immu-
noglobulin-like domains; D1 (CD45), tyrosine phosphatase domain; D2 (CD45), cytoskeleton-binding
C-terminal domain; FN, fibronectin-like region; Thr, threonine; V, variable domain
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Istotng role w aktywacji TCR petnig struktury ztozone N-glikandéw z rozgatezieniami
GlcNACcB1,6 [8], ktorych redukcja wzmacnia sygnalizacje TCR i proliferacje komo-
rek T [28]. Enzym N-acetyloglukozoaminylotransferaza V (GnT V) jest odpowie-
dzialny za powstanie rozgat¢zien GIcNAcP1,6 glikanow typu zlozonego zawieraja-
cych laktozaminylowe jednostki cukrowe (ang. N-acetyllactosamine, LacNAc) [17,
60, 94], ktore stanowia ligandy dla galektyn, czyli biatek wiazacych B-galaktozydy
[69]. Wigzanie galektyn do galaktozy struktur polilaktozaminylowych (poliLacNAc),
obecnych na TCR, powoduje tworzenie sieci biatkowo-cukrowej na powierzchni
limfocytow T, ktora reguluje aktywacje tych komorek [17, 57, 61]. Oligosacharydy
B1,6-rozgalezione na receptorach TCR sg usytuowane na powierzchni biatka w taki
sposob, by zapobiegac niespecyficznej ich agregacji, ograniczajg mozliwe oddzia-
tywania geometryczne oraz uniemozliwiaja grupowanie si¢ kompleksoéw TCR-M-
HC poprzedzajace sygnalizacje komorkowa [62].

SJALILACJA CD81CD4 JEST NIEZBEDNA DLA ICH FUNKCJI

Czasteczki CD4 i CD8 oddziatuja z tym samym kompleksem pMHC co TCR,
dlatego okreslane sg jako koreceptory limfocytow T [56]. Sg istotne w tworzeniu
synapsy immunologicznej miedzy limfocytami T a komorkami prezentujacymi
antygen (ang. Antigen-Presenting Cells, APC) [55]. Dojrzala komoérka T wyka-
zuje ekspresje tylko jednego z nich; limfocyty T pomocnicze (Th) posiadajg ko-
receptor CD4, natomiast dla komorek T cytotoksycznych (Tc) charakterystyczny
jest marker CD8 [26]. Maja one kluczowe znaczenie dla uzyskania czynnosciowe;j
zgodnosci podtypu limfocytu T z prawidlowym kompleksem pMHC oraz umoz-
liwiaja jego aktywacje po rozpoznaniu antygenu [88]. Chociaz obie czasteczki
funkcjonujg jako koreceptory, ich struktury sg do$¢ odmienne [37]. Pomimo tego,
wspoldziatajg ze strukturalnie homologicznymi miejscami na swoich ligandach
MHC [72] a ich aktywnos$¢, ekspresja oraz funkcja w istotny sposob zaleza od
glikozylacji [16, 50].

CD4 jest czasteczkyg zbudowang z pojedynczego tancucha, na ktéry sktadaja
si¢ cztery immunoglobulinopodobne domeny D1-D4. Pierwsze dwie domeny D1
i D2 s3 ciasno upakowane i tworzg sztywng struktur¢ pretopodobna, ktora jest
potaczona z blong za pomocg domen D3 i D4 (ryc. 1B). CD4 silnie oddziatujac
z cytoplazmatyczng kinaza tyrozynowa, powoduje wzmocnienie sygnalu gene-
rowanego przez receptor TCR wiazacy sie z kompleksem pMHC II. Jednocze-
sne potaczenie CD4 i TCR z tym samym kompleksem powoduje znaczny wzrost
wrazliwo$ci limfocytow na prezentowany antygen. Udziat koreceptora CD4
zmniejsza 100-krotnie ilo$¢ antygenu konieczng do aktywacji komorki [37]. Roz-
poznanie przez limfocyt T CD4+ peptydu prezentowanego przez MHC I inicjuje
odpowiedz odpornosciowa powodujac aktywacje limfocytow B i produkcje cyto-
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kin prozapalnych [7]. Czasteczka CD4 zawiera cztery miejsca N-glikozylacji [34]
przy Asn273 i Asn300 pomiedzy D3 i D4 oraz Asnl159 i Asn270 (ryc. 1B) [74].
W przeciwienstwie do ztozonych dwuantenowych N-glikané6w dotaczonych do
Asn270 w domenie D4, oligosacharydy przytaczone do Asn159 w D3 sa gltéwnie
typu oligomannozowego i hybrydowego [74]. Lokalizacja struktur wielomanno-
zowych, zapewniajaca ochron¢ dzigki okreslonej strukturze I1I-rzedowej biatka,
sprawia, ze sg one niedostepne dla enzyméw biorgcych udziat w obrobee gli-
kanow. Glikozylacja Asn273 1 Asn300 jest niezbedna do ekspresji CD4 na po-
wierzchni komorki oraz uzyskania prawidlowej struktury przestrzennej biatka.
Nieglikozylowana forma CD4 wykazuje stabilno$¢, lecz pozostaje wewnatrz ko-
morki [74, 79]. Do prawidlowego sktadania i transportu CD4 konieczna jest obec-
no$¢ reszty Thr302 w sekwencji Asn-X-Thr, ze wzgledu na obecnos¢ w bliskim
sasiedztwie Cys303, ktora tworzy wigzanie disiarczkowe w obrgbie D4, istotne w
formowaniu natywnej konformacji tej czasteczki [79].

Koreceptory CD8 i CD4 r6znig si¢ zawartoscig kwasu sjalowego i podatno-
$cig na acetylacje kwasu neuraminowego [53]. Kwasy sjalowe (SA), to grupa
monosacharydéw obecnych w pozycjach terminalnych glikanéw, sposrod kto-
rych najczesciej wystepuje kwas N-acetylo-5-neuraminowy bedacy N-acetylowa
pochodna kwasu neuraminowego [40]. Stwierdzono, ze SA mysich limfocytow
CD4+ izolowanych z weztdéw chtonnych jest mocniej acetylowany niz CD8+
[53]. Acetylowanie kwasu neuraminowego moze wplywac z kolei na wigzanie
lektyn do limfocytow, w tym biatek z rodziny Siglec preferencyjnie rozpoznaja-
cych kwasy sjalowy (ang. sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin) [16].

CD8, koreceptor obecny na limfocytach Tc, jest glikozylowanym heterodime-
rem zbudowanym z tancuchow a i B potaczonych wigzaniem disiarczkowym (ryc.
1C) lub homodimerem tancuchow a [37]. CD8af jest gtownym koreceptorem dla
TCRaf 100-krotnie bardziej wydajnym niz CD8ao w generowaniu sygnatow we-
wnatrzkomérkowych w odpowiedzi na antygen. Natomiast powinowactwo kom-
pleksu TCR-CD8 do MHC I prezentujacego antygen jest ok. 10-krotnie wyzsze niz
w przypadku samego TCR [18]. Podjednostka B jest szczegolnie istotna w funkcji
CDS8 jako koreceptora TCR w generowaniu sygnatow wewnatrzkomorkowych. Jej
wigzanie do kompleksu pMHC I indukuje zmiany konformacyjne w obrebie MHC
I, ktére wzmacniajg oddziatywanie MHC 1 i TCR [76]. Zmiany te obejmujg za-
rowno stabilizacje kompleksu pMHC/TCR, jak i wzmacnianie sygnatu przez po-
taczenie CD8 z kinaza tyrozynowa Lck, biatkiem adaptorowym LAT (ang. Linker
for Activation of T cells) 1 tratwami lipidowymi. CD8 moze takze wigza¢ MHC 1
niezaleznie od TCR i w ten sposob dziata jako czasteczka adhezyjna [15].

Sktad N-glikanéw CD8 zwigzany jest z dojrzewaniem, stanem aktywacji lim-
focytow T i ich szansg przezycia jako naiwne komorki [15]. W kazdym z tych
procesOw bardzo wazny jest stopien sjalowania (zawartosci kwasu sjalowego)
czasteczki CDS. Istnieje co najmniej 18 réznych sjalotransferaz (enzyméw ka-
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talizujacych dolaczenie kwasu sjalowego), ktore modyfikuja powierzchni¢ ty-
mocytow. Niedojrzale limfocyty oraz aktywowane efektorowe wykazuja niski
poziom sjalowania, podczas gdy naiwne komoérki T sa wysoce sjalowane [5].
Wzrost sjalowania towarzyszacy dojrzewaniu limfocytow T od niedojrzatych
podwojnie pozytywnych (ang. Double Positive, DP) do dojrzatych komorek T
CD8+ [16], obniza zdolnos$¢ koreceptora CD8 do rozpoznawania i wigzania MHC
I [76]. Sjalowanie O-glikandéw rdzenia 1 przez sjalotransferaze ST3Gall (ang.
[-galactoside o.2,3-sialyltransferase 1) zmienia [V-rzedowa strukture globularne;j
glowy CD8, zmniejszajac jej zdolnos¢ do “zaciskania” MHC 1. Z kolei obecno$¢
SA w rejonie todygi zapobiega ciasnemu upakowaniu CD8. W przypadku braku
SA czasteczki CDS8 sg na tyle $cisle upakowane, by zoptymalizowaé wigzanie
MHC [5]. Aktywno$¢ ST3Gall ma zasadnicze znaczenie w zywotnosci komorek
T CD8+, gdyz przy braku tego enzymu naiwna populacja CDS8 ulega znacznej
redukcji [70]. Zmniejszenie zawarto$ci SA na O-glikanach rdzenia 1 aktywowa-
nych i efektorowych limfocytéw T CD8+ wynika z niedoboru ST3Gall, podczas
gdy obecnos¢ tego enzymu jest charakterystyczna dla komorek pamigcei [83]. Na
powierzchni limfocytéw T CD8+ pamigci obecne sg réwniez O-glikany rdzenia
2, przez ktére komorki te wiazg si¢ z P- oraz E-selektyna podczas migracji przez
srodblonek w odpowiedzi na stan zapalny [64].

Obydwie podjednostki koreceptora CD8 sa mocno O-glikozylowane a lan-
cuch B zawiera roéwniez co najmniej 2 miejsca N-glikozylacji. Globularna glowa
CD8 zwiazana jest z blong za pomocag todygi (ryc. 1C). Region todygi odgrywa
wazng role w powstawaniu synapsy immunologicznej i orientacji CD8 wzgledem
MHC a konformacja tego fragmentu CDS stabilizowana jest przez O-oligosacha-
rydy. Cukry te zwiekszajg sztywnos$¢ tancucha peptydowego i w efekcie chronia
go przed degradacja proteolityczna, jak rowniez zapobiegaja niespecyficznym od-
dzialywaniom todygi z TCR [73]. Region todygi obu podjednostek CD8 bogaty
jest w reszty Pro, Ser i Thr oraz jest O-glikozylowany, co stwierdzono dla ludzi
1 wszystkich badanych gatunkow zwierzat. Lodyga CD8[ zawiera jedno miejsce
N- oraz trzy miejsca O-glikozylacji [71] a CD8a dwa miejsca O-glikozylacji [58].
Globularna gtowa CDS jest jeszcze intensywniej O-glikozylowana niz todyga;
w tancuchu a obecne sg cztery miejsca wigzania O-glikanéw (Thr122, Thr126,
Thr132, Thr134) a w tancuchu B pi¢¢ miejsc O-glikozylacji (Thr120, Thr121,
Thr124, Thr127 i Thr128). Sjalilacja pojedynczego O-glikanu w jednej z pozycji
Thr120-Thr124 ma miegjsce jedynie w tymocytach CD8+ SP, wiec prawdopodob-
nie odpowiedzialna jest za zwickszenie wigzania CD8-MHC 1 tych komorek w
poréwnaniu z niedojrzalymi tymocytami [76]. Lokalizacja miejsc N-glikozylacji
podjednostki a i P jest zroznicowana u réznych gatunkow. Obecno$¢ co najmnie;j
jednego miejsca N-glikozylacji na podjednostce P jest wspdlna dla wszystkich
gatunkdéw, podczas gdy miejsca te dla podjednostki o sa swoiste gatunkowo [56].
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SJALILACJA CD43 1 CD45 WPLYWA NA WIAZANIE
LIGANDOW I ADHEZJE LIMFOCYTOW

Czasteczki CD43 i CD45 naleza do jednych z najwazniejszych glikoprotein
znajdujgcych si¢ na powierzchni limfocytow T i sa obecne na wszystkich etapach
rozwoju tych komorek [91]. Odgrywaja znaczaca rolg w ich rozwoju, aktywacji
oraz przezyciu. Sg rozpoznawane przez rozne receptory, z ktérych czes¢ jest en-
dogennymi lektynami obecnymi na innych komorkach uktadu odpornosciowego,
srédblonka i nowotworowych [10] a ich glikozylacja jest istotna w oddziatywa-
niach miedzy limfocytem T a otoczeniem. Ze wzglgedu na rozbudowang strukture
glikozylowanego receptora, w tym wysoki poziom sjalilacji, czgsteczki te musza
znajdowac si¢ z dala od miejsca kontaktu APC z komoérka T, tak, by mozliwa
byta interakcja komorka-komodrka za posrednictwem mniejszych biatek, takich
jak TCR oraz koreceptory CD4 i CDS8 [16].

CD43 (leukosjalina) jest duzym, transbtonowym biatkiem mucynopodobnym
o matej, kulistej domenie cytoplazmatycznej, obecnym na powierzchni wielu ko-
morek hemopoetycznych, w tym limfocytow T [82]. Nie ulega ekspresji natomiast
na erytrocytach i spoczynkowych limfocytach B [41]. Region zewnatrzkomorko-
wy CD43 ma dtugo$¢ ok. 45 nm i zawiera ponad 80 reszt Ser lub Thr, z ktorych do
75% jest O-glikozylowanych [10, 80] oraz jedno potencjalne miejsce N-glikozy-
lacji w poblizu domeny transblonowej przy Asn239 (ryc. 1D) [82]. Glikany biat-
ka CD43 sa mocno sjalowane; w jednej czasteczce stwierdzono obecnosé ponad
170 reszt SA. Wysoka zawarto$¢ kwasu sjalowego ma znaczenie w komunikacji
limfocytow T z receptorami cukrowymi w krwiobiegu, weztach chlonnych lub
sledzionie [67]. Obecnos¢ kwasu sjalowego na CD43 ostabia zdolnos$ci adhezyjne
limfocytow a desjalilacja umozliwia adhezj¢ 1 aktywacj¢ komorki przez rekrutacje
roznych kinaz [41]. Mimo iz, CD43 jest kodowana przez pojedynczy gen nie za-
wierajacy intronéw, wystepuje znaczna heterogenicznos¢ masy tego biatka wyni-
kajaca ze zréznicowanej glikozylacji [4]. CD43 wystgpuje w dwoch glikoformach
o masie czgsteczkowej 1151 130 kDa. Pierwsza z nich obecna na spoczynkowych
komorkach T, zawiera prawie wylacznie O-glikany zbudowane z 4 monosacha-
rydow (tetrasacharydy). Glikoforma o wigkszej masie, ulegajaca ekspresji na
limfocytach niedojrzatych i aktywowanych, posiada gléwnie rozgalezione hek-
sasacharydy [82]. Forma 130 kDa jest efektem zmian O-glikozylacji, powstaje z
powodu zwigkszonej ekspresji enzymu C2GnT (ang. Core 2-GlcNAc-transferase)
rozbudowujacego strukture O-glikanoéw po aktywacji komorek T [4, 66]. Masa
czasteczkowa czgsci biatkowej CD43 wynosi ok. 44 kDa, wigc az 62-66% jej
masy stanowig O-glikany [10]. Zmiany w ekspresji glikoform CD43 skorelowane
sa z roznicami w funkcji limfocytow T. Efektorowe limfocyty T CD8+ wykazuja
zwigkszony poziom glikoformy 130 kDa w poréwnaniu z naiwnymi lub pamig-
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ciowymi komoérkami T CD8+ [31]. CD43 bierze udzial w adhezji komoérek T do
srodbtonka w czasie migracji limfocytoéw do miejsca zapalnego oraz pelni role w
ich przemieszczaniu, gdyz E-selektyna obecna na komodrkach srodbtonka wigze
CD43 o masie 130 kDa za posrednictwem sjalowanych struktur Lewis X obecnych
w czasteczkach O-glikanow rdzenia 2 [94]. Zwickszong zawarto$¢ glikoformy o
masie 130 kDa stwierdzono u 0séb z biataczkg oraz zespotem Wiskotta-Aldricha
[32]. O-glikany CD43 stanowig rowniez ligandy dla gal-1 [33]. Gal-1 wykazuje
wyzsze powinowactwo do O-glikandw rdzenia 2 w poréwnaniu z rdzeniem typu
1. Badania wykazaty, ze powinowactwo gal-1 do sekwencji GalB1,3GalNAc w
O-glikanach rdzenia 1 jest 125-krotnie nizsze niz do disacharydu GalP1,4Glc-
NAc obecnego w rdzeniu 2 [14]. Modyfikacja glikozylacji CD43 przez C2GnT
jest wazna rowniez dla dojrzewania limfocytow i tworzenia funkcjonalnie kom-
petentnych komérek. Dodanie struktur O-glikandéw rdzenia 2 do CD43 wptywa na
adhezje limfocytow do komorek nabtonkowych grasicy podczas ich rozwoju [4].
ST3Gall konkuruje z C2GnT o substraty rdzenia 1 O-glikanow [13] a tym samym
ostabia wigzanie gal-1 do CD43 [70]. Aktywno$¢ i ekspresja obydwu enzymow
jest komorkowo-specyficzna; C2GnT jest charakterystyczna dla Thl, natomiast
wicksza aktywno$¢ ST3Gall stwierdzono w przypadku subpopulacji Th2 [27], co
wplywa na wyzszy poziom 02,6-sjalilacji w limfocytach Th2 [27, 81].
Czasteczka CD45 jest biatkiem przezblonowym wywodzacym si¢ z linii hema-
topoetycznej, wystepujacym obficie w btonie komorek jadrzastych. Biatko CD45
jest N- 1 O-glikozylowane w sposob zalezny od etapu rozwoju komorki. Glikozyla-
cja CD45 warunkuje oddziatywanie z innymi biatkami, wplywa na sygnalizacj¢ we-
wnatrzkomoérkowa oraz moduluje odpowiedz limfocytéw T na antygen [22]. Czgs¢
wewnatrzkomorkowa CD45 zawiera domeng fosfatazy tyrozynowej (D1) i domene
C-koncowa (D2) (ryc. 1E), ktora wiaze cytoplazmatyczny fragment do cytoszkie-
letu aktynowego za posrednictwem fodryny. Domena D2 nie wykazuje aktywnosci
katalitycznej. Fodryna wigzaca si¢ z domeng D2, dziata jak regulator aktywnosci i
specyficznosci fosfatazy substratowej D1. Czg$¢ zewnatrzkomorkowa CD45 sktada
si¢ z trzech fibronektynopodobnych regionéw (FN), domeny bogatej w Cys oraz z
trzech domen powstajacych z alternatywnego sktadania mRNA, nazwanych A, B
i C, ktore zawieraja O-glikany rdzenia 1 i1 2 dotaczone do reszt Ser i Thr (ryc. 1E)
[22, 90]. O-glikany usytuowane w dystalnej czesci CD45 to struktury rdzenia 11 2,
ktore moga zawiera¢ sekwencje poliLacNAc oraz reszty SA i Fuc. Natomiast struk-
tura N-glikanow w regionie FN zmienia si¢ w trakcie rozwoju limfocytéw od form
wielomannozowych do zlozonych i hybrydowych, co jest niezbedne do utrzymania
stabilnosci czasteczki CD45 oraz jej transportu do powierzchni komorki [3, 22].
Izoformy CD45 s3 odmiennie glikozylowane i w efekcie z réznym powinowac-
twem wigzg ligand [22, 87]. Istnieje co najmniej 8 izoform CD45, z ktorych 5 (RO,
RA, RB, RBC, RABC) znajduje si¢ na powierzchni ludzkich limfocytow. W wyni-
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ku alternatywnego sktadania mRNA, N-glikozylowane fragmenty biatka pozostaja
niezmienne, natomiast dtugos¢ O-glikozylowanej czg$ci oraz liczba dolaczonych
O-glikanow rdzni si¢ pomigdzy poszczegdlnymi izoformami. Liczba dotgczonych
N-glikanéw zalezy od etapu rozwoju oraz podklasy limfocytow T. Oligosachary-
dy w znacznym stopniu przyczyniajg si¢ do masy czgsteczkowej kazdej izoformy
CD45. Biorac pod uwage, ze masa czasteczkowa polipeptydu CD45 miesci si¢ w
zakresie 123-141 kDa a masa glikoform wynosi 180-230 kDa, to okoto 30% catko-
witej masy stanowi glikan [33, 94]. Wszystkie izoformy posiadaja do 11 N-glika-
noéw w rejonie blizszym blony oraz 8-47 O-glikanow w czesci dystalnej [10]. Okolo
potowa N-glikanow CD45 na tymocytach to oligosacharydy wielomannozowe lub
hybrydowe a wigkszo$¢ N-glikanow CD45 na obwodowych limfocytach T jest typu
ztozonego [68]. Stwierdzono tez rdznice w glikozylacji CD45 naiwnej populacji
CD4 w porownaniu do CDS8 [16].

Bogata glikozylacja biatka CD45 wpltywa znaczaco na jego funkcje. N- i
O-glikozylowany fragment pozakomoérkowy oddziatuje z lektynami, co reguluje
aktywno$¢ domeny wewnatrzkomorkowej. Czasteczka CD45 jest rownomiernie
rozmieszczona na catej powierzchni limfocytu spoczynkowego a po zwigzaniu z
gal-1 ma miejsce przegrupowanie prowadzace do powstania skupisk tych recep-
torow. Grupowanie zmniejsza aktywno$¢ fosfatazy tyrozynowej zalezng od obec-
nosci glikanow w czasteczce CD45 [22]. Aktywno$¢ C2GnT skutkuje powstaniem
ligandow dla gal-1 a nastgpnie grupowaniem CD45 inicjujacym szlak apoptozy [1,
63]. N- i O-glikany CD45 zawierajace ujemnie natadowane reszty SA, moga utrzy-
mywac¢ pojedyncze czasteczki fizycznie oddzielone od siebie. Powoduje to zwigk-
szenie sygnalizacji TCR przez aktywacje wewnatrzkomoérkowej fosfatazy CD45. 1
odwrotnie, zmniejszenie zawartosci SA lub ostabienie wigzania lektyn zmniejsza
sygnalizacj¢ TCR [10]. Zmiany w sjalilacji obu typow glikanéw wplywaja na od-
dziatywania CD45 z ligandami. Sjalilacja O-glikanow rdzenia 1 blokuje aktywnos¢
C2GnT i tym samym powstanie O-glikanéw rdzenia 2 [22]. Zwigkszona ekspresj¢
O-glikanow rdzenia 2 CD45 stwierdzono w infekcjach wirusowych, chorobach au-
toimmunizacyjnych oraz po przeszczepach [30].

Aktywno$¢ enzymu C2GnT jest zwiekszona w spolaryzowanych limfocytach
CD4+ Thl i Th2 oraz podczas aktywacji komorek T CD4+ i CD8+. Powstate w
efekcie O-glikany rdzenia 2 sg szczegodlnie istotne dla komoérek Thl, gdyz jako li-
gandy dla P-selektyny reguluja przemieszczanie si¢ limfocytow oraz sa ligandami
dla gal-1. Opisana powyzej zwickszona w Th2 ekspresja ST3Gall, ktory konkuruje
z C2GnT o substraty O-glikandéw rdzenia 1, wigze si¢ rowniez ze zmiang sjalilacji
CD45. Sjalowane 02,6 N-glikany CD45 sa stabiej wigzane do gal-1. SA na CD45
wystepuje obficie na dojrzatych tymocytach, natomiast w niewielkiej ilo$ci na nie-
dojrzatych tymocytach, co réwniez przyczynia si¢ do niewrazliwosci tymocytow
pojedynczo pozytywnych (ang. Single-Positive, SP) na dziatanie gal-1 [23, 56, 87].



196 K.POLAK, E. POCHEC

PODSUMOWANIE

Obecnie w erze post-genomicznej, coraz wigcej badan koncentruje si¢ na modyfi-
kacjach potranslacyjnych biatek, wsrod ktorych prym wiedzie glikozylacja [47]. Biat-
ka komorek uktadu odpornosciowego, w tym limfocytéw T, sg jednymi z najczesciej
badanych pod katem glikozylacji. Jednak ogromna réznorodno$¢ struktur cukrowych
1 wysoki stopien skomplikowania ich budowy utrudniajg te badania. Udoskonaleniu
wymagaja metody badawcze, ktore pozwolg na sprawna i precyzyjng analize struk-
turalng i funkcjonalng glikomu. Zaburzenia procesu glikozylacji biatek prowadza do
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu komorek i rozwoju chronicznych choréb uktadu
odpornosciowego [48], dlatego pokonanie trudnosci metodycznych analiz glikozyla-
cji otworzy rowniez nowe mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne.
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