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Streszczenie: N-glikozylacja immunoglobulin klasy G (IgG) jest niezbedna do funkcji efektorowych
przeciwciat, w tym cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwciat (ADCC). IgG produkowane
przez komorki plazmatyczne, zbudowane sa z dwoch lancuchéw cigzkich i dwoch tancuchow lek-
kich. W strukturze 1gG wyrdznia si¢ fragment Fab rozpoznajacy antygen oraz Fc odpowiedzialny za
przekazanie sygnatu komorkom efektorowym uktadu odpornosciowego. Kazdy z tancuchow cigzkich
IgG ma jedno, zachowane w ewolucji miejsce N-glikozylacji przy asparaginie 297, zlokalizowane
w regionie zawiasowym czasteczki. Glikozylacji podlega rowniez fragment Fab w 15-25% czasteczek
IgG. N-oligosacharydy zarowno Fc jak i Fab majg budowe dwuantenowsg typu ztozonego. Obecnosc
reszt cukrowych w IgG zapewnia wtasciwa konformacje czasteczki, natomiast sktad monosachary-
dowy N-glikanu moze zmienia¢ funkcje efektorowe przeciwciat poprzez wptyw na wydajnos¢ wigza-
nia IgG do receptora na komorkach efektorowych. W odpowiedzi odpornosciowej typu humoralnego
IgG poprzez fragment Fab rozpoznaje obcy antygen, natomiast Fc wiaze si¢ z receptorem na komork-
ach efektorowych wywotujac efekt cytotoksyczny skierowany przeciwko rozpoznanemu antygenowi,
m.in. w procesie ADCC. N-glikany fragmentu Fc uczestnicza w oddziatywaniu IgG z receptorem FcR.
Obecnos¢ fukozy w rdzennej czgsci N-glikanu Fc obniza wigzanie przeciwcial do receptora FcyRI-
IIa aktywujacego odpowiedz cytotoksyczng. Defukozylacja IgG w znaczny sposob zwigksza efekt
cytotoksycznosci. Sjalilacja N-glikanu wywotuje efekt wyciszajacy zapalenie a obecnos$¢ agalakto-
zylowanych form IgG uznawana jest za jeden ze wskaznikow toczacego sig¢ stanu zapalnego. Profil
glikozylacji Fc IgG odzwierciedla efektorowe funkcje przeciwciat, w tym ich aktywno$¢ cytotoksy-
czng w procesie ADCC, dlatego modyfikacja sktadu cukrowego jest kluczowym kryterium przy pro-
jektowaniu przeciwcial terapeutycznych, stosowanych glownie w leczeniu chor6b nowotworowych.

Stowa kluczowe: przeciwciato klasy G (IgG), N-glikozylacja, cytotoksyczno$¢ zalezna od przeciwciat
(ADCC), fukozylacja, sjalilacja
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Summary: N-glycosylation of immunoglobulin G (IgG) is essential for effector functions of the antibody,
including antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC). IgG, produced by plasma cells, con-
sists of two heavy and two light chains. Two fragments Fab and Fc are distinguished in IgG structure.
The Fab fragment recognizes antigens while the Fc fragment is responsible for an activation of effector
cells. Each heavy chain of IgG contains one evolutionary conserved N-glycosylation site at the asparag-
ine 297 located in the hinge region. The Fab fragment is also glycosylated in 15-25% of IgG molecules.
N-oligosaccharides of both Fc and Fab have a biantennary complex-type structure. The presence of sugar
residues in IgG determines the proper conformation of the molecule. The monosaccharide composition
of N-glycans regulates IgG effector functions by affecting the Fc binding to the effector cells. In the
humoral immune response, IgG through the Fab fragment recognizes foreign antigens, whereas Fc binds
to its receptor on effector cells, initiating a cytotoxic effect against the recognized antigen, among other
in ADCC process. N-glycans of Fc fragment are involved in IgG interaction with FcR receptor. Core
fucosylation of Fc N-glycans reduces antibody binding to FcyRIIIa and attenuates cytotoxic response. In
turn IgG defucosylation significantly increases the cytotoxic effect. Sialylation of N-glycans induces an
anti-inflammatory response while the presence of agalactosylated IgG forms is an indicator of ongoing
inflammation. The profile of Fc IgG glycosylation reflects the effector functions of antibodies, including
their cytotoxic activity in ADCC process. Therefore the modification of sugar composition is crucial to
achieve the desired therapeutic efficacy of antibodies used mainly in cancer therapy.

Keywords: immunoglubulin G (IgG), N-glycosylation, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCC), fucosylation, sialylation

WSTEP

Glikozylacja stanowi gtowna potranslacyjng modyfikacje biatek i polega na
enzymatycznym przytaczeniu oligosacharydow (glikanoéw) do biatka wiazaniem
N- lub O-glikozydowym [43, 71, 32]. To ztozony proces, ktéry wptywa na struk-
turg, funkcje, aktywno$¢ biologiczna, farmakokinetyke oraz antygenowos¢ bial-
ka [35, 38, 47, 59]. Reszty cukrowe sg istotnym elementem wielu biatek uktadu
odpornosciowego [44, 45], sposrod ktorych immunoglobulina G (IgG) jest jedna
z najlepiej zbadanych N-glikoprotein [42]. N-glikany fragmentu Fc IgG sa nie-
zbedne do funkcji efektorowych przeciwcial, m.in. w procesie cytotoksycznosci
komorkowej zaleznej od przeciwciat (ADCC, ang. antibody-dependent cell-me-
diated cytotoxicity) i decydujg o aktywnosci pro- lub przeciwzapalnej I1gG [54].

STRUKTURA I WEASCIWOSCI IMMUNOGLOBULINY G

Immunoglobuliny (Ig, ang. immunoglobulin) to gtowne glikoproteiny uktadu
odpornosciowego produkowane przez komorki plazmatyczne powstajace z limfo-
cytow B [50]. Biorac udziat w wigzaniu antygenu, aktywacji uktadu dopehiacza
i reakcjach ADCC [12, 20, 64] oraz w procesie zwanym opsonizacja [4] zapewniaja
gospodarzowi dlugotrwalg obrone przed patogenami [11, 57].
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IgG stanowi jedng z pieciu klas ludzkich immunoglobulin [16, 62, 70]. Wsréd
przeciwcial klasy IgG wyodrebniono cztery podklasy nazwane 1gG1, 1gG2, 1gG3
i [gG4, rozniace sig¢ sekwencja aminokwasowa fancucha ciezkiego, liczbg miedzy-
fancuchowych mostkow disiarczkowych oraz sktadem oligosacharydow [12, 63,
72]. Czasteczki wszystkich podklas IgG sg polipeptydami zbudowanymi z dwoch
tancuchow cigzkich (H, ang. heavy) oraz dwoch tancuchow lekkich (L, ang. light) A
lub «, potaczonych wigzaniami dwusiarczkowymi [21, 62]. Lancuch cigzki o masie
czasteczkowej 50 kDa sktada si¢ z N-koncowej domeny zmiennej (V, ang. varia-
ble) i trzech domen statych (C, ang. constant) [5]. Lancuch lekki o masie czastecz-
kowej 25 kDa, podobnie jak tancuch ciezki, sktada si¢ z domeny zmiennej (VL)
i statej (CL) [54]. Migdzy domenami CH1 i CH2 tancucha cigzkiego wystepuje
region zawiasowy, ktory zapewnia przeciwcialu elastycznos$¢ i zawiera wigzania
disiarczkowe taczace obydwa tancuchy cigzkie [50]. Hydroliza enzymatyczna wig-
zan peptydowych z wykorzystaniem papainy prowadzi do rozdzielenia IgG na dwa
fragmenty wigzace antygen (Fab, ang. antigen-binding fragment), ktore specyficz-
nie rozpoznajg i wigzg antygen oraz jeden fragment ulegajacy krystalizacji (Fc, ang.
crystallizable fragment) odpowiedzialny za oddzialywanie IgG z receptorem FcyR
na komorkach efektorowych [4, 11, 18]. Fragment Fab sktada si¢ z domen CHI1
i VH tancucha ciezkiego potaczonych z tancuchem lekkim mostkami dwusiarcz-
kowymi [5, 33]. Region zmienny Fab zawiera trzy hiperzmienne regiony CDR
(regiony determinujgce dopasowanie, ang. complementarity-determining regions)
wigzace epitopy antygenowe [10, 16]. Z kolei, czgs¢ Fc utworzona jest przez dolny
region zawiasowy oraz domeny CH2 i CH3 [3, 62].

W nastegpstwie utworzenia kompleksu immunoglobuliny i antygenu dochodzi do
uruchamiania reakcji cytotoksycznosci ADCC, CDC (ang. complement-dependent
cytotoxicity) lub ADCP (ang. antibody-dependent cellular phagocytosis) [19, 36, 38,
52,53, 60]. Kompleksy IgG-antygen rozpoznawane sg przez receptory FcyR zakotwi-
czone w btonie komérkowej wyspecjalizowanych komoérek uktadu odpornosciowego
zwanych komorkami efektorowymi lub przez uktad dopetiacza [30, 49].

RECEPTORY FcyR

Receptory dla fragmentu Fc IgG (FcyR) obecne sa na komorkach efektoro-
wych, takich jak monocyty, limfocyty i komoérki dendrytyczne [2, 10]. FcyR sa
transblonowymi glikoproteinami nalezacymi do nadrodziny typu immunoglobu-
linopodobnego (IgSF, ang. immunoglobulin superfamily) [19]. Dzieli si¢ je na
trzy klasy oznaczone I-11I a kazda z nich na podklasy: a-c¢ (FcyRII i FcyRIII) i a-b
(FcyRI). Wykazujg odmienng ekspresj¢ na powierzchni komérek efektorowych
oraz rézne powinowactwo wiazania z podklasami IgG [28, 36, 57, 68]. Recepto-
ry FcyRI charakteryzuje wysokie powinowactwo do Fc IgG, w przeciwienstwie
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do FcyRII i FeyRIII o niskim powinowactwie [4]. Kazda podklasa IgG wigze si¢ do
okreslonego receptora FcyR [34], np. IgG1 i1 IgG3 sa rozpoznawane glownie przez
FcyRI [4]. Aktywacja lub zahamowanie funkcji efektorowych Fc zalezy od podtypu
FcyR [10]. Receptory FeyR klasyfikowane sag w oparciu o ich wewnatrzkomorkowy
motyw sygnalizacyjny na aktywujace (FcyRI, FcyRlIla, FcyRlIlc, FeyRIlIla i FcyRIIIb)
i hamujace (FcyRIIb) [22, 34, 50, 52, 69]. Sygnalizacja receptorow aktywujacych
zachodzi przez motyw aktywacji ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based acti-
vation motif), natomiast receptora hamujacego przez motyw hamujacy ITIM (ang.
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) [19, 24, 54]. Receptory aktywujace
zaangazowane sa w uwalnianie mediatoréw stanu zapalnego (reaktywne formy tlenu,
cytokiny, chemokiny) [28, 31], fagocytoze, degranulacje, cytotoksycznosé¢ ADCC,
ADCP, indukcje apoptozy komdrkowej i regulacje funkcji komérek uktadu odporno-
sciowego [23, 37]. Natomiast funkcjg receptoréw hamujacych jest wyciszanie odpo-
wiedzi immunologicznej poprzez hamowanie aktywacji limfocytow B, monocytow,
komorek tucznych i bazofilow, indukowanych przez receptory aktywujace [1, 28].

GLIKOZYLACJA FcyR

Receptory FcyR, podobnie jak IgG, podlegaja procesowi N-glikozylacji. Oli-
gosacharydy FcyR wplywaja na oddziatywanie z IgG i funkcje efektorowe prze-
ciwciat. Kazdy receptor FcyR zawiera co najmniej dwa miejsca N-glikozylacji
a FcyRlIa posiada nawet siedem potencjalnych miejsc, do ktorych moga by¢ dota-
czone N-glikany [19]. Ludzkie receptory FcyRIlla i FcyRIIIb zawieraja N-glikan
dotaczony w pozycji Asnl62 w miejscu wigzania z fragmentem Fc a FcyRIlla
takze przy Asn38, 45, 74 i 169. Oligosacharydy zwigzane do Asn162 i Asn45 re-
ceptora FcyRIlla oddziatlujg z N-glikanem fragmentu Fc IgG. Struktury cukrowe
obecne przy Asnl62 receptora poprzez interakcje z oligosacharydami Fc wzmac-
niajg wigzanie FcyRlIlla z czgsteczka IgG, podczas gdy oligosacharyd przy Asn45
FcyRIlla stanowi sferyczng przeszkode dla tego potaczenia [17, 20, 28, 40, 68].
Szczegolnie istotna w wigzaniu IgG z receptorem FcyR jest fukozylacja Fc. Po-
winowactwo glikanow FcyRIlIla dotaczonych do Asn162 znaczaco wzrasta po de-
fukozylacji IgG w porownaniu do czasteczek zawierajacych reszty fukozy (Fuc,
ang. fucose), poniewaz monosacharyd ten obecny na N-glikanach Fc IgG stanowi
przestrzenng zawade kolidujaca z oligosacharydami FcyRIIla [30, 40, 51].

N-GLIKOZYLACJA IgG

IgG zawiera zachowane w ewolucji miejsce N-glikozylacji przy Asn297 zlokali-
zowane w domenie CH2 obu tancuchow ciezkich fragmentu Fc [14, 48, 72]. N-glikan
obecny jest we fragmencie Fc kazdej klasy przeciwcial, natomiast reszty cukrowe
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przylaczone wigzaniem O-glikozydowym znajduja si¢ w regionach zawiasowych
czasteczek podklasy IgG3 oraz klas IgD i IgA [61]. W przypadku 15-25% czasteczek
IgG roéwniez region zmienny fragmentu Fab podlega procesowi N-glikozylacji [6].
Glikozylacja czasteczki IgG rozpoczyna si¢ w siateczce $rodplazmatycznej
(ER, ang. endoplasmic reticulum) a zasadnicza obrobka oligosacharydow zacho-
dzi w aparacie Golgiego (AG, ang. Golgi apparatus) (ryc. 1) [4, 11]. W Swietle
ER prekursorowy oligosacharyd o strukturze Gle,Man ,GlcNAc, (Glc, glukoza,
ang. glucose; Man, mannoza, ang. mannose; GlcNAc, N-acetyloglukozoamina,
ang. N-acetylglucosamine) (a) przenoszony jest na Asn297 tancucha cigzkiego
przez oligosacharylotransferaze¢ (b). Prekursorowy glikan jest przycinany do
struktury wielomannozowej Man GlcNAc, przez glukozydazy 11 II oraz manno-
zydaze (¢). Po polagczeniu tancuchow cigzkich i lekkich (d) czasteczka IgG z do-
laczonym N-glikanem wielomannozowym ulega translokacji do cystern AG (e).

a b d
N/ ”
ER oligosacharylo- gikozydaza ill N
— \ L..c@gm st M%"‘% H""‘?ﬁ
Dol-P

HARAARARAAANAARARAAAANANARRAAANNNAANARANDAANAARNRRRRNAAANANANANAAD
VUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUDUUUUUYY uu,“ypypyyyuuuuypyyuyyu

AnnAARAAARAANAANNGAAARAARAANNAAAARAAAARARAD

YUUUUUULUUUUUUUUUUUDUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUYY

e f
V/ Y/
cis x\ // al2- &\ /
%\ ‘mannozydazal m{
& i :
AR RDD AN NNNNNNNANAAANNAAANR
VUUUUUUUUUUUUUUUUUUDUUUUUUUUUYUUUUUUUUUUYY
AR RN NAARR AN AAANNARRDNNANANARARNNANANNNANNANADNNNNNANNDANNNANRNAAANNANNANNARA AN D
uyyuuyyyuyyyyuuywwwyv&yyyuyuyyygvyyyuuuquyyyyyyyuyyyyyuuyyyyyyyyuuyuyyypuyyyyyyuuuuuuu
j k
aparat g ! J
. Y/ /.
Golgiego cysterny X / B12-GleNAc- %x al2- N\ / BL2-GleNAc- §§ Y/ al.6-Fuc \N

Srodkowe

\ f 12.GIoNAC ;/ mammeryead T \Y i ) / transferaza %
l{=to == g =552 ffo == okt == i

AAANARAADAAANARAANANAANANANAAAANANANARAANANANARAANANANAANANDA
VUUUUUUULUUUUUUUUUUUUUUUUUDUUUUUUUUUUUUUUUNUUUUUUUUUUUUNUILYY
1 m n
\ Y/ Y/
trans \ / p14-Gal- \xﬁ] / ©2.6-SA- \\ //

RYCINA 1. Schemat syntezy N-glikanow fragmentu Fc IgG. Szczegolowy opis zamieszczono w tek-
Scie. Dol-P, fosforan dolicholu; ER, siateczka $rodplazmatyczna; Fuc, fukoza; GlcNAc, N-acetyloglu-
kozoamina; Gal, galaktoza; SA, kwas sjalowy. Schemat dwuwarstwy lipidowej pochodzi ze strony:
www.smart.servier.com [na podst. 2, 13, 36]

FIGURE 1. Synthesis of N-glycans attached to Fc IgG. A detailed description is given in the text.
Dol-P, dolichol phosphate; ER, endoplasmic reticulum; Fuc, fucose; GlcNAc, N-acetylglucosamine;
Gal, galactose; SA, sialic acid. The scheme of lipid bilayer was copied from the website: www.smart.
servier.com [based on 2, 13, 36]
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W czgsci cis AG al,2-mannozydaza I przycina reszty Man tworzac oligosacharyd
o strukturze Man,GIcNAc, (f), ktory trafia kolejno do cystern srodkowych AG
(g). Katalizowane przez 1,2-N-acetyloglukozoaminylotransferaz¢ I przylaczenie
reszty GIcNAc pochodzacej z UDP-GlIcNAc do Man na ramieniu ol,3 umozli-
wia powstanie struktury hybrydowej GlcNAc Man GlcNAc, (h). Nastepnie al,-
2-mannozydaza II usuwa pozostate reszty Man z ramienia al,6 dajac strukturg
GlecNAc Man,GleNAc, (i). W kolejnym etapie w wyniku dotgczenia reszty Gle-
NAc przez B1,2-N-acetyloglukozoaminylotransferazg I1 powstaje GlcNAc,Man-
,GIcNAc, (j), ktora dzigki dostgpnoSci najbardziej wewngtrznej reszty GlcNAc
moze by¢ fukozylowana. Dotaczenie reszty Fuc wigzaniem glikozydowym al,6
do reszty GlcNAc rdzenia N-glikanu katalizowane jest przez al,6-fukozylotrans-
feraze (k), kodowang przez gen FUTS. W czgsci trans AG N-glikan czasteczki
IgG (1) podlega dalszym modyfikacjom polegajacym na dotgczaniu galaktozy
(Gal, ang. galactose) przez B1,4-galaktozylotransferaz¢ (m) i kwasu sjalowego
(SA, ang. sialic acid) glownie dzigki aktywnosci a2,6-sjalilotransferazy oraz rza-
dziej 02,3-sjalilotransferazy (n) [2, 35, 36, 50, 64].

N-glikany dojrzatej formy IgG to struktury ztozone (kompleksowe) zbudo-
wane z pigciocukrowego rdzenia (Man,GIcNAc)) oraz dwoch anten w czgsci ze-
wnetrznej. Rdzen N-glikanow moze zawiera¢ dodatkowo reszty GIcNAc przedzie-
lajacej oraz by¢ al,6-fukozylowany. Lancuchy czesci zewngtrznej zbudowane sa
z reszt GlcNAc, Gal oraz SA (ryc. 2A) [4, 5, 13, 29, 30, 61, 62]. N-glikany Fc
IgG cechuje duza réznorodnos¢; w ludzkiej surowicy zidentyfikowano ponad 30
roznych glikoform IgG [43, 49]. Lancuch cukrowy dotgczony do al,3-wigzanej
Man rdzenia N-glikanu fragmentu Fc zlokalizowany jest we wglebieniu miedzy
domenami CH2 i CH3. Natomiast antena utworzona na ramieniu o1,6-Man znaj-
duje sie przy hydrofobowej sekwencji aminokwasowej domeny CH2 i ze wzgledu
na polany charakter cukrow chroni lezacy ponizej hydrofobowy polipeptyd [7,
19, 36, 59]. Glikany dotaczone do Asn297 mozna przypisa¢ do trzech podgrup
roznigcych si¢ zawartoscig reszt Gal (GO, G1 1 G2) (ryc. 2B) [23, 24, 38] i powi-
nowactwem do receptora FcyR [36, 53]. Glikoforma G2, zawierajaca Gal na obu
ramionach N-glikanu, stanowi 16% wszystkich czasteczek IgG ludzkiej surowicy.
W czasteczkach oligosacharydow G1 galaktoza wystepuje tylko w jednym lancu-
chu zewnetrznym a forma GO nie zawiera reszt Gal. Glikoformy G1 i GO stanowig
po 35% IgG ludzkiej surowicy. Pozostate 14% puli N-glikanéw IgG przypada na
oligosacharydy sjalowane na jednym (S1) lub obydwu (S2) ramionach [4].

Glikozylacja regionu Fab roznych klas Ig jest stosunkowo jednorodna i obej-
muje struktury fukozylowane i silnie sjalowane, natomiast sktad N-glikanow frag-
mentu Fc jest zroznicowany. Glikany Fc IgG w poréwnaniu do oligosacharydow
tego fragmentu w innych czgsteczkach Ig sa znaczaco stabiej sjalowane (10% vs.
50%) [8]. Glikany fragmentu Fab IgG majg wicksza zawarto$¢ GIcNAc przedzie-
lajacej, wigkszy poziom galaktozylacji i sjalilacji oraz sg stabiej fukozylowane
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RYCINA 2. Sktad N-oligosacharydow fragmentu Fc IgG wptywa na wlasciwosci pro- i przeciwza-
palne przeciwciata. A. N-glikan IgG sklada si¢ z pentasacharydowego rdzenia zaznaczonego ramka
(Man,GIcNAc,; Man, mannoza; GlcNAc, N-acetyloglukozoamina) oraz czgsci zewngtrznej. B. Reszty
GlcNAc przedzielajacej i fukozy (F) dolaczone do rdzenia oraz galaktoza (GO, brak Gal; G1, jedna
reszta Gal; G2, dwie reszty Gal) i kwas sjalowy (S1, jedna reszta SA; S2, dwie reszty SA) w czesci
zewnetrznej decyduja o wlasciwos$ciach efektorowych IgG [na podst. 4, 30, 37]

FIGURE 2. The composition of Fc IgG N-oligosaccharides regulates the pro- and anti-inflammatory
properties of antibody. A. The IgG N-glycan consists of a pentasaccharide core marked with a frame
(Man,GIcNAc,; Man, mannose; GlcNAc, N-acetylglucosamine) and an external part. B. Bisecting
GlcNAc and fucose (F) attached to the core as well as galactose (GO, zero Gal; G1, one Gal residue;
G2, two Gal residues) and sialic acid (S1, one SA; S2, two SA residues) in the external part determine
the IgG effector properties [based on 4, 30, 37]

(ok. 94% N-glikanoéw Fc i 70% Fab posiada reszty Fuc) [49, 62]. Taki sktad N-gli-
kanow IgG wynika przede wszystkim z wigkszej dostgpnosci glikozylotransferaz
do miejsc glikozylacji Fab w porownaniu do fragmentow Fc, w przypadku kto-
rych miejsca N-glikozylacji sg ukryte migdzy domenami CH2 dwoch tancuchow
ciezkich. Obecnos$¢ i struktura N-glikanow fragmentu Fab zalezy od lokalizacji
migjsca glikozylacji w tancuchu biatkowym oraz otaczajacych go reszt amino-
kwasowych. Do eksperymentalnie wprowadzonych w sekwencji biatka miejsc
N-glikozylacji przy Asn54 i Asn58 w regionie CDR2 w procesie glikozylacji
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dotaczane sa dwuantenowe glikany typu ztozonego, natomiast do Asn60 — struktury
wielomannozowe. Glikozylacja Fab zalezy réwniez od sposobu aktywacji limfocy-
tow B. Interleukina 6 (IL, ang. inferleukin) i progesteron zwigkszaja ekspresje oligo-
sacharylotransferazy, ktora katalizuje przeniesienie prekursorowego oligosacharydu
na tancuch polipeptydowy w $wietle ER, co skutkuje zwigkszeniem N-glikozylacji
fragmentu Fab. Przy takiej regulacji syntezy N-glikanow struktury wielomannozowe,
powstajace w pierwszym etapie obrobki oligosacharyddw, stanowig znaczacg czes$¢
oligosacharydow Fab (do 30%) [61]. Skfad oligosacharydow IgG zalezy od wieku [3,
7, 9], ptci [3, 16] a takze podlega modyfikacjom w warunkach patologicznych [4, 65].

FUNKCJE N-GLIKANOW IgG

N-glikany fragmentu Fab regulujg powinowactwo i awidno$¢ IgG do antyge-
nu oraz wplywajg na okres poltrwania przeciwciat [5, 8]. Natomiast glikozylacja
Fc jest niezbedna do zwigzania IgG z receptorem FcyR i uruchomienia odpowiedzi
immunologicznej [52, 55, 60]. Sktad oligosacharydoéw Fc wptywa na strukture prze-
strzenna tego fragmentu a oddzialtywanie glikanu ze szkieletem biatkowym stabili-
zuje fragment Fc IgG [15, 23, 36, 53, 54, 62, 70]. Deglikozylowane przeciwciata
sa mniej stabilne termicznie i bardziej podatne na rozwijanie a takze tatwiej ulegaja
agregacji [21, 35]. Zmiana konformacji fancuchdéw cigzkich po usunigciu glikanow
ostabia powinowactwa IgG do receptora FcyR i sktadnika dopetniacza oraz hamuje
cytotoksycznos$¢ na drodze ADCC i CDC [7, 17]. Oligosacharydy o bardziej roz-
budowanej strukturze otwieraja fragment Fc a mniejsze N-glikany sprzyjaja za-
mknietej konformacji, co wplywa na funkcje efektorowe przeciwciata indukowane
po zwiazaniu Fc z receptorem [5, 20]. Jak juz wspomniano, na wigzanie Fc z FcyR
wplywaja rowniez oddziatywania glikan-glikan, poniewaz afukozylowany oligosa-
charyd dotaczony do Asn297 IgG z wysokim powinowactwem wigze si¢ z jednost-
ka cukrowg przy Asnl62 receptora [15, 16, 35].

Glikoformy IgG réznigce si¢ wielkoscia i tadunkiem struktur cukrowych, ce-
chuje odmienna wrazliwo$¢ na proteolize. Przeciwciala zawierajace terminalng
reszte GIcNAc oraz SA majg wigkszg odpornosé na proteolize¢ a wystepowanie
Gal w pozycji koncowej obniza ich stabilno$¢ [35]. Reszty cukrowe IgG moga
oddziatywac z glikoreceptorami komorek watroby, w tym z receptorem asjalogli-
koproteinowym, ktéry ma zdolnos$¢ do rozpoznawania reszt Gal i N-acetylogalak-
tozoaminy (GalNAc, ang. N-acetylgalactosamine). Obecnos¢ SA ostania reszty
Gal przed ekspozycja na specyficzne dla Gal receptory hepatocytow, przyczynia-
jac si¢ do wydtuzenia okresu pottrwania IgG [35, 61]. Glikoformy IgG pozbawio-
ne Gal (G0) wiazg si¢ z lektynami wigzacymi mannoz¢ (MBL, ang. mannose-bin-
ding lectin) i aktywuja sktadniki dopetniacza, natomiast galaktozylowane glikany
biorg udziat w transporcie przeciwciat IgG przez lozysko [15, 19].
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RYCINA 3. Przebieg cytotoksycznosci komérkowej zaleznej od przeciwciat (ADCC). A. W pro-
cesie ADCC uczestnicza komorki efektorowe, przeciwciata oraz komorki docelowe. B. Fragment
Fab IgG wigze si¢ z antygenem na powierzchni komorki docelowej. C. Komorka efektorowa wigze
si¢ przez receptor FcR do fragmentu Fc przeciwciata. D. Po polaczeniu komorki efektorowej z ko-
morka docelowa dochodzi do uwolnienia ziarnisto$ci cytotoksycznych (perforyny, granzymy) i lizy
komorki docelowej [na podst. 25, 67]

FIGURE 3. The process of antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC). A. Effector
cells, antibodies and target cells are involved in ADCC. B. Fab fragment of IgG binds to the antigen
on the surface of target cell. C. Effector cell binds to IgG Fc fragment via its FcR receptor. D. The
releasing of cytotoxic granules upon a ligation of effector and target cells results in the lysis of target
cell [based on 25, 67]

ROLA N-GLIKOZYLACJI Fc IgG W ADCC

Jednym z proceséw odpowiedzi odpornosciowej, w ktorym posrednicza prze-
ciwciala jest cytotoksycznos¢ komorkowa zalezna od przeciwciat (ADCC). W pro-
cesie tym biorg udziat komorki efektorowe (wykonawcze), takie jak makrofagi,
komorki NK (ang. natural killer) i eozynofile, ktorych zadaniem jest liza komorek
docelowych. Smieré komérek docelowych zachodzi w wyniku zwigzania fragmentu
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Fab IgG z okreslonym antygenem obecnym na powierzchni komorki docelowe;.
Nastepnie [gG poprzez fragment Fc taczy si¢ ze swoim receptorem FcyR znajdu-
jacym sie w btonie komorki efektorowej. Takie potaczenie pozwala na kontakt
komorki efektorowej z komorka docelowg 1 uwolnienie cytokin oraz ziarnisto-
$ci cytotoksycznych, takich jak perforyny i granzymy, ktore wnikaja do komorki
docelowej przyczyniajac si¢ do jej apoptozy (ryc. 3) [29, 55, 67]. Kluczowa rolg
w regulacji procesu ADCC odrywa N-glikozylacja fragmentu Fc IgG, ktora zmie-
nia aktywnos¢ 1gG w kierunku pro- lub przeciwzapalnym (ryc. 2B). Najwiekszy
potencjat w ukierunkowaniu aktywnosci IgG ma fukozylacja i sjalilacja Fe IgG.

FUKOZYLACJA IgG

Wigkszos¢ N-glikandw fragmentu Fc jest fukozylowana (ponad 92%) [54]. Fu-
kozylacja rdzeniowa, polegajaca na dotgczeniu Fuc wigzaniem glikozydowym al,6
do pierwszej reszty GlcNAc rdzenia N-oligosacharydéw zwigzanych z domeng CH2,
odgrywa kluczowa rolg w regulacji funkcji efektorowych IgG w cytotoksycznosci
ADCC (ryc. 2B) [17, 34, 51, 64, 70]. Fukozylacja rdzeniowa ostabia wigzanie Fc
z receptorami FcyRlIlla i FcyRIIIb [11, 42, 58, 66] a afukozylowane czasteczki IgG
wykazuja 50- do 100-krotny wzrost powinowactwa do FcyRlIlla [2, 40, 43, 72]. Wyz-
sze powinowactwo afukozylowanych IgG do FcyRlIlla prowadzi do wzrostu cytotok-
sycznosci ADCC i fagocytozy komorek docelowych [4, 12, 29, 55, 62]. Zmniejszenie
zawarto$ci Fuc nie wplywa natomiast na wigzanie sktadnika dopetniacza i cytotok-
sycznos¢ na drodze CDC [23, 64]. Wykorzystujac wariant Lec13 linii komorkowe;j
jajnika chomika chinskiego (CHO, ang. Chinese hamster ovary) wyprodukowano
IgG1 charakteryzujace si¢ brakiem Fuc w strukturze N-glikanu przy Asn297. Afuko-
zylowana glikoforma IgG1 wykazywata 50-krotnie wigksza wydajnos$¢ wigzania do
FeyRIII w porownaniu z fukozylowanym wariantem IgG1. Testy in vitro z wykorzy-
staniem komorek jednojadrzastych krwi (PBMC, ang. peripheral blood mononuclear
cells) oraz komorek NK wykazaty takze zwigkszenie efektu cytotoksyczno$ci wywo-
tane afukozylacja IgG1 [56].

Wplyw braku rdzennej Fuc na ADCC byt wielokrotnie opisywany w przypad-
ku podklasy IgG1. W badaniach Niwa i wsp. defukozylowane czasteczki podklasy
IgG1, 1gG2, IgG3 i 1gG4 przeciwciata terapeutycznego Rituximab testowano w kie-
runku wywotania i intensywnosci procesu ADCC. Rituximab stosowany w terapiach
chtoniakow nieziarniczych, rozpoznaje receptor CD20 specyficzny dla limfocytow
B. Stwierdzono, ze usunigcie rdzennej Fuc z N-glikanu przy Asn297 IgG1 nie wpty-
wa znaczaco na wigzanie z CD20, natomiast skutkuje wzmozeniem intensywnosci
ADCC. Wykazano, ze fukozylowane formy IgG2 iIgG4 nie wywotuja efektu cy-
totoksycznos$ci a ich defukozylacja uruchamia zdolnos¢ do aktywacji ADCC [41].
Poréwnanie wplywu fukozylacji na aktywno$¢ trzech glikoform Rituximabu z do-
faczonymi strukturami kompleksowymi, hybrydowymi i wielomannozowymi wyka-
zalo, ze najwickszg aktywno$¢ w reakcji ADCC posiadajg IgG z afukozylowanymi
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strukturami zlozonymi, natomiast najmniejszg fukozylowane glikany hybrydowe.
Glikoformy z afukozylowanymi hybrydowymi i wielomannozowymi strukturami
wykazywaly wigkszg zdolnos¢ do aktywacji ADCC niz glikoformy z fukozylowany-
mi N-oligosacharydami kompleksowymi. Roznice w intensywnosci wywotywanego
efektu cytotoksycznego odzwierciedlaty wydajnos¢ wigzania wymienionych gliko-
form Rituximabu z receptorem FcRIlIla [26]. Brak rdzennej Fuc w strukturze N-glika-
néw IgG jest jedng ze strategii zwickszania aktywnosci przeciwcial terapeutycznych.
Obnizenie zawartosci Fuc rdzeniowej wykorzystywane jest rowniez w produkcji in-
nych przeciwciat przeciwko czasteczce CD20, (m.in. GA101, LFB-R603, BLX-301)
w celu zwigkszenia intensywnos$ci wywotanego efektu cytotoksycznego [1].

Przytaczenie Gal do afukozylowanej czasteczki IgG dodatkowo zwigksza jej po-
winowactwo (ok. 40-krotnie) do receptora FcyRIIla. Natomiast dotgczenie reszty Gal
do fukozylowanych N-glikanow IgG nie wptywa na wigzanie z receptorem [13]. Usu-
niecie terminalnych reszt Gal i GIcNAc ze struktury cukrowej Fc sprzyja zamknietej
konformacji, co z kolei niekorzystnie wplywa na wigzanie z receptorem FcyR i sktad-
nikiem dopeiacza Clq [49].

SJALILACJA IgG

Kwas sjalowy (SA) jest terminalng reszta cukrowa obecna w czasteczkach N-gli-
kanow IgG. Okoto 10% struktur oligosacharydowych Fc zawiera SA na jednym
ramieniu a dwusjalowane glikany wystepuja w niewielkiej ilosci [49]. Zwigkszona
sjalilacja jest nastgpstwem zwigkszonej galaktozylacji, poniewaz galaktozylowane
czasteczki IgG stanowig substrat dla sjalotransferaz [62]. Spadek poziomu sjalilacji
glikanow IgG jest charakterystyczny dla stanu zapalnego [2]. Zmniejszenie galak-
tozylacji jest naturalnym procesem zachodzacym z wiekiem oraz obserwowanym
w rozwoju réznych chorob a wzrost zawartosci Gal ma miejsce podczas cigzy [12, 16,
57, 58]. Sjalilacja glikanow wptywa na strukture fragmentu Fc i prowadzi do 10-krot-
nego zmniejszenia powinowactwa IgG do FcyR, ostabiajgc tym samym funkcje efek-
torowe przeciwcial. Efekt przeciwzapalny sjalilacji IgG jest niezalezny od miejsca
dotaczenia SA [2]. Wysoki poziom SA zmniejsza aktywnosc¢ cytotoksyczng w reakcji
ADCC (ryc. 2B) [60]. Hamujacy wptyw sjalilacji na aktywnos¢ ADCC moze wyni-
ka¢ z obnizonego wigzania z receptorem w wyniku zmniejszenia elastycznosci regio-
nu zawiasowego lub ostabionego wiazania antygenu na skutek braku elastycznos$ci
zawiasu IgG [35].

INNE MONOSACHARYDY N-GLIKANOW IgG

Oprocz opisanej powyzej fukozylacji i sjalilacji, istotna w uruchamianiu
funkcji efektorowych IgG jest zawarto$¢ reszty GlcNAc przedzielajacej w N-gli-
kanach ztozonych Fc oraz struktur wielomannozowych testowanych w prze-
ciwciatach terapeutycznych. Nadekspresja N-acetyloglukozoaminylotransferazy
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III (GnT-111, ang. N-acetylglucosaminyltransferase III), katalizujacej dotaczanie
reszty GIcNAc przedzielajacej do rdzenia N-glikanu wigzaniem glikozydowym
B1,4, prowadzi do powstania niefukozylowanych IgG o zwigkszonej aktywnosci
ADCC (ryc. 2B) [39]. Spowodowane jest to zwigkszonym powinowactwem IgG
do receptora FcyRIII wynikajacym z obecnosci GlcNAc przedzielajacej w N-gli-
kanach fragmentu Fc [14, 35]. Struktury wielomannozowe, niespotykane w natu-
ralnie wystepujacych IgG a stosowane w glikoinzynierii przeciwciat terapeutycz-
nych, zwigkszaja potencjat prozapalny przeciwciat [35].

GLIKOZYLACJA PRZECIWCIAL TERAPEUTYCZNYCH

Glikozylacja jest istotnym elementem produkcji przeciwciat terapeutycznych,
gdyz reguluje ich rozpuszczalnos¢ i stabilnosé¢ [35, 46]. Sktad czesci cukrowe;j
Ig modyfikujac immunogenno$¢, okres pottrwania oraz funkcje efektorowe prze-
ciwciat, decyduje rowniez o skutecznosci klinicznej biofarmaceutykow [40, 64,
72]. 1gG maja ogromny potencjal terapeutyczny, ze wzgledu na wysoka specy-
ficznos¢, dtugi okres pottrwania w surowicy a takze dobra tolerancj¢ u pacjentow
[2]. Sa stosowane w leczeniu nowotwordw, chordb zakaznych i autoimmunolo-
gicznych oraz po przeszczepach narzadow [11, 35, 46].

Przy projektowaniu pro- lub przeciwzapalnych przeciwcial terapeutycznych
istotny jest sktad oligosacharydowy IgG [27, 48, 65, 66]. IgG terapeutyczne o po-
tencjale prozapalnym uzyskuje si¢ przez obecnos¢ reszt GIcNAc przedzielajace;j
oraz wyeliminowanie Fuc i SA w strukturze N-glikanow [2]. Niski poziom galak-
tozylacji rowniez sprzyja aktywnos$ci prozapalnej IgG [8]. I odwrotnie, zaprojek-
towanie sjalowanych i fukozylowanych IgG bez GIcNAc przedzielajacej pozwala
na uzyskanie IgG o charakterze przeciwzapalnym [2, 27, 48]. Stabo sjalowane
glikany IgG wiaza si¢ z aktywujacym receptorem FcyR, co uruchamia procesy cy-
totoksyczne. Natomiast sjalilacja N-glikanu Fc zmniejsza wigzanie z FcyR i tym
samym hamuje potencjat cytotoksyczny IgG prowadzac do powstania niereak-
tywnej czasteczki [3, 4, 39].

PODSUMOWANIE

Proces cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwciat regulowany
jest $cisle przez sktad N-glikanow fragmentu Fc immunoglobuliny G. Niewielka
zmiana struktury oligosacharydu dwuantenowego typu ztozonego dotagczonego do
Asn297, poprzez usunigcie Fuc rdzeniowej lub terminalnego SA, zmienia zasad-
niczo wlasciwosci efektorowe przeciwciat. Dlatego w przemys$le farmaceutycz-
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nym przy produkcji przeciwciat monoklonalnych dobér sktadu N-glikanéw tych
czasteczek oraz ocena wpltywu N-glikozylacji na funkcje biologiczne IgG jest klu-
czowym etapem decydujacym o funkcjach terapeutycznych projektowanego leku
[11,33,47].
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