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Streszczenie: Receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR) jest obficie N-glikozylowanym
biatkiem transbtonowym o wlasciwosciach kinazy tyrozynowej. Dojrzaty receptor blonowy zawiera
N-glikany typu wielomannozowego i struktury kompleksowe, czgsto rozbudowywane o anteny po-
lilaktozoaminowe. Natomiast w formie sekrecyjnej EGFR dominuja glikany typu kompleksowego.
Glikany domeny zewnatrzkomérkowej reguluja aktywnos¢ receptora przez wptyw na wigzanie ligan-
da, dimeryzacje i autofosforylacje. Deglikozylacja EGFR powoduje zmiane konformacji przestrzen-
nej receptora, co uniemozliwia wigzanie liganda i generowanie sygnalow wewnatrzkomorkowych.
Prawidlowa glikozylacja EGFR jest rowniez niezbgdna do wewnatrzkomoérkowego transportu re-
ceptora do btony komorkowej. Zmiany sktadu oligosacharydowego EGFR sa przyczyna zaburzen
w funkcjonowaniu receptora. Zwigkszenie ekspresji i/lub aktywnosci N-acetyloglukozaminy-
lotransferazy V 1w konsekwencji struktur kompleksowych B1,6-rozgalezionych na EGFR prow-
adzi do nadmiernej aktywacji szlakow sygnatowych m.in. MAPK, Akt i INK inicjowanych przez
EGFR. Anteny polilaktozoaminowe rozbudowywane na ramieniu 1,6 glikanow EGFR, wiazane
przez galektyne 3, sprzyjaja utrzymaniu EGFR w blonie komorkowej i statlemu generowaniu syg-
nalow wewnatrzkomorkowych w komoérkach nowotworowych, co w konsekwencji zwigksza prolif-
eracje i migracj¢ komorek oraz sprzyja progresji nowotwordw. Efekt przeciwstawny obserwowano
w przypadku zwigkszenia zawarto$ci na EGFR N-glikanéw kompleksowych z N-acetyloglukozoaming
przedzielajaca. Glikozylacja EGFR, jako wazny element modulujacy jego aktywnos¢, jest celem badan
zmierzajacych do opracowania skutecznej terapii przeciwnowotworowe;.

Stowa kluczowe: receptor nablonkowego czynnika wzrostu, N-glikozylacja, nowotwory, sygnaly
wewnatrzkomorkowe
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Summary: Epidermal growth factor receptor (EGFR) is a highly N-glycosylated transmembrane pro-
tein with the enzymatic activity of tyrosine kinase. The mature EGFR contains a mixture of high-man-
nose N-glycans and complex-type structures extended with polylactosamine repeats. In the secreted
form of EGFR, complex-type oligosaccharides dominate. Glycans attached to the EGFR extracellular
domain regulate the activity of the receptor, affecting ligand binding, receptor dimerization and auto-
phosphorylation. Deglycosylation of EGFR alters the spatial conformation of the receptor, preventing
ligand binding and generating intracellular signals. N-glycosylation is also essential for intracellular
transport of the receptor to the cell membrane. Changes of glycosylation disturb receptor functioning.
An increase of N-acetylglucosaminyltransferase V expression and/or activity and in consequence its
products, p1,6-branched structures on EGFR, leads to overactivation of the MAPK, Akt and JNK
signaling pathways initiated by EGFR. Polylactosamine antennae extended on B1,6-branches of
N-glycans bound by galectin 3 contribute to maintenance of EGFR in the cell membrane and continu-
ous generation of intracellular signals in cancer cells. These finally enhance cell proliferation and mi-
gration, promoting tumor progression. The opposite effect was observed for complex N-glycans with
bisected N-acetylglucosamine on EGFR. Glycosylation of EGFR, as an important factor affecting its
activity, is the subject of research aimed at developing an effective anti-cancer therapy.

Key words: epidermal growth factor receptor, N-glycosylation, cancers, intracellular signaling

WSTEP

Receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor
Receptor, EGFR) odkryty w 1978 roku przez Stanley’a Cohena i wsp. [56], byt
pierwszym opisanym receptorem o aktywnosci kinazy tyrozynowej (ang. Receptor
Tyrosine Kinase, RTK) [17]. Obecnie biatka z rodziny EGFR naleza do najinten-
sywniej badanych receptoréw btonowych [1, 20]. Podstawowa funkcja EGFR jest
regulacja proliferacji komorek [23]. EGFR odgrywa kluczowa role w patogenezie
roznych chordb, m.in. nowotwordéw piersi i jajnika [4, 15, 35]. Efektem zwigk-
szonej ekspresji i aktywacji EGFR jest nadmierna proliferacja komorek, zwigzana
z rozwojem nowotworow [38]. Aktywnos$¢ EGFR jest regulowana przez N-glika-
ny (N-oligosacharydy) [21], ktorych sktad ulega zmianie w procesie nowotworze-
nia, co przyczynia si¢ do wzmozonej aktywnosci receptora [60]. Rola glikanow
w funkcjonowaniu EGFR oraz zmiany glikozylacji EGFR towarzyszace rozwojo-
Wi nowotworow opisano w dalszej czgsci pracy.

EGFR: STRUKTURA, LIGANDY I FUNKCJE

EGFR (ErbB1, HER1) jest biatkiem przezbtonowym o aktywnosci kinazy ty-
rozynowej [58]. Nalezy do rodziny receptorow ErbB, ktorej nazwa wskazuje na
homologi¢ genow rodziny receptorow ErbB z onkogenem v-erb B ptasiego wiru-
sa erytroblastozy (ang. erythroblastoma B viral gene product, v-erbB) [30]. Poza
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RYCINA 1. Budowa receptora nablonkowego czynnika wzrostu. A. EGFR zbudowany jest z czgsci
zewnatrzkomorkowej, przezbtonowej TM (ang. Transmembrane Domain) oraz wewnatrzkomorko-
wej. W obrebie czgsci wewnatrzkomorkowej wyrdzniamy region okotobtonowy (ang. Juxtamembrane
Region, JR), domene o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej (ang. Tyrosine Kinase domain, TK) i dome-
n¢ C-koncowg z miejscami autofosforylacji (ang. Tyrosine Phosphorylation domain, TP). B. W sktad
czesci zewnatrzkomorkowej wehodzg cztery funkcjonalne domeny I-IV, w obrebie ktorych obecnych
jest 12 miejsc N-glikozylacji. N, asparagina

FIGURE 1. The structure of epidermal growth factor receptor. A. EGFR is composed of three
regions: extracellular, transmembrane and intercellular. The intracellular part is divided into the jux-
tamembrane region (JR), tyrosine kinase domain (TK) and C-terminal tail with five tyrosine phos-
phorylation domain (TP) autophosphorylation sites. B. The extracellular region of EGFR contains
four functional domains (I-IV) with 12 potential N-glycosylation sites. N, asparagine

EGFR rodzina ErbB obejmuje jeszcze trzy inne receptory: ErbB2 (HER2), ErbB3
(HER3), ErbB4 (HER4) [3, 17], ktore sa podobnie zbudowane a rdznig si¢ akty-
wujacymi je ligandami oraz wtasciwosciami katalitycznymi [2, 23]. U ludzi biatko
EGFR zbudowane jest z 1186 aminokwasow tworzacych fragment zewnatrzko-
morkowy, przezbtonowy i wewnatrzkomorkowy. N-koncowa, zewnatrzkomorko-
wa czes¢ EGFR sktada si¢ z czterech subdomen -1V, z ktorych 11 i IV zawieraja
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sekwencje bogate w cysteing, uczestniczace w tworzeniu mostkow disiarczkowych
a domena III odpowiedzialna jest za wigzanie liganda. Potozona terminalnie domena
[ uczestniczy w dimeryzaji receptorow zaleznej od zwigzania liganda [10, 48, 52].
Cze$¢ transbtonowa stanowi pojedyncza a-helikalna struktura. Cze$¢ wewnatrzko-
morkowa buduja trzy domeny; okotobtonowa, domena o aktywnosci kinazy tyro-
zynowej oraz domena C-koncowa z pigcioma miejscami autofosforylacji, petnigca
rowniez funkcje autoinhibitora (ryc. 1). Gen kodujacy EGFR, zlokalizowany na
chromosomie 7, ulega ekspresji we wszystkich komorkach nabtonkowych, komor-
kach tkanki tacznej, niektorych komorkach glejowych i migsniach gladkich [55]
oraz w komorkach nowotworowych o r6znym pochodzeniu [32, 38, 56]. W guzach
nowotworowych biatka z rodziny EGFR ulegaja nadekspresji lub mutacji, co pro-
wadzi do wzmozonej aktywacji szlakow sygnatowych i nadmiernej proliferacji tych
komorek [11]. Rozwojowi nowotworéw sprzyja réwniez zmieniona glikozylacja
receptora, ktora w istotny sposob modyfikuje sygnaty generowane przez zwigzanie
liganda do EGFR [41, 52]. Najwazniejsze zmiany glikozylacji EGFR obserwowane
w komorkach nowotworowych zebrano na rycinie 2.

Receptory ErbB sa aktywowane po zwigzaniu si¢ z czynnikami wzrostu z ro-
dziny EGF. Wyrdzniamy trzy grupy ligandow dla receptoréw ErbB. Do pierwszej
zaliczamy naskorkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor, EGF),
transformujgcy czynnik wzrostu o (ang. Transforming Growth Factor o, TGFa,)
i amfireguling (ang. Amphiregulin, AR), ktore wigza si¢ specyficznie do EGFR.
Drugg grupe ligandow stanowig betacellulina (ang. Betacellulin, BTC), naskorkowy
czynnik wzrostu wigzacy heparyne (ang. Heparin-Binding Epidermal Growth Fac-
tor, HB-EGF) i epiregulina (ang. Epiregulin, EPR), wiazace si¢ do EGFR i ErbB4.
Do trzeciej grupy ligandow EGFR zaliczamy neureguliny (ang. Neuregulin, NRG),
przy czym NRG-1 i NRG-2 wigzg si¢ do ErbB3 i4, a NRG-3 i NRG-4 wylacznie
do ErbB4 [32].

Wiazanie liganda do EGFR aktywuje receptor powodujac zmiany konforma-
cyjne polegajace na rearanzacji w uktadzie subdomen czgsci zewnatrzkomorko-
wej receptora prowadzace do potaczenia subdomeny I i III, co skutkuje homo-
lub heterodimeryzacja receptora. Dimeryzacja receptora EGF z kolei umozliwia
interakcje domen wewnatrzkomoérkowych receptorow w danej parze i wzajem-
ng fosforylacj¢ pieciu tyrozyn (Tyrl1173, Tyr1148, Tyr1086, Tyr1068 i Tyr922)
w C-koncowej czgsci receptora. Wigzanie bialek sygnatowych zawierajacych do-
meny SH2 (ang. Src-Homology 2) 1 PTB (ang. Phosphotyrosine Binding) do fos-
forylowanych tyrozyn aktywnego dimeru EGFR uruchamia wewnatrzkomorkowe
kaskady sygnatowe, m.in. szlak kinaz aktywowanych mitogenami (ang. Mitogen
Activated Protein Kinases, MAPK) i kinaz fosfatydyloinozytolu (ang. Phospha-
tidylinositol 3-Kinase, PI3K) [7, 23, 33, 51]. EGFR inicjujgc sygnaly wewnatrz-
komorkowe pobudza ekspresje genow, w tym czynnikow transkrypcyjnych, ktore
reguluja ekspresje innych genoéw. Produkty gendow czynnikow transkrypcyjnych
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aktywuja geny odpowiedzialne za procesy proliferacji, réoznicowania, migra-
cji i apoptozy komorek. Tym samym pobudzenie EGFR uruchamia w komorce
ztozona sie¢ $ciezek sygnalowych majacych poczatek w receptorach btonowych
a konczacych si¢ w jadrze komorkowym [32, 33].

Sygnaly generowane przez EGFR sg kontrolowane przez integryny, czyli prze-
zblonowe heterodimeryczne glikoproteiny nalezace do grupy biatek adhezyjnych
(ang. Cell Adhesion Molecule, CAM) odpowiedzialne za adhezj¢ i migracje¢ ko-
morek [6]. Zalezna od integryn adhezja komoérek do sktadnikéw macierzy poza-
komoérkowej (ang. Extracellular Matrix, ECM) moze powodowa¢ transaktywacj¢
roznych biatek z rodziny RTK pod nieobecnos¢ ligandoéw dla czynnikéw wzrostu.
Jedne z pierwszych badan, ktore potwierdzity wspotdziatanie integryn i recepto-
row czynnikoéw wzrostu w aktywowaniu szlakéw wewnatrzkomorkowych, doty-
czyly EGFR. Pobudzenie szlakow sygnatowych przez EGFR jest konieczne do
aktywacji biatka sygnalowego Rac, nalezacego do rodziny GTP-az Rho, i PI3K,
poniewaz komorki z nieaktywnym receptorem EGF nie tworzg lamellipodow
przy krawedzi wiodacej i w konsekwencji nie przemieszczajg si¢ po fibronektynie
(ang. Fibronectin, FN). W przypadku nieaktywnego EGFR, mimo zaleznego od
integryn kontaktu komorek z FN, sygnaty wewnatrzkomérkowe nie sg generowa-
ne i ruch komorki nie jest mozliwy [29].

GLIKOZYLACJA EGFR

Glikozylacja jest jedng z najczestszych modyfikacji potranslacyjnych biatek.
Wiekszos¢ biatek btonowych i wydzielniczych zawiera kowalencyjnie zwigzane
glikany. Ze wzgledu na typ wigzania miedzy biatkiem a oligosacharydem wyrdz-
niamy N- i O-glikany. N-glikany przytaczone sa wigzaniem glikozydowym do
asparaginy (Asn) bedacej czgscia sekwencji Asn-X-Ser/Thr biatka (X to dowolny
aminokwas z wyjatkiem proliny), natomiast O-glikany przytaczone sg wigzaniem
glikozydowym do seryny (Ser) lub treoniny (Thr) bialka. W obrgbie N-glikanow
wyrdzniamy struktury wielomannozowe, hybrydowe i kompleksowe rozniace sie
rodzajem monosacharydow wchodzacych w ich sktad. Do mannozy (Man) wspol-
nego dla wszystkich N-glikanéw rdzenia, utworzonego z pentasacharydu (GlcNAc-
GlcNAc-Man(Man)-Man), w oligosacharydach wielomannozowych dotaczone sa
wylacznie reszty Man. W oligosacharydach kompleksowych cze$¢ zewnetrzna
zbudowana jest z galaktozy (Gal), N-acetyloglukozoaminy (GleNAc), kwasu sja-
lowego (Sia) i fukozy (Fuc). Posredni typ hybrydowy zawiera elementy budowy
typu wielomannozowego i kompleksowego. Glikozylacja jest procesem enzyma-
tycznym, dlatego czynnikiem determinujacym w najwickszym stopniu strukture
glikanu jest aktywnos¢ glikozylotransferaz, zdolnych do przytaczenia monocukru
oraz glikozydaz hydrolizujacych wiazania glikozydowe. Nie wszystkie potencjal-
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ne miejsca glikozylacji sg modyfikowane potranslacyjnie. Szacuje si¢, ze N-glika-
ny dotaczane sa $rednio do 70% miejsc N-glikozylacji [46, 59].

W pordéwnaniu z receptorami, ktore biorg udziat w organogenezie, receptory
o aktywnosci kinaz, ktore stymulujg proliferacje, wzrost i nowotworzenie, maja
w sekwencji polipeptydowej pieciokrotnie wigcej potencjalnych miejsc glikozy-
lacji, dtuzsze domeny zewnatrzkomoérkowe i w konsekwencji wigcej N-glikanow
przypadajacych na kazde 100 aminokwasow tancucha biatkowego [26, 35]. Do
obficie N-glikozylowanych receptorow nalezy EGFR, ktory nie posiada miejsc
wigzania O-glikanow [9, 61]. W domenie zewnatrzkomoérkowej EGFR obecnych
jest 12 potencjalnych miejsc N-glikozylacji (ryc. 1) [12]. Forma rozpuszczalna
EGFR (ang. secreted form of EGFR, sSEGFR), powstata w wyniku alternatywnego
splicingu RNA i proteolizy z udzialem metaloproteinaz, zbudowana jest z domeny
zewnatrzkomoérkowej i 17 aminokwasow C-konca biatka, ma mase czasteczkowsa
105 kDa i zawiera 7 miejsc N-glikozylacji [61]. Kazde z potencjalnych miejsc
glikozylacji receptora EGF moze przylaczac¢ r6zny pod wzgledem budowy oligo-
sacharyd [48]. Stwierdzono, ze wzor glikozylacji EGFR jest komorkowo i tkan-
kowo specyficzny. Masa czasteczkowa glikoproteiny EGFR wynosi 170 kDa [10],
z czego az do 50 kDa przypada na N-oligosacharydy [20], co stanowi 29% masy
catej czasteczki. N-glikany jako istotny element czasteczki EGFR, reguluja ak-
tywnos$¢ receptora na réznych etapach jego funkcjonowania [12].

Wiele dotychczasowych badan glikozylacji EGFR przeprowadzono wykorzy-
stujac komorki raka ptaskonabtonkowego linii A431 o dwudziestokrotnie wigk-
szej ekspresji EGFR w porownaniu z komérkami innych linii. Pierwsze analizy
glikozylacji EGFR wykazaty, ze dojrzata czasteczka receptora zawiera dwukrot-
nie wigecej N-oligosacharydow typu kompleksowego niz wielomannozowego. Na-
tomiast w niedojrzatej czasteczce EGFR o mniejszej masie czasteczkowej (160
kDa) obecne byly wylacznie ewolucyjnie starsze struktury wielomannozowe.
Wiekszos¢ glikanow kompleksowych dojrzatej czasteczki EGFR w komorkach
linii A431 ma budowg trzy- i czteroantenowa. Cz¢s$¢ struktur cukrowych dojrzaltej
czasteczki receptora zawiera jedng lub dwie reszty kwasu sjalowego [5]. Szczeg6-
lowa analize budowy N-glikanéw w poszczegolnych miejscach glikozylacji for-
my blonowej i rozpuszczalnej EGFR linii A431 przeprowadzit zespot Zhen i1 wsp.
[61] stosujac spektrometri¢ masowg. Stwierdzono, ze wigkszos$¢ oligosacharydow
sEGFR ma budowe typu kompleksowego, natomiast glikany receptora blonowego
stanowily mieszaning oligosacharydow wielomannozowych i kompleksowych.
W pigciu miejscach glikozylacji tancucha biatkowego sEGFR (Asn32, Asn389,
Asn420, Asn504, Asn544) wykazano obecnos¢ struktur kompleksowych, pozo-
state dwie asparaginy (Asn337 i Asn599) wigzaly oligosacharydy wielomanno-
zowe. Struktura glikanéw receptora btonowego byta bardziej zréznicowana niz
formy wydzielniczej EGFR. Zidentyfikowano ponad 30 glikoform w klasycznej
formie btonowej EGFR i tylko 20 w sSEGFR. Miejsce Asn504 w formie blonowe;j
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receptora byto zajmowane zamiennie przez struktury wielomannozowe i kom-
pleksowe. Nie do wszystkich potencjalnych miejsc N-glikozylacji w czasteczce
EGFR przytaczone sg oligosacharydy. Zaréwno w EGFR jak i w sEGFR, aspa-
raginy w pozycji Asnl04 i Asnl172 byly wolne od glikanéw, natomiast Asn32
i Asn579 byly czesciowo glikozylowane [61]. Stosujac metode ukierunkowa-
nej mutagenezy miejsc glikozylacji wykazano, ze oligosacharydy dotaczone
do Asn420 EGFR s3 istotne do wigzania receptora z EGF oraz zabezpieczaja
EGFR przed spontaniczng oligomeryzacja w btonie komodrkowej, ktora prowa-
dzi do niekontrolowanej aktywacji EGFR [52].

WPLYW GLIKOZYLACJI EGFR NA
PRZEKAZYWANIE SYGNALU

Wptyw glikozylacji na funkcje EGFR byt intensywnie badany od lat 80. ubie-
glego wieku, kiedy po raz pierwszy podjeto probe oceny roli komponenty cukro-
wej EGFR w funkcjonowaniu catej czasteczki [42, 43]. Catkowite zahamowanie
procesu glikozylacji EGFR poprzez podanie tunikamycyny do hodowli komorek
linii A431, znaczaco obnizato wigzanie liganda przez EGFR oraz zmniejszato po-
ziom fosforylacji EGFR. Zatrzymanie procesu glikozylacji na etapie struktur wie-
lomannozowych przez zastosowanie swainsoniny, roslinnego alkaloidu hamuja-
cego synteze struktur kompleksowych, nie powodowato zmian w powinowactwie
do liganda [43]. Wykorzystanie inhibitorow glikozylacji wykazato, ze glikozyla-
cja EGFR jest niezbgdna do wigzania EGF [43] a kolejne badania pozwolity na
stwierdzenie, ze N-glikany receptora sg istotne rowniez w transporcie EGFR do
btony komodrkowej [42].

Jednym z najbardziej istotnych enzymow szlaku biosyntezy N-glikanow re-
gulujacych sygnalizacje EGFR jest B1,6-N-acetyloglukozaminylotransferaza V
(ang. B1,6-N-acetylglucosaminyltransferase V, GnT-V), kodowana u ludzi przez
gen MGATS5. GnT-V jest transferaza odpowiedzialng za polaczenie GIcNAc
wigzaniem [B1,6-glikozydowym z Man rdzenia N-glikanéw i tworzenie wielo-
antenowych glikanow typu kompleksowego, ktore sa rozbudowywane do struk-
tur polilaktozoaminowych (powtorzenia disacharydow Galf1,4GIcNAcB1,3)
[13]. Zwickszona ekspresja i/lub aktywnos¢ GnT-V i w konsekwencji zawartosé¢
struktur kompleksowych B1,6-rozgatezionych, zwigzana jest z inwazyjnym cha-
rakterem nowotworu i zdolnoscia do tworzenia przerzutow [34, 50]. Wigkszos¢
glikanow EGFR jest modyfikowana przez GnT-V irozbudowywana o struktury
polilaktozoaminowe [45, 60]. Struktury polilaktozoaminowe wigzane sg przez
lektyny endogenne, z ktorych najlepiej poznana jest galektyna-3 (Gal-3). Pota-
czenie glikozylowanego EGFR 1 Gal-3 tworzy na powierzchni komoérki moleku-
larng sie¢ bialkowo-cukrowa zapobiegajacg endocytozie receptora i tym samym
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warunkuje utrzymanie receptora w blonie komorkowej w formie aktywnej, stale
generujgcej sygnaly wewngtrzkomorkowe [31, 36]. Struktury oligosacharydowe
EGFR siggaja na odlegtos¢ 10 A od czgSci biatkowej, natomiast wigzanie za po-
$rednictwem Gal-3 odsuwa EGFR o 100 A od bialka stanowigc fizyczng bariere za-
bezpieczajaca przed dimeryzacja receptoréw niezalezna od liganda [8]. W komor-
kach nabtonkowych raka sutka wyizolowanych z transgenicznych myszy Mgat5™,
u ktérych nowotwor indukowano onkogenem PyMT (ang. Polyomavirus Middle T
oncogene) stwierdzono znaczacag redukcje oddzialywania Gal-3 z EGFR. Podob-
ne oslabienie wiazania Gal-3 do EGFR obserwowano po wcze$niejszej inkubacji
Gal-3 z laktozg, stanowigcg inhibitor kompetycyjny dla wigzania cukrowych li-
gandow przez lektyne. Konsekwencja zablokowania oddziatywan Gal-3 z EGFR
byto zahamowanie $ciezek sygnatowych aktywowanych przez EGFR [34]. Spo-
tegowanie aktywacji szlaku sygnatlowego EGFR na powierzchni komorki przez
potaczenie struktur polilaktozoaminowych EGFR i Gal-3 jest jednym z trzech
mechanizmoéw nabycia zdolnosci do tworzenia przerzutow przez komorki nowo-
tworowe, w ktorym bierze udzial GnT-V [31].

Glikozylacja EGFR regulujaca sygnaty inicjowane przez receptor, wptywa na
migracje¢ 1 inwazj¢ komorek nowotworowych [27]. Ludzkie komorki raka piersi li-
nii MDA-MB-231 o wysokim potencjale inwazyjnym i metastatycznym, po wyci-
szeniu ekspresji genu MGATS5 z uzyciem matych interferujacych czasteczek RNA
(ang. small interfering RNA, siRNA) wigzaly si¢ mocniej do podloza oraz wolniej
migrowalty w sposob zalezny od EGFR. Zmniejszenie liczby rozgalezien glika-
néw obecnych na EGFR, w efekcie wyciszenia genu MGATS, w sposob istotny
hamowato szlaki sygnalizacyjne uruchamiane przez EGFR, oslabiajac inwazyjny
fenotyp komorek nowotworowych. Zmniejszenie liczby anten N-glikanow obec-
nych na EGFR powodowato znaczace zahamowanie zaleznej od EGFR aktywacji
biatkowej fosfatazy tyrozynowej (ang. Src Homology region 2-containing protein
tyrosine Phosphatase-2, SHP-2) i defosforylacji kinazy ognisk przylegania (ang.
Focal Adhesion Kinase, FAK) a w konsekwencji redukcje¢ polimeryzacji aktyny
oraz przemieszczania si¢ komorek w tescie gojenia ran i migracji z uzyciem ko-
mor Boydena [14].

W warunkach prawidtowych sygnaty generowane przez EGFR sg kluczowe
m.in. do utrzymania homeostazy komorek skory. Oprocz EGF rowniez inne ligandy
wigzane przez EGFR w komorkach naskorka, takie jak HB-EGF, TGFo oraz AR, sa
odpowiedzialne za utrzymanie rownowagi proliferacyjnej w komodrkach naskorka
[40]. Kimura i wsp. [22] wykazali ze brak glikanéw o rozgatezieniach f1,6 u my-
szy Mgat5" (z nokautem genu Mgat5) obnizat ekspresje EGFR i Gal-3 w btonie
komoérkowej keratynocytow. Zawartos¢ EGFR w lizacie komoérkowym pozostawa-
fa bez zmian, co pokazalo, ze obecnos¢ B1,6-rozgalezionych glikanow na EGFR
jest niezbedna do zakotwiczenia EGFR w btonie komorkowej. Obnizeniu pozio-
mu EGFR w btonie komoérkowej towarzyszyt spadek proliferacji keratynocytow,
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wynikajacy z braku sygnatow generowanych przez EGFR. Co ciekawe, aktywnos$¢
EGFR zalezy od obecnosci glikanow p1,6-rozgatezionych na EGFR. Wigzanie jed-
nego z ligandow, HB-EGF, do EGFR zwigksza ekspresj¢ enzymu odpowiedzialne-
go za synteze glikanow B1,6-rozgat¢zionych, tym samym zapewniajgc obecnos¢
struktur B1,6-rozgatezionych na EGFR [22]. Sygnalizacja z udzialem EGFR regu-
lowana jest rowniez przez kaweoling-1 w sposob zalezny od glikozylacji EGFR
[25]. Kaweolina-1 (ang. Caveolin-1, Cav-1), gtéwny sktadnik mikrodomen btony
komoérkowej zwanych kaweolami, oddziatuje z blonowymi receptorami czynnikow
wzrostu, ostabiajac przekazywanie sygnatu prowadzacego do proliferacji oraz mi-
gracji komorek i w efekcie hamuje rozwdj nowotworow [24]. U myszy Mgat5™,
ktore nie syntetyzuja struktur f1,6-rozgatezionych, tworzenie molekularnej sieci na
powierzchni komorek z udziatem EGFR jest znaczaco zredukowane. Uposledze-
nie tworzenia sieci molekularnej na powierzchni komoérek pozwala na oddziatywa-
nie EGFR z Cav-1 obecng w mikrodomenach btonowych, internalizacje receptora
i w efekcie prowadzi do zahamowania sygnalizacji inicjowanej przez EGFR [25].
Kolejnym enzymem szlaku N-glikozylacji, waznym dla aktywnos$ci EGFR, jest
B1,4-N-acetyloglukozaminylotransferaza 1l (ang. f1,4-N-acetylglucosaminyltrans-
ferase 11, GnT-111) odpowiedzialna za tworzenie tak zwanych struktur przedzielo-
nych [44]. GnT-III katalizuje dotaczenie reszty GlcNAc wigzaniem 1,4 do rdze-
niowej Man struktur kompleksowych i hybrydowych N-glikanow [60]. Powstanie
struktury przedzielonej hamuje dalsza rozbudowe czasteczki oligosacharydu, m.in.
o rozgatezienia B1,6. Brak rozgaltezien 1,6 w istotny sposob wplywa na zachowa-
nie komorek [16], powodujac zmniejszenie wlasciwosci adhezyjnych i migracyj-
nych komorek oraz zdolnosci do przekazywania sygnatéw wewnatrzkomorkowych
[44, 47]. Wykazano, ze przedzielone struktury kompleksowe utrudniaja wigzanie
EGF do EGFR. Stwierdzono, ze obecnos¢ N-glikanu z GlcNAc przedzielajaca
w miejscu wigzania liganda moze determinowa¢ powinowactwo EGFR do liganda.
EGFR w komorkach glejaka Iudzkiej linii U-373 MG z nadekspresja GnT-111 wig-
zat stabiej EGF niz EGFR w komorkach kontrolnych [37]. Do badan nad udzialem
GnT-1I w aktywno$ci EGFR wykorzystano rowniez komorki linii HeLaS3 trans-
fekowane genem kodujagcym GnT-1II. Stwierdzono, ze zwigkszona liczba struk-
tur GlcNAc przedzielonych na EGFR w komorkach transfekowanych, zwigksza
poziom fosforylacji kinazy regulowanej sygnalami zewnatrzkomorkowymi (ang.
Extracellular signal-Regulated Kinase ERK) po aktywacji EGFR przez EGF po-
dany do hodowli [39]. Nadekspresja GnT-III prowadzi rowniez do zwigkszenia
endocytozy EGFR, co ma zwigzek z oddzialywaniem receptora z Gal-3 [47] opi-
sanym powyzej. Aktywnos¢ GnT-1II i genu kodujacego GnT-111 (Mgat3/MGAT3)
kojarzona jest z ostabieniem proliferacji i migracji komorek nowotworowych [16,
60]. Rozw6j nowotworu u myszy pozbawionych genu Mgar3 i w konsekwencji
glikanow z GIcNAc przedzielajacg, m.in. na EGRF, przebiega szybciej, komorki
nowotworowe majg wiekszy potencjat migracyjny, co w krotszym czasie prowadzi
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do tworzenia przerzutow do pluc. Nadekspresja genu Mgat3 w komoérkach jajnika
chomika chinskiego (ang Chinese Hamster Ovary, CHO), w ktorych proces nowo-
tworzenia indukowano onkogenem PyMT, redukuje proliferacj¢ komorek i trans-
misj¢ sygnatow wewnatrzkomorkowych generowanych przez EGFR, zalezng od
molekularnej sieci biatkowo-cukrowej tworzonej przez galektyny [44].

O dostgpnosci do miejsca wigzania EGF decyduje konformacja przestrzenna
receptora EGFR, uwarunkowana obecnos$cig N-glikanow w domenie zewnatrzko-
morkowej. Zastosowanie tunikamycyny, hamujacej catkowicie proces glikozylacji
bialek na etapie przeniesienia prekursorowego oligosacharydu na Asn biatka, po-
woduje, ze przeciwciatla monoklonalne mAb 425, rozpoznajace epitop biatkowy
w domenie zewnatrzkomorkowej EGFR, nie wigza si¢ do EGFR. Brak wigzania
mADb 425 po zastosowaniu tunikamycyny obserwowano rowniez w przypadku skro-
conej formy EGFR o 267-aminokwasowy fragment w domenie zewnatrzkomorko-
wej (EGFRVIII), ktory zawiera 4 potencjalne miejsca glikozylacji. Glikozylacja
EGFR jest niezbedna do utrzymania konformacji przestrzennej biatka EGFR ko-
niecznej do interakcji EGFR-przeciwciato [10]. Kluczowe znaczenie N-glikozyla-
¢ji w utrzymaniu aktywnej konformacji przestrzennej EGFR potwierdzity ostatnie
badania Kaszuba i wsp. [20]. N-glikany sg niezbedne do autofosforylacji EGFR
[10]. Forma EGFRVIII, obecna w komodrkach ludzkiego glejaka wielopostacio-
wego, bedaca produktem zmutowanego genu, nie wigze liganda, jednak podlega
dimeryzacji, oraz ma konstytutywna aktywnos¢ kinazy, co sprzyja procesowi no-
wotworzenia [10, 57]. Zmiany konformacyjne wywotane deglikozylacja powoduja
spadek aktywnosci kinazy tyrozynowej EGFR zaréwno w formie prawidlowej jak
i zmutowanej [10]. Aglikozylacja receptora w wyniku zastosowania tunikamycyny
powoduje utrate zdolnosci receptora do wigzania liganda oraz autofosforylacji. Na-
tomiast enzymatyczne usuni¢cie glikanow z dojrzalej czasteczki receptora, obecne;j
na powierzchni komorki, nie zmienia funkcjonowania EGFR, co dowodzi, Ze obec-
no$¢ glikandéw jest niezbedna w momencie obrobki i fatdowania biatka EGFR do
stworzenia odpowiedniej konformacji domeny wigzacej EGF [2].

Sygnalizacja EGFR regulowana jest réwniez przez fukozylacj¢ rdzenia N-glika-
néw bedaca efektem dzialania al,6-fukozylotransferazy (ang. al, 6-Fucosyltransfera-
se, Fut 8). Fut 8 katalizuje dolaczenie fukozy do reszty GlcNAc rdzenia N-glikanow
hybrydowych i kompleksowych wigzaniem al,6-glikozydowym [53, 54]. Poziom
fosforylacji EGFR zalezny od wigzania EGF w fibroblastach myszy z nokautem genu
Fut 8 (Fut8"), kodujacego al,6-fukozylotransferaze, byt znaczaco nizszy niz u mu-
szy typu dzikiego (Fut8""). Aktywacja INK (ang. c-Jun N-terminal/stress activated
protein Kinase) 1 ERK, kinaz bialkowych szlakéw sygnatowych aktywowanych
przez EGFR, byta zahamowana w komoérkach z nieaktywnym genem FutS. Brak
zmian w aktywnosci fosfataz tyrozynowych w komorkach myszy Fut8” wskazy-
wal, ze zmieniona aktywnos¢ EGFR i1 wspomnianych biatek z rodziny MAP za-
leznych od EGFR jest efektem braku Fuc przytaczonej do rdzenia N-glikanow.
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Defukozylacja oligosacharydow EGFR jest przyczyng stabszego wigzania EGF
do EGFR w komorkach Fut8” w porownaniu do fibroblastow typu dzikiego [54].
W ludzkich komoérkach nowotworu ptuc linii CL1-5 wyciszenie genu FUT § hamu-
je dimeryzacje i autofosforylacje EGFR [28]. Kolejne badania wykazaty, ze fuko-
zylacja rdzenia N-glikandéw EGFR jest niezb¢dna w regeneracji watroby. Brak Fut8
u myszy Fut8” hamowat proliferacje hepatocytow zaleznag od aktywnosci EGFR.
Poziom fosforylacji EGFR w watrobie myszy z nokautem genu Fut8 byt znacza-
co nizszy niz hepatocytach myszy typu dzikiego. Odpowiedz hepatocytow myszy
Fut8”" na egzogenny EGF w hodowli in vitro byla stabsza w poréwnaniu do hepa-
tocytow kontrolnych, co potwierdza, ze wigzanie EGF przez EGFR jest utatwiane
przez al,6-fukozylacje EGFR [53].

Obecnos¢ glikanow, warunkujacych wlasciwa konformacje catej czasteczki
EGFR, jest takze istotna podczas transportu receptoréw EGFR do btony komorko-
wej. ErbB3 jest nietypowym przedstawicielem rodziny EGFR, poniewaz nie posiada
funkcjonalnej domeny o aktywnosci kinazy tyrozynowej, a jest jedynie partnerem
do dimeryzacji dla innych receptoréw z rodziny EGFR. ErbB3 posiada 10 miejsc
N-glikozylacji. Oceniano wptyw mutacji punktowych pojedynczych miejsc N-gli-
kozylacji na obecnos¢ receptoréw ErbB3 w btonie komorkowej. Usunigcie pigciu
miejsc glikozylacji zlokalizowanych w domenie III znaczgco zmniejsza ekspresje
ErbB3. Stwierdzono, ze obecnos¢ glikanow na czasteczce ErbB3 jest niezbedna do
prawidtowego transportu tego receptora do btony komorkowe;j, tak jak w przypadku
wielu innych biatek [49]. Lancuchy cukrowe domeny III ErbB3, istotnej w wigzaniu
liganda, wplywaja rowniez na funkcje ErbB3. Oligosacharyd zwigzany z Asn420
ma kluczowe znaczenie dla aktywacji EGFR, poniewaz zapobiega niekontrolowa-
nej aktywnosci receptora. Punktowa mutacja w miejscu Asn420 prowadzi do spon-
tanicznej oligomeryzacji i niekontrolowanej aktywacji receptora [52].

Sygnalizacja EGFR zalezy nie tylko od glikozylacji samego receptora, ale row-
niez od glikozylacji integryn wspotdziatajacych z EGFR. Tworzenie kompleksu
obydwu mocno glikozylowanych integryn z EGFR, zachodzi za posrednictwem
opisanej wyzej Gal-3. Laktoza, kompetycyjny inhibitor galaktozy wiazanej przez
Gal-3, cze$ciowo blokuje tworzenie kompleksow integryny a6p4 z EGFR, co
wskazuje, ze integryny wiaza si¢ z EGFR za posrednictwem oligosacharydow [19].
Czesciowa deglikozylacja integryn powoduje zmiang sktadu N-glikanéw EGFR.
W keratynocytach z ekspresjg podjednostki integrynowej B4 pozbawionej 5 miejsc
N-glikozylacji (Asn327, Asn491, Asn579, Asn617, Asn695), zawarto$¢ N-glikanow
z rozgatezieniami B1,6GIcNAc na EGFR, jest mniejsza w poréwnaniu do keratyno-
cytow z w pehni glikozylowana podjednostka 4. Na EGFR w miejsce struktur f1,-
6-rozgatezionych, wigzanych przez integryng 4 za posrednictwem Gal-3, pojawia-
ja si¢ N-glikany z GlcNAc przedzielajaca. W ten sposob przebudowa N-glikanow
EGFR, wymuszona przez zmiany glikozylacji integryny, obniza wigzanie receptora
EGF z Gal-3 i w konsekwencji kompleksow EGFR—[34 [18].
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PODSUMOWANIE

Wyniki licznych badan wskazujg, ze N-glikozylacja EGFR reguluje funkcjo-
nowanie EGFR poprzez wptyw na proces aktywacji, wigzania liganda oraz dime-
ryzacj¢ receptora (ryc. 2), a zmiany w skladzie oraz stopniu rozbudowania struktur
oligosacharydowych EGFR, obok zwigkszonej ekspresji EGFR lub mutacji genu
kodujacego EGFR, sprzyjaja onkogenezie. Pelne zrozumienie znaczenia czgsci cu-
krowej EGFR w aktywacji wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych jest bar-
dzo wazne, poniewaz EGFR jest celem, z ktorym wiaze si¢ duze nadzieje w lecze-
niu chorob nowotworowych [20]. Uwzglednienie roli N-glikanow w odpowiedzi
EGFR na leki blokujace aktywno$§¢ EGFR moze przyczyni¢ si¢ do opracowania
skuteczniejszych terapii przeciwnowotworowych niz stosowane dotychczas.
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