
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI	 TOM 43 2016 NR 2 (289–304)

ROLA GLIKOZYLACJI W AKTYWACJI 
RECEPTORA NABŁONKOWEGO 

CZYNNIKA WZROSTU

THE ROLE OF GLYCOSYLATION IN EPIDERMAL GROWTH 
FACTOR RECEPTOR ACTIVATION

Marta ZĄBCZYŃSKA, Katarzyna OPIOŁA, Ewa POCHEĆ

Zakład Biochemii Glikokoniugatów, Instytut Zoologii, 
Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie: Receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR) jest obficie N-glikozylowanym 
białkiem transbłonowym o właściwościach kinazy tyrozynowej. Dojrzały receptor błonowy zawiera 
N-glikany typu wielomannozowego i struktury kompleksowe, często rozbudowywane o anteny po-
lilaktozoaminowe. Natomiast w formie sekrecyjnej EGFR dominują glikany typu kompleksowego. 
Glikany domeny zewnątrzkomórkowej regulują aktywność receptora przez wpływ na wiązanie ligan-
da, dimeryzację i autofosforylację. Deglikozylacja EGFR powoduje zmianę konformacji przestrzen-
nej receptora, co uniemożliwia wiązanie liganda i generowanie sygnałów wewnątrzkomórkowych. 
Prawidłowa glikozylacja EGFR jest również niezbędna do wewnątrzkomórkowego transportu re-
ceptora do błony komórkowej. Zmiany składu oligosacharydowego EGFR są przyczyną zaburzeń 
w funkcjonowaniu receptora. Zwiększenie ekspresji i/lub aktywności N-acetyloglukozaminy-
lotransferazy V i w konsekwencji struktur kompleksowych β1,6-rozgałęzionych na EGFR prow-
adzi do nadmiernej aktywacji szlaków sygnałowych m.in. MAPK, Akt i JNK inicjowanych przez 
EGFR. Anteny polilaktozoaminowe rozbudowywane na ramieniu β1,6 glikanów EGFR, wiązane 
przez galektynę 3, sprzyjają utrzymaniu EGFR w błonie komórkowej i stałemu generowaniu syg-
nałów wewnątrzkomórkowych w komórkach nowotworowych, co w konsekwencji zwiększa prolif-
erację i migrację komórek oraz sprzyja progresji nowotworów. Efekt przeciwstawny obserwowano 
w przypadku zwiększenia zawartości na EGFR N-glikanów kompleksowych z N-acetyloglukozoaminą 
przedzielającą. Glikozylacja EGFR, jako ważny element modulujący jego aktywność, jest celem badań 
zmierzających do opracowania skutecznej terapii przeciwnowotworowej.

Słowa kluczowe: receptor nabłonkowego czynnika wzrostu, N-glikozylacja, nowotwory, sygnały  
wewnątrzkomórkowe
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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, β1,6-branched structures on EGFR, leads to overactivation of the MAPK, Akt and JNK 
signaling pathways initiated by EGFR. Polylactosamine antennae extended on β1,6-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

WSTĘP

Receptor naskórkowego czynnika wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor 
Receptor, EGFR) odkryty w 1978 roku przez Stanley’a Cohena i wsp. [56], był 
pierwszym opisanym receptorem o aktywności kinazy tyrozynowej (ang. Receptor 
Tyrosine Kinase, RTK) [17]. Obecnie białka z rodziny EGFR należą do najinten-
sywniej badanych receptorów błonowych [1, 20]. Podstawową funkcją EGFR jest 
regulacja proliferacji komórek [23]. EGFR odgrywa kluczową rolę w patogenezie 
różnych chorób, m.in. nowotworów piersi i jajnika [4, 15, 35]. Efektem zwięk-
szonej ekspresji i aktywacji EGFR jest nadmierna proliferacja komórek, związana 
z rozwojem nowotworów [38]. Aktywność EGFR jest regulowana przez N-glika-
ny (N-oligosacharydy) [21], których skład ulega zmianie w procesie nowotworze-
nia, co przyczynia się do wzmożonej aktywności receptora [60]. Rola glikanów 
w funkcjonowaniu EGFR oraz zmiany glikozylacji EGFR towarzyszące rozwojo-
wi nowotworów opisano w dalszej części pracy.

EGFR: STRUKTURA, LIGANDY I FUNKCJE

EGFR (ErbB1, HER1) jest białkiem przezbłonowym o aktywności kinazy ty-
rozynowej [58]. Należy do rodziny receptorów ErbB, której nazwa wskazuje na 
homologię genów rodziny receptorów ErbB z onkogenem v-erb B ptasiego wiru-
sa erytroblastozy (ang. erythroblastoma B viral gene product, v-erbB) [30]. Poza 
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EGFR rodzina ErbB obejmuje jeszcze trzy inne receptory: ErbB2 (HER2), ErbB3 
(HER3), ErbB4 (HER4) [3, 17], które są podobnie zbudowane a różnią się akty-
wującymi je ligandami oraz właściwościami katalitycznymi [2, 23]. U ludzi białko 
EGFR zbudowane jest z 1186 aminokwasów tworzących fragment zewnątrzko-
mórkowy, przezbłonowy i wewnątrzkomórkowy. N-końcowa, zewnątrzkomórko-
wa część EGFR składa się z czterech subdomen I–IV, z których II i IV zawierają 

RYCINA 1. Budowa receptora nabłonkowego czynnika wzrostu. A. EGFR zbudowany jest z części 
zewnątrzkomórkowej, przezbłonowej TM (ang. Transmembrane Domain) oraz wewnątrzkomórko-
wej. W obrębie części wewnątrzkomórkowej wyróżniamy region okołobłonowy (ang. Juxtamembrane 
Region, JR), domenę o aktywności kinazy tyrozynowej (ang. Tyrosine Kinase domain, TK) i dome-
nę C-końcową z miejscami autofosforylacji (ang. Tyrosine Phosphorylation domain, TP). B. W skład 
części zewnątrzkomórkowej wchodzą cztery funkcjonalne domeny I-IV, w obrębie których 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



292 M. ZĄBCZYŃSKA, K. OPIOŁA, E. POCHEĆ

sekwencje bogate w cysteinę, uczestniczące w tworzeniu mostków disiarczkowych 
a domena III odpowiedzialna jest za wiązanie liganda. Położona terminalnie domena 
I uczestniczy w dimeryzaji receptorów zależnej od związania liganda [10, 48, 52]. 
Część transbłonową stanowi pojedyncza α-helikalna struktura. Część wewnątrzko-
mórkową budują trzy domeny; okołobłonowa, domena o aktywności kinazy tyro-
zynowej oraz domena C-końcowa z pięcioma miejscami autofosforylacji, pełniąca 
również funkcję autoinhibitora (ryc. 1). Gen kodujący EGFR, zlokalizowany na 
chromosomie 7, ulega ekspresji we wszystkich komórkach nabłonkowych, komór-
kach tkanki łącznej, niektórych komórkach glejowych i mięśniach gładkich [55] 
oraz w komórkach nowotworowych o różnym pochodzeniu [32, 38, 56]. W guzach 
nowotworowych białka z rodziny EGFR ulegają nadekspresji lub mutacji, co pro-
wadzi do wzmożonej aktywacji szlaków sygnałowych i nadmiernej proliferacji tych 
komórek [11]. Rozwojowi nowotworów sprzyja również zmieniona glikozylacja 
receptora, która w istotny sposób modyfikuje sygnały generowane przez związanie 
liganda do EGFR [41, 52]. Najważniejsze zmiany glikozylacji EGFR obserwowane 
w komórkach nowotworowych zebrano na rycinie 2.

Receptory ErbB są aktywowane po związaniu się z czynnikami wzrostu z ro-
dziny EGF. Wyróżniamy trzy grupy ligandów dla receptorów ErbB. Do pierwszej 
zaliczamy naskórkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor, EGF), 
transformujący czynnik wzrostu α (ang. Transforming Growth Factor α, TGFα,) 
i amfiregulinę (ang. Amphiregulin, AR), które wiążą się specyficznie do EGFR. 
Drugą grupę ligandów stanowią betacellulina (ang. Betacellulin, BTC), naskórkowy 
czynnik wzrostu wiążący heparynę (ang. Heparin-Binding Epidermal Growth Fac-
tor, HB-EGF) i epiregulina (ang. Epiregulin, EPR), wiążące się do EGFR i ErbB4. 
Do trzeciej grupy ligandów EGFR zaliczamy neureguliny (ang. Neuregulin, NRG), 
przy czym NRG-1 i NRG-2 wiążą się do ErbB3 i 4, a NRG-3 i NRG-4 wyłącznie 
do ErbB4 [32].

Wiązanie liganda do EGFR aktywuje receptor powodując zmiany konforma-
cyjne polegające na rearanżacji w układzie subdomen części zewnątrzkomórko-
wej receptora prowadzące do połączenia subdomeny I i III, co skutkuje homo- 
lub heterodimeryzacją receptora. Dimeryzacja receptora EGF z kolei umożliwia 
interakcje domen wewnątrzkomórkowych receptorów w danej parze i wzajem-
ną fosforylację pięciu tyrozyn (Tyr1173, Tyr1148, Tyr1086, Tyr1068 i Tyr922) 
w C-końcowej części receptora. Wiązanie białek sygnałowych zawierających do-
meny SH2 (ang. Src-Homology 2) i PTB (ang. Phosphotyrosine Binding) do fos-
forylowanych tyrozyn aktywnego dimeru EGFR uruchamia wewnątrzkomórkowe 
kaskady sygnałowe, 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 inicjując sygnały wewnątrz-
komórkowe pobudza ekspresję genów, w tym czynników transkrypcyjnych, które 
regulują ekspresję innych genów. Produkty genów czynników transkrypcyjnych 
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aktywują geny odpowiedzialne za procesy proliferacji, różnicowania, migra-
cji i apoptozy komórek. Tym samym pobudzenie EGFR uruchamia w komórce 
złożoną sieć ścieżek sygnałowych mających początek w receptorach błonowych 
a kończących się w jądrze komórkowym [32, 33].

Sygnały generowane przez EGFR są kontrolowane przez integryny, czyli prze-
zbłonowe heterodimeryczne glikoproteiny należące do grupy białek adhezyjnych 
(ang. Cell Adhesion Molecule, CAM) odpowiedzialne za adhezję i migrację ko-
mórek [6]. Zależna od integryn adhezja komórek do składników macierzy poza-
komórkowej (ang. Extracellular Matrix, ECM) może powodować transaktywację 
różnych białek z rodziny RTK pod nieobecność ligandów dla czynników wzrostu. 
Jedne z pierwszych badań, które potwierdziły współdziałanie integryn i recepto-
rów czynników wzrostu w aktywowaniu szlaków wewnątrzkomórkowych, doty-
czyły EGFR. Pobudzenie szlaków sygnałowych przez EGFR jest konieczne do 
aktywacji białka sygnałowego Rac, należącego do rodziny GTP-az Rho, i PI3K, 
ponieważ komórki z nieaktywnym receptorem EGF nie tworzą lamellipodów 
przy krawędzi wiodącej i w konsekwencji nie przemieszczają się po fibronektynie 
(ang. Fibronectin, FN). W przypadku nieaktywnego EGFR, mimo zależnego od 
integryn kontaktu komórek z FN, sygnały wewnątrzkomórkowe nie są generowa-
ne i ruch komórki nie jest możliwy [29].

GLIKOZYLACJA EGFR

Glikozylacja jest jedną z najczęstszych modyfikacji potranslacyjnych białek. 
Większość białek błonowych i wydzielniczych zawiera kowalencyjnie związane 
glikany. Ze względu na typ wiązania między białkiem a oligosacharydem wyróż-
niamy N- i O-glikany. N-glikany przyłączone są wiązaniem glikozydowym do 
asparaginy (Asn) będącej częścią sekwencji Asn-X-Ser/Thr białka (X to dowolny 
aminokwas z wyjątkiem proliny), natomiast O-glikany przyłączone są wiązaniem 
glikozydowym do seryny (Ser) lub treoniny (Thr) białka. W obrębie N-glikanów 
wyróżniamy struktury wielomannozowe, hybrydowe i kompleksowe różniące się 
rodzajem monosacharydów wchodzących w ich skład. Do mannozy (Man) wspól-
nego dla wszystkich N-glikanów rdzenia, utworzonego z pentasacharydu (GlcNAc-
GlcNAc-Man(Man)-Man), w oligosacharydach wielomannozowych dołączone są 
wyłącznie reszty Man. W oligosacharydach kompleksowych część zewnętrzna 
zbudowana jest z galaktozy (Gal), N-acetyloglukozoaminy (GlcNAc), kwasu sja-
lowego (Sia) i fukozy (Fuc). Pośredni typ hybrydowy zawiera elementy budowy 
typu wielomannozowego i kompleksowego. Glikozylacja jest procesem enzyma-
tycznym, dlatego czynnikiem determinującym w największym stopniu strukturę 
glikanu jest aktywność glikozylotransferaz, zdolnych do przyłączenia monocukru 
oraz glikozydaz hydrolizujących wiązania glikozydowe. Nie wszystkie potencjal-
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ne miejsca glikozylacji są modyfikowane potranslacyjnie. Szacuje się, że N-glika-
ny dołączane są średnio do 70% miejsc N-glikozylacji [46, 59].

W porównaniu z receptorami, które biorą udział w organogenezie, receptory 
o aktywności kinaz, które stymulują proliferację, wzrost i nowotworzenie, mają 
w sekwencji polipeptydowej pięciokrotnie więcej potencjalnych miejsc glikozy-
lacji, dłuższe domeny zewnątrzkomórkowe i w konsekwencji więcej N-glikanów 
przypadających na każde 100 aminokwasów łańcucha białkowego [26, 35]. Do 
obficie N-glikozylowanych receptorów należy EGFR, który nie posiada miejsc 
wiązania O-glikanów [9, 61]. W domenie zewnątrzkomórkowej EGFR obecnych 
jest 12 potencjalnych miejsc N-glikozylacji (ryc. 1) [12]. Forma rozpuszczalna 
EGFR (ang. secreted form of EGFR, sEGFR), powstała w wyniku alternatywnego 
splicingu RNA i proteolizy z udziałem metaloproteinaz, zbudowana jest z domeny 
zewnątrzkomórkowej i 17 aminokwasów C-końca białka, ma masę cząsteczkową 
105 kDa i zawiera 7 miejsc N-glikozylacji [61]. Każde z potencjalnych miejsc 
glikozylacji receptora EGF może przyłączać różny pod względem budowy oligo-
sacharyd [48]. Stwierdzono, że wzór glikozylacji EGFR jest komórkowo i tkan-
kowo specyficzny. Masa cząsteczkowa glikoproteiny EGFR wynosi 170 kDa [10], 
z czego aż do 50 kDa przypada na N-oligosacharydy [20], co stanowi 29% masy 
całej cząsteczki. N-glikany jako istotny element cząsteczki EGFR, regulują ak-
tywność receptora na różnych etapach jego funkcjonowania [12].

Wiele dotychczasowych badań glikozylacji EGFR przeprowadzono wykorzy-
stując komórki raka płaskonabłonkowego linii A431 o dwudziestokrotnie więk-
szej ekspresji EGFR w porównaniu z komórkami innych linii. Pierwsze analizy 
glikozylacji EGFR wykazały, że dojrzała cząsteczka receptora zawiera dwukrot-
nie więcej N-oligosacharydów typu kompleksowego niż wielomannozowego. Na-
tomiast w niedojrzałej cząsteczce EGFR o mniejszej masie cząsteczkowej (160 
kDa) obecne były wyłącznie ewolucyjnie starsze struktury wielomannozowe. 
Większość glikanów kompleksowych dojrzałej cząsteczki EGFR w komórkach 
linii A431 ma budowę trzy- i czteroantenową. Część struktur cukrowych dojrzałej 
cząsteczki receptora zawiera jedną lub dwie reszty kwasu sjalowego [5]. Szczegó-
łową analizę budowy N-glikanów w poszczególnych miejscach glikozylacji for-
my błonowej i rozpuszczalnej EGFR linii A431 przeprowadził zespół Zhen i wsp. 
[61] stosując spektrometrię masową. Stwierdzono, że większość oligosacharydów 
sEGFR ma budowę typu kompleksowego, natomiast glikany receptora błonowego 
stanowiły mieszaninę oligosacharydów wielomannozowych i kompleksowych. 
W pięciu miejscach glikozylacji łańcucha białkowego sEGFR (Asn32, Asn389, 
Asn420, Asn504, Asn544) wykazano obecność struktur kompleksowych, pozo-
stałe dwie asparaginy (Asn337 i Asn599) wiązały oligosacharydy wielomanno-
zowe. Struktura glikanów receptora błonowego była bardziej zróżnicowana niż 
formy wydzielniczej EGFR. Zidentyfikowano ponad 30 glikoform w klasycznej 
formie błonowej EGFR i tylko 20 w sEGFR. Miejsce Asn504 w formie błonowej 
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receptora było zajmowane zamiennie przez struktury wielomannozowe i kom-
pleksowe. Nie do wszystkich potencjalnych miejsc N-glikozylacji w cząsteczce 
EGFR przyłączone są oligosacharydy. Zarówno w EGFR jak i w sEGFR, aspa-
raginy w pozycji Asn104 i Asn172 były wolne od glikanów, natomiast Asn32 
i Asn579 były częściowo glikozylowane [61]. Stosując metodę ukierunkowa-
nej mutagenezy miejsc glikozylacji wykazano, że oligosacharydy dołączone 
do Asn420 EGFR są istotne do wiązania receptora z EGF oraz zabezpieczają 
EGFR przed spontaniczną oligomeryzacją w błonie komórkowej, która prowa-
dzi do niekontrolowanej aktywacji EGFR [52].

WPŁYW GLIKOZYLACJI EGFR NA
PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU

Wpływ glikozylacji na funkcje EGFR był intensywnie badany od lat 80. ubie-
głego wieku, kiedy po raz pierwszy podjęto próbę oceny roli komponenty cukro-
wej EGFR w funkcjonowaniu całej cząsteczki [42, 43]. Całkowite zahamowanie 
procesu glikozylacji EGFR poprzez podanie tunikamycyny do hodowli komórek 
linii A431, znacząco obniżało wiązanie liganda przez EGFR oraz zmniejszało po-
ziom fosforylacji EGFR. Zatrzymanie procesu glikozylacji na etapie struktur wie-
lomannozowych przez zastosowanie swainsoniny, roślinnego alkaloidu hamują-
cego syntezę struktur kompleksowych, nie powodowało zmian w powinowactwie 
do liganda [43]. Wykorzystanie inhibitorów glikozylacji wykazało, że glikozyla-
cja EGFR jest niezbędna do wiązania EGF [43] a kolejne badania pozwoliły na 
stwierdzenie, że N-glikany receptora są istotne również w transporcie EGFR do 
błony komórkowej [42].

Jednym z najbardziej istotnych enzymów szlaku biosyntezy N-glikanów re-
gulujących sygnalizację EGFR jest β1,6-N-acetyloglukozaminylotransferaza V 
(ang. β1,6-N-acetylglucosaminyltransferase V, GnT-V), kodowana u ludzi przez 
gen MGAT5. GnT-V jest transferazą odpowiedzialną za połączenie GlcNAc 
wiązaniem β1,6-glikozydowym z Man rdzenia N-glikanów i tworzenie wielo-
antenowych glikanów typu kompleksowego, które są rozbudowywane do struk-
tur polilaktozoaminowych (powtórzenia disacharydów Galβ1,4GlcNAcβ1,3) 
[13]. Zwiększona ekspresja i/lub aktywność GnT-V i w konsekwencji zawartość 
struktur kompleksowych β1,6-rozgałęzionych, związana jest z inwazyjnym cha-
rakterem nowotworu i zdolnością do tworzenia przerzutów [34, 50]. Większość 
glikanów EGFR jest modyfikowana przez GnT-V i rozbudowywana o struktury 
polilaktozoaminowe [45, 60]. Struktury polilaktozoaminowe wiązane są przez 
lektyny endogenne, z których najlepiej poznana jest galektyna-3 (Gal-3). Połą-
czenie glikozylowanego EGFR i Gal-3 tworzy na powierzchni komórki moleku-
larną sieć białkowo-cukrową zapobiegającą endocytozie receptora i tym samym 
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warunkuje utrzymanie receptora w błonie komórkowej w formie aktywnej, stale 
generującej sygnały wewnątrzkomórkowe [31, 36]. Struktury oligosacharydowe 
EGFR sięgają na odległość 10 Ǻ od części białkowej, natomiast wiązanie za po-
średnictwem Gal-3 odsuwa EGFR o 100 Ǻ od białka stanowiąc fizyczną barierę za-
bezpieczającą przed dimeryzacją receptorów niezależną od liganda [8]. W komór-
kach nabłonkowych raka sutka wyizolowanych z transgenicznych myszy Mgat5-/-, 
u których nowotwór indukowano onkogenem PyMT (ang. Polyomavirus Middle T 
oncogene) stwierdzono znaczącą redukcję oddziaływania Gal-3 z EGFR. Podob-
ne osłabienie wiązania Gal-3 do EGFR obserwowano po wcześniejszej inkubacji 
Gal-3 z laktozą, stanowiącą inhibitor kompetycyjny dla wiązania cukrowych li-
gandów przez lektynę. Konsekwencją zablokowania oddziaływań Gal-3 z EGFR 
było zahamowanie ścieżek sygnałowych aktywowanych przez EGFR [34]. Spo-
tęgowanie aktywacji szlaku sygnałowego EGFR na powierzchni komórki przez 
połączenie struktur polilaktozoaminowych EGFR i Gal-3 jest jednym z trzech 
mechanizmów nabycia zdolności do tworzenia przerzutów przez komórki nowo-
tworowe, w którym bierze udział GnT-V [31].

Glikozylacja EGFR regulująca sygnały inicjowane przez receptor, wpływa na 
migrację i inwazję komórek nowotworowych [27]. Ludzkie komórki raka piersi li-
nii MDA-MB-231 o wysokim potencjale inwazyjnym i metastatycznym, po wyci-
szeniu ekspresji genu MGAT5 z użyciem małych interferujących cząsteczek RNA 
(ang. small interfering RNA, siRNA) wiązały się mocniej do podłoża oraz wolniej 
migrowały w sposób zależny od EGFR. Zmniejszenie liczby rozgałęzień glika-
nów obecnych na EGFR, w efekcie wyciszenia genu MGAT5, w sposób istotny 
hamowało szlaki sygnalizacyjne uruchamiane przez EGFR, osłabiając inwazyjny 
fenotyp komórek nowotworowych. Zmniejszenie liczby anten N-glikanów obec-
nych na EGFR powodowało znaczące zahamowanie zależnej od EGFR aktywacji 
białkowej 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 redukcję polimeryzacji aktyny 
oraz przemieszczania się komórek w teście gojenia ran i migracji z użyciem ko-
mór Boydena [14].

W warunkach prawidłowych sygnały generowane przez EGFR są kluczowe 
m.in. do utrzymania homeostazy komórek skóry. Oprócz EGF również inne ligandy 
wiązane przez EGFR w komórkach naskórka, takie jak HB-EGF, TGFα oraz AR, są 
odpowiedzialne za utrzymanie równowagi proliferacyjnej w komórkach naskórka 
[40]. Kimura i wsp. [22] wykazali że brak glikanów o rozgałęzieniach β1,6 u my-
szy Mgat5-/- (z nokautem genu Mgat5) obniżał ekspresję EGFR i Gal-3 w błonie 
komórkowej keratynocytów. Zawartość EGFR w lizacie komórkowym pozostawa-
ła bez zmian, co pokazało, że obecność β1,6-rozgałęzionych glikanów na EGFR 
jest niezbędna do zakotwiczenia EGFR w błonie komórkowej. Obniżeniu pozio-
mu EGFR w błonie komórkowej towarzyszył spadek proliferacji keratynocytów, 
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wynikający z braku sygnałów generowanych przez EGFR. Co ciekawe, aktywność 
EGFR zależy od obecności glikanów β1,6-rozgałęzionych na EGFR. Wiązanie jed-
nego z ligandów, HB-EGF, do EGFR zwiększa ekspresję enzymu odpowiedzialne-
go za syntezę glikanów β1,6-rozgałęzionych, tym samym zapewniając obecność 
struktur β1,6-rozgałęzionych na EGFR [22]. Sygnalizacja z udziałem EGFR regu-
lowana jest również przez kaweolinę-1 w sposób zależny od glikozylacji EGFR 
[25]. Kaweolina-1 (ang. Caveolin-1, Cav-1), główny składnik mikrodomen błony 
komórkowej zwanych kaweolami, oddziałuje z błonowymi receptorami czynników 
wzrostu, osłabiając przekazywanie sygnału prowadzącego do proliferacji oraz mi-
gracji komórek i w efekcie hamuje rozwój nowotworów [24]. U myszy Mgat5-/-, 
które nie syntetyzują struktur β1,6-rozgałęzionych, tworzenie molekularnej sieci na 
powierzchni komórek z udziałem EGFR jest znacząco zredukowane. Upośledze-
nie tworzenia sieci molekularnej na powierzchni komórek pozwala na oddziaływa-
nie EGFR z Cav-1 obecną w mikrodomenach błonowych, internalizację receptora 
i w efekcie prowadzi do zahamowania sygnalizacji inicjowanej przez EGFR [25].

Kolejnym enzymem szlaku N-glikozylacji, ważnym dla aktywności EGFR, jest 
β1,4-N-acetyloglukozaminylotransferaza III (ang. β1,4-N-acetylglucosaminyltrans-
ferase III, GnT-III) odpowiedzialna za tworzenie tak zwanych struktur przedzielo-
nych [44]. GnT-III katalizuje dołączenie reszty GlcNAc wiązaniem β1,4 do rdze-
niowej Man struktur kompleksowych i hybrydowych N-glikanów [60]. Powstanie 
struktury przedzielonej hamuje dalszą rozbudowę cząsteczki oligosacharydu, m.in. 
o rozgałęzienia β1,6. Brak rozgałęzień β1,6 w istotny sposób wpływa na zachowa-
nie komórek [16], powodując zmniejszenie właściwości adhezyjnych i migracyj-
nych komórek oraz zdolności do przekazywania sygnałów wewnątrzkomórkowych 
[44, 47]. Wykazano, że przedzielone struktury kompleksowe utrudniają wiązanie 
EGF do EGFR. Stwierdzono, że obecność N-glikanu z GlcNAc przedzielającą 
w miejscu wiązania liganda może determinować powinowactwo EGFR do liganda. 
EGFR w komórkach glejaka ludzkiej linii U-373 MG z nadekspresją GnT-III wią-
zał słabiej EGF niż EGFR w komórkach kontrolnych [37]. Do badań nad udziałem 
GnT-III w aktywności EGFR wykorzystano również komórki linii HeLaS3 trans-
fekowane genem kodującym GnT-III. Stwierdzono, że zwiększona liczba struk-
tur GlcNAc przedzielonych na EGFR w komórkach transfekowanych, zwiększa 
poziom fosforylacji kinazy regulowanej sygnałami zewnątrzkomórkowymi (ang. 
Extracellular signal-Regulated Kinase ERK) po aktywacji EGFR przez EGF po-
dany do hodowli [39]. Nadekspresja GnT-III prowadzi również do zwiększenia 
endocytozy EGFR, co ma związek z oddziaływaniem receptora z Gal-3 [47] opi-
sanym powyżej. Aktywność GnT-III i genu kodującego GnT-III (Mgat3/MGAT3) 
kojarzona jest z osłabieniem proliferacji i migracji komórek nowotworowych [16, 
60]. Rozwój nowotworu u myszy pozbawionych genu Mgat3 i w konsekwencji 
glikanów z GlcNAc przedzielającą, m.in. na EGRF, przebiega szybciej, komórki 
nowotworowe mają większy potencjał migracyjny, co w krótszym czasie prowadzi 
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do tworzenia przerzutów do płuc. Nadekspresja genu Mgat3 w komórkach jajnika 
chomika chińskiego (ang Chinese Hamster Ovary, CHO), w których proces nowo-
tworzenia indukowano onkogenem PyMT, redukuje proliferację komórek i trans-
misję sygnałów wewnątrzkomórkowych generowanych przez EGFR, zależną od 
molekularnej sieci białkowo-cukrowej tworzonej przez galektyny [44].

O dostępności do miejsca wiązania EGF decyduje konformacja przestrzenna 
receptora EGFR, uwarunkowana obecnością N-glikanów w domenie zewnątrzko-
mórkowej. Zastosowanie tunikamycyny, hamującej całkowicie proces glikozylacji 
białek na etapie przeniesienia prekursorowego oligosacharydu na Asn białka, po-
woduje, że przeciwciała monoklonalne mAb 425, rozpoznające epitop białkowy 
w domenie zewnątrzkomórkowej EGFR, nie wiążą się do EGFR. Brak wiązania 
mAb 425 po zastosowaniu tunikamycyny obserwowano również w przypadku skró-
conej formy EGFR o 267-aminokwasowy fragment w domenie zewnątrzkomórko-
wej (EGFRvIII), który zawiera 4 potencjalne miejsca glikozylacji. Glikozylacja 
EGFR jest niezbędna do utrzymania konformacji przestrzennej białka EGFR ko-
niecznej do interakcji EGFR-przeciwciało [10]. Kluczowe znaczenie N-glikozyla-
cji w utrzymaniu aktywnej konformacji przestrzennej EGFR potwierdziły ostatnie 
badania Kaszuba i wsp. [20]. N-glikany są niezbędne do autofosforylacji EGFR 
[10]. Forma EGFRvIII, obecna w komórkach ludzkiego glejaka wielopostacio-
wego, będąca produktem zmutowanego genu, nie wiąże liganda, jednak podlega 
dimeryzacji, oraz ma konstytutywną aktywność kinazy, co sprzyja procesowi no-
wotworzenia [10, 57]. Zmiany konformacyjne wywołane deglikozylacją powodują 
spadek aktywności kinazy tyrozynowej EGFR zarówno w formie prawidłowej jak 
i zmutowanej [10]. Aglikozylacja receptora w wyniku zastosowania tunikamycyny 
powoduje utratę zdolności receptora do wiązania liganda oraz autofosforylacji. Na-
tomiast enzymatyczne usunięcie glikanów z dojrzałej cząsteczki receptora, obecnej 
na powierzchni komórki, nie zmienia funkcjonowania EGFR, co dowodzi, że obec-
ność glikanów jest niezbędna w momencie obróbki i fałdowania białka EGFR do 
stworzenia odpowiedniej konformacji domeny wiążącej EGF [2].

Sygnalizacja EGFR regulowana jest również przez fukozylację rdzenia N-glika-
nów będącą efektem działania α1,6-fukozylotransferazy (ang. α1,6-Fucosyltransfera-
se, Fut 8). Fut 8 katalizuje dołączenie fukozy do reszty GlcNAc rdzenia N-glikanów 
hybrydowych i kompleksowych wiązaniem α1,6-glikozydowym [53, 54]. Poziom 
fosforylacji EGFR zależny od wiązania EGF w fibroblastach myszy z nokautem genu 
Fut 8 (Fut8-/-), kodującego α1,6-fukozylotransferazę, był znacząco niższy niż u mu-
szy typu dzikiego (Fut8+/+). Aktywacja JNK (ang. c-Jun N-terminal/stress activated  
protein Kinase) i ERK, kinaz białkowych szlaków sygnałowych aktywowanych 
przez EGFR, była zahamowana w komórkach z nieaktywnym genem Fut8. Brak 
zmian w aktywności fosfataz tyrozynowych w komórkach myszy Fut8-/- wskazy-
wał, że zmieniona aktywność EGFR i wspomnianych białek z rodziny MAP za-
leżnych od EGFR jest efektem braku Fuc przyłączonej do rdzenia N-glikanów. 
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Defukozylacja oligosacharydów EGFR jest przyczyną słabszego wiązania EGF 
do EGFR w komórkach Fut8-/- w porównaniu do fibroblastów typu dzikiego [54]. 
W ludzkich komórkach nowotworu płuc linii CL1-5 wyciszenie genu FUT 8 hamu-
je dimeryzację i autofosforylację EGFR [28]. Kolejne badania wykazały, że fuko-
zylacja rdzenia N-glikanów EGFR jest niezbędna w regeneracji wątroby. Brak Fut8 
u myszy Fut8-/- hamował proliferację hepatocytów zależną od aktywności EGFR. 
Poziom fosforylacji EGFR w wątrobie myszy z nokautem genu Fut8 był znaczą-
co niższy niż hepatocytach myszy typu dzikiego. Odpowiedź hepatocytów myszy 
Fut8-/- na egzogenny EGF w hodowli in vitro była słabsza w porównaniu do hepa-
tocytów kontrolnych, co potwierdza, że wiązanie EGF przez EGFR jest ułatwiane 
przez α1,6-fukozylację EGFR [53].

Obecność glikanów, warunkujących właściwą konformację całej cząsteczki 
EGFR, jest także istotna podczas transportu receptorów EGFR do błony komórko-
wej. ErbB3 jest nietypowym przedstawicielem rodziny EGFR, ponieważ nie posiada 
funkcjonalnej domeny o aktywności kinazy tyrozynowej, a jest jedynie partnerem 
do dimeryzacji dla innych receptorów z rodziny EGFR. ErbB3 posiada 10 miejsc 
N-glikozylacji. Oceniano wpływ mutacji punktowych pojedynczych miejsc N-gli-
kozylacji na obecność receptorów ErbB3 w błonie komórkowej. Usunięcie pięciu 
miejsc glikozylacji zlokalizowanych w domenie III znacząco zmniejsza ekspresję 
ErbB3. Stwierdzono, że obecność glikanów na cząsteczce ErbB3 jest niezbędna do 
prawidłowego transportu tego receptora do błony komórkowej, tak jak w przypadku 
wielu innych białek [49]. Łańcuchy cukrowe domeny III ErbB3, istotnej w wiązaniu 
liganda, wpływają również na funkcję ErbB3. Oligosacharyd związany z Asn420 
ma kluczowe znaczenie dla aktywacji EGFR, ponieważ zapobiega niekontrolowa-
nej aktywności receptora. Punktowa mutacja w miejscu Asn420 prowadzi do spon-
tanicznej oligomeryzacji i niekontrolowanej aktywacji receptora [52].

Sygnalizacja EGFR zależy nie tylko od glikozylacji samego receptora, ale rów-
nież od glikozylacji integryn współdziałających z EGFR. Tworzenie kompleksu 
obydwu mocno glikozylowanych integryn z EGFR, zachodzi za pośrednictwem 
opisanej wyżej Gal-3. Laktoza, kompetycyjny inhibitor galaktozy wiązanej przez 
Gal-3, częściowo blokuje tworzenie kompleksów integryny α6β4 z EGFR, co 
wskazuje, że integryny wiążą się z EGFR za pośrednictwem oligosacharydów [19]. 
Częściowa deglikozylacja integryn powoduje zmianę składu N-glikanów EGFR. 
W keratynocytach z ekspresją podjednostki integrynowej β4 pozbawionej 5 miejsc 
N-glikozylacji (Asn327, Asn491, Asn579, Asn617, Asn695), zawartość N-glikanów 
z rozgałęzieniami β1,6GlcNAc na EGFR, jest mniejsza w porównaniu do keratyno-
cytów z w pełni glikozylowaną podjednostką β4. Na EGFR w miejsce struktur β1,-
6-rozgałęzionych, wiązanych przez integrynę β4 za pośrednictwem Gal-3, pojawia-
ją się N-glikany z GlcNAc przedzielającą. W ten sposób przebudowa N-glikanów 
EGFR, wymuszona przez zmiany glikozylacji integryny, obniża wiązanie receptora 
EGF z Gal-3 i w konsekwencji kompleksów EGFR–β4 [18].
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PODSUMOWANIE

Wyniki licznych badań wskazują, że N-glikozylacja EGFR reguluje funkcjo-
nowanie EGFR poprzez wpływ na proces aktywacji, wiązania liganda oraz dime-
ryzację receptora (ryc. 2), a zmiany w składzie oraz stopniu rozbudowania struktur 
oligosacharydowych EGFR, obok zwiększonej ekspresji EGFR lub mutacji genu 
kodującego EGFR, sprzyjają onkogenezie. Pełne zrozumienie znaczenia części cu-
krowej EGFR w aktywacji wewnątrzkomórkowych szlaków sygnałowych jest bar-
dzo ważne, ponieważ EGFR jest celem, z którym wiąże się duże nadzieje w lecze-
niu chorób nowotworowych [20]. Uwzględnienie roli N-glikanów w odpowiedzi 
EGFR na leki blokujące aktywność EGFR może przyczynić się do opracowania 
skuteczniejszych terapii przeciwnowotworowych niż stosowane dotychczas.
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