Rola N-glikozylacji w aktywnosci ludzkiej syntazy Gb3/CD77

Ludzka syntaza Gb3/CD77 (al,d4-galaktozylotransferaza, syntaza  P1/P¥,
UDP-galactose: B-D-galactosyl-B1-R 4-a-D-galactosyltransferase; EC 2.4.1.228), kodowana
przez gen A4GALT, jest glikozylotransferaza nalezaca do biatek transmembranowych typu Il.
Enzym w zalezno$ci od reszty aminokwasowej w pozycji 211 tancucha polipeptydowego
rozpoznaje dwa lub trzy rozne akceptory. Glownymi produktami sg glikosfingolipidowe
antygeny Gb3 (P¥) i P1 (nalezace do ludzkiego uktadu grupowego krwi P1PK), zawierajace
terminalng struktur¢ Galal—4Gal. W naszym laboratorium wykazano, ze enzym
z podstawieniem p.Q211E moze syntezowaé rowniez trzeci produkt nazywany antygenem
NOR, zawierajacy terminalny disacharyd Galal—4GalNAc; erytrocyty z takimi antygenami
sa rozpoznawane przez wiekszo$¢ ludzkich surowic, a zjawisko to jest nazywane
poliaglutynacja NOR. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze ludzka syntaza Gb3/CD77,
oprocz  akceptoréw  glikosfingolipidowych, moze rozpoznawa¢ takze akceptory
glikoproteinowe, takie jak kompleksowe N-glikany, w ktorych po dodaniu terminalnej
galaktozy powstaja terminalne oligosacharydy Galal—4GalBl—4GlcNAc-R, nazywane
glikotopami P1.

Antygen Gb3 produkowany przez ludzka syntaze Gb3/CD77 moze by¢ receptorem
dla patogenow, takich jak uropatogenne szczepy E. coli czy zoonotyczne szczepy S. suis,
oraz toksyn Shiga (Stx) produkowanych przez bakterie S. dysenteriae (serotyp 1) oraz E. coli
(szczepy STEC). Zakazenia tymi bakteriami moga by¢ przyczyna krwotocznego zapalenia
okreznicy oraz zespolu hemolityczno-mocznicowego (HUS). Badania uzyskane w naszym
laboratorium wskazuja, ze oprocz glikosfingolipidu Gb3, bedacego gldéwnym funkcjonalnym
receptorem dla toksyn Shiga, takze glikotop P1 zlokalizowany na glikoproteinach
moze wigzac 1 internalizowac toksyne Shiga typu 1, wywotujac efekt cytotoksyczny.

Syntaza Gb3/CD77 ma dwa potencjalne miejsca N-glikozylacji zlokalizowane
na resztach asparaginy w pozycjach 121 (motyw Nj»;AS i) i 203 (N2sLT) tancucha
polipeptydowego. W naszym laboratorium wykazano uprzednio, ze enzymatyczna
deglikozylacja enzymu powoduje utrate jego zdolnosci katalitycznych, ale podstawy
molekularne tego zjawiska pozostawaly nieznane. Celem badan zawartych w niniejszej
rozprawie doktorskiej bylo wigc okreslenie roli N-glikozylacji w aktywnos$ci ludzkiej syntazy
Gb3/CD77, a w szczegolnosci: 1) okreslenie, ktore miejsca N-glikozylacji znajdujace
si¢ w ludzkiej syntazie Gb3/CD77 maja przytaczone reszty cukrowe (wraz z charakterystyka
typu struktur cukrowych); 2) zbadanie wplywu miejsc N-glikozylacji ludzkiej syntazy



Gb3/CD77 na wiasciwosci enzymu (aktywno$¢ enzymatyczng, swoisto$¢ akceptorowg oraz
lokalizacje  wewnatrzkomorkowa); 3) analiza wrazliwosci  komoérek  CHO-Lec2
transfekowanych genami kodujacymi warianty glikozylacyjne ludzkiej syntazy Gb3/CD77
na toksyny Shiga; 4) zbadanie wptywu reszt cukrowych na konformacje enzymu i okreslenie
ich potencjalnego wptywu na jego aktywnos¢ katalityczng (analizy in silico). Wyniki badan
zrealizowanych w celu odpowiedzi na wyzej wymienione pytania opublikowano w dwaoch
publikacjach oryginalnych.

Pierwsza publikacja wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej stanowi wprowadzenie
teoretyczne do czgsci eksperymentalnej. Zostaty w niej oméwione nastepujace zagadnienia:
rola N-glikanéw w aktywnosci glikozylotransferaz, molekularne mechanizmy lezace
u podstaw zmian aktywnos$ci zdeglikozylowanych enzymdw, oraz metody badania wptywu
N-glikanow na aktywnos¢ tej grupy enzyméw. W publikacji opisatem 34 glikozylotransferaz,
dla ktorych istnieja dane literaturowe na temat zwigzku pomigdzy N-glikozylacja
i aktywnoscia.

Badania nad rolg N-glikozylacji w aktywnosci ludzkiej syntazy Gb3/CD77 zostaty
podzielone na analiz¢ enzymu o pelnej dlugosci (zlokalizowanego w aparacie Golgiego)
oraz analiz¢ jego formy rozpuszczalnej, pozbawionej hydrofobowego fragmentu
transmembranowego. W obu podejsciach, otrzymalem warianty glikozylacyjne rézniace
si¢ resztami aminokwasowymi w pozycji trzeciej sekwonow N-glikozylacji (Ni2AA
oraz NpsLA). Ponadto, analizowatem warianty glikozylacyjne dwoch wersji syntazy
Gb3/CD77: enzym Q zawierajacy w pozycji 211 fancucha polipeptydowego reszte glutaminy,
oraz enzym E z reszta kwasu glutaminowego w tej samej pozycji.

W drugiej publikacji wchodzacej w skiad rozprawy doktorskiej przedstawilem badania
enzymu o0 pelnej dlugosci przeprowadzone z wykorzystaniem komoérek CHO-Lec2.
Wykazatem, Ze oba miejsca N-glikozylacji ludzkiej syntazy Gb3/CD77 maja przylaczone
reszty cukrowe. Analiza aktywno$ci enzymatycznej wariantow glikozylacyjnych wykazata,
ze enzymy z podstawieniami p.S123A majg podobng aktywnos$¢ enzymatyczng w poroéwnaniu
do enzymow w peti N-glikozylowanych, natomiast aktywno$¢ wariantow z podstawieniami
p.T205A jest obnizona. Warianty pozbawione N-glikanbw (z podstawieniami
p.S123A/p.T205A) wykazaly szczatkowa aktywnos¢ enzymatyczng. Wszystkie warianty
glikozylacyjne syntezowaty terminalne struktury Galol—4Gal, zarowno
na glikosfingolipidach, jak i1 glikoproteinach, a wszystkie komorki transfekowane wektorami
kodujacymi glikowarianty byly wrazliwe na oba typy holotoksyn Shiga (Stx1 i Stx2).

Spadek zywotnosci komorek transfekowanych genami kodujacymi enzymy pozbawione



N-glikanéw (a wigc o Sladowej aktywnos$ci) sugeruje, ze nawet Sladowe ilosci Gb3
na glikosfingolipidach i/lub glikotopow Pl na glikoproteinach moga powodowaé efekt
cytotoksyczny. Wykazatem takze, ze N-glikan przytaczony do sekwonu Nypz ma kluczowe
znaczenie dla lokalizacji enzymu w aparacie Golgiego, a jedng z przyczyn znacznego
obnizenia aktywnos$ci zdeglikozylowanej ludzkiej syntazy Gb3/CD77 moze by¢
nieprawidlowa lokalizacja enzymu.

W badaniach opisanych w trzeciej publikacji analizowatem warianty glikozylacyjne
syntazy Gb3/CD77 pozbawione fragmentow transmembranowych, produkowane
w komoérkach HEK293E. Masa czasteczkowa wariantow pozbawionych jednego N-glikanu
byta obnizona, natomiast warianty calkowicie pozbawione N-glikanow nie byly obecne
w medium. Mozna je bylo natomiast zidentyfikowac¢ w lizatach komorek HEK293E (frakcja
nierozpuszczalna biatka). Najprawdopodobniej brak N-glikanéw powodowal nieprawidtowe
fatldowanie biatka i jego zatrzymywanie w siateczce $rodplazmatycznej (ER), lub znaczace
obnizenie jego rozpuszczalno$Ci, €O uniemozliwialo ich efektywne wydzielanie
poza komorkg. Analiza aktywnos$ci in vitro form rozpuszczalnych wariantow
glikozylacyjnych wykazata, ze jedynie warianty pozbawione N-glikanu w pozycji Niz;
sg aktywne, natomiast enzymy pozbawione N-glikanu w pozycji Ny oraz obu miejsc
N-glikozylacji jednoczesnie nie wykazuja aktywnosci enzymatycznej.

Charakterystyka struktur cukrowych rozpuszczalnych form ludzkiej syntazy
Gb3/CD77 wykonana z uzyciem glikozydaz o roznej swoistosci wykazata obecnos¢ dwoch
typow struktur N-glikanowych: enzymy w peilni N-glikozylowane zawieraty N-glikany
kompleksowe i wielomannozowe, natomiast warianty z podstawieniem w jednym sekwonie
zawieraja tylko N-glikany typu kompleksowego. Z uwagi na brak znanej struktury
przestrzennej ludzkiej syntazy Gb3/CD77, przeprowadzono modelowanie biatka in silico
na modelu enzymu z dotaczonymi resztami cukrowymi. Uzyskane dane potwierdzity,
ze N-glikan przylaczony do sekwonu w pozycji Nyo3 znajduje si¢ w poblizu reszt
aminokwasowych wchodzgcych w sktad centrum aktywnego enzymu, a dodatkowo wykazaty,
Ze region ten charakteryzuje si¢ duzg stabilnoscig tancucha polipeptydowego. Z kolei sekwon
N121 jest zlokalizowany w obrebie labilnej struktury drugorzedowej biatka, z dala od centrum
aktywnego, przez co nie powinien wplywa¢ na funkcje katalityczne. Dane te sugeruja
mozliwo$¢ allosterycznej regulacji aktywno$ci enzymatycznej ludzkiej syntazy Gb3/CD77
przez N-glikan przytaczony do asparaginy w pozycji Nzos.

Dalsze badania nad ludzka syntaza Gb3/CD77 powinny skupi¢ si¢ na poznaniu

struktury przestrzennej enzymu, co pozwoli ostatecznie okre§lic role N-glikanow



w ksztaltowaniu katalitycznych wlasciwo$ci enzymu, a takze wyjasni¢ molekularne podstawy
rozszerzenia swoistosci akceptorowej enzymu z podstawieniem p.Q211E. Badania
nad tym enzymem moga tez potencjalne zastosowania aplikacyjne, na przyktad
w poszukiwaniu nowych metod leczenia nowotwordéw, poniewaz ludzka syntaza Gb3/CD77
bierze udzial w procesie przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT), lub w probie

zastosowania glikotopow P1 jako receptorow ,,wabikowych” w leczeniu zakazen STEC.



