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ZABURZENIAMI GLIKOZYLACJI DYSTROGLIKANU
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GLYCOSYLATION DISORDERS
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Streszczenie: U podloza duzej grupy dystrofii migsniowych leza zaburzenia potranslacyjnej modyfikacji
a-dystroglikanu, polegajacej na unikalnym rodzaju glikozylacji. Schorzenia te okresla si¢ mianem dystro-
glikanopatii. Nawet do 50% glikanéw w mucynopodobnym regionie a-dystroglikanu stanowia oligosa-
charydy, w ktérych do seryny lub treoniny polipeptydu przylaczona jest mannoza wigzaniem O-
glikozydowym. Elongacja glikanu obejmuje przylaczenie N-acetyloglukozoaminy, galaktozy, kwasu sja-
lowego i opcjonalnie fukozy. Wydaje si¢, ze dla prawidlowego dziatania dystroglikanu mannoza dodatko-
wo musi by¢ fosforylowana. Glikany o wtasciwej strukturze umozliwiaja oddzialywanie dystroglikanu z
lamining btony podstawnej. Patomechanizm dystroglikanopatii obejmuje uszkodzenia w obrgbie 6
gendw: POMT-1, POMT-2, POMGnT-1, FKT, FKRP i LARGE. Trzy pierwsze bialka sa swoistymi
glikozylo-transferazami szlaku O-mannozylacji, dla trzech kolejnych postuluje si¢ analogiczng funkcje.
Dystroglikanopatie sa kolejng grupa schorzen pokazujacych, ze glikozylacja moze stanowi¢ istotny
mechanizm regulacyjny, niezbg¢dny dla zachowania prawidtowej funkcji biatek.

Stowa kluczowe: dystrofia mi¢$niowa, dystroglikan, dystroglikanopatie, glikozylacja, O-mannozylacja,
glikozylotransferazy.

Summary: Disorders in a unique type of posttranslational modification of «a-dystroglycan lay at a
background of a group of congenital muscular dystrophies, called dystroglycanopathies. To bind laminin
in a basal membrane the protein has to be glycosylated in a special way, with mannose linked with
O-glycosidic bond to serine or threonine in a mucin-like region. The nascent glycan is then elongated with
N-acetylglucosamine, galactose, sialic acid and optionally fucose. It is also suggested that proper function
of dystroglycan depends on mannose phosphorylation. Six genes are involved in the molecular pathoge-
nesis of dystroglycanopathies: POMT-1, POMT-2, POMGnT-1, FKT, FKRP and LARGE. The former
three are proved, and the further putative glycosyltransferases of O-mannosylation pathway. The
mechanisms of dystroglycanopathy once again underline the peculiar regulatory role of glycosylation,
indispensable for a proper function of particular proteins.

Keywords: muscular dystrophy, dystroglycan, dystroglycanopathy, glycosylation, O-mannosylation,
glycosyltransferases.
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Wykaz skrétow: DG — dystroglikan; ECM — macierz zewnatrzkomodrkowa; ER — siateczka srodplazma-
tyczna; ERAD — system degradacji nieprawidtowo sfaldowanych biatek zwiazany z siateczka $rodpla-
zmatyczng; Gal — galaktoza; GalNAc — N-acetylogalaktozoamina; GleNAc — N-acetyloglukozoamina;
FCMD — twarzowo-szcz¢gkowa dystrofia migsniowa; FKRP — biatko spokrewnione z fukutyna; FKT —
fukutyna; LGMD — konczynowo-obrgczowa dystrofia migsniowa; Man — mannoza; MEB — dystrofia
migsniowo-oczno-mézgowa; POMGNT — GlcNAc-transferaza swoista wobec mannozy zwigzanej z
biatkiem wiazaniem O-glikozydowym; POMT — mannozylotransferaza przylaczajaca Man wiazaniem
0O-glikozydowym do Ser/Thr biatka; SiA — kwas sjalowy; WWS — zespot Warburga-Walkera

WSTEP

Glikozylacja jest uwazana za jedna z najwazniejszych i najbardziej powszechnych
modyfikacji potranslacyjnych biatka. Decydujacym dla uzmystowienia jej roli byto
odkrycie genetycznie uwarunkowanych defektow szlaku biosyntezy glikanéw jako
przyczyny cigzkich chordb, zwiazanych z zahamowaniem rozwoju fizycznego i
umystowego, zaburzeniem funkcji wielu narzadow, oraz duza $miertelnosciag w
okresie wczesnodzieciecym [12]. W przypadku niektorych gendw uwaza sie, ze efekt
letalny wystepuje juz w okresie rozwoju plodowego. W ciagu 20 lat od odkrycia
glikozylacji jako przyczyny tych choréb, zwanych dzisiaj wrodzonymi zaburzeniami
glikozylacji — CDG (congenital disorders of glycosylation), opisano ponad
czterdziesci tego typu schorzen, a dla nielicznych na podstawie poznanych mechaniz-
méw molekularnych opracowano skuteczne terapie [16, 33].

Lancuchy cukrowe w glikoproteinach moga by¢ przytaczone do czesci biatkowej
dwoma typami wigzan. N-glikozylacja prowadzi do przylaczenia oligosacharydow z
N-acetyloglukozoaming (GIcNAc¢) na koncu redukujacym wiazaniem N-gliko-
zydowym do Asn polipeptydu. O-glikozylacja polega na przylaczeniu cukréw
wigzaniem O-glikozydowym do grup hydroksylowych Ser lub Thr biatka. Ten rodzaj
glikozylacji jest znacznie bardziej zréznicowany. W O-glikanach typu mucynowego
pierwszym monosacharydem w tancuchu jest N-acetylogalaktozoamina (GalNAc).
W glikozoaminoglikanach rdzen polisacharydu stanowi sekwencja cukrowa Xyl-Xyl-
Gal (dwie reszty ksylozy i galaktoza), a dlugie fancuchy cukrowe buduja powtarzajace
si¢ jednostki disacharyddéw ztozonych z aminocukru i kwasu uronowego, czgsto silnie
siarczanowane. Rozwdj glikobiologii przyniost odkrycie kolejnych, unikalnych typow
O-glikozylacji. Podlegaja im nieliczne biatka, ale znaczenie takiej modyfikacji pozostaje
kluczowe dla organizmu, poczynajac od jego rozwoju embrionalnego (O-fukozylacja)
[35], poprzez regulacje aktywnosci bialek jadrowych (cykl przytaczenia O-GIcNAc)
[23], po integralnos¢ komorki migsniowej (O-mannozylacja) [20, 30]. Zaburzenia w
obrebie tej ostatniej modyfikacji sa przyczyna szczegdlnej grupy wrodzonych dystrofii
mig$niowych, okreslanych wspdlnym mianem dystroglikanopatii [15, 25, 28]. W
schorzeniach nalezacych do tej grupy dramatycznie obnizona jest zdolnos$¢ a-dystro-
glikanu do wigzania podstawowego ligandu w obrgbie blony podstawnej, lamininy,
a dystrofii migsni szkieletowych zazwyczaj towarzysza zaburzenia rozwoju umysto-
wego i1 narzadu wzroku [2, 10, 25].
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O-MANNOZYLACJA

Przytaczenie mannozy wiazaniem O-glikozydowym do seryny lub treoniny
fancucha polipeptydowego jest powszechna modyfikacja biatek Sciany komdrkowej
drozdzy. Proces zapoczatkowuje O-mannozylotransferaza Dol-P-Man:biatko, zloka-
lizowana w siateczce srodplazmatycznej. Glikan jest wydluzany o kolejne reszty
mannozy (zazwyczaj kilka, maksymalnie 13) przez kolejne mannozylotransferazy
obecne w blonach cystern aparatu Golgiego. Oligomannozylacja glikoprotein $ciany
komérkowej drozdzy jest niezbedna dla utrzymania jej integralnosci i sztywnosci.
Mutanty pozbawione aktywnosci rozpoczynajacej szlak mannozylotransferazy ging
[39]. Za kolejna istotng funkcje mannozylacji w komorkach nizszych eukariontow
uwaza si¢ utrzymywanie nieprawidlowo sfaldowanych bialek w formie rozpuszczal-
nej, co zapobiega ich agregacji i nie dopuszcza do przecigzenia systemu ERAD w
warunkach stresu [20].

Do niedawna proces ten byl uwazany za typowy jedynie dla nizszych eukariontow
i nieobecny zaréwno u roslin, jak i u zwierzat. Obecnie wiadomo, ze O-manno-
zylowane struktury mozna zidentyfikowaé u wszystkich istot zywych, aczkolwiek
modyfikacji tej podlegaja nieliczne biatka. Ten szczegolny rodzaj glikozylacji okazuje
si¢ za to niezbedny dla zachowania ich funkcji [21, 30].

Inicjacja szlaku O-mannozylacji jest procesem wysoce konserwatywnym ewolu-
cyjnie. Podobnie jak u drozdzy, u ssakdw pierwsza reakcja polega na przeniesieniu
reszty mannozy z dolichylofosforanu (Dol-P-Man) na grupe¢ hydroksylowa seryny
lub treoniny biatka przez swoista mannozylotransferaze w obrebie siateczki $rod-
plazmatycznej. Dla prawidlowego przebiegu procesu niezbedna jest obecnos¢ dwoch
enzymow: POMT-1 i POMT-2 (mannozylotransferaza DolPMan : biatko 1 i 2),
filogenetycznie spokrewnionych zaréwno ze soba, jak i z enzymami drozdzy [30,
39]. Dalsze losy powstajacego glikanu u ssakow przebiegaja catkowicie odmiennie.
Wydluzenie polega na dotaczeniu reszty GIcNAc do drugiego wegla (C2) mannozy
w reakcji katalizowanej przez GlcNAc-transferazg¢ UDPGIcNAc : ManSer/Thr
(POMGnT-1). W nastepnej kolejnosci mozliwe jest tez przylaczenie drugiej reszty
GlcNac do wegla C6 mannozy, co powoduje rozgalezienie glikanu. Enzym, N-acetylo-
glukozaminylotransferaza GnT-IX rozpoznaje jako akceptor reszty monosacharydowej
struktur¢ GIctNAc — 2Man - Ser/Thr. Dalsze wydtuzanie oligosacharydu polega
na przylaczeniu reszt galaktozy, kwasu sjalowego i opcjonalnie fukozy [21, 39].
Reakcje te sg katalizowane przez enzymy aparatu Golgiego, biorace udzial takze w
elongacji klasycznych struktur N- i O-glikanow. Nietypowe zakonczenie tancucha
jest mozliwe w glikoproteinach mozgowych i polega na uzupehieniu galaktozy reszta
siarczanowanego kwasu glukuronowego, z utworzeniem tzw. epitopu HNK-1 [21].
Reakcje te przeprowadza kolejna wysoce swoista glukuronylotransferaza.

Wedlug obecnych danych O-mannozylacja w komorkach ssakow ograniczona jest
do niewielkiej liczby glikoprotein, przede wszystkim mdzgu, nerwdw i migsni
szkieletowych. Jedynym zidentyfikowanym ludzkim biatkiem tego rodzaju jest
a-dystroglikan. Pewne dane wskazuja na obecnos¢ podobnych oligosacharydow
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takze na ludzkiej gonadotropinie kosmowkowej i fibronektynie fozyska, a takze mysiej
tenascynie. Informacje w tym zakresie sa jednak niepelne, a dla zadnego z wymie-
nionych bialek nie wykazano zdolnosci do wiazania lamininy, podstawowego ligandu
a-dystroglikanu w macierzy zewnatrzkomorkowej [21, 39].

STRUKTURA DYSTROGLIKANU

Dystroglikan jest centralnym biatkiem kompleksu glikoprotein zwigzanych z
dystrofing (DGC), odpowiedzialnym bezposrednio za ztozone oddziatywania pomiedzy
komorka mig$niowa a jej zewnetrznym srodowiskiem (ryc. 1). Jest on syntetyzo-
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RYCINA 1. Kompleks glikoprotein zwigzanych z dystrofing i jego oddzialywania w obrebie blony
podstawnej. W sklad kompleksu wchodzi sze$¢ biatek integralnych sarkolemmy: sarkoglikany a—d,
podjednostka S dystroglikanu (bezposrednio taczaca si¢ z dystrofing) oraz spinajacy cato$é¢ sarkospan.
Alfa dystroglikan jest biatkiem peryferyjnym. Z jego glikanami oddziatywaé¢ moze laminina, a
prawdopodobnie z czgscig biatkowa proteoglikany — agryna i biglikan

FIGURE 1. Dystrophin - glycoprotein complex and its ligands in basal lamina. The complex is composed
of six integral proteins: sarcoglycans ¢ —3d , f -dystroglycan (bound directly to dystrophin) and sarcospan.
Alpha-dystroglycan is a peripheral protein. Its glycans are responsible for laminin binding and the
protein is suggested to interact with proteoglycans: agrin and biglycan
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wany w komodrce jako pojedyncze bialko, a przed wlaczeniem w strukture
sarkolemmy ulega proteolitycznemu rozcigciu na dwie podjednostki, okreslane jako
dystroglikan ¢ i B [1, 2, 15, 28]. Beta-DG jest niewielka (43 kDa) integralna
glikoproteina btonowa, zawierajaca w obrebie ektodomeny klasyczne fancuchy N-
glikanow. Podjednostka « jest peryferyjnie zwigzana z powierzchnia btony poprzez
$cisla interakcj¢ z siostrzang podjednostka . Przy masie fancucha polipeptydowego
rzedu 70 kDa faktyczna masa DG wyznaczona elektroforetycznie jest blisko
dwukrotnie wigksza, co jest wynikiem intensywnej glikozylacji. Przestrzenny ksztalt
czasteczki a-dystroglikanu opisywany jest jako przypominajacy hantle: dwie skrajne
domeny globularne potaczone sa czgscia ksztaltu pateczkowatego (ryc. 2). Ten
fragment czasteczki zawiera znaczne ilosci seryny i treoniny, aminokwasow stano-
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RYCINA 2. Glikozylacja «-dystroglikanu: a — szlak O-mannozylacji, b — domniemane dziatanie
glikozylotransferazy LARGE uwzgledniajace fosforylacj¢ mannozy, ¢ — ,.klasyczny” O-glikan typu
mucynowego (rdzen typu I); czarne strzalki wskazuja znane i proponowane miejsca dzialania
glikozylotransferaz swoistych dla szlaku O-mannozylacji; Gal — galaktoza, Man — mannoza, GalNAc —
N-acetylogalaktozoamina, GIcNAc — N-acetyloglukozoamina, SiA — kwas sjalowy

FIGURE 2. Dystroglycan glycosylation: a— O-mannosylation, b — putative LARGE governed pathway
with mannose phosphorylation, ¢ — mucin type O-glycosylation; black arrows indicate known and
proposed location of glycosyltransferase activity; Gal — galactose, Man — mannose, GalNAc — N-acetyl-
galactosamine, GIcNAc — N-acetyl-glucosamine, SiA —sialic acid
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wiacych potencjalne miejsca O-glikozylacji [2, 15, 25]. Region ten jest faktycznie
bardzo silnie uglikozylowany. Okoto polowy (do dwoéch trzecich) tancuchow
cukrowych przytaczonych do aDG stanowia klasyczne O-glikany, w ktérych
pierwszym monosacharydem przylaczonym wiazaniem O-glikozydowym do tancucha
bocznego seryny lub treoniny jest GalNAc, a kolejnym galaktoza (rdzen typu I).
Do reszt asparaginy przylaczane sa nieliczne tancuchy N-glikanéw. Pozostate
miejsca glikozylacji s no$nikami opisanych wyzej glikanéw z mannoza na koncu
redukujacym. W przeciwienstwie do innych bialek, ktére prawdopodobnie moga
podlega¢ tej modyfikacji, obfitos¢ miejsc glikozylacji w mucynowej domenie DG
powoduje, ze oligosacharydy tworza klastry, w ktorych gestosé skupionych epitopow
umozliwia wlasciwe wiazanie ligandéw [39].

Interesujaca kwestia wydaje si¢ okreslenie sekwonow zgodnosci determinujacych rodzaj
glikozylacji, a zatem réznicujacych mozliwos¢ przytaczenia do grupy hydroksylowej Ser/Thr
przez odpowiednie glikozylotransferazy N-acetylogalakto-zoaminy badz mannozy. Pierwsze
doniesienia na ten temat wskazywaly na mozliwos¢ preferencyjnego wiazania mannozy a
nie GalNAc do Ser/Thr w obrebie dwdch 18-aminokwasowych syntetycznych peptydow
o sekwengji fragmentow aDG [24]. Nowsze dane pokazuja, ze nawet tak duza sekwencja
zgodnosci nie jest wystarczajaca dla O-mannozylacji aDG in vivo. Wedlug Breloy i wsp.
[6] O-mannozylacja pojawia si¢ na klastrach Ser/Thr lub pojedynczych resztach Thr
otoczonych przez aminokwasy zasadowe, pod warunkiem obecnosci po stronie N-koncowej
domeny mucynowe] przylegajacego do niej fragmentu peptydowego o dtugosci az 41
reszt aminokwasowych. Fragment ten jest konieczny i wystarczajacy do wywolania
O-mannozylacji, a zmiany aminokwaséw w obrebie jego struktury uniemozliwiaja tego rodzaju
modyfikacje [6, 14]. GalNac-transferazy inicjujace synteze mucynowych O-glikanéw nie
przytaczaja cukru do miejsca glikozylacji w tym regionie.

ENZYMY SZLAKU O-MANNOZYLACJI ZWIAZANE
Z PATOMECHANIZMEM DYSTROFII MIESNIOWYCH

Obecnie zidentyfikowano sze$¢ gendw, ktorych produkty odpowiadajg za
wlasciwa glikozylacje aDG. Sa to geny POMTI, POMT2, POMGnT, FKT,
FKRP i LARGE [25, 28, 29]. Uszkodzenia w obrgbie tych genow powoduja
dystroglikanopatie, do ktérych zalicza si¢ przede wszystkim zespot Warburga-
Walkera — WWS [36]), dystrofi¢ migsniowo-oczno-mozgowa (MEB [34]) oraz
dystrofi¢ migsniowa Fukuyamy (FCMD). Wspo6lna ich cecha jest fakt, ze zanikowi
miesni towarzyszy znaczne obnizenie migracji neurondw, prowadzace do zaburzen
rozwoju umystowego oraz dysfunkcje narzadu wzroku, czesto zwiazane z nieprawid-
towa struktura siatkowki [10, 15, 27]. Nieprawidlowa glikozylacje dystroglikanu
stwierdzono takze w niektorych przypadkach LGMD, wtedy nie towarzyszy im
zaburzenie rozwoju umystowego i wzroku [32, 40].

Kluczowa role w O-mannozylacji aDG odgrywaja trzy unikalne enzymy:
POMTI1, POMT2 i POMGnT. Gen POMTI koduje biatko analogiczne do
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mannozylotransferazy obecnej u drozdzy, przylaczajace mannoze wiazaniem O-gliko-
zydowym do hydroksylowanej reszty seryny lub treoniny tancucha polipeptydowego
[21, 25]. Ekspresja i dziatanie proteinylo-O-mannozylo-transferazy 2 (produktu genu
POMT?2) w duzej mierze pokrywaja si¢ z wlasciwosciami POMT]1. Dla prawidlowej
inicjacji O-mannozylacji niezbedna jest obecnos¢ i wspotdzialanie obu enzymodw,
aktywnych w formie kompleksu [38]. Wigkszo$¢ mutacji w obrebie obu gendéw
O-mannozylotransferaz wywoluje zespdt Warburga-Walkera, dystrofie migsniowa
o cigzkim przebiegu, dziedziczona w sposob autosomalny recesywny [16, 31, 38].
Dystrofii miesni towarzysza powazne dysfunkcje lub wrecz utrata wzroku oraz
znaczne zahamowanie rozwoju umystowego. Obecnos¢ mutacji w genach POMT]
i POMT? rzadziej obserwuje si¢ w przypadkach choroby o tagodniejszym przebiegu,
MEB oraz LGMD [7, 25, 29]. Z drugiej strony, WWS moze by¢ wywolany réwniez
uszkodzeniami innych genow i ich produktow [8, 15, 37].

Gen POMGnT odpowiada za synteze glikozylotransferazy przenoszacej GlcNAc
z UDP-GIcNACc na hydroksylowa grupe drugiego wegla mannozy. Ekspresja mRNA
POMGnT jest szczego6lnie wysoka w migsniach szkieletowych i mézgu. Niedobdr
aktywnosci enzymu odpowiada przede wszystkim za dystrofi¢ migsniowo-oczno-
modzgowa [25, 27, 34]. Choroba ma przebieg fagodniejszy niz WWS, ale takze wiaze
si¢ z zaburzeniem rozwoju umystowego i dysfunkcja wzroku.

BIALKA O NIEZIDENTYFIKOWANEJ FUNKCJI

Udziat pozostatych trzech gendw w patomechanizmach dystrofii mig$éniowych
zostat okreslony na podstawie badan genetycznych, m.in. wyciszania odpowiednich
genéw u myszy. W zadnym z tych przypadkdéw nie wyizolowano i nie okre$lono
precyzyjnie funkcji biatka, bedacego produktem danego genu [8, 13, 28].

Czesta dystroglikanopatia jest endemiczna dystrofia miesniowa Fukuyamy (FCMD),
dotykajaca w gtéwnej mierze populacje japonska. Mutacje dotycza biatka nazwanego
fukutyna. Na podstawie homologii domniemanej domeny katalitycznej do znanych
enzymow sugeruje si¢, ze biatko to moze by¢ transferaza fosforylowanych cukrow
[15]. Jedna z mutacji genu, ktéra nie powoduje catkowitego braku biatka, jest stara,
ancestralng mutacja powszechna wsrdéd ludnosci Japonii. Jej czestos¢ wystepowania
szacuje sie na 3 przypadki na 1000 osob. Choruja recesywne homozygoty, a przebieg
choroby jest stosunkowo fagodny. Duzo ostrzejsze objawy obserwuje sie u osobnikow,
u ktérych tej mutacji towarzyszy inna w genie allelicznym. Pod wzgledem objawow
klinicznych FCMD nie wyrdznia si¢ sposrod innych dystroglikanopatii: zniszczeniu tkanki
mig$niowej towarzyszy zahamowanie rozwoju umystowego i zaburzenia wzroku [15,
29]. Niedobor fukutyny moze wywolywaé takze WWS [9] oraz dystrofi¢ obreczowo-
konczynowa (LGMD) [32]. Dystroglikanopatie zwigzane z mutacjami fukutyny coraz
czesciej obserwuje si¢ takze w innych populacjach [9, 41].

Niedobor biatka spokrewnionego z fukutyna — FKRP (fukutin related protein)
odpowiada za dwie kolejne jednostki chorobowe: wrodzona dystrofi¢ migsniowa typu
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1C (CMD 1C) i dystrofie obreczowo-konczynowa typu 2.1 (LGMD 2.1) [7, 8, 40].
Obecnie wiadomo, ze moze prowadzi¢ takze do cigzszych postaci choroby, w tym
WWS i MEB [7, 15, 34]. FKRP, zlokalizowane prawdopodobnie w cysternach
aparatu Golgiego lub ER, jest homologiem fukutyny. Najsilniejsza ekspresj¢ genu
zaobserwowano w migsniach szkieletowych, mig$niu sercowym i tozysku. Takze w
tym przypadku rola biatka w glikozylacji aDG nie zostala poznana.

Faktyczna rola biochemiczna nie zostata dotychczas szczegdtowo opisana takze dla
biatlka LARGE [13, 22, 37]. Biatko to, bedace produktem genu LARGE, uwaza si¢
za dwufunkcyjng glikozylotransferaze majaca dwie domeny katalityczne, obie niezbedne
dla zachowania funkcji. Znaczenie genu pierwotnie wykazano dla mysich mutantow.
Obecnie udowodniono zwiazek mutacji w obrebie tego genu z objawami dystrofii
miesniowej roznych typow u kilku pacjentow [13, 22, 37]. Wlasciwosci biatka
przewiduje si¢ na podstawie homologii sekwencji. Uwaza sig, ze bialko zawiera N-
koncowa kotwice transmembranowa, fragment superhelikalny oraz domeny katalityczne
podobne do glikozylotransferaz rodzin GT-8 i GT-49 [13]. Biatka bedacego produktem
genu dotychczas nie wyizolowano. Niezwykle istotng i potwierdzona przez wiele
osrodkdw obserwacja jest fakt, ze biatko LARGE wywotuje hiperglikozylacje aDG.
Mechanizm tego procesu nie jest znany. Sugeruje si¢, ze na skutek dziatalnosci LARGE
powstaja odmienne glikany o niepoznanej dotychczas strukturze lub tez nieznane dotad
modyfikacje wczesniej istniejacych glikandw [15, 28]. Co uderzajace, ich obecnosé
zapewnia prawidlowy kontakt aDG z ligandami, w tym laminina, takze w komorkach
z potwierdzonym deficytem POMT lub POMGnT [3].

Nowe swiatto na udzial prawdopodobnej glikozylotransferazy LARGE w tworze-
niu struktury oligosacharydowej odpowiedzialnej za wigzanie lamininy rzucaja prace
Yoshida-Moriguchi i wsp. [42]. Autorzy pokazuja, ze O-mannozowe oligosacharydy
aDG nie traca zdolnosci wigzania lamininy na skutek usuwania kolejnych reszt
cukrowych przy pomocy swoistych glikozydaz. Utrate funkcji rozpoznawania ligandu
wywoluje natomiast trawienie glikanu kwasem fluorowodorowym, hydrolizujace
wiazanie fosfodiestrowe. Obecnos¢ fosforylowanych glikanéw wykazano w czas-
teczce natywnego aDG z miesni szkieletowych krolika. Reszta fosforanowa, odporna
na dziatanie alkalicznych fosfataz, jest przytaczona wigzaniem fosfodiestrowym do
C6 mannozy. Autorzy sugeruja, iz glikozylotransferaza LARGE przenosi reszte
cukrowa na wydhuzany glikan pod warunkiem weczesniejszej fosforylacji mannozy.
Taka hipoteza pozostaje zgodna z wezesniejszymi sugestiami, ze struktury budowane
przy udziale LARGE sa odmienne od opisanych wczesniej O-mannozylowanych
tetrasacharydow.

Unikalne oligosacharydy dystroglikanu sa niezbednym lacznikiem pomigdzy
komodrka a elementami macierzy zewnatrzkomoérkowej [1, 2, 18]. W ten sposob
dystrofie migsniowe dotaczyly do grupy schorzen, ktérych patomechanizm zwiazany
jest z nieprawidlowsa glikozylacja biatka. Zewnatrzkomérkowymi ligandami aDG,
oprocz tancuchow «al i a2 lamininy, sa agryna, perlekan, biglikan i neureksyna,
proteoglikany zawierajace tancuchy glikozoaminoglikanow [4, 5]. Brakuje danych
doswiadczalnych wyjasniajacych mechanizm tej interakcji.
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NADEKSPRESJA LARGE JAKO STRATEGIA TERAPEUTYCZNA

Wprowadzenie genu LARGE do komérek wykazujacych nieprawidlowa O-man-
nozylacje w wektorach wirusowych skutkuje odtworzeniem glikozylacji a-dystro-
glikanu, w stopniu umozliwiajacym jego interakcj¢ z lamining [3, 17]. Warto zwrocié
uwagg, ze w tym przypadku nawet niewielka ilos¢ enzymu okazuje si¢ skuteczna,
gdyz nie samo biatko odpowiada za wiasciwa strukture potaczen komorki z ECM,
a produkty jego enzymatycznej aktywnosci potranslacyjnie modyfikujace prawidlowo
zsyntetyzowane biatko.

Wykazano, ze indukowana nadekspresja LARGE w pierwotnych liniach
komorkowych pacjentow z FCMD, MEB i WWS umozliwiala prawidlowe wigzanie
lamininy [3, 17]. Kolejne badania wykazaly efekt zahamowania rozwoju dystrofii
migsniowej u myszy w wyniku nadekspresji LARGE. Doswiadczenia zarowno z
wykorzystaniem myszy z wyciszonymi genami powodujacymi dystrofie, jak i na
liniach komérkowych wyprowadzonych od pacjentow z roznorodnymi dystroglikano-
patiami sugeruja, ze gen LARGE jest w pewnym sensie nadrzedny w stosunku do
innych powodujacych defekty glikozylacji: transgeny sa w stanie pokonaé nie tylko
endogenny deficyt genu LARGE, ale takze wzmoc glikozylacje w stopniu umozli-
wiajacym wigzanie laminin i zachowanie wiasciwosci tkanki takze w przypadku
defektow w obrebie pozostatych gendow dystroglikanopatii: POMT, POMGnT i FKT
[3, 15, 17, 27]. Nadekspresja POMGnT nie wywotywala takiego efektu. Wzmozenie
glikozylacji obserwowano takze u myszy typu dzikiego po wprowadzeniu dodatko-
wych kopii LARGE. Nadrzgdny charakter modyfikacji glikanoéw wywolywany przez
biatko LARGE trudno precyzyjnie wyjasnic. Wymagania dotyczace fosforylacji
O-wigzanej mannozy potwierdzaja obecnos¢ modyfikacji glikanu swoistych dla szlaku
kontrolowanego przez LARGE, jednak nie tlumacza, w jaki sposob bialko to moze
wywolywa¢ hiperglikozylacje a-dystroglikanu w przypadkach deficytow mannozylo-
transferaz POMT-1 i POMT-2, a zatem w sytuacji, gdy mannoza w ogole nie jest
przylaczona do grup hydroksylowych seryny i treoniny biatka. Z pewnoscia potrzebne
sa dalsze badania nad specyficznoscia LARGE i mozliwo$cia modyfikacji przy jego
udziale potencjalnych innych niz mannoza fosforylowanych monosacharydow.
Niezaleznie od licznych nie wyjasnionych dotychczas kwestii dotyczacych szczego-
lowego przebiegu procesu glikozylacji wydaje sig, ze terapia genowa w tym
przypadku stwarza szanse na znaczne zniwelowanie skutkéw klinicznych dystrofii
miesniowych zwiazanych z zaburzeniami szlaku O-mannozylacji dystroglikanu.

PODSUMOWANIE

W kontekscie badan dystrofii migsniowych nalezy podkresli¢ znaczenie modyfikacji
potranslacyjnej, jaka jest glikozylacja, dla prawidtowego funkcjonowania migsnia.
WWS, MEB i FMD wyznaczaja catkowicie nowy obszar badan omawianej grupy
chordb. Struktura oligosacharydéw kluczowego biatka sarkolemmy — aDG okazata
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si¢ nietypowa dla komorek ssakow. Postuluje sie obecnos¢ innych, ciagle nieo-
pisanych szlakow syntezy glikanow lub ich nieznanych dotychczas modyfikacji [15,
28, 29]. Kolejne badania donosza o mozliwym znaczeniu defektow na szlaku syntezy
lipidowego nosnika reszt cukrowych, fosforanu dolicholu, ktére to defekty poniekad
lacza grupe dystrofii migsniowych i wrodzonych niedoboréw glikozylacji, gdyz defekt
we wczesniejszym, wspdlnym fragmencie szlakéw metabolicznych bedzie skutkowat
zablokowaniem dalszych etapow zaréwno N-glikozylacji, jak i O-mannozylacji [11,
19]. Zainteresowanie zewnatrzkomdrkowymi ligandami biatek sarkolemmy kieruje
uwage na proteoglikany: perlekan, agryne i biglikan [4, 5]. Mechanizmy tych
interakcji, ich znaczenie dla zachowania integralnosci sarkolemmy a takze potencjalny
udziat fancuchow glikozoaminoglikandw w oddzialywaniach nie zostaly dotychczas
szczegotowo poznane. Te informacje wydaja si¢ szczegdlnie wazne w kontekscie
badan majacych na celu opracowanie skutecznych terapii dla pacjentéw cierpiacych
z powodu dystrofii mi¢sniowych.
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