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MATEMATYCZNE MODELE GLIKOZYLACJI - SZANSE 1 WYZWANIA

Streszczenie. Glikozylacja jest jednym z najpowszechniejszych komérkowych
procesOw modyfikacji makroczasteczek. Przylaczone glikany modyfikuja aktyw-
nos¢, stabilnos¢ i lokalizacje makroczasteczek, co powoduje zmiany w fizjologii
komorki. Istniejace modele matematyczne glikozylacji maja na celu albo lepsze
zrozumienie regulacji tego procesu, albo umozliwienie sterowania procesem gli-
kozylacji przy produkcji biofarmacutykéw. Niniejsza praca obejmuje przeglad
modeli matematycznych glikozylacji pod katem ich ograniczen i mozliwoSci wy-
korzystania w glikobiologii.

MATHEMATICAL MODELS OF GLYCOSYLATION—OPPORTUNITIES
AND CHALLENGES

Summary. Glycosylation is one of the most common cellular processes of ma-
cromolecule modification. Attached glycans modify the activity, stability, and lo-
calization of macromolecules, resulting in changes in cell physiology. Existing
mathematical models of glycosylation aim either to improve our understanding
of the regulation of this process, or to enable control of the glycosylation process
during the production of biopharmaceuticals. This paper provides an overview of
mathematical models of glycosylation in terms of their limitations and potential
applications in glycobiology.

1. Wprowadzenie

Glikozylacja to enzymatyczny proces modyfikacji makroczasteczek (biatek, lipi-
doéw lub RNA) polegajacy na przytaczaniu i rozbudowie struktur cukrowych (glikanéw)
[6]. Kotranslacyjna glikozylacja biatek zachodzi w retikulum endoplazmatycznym i jest
jednym z elementéw warunkujacych prawidlowe fatdowanie biatek. Poza tym dotaczo-
ne glikany wptywaja na stabilnos¢, transport, lokalizacje i funkcje biatek. Glikokaliks
(warstwa cukrowa na powierzchni komorki tworzona przez glikoproteiny, glikolipidy
1 glikoRNA btonowe) stanowi nie tylko barier¢ fizyczna zapobiegajaca wnikaniu pato-
genow 1 nanoczasteczek do wnetrza komorek, ale jest kluczowym elementem w regu-
lacji uktadu odpornosciowego i organizacji btony komérkowej [17, 15, 9]. Glikokaliks
uczestniczy rOwniez w utrzymaniu ksztattu komorek, przekazywaniu sygnatéw, adhezji
oraz oddziatywaniach wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowych [23, 8]. Zachodzacy w cyto-
zolu i jadrze komérkowym jeden z rodzajéw glikozylacji (O-GlcNAcylacja) odgrywa
istotng rolg w wykrywaniu sktadnikéw odzywczych i odpowiedzi na stres [23]. Ponie-
waz w procesie O-GIlcNAcylacji 1 fosforylacji modyfikacji ulegaja te same aminokwasy
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(treonina lub seryna), wigc migdzy tymi dwoma potranslacyjnymi modyfikacjami bia-
tek zachodzi dynamiczne wspéizawodnictwo bedace kluczowym elementem regulacji
transkrypcji, metabolizmu 1 sygnalizacji komorkowej [32]. Glikozylacja jest procesem
ztozonym, wielostopniowym, w ktérym uczestniczy okoto 700 genéw (co odpowiada
okoto 3-4% genomu) kodujacych enzymy, transportery i biatka opiekuncze niezbedne
do prawidtowego przebiegu procesu [10]. Dodatkowo, na ostateczny wyniki glikozyla-
cji wptywa dostgpnosé nukleotydéw cukrowych, kofaktoréw czy pH. Poniewaz proces
glikozylacji przebiega bez matrycy, wigc istotny wptyw na koncowa strukturg maja tez
konkurencyjne reakcje glikozylacji. W komorkach ludzkich wystepuje przynajmniej 17
réznych szlakéw glikozylacji (w zaleznosSci od rodzaju przylaczanego pierwszego mo-
nosacharydu oraz enzymu inicjujacego) obejmujace 2 typy glikozylacji lipidow, 14 r6z-
nych typow glikozylacji biatek oraz, ostatnio odkryty, przynajmniej jeden typ glikozy-
lacji RNA [23, 26].

Glikozylacja w komérkach jest procesem bardzo wrazliwym na warunki Srodo-
wiskowe oraz stan fizjologiczny, co powoduje, ze zarowno stres jak i rozwdj choréb
skutkuje zmiang we wzorcu glikozylacji [23]. Charakterystyczne zmiany glikozylacji
powiazano z powstawaniem i rozwojem wielu choréb, w tym z chorobami autoimmuno-
logicznymi, neurodegeneracyjnymi, metabolicznymi, chorobami serca 1 uktadu krazenia
a takze z nowotworami [20, 11]. W diagnostyce glikany wystgpujace na powierzchni
komoérek wykorzystywane sa jako biomarkery choréb. Réwniez produkcja aktywnych
biofarmaceutykow wymaga zapewnienia warunkéw umozliwiajacych ich prawidlowa
glikozylacje. Poznanie mechanizméw regulacji proceséw glikozylacji oraz umiejgtnosé
sterowania tymi procesami jest wigc niezwykle istotna z punktu widzenia terapii i1 dia-
gnostyki.

2. Modele glikozylacji

Proces dotaczania i rozbudowywania struktur cukrowych przebiega bez matrycy
co oznacza, ze profil glikanow w silnym stopniu zalezy nie tylko od st¢zenia enzymow
bezposrednio zaangazowanych w synteze tancuchéw cukrowych, ale réwniez od do-
stgpnosci substratow, transporteréw cukréw, struktury drugorzedowej i trzeciorzgdowej
bialek oraz relacji przestrzennej migdzy enzymami i1 substratami [21]. W wyniku
oddziatywan konkurujacych ze soba czynnikdw powszechnym zjawiskiem jest makro-
heterogennos¢ (niepelne obsadzenie miejsc glikozylacji w makroczasteczkach) oraz
mikroheterogenno$¢ (wystgpowanie réznych struktur cukrowych przytaczonych do
tego samego miejsca glikozylacji w tym samym biatku) [1]. Stopieri ztozonosci sieci
zaleznoSci prowadzacych do ostatecznej struktury przylaczonego glikanu sprawia, ze
matematyczne modelowanie procesu glikozylacji jest niezwykle trudne. Stad wigkszos$¢
opisanych w literaturze modeli matematycznych glikozylacji skupia si¢ na jednym
typie szlakow glikozylacji z zawezong liczba enzymoéw [30, 2], koncentruje si¢ na
reakcjach przebiegajacych tylko w jednym obszarze komorki (np. w aparacie Golgiego
[21]) lub dotyczy glikozylacji jednego typu biatek (np. przeciwciat [31]). Ograniczona
dostepno$¢ parametrow niezbednych do budowy modelu glikozylacji (takich jak
stezenie monosacharydéw 1 makroczasteczek bedacych akceptorami cukrow, stgzenie
1 aktywnos¢ glikozyloteransferaz i glikozydaz, state dysocjacji) sprawia, ze modele
glikozylacji opisuja glownie proces glikozylacji bialek. Obserwowany w ostatniej
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dekadzie wzrost liczby modeli glikozylacji wynika z upowszechnienia si¢ technik
wysokoprzepustowych pozyskiwania danych eksperymentalnych co umozliwito
rozwinigcie modeli glikozylacji wykorzystujacych dane multiomiczne (genomiczne,
transkryptomiczne i1 proteomiczne) [2].

2.1. Modele ODE

Modele oparte na zwyktych rownaniach rézniczkowych (ODE) sa powszechnie
wykorzystywane w modelowaniu komérkowych Sciezek sygnatowych, gdyz odzw-
zorowujac kinetyke enzymatyczna umozliwiaja Sledzenie zmian stgzefi substratéw
w czasie, wskazanie czynnikow kluczowych dla prawidlowego przebiegu procesu
a interpetowalnos¢ biologiczna wynikéw jest stosunkowo prosta [28, 18]. Modele ODE
maja dobrze zdefiniowang struktur¢ matematyczng a ze wzgledu na powszechnos$¢
ich stosowania dostgpne sa liczne narzedzia i standardy wspomagajace modelowanie
[28]. Modele ODE zaktadaja jednak idealne wymieszanie substratow i enzymow oraz
wymagaja znajomosci wielu parametréw, w tym statych kinetycznych. W przypadku
glikozylacji liczba dostgpnych danych eksperymentalnych jest ograniczona, a ze
wzgledu na heteregoenno$¢ oraz niepelne poznanie mechanizméw regulujacych proces
glikozylacji pozyskanie brakujacych danych eksperymentalnych jest trudne [18].
Wykorzystanie wigc w modelowaniu glikozylacji modeli ODE ma swoje ograniczenia
wynikajace przede wszystkim z: (a) koniecznoSci znajomosci duzej liczby statych kine-
tycznych, ktére nie zawsze sa dostgpne w literaturze czy bazach danych [28, 18]; (b)
konieczno$ci generowania ogromnej liczby réwnan uwzgledniajacych heterogennos$¢
1 rozbudowana sie¢ reakcji enzymatycznych procesu glikozylacji [25]; (c) potrzeby
uwzglednienia przestrzennego rozktadu enzyméw zwiazanych z procesem glikozylacji,
gdyz dystrybucja tych enzyméw w komorce nie jest homogenna [1].

2.2. Modele oparte na faincuchach Markowa

Alernatywa dla modeli ODE sa modele dyskretne glikozylacji, ktére nie wy-
magaja znajomosci statych kinetycznych a umozliwiaja przewidzie¢ profil glikanow
w danym stanie fizjologicznym komorki. Jednym z typéw modeli dyskretnych wyko-
rzystywanych do modelowania glikozylacji sa modele oparte na taficuchach Markowa.
W modelach tych zbiér wszystkich glikanéw mogacych wystepi¢ w komérce stanowi
przestrzen stanéw. Prawdopodobienstwo przejScia okreslajace szanse, ze jeden glikan
przejdzie w inny okreSla si¢ na podstawie sieci reakcji glikozylacji 1 czestotliwosci
wystepowania danego glikanu w oznaczonym eksperymentalnie profilu glikanéw
charekteryzujacym dany typ komorki badz rodzaj biatka. Stanem poczatkowym w
przypadku N-glikozylacji jest rdzeniowy oligosacharyd przytaczany bezposrednio do
biatka [25, 14]. Modele oparte na fanuchach Markowa, w odr6znieniu od modeli ODE,
sa modelami niskoparametrycznymi, co w przypadku modelowania procesu glikozylacji
(ograniczony dostgp do danych eksperymentalnych) jest duza zaleta. Modele Markowa
dobrze odwzorowuja mikroheterogennos¢ glikozylacji, stochastyczng nature transportu
biatek przez kompartmenty komoérkowe (poszczegdlne rekcje glikozylacji sa przypi-
sane do konkretnej przestrzeni komdrkowej) oraz pozwalaja na proste definiowanie
ograniczen strukturalnych [25]. Decydujac si¢ na zastosowanie tanicuchéw Markowa do
modelowania glikozylacji trzeba jednak pamigtaC, ze wraz ze wzrostem liczby monosa-
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charydow zwigksza si¢ znaczaco liczba mozliwych do wystapienia glikanéw (stanéw)
co istotnie zwigksza zapotrzebowanie na moc obliczeniowa komputera. Aby poprawnie
wytrenowaé prawdopodobienstwo przejscia potrzebne sa wysokiej jakosSci dane eks-
perymentalne co przy wysokiej heterogennosci glikozylacji nie jest proste do uzyskania.

2.3. Modele oparte na grafach

Innym przyktadem modeli dyskretnych wykorzystywanych do modelowania pro-
cesu glikozylacji sa modele oparte na teorii grafow. W modelach tych glikany sa repre-
zentowane przez grafy skierowane lub grafy molekularne, w ktérych wierzchotkami sa
monosacharydy lub konkretne glikany a krawedziami wigzania glikozydowe o okreslo-
nej stereochemii lub reakcje katalizowane przez enzymy [13, 3, 5]. Modele oparte na
grafach dobrze odzwierciedlaja heterogenna i rozgaleziona strukture glikanéw i umozli-
wiaja tworzenie latwej do Sledzenia sieci reakcji przeksztalcajacych jeden glikan w drugi
[5, 3]. Modele oparte na grafach umozliwiaja réwniez bezpoSrednie zastosowanie sieci
neuronowych co pozwala na przewidywanie funkcji biologicznych glikanéw [3]. W mo-
delach opartych o grafy wraz ze wrostem rozmiaru glikanu liczba potencjanych struktur
ro$nie wyktadniczo co prowadzi do powstawania rozbudowanych sieci reakcji [29].

3. Podsumowanie

Glikozylacja jest modyfikacja niezbedna dla prawidtowej funkcji, aktywnoSci,
stabilnoSci 1 rozmieszczenia w komoérce makroczasteczek bedacych akceptorami tan-
cuchéw cukrowych.[1]. Okreslone struktury cukrowe sa czgsto antygenami rozpozna-
wanymi przez uklad immunologiczny, wigc dogtgbne poznanie mechanizméw regulacji
1 umiejetnos¢ sterowania procesem glikozylacji jest niezwykle istotna przy produkcji
biofarmaceutykéw, by zapobiec syntezie glikanéw wywolujacych alergie i silne reakcje
uktadu immunologicznego [16]. Rowniez aktywno$¢ biofarmaceutykéw, w tym prze-
ciwcial, zalezy silnie od prawidlowego wzorca glikozylacji. Poniewaz proces glikozy-
lacji jest wrazliwy na stan fizjologiczny komérki 1 czynniki Srodowiskowe, wigc umie-
jetno$¢ przewidywania i1 analizy wzorca glikozylacji umozliwia wczesna diagnozg¢ cho-
réb (w tym zmian nowotworowych), monitorowanie skutecznosci terapii oraz pozwala
na wykorzystanie struktur cukrowych charakterystycznych dla danego typu choroby do
wychwytywania lekow w terapii celowanej [4].

Przebieg glikozylacji zalezy od setek enzymoéw, substratow i czynnikéw fizycz-
nych, wigc bezposrednia analiza danych eksperymentalnych w celu dogtgbnego pozna-
nia mechanizmoéw regulujacych proces glikozylacji jest niezwykle trudna. Dodatkowo
poszukiwanie regul utrudnia fakt, ze aktywnoS¢ enzymow zalezy od przestrzennego roz-
mieszczenia w komorce oraz od wyjSciowej struktury glikanu [25], a koricowa struktura
glikanu moze zosta¢ otrzymana w wyniku dziatania réznej puli enzymow [22]. Nie ist-
nieje rowniez metoda sekwencjonowania glikanéw umozliwiajaca szczegdtowa charak-
terystyke struktur glikanowych a wykorzystywane techniki analityczne pomijaja rzadko
wystepujace glikany [2]. Przy tak duze liczbie zmiennych modele matematyczne gliko-
zylacji petnia kluczowa rolg w zrozumieniu zaleznosci pomigdzy aktywnos$cia i pozio-
mem ekspresji enzymow zaangazowanych w proces glikozylacji, stgzeniem substratow
oraz warunkami wewnatrzkomoérkowymi a profilem glikanéw w komorce [24].

Wybdr strategii modelowania glikozylacji uzalezniony jest od rodzaju i ilosci do-
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stepnych danych eksperymentalnych, wiedzy biochemicznej oraz celu projektu [25].
Modele determistyczne umozliwiaja predykcje profilu glikanéw, pozwalaja w prosty
sposéb bada¢ wptyw zmiany stgzenia substratu lub poziomu ekspresji glikozylotrans-
ferazy/glikozydazy na stgzenie poszczegdlnych struktur glikanéw na wyjsciu, identy-
fikowaC czynniki ograniczajace oraz utatwiaja sterowanie procesem glikozylacji przy
produkcji rekombinowanych biatek wykorzystywanych w farmaceutyce [18, 12, 9]. Ko-
nieczno$¢ opisywania kazdej mozliwej reakcji osobnym rownaniem rézniczkowym oraz
potrzeba znajomosci trudnodostgpnych danych kinetycznych 1 wartosci stgzen substra-
tow powoduje, ze modele te sa czgsto redukowane do kilku- kilkunastu enzyméw uczest-
niczacych w jednym szlaku glikozylacyjnym lub do reakcji syntezujacych cukry na kon-
kretnym biatku [7]. Modele te nie uwzglgedniaja dystrybucji glikanéw, co jest niezwykle
istotne przy interpretacji biologicznej funkcji glikanéw.

Modele stochastyczne opieraja si¢ na prawdopodobiefistwie spotkania enzymu
z substratem cukrowym, wigc dobrze odzwierciedlaja mikroheterogennos¢ glikozyla-
cji [25]. Modele te pomagaja w zrozumieniu zaleznos$ci migdzy glikozylotransferaza-
mi oraz wspieraja badania nad wyjaSnieniem genetycznych podstaw w zmianie profilu
glikozylacji [14]. Modele stochastyczne traktuja struktury cukrowe statycznie a w rze-
czywistoSci glikany sa czasteczkami dynamicznymi i tylko niektére z przyjmowanych
konformacji sa istotne dla funkcji glikanéw [1].

Istniejace obecnie modele matematyczne obejmuja tylko czeS¢ typow szlakow
glikozylacji (gléwnie N- i1 O-glikozylacje biatek) i mocno uproszczaja sie¢ glikozyla-
cyjnych zaleznoS$ci. Pozwalaja one jednak lepiej zrozumie¢ mechanizmy prowadzace
do zmian profilu glikozylacji oraz okresli¢ rolg poszczegdlnych enzymdéw w syntezie
badanych populacji glikanéw. Daja réwniez wglad w dynamike zmian glikanéw oraz
pozwalaja identyfikowa¢ zmiany charakterystyczne dla stanéw chorobowych [9].
Rozw0j metod standaryzacji danych glikomicznych [27] oraz metod umozliwiajacych
ilosciowe profilowanie glikomu [19] daje nadzieje na opracowanie modeli matema-
tycznych, ktére w oparciu o dane transkryptomiczne, proteomiczne i kinetyczne, beda
skutecznie i powtarzalnie przewidywac zdolnoSci glikozylacyjne komoérek.

Praca finansowana w ramach 02/040/BK_26/1080.
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