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Abstract

Thyroid-stimulating hormone receptor (TSHR) is a typical membrane receptor with 7-transmembrane helix domain (7TMR), coupled to
the G protein. The mature receptor, present in the cell membrane, is composed of the A subunit comprising a large extracellular domain,
and the B subunit, which consists of a short extracellular fragment anchored in the cell membrane and an intracellular part. The TSH
receptor is subject to numerous post-translational modifications that determine its final structure and significantly affect its activity. One
of them is glycosylation. TSHR is abundantly N-glycosylated, due to the presence of six N-glycosylation sites in the extracellular domain
(Asn77, Asn99, Asn113, Asn177, Asn198, Asn302), mostly evolutionarily conserved. N-glycans constitute 30-40% of the receptor molecular
weight. The glycans are necessary for the receptor trafficking to the plasma membrane and binding of TSH to the receptor. Fucosylated
and sialylated N-oligosaccharides were found on TSHR molecules. The increased sialylation of TSHR glycans correlates positively with
the receptor binding ability and prolongs the time of receptor incorporation into the cell membrane. TSHR is the main autoantigen in
Graves’ disease (GD), one of the thyroid autoimmune diseases. One hypothesis assumes that the higher N-glycosylation of THSR in hu-
man compared to animals influences the breaking of autotolerance and GD development. N-oligosaccharides are the important part of
THSR molecule, necessary for the proper functioning of receptors and probably involved in thyroid autoimmunity in GD. (Endokrynol
Pol 2019; 70 (1): 86-93)

Key words: TSHR; N-glycosylation; sialylation; thyroid; Graves’ disease

Introduction

The attachment of oligosaccharides (glycans) to pro-
teins, named glycosylation, is the most widespread
and diverse complex posttranslational modification.
The addition of carbohydrates to polypeptide chains
results in an extensive heterogeneity of glycosylated
proteins. Glycans change significantly the physico-
chemical properties of proteins [1]. Furthermore, gly-
cosylation plays an important role in many biological
processes, mainly in correct folding of proteins, cell-cell
interactions, plasma membrane organisation, and im-
mune response. Glycosylated proteins (glycoproteins)
are present in every tissue and cell of our body. It is
estimated that more than half of all proteins contain
bound oligosaccharides [2-4]. Thyroid-stimulating hor-
mone receptor (TSHR) is one of the highly glycosylated
membrane proteins. N-oligosaccharides constitute over
30% of this glycoprotein’s molecular weight. The glycan
partis essential to TSHR function [5]. In this review, we
characterise the structure of glycans identified in TSHR
and their role in receptor biology.

N-glycosylation

N-glycosylation is, alongside O-glycosylation and
O-GlIcNAcylation, one of the most common types of

protein glycosylation. In this process glycans are cova-
lently attached to the amide nitrogens of asparagine
side chains in the Asn-X-Ser/Thr sequence (where X is
any amino acid except proline) via N-acetylglucosamine
(GlcNAc) residue. There are many potential glycosyl-
ation sites in the polypeptide molecule, but this process
does not occur at any such site. A variety of enzymes
are involved in the N-glycosylation process, classified
into two groups: glycosyltransferases responsible for
the attachment of new sugar residues and glycosidases
that remove monosaccharides by hydrolysis of glyco-
sidic linkages. All N-oligosaccharides have the same
pentasaccharide core built of two GlcNAc and three
mannoses (GlcNAc,Man,) [6, 7].

Depending on the composition of the side chains,
three main classes of N-glycan structures are distin-
guished: high-mannose/oligomannose, complex, and
hybrid type. The high-mannose glycans are the oldest
evolutionary units, which in the outer part contain be-
tween five and nine Man residues. The complex-type
oligosaccharides, in contrast to high-mannose struc-
tures, are built in the outer part with GlcNAc and
galactose (Gal) but not Man residues. They are often
terminated with fucose (Fuc) and sialic acid (SA). The
hybrid-type oligosaccharides are intermediate forms
between high-mannose and complex-type structures
because they contain both the mannose chain and the
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Figure 1. Simplified scheme of the N-oligosaccharide synthesis. A. The tetradecasaccharide precursor (Gle,Man,GIcNAc,) is attached to the
phosphorylated dolichol, and in the endoplasmic reticulum it is transferred en bloc to the nascent protein by the oligosaccharyltransferase
(OST). B. After transfer to the Golgi apparatus, the main types of N-glycans are formed as the result of N-oligosaccharide processing:
high-mannose, hybrid-type, and complex-type structures. Fuc— fucose; Gal — galactose; Glc — glucose; GIENAc — N-acetylglucosamine;

Man — mannose; SA — sialic acid

complex-type antenna. Synthesis of oligosaccharides
and their attachment to proteins takes place within
the endoplasmic reticulum (ER) and Golgi apparatus
(Fig. 1) [8-10].

The degree of protein N-glycosylation depends
on the activity of enzymes and the availability of pre-
cursors, nucleotide sugars. Most of them are formed
in the cytoplasm from nucleotides, such as uridine
diphosphate (UDP) or guanosine diphosphate (GDP)
[11]. Biosynthesis of N-glycans consists of four stages:
synthesis of the lipid-linked oligosaccharide precursor,
transfer of the sugar chain to the protein, processing,
and elongation of N-oligosaccharides. The precursor
of all N-glycan structures, formed inside the ER, is
a tetradecasaccharide (Glc,Man,GlcNAc,) attached to
dolichol. This N-glycan precursor is then transferred en
bloc from dolichol to Asn residue in the nascent poly-
peptide by enzyme oligosaccharyltransferase (OST)
(Fig. 1A). After transferring to protein all three glucoses
(Glc) are removed by glucosidases, resulting in the
formation of high-mannose structure (Man,GIcNAc,)
[12, 13]. At this stage, two endogenous lectins assist
in the formation of the spatial structure of protein:
calnexin (CNX) and calreticulin (CRT). They act as the
molecular chaperons and have the ability to bind to the
nascent protein by Glc residue in the Glc, Man ,GIcNAc,
glycan attached to this protein. The presence of such
a structure on the polypeptide indicates its incomplete
or incorrect conformation. The association of CNX/CRT
with Glcresults in decreased glycoprotein aggregation

and increased folding efficiency. The trimming of the
terminal Glc in the precursor oligosaccharide is a signal
to release protein with the correct conformation from
the ER [14-16]. After completion of the synthesis, the
N-glycosylated protein is transported to Golgi appa-
ratus where N-oligosaccharides may undergo further
modifications. The enzymes located in the Golgi cister-
nae rebuild the high-mannose structures until the final
forms of N-glycan are formed (Fig. 1B). The different
expression of glycoenzymes dependent on the cell type
plays the most important role in determining the degree
and type of protein glycosylation and results in the
formation of diverse glycoforms (protein glycosylation
variants) [17, 18].

Thyroid-stimulating hormone receptor
(TSHR)

Thyroid-stimulating hormone receptor (TSHR) is
a member of the glycoprotein hormone receptor
(GPHR) subfamily that belongs to the leucine-rich
repeat-containing GPCR family (LGR), which includes
also follicle-stimulating hormone (FSH), luteinising
hormone (LH), and human chorionic gonadotropin
(hCG) receptors [19, 20]. The TSHR gene is located
on chromosome 14q31.1 and spans 190 778 bp, which
contains 10 exons [21]. Based on the cDNA sequence,
the length of TSHR was estimated on 764 amino
acids. TSHR has the predicted molecular weight of
84.5 kDa [22]. In addition to thyroid cells, expression
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of TSHR is detected, among others, in lymphocytes,
adipose tissue, and brain [23].

The structure of TSHR

TSHR is a classical G protein-coupled receptor built of
seven transmembrane hydrophobic domains. The N-
terminus of the receptor is directed on the outside of the
cell. The extracellular domain (ectodomain) accounts for
one-half the molecular weight of TSHR and contains
the TSH binding site, which has the nine motifs rich in
leucine (leucine-rich regions, LRR). The carboxyl-end
is located on the cytoplasmic side and is responsible
for the interaction with G proteins [24, 25]. In contrast
to other members of LGR, TSHR undergoes several
posttranslational modifications and it may explain
why it is engaged in autoimmunity [22]. A proteolytic
cleavage is the first TSHR modification occurring in
the ectodomain and leading to the formation of the
large A and smaller B subunits. The A and B subunits
are interconnected by the disulphide bonds. Two
basic proteolytic sites have been determined; the first
N-terminal site is located between 304 and 316 amino
acids, and the second C-terminal is placed within the
366-369 amino acid sequence. The B subunit consists
of the transmembrane domain passing seven times
through the cell membrane, an intracellular part, and
a carboxylic fragment. The A subunit is the major part
of the ectodomain. A peptide C links A and B subunits
(Fig. 2). The proteolytic cleavage is catalysed by metal-
loproteases or the enzymes similar to tumour necrosis

factor convertase [26, 27]. It has been suggested that the
enzymes responsible for the proteolytic cleavage may
belong to the ADAM family. The ADAMs (a disintegrin
and metalloproteinases) are the membrane-associated
proteins that play a role in various processes includ-
ing cytokine and growth factor shedding, cell-cell
interactions, and fusion of cells membranes. Both the
cleaved and uncleaved forms of TSHR are present on
the cells surfaces, but in different proportions. The
predominance of one of these forms may be regulated
by TSH, cell-cell interactions, or receptor multimerisa-
tion [28, 29].

The role of TSHR

TSHR plays a critical role in the development and the
proper functioning of thyroid gland. One thyrocyte
(thyroid follicular cell) contains about 1000 TSHR mol-
ecules on its surface. Binding of the TSH molecule to its
receptor leads to a change of the TSHR conformation
[30]. This results in phosphorylation of GDP to GTP
(guanosine triphosphate) in the G protein subunit and
its activation. Then the G protein dissociates into the
active Ga-GTP subunit and the inactive Gfy. Ga-GTP
subunit activates adenylyl cyclase or phospholipase C
(PLC). Adenylyl cyclase activates protein kinase A (PKA)
via cyclic 3',5"-adenosine monophosphate (cAMP),
whereas PLC breaks down phosphatidylinositol (IP)
to diacylglycerol (DAG) and inositol trisphosphate
(IP,). DAG activates protein kinase C, and IP, releases
Ca’*ions from the ER [31, 32]. Protein kinases activate
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Figure 2. Structure of TSHR with marked potential N-glycosylation sites. Asn — asparagine; Fuc — fucose; Gal — galactose; GIcNAc
— N-acetylglucosamine; Man — mannose; SA — sialic acid; Ser — serine; Thr — threonine; X — any amino acid except proline
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further signalling mechanisms that ultimately stimulate
many processes involved in the synthesis and release
of thyroid hormones, mainly iodine uptake, hydrogen
peroxide production, and increased thyroperoxidase
(TPO) synthesis [33, 34]. The binding of TSH to its re-
ceptor stimulates the production and release of thyroid
hormones: triiodothyronine (T,) and thyroxine (T).
Thyroid hormones play pleiotropic roles, and among
them the control of metabolism by increased produc-
tion of energy is the most important task of thyroid
gland endocrine regulation. T, and T, activate oxidative
enzymes and enzymes of the respiratory chain, as well
as increasing the number and size of mitochondria [24].

TSHR may induce different effects depending on the
tissue where it is expressed. In rodent pancreatic islets
binding of TSH to its receptor stimulates the activity of
glucose transporter 2 (GLUT2) promoter [35]. The lack
of TSHR expression in the liver disrupts hepatic lipid
metabolism. Mice with liver-specific TSHR-knockout
have lower levels of cholesterol carried by low-density
lipoproteins (LDLs) in the liver and serum [36]. Activa-
tion of TSHR is involved in the mesenchymal stem cell
differentiation into white and brown adipose tissue
[37]. The recent studies performed by Liu et al. showed
that TSHR also is involved in the development of thy-
roid cancers. Their results showed that a lack of TSHR
contributes to the formation of distant metastasis in pa-
tients with differentiated thyroid cancers (DTC), which
results in a poor survival rate. The expression of TSHR
down-regulates cancer cell invasion by inhibiting the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) of differenti-
ated thyroid cancer cells [38].

TSHR is the main autoantigen in Graves’ disease
(GD), one of the most common autoimmune thyroid
diseases (AITDs). The reason for the development of
AITD is the breakdown of immunological tolerance
to TSHR and the increased thyroid activity. The loss
of self-tolerance results in the production of autoan-
tibodies against TSHR (TRAbs) [39]. Depending on
the effect of the autoantibody on thyroid activity, two
types of TRAbs are distinguished. One of them acts like
an agonist of TSH and stimulates the TSHR activity
increasing thyroid hormone synthesis, which leads to
hyperthyroidism. These stimulating TRAbs are pres-
ent in the majority of GD patients. The second TRAbs,
named blocking antibodies, occur less often and inhibit
receptor activation [40]. Importantly, the main autoan-
tigen that binds to stimulating TRAb is not TSH recep-
tor but its shed A subunit. Although GD is a common
AITD and affects approximately 1% of the population,
the determination of the TRAb level in patient serum
is difficult using conventional diagnostic methods,
like enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) or
Western blotting. The measurement of inhibition of

TSH binding to TSHR is one of the methods of TRAb
detection [41].

The immune response against TSHR can also lead
to the development of a thyroid-associated orbitopathy
(TAO). Ophthalmopathy is most often the result of auto-
immune reactions that take place in the spaces outside
the eyeballs. In these places macrophages, T and B cells
are concentrated, and collagen and glycosaminoglycans
are excessively deposited, which results in water ac-
cumulation. It causes swelling and enlargement of the
oculomotor muscles. TAO is a common symptom of
GD and is called Graves” ophthalmopathy. Both TSHR
and TRADb are probably the triggering factors of the
inflammatory process within the eye sockets [42, 43].

The exact reasons for thyroid autoimmunity devel-
opment have not been fully understood; however, it
was confirmed that both genetic and environmental
factors affect autoimmune processes in thyroid gland
[44]. Janegova et al. showed that Epstein-Barr virus
(EBV) infection plays a potential role in the develop-
ment of AITD. They examined 34 patients with AITD for
the presence of EBV in thyroid cells. The expression of
viral RNA was observed in 62.5% of samples of GD. The
presence of EBV was observed mainly in the nucleus of
thyroid follicular cells [45]. It was demonstrated that the
soluble A subunit of TSHR present in the bloodstream
may play a role in initiation of immune response. The
release of the A subunit is mainly the result of a disrup-
tion of disulphide bridges between A and B subunits by
protein disulphide isomerase. Molecular mimicry can
also contribute to the development of GD. A presence of
microbial and viral pathogens with structure similar to
human TSHR leads to the production of autoantibodies
directed also against this receptor and the disruption
of self-tolerance [23].

TSHR glycosylation

Glycosylation is a one of the posttranslational modifica-
tions of TSHR. N-oligosaccharides attached to TSHR
mainly in the ectodomain region (Fig. 2) constitute
almost one third of this glycoprotein [5, 46]. The early
study of the TSHR-linked oligosaccharides showed
that the mature, fully-glycosylated form of the human
recombinant receptor expressed in Chinese hamster
ovary cell line (CHO-K1) contains structures with
bisecting GlcNAc f(1,4)-linked to the trimannosyl core
of N-glycans, core Fuc (1,6)-linked to the innermost
GlcNAc, Fuc a(1,3)-linked to N-acetyllactosamine (Lac-
NAc) on antenna, and «a(1,3)-linked Man. This study
proved also that the fully glycosylated thyrotropin re-
ceptor is «(2,3)-sialylated because it reacts with Maackia
amurensis lectin 2 (MALII). Besides the mature TSHR
with molecular mass of 120 kDa, the lower band was
detectable in Western blotting of CHO-K1 lysates. The
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100 kDa band corresponded to the TSHR precursor
containing the oligomannose N-glycans recognised
by Concanavalin A lectin (Con A) specific for a-linked
Man and by Galanthus nivalis lectin (GNL) preferen-
tially binding «(1,3)-linked Man residues [47]. During
processing in Golgi apparatus high-mannose N-glycans
are converted into the complex-type oligosaccharides,
which are characteristic for the mature receptor pres-
ent in cell membrane. The complex-type N-glycans are
necessary for the transport of TSHR to cell membrane
[48]. De-N-glycosylated TSHR was not expressed on
the thyroid cell surface. Furthermore, the presence
of sialylated structures on TSHR protects the protein
against proteolysis [49].

An increased content of SA in TSHR glycans cor-
relates positively with binding of TSH to its receptor
and extends the time of the receptor insertion into
the plasma membrane. Depending on the type of
sialyltransferase (SIAT) that attached SA to glycans in
terminal positions, the differences in the TSHR expres-
sion on the cell surface was shown. The co-transfection
of SIAT1 and SIAT8a with TSHR considerably increased
receptor cell-surface expression in COS-7 African green
monkey kidney fibroblast-like cell line in comparison to
SIAT4a transfection. What is more, the co-transfection of
SIAT1 and SIAT8a increased the accumulation of cAMP
and production of IP, [50].

TSHR contains six potential N-glycosylation sites
in the outer domain at Asn77, Asn99, Asn113, Asn177,
Asn198, and Asn302 (Fig. 2). Most of them are evolu-
tionarily conservative, only Asnl113 is a unique trait
of the human TSHR [51]. The previous study showed
that the replacing Asn with glutamine at positions 77
or 113 using the site-directed mutagenesis affects the
biological activity of TSHR. The lack of N-glycans at-
tached to Asn77 and Asn113 caused the total loss of
TSH-stimulated cAMP synthesis. De-N-glycosylation
of other sites had no effect on TSHR activity. Moreover,
the mutation at Asn77 completely removed the recep-
tor affinity for TSH, as in the case of the absence of all
six N-glycans. The mutation of Asn113 only decreased
this affinity [52]. Therefore, it can be concluded that
the presence of N-glycans is indirectly needed for
the attachment of TSH and may affect the binding of
TRADs in GD. The results of reports on insects (Spodop-
tera frugiperda) and bacteria (Escherichia coli) cells that
produced non-glycosylated or partially glycosylated
TSHRs supported this conclusion because TSHRs ex-
pressed in both these organisms were unable to bind
TRAbs and thyrotropin or bound it with low affinity
[53-55]. The addition of N-oligosaccharides to four of
six N-glycosylation sites on TSHR is necessary to bind
the appropriate amount of CNX/CRT lectin chaperones
required for proper receptor folding in the ER. TSHR
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mutants glycosylated at three or fewer sites may not
achieve the correct conformation and are not trans-
ported to cell membrane but remain trapped in ER [51].

Siffroi-Fernandez et al. showed that the interactions
between CNX/CRT and glycosylated TSHR slow down
receptor degradation and have a positive effect on
TSHR stabilisation [56]. One hypothesis assumes that
the presence of six N-glycans on the surface of human
TSHR is one of the factors influencing GD develop-
ment. There are only four sites of N-glycosylation in fish
TSHR, and GD has never been observed in cats, dogs,
and mice with five N-glycosylation sites; therefore, it
is possible that the higher TSHR N-glycosylation may
correlate with the degree of receptor immunogenicity
and have an affect on the breakdown of immunological
tolerance [57, 58].

In the first stage of an autoimmunity process in
AITD, thyroid antigens are captured, internalised, and
processed by antigen-presenting cells (APCs) such as
macrophages and dendritic cells. APCs present specific
thyroid antigens to T and B cells, and it leads to their
activation and the production of autoantibodies [59].
Thyroid surface glycoproteins are recognised by a man-
nose receptor (ManR) present on the APCs surface.
ManRs are calcium-dependent transmembrane proteins
with phagocytic and endocytic properties. They con-
tain C-type carbohydrate recognition domains (CRDs),
which function as lectins and have the ability to bind
Man as well as Fuc, GIcNAc, and sulphate residues
in N-glycans [60-62]. In the soluble TSHR A subunit
with the molecular weight of 60 kDa, 43% of the mass
corresponds to N-oligosaccharides. CRDs bind both to
TSHR A subunit and TSH holoreceptor via N-glycans. It
is believed that this interaction plays an important role
in the GD development [61, 63]. It has been also sug-
gested that A subunit shed from the thyrocyte surface
most likely penetrates into thyroid lymph nodes (not
into the blood), where is processed by APCs, and it con-
sequently leads to the humoral immune response [29].
N-glycans are necessary not only for the recognition of
TSHR by APCs, but also are involved in the next step of
immune response. Research from the 1990s showed that
N-oligosaccharides on TSHR A subunit are involved in
the autoantibody binding to receptor [64].

Autoimmune diseases are accompanied by the
alterations of antibody (immunoglobulin, Ig) gly-
cosylation. TSHR autoantibodies mainly belong
to the G-class of immunoglobulins (IgGs). IgG is
composed of Fab fragments that bind an antigen
and Fc (crystallisable) fragment responsible for the
effector functions. The Fc fragments of IgG contain
two N-glycans attached to Asn297. The complete
biantennary complex-type IgG structures contain
Man, Gal, GlcNAc, and Fuc and may also be «(2,3)- or
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a(2,6)-sialylated [10, 41, 65]. The sugar chains of IgG
affect its structure by stabilising the conformation and
geometry of the molecule and increase resistance to
proteases. N-glycans regulate the IgG release by B
lymphocytes, their proper functioning, and IgG bind-
ing to other proteins. Changes of IgG glycosylation
are well documented in some autoimmune diseases,
mainly agalactosylation in rheumatoid arthritis [10,
66]. Alteration of glycan structure leads to abnormali-
ties in the binding of IgG to the complement system,
which results in uncontrolled complement activation
and the development of inflammation [67, 68]. IgG
glycosylation has been studied in AITD to a limited
extent so far. Glycosylation changes were observed in
anti-thyroglobulin (TgAb) IgG in patients with GD and
Hashimoto’s thyroiditis (HT), another very common
AITD. TgAbs are present in the majority of HT (up to
90%) and many GD patients (up to 40%) [69]. Serum
TgAb showed the lower core fucosylation in HT than
GD and thyroid cancers [70], while in comparison to
healthy donors the level of a(1,6)-fucosylation and
sialylation in HT patients was elevated. Moreover,
a positive correlation between the amount of sugars
attached to IgG and the concentration of TgAb in the
blood of HT patients was observed [71]. Our latest
study also showed the altered «(1,6)-fucosylation of
IgG from AITD patients examined in three huge Eu-
ropean cohorts [72]. To date no studies have been per-
formed to determine whether glycosylation of TRAb is
changed in GD. The main reason is the low concentra-
tion of anti-thyroid IgG, including TRAD, in the human
serum of healthy individuals (control group) to purify
enough specific thyroid Ab for comparative profiling
of glycan structures by high-throughput methods
such as high-performance liquid chromatography
(HPLC) [72].

Conclusions

N-glycosylation is a key process which regulates TSH
receptor structure and function [74]. N-glycans are cru-
cial for the proper folding of TSHR protein, the receptor
trafficking to the cell membrane, as well as the binding
of TSH and TRAb produced in thyroid autoimmunity
to TSHR [48]. It is well known that glycosylation plays
a significant role in tumour progression, metastasis,
and immune modulation of various types of cancers,
including thyroid carcinomas [3, 73]. The contribu-
tion of glycosylation changes to disease progress was
shown also in autoimmunity processes [66], among
others those taking place in the thyroid gland [72, 75].
It was hypothesised that TSHR glycans are involved in
breaking the self-tolerance state in GD [57]. The detailed
analysis of TSHR glycosylation alterations in AITD is

crucial for verification of this hypothesis and is neces-
sary to better understand the pathological mechanism
of thyroid autoimmunity.
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Streszczenie

Hormon tyreotropowy (TSH), produkowany przez gruczolowg czesci przysadki, kontroluje prace tarczycy przez swoisty receptor (TSHR)
zlokalizowany w blonie tyreocytéw. Receptor ten jest typowym receptorem blonowym sprzezonym z bialkiem G, siedmiokrotnie prze-
chodzacym przez blong komdrkowa (7TMR). Dojrzaty receptor, obecny w blonie komérkowej, zbudowany jest z podjednostki A obejmu-
jacej duza, zewnatrzkomoérkowa domene oraz podjednostki B, na ktora sklada sie krétki zewnatrzkomérkowy fragment zakotwiczony
w blonie komérkowej oraz czes¢ wewnatrzkomérkowa. Receptor TSH podlega licznym modyfikacjom potranslacyjnym decydujacym
0 jego ostatecznej strukturze oraz w istotny sposéb wplywajacych na jego aktywnoéc. Jest obficie N-glikozylowanym biatkiem, co wynika
z obecnodci szesciu miejsc N-glikozylacji w domenie zewnatrzkomoérkowej (Asn77, Asn99, Asn113, Asn177, Asn198, Asn302), w wiekszosci
ewolucyjnie konserwatywnych. N-glikany stanowig 30-40% masy czasteczkowej receptora. Glikany sg niezbedne do transportu receptora
do blony komérkowej oraz wigzania TSH przez receptor. W czasteczkach TSHR stwierdzono obecnosé¢ N-oligosacharydéw fukozylowanych
i sjalowanych. Zwiekszona zawartoé¢ kwasow sjalowych w glikanach TSHR pozytywnie koreluje z wigzaniem TSH przez receptor oraz
wydtuza czas wbudowania receptora do blony komérkowej. Receptor TSH jest gtéwnym autoantygenem w chorobie Gravesa-Basedowa
(GD) bedacej chorobg autoimmunizacyjng tarczycy. Jedna z hipotez zaklada, ze N-glikozylacja TSHR u ludzi wplywa na przelamanie
stanu autotolerancjiirozwdj GD. N-oligosacharydy sg niezbedne do prawidlowego funkcjonowania receptora TSH, a takze przyczyniaja

sie do patogenezy GD. (Endokrynol Pol 2019; 70 (1): 94-100)

Stowa kluczowe: TSHR; N-glikozylacja; sjalilacja; tarczyca; choroba Gravesa-Basedowa

Wstep

Dotaczanie oligosacharydéw (glikanéw) do biatlek,
okreslane jako glikozylacja, jest najbardziej powszechna
i zr6znicowana potranslacyjng modyfikacja. Dodawa-
nie weglowodanéw do tancuchéw polipeptydowych
skutkuje duza heterogennoscia glikozylowanych bialek.
Glikany znaczaco zmieniaja wlasciwosci fizykoche-
miczne czasteczek [1]. Ponadto, glikozylacja odgrywa
wazna role w wielu procesach biologicznych, gtéw-
nie w prawidlowym faldowaniu biatek, interakcjach
miedzy komérkami, organizacji blony komérkowej
i odpowiedzi immunologicznej. Glikozylowane biatka
(glikoproteiny) sa obecne w kazdej tkance i komoérce or-
ganizmu. Szacuje sie, ze wiecej niz polowa wszystkich
biatek zawiera zwigzane oligosacharydy [2—4]. Receptor
hormonu tyreotropowego (TSHR, thyroid-stimulating
hormone receptor) jest jednym z mocno glikozylowanych
biatek blonowych. N-oligosacharydy stanowig ponad
30% masy czasteczkowej tej glikoproteiny. Do funk-
cjonowania receptora niezbedna jest cze$¢ cukrowa

[5]. W niniejszej pracy scharakteryzowano strukture
glikanéw zidentyfikowanych w czgsteczce TSHR oraz
ich role w biologii receptorow.

N-glikozylacja

N-glikozylacja jest — obok O-glikozylacji oraz
O-GlcNAcylacji — jedng z najbardziej powszech-
nych modyfikacji potranslacyjnych bialek. W proce-
sie N-glikozylacji oligosacharydy sa kowalencyjnie
dolaczane do azotu grupy amidowej bocznej reszty
asparaginy (Asn) w sekwencji Asn-X-Ser/Thr (gdzie X
oznacza dowolny aminokwas oprdcz proliny) przez
reszte N-acetyloglukozoaminy (GlcNAc). W czasteczce
polipeptydu wystepuje wiele potencjalnych miejsc
glikozylacji, ale proces ten nie zachodzi w kazdym
znich. Enzymy zaangazowane w proces N-glikozylacji
dzieli sie na dwie grupy: glikozylotransferazy, odpo-
wiedzialne za dolaczanie nowych reszt cukrowych,
oraz glikozydazy, ktére odlaczaja monosacharydy
poprzez hydrolize wigzan glikozydowych. Wszystkie

Ewa Poche¢, Zaklad Biochemii Glikokoniugatéw, Instytut Zoologii i Badan Biomedycznych, Uniwersytet Jagiellonski,
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Siateczka Srodplazmatyczna

Polipepty
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Rycina 1. Uproszczony schemat syntezy N-oligosacharyddéw. A. Tetradekasacharydowy prekursor (Gle,Man,GIcNAc,) jest
przytgczony do fosforanu dolicholu, a nastgpnie w siateczce srodplazmatycznej przenoszony jest en bloc na powstajgce biatko przez
oligosacharylotransferazg (OST). B. Po przeniesieniu do aparatu Golgiego, w wyniku obrébki N-oligosacharydu, powstajg glowne typy
N-glikanéw: wielomannozowe/oligomannozowe, hybrydowe i kompleksowe/ztozone. Fuc — fukoza; Gal — galaktoza; Glc — glukoza;
GIcNAc — N-acetyloglukozamina; Man — mannoza; SA — kwas sjalowy

N-oligosacharydy posiadaja pentasacharydowy rdzen
zbudowany z dwoch reszt GIcNAc oraz trzech mannoz
(GleNAc,Man,) [6, 7].

W zaleznosci od skladu laficuchéw bocznych do-
taczonych do rdzenia wyréznia sie trzy gléwne klasy
struktur N-glikanow: wielomannozowe/oligomanno-
zowe, kompleksowe/zlozone i hybrydowe. Glikany
wielomannozowe sg najstarszymi ewolucyjnie jednost-
kami, ktére w zewnetrznej czedci zawieraja od 5 do 9
Man. Oligosacharydy typu kompleksowego, w prze-
ciwienistwie do struktur wielomannozowych, w czesci
zewnetrznej zbudowane sa z reszt GIcNAc i galaktozy
(Gal), ale nie z Man. Zawieraja rowniez fukoze (Fuc)
i terminalnie zlokalizowany kwas sjalowy (SA). Oligo-
sacharydy typu hybrydowego sa formami posrednimi
miedzy strukturami oligomannozowymi i zlozonymi,
poniewaz zawieraja zaréwno lancuch mannozowy, jak
i anteny typu kompleksowego. Synteza oligosachary-
déw orazich dofaczanie do bialek zachodzi w siateczce
§rodplazmatycznej (ER, endoplasmic reticulum) oraz
aparacie Golgiego (ryc. 1) [8-10].

Stopien N-glikozylacji biatka zalezy od aktywnosci
enzymow, dostepnoéci prekursoréw i nukleotydowych
donoréw cukréw, ktére w wiekszosci powstaja w cyto-
plazmie z urydynodifosforanu (UDE uridine diphosphate)
oraz guanozynodifosforanu (GDE guanosine diphosphate)
[11]. Synteza N-glikanéw sklada sie z czterech eta-
pow: syntezy prekursora oligosacharydu zwigzanego
z lipidowym nosnikiem (fosforanem dolicholu), prze-
niesienia tancucha cukrowego na biatko oraz obrébki

i wydluzania tahcuchéw N-oligosacharydéw. Prekur-
sorem wszystkich struktur N-glikanéw jest utworzony
wewnatrz ER tetradekasacharyd (Glc,Man ,GlcNAc,)
przylaczony do dolicholu. Prekursor ten jest nastepnie
przenoszony en bloc z reszty dolicholu na Asn w po-
wstajacym polipeptydzie przez enzym oligosacharylo-
transferaze (OST, oligosaccharyltransferase) (ryc. 1A). Po
przeniesieniu na bialko wszystkie trzy reszty glukozy
(Glc, glucose) sa usuwane przez glukozydazy i w efekcie
powstaje struktura wielomannozowa (Man,GIcNAc,))
[12, 13]. Na tym etapie w tworzeniu przestrzennej
struktury biatka uczestnicza dwie endogenne lektyny:
kalneksyna (CNX, calnexin) i kalretikulina (CRT, calreti-
culin). Dzialaja one jako opiekuiicze czasteczki i maja
zdolnoé¢ wigzania sie z powstajacym bialkiem przez
reszte Glc w N-glikanie Glc,Man GlcNAc, przylaczo-
nym do biatka. Obecnos¢ takiej struktury na polipep-
tydzie wskazuje na jego niepelna lub nieprawidlowa
konformacje. Polaczenie CNX/CRT z Glc prowadzi
do zmniejszenia agregacji glikoprotein i zwiekszenia
wydajnosci faldowania. Usuniecie terminalnej Glc
w prekursorowym oligosacharydzie jest sygnatem do
uwolnienia biatka o prawidlowej konformacji z ER
[14-16]. Po zakonczeniu syntezy N-glikozylowane
bialko transportowane jest do aparatu Golgiego, gdzie
N-oligosacharydy moga podlegaé¢ dalszym modyfika-
cjom. Enzymy znajdujace si¢ w cysternach aparatu
Golgiego przebudowuja struktury oligomannozowe,
az do utworzenia ostatecznego N-glikanu (ryc. 1B).
Zalezna od typu komérki ekspresja glikoenzyméw od-
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grywa najwazniejsza role w okre$laniu stopnia irodzaju
glikozylacji biatka oraz prowadzi do powstawania réz-
nych glikoform (wariantéw glikozylacji) biatka [17, 18].

Receptor hormonu tyreotropowego (TSHR)

Receptor hormonu tyreotropowego jest czlonkiem
podrodziny receptoré6w hormonéw glikoproteinowych
(GPHR, glycoprotein hormone receptor), nalezacej do ro-
dziny receptoréw sprzezonych z bialkiem G, zawieraja-
cych powtérzenia bogate w leucyne (LGR). Rodzina ta
obejmuje takze receptory hormonu folikulotropowego
(FSH, follicle-stimulating hormone), luteinizujacego (LH,
luteinising hormone) i ludzkiej gonadotropiny kosmoéw-
kowej (hCG, human chorionic gonadotropin) [19, 20]. Gen
kodujacy TSHR znajdujacy sie na chromosomie 14q31.1,
sklada sie z 190 778 par zasad i 10 egzonéw [21]. Na
podstawie sekwencji cDNA dlugo$é¢ TSHR oszacowano
na 764 aminokwaséw. Masa czgsteczkowa TSHR wynosi
okoto 84,5 kDa [22]. Oprécz komoérek tarczycy TSHR
ulega ekspresji takze w limfocytach, tkance ttuszczowej
imoézgu [23].

Struktura TSHR

Receptor hormonu tyreotropowego jest typowym re-
ceptorem sprzezonym z biatkiem G zbudowanym z 7
transblonowych, hydrofobowych domen. N-koncowy
odcinek receptora skierowany jest na zewnatrz komor-
ki. Zewnatrzkomérkowa domena (ektodomena) liczy

polowe masy czasteczkowej TSHR i zawiera miejsce
wiazace TSH, ktére posiada 9 motywoéw bogatych
w leucyne (LRR, leucine-rich regions). C-konhcowa czes¢
receptora, zlokalizowana po stronie cytoplazmatycznej,
odpowiada za oddzialywanie z bialkami G [24, 25].
W przeciwienistwie do pozostalych czlonkéw rodziny
LGR, TSHR podlega wielu potranslacyjnym modyfika-
cjom, co prawdopodobnie decyduje o udziale receptora
TSH w procesie autoimmunizacyjnym w chorobie
Gravesa-Basedowa [22]. Ektodomena TSHR jest cieta
proteolitycznie, co prowadzi do powstania podjedno-
stek: duzej A i malej B. Podjednostki te sa polaczone
wigzaniami dwusiarczkowymi. Wyznaczono dwa
podstawowe miejsca hydrolizy wigzania peptydowego
zachodzgcej w trakcie obrébki potranslacyjnej TSHR.
Pierwsze N-koficowe miejsce znajduje sie pomiedzy
304. a 316. aminokwasem, a drugie C-koficowe jest
umieszczone w sekwencji aminokwasowej 366-369.
Podjednostka B sklada sie z domeny transblonowej
siedmiokrotnie przechodzacej przez blone komor-
kowa, czedci wewnatrzkomérkowej i fragmentu
karboksylowego. Podjednostka A jest gléwna czescig
ektodomeny. Peptyd C faczy podjednostki AiB (ryc. 2).
Proteolityczne ciecie jest katalizowane przez metalopro-
teinazy lub enzymy podobne do konwertazy czynnika
martwicy nowotworu [26, 27]. Sugeruje si¢, ze enzymy
odpowiedzialne za ciecie moga naleze¢ tez do rodziny
adamalizyn (ADAM, a disintegrin and metalloproteina-
ses). Biatka ADAM (zawierajace domene dezintegryny

—_— ASN-X-Ser/ T =

Motywy bogate w leucyne

GlcNAc
Fuc
Man
Gal

SA NH

<edem

Podjednostka A

Miejsce N-glikozylacii

Peptyd C

Wewnatrzkomarkowa

Zewnatrzkomadrkowa

COOH

Podjednostka B

Rycina 2. Struktura TSHR z zaznaczonymi potencjalnymi miejscami N-glikozylacji. Asn — asparagina; Fuc — fukoza; Gal — galaktoza;
Glc— glukoza; GleNAc — N-acetyloglukozamina; Man — mannoza; SA — kwas sjalowy; Ser — seryna; Thr — treonina; X — dowolny

aminokwas oprdcz proliny
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i metaloproteinazy) sa zwiazane z blona komérkowa
i odgrywaja role w réznych procesach biologicznych,
w tym w wydzielaniu cytokin i czynnikéw wzrostu,
interakcjach miedzy komérkami i fuzjg bton komor-
kowych. Zaréwno przeciete, jak i nieprzeciete formy
TSHR wystepuja na powierzchni komérek, jednak
w réznych proporcjach. Przewaga jednej z tych postaci
moze by¢ regulowana przez TSH, interakcje miedzyko-
moérkowe lub multimeryzacje receptora [28, 29].

Rola TSHR
Receptor hormonu tyreotropowego odgrywa krytycz-
na role w rozwoju i prawidlowym funkcjonowaniu
gruczolu tarczowego. Pojedynczy tyreocyt (komoérka
pecherzykowa tarczycy) zawiera okoto 1000 czasteczek
TSHR na swojej powierzchni. Wiazanie TSH z recep-
torem prowadzi do zmian w jego konformacji [30].
Powoduje to fosforylacje GDP do trifosforanu guano-
zyny (GTE guanosine-5'-triphosphate) w podjednostce
bialka G i jej aktywacje. Nastepnie biatko G dysocjuje
do aktywnej podjednostki Ga-GTP i nieaktywnej Gfy.
Podjednostka Ga-GTP aktywuje cyklaze adenylowa lub
fosfolipaze C (PLC, phospholipase C). W kolejnym etapie
cyklaza adenylowa aktywuje kinaze biatkowg A (PKA,
protein kinase A) poprzez cykliczny adenozyno-3',5'-
monofosforan (cAME, cyclic 3°,5"-adenosine monophos-
phate), podczas gdy PLC rozklada fosfatydyloinozytol
(IB phosphatidylinositol) do diacyloglicerolu (DAG,
diacylglycerol) i trifosforanu inozytolu (IP,, inositol tri-
sphosphate). Diacyloglicerol aktywuje kinaze bialkowa
C, aIP,uwalnia jony Ca** z siateczki Sréd plazmatycznej
[31, 32]. Kinazy bialkowe uruchamiaja kolejne mecha-
nizmy sygnalizacyjne, ktére ostatecznie stymuluja
wiele proceséw zwigzanych z synteza i uwalnianiem
hormonéw tarczycy, gléwnie wychwyt jodu, produkcje
nadtlenku wodoru, zwigkszong synteze tyreoperok-
sydazy (TPO, thyroperoxidase) [33, 34]. Wiazanie TSH
z jego receptorem stymuluje produkcje i uwalnianie
hormonéw tarczycy: trijodotyroniny (T,) i tyroksyny
(T,). Hormony tarczycy majg plejotropowe dziatanie.
Kontrola metabolizmu poprzez zwigkszong produkcje
energii jest najwazniejszym zadaniem regulacji hormo-
nalnej tarczycy. Hormony T,i T, reguluja zuzycie tlenu,
aktywuja enzymy laficucha oddechowego, a takze
zwiekszaja liczbe i rozmiar mitochondriéw [24].
Receptor hormonu tyreotropowego moze induko-
wac rézne efekty w zaleznosci od tkanki, w ktdrej ulega
ekspresji. W wysepkach trzustkowych u gryzoni wiaza-
nie TSH z receptorem stymuluje aktywnos¢ promotora
transportera glukozy 2 (GLUT2, glucose transporter 2)
[35]. Hepatocyty bez ekspresji TSHR wykazujg zabu-
rzenia watrobowego metabolizmu lipidéw. U myszy
z nokautem TSHR specyficznym dla watroby stezenie
cholesterolu przenoszonego przez lipoproteiny o ni-

skiej gestosci (LDL, low density lipoprotein) w watrobie
isurowicy jest nizsze [36]. Aktywacja TSHR uczestniczy
w réznicowaniu mezenchymalnych komérek macierzy-
stych w biala i brunatna tkanke ttuszczowa [37]. Wyniki
ostatnich badan przeprowadzonych przez Liu i wsp.
wskazuja, ze TSHR bierze réwniez udzial w rozwoju
nowotworéw tarczycy. W badaniu wykazano, ze brak
TSHR sprzyja tworzeniu przerzutéw u pacjentéw
ze zréznicowanymi rakami tarczycy (DTC, differenti-
ated thyroid cancer), co skutkuje gorszym rokowaniem.
Natomiast ekspresja TSHR obniza inwazje komodrek
nowotworowych poprzez hamowanie przejscia nablon-
kowo-mezenchymalnego (EMT, epithelial-mesenchymal
transition) komérek DTC [38].

Receptor hormonu tyreotropowego jest glownym
autoantygenem w chorobie Gravesa-Basedowa (GD),
jednej z najczestszych choréb autoimmunizacyjnych
tarczycy (AITD, autoimmune thyroid diseases). Przyczyna
rozwoju AITD jest przelamanie tolerancji immunolo-
gicznej w stosunku do TSHR i zwiekszona aktywnos¢
tarczycy. Utrata autotolerancji powoduje produkcje
autoprzeciwcial skierowanych przeciwko TSHR (TRADb)
[39]. W zaleznosci od wplywu autoprzeciwcial na
aktywno$¢ tarczycy rozréznia sie dwa rodzaje TRAb.
Jedne z nich dzialaja jak agonisci TSH i stymuluja
aktywnos¢ TSHR, zwigkszajgc synteze hormonow
tarczycy, co prowadzi do nadczynnosci gruczotu. Sty-
mulujace TRAD sa obecne u wiekszosci pacjentéw z GD.
Drugie TRAb, nazywane przeciwcialami blokujacymi,
wystepuja rzadziej i hamujg aktywacje receptora [40].
Co wazne, gléwnym autoantygenem, ktéry wiaze sie
ze stymulujgcymi TRAD, nie jest receptor TSH, ale jego
uwalniana podjednostka A. Chociaz GD jest czesta
chorobg autoimmunizacyjna tarczycy i dotyka okoto 1%
populagji, okreslenie stezenia TRAb w surowicy pacjen-
ta jest trudne przy uzyciu konwencjonalnych metod
diagnostycznych, takich jak testimmunoenzymatyczny
(ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) lub Western
blotting. Pomiar hamowania wigzania TSH z TSHR jest
jedna z metod wykrywania TRAb [41].

Odpowiedz immunologiczna przeciwko TSHR
moze réwniez prowadzi¢ do rozwoju orbitopatii tar-
czycowej (TAO, thyroid-associated orbitopathy), okredlanej
réwniez jako oftalmopatia. Orbitopatia tarczycowa jest
najczedciej wynikiem reakcji autoimmunologicznych
wystepujacych w przestrzeniach poza gatkami oczny-
mi. W miejscach tych akumulowane sa makrofagi,
limfocyty T i B, a takze kolagen i glikozoaminoglikany,
co powoduje akumulacje wody. W efekcie dochodzi do
obrzeku i powiekszenia miesni okulomotorycznych.
Orbitopatia tarczycowa jest czestym objawem GD
i nazywa sie jg oftalmopatiag Gravesa. Zaréwno TSHR,
jak i TRAD, sa prawdopodobnie czynnikami wyzwala-
jacymi proces zapalny w oczodolach [42, 43].
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Przyczyn rozwoju proceséw autoimmunizacyj-
nych w gruczole tarczcowym dotychczas w pelni nie
poznano, wiadomo jednak, ze istotne sg zaréwno
czynniki genetyczne, jak i srodowiskowe [44]. Janego-
va i wspdlpracownicy wykazali, ze infekcja wirusem
Epsteina-Barra (EBV, Epstein-Barr virus) odgrywa
potencjalng role w rozwoju AITD. Sposréd 34 pacjen-
tow z AITD przebadanych pod katem obecnosci EBV
w komorkach tarczycy ekspresje wirusowego RNA
wykazano w 62,5% prébkach pobranych od chorych
z GD. Obecnos¢ EBV stwierdzono gléwnie w jadrze
komoérek pecherzykowych tarczycy [45]. Wykazano,
ze obecna w krwioobiegu podjednostka A TSHR moze
odgrywac role w inicjacji odpowiedzi immunologicz-
nej. Uwalnianie podjednostki A jest gléwnie wynikiem
przerwania mostkéw dwusiarczkowych pomiedzy
podjednostka A i B przez disulfidoizomeraze bialek.
Molekularna mimikra réwniez moze przyczynic sie
do rozwoju GD. Obecnos¢ bakteryjnych i wirusowych
patogendéw o strukturze podobnej do ludzkiego TSHR
prowadzi do produkcji autoprzeciwcial skierowanych
réwniez przeciwko temu receptorowi i powoduje za-
burzenia autotolerancji [23].

Glikozylacja TSHR

Glikozylacja jest jedna z potranslacyjnych modyfikacji
TSHR. N-oligosacharydy, przylaczone do TSHR gtéw-
nie w regionie ektodomeny (ryc. 2), stanowia prawie
jedna trzecig tej glikoproteiny [5, 46]. We wczesnych
badaniach oligosacharydéw zwigzanych z TSHR wy-
kazano, ze dojrzala, calkowicie glikozylowana postac
ludzkiego rekombinowanego receptora w linii komoérek
jajnika chomika chinskiego (CHO-K1) zawiera GlcNAc
przedzielajacy wiazany f(1,4) do tr6jmannozowego
rdzenia N-glikanéw, rdzeniowa Fuc wiazana a(1,6)
do wewnetrznej reszty GlcNAc, Fuc wiazana a(1,3)
do N-acetylolaktozaminy (LacNAc) anten N-glikanéw
oraz wigzang «(1,3) Man. Stosujac lektyne izolowang
z Maackia amurensis (MAL II), stwierdzono, ze w pelni
glikozylowany receptor tyreotropiny jest réwniez
a(2,3)-sjalilowany. Oprécz dojrzatej formy TSHR
o masie czasteczkowej 120 kDa w analizie bialek liza-
tow CHO-K1, wykonanej metoda Western blotingu,
wykrywalny byl takze nizej polozny prazek o masie
100 kDa, odpowiadajacy prekursorowi TSHR. Forma
prekursorowa zawierala N-glikany oligomannozowe
rozpoznawane przez konkanawaline A (Con A, Conca-
navalin A), swoista dla ¢ wiazanej Man i przez lektyne
izolowana z Galanthus nivalis (GNL), specyficzna dla
Man wiazanej a(1,3) [47]. Podczas obrébki w aparacie
Golgiego wielomannozowe N-glikany sg przeksztat-
cane w oligosacharydy typu kompleksowego, ktére sg
charakterystyczne dla dojrzalego receptora obecnego
w blonie komérkowej. N-glikany typu zlozonego sa
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niezbedne do transportu TSHR do blony komérkowej
[48]. De-N-glikozylowany TSHR nie jest obecny na
powierzchni komoérek tarczycy. Ponadto obecnos¢
sjalowanych struktur w czasteczce TSHR chroni biatko
przed proteoliza [49].

Zwiekszona zawartos¢ kwaséw sjalowych w gli-
kanach TSHR koreluje pozytywnie z wigzaniem TSH
przez receptor oraz wydluza czas wbudowania
receptora do blony komoérkowej. W zaleznosci od
rodzaju sjalotransferaz (SIAT, sialyltransferase), ktore
dolaczajg SA do glikandw w pozycjach koncowych,
wykazano réznice w ekspresji TSHR na powierzchni
komérki. Kotransfekcja SIAT1 i SIAT8a z TSHR znacz-
nie zwigkszala ekspresje receptora na powierzchni
komoérkowej w linii fibroblastéw nerki matpiej COS-7
w poréwnaniu z transfekcja SIAT4a. Co wiecej, ko-
transfekcja SIAT1 i SIAT8a zwiekszyla akumulacje
cAMP i produkgje IP, [50].

Receptor hormonu tyreotropowego zawiera w ekto-
domenie 6 potencjalnych miejsc N-glikozylacji w pozy-
cjach: Asn77, Asn99, Asn113, Asn177, Asn198 i Asn302
(ryc. 2). Wiekszos¢ z nich jest ewolucyjnie konserwa-
tywna, a jedynie Asn113 jest unikalnym miejscem
glikozylacji dla ludzkiego TSHR [51]. Wykazano, ze
zastapienie Asn glutaming w pozycjach 77 lub 113
przy uzyciu ukierunkowanej mutagenezy wplywa na
aktywnosé¢ biologiczng TSHR. Brak N-glikanéw przy-
taczonych do Asn77 i Asnll3 spowodowat catkowita
utrate syntezy cAMP stymulowanej wigzaniem TSH.
De-N-glikozylacja innych miejsc nie miata wptywu na
aktywnosé¢ TSHR. Co wiecej, mutacja w Asn77 catko-
wicie usuwala powinowactwo receptora do TSH, tak
jak w przypadku braku wszystkich szedciu N-glikanéw,
natomiast mutacja Asn113 tylko zmniejszala to powi-
nowactwo [52]. Z tego powodu mozna stwierdzi¢, ze
obecnoé¢ N-glikanéw jest posrednio potrzebna do
wigzania TSH z receptorem i moze wplywaé na wig-
zanie TRAb w GD. Wyniki badah przeprowadzonych
na komoérkach owadoéw (Spodoptera frugiperda) i bakterii
(Escherichia coli) produkujacych nieglikozylowane lub
czesciowo glikozylowane TSHR potwierdzajg ten
wniosek, poniewaz TSHR ulegajace ekspresji w obu
tych organizmach nie wigzaty TRAb i tyreotropiny lub
wigzaly je z niskim powinowactwem [53-55]. Dolgcza-
nie N-oligosacharydéw do czterech z szeSciu miejsc
N-glikozylacji TSHR jest konieczne do zwigzania od-
powiedniej liczby chaperonéw lektynowych CNX/CRT,
wymaganych do prawidlowego faldowania receptora
w ER. Mutanty TSHR glikozylowane w trzech lub
mniejszej liczbie miejsc glikozylacji moga nie uzyska¢
prawidlowej konformagji i nie sa transportowane do
blony komoérkowej, lecz pozostajg uwiezione w ER [51].

Siffroi-Fernandez i wsp. wykazali, Ze interakcje
miedzy CNX/CRT a glikozylowanym TSHR spowalniaja
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degradacje receptora i majq pozytywny wplyw najego
stabilizacje [56]. Jedna z hipotez zaklada, Zze obecnos¢
szeSciu N-glikanéw na powierzchni ludzkiego TSHR
jestjednym z czynnikéw wplywajacych na rozwoj GD.
U rybistnieja tylko 4 miejsca N-glikozylacji w receptorze
TSH, a 5 wykazano u kotéw, pséw i myszy, w przypad-
ku ktérych nigdy nie stwierdzono autoimmunizacji
typowej dla choroby GD wystepujacej u ludzi. Z tego
powodu jedna z hipotez zaklada, Ze intensywniejsza
N-glikozylacja TSHR u ludzi, wynikajaca z obecnosci
6 motywow Asn-X-Ser/Thr w sekwencji aminokwaso-
wej, moze korelowa¢ ze stopniem immunogennosci
receptora i mie¢ wplyw na utrate tolerancji immuno-
logicznej [57, 58].

W pierwszym etapie procesu autoimmunizacji
w AITD antygeny tarczycy sa wychwytywane, in-
ternalizowane i przetwarzane przez komorki pre-
zentujace antygen (APC, antigen-presenting cell), takie
jak makrofagi i komorki dendrytyczne. Komérki te
prezentuja swoiste antygeny tarczycy limfocytom T
iB, co prowadzi do ich aktywacji i produkcji autoprze-
ciwcial [59]. Powierzchniowe glikoproteiny tarczycy sa
rozpoznawane przez receptory mannozowe (ManR)
obecne na powierzchni APC. Receptory ManR to za-
lezne od wapnia bialka transblonowe o wlasciwosciach
fagocytarnych i endocytarnych. Zawieraja one domeny
typu C rozpoznajace weglowodany (CRD, carbohydrate
recognition domain), ktére dzialaja jak lektyny i maja
zdolno$¢ wigzania Man, jak réwniez Fuc, GIcNAci reszt
siarczanowych w N-glikanach [60-62]. W podjednostce
A TSHR o masie czasteczkowej 60 kDa az 43 % masy od-
powiada N-oligosacharydom. Domeny CRD wiaza sie
zaréwno z podjednostka A TSHR, jak i holoreceptorem
TSH poprzez N-glikany. Uwaza sie, ze ta interakcja od-
grywa wazna role w rozwoju GD [61, 63]. Sugerowano
réwniez, ze podjednostka A uwalniana z powierzchni
tyrocytéw najprawdopodobniej przenika do weztéw
chtonnych tarczycy (nie do krwi), gdzie jest przetwa-
rzana przez APC i w konsekwencji prowadzi do hu-
moralnej odpowiedzi immunologicznej [29]. N-glikany
sa niezbedne nie tylko do rozpoznawania TSHR przez
APC, ale takze sa zaangazowane w kolejny etap od-
powiedzi immunologicznej. W badaniach przeprowa-
dzonych w latach 90. wykazano, ze N-oligosacharydy
podjednostki A TSHR sa zaangazowane w wiazanie
autoprzeciwcial z receptorem [64].

Chorobom autoimmunizacyjnym towarzysza
zmiany glikozylacji przeciwcial (immunoglobulin
— Ig). Autoprzeciwciala TSHR naleza gléwnie do Ig
klasy G (IgG) sktadajacych sie z fragmentéw Fab, ktére
wigza antygen i fragmentéw Fc odpowiedzialnych za
funkcje efektorowe. Do fragmentéw Fc IgG doltaczone
sa dwa N-glikany w pozycji Asn297. Kompletne dwu-
antenowe struktury IgG typu zlozonego zawieraja

Man, Gal, GlcNAc, Fuc, a takze moga by¢ a(2,3)- lub
a(2,6)-sjalowane [10, 41, 65]. Laficuchy cukrowe IgG
wplywaja na strukture przeciwcial poprzez stabilizacje
konformacji i geometrii czasteczki oraz zwiekszaja
odpornoé¢ na aktywnos¢ proteaz. N-glikany reguluja
uwalnianie IgG przez limfocyty B, ich prawidlowe
funkcjonowanie i wigzanie IgG z innymi biatkami.
Zmiany w glikozylacji IgG sa dobrze udokumento-
wane w niektérych chorobach autoimmunizacyjnych
(dotyczy to gléwnie agalaktozylacji w reumatoidal-
nym zapaleniu stawoéw) [10, 66]. Zmiana struktury
glikanu prowadzi do nieprawidlowoéci w wigzaniu
IgG z ukladem dopelniacza, co skutkuje niekontro-
lowana jego aktywacja i rozwojem zapalenia [67, 68].
Dotychczas glikozylacje IgG w AITD badano w ogra-
niczonym zakresie. Zmiany glikozylacji obserwowano
w IgG skierowanych przeciwko tyreoglobulinie (TgAb,
thyroglobulin) u pacjentéw z GD oraz z zapaleniem
tarczycy typu Hashimoto (HT, Hashimoto’s thyroiditis),
innym bardzo czestym schorzeniem nalezacym do
AITD. Przeciwciala przeciw tyreoglobulinie sa obecne
w surowicy wiekszosci chorych zHT (do 90%) i u wielu
pacjentéw z GD (do 40%) [69]. Wykazano, ze TgAb
obecne w krwi chorych z HT charakteryzuja sie stabsza
fukozylacja rdzenia niz u pacjentéw z GD i u chorych
z rakiem brodawkowatym tarczycy [70], podczas gdy
poziom a(1,6)-fukozylacjii sjalilacji u pacjentéw z HT
byt podwyzszony w poréwnaniu ze zdrowymi daw-
cami. Ponadto, zaobserwowano dodatnia korelacje
miedzy glikozylacja IgG a stezeniem TgAb we krwi
pacjentéw z HT [71]. W ostatnich badaniach w trzech
duzych europejskich kohortach réwniez wykazano
zmieniona «(1,6)-fukozylacje IgG u pacjentéw z AITD
[72]. Dotychczas nie przeprowadzono zadnych badan
w celu ustalenia, czy glikozylacja TRAb ulega zmianie
w GD. Gléwnym powodem jest zbyt niskie stezenie
IgG przeciwko antygenom tarczycy (w tym TRAD)
w surowicy oséb zdrowych (grupa kontrolna), unie-
mozliwiajace izolacje przeciwcial w ilosci koniecznej
do przeprowadzenia analizy poréwnawczej struktury
N-glikanow, ktéra standardowo dla IgG wykonuje sie
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC, high-performance liquid chromatography) [72].

Whioski

N-glikozylacja jest kluczowym procesem regulujacym
strukture i funkcje receptora TSH [74]. N-glikany sa
niezbedne dla prawidlowego faldowania biatka TSHR,
wbudowywania receptora do blony komoérkowej, jak
réwniez wigzania TSH i przeciwcial TRAb obecnych
w chorobach autoimmunizacyjnych tarczycy [48]. Po-
wszechnie wiadomo, ze glikozylacja odgrywa istotna
role w progresji guza, przerzutach i modulacji immuno-
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logicznej réznych typéw nowotwordéw, w tym guzéw
tarczycy [3, 73]. Udzial zmian glikozylacji w postepie
choroby wykazano réwniez w procesach autoimmuni-
zacyjnych [66], miedzy innymi w gruczole tarczowym
[72, 75]. Postawiono hipoteze, zgodnie z ktéra glikany
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TSHR biorg udzial w przelamywaniu stanu tolerancji
w GD [57]. Do weryfikacji tej hipotezy ilepszego zrozu-
mienia patologicznego mechanizmu autoimmunizacji
tarczycy konieczne jest dokonanie szczeg6élowej analizy
zmian glikozylacji TSHR w AITD.



