PRACE POGLADOWE

Adv. Clin. Exp. Med. 2003, 12, 5, 653-663
ISSN 1230-025X

IwoNA KATNIK-PRASTOWSKA

Struktura i biologia kwasow sjalowych
Structure and Biology of Sialic Acids

Katedra Chemii i Immunochemii AM we Wroctawiu

Streszczenie

Do rodziny kwaséw sjalowych zalicza si¢ pochodne kwasu neuraminowego, monosacharydu o 9 atomach wegla,
stanowigcego sktadnik wielu glikokoniugatéw (glikoprotein i glikolipidéw), szczeg6lnie u wyzszych zwierzat.
Wystgpowanie wariantow kwasu sjalowego zalezy od gatunku oraz typu komorki i jej stadium rozwojowego. Kwas
sjalowy zajmuje w glikanach glikokoniugatéw pozycje koricowg i nadaje ustrojowym czgsteczkom tadunek ujem-
ny. Ta reprezentatywna pozycja kwasu sjalowego w strukturach ztozonych predysponuje jg do uczestnictwa w od-
dziatlywaniach komérkowych i migdzyczasteczkowych. W pracy oméwiono modyfikacje kwasu N-acetylo-5-neu-
raminowego, okreslono wptyw kwasu sjalowego na wiasciwosci fizykochemiczne i immunologiczne oraz na ka-
tabolizm glikoprotein. Przedstawiono takze wspdlczesny stan wiedzy o biologicznej funkcji kwaséw sjalowych,
ich modulujacg role w komérkowych i migdzyczgsteczkowych procesach biologicznego rozpoznania. Dyskutowa-
no znaczenie ekspresji glikoform 02,3, 02,6 lub 02,8 sjaloglikoprotein w fizjopatologii organizmu ludzkiego
(Adyv. Clin. Exp. Med. 2003, 12, 5, 653-663).

Stowa kluczowe: kwasy sjalowe, kwas N-acetylo-5-neuraminowy, kwas N-glikolilo-5-neuraminowy, biologiczne
rozpoznanie, sjaloglikoformy.

Abstract

To the sialic acid family belongs derivatives of neuraminic acid (Neu), monosaccharide with nine carbons, being
component of most glycoconjugates (glycoproteins and glycolipids), particularly in higher animals. The distribu-
tion of sialic acid variants is species specific and depends on the cell type and its development stage. Sialic acid is
exposed as terminal component of sialylated glycoconjugates and contributes significantly to the overall negative
charge of the cell surface and glycoproteins. This representative outer position of sialic acid in glycans and com-
plex molecules predisposes it to the participation in cellular and molecular interactions. In the present review so-
me modifications of N-acetyl-5-neuraminic acid are described, and the role of sialic acid in physicochemical and
immunological properties as well as in glycoprotein catabolism is discussed. This article also summarizes know-
ledge about the modulatory effect of sialic acid on biological recognition events between cells as well as cell-mo-
lecule interactions. Finally, some information about the significance of 02,3 or 02,6 and 02,8 sialoglycoprotein
glycoform expression in physiopathological conditions of human organism are given (Adyv. Clin. Exp. Med. 2003,
12, 5, 653-663).

Key words: sialic acids, N-acetyl-5-neuraminic acid, N-glycolylo-5-neuraminic acid, biological recognition,
sialoglycoforms.

Wystgp()wanie przy anomerycznym weglu C2 i zjonizowang
. w ustroju. Rodzing te¢ stanowi ponad 40 naturalnie
i struktury

wystepujgcych pochodnych, giéwnie w postaci
zwigzanej z glikoproteinami i glikolipidami (gli-

Kwasy sjalowe tworzg rodzing monocukrow, kokoniugatami) [1].
pochodnych kwasu neuraminowego — Neu (kwas Czasteczki kwaséw sjalowych wystepujg pra-
5-amino-3,5-dideoksy-2-nonulosonowy; ryc. la) wie we wszystkich zywych organizmach. Rézne

0 9 atomach wegla z wolng grupg karboksylowg formy molekularne wykryto w wirusach, u nie-
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Ryec. 1. Struktury chemiczne kwasu neuraminowego

i jego gtéwnych pochodnych: a — kwas neuraminowy,
b — kwas N-acetyloneuraminowy, NeuSAc, ¢ — kwas
N-glikoliloneuraminowy, Neu5Gc, d — kwas 3-deoksy-
-2-nonulosonowy (kwas 3-deoksy-D-glicero-D-galakto-
nonulosonowy) — Kdn

Fig. 1. Structures of neuraminic acid and its main deri-
vatives: a — neuraminic acid, b — N-acetylneuraminic,
Neu5Ac, ¢ — N-glycolylneuraminic acid, Neu5Gc, d —
3-deoxy-2-nonulosonic acid (3-deoksy-D-glicero-p-ga-
lacto-nononic acid) — Kdn

ktérych bakterii, pierwotniakéw 1 najliczniej
u zwierzat wyzszych. W postaci wolnej kwas sja-
lowy wystepuje w Sladowych ilosciach [2, 3],
a wigkszos¢ sjaloglikokoniugatéw jest wbudowa-
nych do bton komérkowych oraz stanowig rozpu-
szczalne glikoproteiny ptynéw ustrojowych [1-4].
Nadmierne nagromadzenie wolnego kwasu sjalo-
wego w tkankach obserwuje si¢ w chorobie Salla
stanowigcej dziedziczny defekt biatka bedacego
transporterem kwasu sjalowego [5].

Kwas sjalowy wystepuje w strukturach oligo-
sacharydowych w pozycji koricowej, nieredukuja-

acetylacja przy Csg
acetylation at Cy

kwas neuraminowy

neuraminic acid

deaminacja
deamination

Kdn

» Neu5Ac

cej, ztozonych glikoprotein (w tym mucyn) oraz
glikolipidéw, gtéwnie gangliozydéw [6, 7]. Ze
wzgledu na zawartos$¢ kwasu sjalowego i jego roz-
mieszczenie w glikanach dwu-, tréj- oraz cztero-
antenowych N-glikoprotein wyrdznia si¢ glikofor-
my asjalo-, monosjalo-, disjalo- i wysoce usjalo-
wane. Wigkszos¢ glikoprotein surowiczych jest
wysoce usjalowana; wyjatek stanowi immunoglo-
bulina G, zawierajgca tylko 25% cukrow w pelni
usjalowanych [8].

Fundamentalnymi czasteczkami zaliczanymi
do rodziny kwaséw sjalowych sg pochodne N-ace-
tylowe albo N-glikolilowe kwasu neuraminowe-
go (ryc. 1b i ¢; ryc. 2). Pochodna glikolilowa
(Neu5Ge) rézni sie od NeuSAc dodatkowg grupg
hydroksylowg w grupie N-acetylowej [9]. Zwy-
czajowo nazwa ,.kwas sjalowy” dotyczy wszyst-
kich pochodnych kwasu neuraminowego, chociaz
kwas N-acetylo-5-neuraminowy jest forma najcze-
Sciej wystepujacag w organizmach. Czgsto stoso-
wanymi skrétami kwasu N-acetylo-5-neuramino-
wego sa: NeuSAc, SA (sialic acid) oraz dawniej
NANA. Liste réznych zwigzkéw nalezacych do
rodziny kwaséw sjalowych przedstawili w pracach
przegladowych Schauer et al. [1], Kelm i Schauer
[6] oraz Varki [10]. Na rycinie 2 przedstawiono
najczesciej wystepujagce pochodne kwasu neura-
minowego. Specyficzne systemy enzymatyczne
uczestniczg w regulacji wytwarzania odpowiednio
modyfikowanych form kwaséw sjalowych, szcze-
g6lnie w takich procesach, jak organogeneza i me-
tastaza [11].

Kwas N-acetylo-5-neuraminowy (NeuSAc)
jest najbardziej znanym przedstawicielem rodziny
kwaséw sjalowych. W strukturach oligosachary-
dowych N-glikoprotein kwas sjalowy wigze si¢

hydroksylacja przy Cg
hydroxylation at Cg

» Neu5Gc

v v

dodatkowe mozliwe modyfikacje:
additional possible modifications:
C4,7,8,9: - CO'CH3

Cg: -CH3

Cs: SOSH

Cg: PO3H2

Ryc. 2. Modyfikacje kwasu neuraminowego. Kwas N-acetylo-5-neuraminowy (NeuSAc) jest najczgsciej wystepujaca
forma kwasu neuraminowego i stanowi prekursor do syntezy innych pochodnych. Przytaczenie grupy —OH przy
N-acetylowej grupie NeuSAc powoduje powstanie kwasu glikoliloneuraminowego (Neu5AcGc). Zaréwno NeuSAc,
jak i Neu5Ge mogg by¢ dalej modyfikowane przez O-acetylacjg¢, metylacje, estryfikacje nieorganicznymi kwasami.
Odszczepienie grupy aminowej przy C5 kwasu neuraminowego powoduje powstanie Kdn

Fig. 2. Modifications of neuraminic acid. N-acetyl-5-neuraminic acid (Neu5Ac) is a main form of neuraminic acid
and the most frequently occurring. It is also a precursor for biosynthesis of neuraminic acid derivatives. Adding —-OH
group at N-acetyl group of NeuSAc forms N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc). Both Neu5SAc and Neu5Ge could be
modified by O-acetylation, O-methylation, or by ester forming with inorganic acids. Kdn is formed by removing of

C5 amino group from neuraminic acid
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z galaktozg, a w O-glikoproteinach z N-acetyloga-
laktozoaming za pomocg wigzan glikozydowych
typu 02,3 i/lub 02,6. Kwasy sjalowe mogg two-
rzy¢ liniowe polimery, ztozone nawet z 200 reszt
Neu5SAc potaczonych wigzaniem glikozydowym
a2,8. Polisjalowe glikany wykryto w biatkach mu-
cynowych pochodzenia nowotworowego [12] oraz
na komérkowych czasteczkach adhezyjnych
(NCAM) w uktadzie nerwowym [13].

Oprécz N-5-acetylowych pochodnych kwasu
neuraminowego sg rozpowszechnione O-acetylo-
wane pochodne przy jednej albo kilku funkcjonal-
nych grupach hydroksylowych wegli C7-C9 [1,
14, 15], w osoczu O-acetylowane pochodne wy-
kryto dotychczas tylko podczas rozwoju plodu
oraz u chorych na czerniaka [3]. Acetylacja przy
C4 1 metylacja, najczesciej przy CS8, wystepujg
sporadycznie [6]. Spiro i Spiro [16] opisali po-
chodne kwasu neuraminowego, w ktérych grupy
—OH przy weglach C9 lub C8 sg zestryfikowane
kwasami nieorganicznymi, fosforowym lub siar-
kowym. Deaminacja kwasu neuraminowego przy
C5 prowadzi do powstania nowego zwigzku z gru-
pa hydroksylowa przy C5, nazywanego kwasem
ketodeoksynonulosonowym (Kdn: kwas 3-deo-
ksy-D-glicero-D-galaktononulosonowy) (ryc. 1d;
ryc. 2), zidentyfikowanego jako sktadnik ganglio-
zydow [15]. Nietypowe modyfikacje kwasu
N-, O-diacetyloneuraminowego wykryto u Crithi-
dia fasciculata (Flagellate). Pochodne kwasu neu-
raminowego 2,3-didehydro- oraz 2,7 anhydro-,
niemajace wolnej grupy hydroksylowej zdolnej do
tworzenia wigzania glikozydowego, wykryto
w plynach biologicznych i wydzielinach jako wol-
ne, niezwigzane z innymi strukturami [15]. Nalezy
doda¢, ze kazde podstawienie jednej grupy funk-
cyjnej kwasu sjalowego daje mozliwe dwie nowe
struktury cukrowe, a kazda z wymienionych po-
chodnych moze wystepowac jako odmienna gliko-
forma glikokoniugatow, rdéznigca si¢ dodatkowo
typem wigzania anomerycznego (02,3; 02,6;
a2,8), taczacego kwas sjalowy do nastepnego sa-
charydu w sekwencji oligosacharydowe;.

Olbrzymia réznorodno$s¢ monosacharydéw
wystepujacych w odmiennych kombinacjach ste-
reochemicznych pozwolita na wysunigcie hipote-
zy uwzgledniajacej ewentualng role cukréow jako
czasteczek kodujacych informacje biologiczne
w procesach rozpoznania biologicznego [17].
Wiele doniesieri wskazuje, ze ekspresja odpowie-
dnich modyfikacji kwasu sjalowego zalezy Scisle
od gatunku, tkanki i rozwoju organizmu, sugerujac
znaczacg biologiczng funkcje tych zwigzkéw [1,
10, 18]. Wymienione modyfikacje kwasu sjalowe-
go wbudowanego w glikokoniugaty r6znig si¢ do-
stepnoscig dla hydrolitycznego rozpadu przez
swoiste sjalidazy. Na przyktad pochodne zawiera-

jace grupy O-acetylowe lub O-metylowe sg uwal-
niane ze struktur ztozonych wolniej przez wigk-
szo$¢ sjalidaz. Zablokowanie grupy hydroksylo-
wej przy C4 ochrania przed enzymatycznym roz-
szczepieniem [1].

Biologiczna funkcja
kwasow sjalowych

Wplyw na wlasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne
makroczgsteczek

Kwas sjalowy wywiera znaczacy wplyw na
konformacje, rozpuszczalnosé, lepkos¢ i tadunek
glikoprotein. Uczestniczy w stabilizacji struktural-
nych wtasciwosci makroczasteczek, w sktad
ktérych wehodzi. Usunigcie catej czgsci cukrowe;j
z glikoprotein in vitro prowadzi do zmian struktu-
ralnych i fizykochemicznych apoproteiny. Usjalo-
wane glikokoniugaty ostaniajg przed dziataniem
enzymow proteolitycznych czes¢ polipeptydowa,
a szczeg6lnie miejsca o znaczeniu funkcjonalnym.
Ujemny tadunek, jaki niosg kwasy sjalowe zwigza-
ne z glikokoniugatami zawartymi w ptynach ustro-
jowych i zwigzanymi na komérkach, powodujg, ze
glikokaliks wigze wodg¢ 1 jony o przeciwnym ta-
dunku. Szczegdlnie wysoce usjalowane mucyny
dzieki kwasom sjalowym sg zwigzkami silnie uwo-
dnionymi [1]. Migdzy komdrkami a otaczajagcym
zewngtrzkomérkowym matriks dochodzi zaréwno
do przyciggania ujemnie natadowanych kwaséw
sjalowych i czgsteczek o przeciwnym tadunku, jak
i do odpychania czgstek o tym samym tadunku.
Ujemny tadunek usjalowanych erytrocytéw zapo-
biega adhezji krwinek czerwonych [19].

Usjalowane glikany ostaniajg antygenowe
i funkcjonalne miejsca rozlokowane w biatku pod
rozgateziong czgscig cukrowg. Deglikozylacja,
w tym desjalizacja, zachodzaca in vivo jest post-
translacyjng remodyfikacjg glikoprotein. Wysoce
swoiste glikanazy (wymagania dotyczg reszty cu-
krowej, typu wigzania glikozydowego, konfigura-
cji), skracajac struktury oligosacharydowe Iub je
catkowicie usuwajgc, przyczyniajg si¢ do struktu-
ralnego polimorfizmu glikoprotein i wykazujg po-
tencjalng modulujgcg role w interakcjach recep-
tor—ligand.

Reszty kwasu sjalowego mogg nie tylko ma-
skowaé miejsca antygenowe czasteczek, w skiad
ktérych wchodza, ale réwniez stanowic ich istotny
sktadnik. Usunigcie kwasu sjalowego z substancji
uktadu grupowego krwi MN prowadzi do utraty
ich antygenowosci [20]. Dotaczenie kwasu sjalo-



656

I. KATNIK-PRASTOWSKA

wego do antygenéw cukrowych T i Tn, obecnych
na komoérkach nowotworowych, znosi ich immu-
noreaktywnos¢ [21]. Usjalowane oligosacharydy
rozmieszczone na powierzchni bakterii mogg osta-
nia¢ drobnoustréj przed odpowiedzig odporno-
Sciowg gospodarza przez blokowanie syntezy
przeciwciat [15].

Glikozylacja i stopiefi usjalowania rekombi-
nowanych glikoprotein o dziataniu farmakologicz-
nym sg istotne dla stosowania ich w lecznic-
twie, np. odsjalowana erytropoetyna traci zdol-
nos$¢ stymulowania syntezy krwinek czerwonych
in vivo [15].

Kwas sjalowy
ochrania glikoproteiny
przed katabolizmem

Rozmieszczony na koncu oligosacharydo-
wych struktur glikoprotein kwas sjalowy ostania
utozone pod nim reszty galaktozy lub N-acetylo-
galaktozaminy. Degradacja usjalowanych gliko-
protein rozpoczyna si¢ z katalitycznym udziatem
sjalidaz (neuraminidaz), enzyméw zewnatrz- i we-
wnatrzkomoérkowych.

Neuraminidazy sg superrodzing nalezacg do
klasy hydrolaz, sg wszechobecne i1 wystgpujg
u wyzszych eukariota, wirusow, bakterii 1 proto-
zoa. Poszczegdlne unikatowe sjalidazy charakte-
ryzuja si¢ scisle okreslonymi wymaganiami konfi-
guracyjnymi i konformacyjnymi. 4-O-acetylowa-
ne pochodne kwasu sjalowego nie sg hydrolizowa-
ne przez wigkszos¢ sjalidaz. Prawdopodobnie nie-
typowe modyfikacje kwasu sjalowego w pozycji
C4 sg przeszkodg steryczng dla sjalidaz hydrolizu-
jacych Neu5Ac, obecny na wiekszosci fizjologicz-
nych glikoprotein.

Usjalowane i pozbawione kwasu sjalowego
glikoproteiny rdznig si¢ okresem pottrwania
w organizmie. Odsjalowane glikoproteiny z odsto-
nigtg resztg galaktozy lub N-acetylogalaktozami-
ny, w przeciwienstwie do usjalowanych, sg szybko
usuwane z krazenia przez swoiste receptory dla
asjaloglikoprotein. Receptory dla asjaloglikopro-
tein znaleziono na hepatocytach, komoérkach
Kupffera, otrzewnowych makrofagach i plemni-
kach. Receptory réznig si¢ miedzy sobg nie tylko
budowa, ale rowniez funkcjg. Watrobowy receptor
posredniczy w wigzaniu i endocytozie odsjalowa-
nych glikopeptydéw, a receptory na makrofagach
umozliwiajg wchtanianie wigkszych czgstek i ko-
morek (np. limfocytéw, erytrocytéw) pozbawio-
nych kwasu sjalowego [6, 22].

Kwasy sjalowe jako ligandy
uczestniczgce w procesach
rozpoznania biologicznego

Ze wzgledu na koricowe umiejscowienie w se-
kwencji oligosacharydowe;j glikokoniugatéw kwas
sjalowy sa komponentg-determinantg zdolng do
rozpoznania przez inne komorki, czasteczki
lub/i ligandy. Z tego powodu kwasy sjalowe sa
wciaggane w istotne dla funkcji komérkowych pro-
cesy biologicznego rozpoznania; najwazniejsze sg
omoéwione w dalszej czesci artykutu. Nalezy pa-
mietaé, ze funkcja biologiczna glikokomponent
Scisle zalezy od biologicznego kontekstu, w ktd-
rym komoérka aktualnie si¢ znajduje.

Kwasy sjalowe
w procesach zakazenia

Patogenne i niepatogenne drobnoustroje cze-
sto zasiedlaja komoérki organizmu gospodarza
dzigki rozpoznaniu kwasu sjalowego glikokoniu-
gatéw komorek gospodarza przez rozmieszczone
na powierzchni drobnoustroju receptory lektyno-
we. Interakcja ta jest wstepnym etapem adsorpcji
czynnika patogennego na btonie komérkowej go-
spodarza [23, 24]. Interakcja jest swoista i wyma-
ga odpowiedniej konfiguracji kwasu sjalowego.
Oto kilka przyktadéw. Receptory wirusa grypy ty-
pu A i B rozpoznaja kwas sjalowy przytaczony do
glikanéw komorek wigkszosci zwierzat wigza-
niem 02,3, a do komorek ludzkich 1 Swinskich
02,6. Wirus grypy typu C atakuje komorki bogate
w kwas sjalowy dodatkowo acetylowany przy we-
glu C9. Wirus Sendai (Paramyxoviruses) rozpo-
znaje kwas sjalowy 02,3 na glikoproteinach i gli-
kolipidach. Receptorem dla Cardiovirus (encepha-
lomyelitis virus) jest kwas N-acetylo-5-neurami-
nowy albo N-glikolilo-5-neuraminowy, nie stwier-
dzono zaleznosci od typu wigzania anomeryczne-
go [6].

Wstepem do kolonizacji tkanek gospodarza
przez bakterie jest ich tropizm do tkanek gospoda-
rza. U podstaw adhezji bakterii lezg m.in. oddzia-
tywania receptor bakteryjny-ligand sjaloglikopro-
teinowy. Zredukowanie stopnia usjalowania ko-
morek epitelialnych uktadu oddechowego predy-
sponuje do zwigkszonej zachorowalnosci na zaka-
zenie bakteryjne [25]. Escherichia coli wystepujg
w przewodzie pokarmowym ssakow i nie sg pato-
genne dla cztowieka, aczkolwiek szczepy wyposa-
zone w fimbrie mogg by¢ przyczyng zakazenia.
Szczep Escherichia coli, bogaty w S-fimbrie, jest
przyczyna zapalenia moézgu u noworodkéw.
Szczep ten wykazuje swoistos¢ wobec erytrocy-
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tow bogatych w sekwencje zakonczone kwa-
sem sjalowym Neu5Aca2,3Galf31,3GalNAc. Inny
szczep K99 wykazuje powinowactwo do Neu5Gec.
Zakazenia tym szczepem u ludzi sg mato prawdo-
podobne, poniewaz ludzkie komoérki nie majg tej
modyfikacji kwasu sjalowego. Patogenna bakteria
Streptococcus suis wywotuje zapalenie mdzgu
u prosiat, ale nie u ludzi. Okazalo si¢, ze do ad-
hezji tych bakterii dochodzi dzieki interakcji
ze strukturami krwinkowymi zawierajgcymi
Neu5Aca2,3 przytagczonymi do polilaktozoamino-
wych taricuchéw. Istniejg przestanki pozwalajace
sadzié, ze prosigta karmione mlekiem matki, ktére
jest bogate w zlozone oligosacharydy, wykazuja
zmniejszong zdolnos¢ do zachorowania. Usjalowa-
ne cukry mleka, a szczeg6lnie siary sg naturalnymi
ligandami dla bakterii, hamujgc mozliwos¢ oddzia-
tywania z glikokoniugatami btonowymi tkanek go-
spopdarza. Réwniez Helicobacter pylori, gléwny
etiologiczny czynnik aktywnego chronicznego za-
palenia Zotadka, kolonizuje tkanki gospodarza
dzigki przyleganiu bakterii do glikoprotein btono-
wych w sposéb zalezny od kwasu sjalowego [15].
Mniej wiadomo o roli kwaséw sjalowych w me-
chanizmach molekularnych choréb wywotywanych
przez pierwotniaki. Plasmodium falciparum (proto-
zoa), bedacy przyczyng malarii, jest replikowany
w krwinkach czerwonych gospodarza. Do inwazji
dochodzi dzigki rozpoznaniu struktur Neu5Ac02,3
glikoforyny — biatka blonowego erytrocytow.

Struktury sjalo-Lewis

jako ligandy w interakcji

z komoérkowymi receptorami
selektynowymi

Struktury Lewis sg determinantami antygeno-
wymi wystepujacymi nie tylko, jak poczatkowo

sadzono, na krwinkach czerwonych, leukocytach,
ale réwniez na innych btonowych i rozpuszczal-
nych glikokoniugatach i nablonkowych mucynach
[26]. Pod wzgledem chemicznym jest to trisacha-
ryd zbudowany z: D-laktozoaminowego rdzenia
z przylgczong 1—fukozg. Struktury Lewis sg hete-
rogenne i wystepujg jako Lewis® (Le?), Lewis®
(Le®), Lewis* (Le*), LewisY (LeY). W tabeli 1 poda-
no sktad cukrowy i sekwencje struktur sjalo-Lewis.
Kazda z tych struktur moze wystepowac dodatko-
wo w postaci glikoformy usjalowanej kwasem
NeuSAc przytaczonym wigzaniem glikozydowym
o konfiguracji 02,3. Nalezy pamietaé, ze odpowie-
dni typ wigzania determinuje strukture przestrzen-
ng, ma to znaczenie w oddzialywaniach struktur
sjalo-Lewis z ich komérkowymi receptorami.

Antygeny sjalo-Lewis stanowig ligand indu-
kowany przez cytokiny (IL-1, TNF) i rozpoznawa-
ny przez trzy czasteczki adhezyjne, nazwane se-
lektynami: E (endothelial leucocyte adhesion mo-
lecule 1 — ELAM-1, CD-62E), L (LECAM-1,
CD62L) i P (platelet activation-dependent granule
external membrane protein — PADGEM, CD62P).
Selektyny E, L i P r6znig si¢ miejscem wystepo-
wania, budowg i swoistoscig. Naturalnie wystgpu-
jace struktury sjalo-Lewis, i ich modyfikowane
pochodne, w tym usiarczanowane [27], sg rozpo-
znawane przez domeng rozpoznajacg cukry CRD
selektyn z r6znym powinowactwem, przewaznie
stabym, z niskg swoistoscig, w spos6b zalezny od
jonéw wapnia. Sugeruje si¢, ze migdzy komoérka-
mi Srédbtonka a limfocytami zachodzi kilka tego
typu oddziatywari [28]. Ligandami dla L-selektyn
sg czasteczki podobne do mucyn, bogate w wyso-
ce usjalowane struktury glikanowe, okreslane jako
CD34 [ 6].

Oddziatywania struktur oligosacharydowych
typu sjalo-Lewis z selektynami leza u podstaw
molekularnych, m.in. zasiedlania krgzgcych leu-
kocytéw w wezlach chtonnych, kierowania limfo-

Tabela 1. Wystgpowanie kwasu sjalowego w glikokoniugatach oraz sekwencje cukrowe epitopéw sjalo-Lewis

Table 1. Occurence of sialic acid on glycoconjugates and carbohydrate sequences of sialyl-Lewis epitopes

Struktura glikanu (Glycan structures)

Wystepowanie (Occurrence)

Neu5Aca2,3GalB1,3GalNAc-R
Neu5Aca2,3Galf31,3/4GIcNAc-R

Neu5Aca2,6GalB1,4GIcNAc-R
Neu5Ac02,3Gal1,4GIlcNAc(Fucal,3)-R
Neu5Aca2,3Galf1,4(Fuca1,2)GlcNAc(Fuca1,3)-R
Neu5Ac02,3Gal31,3GIcNAc(Fucal,4)-R
Neu5Aca2,3GalB1,3(Fucal,2)GlcNAc (Fucal,4)-R
Neu5Aca2,8 NeuNAc

O-glikany glikoprotein (taiicuchy typu 1) i gangliozydéw
N- i O-glikany w glikoproteinach (taiicuchy typu 2)

i w glikolipidach

N-glikany w glikoproteinach

sjalo-Lewis* na N- i O-glikanach, i w glikolipidach
sjalo-LewisY

sjalo-Lewis® na N- i O-glikanach, glikolipidach
sjalo-Lewis®

polisjalowe kwasy na N-glikanach i wielu gangliozydach

R — struktury oligosacharydowe glikokoniugatéw, ktére na nieredukujacym koricu zawierajg kwas sjalowy przytaczony wig-

zaniem glikozydowym typu 02,3 i/lub 02,6.

R — glycan structures to which sialic acid is bound by glycosidic bons 02,3 and/or 02,6.
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Ryc. 3. Hipotetyczna interakcja struktur sjalo-Le* (¥) z E-selektynami w procesie zapalnym.

Wedtug hipotezy Van Dijka et al. [32] struktury cukrowe sjalo-Le* nalezace do AGP (a_; kwasnej glikoproteiny) i po-
jawiajace si¢ w zapaleniu sg konkurencyjnymi inhibitorami adhezji E-selektyn komoérek srédbtonka do leukocytow
krwi. Modulowane jest przenikanie leukocytow przez Sciany naczyn. Prawdopodobnie zmiany w glikozylacji AGP
przyczyniajg si¢ do wyciszenia komérkowych reakcji w procesie zapalnym. Schemat jest polskg wersja przygotowang
przez E. Kratz, rysunku zamieszczonego w Havenaar E. C.: a;-Acid glycoprotein; Expresion of Sialyl Lewis* during
chronic inflammation in relation to its function. Faculty of Medicine, Vrije Universiteit, Amsterdam 1998, s. 12 —42

Fig. 3. Model of interaction of sialyl-Le* (*) with E-selectins in an inflammatory process.

According to Van Dijk et al. [32] AGP sialyl-Le* glycan structures occurring during inflammation are competitive in-
hibitors of endothelium E-selectin adhesion to leucocytes. It results modulation of leucocytes leaking across the endo-
thelium. It is possible that changes in glycosylation are part of humoral feed-back response and dampen down cellu-
lar inflammatory reactions. The picture was done by E. Kratz according to Havenaar E. C.: a,-Acid glycoprotein;
Expresion of Sialyl Lewis* during chronic inflammation in relation to its function. Faculty of Medicine, Vrije Univer-

siteit, Amsterdam 1998, pp. 12 —42

cytéw do réznych narzagdéw docelowych, warun-
kuja swoiste funkcje w odmiennych fazach we-
dréwki limfocytéw poza naczyniami krwionosny-
mi, w przenikaniu limfocytow przez Srédbtonek
naczyn w miejscach zapalnych. Sugeruje si¢ ucze-
stnictwo struktur sjalo-Lewis w modulacji komor-
kowej adhezji, agregacji i modulacji funkcji recep-
toréow [15, 26].

Ekspresja struktur sjalo-Lewis w tkankach,
osoczu i ptynach ustrojowych jest przedmiotem
licznych prac badawczych prébujacych wyjasnic
role tych czgstek w zachodzacych procesach pato-
fizjologicznych [28, 29]. Ekspresja antygenow sja-
lo-Lewis wzrasta w chorobie nowotworowej i z te-
go powodu antygeny sa zaliczane do waznych
markeréw nowotworowych [30]. Ekspresja sjalo-
Le* i sjalo-Le* wykazuje korelacj¢ z powstawa-
niem przerzutow w nowotworach okreznicy i mo-
ze stanowi¢ wartos¢ prognostyczng w pooperacyj-
nej terapii pacjentéw [31]. Interesujgcg hipoteze

zaproponowali Van-Dijk et al. [32] dla pojawiajg-
cych si¢ w stanach zapalnych struktur sjalo-Le* na
o-kwasnej glikoproteinie. A mianowicie pojawia-
jace si¢ w stanach zapalnych struktury sjalo-Le*
mogg stanowi¢ konkurencyjny inhibitor dla struk-
tur Lewis obecnych na limfocytach i uczestnicza-
cych w przemieszczaniu si¢ limfocytéw przez
Srédbtonek naczyi (ryc. 3).

Usjalowane glikany
stanowig ligandy

w oddzialywaniach
z sjaloadhezynami

Kwas sjalowy glikokoniugatéw jest rozpozna-
wany z wysokg swoistoscig przez cztonkow rodzi-
ny sjaloadhezyn. Sjaloadhezyny s3 odrebng pod-
grupg bialek immunoglobulinopodobnych, wyste-
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puja gtéwnie na komoérkach uktadu hemopoetycz-
nego i otrzymaty nowg nazwe¢ Siglecs od skrétu
angielskiego sialic acid-binding immunoglobulin-
like lectins [33]. Do tej grupy sg zaliczane biatka,
ktére spetniajg dwa warunki: wigzg usjalowane
glikany oraz wykazuja podobieristwo w sekwencji
z innymi sjaloadhezynami w czgsci N-koricowe;]
w domenie V i sgsiedniej domenie C2 [34]. Nowe
identyfikowane adhezyny otrzymuja kolejne nu-
mery Siglecs 1,2...10 [35]. Mutacje reszty argini-
nowej w domenie V-set sjaloadhezyn, tworzace;j
mostki solne z grupg karboksylowa kwasu sjalo-
wego, znoszg swoiste wigzanie migdzy tymi czg-
steczkami. Do rodziny Siglecs zalicza si¢ biatka
CD22 na komérkach B [36], CD33 na prekursorze
komorki mieloidalnej, monocytach oraz makrofa-
gowe sjaloadhezyny [34]. Antygen CD33 jest
uwazany za wazny marker w rozpoznawaniu
ostrych biataczek mieloidalnych. Sjaloadhezyny
na makrofagach i dendrocytach oraz na CD33 roz-
poznaja kwas sjalowy glikoprotein i glikolipi-
déw w sekwencji Neu5Ac02,3Galf31,3GalNAc
i Neu5Ac02,3Galf31,3(4)GIcNAc. Sjaloadhezyna
CD22 o 7 domenach immunoglobulinopodobnych
wigze ligandy zawierajace NeuSAc przylaczone
wigzaniem 02,6 do Gal3 w N-glikoproteinach.
Wigzanie CD22 do CD45 zachodzi ponadto pod
kontrolg funkcjonalnego usjalowania NeuSAca2,6.
W interakcji ze sjaloadhezyng uczestniczg grupy
funkcyjne kwasu sjalowego, a szczegdlnie karbo-
ksylowa przy C2, grupy hydroksylowe w taiicuchu
glicerolowym C7-C9, podstawniki przy C5 i gru-
pa hydroksylowa przy C3, tworzac wigzania jono-
we, wodorowe oraz kontakty hydrofobowe z od-
powiednim miejscem aminokwasowym na Si-
glecs. Oddziatywania sjaloadhezyny z ligandem sg
bardzo wrazliwe na wszelkie modyfikacje kwasu
sjalowego [6, 34].

Interakcja kwasu sjalowego z Siglecs lezy
u podstaw adhezji komoérek oraz takich proceséw,
jak: rozwdj neuronéw i komoérek uktadu hemopo-
etycznego, przemieszczanie si¢ limfocytéw do
organdw chlonnych i w niektérych oddziatywa-
niach w uktadzie odpornosciowym [34]. Crocker
1 Varki [36] uwazaja, ze sjaloadhezyny moga ucze-
stniczy¢ w regulacji funkcji wrodzonego uktadu
odpornosciowego.

Charakterystyka
modyfikacji

kwasow sjalowych

Badania ostatniego 10-lecia jasno wskazuja,

ze obserwowane in vivo modyfikacje kwasu sjalo-
wego mogg odgrywac kluczowg role w regulacji

kontroli sygnaléw przekazywanych miedzy btono-
wymi czgsteczkami uczestniczgcymi w procesach
oddziatywan miedzykomdrkowych. Istniejg prze-
stanki pozwalajace sadzié, ze obecnos¢ odpowie-
dnich stereoswoistych postaci kwasu sjalowego
jest adekwatna do stanu biologicznego komorki,
w ktérej wystepuje. Dotychczas niewiele wiado-
mo o funkcji kontrareceptorow w kontroli sciezek
przekazujagcych sygnaly. Wiedza taka bylaby
szczegOlnie przydatna w badaniach nad nowymi
lekami, analogami kwasu sjalowego, mogacymi
mie¢ zastosowanie jako inhibitory selektyn 1 sjalo-
adhezyn w terapii proceséw zapalnych i profilak-
tyce metastazy komérek nowotworowych. Ponizej
scharakteryzowano najczgsciej wystepujace mo-
dyfikacje kwasu neuraminowego.

N-acetylo-hydroksylacja
NeuSAc i ekspresja kwasu
N-glikoliloneuraminowego

N-acetylo-hydroksylacja NeuSAc prowadzi
do powstania kwasu N-glikoliloneuraminowego
(Neu5Ge) (ryc. 2). Rozlegtos¢ tego typu sjalizacji
zalezy w znacznej mierze od gatunku, stopnia roz-
woju tkanki i wptywu srodowiska [1, 9]. Pochod-
na glikolilowa jest obecna w wielu zwierzgcych
glikokoniugatach od Echinodermata (deuterosto-
mate) do ssakéw. Neu5SGc w mucynach z gruczo-
tu podsliniankowego u Swin wigze si¢ preferencyj-
nie z GalNAc za pomocg wigzania glikozydowego
02,6, a w N-glikanach Swinskiej witronektyny
przylacza si¢ do ramienia rozbudowanego przez
Man 02,6. Grupa hydroksylowa reszty glikolilo-
wej moze ulegac reakcji acetylacji. Takg pochod-
ng wykryto na szczurzych trombocytach. Ponadto
Neu5Gc wystepuje w postaci pochodnych O-acy-
lowych, podobnie jak ,wszedobylski” kwas
Neu5Ac. O-acetylacja moze zachodzi¢ w pozy-
cjach C4 1 C7-9, a O-laktozylacja w pozycji C9.
Pochodne 8-O-metylowane wykryto u rozgwiazd
morskich. Kwas N-glikoliloneuraminowy w po-
staci oligomerycznej wystepuje w plaszczu gliko-
proteinowym otoczki jaj rybich, a u niektérych
ssakow jest zasocjowany z komérkami NCAM.

Do tej pory nie stwierdzono obecnosci
Neu5Gc u bakterii oraz u kurczat. Tkanki zdro-
wych dorostych ludzi nie zawierajg lub zawieraja
Sladowe ilosci NeuS5Gce. Kwas N-glikoliloneura-
minowy stanowi mniej niz 0.01% catkowitej za-
wartosci kwasu sjalowego w ludzkim mézgu, wa-
trobie, osoczowych glikoproteinach, aktywowa-
nych limfocytach T, na komoérkach srédbtonka
tkanek ptodu oraz na tozysku [37]. Neu5Gc poja-
wia si¢ w nowotworowych guzach z czestotliwo-
Scig 30-50% w zaleznosci od typu guza. Glikoko-
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niugaty zawierajace Neu5Gce okazaty si¢ immuno-
genne dla ludzi i kurczat, prowadzac do wytwarza-
nia przeciwciat heterofilnych nazywanych prze-
ciwcialami Hanganutziu-Deicher. Antygeny rea-
gujace z przeciwcialami Hanganutziu-Deicher wy-
kryto na glikokoniugatach i mucynach wydziela-
nych przez ludzkie guzy, w tym przez nowotwory
okreznicy, melanoma, retinoblastoma i raki ptuc.
Z tego powodu zalicza si¢ je do antygenéw onko-
fetalnych. Wiekszos¢ antygenéw Hanganutziu-
-Deicher zidentyfikowano jako gangliozydy za-
wierajace NeuSGe. Ilos¢ tego antygenu, okreslana
metodami immunologicznymi, spektrometrig ma-
sowg, lub chromatografig gazowa, w ludzkich gu-
zach jest jednak niewielka i wynosi mniej niz 1%
catkowitej zawartosci kwasu sjalowego, najcze-
sciej 0,01-0,1%. Szczegodly dotyczace biologii
Neu5Gc mozna znalezé w pracach przegladowych
[1, 37].

O-Acylacja i de-O-acetylacja
kwasow sjalowych

Najczestszym typem enzymatycznej O-acyla-
cji kwasu N-acetyloneuraminowego jest acetylacja
grup hydroksylowych przy weglu C9 (Neu5,9Ac).
Pochodna Neu5,9Ac powstaje jako jedna z ostat-
nich modyfikacji w aparacie Golgiego. Ekspresja
tego typu modyfikacji dotyczy, jak dotad wykaza-
no, glikokoniugatéw zwiazanych z blona, najcze-
Sciej mucyn, a nie rozpuszczalnych biatek opu-
szczajacych cysterny frans-Golgi. Reakcja 9-O-
-acetylacji wymaga obecnosci O-acetylotransfera-
zy ze swoistoscig tylko dla jednej pozycji wegla
i jednego typu wigzania anomerycznego oraz wila-
Sciwego substratu [14]. Ten typ modyfikacji wy-
kryto na podsliniankowych mucynach bydlgcych,
na antygenach rdéznicowania tymocytéw CD43
i CD45RB oraz glikoproteinie gp40 — gtéwnym
receptorze wirusa grypy typu C. Udowodniono ro-
le Neu5,9Ac w interakcjach migdzy gospodarzem
a patogenem oraz sugeruje si¢ jego uczestnictwo
w wewnatrzkomérkowych przemianach. Pochod-
ne 7-O-acetylowane najczesciej sa wbudowane
w czasteczki btony lizosomu. Mozliwa jest acety-
lacja przy C7, a nastgpnie migracja acetylowej
grupy do C9 przez C8. 4-O-acetylowane pochodne
wykryto u koni, matp, §winek morskich. 9-O i 4-O-
acetylacja kwasu N-acetyloneuraminowego redu-
kuje, a nawet w niektérych potaczeniach ochrania,
kwas N-acetylo-5-neuraminowy (NeuSAc) przed
dziataniem neuraminidaz, szczegdlnie bakteryj-
nych. Krwinki czerwone, ktére poddano de-O-ace-
tylacji sg rozpoznawane szybciej przez makrofagi
otrzewnowe. Zaobserwowano wzrost ekspresji
O-acetylowanego kwasu sjalowego w gangliozy-

dach pochodzacych z czerniaka. Proponuje si¢ za-
liczenie O-acetylowej pochodnej kwasu sjalowego
do grupy antygenéw zasocjowanych z guzem. Sa-
dzi sig, ze ten typ molekularnej modyfikacji kwa-
su NeuSAc uczestniczy w regulacji rozpoznania
komoérkowego [6, 14, 15].

O-Metylacja
kwasow sjalowych

Metylacja jest rzadko wystgpujacym typem
modyfikacji. Wykryto jg u Echinodermata. Mety-
lowe grupy znaleziono w pozycji C8 kwasu N-gli-
kolilo-5-neuraminowego (Neu5Gc) i w znacznie
mniejszych ilosciach w Neu5Ac, ale takze w 9-O-
-acetylowanych pochodnych kwasu sjalowego [1].

Znaczenie réznorodnosci
sjaloglikoform

ze wzgledu na typ
anomerycznego wigzania
NeuSAc02,3/NeuSAca2,6
i NeuSAca2,8

Prace ostatnich lat nad biologig kwasow sjalo-
wych dostarczajg nielicznych, jak dotad, informa-
cji o zmiennej ekspresji izoform Neu5SAc02,3 al-
bo/i Neu5Ac02,6 na glikoproteinach rozpuszczal-
nych i zakotwiczonych na komérce. Vallejo et al.
[18] udowodnili, ze podczas dojrzewania tkanek,
szczegOlnie ukladu nerwowego, oddechowego,
moczowo-plciowego i chlonnego, swini zdarzajg
si¢ modyfikacje polegajace na odmiennym typie
wigzania anomerycznego Neu5Ac02,6 lub/i
Neu5Aca2,3 do Gal w glikokoniugatach. Obser-
wowany typ wigzania NeuSAc zalezy od pocho-
dzenia tkanki i jest r6zny w glikokoniugatach
tkanki noworodka lub osobnika dojrzatego.
W wigkszosci glikokoniugaty tkanek noworodkéw
ssaczych sg bogate w Neu5Ac02,3, a w nie-
ktérych tkankach Neu5Ac02,6 nie wystepuje
w ogole lub jest obecny w znikomych ilosciach.
W tych samych tkankach u osobnikéw dorostych
dominuje natomiast NeuSAca2,6. Szczegdlnie ko-
morki osrodkowego uktadu nerwowego u nowo-
rodkow sg bogate w NeuSAca2,3, a w miare doj-
rzewania ekspresja typu wigzania anomerycznego
zmienia si¢ 1 obserwuje si¢ zwigkszong ekspresj¢
izomeru Neu5SAc02,6 przy jednoczesnym poja-
wianiu si¢ 9-O-acetylowych pochodnych NeuSAc
w korze mézgowej i mézdzku. Biorgc pod uwage,
ze NeuSAc02,3 jest krytycznym sktadnikiem li-
gandéw dla niektérych mikrobiologicznych lek-
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tyn, zrozumiata staje si¢ infekcyjnos¢ i organotro-
pizm wiruséw w zaleznosci od stadium dojrzewa-
nia gospodarza. Na przyktad wirus rézyczki (ru-
bulavirus) wywotuje patologiczne objawy w ukta-
dzie nerwowym i oddechowym u noworodkéw
i matych zwierzat, a nie u dorostych. U dorostych
osobnikéw atakuje wytgcznie komoérki uktadu roz-
rodczego, poniewaz komorki te sg bogate
w  NeuSAc02,3 rozpoznawany preferencyjnie
przez wirus rézyczki.

Hampel et al. [38] przedstawili dowody, ze fi-
bronektyna ptodowa, obecna w plynie owodnio-
wym, charakteryzuje si¢ glikotopem, w ktérego
sktad wchodzi Neu5Aca2,3. W osoczu doroste-
go czlowieka fibronektyna zawiera gléwnie
Neu5Aca2,6. Identyfikacja NeuSAc02,3 w sto-
sunku do wzglednej zawartosci NeuSAca2,6
w plynie owodniowym oraz w wydzielinie z po-
chwy ciezarnej, pozwala na przewidywanie termi-
nu porodu do 10. dni przed rozwigzaniem.

U gryzoni w procesie implantacji embrionu
oraz w tworzeniu tozyska jednoczesnie ze zmiana-
mi w morfologii i metabolizmie komdrek endome-
trium zachodzg modyfikacje w glikozylacji istnie-
jacych glikokoniugatéw oraz w nowo pojawiajg-
cych si¢ uglikozylowanych sktadnikéw. Szcze-
gblnie glikokoniugaty btony doczesnej u ciezar-
nych myszy i szczuréw charakteryzowaty si¢ r6z-
nicami w sjalizacji. W trofoblascie u myszy po-
jawiajg si¢ nowe glikodeterminanty bogate
w Neu5Aca2,3 i w poli-Neu5Aca2,8, ale nie
w NeuSAc02,6. Ekspresja spolimeryzowanych
struktur Neu5Ac02,8 zmniejsza si¢ jednak w czasie
po implantacji jaja. Niedobdr struktur Neu5SAc02,6
wydaje si¢ istotny w przygotowaniu endometrium
do przyjecia trofoblastu [39]. Reszty powierzch-
niowego kwasu sjalowego uczestniczg prawdopo-
dobnie w regulacji adhezji komoérek. W nowotwo-
rach komoérki bogate w NeuSAc02,6 wykazujg
zmniejszone wilasciwosci przylegania i charakte-
ryzujg sie¢ wyzsza zlosliwoscig i mozliwosciami
tworzenia przerzutéw [40, 41]. Ekspresja struktur
sjalo02,6laktozoaminowych jest szczegdlnie silna
w transformacji nowotworowej i roznicowaniu si¢
tkanek. Ich znaczenie nie jest jeszcze poznane, ale
sugeruje si¢ modulowanie biologicznych interak-

PiSsmiennictwo

cji przez ukrywanie laktozoaminowych struktur
znajdujacych si¢ pod kwasem sjalowym swoistych
dla galaktozowego receptora lektynowego albo
dzigki bezposredniej reakcji z komérkowymi lek-
tynami rozpoznajagcymi kwas sjalowy. Izoformy
usjalowanych glikokoniugatow moga wywierac
immunosupresyjny efekt w blokowaniu adhezji
i towarzyszacych procesow aktywacji (activation-
-related events) [18, 40].

CD22, glikoproteina zasocjowana z receptorem
dla antygenu na komérkach B dziata jako negatyw-
ny regulator receptora w przekazywaniu sygnatléw
w sposéb zalezny od obecnosci Neu5SAc02,3. La-
noue et al. [42] sugerujg, ze w kontekscie odpowie-
dniej interakcji CD22 ze sjaloa2,3-glikokoniugata-
mi aktywowane komorki B sg zdolne do wyciszania
autoreaktywnosci i hamowania odpowiedzi autoim-
munologicznej. Alvarez et al. [43] wykazali, ze
wzOr usjalowania tymocytow zmienia si¢ podczas
ich kolejnych etapéw dojrzewania, poczatkowo
wystepuje ekspresja NeuSAca2,6, a dojrzale tymo-
cyty sg bogate w NeuSAc02,3. Ekspresja
Neu5Ac02,6/NeuSAc02,3 na tymocytach pozosta-
je pod kontrolg swoistych glikozylotransferaz oraz
mikrosrodowiska.

Polisjalowe kwasy sg zbudowane z linearnego
homopolimeru, w ktérym reszty kwasu sjalowego
sg polgczone miedzy sobg wigzaniami Neu5SAca2,8
i sg dolgczane przez swoiste sjalylotransferazy do
sekwencji Neu5Aca2,8NeuSAca2,6GalNAc lub
NeuSAca2,8NeuSAca2,3Gal w O— i N-— glika-
nach glikoprotein i w gangliozydach. Takie struk-
tury zidentyfikowano po raz pierwszy w ikrze
pstraga teczowego [15] oraz jako skiadniki nie-
ktérych ludzkich glikoforyn [44]. Obecnie znane
sg struktury polisjalowe oligosacharydowe i disa-
charydowe na bydlecej fetuinie, alfa,-makroglobu-
linie i na embrionalnych komérkach NCAM
w moézgu [14]. Glikokoniugaty bogate w polisjalo-
we kwasy wystepujg najcze¢sciej na tkankach em-
brionalnych i nowotworowych. Tanaka et al. [12]
sadza, ze polisjalowe struktury pelnig istotng rolg
W progresji nowotworu, przyczyniaja si¢ do po-
wstawania odlegtych przerzutéw w niedrobnoko-
moérkowych nowotworach pluca i sg niekorzyst-
nym czynnikiem prognostycznym.
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