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Kosmos
PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

TRANSPORT KWAŚNYCH HYDROLAZ DO LIZOSOMÓW NA PRZYKŁADZIE
(3-GLUKURONIDAZY

WSTĘP

(3-Glukuronidaza (E.C.3.2.1.31) jest kwaśną 
hydrolazą szeroko rozpowszechnioną w tkan­
kach ssaków. U szczura i myszy znaleziono ją 
we frakcji mikrosomowej oraz lizosomowej he- 
patocytów, płuc, nerek, języka i ślinianek pod- 
żuchwowych (M e d d a  i współaut. 1987a). Nie 
stwierdzono obecności mikrosomowej (3-glu- 
kuronidazy w śledzionie, mózgu, sercu, erytro­
cytach, jądrach i skórze oraz w organizmach 
innych gatunkach ssaków (Zh e n  i współaut.
1995). (3-Glukuronidaza jest egzoglikozydazą, 
katalizuje hydrolizę naturalnych i syntetycz­
nych (3-D-glukuronidów do aglikanów i wolnego 
kwasu glukuronowego bez względu na to, czy 
aglikan jest alkilem, arylem lub jest alicykliczny 
(N iem ann  i B u d d e c k e  1982) i bez względu na to, 
czy aglikan dołączony jest wiązaniem eterowym 
czy estrowym (Ra pa tz  i współaut. 1988). Lizo- 
somowa (3-glukuronidaza bierze udział w etapo­
wej degradacji kwasu glukuronowego zawie­
rającego glikozoaminoglikany, a jej niedobór 
wywołuje w organizmie człowieka, szczura i 
myszy mukopolisacharydozę typu VII, to jest 
odkładanie się nierozłożonych glikozoaminogli- 
kanów w lizosomach śledziony, wątroby, nerek, 
mózgu i układu szkieletowego oraz wydalanie 
wraz z moczem dużych ilości częściowo zdegra­
dowanych glikozoaminoglikanów. Z klinicznego 
punktu widzenia, choroba ta charekteryzuje się 
skróconym czasem życia i niedorozwojem umy­

słowym (To m atsu  i współaut. 1994, Sa n d s  i 
współaut. 1995, Y a m a d a  i współaut. 1995, W a l - 
k e y  1998). In vivo mikrosomowa (3-glukuronida­
za bierze udział w reakcji dekoniugacji dotyczą­
cej hydrolizy glukuronidu bilirubiny (Zhen  i 
współaut. 1995), działa jako modulator pozio­
mu krążących glukuronidowych leków i endo­
gennych związków (M e d d a  i współaut. 1987b) 
oraz odgrywa istotną rolę w biosyntezie witami­
ny C w wątrobie stymulowanej obecnością kse- 
nobiotyków (H o r io  i H o r ie  1997). Szczurza i 
mysia (3-glukuronidaza są homotetramerami, a 
(3-glukuronidaza z łożyska ludzkiego i ludzkiej 
hepatomy są heterotetramerami (Ta n a k a  i 
współaut. 1992). Podobnie jak w przypadku 
wszystkich enzymów lizosomowych, które syn­
tetyzowane są w postaci pro-enzymu i nastę­
pnie przekształcane w formę dojrzałą o niższej 
masie molekularnej (z wyjątkiem katepsyny D i 
karboksypeptydazy, dla których prekursorami 
są zymogeny) tak i (3-glukuronidaza syntetyzo­
wana jest jako forma prekursorowa o wyższej 
masie molekularnej od formy dojrzałej. Łań­
cuch polipeptydowy zbudowany jest z trzech 
części: pre-pro-[3-glukuronidaza. Pre-forma za­
wiera peptyd sygnałowy na N-końcu, wprowa­
dzający białko do światła siateczki śródpla- 
zmatycznej (ER). Po odcięciu hydrofobowego 
fragmentu „pre” (Tw ar d o w sk i i N ow ak  1988) 
przez peptydazę sygnałową powstaje prekursor
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ER — siateczka śródplazmatyczna; Gic — glukoza; Gin — glutamina; GlcNAc — N-acetylo-glukozoamina; 
Glu — kwas glutaminowy: His — histydyna; IGF-II — insulino podobny czynnik wzrostu II; Leu — leucyna; 
Lys- lizyna; Man — mannoza; Man-6-P — reszta mannozo-6-fosforanowa; MHCII — główny układ zgodności 
tkankowej klasy II; MPR — receptor mannozylowy; Phe — fenyloalanina; Pro — prolina; TGN — sieć trans 
aparatu Golgiego; Tyr — tyrozyna.

mailto:hoja@zuk.iz.uj.edu.pl


118 D o r o ta  H o ja -Ł u k o w ic z

(3-glukuronidazy. Prekursor zawiera hydrofobo­
wy propeptyd na C-końcu, który odcinany jest 
w endosomach, przed wejściem do lizosomów, 
dając dojrzałe białko (Gehrmann i współaut. 
1994). Forma prekursorowa odpowiada mikro- 
somowej [3-glukuronidazie, natomiast forma 
dojrzała odpowiada lizosomowej (3-glukuroni- 
dazie (Zhen i współaut. 1995). U szczura część 
mikrosomowej (3-glukuronidazy za pośrednic­
twem hydrofobowego propeptydu tworzy kom­
pleks z egazyną (esteraza-3), zakotwiczoną w 
błonie od strony światła ER (Gehrmann i współ­
aut. 1994). Druga część pozostaje w formie wol­
nej, niezasocjowanej (M edda  i współaut. 
1987a). Kompleksy te zawierają 5-10 cząste­
czek egazyny. Dla (3-glukuronidazy wyróżniono 
trzy różne formy podjednostek: X (występuje w 
ER) oraz La i Lb (występują w lizosomach). 
Formy lizosomowe podjednostek tworzą się w 
wyniku rozszczepienia formy X na jej C-końcu 
w endosomach. W hepatocytach szczura wystę­
puje co najmniej dziewięć form (3-glukuronida- 
zy: X4 (wolny proenzym (3-glukuronidazy), M5, 
M6, M7, M8, M9 i M10 (kompleksy proenzym 
(3-glukuronidaza-egazyna; indeks oznacza licz­
bę cząsteczek egazyny przypadającą na jedną 
cząsteczkę (3-glukuronidazy w danym komple­
ksie) oraz La4 i Lb4 (formy dojrzałe lizosomowe) 
(Ho 1991). U myszy cała populacja mikrosomo­
wej (3-glukuronidazy tworzy kompleksy z este- 
razą-3, przy czym kompleksy te wykazują niż­
sze masy molekularne i są to: Ml, M2, M3 i M4 
(Medda i współaut. 1987a). Ta asocjacja enzy­
mu z egazyną ma charakter czasowy i chroni 
prekursorową formę (3-glukuronidazy przed en­
zymami modyfikującymi cukry podczas prze­
chodzenia enzymu przez AG (Swank i współaut.
1986). Stosunek mikrosomowej do lizosomowej 
(3-glukuronidazy wynosi 1:3 (Tulsiani i współ­
aut. 1978). Przypuszcza się, że funkcją (3-glu­
kuronidazy w ER jest modulowanie aktywności 
esterazowej egazyny (Li i współaut. 1990). Po­
równanie sekwencji aminokwasowych szczu­
rzej wątrobowej i ludzkiej łożyskowej (3-glukuro­
nidazy ujawniło, że homologia w regionie pro­
peptydu wynosi tylko 40%, a w pozostałym 
obszarze aż 77% (Islam  i współaut. 1993). 
Ponadto miejsce wiążące egazynę występujące 
w szczurzej i mysiej (3-glukuronidazie, w przy­
padku ludzkiego enzymu jest tylko częściowo 
zachowane. Lizosomowa i mikrosomowa (3-glu- 
kuronidaza są glikoproteinami (Zhen  i współ­
aut. 1995) i różnią się nieznacznie składem ami- 
nokwasowym i cukrowym (Medda  i współaut. 
1987b). Każda podjednostka ludzkiego enzymu 
posiada 4 potencjalne miejsca N-glikozylacji i 
wszystkie one są glikozylowane (Shipley i 
współaut. 1993). Mysia i szczurza (3-glukuroni-

daza także posiadają 4 potencjalne miejsca gli- 
kozylacji na każdym merze, ale tylko 3 z nich są 
podstawione cukrem. Miejsca glikozylowane 
odpowiadają 1, 3 i 4 miejscu glikozylacji ludz­
kiej (3-glukuronidazy i wykazują one ograniczo­
ną fosfoiylację. W wątrobowej ludzkiej (3-glu­
kuronidazie, w miejscach 2 i 3 reszty mannozo- 
we są fosfoiylowane preferencyjnie (defosforyla- 
cja tych miejsc wydatnie zmniejsza przenosze­
nie (3-glukuronidazy do lizosomów, natomiast 
zwiększa wydzielanie enzymu). W miejscu 
4-tym reszta mannozy w minimalnym stopniu 
jest podstawiona resztą fosforanową, a miejscu
1-szym w ogóle nie podlega fosforylacji (Gold­
berg  i Konfeld 1981).

Lizosomy odgrywają kluczową rolę w fizjolo­
gii komórki stanowiąc centrum rozkładu wszy­
stkich czterech klas biomolekuł (kwasy nuklei­
nowe, białka, lipidy, cukry) i kierowania po­
wstałych prostych związków chemicznych do 
ponownego ich wykorzystania w komórce. Fun­
kcję kataboliczną spełniają dzięki obecności 
ponad 40 enzymów hydrolitycznych, na które 
składają się: lipazy i fosfolipazy, nukleazy, fo­
sfatazy i sulfatazy, proteazy i glikozydazy. Hy- 
drolazy te wykazują optymalną aktywność w 
środowisku kwaśnym o pH bliskim 5. I chociaż 
błona lizosomowa jest normalnie nieprzepusz­
czalna dla tych enzymów w kierunku do cyto- 
plazy — fakt, że wymagają one niskiego pH dla 
swojej działalności chroni komórkę przed usz­
kodzeniem, gdyby nastąpiło ich uwolnienie. 
Przedział lizosomowy wchodzi w skład central­
nego układu wakuolarnego odpowiedzialnego 
za komunikowanie wnętrza komórki z jej oto­
czeniem. Jeden koniec tego układu to nieustan­
na strefa biosyntezy (ER, AG), a drugi — strefa 
zachodzących procesów endocytozy (endosomy 
i lizosomy). Sieć lizosomowa jest układem dy­
namicznym, poszczególne lizosomy są połączo­
ne między sobą oraz z innymi przedziałami 
komórkowymi dzięki fuzji z pęcherzykami 
transportującymi powstałymi drogą pączkowa­
nia specyficznych obszarów błonowych ER, AG 
oraz błony komórkowej. Procesy fuzji umożli­
wiają dostarczanie składników wewnątrz­
komórkowych jak i zewnątrzkomórkowych do 
lizosomów w celu ich degradacji i przetwarza­
nia. Dodatkowo, obserwuje się bezpośredni 
transport przez błonę do światła lizosomu spe­
cyficznych białek cytoplazmatycznych posiada­
jących sekwencję amino kwasową Lys-Phe-Glu- 
Arg-Gln lub pokrewną, za pośrednictwem opi- 
kuńczych białek (ang. chaperons; Cuervo i D i­
ce 1996, Hayes i D ice 1996, A garraberes i 
współaut. 1997). Obecność lizosomów stwier­
dzono we wszystkich typach komórek Eukario- 
ta. Szczególnie licznie występują w komórkach
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nabłonkowych jelita, narządów wydzielniczych 
i wydalniczych (wątroba, nerki, płuca, macica), 
w komórkach fagocytarnych układu siateczko- 
wo-śródbłonkowego (szpik kostny, śledziona). 
Wyjątkowo bogatym źródłem są leukocyty. Cie­
kawym i wyjątkowym przykładem są „lizosomy 
wydzielnicze” (ang. lytic granules), występujące 
w cytotoksycznych limfocytach T, w komórkach 
NK, eozynofilach, neutrofilach, bazofilach, 
trombocytach, mastocytach i makrofagach. Li­
zosomy tych komórek wykazują podwójną fun­
kcję: dzięki obecności pełnego zestawu kwaś­
nych hydrolaz działają jako typowe lizosomy 
degradujące materiał dostarczany do ich świat­
ła, a dzięki obecności specyficznych białek se- 
krecyjnych (granzymy, perforyna, TIA-1) działa­
ją jako organelle wydzielnicze wyrzucając swą 
zawartość na zewnątrz komórki w celu destru­
kcji komórek rozpoznanych przez układ immu­
nologiczny jako obce (Page i współaut. 1998).

ER jest miejscem, gdzie zachodzi synteza 
białek błonowych, wydzielniczych oraz białek 
rezydencyjnych ER, aparatu Golgiego (AG) i 
lizosomów. W nieselektywny sposób cała masa 
zsyntezowanych białek wkracza na ścieżkę wy- 
dzielniczą i jest przenoszona do miejsc swej 
ostatecznej lokalizacji. Poszczególne białka nio­
są sygnał, który kontroluje dalsze losy w dostar­
czaniu ich do organelli, jak również w zatrzyma­
niu wewnątrz organelli (Zhen i współaut. 1995). 
Około 30-50% wątrobowej szczurzej i mysiej 
(3-glukuronidazy zostaje zatrzymane w ER w 
wyniku asocjacji z esterazową egazyną (Medda  
i współaut. 1987b, Islam  i współaut. 1993, Zhen 
i współaut. 1993, 1995). Różnorodne białka 
światła ER mają na C-końcu tetrapeptyd Lys- 
Asp-Glu-Leu, który jest głównym sygnałem za­
trzymującym dla wielu białek światła ER. Ega- 
zyna posiada sekwencję His-Thr-Glu-Leu na 
C-końcu będącą koniecznym i wystarczającym 
sygnałem zatrzymania jej w ER. Zatrzymanie 
(3-glukuronidazy w świetle ER związane jest z co 
najmniej dwoma mechanizmami:

— mechanizm zawracający kompleks pep- 
tyd sygnałowy-receptor. Białka posiadające

na C-końcu Lys-Asp-Glu-Leu (lub blisko spo­
krewnione sygnały jak His-Thr-Glu-Leu w przy­
padku egazyny) są rozpoznawane przez recep­
tor w regionie cis AG i zawracane do ER,

— mechanizm tworzenia kompleksu ligand- 
enzym. [3-Glukuronidaza, która sama nie posia­
da sygnału zatrzymania w ER, jest zatrzymywa­
na w ER w wyniku tworzenia nie kowalencyjne­
go kompleksu pomiędzy jej C-końcowym pro- 
peptydem (kluczową rolę w przypadku mysiego 
i szczurzego enzymu odgrywa pięcioamino- 
kwasowa sekwencja Arg-Pro-Phe-x-Phe podob­
na do sekwencji Arg-Pro-Phe-Thr-Phe miejsca 
reaktywnego serpin) a esterazowym miejscem 
katalitycznym egazyny. Kompleks egazyna-(3- 
glukuronidaza jest podobny do kompleksu pro- 
teinaza seiynowa-serpinowy inhibitor. Zatem, 
serpinowopodobna sekwencja na jednym biał­
ku służy do wiązania tego białka do katalitycz­
nego miejsca esterazowego innego białka, które 
z kolei posiada wewnętrzny sygnał zatrzymują­
cy w ER (przez co i pierwsze białko zostaje 
również zatrzymane w ER). Tworzenie komple­
ksu pomiędzy propeptydem (3-glukuronidazy a 
egazyną nie jest tak skuteczne jak pomiędzy 
białkami zakończonymi sekwencją Lys-Asp- 
Glu-Leu (lub His-Thr-Glu-Leu) a ich receptora­
mi. Dzięki temu więcej niż połowa cząsteczek 
(3-glukuronidazy przechodzi do lizosomów i nie 
pozostaje w ER nawet przy 10-krotnym nad­
miarze wolnej egazyny w stosunku do (3-glu­
kuronidazy wewnątrz ER. Natomiast w przy­
padku ludzkiej (3-glukuronidazy trzy amino­
kwasy są identyczne (x-Pro-Phe-x-Phe) z se­
kwencją pięcioaminokwasową serpin (Li i 
współaut. 1990) i jak dotąd nie znaleziono for­
my mikrosomowej ludzkiej (3-glukuronidazy 
(Zhen i współaut. 1995).

Propeptyd [3-glukuronidazy jest konieczny 
nie tylko do zatrzymania enzymu w ER, ale 
również do całkowitej ekspresji i osiągnięcia 
aktywności katalitycznej enzymu oraz właści­
wej jego fosforylacji będącej warunkiem jego 
transportu do lizosomów.

TRANSPORT LIZOSOMOWYCH HYDROLAZ ZALEŻNY OD MAN-6-P

Jest to główny mechanizm docelowego 
transportu rozpuszczalnych enzymów lizoso- 
mowych u wyższych Eukaryota. Białkami tymi 
są glikoproteiny z fosforylowanymi resztami 
mannozowymi (Man) oligosacharydów typu 
oligomannozowego związanych z Asn. Fosfo- 
rylowane reszty służą jako marker rozpoznawa­
nia dla receptorów fosfomannozylowych (MPR) 
zasocjowanych z błoną opłaszczoną komple­

ksami złożonymi z klatryny i białka adaptero­
wego AP-1 lub AP-2 (Johnson  i Kornfeld  1992, 
Le Borge i Hoflack  1998). Receptory te wiążą 
marker to jest resztę mannozo-6-fosforanową 
(Man-6-P), pośrednicząc w dostarczaniu białek 
do lizosomów. Proces fosforylacji mannozy jest 
zdarzeniem posttranslacyjnym, dwuetapowym. 
W etapie pierwszym N-acetyloglukozoaminylo- 
transferaza zlokalizowana w ER przenosi N-
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acetyloglukozoamino-1 -fosforan z UDP-GlcNAc 
na wyselekcjonowane reszty mannozowe oli- 
gosacharydu tworząc fosfodiester (Ryc.l). Mi- 
krosomowa p-glukuronidaza zasocjowana z

na w cysternach cis AG usuwa resztę GlcNAc 
eksponując mannozo-6-fosfomonoester (Ryc.l) 
(Goldberg  i Kornfeld  1981). Transferaza po­
siada miejsce wiążące, rozpoznające nie tylko

Ryc. 1. Fosfoiylowane oligosacharydy typu oligomannozowego.

I —  N-acetyloglukozoaminylotrasferaza; II —  N-acetyloglukaozamino-1-fosfodiester N-acetyloglukozoaminidaza; preferen­
cje w  fosforylowaniu reszt mannozowych zaznaczono znakami +.

egazyną posiada przykryte resztami N-acetylo- 
glukozoaminowymi (GlcNAc) reszty Man-6-P. 
Około 12% oligosachaiydów mikrosomowej (3- 
glukuronidazy wątroby szczura występuje jako 
fosfodiester (M izouchi i współaut. 1981). W dru­
gim etapie N-acetyloglukozoamino-1 -fosfodi­
ester N-acetyloglukozoaminidaza zlokalizowa-

oligosacharydy, ale również konformację biał­
kową wspólną dla wszystkich hydrolaz, a nie 
występującą na białkach wydzielniczych to jest 
pewne specyficzne reszty lizyny oraz pewną 
trzeciorzędową domenę w enzymach lizosomo- 
wych (Lis i Sharon 1993, H imeno  i Tanaka  
1995a). Oligosacharydy enzymów lizosomo-
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wych posiadają jedną lub dwie reszty fosfora­
nowe w postaci fosfodiestrów lub fosfomono- 
estrów. Zaburzenia w syntezie markera Man-6- 
P prowadzą do wystąpienia ciężkiej choroby 
spichrzeniowej — mukolipidozy II (choroba 
wtrętów komórkowych, ang. I-cell disease). Taki 
sam fenotyp pojawia się przy braku receptorów 
MPR w fibroblastach (Sohar  i współaut. 1998).

Sortowanie i dostarczanie rozpuszczalnych, 
fosforylowanych hydrolaz do lizosomów zacho­
dzi za pośrednictwem MPR. W większości typów 
komórek 90% tych receptorów znajduje się we­
wnątrz komórki, a jedynie 10% na powierzchni 
błony komórkowej (Hughes 1983). W komórce 
receptory skupione są w regionie trans AG, ale 
mogą być również zlokalizowane w regionie cis 
AG (Zhen i współaut. 1995). Zidentyfikowano 
dwa typy tych receptorów:

— IGF-II/CI-MPR, czyli receptor fosfo- 
mannozylowy niezależny od kationów jest to 
transbłonowa glikoproteina typu I o Mr = 280 
kDa. Na podstawie analizy sekwencyjnej recep­
tora wołowego stwierdzono, iż zbudowany jest 
on z: N-końcowej sekwencji sygnałowej (40 ami­
nokwasów), zewnątrzplazmatycznego regionu 
składającego się z 15 homologicznych domen 
(2269 aminokwasów), pojedynczego regionu 
transbłonowego (23 aminokwasy) i C-końcowej 
domeny cytoplazmatycznej (164 aminokwasy). 
Receptor ten u ssaków (w odróżnieniu od pła­
zów, gadów i ptaków) wykazuje wielofunkcyj- 
ność, ponieważ wiąże zarówno białka posiada­
jące resztę Man-6-P uczestnicząc w sortowaniu 
i endocytozie kwaśnych hydrolaz, jak również 
bierze udział w wiązaniu hormonu peptydowe- 
go: insulino-podobnego czynnika wzrostu II 
(białko niefosforylowane). Receptor ten odpo­
wiedzialny jest za wychwytywanie zewnątrzko- 
mórkowego IGF-II, a zatem jest istotną składo­
wą układu regulującego rozwój organizmu. Po­
mimo, że miejsca wiązania obu ligandów na 
receptorze nie pokiywają się ze sobą, to jednak, 
prawdopodobnie ze względów konformacyjno- 
sferycznych, związanie IGF-II nie pozwala na 
wiązanie enzymów lizosomowych (N issley i 
współaut. 1993, Ludwig i współaut. 1995, 
Schmidt i współaut. 1995),

— CD-MPR, czyli receptor fosfomannozylowy 
zależny od kationów jest transbłonową glikopro- 
teiną typu I o Mr = 46 kDa; zbudowaną z: N-koń­
cowej sekwencji sygnałowej (28 aminokwasów), 
zewnątrzplazmatycznej domeny (159 aminokwa­
sów), pojedynczego regionu transbłonowego (25 
aminokwasów) oraz C-końcowej domeny cytopla­
zmatycznej (67 aminokwasów). Receptor ten 
obok funkcji sortowania bierze udział w sekrecji 
enzymów lizosomowych do płynu zewnątrzko- 
mórkowego (Chao i współaut. 1990).

Oba receptory nie wykazują wyraźnego podo­
bieństwa sekwencyjnego w stosunku do innych 
lektyn oraz posiadają odmienną klasę domen 
wiążących cukier, dlatego też wyodrębniono je i 
oznaczono jako odrębną klasę lektyn typu P. 
Sugeruje się, że ze względu na wspólną funkcję 
to jest docelowy transport lizosomowych enzy­
mów oraz podobieństwa w sekwencji aminokwa- 
sowej obu receptorów, geny które je kodują wy- 
eluowały ze wspólnego genu przodków. Z porów­
nania struktury CD-MPR ze znanymi struktura­
mi białek zaskakujące jest uderzające podobień­
stwo strukturalne wspomnianego receptora do 
awidyny — białka wiążącego biotynę (Roberts i 
współaut. 1998). Oba białka wiążą odpowiednie 
ligandy w tym samym obszarze struktury, z jedną 
różnicą: miejsce wiążące w cząsteczce awidyny 
ulokowane jest nieco głębiej.

Wydaje się, że receptor niezależny od katio­
nów odgrywa większą rolę w biogenezie lizoso- 
mowej (transportuje 60-70% nowozsyntetyzo- 
wanych enzymów) i jest wymagany przez wię­
kszość komórek do skutecznego, docelowego 
transportu lizosomowych białek (Johnson i 
Konfeld 1992, Pohlmann  i współaut. 1995, So­
har  i współaut. 1998). IGF-II/CI-MPR wykazuje 
większe powinowactwo i rozpoznaje większe 
spektrum izoform poszczególnych enzymów li­
zosomowych niż CD-MPR, ale do wiązania 
wszystkich mannozo-6-fosforylowanych białek 
potrzebne są jednocześnie oba receptory, dlate­
go też, obecnie uważa się, że oba receptory 
funkcjonalnie są komplementarne względem 
siebie. Utrata któregokolwiek z receptorów 
związana jest z niewłaściwym sortowaniem 
nowozsyntetyzowanych enzymów lizosomo­
wych i ich wydzielaniem na zewnątrz komórki. 
Przypuszcza się, że heterogenność markerów 
Man-6-P (fosfodiester lub fosfomonoester, licz­
ba reszt fosforanowych oraz miejsce podstawie­
nia oligosacharydu resztą fosforanową) jest 
przyczyną występowania więcej niż jednego re­
ceptora MPR, przez co wzrasta skuteczność 
wychwytywania i transportu kwaśnych hydro­
laz do lizosomów (Pohlmann  i współaut. 1995, 
Marron-Terada  i współaut. 1998). Oba recepto­
ry wykazują wyższe powinowactwo do oligosa- 
charydów z dwiema grupami monofosfoestro- 
wymi. Docelowe miejsca, do których oba recep­
tory transportują swoje ligandy są różne. CD- 
MPR transporuje je do wczesnego endosomu, a 
IGF-II/CI-MPR do późnego przedziału endoso- 
mowego (Sohar  i współaut. 1998). Poziom eks­
presji obu receptorów zależy od aktualnego sta­
dium rozwojowego organizmu oraz typu tkanki 
(Sahagian  i N ovkiff 1994, N issley i współaut.
1993).
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Receptory MPR wiążą fosforylowane białka 
lizosomowe w AG, oddzielając je od innych bia­
łek przeznaczonych do sekrecji w sieci trans 
aparatu Golgiego (TGN). Receptory z przyłączo­
nymi ligandami skupiają się w TGN i pakowane 
są w pęcherzyki transportujące, opłaszczone 
kompleksami złożonymi z klatryny i AP-1. Se­
gregacja ta zachodzi dzięki oddziaływaniu de­
terminant sortujących domeny cytoplazmaty- 
cznej receptorów z AP-1. Główną rolę odgrywają 
tu sekwencje di-leucynowe rozpoznawane przez 
AP-1 to jest sekwencja His-Leu-Leu w domenie 
cytoplazmatycznej receptora CD-MPR oraz se­
kwencja Leu-Leu-His w domenie cytoplazmaty­
cznej receptora IGF-II/CI-MPR. Pęcherzyki 
transportujące oddzielają się od TGN i zlewają 
się z wczesnymi endosomami, dostarczając w 
ten sposób kompleksy receptor-hydrolaza do 
przedziału prelizosomowego. Kompleksy te są 
niestabilne w pH niższym niż 5.5 i w wyniku 
zmiany konformacji receptora ulegają dysocja- 
cji w środowisku późnego endosomu. Uwolnio­
ne hydrolazy przechodzą do lizosomów, a recep­
tory powracają do AG oraz do błon plazmatycz- 
nych w celu ponownego ich wykorzystania. W 
lizosomach hydrolazy podlegają proteolitycznej 
obróbce charakterystycznej dla większości bia­
łek lizosomowych. CD-MPR, w odróżnieniu od 
IGF-II/CI-MPR w znikomym stopniu pośredni­
czy w endocytozie zewnątrzkomórkowych hy- 
drolaz, z fosforylowanymi resztami mannozo- 
wymi. Receptory ulokowane w AG, endosomach 
i błonie plazmatycznej krążą nieprzerwanie po­
między tymi przedziałami wychwytując białka 
lizosomowe w AG i na powierzchni komórkowej, 
i lokując je w endosomach. Cykliczne krążenie 
pomiędzy wspomnianymi trzema przedziałami 
komórkowymi zachodzi dzięki obecności różno­
rodnych sygnałów sortujących w domenach 
cytoplazmatycznych obu receptorów (BÓKER i 
współaut. 1997).

Receptory powierzchni komórkowej wiążą 
fosforylowane hydrolazy lizosomowe i dostar­
czają je do endosomów tak samo jak powyżej, 
przy czym białkiem adapterowym w tym przy­
padku jest AP-2, które rozpoznaje reszty tyro­
zyny w domenie cytoplazmatycznej IGF-II/CI- 
MPR, a w przypadku CD-MPR dwa sygnały 
sortujące: pierwszy z nich zawiera resztę Tyr, a 
drugi reszty Phe i Trp (Jo h nso n  i K o r nfeld  
1992, Le Borge i H o fla c k  1998). Nie jest znany 
cel istnienia tej ścieżki. Prawdopodobnie, trans­
port kwaśnych hydrolaz drogą endocytozy jest 
mechanizmem ratowniczym, który wychwytuje 
niewłaściwie ulokowane zewnątrzkomórkowe 
hydrolazy. Wiele typów komórek posługuje się 
tym szlakiem biochemicznym. Większość 
nowozsyntezowanych hydrolaz osiąga lizosomy

bez opuszczania komórki. Zewnątrzkomórkowy 
enzym jest konsekwencją braku normalnej we­
wnątrzkomórkowej segregacji za pośrednic­
twem wewnątrzkomórkowych receptorów.

P O D S T A W Y  M O L E K U L A R N E  D Z IA Ł A N IA  M P R

1 mol IGF-II/CI-MPR wiąże 2 mole reszt 
Man-6-P. Dwa miejsca wiążące reszty fosfo- 
mannozylowe blisko sąsiadują ze sobą i są zdol­
ne do równoczesnego oddziaływania z obydwie­
ma resztami fosforanowymi difosforylowanego 
oligosacharydu. Ów typ oddziaływania wystar­
czający jest do produktywnego wiązania do re­
ceptora, chociaż prawdopodobnie w przypadku 
hydrolaz wysokie powinowactwo wiązania osią­
gane jest dzięki oddziaływaniu receptora z dwie­
ma resztami Man-6-P na dwóch różnych, sąsia­
dujących oligosacharydach. Oba miejsca wią­
żące marker nie są funkcjonalnie równocenne 
na przykład w stosunku do {3-glukuronidazy 
domena 9 ma dwukrotnie niższe powinowactwo 
(Kd = 4.3 ±1.5 nM) niż domena 3 (Kci = 2.0 
±0.6 nM), (Ma r r o n -T e r a d a  i współaut. 1998). 
Natomiast CD-MPR, który w błonach występuje 
przede wszystkim jako dimer (Dah m s  i K onfeld

1989), wiąże po jednym ligandzie na każdy 
łańcuch polipeptydowy. Oba te miejsca rozpo­
znające cukier w dimerze CD-MPR są oddalone 
od siebie o 40 A w linii prostej i zorientowane 
przestrzennie w tym samym kierunku. Odle- 
gość ta jest na tyle duża, że każda z reszt 
fosfomannozylowych oddziaływująca z centrum 
wiążącym podjednostek CD-MPR musi wystę­
pować na oddzielnych resztach oligosacharydo- 
wych (przeciętna odległość pomiędzy końcowy­
mi resztami mannozowymi w oligosacharydzie 
typu wielomannozowego wynosi 20 A). Opisy­
wane strukturalne wymogi dla tworzenia kom­
pleksu CD-MPR-ligand tłumaczą obserwowane 
różnice w powinowactwie wiązaniowym prezen­
towanym przez CD-MPR w stosunku do róż­
nych enzymów lizosomowych. Różnice te są 
wypadkową umiejscowienia i ilości reszt fosfo­
mannozylowych na oligosacharydzie oraz prze­
strzennej orientacji tych łańcuchów cukrowych 
na cząsteczce enzymu lizosomowego. Warunki 
optymalne do wiązania reszt fosfomannozylo­
wych przez oba typy receptorów to pH w zakre­
sie 6.3-6.5. Nie obserwowano wiązania poniżej 
pH 5 co jest zgodne z faktem, że w kwaśnym 
przedziale prelizosomowym następuje oddyso- 
cjowanie transportowanego enzymu od recep­
tora. Tylko IGF-II/CI-MPR wykazuje powino­
wactwo do liganda w neutralnym pH, fakt ten 
może wyjaśniać dlaczego CD-MPR nie uczestni­
czy w endocytozie na powierzchni komórkowej. 
Już wcześniej stwierdzono, że do efektywnego
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wiązania wystarcza sama domena zewną- 
trzcytoplazmatyczna. CD-MPR (Dahms i Korn­
feld 1989, W endland  i współaut 1989). W 
przypadku IGF-II/CI-MPR dwa miejsca wiążące 
zlokalizowano na domenach 1-3 i 7-9. Duży 
krok w zrozumieniu molekularnych podstaw 
działania obu receptorów, a zwłaszcza CD-MPR 
uczynili Roberts i współpracownicy (Roberts i 
współaut. 1998). Otrzymali oni zewnątrzcyto- 
plazmatyczną domenę CD-MPR oraz domeny 3 
i 9 receptora IGF-II/CI-MPR w postaci krystali­
cznej i określili trójwymiarową strukturę CD- 
MPR. Ponadto, jako pierwsi stworzyli modelowy 
kompleks receptor-ligand pomiędzy CD-MPR a 
(3-glukuronidazą w celu ustalenia mechanizmu 
rozpoznawania liganda. Analiza struktury CD- 
MPR ujawniła obecność trzech mostków disiar- 
czkowych w domenie zewnątrzcytoplazmatycz- 
nej, ich istotną rolę w rozpoznawaniu reszty 
cukrowej oraz w stabilizacji struktury i orienta­
cji w przestrzeni miejsc wiążących resztę 
mannozofosforanową. W miejscach wiążących 
ligand zlokalizowano His-105 i Arg-111. His- 
105 odpowiedzialna jest za wiązanie ujemnie 
naładowanej grupy fosforanowej liganda i two­
rzenie odpowiedniego pH do zajścia tego oddzia­
ływania. Natomiast Arg-111 tworzy wiązanie 
wodorowe z atomami tlenu przy C2 pierścienia 
mannozowego. Ponadto reszty Asp-103, Asn- 
104 i His-105, cząsteczka wody tworząca wią­
zanie wodorowe z resztą karboksylową Asp-103 
oraz Mn+2 wchodzący w wiązanie koordynacyj­
ne z His-105, Arg-111, Glu-101 i atomem tlenu 
reszty fosforanowej, przyczyniają się do wzmoc­
nienia oddziaływania pomiędzy CD-MPR a czę­
ścią fosforanową markera Man-6-P. Dodatkowo 
zidentyfikowano reszty aminokwasowe, które 
tworzą wiązania wodorowe z grupami hydro­
ksylowymi mannozy i są to: Arg-135 (grupa 
hydroksylowa przy C4), Glu-133 (grupy hydro­
ksylowe przy C3 i C4), Tyr-143 (grupa hydro­
ksylowa przy C3), Arg-111 (grupa hydroksylowa 
przy C2), Gln-66 (grupa hydroksylowa przy C2) 
iTyr-45 (grupa hydroksylowa przy Cl). Amino­
kwasy te wraz z Asp-103, Asn-104 i His-105 są 
zachowane w wołowym, ludzkim, szczurzym i 
mysim CD-MPR. W odróżnieniu od innych le- 
ktyn wiążących mannozę i/lub glukozę wiąza­
nie Man-6-P do CD-MPR nie wymaga oddziały­
wań z grupami aromatycznymi łańcuchów bo­
cznych polipeptydu. Markeiy w postaci fosfo- 
diestrów mannozowych słabo wiążą się do CD- 
MPR, ponieważ grupa fosforanowa ciasno 
wchodzi w głąb struktury receptora, nie pozo­
stawiając miejsca na dodatkowe podstawniki to 
jest resztę N-acetyloglukozoaminową czy też 
grupę metylową. Istnienie tej przeszkody stery - 
cznej może tłumaczyć wybiórcze powinowactwo

CD-MPR do pewnych enzymów lizosomowych. 
Region zewnątrzcytoplazmatyczny CD-MPR wy­
kazuje podobieństwo sekwencyjne w zakresie 
14%-28% z każdą z 15 powtarzających się do­
men zewnątrzcytoplazmatycznego regionu IGF- 
II/CI-MPR. Z tych 15 powtarzających się domen 
jedynie domeny 3 i 9 IGF-II/CI-MPR odgrywają 
istotną rolę w wiązaniu Man-6-P, a zwłaszcza 
Arg-435 w domenie 3 i Arg-1334 w domenie 9; 
ich odpowiednikiem jest reszta Arg-111 w CD- 
MPR (Marron-Terada  i współaut. 1998). Z po­
równania struktur przestrzennych: zewną- 
trzcytoplazmatycznej CD-MPR i domen 3 oraz 9 
IGF-II/CI-MPR wynika, iż najbliższe sąsiedztwo 
miejsc wiążących cukier w domenach jest zmie­
nione w stosunku do regionu zewnątrzcyto­
plazmatycznego CD-MPR. Natomiast reszty 
aminokwasowe odpowiedzialne za tworzenie 
wiązania z ligandem z małym wyjątkiem pozo­
stają zachowane i są to: Tyr-45 (numeracja wg 
CD-MPR), Gln-66, Arg-111 i Tyr-143. Reszty 
Glu-133 i Arg-135 są wymienione w IGF-II/CI- 
MPR na Thr i Glu w domenie 3 oraz Leu i Glu 
w domenie 9. Obszar w CD-MPR odpowiedzial­
ny za wiązanie reszty fosforanowej w IGF-II/CI- 
MPR jest skrócony o 4 reszty aminokwasowe w 
obu domenach. Ta, z pozoru niewielka różnica 
w budowie prawdopodobnie umożliwia obser­
wowane już wcześniej (D istler  i współaut.
1991) wiązanie nieco większego markera fosfo- 
mannozowego to jest oligosachaiydu podsta­
wionego fosfodiestrami. Okazało się również, że 
zarówno domena 3, jak i 9 nie posiadają odpo­
wiednika reszty Asp-103 (reszta tworząca wią­
zanie koordynacyjne z dwuwartościowym katio­
nem). Fakt ten może wyjaśniać dlaczego w obe­
cności kationu nie obserwuje się zwiększenia 
powinowactwa IGF-II/CI-MPR do liganda. Jed­
nakże do zweryfikowania tej hipotezy trzeba 
poczekać, aż do ustalenia pełnej struktury IGF- 
II/CI-MPR. Stworzony model interakcji CD- 
MPR z (3-glukuronidazą potwierdził stwierdzone 
już wcześniej duże powinowactwo enzymu do 
receptora (Kd = 0.28 nM; W atanabe  i współaut.
1990), (Kd = 4.4-5.1 nM; MAi współaut. 1991). 
Dzięki temu modelowi udało się zaobserwować, 
iż jedynie reszta oligosacharydowa przy Asn- 
173 (3-glukuronidazy jest rozpoznawana przez 
CD-MPR oraz, że dimer CD-MPR wiąże dwie 
reszty oligosacharydowe umieszczone na od­
dzielnych łańcuchach polipeptydowych tetra- 
merycznego enzymu. Model ten jest zgodny z 
wcześniejszymi badaniami, które pokazały, że 
CD-MPR wykazuje większe powinowactwo w 
stosunku do oligosacharydów z jednym fosfo- 
monoestrem podczas gdy IGF-II/CI-MPR prefe­
rencyjnie wiąże oligosacharydy zawierające dwa 
fosfomonoestry.
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TRANSPORT LIZOSOMOWYCH HYDROLAZ NIEZALEŻNY OD MAN-6-P

MPR nie jest uniwersalnym elementem 
transportującym. W przypadku pacjentów z 
chorobą wtrętów komórkowych (mukolipidoza 
II, ang. I-cell disease), w wyniku błędu genety­
cznego dotyczącego jednego z enzymów biorą­
cego udział w fosforylacji mannozy, nie docho­
dzi do utworzenia ugrupowania Man-6-P w czą­
steczce enzymów lizosomowych. W przypadku 
fibroblastów, błąd w fosforylacji enzymów jest 
powodem wydalania ich poza komórkę i podnie­
sienia się poziomu wielu hydrolaz lizosomo­
wych w surowicy, moczu i ślinie. Natomiast w 
limfocytach, wątrobie, nerce, mózgu i śledzionie 
poziom kwaśnych hydrolaz pozostaje prawie 
niezmieniony. Fakt ten wskazuje na występo­
wanie alternatywnego mechanizmu przenoszą­
cego kwaśne hydrolazy do lizosomów (Ow a d a  i 
N eu feld  1982). Podstawy działania mechani­
zmu alternatywnego nie są jeszcze dokładnie 
poznane. Wiadomo natomiast, że w przypadku 
niektórych enzymów lizosomowych, propeptyd 
może służyć nie tylko jako czynnik asocjujący 
białko z błoną, ale również jako sygnał sortujący 
(C o h n n e r  1992, B e n in g  i współaut. 1998) odci­
nany proteolitycznie w endosomach. Przypusz­
cza się, iż interakcja prekursorowej (3-glukuro- 
nidazy i egazyny może służyć przesyłaniu pre­
kursora wzdłuż alternatywnej wewnątrzkomór­
kowej drogi (Sw an k  i współ. 1986). W limfocy­
tach B u pacjentów z mukolipidozą II, w obsza­
rze C-końca katepsyny D występuje determi­
nanta podobna do markera fosfotransferazy, a

rozpoznawana przez nieznane specyficzne biał­
ko (GLiCKMANn i K o r nfe ld  1993). G l ic k m a n  i 
współpracownicy ustalili, że katepsyna D oraz 
kompleksy złożone z MHC II (główny układ 
zgodności tkankowej klasy II) i łańcucha I sku­
piają się w tym samym obszarze TGN i razem 
pakowane są w pęcherzyki transportujące po­
zbawione klatiyny oraz receptorów MPR. Pęche­
rzyki te drogą fuzji łączą się z endosomami 
tworząc przedział komórkowy wzbogacony w 
MHC II (MIIC). Przedział ten podobny jest do 
lizosomów, ponieważ zawiera kwaśne hydrolazy 
i białka błony lizosomowej, posiada odczyn 
kwaśny i ulokowany jest w końcowym obszarze 
ścieżki endocytarnej (G l ic k m an  i współaut. 
1996).

Kwaśna fosfataza jest rzadkim przykładem 
transportu kwaśnej hydrolazy do lizosomów bez 
pośrednictwa receptorów MPR. H im e n o  i T a n a k a  
stwierdzili, że motywu Gly-Tyr zlokalizowany w 
domenie cytoplazmatycznej kwaśnej fosfatazy 
odgrywa istotną rolę w tranporcie tego enzymu. 
Po osiągnięciu lizosomów, kwaśna fosfataza 
związana z błoną (67 kDa) zostaje uwolniona do 
światła lizosomu pod wpływem katepsyny D 
dając białko o Mr = 64 kDa, na które z kolei 
działa prawdopodobnie lizosomowa proteinaza 
cysteinowa uwalniająca polipeptyd o 
Mr = 1 kDa. Powstałe białko (Mr = 55 kDa) zo­
staje następnie przeprowadzone w formę doj­
rzałą kwaśnej fosfatazy o Mr = 48 kDa (H im eno  
i T a n a k a  1995b).

(3-GLUCURONIDASE AS AN EXAMPLE OF TRANSPORT OF ACID HYDROLASES TO LYSOSOMES

Sum mary

(I-Glucuronidase (EC 3. 2. I. 31) of rat liver displays a 
unique subcellular distribution with significant activity 
being associated with both the microsomal and lysosomal 
subcellular compartments. Microsomal and lysosomal p- 
glucuronidase differ somewhat in amino acid and sugars 
composition. The microsomal enzyme is a precursor of the 
lysosomal enzyme. Selective subcellular targeting of pro­
teins implies that individual proteins bear signals that 
control either their forward progress to, or their retention 
within, discrete organelles. The endoplasmic reticulum (ER) 
is the site where membrane proteins, secretory proteins, 
and resident ER, Golgi and lysosomal proteins are syn­
thesized. In a nonselective fashion, the bulk of the syn­
thesized proteins enter the secretory pathway and are

targeted to their final destinations. |3-Glucuronidase is re­
tained within ER via complex formation with egasyn-3, 
which in turn has a COOH-terminal HTEL retention se­
quence. That interaction involves the esterase active site of 
egasyn and the serpin-related carboxyl-terminal propeptide 
of glucuronidase. [3-Glucuronidase undergoes proteolytic 
COOH-terminal processing during or after its transport to 
lysosomes. The propeptide of (3-glucuronidase is required 
for full expression of catalytic activity, intracellular reten­
tion, and proper phosphorylation that, in turn, provide 
proper transport to lysosomes. Both Man-6-P-dependent 
transport and Man-6-P-independent transport of lysosomal 
hydrolases are presented.
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