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TRANSPORT KWASNYCH HYDROLAZ DO LIZOSOMOW NA PRZYKtADZIE
(3-GLUKURONIDAZY

WSTEP

(3-Glukuronidaza (E.C.3.2.1.31) jest kwasng
hydrolaza szeroko rozpowszechniong w tkan-
kach ssakéw. U szczura i myszy znaleziono jg
we frakcji mikrosomowej oraz lizosomowej he-
patocytow, ptuc, nerek, jezyka i slinianek pod-
zuchwowych (Medda i wspoétaut. 1987a). Nie
stwierdzono obecnosci mikrosomowej (3-glu-
kuronidazy w Sledzionie, moézgu, sercu, erytro-
cytach, jadrach i skdrze oraz w organizmach
innych gatunkach ssakéw (zhen i wspotaut.
1995). (3-Glukuronidaza jest egzoglikozydaza,
katalizuje hydrolize naturalnych i syntetycz-
nych (3-D-glukuronidéw do aglikanow i wolnego
kwasu glukuronowego bez wzgledu na to, czy
aglikanjest alkilem, arylem lubjest alicykliczny
(Niemann i Buddecke 1982) i bez wzgledu na to,
czy aglikan dotgczony jest wigzaniem eterowym
czy estrowym (Rapatz i wspotaut. 1988). Lizo-
somowa (3-glukuronidaza bierze udziat w etapo-
wej degradacji kwasu glukuronowego zawie-
rajgcego glikozoaminoglikany, a jej niedobér
wywotuje w organizmie czlowieka, szczura i
myszy mukopolisacharydoze typu VII, to jest
odktadanie sie nieroztozonych glikozoaminogli-
kanow w lizosomach sledziony, watroby, nerek,
moézgu i uktadu szkieletowego oraz wydalanie
wraz z moczem duzych ilosci czeSciowo zdegra-
dowanych glikozoaminoglikanéw. Z klinicznego
punktu widzenia, choroba ta charekteryzuje sie
skréconym czasem zycia i niedorozwojem umy-

stowym (Tomatsu i wspétaut. 1994, Sands |
wspotaut. 1995, Yamada i wspOtaut. 1995, Wai -
key 1998). In vivo mikrosomowa (3-glukuronida-
za bierze udziat w reakcji dekoniugacji dotycza-
cej hydrolizy glukuronidu bilirubiny (zZhen i
wspotaut. 1995), dziata jako modulator pozio-
mu krazacych glukuronidowych lekéw i endo-
gennych zwiazkéw (Medda i wspélaut. 1987b)
oraz odgrywa istotna role w biosyntezie witami-
ny C w watrobie stymulowanej obecnoscig kse-
nobiotykdw (Horio i Horie 1997). Szczurza i
mysia (3-glukuronidaza sg homotetramerami, a
(3-glukuronidaza z tozyska ludzkiego i ludzkiej
hepatomy sa heterotetramerami (Tanaka |
wspotaut. 1992). Podobnie jak w przypadku
wszystkich enzymoéw lizosomowych, ktére syn-
tetyzowane sg w postaci pro-enzymu i naste-
pnie przeksztatcane w forme dojrzatg o nizszej
masie molekularnej (z wyjatkiem katepsyny D i
karboksypeptydazy, dla ktérych prekursorami
sg zymogeny) tak i (3-glukuronidaza syntetyzo-
wana jest jako forma prekursorowa o wyzszej
masie molekularnej od formy dojrzatej. tan-
cuch polipeptydowy zbudowany jest z trzech
czesci: pre-pro-[3-glukuronidaza. Pre-forma za-
wiera peptyd sygnatowy na N-koricu, wprowa-
dzajacy biatko do Swiatta siateczki S$rddpla-
zmatycznej (ER). Po odcieciu hydrofobowego
fragmentu ,pre” (Twardowski | Nowak 1988)
przez peptydaze sygnatowa powstaje prekursor

Stosowane skroty: AG — aparat Golgiego; Arg — arginina; Asn — asparagina; Asp — kwas asparaginowy;
ER — siateczka $rédplazmatyczna; Gic — glukoza; Gin — glutamina; GIcNAc — N-acetylo-glukozoamina;
Glu — kwas glutaminowy: His — histydyna; IGF-1l — insulino podobny czynnik wzrostu Il; Leu — leucyna;
Lys- lizyna; Man — mannoza; Man-6-P — reszta mannozo-6-fosforanowa; MHCII — gtéwny uktad zgodnosSci
tkankowej klasy IlI; MPR — receptor mannozylowy; Phe — fenyloalanina; Pro — prolina; TGN — sie¢ trans
aparatu Golgiego; Tyr — tyrozyna.
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(3-glukuronidazy. Prekursor zawiera hydrofobo-
wy propeptyd na C-koncu, ktéry odcinany jest
w endosomach, przed wejsciem do lizosoméw,
dajgc dojrzate biatko (Gehrmann i wspdlaut.
1994). Forma prekursorowa odpowiada mikro-
somowej [3-glukuronidazie, natomiast forma
dojrzata odpowiada lizosomowej (3-glukuroni-
dazie (Zhen i wspotaut. 1995). U szczura czesc
mikrosomowej (3-glukuronidazy za posrednic-
twem hydrofobowego propeptydu tworzy kom-
pleks z egazyna (esteraza-3), zakotwiczong w
btonie od strony Swiatta ER (Gehrmann i wspo6t-
aut. 1994). Druga czes¢ pozostaje w formie wol-
nej, niezasocjowanej (Medda i wspotaut.
1987a). Kompleksy te zawierajg 5-10 czgste-
czek egazyny. Dla (3-glukuronidazy wyrézniono
trzy rézne formy podjednostek: X (wystepuje w
ER) oraz La i Lb (wystepuja w lizosomach).
Formy lizosomowe podjednostek tworzag sie w
wyniku rozszczepienia formy X najej C-koricu
w endosomach. W hepatocytach szczura wyste-
puje co najmniej dziewie¢ form (3-glukuronida-
zy: X4 (wolny proenzym (3-glukuronidazy), M5,
M6, M7, M8, M9 i M10 (kompleksy proenzym
(3-glukuronidaza-egazyna; indeks oznacza licz-
be czgsteczek egazyny przypadajgcg na jedng
czasteczke (3-glukuronidazy w danym komple-
ksie) oraz La4 i Lb4 (formy dojrzate lizosomowe)
(Ho 1991). U myszy cata populacja mikrosomo-
wej (3-glukuronidazy tworzy kompleksy z este-
razg-3, przy czym kompleksy te wykazuja niz-
sze masy molekularne i sg to: M1, M2, M3 i M4
(Medda i wspoOtaut. 1987a). Ta asocjacja enzy-
mu z egazyng ma charakter czasowy i chroni
prekursorowa forme (3-glukuronidazy przed en-
zymami modyfikujacymi cukry podczas prze-
chodzenia enzymu przez AG (Swank i wspétaut.
1986). Stosunek mikrosomowej do lizosomowej
(3-glukuronidazy wynosi 1.3 (Tulsiani i wspot-
aut. 1978). Przypuszcza sie, ze funkcja (3-glu-
kuronidazy w ER jest modulowanie aktywnosci
esterazowej egazyny (Li i wspotaut. 1990). Po-
rownanie sekwencji aminokwasowych szczu-
rzej watrobowej i ludzkiej tozyskowej (3-glukuro-
nidazy ujawnito, ze homologia w regionie pro-
peptydu wynosi tylko 40%, a w pozostatym
obszarze az 77% (Istam i wspotaut. 1993).
Ponadto miejsce wigzace egazyne wystepujace
w szczurzej i mysiej (3-glukuronidazie, w przy-
padku ludzkiego enzymu jest tylko czesciowo
zachowane. Lizosomowa i mikrosomowa (3-glu-
kuronidaza sa glikoproteinami (Zhen i wspot-
aut. 1995) i réznig sie nieznacznie sktadem ami-
nokwasowym i cukrowym (Medda i wspétaut.
1987b). Kazda podjednostka ludzkiego enzymu
posiada 4 potencjalne miejsca N-glikozylacji i
wszystkie one sa glikozylowane (Shipley i
wspétaut. 1993). Mysia i szczurza (3-glukuroni-
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daza takze posiadajg 4 potencjalne miejsca gli-
kozylacji na kazdym merze, ale tylko 3 z nich sg
podstawione cukrem. Miejsca glikozylowane
odpowiadajg 1, 3 i 4 miejscu glikozylacji ludz-
kiej (3-glukuronidazy i wykazujg one ograniczo-
ng fosfoiylacje. W watrobowej ludzkiej (3-glu-
kuronidazie, w miejscach 2 i 3 reszty mannozo-
we sg fosfoiylowane preferencyjnie (defosforyla-
cja tych miejsc wydatnie zmniejsza przenosze-
nie (3-glukuronidazy do lizosoméw, natomiast
zwieksza wydzielanie enzymu). W miejscu
4-tym reszta mannozy w minimalnym stopniu
jest podstawiona resztq fosforanowa, a miejscu
1-szym w ogole nie podlega fosforylacji (Gold-
berg i Konfeld 1981).

Lizosomy odgrywajag kluczowa role w fizjolo-
gii komorki stanowigc centrum rozktadu wszy-
stkich czterech klas biomolekut (kwasy nuklei-
nowe, biatka, lipidy, cukry) i kierowania po-
wstatych prostych zwigzkéw chemicznych do
ponownego ich wykorzystania w komorce. Fun-
kcje kataboliczng spetniajg dzieki obecnosci
ponad 40 enzymow hydrolitycznych, na ktére
sktadajg sie: lipazy i fosfolipazy, nukleazy, fo-
sfatazy i sulfatazy, proteazy i glikozydazy. Hy-
drolazy te wykazujg optymalng aktywnos$¢ w
srodowisku kwasnym o pH bliskim 5. | chociaz
btona lizosomowa jest normalnie nieprzepusz-
czalna dla tych enzymoéw w kierunku do cyto-
plazy — fakt, ze wymagajgq one niskiego pH dla
swojej dziatalnosci chroni komoérke przed usz-
kodzeniem, gdyby nastgpito ich uwolnienie.
Przedziat lizosomowy wchodzi w skiad central-
nego ukladu wakuolarnego odpowiedzialnego
za komunikowanie wnetrza komorki z jej oto-
czeniem. Jeden koniec tego ukiadu to nieustan-
na strefa biosyntezy (ER, AG), a drugi — strefa
zachodzacych proceséw endocytozy (endosomy
i lizosomy). Sie¢ lizosomowa jest ukladem dy-
namicznym, poszczegélne lizosomy sg potaczo-
ne miedzy soba oraz z innymi przedziatami
komoérkowymi dzieki fuzji z pecherzykami
transportujgcymi powstatymi droga paczkowa-
nia specyficznych obszaréw btonowych ER, AG
oraz btony komorkowej. Procesy fuzji umozli-
wiajg dostarczanie skiladnikéw wewnagtrz-
komérkowych jak i zewngtrzkomorkowych do
lizosomoéw w celu ich degradacji i przetwarza-
nia. Dodatkowo, obserwuje sie bezposredni
transport przez btone do Swiatta lizosomu spe-
cyficznych biatek cytoplazmatycznych posiada-
jacych sekwencje aminokwasowg Lys-Phe-Glu-
Arg-GIn lub pokrewna, za posrednictwem opi-
kuniczych biatek (ang. chaperons; Cuervo i Di-
ce 1996, Hayes i Dice 1996, Agarraberes i
wspétaut. 1997). Obecnos¢ lizosoméw stwier-
dzono we wszystkich typach komdrek Eukario-
ta. SzczegOlnie licznie wystepujg w komorkach
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nabtonkowych jelita, narzadéw wydzielniczych
i wydalniczych (watroba, nerki, ptuca, macica),
w komoérkach fagocytarnych ukiadu siateczko-
wo-Srddbtonkowego (szpik kostny, $ledziona).
Wyjatkowo bogatym Zrédiem sg leukocyty. Cie-
kawym i wyjatkowym przyktadem sg ,lizosomy
wydzielnicze” (ang. lytic granules), wystepujace
w cytotoksycznych limfocytach T, w komoérkach
NK, eozynofilach, neutrofilach, bazofilach,
trombocytach, mastocytach i makrofagach. Li-
zosomy tych komadrek wykazujg podwojng fun-
kcje: dzieki obecnosci petnego zestawu kwas-
nych hydrolaz dziatajg jako typowe lizosomy
degradujace materiat dostarczany do ich Swiat-
fa, a dzieki obecnosci specyficznych biatek se-
krecyjnych (granzymy, perforyna, TIA-1) dziata-
ja jako organelle wydzielnicze wyrzucajac swa
zawartos¢ na zewnatrz komorki w celu destru-
kcji komérek rozpoznanych przez uktad immu-
nologiczny jako obce (Page | wspétaut. 1998).

ER jest miejscem, gdzie zachodzi synteza
biatek btonowych, wydzielniczych oraz biatek
rezydencyjnych ER, aparatu Golgiego (AG) i
lizosoméw. W nieselektywny sposéb cata masa
zsyntezowanych biatek wkracza na Sciezke wy-
dzielniczg i jest przenoszona do migjsc swej
ostatecznej lokalizacji. Poszczeg6line biatka nio-
sg sygnat, ktoéry kontroluje dalsze losy w dostar-
czaniu ich do organelli, jak réwniez w zatrzyma-
niu wewnatrz organelli (Zhen i wspotaut. 1995).
Okoto 30-50% watrobowej szczurzej i mysiej
(3-glukuronidazy zostaje zatrzymane w ER w
wyniku asocjacji z esterazowg egazyng (Medda
i wspotaut. 1987b, Istam i wspotaut. 1993, Zhen
i wspotaut. 1993, 1995). Réznorodne biatka
Swiatta ER majg na C-koncu tetrapeptyd Lys-
Asp-Glu-Leu, ktory jest gtéwnym sygnatem za-
trzymujacym dla wielu biatek swiatta ER. Ega-
zyna posiada sekwencje His-Thr-Glu-Leu na
C-koncu bedacg koniecznym i wystarczajagcym
sygnatem zatrzymania jej w ER. Zatrzymanie
(3-glukuronidazy w Swietle ER zwigzane jest z co
najmniej dwoma mechanizmami:

— mechanizm zawracajacy kompleks pep-
tyd sygnatowy-receptor. Biatka posiadajace
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na C-koncu Lys-Asp-Glu-Leu (lub blisko spo-
krewnione sygnatyjak His-Thr-Glu-Leu w przy-
padku egazyny) sa rozpoznawane przez recep-
tor w regionie cis AG i zawracane do ER,

— mechanizm tworzenia kompleksu ligand-
enzym. [3-Glukuronidaza, ktora sama nie posia-
da sygnatu zatrzymaniaw ER, jest zatrzymywa-
naw ERw wyniku tworzenia nie kowalencyjne-
go kompleksu pomiedzy jej C-koricowym pro-
peptydem (kluczowa role w przypadku mysiego
i szczurzego enzymu odgrywa piecioamino-
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-
glukuronidazajest podobny do kompleksu pro-
teinaza seiynowa-serpinowy inhibitor. Zatem,
serpinowopodobna sekwencja na jednym biat-
ku stuzy do wigzania tego biatka do katalitycz-
nego miejsca esterazowego innego biatka, ktore
z kolei posiada wewnetrzny sygnat zatrzymuja-
cy w ER (przez co i pierwsze biatko zostaje
réwniez zatrzymane w ER). Tworzenie komple-
ksu pomiedzy propeptydem (3-glukuronidazy a
egazyna nie jest tak skuteczne jak pomiedzy
biatkami zakonczonymi sekwencja Lys-Asp-
Glu-Leu (lub His-Thr-Glu-Leu) aich receptora-
mi. Dzieki temu wiecej niz potowa czasteczek
(3-glukuronidazy przechodzi do lizosomoéw i nie
pozostaje w ER nawet przy 10-krotnym nad-
miarze wolnej egazyny w stosunku do (3-glu-
kuronidazy wewnatrz ER. Natomiast w przy-
padku ludzkiej (3-glukuronidazy trzy amino-
kwasy sa identyczne (x-Pro-Phe-x-Phe) z se-
kwencja piecioaminokwasowag serpin (Li i
wspoétaut. 1990) i jak dotad nie znaleziono for-
my mikrosomowej ludzkiej (3-glukuronidazy
(Zhen i wspoétaut. 1995).

Propeptyd [3-glukuronidazy jest konieczny
nie tylko do zatrzymania enzymu w ER, ale
rowniez do catkowitej ekspresji i osiagniecia
aktywnosci katalitycznej enzymu oraz wiasci-
wej jego fosforylacji bedacej warunkiem jego
transportu do lizosoméw.

TRANSPORT LIZOSOMOWYCH HYDROLAZ ZALEZNY OD MAN-6-P

Jest to gtbwny mechanizm docelowego
transportu rozpuszczalnych enzyméw lizoso-
mowych u wyzszych Eukaryota. Biatkami tymi
sq glikoproteiny z fosforylowanymi resztami
mannozowymi (Man) oligosacharydéw typu
oligomannozowego zwigzanych z Asn. Fosfo-
rylowane reszty stuzgjako marker rozpoznawa-
nia dla receptoréw fosfomannozylowych (MPR)
zasocjowanych z btong optaszczong komple-

ksami ztozonymi z klatryny i biatka adaptero-
wego AP-1lub AP-2 (Johnson i Kornfeld 1992,
Le Borge i Hoflack 1998). Receptory te wigzag
marker to jest reszte mannozo-6-fosforanowg
(Man-6-P), posredniczac w dostarczaniu biatek
do lizosoméw. 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-GIcNAc
na wyselekcjonowane reszty mannozowe oli-
gosacharydu tworzac fosfodiester (Ryc.l). Mi-
krosomowa p-glukuronidaza zasocjowana z
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na w cysternach cis AG usuwa reszte GIcNAc
eksponujgc mannozo-6-fosfomonoester (Ryc.l)
(Goldberg | Kornfeld 1981). Transferaza po-
siada miejsce wigzace, rozpoznajace nie tylko

Ryc. 1 Fosfoiylowane oligosacharydy typu oligomannozowego.

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

egazyng posiada przykryte resztami N-acetylo-
glukozoaminowymi (GIcNAc) reszty Man-6-P.
Okoto 12% oligosachaiydéw mikrosomowej 3
glukuronidazy watroby szczura wystepuje jako
fosfodiester (Mizouchi i wspdtaut. 1981). W dru-
gim etapie N-acetyloglukozoamino-1 -fosfodi-
ester N-acetyloglukozoaminidaza zlokalizowa-

oligosacharydy, ale rowniez konformacje biat-
kowg wspdlng dla wszystkich hydrolaz, a nie
wystepujgcg na biatkach wydzielniczych to jest
pewne specyficzne reszty lizyny oraz pewnag
trzeciorzedowg domene w enzymach lizosomo-
wych (Lis i Sharon 1993, Himeno i Tanaka
1995a). Oligosacharydy enzyméw lizosomo-
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wych posiadajg jedng lub dwie reszty fosfora-
nowe w postaci fosfodiestréw lub fosfomono-
estrow. Zaburzeniaw syntezie markera Man-6-
P prowadza do wystapienia ciezkiej choroby
spichrzeniowej — mukolipidozy Il (choroba
wtretow komérkowych, ang. I-cell disease). Taki
sam fenotyp pojawia sie przy braku receptoréw
MPR w fibroblastach (Sohar i wspétaut. 1998).

Sortowanie i dostarczanie rozpuszczalnych,
fosforylowanych hydrolaz do lizosomoéw zacho-
dzi za posrednictwem MPR. W wigkszosci typow
komarek 90% tych receptoréw znajduje sie we-
wnatrz komorki, ajedynie 10% na powierzchni
btony komoérkowej (Hughes 1983). W komorce
receptory skupione sg w regionie trans AG, ale
moga by¢ réwniez zlokalizowane w regionie cis
AG (Zhen i wspotaut. 1995). Zidentyfikowano
dwa typy tych receptorow:

— IGF-II/CI-MPR, czyli receptor fosfo-
mannozylowy niezalezny od kationéw jest to
transbtonowa glikoproteina typu | o Mr = 280
kDa. Na podstawie analizy sekwencyjnej recep-
tora wotowego stwierdzono, iz zbudowany jest
on z: N-koricowej sekwencji sygnatowej (40 ami-
nokwaséw), zewnatrzplazmatycznego regionu
skiadajacego sie z 15 homologicznych domen
(2269 aminokwaséw), pojedynczego regionu
transbtonowego (23 aminokwasy) i C-koncowej
domeny cytoplazmatycznej (164 aminokwasy).
Receptor ten u ssakéw (w odrdznieniu od pla-
z6w, gadow i ptakow) wykazuje wielofunkcyj-
nos¢, poniewaz wigze zarowno biatka posiada-
jace reszte Man-6-P uczestniczgc w sortowaniu
i endocytozie kwasnych hydrolaz, jak rowniez
bierze udziat w wigzaniu hormonu peptydowe-
go: insulino-podobnego czynnika wzrostu I
(biatko niefosforylowane). Receptor ten odpo-
wiedzialny jest za wychwytywanie zewnatrzko-
moérkowego IGF-1l, a zatem jest istotng skiado-
wa ukiadu regulujacego rozwéj organizmu. Po-
mimo, ze miejsca wigzania obu ligandéw na
receptorze nie pokiywayjg sie ze soba, tojednak,
prawdopodobnie ze wzgledéw konformacyjno-
sferycznych, zwigzanie IGF-IlI nie pozwala na
wigzanie enzymoéw lizosomowych (Nissley i
wspotaut. 1993, Ludwig i wspotaut. 1995,
Schmidt i wspétaut. 1995),

— CD-MPR, czyli receptor fosfomannozylowy
zalezny od kationéw jest transbtonowg glikopro-
teing typu | o Mr = 46 kDa; zbudowang z: N-kon-
cowej sekwencji sygnatowej (28 aminokwasoéw),
zewnatrzplazmatycznej domeny (159 aminokwa-
sOw), pojedynczego regionu transbtonowego (25
aminokwaso6w) oraz C-koricowej domeny cytopla-
zmatycznej (67 aminokwasow). Receptor ten
obok funkcji sortowania bierze udziat w sekrecji
enzymow lizosomowych do ptynu zewnatrzko-
morkowego (Chao i wspotaut. 1990).
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Oba receptory nie wykazujg wyraznego podo-
bienistwa sekwencyjnego w stosunku do innych
lektyn oraz posiadajg odmienng klase domen
wigzacych cukier, dlatego tez wyodrebniono je i
oznaczono jako odrebng klase lektyn typu P.
Sugeruje sie, ze ze wzgledu na wspoélng funkcije
to jest docelowy transport lizosomowych enzy-
mow oraz podobienstwa w sekwencji aminokwa-
sowej obu receptoréw, geny ktoére je kodujg wy-
eluowaty ze wspolnego genu przodkéw. Z poréw-
nania struktury CD-MPR ze znanymi struktura-
mi bialek zaskakujace jest uderzajace podobien-
stwo strukturalne wspomnianego receptora do
awidyny — biatka wigzgcego biotyne (Roberts i
wspotaut. 1998). Oba biatka wigzg odpowiednie
ligandy w tym samym obszarze struktury, zjedng
réznica: miejsce wigzace w czasteczce awidyny
ulokowane jest nieco giebiej.

Wydaje sie, ze receptor niezalezny od katio-
néw odgrywa wiekszg role w biogenezie lizoso-
mowej (transportuje 60-70% nowozsyntetyzo-
wanych enzymow) i jest wymagany przez wie-
kszo$¢ komoérek do skutecznego, docelowego
transportu lizosomowych biatek (Johnson i
Konfeld 1992, Pohimann i wspotaut. 1995, So-
har iwspotaut. 1998). IGF-I1/CI-MPRwykazuje
wieksze powinowactwo i rozpoznaje wieksze
spektrum izoform poszczegolnych enzymow li-
zosomowych niz CD-MPR, ale do wigzania
wszystkich mannozo-6-fosforylowanych biatek
potrzebne sagjednoczesnie oba receptory, dlate-
go tez, obecnie uwaza sie, ze oba receptory
funkcjonalnie sg komplementarne wzgledem
siebie. Utrata ktoregokolwiek z receptorow
zwigzana jest z niewlasciwym sortowaniem
nowozsyntetyzowanych enzymoéw lizosomo-
wych i ich wydzielaniem na zewnatrz komorki.
Przypuszcza sie, ze heterogennos¢ markeréw
Man-6-P (fosfodiester lub fosfomonoester, licz-
ba reszt fosforanowych oraz miejsce podstawie-
nia oligosacharydu reszta fosforanowg) jest
przyczyna wystepowania wiecej niz jednego re-
ceptora MPR, przez co wzrasta skutecznosé
wychwytywania i transportu kwasnych hydro-
laz do lizosomow (Pohimann i wspétaut. 1995,
Marron-Terada iwspotaut. 1998). Oba recepto-
ry wykazujg wyzsze powinowactwo do oligosa-
charydow z dwiema grupami monofosfoestro-
wymi. Docelowe miejsca, do ktérych oba recep-
tory transportujg swoje ligandy sg rézne. CD-
MPR transporuje je do wczesnego endosomu, a
IGF-11/CI-MPR do p6Zznego przedziatu endoso-
mowego (Sohar i wspétaut. 1998). Poziom eks-
presji obu receptorow zalezy od aktualnego sta-
dium rozwojowego organizmu oraz typu tkanki
(Sahagian | Novkiff 1994, Nissley i Wspélaut.
1993).
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Receptory MPR wiagzg fosforylowane biatka
lizosomowe w AG, oddzielajac je od innych bia-
tek przeznaczonych do sekrecji w sieci trans
aparatu Golgiego (TGN). Receptory z przytaczo-
nymi ligandami skupiajg sie w TGN i pakowane
sa w pecherzyki transportujgce, optaszczone
kompleksami ztozonymi z klatryny i AP-1. Se-
gregacja ta zachodzi dzieki oddziatywaniu de-
terminant sortujacych domeny cytoplazmaty-
cznej receptorow z AP-1 Gidwna role odgrywaja
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-1I/CI-MPR. Pecherzyki
transportujace oddzielajg sie od TGN i zlewajg
sie z wczesnymi endosomami, dostarczajgc w
ten sposdb kompleksy receptor-hydrolaza do
przedziatu prelizosomowego. Kompleksy te sg
niestabilne w pH nizszym niz 5.5 i w wyniku
zmiany konformacji receptora ulegaja dysocja-
cji w Srodowisku pdznego endosomu. Uwolnio-
ne hydrolazy przechodzg do lizosoméw, a recep-
tory powracajg do AG oraz do bton plazmatycz-
nych w celu ponownego ich wykorzystania. W
lizosomach hydrolazy podlegaja proteolitycznej
obrébce charakterystycznej dla wiekszosci bia-
tek lizosomowych. CD-MPR, w odréznieniu od
IGF-11/CI-MPR w znikomym stopniu posredni-
czy w endocytozie zewngtrzkomorkowych hy-
drolaz, z fosforylowanymi resztami mannozo-
wymi. Receptory ulokowane w AG, endosomach
i blonie plazmatycznej kraza nieprzerwanie po-
miedzy tymi przedziatami wychwytujgc biatka
lizosomowe w AG i na powierzchni komorkowej,
i lokujac je w endosomach. Cykliczne krgzenie
pomiedzy wspomnianymi trzema przedziatami
komérkowymi zachodzi dzieki obecnosci rézno-
rodnych sygnatow sortujgcych w domenach
cytoplazmatycznych obu receptoréw (BOKER i
wspotaut. 1997).

Receptory powierzchni komorkowej wigza
fosforylowane hydrolazy lizosomowe i dostar-
czaja je do endosomow tak samo jak powyzej,
przy czym biatkiem adapterowym w tym przy-
padku jest AP-2, ktére rozpoznaje reszty tyro-
zyny w domenie cytoplazmatycznej IGF-11/Cl-
MPR, a w przypadku CD-MPR dwa sygnaty
sortujace: pierwszy z nich zawiera reszte Tyr, a
drugi reszty Phe i Trp (Johnson i Kornfeld
1992, Le Borge i Hofrack 1998). Niejest znany
cel istnienia tej Sciezki. Prawdopodobnie, trans-
port kwasnych hydrolaz drogg endocytozy jest
mechanizmem ratowniczym, ktéry wychwytuje
niewlasciwie ulokowane zewnagtrzkomoérkowe
hydrolazy. Wiele typéw komoérek postuguje sie
tym szlakiem biochemicznym. Wiekszos¢
nowozsyntezowanych hydrolaz osigga lizosomy
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bez opuszczania komérki. Zewnatrzkomorkowy
enzym jest konsekwencjg braku normalnej we-
whnatrzkomérkowej segregacji za posrednic-
twem wewnatrzkomoérkowych receptoréw.

PODSTAWY MOLEKULARNE DZIALANIA MPR

1 mol IGF-II/CI-MPR wigze 2 mole reszt
Man-6-P. Dwa miejsca wigzace reszty fosfo-
mannozylowe blisko sasiadujg ze sobga i sg zdol-
ne do rownoczesnego oddziatywania z obydwie-
ma resztami fosforanowymi difosforylowanego
oligosacharydu. Ow typ oddziatywania wystar-
czajacy jest do produktywnego wigzania do re-
ceptora, chociaz prawdopodobnie w przypadku
hydrolaz wysokie powinowactwo wigzania osig-
ganejest dzieki oddziatywaniu receptora z dwie-
ma resztami Man-6-P na dwéch réznych, sasia-
dujacych oligosacharydach. Oba miejsca wig-
zace marker nie sa funkcjonalnie réwnocenne
na przyktad w stosunku do {3-glukuronidazy
domena 9 ma dwukrotnie nizsze powinowactwo
(Kd = 4.3 £1.5 nM) niz domena 3 (Kd = 2.0
0.6 NM), (Marron-Terada i wspOtaut. 1998).
Natomiast CD-MPR, ktory w btonach wystepuje
przede wszystkim jako dimer (Dahms i Konfeld
1989), wiagze po jednym ligandzie na kazdy
tanncuch polipeptydowy. Oba te miejsca rozpo-
znajace cukier w dimerze CD-MPR sg oddalone
od siebie 0 40 A w linii prostej i zorientowane
przestrzennie w tym samym kierunku. Odle-
gos¢ ta jest na tyle duza, ze kazda z reszt
fosfomannozylowych oddziatywujgca z centrum
wigzacym podjednostek CD-MPR musi wyste-
powac na oddzielnych resztach oligosacharydo-
wych (przecietna odlegtos¢ pomiedzy koricowy-
mi resztami mannozowymi w oligosacharydzie
typu wielomannozowego wynosi 20 A). Opisy-
wane strukturalne wymogi dla tworzenia kom-
pleksu CD-MPR-ligand ttumacza obserwowane
réznice w powinowactwie wigzaniowym prezen-
towanym przez CD-MPR w stosunku do réz-
nych enzymoéw lizosomowych. Réznice te sg
wypadkowa umiejscowienia i ilosci reszt fosfo-
mannozylowych na oligosacharydzie oraz prze-
strzennej orientacji tych taricuchéw cukrowych
na czasteczce enzymu lizosomowego. Warunki
optymalne do wigzania reszt fosfomannozylo-
wych przez oba typy receptoréw to pH w zakre-
sie 6.3-6.5. Nie obserwowano wigzania ponizej
pH 5 co jest zgodne z faktem, ze w kwasnym
przedziale prelizosomowym nastepuje oddyso-
cjowanie transportowanego enzymu od recep-
tora. Tylko IGF-11I/CI-MPR wykazuje powino-
wactwo do liganda w neutralnym pH, fakt ten
moze wyjasniac¢ dlaczego CD-MPR nie uczestni-
czy w endocytozie na powierzchni komoérkowej.
Juz wczesniej stwierdzono, ze do efektywnego
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wigzania wystarcza sama domena zewna-
trzcytoplazmatyczna. CD-MPR (Dahms i Korn-
feld 1989, Wendland i wspoOtaut 1989). W
przypadku IGF-11/CI-MPR dwa miejscawigzace
zlokalizowano na domenach 1-3 i 7-9. Duzy
krok w zrozumieniu molekularnych podstaw
dziatania obu receptoréw, a zwlaszcza CD-MPR
uczynili Roberts i wspotpracownicy (Roberts i
wspotaut. 1998). Otrzymali oni zewnatrzcyto-
plazmatyczng domene CD-MPR oraz domeny 3
i 9 receptora IGF-11/CI-MPR w postaci krystali-
cznej i okreslili tréjwymiarowg strukture CD-
MPR. Ponadto, jako pierwsi stworzyli modelowy
kompleks receptor-ligand pomiedzy CD-MPR a
(3-glukuronidaza w celu ustalenia mechanizmu
rozpoznawania liganda. Analiza struktury CD-
MPR ujawnita obecnos¢ trzech mostkow disiar-
czkowych w domenie zewnatrzcytoplazmatycz-
nej, ich istotng role w rozpoznawaniu reszty
cukrowej oraz w stabilizacji struktury i orienta-
cji w przestrzeni miejsc wigzgcych reszte
mannozofosforanowa. W miejscach wigzacych
ligand zlokalizowano His-105 i Arg-111. His-
105 odpowiedzialna jest za wigzanie ujemnie
natadowanej grupy fosforanowej liganda i two-
rzenie odpowiedniego pH do zaj$cia tego oddzia-
tywania. Natomiast Arg-111 tworzy wigzanie
wodorowe z atomami tlenu przy C2 pierscienia
mannozowego. Ponadto reszty Asp-103, Asn-
104 i His-105, czasteczka wody tworzaca wig-
zanie wodorowe z resztg karboksylowg Asp-103
oraz Mn+2 wchodzacy w wigzanie koordynacyj-
ne z His-105, Arg-111, Glu-101 i atomem tlenu
reszty fosforanowej, przyczyniajg sie do wzmoc-
nienia oddziatywania pomiedzy CD-MPR a cze-
Scig fosforanowa markera Man-6-P. Dodatkowo
zidentyfikowano reszty aminokwasowe, ktore
tworza wigzania wodorowe z grupami hydro-
ksylowymi mannozy i sg 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), GIn-66 (grupa hydroksylowa przy C2)
iTyr-45 (grupa hydroksylowa przy Cl). Amino-
kwasy te wraz z Asp-103, Asn-104 i His-105 sg
zachowane w wotowym, ludzkim, szczurzym i
mysim CD-MPR. W odrdznieniu od innych le-
ktyn wigzgcych mannoze i/lub glukoze wigza-
nie Man-6-P do CD-MPR nie wymaga oddziaty-
wan z grupami aromatycznymi taricuchéw bo-
cznych polipeptydu. Markeiy w postaci fosfo-
diestrow mannozowych stabo wigzg sie do CD-
MPR, poniewaz grupa fosforanowa ciasno
wchodzi w gigb struktury receptora, nie pozo-
stawiajgc miejsca na dodatkowe podstawniki to
jest reszte N-acetyloglukozoaminowg czy tez
grupe metylowa. Istnienie tej przeszkody stery-
cznej moze ttumaczy¢ wybiorcze powinowactwo
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CD-MPR do pewnych enzymow lizosomowych.
Region zewnatrzcytoplazmatyczny CD-MPRwy-
kazuje podobienstwo sekwencyjne w zakresie
14%-28% z kazda z 15 powtarzajgcych sie do-
men zewnatrzcytoplazmatycznego regionu IGF-
I1I/CI-MPR. Z tych 15 powtarzajgcych sie domen
jedynie domeny 3i 9 IGF-II/CI-MPR odgrywaja
istotng role w wigzaniu Man-6-P, a zwlaszcza
Arg-435 w domenie 3 i Arg-1334 w domenie 9;
ich odpowiednikiem jest reszta Arg-111 w CD-
MPR (Marron-Terada i wspétaut. 1998). Z po-
réownania struktur przestrzennych: zewna-
trzcytoplazmatycznej CD-MPR i domen 3 oraz 9
IGF-11/CI-MPRwynika, iz najblizsze sgsiedztwo
miejsc wigzacych cukier w domenachjest zmie-
nione w stosunku do regionu zewnatrzcyto-
plazmatycznego CD-MPR. Natomiast reszty
aminokwasowe odpowiedzialne za tworzenie
wigzania z ligandem z matym wyjatkiem pozo-
stajg zachowane i sg to: Tyr-45 (numeracja wg
CD-MPR), GIn-66, Arg-111 i Tyr-143. Reszty
Glu-133 i Arg-135 sg wymienione w IGF-I11/ClI-
MPR na Thr i Glu w domenie 3 oraz Leu i Glu
w domenie 9. Obszar w CD-MPR odpowiedzial-
ny za wigzanie reszty fosforanowej w IGF-11/ClI-
MPR jest skrécony o 4 reszty aminokwasowe w
obu domenach. Ta, z pozoru niewielka réznica
w budowie prawdopodobnie umozliwia obser-
wowane juz wczesniej (Distler i wspoétaut.
1991) wigzanie nieco wiekszego markera fosfo-
mannozowego to jest oligosachaiydu podsta-
wionego fosfodiestrami. Okazato sie réwniez, ze
zarbwno domena 3, jak i 9 nie posiadaja odpo-
wiednika reszty Asp-103 (reszta tworzgca wig-
zanie koordynacyjne z dwuwartosciowym katio-
nem). Fakt ten moze wyjasniac¢ dlaczego w obe-
cnosci kationu nie obserwuje sie zwiekszenia
powinowactwa IGF-11/CI-MPR do liganda. Jed-
nakze do zweryfikowania tej hipotezy trzeba
poczekaé, az do ustalenia petnej struktury IGF-
I1/CI-MPR. Stworzony model interakcji CD-
MPR z (3-glukuronidaza potwierdzit stwierdzone
juz wczesniej duze powinowactwo enzymu do
receptora (Kd = 0.28 NnM; Watanabe | wspotaut.
1990), (Kd =4.4-5.1 nM; MAIi wspoétaut. 1991).
Dzieki temu modelowi udato sie zaobserwowac,
iz jedynie reszta oligosacharydowa przy Asn-
173 (3-glukuronidazy jest rozpoznawana przez
CD-MPR oraz, ze dimer CD-MPR wiaze dwie
reszty oligosacharydowe umieszczone na od-
dzielnych tancuchach polipeptydowych tetra-
merycznego enzymu. Model ten jest zgodny z
wczesniejszymi badaniami, ktore pokazaly, ze
CD-MPR wykazuje wieksze powinowactwo w
stosunku do oligosacharydéw z jednym fosfo-
monoestrem podczas gdy IGF-11/CI-MPR prefe-
rencyjnie wigze oligosacharydy zawierajgce dwa
fosfomonoestry.
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TRANSPORT LIZOSOMOWYCH HYDROLAZ NIEZALEZNY OD MAN-6-P

MPR nie jest uniwersalnym elementem
transportujgcym. W przypadku pacjentow z
chorobg wtretéw komérkowych (mukolipidoza
Il, ang. I-cell disease), w wyniku btedu genety-
cznego dotyczacego jednego z enzyméw biora-
cego udziat w fosforylacji mannozy, nie docho-
dzi do utworzenia ugrupowania Man-6-P w czg-
steczce enzymoéw lizosomowych. W przypadku
fibroblastéw, btad w fosforylacji enzymow jest
powodem wydalania ich poza komaérke i podnie-
sienia sie poziomu wielu hydrolaz lizosomo-
wych w surowicy, moczu i slinie. Natomiast w
limfocytach, watrobie, nerce, moézgu i Sledzionie
poziom kwasnych hydrolaz pozostaje prawie
niezmieniony. Fakt ten wskazuje na wystepo-
wanie alternatywnego mechanizmu przenosza-
cego kwasne hydrolazy do lizosoméw (Owada i
Neufeld 1982). Podstawy dziatania mechani-
zmu alternatywnego nie sg jeszcze dokladnie
poznane. Wiadomo natomiast, ze w przypadku
niektérych enzyméw lizosomowych, propeptyd
moze stuzy¢ nie tylko jako czynnik asocjujgcy
biatko z btong, ale réwniezjako sygnat sortujacy
(Cohnner 1992, Bening i wspétaut. 1998) odci-
nany proteolitycznie w endosomach. Przypusz-
cza sie, iz interakcja prekursorowej (3-glukuro-
nidazy i egazyny moze stuzy¢ przesytaniu pre-
kursorawzdtuz alternatywnej wewngtrzkomor-
kowej drogi (Swank i wspot. 1986). W limfocy-
tach B u pacjentéw z mukolipidoza Il, w obsza-
rze C-korica katepsyny D wystepuje determi-
nanta podobna do markera fosfotransferazy, a

rozpoznawana przez nieznane specyficzne biat-
ko (GLICKMANRN i Kornfetd 1993). Glickman i
wspotpracownicy ustalili, ze katepsyna D oraz
kompleksy ztozone z MHC Il (gtéwny ukiad
zgodnosci tkankowej klasy Il) i faricucha | sku-
piajg sie w tym samym obszarze TGN i razem
pakowane sg w pecherzyki transportujgce po-
zbawione klatiyny oraz receptoréw MPR. Peche-
rzyki te droga fuzji tgcza sie z endosomami
tworzac przedziat komdérkowy wzbogacony w
MHC Il (MIIC). Przedziat ten podobny jest do
lizosomow, poniewaz zawiera kwasne hydrolazy
i biatka btony lizosomowej, posiada odczyn
kwasny i ulokowany jest w koncowym obszarze
Sciezki endocytarnej (Giickman i wspotaut.
1996).

Kwasna fosfataza jest rzadkim przyktadem
transportu kwasnej hydrolazy do lizosomoéw bez
posrednictwa receptoréw MPR. Himeno iTanaka
stwierdzili, ze motywu Gly-Tyr zlokalizowany w
domenie cytoplazmatycznej kwasnej fosfatazy
odgrywa istotna role w tranporcie tego enzymu.
Po osiagnieciu lizosomoéw, kwasna fosfataza
zwigzana z btong (67 kDa) zostaje uwolniona do
Swiatta lizosomu pod wptywem katepsyny D
dajgc biatko o Mr = 64 kDa, na ktore z kolei
dziata prawdopodobnie lizosomowa proteinaza
cysteinowa uwalniajgca polipeptyd o
Mr = 1 kDa. Powstate biatko (Mr = 55 kDa) zo-
staje nastepnie przeprowadzone w forme doj-
rzalg kwasnej fosfatazy o Mr= 48 kDa (Himeno
i Tanaka 1995b).

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

Summary

(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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