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1. Wprowadzenie

ostatnich latach skazenie Srodo-

wiska staje sie coraz grozniejsze
dla zdrowia cztowieka. Jest ono gtdbwnie
zwigzane z nagromadzaniem sie toksy-
cznych odpadéw przemystowych, nad-
miernym uzywaniem nawozoéw sztucz-
nych i pestycydéw, prowadzgcym do
skarzenia zywnosci trujgcymi substancja-
mi oraz powodujgcym wzrost liczby za-
chorowan na choroby onkogenne. Z tych
powoddéw zachodzi koniecznos¢ poszuki-
wan sposobéw pozyskiwania organicz-
nych bioreduktoréw mozliwych do sto-
sowamia jako dodatki do zywnosci,
obnizajgce stopien toksycznosci szkodli-
wych substancji.

Jedn)an z takich zwigzkéw - wyste-
pujacidrm w organizmach zwierzat, roslin
i w mikroorganizmach, zdolnym do eli-
minowamia lub redukowania toksyczne-
go dziatania réznych elektrofilnych sub-
stancji w organizmie cziowieka - jest
glutation (GSH) (2,5). Ten wazny nisko-
czasteczkowy zwigzek siarkowy odgrywa
istotng fizjologicznie role w procesach
oksydoredukcyjnych, zwigzanych m.in.
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z detoksyfikacja ksenobiotykéw, eliminacja nadtlenkéw wodoru, zabezpiecze-
niem przed skutkami promieniowania, synteza DNA i mechanizmem biore-
dukcji obcych substancji chemicznych (1,3,5,21,31).

Badania zmierzajace do podwyzszenia zawartosci glutationu w komérkach
lub produkcji pozakomérkowego glutationu przez drobnoustroje i wykorzy-
stanie go jako srodka farmakologicznego lub dodatku do diety, jak dotad sa
ograniczone. Celem niniejszej publikacji jest omowienie biotechnologicznych
i biochemicznych préb produkcji glutationu z wykorzystaniem mikroorgani-
zmow. Podkreslona jest tez rola glutationu jako waznego dla zycia i zdrowia
sktadnika paszy i zywnosci, wykazujgcego istotne wiasciwosci lecznicze.

2. Biosynteza glutationu u mikroorganizmow

Glutation produkowany jest jak dotad gtéwnie na drodze syntezy chemi-
cznej, a tylko w niewielkim stopniu poprzez ekstrakcje z biomasy mikrobiolo-
gicznej. Wyjasnienie cyklu y-glutamylowego w komoérkach eukariotycznych
przez Meistera i wsp. (21), istotnie wpltynelo na zrozumienie metabolizmu
glutationu. Cykl ten zostat zaakceptowany i przedstawiony w wielu publika-
cjach (2,5,17,26) jako wspdlny szlak metaboliczny glutation dla wszystkich
komérek eukariotow. W ostatnich latach wystgpity pewne rozbieznosci co do
jego przebiegu w komoérkach, np. S. cerevisiae w poréwnaniu z komdrkami
pochodzenia zwierzecego i roslinnego (4). Stwierdzenie tych réznic zaowoco-
wato opracowaniem alternatywnej drogi metabolicznej, bedacej modyfikacja
cyklu przedstawionego przez Meistera i wsp. (21). Zaobserwowano, ze u droz-
dzy S. cerevisiae szlak metaboliczny glutationu moze przebiega¢ poprzez do-
brze znang droge cystationiny (4,20). Proponowany schemat cyklu y-glutamy-
lowego i gtdwny szlak przemian siarki w komoérkach S. cerevisiae (rys. 1)
rozni sie od cyklu metabolicznego w komoérkach zwierzecych i roslinnych,
tym ze w degradaciji glutationu u drozdzy bierze udziat tylko transpeptydaiza
y-glutamylowa i dwupeptydaza cysteinylo-glicyny, co prowadzi do tworzenia
glutaminianu i y-glutamylo-aminokwasow (reakcja 16) (4). Natomiast, w przy-
padku komoérek roslinnych i zwierzecych zachodza dodatkowe reakcje kata-
lizowane przez cyklotransferaze y-glutamylowg i 5-oksoprolinaze, co prowadzi
do tworzenia tylko glutaminianu (17,21,31). Szereg wykonanych badan wska-
zuje na funkcjonowanie petnego dwukierunkowego szlaku transsulfuryzacji
w komodrkach drozdzy S. cerevisiae (4,20,24). Istnieje zatem mozliwos¢ wia-
czania atomow siarki z metioniny, cysteiny i cystyny do glutationu poprzez
szlak cystationiny oraz cykl y-glutamylowy i odwrotnie. Przy obecnosci zwigz-
kow siarki w pozywce, wiekszos¢ bedacych w nadmiarze atomoéw S jest wig-
czanych do glutationu (4). W takich warunkach aktywnos$¢ y-transpeptydazy
glutamylowej jest niska, a rozkiad glutationu nadzwyczaj wolny.

Obserwowana wspotzaleznos¢ miedzy cyklem y-glutamylowym a metabo-
lizmem zwigzkéw siarki pozwolita na wysuniecie hipotezy, ze cykl ten moze
oddzialtywac¢ na pokrycie zapotrzebowania komodrek na cysteine przez udziat
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Rys.l. Schemat cyklu v-glutcunylowego i metabolizmu siarki u S.cerevisiae (4); 1 - acetylotran-
sferaza seryny; 2 - syntetaza cysteiny; 3 - acetylotransferaza homoseryny; 4 - syntetaza homo-
seryny; 5 - syntetaza Y-cystationiny; 6-v-cystationaza; 7 - p-cystationaza; 8 - syntetaza p-cysta-
tioniny; 9 - metylotransferaza homocysteiny; 10 - syntetaza S-adenozylometioniny; 11 -
demetylaiza S-adenozylometioniny; 12 - adenozylohomocysteinaza; 13 - szlak redukcji siarczanéw;
14 - syntetaza y-glutamylocysteiny; 15 - syntetaza glutationu; 16 - y-glutcimylotranspeptydaza;
17 - dipeptydaza cysteinyloglicyny.

W Ogodlnej regulacji metabolizmu siarki. Spostrzezenia te mogg wskazywaé na
mozliwos¢ nadprodukcji glutationu przez mikroorganizmy, wymaga to jednak
dalszych badan jego metabolizmu.

3. Biotechnologiczne i biochemiczne problemy syntezy glutationu

3.1. Procesy biotechnologiczne

Pomimo ze przy zastosowaniu mutacji i inzynierii genetycznej wyswietlono
mechamizm biosyntezy glutationu przez mikroorganizmy uzyskane rezultaty
nie spetnity oczekiwan stawianych przez przemyst biotechnologiczny. Dotych-
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czas hodowle drobnoustrojow wytwarzajgcych odpowiednio wysokag zawartos¢
wewnatrzkomoérkowego glutationu prowadzono w warunkach tlenowych na
réznych podtozach (7,12,33,34). Istnieja trudnosci w uzyskaniu wysokiej pro-
dukcji glutationu, wynikajga one z tego, ze nie opracowano sposobu regulacji
jego biosyntezy, a ponadto wystepuja problemy zwigzane z selekcjg i poszu-
kiwaniem odpowiedniego szczepu. Drobnoustroje uzywane do tego celu obej-
mujg drozdze takie, jak S. cerevisiae, Candida utillis, Pichia sp., Brettanomy-
ces sp., Hansenula sp. Wiekszos¢ ze stosowanych mikroorganizmoéw byta
mutantami opornymi lub wrazliwymi na L- lub DL-etionine (amtymetabolit
metioniny) i rézne chemiczne preparaty, chociaz uzyrwano takze dzikie szczepy
wymienionych drozdzy (1,11,13,28,32,37). W dostepnej literaturze napotkano
tylko jednego przedstawiciela bakterii E. coli - byt to cysteino-auksotroficzny
mutant oporny na metylogtioksal, ktoéry uzyty do syntezy pozakomoérkowego
glutationu dat 60% wzrost wydajnosci w poréwnaniu do szczepu wyjsciowego
(25). W tym procesie uzyto prekursoréw glutationu w formie samej L-cysteiny
lub w kombinacji z kwasem glutaminowym czy glicyna. W pewnych procesach
L- lub DL-metionina (13) jest dodawana jako czynnik indukujacy produkcje.
Enzymy syntetyzujace glutation wymagajg jonoéw K* i Mg™ jako kofaktoréw,
a proporcja tych jonéw jest istotna dla optymalizacji wydajnosci glutationu
(1,8). Wydajnosci uzyskiwane w tych procesach mieszczg sie zwykle w zakre-
sie 4-95 mg glutationu/g s.m. komodrkowej. Opracowano réwniez sposoby
hodowli metodami fotofermentacji zielonych glonéw, np. Dunaliala sp., Phor-
midium ochai i Spirulina sp. w komoérkach, w ktérych uzyskano zwiekszenie
zawartosci glutationu (13). Optymalne naswietlenie ok. 2000-2500 Lx, a uzy-
skany plon wynosit 2,5 mg glutationu na g s.m. komoérek. Hodowle prowa-
dzono réwniez w warunkach natlenienia podtoza na ré6znych pozywkach za-
wierajacych prekursory glutationu.

Technike inzynierii genetycznej wykorzystano do izolacji z E. coli fragmen-
tow genéw chromosomalnych zawierajgcych pojedyncze lub podwdjne geny
gsh-1 i gsh-11, a nastepnie za pomoca wektoréw plazmidowych wprowadzano
je do komoérek ré6znych mikroorganizméw. W ten sposob uzyskano ekspresje
odpowiednich gendw w celu zwiekszenia biosyntezy wewnatrzkomoérkowego
glutationu (6,26,27,38). Jest to nowe podejscie do problemu. Technika
ta przyniosta nowy typ wzmocnienia genu bazujgc na podwojnej polimeryzacji
fragmentu DNA w komorce E. coli (38). Otrzymane podwojone lub potrojone
fragmenty DNA byly wstawiane w potozenia Barn HI wektora plazmidu pBR-325.
Zgodnie z oczekiwaniami, aktywnos¢ komorki w syntezie glutationu wzrastata
wraz ze zwiekszeniem liczby wprowadzonych kopii plazmidu. Wedlug Wana-
tabe i wsp. (37) aktywnos¢ komorek zawierajgcych polimeryzowane geny glu-
tationu wykazata nieznaczny wzrost syntezy glutationu w poréwnaniu do ko-
morek zawierajacych pojedyncze geny gsh-1 lub oba geny gsh-1 i gsh-11.
U drozdzy S. cerevisiae wprowadzenie pojedynczych genéw gsh-1 spowodo-
wato 30% wzrost produkcji, natomiast wprowadzenie obu genéw wywotato
40% przyrost aktywnosci wiasciwej enzymow odpowiedzialnych za biosynteze
glutationu w poréwnaniu do szczepow wyjsciowych (3).
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3.2. Procesy enzymatyczne w syntezie glutationu

Biochemiczna metoda produkcji glutationu przedstawiona po raz pierwszy
przez Blocha (2) obejmuje dobrze znang dwustopniowg zalezng od ATP ezy-
matyczng reakcje katadizowana przez ygl*tamylcysteino syntetaze (EC
6.3.2.2.) i syntetaze glutationu (EC 6.3.2.3) w obecnosci prekursorow. Uzyt
on enzymoéw ekstrahowanych z watroby szczura. W pdézniejszych badaniach
wykorzystano do biochemicznej syntezy glutationu enzymy otrzymane (ekstra-
howane) z mikroorganizméw np. E. coli i S. cereuisiae (6-8). Zastosowanie
tych metod sprawdzono w bioreaktorze prowadzac hodowle traktowanych to-
luenem komoérek E. coli B - zmienionych przez wprowadzenie plaizmidu z ge-
nami gsh-1 i gsh-11. Cale komorki S. cereuisiae unieruchomione w zelu polia-
kryloamidowym lub K-karagenanie uzyto do ciagtej produkcji glutationu
w obecnosci prekursoréw, wykorzystujgc system glikolizy tych komoérek jako
zrodlo energii. W literaturze byly rowniez przedstawiane inne procesy, obej-
mujgce koimmobilizacje komoérek E. coli (syntetaza glutationu) i S. cereuisiae
(wytwarzanie ATP) (6,8).

Opracowano takze sposoby wydzielania i oczyszczania y-gl“tamylowej
transpeptydazy z r6znych organizméw (16,35,36), a uzycie tego enzymu do
biosyntezy glutationu jest nowym podejsciem do problemu.

W ostatnich latach badacze japonscy zastosowali transpeptydaze y-gluta-
mylowag z E. coli KI2 do Simtezy glutationu (15). Enz3mi ten wykorzystano
do produkcji analogéw glutationu, ktére sa przeksztatlcane do glutationu na
drodze syntezy chemicznej. Wiadomo, ze enzym ten katalizuje przeniesienie
reszty y-glutamylowej z y-glutamylowych zwigzkéw do aminokwasow i pepty-
dow, a takze hydrolizuje zwiazki y-glutaunylowe (17,21). W procesie syntezy
glutationu przy uzyciu transpeptydazy y-glutamylowej, materialem wyjscio-
wym byt zwigzek metylo-S-benzoilo-cysteinyloglicima (S-Bz CysGlyOMe) (15).
Stuzyt on jako akceptor y-glutamylu, ktéry pochodzit z L-glutaminy. W wyniku
tej reakcji otrzymano dwa produkty posrednie, stosujgc dwa roézne procesy.
W pierwszbnn, materiat wyjsciowy poddano wstepnej demetylacji, a nastepnie
prowadzono reakcje w obecnosci transpeptydazy y-glutamylowej i L-glutaminy
przy pH 10,2. W ten spos6b otrzymano pierwszy produkt posredni, ktory
okreslono jako S-benzoilo-GSH Ilub S-benzoilo-glutamylo-cysteino-glicyna
(SBzGIluCysGly). Natomiast, w przypadku zmodyfikowanego procesu, materiat
wyjsciowy poddano bezposredniemu dziataniu tego enzymu w obecnosci L-glu-
taminy przy pH 6,2, co prowadzito do tworzenia drugiego produktu posred-
niego o nazwie ester metylowy S-benzoilo-y-glutamylo-cysteinylo glicyny (S-
BzGIluCysGlyOIMe), z ktérego w procesie demetylacji uzyskano ponownie
pierwszy produkt posredni. Nastepnie, aby otrzymac¢ glutation w obu meto-
dach zastosowano hydrogenolize oddzielajgca grupe benzoilowg. Stopienn kon-
wersji wyjsciowego S-BzCysGlyOMe do glutationu w procesie pierwotnym
i zmodyfikowanym wynosi odpowiednio 21% i 76% (rys. 2).

Zadetg tego procesu jest niski koszt zwigzany z brakiem koniecznosci do-
stcirczenia nosnikdbw energii w postaci ATP oraiz dostepnoscig L-glutaiminy
i materialu wyjsSciowego.
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Proces Proces
zmodyfikowany pierwotny
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jr-Glu-Cys-ay-O-CHj e i'-Glu-Cys-Gly

S-CHjlO, CI"OH

}
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Rys. 2. Schemat enzymatyczno-chemicznej syntezy glutatlonu (15).
Gin - glutamina, trernspeptydaza GGT-y-glutaimylowa.

4. Znaczenie dietetyczne i medyczne giutationu

Dietetyczna wartosc¢ giutationu lezy w jego zdolnosci do wzmacniania wielu
zyciowych proceséw biologicznych, zachodzgacych w organizmie czlowieka,
szczegOllnie zwigzanych z przeprowadzeniem detoksyfikacji. Ten dzialajacy
wszechstronnie protektor jest obecnie uwazany za niezbedny dodatek do pa-
szy i zywnosci. Podawany doustnie glutation (30 gmol lub 2,5-50,0 mg/g)
w postaci ptynnego pokarmu - lub w formie syntetycznej - w diecie szczuréw
byt pobierany i absorbowany w jelicie czczym i wywotywat zwiekszenie pozio-
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mu glutationu wolnego w plazmie oraz glutationu zwigzanego z biatkiem.
Przeprowadzone badania i uzyskane rezultaty z in situ dozylnego podawania
szczurom GSH wskazywaly, ze jelito czcze jest gtdbwnbmi miejscem absorbciji
glutationu, a takze dysponuje mechanizmem do redukcji utlenianego gluta-
tionu (GSSG) (9,10). Prawdopodobnie glutation jest uzywany do detoks}dikacji
reaktywnych elektrofili w podanym pozywieniu lub moze by¢ absorbowany
dla detoksyfikaciji prowadzonej w komorkach. Z tego punktu widzenia, drozdze
paszowe lub biomasa glonéw - wzbogacone w glutation - moga stanowic¢
nowa, cenng forme wykorzystania tych produktéw w diecie.

Glutation zawiera wazne funkcjonalne grupy tiolowe, disiarczkowe i wia-
zania Y-glutamylowe, ktére moga zwiekszy¢ jego dostepnos¢ w tkankach. Te
jego cechy, szczegodlnie rola grupy -SH w podtrzymywaniu aktywnosci réznych
enzymow i koenzymoéw w komodrkach, aktywnos¢ w zakresie detoksidikaciji
i eliminacji nadtlenkéw wodoru w organizmie sg szczegoélnie istotne (1,5,21).
Obecnos¢ glutationu jest réwniez wazna dla utrzymamia odpowiedniego po-
ziomu kwasu askorbinowego. Obnizenie poziomu glutationu powodowato
w badanych ustrojach spadek zawartosci kwasu askorbinowego wywolany
tworzeniem dehydroaskorbinianéw, z konsekwencja obnizania ich aktywnosci
jako antyoksydantéw (19). Wykazamo takze, ze GSH wigze sie z réznymi sub-
stancjami, ktére sg metabolitami tlenow3mii, tworzac z nimi zwigzek poprzez
siarke w obecnosci grupy enzymoéw S-transferaizy glutationu. Prowadzg one
nie tylko detoksyfikacje elektrofilowych pochodnych ksenobiotykéw, ale takze
endogennych elektrofili, np. alkenéw powstajacych przy rozkladzie nadtlen-
kéw tluszczowych (21,29).

Z medycznego punktu widzenia, glutation stosowany jest jako srodek far-
maceutyczny od czasu, gdy zostat uzyty i podany pacjentom w Japonii cier-
piacym na chroniczne choroby watroby {cirrhosis), alkoholizm i choroby skory.
Szereg obserwacji wykazato, ze glutation moze stuzy¢ jako modulator redu-
kujgcy toksycznos¢ komoérkowa pewnych czynnikdw chemoterapeutycznych
(preparatéw cytostatycznych), metali ciezkich etc. (14,20-22,30,39). Podawany
do organizmu egzogenny glutation i jego monoestry wptywaja na zwiekszenie
komodrkowej zawartosci tego zwigzku, co powoduje obnizenie toksycznego
dziatania réznych cytostatycznych czynnikéw, jak adriamycyna (ADM), cis-
platyna (CDDP) i promienie X. Mechanizm tego dziatania nie jest dokiadnie
poznany i wymaga dalszych badan. Wedlug Moorea i wsp. (23) szczep E. coli
z wprowadzonymi genaimi gsh-1 i gsh-11 wykazywat wiekszg odpornos¢ na
letaine dawki y-promieniowania niz odpowiedni szczep dziki. Te zaobserwo-
wane efekty byly spowodowane zwiekszong zdolnoscia genetycznie zmienio-
nego szczepu do syntezy glutationu. Genetyczny i nabyty niedobér enzymoéw
syntetyzujgcych glutation okazat sie przyczynag wielu ludzkich choréb, np.
5-oksoprolinurii, ktéra charakteryzuje sie wydalaniem z moczem duzych ilosci
5-okso-proliny (2,5-35,0 g/dzien) oraz wzrostem we krwi i w ptynie mézgo-
wo-rdzeniowym jej poziomu, powstawaniem zakwaszenia metabolicznego, ten-
dencjg do hemolizy i defektdw centralnego systemu nerwowego (17,21). In-
formowano réwniez o mitochondrialnych uszkodzeniach mézgu u szczuréw
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pozbawionych zdolnosci syntetyzowania glutationu. W pewnych przypadkach
podawanie glutationu i jego monoetyloestréw redukowato w istotny sposob
te symptomy (18,19).

5. Podsumowanie

Obecny stan wiedzy i zaawansowania badan urealniajg perspektywy roz-
szerzenia produkcji glutationu drogg syntezy mikrobiologicznej, chociaz po-
tencjalne mozliwosci nie sg tu jeszcze w peilni wykorzystane. Aby zwdekszyc¢
jego produkcje, uczyni¢ bardziej optacalng w poréwnaniu do metod syntezy
chemicznej, nalezy dalej prowadzi¢ stosowne badania biochemiczne, genety-
czne i biotechnologiczne. Rola glutationu jako dodatku do zywnosci, istotnego
dla zdrowia organizmu i koniecznego dla detoksykacji komoérek nie jest juz
przedmiotem kontrowersji. Badania oparte na nowych koncepcjach biosyntezy
glutationu przez mikroorgamizmy przy zastosowaniu mutacji i inzynierii ge-
netycznej powinny by¢ gtéwnym kierunkiem poszukiwain. Inny istotny prob-
lem dotyczacy glutationu, chociaz nie omowiony w tej publikacji, obejmuje
trudnosci zwigzane z jego analiza. Istnieje potrzeba opracowania szybkich
i bardziej czulych metod oznaczania iloSciowego. Wymaga to odpowiedniej
uwagi, gdyz jak dotychczas nie opracowamo niezawodnych metod analizy glu-
tationu.
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Glutathione - possibility of microbial biosynthesis and importance

Summary

This paper reviews possibility of glutathione synthesis by microorganisms and its role in
living organisms. Glutathione as a tripeptide containing the -SH and y-glutamyl bonds appears
to be not only an alternative source of cysteine but also participates in various vital physiological
processes. This ubiquitous compound is presently in use as a medicament or antidote. Therefore,
searching for alternative means of its production besides the known conventional chemical met-
hod is important from biotechnological and economical viewpoint. Also, biomass with elevated
content of glutathione could be used as dietary supplement to feeds and foods, cellular enrich-
ment, oxidative and reductive processes and so on in vivo.
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