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PODSTAWOWE ZAGADNIENIA EWOLUCJI HEMOGLOBIN

Artykut przedstawia zagadnienia dotyczace ewolucji hemoglobiny. Omoéwione
zostaty gtdwne etapy ewolucji tego biatka - rodowo6d gendw globiny, powstanie
tetrameru i jego rozpuszczalnos$¢ oraz regulacja funkcji utlenowania hemoglobiny przez
efektory allosteryczne. Oméwiona zostata duplikacja genéw przy tworzeniu hemoglobi-
ny zarodkowej i embrionalnej oraz szybko$¢ ewolucji tego biatka u kregowcow.
Przedstawiono udziat eksonéw, intronéw i pseudogenéw w procesie ewolucji globiny
i mozliwosci przyspieszenia ewolucji biatka przez rekombinacje pomiedzy eksonami
i intronami.

Hemoglobina jest jednym z najlepiej poznanych biatek. Duzo publikacji
poswiecono studiom nad ewolucjg tego biatka. Do niedawna jedynymi
zrodtami informacji w badaniach nad ewolucja bialek byly dane uzyskane
z sekwencji aminokwasowej, poréwnania immunologicznego, struktury trdj-
wymiarowej i wiasciwosci funkcjonalnych. Obecnie wszystkie geny globiny
cztowieka zostaty sklonowane i poznano ich sekwencje w DNA oraz ustalono
lokalizacje w chromosomach. Odkrycie niekodujgcych fragmentéw (,intro-
néw”) i sekwencji ,,flankujgcych” dodatkowo zwieksza mozliwosci poznania
ewolucji hemoglobiny [13]. Przyjmuje sie, ze ewolucja hemoglobiny mogta
zachodzi¢ dwoma drogami: poprzez selekcje adaptacyjng oraz droga zmian
neutralnych; ktora z tych drég dostarczyta wiekszej ilosci zmian jest obecnie
dyskutowane przez wielu badaczy. Wiadomo jednak, ze obie drogi majg w tym
swoOj udziat. By¢ moze szybki postep w badaniach nad ewolucjg biatek
i wprowadzanie nowych technik obliczeniowych pozwala odpowiedzie¢ na to
pytanie. Niniejszy artykut przedstawia stan wiedzy o ewolucji hemoglobiny
opartej na podstawowej aktualnie literaturze przedmiotu.
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RODOWOD GENOW GLOBINY

Hemoglobina jest biatkiem wystepujacym bardzo szeroko, zostata znalezio-
na nie tylko wsréd bezkregowcow i kregowcow, ale takze u roslin i bakterii
[32]. Tak szerokie wystepowanie w Swiecie zywym jednego, specyficznego
biatka daje podstawe do zadania pytania - czy hemoglobiny tych rozmaitych
organizmow ,,s3 spokrewnione” ze sobg poprzez wspdlny pien rozwoju? Dwa
fakty wskazujg na pozytywng odpowiedZz na to pytanie. Pierwszy, bliskie
pokrewienstwo konformacyjne mioglobiny i fancuchéw a oraz fi hemoglobiny
kregowcdw z fancuchami hemoglobiny skaposzczetéw, przedstawicieli Glycera,
owadoéw z grupy Chironomus, i z leghemoglobing pochodzacg z tubinu czy tez
z hemoglobing drozdzy lub bakterii np. Saccharomyces cerevisiae i Vitreoscilla
[32, 33] sugeruje, ze wszystkie tafncuchy globiny wywodzg sie z wspdlnego
»pnia rozwoju”. Drugi, sporzagdzony za pomocg komputera plan ujawniajacy
odlegte w czasie pokrewienstwo pomiedzy sekwencjami aminokwasowymi
sugeruje, ze podobiefAstwa pomiedzy globing bakterii, drozdzy, roslin, bez-
kregowcow i kregowcow sg zbyt wielkie, aby mogty powsta¢ przypadkowo lub
by¢ wynikiem zbieznosci [18].

Rodowdd hemoglobiny wydaje sie by¢ co najmniej tak stary jak pierwsze
zwierzeta (przypuszczalny podziat na rosliny i zwierzeta nastgpit ok.
0.7-1.0 x 109 lat temu) [30],

Hemoglobina ma nieregularne, przerywane wystepowanie ws$rdd bezkre-
gowcoOw. Terazniejsze protochordata, ktore prawdopodobnie sg podobne
bardziej do przodkéw chordata niz do wspotczesnych kregowcow, nie posia-
dajg hemoglobiny. Dotychczas panowato przekonanie, ze geny, ktére nie
ulegaja ekspresji mogty by¢ ostatecznie usuniete z genomu. Jesli ,przed-
stawiajgce” hemoglobine geny réznych gatunkoéw sg spokrewnione wspdélnym
przodkiem, to jak wyttumaczy¢ fakt, ze niektérzy przodkowie organizméw
posiadajgcych hemoglobine nie mieli jej, a geny hemoglobiny zostaty za-
chowane w genomie podczas ich ewolucyjnych przej$¢ przez organizmy nie
posiadajace tego biatka? Mozna zaproponowa¢ dwa rozwigzania tego prob-
lemu. Pierwszy, cytochrom b5 jest podobny strukturalnie do mioglobiny,
cytochrom b562 ma sekwencje homologiczng z globing [28], a cytochromy
znaleziono we wszystkich aerobowych komdrkach, istnieje wiec potencjalna
pula genetyczna, z ktorej mogta powsta¢ wielokrotnie hemoglobina poprzez
duplikacje i dalsze réznicowanie. Drugi, geny hemoglobiny mogty nie ulegaé
ekspresji lub ulega¢ ekspresji na poziomie nizszym niz obecnie wykrywany.
Posiadane dowody sag jednak niewystarczajgce do dokonania wyboru pomie-
dzy tymi propozygami.



EWOLUCJA FUNKCJI HEMOGLOBIN U KREGOWCOW

Tetramcr. Powstanie tetrameru jest by¢ moze najwazniejszym wydarzeniem
w ewolucji hemoglobiny u kregowcéw. U wszystkich klas kregowcéw oprocz
Agnata ($luzica i min6g morski) hemoglobina krwi jest tetramerem ztozonym
z dwoch a i dwoch fi tancuchow globiny [18]. Integralnos¢ tetrameru zalezy od
dwoéch rodzajow kontaktow, szczegdlnie aifil i dji2, kazdy tahcuch a ma
kontakt z oboma tancuchami fi (tab. 1). Aminokwasowe reszty w tych
rejonach na og6t nie ulegajg wymianom u kregowcow. Polgczenie ulfi2 jest
funkcjonalnie wazniejsze dla zmian konformacyjnych zwigzanych z przytgcze-
niem tlenu - stata dysocjacji tetrameru do dimeru wzrasta 106 razy po
przytgczeniu tlenu do hemoéw. Ta zmiana czwartorzedowa $cisle zwigzana ze
zmianami w strukturze trzeciorzedowej jest odbiciem waznej fizjologicznie
kooperatywnosci w przytaczaniu tlenu. Konformacja ,,deoksy” biatka (stan T)
z niskim powinowactwem do tlenu jest zmieniana w konformacje ,,oksy” (stan
R) z wysokim powinowactwem do tlenu [3, 23].

Poznane sekwencje aminokwasowe wskazujg na homologie pomiedzy
wszystkimi istniejgcymi obecnie a i fi taricuchami [19]. Rodowe geny a i fi mu-
szg byc¢ reprezentowane u przodka wspoétczesnych kregowcéw od ok. 420-500
min lat. Istniejgca homologia dopuszcza stwierdzenie, ze geny tancuchéw
a i fi wywodzg sie z jednego zrodta przez duplikacje, po ktorej nastgpita
dywergencja. Dodatkowym dowodem na istnienie ,wspdlnego przodka”
fancuchéw a i fi sg opisane sekwencje w obu genach a i fi, zajmujace doktadnie
pozycje homologiczne w tych genach, np. u cztowieka i myszy oraz w genach
fi krélika [20, 25], Przyporzadkowanie tetramerowi funkcji kooperatywnego
wigzania tlenu wymusza istnienie doktadnych relacji sferycznych pomiedzy
réznymi resztami aminokwasowymi w rejonach kontaktu miedzy podjedno-
stkami. Przedstawione fakty prowadza do nieuniknionej konkluzji, ze geneza
funkcjonalnego tetrameru hemoglobiny jest skorelowana z duplikacjg genéw
i nastepujgcg po tym dywergencjg dajgca podjednostki biatkowe a i fi. Proces
ten musiat nastgpi¢ w czasie kiedy powstaty kregowce szczekowe od wspdélnego
przodka Osteichthyes i Elasmobranchii i byt zalezny od ewolucji specyficznych
regiondw kontaktu miedzy tymi tancuchami [7].

Konformacja tanicuchdéw a i fi byta prawdopodobnie zachowana przez caty
czas ewolucji kregowcow. Perutz zaobserwowat, ze wewnetrzne reszty amino-
kwasowe w regionach helikalnych tancuchow a i fi sg rzadko wymieniane - sg
konserwatywne. Reszty te w duzej mierze uczestniczg w oddziatywaniach
hydrofobowych odpowiedzialnych za strukture globularng catej czasteczki, jak
i poszczegblnych podjednostek hemoglobiny. C o ates [7] wykazat statystycz-
nie, opierajagc sie na sekwencjach globiny réznych gatunkéw (wg Deyhoffa)
i analogii z trzeciorzedowag strukturg hemoglobiny cziowieka, ze reszty te sg



bardzo stabilne (rzadko wymieniane - konserwatywne) przez caty okres
ewolucji, tak jak i w przypadku krotkiej ewolucji hemoglobiny u ssakéw.
Goodman [16] utozyt na podstawie danych sekwencyjnych drzewo genealo-
giczne gendéw globiny. Za podstawe przyjat, ze najlepsza genealogia ma
najmniejszg liczbe wymienianych nukleotydéw. Na podstawie tego drzewa
Goodman wnioskuje o niejednolitej ewolucji genéw globiny zaréwno przy
rozpatrywaniu catosci drzewa, jak i poszczegélnych jego gatezi. W poczat-
kowej ewolucji tetrameru, w rejonie kontaktéw aj/i2 reszty aminokwasowe
byty czesciej wymieniane niz w okresie pézniejszym [20].

U kregowcdw prymitywnych z podtypu Agnatha wszystkie formy mono-
meryczne hemoglobiny sg zwigzane z ligandem, a formy niezwigzane tworzg
agregaty. To funkcjonalne, czasowe potaczenie powoduje kooperatywnos$c
w przytgczaniu tlenu. Utlenowanie powoduje dysocjacje do monomerow, ktore
majg wieksze powinowactwo do tlenu niz agregat [26]. Dwa skfadniki
hemoglobiny wyizolowane od sluzicy sg oddzielnie monomerami (brak koope-
ratywnosci), a po potaczeniu tworzg uklad tetrameryczny (pojawia sie
kooperatywnos$¢). Sktadniki te zachowujg sie jak podjednostki a i P u kregow-
cow wyzszych. Sekwencja tych sktadnikéw nie zostata jeszcze poznana i brak
jest zatem ich petnego pordéwnania z taricuchami a i P kregowcéw wyzszych.

Rozpuszczalnos$¢ tetrameru. Cecha agregacji zastuguje na blizsze rozpatrze-
nie. Hemoglobina w krwinkach czerwonych kregowcow wystepuje w stezeniu
bliskim granicy jej rozpuszczalnosci [27]. Kazda zmiana w topologii, ktora
powoduje komplementarno$¢ powierzchniowg tetrameru, prowadzi do dodat-
kowej agregacji i precypitacji. Ekstremalnym przyktadem jest tu hemoglobina
S w krwinkach sierpowatych. Tendencja do tworzenia agregatdw wyzszych niz
tetramer zostata opisana u wielu kregowcow [2, 4, 12]. Precypitacja wewnatrz
krwinki czerwonej moze by¢ zatrzymana przez co najmniej trzy mechanizmy,
pierwszy z nich - brak komplementarnosci powierzchniowej pomiedzy dwiema
identycznymi molekutami - juz o tym moéwiliSmy. Druga mozliwos¢ to
ewolucja przez duplikacje genéw wielorakich hemoglobin, ktérych ekspresja
jest szeroko rozpowszechniona wsrdéd kregowcéw. Obecnos$¢ kilku réznych
hemoglobin w organizmie moze podnosi¢ rozpuszczalnos¢ zgodnie z reguig faz
(prawo rozpuszczalnosci miedzy fazami). Trzecia mozliwos¢ to obserwowane,
np. u niektorych ptakdw zjawisko podniesienia rozpuszczalnosci hemoglobiny
przez fosforany organiczne.

Efekt Bohra i efektory allosteryczne. Ewolucja kooperatywnego tetrameru
byta potaczona z nabyciem mechanizmu kontroli utlenowania przez protony
(efekt Bohra), C 02, fosforany organiczne i chlorki. Nie jest zaskoczeniem, ze
rola tych réznych czynnikow zmienia sie u réznych gatunkéw. Kontrola
utlenowania i kooperatywnos$¢ sprawiajg, ze system transportu tlenu jest



bardzo sprawny w wyniku réznic w powinowactwie tlenowym na powierzchni
pecherzykéw ptucnych i w tkankach. Kazdy z tych czynnikéw obniza
powinowactwo poprzez uprzywilejowane wigzanie sie do konformacji ,,deok-
sy” hemoglobiny. Ewolucja tych mechanizméw zalezy od niewielkiej liczby
reszt aminokwasowych, ktdre zostaly zlokalizowane w N- i C-koncowych
segmentach tancuchow polipeptydowych. W ten sposéb blisko 50% alkalicz-
nego efektu Bohra w hemoglobinie cztowieka zalezy od wigzania wodorowego
w ,,deoksy” hemoglobinie pomiedzy C-terminalng histydyng (/?146His) kaz-
dego tancucha ji a /)93 asparagina (Asp) tego samego fancucha. To wigzanie
ulega przerywaniu w czasie utlenowania, pK grupy imidazolowej histydyny
spada i uwalniany jest proton. Nastepne 25% alkalicznego efektu Bohra jest
rezultatem mostka solnego pomiedzy grupami —NH fancuchow
a a C-terminalng argining sasiedniego faricucha a. Za pozostate 25% od-
powiedzialna jest oti22 histydyng (His). Podobnie mata liczba reszt amino-
kwasowych odpowiedzialna jest za wigzanie COz i fosforanéw organicznych
[24]. Fakt, ze tylko mata liczba reszt aminokwasowych ma znaczacg role
wskazuje na mozliwos¢ zmiany tego efektu w ewolucji poprzez wymiane tylko
jednego aminokwasu. Utrata regulacji funkcji hemoglobiny przez fosforany
organiczne wigze sie z jedng lub dwoma substytucjami aminokwasowymi.
Opisane mechanizmy kontrolne zostaly znalezione u wszystkich kregowcow
z wyjatkiem prymitywnych Agnatha. U bezkregowcow nie znaleziono regulacji
funkcji hemoglobiny przez fosforany organiczne, w znaczeniu jak to ma
miejsce u kregowcow.

Gtownymi efektorami fosforanowymi u Elasmobranchii i Osteichthyes sg
ATP i GTP. Gady wykorzystujg gtéwnie ATP, a ptazy i ssaki ATP i 2,3-DPG
(2,3-difosfoglicerynian), pentafosforan inozytolu (IPP) jest gtdwnym fosfora-
nem u ptakow i zotwi [5]. 2,3-DPG jest gtownym efektorem allosterycznym
hemoglobin ,dorostych” (adult) w krwinkach czerwonych ssakdw. Te obser-
wacje sugerujg, ze trifosfonukleotydy byly prawdopodobnie efektorami allos-
terycznymi wczesnych kregowcow wykorzystujacych tetramer u2fl2, wykorzys-
tywanie 2,3-DPG i IPP jest sprawg pozniejszego dostosowania, jakkolwiek IPP
jest obecny u prymitywnych ryb oddychajgcych powietrzem. Efektory fosforo-
organiczne wzmagajg efekt Bohra, obnizajagc powinowactwo tlenowe i stabili-
zujg forme ,deoksy” hemoglobiny. Ich stezenie w krwinkach czerwonych
moze sie zmienia¢c w odpowiedzi na zmiany zachodzgce w S$rodowisku
wewnetrznym i zewnetrznym, tak ze wyrdéwnujg zmiany w powinowactwie
tlenowym hemoglobiny. Przykiadem jest wzrost stezenia 2,3-DPG w krwin-
kach czerwonych u ludzi w warunkach wysokogdrskich i u owiec cierpiacych
na anemie [1, 6],

Interesujace sa dwie grupy ssakoéw, przezuwacze i kotowate, ktdre nie
posiadajg hemoglobiny regulowanej przez 2,3-DPG. Stezenie 2,3-DPG w ich
krwinkach czerwonych jest niskie; ich hemoglobiny nie wigzg 2,3-DPG



w sposob znaczacy. U cztowieka hemoglobina A (adult) wigze 2,3-DPG
w kieszeni uformowanej pomiedzy dwoma #taricuchami fi po odtlenowaniu.
Ujemnie natadowane grupy 2,3-DPG za pomocg wigzan elektrostatycznych
wigzg sie z dodatnio natadowanymi resztami aminokwasowymi w kazdym
taricuchu /J N-terminalng waling, NA2 histydyna, EF6 lizyng i H21 histydyng
[24]. £ancuch fi hemoglobiny B kota ma N-terminalng seryne acetylowana,
a histydyng NA2 zastgpiona jest przez fenyloalanine i w ten sposob cztery
dodatnio natadowane grupy zostajg ,,zgubione”. W hemoglobinie A kota
N-terminalnym aminokwasem jest glicyna i brak jest NA2 histydyny. Formy te
stabo reaguja na 2,3-DPG [31]. tancuch fi przezuwaczy ma delecje
w N-terminalnym koncu, brak jest NA2-histydyny oraz w miejscu N-terminal-
nej waliny (powszechnie wystepujgcej w tej pozycji) wystepuje w hemoglobinie
Bos sp. - metionina, zatem tancuch ten jest krotszy o jeden aminokwas (145
aminokwasow). Perutz zobserwowat, ze w tym przypadku odlegtos¢ miedzy
dwoma tancuchami fi jest zbyt duza w formie ,deoksy”, aby mogto zajs¢
przytaczenie 2,3-DPG. ,Zgubienie” regulacji funkcji hemoglobiny poprzez
fosforany organiczne u przezuwaczy i kotowatych, jakkolwiek mechanizmy
tego zgubienia sg rozne - obie grupy sa odizolowane filogenetycznie, jest
niewatpliwie sprawg wtorng.

DUPLIKACJA GENU PRZY TWORZENIU HEMOGLOBINY ZARODKOWE]J]
I EMBRIONALNE]J

U kregowcow nizszych posiadajgcych stadia ,larwalne” rdznigce sie od
form dorostych rozpowszechnione jest wystepowanie ,larwalnych” hemo-
globin rdznigcych sie od hemoglobiny osobnikéw dorostych (hemoglobina
adult). Przyktadem moze by¢ kijanka bullfrog (gatunek zaby amerykanskiej),
ktéra posiada tancuchy a i fi znacznie réznigce sie od tych tahcuchdéw
u osobnika dorostego [21].

Embriony i zarodki wielu ssakow posiadaja hemoglobiny rézne od ich
form dorostych. Te rozwojowe hemoglobiny sg korzystne, poniewaz wysokie
powinowactwo do tlenu tych form hemoglobin pozwala na tatwe przechodze-
nie tlenu z krwi matki do krwi zarodka. Niektére hemoglobiny zarodkowe
majg wysokie wewnetrzne powinowactwo do tlenu w nieobecnosci 2,3-DPG.
Wptyw 2,3-DPG na hemoglobine zarodkowg cztowieka rozni sie od efektu
z hemoglobing adult, poniewaz /il43 histydyng jest zastgpiona w tafcuchu
y hemoglobiny zarodkowej przez seryne. Ponadto stezenie 2,3-DPG w Kkrwin-
kach czerwonych zarodka jest nizsze niz u dorostego cziowieka, tak ze
powinowactwo do tlenu jest znacznie wyzsze u zarodka. Zrdznicowane
powinowactwo do tlenu moze by¢ osiaggniete takze wytgcznie poprzez réznice



w stezeniu fosforanow organicznych, tak jak jest to osiagane w przypadku
zarodka konia. Hemoglobina zarodka i dorostego zwierzecia nie r6znig sie,
a jedynie stezenie 2,3-DPG w krwinkach zarodka jest duzo nizsze.

Ontogeneza ekspresji gendw hemoglobiny embrionalnej i ptodowej zostata
dobrze poznana w przypadku cztowieka. Najwczesniejsza hemoglobina, znale-
ziona w zarodku przed 8 tygodniem cigzy, jest tetramerem ztozonym z dwdch
e i dwoch £taincuchdw. Pdzniej wytwarzany jest tetramer zbudowany z dwoch
a i dwoch y tancuchéw. Tuz przed porodem fancuch y jest zastepowany
taricuchem fi i nastepnie w niewielkiej ilosci ok. 1% przez faficuch 6, tworzg sie
hemoglobiny: At o budowie a2/?2i A2- <252. Geny tanicuchéw podobnych do
tancucha a (dwa ( i dwa o) zlokalizowane sg w chromosomie 16, a geny z serii
tancucha fi (jeden e, dwa y, jeden 8 ijeden fi) w chromosomie 11 (rys. 1) [10,
13], Zbadano sekwencje aminokwasowg i nukleotydowg tych tancuchéw
i wyciggnieto wniosek, ze rodzina tych genow powstata ze ,wspolnego
przodka” w procesie duplikacji, a nastepnie dywergencji. Proces ksztattowania
sie genéw hemoglobiny przebiegat przez dtugi czas i mozna go skorelowac
z procesem ewolucji zwierzat, kolejne etapy ewolucji datowano na podstawie
szczatkéw kopalnych. Powstanie fancuchow a i /? jest zwigzane z pojawieniem
sie pierwszych kregowcow szczekowych ok. 420-500 min lat temu. Efs-
trat iad is i wsp. [11] podaje, na podstawie obliczen, w ktorych przyjat 10
min lat za 1% dywergencji, ze poczatek istnienia genéw embrionalnych/zarod-
kowych przypada na 200 min lat temu - w okresie intensywnej ewoluq’i gadéw
bedacych przodkami ssakow. Rozdzielenie sie gendéw y i ( przypada na ok. 100
min lat temu, mniej wiecej na czas rozdzielenia sie ssakéw tozyskowych
i torbaczy. Wydaje sie, ze ewolucja genéw hemoglobiny ptodowej (zarodkowej)
i embrionalnej cztowieka byta zwigzana z ewolucjg diugiego okresu cigzy
i tozyskowym utrzymaniem piodu u ssakow.

SZYBKOSC EWOLUCJI GENOW HEMOGLOBINY U KREGOWCOW

Holmguist [17] wykazat niejednolite tempo ewolucji hemoglobiny
uzywajagc modelu REH (random evolutionary hits - przypadkowe trafienia
ewolucyjne), w ktorym liczba wymienionych nukleotyddw jest obliczana
z sekwencji aminokwasowej i dostarcza dwa parametry: T2 - liczba miejsc
mutacji w sekwencji DNA i U2- Srednia zmienno$¢ pozycji, gdzie REH (liczba
nukleotydéw wymienionych) réwna sie T2 U2

Coates i Stone [8] takze wnioskujg o og6lnej powolnosci ewolucji,
w obu genach a i fi od momentu rozejscia sie linii owodniowcow (ptaki i ssaki)
na podstawie korelacji pomiedzy liczbg wymienionych aminokwaséw i czasem
ewolucji okreslonym na podstawie szczatkow kopalnych i poréwnania morfo-
logicznego.



Z drugiej strony, wg Kimura [19] szybko$¢ ewolucji hemoglobiny jest
wzglednie stata.

Poznanie problemu szybkosci ewolucji hemoglobiny, jak wida¢, wiaze sie
z doktadnym okresleniem czasu powstania wielu linii filogenetycznych, czyli na
okresleniu punktéw dywergencji i powstawania gatunkéw. Pomimo tego,
zastosowanie testu wzglednej szybkosci Saricha i Wilsona [29], ktory
jest zalezny od danych uzyskanych ze szczatkéw kopalnych, doprowadzito do
wniosku, ze ewolug'a hemoglobiny byfa ok. 1,5 raza wolniejsza u naczelnych
w poréwnaniu do innych ssakéw. Dowody na wolne tempo ewolucji hemo-
globiny w linii prowadzacej od przodka owodniowcéw do wspoiczesnych
ptakow i ssakow przedstawit Goodman [15]. Dodatkowe zwolnienie
ewolucji obserwuje sie u naczelnych z wyjatkiem pawiandw (Papio sp.), gdzie
szybkos$¢ ewolucji tancucha a jest podwyzszona.

Przy zastosowaniu tego samego czasu dywergencji tempo ewolucji dla
cytochromu c¢ wydaje sie by¢ bardziej jednolite u kregowcdéw niz tempo
ewolucji tancuchéw a i fi hemoglobiny [8],

EKSONY, INTRONY | PSEUDOGENY

Sekwencjonowanie genéw globiny ujawnito istnienie niekodujgcych frag-
mentow (,,intronéw™), ktore rozdzielaja sekwencje kodujgce biatko (,,ekso-
ny”). Lancuch a kodujg trzy eksony okreslajgce reszty aminokwasowe 1-31,
32-99 i 100-141, tancuch fi réwniez trzy eksony 1-30, 31-104 i 105-146 (rys. 2)
[13]. Introny zajmujg pozycje homologiczne w obu genach. Podziat genéw na
eksony zwigzany jest z r6znymi wiasciwosciami funkcjonalnymi hemoglobiny.
Ekson centralny koduje wiekszo$¢ reszt z regionu kontaktu z hemem
i kontaktu ktéry zapewnia kooperatywno$¢ pomiedzy dimerami. Grupy
aminokwasow odpowiedzialne za efekt Bohra i za przytgczanie fosforanéw
organicznych kodowane sg gtéwnie przez pierwszy i ostatni ekson.

Gilbert [14] sugerowal, ze istnienie intronéw i eksonéw moze by¢
wynikiem rekombinacji gendéw kodujacych rézne funkcje innych biatek. Taki
proces magtby przyspieszy¢ proces ewolucji hemoglobiny powyzej tempa
mozliwego do uzyskania poprzez substytucje pojedynczych nukleotydow.
Potaczenie regiondéw kodujgcych, réznych funkcjonalnie czesci hemoglobiny
byto przytaczane przez Eatona jako poparcie tej hipotezy. Sugerowat on, ze
ewolucja hemoglobiny przebiegata etapowo poprzez:

1) wigzanie hemu i odwracalne utlenowanie;

2) formowanie tetrameru i ewolucje kontaktow aifil i ul[lz oraz koopera-
tywnos¢;



3) wytworzenie grup odpowiedzialnych za efekt Bohra i przylgczanie
fosforanow organicznych.

Craig i wsp. [9] zwrocit uwage, ze fragment polipeptydowy, zgodny
z centralnym eksonem tancucha fi, silnie i specyficznie wigzat hem, co
potwierdzatoby hipoteze Gilberta [14].

Segregacja wariantow hemoglobiny ,Lepore” cztowieka, ukazuje, ze
zachodzi rekombinacja czesci genéw. Siedem takich ,fuzji” fancuchéw hemo-
globiny zostato zidentyfikowanych, sze$¢ z nich zachodzi pomiedzy tanh-
cuchami fi i S, a jeden pomiedzy fi i y. Dwie z szeSciu rekombinacji mogty
powsta¢ przez rekombinacje eksonéw 1 i 2, dwie nastepne eksonow 2 i 3.
Wiekszos¢ rekombinacji hemoglobiny ,,Lepore” (60%) moze by¢ wyjasnione
przez przestawienia catych eksonéw. Sugeruje to, ze zmiany pomiedzy
eksonami i intronami, prowadzace do rekombinacji, mogty by¢ czestsze niz
zmiany w obrebie samych eksonéw. Zostaty takze odkryte geny, ktore nie sg
transkrybowane z powodu insercji lub delecji, bedacych przyczyng zmiany
struktury. Te ,,pseudogeny” oznaczone i ¥/?, znalezione u krolika, myszy
i cztowieka, sg w ok. 75-80% homologiczne do prawidtowych genow globiny.
Duze podobieAstwo ,,pseudogenéw” do gendéw kodujgcych globine wchodzacy
w skfad hemoglobiny sugeruje, ze powstaty razem z tymi genami. W ,,pseudo-
genach” pofaczenie intron-ekson rézni sie od potgczenia w normalnych genach
i prawdopodobnie dlatego geny te nie produkujg funkcjonalnego m-RNA;
u myszy znaleziono nawet ,pseudogen” a globiny nieposiadajacy obu intro-
now. Jakkolwiek wszystkie mozliwe funkcje ,,pseudogendéw” nie sg znane, ich
istnienie sugeruje dynamiczny stan loci genetycznych, ktdrego rezultatem jest
zréznicowanie sekwencji genowych. Te sekwencje mogty byé pyla, z ktorej
wytonity sie p6zniej nowe funkcjonalnie geny.

Porownanie sekwencji nukleotydowych genéw hemoglobiny wskazuje na
dwa modele ewolucji tych genéw. Jeden to nagty proces skitadajacy sie
z insercji, delecji i duplikacji, ktéry zachodzit przede wszystkim w intronach
i sekwencjach flankujgcych te geny. Drugi to powolne w czasie mutacje
punktowe (substytucje pojedynczych nukleotydéw), obserwowane przede
wszystkim w regionach kodujacych biatko. Inne typy zmian prowadzity do
powstania niefunkcjonalnych biatek [22].

PODSUMOWANIE

Pordwnawcze studia nad hemoglobing wskazuj i, ze mozna wyrézni¢ trzy
aspekty ewolucji jej czesci biatkowej. Pierwszy to ewolucja gtownych wiasciwo-
sci funkcjonalnych, ogolnej konformacji tancuchdw, okolicy przytaczania
hemu, regionéw kontaktu w utworzonym tetramerze i prawdopodobnie



kieszeni przylaczajgcej fosforany organiczne. Drugi - wolne, mniej lub bardziej
regularne w czasie gromadzenie réznic sekwencyjnych. Wiekszo$¢ zmian
obserwowano przez poréwnanie hemoglobiny kregowcéw. Trzeci stanowig
mate, czesto pojedyncze zmiany sekwencji aminokwasowej, ktore mogty dawaé
drastyczne zmiany we wiasciwosciach funkcjonalnych hemoglobiny, takich jak
powinowactwo tlenowe, efekt Bohra, przytaczanie C 02, fosforanéw organicz-
nych i rozpuszczalno$¢ tetrameru. Te mate zmiany sg czesto obserwowane
miedzy blisko spokrewnionymi gatunkami i w wariantach wewnagtrzgatun-
kowych (np. hemoglobina S cztowieka). W niektérych jednak przypadkach
rozpatrywanie typoéw zmian, jakie zaszty w ewolucji hemoglobiny kregowcow,
moze prowadzi¢ do mylnych wnioskdw. Na przykitad powinowactwo tlenowe
gtéwnych hemoglobin cztowieka i kury jest zasadniczo identyczne pomimo
faktu, ze roznice w sekwencji aminokwasowej wynoszg ponad 1/3 ogdlnej
liczby aminokwasow.

W ostatnich latach duzo doniesien na temat ewolucji biatek opiera sie na
badaniach sekwencji nukleotydowej genéw kodujacych te biatka i ich sekwen-
cji aminokwasowej. Wskazuje to na rosnacg role badan ewolucji molekularnej
i mozna sie spodziewa¢, ze wraz z rozwojem i doskonaleniem metod
badawczych najblizsze lata przyniosg rozwigzanie wielu problemoéw zasyg-
nalizowanych w tym artykule. Ponadto artykut niniejszy, ograniczony wydaw-
niczo w swej objetosci, omawia ogo6lnie podstawowe zagadnienia dotyczace
ewolucji hemoglobiny.
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Rys. 1. Lokalizacja genéw globiny ludzkiej na poziomie chromosomoéw



Podstawowe zagadnienia ewolucji hemoglobin
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Rys. 2. Struktura genéw a i p globiny cztowieka
(IYS-1 i IVS-2 oznaczajg introny, eksony oznaczone zostaly czarnymi prostokatami)

Tabela 1
Kontakty miedzy aminokwasami poszczegdlnych tancuchéw globiny
A. Kontakt a,/}, - dimer. Kontakt tancucha a z /}
Nr Nr pozycji Aminokwas Aminokwas Nr pozycji  Nr
pozycji heliksu heliksu pozycji
1 2 3 4 5 6
30 B 11 Glu Pro H 2 124
Gin H5 127
Pro H 2 124
3 B 12 Thr H 1 123
Phe GH 15 122
Ala H 6 128
34 B 15 Pro H 3 125
Pro H 2 124
Gin H9 131
% B 16 Ala H 6 128
36 c4 Gin H 9 131
Gin H9 131
103 O 10 Cys G 14 112
Asn G 10 108
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His
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Arg
Arg
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Arg
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C. Kontakt a2 - dimer. Kontakt faricucha a z B - konfiguracja oksy.

Nr

pozycji

37
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1

T

Nr pozycji Aminokwas
heliksu

2 3
Cc2 Pro
Cc3 Thr

Aminokwas

Bi

Nr pozycji
heliksu
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G 2
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D. Kontakt aji2 - dimer. Kontakt faficucha a z fi - konfiguracja deoksy.
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Tabela 1 (cd.)

E. Kontakt - dimer. Kontakt taficucha # z a - konfiguracja oksy.
Pi a
Nr Nr pozycji Aminokwas Aminokwas Nr pozycji  Nr
pozycji heliksu heliksu pozycji
1 2 3 4 5 6
36 C2 Pro Tyr HC 2 140
Arg FG 4 92
Val FG 5 93
37 c3 Thr Asp G1 94
Pro G 2 95
Tyr HC 2 140
39 C5 Gin Arg FG 4 92
Thr C6 41
Tyr c7 42
40 cé Leu FG 3 91
Arg FG 4 92
Thr Cc3 38
97 FG 4
Thr C6 41
98 FG 5 Val Thr Cc3 38
99 G1 Asp Val G 3 96
101 G 3 Glu Val G 3 96
102 G 4 Asn Asp G 1 94
F. Kontakt a,/?2 - dimer. Kontakt tafcucha j jza- konfiguracja deoksy.
h a
Nr Nr pozycji Aminokwas Aminokwas Nr pozycji  Nr
pozycji heliksu heliksu pozyciji
1 2 3 4 5 6
Arg FG 4 92
Asp G 1 94
8 c3 Pro G 2 95
Tyr HC 2 140
Arg FG 4 92
Thr C6 41
97 FG 4

Pro CD 2 42



Tabela 1 (cd.)

4 5
98 FG 5 Val Thr C6 41
Tyr c7 42
9 G 1 Asp Thr C3 33
100 G 2 Pro Thr Cc3 38
Asp G 1 94
101 G 3 Glu val G 3 96
145 HC 2 Tyr THr C3 38
. Pro Cc2 37
146 HC 3 His Lys c 3 40
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FUNDAMENTAL QUESTIONS ON THE EVOLUTION OF HAEMOGLOBIN

The paper presents problems concerning the evolution of haemoglobin. The main stages of Hb
evolution: globin gene evolution, formation and solubility of Hb tetramer and functional Hb
regulation by allosteric effectors have been presented. The gene duplication, occuring during the
formation of fetal and embryonal Hb as well as the evolution rate of vertebrate Hb were discussed.
The authors presented the role of exons, introns and pseudogens in the evoluing of globin and
discussed the posibility of the acceleration of evolutionary process by means of exon-intron
recombinations.



