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HEMOCYJANINY STAWONOGÓW

W pracy przedstawiono najnowsze hipotezy, dotyczące struktury he- 

mocyjaniny (Hc) stawonogów. Omówiono szczegółowo budową składników te-

go białka. Zwrócono również uwagą na heterogenność Hc na poziomie łań-

cuchów polipeptydowych. Określono rolę, jaką spełniają poszczególne 

podjednostki (łańcuchy) w budowie większych agregatów hemocyjaniny.

WSTĘP

Do grupy białek oddechowych zaliczamy proteiny transportujące 

tlen, spełniające tym samym istotną rolą w oddychaniu organizmów 

aerobowych. Dotychczas najlepiej poznana została budowa i funkcja 

barwnika krwi i miąśni kręgowców: hemo- i mioglobiny [115, 119], 

metaloprotein zawierających związane hemowo żelazo [82].

Bardziej zróżnicowane pod wzglądem budowy i funkcji okazały 

sią być białka przenoszące tlen u bezkręgowców. W tej grupie

T a b e l a  1

Białka oddechowe bezkręgowców 

Respiratory proteins in invertebrate

Typ białka Grupa
prostetyczna

Steichiometria 
wiązania 0-

Barwa 
formy oksy-

Literatura

Hemoglobina
bezkręgowców

protoporfiryna 
IX-FeII

Fe : °2
czerwona [13]

Mioglobina
bezkręgowców

protoporfiryna 
IX-FeII

Fe : °2
czerwona [5]

Chlorokruoryna chlorochem Fe : °2
zielona [13, 26]

Hemoerytryna Felll 2 Fe : °?
purpurowa [38]

Hemocyjanina CuII 2Cu : °2
niebieska [17]



zwierząt poza wymienionymi już hemo- i mioglobinami, jak również 

hemoglobinami polimerycznymi, zwanymi dawniej erytrokruorynami, 

występują chlorokruoryny, hemoerytryny i hemocyjaniny [28, 38, 

56].

Wspólną cechą wymienionych białek jest obecność atomów metalu 

(Fe, Cu) w cząsteczce oraz związane z tym charakterystyczne za-

barwienie i zdolność odwracalnego przyłączania tlenu (tab. 1 ). 

Większość z nich (hemoglobiny, chlorokruoryny, hemocyjaniny) po-

siada strukturę polimeryczną.

Ogólne własności hemocyianin

Pośród białek przenoszących tlen szczególne miejsce zajmują 

hemocyjaniny (Hc), ponieważ metalem wbudowanym w ich cząsteczkę 

jest nie żelazo lecz miedź [15, 21, 107]. Hemocyjaniny są obecne 

w hemolimfie większości przedstawicieli dwu typów zwierząt - Art- 

hropoda (stawonogi) i Mollusca (mięczaki) [20, 115].

Hemocyjaniny są bezpośrednio rozpuszczone w hemolimfie, a ich 

stężenie wynosi 0,3-100 mg/ml u Arthropoda oraz 10-115 mg/ml u 

Mollusca [39].

Wspólną cechą hemocyjanin Arthropoda i Mollusca jest sposób 

wiązania tlenu. Cząsteczka 0 2 zostaje przyłączona do dwóch ato-

mów miedzi znajdujących się w "centrum aktywnym" makrocząsteczki 

[39, 107]. Większość badaczy skłania się ku tezie, że w białku 

występującym w formie odtlenowanej oba atomy miedzi są na + 1  sto-

pniu utlenienia [9, 53, 54, 63]. Podczas przyłączania tlenu na-

stępuje zmiana wartościowości obu atomów Cu [108, 113]. Tak więc 

w formie utlenowanej (HC02 ) miedź występowałaby na +2 stopniu u- 

tlenienia.

Forma utlenowana Hc ma barwę niebieską, uwarunkowaną obecno-

ścią wiązania Cu-02 . Wykazuje ona charakterystyczne pasma absorp-

cji w ultrafiolecie (280 nm, 340 nm) i w  świetle widzialnym (570 

-580 nm) [21, 96, 107], Forma odtlenowana jest bezbarwna. Widma 

ORD i CD natywnej hemocyjaniny są typowe dla białek globularnych 

z niewielką ilością struktur uporządkowanych (14% a-helisy i 29% 

p-struktury) [6 6 ].

Hemocyjaniny Arthropoda i Mollusca posiadają podobny skład 

aminokwasowy. Białka te charakteryzują się dużą ilością (do 25%) 

kwasów dikarboksylowych, oraz niewielką zawartością cysteiny (1 - 

-2%) i metioniny (2-3%) [21, 85, 89, 118]. Integralną częścią



białka są też węglowodany (3% w Hc Arthropoda i 9% u Mollusca) 

[39, 116]. Analiza składu aminokwasowego hemocyjanin obu typów 

sugeruje, że Hc Arthropoda i Mollusca nie wykazują homologii i 

są raczej produktem funkcjonalnej konwergencji [22, 23].

Struktura hemocyjanin Arthropoda i Mollusca

Mimo posiadania kilku wspólnych cech (zbliżony skład amino- 

kwasowy, sposób wiązania tlenu, barwa) hemocyjapiny Arthropoda i 

Mollusca różnią się pod względem strukturalnym. Już w 1936 r. 

E r i c k s s o  n-Q u e n s s e l  i S v e d b e r g  [20] 

stwierdzili, że hemocyjaniny różnych gatunków zwierząt posiadają 

zróżnicowane stałe sedymentacji. I tak wielkość stałych sedymen-

tacji Hc Mollusca określono na 60, 100 i 130 S, natomiast dla Hc 

Arthropoda wynoszą one 5, 16, 24, 35 i 60 S. Często w hemolimfie 

może koegzystować kilka typów cząsteczek Hc [71, 74, 115].

Hemocyjaniny Mollusca zawierają 2,4-2 , 6  pg Cu/mg białka. Ozna-

cza to, że 1 gramoatom miedzi przypada na 24 000-26 000 gramów 

białka [21, 38]. Zatem cząsteczka tlenu jest wiązana przez frag-

ment o masie co najmniej 50 000 daltonów i jest to tzw. minimalna 

podjednostka funkcjonalna Hc. Natomiast Hc Arthropoda zawierają 

1,7-1,9 iag Cu/mg białka [21, 39, 115]. W tym wypadku najmniej-

sza podjednostka funkcjonalna hemocyjaniny ma ok. 72 tys. dalto-

nów. Wartość ta odpowiada średniej masie cząsteczkowej pojedyn-

czego łańcucha polipeptydowego [115, 119]. W odróżnieniu, łańcuch 

polipeptydowy Hc Mollusca jest znacznie większy. Jego masa wynosi 

300-400 tys. daltonów i zawiera on 8 miejsc wiążących tlen [24, 

64] .

Podcząs obserwacji cząsteczek Hc w mikroskopie elektronowym 

zauważono różnice w budowie hemocyjanin obu typów. Hemocyjanina 

homara Panulirus interruptus o stałej sedymentacji 16 S jest wi-

doczna w mikroskopie elektronowym w postaci kwadratów, prostokątów 

bądź sześciokątów z maksymalnymi wymiarami 10-12 nm [119]. Tym-

czasem w przypadku cząsteczek Hc Mollusca pojedynczy łańcuch po-

lipeptydowy obserwowano w postaci rozciągniętego- sznurka, a czą-

steczka niezdysocjowana to cylinder o średnicy 35 nm i wysokości 

u Gastropoda 35 nm, u Cephalopoda 17 nm [119]. Przedstawione fakty 

przemawiają za tym, iż hemocyjaniny Mollusca i Arthropoda mimo 

szeregu cech wspólnych stanowią odrębne grupy białek.Dalszą część 

artykułu poświęcono omówieniu właściwości fizyko-chemicznych he-

mocyjanin Arthropoda.



Fizyko-chemiczne własności składników Hc

Pierwsze badania wielkości makrocząsteczek dotyczyły m. in. 

właśnie hemocyjanin. W 1936 r. E r i c k s s o  n-Q u e n s e 1 

i S v e d b e r g  [20] poddali wirowaniu analitycznemu w 

różnym pH rozcieńczoną hemolimfę niektórych gatunków typu Arthro- 

poda (tab. 2 ).

T a b e l a  2

Stałe sedymentacji białek hemolimfy niektórych Arthropoda [20]

Constant of sedimentation of hemolymph proteins in some Arthropoda [20]

Gatunek Stałe sedymentacji białek hemolimfy

Liraulus polyphemus 56,6 36,4 24,0 16,1 5,87

Pandalus borealis - - 22,9 17,4 -

Palinurus vulgaris - - - 16,4 4,1

Nephrops norveglcus - - 24,5 17,1 5,97

Astacus fluviatilis - - 23,5 16,3 4,02

Cancer pagurus - 32,7 23,6 16,4 4,71

Stwierdzono wówczas, że w fizjologicznym pH (7,2-7, 6 ) stałe 

sedymentacji białek, występujących w hemolimfie poszczególnych 

gatunków, różniły się między sobą. Ponadto u tego samego osobni-

ka mogą równocześnie występować cząsteczki Hc o różnych stałych 

sedymentacji.. Zauważono, że w hemolimfie zawsze dominowała fra-

kcja Hc o najwyższej stałej sedymentacji.

W miarę zwiększania pH środowiska obserwowano wzrost liczby 

cząsteczek o niższych stałych sedymentacji. Wobec czego wysunię-

to wniosek, iż cząsteczki te są produktami alkalicznej dysocjacji 

natywnych cząsteczek Hc charakteryzujących się największą stałą 

sedymentacji pośród białek hemolimfy [16, 2 0 ],

Do chwili obecnej, wykorzystując szereg różnorodnych metod 

analitycznych (ultrawirowanie analityczne, filtracja żelowa, dys-

persja światła), określono stałe sedymentacji hemocyjanin kilku-

dziesięciu gatunków stawonogów. Białka te ze względu na wielkości 

stałych sedymentacji podzielono na kilka klas. Wyróżniono wg 

rosnących stałych następujące klasy: 4-6 S, 14-17 S, 22-25 S, 

34-39 S i 55-60 S. Cząsteczki te nazwano składnikami lub też kom- 

potentami hemocyjanin. Dla uproszczenia przyjęto klasyfikację 

składników Hc wg przybliżonych stałych sedymentacji. Dlatego w



dalszej części pracy używano skróconego oznaczenia t j. 5 S, 16 S, 

24 S, 36 S i 60 S. W tab. 3 przedstawiono rodzaje składników he-

mocyjanin różnych gatunków Arthropoda.

T a b e l a  3

Składniki hemocyjanin Arthropoda 

Hemocyanin components of Arthropoda j

Gatunek 5 S 
1-mer

16 S 
6-mer

24 S 
12-mer

36* S 
24~mer

60 S 
48-mer

Literatu-
ra

MEROSTOMATA
iiimuJLus polyphemus o o o X [20J
Tachypleus ti^identatus X [99]

ARACHNIDA
Eurypelma californicum X [59]
Eurypelma helluo X [59]
Cupiennius salei X X [59]
Androctonus australis X [74]
Pandinus pallidus X [74]
Mastigoproctus brasilianus X [74]
Trichodamon froesi X [74]
Tarantula palmata X [74]

CRUSTACEA
Callianasa californicnsis X X [90]
Cacer pagurus o X X X [20, 87]
Ligia exotica o X X [106]
Ligia pallasi X X [105]
Cancer magister o X [18, 55]
Callinectes sapidus o X X o? [27, 29]
Homarus americanus 0 X X [83]
Cherax destructor o X X 29S [80]
Carcinus maenas o 0 X [10]
Homarus gammarus X X [71]
Maja squinado X X [71]
Hyas araneus X [71]
Macropipus holsatus 0 X [71]

Homarus vulgaris X X [20 ]
Astacus astacus X X [25]

Astaćus leptodactylus 0 X X ■ [25]

Orconectes limosus X X [25]

Pandalus borealis X X [20]
Carcinus mediterraneus X X [12]
Potamon edulis X X [12]
Eriphia spiniphrons o X [16] 

r /. i
Silviocajrcinus pandalinus X o L4J 

r / i
Macrobranchium amazonicum X o 14J

Jasus edwardsii o X o [86 ]
Panulirus interruptus X [40]

r i «71
Palinurus vulgaris o X L107 J 

roi
Panaeus setiferus X 18 J

Bathynomus giganteus X [114] 
r i

Dilocarcinus pagei C. X - L4 J

U w a g a :  o - składnik obecny w małej ilości.



Składnik Hc o największej wartości (60 S) występuje tylko w 

gromadzie Merostomata (staroraki). U Arachnida (pająki, skorpiony 

dominuje składnik o stałej 36 S (za wyjątkiem Hc pająka Cupien- 

nius salei) [59, 77]. Stosunkowo najlepiej zbadana gromada - Cru- 

stacea (skorupiaki) zawiera głównie składniki 24 S i 16 S. Wyją-

tek stanowią gatunki Callianasa californiensis i Cancer pagurus, u 

których obserwowano w hemolimfie głównie składnik 36 S [87, 90]. 

Z drugiej strony, u części przedstawicieli tej gromady dominują-

cym składnikiem okazała się być cząsteczka o stałej sedymentacji

16 S.

Na podstawie dotychczasowych badań można stwierdzić, że Hc 

Arthropoda występuje w warunkach fizjologicznych w formie skła-

dników 16 S, 24 S, 36 S i 60 S. W niewielkich ilościach w hemo-

limfie niektórych gatunków występował składnik najmniejszy - 5 S 

[10, 20, 25, 87, 106].

Dysociacia alkaliczna hemocyjaniny

Jedna z właściwości hemocyjanin Arthropoda to dysocjacja czą-

steczek pod wpływem alkalizacji środowiska. Tak np. Hc Astacus 

fluviatilis reagowała na wzrost pH środowiska (3,6-11,8 zmniej-

szeniem ilości składnika 24 S z równoczesnym wzrostem ilości skła-

dnika 16 S [20] .

Metodą pomiaru dyspersji światła D i  G i a m b e r a r d i -  

n o [16] stwierdził, że ze wzrostem pH masa cząsteczkowa Hc 

Eriphia spiniphrons zmniejszała się znacznie (739 tys. w pH 6 i 

85 tys. w pH 9,5). Proces ten okazał się być niezależny od stęże-

nia hemocyjaniny i siły jonowej środowiska. Podobne badania wyko-

nano dla innych hemocyjanin [12, 24]. P i c k e t [83] stwier-

dził, że w obecności jonów Ca^+ Hc Homarus americanus posiadała 

stałą sedymentacji 22-24 S i masę cząsteczkową 825 000. Usunięcie 

ze środowiska jonów wapnia w pH 8,4 spowodowało dysocjację Hc do 

podjednostek (składnik 16 S). Dalszy rozpad do cząsteczek 4 S 

następował wraz ze wzrostem pH do 9,3.

Cząsteczka 4 S ( 6 8  000) odpowiada masą najmniejszej podjed-

nostce funkcjonalnej, wiążącej jedną cząsteczkę tlenu. Z po-

równania mas wszystkich komponentów tej Hc wynikałoby, że składnik 

24 S zawiera 12 podjednostek 4 S, a składnik 16 S miałby ich 6 . 

Tak więc Hc 24 S byłaby dodekamerem, a Hc 16 S heksamerem naj-

mniejszej podjednostki funkcjonalnej (4 S). Taką samą strukturę 

tych 2 składników opisali również M o r i m o t o  i K e -



g e 1 e s [79] oraz E l l e r t o n  i wsp. [18]. Z uwagi 

na fakt, że w hemolimfie w zasadzie najmniejszym składnikiem Hc 

jest heksamer (16 S), został on nazwany przez niektórych autorów 

monomerem, a jego kolejne stopnie dimeryzacji - dimerem, tetrame- 

rem i oktamereta tego składnika. W tab. 4 przedstawiło pod jedno-

stkową strukturą hemocyjanin Arthropoda.

T a b e l a  4

Struktura hemocyjanin Arthropoda 

Hemocyanin structure of Arthropoda

Wyszczególnienie Liczba peptydów

1 6 12 24 48

Stała sedymentacji 5 S 16 S 24 S 36 S 60 S

Masa cząsteczkowa (w tys.) 75 430 840 1720 3300

Jony Ca2+ i H+ mają istotny wpływ na proces dysocjacji hemo-

cyjaniny. Z reguły usunięcie dwuwartościowych kationów i doprowa-

dzenie pH środowiska do ok. 10 powoduje całkowitą dysocjację 

cząsteczek Hc do łańcuchów polipeptydowych. Jednak wpływ tych 

czynników okazał się być zróżnicowany i zależny od rodzaju hemo-

cyjaniny. Przykładem odmiennego zachowania jest dysocjacja Hc Li- 

mulus polyphemus, podczas której składnik 60 S rozpada się w o- 

kreślonych warunkach na monomery, dimery i tetramery komponentów 

16 S - (tab. 5) [95].

T a b e l a  5

Zależność dysocjacji Hc Limulus polyphemus 

od warunków środowiska [95]

Dissociation dependence of Limulus polyphemus Hc 

on environmental condition

pH Hemolimfa 
rozcieńczona 200x

+1 M NaCl +0,01 M EDTA

5,5 8 8 , (4), (2), (1) (4), 2, 1

6,5 8 8 ' (6 ), 4, (2)

7.5 8 , (4) 8 4, (2)

8,5 (8 ), 4, (2), (1) 8 0

9,5 (6 ), 4, 2, 1 8 , (4) 0

U w a b a: 8 - oktamer 16 S (60 S), 6 - heksamer 16 S, 4 - tetramer 16 S 
(36 S), 2 - dimer 16 S (24 S), 1 - 16 S, 0 - monomer 5 S, ( ) - składniki wy-
stępujące w małych ilościach.



Rozpad Hc Limulus polyphemus następował; dopiero w pH wyższym 

od 8,0. , Duże stężenie NaCl (1 M) hamuje dysocjację, natomiast w o- 

becności 0,01 M EDTA w pH 8,5 hemocyjanina dysocjowała całkowicie  

do monomerów 5 S (tab. 5).

W przypadku hemocyjaniny krewetki Callianasa californiensis 

cząsteczka 39 S w pH 7,6 i w nieobecności dwuwartościowych katio-

nów rozpadała się na mniejsze, natywne składniki 25 S [90]. Pod-

wyższenie pH do 8,4 powodowało dalszą dysocjację do składników

17 S, występujących w 2 formach "I" i "C". Po ponownym dodaniu 

jonów wapnia lub magnezu jedynie forma "C" reaśocjowała do skła-

dnika 39 S. Całkowita dysocjacja tej hemocyjaniny na podjedno-

stki 4-5 S następowała w pH 9,4. W tym przypadku w roztworze by-

ła obecna mieszanina monomerów i dimerów (5 S i 7 S). Następnie 

dimery mogły być rozdysocjowane do monomerów pod wpływem EDTA [90].

Na proces dysocjacji hemocyjanin mogą również oddziaływać jo-

ny innych metali. Proces dysocjacji He Androctonus australis naj-

silniej hamują sole magnezu, wapnia i manganu, najsłabiej zaś so-

le potasowe i amonowe [43] .
2+ 2+

Jednak nie w każdym przypadku usunięcie jonow Ca i Mg 

oraz zwiększenie pH było wystarczające do całkowitego rozpadu 

cząsteczki Hc. Dysocjacja hemocyjaniny skorpiona Androctonus au-

stralis do podjednostek 5 S wymagała obecności mocznika w stęże-

niu 1 M [50]. Dodatek czynników redukujących był również niezbę-

dny do procesu dysocjacji Hc pająka Cupiennius salei [6 8 ]. Na 

podstawie przytoczonych przykładów można przypuszczać, że podjed- 

nostki Hc (5 S) Arthropoda mogą być powiązane w większe agregaty 

nie tylko przy udziale wiązań wodorowych, ale także jonowych czy  

kowalentnych.

Heteroaenność podlednostek (monomerów 5 S)

W określonych warunkach hemocyjaniny Arthropoda ulegają dyso-

cjacji do najmniejszych podjednostek o stałej sedymentacji 5 S. 

Badania produktów takiej dysocjacji wykazały, że hemocyjanina 5 S 

jest elektroforetycznie heterogenna. Tak np. podjednostka 5 S 

kraba Carcinus maenas podczas rozdziału elektroforetycznego na 

octanie celulozy rozdzielała się na 2 frakcje [10]. Podobne wła-

ściwości wykazuje He Cancer magister. Carpenter i Van Holde po 

dializie tej Hc do buforu węglanowego o pH 9,93 stwierdzili, że 

podczas elektroforezy rozdzieliła się ona na 2 frakcje o masach



cząsteczkowych 76 000 i 8 6  000, występujące w równoważnych ilo-

ściach [11]. Metodą elektroforezy regularnej i elektroforezy z 

SDS określono heterogenność podjednostkową kilkunastu hemocyjanin 

Arthropoda (tab. 6 ).

T a b e l a  6

Heterogenność podjednostek hemocyjanin niektórych Arthropoda 

Subunits heterogeneity of some Arthropoda He

Gatunek Liczba podjednostek 
(łańcuchów)

Literatura

MER0ST0MATA

Liraulus polyphemus 5-12 [30, 74, 101]

Tachypleus tridentatus 5 [99]

ARACHNIDA

Androctonus australis 6 [52] f

Androctonus hector 6 [43]

Eurypelma californicum 7 [49]

Argiope bruennichii 4 [99]

Heterometrus sp. 5 [99]

CRUSTACEA

Cancer magister 2-6 [11, 55, 60]

Callinectes sapidus 2 [27, 29]

Cherax destructor 3-6 [67, 80]

Jasus edwardsii 2 [86]

Ovalipes catharus 3 [86]

Astacus astacus 3 [89]

Astacus leptodactylus 4 [25]

Cancer pagurus 2 [8 ]

Ligia italica 5 [97]

Ligia exotica 1 [106]

Armadillo officinalis 5 [97]

Jak wynika z przedstawionych faktów, heterogenność hemocyja-

nin wykryto również na poziomie najmniejszych podjednostek fun-

kcjonalnych. Ponieważ większość badaczy utożsamia cząsteczkę 5 S 

z pojedynczym łańcuchem polipeptydowym, można więc mówić również

o heterogenności łańcuchów polipeptydowych.

Kolejnym etapem badań nad hemocyjaniną było wyizolowanie po-

jedynczych łańcuchów polipeptydowych i zbadanie ich własności fi-



zykochemicznych. Wyizolowanie podjednostek Hc na skalą prepara- 

tywną okazało sią rzeczą trudną. Hemocyjanina Limulus polyphemus 

po potraktowaniu EDTA w pH 9 oraz przejściu przez kolumną z 

DEAE-Sephadex A-50 rozdzieliła sią na 5 frakcji (I-V) [101]. Wy-

stępowały one w hemocyjaninie w stosunku 1 : 1 : 3 :  1 : 0 ,7 i 

różniły się masą cząsteczkową, powinowactwem tlenowym oraz mapą 

peptydową po trawieniu z CNBr [102]. Jednak późniejsze badania 

tych frakcji wykazały, że nie są one homogenne elektroforetycznie 

[6 , 30].

Do rozdzielenia podjednostek nie są wystarczające metody chro-

matografii kolumnowej (filtracji żelowej czy też chromatografii 

jonowymiennej). Z reguły konieczne jest połączenie metod filtra-

cji żelowej, chromatografii jonowymiennej, a także preparatywnej 

elektroforezy regularnej lub elektroforezy w gradiencie żelu po- 

liakryloamidowego. Homogenność wyizolowanych łańcuchów ocenia sią 

metodami elektroforetycznymi i immunoelektroforetycznymi [6 , 72].

W tab. 7 przedstawiono stałe sedymentacji i masy cząsteczkowe 

wyizolowanych podjednostek hemocyjaniny skorpiona [43].

T a b e l a  7

Stałe sedymentacji i masy cząsteczkowe 

podjednostek hemocyjaniny Androctonus australis [43]

Sedimentation constants and molecular weights 

of subunits of Androctonus australis Hc [43]

Podjednostki

1 2 3 4 5 6 X

Stała sedymentacji

monomeru - 5,52 4,53 4,46 4,47 4,73 -

dimeru 6,81 - - - 6,60 - -

Masa cząsteczkowa 
(w tys.) 70,5 68,5 71,1 66,0 69,0 65,5 68,5

Zależnie od gatunku, jak również w zależności od stosowanej 

metody masa cząsteczkowa podjednostek 5 S Hc Arthropoda waha sią 

w granicach 55 000-90 000. Podjednostki posiadają też różne pun-

kty izoelektryczne [75, 89].

Cechą różnicującą podjednostki 5 S Hc jest ich skład ¿»mino- 

kwasowy. Już samo istnienie kilku grup C- i N-końcowych jest 

przesłanką na obecność większej liczby łańcuchów polipeptydowych



hemocyjaniny tego samego gatunku [11, 81, 89, 112]. W tab 8 przed-

stawiono skład aminokwasowy 7 łańcuchów hemocyjaniny Eurypelma ca-

lifornicum [78].

T a b e l a  8

Skład aminokwasowy (w resztach) łańcuchów polipeptydowych Hc 

Eurypelma californicum [78]

Amino acid composition (is residues) of polypeptide chains 

in Eurypelma californicum Hc [78]

Łańcuch a b c2 c4 d e i Średnia

Liz 46 24 33 27 33 38 29 34

His 38 22 33 21 24 26 29 27

Arg 52 39 51 23 35 40 52 43

Asp 70 68 86 73 89 94 77 81

Tre 31 36 32 30 31 33 39 33

Ser 26 37 41 40 55 33 45 40

G lu 53 60 58 77 68 63 74 65

Pro 19 31 22 32 29 28 16 24

Gli 32 45 65 84 62 54 49 54

Ala 42 30 39 56 42 38 47 42

Wal 27 42 28 37 34 36 31 33

Met 9 9 13 19 12 16 17 14

Ileu 25 25 17 22 28 30 18 24

Leu 48 52 47 51 63 57 68 56

Tyr 23 26 24 19 23 27 30 25

Fen 32 33 30 26 30 35 33 32

1/2 Cys 3 9 No 7 No 5 No -

Try 2 8 8 15 8 5 6 7

U w a g a :  Przyjęto następujący skład procentowy: a - 15%, b - 8,3%, c^

- 15%, cĄ - 8,3%, d - 15%, e - 19%, f - 19%; No - nie oznaczono.

Poszczególne łańcuchy wykazują znaczne zróżnicowanie w zawar-

tości lizyny, histydyny, argininy, seryny, proliny, glicyny i a- 

laniny przy względnie stałych ilościach aminokwasów alifatycznych, 

aromatycznych i hydroksylowych. Wskazuje to na zachowanie stru-

kturalnych powiązań w czasie ewolucji podjednostek Hc.

W przypadku innych gatunków, hemocyjaniny wykazują mniejsze 

zróżnicowanie pod względem składu aminokwasowego łańcuchów poli-

peptydowych. Stwierdzono to dla Hc Tachypleus tridentatus czy



też Hc Cherax destructor [6 6 , 100] . Podobieństwo monomerów Hc Ta- 

chypleus tridentatus wykazali T a k a g i  i N e m o t o

[104] badając ich N-końcową sekwencję. Dla pięciu łańcuchów Hc 

tego gatunku oznaczonych jako a, 0 ,  ¡ę, 6 i  e  sekwencja była taka 

sama: -Tre-Ile-Leu-Liz-Gli-Liz-Gln. Jedynie łańcuch 6 posiadał 

inną sekwencję t j . -Wal-Ileu-Asp-X-Ileu-Leu-Glu-Liz.

Znacznie większe zróżnicowanie wykazuje N-końcowa sekwencja

7 podjednostek skorpiona Androctonus australis [35] (tab. 9). 

Aminokwasem N-końcowym 4 łańcuchów Hc Androctonus jest treonina 

(2 , 4 , 5 B, 6 ). 6 łańcuchów hemocyjaniny tego gatunku posiada le- 

ucynę, walinę lub izoleucynę w pozycji 2 i lizynę w pozycji 5. W 

tab. 9 umieszczono również dla porównania N-końcową sekwencję łań-

cuchów innych hemocyjanin Arthropoda. Mimo widocznych różnic ist-

nieją także pewne homologie, np. pomiędzy frakcją IV Limulus i

T a b e l a  9 

Sekwencja łańcuchów polipeptydowych od N-końca hemocyjaniny 

niektórych Arthropoda 

N-tenninal sequence of polipeptide chains of some Arthropoda Hc

Łańcuch Częściowa sekwencja od N-końca Literatura

Tachypleus tridentatus 1 5 10 15 20

a T I K E K Q A S I L A L F E H L T S V P [81]

X + 6 T IaK E K Q N R P [ 104]

g + e ' T IaK E K Q [ 10A]

6 V L D X IbE K [104]

Limulus polyphemus 
frakcja IV T L K E K Q D X I L [35]

Eurypelma californicum 
e P D K Q K Q L R V I S L F E H M T S I N [94]

Androctonus australis 
2 T V K E K Q D R I I P L F E [35]

4 T V K E K Q Q X IbIbS IbF K [35]

6 T V A D K X A R L P L [35]

5A G V Q D K Q E R L L P L F D [35]

3B X L H E K Q I R I L K L F K [35]

5B T L N I E E K X X X L L [351

3C A P I N I Q R R I L S L F E [35]

Panulirus interruptus D A L G T G N A Q K Q m 2 ]

U w a g a: X - aminokwas niezidentyfikowany, a- I i L, b - I lub L.



łańcuchami 2 i 4 Androctonus. Największą konserwatywność posiada 

region 5-6 (sekwencja -K-Q-) oraz 12-18 (sekwencja -L-F-X-H-X-T- 

-S-). Homologie te świadczyłyby o wspólnym pochodzeniu badanych 

łańcuchów polipeptydowych.

Ustalenie faktycznej tzn. rzeczywistej liczby monomerów Hc wy-

stępujących w określonym gatunku nie jest sprawą prostą. Dotych-

czas liczba ustalonych podjednostek Hc zależała w dużym stopniu od 

postępowania analitycznego. W miarę stosowania coraz doskonalszych 

metod analitycznych liczba podjednostek obserwowanych w Hc okre-

ślonego gatunku zwiększała się. Typowym tego przykładem była li-

czba monomerów Hc Limulus polyphemus. Początkową ich liczbę -5, 

ustalił w 1974 r. S u l l i v a n  i wsp. [101], stosując metodę^ 

chromatografii jonowymiennej. W 1979 r. metodą immunoelektrofore- 

zy ustalono ich liczbę na 8 [30, 48]. Ostatnio M a r k i  i 

wsp. [71, 74] zastosowali metodę tzw. "elektroforezy krzyżowej" 

porównując rozdziały elektroforetyczne w gradiencie żelu poliakry- 

loamidowego z elektroforezą z>SDS. Tym sposobem określono liczbę 

monomerów Hc Limulus polyphemus na 12 [74]. Podobną metodą B r e- 

n o w i t z [6 ] w 1981 r. wykazał istnienie w Hc Limulus 16 

frakcji, różniących się elektroforetycznie, ale nieodróżnialnych  

immunologicznie. Autor sugerował, że identyczne immunologicznie 

podjednostki pełnią tę samą rolę w budowie większych składników 

hemocyjaniny, mimo różnic we właściwościach elektroforetycznych.  

Najprawdopodobniej faktyczna liczba podjednostek Hc Limulus wynosi  

jednak 8 .

Również w przypadku hemocyjaniny skorpiona Androctonus austra-

lis obserwowano pierwotnie 6 [52] , następnie 7 [49] , a wreszcie

8  [47] różnych monomerów.

Równocześnie u niektórych gatunków nie wykryto heterogenności  

na poziomie łańcuchów polipeptydowych. Przykładem są tu hemocyjani-

ny 3 gatunków Crustacea - Panulirus interruptus [40j . Ligia exotica 

[106] i Panaeus setiferus [8].

U kilku gatunków Arthropoda po potraktowaniu Hc środkami re-

dukującymi wykazano zmianę liczby obserwowanych monomerów [33, 70, 

71, 72]. W przypadku niektórych hymocyjanin elektroforeza bez mer- 

kaptoetanolu prowadziła do otrzymania frakcji odpowiadających ma-

sie 130 000-160 000 [33]. I tak Hc raka Cherax destructor po dia-

lizie wobec 10 mM EGTA rozdzielała się podczas elektroforezy na 

3 pasma M^, M^ i M^ o masach odpowiednio 70 000, 72 000 i 132 000 

[33]. W obecności 10 M ditiotreitolu dodatkowo pojawiło się pa-

smo M^ o masie 84 000. Fakt ten tłumaczono obecnością w natywnej



cząsteczce hemocyjaniny dimeru M 3 , zbudowanego z 2 monomerów 5 S 

(w tym 1 ), związanych mostkiem dwusiarczkowym. Obecność di- 

merów stwierdzono także w innych hemocyjaninach. S c h n e i -

d e r  i wsp. [93] wykazali 2 różne dimery w Hc Eurypelma cali-

fornicum, które oznaczono jako 4D i 5. Po inkubacji z 5 mM cy-

steiną dimer 5 dysocjował do 1 monomeru 3. Drugi z dimerów - 4D, 

dysocjujący w obecności 10 mM EDTA, jest heterodimerem, w skład 

którego wchodzi monomer 2. Także w hemocyjaninie skorpiona Andro- 

ctonus australis podjednostka 1 istnieje w natywnej strukturze 

tego białka jako dimer o stałej sedymentacji 6,81 (tab. 1 0 ) [43]. 

M a r k i  [74] stwierdził obecność struktur dimerycznych w he- 

mocyjaninach 5 gatunków Chelicerata.

T a b e l a  10

Strukturalne odpowiedniki podjednostek Hc Eurypelma i Androctonus [73] 

Subunits corresponding structures of Hc Eurypelma and Androctonus [73]

Eurypelma californicum Androctonus australis

a 3A, 3B

b-c 3C-5B

d 5A

e 6

f 2

g 4

Skład aminokwasowy dimerów jest podobny do składu aminokwa- 

sowego monomerów [33].

Na podstawie przytoczonych przykładów można uważać, że dime-

ry są zróżnicowane tak pod wzglądem budowy, jak i własności fi-

zykochemicznych. Istnieją np. dimery zbudowane z 2 jednakowych 

łańcuchów (homodimer 5 Androctonus australis), jak również z łań-

cuchów niejednakowych (heterodimery M 3 ) Cherax destructor i 4D 

Eurypelma californicum [33, 43, 78]. Niektóre z nich tzw. dimery 

stabilne są połączone najprawdopodobniej wiązaniami typu -S-S-, 

mniej stabilne są połączone słabszymi wiązaniami jonowymi poda-

tnymi na działanie takich czynników, jak EDTA.

Obecność cząsteczek dimerycznych w strukturze białka spowodo-

wała zainteresowanie sią badaczy ich rolą w budowie natywnej czą-

steczki hemocyjaniny. W eksperymentach reasocjacji Hc Cherax de-

structor J e f f r e y  i wsp. [33] stwierdzili, że dodanie



jonów wapnia z jednoczesnym obniżeniem pH do mieszaniny monomerów 

M^ i M 2 daje w rezultacie agregat o ruchliwości elektroforetycz- 

nej heksameru (16 S). Skłoniło to autorów do przypuszczenia, że
/

podjednostki hemocyjaniny nie są równocenne w budowie składników

0 wyższych stałych sedymentacji.

L a m y  [45], badając reasocjację podjednostek hemocyjani-

ny Androctonus australis, zauważył, że wyizolowana w stanie czy-

stym, podjednostka 4 oraz jej kombinacje z innymi tworzy jedynie 

heksamer. Podjednostka 2 miała tendencją do agregacji podwójnej 

lub potrójnej. Wydaje sią wiąc, że określone typy podjednostek 

spełniają szczególną rolą w budowie oligomerów Hc skorpiona. 

Schutter i Bijlholt zbadali proces reasocjacji Hc Limulus poli- 

phemus. Stwierdzili oni, że frakcje II i V Hc Limulus są nie-

zbędne do utworzenia struktur większych niż heksamery. Nieobecność 

frakcji III daje nieregularną agregację heksameru. Struktury he- 

ksameryczne mogą być budowane z frakcji II, III i IV. Nie znale-

ziono specyficznej roli dla frakcji I [2]. Badania te wykazały, 

że w Hc Limulus występuje wysoki stopień specyficzności podjedno-

stek. Ta specyficzność jest obecna również w hemocyjaninach in-

nych gatunków Chelicerata [45, 69].

W- badaniach nad rolą poszczególnych podjednostek w budowie 

większych składników Hc można było zauważyć następującą prawidło-

wość. Podczas gdy pewne podjednostki mogą same asocjować do for-

my heksameru ("heksamer formers") inne tej zdolności nie posia-

dały. Budowa struktur większych niż heksamer wymaga obecności 

specyficznych komponentów zwanych podjednostkami wiążącymi (lin- 

kers), np. frakcji V Hc Limulus, I Hc Androctonus i 4D Hc Eury- 

pelma. Mają one tę wspólną własność, że są izolowane w formie 

dimetru.

Badano także czy rola, jaką pełni podjednostka w Hc , jednego 

gatunku będzie też spełniała w hemocyjaninie innego [109]. Wyka-

zano, że hybrydowe czterdheksamery mogą być budowane przy użyciu 

następujących mieszanin podjednostek: Limulus + Androctonus, Limu-

lus + Eurypelma, Androctonus + Eurypelma. We wszystkich przypad-

kach formowanie hybrydów wymaga kombinacji podjednostek budują-

cych heksamery (heksamer Formers) jednego gatunku z podjednost- 

kami wiążącymi (linkers) drugiego. Otrzymano również hybrydową 

strukturę ośmioheksameryczną zbudowaną z frakcji Limulus II, III

1 IV oraz frakcji 1 (linkers), Androctonus. Powstały produkt jest 

nieodróżnialny w mikroskopie elektronowym od natywnej Hc Limulus. 

Formowanie czteroheksamerów nie wymaga obecności dwuwartościowych



kationów. Można więc przypuszczać, że hemocyjaniny tych 3 gatun-

ków Chelicerata reprezentują wspólny typ budowy i że pewne pod- 

jednostki różnych gatunków hemocyjanin spełniają tę samą rolę w 

budowie jej określonych struktur.

Na podstawie badań funkcji strukturalnych poszczególnych pod- 

jednostek w budowie składników hemocyjaniny oraz mikroskopii ele-

ktronowej podjęto próbę przedstawienia modelu natywnej cząsteczki 

Hc.

BUDOWA SKŁADNIKÓW HEMOCYJANINY 

Heksamer (16 S)

Składnik 16 S jest najmniejszym funkcjonalnym oligomerem he-

mocyjaniny. Liczba podjednostek wchodzących w skład tej cząstecz-

ki próbowano określić metodami mikroskopii elektronowej, dyfra- 

kcji promieni X, a także metodami chemicznymi. Pierwsze obserwa-

cje Hc Arthropoda w mikroskopie elektronowym nie dostarczyły 

przekonywających dowodów zwolennikom heksamerycznej struktury te-

go składnika. Fotografie z mikroskopu elektronowego struktury 16 

S pokazują profile kwadratów, prostokątów i sześciokątów [110, 

111]. Dla wyjaśnienia tych kształtów zaproponowano szereg róż-

nych modeli. V a n  B r u g g e n  [111] umieścił 8 podjedno-

stek w 8 rogach sześcianu, L e v i n  [57, 58] sugerował 

kształt zbliżony do prostokątnej, trygonalnej pryzmy podobnej do 

ośmiościanu. W modelu tym składnik 16 S zawierałby 12 podjedno-

stek i na każdej powierzchni ośmiościanu umieszczone byłyby 3 

podjednostki.

Strukturę heksameryczną składnika zaproponowali W i b o 

[117] i S c h e p m a n  [92]. W modelu Wibo 6 podjednostek 

jest wbudowanych w trójkątną antypryzmę. Niedawno L o n t i e 

i W i t t e r s  [65] zaadoptowali 12 jednostek modelu Levina, 

wbudowując 6 par podjednostek w coś co określili jako zniekształ-

cony ośmiościan (distorted octahedron).

S c h e p m a n  [92] na podstawie dyfrakcji promieni X za-

proponował model o kształcie pomiędzy trygonalną pryzmą a trygo- 

nalną antypryzmą. Według tego autora 6 podjednostek byłoby uło-

żonych w 2 trójkątne warstwy leżące na wspólnej, trzykrotnej osi 

i obrócone względem siebie o kąt 25°.



Liczbą podjednostek wbudowanych w składnik 16 S próbowano u- 

stalić badając masy otrzymanych w wyniku dysocjacji cząsteczki 

podjednostek. Na tej podstawie wiąkszość ba d ac zy  przyjąła, że 

oligomer ten buduje 6 podjednostek. Od reguły tej zdarzały sią 

wyjątki. S a l v a t o  I R i c h e l l i  [91] wyliczyli, że 

masa cząsteczkowa pojedynczego łańcucha była zbliżona do 50 000. 

Zaproponowali oni model Hc 16 S, w którym cząsteczka była zbudo-

wana z 9 podjednostek. Według wymienionych autorów 3 łańcuchy, u- 

mieszczone wewnątrz cząsteczki nie posiadałyby miedzi, natomiast 6 

zewnętrznych zawierałoby miedź. J o h n s o n  i Y p h a n -  

t i s [34] metodą równowagi sedymentacyjnej określili z dużą 

dokładnością masy cząsteczkowe składników hemocyjaniny Limulus 

polyphemus. Wynosiły one odpowiednio 69 400, 856 000, 1 690 000

i 3 160 000.

Wspólną cechą wszystkich modeli jest fakt, iż składnik 16 S 

posiada 6 miejsc wiążących tlen. Dlatego nazwa heksamer jest o- 

becnie powszechnie przyjęta dla określenia tego składnika.

Stwierdzono, że dysocjacja i asocjacja heksameru jest funkcją 

pH [32, 40, 112]. W środowisku silnie alkalicznym cząsteczka 16 S 

dysocjuje do mieszaniny monomerów (5 S). Obniżenie pH powoduje 

ich asocjację.

Interesujące zjawisko zaobserwowali J e f f r e y  i wsp. 

[32]. Mianowicie stwierdzili oni, że mieszanina monomerów M x i M 2 

Hc Cherax destructor może tworzyć różne heksamery, tzn.

(Mi)5(M2>i, (Mi)4(M2)2' ....(M2)6' P°nieważ w rozdziałach ele-
ktroforetycznych frakcji heksameru stwierdzono obecność 4-7 pasm. 

Nawet podczas elektroforezy hemocyjaniny, pochodzącej z pojedyn-

czego osobnika, obserwowano najmniej 4 frakcje heksameru. Wynik 

ten świadczyłby o tym, że w przypadku niektórych hemocyjanin może 

istnieć heterogenność składnika heksamerycznego. Fakt ten posia-

da istotne znaczenie, gdyż dotychczasowe przestrzenne modele he-

ksameru oparto na identyczności wszystkich podjednostek wchodzą-

cych w jego skład. Przy założeniu, że podjednostki posiadają 

kształt sferyczny udowodniono identyczność modelów trygonalnej 

antypryzmy i regularnego ośmiościanu [19]. Tymczasem heterogenność 

podjednostek, a także fakt, iż niektóre podjednostki mogą posia-

dać kształty odbiegające od sferycznego powoduje możliwość ist-

nienia (obok siebie) zarówno formy trygonalnej antypryzmy, jak i 

ośmiościanu.
Określenie kształtu heksamerycznej cząsteczki Hc komplikuje 

fakt, iż niektóre podjednostki (łańcuchy) są funkcjonalnie zróż-



nicowane i mogą zajmować jedynie ściśle określoną pozycją w he- 

ksamerze. Ma to istotne znaczenie przy budowie większych składni-

ków hemocyjaniny.

Dodekam r (24 S)

W hemolimfie niektórych gatunków Arthropoda składnik 16 S jest 

jedynym oligomerem [*, 8 , 1141 . Tednalcże u w' kszości przebada-

nych gatunków stawonogów heksamer w y s t a j e  w hemolimfie w nie-

wielkich ilościach, a dominującymi okazały sią być składniki 24 S 

36 S i 60 S.
2+

Poprzednio omówiono udział dwuwartościowych kationów (Ca i 

Mg2+ ) w tworzeniu większych struktur hemocyjaniny. W kilku wypad-

kach składnik 24 S można było odtworzyć z mniejszych komponentów 

dodając jónów wapnia lub magnezu do stężenia 20-50 mM w pH 7,5. 

Doświadczenia takie wykonano z hemocyjaninami Homarus americanus. 

Eriphia spiniphroęs, Cancer magister i Carcinus mediterrai.eus [11 

12, 16, 55, 83]. K e g e 1 e s i T a i  [36, 103] badając 

mechanizm reakcji heksamer - dodekamer Hc Homarus americanus, do-

szli do wniosku, że jest on oparty na włączeniu w cząsteczką jo-

nów wapnia. Do utworzenia dodekameru z 2 heksamerów niezbędne by-

ły 4 jony wapnia.

Inny mechanizm tworzenia dodekameru zaproponowali J e f-

f r e y i wsp. [33] dla Hc Cherax destructor. Na podstawie wy-

ników rozdziałów elektroforetycznych i badań reasocjaoji wykazali  

oni, że składnik 24 S jest zbudowany z 10 jednostek monomerycz- 

nych (M-l i M 2 ) oraz 1 dimerycznej (M^ ). Podobnie jak w przypadku 

heksameru również tutaj są możliwe kombinacje 3 podjednostek. Li-

czba tych kombinacji wynosi 1 1 , a mianowicie: (M^

(M^ )1 (M1 )g (M2 ) 1 ...... (M^ )1 (M2 )10‘ Bior^c P°d uwagę zawartość

procentową poszczególnych podjednostek w Hc autorzy wyliczyli, że 

jedynie 4 kombinacje mogą występować w ilościach pozwalających na 

wykrycie metodami elektroforetycznymi.

Podjednostka dimeryczna jest też niezbędna do utworzenia 

składnika 24 S w Hc pająka Cupiennius salei - rys. 1 [6 8 ].

Składnik ten posiadał w swoim składzie 5 różniących się ele- 

ktroforetycznie, ale immunologicznie identycznych, podjednostek 

5 S oraz podjednostkę dimeryczną 7 S. Proponowany model tej he-

mocyjaniny przedstawiono na rys. 1. Monomer 5 S posiada 4 między- 

podjednostkowe miejsca wiążące. Piąte miejsce (rys. Ib), zazna-



czone czarnym punktem, posiada tylko łańcuch polipeptydowy wcho-

dzący w skład dimeru. Dlmer (rys. lc) tworzą 2 łańcuchy polipe- 

ptydowe związane mostkiem dwusiarczkowym. Rys. Id obrazuje stru-

kturę natywnego heksameru 16 S zawieraj-ącego 6 identycznych mono-

merów (projekcja haksagonu). W wyniku działania na dodekamer 

(24 S) środkami redukującymi powstaje krótkotrwałe stadium hepta- 

meru (rys. If), a następnie tzw. artefaktowy heksamer (rys. ,le) o 

składzie podjednostkowym różnym od składu natywnego heksameru. 

Rysunek lg przedstawia natywny dodekamer utworzony, podobnie jak 

w He Cherax destructor, z 10 monomerów i 1 dimeru.

O O GO

©  ©
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Rys. 1. Model czwartorzędowej struktury Hc Cuplenius salei 
a - monomer, b - pojedynczy łańcuch polipeptydowy wchodzący w skład dimeru, 
c - dimer 7 S, d - natywny heksamer 16 S, e - artefaktowy heksamer, f - he- 

ptamer 18 S, g - natywny dodekamer 24 S [68 ]
Fig. 1. Quaternary structure model of Cupiennius salei Hc 

a - mononmer, b - single polypeptide chain building the dimer, c - dimer 7 S, 
d - native hexamer 16 S, e - artefact hexamer, f - heptamer 18 S, f - native

dodecamer 24 S [68]

Na podstawie zaproponowanej struktury czwartorzędowej Hc Che-

rax destructor i Cupiennius salei można przypuszczać, że:

1 ) w dodekamerze podjednostka dimeryczna pełni rolę łącznika 

pomiędzy 2 heksamerami;

2 ) utworzenie dodekameru w tym przypadku nie jest prostym po-

łączeniem 2 jednostek heksamerycznych (tzn. skład podjednostkowy 

heksameru i połowy dodekameru jest różny).

Na podstawie zdjęć z mikroskopu elektronowego J e f f r e y

i wsp. [31] zaproponowali nieco odmienny model budowy dodekameru 

Cherax destructor. Składnik 24 S tej hemocyjaniny składać się ma 

z 2 struktur heksamerycznych, obróconych o 90° względem siebie. 

Wyliczone wymiary tej cząsteczki były następujące: długość 230 A, 

szerokość 110-135 A. Opierając się na mikroskopii elektronowej i 

ugięciu promieni X, podobny model dla dodekamerów Hc Astacus le- 

ptodactylus, Homarus vulgaris i Cancer pagurus zaproponowali 

P i 1 z i wsp. [1, 84] (rys. 3-A, B). Rozpatrywano 2 modele A



A B

Rys. 2. Teoretyczny udział heksamerów w budowie dodekameru Hc 
Astacus leptodactylus [8A]

Fig. 2. Theoretical participation of hexamers in dodecamer 
structure of Astacus leptodactylus Hc [8A]
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Rys. 3. Kombinacje oktahedrvcznych jednostek podstawowych Hc 
Arthropoda wg Klarraana [37]

a-d -'A rzuty jednostki oktahedrycznej (heksameru) przedstawiające romb, kwa-
drat, prostokąt i sześciokąt; e - typ C 2A S - 2 jednostki oktahedryczne obró-
cone o 90° wzglądem siebie; f-h - typ S 2A S - 2 jednostki oktahedryczne w tym 

samym ułożeniu; i-j - struktura Hc 36 S skorpiona

Fig. 3. Combination of basic octahedral subunits of Hc Arthropoda acc.
Klarman [37]

a-d - A projection of octahedral subunit (hexamer) showing rhomb, square, re- 
ctagon and hexagon; e - type C 2A S - 2 octahedral subunits rotated 90° to-
wards each other; f-h - type S 2A S - 2 octahedral subunits in the same confi-

guration; i-j - 36 S Hc structure of scorpion

i B, będące wynikiem kombinacji 2 heksamerów. Lepszą zgodność z 

danymi eksperymentalnymi odnotowano dla modelu A, w którym to 

składnik 24 S wykazywał bardziej zwartą strukturę niż wynikałoby 

to z obecności pojedynczego, kowalentnego wiązania -S-S- pod- 

jednostki dimerycznej. Identyczny model strukturalny cząsteczki



24 S zaproponował Lamy dla dodekameru skorpiona Androctonus au-

stralis [41, 98] . Należy jednak zauważyć, że dodekamer nie wystę-

puje w hemolimfie Chelicerata, a jest jedynie produktem dysocja- 

cji cząsteczki 36 S. W 1979 r. K 1 a r m a n [37] opisał mo-

del budowy Hc skorpiona Leirus quinquestriatus. Zaproponował on 

nieco inne zaaranżowanie 2 oktahedrycznych jednostek heksameru w 

budowie dodekameru - rys. 3. Składnik 24 S skorpiona (nie wystę-

pujący w hemolimfie) posiadałby budowę typu S (skorpion), gdzie

2  heksamery mają tę samą orientację względem siebie, w przeci-

wieństwie do typu C (Crustacea), w którym heksamery obrócone są 

względem siebie o 90°. Kolejne stopnie agregacji hemocyjanin Art- 

hropoda miałyby przebiegać dwiema różnymi drogami:

C

(24 S)

łańcuch _____  O

(5 S) (16 S)'

3  »► S2 -- *►, ( S2) 2
(24 S) (36 S) (60 S)

gdzie C jest stanem agregacji Hc 24 S Crustracea, S - skorpiona. 

Hipoteza ta wyjaśniałaby fakt zatrzymania agregacji hemocyjanin 

Crustacea na poziomie dodekameru (24 S).

Eikosotetramer (36 S)

Agregat ten jest charakterystyczny dla wszystkich dotychczas 

przebadanych hemocyjanin Merostomata i Arachnida (z wyjątkiem pa-

jąka Cupiennius salei) oraz u 2 gatunków Crustacea - Callianasa 

californiensis i Cancer pagurus (tab. 3). W dalszej części arty-

kułu zostanie szczegółowo omówiona budowa składnika 36 S Hc An-

droctonus australis i Eurypelma californicum.

Cząsteczkę 36 S Hc Androctonus australis tworzą 24 łańcuchy 

polipeptydowe 8 typów: 2, 3A, 3B, 3C, 4, 5A, 5B i 6 . Metodami im-

munologicznymi i elektroforetycznymi ustalono liczbę poszczegól-

nych podjednostek w natywnej cząsteczce Hc [44]. Łańcuchy typu 2, 

4, 5A i 6 występują w liczbie 4 każdy, natomiast pozostałe w 

liczbie 2. Wykazano, że podjednostki 2, 4, 5A i 6 są usytuowane 

na powierzchni cząsteczki, podczas gdy pozostałe (3A, 3B, 3C i 5B 

są w jej wnętrzu [44]. Inaczej mówiąc podjednostki obecne tylko w

2  kopiach są umieszczone we wnętrzu cząsteczki.



W mikroskopie elektronowym Hc 36 S tworzą 2 typy profili: kwa-

drat z bokami 230 zbudowany z 2 sąsiadujących prostokątów po-

łączonych mostkami oraz 2 kwadraty połączone rogami [41]. Cząste-

czka 36 S skorpiona byłaby więc zbudowana z 2 prostopadłościanów 

z kwadratowymi podstawami związanych wzdłuż jednego, długiego 

końca.

Używając do znakowania poszczególnych podjednostek fragmentów 

FAB (antygeny podjednostek trawione papainą) i identyfikując je 

za pomocą mikroskopu elektronowego zlokalizowano poszczególne pod- 

jednostki w natywnej

A

C

Rys. 4. Model budowy struktury 35 S He Androctonus australis [41] 
a-b - 2 profile obserwowane w mikroskopie elektronowym, c - widok z boku nigdy

nie obserwowany w mikroskopie

Fig. 4. Model structure of Androctonus australis 35 S Hc [41] 
a,b - 2 profiles observed in electron microscopej c - side view never observed

in the microscope

Na rys. 4 można zauważyć, że podjednostki 3C i 5B będące di- 

merami są umieszczone wewnątrz natywnej cząsteczki Hc. W nieco 

późniejszych badaniach wykazano, że podjednostki 3A i 5B występu-

ją w tym samym heksamerze, podczas gdy podjednostki 3B i 3C zlo-

kalizowano w drugiej połowie dodekameru [46] .

Równolegle prowadzono prace z Hc pająka Eurypelma californi- 

cum, której cząsteczka o masie 1,7 x 10^ jest również strukturą 

czteroheksameryczną [61, 62, 75]. Zawiera ona 7 typów łańcuchów 

polipeptydowych [49, 78, 93] w następujących proporcjach: 4a, 2b, 

2c, 4d, 4e, 4f i 4g [75, 76]. W do^kamerycznej półcząsteczce (24 

S) występuje bardzo stabilny heterodimer bc i niestabilny homodi- 

mer ff [93]. Analiza składu aminokwasowego intermediatów, powsta-



łych w wyniku dysocjacji cząsteczki, wykazała, że występują tu

2 typy heksamerów: "abdefg" oraz "acdefg" [76].

Identyfikując w mikroskopie elektronowym podjednostki znakowa-

ne fragmentami FAB i porównując je ze zdjęciami z mikroskopu ele-

ktronowego natywnych cząsteczek Hc, M a r k i  [73] zapropono-

wał model Hc 36 S Eurypelma. Model ten jest w zasadzie zgodny z 

opisanym poprzednio dla Hc Androctonus i przedstawia się następu-

jąco. Wzdłuż dużej szczeliny, rozdzielającej 2 dodekameryczne 

składniki, ulokowano podjednostki f, b i c, tworzące dimery. Pod- 

jednostki e znajdują się w 4 narożach cząsteczki, zaś podjednost- 

ki a mają być usytuowane po obu stronach tzw. małej szczeliny 

rozdzielającej 2 heksamery w każdym dodekamerze. Podjednostka d 

została umieszczona na zewnątrz, wzdłuż długiego boku cząsteczki 

Hc, a g połączono z f. Model ten znalazł potwierdzenie w bada-

niach empirycznych prowadzonych z hemocyjaniną tego gatunku i wy-

jaśnia dostatecznie dobrze rolę dimerów bc i ff. Możliwe są 2 e- 

nencjomery tego modelu. Na podstawie obecnych badań nie można 

ustalić, który z enancjomerów odpowiada strukturze czwartorzędo-

wej, natywnej cząsteczki Hc.

Z zamieszczonych rysunków i opisów wynika, że struktury czą-

steczki 36 S Androctonus i Eurypelma są bardzo podobne. Na tej 

podstawie ustalono wzajemne strukturalne odpowiedniki podjedno- 

stek wymienionych hemocyjanin (tab. 10) [73]. Wykazano też podo-

bieństwa w budowie 4 x 6 -meru opisanych już hemocyjanin Eurypelma

i Androctonus z połową cząsteczki 36 S Hc Limulus polyphemus [42]. 

Hemocyjaniny te porównywano wielowariantową metodą analizy staty-

stycznej komputerowych obrazów z mikroskopu elektronowego [3]. 

Stwierdzono, że budowa przestrzenna Hc wymienionych 3 gatunków 

odpowiada modelowi 4 x 6 -meru L a m y  [46] z 19831 r. Można 

więc przyjąć, że czwartorzędowa struktura cząsteczki 36 S została 

względnie dobrze poznana. Wydaje się, że model Eurypelma/Andro- 

ctonus nie jest jednak jedynym modelem składnika 36 S Hc Arthro- 

poda. Na rys. 3 zaprezentowano model cząsteczki 36 S skorpiona 

Leirus guinąuestriatus [37]. Jak już wspomniano różni się on od 

modelu Eurypelma/Androctonus odmiennym połączeniem heksamerów w 

dodekamerycznej połowie cząsteczki. Model ten zawiera 24 iden-

tyczne podjednostki, zajmujące rogi 4 jednostek oktahedrycznych 

(heksamerów), umiejscowionych w kwadratowym, planarnym układzie. 

Tak więc sposób wbudowania heksamerów w cząsteczkę 36 S wymaga 

dalszych badań.



SKŁADNIKI HC ARTHROPODA O WYŻSZYCH STAŁYCH SEDYMENTACJI

Hemocyjaniny Crustaoea i Arachnida nie występują w formie o- 

śmioheksamerycznej (składnik 60 S), którą wykryto jedynie w he- 

molimfie Limulus polyphemus i Tachypleus tridentatus [20, 99]. 

Składnik ten jest jeszcze mało poznany. W mikroskopie elektrono-

wym jest obserwowany jako kształt pentagonalny ze średnicą ok. 

250 X, bądź też kwadrat z widoczną podstrukturą 4 mniejszych kwa-

dratów [95]. Cząsteczka 60 S prawdopodobnie jest zbudowana z 2 

warstw struktur czteroheksamerycznych. Po usunięciu jonów wapnia 

dysocjuje ona na połowę (37 S) [7]. Ostatnio stwierdzono, że 

składnik 37 S jest zbudowany z 2 lewych dodekamerycznych enancjo- 

merów [51]. Struktura cząsteczki 60 S nadal jest przedmiotem ba-

dań wielu autorów.

Jak wiemy u Crustacea agregacja Hc zatrzymała się na poziomie 

dodekameru. Jednak Rochu [8 8 ], badając masy cząsteczkowe Hc kil-

ku Decapoda metodą elektroforezy, stwierdził, że u niektórych ga-

tunków tworzyły się agregaty 24, 48,, a nawet 72 monomerycznych 

podjednostek.

Poza powszechnie występującymi formami agregacji hemocyjanin 

Arthropoda spotykano też inne struktury. W Hc raka Cherax de- 

structor wykryto składnik o stałej sedymentacji 29 S [80]. Po-

dobną formę obserwowano w Hc Eurypelma californicum podczas inku-

bacji w alkalicznym pH, gdzie pojawiała się ona jako niestabilny 

intermediat [14]. W hemocyjaninie Cherax destructor zidentyfiko-

wano agregat 29 S jako formę trójheksameryczną [33]. Składnik 29- 

-30 S występuje jednak niezmiernie rzadko i być może jest arte-

faktem.

Z przedstawionego przeglądu wynika, że hemocyjaniny Arthro-

poda posiadają wysoce skomplikowaną strukturę czwartorzędową. Wie-

le pytań dotyczących architektury cząsteczki Hc pozostaje nadal 

bez odpowiedzi i wymaga dalszych badań.
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HEMOCYANINS OF ARTHROPODS

In this paper the news hypothesis of structure of arthropod s hemocyanin 

were presented. One also particulary discussed the constitution of this pro-

teins components. The heterogeneity He on the level of polypeptide chains was 

considerated. The function performed by respective subunits (chains) in the 

constitution of bigger hemocyanins aggregates was attempted.


