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zwierzat poza wymienionymi juz hemo- i mioglobinami, jak réwniez
hemoglobinami polimerycznymi, zwanymi dawniej erytrokruorynami,
wystepujg chlorokruoryny, hemoerytryny i hemocyjaniny [28, 38,
56] . )

Wspdlng cecha wymienionych biatek jest obecno$§é atoméw metalu
(Fe, Cu) w czasteczce oraz zwijzane z tym charakterystyczne za-
barwienie i zdolno&é odwracalnego przyigczania tlenu {tab. 1)s
Wiekszo§é z nich (hemoglobiny, chlorokruoryny, hemocyjaniny) po-
siada strukture polimeryczng.

0gélne wiasnosSci hemocyjanin

Posréd biatek przenoszacych tlen szczegdlne miejsce. zajmujg
hemocyjaniny (Hc), poniewaz metalem wbudowanym w ich czasteczke
jest nie zelazo lecz miedZz [15, 21, 107] . Hemocyjaniny sg obecne
w hemolimfie wiekszoéci przedstawicieli dwu typéw zwierzat - Art-
hropoda (stawonogi) i Mollusca (migczaki) [20, 1157 .

Hemocyjaniny sa bezpod&rednio rozpuszczone w hemolimfie, a ich
stezenie wynosi 0,3-100 mg/ml u Arthropoda oraz 10-115 mg/ml u
Mollusca [39].

Wspélna cecha hemocyjanin Arthropoda i Mollusca jest  sposéb
wigzania tlenu. Czasteczka O, zostaje przylaczona do dwéch ato-
méw miedzi znajdujacych sie w 'centrum aktywnym" makroczasteczki
[39, 107]. wWigkszosé badaqu sktania sie ku tezie, ze w biatku
wystepujacym w formie odtlenowanej oba atomy miedzi sg na +1 sto-
pniu utlenienia [9, 53, 54, 63]. Podczas przyljczania tlenu na-
stepuje zmiana wartosSciowo$ci obu atoméw Cu [108, 113]. Tak wiec
w formie utlenowanej (ucoz) miedZ wystepowataby na +2 stopniu u-
tlenienia.

Forma utlenowana Hc ma barwe niebieska, uwarunkowang obecno-
Scig wigzania Cu-0,. Wykazuje ona charakterystyczne pasma absorp-
cji w ultrafiolecie (280 nm, 340 nm) i w Swietle widzialnym (570
-580 nm) [21, 96, 107]. Forma odtlenowana jest bezbarwna. Widma
ORD i CD natywnej hemocyjaniny sa typowe dla biaiek globularnych
z niewielka iloscig struktur uporzadkowanych (14% a-helisy i 29%
B-struktury) [66]. ‘

Hemocyjaniny Arthropoda i Mollusca posiadajg podobny skiad
aminokwasowy. Biatka te charakteryzujg sie duzg iloscig (do 25%)
kwaséw dikarboksylowych, oraz niewielka zawartoscia cysteiny (1=
-2%) i metioniny (2-3%) [21, 85, 89, 118]. Integralna czescia
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Fizyko-chemiczne wiasnosci skiadnikéw Hc

Pierwsze badania wielkoéci makroczasteczek dotyczyiy m. in.
wiaénie hemocyjanin. W 1936 «r. ErickssonQuensel
i Svedberg [20] poddali wirowaniu analitycznemu = w
réznym pH rozcienczong hemolimfe niektérych gatunkéw typu Arthro-
poda (tab. 2).

Thallbeiliat 2
State sedymentacji biatek hemolimfy niektérych Arthropoda [20]
Constant of sedimentation of hemolymph proteins in some Arthropoda [20]

Gatunek State sedymentacji biatek hemolimfy
Limulus polyphemus 56,6 36,4 24,0 16,1 5,87
Pandalus borealis - - 22,9 17,4 -
Palinurus vulgaris - - 4 16,4 4,1
Nephrops norvegicus - - 24,5 1741 5,97
Astacus fluviatilis - = 2355 16,3 4,02
Cancer pagurus < 32,7 23,6 16,4 4,71

stwierdzono wowczas, ze w fizjologicznym pH (7,2-7,6) staie
éedymentacji biazek, wystepujgcych w hemolimfie poszczegdlnych
gatunkéw, réznily sie miedzy sobg. Ponadto u tego samego osobni-
ka moga réwnoczesdnie wystepowaé czasteczki Hc o réznych statych
sedymentacji. Zauwazono, ze w hemolimfie zawsze dominowaia fra-
kcja Hc o najwyzszej statej sedymentacii.

W miare zwiekszania pH $rodowiska obserwowano wzrost liczby
czasteczek o nizszych stalych sedymentacji. Wobec czego wysunig-
to wniosek, iz czasteczki te sg produktami alkalicznej dysocjacji
natywnych czasteczek Hc charakteryzujacych sig ﬁhjwiqkszq staig
sedymentacji posréd biatek hemolimfy [16, 20].

Do chwili obecnej, wykorzystujgc szereg rdéznorodnych metod
analitycznych (ultrawirowanie analityczne, filtracja zelowa, dys-
persja §wiatla), okreslono state sedymentacji hemocyjanin kilku-
dziesieciu gatunkéw stawonogéw. Biatka te ze wzgledu na wielkoéci
staiych sedymentacji podzielono na kilka klas. Wyrdézniono wg
rosngcych statych nastepujgce klasy: 4-6 S, 14-17 s, 22-25 8,
34-39 S i 55-60 S. Czasteczki te nazwano skiadnikami lub tez kom-
potentami hemocyjanin. Dla uproszczenia przyjeto klasyfikacje
skiadnikéw Hc wg przyblizonych stalych sedymentacji. Dlatego W
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Sktadnik Hc o najwigkszej wartosci (60 S) wystepuje tylko w
gromadzie Merostomata (staroraki). U 'Arachnida (pajgki, skorpiony
dominuje skiadnik o statej 36 S (za wyjatkiem Hc pajaka Cupien-
nius salei) [59, 77]. Stosunkowo najlepiej zbadana gromada - Cru-
stacea (skorupiaki) zawiera gidwnie skiadniki 24 S i 16 S. Wyja-
tek stanowig gatunki Callianasa californiensis i Cancer pagurus, u
ktérych obserwowano w hemolimfie giéwnie skiadnik 36 S [87, 90].
Z drugiej strony, u czeéci przedstawicieli tej gromady dominuja-
cym skiadnikiem okazala sig byé czasteczka o staiej sedymentacji
16 s. ) ,

Na podstawie dotychczasowych badan mozna stﬁierdzié, 2e Hc
Arthropoda wystepujé w warunkach fizjologicznych w formie skla~
dnikéw 16 S, 24 S, 36 S 1 60 S. W niewielkich ilosciach w hemo~-
limfie niektérych gatunkéw wystepowa? skiadnik najmniejszy = 5 s
(10, 20, 25, 87, 106].

Dysocjacja alkaliczna hemocyjaniny

Jedna z wiasciwosci hemocyjanin Arthropoda to dysocjacja cza-
steczek pod wpiywem alkalizacji $rodowiska. Tak np. Hc Astacus
fluviatilis reagowata na wzrost pH Srodowiska (3,6-11,8 zmniej-
szeniem ilosci skiadnika 24 S z réwnoczesnym wzrostem ilosci skia-
dnika 16 S [20].

Metods pomiaru dyspersji swiatta D i Giamberardi-
no [16] stwierdzil, ze ze wzrostem pH masa czasteczkowa _He
Eriphia spiniphrons zmniejszazta sié znacznie (739 tys. w PpH 6 i
85 tys. w pH 9,5). Proces ten okazal sig by¢é niezalezny od steze-
~nia hemocyjaniny i sity jonowej Srodowiska. Podobne badania wyko-
nano dla innych hemocyjanin [12, 24]. P icke t [83] stwier-
dzii, ze w obecnosci jondw Caz+ Hc Homarus americanus posiadaia
stala sedymentacji 22-24 S i mase czasteczkowg 825 000. Usuniecie
ze Srodowiska jonéw wapnia w pH 8,4 spowodowalo dysocjacje Hc do
podjednostek (sktadnik 16 S). Dalszy rozpad do czasteczek 4 S
nastepowal wraz ze wzrostem pH do 9,3.

3 Czasteczka 4 S (68 000) odpowiada masg najmniejszej podjed-
nostce funkcjonalnej, wiazgcej jedna czasteczke tlenu. Z po-
réwnania mas wszystkich komponentéw tej Hc wynikaioby, ge skiadnik
24 s zawiera 12 podjednostek 4 S, a sktadnik 16 S miaiby icy 6.
Tak wigc Hc 24 S bytaby dodekamerem, a Hc 16 S heksamerem naj-
mniejszej podjednostki funkcjonalnej (4 S). Takg samg strukture
tych 2 sktadnikéw opisali réwniez Morimoto i K e~
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Rozpad Hc Limulus polyphemus nastepowa} dopiero w PpH wyzszym
od 8,0, ,Duze stezenie NaCl (1 M) hamuje dysocjacje, natomiast w o~
becnoéci 0,01 M EDTA w pH 8,5 hemocyjanina dysocjowaia calkowicie
do monomeréw 5 S (tab. 5).

W przypadku hemocyjaniny krewetki Callianasa californiensis
czasteczka 39 S w pH 7,6 i w nieobecnosci dwuwartosciowych katio-
néw rozpadata sie na mniejsze, natywne skiadniki 25 S [90]. Pod-
wyzszenie pH do 8,4 powodowato dalszg dysocjacje do skiadnikow
17 s, wystepujacych w 2 formach "I" i "C". Po ponownym dodaniu
jonéw wapnia lub magnezu jedynie forma "C" reasocjowata do skia-
dnika 39 S. Calkowita dysocjacja tej hemocyjaniny na podjedno-
stki 4-5 S nastepowata w pH 9,4. W tym przypadku W roztworze by~
ta obecna mieszanina monomeréw i dimeréw (5 S i 7 S). Nastegpnie
dimery mogZy byé rozdysocjowane do monomerdw pod wpiywem EDTA [90].

Na proces dysocjacji hemocyjanin moga réwniez oddziaiywaé jo-
ny innych metali. Proces dysocjacji Hc Androctonus australis naj-
silniej hamuja sole magnezu, wapnia i manganu, najstabiej zas so-
le potasowe i amonowe [43].

Jednak nie w kazdym przypadku usuniecie jonéw Ca Mg
oraz zwiekszenie pH bylo wystarczajace do calkowikego rozpadu
czasteczki Hc. Dysocjacja hemocyjaminy skorpiona Androctonus au-
stralis do podjednostek 5 § wymagata obecnosci mocznika w steze-
niu 1 M [50]. Dodatek czynnikéw redukujacych by% réwniez niezbe-
dny do procesu dysocjacji Hc pajaka Cupiennius salei [68]. Na
podstawie przytoczonych przykiadéw mozna przypuszczaé, ze podjed-
nostki Hc (5 S) Arthropoda moga byé powigzane w wieksze agregaty
nie tylko przy udziale wigzan wodorowych, ale takie jonowych czy
kowilentnych.

2+ i 2+

Heterogenno$é podjednostek (monomerdéw 5 S)

W okre$lonych warunkach hemocyjaniny Arthropoda ulegajg dyso-
cjacji do najmniejszych podjednostek o staiej sedymentacji 5 S.
Badania produktéw takiej dysocjacji wykazaty, ze hemocyjanina 5 S
jest elektroforetycznie heterogenna. Tak np. podjednostka 5 8
kraba Carcinus maenas podczas rozdziatu elektroforetycznego na
octanie celulozy rozdzielala sig na 2 frakcje [10]. Podobne wia=
Sciwosci wykazuje Hc Cancer magister. carpenter i Van Holde po
dializie tej Hc do buforu weglamowego o pH 9,93 stwierdzili, ze
podczas elektroforezy rozdzielila sig ona na 2 frakcje o masach
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zykochemicznych. Wyizolowanie podjednostek Hc na skale prepara-
tywng okazalo sig rzecza trudng. Hemocyjanina Limulus polyphemus
po potraktowaniu EDTA w pH 9 oraz przejéciu przez kolumne 2z
DEAE-Sephadex A-50 rozdzielila sie na 5 frakcji (I-v) [101]. wWy-
stepowaly one w hemocyjaninie w stosunku 1 : 1 : 3 : 1 : 0,7 3
réznity sig¢ masg czasteczkowy, powinowactwem tlenowym oraz mapa
peptydowa po trawieniu z CNBr [102]. Jednak pézZniejsze badania
tych frakecji wykazaiy, 2Ze nie sg one homogenne elektroforetycznie
" [6, 30]. ; :

Do rozdzielenia podjednostek nie sg wystaiczajqce metody chro-
matografii kolumnowej (filtracji zelowej czy tez chromatografii
jonowymiennej). 2 reguiy konieczne jest poiaczenie metod filtra-
cji zelowej, chromatografii jonowymiennej, a takzZe preparatywnej
elektroforezy regularnej 1lub elektroforezy w gradiencie zelu po-
liakryloamidowego. Homogenno&é wyizolowanych tancuchéw ocenia sie
metodami elektroforetycznymi i immunoelektroforetycznymi [6, 72].

W tab. 7 przedstawiono state sedymentacji i masy czasteczkowe
wyizolowanych podjednostek hemocyjaniny skorpiona [43].

Tabela' 7

Stale sedymentacji i masy czgsteczkowe
podjednostek hemocyjaniny Androctonus australis [43]

Sedimentation constants and molecular weights
of subunits of Androctonus australis He [43] -

Podjednostki
Wyszczegélnienie
1 2 3 4 5 6 X
Stata sedymentacji
| monomeru - o5 v 4 4,53 4,46 4,47 4,73 -
dimeru 6,81 - - - 6,60 - -
Masa czgsteczkowa : ‘
(w tys.) 70,5 68,5 71,1 66,0 69,0 65,5 68,5

Zzaleznie od gatunku, jak réwniez w zaleZnosci od  stosowanej
metody masa czasteczkowa podjednostek 5 S Hc Arthropoda waha sie
w granicach 55 000-90 000. Podjednostki posiadajg tez rézne pun-
kty izoelektryczne [75, 89]. ‘

Cechg réznicujgca podjednostki 5 S Hc jest ich sktad amino-
kwasowy. Juz samo istnienie kilku grup C- i N-kofcowych jest
przestankg na obecno&é wiekszej liczby Zancuchéw polipeptydowych

-
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tez Hc Cherax destructor [66, 100]. Podobiefistwo monomeréw Hc Ta-
chypleus tridentatus wykazali Takagi i Nemoto
[104] badajac ich N-koicowa sekwencje. Dla pigciu zaficuchéw He
tego gatunku oznaczonych jako a, B, y, 6 i € sekwencja byia taka
sama: -Tre-Ile-Leu-Liz-Gli-Liz-Gln. Jedynie tancuch & posiadal
inng sekwencije tj. -Wal-Ileu-Asp-X-Ileu-Leu-Glu-Liz.

Znacznie wieksze zréiznicowanie wykazuje N-koricowa sekwencja
7 podjednostek skorpiona Androctonus australis [35] (tab. 9).
Aminokwasem N-koficowym 4 ZXaficuchéw Hc Androctonus jest treonina
(2, 4, 5B, 6). 6 tahncuchéw hemocyjaniny tego gatunku posiada le~-
ucyne, waline lub izoleucyne w pozycji 2 i lizyne w pozycji 5. W
tab. 9 umieszczono réwniez dla pordéwnania N-kohcowg sekwencje tan-
cuchéw innych hemocyjanin Arthropoda. Mimo widocznych réznic ist-
nieja takze pewne homologie, np. pomiedzy frakcja IV Limulus i

Tabela 9
Sekwencja taficuchéw polipeptydowych od N-korfica hemocyjaniny
niektérych Arthropoda

N-terminal sequence of polipeptide chains of some Arthropoda He

Laricuch Czesciowa sekwencja od N-korica Literatural
Tachypleus tridentatus |1 5 10 15 20
o TIKEKXKQASILALFEHLTSVP [81]
p+ 6 TI®KEKQNRP [104)
B +e’ TIK EKQ - [104)
6 VLDXIPEK [104]
Limulus polyphemus
frakcja IV TLKEKQDXIL [35]
Eurypelma californicum ‘
e PDKQKQLRVISLFEHMTSIN [94]
Androctonus australis : .
s TVKEKQDRIIPLFE [35] -

4 TVKEKQQXIPI’s 1°F K (35]
6 TVADKXARLPL [35]
5A GVQDKQERLLPLFD -~ [35]
3B 3 XLHEKQIRILKLFK [35]
5B . TLNIEEKXXXLL g [35]
3c APINIQRRILSLFE ! [35]
Panulirus interruptus |[DALGTGNAQKQ ' [112])

Uwag a: X - aminokwas niezidentyfikowany, a- I i L, b = I lub L.
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czasteczce hemocyjaniny dimeru M3 , zbudowanego z 2 monemeréw 58
(w tym 1 Mi)' zwigzanych mostkiem dwusiarczkowym. Obeqnoéé di-
meréw stwierdzono takze w innych hemocyjaninach. Schnei-
der i wsp. [93] wykazali 2 rézne dimery w Hc Eurypelma cali-
fornicum, ktére oznaczono jako 4D i 5. Po inkubacji 2z 5 mM cy-
steing dimer 5 dysocjowal do 1 monomeru 3. Drugi z dimerdw - 4D,
dysocjujgcy w obecnosci 10 mM EDTA, jest heterodimerem, w sktad
ktérego wchodzi monomer 2. Takze w hemocyjaninie skorpiona Andro-
ctonus australis podjednostka 1 istnieje w natywnej strukturze
tego biatka jako dimer o staiej sedymentacji 6,81 (tab. 10) [43].
Markl1 [74] stwierdzi obecno&é struktur dimerycznych w he-

mocyjaninach 5 gatunkéw Chelicerata. :

TPl ™ 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
£ 2
g 4

Sktad aminokwasowy dimeréw jest podobny do skiadu aminokwa-
sowego monomerdw [33].

Na podstawie przytoczonych przykiadéw mozna uwazaé, ze dime-
ry sa zréznicowane tak pod wzgledem budowy, jak i wiasnosci fi-
zykochemicznych. Istniejg np. dimery zbudowane z 2 Jjednakowych
laficuchéw (homodimer 5 Androctonus australis), jak réwniez z ZXan-
cuchéw niejednakowych (heterodimery M3 ) Cherax destructor i 4D
Eurypelma californicum [33, 43, 78]. Niektére 2z nich tzw. dimery
stabilne s polgczone najprawdopodobniej wigzaniami typu--s-s-{
mniej stabilne s poiaczone siabszymi wigzaniami Jjonowymi poda-
tnymi na dziatanie takich czynnikéw, jak EDTA.

Obecnoéé czasteczek dimerycznych w strukturze bialka spowodo-
wata zainteresowanie sie badaczy ich rola w budowie natywnej cza-
steczki hemocyjaniny. W eksperymentach reasocjacji Hc Cherax de-

structor Jeffrey i wsp. [33] stwierdzili, Ze dodanie

\

|
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kationéw. MoZna wiec przypuszczaé, Ze hemocyjaniny tych 3 gatun=-
kéw Chelicerata reprezentujg wspdlny typ budowy i 2Ze pewne pod-
jednostki réznych gatunkéw hemocyjanin spelniajs te samg role w
budowie jej okreslonych struktur.

Na podstawie badan funkcji strukturalnych poszczegdélnych pod=
jednostek w budowie sktadnikow hemocyjaniny oraz mikroskopii ele-
ktronowej podjeto prébeg przedstawienia modelu natywnej czasteczki
He. '

BUDOWA SKELADNIKOW HEMOCYJANINY

Heksamer (16 S

Sktadnik 16 S ‘jest najmniejszym funkcjonalnym oligomerem he-
mocyjaniny. Liczba podjednostek wchodzacych w sktad tej czastecz-
ki prébowano okreslié metodami mikroskopii elektronowej, dyfra-
keiji promiehi X, a takze metodami chemicznymi. Pierwsze obserwa-
cje Hc Arthropoda w mikroskopie elektronowym nie dostarczyly
przekonywajacych dowodéw 2zwolennikom heksamerycznej struktury te=-
go skladnika. Fotografie z mikroskopu elektronowego struktury 16
S pokazuja profile kwadrdtéw, prostokatéw i szesSciokatdw [TX0%
111]. Dla wyjaénienia tych ksztaltdw zaproponowano szereg roz-
nych modeli. Van Bruggen [111] umieScit 8 podjedno-
stek w 8 rogach szescianu, Levin [57, 58] sugerowal
ksztalt zblizony do prostokatnej, trﬁgonalnej pryzmy podobnej do
oémioScianu. W modelu tym skiadnik 16 S zawieratby 12 podjedno-
stek i na kazdej powierzchni oémioscianu umieszczone byiyby 3

podjednostki.

Strukture heksameryczng sktadnika zaproponowali Wibo
[1177 i Schepman [92]. W modelu Wibo 6 podjednostek
jest wbudowanych w tréjkatng antypryzme. Niedawno Lontie

i wWitters [65] zaadoptowali 12 jednostek modelu Levina,
wbudowujac 6 par podjednostek w co$§ co okre§lili jako znieksztai-
cony oSmioScian (distorted octahedron).

Schepman [92] na podstawie dyfrakcji promieni X za-
proponowal model o ksztalcie pomiedzy trygonalng pryzmg a trygo-
nalng antypryzmg. Wediug tego autora 6 podjednostek byioby uzo-
zonych w 2 tréjkatne warstwy lezace na wlpélnej, trzykrotnej osi
i obrécone wzgledem siebie o kat 25°.
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Liczbe podjednostek wbudowanych w skiadnik 16 S prébowano u-
stalié badajac masy otrzymanych w wyniku dysocjacji czasteczki
podjednostek. Na tej podstawie wigkszo§é badaczy" przyjeia, ze
oligomer ten buduje 6 podjednostek. Od reguily tej zdarzaity sie
wyjatki. Salvato I Richelli [91] wyliczyli, ze
masa czasteczkowa pojedynczego tancucha by¥a zblizona do 50 000.
Zaproponowali oni model Hc 16 S, w ktérym czasteczka byZa zbudo~-
wana z 9 podjednostek. Wediug wymienionych. autoréw 3 fancuchy, u-
mieszczone wewnatrz czasteczki nie posiadalyby miedzi, natomiast 6
zewnetrznych zawieraloby miedZz. J o hnson ¥ Yphan-
t i s [34] metoda réwnowagi sedymentacyjnej okreslili 2z duzj
dokladnoscia masy czasteczkowe sktadnikéw hemocyjaniny Limulus
polyphemus. Wynosity one odpowiednio 69 400, 856 000, 1 690 000
i’ 3 160 000.

Wspdlng cecha wszystkich modeli jest fakt, iz sktagnik 16 S
posiada 6 miejsc wigzacych tlen. Dlatego nazwa heksamer jest o-
becnie powszechnie przyjeta dla okreélenia tego skiadnika.

Stwierdzono, ze dysocjacja i asocjacja heksameru jest funkcia
pH [32, 40, 112]. W Srodowisku silnie alkalicznym czasteczka 16 S
dysocjuje do mieszaniny monomeréw (5 S). ObnizZenie pH powoduje
ich asocjacje.

Interesujgce zjawisko zaobserwowali Je f frey i wsp.
[32]. Mianowicie stwierdzili oni, 2ze mieszanina monomerdw My 1My
He Cherax destructor moze tworzyé rozne heksamery, tzn. (MI)S'
(M) g(My)q, (M) 4(My),, ceve:(My)g, poniewaz w rozdziatach ele-
ktroforetycznych frakcji heksameru stwierdzono obecnosé 4-7 pasm.
Nawet podczas elektroforezy hemocyjaniny, pochodzacej z pojedyn-
czego osobnika, obserwowano najmniej 4 frakcje heksameru. Wynik
ten §wiadczylby o tym, 2ze w przypadku niektérych hemocyjanin moze
istnieé heterogenno$é¢ skiadnika heksamerycznego. Fakt ten posia-
da istotne znaczenie, gdyz dotychczasowe przestrzenne modele he-
ksameru oparto na identycznos$ci wszystkich podjgdnostek wchodzg-~
cfbh w jego sktad. Przy zalozeniu, ze podjednostki posiadajj
ksztalt sferyczny udowodniono identyczno$é _modeléw trygonalnej
antypryzmy i regularnego oémio$cianu [19]. Tymczasem heterogenno$é
podjednostek, a takze fakt, iz niektére podjednostki moga posia~
daé ksztalty odbiegajace od sferycznego powoduje mozliwosé ist-
nienia (obok siebie) zaréwno formy trygonalnej antypryzmy, jak i
oémiosScianu.

Okreslenie ksztaitu heksamerycznej czasteczki Hc komplikuje
fakt, iz niektére podjednostki (Zancuchy) sa funkcjonalnie zréz-

»
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nicowane i moga zajmowaé¢ jedynie Scisle okre§long pozycje w he-
ksamerze. Ma to istotne znaczenie przy budowie wigkszych skladni-
kéw hemogyjaniny. :

Dodekam r (24 S)

W hemolimfie niektdérych gatunkow Arthropoda skXadnik 16 S jest
jedynym oligomerem [4, 8, 114]. Tednakze u w’ kszosci przebada-
nych gatunkéw stawonogéw heksamer wysSigruje W hemolimfie w nie-
wielkich ilosciach, a dominujacymi okazaly sig byé skiadniki 24 S
36 S i 60 s. ' A

Poprzednio oméwiono udziatr dwuwartosciowych kationéw (Caz* i
qu*) w tworzeniu wigkszych struktur hemocyjaniny. W kilku wypad-
kach skladnik 24 S mozna byto odtworzyé z mniejszych komponentdw
dodajac jonéw wapnia lub magnezu do stezenia 20-50 mM w pH 7,5.
Do$wiadczenia takie wykonano z hemocyjaninami Homarus americanus.
Eriphia spiniphrons, Cancer magister i Carcinus mediterrareus [11
125 16,155, 83]% Kegeles A T a i [36, 103] badajac
mechanizm reakcji heksamer - dodekamer Hc Homarus americanus, do-
sz1li do wniosku, 2e jest on oparty na wigczeniu w czgsteczke jo-
néw wapnia. Do utworzenia dodekameru z 2 heksamerdéw niezbedne by-
1y 4 jony wapnia. :

Inny mechanizm tworzenia dodekameru zaproponowali Je £~
frey i wsp. [33] dla Hc Cherax destructor. Na podstawie wy-
nikéw rozdzialéw elektroforetycznych i badan reasocjacji wykazali
oni, ze sktadnik 24 S jest zbudowany 2z 10 jednostek monomerycz-
nych (M; i M) oraz 1 dimerycznej (My ). Podobnie jak w przypadku
heksameru réwniez tutaj sg mozliwe kombinacje 3 podjednostek. Li-
czba tych kombinacji wynosi 11, a mianowicie: (My ), (My)qq,
(My )1 (My)g(Mp)gennnnns (My )q(My)qq- Biorae pod uwage zawarto$é
procentowa poszczegdlnych podjednostek w Hc autorzy wyliczyli, ze
jedynie 4 kombinacje moga wystepowaé w ilosciach pozwalajacych na
wykrycie metodami elek;roforetycznymi.

Podjednostka dimeryczna jest tez niezbedna do wutworzenia
sktadnika 24 S w Hc pajgka Cupiennius salei - rys. 1 [68].

Sktadnik ten posiadat w swoim skiadzie 5 réznigcych sig ele-
ktroforetycznie, ale immunologicznie identycznych, bgdjednostek
5 S oraz podjednostke dimeryczng 7 S. Proponowany model tej he-
mocyjaniny przedstawiono na rys. 1. Monomer 5 S posiada 4 migdzy-
podjednostkowe miejscé wigzace. Pigte miejsce (rys. 1lb), zazna-

-~
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Rys. 2. Teoretyczny udzial heksameréw w budowie dodekameru He
Astacus leptodactylus [84]

Fig. 2. Theoretical participation of hexamers in dodecamer
structure of Astacus leptodactylus Hc [B4]
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Rys. 3. Kombinacje oktahedrvcznych jednostek podstawowych Hc
Arthropoda wg Klarmana [37] i

a-d - 4 rzuty jednostki oktahedrycznej (heksameru) przedstawiajgce romb, kwa-

drat, prostokat i szesciokgt; e - typ C 24 S - 2 jednostki oktahedryczne obré-

cone o 90° wzgledem siebie; f-h - typ 8 24 S - 2 jednostki oktahedryczne w tym
samym ulozeniu; i-j - struktura Hc 36 S skorpiona .

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

a-d - 4 projection of octahedral subunit (hexamer) showing rhomb, square, re-

ctagon and hexagon; e - type C 24 S - 2 octahedral subunits rotated 90° to-

wards each other; f£-h - type S 24 S - 2 octahedral subunits in the same confi-
* guration; i-j - 36 S Hec structure of scorpion

&
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i B, bedace wynikiem kombinacji 2 heksameréw. Lepsza 2zgodnos$é z
danymi eksperymentalnymi odnotowano dla modelu A, w ktérym to
sktadnik 24 S wykazywal bardziej zwartg strukturg niz wynikaioby
to z obecnosci pojedynczego, kowalentnego wigzania -~S-S- pod-
jednostki dimerycznej. Identyczny model strukturalny czasteczki
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24 S zaproponowal Lamy dla dodekameru skorpiona Androctonus au-
stralis [41, 98]. Nalezy jednak zauwazyé, ze dodekamer nie wyste-
puje w hemolimfie Chelicerata, a jest jedynie produktem dysocja-
cji czasteczki 36 S. W 1979 r. Klarman [37] opisat mo-
del budowy Hc skorpiona Leirus quinquestriatus. Zaproponowail on
nieco inne zaaranZowanie 2 oktahedrycznych jednostek heksameru w
budowie dodekameru - rys. 3. Skladnik 24 S skorpiona (nie wyste-
pujgcy w hemolimfie) posiadaiby budowe typu S (skorpion), gdzie
2 heksamery maja te samg orientacje wzgledem siebie, w  przeci-
wiefistwie do typu C (Crustacea), w ktérym heksamery obrécone sa
wzgledem siebie o 90°. Kolejne stopnie agregacji hemocyjanin Art-
hropoda miatyby przebiegaé dwiema réznymi drogami:

tancuch (o]

(5 s) (16 s)\

S8, —-m (B3],
(24 8) (36 8) (60 s)

gdzie C jest stanem agregacji Hc 24 8 Crustracea, S - skorpiona.
Hipoteza ta.wyjaénialaby 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 wyjatkiem pa-
jaka Cupiennius salei) oraz u 2 gatunkéw Crustacea - Callianasa
californiensis i Cancer pagurus (tab. 3). W dalszej czesci arty-
kuiu zostanie szczegéiowo oméwiona budowa skiadnika 36 S Hc An-
droctonus australis i Eurypelma californicum.

Czasteczke 36 S Hc Androctonus australis tworza 24 Zancuchy
polipeptydowe 8 typéw: 2, 3A, 3B, 3C, 4, 5A, 5B i 6., Metodami im-
munologicznymi i elektroforetycznymi ustalono }iczbe poszczegdl-
nych podjednostek w natywnej czasteczce Hc [44]. &Rancuchy typu 2,
4, 5A i 6 wystepuja w liczbie 4 kazdy, natomiast pozostate w
liczbie 2. Wykazano, ze podjednostki 2, 4, SA i 6 sg usytuowane
na powierzchni czgsteczki, podczas gdy pozostate (3A, 3B, 3C i 5B
sq w jej wnetrzu [44]. Inaczej méwiac podjednostki obecne tylko w
2 kopiach sg umieszczone we wnetrzu czasteczki.
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W mikroskopie elektronowym Hc 36 S tworza 2 typy profili: kwa-
drat z bokami 230 &, zbudowany -z 2 sgsiadujgcych prostokatéw po-
‘Yaczonych mostkami oraz 2 kwadraty poigczone rogami [41]. Czgste~-
czka 36 S skorpiona bytaby wigc zbudowana 2z 2 prostopadios$ciandw
z kwadratowymi podstawami 2zwigzanych wzdiuz jednego, diugiego
konca. s

Uzywajac do znakowania poszczegélnych podjednostek fragmentéw
FAB (antygeny podjednostek trawione papaing) i identyfikujac je
za pomoca mikroskopu elektronowego zlokalizowano poszczegdlne pod-
jednostki w natywnej strukturze czasteczki Hc (rys. 4) [41].

A

Rys. 4. Model budowy struktury 35 S Hc Androctenus australis [41]
a-b - 2 profile obserwowane w mikroskopie elekfronowym, ¢ - widok z boku nigdy
nie obserwowany w mikroskopie

Fig. 4. Model structure of Androctonus australis 35 § He [41]
a,b - 2 profiles observed in electron microscope; ¢ - side view never observed
in the microscope

Na rys. 4 mozna zauwazyé, ze podjednostki 3C i SB bedace di-
merami sa umieszczone wewnatrz natywnej czgsteczki Hc. W nieco
pézniejszych badaniach wykazano, ze podjednostki 3A i 5B wystepu-
ja w tym samym heksamerze, podczas gdy podjednostki 3B i 3C zlo-
kalizowano w drugiej potowie dodekameru [46].

Réwnolegle prowadzono prace z Hc pajaka Eurypelma californi-
cum, ktérej czasteczka o masie 1,7 X 106 jest réwniez struktura
czteroheksameryczng [61, 62, 75]. .Zawiera ona 7 typéw ZXancuchéw
polipeptydowych [49, 78, 93] w nastepujacych proporcjach: 4a, 2b,
2c, 4d, 4e, 4f i 4g [75, 76]. W do.:kamerycznej pdiczasteczce (24
S) wystepuje bardzo stabilny heterodimer bc i niestabilny homodi-
mer ff [93]. Analiza skladu aminokwasowego intermediatéw, powsta-
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SKEADNIKI HC ARTHROPODA O WYZSZYCH STALYCH SEDYMENTACJI

Hemocyjaniny Crustacea i Arachnida nie wystgpujg w formie o-
smioheksamerycznej (skiadnik 60 S), ktoérg wykryto jedynie w he~
molimfie Limulus polyphemus i Tachypleus tridentatus [20, 99].
Skladnik ten jest Jjeszcze mato poznany. W mikroskopie elektrono-
wym jest obserwowany jako ksztait pentagonalny =ze Srednicg ok.
250 x, badz tez kwadrat z widocth podstrukturg 4 mniejszych kwa-
dratéw [95]. Czasteczka 60 S prawdopodobnie jest zbudowana z 2
warstw struktur czteroheksamerycznych. Po usunigciu jonéw wapnia
dysocjuje ona na poiowe (37 8) [7]. Ostatnio stwierdzono, ze
sktadnik 37 § jest zbudowany z 2 lewych dodekamerycznych enancjo-
meréw [51]. Struktura czasteczki 60 S nadal jest przedmiotem ba-
dan wielu autoréw.

Jak wiemy u Crustacea agregacja Hc zatrzymata sig na poziomie
dodekameru. Jednak Rochu [88], badajac masy czasteczkowe Hc kil-
ku Decapoda metoda elektroforezy, stwierdzii, Ze u niektérych ga-
tunkéw tworzyly sig agregaty 24, 48, a nawet 72 monomerycznych
podjednostek.

Poza powszechnie wystepujacymi formami agregacji hemocyjanin
Arthropoda spotykano tez inne struktury. W Hc raka Cherax de-
structor wykryto skladnik o stalej sedymentacji 29 S [80]. Po-
dobng forme obserwowano w Hc Eurypelma californicum podczas inku-
bacji w alkalicznym pH, gdzie pojawiata sie¢ ona jako niestabilny
intermediat [14]. W hemocyjaninie Cherax destructor zidentyfiko-
wano agregat 29 S jako forme tréjheksameryczng [33]. Sktadnik 29-
-30 s wystepuje jednak niezmiernie rzadko 1 byé moze jést arte-
faktem.

7 przedstawionego przegladu wynika, 2e hemocyjaniny Arthro-
poda posiadajg wysoce skomplikowang strukture czwartorzedowa. Wie-
le pytan dotyczacych architektury czgsteczki Hc pozostaje nadal
bez odpowiedzi i wymaga dalszych badain.
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