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1. WSTEF

Badania nad sulfohydrolazami posiadaja prawie wiskows
historie. Lista zarejestrowanych aktywnosfci sulfohydrolazowych
wobec roZnych pochednych siarczanowych urosta juz do znacznych
rozmiardw, Cecha wspdlna enzymsw tej grupy jest =zsdolnoge do
hydrolitycznege odszczepiania reszty siarczanowej potaczone ]

Wiazanilem estrowym z roEnorodnymi alkoholami.

sulfataza

R-0-S0s  + He0 > R-OH + 504 % + ®T
Wirdd sulfohydreolaz wyrdinia sie griipe arvlcsulfataz
(sul fohydrolaz arylosiarczandw), posiada jacych zdolnosd

hydrolizowania wiazahd estrowych pomisdzy reszta siarczanowa a
rodnikiem arylowym. a konkretnie - wiazania pomigedzy siarka a
tlenem zestryfikowanege hydroksylu (43.57).

1.1. Arylosulfatazy - ogdlna charakterystyka

Arylosulfatazy sa enzymami powszechnymi zardwne w Swiecie

EWisrzecym jak 1 ros linnym na wezystkich poziomach
ewolucyjnych. Ich obecnofé odkryto w réznych gatunkach
bakterii, grzybdéw, roslin niZzszych i wyzszych (57).
Werdd zwierzmat bezkregowych ich aktywnosd rotwierd=zono w tkan-
kach robakéw, owaddw, migczakdw, szkartupni (49), Na jwigce j
danych o arylosulfatazach pochodzi =z badan dotyeozscych
zwierzat kregowych, szezegdlnie ssakdw z czlowiekiem na czele,
ale takze ptakdw, gaddw, plazdw, rvh i beztuchwowodw.

Arylosulfatazy sa bardzo niejednoredna grups, ENEYTSW,
ktarych fizjologiczne funkcje poznane s najlepie] u ssakdw.
Brak absolutne] specyficzneodci substratowej wielu enzymdw,
czyli ich =zdolnogd do katalizowania przemian zhlizonych
chemicznie substratdw, prowadzi czestc de sytuacji, w ktdrej
jeden i ten sam enzym ukrywa sie pod wieloma nazwami. Z takim
zjawiskiem mamy do czynienia w przypadku arylosulfataz, ktére
badane byty na wiele lat przed odkryciem ich fizjologicznych

substratdw. Badania enzymologiczne prowadzone w oparciu o
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sztuczny substrat czesto pozwalaja na duza oszczednofd czasu i
srodkdw i w zwiazku z tym sa bard=zo rozpowszechnione.

Sztucznymi substratami UZ ywanymai W badaniach nad
arylosulfatazami sa siarczany p-nitrofenclu, p-acetylofenolu,
2-hydroksy-5-nitrofenolu, d4-metyloumbeliferonu i.in. W bada-
niach histochemicznych stosowano poZa powyz szymi takze
giarczany nafteolu, 6&-bromo-2-naftolu, G-benzoilo-2-naftolu
B-hydroksychinoliny i AS-BI-naftolu (11.14).

Z uwagi na pewne wiasciwosci wyrdzniono podstawowe dwa typy
arylosulfataz. Enzymy typu I charakteryzuja sie wysokim opti-
mum pH ( ok. 7 ) i dufym powinowactwem do siarczanowych estrow
prostych fenoli jak siarczan p-nitrofenolu czy p— acetylofeno-
lu, a niewielkim do siarczanu 2-hydroksy-S-nitrofenolu. Ich
aktywnosd jest silnie hamowana przez jony eyjankowe, natomiast
fosforany 1 siarczany wywieraja tylko nieznaczny efekt na ich
aktywneos< . Arylosulfatazy tego typu sa nierozpuszczalne
roztworach wodnych 1 wystepuja gtdwnie u mikroorganizmsw
chociaz odkryto je takZfZe w tkankach ssakdw: toiysku, watrobie,
chrzastce, nerkach, mézgu i Jjadrach (26.27.57). U scakéw
nazywane s one arylosulfatazami C.

Arylosulfatazy typu II, wérdd ktédrych wyrdzniamy arylo-
sulfatazy A i B sa rozpuszczalnymi w wodzie enzymami o duzym
powinowactwie do siarczanu 2-hydroksy-5-nitrofenclu w przeci-
wiefiztwie do siarczandw prostych fenoli. Silnymi inhibiterami
sa dla nich fosforany, siarczyny. Fluorki, cresciowo
siarczany, brak natomiast wyraznego Wpiywu cyjanksw na  ich
aktywnosé (9). Nalezy podkreslic, iz o wtasciwych arylosulfa-
tazach A 1 B moZzna méwid jedynie w przypadku eEnzZymow = tkanek
ssakdw. Arylosulfatazy innych grup zwierzat nazywane =z tak
przez analogie, chod czesto ich wraftciwosci odbiegaja od tych
Prezentowanych przez arylosulfatazy ssakdw.

1.2. Arylosulfatazy typu IT ¢ A i B D
Enzymy A i B rézZnia s=ie masami czasteczkowymi, punktami

izoelektrycznymi, optimum pH, powinowactwem do siarczanu 2-
hydroksy-S-nitrofenclu, wrazliwefcia na inhibitory. Ich cechy



wspslne to szlak biosyntezy, glikoproteinowy charalkter,
lokalizacja subkomdrkowa i dtugi czas pot trwania W komSrce.,
Metoda rdZznicowego wirowania struktuyr subkomsSrkowych
stwierdzono obecnetd arylosulfataz A i B wWe frakeji
mitochondrialno-lizosomalnej, a poniewaz tatwo przechodza  do
roztwordw wodnych, przyjeto ich lizosomalna lokalizacje (59).
Stahn, Maier i Hannig stosujsc swobodna elektroforeze kurty-
nows wizolowali lizosomy o najbardzie] ujemnym adunku po-

wierzchniowym, w ktdrych zlokalizowali aktywnosc arylogulfata-

zowa (62).
Zastosowanie metod cytochemicznych przyniosto liczne
potwierdzenia lizosomalne j lokalizacii tych ENZYIESW

(32,37,38,39,52,55,58) chociaz czedd aktywnosci obserwowano w
mikrosemach, mitochondriach, cytoplazmie i na powierzchni

komdrek .

1.2.1. Arylosulfatazy A € ASA )

Enzymy typu A sa globularnymi kwasnymi glikoproteinami.
Punkty izocelektryczne ASRE tkanek ludzkich le2a w granicach pH
4.7-4.8, z watroby i mbézgu wolu - 4.3, =z watroby kangura - 5.0
(oyt. =za 269

Masy czasteczkowe tych enzymdw =z rdZznych zZradet WYNOSEa,
przewaznie 100-150 kDa. W przvpadku ASZ = watroby ludzkiej,
mozgu 1 watroby wotowej oraz watroby kangura wykazano
istnienie form polimerycznych, zmieniajacych sie w zaleznosei
od pH i1 sity jonowej £rodowiska. Enzym z watroby wolowej w  pH
powyZzej 6.5 wystepuje w postaci monomeru o masie czasteczkowe j
107 kDa, w pH ponizej 5.5 - jako tetramer o masie 411 kDa.
W pH réwnym 5.0, przy niskim stezeniu enzymu chserwuje sie
formme dimeryczns. Rdwnowaga wszystkich form polimeryecznych
wystepuje w zakresie pH 5.5.-6.5.

Waheed 1 Van Etten (65), wykazali istnienie form dimerycznvch
ASA (pH 4.5) izolowanych =z watroby czliowieka , krslika,
wieloryba, foki, psa, kota, owcy, konia, <wini i wolu.
Moncmery enzymu wszystkich wymienionych zwierzat wigzaty sie

Z monomerem ASA kréliczej.



Dane z literatury najnowszej przemawiaja za tym, =Ze aktywna
czgsteczka ASA zbudowana jest z dwu nieaktywnych podjednostek.
Grupa won Figury wykazata , Ze prekursorowa forma ASA
fibroblastdw ludzkich, o masie 62 kDa jest przeksztatcana do
dwu asocjujacych form dojrzatych o masie 60.5 i 57 XkDa (cyt.
za 60).

Arylosulfataza A tarczycy wieprzowej zbudowana jest 2z dwu
nieaktywnych podjednostek o masach czasteczkowych 54 i 58 kDa,
ktédre rozdzislid moEna w warunkach redukujacych (60).

Cecha wspdlna arylosulfataz A jest nieliniowa XKinetyka
reakcji. zardwno w przypadku sztucznych jak i naturalnych
substratdw. W pierwszej fazie obserwuje sie duza szyvbkoss
reakcji, ktdra wyragnie sgpada w fazie drugiej. by wzrosnad
Enéw W ostatniej fazie, nie osiagajac wazakie wartosci
pocZatkowej. Enzym tozyska ludzkiego nie wykazZuje - wtrasciwego
IIT-ej fazie - ponownego przysSpieszenia szybkesci reakcji
enzymatycznej (28b)., Dotad nie Wy jasniono jednoznacznie
preyeezyn tych anomalii.

Arylosulfataza A odrdinia sie od aryleosulfatazy B wysokim
powinowactwem de sztucznege substratu - 2-hydroksy-5-nitro-
fenylosiarczanu. Wartof< Km dla enzymu A =z watroby wolowe]
wynosi 0.47mM. z mézgu i watroby ludzkiej - 1.54, ozyska
ludzkiego — 1.40, nerek ludzkich - 0.09-0.3 (ecyt. =za 26},
narzaddéw szezura - 0.3, (37).

Optimum pH arylosulfataz A z wiekszosci £rdder waha sis w
granicach 4.8-5.6 . Wartosd ta moze jednak zmieniad® sie w dosd
szerokich granicach w zaleznosci od czasu inkubacji, stezZzenia
substratu oraz obecnofci niektdrych jondw nieorganicznych
{53.8). By¢ moZe odchylenia te sa spowodowane zZmianami konfor-
macy inymi czasteczki enzymu.

Budowa centrum aktywnego arylosulfataz A nie jest
ocztatecznie pozZnana,. przypuszczalnie obecna jest w nim  grupa
imidazolowa res=ty  Thistydyny oraz grupa Karbonylowa. HNie
wyklucza sig, 2e cdgrywaja w nim pewna role grupy aminowe,
kwasowe 1 fenolowa (cyt. =a 26} . Badania =z ufvyveciem inhibitordw
grup —-SH wskazuja, Ze grupy te sa nizbedne dla aktywnosci ASA
z wiskszofcl £Zrddet (66). Wyniki najnowszych Dbada’ sugeruijs



obeonosd dwu lub wigce] reszt argininy w centrum aktywnym obok
reszty histydyny (33.53).

Wptyw roznych inhibitordw na aktywnosc arylosulfataz Az
niektérych Zrddet  zostat gruntownie przebadany. Na uwage
zastuguje bardze silna inhibicja tych enzymdw przez Jjony
srebrowe (6), co =stato sie podstaws jedne ] = metod
niezaleiznego oznaczania aktywnosci ASA i ASE w mieszaninie
tych enzyméw, przy uzyciu sztucznego substratu. Wiskszosd
kationdw nieznacznie hamuje aktywnosd arylosulfataz A
Majsilniejszymi inhibitorami wsrdod kKationdw sa jony wapniowcdw
1 miedziowWcocow oraz dwuwartocSciowe zZelazowce (6.9). Wsrad
aniondw silnymi inhibitorami sa jony siarczynowe, fosforanowe,
a stabszymi - jony siarczanowe (5).

Arylosulfatazy sa glikoproteinami cddziatujacymi z konkana-
walina A. ©Qligosacharydy moga stanowid do kilkudziesieciu
procent masy czasteczki aryleosulfatazy A. W skiad enzymu =
watroby woi owe] wchodzi 3.85% cukrodw obojetnych, 2.18% kwasu
sjalowego. Prawdopeodobnie na jedns czasteczke enzymu  prazypadsa
14 yvyesgzt mannozy,. 18 reszzt glukozocaminy i 8 kwasu sialowego.
Dane dotyczace ASA z mdzgu oweozego wskazuija na obecnesd  25%
cukrdéw obojetnych {(gtdwnie glukozy i mannozy) oraz 0,.3% kwasu
sialowego.

Badania kliniczEne, zZwiazane = chorobami spowodowanymi
niedeoborami enzymatycznymi naprowadzily badaczay na trop
substratdw naturalnych arylosulfataz A. Najwezesniej odkrvitym
jest cerebrozydo-3-siarczan { F-D-galaktopiranozylo-3-0O-sulfo-
-/1-1/-ceramid ), sulfolipid, wystepujacy w duzych ilcEciach w
ukt adzie nerwowym (48} [Rys.2]. BAktywnosd cerebrozydo-3—
siarczano sulfohydrolazy przejawiaja nie tylko arylosulfatazy
A z tkanek ssakdw. Te wltasaciwosd posiada rdwniez ASAE 2z mdzgu
kury, a takie kwasne formy arylosulfataz wielu bezkregowcdw
[49).

Juz pierwsze badania nad aktywnodciz wobec tego naturalnego
substratu, prowadzone przez Mehla i Jatzkiswitza w roku 1968
{487, Zwrdcity uwage na niskoczasteczhowy, termostabilny
czynnik biatkowy, kisry koniesczny jest do ujawnienia
aktywnosci ASA. Czynnikiem tym jest aktywator bhiatkowy o masie



12 kDa, zwany sapozyna B, ktdrege funkcja jest stymulowanie
hydrolizy trudno rozpuszczalnych glikolipidaw (12,51).

Udowodniono takZze aktywnodd hydrolityeczna arylosulfatazy A
wobec sulfogalakteglicerolu (18), zwanego takze seminolipidem
ze wzgledu na jege wystepowanie w plazmie nasienia i jadrach.
Dokt adniej, seminclipid te l1-O-heksadecylo-2-0O-heksanodeka~-
noile-3-3-D-(3-0-sulfo)galaktoglicerol [Rys.3]. Ostatnio Suge-
ruje sig wptyw degradacji tego zZwiazku przez ASA na proces
kapacytacji plemnikdw (21).

Inne potencjalne, naturalne substraty ASA, wystepujace w

organizmach ssakdéw to siarczan psychozyny (18), 2-O-siarczan
kwasu L-agkorbinowege (18], O-siarczan L-tyroczyny (19)
[Ryz.1.,5.4].

Bardzo duza iledd 31 wysoka aktywnosc arylosulfatazy A w lizo-
somach tarczycy wieprzowej (60) sugeruje zwiazek tego enzymu =
dojrzewaniem prohormonu tarczycowego, tyreoglobuliny. Prekur-
sor ten jest glikoproteina poziadajaca siarczanowane reszty
cukrow 1 siarczanowane reszty tyrozynowe. Wiadomo, Ze siarcza-
nowanie tyrozyny jest czesta modyfikacja potranslacyina. a
giarczan tyrozyny moZze byd asygnatem dla wewnatrzkomsrkowego
gsortowania i (lub) transportu biatek (2). Dla proteclitycznei,
wewnatrzlizosomalnej obrébki tyreoglobuliny konieczne Jest
jednak odszeczepienie siarczanu, co mofe zachodzid pod  wptywem
arylosulfatazy A.

Arylosulfatazy A, jak wickszodd enzymsw lizosomalnych,
wykazuja heterogenncs<d molekularna., ched nie tak wyrasna jak w
przypadku arylosulfataz B. Zwiazana jest ona gtdwnie =ze
wspomnianymi wezesniej modyfikae jami potranglacy jnymi
komponenty cukrowcowej tych enzymdw. Das i Bishayee (13)
dowiledli, Ze obecnocsc dwu form ASA mdzgu owczego, rdzniacych
sie punktami izocelektrycznymi jest wynikiem obecnegei  lub
braku reszty fosforanowej w obrebie kompenenty cukrowcoweij obu
form. Forma ufosforylowana enzymu byta zwiazana = 5ionami
lizosomow 1 jej ilo%é byta czterokrotnie mniejsza niz formy
nieufosforylowanej. Sugerowali oni, Ze ufosforylowana

czasteczka enzymu jest forma transportows .
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Zastosowanie najnowszych technik =z =zakresu biochemii i
biclogii molekularnej pozwalito ostatnio na poznanie sekwencii
aminokwasowe j arylosulfatazy A loZyska ludzkiege., Uzyskano
kodujacy cala czasteczke enzymu, komplementary fragment DNA,
ktory =zostat sklonowany 1 =zZsekwencjonowany. Na podstawie
danych uzyskanych tymi technikami zespdt von Figury proponuje
sekwencJe aminokwasowa ASAR ludzkiej (63). Enzym zbudowany jest
z 307 reszt aminokwasowych, Z ktdrych pierwsze 18 N-kohicowych
aminokwasow stanowl odeinany peptyd sygnatowy. Obliczona masa
czasteczkowa pozostatego 489-aminokwasowego polipeptydu wyneosi
51.7 kDa. Wartos< ta jest zblizona do masy czasteczkowej ASA
ludziej, deglikozylowanej N-glikanaza F, ktara OEMNACZona
metods elektroforezy w SDS wynosi 57 kDa. Czasteczka enzymu
posiada 3 potencjalne miejeca N-glikeo=zylaciji (reszty
asparaginy), =z ktdrych dwa wydaja =iz byd wykorzyvstywane,
Autorzy ci dowodza takze, iz =a transport wewnatrzkomdrkowy
tego enzymu odpowiledzialny jest vreceptor 6&-fosfomannozylowy.
gdy=z blcokowanile tego receptora specyficznymi przeciweialami
hamowat o transport arylosulfatazy do lizosomaw.

Badania cerebrozydo-3-siarczano sulfatazy mdizgdw szozurzyvch
wskazuja na charakterystyczne zZmiany je] aktywnosci w  okresie
postnatalnym (70,71). Niski poczatkowo poziom aktywnosci
tego enzymu, roSnie gwat townie w cilagu pierwszyoch dni zZvycia,
osiggajac gzczyt po dwu  tygodniach. Ten nagty wzrost
skorelowany Jjest z procesem intensywnej mielinizacji uk:adu
nerwowego. Nastepnie poziom aktywnoosci enzymu sukcesywnie
spada, osiagajac stabilizacje po czterdziestym dniu =zycia

Zwierzecia.

1. 2. 2. Arylosulfatazy B { ASEB 2

Arvylosulfatazy B, jako enzymy lizosomalne, s, takze
glikoproteinami. Generalnie posiadaija one WYLZSZEe punkty
izoelektryczne od arylosulfataz A (czesto powyze] B). Z powodu
wielkie] heterogennofci tych enzymdw trudno jest podad waskie
granice dla ich punktdw izcelektryveznych. Wprowadzenie metod
chromatograficznych o wysokiej rozdzielczofci pozwolito na
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odkrycie, Ze ASB z wiekszodci 2rddet rozdziela sie na SZereaq
frakecii,

Juz w 1962r Wortman dokonat rozdziatu arylosulfatazy B rogowki
woltu 1 krolika na 3 podfrakcje (68). W 19661, Bteszynhski otrzy-
mat takze 3 frakcje ASB mézgu wolowego (7), a w 1973r juz 7
form =z tego samego =Zrddia (4). Formy te nie réznizy s=ie
zauwazalnie masami czasteczkowymi, lecz roznily sie ¥adunkiem
elektrycznym. Wiekszod<¢ ssaczych arylosulfataz B ulega roz-
dziai owl na dwie zasadnicze frakcje ( Ba i Bz ) droga chroma-
tografil na anionitach. W trakcie ogniskowania izoelektrycz-
nege frakcja Ba enzymu z nerek szczura rozdziela sie jeszcze
na cztery podfrakcje, a Bz af na siedem. Wszystkie te podfrak-
cje sa przypuszczalnie konformerami adunkowymi (69).

Masy czasteczkowe natywnych czasteczek arylosulfataz B
oscyluija woks: 30 kDa, z wyjatkiem homodimerycznego enzymu =
watroby kota o masie 100 kDa (47), Niekiedy heterogenncsgd w
grupie tych enzymdw =zauwazalna jest rowniez w zakresie
wielkosci ezasteczki. W 1972r. Gniot-Szulzycka otrzymata 3
subfrakecje ASB ioZzyska ludzkiego o masach czasteczkowych 71,
60, 48 kDa i punktach izoelektrycznych odpowiednio: 7.6, 7.9,
8.1 (28). Mathew i Balasubramanian wykazuja istnienie gt dwne j
formy ASE mézgu ludzkiege o masie 50 kDa oraz siedmiu form o
masach od 24 do 62 kDa (45),

Aryleosulfatazy B ze wszystkich badanych #roadet charaktery-
Zujs sig liniows kinetyka katalizowanych reakcji. Powinowactwo
tego enzymu do siarczanu 4-nitrokatechelu jest niZzsze niz
arylosulfatazy A. WartosSci Km dla ASB watroby i mézgu wotowego
wynosza odpowiednio 1.8 1 1.0 mM, watroby ludzkiej - 2.9 mM,
narzadow szeczura 1.2 mM. Enzymy tej klasy najefektywniej
hydrolizujs ten sztuczny substrat w pH 5.1 — 6.0

W centrum aktywnym arylosulfataz B wystepuje grupa
imidazolowa reszty histydyny, oraz grupa karboksylowa reszty
kwasu asparaginowego lub glutaminowego (15).

Transport wewnatrzkomdSrkowy tego enzymu odbywa sie za
sprawa kationo-zaleznego i kationo-niezaleznego receptora 6-
Fesfomannozylowego. Obserwowano hamowanie pobhoru

arylosulfatazy B do komdrek W checnosci specyficznych
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przeciwciat Dblokujacych te receptory (53). Kureha i Eto
sugerujs, =ze frakcja Bz (forma kwasna) enzymu =z mazgu
ludzkiego, w przeciwienstwie do formy B (forma =zasadowa),
posiada reszte mannczylo-6-fosforanowa, odpowiedzialna za
oddzialywanie z receptorem (36). Mathew 1 PBalasubramanian
dowodza, Ze obie formy enzymu z mdzgu ludzkiego wiaza sie =
receptorem enzymdw lizosomalnych, a rdEnia gie jedynie
powinowactwem do niego (45).

Pomimo stosowania noWwoczesnych technik bioclogii
molekularnej w badaniach nad ASB ludzksa., jej struktura jest
jeszecze ciagle niejasna. Zespdt Hopwood'a sugeruje nastepujacy
model dojrzewania tego enzymu (23). Po zakohczeniu syntezy i
odcigciu 39 aminokwasdw sekwencji sygnatowej polipeptyd o
masle 59.8 kDa jest N-glikczylowany w =Zwietle retikulum
endoplazmatycznego, osiagajac mass 656 kDa oo
przetransportowaniu do aparatu Golgiego. Nastepnie ulega on
obrdbce do formy o masie 57 kDa, ktéra skitada sie z dwu frag-
mentdw { 43 1 B8 kDa ) potaczonych wiazaniem dwusiarczkowym,
ulegajacych wewnatrzlizosomalnemu rozszeozepieniu.

Grupa Von Figury sklonowala 1 zsekwesncjonowata cDNA zawie-
rajacy caty gen ASBE ludzkiej (53), wnioskujac = uzyskanych
danych, Ze kodowana sekwencija tege enzymu sktada =ie =z 533
aminokwasow, =z ktdrych 41 stanowi peptyd sygnatowy. Wyliczona
masa czasteczkil pozbawionej peptydu sygnatowego wynosi 55.7
kDa. Ustalono obecnosc 6 potencjalnych miejse N-glikozylacji
(reszt asparaginy). =z ktdrych 4 wydajs sie byd wykorzystywane.
Ekspresja sklonowanege genu w hodowlach komdrkowych prowadzita
do powstania dojrzatych form enzymu o masie 47 kDa,

Najsilniejzzymi inhibitoramai arylosulfataz B =5
wiglowartodciowe aniony (6), wsrdd ktérych stopiefs hamowania
R o " MaOs® , S0, Jony

gsiarczynowe i siarczanowe hamuja enzym kompetyeyjnie. Kationy

malsje nastepuisco: Sz0n° ., CrQs

generalnie aktywuija ASB. Szozegdlnie WyraZng aktywacis
obserwowano w obecnofci =asadowego octanu glinu, coctanu
otowiawego 1 octanu ceru (5.6).

Udowodniono, 12 w warunkach fizjologicznych arylosulfatazy

B to N-acetylogalaktozoamino-4-siarczano sulfohydrolazy. Ich
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naturalnymi substratami sa siarczanowane oligosacharydy.
(28c,30) produkty degradacji takich mukopelisacharyddw jak
siarczan dermatanu i chondroityno-4-siarczan [Rys.6 1 7).
Odszczepienie sgiarczanu od N-acetylogalaktezoamino-4-siarczanu
nastepuje tylke wtedy, gdy cukier ten znajduje sie na
nieredukujacym Korficu oligosacharydu (28c,30).

Naturalnym substratem ASB moz e bys takze JDP-H-
acetylogalaktozoamino-4-giarczan (16) [Rys.8B].

Warteofci optimum pH i stalej Michaelisa w przypadku aktyw-
noscl wobec naturalnege substratu sa nizsze niz w  przypadku
hydrolizy sztucznych substratsw. Dla enzymu z watroby ludzkiej
optimum pH wynosi 4.0, a Km = 60uM (23).

W dcodwiadczeniach i{n witro arylosulfataza B ulegata
fosforylacji przy udziale kinazy biatkowe] =zalefnej od cAMP
{22). Enzym =z watroby ludzkiej, po fosforylacji 2z =zachowaniem
fizjologicznych stezen kinazy 1 cAMP, wylkazywal wWZrost
aktywnosei o 50%. Dane te sugeruja potencjalny, cAMP-zaleiny
model regulacji aktywnosci ASB.

Zaobserwowano, ze poziom aktywnodci arylosulfatazy B jest
zrdZznicowany w zalefnosci od narzadu. W rdd narzadsw
gEczurzych nerki posiada ja najwyzsza aktywnosd
arylosulfatazows , 90% Le] aktywnosci teo aktywnosd ASE  (39).
Moze to sugercowac, Ze nerki sa miejscem intensywnej degraacji

fragmentdw mukopol isacharyddw,

1.3, ¥Wrodzone choroby spowodowane niedoborem aktywno=sci

sulfatazowej.

Genetycznie uwarunkowane niedobory aktywnofci ENZYTOW
Ewiazanych £ procesamil lizosomalnego katabolizmu noszs miano
taw. chorob spichrzeniowych. Frowadza one do
wewna trzkomdrkowego odkt adania 2ie nie zdegradowanych
Ewiazkdw, co powoduje funkejonalne zaburzenia cbarczonych tka-

nek. a w koficu doprowadzicd mete do catkowitej ich dysfunkecji.
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1.3.1. Metachromatyczna leukodystrofia ¢ MLD >

= niedobdr aktywnosgci arylosulfatazy A

Metachromatyezna leukeodystrafia jest sulfolipidaozy
driedziceaca sie w sposdh autosomalno-recesywny, opisans po
raz pierwszy w 1910 r. przez Alzheimera. Jej zwiazek =
niedoborem arylosulfatazy 2 stwierdzony =zostat dopiero w
1963r. przez Austina i wepst pracownikdw (17). W przebiequ
choroby dochodzi do postepujacego gromadzenia sie cerebrozydao-—
J-siarczanu (charakterystycznego skiadnika mieliny), gidwnie
w lizosomach centralnege i obwodowego ukl adu Nerwowego .
Powoduje to postepujaca demielinizacje 1 =zanik istoty biatej.
W obrazie histologicznym charakterystyczna jest metachromaz ja
W obrebie ukiadu nerwowego, nerek, watroby 1 sledziony.
Nasilajace sie objawy kliniczne tej choroby to ogsline
ostabienie 1 niedorozwd j umyst owy, niedowt ad migsniowy
{ataksja). trudnosci w mdwieniu i pot ykaniu, =zanik =zdolnosci
widzenia, demencja, az do <=£mierei spowodowanej dysfunkcia
ukt adu nerwowego, W zaleznosci od gwat townesci przebieqgu
choroby i wieku, w ktdrym pojawiaja sie pierwsze objawy,
Wwyrdzniono 3 postacie metachromatycznej leukodystrofii:

1. Posta¢ wczesnodziecieca

Pierwsze objawy choroby pojawiaja sie miedzy pierwazym

a8 drugim rokiem zZycia i prowadza do szybkie] Zmierci

—najpéZniej po kilku latach (54).

2. Postad miodociana
Pierwsze objawy choroby pojawiaja sie miedzy trzecim a
szesnastym rokiem Zycia (54).

3. Postad wieku dojrzat eqgo

Cbjawy kliniczne pojawiaja sie po  ukonczeniu szesnastego

roku Zycia (54).

Postac mt odociana i wieku dojrzat ego ma ja, przebieg
tagodniejszy i objawiaja sie gitdwnie w formie postepuiacych
zaburzen umysiowych i braku koordynacji ruchdw (26).

Granice miedzy wyrdznionymi postaciami choroby =a raczej
umowne, co jest 2wiazane =z rdéZnorodnofcis molekularnych

defektdw na poziomie DNA i stopniem obniZzenia fizjologicznego
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poziomu aktywnosci arylesulfatazy A w tkankach chorych. Objawy
MLD zazwyczaj cobserwuje sige u lud=zi, ktdrych tkanki wykazuis
poziom aktywnosci ASAR mniejszy nix 10% poziomu aktywnesci
fizjologicznei (25).

Gen aryleosulfatazy A zlokalizowany jest w chromosomie 22 i
sktada sig =z oSmiu eksondw poprzedzielanych sekwenc jami
intronowymi. Dokitadnie poznanoe strukture dwu zmutowanych
alleli genu, noszacych oznaczenia I i A (54). Allel I powstal
na skutek trzech mutac ji punktowych: transwersji G=+T
{powoduijace j zmiane tryptofanu na cysteine w pozyveiji 193)
transwer=s]jl U+06 {(zZmilieniajace] Ltrecnine na seryne w pozycjl
391) 1 tramzycji G=R, zaburzaijace] strukture miejsca
granicznego miedzy drugim sksonem a kelejnym intronem genu,
Ostatnia = tych mutacjl uniemczliwia PYoces poprawnego
wycliecia intronu = prekursorowe]j czasteczki mRENA. Allel A jest
efektem tranzycji C-T. powodujace] z=miang proliny na leucyne w
pozycili 4Z26. Mutacja ta drastycenie cobniZza czas pdtirwania
czasteczkil ASRA w komdrce poprzer zwiskszenie jej podatancsci
na dziatanie proteinazy cysteinowsi. Wezvacoy przebadani
pacijenci, homozygotycznl pod wzgledem allelu I cierpiell na
wczesnodzieciecs postad MLD. Pacjenci heterozygotyezni A/IL
chorujs na mtodzieficza postad choroby, a homozygotyczni pod
wzgledem allelu A spelniaja kryteria drugiej Ilub trzeciej
postaci MLD. Cdnotowanc take szereg nie zidentyfikowanych
jeszcze alleli genu ASA, powodujacych objawy kliniczne.

Dwie tranzycje A-G =sa podioczem tzw. pseudoniedoboru
arylosulfatazy A [arylsulfatase A pEeudodeficiency ) (24) .
Fierwsza = nich powoduje =zamiane asparaginy (poz.3530) na
serynge 1 tym sSamym utrate Jjednege miejsca N-glikeozylacii
czasteczki enzymu, druga - utrate sygnatu do poliadenylacii
mRNA i w konsekwencji nikiz jego stabilnes<d. Homozygotycozni
nosiciele tego allelu nigdy nie zapada ja jednak na
metachromatyezna leukodystrefis, jake Ze obnizenie poziomu
aktywnoteli ASA u  tyeh ludzi nie jest tak drastyczne, by
doprowadzié¢ do spichrzania sulfolipiddw.

Niewielka grupa chorujacych na miodziefcza postas MLD

wykazu je normalny poziom aktywnozcl ASA, A schorzenie
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powodowane Jjest genstycznie uwarunkowanym niedoborem sapozyny

B, biatkowego aktywatora enzymu (51).

1.3.2. HNiedobdr aktywnodci arylosulfatazy B

- zespdl Maroteaux-Lamy

Zespdl Maroteaux-Lamy (zwany takze mukopolisacharydoza VI)
jest choroba wrodzona, przekazywana autosomalno-recesywnie.

W przebiegu choroby w niektérych narzadach 1 centralnym
ukt adzie nerwowym dochodzi do akumulacji mukopolisacharydow
{chondroitvneo—4-siarczanu, a giownile - giarczanu dermatanu)
poesiadajacych reozte N-acetylogalaktozoamino—4d4—-siarczanu.
Objawy tege schorzenia to =zahamowanie wzrostu, maszkaronizm
(charakterystyczne pogrubienie rysdw twarzy). wyrafZne zmiany W
nhrebie tkanki kostnej, zmetnienie rogowki, niewydolnosd
krazenia, powiekszenie watroby i £ledziony. przy Jednoczesnym
rachowaniu petni wtadz umystowych. Fibroblasty osdb chorych
wykazu ja aktywnosd ASE na poziomie 10% aktywnosci
'fizijologiczne] (L7} . Spadek ten jest spowodowany
prawdopodobnie mutacia W genie strukturalnym SNZ VIO .
Zmutowanego enzymu =z fibroblastéw osob chorych nie mozna
odraznié od normalnego metodami elektroforetycznymi 1 Immuno-

logicznymi (17).

1.3.3. Choroby spowodowane niedoborem innych sulfohydrolaz

Wewnatrzlizosomalna degradacja zwiazkdw ze =zZioZzonej grupy
mukopolisacharyddw Wymaga aktywnoscoi takze innych
sulfohydrolaz. Q-giarczanowane 1 N-ziarczanowane w roznych
potczeniach aminocukry i kwasy uronowe sa komponentami takze
takich makrozwiazkew jak chondroityno-6-siarczan, siarczan
keratanu i heparanu oraz heparyna.

Niedobdyr aktywnosci 2—0O—-siarczanosulfohydrolazy kwasu
a-iduronowego, zwany zespoitem Hunter 1lub mukopolisacharydoza
1T uniemozliwia catkowita degradacje siarczanu dermatanu (30).

Brak kompletnego rozkiadu siarczanu heparanu 1 Theparyny

towarzyszy niedoborowi N-sulfamino-sulfohydrolazy (sulfamini-
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dazy) w przebiegu mukopolisacharydozy I1I1 (tzw. Zespat
Sanfilippo A). Inny wariant tej choroby . tzw. Zegspdi
Sanfilippo D {mukopolisacharydoza E I E S ob jawia =i
wydalaniem = moczem i odktadaniem w tkankach czesciowo
zdegradowanego siarczanu heparanu. U pacjentdw cierpiacych na
to schorzenie wykazano silne obniZzenie aktywnoscl N-acetylo-
glukozoamino-6-siarczano-sulfohydreolazy (cyt.=za 20.29).

Mukopolisacharydoza IV [(zespot Morguio) objawia Sie
akumulacja fragmentdw czesciowo zdegradowanego siarezanuy
keratanu, siarczanu heparanu i heparyny na skutek niedoboru
N-acetvloglukozoamino-6-giarczano—sulfchydrolazy. Zespdl
Morguice jest choroba heterogenna pod wzgledem klinicznym 1
biochemicznym. Jego cdmiana, nazwana =zespotem Morquio A lub
mukopolisacharydoza IV A, jest powodowana niedoborem takze
N-acetylogalaktozoamino-6-siarczano sulfohydrolazy. Ofiary tej
genetycznej przypadiesci akumuluja w roznych tkankach i
wydalaja = moczem siarczan keratanu oraz chondroityno-6-
siarczan [(cyt. za 44).

Nie rozwiazany jest problem molekularnego podioaza schorze-
nia zwanego mukosulfeolipidoza lub zespotem wielorakiego niedo-
horu sulfohydrolaz. Obraz kliniczny tej choroby przypomina
metachromatyczna leukodystrofige, lecz W tkankach lud=i
cierpiacych na nia stwierdza sie niedobdr aktywnosci arylosul-
fataz A, B i C, sterclosulfataz, N-sulfamino-sulfohydrolazy,
2-0O-giarczano-sul fohydrolazy kwasu o-iduronowego i galaktozo-
-6-giarczanc-sul fohvdrolazy (34). Efektem tych niedobordw en-
zymatyecznych jest akumulowanie 1 zwiekszone wydalanie = moczem
sulfatydsw, mukopolisacharyddw, gangl iozydow i gterolo—

siarczandw [(26).

1.4. Rodzina gendw sulfohydrolazowych

Badania strulktury pierwazorzedowe j ENZYIOW = grupy
sulfohydrolaz, oparte na sekwencjonowaniu cDNA, wykazaty dosc
duts =zgodnos¢d ich sekwencji aminokwasowych [(53). Ludzka
arylosulfataza B wykazuje 28.5% , 26.6% , 18.3% ., 23.2%

identyeznodci sekwenciji aminokwasowej odpowiednio 2 ludzka
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arylesulfata=za A, ludzks sulfataza sterclosiarczanow, ludzka
glukozoamino—6-sulfataza, arylosulfataza zarodka jezowca.
Szegdlnie konserwatywny okazal sig odcinek szedciocaminokwasowy
zawierajacy histydyne oraz odcinki zawierajace arginine (m.in.
pigcio- i trdjaminokwasowy). Konserwatywnose tych odeinkow
jest zwiazana najprawdopodobniej = obecnoécia wymienionych
aminokwasdw W centrum aktywnym. Sekwenc ja aminokwasowa
arylosulfatazy A przejawia 35% zgodnescl z sekwencja sulfohyd-
rolazy sterolosiarczandw (63). Dane te sugerowad moga pocho-
dzenie gendw sulfchydrolaz z jednego. pierwotnego ewolucyjnie
genu.

Masy prekursorowych czasteczek ludzkiej ASA, ASB 1 N-acetylo-
galaktozoamino-6-siarczano-sulfatazy sa =zblizone 1 wynosza
okoto 60 kDa (44.53.63). co takfe potwierdzad moze wspolny
rodowsd tych enzymow.

1.5. el pracy

Celem obecnej pracy byto uzyskanie wysokooczyszcoczonych
preparatéw zasadowej formy arylosulfatazy B (R) =z nerek
wot owych i arylosulfatazy A z watroby wotowe]j oraz uZycie ich
da otrzymania przeciwcial poliklonalnych skierowanych
przeciwko tym enzymom. Stworzy to mozliwosd wykorzystania tych
przeciwciat do badad nad molekularnym podiozem heterogennosci
worowej arylosulfatazy B oraz do badan nad strukturalnym
podobieristwem miedzy wotowymi arylosulfatazami A 1 B a arylo-
sulfatazami Z innych gatunkaw Twierzat. Otrzymanie
specyficznych przeciwciat moze przyczynic sig do poznania

molekularnej ewolucii tych enzymaw.
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2. MATERI ALY I METODY

2.1. O dczynikdi

Sztuczny substrat - dwupotasows 5061 2-hydroksy-S-nitro-
fenylosiarczanu ( siarczanu 4-nitrockatecholu, NC5 ) otrzymano
w nasze] pracowni metoda Roy'a (56).

Sephareose CL 4B, CNBr-Sepharose CL 4B, Phenyl-Sepharose CL 4B,
Polybuffer Exchanger 94 (PBE%4) i1 Pelybuffer 96 zakupiono
w firmie PHARMACIA-LKEB (S=zwecja).

Akrylamid, N,N'-metylencbisakrylamid,.TEMED {(czteroetylometyle-
-nodiamina), Triton X-100, Coomassie Brilliant Blue R-250
i G-230, biatka wzorcowe do elektroforezy oraz konkanawalina A
pochodzity = firmy SERVA (RFN).

Kwas bis-cynchoninowy (BCA), metylo-a-D-glukopiranozyd [(o—me-
tyloglukozyd), kompletny 1 niekompletny adjuwant Freunda
otrzymano z firmy SIGMA (USR).

Cibacren Blue F3GA oraz Tris [trdj{hydrokoymetylolaminometan)
zakupiono w firmie FLUKA (Szwajcarial, DEAE-celuloze DE-32
w angielskiej firmie WHATMAN; preparat suszonych komdrek
S.aureus (Pansorbin Cells) w szwaijcarskiej firmie CALBIQCHEM,
a 2el Protein A-Sepharose C1-4B do izolowania immunoglobulin G
- w firmie PIERCE (USA).

Syntezy Blue-Sepharose CL-4B i Con A-Sepharose CL-4B dokonano
W naszej pracowni, sprzegajac Cibacron Blue F3GA 2 Sepharose
CL-4B (42) oraz konkanawaling A =z CNBEr-Sepharose CL-4B. Zel
przygotowany zgodnie z zaleceniami producenta zmieszanc z roz-
tworem Con A (10mg/ml) w octanie sodu doprowadzonyvm do pH=8.0
1 zawierajacym jony magnezu, wapnia i1 manganu w steZzeniu 0.5
mM., Zawiesineg Zzelu inkubowano (delikatnie wytrzasajac) bprzez
Z2h w temperaturze pokojowej, po cz2Zym Zel pozostawiono na noc
W loddswee ., Po zakofczonym sprzeganiu 2el przemyto na lejku
Buchnera 0.1M buforem Tris-octanowym. pH=7.2, =zawierajscym
F.3M NaCl 1 0.5mM chlorki wapnia. magnezu i manganu.
Konecentrat odezynnika PBradforda przygotowano w  pracowni i
rozoiefczanc pied razy wods bidestylowanz przed uzyciem (103,
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Pozostate oddzynniki o czystoici analityczne] zakupiono W
FP.O.Ch. (Gliwice)

E.2s Materialy de badan
2.2.1. Pobranie i przygotowanie materialu

Zrédi em arylosulfataz uzytych do immunizacji byta watroba 3
nerki wotowe, pobrane bezpofgrednio po uboju zwierzat W
miejscowej rzeini. FPo usunigciu duzych bion tacznotkankowych
tkanke rozdrabniano w maszynce do migsa 1 homogenlzowano =
dwoma objetosciami 25mM buforu Tris-HCl, pH=7.2. w temp. 4°%c,
Do homogenatu deodano Tritonu X-100 do steZzenia 0.1%(v/v). =&
nastepnie wirowanco 7 godzin przy 2000g. Do =zdekantowanego
ekatraktu dodawano powoli oziebionego acetonu (-20°C), az do
uzyskania stefenia 20%(v/v) i odstawiano do zamrazarki t=157C)
na kilka godzin. Wytracone biatka odwirowanoe (lh przy 4000g).a
do uzyskanego supernatantu dodawano powoli oziebionego acetonu
do stezenia 65%(v/v). Temperature mieszaniny utrzymywano na
poziomie ponizej -10°C. Pe 2 godzinach przechowywania w
samrazarce catosd odwirowane (10min., 4000g). Uzyskany osad
wytraconych acetonem bial ek rozZpuszczono W minimalnej ilosci
S50mM buforu Tris-HC1, pH=7.2 i odwirowano w ultrawirdwce
(wirnik 6x100, 30 min., 30000g). Osad odrzuconc. a supernatant
zawierajacy arylosulfatazy A i B poddawano procesom
chromatograficznege oczyszczania.

Arylosulfatazy ludzkie wyizolowano z tozyska fizjologicznego
pobranege bezposrednio po porodzie (dzigki uprzejmoscl pracow-
nikeéw oddziatu potozniczego, sz2pitala bieslanskiego w Toruniu).
Po oddzieleniu blion tacznotkankowych 258g tkanki trozdrobnieno
w maszynce do migsa, a nastepnie zhomogenizowano w homogeniza-
torze nozykowym Z dwoma cbjetotciami 20mM buforu Trig—HCL,
pH=7.2, zawierajacego 0,5 mM ditieotreitol, 1mM EDTR i 0.1%
Triton X-100. Homogenat wirowano przez 2 godziny przy 3000g. a
arylogsulfatazy =znajdujace sig W uzyskanym ekstrakcie oCczyszZ-

czano metodami chromategraficznymi.
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2.2.2. Preparaty arylosulfataz innych gatunkdw zwierzal uzZyle

do pordwnawczych miareczkowart immunologicznych

Freparaty arylosulfatazy B watroby minoga { Lampetra
fluviatilis), watroby gotebia (Columba livia) i nerek szczura
(Rattus norwegicus) oraz arylosulfatazy A watroby wieprzowe]
(Sus scrofta) i watroby owczej (Ovis avies) uzyskano w nasze j
pracowni w latach wczesdnie js2ych (2.41.,42,), sto=su jac

postepowanie zblizone do opisanego wyZej.
2. 3. Metody bioechemiczne
2.3.1. Chromatografia jonowymienna na DEAE-celulozie DE-32

Na kolumne uprzednio zZrdwnowazona 20mM huforsm startowym
Tris—-HC1, pH=7.2 nanoszonoc preparaty o pH doprowadzonym do 7.2
i niskiej sile jonowej. Kolumne przemywano nastepnie duZa
oﬂjatoﬂcia buforu startowege. Eluecji biatka zZwiazZanego dokony-
wano 0.3M NaCl w buforze startowym. Objetozci kolumn oraz

Haﬁjetﬂéci zbieranych frakcji byty rézne i zalezaty od stopnia
cczyszezenia preparatu. W uzyskanych frakcjach mierzono aktyw-
noge arylosulfatazows zgodnie Z metoda opisana ponizej.

2a 3. 2 Chromatografia powinowactwa na Blue-Sepharose CL-4B

Na kolumne o objetofci 300ml, zZrownowazona buforem starto-
wym — 50mM Tris-octan, pH=6.0 — nanoszoneo preparaty w buforze
startowym o pH doprowadzonym do 6.0. Elucje prowadzono naj-
pierw buforem startowym, 2 =aadsorbowana aktywnosc eluowano
50mM buforem Tris-HCl, pH=7.2 + 0.5M NaCl. Zhieranoc frakcje o
objetesci od kilkudziesigclu do kilkuset ml, w ktdrych ozZna-

czane aktywnosd arylosulfatazowa.
=.3.3. Chromatografia powinowactwa na Con A-Sepharose CL-4B

Kolumne o £rednicy 2.5em 1 wysokosci 8.0cm  rdwnowazono

wstepnie buforem startowym = S0mM Tris—octan, pH=6.0 + 0.3M

B
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NaCl + 0O.5mM MgClz, MnClz, CaClz. Nanoszone na kolumne prepa-
raty posiadaty pH=6.0 oraz sole obecne w buforze startowym, W
takich samych steZzeniach. Po naniesieniu preparatu elucje pro-
wadzono najpierw buforem startowym (kilkanascie objetosci  ko-
lumny) ,a nastepnie 15% a-metyloglukeozydem w 50mM buforze Tris-
~HCl o pH=7.2, z dodatkiem soli, jak w Dbuforze startowym.

W zebranych frakcjach oznaczano aktywneosc arylosulfatazows .

2.3.4. Chromatografia hydrofobowa na fenylo-Sepharose CL-4B.

Kolumne Zelu ( 20x45mm | réwnowazono 50mM buforem Tris-HCL,
pH=7.2 + 3M NaCl. Preparat enzymu W buforze startowym nanoszo-
no na kolumne. Elucije prowadzono kolejno: buforem startowym.
s0omM buforem Tris-HCl, o pH=7.2 + 0.5M NaCl, 25mM buforem
Tris-HCl1 o pH=7.2 i glikolem etylenowym o liniowo
wzrastajacym stezeniu (0-00%) w 25mM bBuforze Tris-HC1, pH=7.Z.
Stosowano pompe perystaltyczna typ 315 (0.5ml/min.). W =zebra-
nych frakcjach oznaczanc aktywnosc arylosulfatazows, zawartosd
biatka metoda spektrofotometryczna przez pomiay przy A=280nm
oraz stezenie glikolu etylenowego metoda refraktometryczna.

=.3.5. Chromatoogniskowanie na Zelu PBE 94 C Polybuffer
Exchanger 94 3
Chromatoogniskowanie (chromatofokusing) przeprowadzono zgo-
dnie z zaleceniami producenta (1).
Kolumne wypetniona Zelem PBE 94 (0.%9cm = décm) rdwnowaono
odgazowanym 25mM buforem startowym etanclamina-octan, pH=9.25.
Nastepnie na kolumne Nanoszono Sml dziesieciokrotnie
rozcieniczonego, odgazowanego Polibuforu 96 o pH 5.85. Prepara-—
ty enzymatyczne, ZagesSz=cZons wczedniej = wymiana buforu na
bufer startowy, nanoszono na kolumne. rozpoczynajac Ebieranie
frakcii po 100 kropli ( ck. 2.5ml ) przy predkosci przepkywu
0.5ml/min. Eluc je prowadzono dalej dziesiecickrotnie
rozcieAczonym, odgazowanym Polibuforem 96, pH=5.85. W =zebra-
nych frakcjach oznaczano aktywnosc arylosulfatazows oraz =zZa-
wartoséd biatka metoda spektrofotometryczna (A=280nm). W co

drugiej frakcji mierzono pH.
gie] i
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2.3.5. Elektroforeza w SDS na zZelu poliakrylamidowym

Elektroforeze prowadzono w bloku Zzelu (slab gel electropho-
resiz) stosujac 4% Zel =zageszczajacy o diugosci Zom 1 12.5%
zel rozdzielajacy o diugedci 10cm, w buforze 50mM Tris - 354mM
glicyna + 0.1% S5D3S, pH=8.3. Rozdzial prowadzono przy natezeniu
pradu 20mA. Po zakotczonej elektroforezie biatko w zelu wybar-
wiano 0.1% roztworem barwnika Coomassie Brilliant Blue w mie-
szaninie metanolu, kwacSu octowego i wody /5:1:4/. Nadmiar bar-
wnika usuwano dyfuzyjnie, ptuczac Zel w mieszaninie metanolu,
kwasu octowegeo i wody /1:1:8/.

Elektroforeze biatek w warunkach redukujacych przeprowadzono
gotujac preparat 5 min. w srodowisku 1% merkaptoetanclu i O.1%
&g

2.3.7. Inmmunizacja krdlikow

Przeciwciata przeciwko wotowym arylosulfatazom A 1 B uzys-—

kano immunizujac dwa dojrzate ptciowo kraliki = mie jscowe j
hodowli.
Pore je preparatu enzymatycznego o objetosci 0.3 - 1.0 ml mie-
szanoe doktadnie za pomoca dwu strzykawek = tacznikiem, 2= rowns
objetedcia adjuwantu, az do wytworzenia nie rozwarstwiajacej
sie esmulsji. Tak przygotowana emulsje wstrzykiwano kr&likowd
podskérnie, w kilku miejscach w obrebie karku 1 grzbietu.
Pierwsza dawke antygenu podawano w kompletnym ad juwancie
Freunda. Po miesiacu od rozpoczecia immunizacji dokonano ko-
lejnych injekeji (co dwa tygodnie). podajac preparat cdpowied-
niego enzymu w niekompletnym adjuwancie Freunda., Dwa tygodnie
po ostatniej injekcji pobieranc po ok. 20ml krwi =z Zviy
brzeznej ucha. Surowice i1zolowano poprzez odwirowanie krwi
(2000g przez 10min.)., poprzedzone jej dwugodzinna inkubacja W
temp. 37°C.
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2.3.8. Chromatografia powinowactwa na zelu Bialkoe A-Sepharose
CL-4B - oczyszczanie immunoglobulin ¢ antysurowic aoraz
swowicy kontrolne]j

Kolumne o 4rednicy 16mm i wysokofci 45mm rdwnowazono bufo-
rem startowym — 100mM Tris-HCl, pH=B.0. Porcjse antysurowlcy
lub surowicy kontrolnej (2-5ml) nanoszono po dedaniu 1M buforu

Tris-HC1, pH=B.0 w ilodci 1710 objetodci porcji. MNastepnie

kolumne przemywano buforem startowym (10 cobjetesci kolumny) 1

10mM buforem Tris—-HCl, pH=8.0 (10 objstosci kolumny!. 0Od mo-

mentu rozpoczecia nancszenia antysurowicy zbierano frakcje po

300 kropli. Zaadsorbowane IgG eluowanc = kolumny 100mM buforem

glicyna-HC1, pH=3.0, =zbierajac {frakcje po 73 kropli, do

probéwek zawierajacych po 150ul 1M buforu Tris-HCl, pH=8.0.

W =zebranych frakcjach oznaczanc zawartos<¢ bialka metods,

Bradforda.

2.3.9. Miareczkowanie immunologiczne preparatdw arylosulfataz.

Do probdwek Ependorfa pipetowano po 25ul preparatu enzymu o
cdpowiedniej aktywnosci i po 23ul kolejno wzrasta jacych roz-
cieficzeft preparatdw immunoglobulin G (kentroelnych badd gskiero-
wanych przeciwko wotowe] arylosulfatazie A lub B), poczem od-
stawiano do lodéwki na 1,5 godziny, mieszajac co 15min. Do
kazdej proby dodawano nastepnie po 50ul 3%-owej] zawiesiny Pan-
sorhin Cells w 50mM buforze Tris-HCl, pH=7.2. Po dokiadnym
wymieszaniu, préby powtdrnie inkubowano w loddwce przez 1.0
godziny, systematycznie mieszajac, a potem wirowano przez 2
min. w mikrowirdwce, typ 2320. W supernatantach oOZnaczano
aktywnosd arylosulfatazowa, pordwnujac Ja =Z aktywnoscia w
probie odniesienia, zawierajace) roztwdr albuminy Ssurowicy
wot owe | zamiast roztworu Igé o odpowiednim rozcieficzeniu,
Aktywneosci pordwnywanych preparatow byty maksymalnie =zbliZone
do siebie, a ich miareczkowanie 1 oznaczenia aktywnosci prze-
biegaty w identycznych warunkach.

Do rozciefczania preparatdw enzyméw 1 Igf uiywano roztworu
albuminy wotowej o stezeniu 200ug/ml w S50mM buforze Tris-HCI1,
pH=7 .2,
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2.3.10. Zageszczanie preparatdw enzymalycznych i preparatow

immunoglebulin G

Preparaty po chromatografil ZageszCcZano metoda ultrafiltra-
cji w komorze Amicon BD30, stosujac ultrasaczki typu YM 10U;
w przypadku preparatow o mat ych objetosciach, ZageszZCzano Jje w
aparatach Centricon =z saczkiem YM 10 w wirdwce K-70 (1200
obr./min., wirnik 4x500), w temp. p2e.
Alternatywnie stosowano zageszczanie preparatéw w woreczkach
do dializy typu Visking. zawiegzonych nad wentylatorem

stotowym W lodowce fustawionei na temp. DDCj.

2.3.11. Oznaczanie aktywnosci arylosul fatazowe j

Aktywnosd enzymatyczna arylosulfataz OETACEAND metods
Roy'a, zmodyfikowana pyrzez Bt egzyhiskiego (7). stosujac jako
substrat siarczan 2-hydroksy-S-nitrofenolu (siarczan 4-nitro-
katecholu, NCS ). 10-100u41 preparatu enzymatycznego inkubowano
w temperaturze 37°C z 0.3ml roztworu substratu o odpowiednim
stezeniu i optymalnym pH przez okreslony czas. W przypadku
standardowych oznaczen stosowano SmM roztwsr substratu o pH
5.6, inkubujac préby 10 min. W 37°C. FReakcje przerywano
poprzez dodanie 2ml 10% NaOH do mieszaniny inkubacyjnej. Uwol-
niony 4-nitrokatechol oznaczano spektrofotometrycznie, dokonu-
jac pomiaru w 512nm wobec proby sSlepej, ktora slkalizowano
przed dodaniem preparatu enzymatycznego. Jednostks aktywnoscl
enzymu (U) jest taka jego ilosd . ktora uwalnia lumol 4-nitro-
katecholu w ciagu jednej minuty, w warunkach reake ji.

Aktywnosé wyrazona w milijednostkach (mU) obliczano 2 Wyra-

Zenia:
M x 204
Hip
A =
t{min.)



2.3.12. Oznaczenie biatka

Zawartosd biatka w homogenatach tkankowych oznaczano sStan-
dardowa metoda bluretows, a4 W oczyszcezanych preparatach enzy-
matycznych metoda = kwasem biscynchoninowym — BCA (61).
Oznaczenia biatka w preparatach immunoglobulin G przeprowa-
dzano metoda Bradforda (10), wyznaczajac kraywa kalibracy jna
w oparciu o WZorcowe roztwory frakcji gleobulin surowicy krwl

wok owe 3.

28



3.1.

2. WYHNTIIKTI

Kole jne etapy oczyszcania arylosulfataz z rdznych zZrddel
przedstawiono w skrdcie ponizej. SEzczegdlowe oplsy
dotyczace okreslonego postepowania Zaml eszZczono

w Materialach i Metodach.

1. Etapy preparatykil arylosulfatazy B =z nerek wolowych

2

II.

W =~ @ N b

I1I.

Homogenizacija tkanki
Frakc jonowanie acetonem biatek ekstraktu tkankowego
Chromatografia jonowymienna na DEAE-celulezie
{zachowano frakcje arylosulfatazy B nie zwiazans na
kolumnie 1 oznaczona Bi)
Chromatografia powilnowactwa enzymu Ei na Blue-Sepharose
Chromatografia powinowactwa na Con A-Sepharose
Chromatoogniskowanie na FBE S84
{zebranc 4 peodfrakcje arylosulfatazy Bae: Ba I, Ba II

Ba ITIT, B IV )

Ultrafiltracja

Etapy preparatyki arylosulfatazy A CASA) = watroby wolowe)

Homogenizacja tkanki

Frakecjonowanie acetonem biatek ekstraktu tkankowego
Chromatografia powinowactwa na Blue-Sepharose

(rozdziat nieadsorbujacej sie ASA od adscorbujace] sig ASE)
Chromatografia jonowymienna na DEAE-celulozie
Chromatografia powinowactwa na Con A-Sapharose
Chromatografia hydrofobowa na fenylo—-Sepharose
Chromatografia jonowymienna na DEARE-celulozie

Ultrafiltracia
Arylosulfataze A 1 B = todyska ludzkiego occzyszczano jak

arylosulfataze A z watroby wotowe], koficzac proces chro-
matografia na Con A-Sepharose.
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3.2. Oczyszczenie arylosulfatazy B =z nerek wolowych

i arylosulfatazy A = walroby wolowe]

Chromatografia biatek ekstraktu watroby 1 nerek woi owych
na DEAE-celulozie w pH=7.2 pozwala na rozdzielenie trzech
szczytow aktywnodci arylosulfatazowej [Rys.9]. Pilerwszy =z nich

to zasadowa frakcija arylosulfatazy B (Bi), ktdra nie wiaze sie

na tym anionicie. Frakcja ASB o bardziej kwasnym punkcie
izoelektrycznym (Bz), stabo zaadsorbowana na kolumnie, eluuje
sie roztworami o niskim stezeniu NaCl. Elucja najgilniej

zwiazanej arylosulfatazy A nastepuje dopiero pod  wpkywem ok.
0.2M roztworu NaCl.

Stosujac chromatografie na DEAE-celulozie jako pierwszy
etap oczyszczania arylosulfatazy B z nerek wot owych, obtrzymano
zasadowa frakecje enzymu (Bi1) w buforze startowym (20mM Tris-
HC1l, pH=7.2). Umoczliwite to bezposrednie naniesienie preparatu
arylosulfatazy Ba (po doprowadzeniu pH de 6.0} na kolumne
Blue-sefarozy, bez potrzeby dokonywania dializy. Oczyszczany
enzym z=wiazat sis na kolumnis 1 zostat wyeluowany 0.3M
roztworem NaCl. Uszyskany preparat arylosulfatazy Bi  zawierad
NaCl, ce nie przeszkadzato w naniesieniu go na kolumne
konkanawalina A-sefarozy, po uprzednim doprowadzeniu pH
preparatu do 6.0, dodaniu chlorku manganu, wapnia, magnezu 1
rozciehczeniu do osiagniecia 0.3M steizenia NaCl. Zaadsorbowany
na kolumnie enzym wyeluowano 15% a-metyloglukozydem, a
nastepnie zageszczono 2 wymiana buforu na 20mM Tris-HCI1,
pH=7.2 . Otrzymany preparat ASHs posiadat aktywnosc
specyficzna 11.38 U / mg biatka.

Preparat ten poddanc nastepnie chromatoogniskowaniu na Zelu
FBE 94. W przypadku rozdziatu o mniejszym nachyleniu gradientu
pH (B.0- 4.5), uzyskano szesc wyraznych szczytdéw aktywnesci o
pl kolejno: pow.8.0, 7.46, 7.35. 7.z, 7.0z, 6.72 [Rys.10].
Poniewaz gradient pH w poczatkowe] fazie rozdziaktu Dbyt niesta-
bilny, kolejna porcje preparatu B: rozdzielano stosujac gSzer-
szy (9.45-4.5) i ostrzej nachylony gradient pH. W rozdziale
tym uzyskano pigd podfrakcji arylosulfatazy Boopl B.1, 7.7,
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7.6, 7.3, 6.9 [Ry=s.11].

Odpowiada jace sobie szczyty aktywnogci =z obu chromatoognis-
kowan potaczono otrzymujac cztery preparaty oznaczone: B I;
Ba II, Ba III, Bu IV. Aktywnosci specyficzne uzyskanych prepa-
ratéw po zageszcozeniu wynosity:

B I - 6017 mU/mg bial ka

B II - 2108 mU/mg biatka

Ba IIT -2033 mU/mg biatka

Ba IV - 1576 mU/mg biatka

Rozdziaty elektroforetyczne dwu gidwnych preparatdw — Bl I i
BT II - wykazuja obecnosé dwu pasm biat ka o masach
czasteczkowych 5B 1 54 kDa [Rys.12].

Proces oczyszczania arylosulfatazy A =z  ekstraktu wetroby
worowej zapoczatkowata chromatografia na EBlue-sefarozie, na
ktdrej adsorpcji ulegaja wszystkie formy arylosulfatazy B, w
przeciwvienstwie do arylosulfatazy A. Pozwelilo to na bardzo
doki adne 1 szybkie rozdzielenie obu tych enzymdw. Frakcje nis
adsorbujaca sie na kolumnie, zawieraijacas ASA naniesionao
nastepnie na kolumne DEAE-celulozy, po czym =zaadsorbowany
enzym wyeluowano 0.3M roztworem NaCl. Podobnie jak w procesie
oczyszczenia arylosulfatazy B, obecnosé NaCl w preparacie
enzymui nie przeszkadzata w naniesieniu go na kolumne Con A-
sefarozy. W preparacie ASA po tej chromatografii. =zawiera jacym
15% a-metyvloglukozyd, zwiekszono stezenie NaCl do 3M 1 nanie-
giono hezpodrednico na kolumne fenylo-sefarozy [Rys.1327].
Aryvlosulfataza A dosyé silnie wiaZe sgis =z tym nosnikiem,

ulegajac elucji dopiero pod wWpt ywem ol 20% glikalu
etylenowego. Ostateczne oczyszczenie uzyskano, dokonujac
powtdrnej chromatografii na DEARE-celulozie, co umcEliwiio

jednoczesne pozbycie sie glikolu etylenowego = oprepaartu
enzymu. Wyeluowane roztworem NaCl, aktywne frakcje zageszczono
z wymiana buforu na 20mM Tris-HCl. pH=7.Z., uzyskuijac preparat
arylosulfatazy & o aktywnesci specyficznej 45540 mU/mg biatka.

Elektroforeza w 5D5, w warunkach nieredukujacych ujawnia

ochecnegd dwu gtdwnych pasm biatrek o masach czasteczkowych 72.5
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i 58.5 kDa [Rys.l4].

Nieco odmienny jest obraz elektroforezy W warunkach
redukujacych, ktéry wykazuje obecnesc dodatkowych pasm biatka
o masach czasteczkowych 68, 58.5, 52.5 kDa [Rys.14].

3. 3. Uzyskanie przeciwciai poliklonalnych przeciwko

wysokooczyszczonym preparatom arylosulfataz wolowych

Kr&dlika nr 1 immunizowano preparatem zasadowe j formy
arylosulfatazy B (B« I) o stezeniu biaktka 330 pg/ml. Fo
podaniu w trzech kolejnych injekcjach 610 pg biatka, FUYowWlce
krwi kr&lika poddano kontroli na obecnosc apecyficzEnych
przeciwciat . Wykonano probne miareczkowania immunoclogilczne
arylosulfatazy Bs I (A = 1524 mii/ml), ktédre wykazaty niskie
miano specyficznych przeciwciat w antysurowicy. Trzykrotnle
rozcieficzona antysurowica precyplitowata jedynie 5% aktywnosoi
wober kontreoli, w warunkach standardowo przeprowadzonedgo
miareczkowania (patrz p. 2.3.9.). W zwiazku =z tym dokonano
jeszeze dwu injekeijl antygenu, podajac tacznie 627 ug Dbiazka.
Koleine miareczkowania kontrolne, wykonane antysurowica
pobrans dwa tygodnie od astatniej injekcji antygenu wykazaty
wysokie miano specyficznych przeciwciat . Miareczkowanie
preparatu EBs I o aktywnosci 760 mil/ml antysurowics
vozcieficzona 6 1 48 razy powodowato precypitacije odpowiednio
100% i 49% aktywnofci enzymatyczne] nordwnywanej wzgledem
préby  kontrolnej. Uzyskane miano przeciwciat uznano zZa
WYSLarcZalace.

Po wydzieleniu antysurowic = 40ml krwi krolika,
oczyszczono z niej immunoglebuliny G stosujac chromatografis
na kolummie zelu Biatko A-sefaroza iRy=.15]. Wyeluowana E
kolumny frakcja IgG zostata zZageszczona = wymiana buforu na
20mM Tris— HCl, pH=7.2. Stezenie biatka W usyskanym prepara-
cie, nazywanym dalej Igl “anty-Ba I", wynosiko 1.74 mg/ml.

Kreslika nr 2 immunizowano oCZYSEICZONym preparatem arylosul-

fatazy A z watroby wotowej o stezeniu biatka 3.4 mg/ml.
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Rys.9. Rozdzial chromatograficzny arylosulfataz =z ekstraktu
watroby wotowej na kolumnie DEAE-celulozy

Kolumne jonitu (5.5 =x 1llem)] =zrdownowasono 25mM buforem
startowym Tris-HC1, pH=7.2. Naniesicno 135ml ekstraktu., elucije
prowadzono buforem startowym a nastepnie zwiekszajac liniowo
stezenie NalCl (—x—-)}. Zbierano frakcije o objetofci 15.5ml1 1 w
karzdej oznaczono aktywnosd arylosulfatazowa (—@—) OYaz
zawartosd Dblatka wyrazona jako Ezeo (-o-).
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Ry=.10. Rozdziat izoform arylosulfatazy B metoda chromato-

ogniskowania na kolumnie PBE 54

Na kolumne (0.9 % 35cm) zydwnowazona 25mM buforem imidazol-
HCl, pH=7.9 naniesiono czedciowo cczyszczony enzym . Elucje
prowadzono stosujac gradient pH (-e-) generowany przez
rozciedczony Polybuffer 74/Polybuffer 96, pH=4.5. W =zebranych
frakcjach oznaczono aktywnosd¢ arylosulfatazowa (——) 1 biatko

jake Ezeo (.... ).

34



i on ],
E|lm:..'gt5
300 | o - 03t
@ ]
. 1lgs

2

8

AKTYWNOSC (wmU/ml)

¢ }ss
10 20 30 4o S0 60 7o .80 90
~ NR FRaKC

Rys.1ll. Chromatoogniskowanie arylosulfatazy B na kolumnie

PRE 94

Kolumne (jak w opisie do Rys.10) zrdwnowazono 25mM buforem
etancleoamina-octan, pH=9.25 i1 po naniesieniu preparatu enzymu
Bs+ elucje prowadzono rozciehczonym Polybuffer 36, pH=5_.5.

Oznaczenia jak na Rys.10.
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Byg.,12. Obra=z glektroforetvczny oczyszczonych preparatdw

arylosulfataz Ba I, Bs pES
Rozdzial prowadzono w 12.5% zelu poliakrylamidowym w obecnosci
ens. Biatko wybarwiono bigekitem R-250.
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Rys.13. Chromatografia hydrofobowa arylosulfatazy A na

kolumnie fenylo-sefarozy CL-4B

x  10cm), zZréwnowazona SO0mM Tris-HCL.
zawiera jacym 3M NaCl, pH=7.2, naniesiono cresciowo OCZYSZCZONY
preparat ASA. Elucje prowadzono zmnie jszajac skoXewo ctezenie
NaCl 1 na Xkoniec glikolem etylenowym (=+=). W zaehranych
frakcjach oznaczono aktywnosc | ] 1 zawartes< biakka (...).

Na ¥olumne =Zelu (2
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Hys.1l4. Obraz elektroforetyczny cczyszczonych praparataw
wot owej arylosulfatazy A

Rozdziat prowadzono w 10.5% Zelu poliakrylamidowym =z SDS.
a) enzym nie zredukowany b) enzym zredukowany.
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Cal kowita ilosd antygenu, podana w trzech kolejnych injekejach
wyriosita 3.57 mg. Po pedaniu dwu dawek antygenu wykonano
¥ontrolne miareczkowania immnuneolegiczne antysurowica krwi
pobranej od krélika. Wykazaty one wysckie miano specyficenych
przeciwciat w antysurowicy, ktéra rozcleficzona 48 razy., precy-
pitowata 90% aktywnosci uzytege do standardowego miareczko-
wania preparatu arylesulfatazy A watroby wotowe] o aktywnosci
598 mU/ml.

Dwa tygodnie po trzecim podaniu antygenu pobranc od kralika
dwukrotnie poe 20ml  krwi. Wyizolowana antysurowice poddano
chromatografii na kolumnie biatko A-sefaroza, otrzymu jae pre-
parat IgG anty-arylosulfataza A z watroby wotowe] o steZeniu
biatka 2.45 mg/m!, nazywany dalej IgG "anty-ASA".

3.4, Miareczkowania immunologiczne preparatdw  arylosulfalaz

przeciwciatami "anty-ASB: I" i "anbty-ASA"

Antysurowica skiesrowana przecivko zasadowe J frakcji
arylosulfatazy B (B I) =z nerek wot owych, nie precypitowata
aktywnosci arylosulfatazy A z watroby wotowaj [Rys.16].

Oczyszczonymi immunoglebulinami G "anty—-ASHB1 1" zZmiareczko-
wano wszystkie formy ASB z nerek wotowych, wydzielone w proce-
sie chromatoogniskowania (B« I, B II, Bs III., Bu IVY. Krzywe
miareczkowania wykazujs prawie identyczny przebieg, = niewiel-
kimi odchyleniami w granicach Dbledu [Bys.171]. Kontrolne
immunoglobuliny G nie precypitowary aktywnosci enzymatyczne]

tych preparatéw (dane nie zcbrazowane na rysunkul.

IgG "anty-ASBx I" uzyto takze do miareczkowan preparatow
arylosulfytaz B wyizolowanych = Yoryeka ludzkiego, watroby
szezura, watroby gotebia i watroby minoga. Wyniki miareczkowan
preparatdw tych enzymdw porownywano Z wynikami miareczkowania
preparatu wotowej arylosulfatazy B I 1lub B II. o takie]
same j aktywnosci.



Zawartosc blalka (Ezz, x roze.)
7]
i

Rys.15. Przykiad oczyszczania dimmunoglobulin G na Xkeolumnie

Biat ko A-sefaroza
Na kolumne (10ml =zelu), zrdwnowazona 100mM buforem Tris-

HCl ,pH=B.0 naniesiomo 2.5ml antysurowicy "anty Ba I". Kolumne
Przemyto buforem startowym (10 obj.), 1l0-krotnie rozcierficzonym
buforem startowym (10 obj.), po czym zaadsorbowane IgG

eluowano 100mM buforem glicyna-HCl, pH=3.0. Biastke w eluacie
ozZnaczonce metoda Bradforda.
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Krzywe miareczkowania dla ASEB szezurze] 1 wolowe] wskazulis
na duze podobienstwe immunologiczne obu enzymdw [Rys.18]. 43.5
pug IgG "anty-ASB1 I" w prébie powodowato 100% precyplitac]il
aktywnogci ASE wotowej (Ba I1) 1 80% aktywnosci RSB szczurze].

Ludzka arylosulfataza B przejawia zdecydowanie mniejsze
podobienstwo immunologiczne do enzymu worowegoe (B I1). Igi
"anty-Ba I" w ilofci 17.4 wug (wystarczajacej do catkowite]
precypitaciji wolowsgo enzymu Bi I) powodowaty wytracenie 25%
aktywnesci 1ludzkiej ASB. Zwigkszenie stezenia IaG do
B7ug/prébe  spowodowat o wytracenie okot o 42% aktywnosci
ludzkiej ASE [Rys.189].

W zakresie zastosowanych w prébach steien Igé "anty-B 1"
nie udato sie ocsiagnad nawet znikomej precypitaciji arylosulfa-
tazy B =z watroby gotebia [Rys.2Z0]. Podobny Jjest wynik
miarerzkowania aryvlosulfatazy B minoga: 4.25 ug IgG "anty-ASHd
I" na prébe, precypitowato 100% aktywnosci ASB wotowej (Ba I,
i maledwie 7% ASE minoga. Mawet 10-krotne zwiekszenie steZzenia
1gG w probie (do 432.5ug) nie spowodowat o wiekszej precypitacji
enzymu minoga jak 11% [Rys.:Z1].

Immunoglobulin e “"anty-ASA" uzvto do miareczkowan
arylosulfataz 3 wyizolowanych = watroby ludzkiej., owczej,
wieprzoweij i arylosulfatazy B =z watroby gotebia, Wyniki tych
miareczkowan pordwnywano z wynikami miareczkowania wiasSciwego
dla stosowanych przeciwciat antygenu (ASAR z watroby wolowej).

Miareczkowanie owczej ASA na tle miareczkowania ASA woi owe j
wykazato catkowite podobiefnstwoe Iimmunologiczne obu enzymow
[Rys.22].

Przebieg krzywe] miareczkowania ASA wieprzowej nieznacznie
tylko odbiega od krzywej uzyskanej dla enzymu WOk owego
[Rys.23]. 6.1 wug przeciwciat w probie precypitowato 100%
aktywnogci ASA wotowej 1 97% aktywnosci enzymu wisprzowego.

IgG "anty-ASA" =znacznie stabiej wiaza sis i ludzka
arylosulfata=za A. Fodczas ady aktvwnosds BSA Wok owe j
precypitowana jest niemal catkowicie (99%), to w +tych samych
warunkach wytraca sie tylko 20% aktywnoesci ludzkiego enzymu
[Rys.24].
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Arylosulfataza B gotebia,

"anty-B+ I, wykazata

wiazania siz= =
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nie reagujaca

"anty-ABA"

aktywnosfcl przy stezeniu Igi: 61 pug w prébie)

zupetnie = IgB

st abs tendenc je do

{16% precypitacii
[Rys.2D0]. Wynik

ten mofe byd jednak artefaktem i1 wymaga weryfikacji.
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4. DY SKUZJ A

Lizosomalne arylosulfatazy typu II z tkanek ssakdw
wystepuija w postaci dwu podstawowych enzymdw A 1 B, pelniacych
odmienne funkcije fizjologiczne. Obie te arviosulfatazy moZna
rozdziel i€ metodami chromatografiil jonowymiennej na DEAE-  lub
TEAE-celulozie, albe metoda chromatografii powinowactwa na
Blue-sefarozie (6,42) [Rys.8]. Do wielu bada’h enzymologicznych
konieczne jest uzyskanie jednorodnych lub wysokooczyszczonych
preparatdw  enzymdw. Oczyszczanie arylosulfataz (zwk aszcza
enzymaw B) jest procedura wyjatkowo trudna 1 pracocht onns
Trudneodci te ss spowodowane a) podobnymi wiasciwosciami wielo
enzyméw lizosomalnych, kidre trudno od siebie rozdz=ielic oraz
bB) wystepowaniem wielorakich form molekularnych tego samego
enzymu lub izoenzymdw, co jest czesto okreslane  terminem -
heterogenncetd molekularna. Kluczem do Zrozumisenia tego
= jawiska =a procesy biocsyntezy, transportu 1  dojrzewania
enzymeowW lizosomalnych (31).

Synteza polipeptydu enzymu lizosomalnego zachodzi na poli-
ryhosomach szorstkiego retikulum endoplazmatycznego. Za sprawva
N-kohicowe]j gekwencji sygnatowej, czasteczka syntelyzowanego
bial ka wprowadzana jest do fwiatia retikulum, gdzie podlega
szeregu modyfikacjom. W pierwszym rzedzie sekwencja sygnatowa
zastaje enzymatycznie odcigta od pre-proenzymu. Nisktdre
reszty agparaginowe biak ka podlega ja N=glikozylacii,
polegajacej na przeniesieniu wysokomannozowego tetradekasacha-
rydu z dolichylodifosfotetradekasacharydu. Oligosacharyd ten
skiada gie =z 2 reszt N-acetyleglukozoaminy., 9 reszt mannozy i
3 - glukozy. Po przeniesieniu glikozylowanege biatka do czescil
"cis" aparatu Golgiego. reszta oligosacharydowa podlega mody-
fikacjom, polegajacym na enzymatyecznym odcigciu 3 reszt
glukozy, 3 reszt mannozy 1 fosforylacji jednej lub dwu termi-
nalnych reszt mannozy.

Fosforylacja reszt mannozy jest procesem dwuetapowym. W
pierwazym etapie nastepuje przeniesienie reszty N-acetylo-
glukozoamino-l-fosforanu =z UDP na reszte mannozy, z wytworze-
niem wiazania fosfedwuestrowego migedzy szdstym weglem mannozy

a pierwszym weglem N-acetyloglukozeoaminy. Reakecja ta Jjest
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katalizowana przez specyficzna fosfotransferaze, ktdra aktywna
jest jedynie wobec oligosacharyddw zwiazanych =z enzymami
lizosomalnymi. W drugim etapie, glikozydaza fosfodiestrowa
odszczepia N-acetyloglukozoaming, pezostawiajac reszte
foaforanowa =wWiazana =2 oligosacharydem W postaci reszhty
mannozo-6-fosforanu. Nie jest to jednak jedyny sposch
modyfikacji pierwotnego tetradekasacharyvdu wysckomannozZowego,
przeniesionego na enzym lizosomalny (31). Pozostate modele
modyfikacji tego cligosacharydu przedstawiono schematycznie na
Rys.26. Efektem tych reakc]il jest wytworzenie struktury,
spetniajacej releg specyficznego znacznika, niezbednego dla
wt a% ciwegoe "sortowania' w obrebie aparatu Gelgiego biatek o
przeznaczeniu lizosomalnym oraz ich transportu do struktury
docelowe J.

Obecne w btonie aparatu Golgiego receptory t-fosfomannozylowe
wiaZzs wWyposSazong w mannozo—6—-fosforan enzymy lizosomalne.
Kompleksy enzymow lizesomalnych z tymi receptorami skupia ja
sie w pewnych miejscach bion cmefci "trans' aparatu Golgiego.
Pod wpt ywem biatka zwanego klatryna, oddziatujacego = biona od
strony cytoplazmatycznej (35), dochodzi deo wpuklenia =ie biony
i w koficu do oderwania sig pecherzyka. Zawartosc opt aszczonego
pecherzyka transportowego ulega nastepnie zakwaszeniu (do pH
5.0-5,5). Kilatryna 1 receptory fosfomannozylowe podlegaja
recyklingowli do bion cresci "trans" aparatu Golgiego. W pows
gtatym lizosomie pilerwotnym moze dalej =achedzié degradacja
komponent cukrowcowych hydrolaz pod wpkywem kwatnej fosfatazy
i glikozydaz=.

Odciecie peptydu sygnatowego nie kohczy aktdw proteolitycz-
nej obrédbki hydrolaz W procesie ich dojrzewania. Czesto
chserwowano pdcinanie dals=zych fragmentow r aficucha
polipeptydowego tych enzymsw. W przypadku niektédrych hydrolaz
{ np. kwasnej fosfatazy, fi-glukuronidazy) proces ten zachod=1i
jeszcze przed osiagnigciem ligosomu (31).

Opisane procesy dojrzewania czasteczek enzymdw lizosomal-
nych prowadza jak widac do ich Theterogennosci. W tym samym
czasie na terenie komdrki egzystuja e formy tego samego
enzymu, roézniace sig pod wzgledem masy czasteczkowe j i

} adunku. Za rédznice w  masach rzasteczkowych odpowiedzialny
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jest gidwnie proces proteclitycznego dojrzewania, natomiast
efekt heterogennceci :adunkowej powodewany jest gitéwnie obec-—
noscia lub Drakiem grup silnie natadowanych, jak grupy
fosforanowe, reszty Kkwasu sialowego, ale takze kwasne i =zasa-
dowe aminokwasy.

Dodatkowym =z jawiskiem wprowadzajacym heterogennosd Iadunkows
hydrolaz moze byd tex fosforylacja reszt seryny przez kinazy
biat kowe .

Przez diugi czas pede jrzewano, Ze izolowane formy
konkretnych hydrolaz lizosomalnych sa izoenzymami, bedacymi
produktami ekspresji rd2nych gendw. Werod arylozulfataz
szczegdlnie arylosulfataza B wystepuje w  licznych formach
rézniacych sie gidwnie punktem izoelektrycznym (konformery
tadunkowe), ale takze masa czasteczkowas. Istnieje wiele metod
pomocnych w okreslaniu natury heterogennosci enzymu. Metoda
na jdokt adnie jsza  jest ustalenie i poréwnanie sekwenec ji
aminokwasowych oraz skiadu komponenty cukrowcowej izolowanych
form enzymu. Sa to jednak zabiegi bardzo kosztowne, wymagajace
ponadto uzyskania jednorodnych preparatdw okreflonej formy
molekularnej badanego enzymu.

Metodami tartszymi stosowanymi w tege Eypu badaniach si
metody immunologiczne. Techniki te sz w ostatnich latach coraz
powszechniej stosowane w badaniach nad heterogennof£cia enzymdw
lizogomalnych. W 1987 r. Gibson i wsp. otrzymali przeciwciala
monoklonalne do N-acetyleogalaktozeamino—4-siarczano-sul fo-
hydrolazy (arylosulfatazy B) = wa troby ludzkiej {22).
Ueczyszczone przeciwciata, z=zwiazane na negniku, postuzyiy do
gelektywnego izolowania tego enzymu =z innych tkanek ludzkich.
Z zastosowaniem przeciwciai monoklonalnych wiaZze sie jednak
pewne ryzyko zwigzane =z faktem, iz docelowy epitop dla
przeciwciat monoklonalnyech moze 2najdowad sie na =upsinie
raznych biatkach. W przypadku wspomnianych autordw gldwnym
biatkiem wychwytywanym = homogenatdw tkanek ludzkich byia ASE
o masie czasteczkowe] 57 kDa, rozpadajaca sie w warunkach re-
dukujacych na podjednostki o masach 42 1 12 kDa. Z homogenatu
tkanki ptucnej przeciwciata te wychwycity jednak takze inne
bistka ¢ masacn 112, 105, 83, 25, 2%, 27.5 kbDa, ktdrych
zwiazek z ASE nie =zostal wyjasniony.
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Uzyskanie przeciwciatr poliklonalnych skierowanych przeciwko
okreslone] formie enzymu, daje moEliwosd pordwnania struktu-
ralnego podobiefAstwa wszystkich wyizolowanych form. W przy-
padku prowadzenia immunizacii biatkiem nie sdenaturowanym
uzyskac mozZna obok przeciweciat skierowanych przeciwko epitopom
sekwency jnym, takZze przeciwciata rozpoznajace epitopy typu
konformacy jnego. Zatcoczeniem niniejs=ej pracy byito whtasnie
uzyskanie przeciwcial poliklonalnych przeciwko natywnym
czasteczkom enzymdw. Przebieg krzywych miareczkowania czterech
wylzolowanych form arylosulfatazy B =z nerek wolowych wskazuje
na to, iz sa one formami tego samego enzymu [Rys.17].

Poniewaz elektroforeza w 5DE preparatdw Ba I 1 Bi IT nie wyka-
Zata roZnic w masis czasteczkowej obu form enzymu [Ry=.12],
sadzimy zatem. Z2e s3 to konformery 1adunkowe., a ydZnice w  ich
punktach izoelektrycznych spowodowane ss5 najprawdopodobnie
odmiennym akiadem kompeonenty cukroweows j.

Stezenie biatka w preparatach dwu pozostatyech form ASE (B III
i B« IV) byto zbyt niskie. by wykrye je elektroforetycznie i
wyznaczyd ich mase czasteczkows , ale sadzimy, Ze =3 to rdwnie:z
konformery tadunkowe. PFotwierdzenie przypuszczenia co do
natury heterogenncsci arylosulfataz E zamierzamy uzyskad
przeprowadza jac badania =z uzyciem glikopeptydaz, odecinajacych
komponenty cukrowcowe od polipeptydowe] ceesci enzymu.

Zasgtosowanie technik immunochemicznych pozswala = duzym
prawdopodobiefistwem rdZnicowad izoenzymy. bedace produktami
raznyveh gendw 1 molekularne formy tego samego enzymu, powstate
wskutek modyfikacji potranslacyjnych.

W 1985 . Waheed, wan Etten, Gieselmann 1 wvon Figura
wyizolowall 5 izeocenzymow (form) kwasnej fosfatazy = tkanek
ludzkich. rézniacych s=ie masami czasteczkowymi 1 CEZe=s Cclowo
wrazliwoescia na inhibitory. Przy wEyciu przeciwciat
poliklenalnych wykazali, Ze przvnajmniej trzy = tych enzymow
sa produktami rdznyvch gendw (67).

Uzyskanie peliklonalnych przeciwciat do fi-mannozydazy =
watroby $winki morskiej (46); pozwolito na ustalenie jej
budowy podjednostkowej. Metoda immunoblotingu wykazano, 2Ze
forma enzymu o masie ceasteczkowe] 1530 kDa sktada sie z trzech
pod jednestek {97, 37 i Z0 kDa).
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Zastosowanie technik radioimmunckompetyey inych umozliwia
badanie stezenia enzymdw w homogenatach tkankowych. Zespdi
LaRusso uzyskal przeciwciata peliklenalne do f#-glukuronidazy i
ff-galaktozydazy = wa Lroby SZOEUrzZe ] oraz oba anzymy
wyznakowane jodem radicaktywnym (72). Umc2liwito to pomiary
specyficzne] aktywnosci obu tych enzymdw bezposrednio W
homogenatach réZEnyech tkanek zwierzecia 1 dato skuteczny,
s2ybki sposdb cbserwacji zmian ich stezenia i aktywnosci.

Wielkim atutem bada’ prowadzonych w oparciu o przeciwciata
poliklonalne jest mozliwosd obserwacji zmian ewolucyjnych na
poziomie meolekularnym. poprzez pordwnywanie strukturalnego
podobiefAstwa pomigdzy homologicznymi enzymami, pochodzacymi =z
roznych gatunkdw zwierzat. U podstaw tego typu dociekan lezy
ZatoZenie, Te Jeny ensymow o analogicznych funkec jach.
istniejace u rdznych gatunkdw wspditczednie zyjacych zwierzat,
wyewoluowaty =z plerwotnego genu wspdlnego przodka, czyli sa
genami homologicznymi.

Metoda immunclogicznego wustalania pokrewiefstwa miedzy
enzymamai posiada pawnes ograniczenia, Eksperymentalnie
ustalono, Ze przeciwciata poliklonalne uzyskane do konkretnego
biatka precypityuja =zauwazalnie inne biatko tylke w tym
prypadku, ady zbieznosd strulktuzr plerwszorzedowych
pordwnywanych biatek jest wieksza od 40% . Ustalone przez
grupe ven Figury podobiefistwo sekwenc ji aminokwasowych
ludzkiej ASA i ASE., wynosi 28.5% . Zapewne sytuacja ma sie
podobnie w przypadku rozpuszezalnych arylosulfataz wotowych A
i B, poniewaz nie stwierdzilismy precypitacji aktywnosci
wokowe ] ASA przeciwcialami skierowanymi przeciwko wolowej ASB
[Rys.16].

Fakt ten jednoeczefnie sugeruje., ze dyferencjacja potencjalnego
genu pierwotnej sulfohydrolazy, nastapiia bardzo dawno temu.

Fomimo ograniczonej ilosci badanyeh gatunksw ZWwierzat
uzyskanao interesujace wyniki, dotyczace podohienstwa
arylosulfataz A. Wykazano., 2Ze& wirdd przebadanych gatunkdw
zwierzat, najwieksze podobiefistwo strukturalne deo wolowej
arylosulfatazy A wykazuje homologiczny enzym owczy [Rys.22].
Nieco mnie jsze podobiefnstwo strukturalne do enzymu wolowego

ujawnia ASA wieprzowa [Ry=s.23]. Ludzka arylosulfataza B
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prze jawia zdecydowanie wisksza cdrsbnosd immunologiczna
wzgledem ASA wotowe] [Rys.24]1. Wyniki te zdaija gie potwierdzad
na pozicmie molekularnym prawidl owosd wspdiczesnie uznawanego
scenariusza ewolucyinego,

Pokrewienstwo immunologiczne arylosul fataz A roaznych
gatunkdw zwierzat byvlo juz badane przez Waheed'a. Risley'a 1
wvan Etten'a (653). Ustalili oni wzgledny dystans immunologiczny
pomisedzy arylosulfatazami A dziesigciu gatunkdw szakdw
wkasciwych {Euteria), posl ugu jac Sieg poliklonalnymi
przeciwciat ami uzyskanymi do arvyvlosulfatazy A = wa troby
krdlika, Arylosulfatazy A torbaczy oraz nizszych ewolucyinie
gatunkédw zZwierzat reagowaty = tymi przeciwciastami bardzo st abo
lub weale. Dane przez nich uzyskane sa zbhiefne = naszymi, co
do £=cistego podobienstwa atrukturalnego wotowej 1 owczej ASA,
Wedrug tych autorcw enzym ludzki jest bardziej =zblizony
strukturalnie do enzymu wokowego niz WieprZowy. Takie]
sugestii nie potwierdzaja nasze wyniki. By moze rozbleznosc
ta spowodowana jest zastosowaniem ASA Innegoe gatunku, Jako
enzymil odniesienia.

Dotad brak jest danych odnosnie pokrewlengstwa struktural-
nego arylosulfataz B u gatunkdw na réEnym  s=zZciZeblu  rozwoju
ewolucy jnego, Werdd przebadanych orzez nas gatunkow
najbardziej =bliZzona immunologicznie do arylosulfatazy B
wotowe] okazata sie ASE sz=czurza  [Rys.1B8]. Zdecydowanie
mniejsze podobienstwo do enzymu wok owego wykazuje ASE  ludzka
[Ryz.19]. Bardzo =staba precypitacja arylosulfatazy B minoga,
sugerowac moze podobiefistwo sekwencjli aminokwasowe] miedzy
enzymem minoga 1 wWotu na poziomie ok. 40% [Rys.211.
Naimnhie jsze podobiefistwo strukturﬁlné do ASE wolowej wykazala
w naszych deswiadczeniach ASB golebia, nie reagujac wcale =2
przeciwciatami "anty-Ba I" [Rys.20].

Zwraca uwage bardzo zblizony poziom dystansu immunelogicz-
nego pomiedzy wolowa 1 ludzka ASA oraz pomiedzy arylosulfata-
zami B obu gatunkdw. Moze to sSwiadczyd o podobnym stopniu
kongerwatywnosci obu enzymow.

Pozzerzenie w najblizgze) przyeziofcil spekitrum badanych pod
tym katem gatunkdw zZwierzat przyniesie 2z pewnoescia wiele

wartosciowych spostrzeZzen 1 prayczynli sie do potwierdzenia
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5. S TRESZCZENTIE

Opracowanc ulepszone postepowanie prowadzace do szvybkiego
oczyszozenia arylosulfataz A (ASAR) i B (ASB) narzaddw
wol owych do stanu bliskiego jednorodnofci elektroforetycz-
nej. Kolejne procedury chromatograficzne zostaly tak dobra-
ne, ze wyeliminowana =zostata koniecznosdé czasocht onnego
zageszczania preparatdw przex ultrafiltracje, podozas

ktdrej wystepuja znaczne straty aktywnogci.

Uzyskano specyficzne, poliklonalne przeciwciata: IgG
‘anty-ASA" oraz IgG "anty-B« I". Przeciwciata te wyodreb-
niono z surowicy 1 Oczyszczono na kolumnie bialko A-sefa-

rozy, otrzymuiac preparaty o wysokim mianie.

Miareczkowania immunologiczne wykazaty bardzo wysokie
podobienstwo czterech molekularnych form arylosulfatazy B.
Sugeruje to =silnie, 2e nie sa to odrebne izoenzymy jak sie
niekiedy uwaza, a najprawdopodobniej konformery tadunkowe.

powstat e w wyniku proceséw potranslacyinych.

Stosujac technike immunomiareczkowania wykazano bardzo duse
podobienstwo ASE z watroby wolu i szczura. Ludzka ASBE
réznita sie znacznie od ASE wolowej. Arylosulfatazy B =z
watroby golebia i minoga wykazywaty brak immunologicznego
podobienstwa do ASE wolowe].

Arylosulfataza A wolowa 1 owcza =8 immunclogicznie iden-—
tyczane. Wieprzowa ASA rdzni sie bardzo nieznacznie od ASA
wolowej. Swiadczy to o wysokim podobienstwie strukturalnym
tych trzech enzymdw. Arylosulfataza A lozyska ludzkiego wy-
kazuje =znaczma odrebnosd immunologiczna w stosunku do

enzymu wol oweago .
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