ACTA UNI VERSITATIS LODZIENSIS
FOLIA BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA 13, 1998

Btazej Rézga

DYSMUTAZA PONADTLENKOWA,
KATALAZA | PEROKSYDAZA GLUTATIONOWA
W TRISOMICZNYCH FIBROBLASTACH LUDZKICH
Z HODOWLI IN VITRO

W pracy okre$lano aktywno$é¢ wewnatrzkomérkowych enzyméw antyoksydacyjnych,
dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy glulalionowej w prawidtowych i trisomicz-
nych fibroblastach ludzkich pochodzacych z hodowli in vitro. Stwierdzono, ze w komérkach
aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej jest o okoto 50% wyzsza w poréwnaniu z aktywnoscig
tego enzymu w komoérkach prawidtowych. W trisomicznych fibroblastach podwyzszona
jest o okoto 30% aktywno$¢ peroksydazy glutationowej, natomiast aktywnos$¢ katalazy
jest podobna do aktywnosci tego enzymu w komérkach prawidtowych.

1. WSTEP

Fibroblasty, podobnie jak inne komorki, zawierajg enzymy antyok-
sydacyjne, ktore znosza skutki biologicznej redukcji tlenu. Aktywnos$é tych
enzymoOw uwarunkowana jest szeregiem roéznorodnych czynnikéw, miedzy
innymi zalezy od typu tkanki, przynaleznosci gatunkowej, wieku organizmu
i warunkdw $rodowiskowych [18]. Podstawowymi enzymami uczestniczacymi
w procesach ochrony komorki przed szkodliwym wpltywem wolnych rodnikéw
sg dysmutazy ponadtlenkowe, ktore w polgczeniu z katalazg i peroksydazami
tworzg kompleks enzymdw antyoksydacyjnych, zabezpieczajacych komorki
Przed toksycznym dziataniem tlenu.

Dysmutazy ponadtlenkowe sg unikalnymi metaloproteinami zdolnymi do
przeprowadzenia anionorodnika ponadtlenkowego w nadtlenek wodoru we
wszystkich znanych komdrkach organizméw aerobowych. Jednakze funk-
cjonalne znaczenie anionorodnika ponadtlenkowego jako wspotdziatajgcego
czynnika w niektorych reakcjach biochemicznych nie jest pewne, a jego
specyficzna toksycznos$é w przeciwienstwie do H2 2i innych zredukowanych
form tlenu dyskusyjna [8], Sadzi sie jednak [4, 11], ze produkcja OJ in vivo,
cho¢ rzadka, ma duze znaczenie funkcjonalne w monocytach, neu-



trofilach, eozynofilach i w wielu typach makrofagéw, bedac podstawg mecha-
nizmu ich dziatania w organizmach. Postulowany bezpos$redni udziat tego
rodnika [7, 2], generowanego podczas napromieniowania komorek, czy w re-
akcjach chemicznych towarzyszacych procesom indukcji uszkodzen, nalezy
uzna¢ za watpliwy. Bardziej prawdopodobnym jest, ze dziata on posrednio,
gtéwnie poprzez tworzenie w reakcji dysmutacji nadtlenku wodoru i nastepnie
reakcja tego zwigzku z metalami przejsciowymi z wytworzeniem rodnika
hydroksylowego [10, 11]. Duze biologiczne znaczenie moga mie¢ réwniez
produkty reakcji peroksydacji zwigzkow organicznych wystepujacych w ko-
morce lub w ptynach biologicznych. Sugerowano, ze SOD moze by¢ natural-
nym zwigzkiem, ktérego poziom okre$la wrazliwos¢ komérek na promienio-
wanie, lub zwigzki chemiczne o wolnorodnikowym mechanizmie dziatania,
kiedy generowany jest anionorodnik ponadtlenkowy, niezaleznie od sposobu
przemian, czy roli, jakg moze on petni¢ w komérce. Z tych powodow istnieje
potrzeba ustalenia roli dysmutazy ponadtlenkowej w procesach detoksykacji
nadtlenkow, a poniewaz nie odkryto jeszcze w komdrkach eukariotycznych
genetycznego braku dysmutazy, komorki od pacjentow z zespotem Downa
posiadajace potrojny lokus dla dysmutazy ponadtlenkowej stanowig doskona-
ty model do badan wystepowania dysmutazy i jej udziatu w metabolizmie
tlenowym. Wydaje sie, ze dla prawidtowego przebiegu proceséw ochronnych
przeciwko stresowi oksydacyjnemu w komorkach jest istotny wilasciwy po-
ziom aktywnosci wszystkich wewnatrzkomorkowych enzyméw antyoksydacyj-
nych. Z tych wzgledow okreslenie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa i katalaza
ma istotne znaczenie dla prawidtowej charakterystyki materiatu badawczego
w pracach nad metabolizmem tlenowym komorek.

W niniejszej pracy do badan wykorzystywano fibroblasty ludzkie uzyskane
w jednowarstwowej hodowli in vitro. Komorki hodowane poza organizmem
stanowig dogodny materiat do badan, z powodu ograniczonego wplywu
czynnikéw majgcych znaczenie in vivo, a takze dzieki ujednoliceniu warunkow
Srodowiska i wyeliminowanie proceséw og6lnoustrojowych.

2. MATERIAL | METODY

2.1. Materiat

Materiatem uzywanym do badan byly fibroblasty cztowieka uzyskane
z jednowarstwowej hodowli in vitro. Komorki otrzymywano z hodowli
pierwotnych zatozonych w Instytucie Genetyki Medycznej AMN Rosji
w Moskwie, Centrum Mrowia Dziecka w Warszawie i Katedrze Termobiologii



Uniwersytetu tédzkiego w todzi. Po przepasazowaniu fibroblastow uzyskano
linie komorkowe, ktore przechowywano w stanie zamrozonym w temperaturze
-196°C, w roztworze surowicy cielecej z dodatkiem 4% DMSO. Komorki
zamrazano obnizajgc temperature o 1°C na minute do temperatury -50°C
i ostatecznie umieszczajgc komarki w parach ciektego azotu. Komérki przecho-
wywano w Banku Komérek przy Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie.

Do badan wykorzystywano fibroblasty nalezacy do 8 linii komérkowych
pochodzacych od zdrowych oséb i od dawcoéw z zespotem Downa, trisomicz-
nych dla chromosomu nr 21. Kariotypy komérek okreslano na podstawie
listbw przewozowych, charakterystyk komoérek w bankach komérek i tkanek
lub oznaczeA wykonanych w Zaktadzie Genetyki Medycznej AM w todzi.

Charakterystyke komorek przedstawiono w tab. 1, w ktérej podano
rowniez Zzrodto pochodzenia tych komorek.

Tabela 1

Linie fibroblastéw ludzkich

Pochodzenie

Linia komoérkowa Komorki Wiek dawcy Kariotyp Komé6rek

Komorki kontrolne

B-2 skory 7 miesiecy 46,XY IGM
S-126 skory 26 lat 46, XY CzD
WA-1 skory 16 lat 46,XX KT
Komoérki trisomiczne

zesp6t Downa - DS

B-l skory 10 miesiecy 47, XX+ 21 IGM
T-74 ptodu 47 XX ,+ 21 CzZD
T-107 ptodu 47 XX, + 21 CzD
T-155 ptodu 47, XX, + 21 CzZD
S-158 skory 18 lat 47 XY, + 21 CzZD

IMG - Instytut Genetyki Medycznej, Akademia Medycznych Nauk Rosji, Moskwa.
CzZD - Centrum Zdrowia Dziecka, Warszawa.
KT - Katedra Termobiologii, Uniwersytet +6dzki, £6dz.

2.2. Metody

2.2.1. Hodowla komorek

Hodowle fibroblastow prowadzono klasyczng technikg jednowarstwowych
kultur komorek diploidalnych do osiggniecia poznej fazy logarytmicznej
w polistyrenowych naczyniach firmy Nunk, Dania. Komaérki poszczeg6lnych



linii po wyjeciu z par cieklego azotu szybko rozmrazano i umieszczano
w medium wzrostowym Eagle’a wzbogaconym 10% surowicg cieleca, 10%
hydrolizatem laktoalbuminy i dodatkiem gentamycyny w stezeniu 8 //g/cm3
pozywki. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C, stezeniu C02- 5%
i wilgotnoSci wzglednej - 100%, w inkubatorze Heraeus, Niemcy. Co 24 h
dokonywano obserwacji mikroskopowych naczyn w celu kontroli wzrostu
komorek.

Fibroblasty pobierano po dwukrotnym przemyciu kultur roztworem 0,9%
NaCl i trypsynizacji roztworem 0,5% trypsyny w soli fizjologicznej. Uwolnione
komérki zawieszano w roztworze medium wzrostowego lub roztworze PBS
w zaleznosci od poOZniejszego przeznaczenia, liczono w komorze Thoma
i przygotowywano zawiesiny komorek wykorzystywane w dalszych pracach.

2.2.2. Oznaczenia enzymatyczne

2.2.2.1. Przygotowanie homogenatu komdrkowego

Fibroblasty do oznaczern aktywno$ci enzymatycznych pobierano po
dwukrotnym przemyciu kultur roztworem 0,9% NaCl i trypsynizacji roz-
tworem 0,5% trypsyny w roztworze fizjologicznym. Uwolnione komorki
zawieszano w roztworze medium wzrostowego, odwirowywano i przemywano
trzykrotnie roztworem 0,9% NaCl kazdorazowo odwirowujagc komorki przy
600 x g. Z osadu komorek przygotowywano zawiesiny fibroblastéow w 5 x 10~2
mol/dm-3 buforze fosforanowym o pH 7,0 o gestosci 107 komorek/cm3
ktore zamrazano. Komorki lizowano, trzykrotnie zamrazajac i rozmrazajac
zawiesing, ktdrg nastepnie homogenizowano w homogenizatorze Pottera.
Preparat wirowano przy 2000 x g przez 30 min., a nastepnie przy 110 000 x g
przez 60 min. w celu usuniecia pozostatosci bton plazmatycznych, ktore
moga wykazywaé aktywno$¢ dysmutazowg. Otrzymany cytosol uzywano
bezposrednio do oznaczeh enzymatycznych.

2.2.2.2. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
(EC.I1.15.1.1., oksydoreduktaza OJ: QJ)

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oznaczano metodg opisang
przez Fridovicha i wsp. [6], w ktorej anion ponadtlenkowy jest generowany
w ukfadzie ,ksantyna-oksydaza ksantynowa”. Detektorem OJ jest NBT.
Zasada metody oparta jest na dwdch reakcjach. W pierwszej w wyniku
dziatania oksydazy ksantynowej na ksantyne generowany jest rodnik ponad-



tlenkowy, NBT reagujac z rodnikiem ponadtlcnkowym przechodzi w niebiesko-
-granatowy barwnik formazanu, ktérego przyrost jest rejestrowany spek-
trofotometrycznie przy dtugosci fali 540 nm. Dysmutaza ponadtlenkowa
wspétzawodniczy z NBT o rodnik ponadtlenkowy i w ten sposéb zahamowuje
szybkos$¢ zaniku NBT. Ilo$¢ oksydazy ksantynowej dobierano w ten sposob,
zeby w nieobecnosci SOD zmiana absorbancji wynosita 0,020 jednostek/minute.
Jednostke aktywnosci SOD zdefiniowano jako ilos¢ enzymu, ktéra o 50%
obniza szybko$¢ reakcji przejscia NBT w formazon.

2.2.2.3. Oznaczanie aktywnosci katalazy
(EC.1.11.1.6, oksydoreduktaza HD 2: HAD 2

Aktywnos¢ katalazy okreslano spektrofotometrycznie przez $ledzenie
rozpadu H2 2 przy diugosci fali 240 nm przez 2 minuty wedlug metody
podanej przez Aebiego [1], Cystol do oznaczen przygotowywano wedtug
metody opisanej w rozdziale 2.2.2.1, dodajagc dodatkowo do buforu fos-
foranowego o pH 7,0 roztwor Tritonu X-100 do stezenia 0,1%.

2.2.2.4. Oznaczanie aktywnosci peroksydazy glutationowej
(EC.1.11.1.9, oksydoreduktaza GSH : HjO,)

Aktywnos$¢ enzymu oznaczano metodg Hopkinsa [13], ktora polega na
pomiarze utleniania NADPH sprzegnietego z redukcja GSSH przez reduktaze
glutationowa. Zmiany stezenia NADPH mierzono przy 340 nm przez 5 minut.
Aktywnos$¢ enzymu wyrazano w ¢¢molach utlenionego NADPH2na mg biatka.

2.2.2.5. Oznaczanie biatka catkowitego

Biatko w homogenatach oznaczano metodg Lowry’ego i wsp. [16], jako
wzorca uzywano frakcji V albuminy wotowej. Wszystkie aktywnosci en-
zymatyczne przeliczano na miligram biatka.

3. WYNIKI

Dla okreslenia roli enzyméw antyoksydacyjnych, gtéwnie dysmutazy
ponadtlenkowej, w ochronie komdrek przed wolnorodnikowymi produktami



dziatania promieniowania czy zwigzkéw chemicznych okre$lano zdolno$é
fibroblastéw do enzymatycznego zmiatania rodnika ponadtlenkowego przez
dysmutaze ponadtlenkowg oraz rozktadu H 2 przez katalaze i peroksydaze
glutationowa.

W cytosolu prawidtowych i trisomicznych fibroblastow skéry i tkanki
ptodu okreslano sumaryczng aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy
i peroksydazy glutationowej. Tabela 2 przedstawia wyniki pomiarow ak-
tywnosci dysmutaz w trzech liniach komdrek prawidtowych i pieciu liniach
komorek trisomicznych.

Tabela 2

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w fibroblastach ludzkich [U/mg biatka]

Komaérki prawidtowe Komaérki trisomiczne

X s n X S n
B-2 2,6 0,4 15 B-l 4,2 0,3 15
S-126 2,8 0,3 6 T-74 35 0,5 10
WA-1 28 0,3 4 T-107 4,0 0,3 12
T-155 43 0,5 3
T-158 42 0,3 3
X+ SD 2,7 0,2 25 4,0 0,3 43

test Studenta a < 0,05

W komorkach trisomicznych stwierdzono wyzsze o okoto 48% aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej w porownaniu z komorkami prawidtlowymi.
Wykazane rdznice byly istotne statystycznie przy poziomie istotnosci a < 0,05.
W tab. 3 przedstawiono oznaczenia aktywnosci katalazy w porownywanych
komérkach. Wobec trudnosci w prawidtowym okre$leniu stezenia nadtlenku
wodoru, aktywnosci katalazy przedstawiono jako state szybkosci reakcji
w przeliczeniu na miligram biatka zawartego w cytosolu. Stwierdzono, ze
w poréwnywanych komdrkach aktywnosci katalazy sg zblizone, a wystepujace
niewielkie réznice nie sg istotne statystycznie.

Przebadano, czy aktywnos$ci w cystolu peroksydazy glutationu zaleznej
od selenu nie réznig sie w poréwnywanych komadrkach. Wyniki przedstawiono
w tab. 4.

Na podstawie poréwnania wynikoOw oznaczen zamieszczonych w tab. 4
stwierdzono, ze aktywnos$¢ peroksydazy glutationu jest w trisonomicznych
komoérkach o okoto 35% wyzsza niz w komorkach o prawidtowym kariotypie.
Stwierdzone rdznice byly istotne statystycznie.



Tabela 3

Aktywnos$¢ katalazy w fibroblastach ludzkich [k (I/s)/mg biatka]

Komérki prawidtowe Komaérki trisomiczne

X s n X S n
B-2 0,043 0,002 15 B-I 0,047 0,002 15
S-126 0,050 0,005 6 T-74 0,036 0,006 10
WA-I 0,048 0,004 3 T-107 0,041 0,002 12
T-155 0,043 0,005 3
T-158 0,045 0,004 3
x * SD 0,047 0,004 24 0,043 0,004 43

test Studenta n.s.

n.s. - roznice nieistotne statystycznie przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Tabela 4
Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej w fibroblastach ludzkich
[nmol NADP/min x mg biatka]
Komérki prawidtowe Komérki trisomiczne
X S n X s n
B-2 13,6 0,6 4 B-I 18,5 1,2 15
S-126 14,0 0,3 4  T-74 17,8 08 10
WA-I 12,8 0,4 3 T-107 18,4 2,0 12
T-155 19,0 15 3
T-158 17,9 2,3 3
x+*SD 135 0,4 U 18,3 1,7 43
test Studenta a < 0,05
4. DYSKUSJA

Z uzyskanych danych wynika, ze aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej
byta o okoto 50% wyzsza w trisomicznych fibroblastach niz w komdrkach
o prawidtowym Kkariotypie. Uzyskane w tej pracy wyniki sg zgodne z wynikami
otrzymanymi wczesniej [25] (a takze szereg innych autoréw dla roznych
typow komorek [8, 14, 15, 18, 20, 24]) i potwierdzajg fakt znaczenia efektu
dawki genu dla dysmutazy ponadtlenkowej SOD-1, genu zlokalizowanego
w tzw. rejonie zespotu Downa w chromosomie nr 21. Podobny mechanizm
dziatania genow zwigzanych z ,nadprodukcjg CuzZnSOD”, pomocny w zro-
zumieniu etiologii zespotu Downa, zaobserwowano na zwierzecych modelach



zespotu Downa, szczegdlnie u myszy, w ktérych genomie w chromosomie
nr 16 wystepuje gen warunkujgcy powstawanie Cu/Zn SOD. Gen ten
zlokalizowany jest w regionie (MMU-16) i jest on podobny strukturalnie
do ,regionu zespotu Downa” w ludzkim chromosomie nr 21 [23]. Identyczny
efekt dawki dla tego genu obserwowano w wielu réznych komorkach
i typach tkanek, co umozliwia badanie antyoksydacyjnej roli dysmutazy
ponadtlenkowej w ochronie przed uszkodzeniami wywotanymi przez wolne
rodniki tlenowe i inne aktywne formy tlenu. Rdéwniez u transgenicznych
myszy z ludzkim genem dla Cu/Zn dysmutazy ponadtlenkowej (hSOD) [23],
po weczesniejszym jego sklonowaniu i wprowadzeniu do mysich komoérek
metodg transfekcji, obserwowano podobne efekty dziatania genu dla SOD-1.
[5, 12, 22],

Poréwnujac aktywnos$¢ katalazy, ktorej lokus zlokalizowane jest w chromo-
somie nr 11, nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w aktywnos$ciach
tego enzymu miedzy poréwnywanymi fibroblastami. Podobne rezultaty
otrzymano podczas badan nad aktywnoscig katalazy w réznych trisomicznych
komdrek. Nie obserwowano roznic w aktywnosci katalazy w erytrocytach
[9, 18, 20], fibroblastach [17, 21], leukocytach [17]. Szereg autoréw sugeruje,
ze zwiekszona aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej powoduje wzrost
stezenia HD 2 w komorce, a tym samym wzmaga peroksydacje zwigzkéw
organicznych, gtéwnie lipidow [3, 18]. Proces ten powinien wywota¢ efekt
adaptacyjny w komorce i wzrost poziomu enzymow uczestniczagcych w roz-
ktadzie nadtlenku wodoru. Efektu tego nie obserwuje sie dla katalazy
w trisomicznych komérkach, w ktérych stwierdza sie wzrost aktywnosci
SOD-1 [3, 5, 12].

W przeciwienstwie do katalazy, w niniejszej pracy obserwowano znaczg-
cy wzrost aktywnosci peroksydazy glutationowej w pieciu liniach trisomicz-
nych fibroblastéw komorkowych w poréwnaniu z fibroblastami od o0séb
o prawidtowym Kkariotypie. Wzrost aktywnosci peroksydazy glutationowej
enzymu, ktéry nie jest kodowany na chromosomie nr 21, byt stwierdzony
takze wczesniej przez innych badaczy: w erytrocytach [15, 18, 20, 25],
komdrkach limfoidalnych [8] i fibroblastach skéry [17]. Natomiast nie
obserwowano wzrostu aktywnosci tego enzymu w plodowej tkance ttusz-
czowej moézgu [3], Indukcja peroksydazy glutationowej w komaérkach triso-
micznych dla chromosomu nr 21, ktérej lokus jest zlokalizowany w chro-
mosomie nr 6, nie wynika z efektu dawki genu, lecz prawdopodobnie
zwigzana jest z efektem adaptacyjnym wynikajgcym ze wzrostu stresu
oksydacyjnego w organizmach z zespotem Downa [11, 18]. Na podstawie
przedstawionych obserwacji nasuwa si¢ pewna interpretacja zwigzana z po-
ziomem wymienionych trzech enzymow antyoksydacyjnych w komorkach
od oséb z zespotem Downa. Z jednej strony wystepuje w nich zwiekszony



poziom dysmutazy ponadtlenkowej wykazujacej efekt ochronny poprzez
zmiatanie rodnikéw tlenowych w komdrce. Z drugiej strony za$ dziatanie
tego enzymu poprzez wytwarzanie duzych ilosci nadtlenku wodoru powo-
duje wzrost reakcji utleniania, wzrost stresu tlenowego w tych komdrkach.
Sadzi¢ nalezy wiec, ze poziom wywotanych stresem tlenowym uszkodzen
w komorkach od oséb z zespotem Downa zalezy od wzajemnego stosunku
tych enzymow.

Parametrem, ktéry mogtby charakteryzowa¢ komérki pod wzgledem ich
opornosci na stres tlenowy, moze by¢ stosunek aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej do aktywnosci katalazy i peroksydazy glutationowej
[SOD/KAT + GSH-Px]. Wzrost wartosci tego stosunku w komérkach
trisomicznych dla chromosomu 21 od oséb z zespotem Downa w poréwnaniu
do jego wartosci w komdrkach prawidtowych, moze swiadczy¢ o obnizeniu
ochronnych antyoksydacyjnych wiasciwosci komplekséw enzymatycznych
w tych komodrkach i potencjalnie podwyzszonym poziomie molekularnych
uszkodzern indukowanych wolnymi rodnikami tlenowymi. Parametr ten
moze mie¢ charakter uniwersalny i stuzy¢ do oceny potencjatu antyok-
sydacyjnego komorek lub organizmoéw.
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Blazej Roézga

ACTIVITY OF SUPEROXIDE DISMUTASE,
CATALASE AND GLUTATHIONE PEROXIDASE
IN HUMAN TRISOMIC FIBROBLASTS FROM IN VITRO CULTURE

The activities of intercellular antioxidative enzymes: Superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase were estimated in control and trisomic human fibroblasts in culture.
It was found that in trisomic cells the activity of SOD is approximately 50% higher than in
control cells. The activity of glutathione peroxidase is increased by 30% in trisomic fibroblasts,
whereas catalase activity is similar in both types of cells.



