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PORÓWNANIE DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ 
Z WĄTROBY DORSZA Z. WIEPRZA

Opisano warunki izolowania nie zbadanej do te j pory dysnutaty * 
wątroby dorsza (Gadus aorhua L .) . Określono je j »kład chemiczny i 
podano właściwości fizykochemiczne. Zbadano wpływ dietyloditiokarba- 
minianu (DDC), cyjanku i podwyższonej temperatury na aktywność i 
w la śc* '«c i spektralne dysmutasy dorsza. Przeprowadzono analiz« po- 
równ<>w~M wyników otrzymanych dla dysmutazy dorsza * rezultatami a- 
nalogicznych badań własnych nad dysnutae« wątroby wieprza. Stwierdzo-
no, iż  zasadnicze różnice dotycz« zmian aktywności pod wpływem tem-
peratury.

W sz ys tk ie  p rz eba dan e do t e j  po ry  kom órki m e ta b o liz u ją c e  t l e n  
z a w ie ra ją  enzymy, k tó r e  k a t a l i z u j ą  r e a k c ją  d y s m u ta c j i:

Enzymy k a t a l i z u j ą c e  t ę  r e a k c ję  s ą  m e ta lo p ro te in a m i i  nazwano 
j e  dysm utazami ponadtlenkow ym i (SOD). S ys te m a tycz na nazwa -  o ksy - 
d o re d u k ta z a  p o n ad tle n e k  ; p o n a d tle n e k  (EC 1 .1 5 .1 .1 ) .
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A nłono rodn ik  ponadtlenkow y 0^ j e s t  produktem  końcowym lub  po-
ś re dn im  w ie lu  r e a k c j i  enzym atycznych i  procestiw  a u to o k s y d a c ji  
w ie lu  grup związków o rg a n ic z n y c h . P ow sta jąc y  w w yniku d y s m u ta c j i , 
n a d tle n e k  w odoru o zn a c zn ie  s ł a b s z e j  re ak tyw no śc i n iż  a n io no ro d - 
n ik  ponadtlenkow y j e s t  n a s t ę p n ie  rozk ład an y  na  Oj i  HjO p rz e z  
k a ta la z y  i  p e rok sy da z y , c h ro n ią c  w te n  sposób komórkę p rz e d  j e -
go a kum ula cją .

D ysmutaza ponad tlenkow a j e s t  enzymem rozpow szechnionym  s z e ro -
ko w p rz y r o d z ie .  W ystępu je  w ¿ w ie cie  ro ś lin n y m , zw ierzęcym  o ra z  
w m ik roo rgan izm ach . Po ra z  p ie rw szy  o p i s a l i  j ą  M o C o r d  i  
F r i d o y i c h  [ 9 ,  1 6 ]. Od t e j  po ry  enzym te n  b y ł  b ard zo  i n -
ten syw n ie  badany pod względem w ystę pow an ia , budowy ch e m ic z ne j , 
s t r u k t u r y ,  ró ż n o rod n o śc i 1 sw oich ochronnych fu n k c ji  [6 , 8 ] .

Dysmutazy ponadtlenkow e można p o d z ie l i ć  na  3 grupy ze  w z g lę-
du na  obecność  w ic h  c z ą s te c z k a c h  różnych  jonów m e ta l i ł  Cu, 
Zn-SOD, Mn-SOD i  Fe-SOD. B adacze głów nie  podejm u ją  b a d a n ia  nad 
dysm utazam i m iedziow o-cynkow ym i, pochodzącym i z różno rodnych  
tka ne k  ssaków , gdyż t e n  ty p  enzymu odgryw a n a j i s t o t n i e j s z ą  r o l ę  
w p rze m ia nach  m e ta bo licz ny ch  t le n u .

O s ta tn io  p o d ję to  rów n ież  b a d a n ia  nad dysm utazam i innych  k r ę -
gowców między innym i ry b .

Ryby, ze  w zględu  na  in n e  n i ż  s s a k i  w arunki ż y c ia  (ś rodow isko  
wodne uboższe  w t l e n  w porów nan iu  z pow ie trz em , n i ż s z a  te m pera-
t u r a ) ,  s ą  in te re s u ją c y m  ob iek tem  p rz y  ba d an ia ch  enzymów zw iąza-
nych z m etabolizm em  t l e n u .  Badano" dysm utazę z e ry tro c y tó w  k ilk u  
gatunków  ry b ;  k a r p ,  sz c zu p ak , l i n  [ l 5 ,  22 ] ,  z w ątroby  ryby 
miecz [ l ]  i  izoenzym y dysm utazy sz cz up ak a [1 2 ] .

N in i e js z a  p ra c a  p rz e d s ta w ia  sposób  w y izo low an ia  dysm utazy z 
w ątroby  d o rs z a  i  j e j  c h a ra k te r y s ty k ę  o ra z  w yn ik i badań wpływu 
DDC, CN~ i  te m p e ra tu ry  na  aktyw ność  enzymu i  w ła śc iw o śc i  spe k -
t r a l n e .  Dane t e  s ą  z e s taw io ne  z iden tyc znym i oznac zen ia m i d l a  
dysm utazy w ątroby  w ie p rz a .

MATERIAŁ I METODY

P re p a ra ty k a  1 o c z y sz c z a n ie  dysm utazy ponad tlenkow e j 
z w ą tro by  d o rs z a

Do p r e p a ra ty k i  używano w ą tro bę d o rs z a  po uprzednim  za m rożen iu . 
Dysmutazę izo low ano  zmodyfikowaną m etodą F r  i  e  d a  i  Wsp«



[10] p o le g a ją c ą  n a  w y trą c e n iu  b i a ł e k  w n isk im  pH i  fr ak cjonu jąc ym  
w y sa la n iu  s iarc z a n e m  amonu. N a s tę p n ie  c z ę ś ć  b i a ł e k  ba las tow yc h  u- 
suwano pop rzez  d z i a ła n i e  podw yższonej te m p e ra tu ry  (50°C ) i  e k s -
t r a k c j ę  chlo ro fo rm em . Otrzymany p re p a ra t  po z a g ę s z c z e n iu  p rz y  
pomocy a ę u a c i tu  b y ł  poddawany o c z y sz c z a n iu  w łasną  tc c h n ik ą  na 
d rodze  c h ro m a to g ra f i i  jonow ym iennej na  DE-32 c e lu lo z i e  [3 ] i  
p rz e z  s ą c z e n ie  m o leku larne  na E io -g e lu  P -6 0 .

Dysmutazę w ieprzow ą p reparow ano m etodą w c z e ś n ie j o p isa n ą  
p rz e z  autorów  [3 ] .

P re p a ra t  przechow ywano zamrożony w roz tw o rze  buforowym lub  w 
s t a n i e  z l io fi l iz o w a n y m  w te m p e ra tu rz e  -2 0 °c .

O znaczan ie  ak tyw ności dysm utazy po nad tlenk ow e j

Aktywność dysm utazy po nad tlen kow e j o k re ś la n o  metodą p o ś re d n ią  
M i s r y  i  F r i d o v i c h a  [18] o p a r tą  na i n h i b i c j i
a u to o k s y d a c ji  a d re n a lin y  do adrenochrom u w ś rodow isku  zasadowym.

-4  -4M iesza n ina  re a k c y jn a  z a w ie ra ła  1 x 10 _M EDTA i  3 x 10 M a -
d re n a lin y  w b u fo rz e  węglanowym o pH 10,2.  Pom iary wykonywano na 
s p e k tro fo to m e trz e  "Speco rd" p rz y  480 nm w te m p e ra tu rz e  25°C , wy-
k o rz y s tu j ą c  z a k re s  t r a n s m is j i  80-100%, a n a s t ę p n ie  p rz e l ic z a n o  
tr a n s m is ję  na  a b s o r b a n c j ę . Aktywność dysm utazy o k re ś la n o  w od-
powiednim p r z e d z ia le  czasowym na po ds ta w ie  zmian a b s o rb a n c j i  w 
p ró b ie  z a w ie ra ją c e j  enzym, odnoszonych do a n a lo g ic z n y c h  czasowo 
zmian p o c h ła n ia n ia  a d re n a lin y  ( k o n t r o l i ) , k tó r e  w inny w ynos ić  
0 ,025  je d n o s tk i  a b s o r b a n c ji  w tym p r z e d z ia l e  c z a su .

A n a liz a  p re p a ra tó w  dysm utazy d o rs z a  
p rzy  pomocy metod e le k t ro fo r e ty c z n y c h

W c e lu  z b a d a n ia  s to p n ia  je d n o ro d n o śc i  otrzym anych p re p a ra tó w  
b i a łk a  enzym atycznego o ra z  o k re ś le n i a  masy c z ą s te c zk o w ej p o d je d -  
n o s te k  SOD zasto sow ano  te c h n ik i  e l e k t r o f o r e ty c z n e .

Podstawową e l e k t r o fo re z ę  przep row adzono  w 7,5% ż e lu  p o l i a -  
kryloamidow ym. R o zdz ia ł prowadzono p rz y  n a tę ż e n iu  3 ,5  mA na ko-
lum ienkę ż e lu  w c ią g u  2 ,5  h w b u fo rz e  weronalow ym o pH 8 ,6 . 
F ra k c je  b ia łkow e  w ybarw iano p rz y  uż y c iu  Coomassie B lue .

Aktywność enzym atyczną dysm utazy w ż e lu  poliak ryloam idow ym  
lo ka liz o w a no  w o p a r c iu  o metodę B e a u c h a m p a  i  F r i -  
d o v i  c  h a [7] ,



F ra k c je  b ia łkow e z a w ie ra ją c e  miedź id e n ty fiko w a n o  wg metody 
G o u l d  i  K a r o l u s  [ l l ] .

O znaczanie  masy c z ąs te cz ko w e j p o d je d n o s te k  dysm utazy p rz e p ro -
wadzano te c h n ik ą  e l e k t r o f o r e z y  w ż e lu  poliakx'yloamidowym z s i a r -
czanem d odec y lu  sodu zgodn ie  z metodą W e b e r a  i  O s -  
b o r  n [23] .

Wpływ czynników f i  zyko -chemicznych 
na aktyw ność i  w ła ś c iw ości s p e k t ra ln e  dysmu ta z y

P rób k i dysmutazy inkubow aro w z a k re s i e  te m p e ra tu r  30-90°C 
w o d s tę p a c h  co 10°C p rz y  pH 7 ,8  w c ią g u  90 min i  o k re ś la n o  ic h  
ak tyw ność względem k o n t r o l i  (enzymu n ie inkub ow ane go ).

O kre ś lan o  wpływ 0 ,5  mM, 1 mM i  5 mM KCN) o ra z  0 ,25 mM, 1,5 
mM i  3 mM DDC na aktyw ność dysm u tazy .

Badano zmiany widma dysm utazy (w z a k r e s i e  350-650 nm) w obe c-
n o ś c i  1 ,0  mM d ie ty lo d it io k a r b a m in ia n u .

Badano wpływ te m p e ra tu ry  ( 2 0 ° ,  3 0 ° ,40°C) i  pH ( 9 , 2 ;  7 , Oj 
6 , 0 ;  5 , 4 )  na  szyb kość  r e a k c j i  DDC z dysm utazą . Pomiarów a b s o r -  
b a n c ji  dokonywano na  s p e k tro fo to m e trz e  UV VIS p rzy  450 na  w z a-
k r e s ie  1-5 min.

O znaczan ie  m ie dzi w dysm u tazie  d o rsz a

Miedź w p róbkach dysm utazy (po  w y c z e rpu ją c e j d i a l i z i e  p r e -  
atów wobec wody podw ójnie  d e s ty lo w a n e j)  oznaczano p rz y  pomo-

cy s p e k tro fo to m e tru  a b s o r p c j i  atomowej AAS-1 firm y  K a r l-Z e is s  
na .

B ia łk o  oznaczano  metodą L ow ry 'ego .

A n a liza  s k ła d u  aminokwasowego dysm utazy z w ątroby  d o rs z a

O znaczen ia  s k ła d u  aminokwasowego badanych p róbek  dysm utazy 
wykonywano w autom atycznym  a n a l i z a to r z e  aminokwastW f i rn y  J e o l  
ty p  JLC-GAH. P rób k i  dysm utazy poddawano h y d r o l i z i e  za pomocą 6N 
HC1 w c ią g u  24 h w te m p e ra tu rz e  110°C w z a to p ion y c h  am pułkach.



WNIKI

P rz y k ła d  o c z y s z c z a n ia  p re p a ra tó w  dysm utazy w toku  p re p a ra ty -
k i  o ra z  aktyw ność  końcową enzymów z w ątroby  d o rs z a  i  w ie p rz a  
p rz e ds ta w ion o  w t a b .  1 1 2 .  Aktywność dysm utazy oznaczano meto-
dą M i a r y  i  P r i d o v i c h a  [1 8 ] . Aktywność w ła śc i-
wa SOD * w ą troby  d o rs z a  w y n o s iła  8000 U/mg, a z w ątroby  w iep rzo -
wej ’5500 U/mg. ę

T a b e l a  1

Przykładowe wyniki przebiegu oczyszczania dysmutazy 
z wątroby dorsza

An example of dismutase pu rifica tion  progress in the 
course of i t s  iso la tion  from cod liv er

Btapy izolowania Białko
mg/ml

Aktywność
U/ml

Aktywnośd 
właściwa 

u/mg

Preparat wysolony HĤ  SÔ  
i  rozpuszczony w 0,1 M 
buforze fosforanowym 1,956 3 772 1 928

Preparat' pozbawiony balastu 
wytrącanego przez ogrze-
wanie w 55°C 1,710 3 400 1 988

Surowy enzym uzyskany metodą
Frieda 1,159 3 792 3 272

Enzym oczyszczony na DE-32
celulozie 0,810 6 786 8 378

Na po d s taw ie  uzyskanych wyników z a n a l iz  e le k tr o fo re ty c z n y c h  
można s tw ie r d z i ć ,  że otrzym ane p re p a ra ty  dysm utazy z w ątroby  
w ieprzowej [3 ]  i  d o rs z a  b y ły  e l e k t r o f o r e ty c z n ie  jed no ro dn e i  
ykazyw ały aktyw ność dysm utazow ą, k tó r a  z a n ik a ł a  po in k u b a c j i  
s i u  w ro z tw orz e  c y ja nku  ( r y s ,  l ) .



T a b e l a  2

Przykładowe wyniki przebiegu oczyszczania dysmutazy 
z wątroby wieprzowej

An example of dismutase pu rifica tion  progress in the course 
of i t s  iso la tio n  from porcine live r

Etapy izolowania Białko 
mg/ml

Aktywność 
U/ml

Aktywność
właściwa

U/mg

Preparat wysolony NĤ  
i  rozpuszczony w 0,1 M 
buforze fosforanowym 2,750 3 256 1 184

Preparat pozbawiony balastu 
wytrącanego przez ogrze-
wanie w 68°C 2,620 3 662 ł 397

Surowy enzym uzyskany metodą 
Frieda

J ■

1,620 3 642 2 248

Enzym oczyszczony na DE-32 
celulozie 0,625 3 524 5 622
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Rys. 1
Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym (schemat) : A
-  preparat dysmutazy z wątroby dorsza ze zlokalizowa-
ną s tre fą  aktywności dysmut azowej metod« Beauchampa i  
Fridovicha, B -  że l po wybarvienlu na białko przy po-
mocy Cootnasie Blue, C -  żel wybarwiony metodą Beau-

champ a i  Fridovicha po inkubacji e 5 nM KCN
The o rig inal p ic tu re of polyacrylamide gel e lec tro-
phoresis: A -  dismutase frbm cod l iv e r,  the gel s t a i-
ned fo r dismutase a c tiv ity  by Beauchamp and Fridovich 
method, B -  the gel stained fo r p ro tein , C -  the gel 
stained by Beauchamp and Fridovich method a f te r incu-

bation with 5 mM KCN



Inaktywacja cieplna dysmutazy ponadtlenkowej z wątroby do rsz a-------i wieprzo-
wej ----- -- w 0,05 M buforze fosforanowym pH 7,8

Changes of superoxide disnutase ac tiv i ty  fro« cod ------- , porcine liv e r --------
induced by increase of tenperature at pH 7.8

KOn t o o l a

6  mM

I n h ib ic ja  dysm utazy dorsza --------  i  w iep rza --------- przez różne s t ę ż e n ia  DDC.
Aktywność enzymu o k r e śla n o  po in k u b a c ji z DDC w tem peraturze 37°C i  b u fo rze

fosforanowym o pH 7 ,4

36 45 
T(n*n)

I n h ib ito r y  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  DDC c o n c e n tr a tio n s on c o d --------  and po rcin e
SO D --------- . A c t iv i t y  o f  enzyme was e st im a te d  a f t e r  in cu b a tio n  w ith  DDC a t  37°C

in  nhiianhot* h u ffe r  a t nil 7 .4



Na e le k tro fe ro g ra m a c h  wykazano m ie dziop ro te in ow y  c h a ra k te r  
f r a k c j i  b ia łk o w e j dysm utazy (dane n i e  z a m ie s z cz on e ).

W w yniku a n a liz y  e l e k t r o f o r e ty c z n e j  z SDS . s tw ie rd z o n o  f ra k -
c je  b ia łkow e o m asie c z ąs tec z k ow e j 14 700 -  d l a  p re p a ra tu  z d o r -
s z a  i  16 000 -  z w ie p rz a , w y s tęp u ją c e  po d z i a ł a n iu  na  enzym 
SDS, 8 -m srk a p to e tan o lem  i  podw yższonej te m p e ra tu ry , id e n ty f ik o w a -
ne ja k o  p o d je d n o s tk i  dysmutaz ponadtlenkow yc h.

W yniki in a k ty w a c ji  c i e p ln e j  dysm utazy z w ątroby  w ieprzow ej i  
d o rsz a  w róż nych  o ds tęp a c h  c z a su  p rz e d s ta w ia  ry s .  2 . Dysmutaza 
d o rsz a  j e s t  b a r d z i e j  w ra ż liw a  na  d z i a ł a n i e  podw yższonej tem pera-
tu ry  i  już  w te m p e ra tu rz e  70°C u le g a  c a łk o w ite j  in a k ty w a c ji  po 
90 m in, n a to m ia s t  SOD w ieprzow a t r a c i ł a  aktyw ność d o p ie ro  p rzy  
90°C po 60 min in k u b a c j i .

400 450 WO

«tyś- ^
Upływ DDC na widmo absorbcji dysmutazy z wątroby dorsza. Enzym (0,1 mM w bu-
forze fosforanowym, pH 7,4, temperatura pokojowa) był poddany działaniu 1,0mM 
DDC i  widmo zapisywano w odstępach czasu: 1 -  l in ia  podstawowa; 2 -  enzym; 3
-  enzym + DDC, 1 min po zmieszaniu; 4 -  widmo po 30 min i dłuższym okresie 
czasu. Krzywe pomiędzy 3 i  4 l in ią  były rysowane w okresie krótszym niż 30 min
Effect DDC upon the absorption spectrum of cod dismutase. Enzyme (0.1 mM in 
phosphate bu ffer, pH 7.4, room temperature) was trea ted  with 1.0 nM DDC and 
spectra were recorded at in tervals: 1 -  base lin e ; 2 -  enzyme alone; 3 -  en-
zyme + DDC, 1 min a f te r  mixing; 4 -  spec tral scans a f te r 30 min and longer 
in te rva ls. Curves between 3 and 4 lines were drawn for in tervals sho rter than

30 min



Rysunek 3 w yka zuje , że in h ib u ją c y  e f e k t  różnych s tę ż e ń  DDC 
n a enzym z w ątroby w ieprzow ej i  d o rs z a  b y ł  z a le żn y  od c z a su  in -
k u b a c ji .  P re in k u b a c ja  dysiru tazy d o rs z a  z 0, 025 mM DDC p rz e z  30 
min powodowała c a łk o w itą  i n h i b i c j ę  enzymu. Dodatkowo obserwow a-
no n ie w ie lk i  e f e k t  DDC na enzym w c z a s ie  zerowym, mimo że sam 
d ie ty lo d it lo k a rb a m in ia n  (w s t ę ż e n ia c h  0 ,2 5 -3  mM) n ie  ma wpływu na 
o k syd a c ję  a d r e n a l in y .  N a tom ias t SOD w ieprzow a j e s t  b a rd z i e j  opor-
na  na  d z i a ł a n ie  te g o  cz y nn ik a  c h e la tu ją c e g o .

O ddzia ływ anie  1,0 mM DDC w te m p e ra tu rz e  pokojow ej p rz y  pH 7 ,4  
na  0 ,1  mM SOD z d o rs z a  i  w ie p rz a  wyw ołuje zmiany op tycz nego  w i-
dma SOD w z a k re s ie  w idzia lny m , p rz e d s ta w io n e  na r y s .  4 1 5 .

R ys. 5

Wpływ DDC aa widmo a b s o r b c ji dysm utazy z w ątroby w iep rzo w ej. Szczegółow y o p is
warunków przy r y s . 4

E f f e c t  DDC upon th e a b s or p t io n  spectrum  o f  p o rc in e d i sm utase from l i v e r

Maksimum a b s o r p c j i  p rz y  450 nm b y ło  p ro p o rc jo n a ln e  do s t ę -
ż e n ia  enzymu. Wpływ tem p e ra tu ry  na szy bkość  r e a k c j i  DDC z d y s- 
m u tazą , w b u fo rz e  fosforanow ym  o pH 7 ,8  p rz e d s ta w ia  r y s .  6 . Re-
a k c ja  DDC z enzymem j e s t  ta k ż e  z a le ż n a  od pH.



Rys. 6
Wpływ różnych temperatur na szybkorfć reakcji DDC z dysmutazą dorsza --------  i
wieprzów« ---------.0 ,25  mH SOD inkubówano z 0,25 mM DDC w buforze fosforanowym

o pH 7,8
E ffect of varied temperature on the ra te  reaction of DDC with cod ------— and
porcine — dismutases. Enzyme a t 0.25 aM was incubated with 0.25 nM DDC

in phosphate buffer a t pH 7.8

W yniki p rz e d s ta w io n e  na  r y s . ' 7 w s k a z u ją , że r e a k c j a ,  m ie-
rz o n a  ja k o  zm iany a b s o r p c j i  p rz y  450 run, b y ła  sz y b s z a  p rz y  n i ż -
szym pH. N ie obserwowano znacznych ró ż n ic  w re a k c ja c h  p rz e p ro -
wadzonych z dysm u tazą ponad tlenkow ą z w ątroby w iep rzow ej i  do-
r s z a .



Wiadomo, że c y ja ne k  d z i a ł a  ja ko  i n h i b i to r  na  SOD i  mechanizm 
r e a k c j i  p o le g a  na  p r z y łą c z e n iu  CN~ do Cu( I I )  [13 ].

Effect of pH on the ra te  of reaction of DOC with the cod SOD ----- — and por-
cine SOD — — Enzyme a t 0.25 ail was incubated with 0.25 tcM DDC. The buf-
fer* used were: pH 9.2 -  sodium carbonate; pH 7.0 and 6.0 potassium phos-

phate; pH 5.4 -  sodium acetate

Wpływ CN~ n a  aktyw ność SOD p rz e d s ta w ia  r y s .  8 . Poniew aż 
* tw ierdzam y , że DDC ta k ż e  p rz y łą c z a  s i ę  do C u ( I I ) ,  p oż y te c z n e  
*>yło zb a da n ie  e f e k tu  k om petyc ji CN~ i  DDC w r e a k c j i  z SOD.

8.4

Rys. 7
Wpływ pH na ssybkoćć reakcji DDC z dysmutaz« dorsza ---- ---- i  wieprzów«----------
Enzym o stężeniu 0,25 mM był inkubowany z 0,25 mM DDC. Stosowano bufory o 
pH 9,2 -  węglan sodowy; pH 7,0 i  6,0 -  fosforan potasowy; pH 5,4 -  octan

sodowy
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Rys. 8
Wpływ cyjanku na aktywność dysrautazy do rsz a-------- i  wieprzowej--------- .

Effect of waried cyanide concentrations on cod ------- and porcine distnu-
tase ac tiv ity

T a b e l a  3

Skład aminokwasowy dysmutaz 
z wątroby wieprzowej, ryby miecz i  dorsza

Amino acid composition 
of porcine, swordfish and cod dismutases

Aminokwasy
Wątroba

wieprzowa
[5]

Wątroba 
ryby miecz 

l i i

Wątroba
dorsza

Kwas asparaginowy 30,0 37,4 40,4

Treonina 15,0 23,1 18,7

Sery na 17,2 8,6 11,7

Kwas glutaminowy 29,8 27,3 23,0

Prolina 8.9 11,1 -
Glicyna 47,8 45,4 48,0



Tabela 3 (cd.)

Aminokwasy
Wątroba

wieprzowa
m

W«troba 
ryby miecz 

[ ’ ]

Wątroba
dorsza

Alanina 20,2 27,2 31,1
Halina 27.4 26,0 30,6
Metionina • 1.3 2.2 3,3
Izoleucyna 12,8 19,9 17,1
Leucyna 14,3 17,2 26,2
Tyrozyna ».7 4,6 -
Fenyloalanina 5.8 8,8 9,4
Lizyna 19,6 20,3 23,1
Hi • tydyna 17.3 16,2 10,4
h h 3 25,3 31,5 39,8
Arginina 8.2 13,7 7,3

Dane p rz e d s ta w io n e  na  r y s .  9 w sk a z u ją , że cy jan e k  powoduje 
i n h ib i c j ę  r e a k c j i  DDC z dyt,m utazą. Wyznaczony s k ła d  aminokwasowy 
d la  dysm utazy z w ątroby  d o rs z a  ( t a b .  3) p rz ed s ta w io n o  ja k o  i l o ś ć  
r e s z t  poszc z egó lny ch  airlnokwasćw p rz e l ic z o n y c h  na  c z ą s te c z k ę  
b i a łk a  enzym atycznego , p rz y jm u jąc  j e j  masę ja k o  równą 30 000 . 
Porów nując  s k ła d  aminokwasowy dysmutazy z w ą troby  d o rs z a  z dy s- 
m utazą z w ątroby  ryby m iecz i  w ie p rz a  można zauw ażyć duże podo-
b ie ń s tw o .

Oznaczone s t ę ż e n ie  m iedzi w p róbce  ro ztw o ru  dysm utazy d o rs z a  
w y nos iło  7 ,69 +0,044 mg/ml, co s tan ow i 0,32%.

DYSKUSJA

N asze b a d a n ia  nad  dysm utazą  ponadtlenkow ą ryb  [ 4 ,  22 ] ,  ja k  
rów nież  innych  badaczy  [ l ,  12, 1 5 ] , w s k a z u ją , że i s tn i e } ą  s t r u k -
tu r a ln e  i  fu n k c jo n a ln e  tó ż n ic e  pomiędzy cy to so low ą SOD ry b  i  

ssaków .
P r z y ję t a  do iz o lo w a n ia  dysm utazy z w ątroby  d o rs z a  metoda

F r  i  e  d a i  w sp. [10] , sto sow ana pow szechnie  d la  tka nek  s s a -
ków, o k a z a ła  s i ę  w p e łn i  za d o w a la jąc a  w o d n ie s i e n iu  do ta k  sp e -



c y f ic z n e g o  m a te r ia łu ,  jak im  j e s t  w ątrob a  ryby . M usiano zm odyfi-
kować j ą  o b n iż a j ą c  te m p e ra tu rę  i  s k ra c a j ą c  c za s  t rw a n ia  e ta p u  
d e n a tu r a c j i  te rm ic z n e j  p rz e d łu ż a j ą c  n a to m ia s t  c z as  w irow an ia  (do
1 h) po w y so le n iu  enzymu p rz y  pomocy (NH4} 2 S0 4 *

T(min)

Rys. 9
cyjanku na reakcję DDC z dysmutazą z wątroby dorsza ------------ i  wieprza

----------  .Enzym o stężeniu 0,1 mM w buforze fosforanowym o pH 7,8 preinkubo-
wany z cyjankiem był poddany działaniu 1,0 nM DDC

Effect of cyanide on the reaction of DDC with the cod --------and porcine SOD
- -------.Enzyme a t 0.1 mM in phosphate buffer a t pH 7.8 preincubated with

cyanide was exposed to 1.0 nM DDC

M ody fika cja  w y jśc iow e j metody p o le g a ła  r to n i e ż  .na  za sto sow a-
n iu  dodatkow ego o c z y s z c z a n ia  na d rodze c h ro m a to g ra f i i  jonowymien-
n e j  na  DE-32 c e lu lo z i e ,  a n a s t ę p n ie  na f i l t r a c j i  m o le k u la rn e j 
na  B io -g e lu  P -60 . O s ta t e c z n ie  w ięc  p re p a ra ty k a  dysm utazy z wą-



t ro b y  d o rsz a  zn a cz n ie  r ó ż n ił a  s i ę  od p re p a ra ty k i  dysira tazy  z wą-
tro b y  w iep rzow ej. W ątroba d o rs z a  z aw iera  bowieir duże i l o ś c i  l i -
pidów i  w ła ś n ie  one w znacznym s to p n iu  zmuszały, do zmiany w arun-
ków p re p a ra ty k i  i  u tru d n ia ły  j ą .

Porów nując aktyw ność obu dysm utaz n a le ż y  s tw ie r d z ić ,  że dy s-
m utaza ponadtlenkow a z w ą troby  d o rs z a  w ykazyw ała w ię ksz ą  aktyw -
ność  w p r z e l ic z e n iu  na  mg b i a łk a  w porów naniu z dysm utazą  z wą-
tro b y  w iep rzo w ej. Wyższa aktyw ność dysm utazy z w ątroby d o rsz a  
może być uwarunkowana te m p e ra tu rą  ś ro do w isk a , w jak im  ż y je  d o rsz .  
Wykazano już  w c z e ś n ie j ,  że m etabolizm  w ie lu  enzymów ryb [20] na-
staw io ny  j e s t  na n iż s z ą  te m p e ra tu rę  w z a k re s i e  10-20°C , d la te g o  
te ż  aktyw ność b ad a ne j dysm u tazy , k tó r a  b y ła  m ierzona w tem pe ra-
tu rz e  25° C, j e s t  w yższa w porów naniu z dysm utazą  w iep rzow ą.

O trzym aną w n in i e j s z e j  p racy  w w yniku e l e k t r o f o r e z y  z SDS 
f r a k c ję  b ia łk ow ą o m asie c z ąs tec zk o w ej 14 700, w y s tę p u ją c ą  po 
d z i a ła n iu  na  enzym czynn ikam i d e na tu ru ją c y m i (SDS, 8 -m erk ap to - 
e t a n o l ,  c i e p ło ) ,  z id en ty fikow an o  ja ko  pod je d n o s tk ę  dys tru taz y . W 
po rów naniu z innym i masami p o d jed n o s te k  dy sm u ta z , np . w iep rzow ej 
[ 5] ,  w ołow ej [21] i  l u d z k ie j  [ 2 ] ,  masa p o d je d n o s tk i  SOD d o rsz a  
j e s t  n ie c o  n iż s z a .

O znaczona i l o ś ć  m iedzi w p róbce b ad a ne j dysm utazy d o rs z a
(0,32%)  n ie  j e s t  c a łk o w ic ie  z b ie ż n a  z d o n ie s ie n ie m  B a n n i -  
s t e r a  i  wsp. [ 1 ] ,  k tó ry  p o d a je ,  że za w a rto ść  m ied zi w dy s- 
m u taz ie  z w ątroby  ryby miecz sta now i 0,38%.

Bardzo in t e r e s u j ą c o  p rz e d s ta w ia  s i ę  po rów nanie  d e n a tu r a c j i  
te rm ic z n e j  dysm utazy w ieprzow ej i  d o rs z a . W ykazano, że d e n a tu -  
r a c j a  (o k re ś lo n a  p<jprzez spadek ak tyw no śc i)  SOD d o rsz a  s z y b c ie j  
z a c h o d z iła  w n i ż s z e j  te m p e ra tu rz e  ( j uż  w 70 C w c ią g u  90 min na -
s tę po w a ła  c a łk o w ita  in a k ty w a c ja )  w po rów nan iu  z SOD w ieprzow ą 
( k tó ra  b y ła  zdenatu row ana d o p ie ro  w te m p e ra tu rz e  90 C po 1 h in -
k u b a c j i ) .  Może to  św iadc zyć o m n ie js z e j  s t a b i l n o ś c i  dysm utazy 
d o rs z a  w po rów nan iu  z enzymami innych  gatunków  z w ie rz ą t .

Ważną cechą  c h a ra k te r y z u ją c ą  w s z y s tk ie  dysm utazy z a w ie ra ją c e  
miedź i  cynk j e s t  i n h ib i c j a  ic h  p rz e z  c y j a n k i ,  k tó re  b lo k u ją  Cu 
u n ie m o ż liw ia ją c  k a t a l iz o w a n ie  r e a k c j i  d y s m u ta c j i .  W p ra c y  wyka-
zano , że p rz y  w ysokich  s tę ż e n ia c h  KCN (5 rcM) n a s t ę p u je  rów nież  
szybka  in a k ty w a c ja  obu badanych dysm utaz. N a tom ias t p rz y  m n ie j-
szych  s tę ż e n ia c h  KCN ( l e c z  zaw sze w na d m iarze ) in a k ty w a c ja  dysmu-
ta z y  d o rs z a  z a c h o d z iła  s z y b c ie j  n iż  w p rzypadku  dysm utazy w ą tro -



by wie prz ow ej .  P rz yc zyną te g o  z ja w isk a  może być w ię ksza  d o s tę p -
ność cen trum aktywnego enzymu d o rsz a  d l a  CN .

Innyns i n h ib i to r e m  stosowanym c z ę s to  w o s t a tn i c h  l a ta c h  j e s t  
DDC [ 13, 14, 17, 19) ,  k tó ry  rów nież tw orzy kom pleks z Cu centrum  
aktyw nego, a l e  w p rz e c iw ie ń s tw ie  do cyjanków  może być stosow any w 
b a d a n ia c h  in  v iv o .  W p rzeprow adzonych p rz e z  nas b ad an ia ch  s tw ie r -
dzono, że i n h ib i c j a  SOD d o rs z a  za chod zi s z y b c ie j  (p r z y  n iż sz y c h  
s t ę ż e n ia c h  DDC) w po rów naniu z SOD w iep rzow ą. R óżnice w p rędko -
ś c i  i n h i b i c j i  s ą  t u t a j  z n a c z n ie  b a r d z ie j  w yraźne n i ż  w przypadku 
b lokow an ia  obu dysm utaz cy ja nka m i. Są one praw dopodobnie spowodo-
wane ( j a k  to  s tw ierd z o n o  ju ż  pow yżej) w ię kszą  d o s tę p n o ś c ią  cen -
trum  aktyw nego d ysnu ta zy  po nad tle nkow ej z w ą troby  d o rs z a . C z ą s te -
czka DDC, z n a c zn ie  w ię k sz a  n i ż  an ion  CN~, ma w p rzypadku  dysmu- 
ta z y  w iep rzow ej j e s z c z e  b a r d z i e j ,  n iż  c y ja ne k  u tru d n io n y  k o n fo r -  
m acy jn ie  d o s tę p  do cen trum  aktyw nego , d l a te g o  te ż  d o p ie ro  w wyż-
szych  s t ę ż e n ia c h  i  w zn a c zn ie  dłuższym  o k r e s ie  cz a su  zw iązek te n  
p o t r a f i  c h ela tow a ć Cu, co p row adzi do i n h i b i c j i  enzymu.

Częściow e p o tw ie rd z e n ie  t e j  h ip o te z y  s u g e r u ją  w yn ik i innego 
eksp erym e n tu  z dysmutazą  i  DDC. Podczas in k u b a c j i  enzymu z DDC 
po ja w ia  s i ę  pasmo p o c h ła n ia n ia  p rzy  450 nm. Za w z ro s t  a b s o r p c j i  
p rz y  t e j  d łu g o ś c i  f a l i  o dpo w ied zia ln y  j e s t  p rz y r o s t  i l o ś c i  two-
rz ą ce go  s i ę  podczas  r e a k c ji  kom pleksu DDC-Cu (enzym u). Porównu-
ją":- p r z y r o s ty  a b s o r p c j i  p rz y  450 nm d la  dysm utazy d o rs z a  i  w ie-
p rz a  z DDC (w r e a k c j i  z nadm iarem ), n a le ż y  s tw ie rd z ić ,  że ró ż n ią  
s i ę  one k in e ty k ą  w z ro s tu  a b s o r p c j i  tu ż  po doda n iu  DDC, n a to m ia s t  
w m iarę  upływu c za su  (30 min) maksymalne a b s o rp c je  o s ią g a n e  p rzy  
450 nir. ( p r z e l i c z o n e  na  s t ę ż e n ie  enzymu) d la  obu dysm utaz s ą  zb li-
żone. O ddz ia ływ anie  DDC-SOD p rz e d s ta w io n e  p rz e z  na s j e s t  zgod-
ne z wynikami M i s r y  [17] dotyczącym i dysm utazy w ołow ej.

Porów nując  o b i e  an alizo w an e dysm u tazy, n i e  s tw ie rd z o n o  i s to t *  
nych r ó ż n ic  w e fe k t a c h  wpływu czynników  z m ie n ia ją c y ch  oddziały-» 
w anie DDC-SOD, ta k ic h  ja k :  te m p e ra tu ra ,  pH i  w arunki i n t e r a k c j i  
kom pe tycy jne j z CN- . Spowodowane j e s t  to  zapewne fak te m , że z a -
s to sow ane c z y n n ik i m odyfiku ją ce  s t r u k t u r ę  b ia łk a  enzym atycznego 
w y w ie ra ją  wpływ t eg o  rz ę d u , i ż  n ie w ie lk i e  w g ru n c ie  rz e c z y  r ó ż n i-
ce konforma cyjne  obu dysm utaz n ie  u w id a c z n ia ją  s i ę  w w arunkach 
prowadzonego eksperym e n tu .

Powyższa o b se rw a c ja ,  s u g e ru ją c a  duże a n a lo g ie  obu dysm utaz 
pod względem zarówno s t r u k tu r y ,  ja k  1 mechanizmów d z ia ł a n i a ,z n a j -



d u je  d a ls z e  u z a s a d n ie n ie  w a n a l i z i e  s k ła d u  aminokwasowego. O kreś-
l e n i e  s k ła d u  aminokwasowego dysmutazy d o rsz a  w ykazało je g o  duże 
podobieństw o  do s k ła d u  aminokwasowego dysmutazy z w ątroby w iep-
rz a  o ra z  dysm utaz z innych  z w ie rz ą t  [ l ,  5 , 21 ].

Podsumowując można s tw ie r d z i ć ,  że ch oc ia ż  dysm utaza  z w ą tro -
by d o rsz a  w ykazuje pewne ró ż n ic e  w porów naniu z dysm utazą s s a -
ków, t o  jednak  d z i a ł a n ie  obydwu enzymów o p a r te  j e s t  na takiir. s a -
mym m echanizm ie . I s to t n a  j e s t  o b s e rw a c ja ,  że pewne c z y n n ik i ,  jak  
np. DDC, k tó re  m odyfiku ją  aktyw ność .dysmutazy ssaków , mogą być 
rów nież sto sow ane d la  p rz y s z ły c h  badań in  v iv o  nad fu n k c ją  te go  
enzymu u ryb .
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Zakład B io fiz y k i 
I n s ty tu t  Biochem ii i  B io f iz y k i UŁ

Anna B artkow iak , K azim ierz S tu dzia n  

COMPARATIVE STUDIES ON SUPEROXIDE DISMUTASE FROM COD AND PORCINE LIVER

C y tosol sup e ro x id e dism u tase was i s o l a te d  from cod l i v e r  and some new con-

d i t i o n s  o f enzyws p re p a ra tio n  and p u r if i c a t i o n  were e s ta b li sh e d .  Chemical 

com position and some ph ysicoch em ical c h a r a c t e r i s t i c s  o f  cod SOD were d escrib e d . 

E f f e c ts  o f  DDC, cyan ide and h e a t  on th e enzyme a c t iv i t y  and i t s  a b so rp tio n  

sp ectru m  were te s t e d .  The o b ta in ed  r e s u l t s  f o r  cod l i v e r  SOD were compared 

w ith  p a r a l l e l  a n a ly s i s 'o f  p o rcin e  l i v e r  d ism u tase . Some d i s t i n c t  d if fe r e n c e s  

-oncem ed w ith  changes o f  SOD a c t iv i t y  ind uced  by tem pe rature were o bse rv ed .


