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POROWNANIE DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ
% WATROBY DORSZA I, WIEPRZA

Opisano warunki izolowania nie zbadanej do tej pory dysmutasy z
watroby dorsza (Gadus morhua L.), Okredlono jej sktad chdﬂpn‘(y i
podano wiadciwodci ﬁ;ykochamcam. Zbadano uplyv' datylodtti*l'ibv
minianu (DDC), cyjanku i podwyiszonej temperatury na aktywmodé
wiadciyodei spektralne dysmutazy dorsza. Prnptond:ono analize po-
réwnavceg wynikéw otraymanych dla dysmutazy dorsza = rezyltatami a-
nalogicznych badaf wiasaych nad dysmutacy mﬁr vimu m:ua-»
no,i% | uudnicu réznice dotyczg luan ak:yvnolcl podvp!m ten
‘peratury..

| WSTEP

Wszystkie przebadane do tej j’ory komdrki mtabgliaujqéé tlen
zawierajaq enzymy, ktére katalizuja reakcjgq dysmutacji: '
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Enzymy katalizujgce t.q reakch sq mtalop:ote;nwi 1 nazwano
je. dysmutazami ponadtlenkawymi (soD). 8yatematyctna nuwa - oksy-
doreduktaza ponadtlenek : ponadtlenek (EC 1.15.1. 1). ‘
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Anionorodnik ponadtlenkowy 02 jest produktem koricowym lub po-
drednim wielu reakcji enzymatycznych ‘i proceséw autooksydacji
wielu grup zwiazkéw organicznych. Po&itajqcy w wyniku dysmutacji,
nadtlenek wodoru o znacznie stabszej reaktywnodci niZ anionorod-
nik ponadtlenkowy jest nastepnie rozkiadany na 02 i 320 przez
katalazy 1 peroksydazy, chroniac w ten sposéb komérke przed je~
go akumulacja. ' ' ' '

Dysmutaza ponadtlenkowa jest enzymem rozpowuodmimym‘s,uro-
'ko w przyrodzie. Wystgpuje w swiecie :ollinnyh, iwl.;zqcyn oraz
w mikroorganizmach. Po raz pierwszy opisall jz MeCor d i
Fridovich [9, 16]. o0d tej pory enzym ten byX bardzo in-
tensywnie badany ' pod wzgledem wystgpowania, budowy - chemicznej,
struktury, réznorodnodci i swoich ochronnych funkcii [6, 8].

Dysmutazy ponadtlenkowe mozna podzielié na 3 yrupy ze wzgle~
du na obecnodé w ich czqstoczkach réznych jondéw metalis Cu,
Zn-S0D, Mn-SOD i Fe-SOD. Badacze gidwnie podejmujay badaniu nad
dyimutazami ‘miedziowo-cynkowymi, pochodzacymi 2z . rdéiznorodnych
tkanek ssakéw, gdyz ten typ enzymu odgryva najiltotniejszq rolq
w przemianach metabolicznych tlenu.

Ostatnio podjeto réwniez badania nad dysnutazami 1nnych qu-
gow céw miedzy innymi ryb.

Ryby, ze wzgledu na inne nii ssaki warunki iycin (lxodowisko
wodne uboisze w tlen w pordéwnaniu z powietrzem, nizsza tempera-
tura), s3 intezesujqcym obiektem przy badaniach enzyméw zwigza-
nych z metabolizmem tlénu. Badano" dysmutaze z ezytrocytdw kilku
_gatunkéw ryb: karp, szczupak, 1in [15, 22], 2z watroby = ryby
miecz [1] i izoenzymy dysmutazy szczupaka [12]. :

Niniejsza praca priedstawia sposéb wyizolowania dysmutazy S
watroby dorsza i jej charakterystyke oraz wyniki badar : wplywu
pDC, CN~ i temperatury na aktywnosé enzymu i wiadciwodci spek~
tralne. Dane te s3a zestawione 2z 1dantycznym1 oznaczeniami dla
- dysmutazy wqtroby wieprza.v

. MATERIAL 1 METODY

Prepatatyka S oczyszczanie dysmutazy ponadtlenkowej
. 'z watroby dorsza-

Do preparatyki uzywano wqtrobq,dorsza 'po uprzednim zamrozeniu.
Dysmutazq izolowano zmodyfikowana metoda Frieda. i ‘wep.
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[10) polegajaca na wytraceniu biatek w niskim pH i frakcjonujacym
wysalaniu siarczanem amonu. Nu&pnu czqéé biatek balastowych u~-
suvano poprzez dziatanie podwyiszonej temperatury (50°C) i eks-
trakcjq chloroformem. Otrzymany 'preparat po :'agqucuiuu . przy
pomocy aguacitu byl poddawany oczyszczaniu wiasng technikq  na
drodze chromatografii jonowymiennej na DE-32 celulozie [3] i
przez saczenie molekularme na Bio-gelu P-60,
Dyllmtaze wieprzowy pnpatawano metods wozelnloj opisang
przez autordéw [3]. i :
' Pr_oparat przechowywano zamrozony w roztworze buforowym lub w
stanie zliofilizowanym w temperaturze -20°c,

Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej

Aktywnodé dysmutazy ponadtlenkowej okredlano metods posrednia
Misry 1 Fridovicha [18] oparta na inhibicji
autooksydacji adrenaliny do adrenochromu w grodowisku zasadowym.
Mieszanina reakcyjna zawierata 1 x 107 9M EDTA i 3 x Tl (A
drenaliny w buforze weglanowym o pH 10,2. Pomiary wykonywano na
spektrofotometrze "Specord" przy 480 nm w temperaturze 25°C, wy-
korzystujac zakres transmisji 80-100%, a nastepnie przeliczano
t:ransmisjq na absorbancje. Aktywnodé dysmutazy okreslano w od-
powiednim przedziale czasowym na podstawie zmian absorbancji w
prébie zawierajacej enzym, odnoszonych do analoq:lcanych czasowo
Zmian-pochianiania adrenaliny (kontroli), ktére  winny wynosié
0,025 jednostki absorbancji w tym przedziale czasu.

Analiza preparatdéw dysmutazy dorsza
przy pomocy metod elektroforetycznych

W celu zbadania stopnia jednorodhoéci otrzymanych prepara’tdu
bialka enzymatycznego oraz okreslenia masy czasteczkowej podjed—
nostek SOD zastosowano techniki elektroforetyczne.

\ Podstawowa elektroforezq przeprowadzono w 7,5% zelu v‘polia—
kryloamdowym. Rozdziax prowadzono przy nateteniu 3,5 mA na ko~
lumienke zelu w ciggu 2,5 h w buforze weronalowym o  pH 8,6,
Prakcje biatkowe wybarwiano przy uzyciu Coomassie Blue. - '

; Aktywnos$¢é enzymatyczng dysmutazy w hlu poliakrylomidowym
lokalizowano w oparciu o metodg B e au ,c hampa i Fr i-
dovicha [7]. ' '
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Frakcje biatkowe zawierajace miedZ identyfikowano wg wmetody
Goulad L. sKagolias. [11], ‘ ; ;

Oznaczanie masy czasteczkowej podjednostek dysmutazy przepro=~
wadzano technika elektroforezy w 2elu poliakryloamidowym z siar-
czanem dodecylu sodu zgodnie 2z metoda Weber a i 0 8~
born [23]. :

Wpiyw czynh1k§w fizyko~chemicznych
na aktywnos$é i wiasciwosci spektralna'dysmtqy

Prébki dysmutazy inkubowaro w zakresie temperatur - 30-90°C
w odstepach co 10% przy pH 7,8 w ciagu 90 min 1 okreélano ich
aktywno$é wzgledem kontroli (enzymu nieinkubowanego). }

Okredlano wpiyw 0,5 mM, 1 mM 4i 5 mM KCN) oraz 0,25 mM, 1,5
mM i 3 mM DDC na aktywno$é dysmutazy. ¥

Badano zmiany widma dysmutazy (w zakresie 350-650 nm) w obec-
nosci 1,0 mM dietyloditiokarbaminianu, \

Badano wpiyw temperatury (20°, 30°,40%) 1 pH  (9,2; 7,0;
6,0; 5,4) na szybkodé reakcji DDC z dylmutazq‘. Pomiardéw absor-
bancji dokonywano na spektrofotometrze UV VIS pray 450 ni w za-
kresie 1-5 min. ‘ ' ;

Oznaczanie miedzi w dysmutazie dorsza

miedZ w prébkach dysmutazy (po wyczerpujgcej ‘dlalli:'ic _pre~
atéw wobec wody podwdjnie destylowanej) oznaczano pray pomo-
cy spekttofotonetru absorpcji atomowej AAS-1 firmy Karl-Zeiss
na. A , Ly B ‘
Biatko oznaczano metoda Lowry'’ego.

Analiza sktadu aminokwasowego dysmutazy z watroby doxéza'

Oznaczenia sktadu aminokwasowego badanych prdébek - dysmutazy
wykonywano w automatycznym analizatorze aminokwaséw firmy Jeol
typ JLC-GPH. Proébki dysmutazy poddawano hydrolizie za pomoca 6N
HClL w ciggu 24 h w temperaturze 110°C w zatopionych amputkach.
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e 7
WYNIKL :

; Pnyktad oc:yuelmia pnpautdw dynmtuy .w_toku pnpa:aty-
ki oraz aktywnold koficowa enzywéw z watroby dorsza i wieprza

-pnod-tuiono w tab., 11 2. Aktyvmold dyumtuy oznaczano meto-

‘44 Misry 4 Pridoviecha [18]. aktywnosé wrasci-
wa SOD 2 watroby dorsza wynouh aooo U/mg, a z watroby wieprzo-
'vcj 15500 u/mg. : . e ‘ |
"Tabela 1
- Przykladowe vynikl pruhicgu oclyucnuh dynmtuy
z watroby dorsza

An cx-plc of dismutase purification pmareu ‘in the
- course ol its holation from cod liver :

‘ ; S0 4 % i ; ; Aktywnodé
Etapy izolowania ::;:'1“ ' “;/-1 é ' ﬂa,chu
' : : : BT O el 1]

Preparat wysolony NH, SO,
i rozpuszczony w0, M s _
buforze fosforanowym VIS 1,956 = 3772 1928

"| Preparat’ pozbawiony balastu
wytrgcanego przez ogrze- Sl 0y
wanie w 55°C° 1,710 3 400 1988

.} Surowy enzym uzyskany mtm !
Frieda A 1,159 3792 3272

‘Enzyu oczyszczony na DE-32
celulozie ; 0,810 6 786 8 378

Na podstawie uzyskanych wynikéw 2 analiz elektroforetycznych
hozna stwierdzid, ze otrzyniane preparaty dysmutazy Z watroby
%ieprzowej [3] 1 dorsza byly elektroforetycznie jednorodne i
1":{kazywaly “aktywno$é dysmutazowa, ktdéra zanikaia po  inkubacji

"elu w roztworze cyjanku (rys. 1). ,
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Tabela 2

Pr:ykladowo wyniki przebiegu octyucnnla dymtuy
z v.troby wieprzowej .

ouqla of dilﬁltuo purification progress in the couru ‘
of its isolation’ tron porcine liver

‘ 5 Biatko Aktywnoé é ey
Etapy izolowania ‘ S | ; wiadciva
Preparat wysolony NH, ,80, A0
i rozpuszczony v 0,1 M : :
buforze fosforanowym Ul R L B S e
Pnparit pozbawiony balastu
- wytrgcanego przez ogtn- ; ] g W
wanie w 8% i ) 002,620 Y 683 1 ik 987
VSurcﬁy enzym uzyskany metodg ¢ oA Pt AR e 5 L
Prieda v L 1,620 | 36s2 | . 228
* Enzym oczyszczony na DE~32 B ; 20 oA | e o
celulozie A 0,625 3824 ] BORR

Ry:.

Elektroforeza v zelu poliakqlol-idowy- (nchmt)c A
~ preparat dysmutazy 2z wgtroby dorsza ze :loknnmt-:=
'ng strefg aktywnolci dysmutazowej metodg Beauchampa i
- Fridovicha, - zel po wybarwieniu na bialko przy po=
mocy Coomasie Blue, C ~ zel wybu\douy metodsg lou-f

champa i Fridovicha po inlmbncji z 5 oM IL‘I §

The original pic:uro of polyacrylamide atl oloctto-v;'
phoresis: A - dismutase from cod liver, -the gel stai-
ned for dimu-e activity by Beauchamp and Fridovich
method, B - the gel stained for protein, € = the gel
stained by Beauchamp and Fridovich’ mthod nftu' incu~
; bation with 5 IM KCN .




Imktyvac;n cieplna dysmutazy ponadtlenkowej 2z wagtroby dor-u —_—1 wiepno-
wej ==~~~ w 0,05 M buforze fosforanowym pH 7

' Clungu of superoxide dismutase activity from cod .potcim livet ——-
- induced by increase of teweumre at pH 7.8

Inhxb:.cja dysmutazy donza - i wieprza .-‘...'L- przhz réine stezenia DDC.

Aktywnoié enzymu okre§lano po inkubacji z DDC w te-peutum 37°C i buforze
: fosforanawym o pH 7

Inhibxtory effects of different DDC concentrations on cod - 'and porciue,

80D ~~~——, Activity of enzyme was estimated after incubation with DDC at 7%
in mhaanhate buffer at ol 7.4
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Na elektroferogramach wykazano miedzioproteinowy charakter
frakcji biaikowej dysmutazy (dane nie zamieszczone).

W wyniku analizy elektroforetycznej z 8DS | stwierdzono frak-
cje biatkowe o masie czasteczkowej 14 700 - dla preparatu z dor-
sza i 16 000 - z wieprza, wystgpujace po dziataniu .na enzym
SDS, B-merkaptoetanolem i podwyzszonej temperatury, 1d-m:yﬁkowa-'
ne jako podjednostki dysmutaz ponadtlenkowych.

Wyniki inaktywacji cieplnej dysmutazy =z wqtroby wieprzowej i
dorsza w réinych odstepach czasu przedstawia rys. 2. Dysmutaza
dorsza jest bardziej wraizliwa na dziatanie podwyiszonej tempera-
tury 1 juz w temperaturze 70°C ulega calkowitej inaktywacji po
90 min, natomiast SOD wieprzowa tracila a.ktywnoéé dopicro przy
90°C po 60 min 1nkubacj1.

400 450 g0 (em
Kys. &

Wplyw DDC na widmo absorbcji dysmutazy z watroby dorsza. Enzym (0,1 uM w bu-
forze fosforanowym, pH 7,4, temperatura pokojowa) byt poddany dziataniu 1,0mM -
DDC i widmo zapisywano w odstepach :czagu: - 1 - linia podstwwr 2 - enzym; 3
- enzym + DDC, 1 min po uieazanxu, 4 = widmo po 30 min i diuzszym okresie
czasu. Krzywe pomiedzy 3 i 4 linig byly rysowane w okresie krétszyn niz 30 min

Effect DDC upon the absorption spectrum of cod dismutase.’ En:yme (0.1 =M in’

phosphate buffer, pH 7.4, room temperature) was treated with 1.0 mM DDC and

spectra were recorded at intervals: 1 - base line; 2 ~ enzyme alone; 3 - en- -

zyme + DDC, 1 min after mixing; 4 - spectral scans after 30 min and ' longer

intervals. Curves between 3 and 4 lines were drawn for intervals shorter th‘n
30 min



Dysmutaza ponadtlenkowa wgtroby dorsza i wieprza L L

Rysunek 3 wykazuje, ze inhibujacy efekt réinych stezed DDC
na enzym z watroby wieprzowej i dorsza byl zalezny od czasu in-
kubacji. Preinkubacja dysmutazy dorsza 2z 0,025 mM DDC' pzzez 30
min powodowala calkowits inhibicje enzymu. Dodatkowo obserwowa-
no niewielki efekt DDc\ na enzym w czasie zerowym, mimo 2e sam
dietyloditiokarbaminian (w stezeniach 0,25-3 mM) nie ma wplywu na
oksydacije adrénniny. Natomiast SOD wieprzowa jest bardzuj opor-
na na dzialanie tego czynnika chelatujacego,

Oddziatywanie 1,0 mM pDDC w temperaturze pokojowej przy pH 7,4
na 0,1 mM SOD 2z dorsza i wieprza wywoluje zmiany optycznego wi-
dma SOD 'w zakresie widzialnym, przedstawione na rys. 4 i 5.

4

-«

of ‘

05

02

%] g

oo T e e e

“Rys, 5

Wplyw DDC na widmo lbsor!:cji dysmutazy 2z wgtroby wiepuowej Szczegélawy opis
‘- warunkéw przy rys. 4

Effect DDC upon the nbaorptzon spectrum of potcine dxmtane from liver

Maksimum absorpcji przy 450 nm bylo proporcjonaine do ste-
}enia enzymu. Wpiyw temperatury‘ na szybko$é reakcji DDC 2z 'dyg.-r
mutazy, w buforze fosforanowym o pH 7,8 przedstauia xys. 6. Re~-
akcja DDC z enzynem jest takze zaleina od pH.
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T (min) '

h.' :
Wplyw rézunych teq»eutur na uybko‘é reakcji DDC. z dysmutazg douu i

vieprzm =====,0,25 uM SOD inkubowano z 0,25 mM bDC w bu!oue foufonnowyn
o pH 7,8

foect of nnod telperuure on the rate reaction of DDC with cod - and
porcine ——~— dismutases. Enzyme at 0.25 mM was incubated with 0. 25 mM DDC
A in phosphate buffer at pH 7.8 : (P

lyniki prudstwione na rys. 7 wskazuja, ze reakcja, © mie=
rzona jako zmiany absorpcji przy 450 nm, byla szybsza przy nii-
szym pH., Nie obserwowano znacznych réinic w reakcjach przepro-
wadzonych z dysmutaza ponadtlenkows 2z watroby wieprzowej i do-
tsza. :
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Wiadomo, %e cyjanek dziala jako inhibitor na SOD i mechanizm
reakcji polega na przy¥aczeniu CN do cu(rr) [13].

5 2 L e
Wptyw pH na szybkoéé reakcji DDC z dysmutazq dorsza ——— i wieprzowg - — - - :
Enzym o stegieniu 0,25 mM byl inku z 0,25 mM DDC. Stosowano bufory o
- PH 9,2 - weglan sodowy; pH 7,0 i 6,0 - fosforan potasowy; pH 5,4 -~ octan

,iftoct of pil on the rate ;it' r;action of DDC with the cod SOD — ix'id‘.potv-‘
cine S0D -~ <~ Enzyme at 0.25 uM was incubated with 0.25 M DDC. The buf-
' fers used were: pH 9.2 - sodium carbonate; pH 7.0 and 6.0 potassium pling-

ot T Cphatey plk 544, '~ sadiumacetate T . -

. Wplyw ON" na aktywnosé SOD przedstawia rys. 8. ?ﬁléwai
Stwierdzamy, e DDC takie przylacza sie do Cu(Il),  poiyteczne
bylo zbadanie ‘efektu kompetycji CN' 4 'DDC. w reakcji z sob.
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Rys. 8 :

Wplyw cyjanku na aktywnodé dysmutazy dorsza i ﬂcpmej -

Effect of waried cyanide concentrations on cod —— and porcine e —w-~- dllﬁ-
| ' tase activity ' : ki et

Tabela '3
Sktad aminokwasowy dyawt@:
z wgtroby wieprzowej, ryby miecz i dorsza

Amino acid composition
_of porcine, swordfish and cod dismutases

.

|
Aminokwuy‘ w‘i’:?%::n r‘y';{:?i,:cz ‘ :::::l

Kwas asparaginowy 0.6, 37,4 : 40,4
Treonina 15,0 23,8 152 ‘ 18,7 :
Seryna 17,2 8,6 L 1 s
Kwas glutaminowy 29,8 27,3 23,0
Prolina 8,9 1,1 .
Glicyna 47,8 45,4 ; 48,0
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Tabela 3 (cd.)

Auinokwasy VY:t:r:]::l w:;;;]::: § RS rr e
Mgniny T 20,2 21,2 31,1
Walina 27,4 26,0 ‘ 30,6
Metiguina . 1,3 2,2 .5 3,3
Izoleucyna 12,8 % 19,9 17,1
Leucyna o 14,3 17,2 26,2
Tyrozyna ‘ N 1,7 4,6 TS M
Fenyloalanina ' 5,8 8,8 : 9,4
Lizyna ‘ PogD | 20,3 T & i |
Histydyna ‘ s g ¢ 16,2 SRaten [
NH, : 25,3 31,5 39,8
Arginina 8,2 1347 7,3

Dane przedstawione na rys. 9 wskazuja, 2e cyj‘amk: powoduje
inhibicje reakcji DDC 2z dysmutazy. Wyznaczony skiad aminokwasowy ‘
dla dysmutazy 2 watroby dorsza (tab. 3) przedstawiono jako ilodé
reszt poszczegélnych aminokwaséw przeliczonych na czqatecqu
biatka enzymatycznego, przyjmujac jej mase jako réwna 30 000.
Pordwnujqc nklad aminokwasowy dysmutazy 2z wqt:rqby, dorsza z dys-
mutazgq 2z watroby ryby miecz 1 wieprza mozna zauwazy¢ duze podo-
bieristwo. . 05
Oznaczone stgzenie miedzi w prébce roztworu dysmutazy dorsza
wynosito 7,69 +0,044 mg/ml, co stanowi 0,32%. SRt

DYSKUSJA

Nasze badania nad dysmutaza ponadtlenkowq ryb [4, 22].
réwniez innych badaczy [1, 12, 15], wskazujy, ze istniejq atruk-
turalne i £unkcjona1ne t62nice pomiedzy cytoaolovq SOD ryb Sy
‘ssakéw.

Przyjeta do :I.zolowania dyamutazy z watmby dorsza metoda
Frieda 1iwsp. [10], stosowana powszechnie dla tkanek ssa-
kéw ckazala sig w peini zadowalajqca w odniesieniu do tak spe-
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cyficznego materiatu, jakim jest watroba ryby. Musiano zmodyfi-
kowaé¢ jg obnizajac temperaturg i skracajac czas trwania etapu
denaturacji termicznej przediuzajac natomiast czas wirowania (do
1 h) po wysoleniu enzymu przy pomocy (NHg) ,80, .

i
3

Rys. 9

cyjanku na reakeje DDC z dysmutazg z wgtroby dotsu i wieprza
~=—=e _Enzym o stgzeniu 0,1 mM w buforze fosf.ounowyn opH 7,8 prcinkubo-
wany 2 cyjankun byt poddany dziataniu 1,0 uﬂ DbC )

Effect of cyanide on the reaction of DDC with the cod and porcine S0D
~~==~ ,Enzyme at 0.1 oM in phosphate buffer at pH 7.8 prcincﬂnud with
v cyanide was exposed  to 1.0 mM DDC sk o

Mody fikacja wyjéciowej metody polegaia réwniez  na zastosowa~-
niu dodatkowego oczyszczania na drodze chromatogratii jonowymien—
nej na DE~32 celulozie, a nastqpnie na filtracjj. 3 mlekulamej
na Bio-gelu P-60., Ostatecznie wigc preparatyka dysmutazy 2z wa=.
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troby dorsza znacznie réinita sie od preparatyki dysmutazy z wa-
troby wieprzowej. Watroba dorsza zawiera bowier duze ilosci 1i~-
pidéw i wiasnie one w znacznym stopniu zZmuszaiy: do zmiany warun-
kéw preparatyki i utrudnialy ja.

Poréwnujgc aktywnoéé obu dysmutaz nalezy stwierdzié, ze dys-'
mutaza ponadtlenkowa 2z watroby dorsza wykazywala wigksza aktyw-
noéé w przeliczeniu na mg biatka w pordwnaniu z dysmutaza Z wa-
troby wieprzowej. WyZsza aktywnosé dysmutazy z watroby dorsza
moze byé uwarunkowana temperaturg érodowiska, w jakim Zyje dorsz.
Wykazano juz wczedniej, ze metabolizm wielu enzyméw ryb [20] na-
‘stawiony jest na niisza temperaturg w zakresie 10~ 20°C, ‘dlatego
tez aktywnoéé badanej dysmutazy, ktéra byta mierzona w temwpera-
turze 25° ¢, jest wyzsza w pordwnaniu z dysmutaza wieprzowa.

Otrzymana w niniejszej pracy w wyniku elektroforezy z SDS .

frakcje biatkowa o masie czasteczkowej 14 700, wystepujacy po
dziataniu na enzym czynnikami denaturujacymi (8DS, B-merkapto-
etanol, ciepio), zidentyfikowano jako podjednostke dystutazy. W
poréwnaniu z innymi masami podjednostek dysmutaz, hp, - wieprzowej
5], worowej [21] "4 ludzkiej [2], masa podjednoatki SOD dorsza
jest nieco nizsza.

Oznaczona iloéé miedzi w prdbce badanej dysmutny dorsza
(0,32%) nie jest calkowicie zbiezna z doniesieniem Bann i-
stera 4iwsp. [1], ktéry podaje, ze zawartod¢ miedzi w dys-
mutazie z watroby ryby miecz stanowi 0,38%,

Bardzo interesujaco przedstawia sie pordéwnanie denaguracji
termicznej dysmutazy wieprzowej i dorsza. Wykazano, %e denatu-
racja (okreslona pgprzez spadek . aktywnotci) SOD dorsza szybciej

zachodzita w nizszej temperaturze (jui w 70° e w ciagu 90 min na-

stepowata caikowita inaktywacja) W pox:dwnnniu z SOD wieprzowq’-

(ktéra byta zdenaturowana dopiero w temperaturze 90° c po 1 h in-

kubacji). Moze to dwiadczyé o mniejszej stabilnosci dyumtaly}_

dorsza w pordéwnaniu z enzymami innych aatunkdw zwierzat. .
‘Wazng cechg charakteryzujaca wszystkie dysmutazy zawierajace

mieds i cynk jest inhibicja ich przez cyjanki, ktére blokujq Cu

uniemozliwiajgc katalizowanie reakcji dysmutacj:l.. W pracy wyka—
zano, e prazy wysokich stezeniach KCN (5 mM) nastepuje rdwnigt
szybka inaktywacja obu badanych dysmutaz. Natomiaat prazy mniej-
s2ych stezeniach KCN (lecz zawsze w nadmiarze) inaktywacja dysmu~

- tazy dorsza zachodzila szybciej niz v pﬂypqdku dysmutazy watro-
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by wieprzowej. Przyczyng teco zjawiska moze byé wieksza dostgp-
no$é centrum aktywnego enzymu dorsza dla CN .

Innym inhibitorem stosowanym czesto w ostatnich latach jest
ppe [13, 14, 17, 19], ktéry réwniez tworzy kompleks z Cu centrum
aktywnego, ale w przeciwierstwie do cyjankéw moze byé stosowany w
badaniach in vivo. W przeprowadzonych przez nas badaniach stwier-
dzono, ze inhibicja SOD dorsza zachodzi szybeiej (przy niZszych
stgzeniach DDC) w pordéwnaniu z SOD wiepi'zown. Ré2nice w predko-
éci inhibicji sa tutaj znacznie bardziej wyraZne nii'w przypadku
blokewania obu dysmutaz cyjankami. Sg one prawdopodobnie spowodo-
wane (jak to stwierdzono juz powyzej) wigksza dostgpnoscia  cen-
trum aktywnego dysrutazy ponadtlenkowej 2z watroby dorsza. Czaste~
czka DDC, znacznie wieksza ni%z anion CN , ma w przypadku dysmu-
tazy wieprzowej jeszcze bardziej, niz cyjanek utrudniony kon for-
macyjnie dostgp do centrum aktywnego, dlatego tei dopiero w wyz-
szych stezeniach i w 2znacznie dluzszym okresie czasu zwigzek ten
potrafi chelatowaé Cu, co prowadzi do inhibicji enzymu. '

CzgsSciowe potwierdzenie tej hipotezy sugerujg wyhiki innego
eksperymentu 2z dysmutaiq i DDC, Podczas inkubacji enzymu z DDC
pojawia sie pasmo. pochtaniania przy 450 nm. Za wzrost  absorpcii
przy tej diugosci fali odpowiedzialny jest przyrost ilodei two-
rzacego sie podczas reakcji kompleksu DDC-Cu (enzymu'). Pordwnu-
jaz  prayrosty absofpcji przy 450 nm dla d_yimutazy dorsza i wie~-
prza z DDC (w reakcji z nadmiarem), nalezy stwierdzié, ze rdinia
sie one kinetyka wzrostu absorpcji tuz po dodaniu DDC, natomiast
w miare upiywu czasu (30 min) maksymalne absorpcje osiggane przy
450 nm (przeliczone na ste¢zenie enzymu) dla obu dysmutaz sa zbli~
zone. Oddziatywanie DDC-SOD przedstawione przez nas jest zgod-
ne z wynikami M i s ry [17] dotyczacymi dysmutazy wolowej.

Poréwnujgc obie analizowane dysmutazy, nie stwierdzono istot-
nych réznic w efektach wplywu czynnikéw zmieniajacych oddziaty-
wanie DDC-SOD, takich jak: temperatura, pH i warunki interakcji
kompetycyjnej z CN . Spowodowane jest to zapewne faktem, ze: za-
stosowane czynniki modyfikujace strukture biatka enzymatycznego
wywieraja wptyw tego rzedu, iz niewielkie w gruncie rzeczy rdéini-
‘ce konformacyjne obu dysmutaz nie uwidaczniajq sie w warunkach
prowadzonego eksperymentu. Ay AP

Powyzsza obserwacja, sugerujgca duze analogie obu dysmutaz
pod wzgledem zardwno struktury, jak i mechanizméw dziaYania,znaj-
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duje dalsze uzasadnienie w analizie skladu aminokwasowego. Okres-
lenje skladu aminokwasoweyo dysmutazy dorsza wykazalo jeco duze
podabiefistwo do skiadu aminokwasowego dysmutazy 2z watroby wiep-
rza oraz dysmutaz z innych zwierzat [1, 5, 21].

Podsumowujac mozna stwierdzidé, ze chociaz dysmutaza 2z watro-
by dorsza wykazuje pewne réznice w poréwnaniu z dysmutaza ssa-
kéw, to jednak ‘dziqlanie obydwu enzyméw oparte jest na takim sa-
mym mechanizmie. Istotna jest obserwacja, ze pewne czynniki, jak
np. DDC, ktére modyfikuja aktywnodé .dysmutazy ssakéw, mogay byé
réwniez stosowane dla przysziych badad in vivo nad funkcjy tego
“enzymu u ryb. | : ;
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COMPARATIVE STUDIES ON SUPEROXIDE DISMUTASE FROM COD AND PORCINE LIVER

Cytosol superoxide dismutase was isolated from cod liver and uoile new con-
ditions of enzyme preparation and purification were established. Chemical
composition and some physicochemical characteristics of ‘cod SOD were described.
2ffects of DDC, cyanide and heat on the énzyme activity and its absorption
spectrum were tested. The obtained results for cod liver SOD were compared
with parallel analysis’ of porcine liver dismutase. Some di.tincf differences
concerned with changes of SOD ‘activity induced by temperature were observed.



