
FO LIA  B IO C H IM IC A  E T  B IOPH Y SICA  9, 1992 ______ \____ ■■

Roman Gondko, Ludwik Biały, Maria Adamska

A K TY W N O ŚĆ  D Y SM U TA ZO W A  H E M O L iM FY
I H E M O C Y JA N IN Y  RA K Ó W

Hem olim fa raków : Orconectes limosus, A s/acus astucus  i Astacus leptodactylus 
posiadała  wysoką ak tyw ność dysm utazow ą wynoszącą 5,9, 6,2 i 3,5 odpowiednio 
w przeliczeniu na mg b iałka  całkow itego . Po rozdziale e lektrofore tycznym  białek 
hem olimfy  raków  nie stwierdzono  obecności enzym u SO D  odpow iadającego  wielkoś-
cią dysm utazie  wołowej. Właściwości dysm utazowe na żelu po liakryloam idowym  
wykazały frakcje hemocyjan inow e I6S i 24S.

Składnik i hemocyjan iny 16S i 24S rozdzielone m etodą ch rom atografii ko lum now ej 
charak teryzow ały  się niższą aktyw nością dysm utazow ą od hemolim fy w przeliczeniu na 
białko.

1. W ST ĘP

Tlen jest pierwiastkiem niezbędnym dla organizmów  aerobow ych, jednakże 
podczas jego 4-etapowej redukcji pow stają reaktyw ne formy wielce szkodliwe 
dla organizmu: anionorodnik ponadtlenkow y (O 2 ), rodnik hydroksylowy 
( O H ) oraz nadtlenek w odoru (H 2O 2).

I ■ O 2 -I- e -» O 2 ■

2. 0 2 +  e +  2 H +  -  H 20 2

3. H20 2 +  e +  H +  -  H 20  +  O H

4. OH +  e +  H +  -> H 20

0 2 +  4e +  4 H + -» 2H 20  +  energia

W  układach biologicznych rodnik ponadtlenkow y jest końcowym lub 
pośrednim  produktem  wielu reakcji enzymatycznych (np. oksydaza ksan- 
tynowa: ksantyna). Powstaje on również w procesie radiolizy wody, za-
chodzącym pod wpływem promieniowania jonizującego. Ponadto anionorod-

anio norodnik  ponadtlenkow y 

nadtlenek  w odoru  

rodnik  hydroksy lowy



nik ponadtlenkow y reaguje w reakcji „dysm utacji” tw orząc nadtlenek wodoru, 
który jest również niepożądanym produktem  w organizmie, ponieważ w obec-
ności metali w reakcji Fentona powstaje szkodliwy rodnik hydroksylowy.

SOD

1. 0 27 +  O 2 " +  2 H + —> H 2O 2 +  O 2

2. H 20 2 +  Fe2+/C u '+  -  Fe3+/C u 2+ +  O H  +  OH

3. H 2O2 -f* 0 2 - +  H^" —+ H 2O +  *OH +  O 2

Fe2+/C u ,+

H2O2 + O2" -* *OH +  OH *4- O2

U w aża się, że to głównie rodnik hydroksylowy jest odpowiedzialny za 
toksyczne działanie produktów  redukcji tlenu [2, 8]. Pozostaje poza dyskusją 
udział anionorodn ika  ponadtlenkow ego w procesie karcenogenezy, mutagene- 
zy i w wielu patologiach [8], Aktyw ne formy tlenu ze względu na szkodliwe 
działanie nie mogą pow staw ać w kom órkach w sposób niekontrolow any. 
W organizm ie muszą więc istnieć czynniki eliminujące anionorodnik ponad -
tlenkowy i nadtlenek wodoru. Dla obrony przed produktam i redukcji tlenu 
kom órki posiadają zestaw enzymów -  metaloprotein: dysm utazę (SOD )
i katalazę bądź peroksydazę.

Płyny pozakom órkow e praktycznie nie zawierają tych enzymów.

SO D

1. 0 2 +  0 27 +  2H +  -♦ H 2O 2 +  0 2

K A T A L A Z A

2. H 20 2 +  H 20 2 -  2 H 20  +  0 2

PER OK .SYD AZA

3. H 20 2 +  A H 2 -* 2 H 20  +  A

Reakcja dysmutacji (1) ulega przyspieszeniu w obecności enzymu dys- 
mutazy ponadtlenkow ej (SOD). Przyjmuje się, że mechanizm katalizy polega 
na udziale w kolejnych etapach miedzi z centrum  aktywnego enzymu (Cu
-  Zn).

1. E -  C u2+ +  0 2  ̂ -  E -  C u '+  +  0 2

2. E -  C u l+  +  0 2 t  -*  E  -  C u2+ +  OjT an ion  nad tlenkow y

O kazało się jednak, że własności dysmutazow e, katalazowe czy perok- 
sydatyw ne wykazują niektóre białka (np. ceruloplazm ina), a także związki 
niskocząsteczkowe z miedzią (Cu His2 H )3+ bądź sam a miedź [4, 5, 12, 15, 17, 
19]. D o białek posiadających własności katalazow e należą hemocyjaniny (Hc)



mięczaków, a własności tej nie wykazują hemocyjaniny staw onogów [4, 18]. 
Jest to fakt zaskakujący, bowiem podstaw ową funkcją hemocyjanin jest 
transport tlenu. Podczas inkubacji deoksyhemocyjaniny M ollusca z H 2O 2 
dochodzi do generacji oksyHc(Cu2 + A*Cu b )0 2 poprzez ciąg reakcji:

d e o k sy (C u '+ A C u ' + B) +  H 20 2 +  2H +  -* m et(C u2+A-C u 2 + B) +  2H 20

m et(C u2+A-C u 2+ B) +  H 20 2 -  oksy(C u2 + A C u 2 + B) 0 22 +  2H +

oksy(C u2+A -C u2+ b )0 22 -» deo ksy(C ul + A- C u l + B) 4- 0 2

2H 20 2 -> 2 H 20  +  0 2

Inkubacja deoksy Hc A rthropoda prow adzi do szybkiego tworzenia 
met-Hc. Stw ierdzono również u hemocyjanin własności peroksydazowe [7, 11, 
14] oraz w ykazano, że hemocyjaniny skorpionów  i raków  posiadają właściwo-
ści dysmutacji [16, 9], W reakcji dysmutacji nietrwałość substratu sprawia, że 
określenie aktywności dysmutazowej jest możliwe tylko pośrednio, poprzez 
ustalenie tem pa zmiatania 0 2 - w mieszaninie reakcyjnej. W następstwie 
usunięcia O 2 dochodzi do zahamow ania głównej reakcji z udziałem O 2v. 
A nionorodnik ponadtlenkow y można generować w reakcjach biochemicznych 
(oksydaza ksantynow a) bądź fotochemicznych (flawiny). Szereg związków 
(adrenochrom , błękit nitrotetrazoliow y -  NBT) tylko w formie zredukow anej 
(np. po redukcji O 2 ) charakteryzuje się barw ą, której natężenie można mierzyć 
spektrofotom etrycznie. D ysm utaza (SOD), eliminując O 2“ z mieszaniny ham u-
je tworzenie barw nych kompleksów bądź też znacznie obniża ich ilość. Tym 
samym na żelu poliakryloam idowym pasm o dysmutazy można łatw o zlokali-
zować na podstaw ie braku zabarw ienia (jasna frakcja) przy zabarw ionym tle.

Za 1 jednostkę aktywności dysmutazowej (1 U) przyjęto ilość enzymu, 
która w określonych w arunkach ham uje daną reakcję w połowie (50% ) [1].

2. M A T E R IA Ł  I M E T O D Y

2.1. Materiał

M ateriałem do badań była surowica raków  (samców) występujących 
w Polsce, tj. raka szlachetnego (Astacus astacus), raka błotnego -  (Astacus 
leptodactylus) i raka pręgowanego (Orconecłes limosus) o trzym ana po wy- 
krzepieniu i odrzuceniu skrzepu.

2.2. Hemocyjanina i jej składniki

W hemolimfie (surowicy) raków  hemocyjanina występuje głównie w po -
staci dwóch stanów  agregacji: 16S (heksamer) i 24S (dodekam er). W niewiel-



kich ilościach obecny jest monomer-5S [14]. Obecne w surowicy lipoproteiny 
(karotenoproteiny) adsorbow ano na złożu hydroksyapatytow ym  [3]. Osad Hc 
(mieszanina 16S i 24S +  ślady innych białek) otrzym ano po ultraw irow aniu 
eluentu. Składniki 16S i 24S rozdzielono m etodą chrom atografii kolumnowej 
na złożu Sepharose CL-4B i otrzym ano w postaci osadu po odw irow aniu.

2.3. Zawartość białka

Zaw artość białka w preparatach określano m etodą biuretową.

2.4. Określenie aktywności dysmutazowej (SOD)

Czynniki posiadające zdolność usuwania 02~ (np. utw orzenie H 2O 2 na 
drodze dysmutacji) ham ują tym samym tworzenie (redukcję) barwnych 
związków (np. błękitu nitrotetrazoliowego). Stopień inhibicji jest miarą 
aktywności dysmutazowej. Powszechnie w tym celu stosuje się mieszaninę: 
N BT +  ksantyna +  oksydaza ksantynow a, rejestrując absorbancje przy 540 
nm co 1 min przez 15 min. [1].

2.5. Identyfikacja aktywności dysmutazowej na żelu poliakrylamidowym

W ykonano elektroforezę regularną na (5% ) żelu poliakrylam idow ym, 
stosując równocześnie barwienie na białko (a) i aktywność dysm utazow ą (b):

(a) białko w ybarwiano barwnikiem Coomassie Brilliant Blue G-250,
(b) po rozdziale elektroforetycznym żele w ciemności zanurzano na 20 min 

w 0,245 mM roztw orze NBT. N astępnie również w ciemności umieszczano je 
w 36 mM  buforze fosforanowo-potasow ym  o pH  7,8, zawierającym 28 mM 
T E M ED u oraz 28 mM  ryboflawiny. Żele po wyjęciu naśw ietlano lampą UV, 
generując rodniki O2— Białko o aktywności dysmutazowej uw idacznia się na 
żelu w postaci jasnego pasma.

2.6. Densytometria

O trzymane rozdziały na żelach densytom etrow ano za pomocą apara tu  
„D ESA G A -050” .

3. W Y N IK I

3.1. Aktywność dysmutazowa białek surowicy raków

Pomiary w ykonano przy 540 nm korzystając ze spektrofotom etru SPE- 
C O R D  M-40 (Carl-Zeiss Jena) z autom atycznym  pomiarem absorbancji co
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2 min przez 15 min. K ontrolę stanowił układ: ksantyna +  N B T +  oksydaza 
ksantynowa. Do mieszaniny reagującej dodaw ano w 3 minucie określone 
ilości surowicy. Z krzywych spektofotometrycznych wyliczono w 5 min, tj. 
w 2 min po dodaniu surowicy procent ham ow ania tworzenia barw nika 
z NBT.

N a rys. 1 przykładowo przedstawiono zmiany absorbcji po dodaniu 
surowicy dwóch raków  pręgow anych (Orconectes limosus). W ykres na rys.
2 prezentuje zmiany absorbancji w przypadku dodaw ania  do tej samej 
kiuwety cyklicznie co dwie min stałej ilości, tj. 5 ¡i\ surowicy raka pręgowane- 
go. W ykresy na rys. 3 obrazują wpływ różnych ilości surowicy raka błotnego 
(Astacus leptodactylus) na tworzenie NBT. Zm iany wywołane dodaniem 
surowicy raka szlachetnego (Astacus astacus) uwidocznione są na 
rys. 4.

W tabeli I zestaw iono wyniki aktywności SOD  surowicy pojedynczych 
osobników  (samce) trzech badanych gatunków  raków.

Ta be la  1

Porów naw cze zestawien ie ak tyw ności SO D /m g b ia łka  surowicy raków

R ak pręgow any R ak szlachetny R ak b ło tny

6,7 3,5 5,9 4,5 3,7 2,5
8,0 3,0 6,7 5,8 5,5 5,1
7,4 3,5 8,4 7,4 2,4 2,1
9,4 4,9 5.2 5,5 6,3 2,4
5,6 6,8 7,1 5,5 2,8 2,6

y» 00 oo l_l_t  2,14 6,2 ± 1,18 3,55 b 1.52

3.2. Identyfikacja białek o własnościach dysmutazowych 
na żelu poliakryloamidowym

Zbiorcze zestawienie równoległych rozdziałów elektroforetycznych i den- 
sytogramów białek hemolimfy raków, w ybarw ionych na białko i aktyw ność 
dysmutazow ą przedstaw iono na rys. 5, 6, 7. Zawsze w świeżych prepara tach 
hemolimfy i surowicy przechowywanej do 10 dni (4°C), obecne są dwie główne 
frakcje nie wybarwione (jasne). Frakcje nie wybarwione odpow iadają głównym 
składnikom  hemocyjaniny raków: 16S i 24S. W zględne aktywności dys- 
mutazowe obu składników  Hc ocenione na podstawie pól powierzchni 
densytogram u są praw ie równe.
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Rys. 7. Rozdziały elek troforetyczne białek surowicy rak a sz lachetnego (A stacus aslacus)  i ich
densytogramy

A w ybarw iony  na obecność  białka , B -  wybarw iony  na ak tyw ność dysm utazow ą

3.3. Aktywności SOD  składników Hc

D la otrzym ania składników  Hc łączono hemolimfę z 10-20 osobników. 
M etodą chrom atografii kolumnowej otrzym ano preparaty składników: 16S, 
24S, których czystość i jednorodność spraw dzano elektroforetycznie. Dla 
otrzymanych składników  określono spektrofotometrycznie aktywność dys-
mutazow ą. Zmiany pochłaniania w mieszaninie reakcyjnej pod wpływem 
składnika 16S raka pręgow anego przedstaw iono na rys. 8.

W  tabeli 2 zebrano otrzym ane wartości dla trzech prepara tów  raka 
pręgow anego i błotnego. Składniki hemocyjaniny raka  szlachetnego nie 
wykazały aktywności SOD.



A 540

Rys. 8. W pływ wyizo lowanego sk ładnika  hem ocyjaniny  16S rak a pręgow anego  na  zm iany  w czasie 
absorbcji uk ładu: ksan tyna +  oksydaza ksan tynow a +  N BT

Ta be la  2
Aktywność SOD /mg białka

R ak pręgow any R ak b ło tny

16S 24S 16S 24S

0,32 .«■ 0,14 0,09 0,05
0,71 ^ 0,32 0,12 0,09
0,53 0,21 0,21 0,12

0,52 ± 0 , 1 9 0,22 ±  0,09 0,16 ±  0,09 0,09 ±  0,0

4. D Y SK U SJA

Tak przeciwstawne własności hemocyjanin, tzn.: z jednej strony rozkład 
H 2O 2 (Hc-M ollusca), z drugiej tworzenie H 2O 2 (H c-A rthropoda), przy prawie 
identycznym centrum  aktyw nym są jak  na razie niezrozumiałe. Białka te



różnią się tylko stanem agregacji i dodatkow o w Hc staw onogów  obok miedzi 
(0 ,17% ) stwierdzono niewielką ilość Zn (0,03%) [6, 10]. N adal też pozostaje 
nie w yjaśniona w yjątkowa odporność skorupiaków  na działanie prom ieniow a-
nia jonizującego.

N a podstaw ie zaprezentow anych danych można uznać, że hemocyjanina 
skorupiaków  (raków) posiada także własności dysmutacyjne. Poniżej, na rys. 
9, przedstaw iono hipotetyczny udział centrum aktywnego hemocyjaniny 
w reakcji dysmutacji [13, 16].

O .N

Cu ^  + Q
' vO —i — ^  N

OXYHEMOCYJANINA

V *
Cu Cu

HALF-OXYHEMOCYJANINA

' C u '  ClT + Oj

h a l f -o x y h emo c y ja n in A

I ^
*r I L

\  I / ° \  I / N
C li2 C u + H ,0 ,

N

o x y h emo c y ja n in A

Rys. 9. H ipotetyczny  m odel oddziaływ ania cen trum  aktyw nego hem ocyjan iny z rodnikam i
ponadtlenkowym i [16]

W pierwszym etapie, jednoelektronow a redukcja przez anion ponadtlen- 
kowy atom u C u +2 w oksyhemocyjaninie prowadzi do utw orzenia tzw. 
semioksyhemocyjaniny i cząsteczki tlenu. N atom iast w drugim etapie, utlenie-
nie przez anion ponadtlenkow y semioksyhemocyjaniny do oksyhem ocyjaniny 
z utworzeniem H 2O2. R adioochronne działanie polegające na zmiataniu 
krótkotrw ałych pierw otnych produktów  radiolizy wody (rodników ) wymaga 
współdziałania dwóch enzymów: dysmutazy (SOD), k tóra  ochrania katalazę 
przed inaktyw acją O 2 oraz katalazy zapobiegającej inaktywacji dysmutazy 
przez H 2O 2. Fakt, że hem ocyjanina przejawia aż trzy (!) antyoksydatyw ne 
aktywności szczególnie preferuje to  białko w systemie obronnym . H emo-
cyjanina, podobnie jak  enzymy metabolizmu tlenowego, tworzy pierwszą linię 
obrony kom órki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. R ozkłada zarów no O 27, 
jak  i H 2O 2 zanim te pośrednie produkty w reakcji utw orzą szkodliwy rodnik 
O H  .
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D ISM U T A SE  PR O PE R T IE S  O F  C R A Y FISH  H E M O L Y M PH  A N D  H A E M O C Y A N IN

T he hem olym phs o f  the  crayfish  species: Orconectes limosus, A stacus astacus, A stacus  
lep todacty lus have been found  to exhib it relatively high superoxide d ism utase activities o f and , 5.9; 
6.2; 3.5 respectively.

T he enzym es corresponding  in its physical p roperties to  bovine SO D  have no t been detected  in 
the  pro te ino gram s o f  crayfish hem olym phs. T he e lectrophoretic  se parations o f  crayfish  haem ocya- 
nins revealed d ism utase-positive  species corresponding  to  haem ocyanin  fractions o f  16S and  24S. 
T he chrom a tographically  purified  com ponents corresponding  to  5S and  16S fractions o f  crayfish 
haem ocyanins had  low d ism utase activities.


