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AKTYWNOSC DYSMUTAZOWA HEMOLIMFY
I HEMOCYJANINY RAKOW

Hemolimfa rakéw: Orconectes limosus, Astacus astacus i Astacus leptodactylus
posiadata wysoka aktywnos¢ dysmutazowa wynoszaca 5.9, 6,2 i 3,5 odpowiednio
w przeliczeniu na mg bialka calkowitego. Po rozdziale elektroforetycznym bialek
hemolimfy rakéw nie stwierdzono obecnosci enzymu — SOD odpowiadajacego wielkos-
cig dysmutazie wolowej. Wiasciwosci dysmutazowe na zelu poliakryloamidowym
wykazaly frakcje hemocyjaninowe 16S i 24S.

Sktadniki hemocyjaniny 168 i 24S rozdzielone metoda chromatografii kolumnowej
charakteryzowaly si¢ nizsza aktywnoscia dysmutazowa od hemolimfy w przeliczeniu na
biatko.

1. WSTEP

Tlen jest pierwiastkiem niezbednym dla organizméw aerobowych, jednakze
podczas jego 4-etapowej redukcji powstaja reaktywne formy wielce szkodliwe
dla organizmu: anionorodnik ponadtlenkowy (O%7), rodnik hydroksylowy
("OH) oraz nadtlenek wodoru (H,0»).

l. Oy + € — 0Oy anionorodnik ponadtlenkowy
2. 07 4+ e + 2H* = H,0, nadtlenek wodoru

3. H;0; + ¢ + Ht - H,0 + OH . rodnik hydroksylowy

4. OH + e + Ht - H0

O; + 4e + 4H* - 2H,0 + energia

W ukladach biologicznych rodnik ponadtlenkowy jest koncowym lub
posrednim produktem wielu reakcji enzymatycznych (np. oksydaza ksan-
tynowa: ksantyna). Powstaje on rowniez w procesie radioliiy wody, za-
chodzacym pod wptywem promieniowania jonizujacego. Ponadto anionorod-
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nik ponadtlenkowy reaguje w reakcji ,,dysmutacji’’ tworzac nadtlenek wodoru,
ktory jest rowniez niepozadanym produktem w organizmie, poniewaz w obec-
nosci metali w reakcji Fentona powstaje szkodliwy rodnik hydroksylowy.

SOD
1.0y + Oy + 2H* - H)0; + 0O,
2. H,0, + Fe2t/Cult - Fe*t/Cu?* 4 'OH + OH
3. H,;0, + O + H*t -+ H;0 + 'OH + O,
Fe“/Cu'*
H,0;, + 05" - 'OH + OH + O,

Uwaza si¢, ze to glownie rodnik hydroksylowy jest odpowiedzialny za
toksyczne dziatanie produktow redukcji tlenu [2, 8]. Pozostaje poza dyskusja
udziat anionorodnika ponadtlenkowego w procesie karcenogenezy, mutagene-
zy i w wielu patologiach [8]. Aktywne formy tlenu ze wzgledu na szkodliwe
dzialanie nie moga powstawa¢ w komodrkach w sposdb niekontrolowany.
W organizmie musza wigc istnie¢ czynniki eliminujace anionorodnik ponad-
tlenkowy i nadtlenek wodoru. Dla obrony przed produktami redukcji tlenu
komérki posiadaja zestaw enzyméw — metaloprotein: dysmutaz¢ (SOD)
i katalaz¢ badz peroksydaze.

Plyny pozakomodrkowe praktycznie nie zawieraja tych enzymow.

SOD
1.0 + Oy + 2H? - H,0; + O,
KATALAZA
2. H,0; + H,0, — 2H,0 + O,
PEROKSYDAZA
3. H0, + AH; - 2H,O + A

Reakcja dysmutacji (1) ulega przyspieszeniu w obecnosci enzymu dys-
mutazy ponadtlenkowej (SOD). Przyjmuje si¢, z¢ mechanizm katalizy polega
na udziale w kolejnych etapach miedzi z centrum aktywnego enzymu (Cu
— Zn).

1.LE-Cu¥*t + 07 » E-Cut + 0O,
2.E - Cu't + 05 - E - Cu’* + O; anion nadtlenkowy

Okazalo si¢ jednak, ze wlasnosci dysmutazowe, katalazowe czy perok-
sydatywne wykazuja niektore biatka (np. ceruloplazmina), a takze zwigzki
niskoczasteczkowe z miedzia (Cu Hisp H)** badz sama miedz [4, 5, 12, 15, 17,
19]. Do bialek posiadajacych wlasnosci katalazowe naleza hemocyjaniny (Hc)



Aktywno$¢ dysmutazowa hemolimfy i hemocyjaniny rakow 91

migczakow, a wlasnosei tej nie wykazujg hemocyjaniny stawonogéw [4, 18].
Jest to fakt zaskakujacy, bowiem podstawowa funkcja hemocyjanin jest
transport tlenu. Podczas inkubacji deoks¥hemocyjaniny Mollusca z H,0,
dochodzi do generacji oksyHe(Cu?*t 5-Cu?* )0, poprzez ciag reakcji:

deoksy(Cu'ta-Cu'tp) + H,0, + 2H+ - met(Cu?t ,~Cu’ty) + 2H,0

met(Cu’* o-Cu’*g) + Hy0, - oksy(Cu?* ,-Cu?tp)0,2 + 2H*
oksy(Cu?* 5-Cu?*+ )0, - deoksy(Cu't ,~Cu'+p) 5 O
2H,0, - 2H0 + O,

Inkubacja deoksy Hc Arthropoda prowadzi do szybkiego tworzenia
met-He. Stwierdzono réwniez u hemocyjanin wlasnoséci peroksydazowe [7, 11,
14] oraz wykazano, ze hemocyjaniny skorpionow i rakéw posiadaja wlasciwo-
sci dysmutacji [16, 9]. W reakcji dysmutacji nietrwalos¢ substratu sprawia, ze
okreslenie aktywnosci dysmutazowej jest mozliwe tylko posrednio, poprzez
ustalenie tempa zmiatania O, w mieszaninie reakcyjnej. W nastgpstwie
usunigcia Oy dochodzi do zahamowania glownej reakcji z udzialem O;-.
Anionorodnik ponadtlenkowy mozna generowac w reakcjach biochemicznych
(oksydaza ksantynowa) badz fotochemicznych (flawiny). Szereg zwiazkow
(adrenochrom, bigkit nitrotetrazoliowy — NBT) tylko w formie zredukowane;j
(np. po redukcji O, ) charakteryzuje si¢ barwa, ktorej natgzenie mozna mierzy¢
spektrofotometrycznie. Dysmutaza (SOD), eliminujac O5 z mieszaniny hamu-
je tworzenie barwnych kompleksow badz tez znacznie obniza ich ilos¢. Tym
samym na zelu poliakryloamidowym pasmo dysmutazy mozna latwo zlokali-
zowac¢ na podstawie braku zabarwienia (jasna frakcja) przy zabarwionym tle.

Za 1 jednostk¢ aktywnosci dysmutazowej (1 U) przyjeto ilos¢ enzymu,
ktora w okreslonych warunkach hamuje dang reakcje w poltowie (50%) [1].

2. MATERIAL 1 METODY

2.1. Material

Materialem do badar byla surowica rakéw (samcow) wystepujacych
w Polsce, tj. raka szlachetnego (Astacus astacus), raka blotnego — (Astacus
leptodactylus) i raka pregowanego (Orconectes limosus) otrzymana po wy-
krzepieniu i odrzuceniu skrzepu.

2.2. Hemocyjanina i jej skladniki

W hemolimfie (surowicy) rakéw hemocyjanina wystepuje gidwnie W po-
staci dwoch stanéw agregacji: 16S (heksamer) i 24S (dodekamer). W niewiel-
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kich ilosciach obecny jest monomer-5S [14]. Obecne w surowicy lipoproteiny
(karotenoproteiny) adsorbowano na ztozu hydroksyapatytowym [3]. Osad He
(mieszanina 168 i 24S + §lady innych bialek) otrzymano po ultrawirowaniu
eluentu. Skladniki 168 i 24S rozdzielono metoda chromatografii kolumnowe;j
na zlozu Sepharose CL-4B i otrzymano w postaci osadu po odwirowaniu,

2.3. Zawartos¢ biatka
Zawarto$¢ biatka w preparatach okreslano metods biuretowa.
2.4. Okreslenie aktywno$ci dysmutazowej (SOD)

Czynniki posiadajace zdolnos¢ usuwania O (np. utworzenic HyO, na
drodze dysmutacji) hamuja tym samym tworzenie (redukcj¢) barwnych
zwiazkéw (np. blekitu nitrotetrazoliowego). Stopieni inhibicji jest miarg
aktywnosci dysmutazowej. Powszechnie w tym celu stosuje si¢ mieszaning:
NBT + ksantyna + oksydaza ksantynowa, rejestrujac absorbancje przy 540
nm co 1 min przez 15 min. [1].

2.5. Identyfikacja aktywno$ci dysmutazowej na Zzelu poliakrylamidowym

Wykonano elektroforeze regularna na (5%) zelu poliakrylamidowym,
stosujac réwnoczesnie barwienie na biatko (a) i aktywnos¢ dysmutazowa (b):
(a) biatko wybarwiano barwnikiem Coomassie Brilliant Blue G-250,

(b) po rozdziale elektroforetycznym Zzele w ciemnosci zanurzano na 20 min
w 0,245 mM roztworze NBT. Nastgpnie rowniez w ciemnosci umieszczano je
w 36 mM buforze fosforanowo-potasowym o pH 7,8, zawierajacym 28 mM
TEMEDu oraz 28 mM ryboflawiny. Zele po wyjeciu naswietlano lampa UV,
generujac rodniki O,_. Biatko o aktywnosci dysmutazowej uwidacznia si¢ na
zelu w postaci jasnego pasma.

2.6. Densytometria
Otrzymane rozdzialy na zelach densytometrowano za pomoca aparatu
-DESAGA-050".
3. WYNIKI
3.1. Aktywno$é dysmutazowa bialek surowicy rakow

Pomiary wykonano przy 540 nm korzystajac ze spektrofotometru SPE-
CORD M-40 (Carl-Zeiss Jena) z automatycznym pomiarem absorbancji co
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2 min przez 15 min. Kontrolg stanowil uktad: ksantyna + NBT + oksydaza
ksantynowa. Do mieszaniny reagujacej dodawano w 3 minucie okreslone
ilodci surowicy. Z krzywych spektofotometrycznych wyliczono w 5 min, tj.
w 2 min po dodaniu surowicy — procent hamowania tworzenia barwnika
z NBT.

Na rys. 1 przykladowo przedstawiono zmiany absorbcji po dodaniu
surowicy dwoch rakéw pregowanych (Orconectes limosus). Wykres na rys.
2 prezentuje zmiany absorbancji w przypadku dodawania do tej samej
kiuwety cyklicznie co dwie min stalej ilosci, tj. 5 ul surowicy raka pregowane-
go. Wykresy na rys. 3 obrazuja wplyw réznych ilosci surowicy raka blotnego
(Astacus leptodactylus) na tworzenie NBT. Zmiany wywolane dodaniem
surowicy raka szlachetnego (Astacus astacus) uwidocznione sa na
rys. 4.

W tabeli 1 zestawiono wyniki aktywnosci SOD surowicy pojedynczych
osobnikow (samce) trzech badanych gatunkow rakow.

Tabela 1

Poréwnawcze zestawienie aktywnosci SOD/mg bialka surowicy rakow

Rak pregowany Rak szlachetny Rak blotny

6,7 355 5,9 4,5 3,7 2,5

8,0 3,0 6,7 58 5.5 5,1

7,4 3 8.4 74 24 2,1

9.4 49 5,2 5,5 6,3 24

5,6 6,8 7,1 5,5 28 2,6
588 + 2,14 62 + 1,18 3:55 + 1,52

3.2. Identyfikacja bialek o wlasnosciach dysmutazowych
na zelu poliakryloamidowym

Zbiorcze zestawienie réwnoleglych rozdzialéw elektroforetycznych i den-
sytograméw bialek hemolimfy rakéw, wybarwionych na bialko i aktywnos¢
dysmutazowa przedstawiono na rys. 5, 6, 7. Zawsze w swiezych preparatach
hemolimfy i surowicy przechowywanej do 10 dni (4°C), obecne sa dwie giéwne
frakcje nie wybarwione (jasne). Frakcje nie wybarwione odpowiadaja gléwnym
skladnikom hemocyjaniny rakéw: 16S i 24S. Wzgledne aktywnosci dys-
mutazowe obu skladnikow Hc ocenione na podstawie pdl powierzchni
densytogramu sg prawie rowne.
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Rys. 7. Rozdzialy elektroforetyczne bialek surowicy raka szlachetnego (Astacus astacus) i ich
densytogramy
A — wybarwiony na obecno$é¢ bialka, B — wybarwiony na aktywno$é¢ dysmutazowa

3.3. Aktywnosci SOD skladnikéw He

Dla otrzymania skladnikow Hc laczono hemolimfe z 10-20 osobnikow.
Metoda chromatografii kolumnowej otrzymano preparaty sktadnikow: 168S,
24S, ktorych czystosé i jednorodno$¢ sprawdzano elektroforetycznie. Dla
otrzymanych skladnikéw okreslono spektrofotometrycznie aktywnos¢ dys-
mutazowa. Zmiany pochlaniania w mieszaninie reakcyjnej pod wplywem
skladnika 16S raka pregowanego przedstawiono na rys. 8.

W tabeli 2 zebrano otrzymane wartosci dla trzech preparatow raka
preggowanego i blotnego. Skladniki hemocyjaniny raka szlachetnego nie
wykazaly aktywnosci SOD.
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Rys. 8. Wplyw wyizolowanego skladnika hemocyjaniny 16S raka pregowanego na zmiany w czasie
absorbcji ukladu: ksantyna + oksydaza ksantynowa + NBT

Tabela 2
Aktywnos¢ SOD/mg biatka
Rak pregowany Rak blotny
16S 248 168 248
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 + 0,19 0,22 + 0,09 0,16 + 0,09 0,09 + 0,0

4. DYSKUSJA

Tak przeciwstawne wlasnosci hemocyjanin, tzn.: z jednej strony rozklad
H,0; (He-Mollusca), z drugiej tworzenie HyO; (He-Arthropoda), przy prawie
identycznym centrum aktywnym sa jak na razie niezrozumiale. Biatka te
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roznia si¢ tylko stanem agregacji i dodatkowo w Hc stawonogéw obok miedzi
(0,17%) stwierdzono niewielka ilo$¢ Zn (0,03%) [6, 10]. Nadal tez pozostaje
nie wyjasniona wyjatkowa odpornos¢ skorupiakow na dziatanie promieniowa-
nia jonizujacego.

Na podstawie zaprezentowanych danych mozna uzna¢, ze hemocyjanina
skorupiakow (rakéw) posiada takze wlasnosci dysmutacyjne. Ponizej, na rys.
9, przedstawiono hipotetyczny udzial centrum aktywnego hemocyjaniny
w reakcji dysmutacji [13, 16].

()
& d|) | ll. ' L
i |
\c"/ / o o ﬁ’/ \c Ao 0,
OXYHEMOCYJANINA HALF-OXYHEMOCYJANINA
b b
N S N -
\lz/\l/ ¥ \I:/\la/
CU\ Cu 03 —_— ’O!
NZr O it S
HALF-OXYHEMOCYJANINA OXYHEMOCYJANINA

Rys. 9. Hipotetyczny model oddzialywania centrum aktywnego hemocyjaniny z rodnikami
ponadtlenkowymi [16]

W pierwszym etapie, jednoelektronowa redukcja przez anion ponadtlen-
kowy atomu Cu*? w oksyhemocyjaninic prowadzi do utworzenia tzw.
semioksyhemocyjaniny i czgsteczki tlenu. Natomiast w drugim etapie, utlenie-
nie przez anion ponadtlenkowy semioksyhemocyjaniny do oksyhemocyjaniny
z utworzeniem H»0,. Radioochronne dzialanie polegajace na zmiataniu
krotkotrwalych pierwotnych produktéw radiolizy wody (rodnikéw) wymaga
wspoldziatania dwoch enzymow: dysmutazy (SOD), ktora ochrania katalaze
przed inaktywacja O,- oraz katalazy zapobiegajacej inaktywacji dysmutazy
przez HyO;. Fakt, ze hemocyjanina przejawia az trzy (!) antyoksydatywne
aktywnosci szczegdlnie preferuje to biatko w systemie obronnym. Hemo-
cyjanina, podobnie jak enzymy metabolizmu tlenowego, tworzy pierwsza lini¢
obrony komérki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Rozklada zaréwno O3-,
jak i HyO, zanim te posrednie produkty w reakcji utworza szkodliwy rodnik
OH".
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DISMUTASE PROPERTIES OF CRAYFISH HEMOLYMPH AND HAEMOCYANIN

The hemolymphs of the crayfish species: Orconectes limosus, Astacus astacus, Astacus
leptodactylus have been found to exhibit relatively high superoxide dismutase activities of and, 5.9;
6.2; 3.5 respectively.

The enzymes corresponding in its physical properties to bovine SOD have not been detected in
the proteinograms of crayfish hemolymphs. The electrophoretic separations of crayfish haemocya-
nins revealed dismutase-positive species corresponding to haemocyanin fractions of 16S and 24S.
The chromatographically purified components corresponding to 5S and 168 fractions of crayfish
haemocyanins had low dismutase activities. !



