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Niewiele jest wiadomo na temat funkcjonowania izoenzymow dehydrogenazy
mleczanowej (LDH, EC 1.1.1.27) w plemnikach ryb w poréwnaniu do ich ekspresji w
tkankach somatycznych. LDH jest kohcowym enzymem beztlenowej fazy oddychania
(glikolizy), katalizujacym odwracalng reakcj¢ przeksztatcania pirogronianu w mleczan,
przy udziale dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD) jako koenzymu.
Pirogronian powstajacy z rozktadu glukozy w warunkach tlenowych ulega catkowitemu
utlenieniu do dwutlenku wegla 1 wody w mitochondriach. W warunkach beztlenowych
np. podczas intensywnej pracy mig$ni pirogronian jest redukowany do mleczanu.
Reakcja jest bardzo istotna, gdyz zapewnia regeneracj¢ NAD niezbednego do
podtrzymania procesu glikolizy i produkcji ATP.

U ryb 1 innych kregowcow LDH jest tetramerem o masie czasteczkowej okoto
140 kD. Podjednostki LDH kodowane sa przez trzy niealleliczne geny (Ldh-A, Ldh-B i
Ldh-C), ktorych produkty po przypadkowej agregacji tworzag homo- |
heterotetrameryczne izo- 1 allenzymy LDH. Czgstotliwo$¢ wystgpowania
poszczegolnych form w tkankach zalezy od aktywnos$ci genéw kontrolujacych syntezg
podjednostek 1 mozliwosci ich agregacji. Izoenzymy LDH réznig si¢ wlasciwo$ciami
kinetycznymi i fizykochemicznymi i wykazuja wyrazng ekspresj¢ tkankowa.

Ryby narazone s3 na zmiany czynnikow Srodowiska zewnetrznego, jak
temperatura, $wiatlo, ci$nienie, zasolenie oraz ilo§¢ rozpuszczonych gazoéw, czy
réznego typu zanieczyszczenia. Obecnos¢ réznorodnych form izoenzymow u ryb
stwarza wigksze mozliwosci katalityczne, ktore moga stawi¢ czoto tym zmianom, majac
rowniez wplyw na wewnatrzkomorkowe §rodowisko 1 dziatajace w nim szlaki
enzymatyczne. Plemniki to wysoce wyspecjalizowane komorki, ktére w swoim rozwoju
przechodza rozne stany metaboliczne, 1 szczegOlnie s3 narazone na zmiany
srodowiskowe. Podczas spermatogenezy wigkszos$¢ energii kierowana jest gtownie w
proces biosyntezy. Dojrzate plemniki zapotrzebowanie na ATP przetaczaja z procesu
biosyntezy na ruch warunkujacy zaplodnienie. Te dwa okresy oddzielone sa okresem
spoczynkowym, ktory charakteryzuje si¢ niska wydajnoscia metaboliczng.
Roéznorodnos¢ reprodukcji wplywa na réznice w budowie plemnikoéw, a takze na
ekspresje niektorych enzymow, szczegoOlnie zaangazowanych w homeostaze ATP. U
wigkszosci ryb aparat ruchowy plemnikéw jest zablokowany w ptynie nasiennym
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powoduje odblokowanie ich ruchliwosci. U ryb stodkowodnych jak i morskich
ruchliwo$¢ plemnikow moze by¢ rezultatem niespecyficznych hipo- lub
hiperosmotycznych zmian, wptywajacych na zmiany wewngtrzkomorkowego stezenia
jondéw. Wsrdéd wielu zanieczyszczen chemicznych, na ktére sg narazone organizmy
wodne, tributylocyna (TBT) jest zwiazkiem trwalym i toksycznym, stymuluje
zaburzenia endokrynologiczne u ryb, wptywa na zmniejszenie ruchliwosci i zywotnosci
plemnikow 1 ulega bioakumulacji. Byla najczestsza pochodng cynoorganiczng
stosowang od okoto 1950 roku w farbach przeciwporostowych do malowania kadtubow
todzi, statkow, rur, wiez chtodniczych i wodnych systeméw chtodniczych, jako
fungicyd w tekstyliach, papierniach, rolnictwie, a takze w browarach. Pod zbiorcza
nazwg TBT kryje si¢ kilka zwigzkow, ktorych cecha wspolng jest obecno$¢ kationu
TBT w strukturze. Jako przyktad mozna wymieni¢ wodorek, chlorek, wodorotlenek
TBT. Pomimo zakazu stosowania TBT, nadal wystepuje w $srodowisku wodnym, a
najwigksze jego stezenie odnotowano w wodach przybrzeznych, portach, stoczniach i
osadach dennych. Plemniki sa szczegoélnie narazone na zmiany $rodowiskowe. DO
odpowiedniego funkcjonowania wymagaja doptywu energii w postaci ATP. Produkcja
ATP moze by¢ wspomagana dzigki reakcji katalizowanej przez LDH. Wcze$niejsze
badania wykazaly, ze utrzymanie dobrego poziomu ATP w plemnikach ryb jest $cisle
zwigzane z dobrg ruchliwos$cig. Jako miar¢ magazynowania energii w puli nukleotydow
adeninowych w zywych komoérkach zaproponowano tadunek energetyczny adenylanow
(AEC).
AEC=[ATP]+%[ADP]/[ATP]+[ADP]+[AMP].

Wiele wezedniejszych badan potwierdzilo, ze fizjologiczna wartos¢ AEC w komorkach
somatycznych waha si¢ od 0,8 do 0,95.

W Swietle powyzszych faktow, celem moich badan w ramach pracy
doktorskiej byla identyfikacja i izolacja izoenzymoéw LDH z plemnikéw i innych
tkanek wybranych gatunkow ryb, oraz wyznaczenie ich wlasciwosci
fizykochemicznych i Kkatalitycznych, ponadto okre§lenie wplywu TBT na
aktywnos$¢ LDH w plemnikach w poréwnaniu do tkanki somatycznej, oraz wplywu
metabolitow na bioenergetyke plemnikow na wybranym przykladzie.

Badania w ramach pracy doktorskiej rozpoczeto od okreslenia aktywnosci LDH
I kilku innych enzyméw w plemnikach $ledzia (Clupea harrengus) jako
przedstawiciela gatunku stonowodnego, oraz karpia (Cyprinus carpio) i suma
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Uzyskane wyniki wykazaty, ze aktywnos¢ LDH w plemnikach §ledzia byta niska, a w
plemnikach suma i karpia byta okoto 10 i 14 razy wyzsza. Natomiast aktywno$¢ innych
enzymow (CK, MDH, IDH, ME G-6-PDH) byta wyzsza w plemnikach §ledzia niz w
plemnikach karpia i suma. To sugeruje, w przypadku $ledzia, strategi¢ biochemiczne;j
adaptacji do metabolizmu w warunkach wysokiego poziomu tlenu [1]. W celu
identyfikacji izoenzyméw LDH u $ledzia, karpia i suma w plemnikach, i czterech
tkankach somatycznych (migsniu szkieletowym, sercu, oku i watrobie) zastosowano
poziomg elektroforeze w 14 % zelu skrobiowym przeprowadzong w warunkach
natywnych. U §ledzia wykazala ona obecno$¢ dwoch izoenzymoéw LDH-Bs i LDH-
A:B> w plemnikach, sercu, oku i watrobie oraz izoenzymu LDH-As w mig$niu
szkieletowym, watrobie oraz niewielkg aktywnos¢ tej formy w sercu i oku [1] [2]. U
karpia w wigkszos$ci tkanek wzor elektroforetyczny LDH skladat si¢ maksymalnie z
dziewigciu izoenzymoéw. Liczba izoenzyméw LDH w plemnikach przypominata
ekspresj¢ w oku karpia. W migsniu szkieletowym karpia zaobserwowano dwa gtowne
miejsca aktywnosci LDH, ktore sa wynikiem dominujacej aktywnosci locus Ldh-A.
Duza liczba izoenzymow jest konsekwencja poliploidyzacji podczas ewolucji tego
gatunku. Natomiast jeden izoenzym LDH-B4 obecny w plemnikach suma przypominat
ekspresje w watrobie i sercu, gdzie aktywno$¢ locus Ldh-B jest najwyzsza, a w
przypadku serca pojawito si¢ pi¢¢ izoenzymow - produktow Ldh-A i Ldh-B [2]. Aby
uzyska¢ czyste formy obu izoenzymoéw LDH z plemnikow $ledzia zastosowano ztoze
5’-AMP-Sepharose 4B, a nastepnie DEAE-Sepharose. Frakcje zawierajgce izoenzymy
LDH-B4 i LDH-A2B> potaczono oddzielnie, zaggszczono w worku prozniowym i 40%
glicerolu w 0,1 M buforze Na-fosforanowym, pH 7,1. Tak przygotowane preparaty
przechowywano w — 20 °C. lzoenzym LDH-As z migénia szkieletowego $ledzia
uzyskano po zastosowaniu oczyszczania na zitozu DEAE-Sepharose, 5’-AMP-
Sepharose 4B, Oxamate-agarose [1] Zageszczono i przechowywano w taki sam sposob
jak izoenzymy z plemnikoéw. Analizg czystosci otrzymanych preparatéw wykonano za
pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE), ktéra wykazata obecnosé¢
pojedynczych prazkéw we wszystkich oczyszczonych formach izoenzymoéow [1]. Dla
otrzymanych izoenzymow okreslono kilka wiasciwosci kinetycznych wykonanych w
wyznaczonym uprzednio optimum pH dla reakcji redukcji pirogronianu. Badania
wykazaly najwigksze podobienstwo miedzy izoenzymami LDH- A;B, i LDH-Ba.
Izoenzym LDH-A2B> wykazal najwyzsze powinowactwo do pirogronianu, LDH-B4
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stezenie pirogronianu jest wyzsze w przypadku LDH- A2Bg, a najnizsze dla izoenzymu
LDH-As. Wyniki pomiaru termostabilnosci przeprowadzone dla poszczegdlnych
izoezymow, wskazaty izoenzym LDH-As jako najbardziej termolabilny, a najwigksza
termostabilno$¢ osiggnat izoenzym LDH-B4 tracgc aktywnosé powyzej 70 °C [1].

Zanieczyszczenia, na jakie narazone sg organizmy wodne wptywaja negatywnie
na ich stan fizyczny i ma to odzwierciedlenie w zlym funkcjonowaniu enzyméw w
roznych szlakach enzymatycznych. Do$wiadczenia, wykonano z wykorzystaniem
oczyszczonej formy LDH-As z mig$nia szkieletowego oraz LDH-Bs z plemnikow
Sledzia. Wyniki wykazaty zalezno§¢ aktywnosci LDH od stezenia TBT w $rodowisku
inkubacyjnym [2, 3]. Bezposrednio po dodaniu 10 uM TBT aktywnos¢ LDH A4 spadta
do 65%, w ciggu 30 minut do 30% [3]. Zaobserwowano hamowanie aktywnosci LDH
wraz ze wzrostem stezenia TBT 1 czasu inkubacji. Wieksza aktywno$¢ (45%) w tych
samych warunkach zachowat izoenzym LDH-Bs z plemnikéw $ledzia. Natomiast
dziewi¢¢ izoenzyméw LDH =z plemnikow karpia zachowato 75% aktywnosci
enzymatycznej [2]. W celu ochrony przed negatywnym wpltywem TBT na aktywnosc¢
dehydrogenazy mleczanowej przetestowano albumine bydleca (BSA), dodajac do
mieszaniny inkubacyjnej. Uzyskane wyniki wskazaly, ze dodanie BSA w stezeniu 10
ng mlt jest w stanie chroni¢ aktywno$¢ LDH-As do stezenia 30 uM TBT. Przy
stezeniu 100 uM TBT w obecnosci 10 ug ml* BSA obserwowano 90% aktywnosci
enzymu [3].

Plemniki przechodzac rézne stany metaboliczne potrzebujg dobrego poziomu
ATP, ktory jest mierzony wartoscig tadunku energetycznego adenylanéw. W pracy
zbadano wpltyw kilku substratow egzogennych (tj. glicyna, seryna, alanina, glukoza,
glicyna plus mleczan plus pirogronian, mleczan plus pirogronian) na warto$¢ tadunku
energetycznego adenylanéw (AEC) dla plemnikéw suma. Uzyskane dane dowiodty, ze
pirogronian i mleczan sg istotnymi metabolitami dla bioenergetyki plemnikow suma,
poniewaz utrzymujag AEC w dobrym stanie 0,78 po 120 h inkubacji, zblizonym do stanu
fizjologicznego. W$rdd badanych substratow egzogennych glicyna wydaje si¢ by¢
najmniej korzystna (0,09) dla utrzymania wartosci AEC [2].

Wyniki oméwione w pracach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej
rzucaja wigcej $wiatla dla lepszego zrozumienia funkcji LDH w plemnikach i tkankach

ryb 1jego roli w metabolizmie komorki:



- LDH-A2B2 i LDH-Bs w plemnikach §ledzia, LDH-Bs w plemnikach suma
potwierdzajg lepsze przystosowanie do warunkow tlenowego metabolizmu.

- LDH-A4 z migénia $ledzia jest najbardziej hamowanym izoenzymem przez TBT.

- Oba substraty reakcji LDH (pirogronian i mleczan) utrzymujg tadunek energetyczny

adenylanow (AEC) w plemnikach suma w zakresie wartosci fizjologicznych.
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