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Cercetarea activităţii enzimatice şi a formelor moleculare a dife­
ritelor enzime, suscită un deosebit interes în explicarea funcţiilor meta­
bolice la diferite animale. Dez\'oltarca cercetărilor în acest domeniu a 
dus la evidenţierea unor interesante deosebiri şi asemănări între ani­
malele aparţinînd diferitelor categorii taxonomice, ceea ce a făeut pc 
mulţi cercetători să încerce a stabili şi justifica pe această bază înrudiri 
între diferite specii, precum şi a fundamenta şi explica pe baze bio­
chimice legături filogenetice (M an w e 11 şi col. 1966, J ac obs o n 
şi col. 1969, V a 1 di vie s co şi col. 1968, Ho c hac h k a 1966, I a k o v-
1eva1968, W i l k ins o n 1965). 

Numeroase date existente în literatură atestă faptul că în organe 
diferite se găsesc fracţiuni enzimatice distincte specifice de ţesuturi, 
forme moleculare cu funcţii distincte adaptate la condiţiile funcţionale 
ale ţesuturilor. 

Prin structura lor şi funcţia deosebită ce o îndeplinesc în organism, 
eritrocitele prezintă un interes aparte pentru studiile de enzimologie. 
Eritrocitele adulte ale mamiferelor, celule anucleate fără aparat Golgi 
şi mitocondrial, fără o proteosinteză decelabilă, îşi datorează energia 
necesară menţinerii structurii şi funcţiilor lor glicolizei anaerobe. 

In lucrarea de faţă ne-am propus să studiem unele enzime cu 
rol important în metabolismul anaerob al glucidelor din eritrocitele 
celor ·trei speoii de Mesocricetus, specii de rozăfoare, cu areale geogra­
fice de răspîndire deosebite dar cu o biologie asemănătoare şi Spalax 
leucodon, animal cu o biologie aparte trăind exclusiv în galerii, în 
condiţii de temperatură şi umiditate relativ constante şi cu o atmosferă 
de o compoziţie gazoasă deosebită. 

Au fost studiate enzimele : Glucozo-6-fosfat dehidrogenază, 
(G6PDH), gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenază (GA3PDH) şi lactico­
dehidrogenază (LHD). Intr-o luc:rare anterioară am efectuat un studiu 
electroforetic al hemoglobinelor aceloraşi specii (Scripcariu şi col. 1971). 
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MATERIAL ŞI METODA 

Speciile de Mesocricetus utilizate în studiul nostru provin de la 
crescătoria laboratorului de genetică al Instit. de Biologie „Tr. Săvu­
lescu". Specia Spalax leucodon a fost colectată din Dobrogea. Sîngele 
a fost prelevat pe heparină prin puncţie cardiacă şi centrifugat timp 
de 10 minute la 2 OOO r/min pentru separarea eritrocitelor. Sedimentul 
a fost spălat prin resuspendare de trei ori în soluţie de NaCl 0,9o 0 şi 
recentrifugat în aceleaşi condiţii. 

Prepararea hemoli7;atului s-<a făcut după S~nger şi col. (1959) sus­
pendînd eritrocitele într-un volum egal ele apă şi 0,5 ml toluen pe ml 
de hemolizat şi centrifugare 30 min. la 5 OOO r/min. Hemolizatul după 
adăugare de sucroză s-a supus electroforezei. Electroforeza s-a efectuat 
după sistemul disc-electroforeză (Davis 1964) timp de 3 ore la 3,12 
mA/tub pe gel de Cyanogum 41, în tampon tip Ornstein (1964), la pH 
8,6. S-a lucrat cu 0,1 ml probă pe tub. După terminarea electroforezei 
gelurile au fost scoase din tuburi, clătite cu apă distilată şi apoi spă­
late timp de 15 min. cu o soluţie tampon 0,2M tris -HCl 0,2M. pH 7,4, 
după care au fost supuse inC"ubării în medii adec\·ate. 

Astfel pentru punerea în e\·idcnţă a glucozo-6-Iosiat dehidroge­
nazei, gelurile au fost incubate în m~diu preparat după T h u 11 i ne şi 
col. (1967), iar gliceraldehid-:~-fosfat dehidrogenaza şi lactico-dehidro­
,genaza în mPdi11 preparat după Lu s h (1970) în care pentru GA3PDH 
!adatul a fost înlocuit în aceeaşi concentraţie morală cu gliceTaldehid-
3-fosfat. Gelurile au fost incubate între 2 şi 7 ore la 37°C, apoi spălate 
cu apă distilată şi păstrate în acid acetic 7,50/0• 

Numerotarea formelor ele izoenzime s-a făcut de la anod, după 
Web b (1964). 

REZULTATE ŞI DISCUŢII 

Modelele elcctroforetin• ak cnz.imelor : glueozo-6-fosfal clehiclro­
gcnază (G6PDH), gliceraldehid-3-Iosfat dehidrogcnază (GA-3-PDH) şi 
lactico dehidrogenază (LDH) din hemolizatul celor 4 specii de rozătoare 
studiate prezintă un aspect destul de omogen. Astfel G.6.PDH (Fig. 1) 
prezintă un spectru izoenzimatic relativ asemănător la cele 3 specii de 
Mesocricetus, în electroforegramă apărînd trei benzi majore. La M. 
auratus şi M. newtoni banda izoenzimatică 2 prezintă o activitate mai 
redusă decît la M. brandti. Din hemolizatul de M. newtoni se izolează 
o bandă secundară, notată cu 3, cu activitate situată sub banda 4, care 
ca reacţie şi poziţie în gel ar corespunde izoenzimei 3 de la M. auratus 
şi M. brandti. Electroforegrama de la Spalax prezintă două forme izo­
enzimatice cu o migrare lentă. Prima bandă lată prezintă o activitate 
slabă, banda 2 foarte îngustă, cu activitate intensă situată imediat 
sub start. 

GA-3-PDII (Fig. 2) este perfect asemănătoare la cele 3 specii de 
1Wesocricetus, apare ca 2 benzi ni activitate slabă situate spre partea 
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Fig. I - Elertrnforegrama glucozo-6-fosfat dehidrogenazei (G-6-PDH) 
dihemolizatul celor 4 specii 
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mediană a gelului. Electroforegrama acestei enzime din hemolizatul de 
Spalax prezintă o singură bandă cu activitate slabă. sitllată în imediata 
apropiere a linil'i cll' start. 

LDH (Fig. :n prezintă în hcmolizatul c-elor ;{ spcc-ii ele Mesncriceius 
5 fracţiuni izoenzimatic:c. La l\1. newioni şi I\.1. brandti fracţiunile elec­
troforetice ah' ladirn-clehidrogc,nazPi prezintă aceeaşi \'itczii ele migrare 
clistingînclll-Se prin aceea că frac-ţiiinile 2 şi :1 au o actiYitatc mult mai 
intenst1 la .11. nrtd(mi,. adi\·itall' prin care se' a:-;eamănă c·u fracţiunile 
;{ şi 4 dl' la IVI. auralus. La M. a11ratus Iractiunill' 2 şi 5 au o viteză de 
migrare mai marc decît la celelalte două specii, iar fracţi1111c•a 5 prezinU1 
o activitate foarte slabă. 

La Spalax leucodon se izolează doar 4 fracţiuni izoenzimatice tll 
migrare mai lentă, fiind grupate în treimea atodică a gelullli. 

Fracţiunile 2 şi ;{ se aseamănă prin activitate cu benzile cores­
punzătoare de la speciile M. newtoni şi M. brandti avîncl o activitatl' 
enzimatică mai marc. 

Din analiza rezllltatelor noastre reiese că în extractele speciilor stu­
diate se desfăşoară o activitate glicolitică complexă fapt sugerat cit> 
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separarea eJectroioretică din hemolizate a mai multor forme moleculare 
a enzimelor studiate. Datele noastre concordă cu rezultatele obţinute de 
diferiţi cercetători, care pun în evidenţă în eritrocite numeroase enzime 
legate de glicoliza anaerobă (Lu n d s g a ard 1963, Murphy 1960, 
Bartlett şi col. 1953, Velick şi col. 1963, Rose şi col. 1964, 
Vcsell şi col. 1962, Tusuboi şi col. 1966, Schricr 1963, 
c;reen 1965). 

Faptul că structura eritrocitelor de mamifere este simplă, ele 
fiind lipsite de nudei şi organite celulare, iar metabolismul lor este 
limitat la glicoliza anaerobă face ca ele să constituie un foarte bun 
material pentru studiul glicolizei şi biochimismul autoreglării ei. 

Astfel, Tem k i ne (1966) şi Ra pap ort (1968) studiază meta­
bolismul eritrocitelor la om şi la animalele de laborator, izolează şi dis­
cută interrelaţia metabolică a peste 20 de enzime glicolitice . 
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Fig. 2 - Electroforegrama gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazei (GA-3-
PDH) din hemolizatul celor 4 specii. 

Enzimele studiate de noi, joacă un rol important în realizarea 
metabolismului glicolitic anaerob şi prin aceasta în întreaga dinamică 
modo-funcţională a eritrocitului. Astfel, glucozo-6-fosfat dehidrogenaza, 
enzimă avînd drept cofactor NADP şi care f'ste situată în etapa iniţială 
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a ciclului pentozo-fosfatic prin activitatea sa asupra substratului ia de 
la acesta 2H, astfel că NADP trece în NADPH2, co-factor care este 
reoxidat de către NADPH2-methemoglobin reductază în procesul redu­
cerii methemoglobinei. 
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Fig. 3 - Electroforegrama lactico-dehidrogenazei (LDH) 
din hemolizatul celor 4 specii. 

Ma Mesocricetus auratus 
Mn Mesocricetus newtoni 
Mb Mesocricetus brandti 
Sl Spalax leucodon 

sensul migrării electroforetice de la catod la anod. 
+ 
LEGENDA: 

••••• activitate enzimatică foarte intensă 

- activitate em~imatică intensă 

Wffi"ffff//Jhi activitate enzimatică medie 

F!-::J:'.'J:&=.ŞJ:I activitate enzimatică slabă 

____ _.I activitate enzimatică foarte slabă. 
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Glic0raldehid-3-fosfat dehidrogenaza şi lactico-dehidrogenaza 
enzime avînd cofactor NAD-ul, prin acţiunea lor asupra substratului 
furnizează NADH2, implicat în activitatea NADH2-methemoglobin re­
ductazei pe de o parte şi produşi finali, acidul l-3difosfogliceric şi 
respectiv acidul piruvic cu rol important în sinteza ATP-ului, şi a echi­
librului ionic eritrocitar (Mina k am i şi col. 1964, 1966. R apa port 
şi col. 1939, Rapaport 1968, Tusuboi şi col. 1966, Schrier, 
1963 şi Y ash i k a w a 1965). 

Rezultatele obţinute de noi scot în evidenţă o diversitate mai mare 
de forme moleculare la speciile de Mesocricetus decît la Spalax. Dia­
gramele electroforetice prezintă o ~pecificitate de specie relativă. deo­
sebindu-se mai mult prin diferenţele de activita~ a diferitelor forme 
moleculare. Acest fapt pare să concorde cu datele existente în literatură 
asupra valorii reduse' a electroforegramelor enzimelor în taxonomie şi 
filogenie (Thornber şi col. 1968. Hori şi col. 1969. Meşter şi 
col. 1971. Catarin şi col. 1969, Bloom şi col. 1967, Lebherz şi 
col. 1967). 

Diversitatea mai mare de forme moleculare la speciile de Mesocri­
cetus faţă de Spalax poate să reflecte necesităţile metabolice ale speciC'i 
în raport c·u condiţiile de viată. Spalax leucodon fiind un animal adap­
tat la o Yiaţă permanent subterană, fiind puţin influenţat de factorii 
de mediu foarte diferiţi, reflectă aceasta în tabloul electroforetic al 
enzimelor studiate, printr-un număr mai mic de fracţiuni moleculare 
şi printr-o activitate mai slabă a acestora. Speciile de Mesocricetus şi 
Spalax studiate, aparţin la două genuri diferite de rozătoare, care s-au 
diferenţiat şi au evoluat în condiţii de viaţă diferite. 

Heterogenitatea formelor moleculare glicolitiee ale unor celule 
atît de specializate ca eritrocitele mamiferelor, reflectă mai de grabă 
complexitatea de adaptare a organismelor la diversele variaţii ale me­
diului, care cu timpul au căpătat o stabilitate genetică. Diferitele forme 
moleculare ale unei enzime, prin proprietăţile lor cinetice diferite, sînt 
modulate la activitatea metabolică a celulelor în funcţie de variaţia 
diferiţilor factori interni sau externi. 

CONCLUZII 

Studiul electroforetic al enzimelor glirnlitiice eritrocitare G-6-PDH. 
GA-3-PDH, LDH evidenţiază la speeiile de Mesocricetus studiate mai 
multe forme moleculare distincte : 3-4 la G-6-PDH,2 la GA-3-PDH şi 
5 la LHD. In com,paraţie cu speciile de Mesocricetus, Spalax leucodon 
prezintă un n'llmăr mult mai mic de fracţiuni 2 pentru G-6-PHD, 1 pen­
tru GA-3-PDH şi 4 pentru LDH. Adivitatea fracţiunilor izoenzjmatice 
din spectrele electroforetice' ale enzimelor de Spalax este mai mică deeîot 
ia speciile de Mcsocricetus. Se c-onsideră că deosebirile în ce.ea ce pri­
Yeşte activitatea şi numărrul de fracţiuni moleculaire a enzimelor studiate 
ar fi legate de deosebirile metabolice în raport cu condiţiile eco-fiziolo­
gice ale speciilor. Se poate afirma că la speeiile studiate aparţin.înd la 
două genuri diferite de rozătoare o seamă de diferenţe rezidă Şi din dife­
!·enţele genetice între cele două entităţi taxonomice. 
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ELECTROPHORETIC STUDIES ON THE SOME RED BLOOD CELLS 
GLICOLITIC ENZYMES OF RODENT SPECIES: MESOCRICETUS 

AURATUS, M. NEWTON!, M. BRANDTI, SPALAX LEUCODON 

SUMMARY 

The isoenzymic pattern of glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
glyoeraldehyde-3-phosphate dehydrogenase faiom eryithrocii.tes of Meso­
cricetus auratus, Mesocricetus newtoni, Mesocricetus brandti and Spalax 
leucodon, were de.tennined by electrophoresis on polyacrylamide gel. 
El.ectrophoreitic analyses of glycolytic enzymes from e!!'yithrocites of in­
vestigaited animals, shows some calitative (number of bands with en­
zymic activi1ty) and cantitative (propcmtional to the staining intenS>irty 
of the enzymic fractions) differences. Data presented in this paper show 
the importance of glycolitic enzymes, difierent in intensity for the two 
group of rodenits, iin connection with thier environmental C'onditiOITls. 
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