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Cercetarea activitd{ii enzimatice si a formelor moleculare a dife-
ritelor enzime, suscitd un deosebit interes in explicarea functiilor meta-
bolice la diferite animale. Dezvoltarca cercetidrilor in acest domeniu a
dus la evidentierea unor interesanie deosebiri si asemindri intre ani-
malele apartinind diferitelor categorii taxonomice, ceea ce a [acut pe
mulfi cercetdtori sd incerce a stabili si justifica pe aceastd bazd inrudiri
intre diferite specii, precum si a fundamenta si explica pe baze bio-
chimice legaturi filogenetice (Manwell si col. 1966, Jacobson
si col. 1969, Valdiviesco si col. 1968, Hochachka 1966, Ilakov-
leval968, Wilkinson 1965).

Numeroase date existente in literaturd atestd faptul cd in organc
diferite se gasesc fractiuni enzimatice distincte specifice de t{esuturi,
forme moleculare cu functii distincte adaptate la conditiile functionale
ale fesuturilor.

Prin structura lor si functia deosebitd ce o indeplinesc in organism,
eritrocitele prezintd un interes aparte pentru studiile de enzimologie.
Eritrocitele adulte ale mamiferelor, celule anucleate fird aparat Golgi
si mitocondrial, fird o proteosintezd decelabild, isi datoreazd energia
necesard mentinerii structurii si functiilor lor glicolizei anaerobe.

In lucrarea de fati ne-am propus sa studiem unele enzime cu
rol important in metabolismul anaerob al glucidelor din eritrocitele
celor trei specii de Mesocricetus, specii de rozitoare, cu areale geogra-
fice de raspindire deosebite dar cu o biologie asemaniatoare si Spalax
leucodon, animal cu o biologie aparte trdind exclusiv in galerii, in
conditii de temperaturi si umiditate relativ constante si cu o atmosfera
de o compozitie gazoasd deosebita.

Au fost studiate enzimele: Glucozo-6-fosfat dehidrogenaza,
(G6PDH), gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GA3PDH) si lactico-
dehidrogenazd (LHD). Intr-o lucrare anterioard am efectuat un studiu
electroforetic al hemoglobinelor acelorasi specii (Scripcariu si col. 1971).
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MATERIAL SI METODA

Speciile de Mesocricetus utilizate in studiul nostru provin de la
crescatoria laboratorului de genetica al Instit. de Biologie ,Tr. Sdvu-
lescu“. Specia Spalax leucodon a fost colectatd din Dobrogea. Singele
a fost prelevat pe heparind prin punctie cardiacid i centrifugat timp
de 10 minute la 2000 r/min pentru separarea critrocitelor. Sedimentul
a [ost spalat prin resuspendare de trei ori in solutic de NaCl 0,907 si
recentrifugat in aceleasi conditii.

Prepararea hemolizatului s-a facut dupd Singer si col. (1959) sus-
pendind eritrocitele intr-un volum egal de apd si 0,5 ml toluen pe ml
de hemolizat si centrifugare 30 min. la 5000 r/min. Hemolizatul dupa
adaugare de sucrozi s-a supus electroforezei. Electroforeza s-a efectuat
dupa sistemul disc-electroforezd (Davis 1964) timp de 3 ore la 3,12
mA/tub pe gel de Cyanogum 41, in tampon tip Ornstein (1964), la pH
8,6. S-a lucrat cu 0,1 ml probd pe tub. Dupid terminarea electroforezei
gelurile au [fost scoase din tuburi, clatite cu apa distilati si apoi spa-
late timp de 15 min. cu o solutie tampon 0,2M tris -HCIl 0,2M. pH 7,4,
dupa care au fost supuse incubdrii in medii adecvate.

Astlel pentru punerca in evidenid a glucozo-6-foslat dehidroge-
nazei, gelurile au fost incubate in mediu preparat dupd Thulline si
col. (1967), iar gliceraldehid-3-losfat dehidrogenaza si lactico-dehidro-
genaza in mediu preparat dupd Lush (1970) in care pentru GA3PDH
lactatul a fost inlocuit in aceeasi concentratie morald cu gliceraldehid-
3-fosfat. Gelurile au fost incubate intre 2 si 7 ore la 37°C, apoi spilate
cu apa distilata si pastrate in acid acetic 7,50/,

Numerotarca formelor de izoenzime s-a ficut de la anod, dupé
Webb (1964).

REZULTATE S$I DISCUTII

Modelele electroforetice ale enzimelor @ glucozo-6-losfat dehidro-
genazd (G6PDH), gliceraldehid-3-losfat dehidrogenazd (GA-3-PDH) si
lactico dehidrogenazi (LDH) din hemolizatul celor 4 specii de rozatoare
studiate prezintd un aspect destul de omogen. Astfel G.6.PDH (Fig. 1)
prezintd un spectru izoenzimatic relativ asemdinitor la cele 3 specii de
Mesocricetus, in electroforegramd apidrind trei benzi majore. La M.
auratus si M. newtoni banda izoenzimaticd 2 prezintd o activitate mai
redusd decit la M. brandti. Din hemolizatul de M. newtoni se izoleazi
o bandd secundard, notati cu 3, cu activitate situati sub banda 4, care
ca reaciie si pozitie in gel ar corespunde izoenzimei 3 de la M. auratus
si M. brandti. Electroforegrama de la Spalax prezinti doud forme izo-
enzimatice cu o migrare lentd. Prima banda latd prezinti o activitate
slabd, banda 2 foarte ingustd, cu activitate intensd situatd imediat
sub start.

GA-3-PDII (Fig. 2) este perfect asemaindtoarc la cele 3 specii de
Mesocricetus, apare ca 2 benzi cu activitate slaba situate spre partea
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Fig. 1 — Electroloregrama glucozo-6-fosfat dehidrogenazei (G-6-PDH)
dihemolizatul celor 4 specii

mediand a gelului. Electroforegrama acestei enzime din hemolizatul de
Spalax prezintd o singurd bandad cu activitate slabd. situatd in imediata
apropierc a liniei de start.

LDH (Fig. 3) prezinti in hemolizatul celor 3 specii de Mesocricetus
5 fracfiuni izoenzimatice. La M. newtoni si M. brandti [ractiunile elec-
troforetice ale lactico-dehidrogenazei prezinti acecasi vitezd de migrare
distingindu-se prin accea ci {ractiunile 2 si 3 au o activitate mult mai
intensi la M. newtoni,. activitate prin care sc aseamdnid cu fractiunile
3 si 4 de la M. auratlus, La M. auratus [fractiunile 2 si 5 au o vitezd de
migrare mai mare decit la celelalte doud specii, iar fractiunca 5 prezinta
o activitate foarte slaba.

La Spalax leucodon se izoleazd doar 4 [ractiuni izocnzimatice cu
migrare mai lenid, liind grupate in {reimea atodicd a gelului.

Fractiunile 2 si 3 se¢ aseamdna prin activitate cu benzile cores-
punzitoare de la speciile M. newtoni si M. brandti avind o activitate
enzimaticd mai marc.

Din analiza rezultatelor noastre reiese ci in extractele speciilor stu-
diate se deslasoard o activitate glicoliticd complexa [apt sugerat dc
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separarca electroforeticd din hemolizate a mai multor forme moleculare
a enzimelor studiate. Datele noastre concorda cu rezultatele obtinute de
diferi{i cercetatori, care pun in evidenid in eritrocite numeroase enzime
legate de glicoliza anaerobd (Lundsgaard 1963, Murphy 1960,
Bartlett si col. 1953, Velick si col. 1963, Rose si col. 1964,
Vesell si col. 1962, Tusuboi si col. 1966, Schricr 1963,
Green 1965).

Faptul cd structura eritrocitelor de mamilere este simpla, ele
fiind lipsite de nuclei si organite celulare, iar metabolismul lor este
limitat la glicoliza anaeroba face ca ele sd constituie un foarte bun
material pentru studiul glicolizei si biochimismul autoreglarii ei.

Astlel, Temkine (1966) si Rapaport (1968) studiazd meta-
bolismul eritrocitelor la om si la animalele de laborator, izoleazd si dis-
cutd interrelatia metabolicd 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, joacd un rol important in realizarea
metabolismului glicolitic anaerob si prin aceasta in intreaga dinamica
morfo-functionald a eritrocitului. Astfel, glucozo-6-fosfat dehidrogenaza,
enzima avind drept cofactor NADP si care este situata in etapa initiala
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a ciclului pentozo-losfatic prin activitatea sa asupra substratului ia de
la acesta 2I1, astfel cd NADP trece in NADPH,, co-factor care cste
reoxidat de catre NADPH,-methemoglobin reductazi in 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 migrarii electroforetice de la catod la anod.
_l_

LEGENDA :

activitate enzimatica foarte intensa

; 24 activitate enzimatica intensa

777/ activitate enzimatica medie
aclivitate enzimatica slaba
l: activitate enzimatica foarte slabi.
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Gliceraldehid-3-fosfat  dehidrogenaza si  lactico-dehidrogenaza
cnzime avind colactor NAD-ul, prin actiunca lor asupra substratului
furnizeazi NADH,, implicat in activitatea NADH:-methemoglobin re-
ductazei pe de o parte si produsi finali, acidul 1-3difosfogliceric si
respectiv acidul piruvic cu rol important in sinteza ATP-ului, si a echi-
librului ionic eritrocitar (Minakami si col. 1964, 1966. Rapaport
si col. 1939, Rapaport 1968, Tusuboi si col. 1966, Schrier,
1963 si Yashikawa 1965).

Rezultatele obfinute de noi scot in evidenti o diversitate mai mare
de forme moleculare la speciile de Mesocricetus decit la Spalax. Dia-
gramele electroforetice prezinti o specificitate de specie relativd. deo-
sebindu-se mai mult prin diferentele de activitate a diferitelor forme
moleculare. Acest fapt pare si concorde cu datele existente in literaturd
asupra valorii reduse a electroforegramelor enzimelor in taxonomie si
filogenie (Thornber si col. 1968, Hori si col. 1969, Mester si
col. 1971, Cotariu si col. 1969, Bloom si col. 1967, Lebherz si
col. 1967).

Diversitatea mai mare de forme moleculare la speciile de Mesocri-
cetus fa{d de Spalax poate sa reflecte necesitdtile metabolice ale speciei
in raport cu conditiile de viatid. Spalax leucodon {fiind un animal adap-
tat la o viatd permanent subterand, fiind pufin influentat de factorii
de mediu floarte diferiti, reflectd aceasta in tabloul electroforetic al
enzimelor studiate, printr-un numir mai mic de fractiuni moleculare
si printr-o activitate mai slabd a acestora. Speciile de Mesocricetus si
Spalax studiate, apartin la douid genuri diferite de rozitoare, care s-au
diferentiat si au evoluat in conditii de viatd diferite.

Heterogenitatea formelor moleculare glicolitice ale unor celule
atit de specializate ca eritrocitele mamiferelor, reflecti mai de graba
complexitatea de adaptare a organismelor la diversele variatii ale me-
diului, care cu timpul au cipitat o stabilitate genetica. Diferitele forme
moleculare ale unei enzime, prin proprietdtile lor cinetice diferite, sint
modulate la activitatea metabolicdi a celulelor in functie de variatia
diferitilor factori interni sau externi.

CONCLUZII

Studiul electroforetic al enzimelor glicolitice eritrocitare G-6-PDH,
GA-3-PDH, LLDH cvidentiazid la speciile de Mesocricetus studiate mai
multe forme moleculare distincte : 3—4 la G-6-PDH,2 la GA-3-PDH si
5 la LHD. In comparatie cu speciile de Mesocricetus, Spalax leucodon
prezintd un numdir mult mai mic de fractiuni 2 pentru G-6-PHD, 1 pen-
tru GA-3-PDH si 4 pentru LDH. Activitatea [ractiunilor izoenzimatice
din spectrele electroforetice ale enzimelor de Spalaxr este mai mica decit
la speciile de Mesocricetus. Se considera cd deosebirile in ceea ce pri-
veste activitatea si numdrul de fractiuni moleculare a enzimelor studiate
ar fi legate de deosebirile metabolice in raport cu condifiile eco-fiziolo-
gice ale speciilor. Se poate afirma cd la speciile studiate aparfinind la
dou# genuri diferite de rozitoare o seamd dc diferente rezida si din dife-
rentele genctice intre cele doud entitdfi taxonomice.
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ELECTROPHORETIC STUDIES ON THE SOME RED BLOOD CELLS
GLICOLITIC ENZYMES OF RODENT SPECIES: MESOCRICETUS
AURATUS, M. NEWTONI, M. BRANDTI, SPALAX LEUCODON

SUMMARY

The isoenzymic pattern of glucose-6-phosphate dehydrogenase,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from erythrocites of Meso-
cricetus auratus, Mesocricetus newtoni, Mesocricetus brandti and Spalax
leucodon, were determined by electrophoresis on polyacrylamide gel.
Electrophoretic analyses of glycolytic enzymes [rom erythrocites of in-
vestigated animals, shows some calitative (number of bands with en-
zymic activity) and cantitative (proportional to the staining intensity
of the enzymic fractions) differences. Data presented in this paper show
the importance of glycolitic enzymes, different in intensity for the two
group of rodents, in connection with thier environmental conditions.
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