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reakcje utleniania i redukcji. Wsrod tej klasy enzymow wyrdznia sie m.in.
hydroperoksydazy (peroksydazy i katalazy). Peroksydazy katalizuja reakcje utleniania
nadtlenku wodoru (H,0,) réznych substratow, zas katalazy rozkladaja powstaly nadtlenek
wodoru. Peroksydazy zaliczane sa do enzymow, ktore wykorzystuja nadtlenek wodoru oraz
inne nadtlenki organiczne jako substraty reakcji. Peroksydaza chroni organizm przed
szkodliwym dzialaniem nadtlenkow, poniewaz ich gromadzenie sie moze prowadzi¢ do
powstawania tzw. wolnych rodnikéw, ktore nastepnie moga uszkadzac¢ blony komdrkowe,
a dodatkowo moga by¢ jednym z czynnikow przyczyniajacych sie do rozwoju miazdzycy
i nowotworow [3].

Peroksydazy nie sa tylko enzymami roslinnymi, znajduja sie takze w mleku, leukocytach czy ptytkach
krwi. W erytrocytach i innych tkankach wystepuje tzw. peroksydaza glutationowa. Jej grupa
prostetyczna jest selen, a dziatanie polega na katalizowaniu w obecnosci zredukowanego glutationu
rozktad nadtlenku wodoru i nadtlenkéw lipidow, dzieki czemu zapobiegane jest utlenianie lipidéw
btonowych i hemoglobiny przez nadtlenki. Peroksydaza glutationowa zaliczana jest do naturalnych
przeciwutleniaczy. Wystepuje ona w wielu tkankach, a oprécz nadtlenku wodoru, dziata ona réwniez
na nadtlenki organiczne. Wraz z witamina E peroksydaza glutationowa jest czescia uktadu
ochronnego przeciw peroksydacji lipidow [3]. Peroksydaza jest enzymem mato wrazliwym na wysoka
temperature, co ciekawe jeszcze w temperaturze 100°C czesciowo zachowuje swojg aktywnos¢ [4].

Z kolei, katalza wykorzystuje nadtlenek wodoru zaréno jako donor jaki i akceptor elektronow.
Enzym ten jest hemoproteing, ktéra w swej czasteczce zawiera 4 grupy hemowe. Katalaza wykazuje
aktywnos¢ peroksydazowa, a dodatkowo moze katalizowa¢ reakcje , gdzie jedna czasteczka
nadtlenku wodoru jest substratem oddajacym elektrony, a druga czasteczka H,O, jest utleniaczem
(akceptor elektronéw). W warunkach in vivo katalaza wykazuje aktywnos$¢ peroksydazowa.
Obecnos¢ katalazy stwierdzono we krwi, szpiku kostnym, blonach sluzowych, nerkach i watrobie
[3]. Obecnosc neiduzych ilosci katalazy wykazano w mitochondriach oraz retikulum
endoplazmatycznym [6].Ponadto, enzym ten wystepuje u niektérych bakterii. W komdrkach
drozdzowych (S. cerevisiae) i E.coli stwierdzono dwa typy katalazy: katalaze typu A (atypowa,
peroksymalna) oraz katalaze typu T (katalaza typowa, cytoplazmatyczna) [6].

W przeprowadzonych przez Gudelj M. i wsp. (2001) badaniach, wykorzystano nowy szczep Bacillus
sp., ktory otrzymano z odptywu Sciekéw i zidentyfikowano jako Bacillus SF. Wyizolowany z tego
szczepu kompleks katalaza-peroksydaza, charakteryzuje sie duza stabilnoscia pH oraz odpornosé
cieplna. CP z bakterii oczyszczano z wykorzystaniem frakcjonowanego wytracania siarczanem
amonu i rozdziatu chromatograficznego.

Oczyszczanie CP (katalazy-peroksydazy) z komore Bacillus sp. (Bacillus SF) (
procedura wg Gudelj M. i wsp., 2001).

1. Komrorki bakteryjne hodowano w 60°C z wytrzasaniem (160 rpm) w standardowej pozywce
(buforowanej 50 mM NaHCO3/ Na,CO, w pH=10). Wzrost komérek monitorowano z uzyciem
mikroskopu, po uptywie 2-dniowej inkubacji komorki (1ml) przeniesiono do swiezego medium.
Nastepnie, zebrano je na koniec wyktadniczej fazy wzrostu,zwirowano przy 3000 x g przez 15
min, a otrzymany po wirowaniu osad zawieszono w buforze fosforanowym(50 mM, o pH 7,0).
Komorki rozbijano za pomoca ultradzwiekéw, a postep rozbijania monitorowano pod mikroskopem.
Pozostatosci komérkowe usuwano przez odwirowanie (przy 6500x g, 20 min), a otrzymany
supernatant zastosowano do oczyszczania CP. Lizat komérkowy poddano frakcjonowaniu poprzez
wytracanie siarczanem amonu o 40% nasyceniu- w celu usuniecia zanieczyszczen, a nastepnie
w drugim etapie zastosowano siarczan o 70%-nasyceniu w celu wytracenia CP. Wytracone biatko



zbierano za pomoca wirowania, po czym osad rozpuszczono sie w buforze fosforanowym (50 mM,
opH 7,0) z 1,0 M roztworem (NH,) ,SO,. Otrzymany roztwor biatka naniesiono na kolumne
(Phenyl Sepharose High Performance Column) zréwnowazona 1,0 M (NH,) ,SO, w buforze
fosforanowym (jak opisano wczesniej).

2. Frakcje zawierajace biatko eluowano liniowym gradientem 1.0 M (NH,) ,SO,. Nastenie, aktywne
frakcje katalazy potaczono razem i wprowadzono do kolumny Q6 UNO (Bio-Rad , Hercules, CA,
USA) zréwnowazonej buforem fosforanowym (50 mM, pH 7,0). Po adsorpcji, biatka wymywano
liniowym gradientem 0,1M NaCl w tym samym buforze; katalaze eluowano 0,25M NaCl. Aktywne
frakcje potaczono, zatezono w komorze do ultrafiltracji (Sartorius, Epsom, UK, uzywajac
membrany o 100kDa limicie) i przeniesiono na kolumne (Pharmacia) wczesneij zréwnowazona
w buforze fosforanowym (50 mM , o pH=7.0) zawierajacym 0,15M NaCl. Zebrano aktywne
frakcje enzymu, po czym pzrechowywano je w temperaturze -20°C, az do czasu uzycia [7].

Charakterystyka biatka-elektroforeza

Otrzymane biatko rozdzielono w zelu poliakrylamidowym za pomoca elektroforezy SDS-PAGE
(z siarczanem dodecylu-sodu). Rozdziat prowadzono w 12% zelach, z wykorzystaniem odpowiedniego
markera masy czasteczkowej . Biatka na zelu barwiono barwnikiem Coomassie Brilliant Blue.
Elektroforeze natywng PAGE przeprowadzono w 10% zelu poliakrylamidowym, ktéry barwiono na
aktywnosc katalazy za pomoca 0,001% nadtlenku wodoru (metoda opisana przez Harris i Hipkinson,
1976). Aktywnosc peroksydazy okreslono zgodnie ze zmodyfikowana metoda Graham i wsp. (1964),
przy uzyciu gwajakolu lub o-dianizydyny jako substratu reakcji [7].

W przeprowadzonym doswiadczeniu Gudelj M. i wsp.,2001), aktywnos¢ katalazy mierzono
spektrofotometrycznie. Mieszanina testowa zawierata 100ul preparatu enzymu i 900 ul buforu
fosforanowego (50 mM o pH=7). Reakcje zapoczatkowano przez dodanie 1,000 pl 26 mM H,0, , po
czym monitorowano spadek absorbancji przy 240 nm w temperaturze pokojowej. Liniowy zakres
reakcji (30 sekund) uzyto do obliczenia stopnia reakcji [7].



kDa

« — 200,00
— 9740
— 66,20

— 45,00

—  31.00

Fig. 1A,B. Native and sodium dodecyl sulfate (5DS) polyacrylamide
gel electrophoresis of the purified catalase-peroxidase (CP) from
Bacillus SE. A Nalive 10% polyvacrylamide gel stained for catalase
activity according to Harris and Hopkinson (1976). B Denaturing
SDS 12% polyacrylamide gel stained for protein with Coomassie bril-
liant blue. Lane 1, purified CP; lane 2, Pharmacia molecular mass stan-
dard. Arrow indicates application of the catalase

Zdjecie: Rozdziat elektroforetyczny 0CZySZCZONEej CP, [7].
http://www.mbio.ncsu.edu/mjc/o0ld/20062007/Jae_paper.pdf

Katalaza jest tetramerem hemoproteinowym o masie czasteczkowej rownej 240 kDa. Kodowana jest
przez gen jadrowy. Obecnie znane sa 3 formy izienzymatyczne katalazy: CAT-1, CAT-2 oraz CAT-3.
Formy CAT-1 i CAT-2 wystepuja w miejscu obfitego wystepowania nadtlenku wodoru, a wiec:
w peroksysomach, glioksysomach, cytozolu- gdzie uniemozliwiaja jego dalsze rozprzestrzenianie.
Forma CAT-3 wystepuje w mitochondriach oraz cytozolu. Enzym ten przeprowadza tzw. dysmutacje
nadtlenku wodoru ( w wyniku czego tlen z nadtlenku wodoru zmienia stopien utlenienia) [5].W
strukturze katalazy wystepuje hem- kazda z podjednostek enzymu ma uktad hemowy, gdzie
w centralnym potozeniu znajduje sie atom zelaza (Fe’*).

Dzieki zastosowaniu nowoczesnych technik molekularnych, w latach 80-tych XX wieku udato sie
poznaé¢ budowe oraz lokalizacje ludzkiego genu kodujacego katalaze. I tak, gen ten umoejscowiony
jest na chromosomie 11 (ramie 13), sktada sie on z 13 eksonoéw, rozdzielonych miedzy soba za
pomoca 12 intronéw. Ogdlna dlugosc catego genu szacuje sie na ok. 34 kpz, gdzie region kodujacy
stanowi 1581 pz [6].



Catalase

zrodto:

Perokszdaza oraz katalaza sa enzymami, ktére odgrywaja bardzo wazna role w procesach regulacji
wzrostu i rozwoju roslin. Przeprowadzone badania pozwolity na okreslenie roli peroksydazy we
wzroscie i rozwoju roslin. I tak, stwierdzono, ze peroksydaza bierze udziat w syntezie lignin (Macur
in., 1991) i utlenianiu kwasu indolilooctowego (IAA). Katalaza, z kolei odpowiada za rozktad
nadtlenku wodoru, dzieki czemu enzym ten peini role ochronna w roslinach. Podczas, gdy
peroksydaza utlenia kwas IAA z wykorzystaniem nadtlenku wodoru, katalaza go rozktada, tak wiec
enzymy te wspolgraja ze soba. Zarowno peroksydaza jak i katalaz naleza do pierwszej linii obronne;j
tzn. ich aktywnos¢ bardzo szybko wzrasta np. gdy wystepuje reakcja roslin na pojawienie sie
jakiegos patogenu badZz w przypadku zadziatania okreslonego czynnika stresogennego [1].
Dziatanie katalazy i jej enzymatyczna funkcje po raz pierwszy okreslit Jacobson, Bourquelot i Loew,
kiedy to stwierdzili, ze katalaza powoduje rozktad nadtlenku wodoru na tlen i wode [2].

Ogolnie peroksydazy (POX) mozna podzieli¢ na dwie grupy:

1. Grupa pierwsza stanowi peroksydazy majgce znaczenie fizjologiczne (zaliczane sa do enzymoéw ,
ktére wykazuja kluczowe znaczenie w réznicowaniu i rozwoju komérek roslinnych). Enzymy
pierwszej grupy biora udziat w takich procesach jak: opadanie lisci i owocéw, starzenie sie,
tolerancja na zimno, dojrzewanie owocow , kietkowanie czy reakcje przeciw patogenom.

2. Do drugiej grupy wliczane sa enzymy, ktore uczestnicza w unieczynnianiu reaktywnych form tlenu
(RFT), sa to: peroksydaza glutationowa, gwajakolowa, czy askorbinianowa [5].

Katalaza jako marker

Obnizona aktywnos$¢ katalazy obserwowana jest w trakcie wystapienia wielu choréb, w tym m.in.
zapaleniu phuc, gruzlicy, miazdzycy, cukrzycy. Ponadto, zjawisko to obserwuje sie w trakcie
wystapienia choréb neurodegeneracyjnym (np. chorobie Parkinsona czy Alzheimera).
Przeprowadzone badania ujawnity, ze w przypadku pojawienia sie chordb, ktore poprzedzone sa
wystapieniem stanow zapalnych, wzrasta aktywnos$c¢ katalazy w osoczu krwi. Mata aktywnosc
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katalazy we krwi obserwuje sie przy miazdzycy i cukrzycy, co wskazuje na wystepowanie
dlugotrwatego stresu oksydacyjnego w komoérkach. Wykazano, ze nadtlenek wodoru uszkadza
komorki b trzustki, co przy niedoborze katalazy prowadzi do rozwoju cukrzycy . Wyrazne obnizenie
aktywnosci obserwowano w wielu typach nowotworéw np. gtowy i szyi, ptuc, przewodu
pokarmowego, piersi, nerek czy w przypadku wystapienia biataczki. Brak lub niedobor katalazy we
krwi i innych tkankach organizmu, prowadzi do powstawania tzw. akatalasemii i hipokatalasemii.
Brak katalazy (akatalasemia) lub jej niedobor (hipokatalasemia) objawiaja sie m.in. owrzodzeniem
jamy ustnej, a zmiany te prowadza u chorych do utraty zebow [6].

Peroksydazy naleza do szeroko rozpowszechnionych enzymoéw. Spotyka sie je zaréno w tkankach
zwierzecych jak i roslinnych, a nawet w bakteriach. Szeroka specyficznosé¢ enzymoéw, ich wielorakie
wlasciwosci, a takze dostepnosc z réznych zrédet powoduja, ze enzymy te znalazly zastosowanie
biologicznych i biochemicznych procesach. Z tego punktu widzenia najczesciej badanym
i stosowanym enzymem jest peroksydaza chrzanowa (HRP). Do wykrywania aktywnosci peroksydazy
wykorzystywane sa metody kolorymetryczne, elektrochemiczne i chemiluminescencyjne. Klasyczne
metody kolorymetryczne oparte sa na monitorowaniu tworzenia barwnego produktu z bezbarwnego
akceptora tlenu. Zwiagzki te obejmuja benzydyne, o-dianizydyne i wiele innych. Metoda
chemiluminescencyjna oparta jest na reakcji utleniania diacylohydrazydow, czemu towarzyszy emisja
Swiatla. Jednym z najbardziej zrozumialych systeméw jest HRP/nadtlenek wodoru -utlenianie
z luminolem w warunkach alkalicznych [8].

Znane sa dwa typy przemian prowadzace do powstania chemicznie indukowanej emisji Swiatta.
Rodniki lub rodnikojony (np. produkty elektrolizy soli organicznych) moga rekombinowaé na
powierzchni elektrod, co w ostatecznosci prowadzi¢ bedzie do emisji $wiatta. Zjawisko to okresla sie
mianem elektrochemiluminescencji (ECL). Drugim typem przemian sg reakcje utleniania, kiedy to
czasteczki reaguja z tlenem czasteczkowym lub z nadtlenkami. Reakcje te zachodza zazwyczaj
w obecnosci katalizatoréw - enzymow. Wynikiem tego typu reakcji tworza sie produkty bedace
w stanie wzbudzonym i uwalniane sa mate molekuty. Bardzo znanym przyktadem jest wspomniane
powyzej utlenianie luminolu ( w srodowisku zasadowym) [9].

Peroksydaza askorbinianowa wystepuje w chloroplastach i cytozolu. Uwaza sie, ze ten rodzaj
peroksydazy wraz z katalaza odpowiedzialne sa za ochrone komorek roslinnych przed szkodliwym
dziataniem nadtlenku wodoru oraz innych nadtlenkéw organicznych. U roslin wyzszych peroksydazy
wystepuja w postaci kilku izoform, a jedna z nich jest wtasnie peroksydaza askorbinianowa (APX).
W chloroplastach enzym ten odpowoedzialny jest za usuwanie nadtlenku wodoru, ktory tam powstaje
[10].

Peroksydaza askorbinianowa - oznaczanie [11].

Opisana ponizej metoda stosowana jest do pomiaru spadku absorbancji przy A=290 nm lub A=265
nm w wyniku utleniania askorbinianu do dehydroaskorbinianu.

Material do badan: jako material do przeprowadzenia oznaczenia nalezy uzy¢ liscie fasoli lub
pomidora

Wykonanie:

Do 1 g zhomogenizowanego materiatu roslinnego nalezy doda¢ 10 ml 0,1M buforu fosforanowego
(o pH=6.0) z PVP, EDTA i askorbinianem sodowym (tj. 0,1M bufor sodowofosforanowy o pH=6, 1%



PVP(poliwinylopirolidon), 0,1M EDTA, 0,2 mM askorbinian sodowy). Tak przygotowana probke
wytrzasac przez ok. 10 minut, po czym odwirowac. Nastepnie, do probéwki wprowadzi¢ 1,8 ml 0,1M
buforu fosforanowego (o pH=6.0), 100 nl ekstraktu enzymatycznego oraz 20 pl 5mM roztworu
askorbinianu sodowego (przygotowany na swiezo pzred uzyciem) oraz 100ul 1mM roztworu
nadtlenku wodoru (H,0,). Probke inkubowaé w temperaturze 30°C [11].

Aktywnosc oznacza sie na podstawie pomiaru spadku absorbancji miedzy pierwsza i piat aminuta po
starcie reakcji, przy A= 290 nm na spektrofotometrze z komora termostatowa . Oznaczenie mozna
roniez wykonac przy A= 265 nm- w przypadku, gdy préba kontroln awykazuje duza absorbancje.
Réwnolegle do pomiar6 wykonuje sie oznaczenie proby kontrolnej , ktéra w swoim sktadzie zamiast
nadtlenku wodoru zawiera wode. Z otzrymanych wyniko oblicza sie aktywnosé, wykorzystuja
w obliczeniach milimolowe wspétczynniki absorpcji:

m e,,= 2,8 mM ‘cm ! albom e, =13,4mM *cm*[11].

Czesciowe oczyszczanie surowego ekstraktu enzymu przeprowadzono pzrez wytracenie siarczanem
amonu, a nastepnie zastosowano chromatografie jonowymienng. W trakcie doswiadczenia
zaobserwowano, ze po czesciowym oczyszczeniu aktywnos$¢ enzymu zwiekszyta sie w poréwnaniu do
surowego ekstraktu enzymu. Muhammad Anjum Zia i wsp.( 2011) opisali kilkuetapowa metode
ekstrakcji i oczyszczania peroksydazy wraz z inaktywacja pozostatosci katalazy i pomiarem
aktywnosci enzymu[12].

Ekstrakcja enzymu (wg Muhammad Anjum Zia i wsp., 2011).

Peroksydaze ekstrahowano z nasion jabtek i pomaranczy z wykorzystaniem metody opisanej przez
Geng i wsp. (2001) z niewielkimi modyfikacjami. Nasiona zostaly oddzielone od suszu, po czym
moczono je w 200 ml 0,1M buforze fosforanowym o pH=6.0 przez noc i doktadnie zhomogenizowano
przez mieszanie w ciagu 15 -20 minut. Tak otrzymana probke zwirowano 10 000 x g,w trakcie 15
minut, w celu usuniecia resztek komoérkowych. Otrzymany po wirowaniu supernatant delikatnie
usunieto znad osadu i przesaczono przez bibule filtracyjna Whatman No 1 w celu uzyskania probki
enzymu o wiekszej przejrzystosci [12].

Obrobka termiczna (wg Muhammad Anjum Zia i wsp., 2011).

W celu selektywnej inaktywacji sladéw katalazy, otrzymana probke surowego ekstraktu enzymu
ogrzewano w temperaturze 65°C przez 3 minuty w kapieli wodnej , po czym probke gwattownie
schtodzono przenoszac ja na 30 minut na 16d (Wang i in., 1999). Po termicznej inaktywacji, ekstrakt
przetrzymywano w temperaturze 4°C az do momentu uzycia [12].

Pomiar aktywnosci enzymu i stezenia biatka (wg Muhammad Anjum Zia i wsp., 2011).

Aktywnos$¢ enzymu oznaczano za pomoca spektrofotometru UV-VIS przy dlugosci fali rownej A=470
nm, wg metody Rad i in. (2007) z niewielkimi modyfikacjami. Do pomiaréw przygotowano
mieszanine pirokatechiny (170 mM) i aniliny (2,5 mM) w 0,2 M buforze fosforanowym ( o pH 6,5). Do
kazdego blanku i pustej kuwety do pomiaru prébki odpipetowano po 500 pl powyzszej mieszaniny
oraz 500 pl nadtlenku wodoru (35%). Probki inkubowano w temperaturze 25° C przez 3 do 4 minut.

Nastepnie, odpowiednio do blankéw (kontrole) oraz probek dodano po 50 pl ekstraktu
enzymatycznego oraz 50 pl buforu fosforanowego. Wzrost wartosci absorbancji rejestrowano z 4 do
5 minutowymi przerwami. Biatko w probce oznaczano metoda Lowry i in. (1951), gdzie stosuje sie
albumine surowicy bydlecej jako standard [12].

Czesciowe oczyszczanie i dializa peroksydazy [12].



Do ekstraktu enzymatycznego dodano siarczanu amonu , az o 50% nasycenia, po czym probke
przechowywano przez 4 do 6 godzin w temperaturze 4° C. Wytracony w tym czasie osad zebrano
przez odwirowanie prébki przy 10 000 x g przez 15 minut, w temperaturze 4° C. Otrzymany po
wirowaniu osad (wytraconych biatek) odrzucono. Do supernatantu dodawano ponownie siarczan
amonu, do osiagniecia 85% nasycenia w temperaturze 0° C. Probke ponownie inkubowano przez 4
do 6 godzin w temperaturze 4° C, po czy zwirowano jak wyzej. Po wirowaniu, oddzielono nadsacz,
a otrzymany osad rozpuszczono w matej ilosci buforu, w ktérym ekstrahowano enzym. Roztwor
przeniesiono do worka dializacyjnego i dializowano wobec wody destylowanej przez kilka godzin
zmieniajac 4 razy wode po uptywie kazdych 6 godzin [12].

Badani przeprowadzone przez Muhammad Anjum Zia i wsp. (2011) wykazaty, ze ekstrakt
peroksydazy otrzymany z nasion pomaranczy wykazuje wieksza aktywnos$¢ peroksydazy niz

w przypadku ekstraktu z nasion jabtek. Dzieki temu tez stwierdzono, ze nasiona pomaranczy sa
bogatym Zrdédtem peroksydazy w poréwnaniu do nasion jabtek. [12].

Autor: Lidia Koperwas
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