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Przeprowadzone badania miaty wykazac, ktéry z izoenzymoéw dehydrogenazy jabtczanowe;j
posiada decydujgca role w utrzymywaniu jej catkowitej aktywnosci. Wigkszy udziat izoen-
zymu mitochondrialnego wskazywatby posrednio na ochronny wplyw bton mitochondrial-
nych. Uzyskane wyniki nie potwierdzily tej hipotezy sugerujac, ze o posmiertnych zmianach
aktywnosci zaréwno dehydrogenazy jabiczanowej jak i mleczanowej (oznaczanej w celu
poréwnania) decyduje proteoliza.

The results of malate and lactate dehydrogenase activity assays in mitochondrial and
cytoplasmic fractions of the rat liver were presented. Investigations were performed until 35
days after death as with the human material. The activity of malate dehydrogenase in
cytoplasmic fraction was considerably higher than in mitochondrial and the decrease of this
activity in mitochondrial fraction was much more intensiv. Moreover the activity of lactate
dehydrogenase in cytoplasmic fraction was very high during a long time after death. These
data seem to be contrary to the earlier hypothesis about the protective role of mitochondrial
membranes for the stability of malate dehydrogenase activity long after death. They aiso
suggest the predominant role of postmortem proteolysis in the decrease of investigated
enzyme activities.

WSTEP

Badania aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i jablczanowej (MDH)
watroby ludzkiej przeprowadzone z zastosowaniem detergentu Triton X-100 nie
potwierdzity wczesniejszych przypuszczeri o ochronnym wptywie bton mitochon-
drialnych, ktory miatwarunkowac utrzymywanie zaréwno wyzszej aktywnosci MDH
w stosunku do LDH jak rowniez wysokiej aktywnosci MDH u czesci osobnikéow
przez caly badany czasokres. W celu dalszej weryfikacji hipotezy wynikajacej
z informacji zawartych w pismiennictwie (7) postanowiono zastosowac zwierzecy
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model doswiadczalny. Umozliwiat on pobranie materiatu do badar natychmiast po
zgonie a tym samym gwarantowat, ze mitochondria byly w przewazajacej mierze
nieuszkodzone (1). Dzieki temu rozdzielajac frakcje mitochondrialng i cytopla-
zmatyczng homogenatu zwierzecych watréb mozna byto zatozy¢, ze kazda z nich
zawiera odpowiedni, prawie czysty izoenzym MDH (10) jak roéwniez zbadaé
oddzielnie zmiany ich aktywnosci. Poréwnanie profili tych zmian oraz zmian
aktywnosci MDH mierzonych w tkance watrobowej pozwolitoby na wnioskowanie,
ktéry z izoenzyméw dehydrogenazy jabtczanowej okresla w decydujacy sposéb
catkowitg aktywnosc enzymu. O ile bytby to enzym mitochondriainy, wskazywatoby
to posrednio na ochronng role blon mitochondrialnych w utrzymywaniu wysokiej
aktywnosci MDH. Poréwnawczo okreslono takze zmiany aktywno$ci dehydroge-
nazy mleczanowej - enzymu prawie wytacznie cytoplazmatycznego (4). Szybki
spadek tej aktywnosci we frakcji cytoplazmatycznej potwierdzatby dodatkowo
przedstawiona teze.

Zastosowanie materiatu zwierzecego dawato ponadto mozliwo$é poréwnania
przebiegéw zmian obu aktywnosci w watrobie szczura i cztowieka.

MATERIALY | METODY

Do do$wiadczen uzyto szesciu szczurdw pici meskiej rasy Wistar o masie 240
- 260 g, wykorzystywanych takze do rutynowych éwiczen z biochemii dla studen-
téw. Po zabiciu kazdego z nich (ogtuszenie + dekapitacja) pobierano ok. 2 g
watroby a nastepnie umieszczano otrzymane fragmenty watroby w Srodowisku
0 objetosci 100 ml i pH 7,8 zawierajgcym sacharoze w stezeniu 250 mM oraz
Tris/HC! w stezeniu 10 mM po czym przeprowadzano ich wspdlna homogenizacje.

Otrzymany homogenat wirowano przez 10 minut stosujgc 3000 obrotéw na
minute (wirébwka Sorvall RC 5B), nadsacz ponownie wirowano stosujac 10000
obrotéw na minute i otrzymany osad jako frakcje mitochondrialng zawieszono w 5
ml buforu ekstrakcyjnego, nadsgcz natomiast poraz drugi wirowano. Powstaty
osad usuwano a kolejny nadsacz zachowano do dalszych badan jako frakcje
cytoplazmatyczng.

Aktywno$é MDH i LDH oznaczano w obu frakcjach wewnatrzkomérkowych
codziennie przez 13 dni oraz po 21, 28 i 35 dniach przechowywania w statej
temperaturze +17°C. Po inkubacji probki gromadzono w zamrazarce w tempera-
turze -25°C, wszystkie ulegaty rozmrozeniu w dniu oznaczania aktywnosci. Stoso-
wano taka samg procedure pomiarow jak opisang uprzednio (2) z tym, ze
wykorzystywano spektrofotometr DU 68 firmy Beckmann. Stezenie biatka w kazdej
z badanych prébek oznaczano przy pomocy metody Lowry'ego w modyfikacji
Petersena (8) i wyrazano aktywnos¢ enzymatyczng w przeliczeniu na mg biatka.

Oprécz tego od kazdego z osobnikéw pobrano fragmenty watroby, kidre
przechowywano w takiej samej temperaturze jak frakcje wewnatrzkomérkowe
i oznaczano aktywnosci obu enzymdw po takim samym czasie takze w przelicze-
niu na mg biatka, kiérego stezenie oznaczano w kazdej z badanych prdbek.
Oznaczenia aktywnosci LDH i MDH przeprowadzano jak poprzednio (2) z tym, ze
do buforu ekstrakcyjnego stosowano detergent Triton X-100 w stezeniu 0,2% i do
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pomiaréw spadkéw absorbancji wykorzystywano spektrofotometr DU 68 firmy
Beckmann.

Zbiory aktywnosci MDH i LDH tkanki watrobowej szczura przeanalizowano
statystycznie pod katem zaleznosci od czasu po $mierci w modelu regresiji liniowej
w taki sam sposéb jak uprzednio w badaniach materiatu pochodzacego od czio-
wieka w temperaturze +17°C, tj. dzielac cata pule wynikéw na dwa podzbiory (2).

WYNIKI | OMOWIENIE

Zestawienie wynikow pomiardw obu badanych aktywnosci zawiera tabela
| a réznice pomiedzy aktywnosciami obu enzymodw we frakcji cytoplazmatycznej
i mitochondrialnej przedstawiaja wykresy na rycinie 1.

Aktywnosci badanych enzymoéw we frakcji cytoplazmatycznej zdecydowanie
przewazaly nad aktywnosciami we frakcji mitochondrialnej. Nie budzito to zdziwie-
nia w odniesieniu do LDH, poniewaz aktywnosé tej dehydrogenazy we frakgji
mitochondrialnej byta spowodowana przede wszystkim zanieczyszczeniem cyto-
plazmatycznym (4,10). Ponadto aktywnosci cytoplazmatyczne obu enzyméw do
konca okresu pomiarowego zachowaty bardzo wysokie wartosci, podczas gdy
aktywnosci frakcji mitochondrialnej wykazaty bardzo duzy spadek. Uderzajgce byto
zwlaszcza utrzymywanie sie przez 35 dni bardzo wysokich wartosci aktywnosci
cytoplazmatycznej dehydrogenazy mleczanowej przy jednoczesnym spadku we
frakcji mitochondrialnej od kilkuset jednostek do wartos$ci bliskich zeru.

0 5 10 15 20 25 30 35
Dni / Days

Ryc.1. Réznice pomiedzy aktywnosciami MDH (@) i LDH (o) w czasie po $mierci we
frakcjach: cytoplazmatycznej i mitochondrialnej, uzyskanych z watréb szesciu szczuréw.
Fig.1. Differences between activities in cytoplasmic and mitochondrial fractions extracted
from livers of six rats: MDH (@) and LDH (o) in the time after death.
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Tabela |. Wptyw czasu na aktywnosé (wyrazong w nmol/minx mg bia%ka") dehydrogenazy
jabtczanowej (MDH}) i mieczanowej (LDH) we frakcji cytoplazmatycznej (C), mitochondrial-
nej (M) i w ekstraktach tkankowych (T- warto$¢ $rednia z szesciu pomiaréw) watroby
szczuréw. D - dni po zgonie.

Table . The effect of time on MDH and LDH activity (expressed in nmol/minx mg protein'1)
in the cytoplasmic (C) and mitochondrial (M) fractions and in the tissue extract (T- mean
value from six assays) of rat liver. D - days after death.

D MDH LDH
C M T C M T

1 2816 1618 1404 4060 654 1388
2 1917 1553 4000 689

3 2167 1325 1199 3750 592 1742
4 3500 914 5500 629

5 2600 591 6400 509

6 1900 888 1584 4821 763 1106
7 1500 540 4056 120

8 1000 400 1551 2778 61 519
9 1038 413 2781 25

10 1500 313 1011 4167 25 264
11 1186 300 3571 27

12 1500 217 4250 33

13 1960 350 563 4550 20 182
14 3400 40 6833 5

15 397 157
21 1833 148 507 3708 8 71
28 1375 8 384 3313 1 72
35 1633 4 379 4292 1 29

Obserwowano takze wyrazny spadek aktywnosci obu dehydrogenaz (zwlasz-
cza mleczanowej) w tkance, zblizony w przypadku LDH do stwierdzanego we
frakcji mitochondrialnej a w przypadku MDH ukfadajgcy sie raczej posrednio
miedzy warto$ciami wystepujacymi w obu frakcjach.

Przebiegi zmian aktywnosci tkankowych obu enzyméw uktadaty sie odmiennie
niz u cztlowieka. W ciggu pierwszych siedmiu dni po zgonie nie stwierdzono
zaleznosci liniowej zmian aktywnosci MDH i LDH od czasu po $mierci. Potem
zaleznosc ta co prawda wystepowata, jednakze wspdiczynniki regresii liniowej
okreslajace kat nachylenia prostej réznity sie w obu rodzajach badanego materiatu,
wynoszac dla LDH: -0,3581 (materiat ludzki: -0,1455) i dla MDH: -0,27 (materiat
ludzki: -1,6297).
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DYSKUSJA | WNIOSKI

W uzyskanych wynikach przede wszystkim zwraca uwage duzy spadek aktyw-
noéci obu badanych dehydrogenaz we frakcji mitochondrialnej oraz w homogena-
tach tkanki watrobowej w zestawieniu z tendencja do utrzymywania wysokich
aktywnosci w cytoplazmie do konca okresu pomiarowego, co zaznaczylo sie
szczegolnie w przypadku LDH. Poniewaz frakcja mitochondrialna zawiera takze
lizosomy z enzymami proteolitycznymi (6), obserwowane réznice nalezatoby wig-
za¢ z ich dziataniem bowiem proteoliza jest obok inaktywacji przez inhibitory
zasadniczym czynnikiem warunkujacym posmiertny spadek aktywnosci enzyma-
tycznej (5). Zjawisko to dotyczyto w wigkszym stopniu LDH, co moze wskazywaé
na pewng ochronng role fragmentéw bton mitochondrialnych w odniesieniu do
enzymu wewnatrzmitochondrialnego nawet po dezintegragji tych bton (7). Z drugiej
strony spadek aktywnosci MDH we frakcji mitochondrialnej byt tak duzy w zesta-
wieniu z aktywnoscig cytoplazmatyczng, ze wskazywatoby to na decydujaca role
proteolizy w zmianach aktywnosci tego enzymu. Wniosek ten dodatkowo moze
potwierdza¢ bardzo duza réznica aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej we
frakcji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej, szczegdlnie narazonej na dziatanie
enzymow lizosomalnych. Tak wiec przede wszystkim osobniczo uwarunkowane
roznice w aktywnosci proteolitycznej tkanki watrobowej wydajg sie tumaczyc
obserwowang wczesniej tendencje do diugotrwatego utrzymywania aktywnosci
MDH i LDH u czesci badanych zwtok, co uwidaczniato sie zwlaszcza w odniesieniu
do MDH (2,3). Podwaza to po raz kolejny wczesniejszg hipoteze (7) o ochronnej
roli bton mitochondrialnych wobec aktywnosci enzymatycznych. Najprawdopodob-
niej wykazana przez innych autoréw (1,5,9) szybka posmiertna dezintegracja
organelium powoduje, ze wplyw ten nie moze zaznaczy¢ sie w sposob istotny.
Jednoczesnie przeprowadzone badania sugeruja, ze najwazniejsze znaczenie dla
dtugotrwatego utrzymywania wysokiej aktywnosci MDH posiada izoenzym cyto-
plazmatyczny, co wynika z przewagi jego aktywnosci nad aktywnoscig izoenzymu
mitochondrialnego przy stabo zaznaczonym ochronnym wptywie bton mitochon-
drialnych.

Natomiast wyrazne réznice w przebiegach zmian aktywnosci tkankowych
MDH i LDH w watrobie szczura i cztowieka budzg watpliwosé co do mozliwosci
wykorzystania badarn tanatochemicznych na zwierzetach do okreslania czasu
zgonu u ludzi.
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