SUPEROKSIIDI DISMUTAASI ISOENSUUMSPEKTRID VEISTE JA
KOERTE VERERAKKUDES

A. Karus, V. Karus

Superoksiidi dismutaas E.C.1.15.1.1. (superoksiid: superoksiidi oksiidoreduktaas) kataliiiisib superoksiid-
radikaali disproportsioneerumisreaktsiooni:

O, +0, +2H" =0, + H,0,

SOD avastati 1969 ja on tuntud ka indofenooli oksiidaasi ja tetrasooliumi oksiidaasi nime all. Analoogiliselt
paljude teiste oksiidoreduktaasidega sisaldab ensiiiimi aktiivtsenter metalliooni (Zn>*; Cu?"). Superoksiidi
dismutaas omab erilist tdhtsust antioksiidantse siisteemi osana. Tema iilesandeks organismis on kaitsta selle
rakke tugevat oksiideerijat — superoksiidradikaali — lagundades. Teadaolevalt on superoksiidi dismutaasile
omane suur liigispetsiifilisus. Ensiiiimil on kolm isoensiitimi. Eristatakse nn. lahustuvat ehk tsiitoplasmaatilist
SOD,, mitokondriaalset SODg ja vereplasmas sisalduvat ekstratsellulaarset EC-SOD isoensiitimi. SODa
isoensiiiim on eeldatavalt (tulenevalt seni méératud alloensiiiimspektritest) dimeer, omades alleelseid variante.
Isoensiiim SODg on tetrameerne valk, millel alleelsed variandid puuduvad. Superoksiidi dismutaasi
isoensiitimspektrite informatiivsust rohutab asjaolu, et tal puuduvad agregatsioonist vdi pollimerisatsioonist, sa-
muti proteoliilisil voi tioolsete rithmade modifitseerumisel tekkida voivad, aga ka koensiiiimsete komponentide
erinevast sisaldusest tingitud ensiimaatiliselt aktiivsed molekulaarsed vormid. Sellest jareldub, et kodik ensiitimi
poliimorfsed vormid on geneetilise paritoluga ning isoensiilimspektrid vastavad otseselt looma genotiiiibile.

Materjal ja metoodika

Uurimuses kasutati 386 veise (151 eesti mustakirjut ja 235 eesti punast tdugu) ning 21 koera EDTA vai
Li-tsitraadiga stabiliseeritud verd. Vererakud eraldati fraktsioneerival tsentrifuugimisel ja lagundati korduva (2x)
kiilmutamisega bidestilleeritud vee viiekordses (v/v) ruumalas. Saadud ekstraktides méérati superoksiidi
dismutaasi aktiivsus. Superoksiidi dismutaasi isoensiitimspektrid lahutati isoelektrilisel fokuseerimisel horison-
taalses poliakriiilamiidgeelis (BioRad Mini-IEF cell) ja vertikaalses 7,5% poliakriitilamiidgeeli plokis
(Himifil). Aktiivse ensiitimi lokalisatsioon méérati tetrasooliummeetodil:

Nitrotetrasoolium sinine (kollane) Formasaan (tumevioletne)
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Superoksiidi dismutaas

Ilmutamiseks inkubeeriti geele lahuses, mis sisaldas tetranitrotetrasoolium sinist, fenasiinmetosulfaati ja
taandatud NAD, valgustati kaks-kolm minutit pdevavalguses ja inkubeeriti pimedas 30 minutit temperatuuril
37 °C. Aktiivne ensiiiim on tdheldatav heledate laikudena tumevioletsel foonil.
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Tulemused ja arutelu

Teadaolevalt on superoksiidi dismutaasi eksisteerimist alleelsete molekulaarsete vormidena varem tdhel-
datud hirvedel ja inimestel. Koerte ja lammaste kohta kidivad kirjandusandmed on vastuolulised ning seetdttu
pakkus suuremat huvi koerte vererakkude SOD. Kooskodlas kirjandusandmetega sisaldus koerte eriitrotsiiiitides
ainult iiks superoksiidi dismutaasi isoensiiim — SODa. Nimetatud dimeerse ensiilimvalgu esinemisele
allostiiimsete vormidena on viidanud juba Harris ja Hopkinson (1976). Analoogselt eriitrotsiiiitides sisalduvate
alleelsete vormidega leidus ka meie poolt uuritud koerte leukotsiiiitides kaks alleelset SODa vormi — SODA2 ja
SODAa! ning nende hiibridisatsioonil tekkinud dimeer. Lisaks superoksiidi dismutaasi lahustuvale vormile SOD4
leidus koerte leukotsiiiitides ka mitokondritele iseloomulik SODg isoensiiim. Koerte leukotsiilitide SOD
isoensiitimspektrid ja vastavad fenotiiiibid on toodud joonisel 1. Fenotiiiipide jaotus uuritud koeratdugude jargi
on toodud tabelis 1. Koeratdugude nimetamisel on aluseks voetud Adlercreutzi kdsiraamat (1996).
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Joonis 1. SOD isoensulmspekter koerte leukotsuitides

Figure 1. SOD isoenzyme spectra in dog leukocytes
fenotttbid SODa1/SODs1; SODa2/SODs1; SODAa2-1/SODg1; SODa2-1/SODs1
phenotypes SODa1/SODs1; SODa2/SODg1;, SODa2-1/SODg1; SODa2-1/SODs1

Tabel 1. SOD fenotlipide jagunemine tdugude I6ikes
Table 1. SOD phenotypes and studied dog breeds

Koeratdug Tou Koerte SOD, fenotiiiip
Dog breed rithm arv SOD, phenotype
FCI Number
Class of dogs
FCI n SODA1/SODgl | SODa2-1/SODgl | SODA2/SODsgl
Kuldne retriiver, Nova 8,1 5 - 5 -
Scoti retriiver / Golden
Retriever, Nova Scotia
Duck Tolling Retriever
Kokkerspanjel 8,2 3 2 - 1
English Cocker Spaniel
Afganistani hurt 10,1 6 - 2 4
Afghan hound
Muud / Others — 7 — 6 1
Kokku / Total 21 2 13

Tulenevalt tabelis 1 toodud andmetest oli alleeli SODA2 sagedus 0,595 mdnevdrra suurem SOD41 sagedu-
sest 0,405. Sagedamini esinevaks SOD fenotiilibiks osutus SODA2-1/SODgl. Fenotiiiipi SODA1/SODg1 téheldati
vaid kahel koeral, kusjuures need mdlemad olid kokkerspanjelid (erineva sugupuuga).

Superoksiidi dismutaasi isoensiiimspekter veiste vererakkudes sarnanes suures osas koerte vererakkude
SOD isoensiilimspektritega. Veiste eriitrotsiiiitides sisaldus samuti vaid isoensiiim SODa. Kuigi uuriti suhteliselt
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suurt valimit, ei onnestunud meie t66s uuritud veiste eriitrotsiiiitides leida alleelseid SODA vorme. See on koos-
kdlas Glazko ja Sozinovi seisukohtadega SOD alleelsete vormide puudumisest veistel (Glazko, Sozinov, 1993).
Veiste leukotsiiiitides sisaldusid tsiitoplasmaatiline SOD4 ja mitokondriaalne SODg. Veiste leukotsiilitide SOD
isoensiitimspekter ja vastav fenotiiiip on toodud joonisel 2.
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Joonis 2. SOD isoensulmspekter veiste leukotsuitides
Figure 2. SOD isoenzyme spectra in cattle leukocytes
fenotltip SODA1/SODs1
phenotype SODa1/SODg1

Beckman oma inimeste leukotsiiiitide SOD kisitlevas uurimuses lahustuvat isoensiiimi ei leidnud
(Beckman et al., 1973). Molema isoensiiiimi leidumist lammaste leukotsiiiitides on varem kirjeldanud ka Glazko
ja Sozinov (1993), ent vastavad andmed veiste ja koerte kohta seni puudusid. Alleelsed SODA vormid veiste
leukotsiiiitides puudusid.
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Superoxide Dismutase Isoenzyme Spectra in the Cattle and Dog Blood Cells
A. Karus, V. Karus
Summary

386 cattle and 21 dog blood samples were analysed. Blood cells were separated by centrifuging and
destroyed by repeated (twice) freezing and defrosting in the presence of 5 x volume of bidist. water. Superoxide
dismutase (E.C.1.15.1.1.) isoenzyme spectra were separated using the electrophoresis in the 7.5% PAG and
using the horizontal IEF. For determining the isoenzyme spectra the tetrazolium method was used. In cattle red
blood cells was found SOD, in the only variant similar to SOD42 observed in the dog red cells. In dog erythro-
cytes two allelic variants (and a hybrid form) of the SOD4 were found. This fact is an evidence of the existing of
the multiple allelic forms of the superoxide dismutase in dog blood cells. In dog and cattle leukocytes both
SOD4 and SODg were found. SODg did not have allelic forms. SOD4 isoenzyme had two allelic forms in dog
leukocytes. Frequency of SODA2 allele 0,595 was higher than SODa1 allele 0.405. Most frequent was SOD
phenotype SOD42-1/SODgl. Phenotype SODA1/SODgl was observed only twice. Both of them were Cocker
Spaniels (with different genealogy). SOD isoenzyme spectra in dog and cattle leukocytes with describing the
respective phenotypes are shown in figures. Data about dog SOD phenotypes by dog breed are given in the table.
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