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Badania nad wlasciwo$ciami fizyczno-chemicznymi dehydrogenazy
15-hydroksyprostaglandynowej z lozyska krow

Studies on Physico-Chemical Properties of 15-Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase from Bovine
Placenta

Dehydrogenaza 15-hydroksyprostaglandynowa (PGDH, ECI.1.1.141) jest kluczowym en-
zymem biologicznej degradacji prostaglandyn. Przeprowadza aktywng prostaglandyng F,, (PGF,,)
w nieaktywna pochodng 15-keto.

PGF,,+NAD* 2%, 15keto PGF,,+ NADH+H*

Aktywno$¢ PGDH wykazano w preparatach z pluc, watroby, nerek, macicy ci¢zarnej oraz
najwyzsza z lozyska ludzkiego (4). PGDH z lozyska ludzkiego jest rozpuszczalnym enzymem
zawartym w cytoplazmie komorek (26), jego optimum pH lezy w granicach 8,0-9,0, a temp. 25-37°C.
In vitro jest bardzo labilny —juz po 24 godz. w temp. 4°C jego aktywnos¢ spada o potowg. Dopiero
wprowadzenie do preparatéw enzymu 50% glicerolu i zamrozenie przedtuzaja trwato$¢ PGDH do
7 miesigcy (13).

Dane dotyczace masy czasteczkowej enzymu i jego jednorodnosci s3 rozbiezne, wskazuja na
szeroki ich przedzial od 20000 do 70000 D (3, 5, 6, 12, 19, 20, 32). Elektroforeza w Zzelu
poliakrylamidowym preparatow z lozyska ludzkiego pozwolita wyodrgbni¢ dwie frakcje en-
zymatyczne (28, 32). Jednak inni autorzy (5, 15) znajdowali tylko jedno pasmo aktywnoéci enzymu
ztego samego zrodia. Rowniez w ocenie parametrow kinetycznych nie ma zgodnosci — wartosci stakej
Michaelisa wahajg si¢ w zakresie 21-59 pM (13, 28).

Najpopularniejsze inhibitory tego enzymu to furosemid, kwas etakrynowy i Xylocain, a takze
progesteron i estrogeny (28, 32). Do aktywatoréw mozna zaliczy¢ imipraming. Dotychczasowe
badania tego enzymu nie uwzglednity tozyska krowy.

PGDH jest jednym z enzymo6w ciagu reakcji zwanego kaskada kwasu arachidonowego. PGF ,,
Jjako jedna z ostatnich w tym ciggu reakcji substancja czynna ma duze znaczenie w regulacji okresu

-okotoporodowego. Przyjmuje si¢, ze powoduje ona luteoliz¢ ciatka zéitego (9), reguluje skurcze

macicy (10), takze otwieranie i rozszerzanie szyjki macicznej (21), a zaburzenia przemian
prostaglandyn moga by¢ jedng z domniemanych przyczyn zatrzymania lozyska u krow (11, 17).

Ze wzgledu na duze znaczenie PGDH w regulacji stezenia prostaglandyn podjeto w niniejszej
pracy proby scharakteryzowania niektorych wiasciwosci fizyczno-chemicznych enzymu, ktéorego
zrodlem jest cigzarna macica i fozysko krow.
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Badania nad wiasciwosciami fizyczno-chemicznymi dehydrogenazy... 207

MATERIAL I METODY

Badania wiasciwosci fizyczno-chemicznych PGDH przeprowadzono w lozyszczach (brodawki
maciczne i kosmki kosmowki) krow rasy ncb po porodzie spontanicznym. Pobrane natychmiast po
porodzie na 16d probki tkanek przemywano zimng woda destylowang i przechowywano w cieklym
azocie do czasu oznaczen. Wszystkie czynnoéci preparacyjne przeprowadzano w temp. 4°C.

Porcje 3 g czesci matczynej i plodowej tozyska homogenizowano z 2 objetosciami buforu (20%
glicerol (Merck), 5 mmol/dm? fosforan potasu (Merck), 1 mmol/dm?* EDTA (Merck), pH 7,0) przy
uzyciu homogenizatora Ultraturrax T 25 (Ikawerk, Janke i Kunkel Inc, Staufen, Germany) przy
predkosci okoto 8000 obr/min. Homogenat wirowano przy 10000x g przez 45 min. i osad
odrzucano. Supernatant uzyskany po wirowaniu zadawano siarczanem amonu (Merck) w substancji
(do 0,41 g/ml) przy ciagtym mieszaniu, pH doprowadzano do okoto 7,0 przy uzyciu 3 mol/dm?
NH,OH (Merck). Po 2 godz. roztwor wirowano przez 30 min. przy 10000 x g. Supernatant
odrzucano, a osad rozpuszczano w 25-30 ml buforu (50% glicerol (Merck), S mmol/dm? fosforan
potasu (Merck), 1 mmol/dm®* EDTA (Merck), pH 7,0) i poddawano dializie przez 24 godz.
w §rodowisku buforu o podanym skiadzie.

Proces chromatografii sitowej preparatu otrzymanego po wysoleniu przeprowadzono z uzyciem
chromatografu niskoci$nieniowego LKB wyposazonego w kolektor frakcji i kolumny K 26/100
(Pharmacia). Fazg stacjonarng kolumny stanowit zel Sephadex G-100 (Pharmacia) zréwnowazony
buforem stosowanym przy homogenizacji.

Warunki rozdziatu: wysokos¢ ztoza 80 cm, szybko$¢ przeplywu 1 cm?*/min, objetosé frakcji 5 ml,
temp. 4°C, detektor UV 280 nm. Fazg ruchoma stanowit bufor. Kolumn¢ wykalibrowano przy
uzyciu bigkitu dekstranowego 2000 (Pharmacia) i standardéow biatkowych o znanych masach
czasteczkowych (zestaw Serva — albumina bydlgca, albumina jaja, inhibitor trypsyny, cytochrom).

Z oczyszczanych na kolumnie preparatow PGDH zbierano frakcje biatkowe charakteryzujace
si¢ przedzialem masy czasteczkowej od 12000 D do 80 000 D (od numeru 23 do numeru 56 —ryc. 1).
Frakcje taczono, przelewano do wezy dializacyjnych i zageszczano w 22% roztworze poliwinylopyro-
lidonu K 15 (Fluka) w temp. 4°C. Po uzupehieniu roztworow do wyjsciowej objetosci (3 ml)
oznaczano zawarto$¢ biatka metoda Lowry i aktywnos$¢ enzymatyczng (14). Tak oczyszezone
preparaty enzymatyczne uzywano do dalszych badan.

OZNACZANIE PARAMETROW KINETYCZNYCH PGDH

Zalezno$¢ szybkosci reakcji od stgzenia substratu — wyznaczenie stalej Michaelisa (K )
iszybkosci maksymalnej (V,,,, ) badano przy uzyciu mieszaniny reagujacej zawierajacej w catkowitej
objetosci 3 ml : 290 pumol TRIS-HCI pH 9,0; 1,36 umoli NAD; 0,5 ml preparatu enzymu i wode
destylowang oraz PGF,,, we wzrastajacych stezeniach od 0,005 do 0,5 pmol w 11 prébach. Czas
trwania reakcji 5 min., temp. 25°C. Proba kontrolna nie zawierala PGF,_, poza tym byla identyczna
z probg badang. Reakcja katalizowana przez PGDH inicjowana byla poprzez dodanie preparatu
enzymu, a wytwarzany NADH byt okreslany spektrofotometrycznie (Specord M40, Carl Zeiss,
Jena) poprzez zmiang absorbancji przy dtugoéci fali 340 nm (14). Jedna jednostka aktywnosci
enzymatycznej byta definiowana jako aktywnos¢, ktora katalizuje przemiang 1 mola NADH w aagu
1 sek. w warunkach proby i wyrazana w katalach.

Ryc. 1. Wykresy frakcji biatkowych uzyskane w procesie chromatografii sitowej: 1 — wzorcow
(a - bigkit dekstranowy 2000, b — albumina bydlgca 67000 D, ¢ — cytochrom C 12400 D),
II - preparatéw brodawek macicznych, Il — preparatow kosmkéw kosmowki
Elution diagrams of protein fractions in gel chromatography obtained with: I — protein standards
(a - blue dextran 2,000, b — bovine albuminum 67,000 D, ¢ - cytochrome C 12,400 D), I1 — preparates
of uterine caruncles, III — preparates of chorionic villi

-
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a)

Ryc. 2. Elektroforegramy rozdziatu PGDH homogenatow lozyska: a — brodawek macicznych,
b — kosmkow kosmowki
Electrophotoregrams of PGDH from placental homogenates: a —uterine caruncles, b—chorionic villi

Nastepnie wykreslono zaleznos¢ odwrotnosci szybkosci reakcji dla PGDH (1/V) od odwrotnoéci
stgzenia substratu (1/s) i wyliczono K, oraz V,,, korzystajac z modyfikacji Lineveavera-Burka.

Odpowiednio dobierajac parametry ukladu inkubacyjnego wyznaczono krzywe zaleznosci
aktywnosci PGDH od czasu reakcji (1-15 min.) i ilosci enzymu (0,1 -0,5 ml). Oznaczono takze wplyw
pH (6,5-10,0), temperatury (10-60°C) i réznych stgzen furosemidu, jako inhibitora kompetycyjnego
dla PGDH na aktywno$¢ enzymu.

ELEKTROFOREZA W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM

Elektroforeza byta przeprowadzana wedtug Davisa (7) i Ornsteina (24). Uzywano rurek
szklanych o dtugosci 9 cm i §rednicy 0,5 cm oraz 9% zelu. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono
w srodowisku buforu TRIS-glicyna o pH 7,6 przez 120 min. przy natezeniu pradu 2,5 mA na jedna
rurke.

Po elektroforezie frakcje wybarwiano na obecno$é biatka roztworem o sktadzie: Commasie Blue
—0,5% roztwér w CH,COOH — metanol — woda, zmieszanych w stosunkach objgtosciowych 5 : 14

: 56 oraz na obecnosc PGDH - reakcja enzymatyczna (25). Inkubacja trwala 1 godz. w 37°C
i zachodzita w ciemnosci. Po inkubacji zele byly utrwa]ane w 7% CH,COOH i przechowywané
w wodzie destylowane;j.

WYZNACZANIE MAS CZASTECZKOWYCH ELEKTROFORETYCZNYCH FRAKCJI PGDH

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym byla przeprowadzona jak wyzej z uzyciem siarczant
dodecylo-sodowego (SDS). Préby przed rozdziatem inkubowano z 1% SDS i 1% 2-merkaptoetanolem
przez 1 godz. w temp. 37°C. Po rozdziale elektroforetycznym SDS byt usuwany z zelu w 1% roztworze
Tritonu X 100. Jako bialek wzorcowych uzyto zestawu Serva: ferrytyna (450000 D), katalaza (240000
D), albumina bydlgca (67000 D), albumina jaja (47700 D), inhibitor trypsyny (21200 D). Obliczono
logarytmy mas czasteczkowych poszczegolnych biatek wzorcowych i wykreslono zaleznosci logarytmu
masy czasteczkowej od wzglednej ruchliwoéci elektroforetycznej bialek wzorcowych. Przy uzyciu t€)
krzywej wyznaczono masy czasteczkowe frakcji elektroforetycznych PGDH.

WYNIKI

Oczyszczenie preparatow enzymatycznych z brodawek macicznych i kosm-
kow kosmowki (tab. 1) przeprowadzono w dwoch etapach — poprzez wytracenie
siarczanem amonu oraz przy uzyciu chromatografii sitowej (saczenie molekular-
ne). Stopien oczyszczenia wynosit dla enzymu izolowanego z brodawek macicz

Y
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Tab. 1. Oczyszczanie PGDH z brodawek macicznych i kosmkow kosmowki

Purification of PGDH from uterine caruncles and chorionic villi

—

T Zawartosc Aktywnos¢ Stopien
Etap oczyszczania ny;:: biatka wiasciwa oczyszczenia
g nkat/g (krotnosc)

Homogenat a 58,0 2,47 Sk

b 56,5 1,41 40,0
Wytracanie (NH,),SO, a 24,1 0,275 87,6 3,7x

b 22,6 0,158 143,0 3,6x
Chromatografia sitowa all6 0,046 2522 10,7 x

b 10,3 0,022 468,2 5 b b e

a — wartosci preparatow z brodawek macicznych; results of preparates from caruncles.
b — wartosci preparatow z kosmkow kosmowki; results of preparates from villi.

nych 10,7 x i zkosmkow kosmowki 11,7 x . Ze wzgledu na trudnosci w zdobyciu
odpowiedniej ilosci materiatu wyjsciowego oraz duzg utrate aktywnosci enzymu
rzedu okoto 80% dalsze oczyszczanie (chromatografia jonowymienna) nie
przyniosto pozadanego efektu.

Wyniki oznaczen zaleznosci aktywnosci enzymatycznej od czasu reakcji
1 stezenia enzymu w preparatach brodawek macicznych i kosmkéw kosmowki
badanych prob wykazaly prostoliniowy przebieg reakcji enzymatycznej w czasie
pierwszych 3 min. w uzywanych uktadach inkubacyjnych. Aktywno$¢ en-
zymatyczna byla rowniez wprost proporcjonalna do stgzenia enzymu w bada-
nym zakresie (0,1-0,5 ml enzymu). Spelniony zatem zostal wymoég nasycenia
enzymu substratem.

Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od st¢zenia substratu wykreslono
w ukladzie wspolrzednych wedlug Lineveavera-Burka, a punkty przecigcia si¢
prostej z osia 1/s i 1/V pozwolily na wyliczenie wartosci stalej Michaelisa
1 szybkoéci maksymalnej, ktére wynosily odpowiednio 5,7 x 10~® mol/dm?
10,825 nmol/s. Badano rowniez wplyw furosemidu jako specyficznego inhibitora
kompetycyjnego dla PGDH. Stezenie, ktére calkowicie hamowalo enzym,
wynosito 90 pmol/dm3.

Wyniki oznaczen wptywu pH i temperatury na aktywnos¢ enzymu wykazaly,
ze optimum pH dla PGDH lezy w granicach 8,0-9,0, a optimum temperatury
25-37°C.

Podczas rozdziatu na zelach poliakrylamidowych prob homogenatéw broda-
wek macicznych i kosmkéw kosmowki badanych krow uzyskano 5 frakcji
elektroforetycznych o aktywnosci PGDH zaréwno przy naniesieniu 50 pl, jak
1100 pl homogenatu (odpowiednio dla brodawki i lozyska: 0,66 mg i 1,17 mg
= 1,33 mg i 2,35 mg).

Intensywno$¢ zabarwienia otrzymanych frakcji, na podstawie ktorej mozna
wnioskowaé o aktywnosci enzymu, byla zgodna z wcze$niejszymi wynikami
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wlasnych oznaczen biochemicznych. Poréwnujac dwa badane zrédia enzymu
(brodawki maciczne i kosmki kosméwki) stwierdzono wyzsza aktywno$¢
w kosmkach (czgs¢ plodowa lozyska) niz w czesci matczynej (ryc. 2). Podczas
rozdziahu elektroforetycznego homogenatéw brodawek macicznych i kosmkow
kosmowki z zastosowaniem SDS uzyskano 4 frakcje odpowiadajace czterem
pierwszym frakcjom otrzymanym podczas rozdzialu bez SDS. Masa czastecz-
‘kowa uzyskanych frakcji elektroforetycznych wahata si¢ (liczac w kierunku
wzrastajacej ruchliwosci elektroforetycznej) od 74200 D do 15900 D.

OMOWIENIE WYNIKOW

Dehydrogenaza 15-hydroksyprostaglandynowa, dajac w wyniku swego
dzialania nieaktywne biologicznie 15-keto-metabolity prostaglandyn, moze
regulowac ich stezenie, a w konsekwencji wplywac na wiele procesow przebiega-
jacych w zywym organizmie i dlatego budzi zainteresowanie wielu badaczy.
Doktadny mechanizm reakcji katalizowanej przez PGDH nie zostal jeszcze
wyjasniony.

Do tej pory otrzymano oczyszczone preparaty enzymu z ptuc §win (1, 2), ptuc
bydta (22), ptuc malp (30), nerek $win (23), serca kurczat (16), serca psow (18)
itozyska ludzkiego (28, 29). Lozysko ludzkie wydaje si¢ byé jednym z bogatszych
zrodet PGDH.

Thaler (32) oczyszczajac 3000-5000-krotnie enzym z lozyska ludzkiego
otrzymatl 5-10 mg preparatu z 300 g materialu biologicznego, z aktywnoscia
wlasciwa 41,7 nkat/mg bialka. Oczyszczanie enzymu z pluc bydla dawalo
w wyniku gorsza wydajnos¢ okolo 45% przy 15-krotnym oczyszczeniu i aktyw-
nosci wlasciwej 0,017 nkat/mg biatka (2, 8).

Mimo prawie 30-letnich dos§wiadczen nie scharakteryzowano PGDH z tozys-
ka bydla z uwagi na trudnosci w oczyszczaniu jej preparatow, labilnos¢ enzymu,
a takze nielatwy sposéb gromadzenia materialu biologicznego (sezonowo$¢
porodow, duze koszty doswiadczenia).

Wartosci statej Michaelisa PGDH izolowanej z lozyska ludzkiego nerek oraz
pluc bydla osiagaja rzad wielkosci od 10~ ° mol/dm® do 1073 mol/dm3
W badaniach wlasnych uzyskano wartos¢ stalej Michaelisa rowna 5,7 x 10~
mol/dm?3, a szybkos§¢ maksymalna 0,825 nmol/s.

Ze wzgledu na brak danych dotyczacych takich badan w lozysku krowy
omoéwienie otrzymanych wynikéw mozna przeprowadzi¢ jedynie posrednio-
Wartosci Km z pluc i lozyska bydla ksztaltuja si¢ na podobnym poziomie.
Natomiast Km dla PGDH izolowanego z lozyska ludzkiego jest dziesigciokrotnie
wyzsza niz enzymu pochodzacego z tozyska krowy. Mogloby to sugerowac
wigksze powinowactwo do substratu enzymu z lozyska krowy.

A
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Wartos¢ optimum pH i temperatury uzyskane w badaniach wilasnych
ksztaltuja si¢ na podobnym poziomie jak we wszystkich pracach dotyczacych
PGDH w réznych tkankach.

Proby liofilizacji przeprowadzone w celu zaggszczenia preparatow nie
przyniosty oczekiwanego efektu, poniewaz enzym tracit aktywnos$¢ w czasie tego
procesu.

WedlugPaulsrudaiwsp.(27) stata inhibitorowa (K;) furosemidu w fozysku
ludzkim wynosita 75 mol/dm?, natomiast wedtug Tai i Hollander (31) 62,5
mol/dm? dla furosemidu, 85 mol/dm? dla kwasu etakrynowego i 50 mol/dm? dla
50% niekompetycyjnej inhibicji Xylocain w tej samej tkance. W badaniach
wlasnych najnizsze st¢zenie furosemidu, ktére hamowalo aktywnos¢ PGDH
wynosito 90 pmol/dm?3.

Badania nad modulatorami PGDH sa niezmiernie wazne, poniewaz daja
mozliwo$¢ wplywania na aktywno$¢ enzymu, regulowania bezposrednio steze-
nia prostaglandyn i unikniecia inhibicji calej kaskady kwasu arachidonowego na
poziomie fosfolipazy (glikokortykoidami) czy na poziomie cyklooksygenazy
(niesterydowymi lekami przeciwzapalnymi).

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym przeprowadzona w badaniach
wlasnych pozwolita wyr6zni¢ 5 frakcji aktywnosci PGDH z blgkitem
p-nitrotetrazolinowym (NBT). Wszystkie obserwowane frakcje byly podobne
pod wzgledem ruchliwosci elektroforetycznej w preparatach zarowno brodawek
macicznych, jak i kosmkéw kosmowki. Roznily sig natomiast intensywnoscia
zabarwienia, co potwierdza r6zng aktywnos¢ enzymu wykazana badaniami
biochemicznymi.

Wyniki badan elektroforetycznych (28, 29) materialu z lozyska ludzkiego
wskazuja na izoenzymatyczny charakter PGDH (potwierdzono obecnos¢ 2 frak-
¢ji enzymatycznych). Podobnie 2 aktywne frakcje obserwowano w preparatach
z pluc $win (1) oraz ptuc bydla (20).

Rozdzial elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym z SDS pozwolil
wyodrebnic 4 frakcje dajace reakcje z substratem oraz NBT i metylo-siarczanem
N-metylo-dibenzopirazyny (PMS). Nieobecno$¢ piatej frakcji sugerowataby
niska masg czasteczkowa i duza ruchliwosé elektroforetyczng, a w zwigzku z tym
niemozno$¢ wykazania jej przy zachowaniu warunkow elektroforezy podanych
w metodach (czas i dlugos§¢ zelu) lub utratg aktywnosci tej frakcji w procesie
rozdzialu. Masa czasteczkowa uzyskanych frakcji miescila si¢ w granicach
15900-74200 D. Odnoszac te wyniki do danych innych autoréw mozna
zauwazy¢, ze mieszcza si¢ one w podanych przez nich granicach.

Niezbedne wydaja si¢ dalsze doswiadczenia charakteryzujace wlasciwosci
PGDH, a takze mozliwosci jej regulacji hormonalnej w celu wyjasnienia roli tego
enzymu w poszczeg6Olnych jednostkach chorobowych z uwzglednieniem za-
trzymania lozyska u krow jako jednego z wazniejszych ekonomicznych pro-
bleméw rozrodu tych zwierzat.

3
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WNIOSKI

1. Dehydrogenaza 15-hydroksyprostaglandynowa z tozyska bydla posiada

.frakcje enzymatyczne, ktéorych masa czasteczkowa waha si¢ od 74200 do
15900 D.

2. Wartosci kinetyczne enzymu: stata Michaelisa i szybk 0§¢ maksymalna dla

PGF,,~jako substratu — wynosza odpowiednio 5,7 x 10~ ¢ mol/dm3 oraz 0,825
nmol/s, optimum pH 8,0-9,0, optimum temp. 25-37°C.

10.

Ie

12.

13.

14.

15.

16.
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SUMMARY

15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (PGDH) is the key enzyme of biological degradation

of prostaglandins which is responsible for creating 15-keto metabolites. PGDH regulates level of this
hormone and influences its role in biochemical processes of living organism.

Till now physico-chemical properties of PGDH from bovine placenta have not been described.
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-The aim of the following study was the examination of some of physico-chemical properties of
PGDH, the source of which was pregnant uterus and fetal membranes of cows.

The examinations were performed in placental tissue samples of cows of the breed German Black
Pied exactly after spontaneous parturition.

The purification of samples after homogenization prepared in 2 steps: precipitation with
ammonium sulfate and gel filtration let us receive preparates of enzyme purified 10.7 and 11.7 times
(caruncles and villi). In such material relationships between the enzyme activity and reaction time and
enzyme content were studied. The examined kinetic parameters of PGDH were: Michaelis constant
(K ) —5.7 x 1~ 9mol/dm?3, max velocity (V max) — 0.825 nmol/s, optimum of pH —8.0-9.0 and optimum
of temperature — 25-37°C.

Using acrylamide gel electrophoresis with and without sodium dodecyl sulfate it was possible t0
notice 5 enzymatic fractions of PGDH whose molecular weight ranged between 74,200 and 15,900 D.



