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Sledz (Clupea harengus) jest bardzo szeroko rozpowszechnionym gatunkiem
o ogromnym znaczeniu ekologicznym i1 gospodarczym. Tarlo $ledzi odbywa si¢ statych,
sciSle okreslonych miejscach, gltownie estuariach i morskich wodach przybrzeznych.
Interesujagcym aspektem biologii rozrodu $ledzi s3 unikalne mechanizmy aktywacji
plemnikéw: zdolno$¢ do falowej inicjacji ruchliwosci przez grupy plemnikow oraz
dlugotrwate utrzymywanie przez nieruchliwe plemniki potencjatu do aktywacji, ktora
nastgpuje w obecnosci czynnikdw biatkowych wydzielanych przez komorki jajowe.
Mechanizmy te wymagaja specyficznych przystosowan metabolizmu plemnikéw, ktore
mozna zidentyfikowa¢ poprzez m. in. analizy porownawcze aktywnosci enzymow

uczestniczacych w najwazniejszych szlakach biochemicznych.

Badania aktywno$ci NADP-zaleznych dehydrogenaz wykazaty wysoka aktywnos$¢
NAD(P)-zaleznego enzymu jabtczanowego (ME) z plemnikow $ledzia (213 nmol/min/mg
biatka), podczas gdy aktywnosci IDH i G-6-PDH byly nizsze niz w plemnikach wigkszosci
innych badanych gatunkéw ryb. Ten unikalny profil aktywnos$ci enzymatycznej stanowit
podstawe do podjecia dalszych badan ME.

Celem niniejszej pracy bylo zidentyfikowanie izoform enzymu jabtczanowego
wystepujacych w plemnikach $ledzia i1 ich charakterystyka biochemiczna. Optymalizacja
metodyki oczyszczania ME pozwolila na wyizolowanie dwoéch izoform ME roznigcych sig
powinowactwem do koenzymow: NAD-preferujacej (masa 61 kDa), ktorej aktywnosé
stanowita ok. 97% tacznej aktywnosci catkowitej ME, oraz NADP-specyficznej (64 kDa).
Przeprowadzone badania struktury czwartorzgdowej pozwolity ustali¢, ze NAD-preferujacy
ME wystepuje jako mieszanina aktywnych oktamerdéw i tetrameréw, ktore w niskim
pH rozpadajg si¢ do nieaktywnych dimeréw i monomeréw. NADP-specyficzny
ME prawdopodobnie jest heksamerem. Uzyskanie przeciwciat przeciw NAD-preferujgcemu

ME umozliwito stwierdzenie mitochondrialnej lokalizacji tego biatka.



Enzym jablczanowy przeprowadza odwracalng reakcje dekarboksylacje jabtczanu
do pirogronianu z generacja NADH/NADPH w obecno$ci dwuwarto$ciowych jonéw metali,
preferencyjnie jonow manganu. Wykazano, ze stosunek reakcji dekarboksylacji jablczanu
do karboksylacji pirogronianu r6zni si¢ w zalezno$ci od warunkow srodowiska reakc;ji, tj. pH
oraz st¢zenia 1 rodzaju jonow aktywatorowych, jednak we wszystkich przebadanych
warunkach dla obydwu izoform przewaza reakcja dekarboksylacji. W pH 8,0 (wartos¢
zblizona do fizjologicznego pH mitochondriow) NAD-preferujacy ME przeprowadza
wylacznie reakcje dekarboksylacji.

Aktywno$¢ ME moze by¢ regulowana przez zmiany poziomu wewngtrzkomorkowego
ATP. Stwierdzono zalezny od stezenia hamujacy efekt ATP na aktywno$¢

NAD-preferujacego ME, ktéry moze by¢ czeSciowo odwracany przez fumaran.

Badania in vitro aktywacji ME przez kationy dwuwarto$ciowe pozwolity wykazac
antagonistyczny efekt jonow kadmu: zdolno$¢ do zar6wno nieznacznej aktywacji, jak
1 inhibicji aktywnosci ME w zalezno$ci od warunkéw reakeji. Jony kadmu wpltywaty roéwniez

na strukturg oligomeryczng NAD-preferujacego ME.

Podsumowujac, w niniejszej pracy wyizolowano i scharakteryzowano dwie izoformy
ME z  plemnikow  $ledzia  rdznigce  si¢  wilasciwo$ciami  kinetycznymi
i fizykochemicznymi. Laczna wysoka aktywnos¢ ME w plemnikach §ledzia moze stanowié¢
wazny element adaptacji metabolizmu energetycznego do unikalnej biologii rozrodu tego

gatunku.



