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Uporedenje elektroforetske slike enzima laktat dehidrogenaze
iz seruma i miSiéa Barbus barbus i Barbus meridionalis
petenyi na gelu oksilamida

Danas je opcenito prihvadena i potvrdena pretpo-
stavka da izoenzimi laktat dehidrogenaze (LDH) na-
staju kombinacijom subjedinica, sintetiziranih pod
kontrolom posebnih genetskih lokusa. Subjedinice
posjeduju sposobnost polimeriziranja kako s iden-
ti¢nim, tako i s heterolognim subjedinicama (WEBB,
1964).

Vecina tkiva sisavaca i ptica pokazuje prisutnost
pet izoenzima LDH, koji su nastali polimeriziranjem
subjedinica »H« i »M« u tetramere, pri ¢emu nastaju
dva homotetramera (H; i My) i tri heterotetramera:
H;M, H,H,i HM; (WIELAND et al. 1967).

MARKERT i FAULHABER (1965) su dokazali da
i LDH riba dolazi u formi izoenzima, te da su u nji-
hovoj strukturi angaZirane takoder dvije subjedinice.
Sli¢na pojava je zapaZena i u nekih amfibija (WIN-
TERHALTER al. 1972).

Kasnija istraZivanja su pokazala da postoje znat-
ne razlike u elektroforetskoj slici izoenzima LDH
izmedu pojedinih vrsta, kao i izmedu populacija iste
vrste riba (MORRISON i WRIGHT, 1966, ODENSE
et al. 1966, 1969, OHNO et al. 1967, GOLDBERG 1965,
1966), koje su rezultat mutacija na lokusima odgo-
vornim za sintezu jedne od subjedinica.

Kod nekih vrsta morskih riba (Ditrema tem-
mincki) LDH izoenzimi predstavljaju dimere, sastav-
liene od dvije vrste ili od jedne vrste subjedinica
(NUMACHI 1970). Dimerski karakter LDH izoenzi-
ma su dokazali. Selander i Yank (1970) kod rakova
Limulus polyphemus, pri demu se javljaju dvije tri-
iade izoenzima, nastalih pod odvojenom genskom
kontrolom.

Kod nekih riba, kao kod vecine Tetraodontida,
Cottida, Pleuronectida i Lophiida, LDH se manife.
stirala kao jedinstven enzim (NUMACHI, 1970).

Saznanje o molekularnoj heterogenosti i genetskoj
kontroli enzima ima poseban znacaj s razli¢itih
stajalifta. Za izudavanje evolucije i taksonomskih
problema u riba, uporedenje izoenzimske slike e

dati podatke. Za analizu ribljih populacija, ispitiva-
nje migracija ribljih jata i studije hibrida ispiti-
vanje genetickih varijacija enzima mogu koristiti kao
Jedan od genetskih marketa pored ispitivanja krvnih
grupa i proteinograma.

Pored mutacija na lokusima, odgovornim za sin-
tezu subjedinica, povedan broj izoenzima LDH se
javlja i kod poliploidije, posebno tetraploidije. Ova
pojava je uofena kod Salvelinus fontinalis (GOLD-
BERG 1966, MORRISON I WRIGHT 1966, BOUCK i
BALL 1968, WINTERHALTER 1972), S. namaychus
(BOUCK i BALL 1968), Salmo salar (WILKINS 1968),
S. gairdneri (BOUCK i BALL 1968, WINTERHALTER
et al 1971-a, 1972-a) te Salmo trutta (WINTERHAL-
TER et al 1971-b), dok se medu salmonidima jedno-
stavan broj od pet izoenzima LDH moZe naéi kod
S. marmoratus i Salmothymus obtusirostris (WIN-
TERHALTER et al 1971-a, 1971-b).

Medu ciprinidnim vrstama, povedéan broj izoen-
zima LDH je dokaz u $arana — Cyprinus carpio —
(WINTERHALTER 1972) i odtrulje — Aulopyge hii-
geli — (WINTERHALTE et al 1972-a). U oba slutaja
ispitivanja kromozomske slike su pokazala tetraplo-
idni karakter ispitivanih riba (BERBEROVIC 197,
BERBEROVIC et al 1971). Obzirom da dosadasnji po-
daci koji se odnose na kromozomsku sliku riba roda
Barbus pokazuju da broj kromozoma u Barbus bar-
bus i u Barbus meridionalis petenyi iznosi 100 (BER-
BEROVIC — et al. 1971), bilo je logi¢no od&ekivati
povecan broj izoenzima LDH i kod ovih vrsta.

U tom cilju smo ispitivali izoenzime LDH iz se
ruma i repnog mifica B. barbus i B. meridionalis
petenyi elektroforezom na gelu akrilamida.

MATERIJAL I METODE
Krv je uzimana iz repne vene nakon presijecanja

repa. Distalni dio repnog misiéa je oti¥¢en i homo
geniziran uz dodatak 025 M rastvora saharoze u
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omjeru 1:1 g/ml. Nakon homogenizacije materijal
je centrifugiran tokom 5 minuta na 16.000 obrta-
ja/min. u Beckmann Spinco mikrocentrifugi.

Elektroforetska analiza je izvodena po modifici-
ranoj (JADRIC et al 1971) metodi BLOEMENDAALA
(1963).

Detekcija izoenzima je vr§ena po modificiranoj
(PERIC et al 1971, WINTERHALTER et al 1971-a)
metodi CLAUSENA i OVLISENA (1965), koristedi
test rastvor »Lac dehystrat« (Warner Chilcott Lab.,
Morris Plains, N. J.)

REZULTATI I DISKUSIJA

Na slici 1 su prikazani elferogrami seruma i mi-
$ica B. barbus (gore) i B. meridionalis petenyi (do-
lje). Moze se vidjeti da oba uzorka pokazuju pove-
¢an broj frakcija LDH.

Slika 1

U uzorcima B. barbus smo na$li deset izoenzima,
dok je taj broj kod B. meridionalis petenyi iznosio
osam. U nekim uzorcima misiéa B. barbus detekto-
vano je po devet izoenzima LDH.

Ova razlika u broju izoenzima, kako kod pojedi-
nih jedinki B. barbus, tako i medu dvjema ispitiva-
nim vrstama, -je najvjerojatnije posljedica razlicite
aktivnosti pojedinih izoenzima te se frakcije s naj-
nizom aktivno$éu pod uvjetima eksperimenta ne mo-
gu.uvijek dokazati. Ovu pojavu su uodili BOUCK i

BALL (1968) kod salmonida, a zapazili smo je i kod
Proteus amguinus (WINTERHALTER et al 1972-b).
Apsolutni broj izoenzima nije od presudnog znacaja
i ovisi o elektroforetskoj tehnici i uvjetima eksperi-
menta, koli¢ini uzetog materijala i aktivnosti fer-
menta u tkivima. Nalaz sa viSe od pet frakcija uka-
zuje da se radi o poliploidiji.

Izoenzimi LDH u B. barbus i B. meridionalis pe-
tenyi su locirani na katodnom dijelu gela, nedaleko
od mjesta aplikacije. Njihov raspored je gotovo iden-
tidan, s tim da se dvije najbrZe frakcije u B. me-
ridionalis ne mogu vidjeti. Raspored frakcija duz
gela je uglavnom jednolidan i razmak izmedu poje-
dinih linija je priblizno. jednak. Relativne aktivnosti
izoenzima su razli¢ite i prema intenzitetu se mogu
svrstati u tri grupe. Najmanju relativhu aktivnost
imaju najbrze frakcije. Izoenzimi koji zauzimaju sre-
di$nji dio slike su ne$to jace izraZeni i medusobno
pokazuju pribliZzno jednaku aktivnost. Najvecu re-
lativnu aktivnost ispoljavaju tri frakcije na katod-
nom kraju, naroc¢ito frakcije 8 i 10.

Polozajem, izgledom i raspodjelom relativnih aktiv-
nosti izoenzimi LDH u riba roda Barbus podsjecaju
uvelike na sliku zamijedenu u Aulopyge hiigeli (WIN-
TERHALTER et al 1972-a).

ZAKLIUCAK

U serumu i misi¢u ispitivanih riba roda Barbus
elektroforezom na gelu akrilamida dobiva se povedan
broj izoenzima LDH.

U uzorcima B. meridionalis petenyi mozZe se do-
kazati osam, a kod B. barbus do deset izoenzima.

Dobiveni rezultati potvrduju nalaze koji ukazuju
na tetraploidni karakter ispitivanih riba.

SUMMARY

Electrophoretic analysis of serum and muscle lac-
tate dehydrogenases in Barbus barbus and B. meri-
dionalis petenyi was performed using disc polyacry-
lamide method of Bloemendaal.

Acrylamide electrophoresis yielded eight fractions
of LDH in B. meridionalis, while in B. barbus up
to ten isoenzymes were detected.

The results obtained in our experiments support
the findings indicating the tetraploidic nature of
these two fisches.
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