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A l o j z y  Z g i r ak i

STABILNOŚĆ CERULOPLAZMINY OSOCZA KRWI CZŁOWIEKA I  ŚWINI 
W ROZTWORACH MOCZNIKA

Badano wpływ d e n a tu ra c ji  mocznikowej na ab so rp c je  ś w ia tła  przy 

d łu g o śc i f a l i  610 nm o raz na aktywność oksydasową ce ru lo pla zm iny  o- 
socza krwi czło w ie ka i  św in i.  Stw ierdzono i s t n i e n i e  h e te ro g en n o śc i  w 

p re p a ra ta c h  ceru lop lazm iny  człow ieka i  św ini pod względem o porno ści 

na d z ia ł a n ie  mocznika. Otrzymane dane su g e ru ją ,  że w analizow anych 
p re p a ra tac h  w y stę p ują dwa ro d za je  c zą s tec z e k  b i a łk a ,  jed ne -  oporne 

na d z ia ł a n ie  m ocznika, a d ru g ie  -  łatw o u le g a ją c e  d e n a tu ra c ji  pod 
jego  wpływem. Opracowano metodę otrzymywania "tno czniko-opo rnej ce -  

ru lo p la zm in y .

WST|P

C e ruloplaz ir . ina  (.Cp, f e r ro ok s y da z a  1« nazwa s y s t e m a ty c z n a : o -  
k s yd o re d u k ta z a  ż e l a z o ( I I ) :  t l e n ,  EC 1 .1 6 .3 .1 )  j e s t  m ie d z io p ro t e -  
i n ą ,  w y s t ę pu ją c ą  w osocz u k rw i różny«* gatunków z w ie r z ą t ,  g dzi e  
p e łn i  s z e re g  różnych f u n k c j i  o podstawowym z na c ze n iu  f i z j o l o g i -
cznym. W c z ą s t e c z c e  te go  enzymu w ys tę pu je  6-7 atomów m ie d z i ,  w 
s p e c y f i c z n y  sposób zw iązanych z c z ę ś c i ą  b iałkow ą* J e s t  t o  b ez po -
ś r e d n ią  p rz y c z yn ą ,  że b i a łk o  t o  p o s i a d a  zd o ln ość  s i l n e g o  a b s o r -
bow ania  ś w ia t ł a  p rzy  d łu g o ś c i  f a l i  610 nm, a je g o  roztw ory s ą  
zabarw ione na k o lo r  i n t e ns yw n ie  n i e b i e s k i .

Od c z a s u  w y izo low a n ia  c eru lop laz m in y  p rz e z  H o l m b e r g a  
i  L a u r e l l a  [3] podejmowano w ie l e  badarf w c e lu  w y ja ś -
n i e n i a  budowy tego  enzymu, m. i n .  p rz y  u ży c iu  mocznika . Związek 
t e n  n a l e ż y  do grupy czynników d e n a tu ru j ą c y c h  i  e f e k t  jego  d z i a -



ł a n i a  na  b i a łk a  j e s t  pow szechnie  znany. N iem niej  jednak  j e s t  s t o -
sunkowo mało p ra c  t r a k tu j ą c y c h  o wpływie mocznika na c e r u l o p la z -  
minę. Je d ną  z w a ż n ie js z yc h  j e s t  p ra c a  W i t w i c k i e g o  i  
Z a k r z e w s k i e g o  [12] d o tyc z ą c a  b a da n ia  zmian k o n fo r -  
macyjnych c z ą s t e c z k i  c e ru lo p la z m iny  cz ło w ie ka .  Badacze c i  stwier-
d z i l i ,  że t y lk o  w o be c no śc i  w ysok ich s t ę ż e ń  mocznika następow a-
ło  odmaskowanie 3 g rup -SH, n i e  da jąc yc h  s i ę  oznaczyć b e z p oś red -
n io  w p r e p a r a t a c h .  Również B r  o m a n i  wsp. [ l ]  o ra z  M a - 
r i o t t  i  P e r k i n s  [6] obserw ow ali  znaczny wpływ mo-
c z n ik a  na  barw ę, ak tyw ność , c h a r a k te r  widm a bso rpc y jny ch  i  widm
EPR Cp cz łow ie ka .

A nalog ic zne  b a d a n ia  d o tyc zą ce  Cp św in i  p rz e p ro w a d z il i  M u- 
k a s a  i  wsp. [7 - 9 ] .  W ykryli  o n i ,  że w roz tw ora ch  4 ,5  M mocz-
n ik a  n a s tę p o w a ła  d y s o c j a c j a  c z ą s t e c z k i  na  dwie p o d j e d n o s tk i , a 
po d i a l i z i e  obserwowano re k o n s ty tu c j ę  c z ą s t e c z k i  o iden tyc z nyc h  
pa ra m e tra c h  biochem icznych  ja k  b i a ł k o  natyw ne,  p rz e d  d e n a tu r a c j ą  
mocznikową. P rzy wyższych s t ę ż e n i a c h  mocznika pow stawały n i e od -
w ra c a ln e  zmiany w s t r u k tu r z e  c z ą s t e c z k i ,  prowadzące  do ca łkow i-
t e j  u t r a t y  zarówno barw y,  jak  i  ak tyw ności  oksydazow ej.

Pomimo w i e l o l e tn i c h  badań  nad  c e ru lo p la z m in ą  w dalszym c ią gu  
i s t n i e j e  s z e r e g  problemów do roz w ią z a n ia  i  w ie l e  k w e s t i i  do wy-
j a ś n i e n i a ,  m. i n .  h e te r o g e n n o ś ć  c z ą s te c z e k  te g o  enzymu. B adan ia  
prowadzone w o s t a t n i c h  l a t a c h  w Z a k ła dz ie  B iochem ii  UŁ po z w o li ły  
u s t a l i ć  i s t n i e n i e  h e t e r o g e n n o ś c i  w p o p u la c j i  c z ą s te c z e k  Cp czło-
w ieka  i  św in i  w o d n ie s i e n iu  do zachow ania  s i ę  te go  b i a łk a  w śro-
dowisku a lk a l i c z n y m .  S tw ie rd zono  m ianow ic ie ,  że i s t n i e j e  w t a -
k i c h  w arunkach f r a k c j a  c z ą s t e c z e k  c a łk o w ic i e  s t a b i ln y c h  
P o d ję c i e  ana log ic z ny ch  badań  z zas to sow aniem  mocznika  wydawało 
s i ę  w ięc  w tym k o n te k ś c ie  ce low e i  i n t e r e s u j ą c e .  W pierwszym e -  
t a p i e  pos tanow iono  p rz e p ro w a d z ić  b a d a n ia  k i n e t y k i  spadku  barwy i  
a k tyw noś c i ,  p o łą c z o ne  z próbami w y iz o low a n ia  e w e n tu aln ej  f r a k -
c j i  "m oc z n ik o -o p o rn e j" . P ozw o li łoby  t o  uzyskać  d a l s z e  dowody na  
i s t n i e n i e  h e te ro g e n n o ś c i  w śród ■c z ą s t e c z e k  Cp id e n ty c z nyc h  pod 
względem w ie lu  innyc h param etrów  t a k ic h  j a k :  barw a,  aktyw ność , 
z a w a r to ść  m iedzi  czy c h a r a k t e r  widm ab so rpcy jnyc h  i  EPR.



MATERIAŁ I METODY

Do badarf użyWano p r e p a r a ty  Cp c z łow ie ka  otrzymane z Wytwór-
n i  Surow ic  i  Sz czep ionek  w W arszawie , po i c h  uprzedn im  oczy-
s z c z e n iu  za  pomocą f i l t r a c j i  że low ej  na  ż e lu  Sephadex G-200 o ra z  
p r e p a ra ty  Cp św in i  izo low ane z o soc za  krw i w ed ług metody w ła s -
n e j  [ l 3 ] . S to p ie ń  c z y s to ś c i  p re pa ra tó w  Cp sprawdzano w yznacza-

*
j ą c :  1) w a r to ś ć  tzw. w skaźn ika  barwne.go, t j .  s to s u nk u  610 n n /  
/^280 nm (uzyskano 0,044 d l a  Cp cz łow ieka  i  0 ,050 d l a  Cp św i-
n i ) ,  2) p rocen tow ą z a w a rto ś ć  m ie dzi  zw iąz anej  (odpowiednio 0,272% 
i  0 ,310% ), 3 )  aktywność  w łaśc iw ą w s to su n ku  do p -feny lenodw ua - 
miny (1 ,90  U/mg Cp c z łow ie k a  i  7 ,72 U/mg Cp ś w in i)  o ra z  4)
p rze p ro w a d za ją c  r o z d z i a ły  e l e k t r o f o r e t y c z n e  w ż e lu  p o l i a k r y l o -  
amidowym w ed ług M a r c e a u  i  A s p i n  [5 ]  i  u zysk u ją c  
w y łą c z n ie  pasma ba rw ią ce  s i ę  zarówno n a  b i a ł k o  z Coomassie B r i l -  
l i a n t  B lue ,  ja k  i  na  aktywność oksydazową z o-dwuanizydyną we-
d ług O w e n a  i  S m i t h a  [1 0 ] .  Uzyskane re z u lta ty  wska-
z u j ą ,  że p re p a r a ty  Cp p o s i a d a ły  ba rdz o  wysoki s to p i e ń  c z y s to -
ś c i  chem icznej  i  aktyw ności  b io l o g i c z n e j .

S tę ż e n ie  b i a ł k a  w roz tw orac h  Cp oznaczano metodą b iu re to w ą  
o ra z  używ ając  w spó łcz ynn ika  A280 nm = T4 ) ’ Zaw artość  mie-
d z i  c a łk o w it e j  otrzymywano r e to d ą  G . u b i e r a  i  wsp. [ 2 ] ,  
a miedź "w olną“ , t j .  r e a g u ją c ą  b ez p o śre dn io  z dw ue ty lod w u tioka r - 
baminianem sodu ,  oznaczano a n a lo g ic z n ie ,  l e c z  bez u p rz e d n ie j  de -  
n a t u r a c j i  kwasowej za pomocą HC1 i  kwasu t r ó j  ch lo ro oc to w e go , 
n ie z b ę d n e j  w prz ypadku  o z n a c z a n ia  miedzi  c a łk o w i t e j .  I l o ś ć  mie-
dz i  i n t e g r a l n i e  zw ią za ne j  z c z ą s t e c z k ą  b i a ł k a  o b l i c z a n o  z ró ż -
n ic y  z a w a r to śc i  m iedzi  c a łk o w it e j  i  " w o lne j" .

Aktywność oksydazową w s to s un k u  do p-fenylenodwuaminy o k re -
ś la n o  według R a v i n a  [1 1 ] .  W c e lu  dokładnego  w yznaczen ia  
w ska źn ika  barwnego p rzep row adzano pom iary s p e k tro fo to m e t ry c z n e  
d l a  roztworów Cp o s t ę ż e n i u  0,10-0,15%  p rz y  280 nm w kuw ecie 
0 , 5  cm na  s p e k t ro f o to m e t r z e  VSU-2P o ra z  p rz y  610 nm w kuwecie 
5 cm na  s p e k t ro k o lo ry m e tr z e  Spekol  z p rz ys ta w ką  EK-5.

Do a n a l i z  używano odczynników o na jw yż sz e j  c z y s to ś c i  chemi-
c z ne j  o ra z  wodę p o t r ó j n i e  de s ty low aną  z a p a r a tu  s z k la ne go .

W c e lu  o z n a c z e n ia  wpływu mocznika na k a t a l i t y c z n e  i  chromo- 
forowe w ła ś c iw o ś c i  Cp stosow ano n a s t ę p u ją c y  schemat pos t ępo w a n ia :



Roztwory Cp o s t ę ż e n iu  ok. 1% denaturow ano w t e m pe ra tu rz e  poko-
jo w e j ,  w roz tw ora ch  mocznika o końcowych s t ę ż e n ia c h  2 ,  3, 4 , 5
i  6 M, p rz y  ph 7 ,5 .  W c e lu  u z y sk a n ia  żądanych s t ę ż e ń  mocznika do 
odpow iednich o b ję to ś c i  7 M roztw oru  mocznika o pH 7 ,5  dodawano 
0,15 M roz tw ór  NaCl i  jak o  o s t a t n i  roz tw ór  Cp. P roc e s  d e n a tu r a c j i  
ś l e dz o n o  p rz e z  2 h ,  b a d a ją c  zmiany w a r to ś c i  a b s o r b a n c j i  p rzy  
610 nm i  ak tyw ności enzym atycznej  (p odc z a s  o z na c z a n ia  ak tyw ności  
ro z tw ór  Cp u l e g a  ro z c i e ń c z e n iu  200-300 ra z y ,  a ja k  wynika  z p r a -
cy W i t w i c k i e g o  i  Z a k r z e w s k i e g o  C12 J , 
min imalne  s t ę ż e n i a  mocznika  n i e  mają wpływu na  oz n a c z a n ie  aktyw-
n o ś c i  e n z ym a ty c z ne j) .

Po upływ ie  60 min m ie sz a n inę  re a k c y jn ą  roz c i e ń c z a n o  0 ,15  M 
roztw orem NaCl do 1 M s t ę ż e n i a  moczn ika , po 15 min dodawano 1/9 
o b j ę t o ś c i  2 M b u fo r u  octanow ego o pH 5 ,5  i  w y trą ca no  b i a łk o  z 
ro z tw oru  p o t r ó j n ą  o b j ę t o ś c i ą  m iesz an iny  e t a n o l : c h lo ro fo rm  (9 ł1 ) 
w c i ą g u  1 h.  Po 30 min c a ło ś ć  odwirowywano i  po d e k a n ta c j i  o - 
s a d  eks tra how ano  k i lkom a ml 0 ,15  M roz tw oru  NaCl. C e ru lop laz m i-  
n a ,  k t ó r a  n i e  u l e g ł a  d e n a tu r a c j i ,  ro z p u s z c z a ł a  s i ę  w roztw orz e  
NaCl, n a to m ia s t  Cp zdenaturow ana mocznikiem u t r a c i ł a  t ę  z d o l -
no ść  i  p oz o s ta w a ła  w p o s t a c i  s z a r e g o  o sa du .  Otrzymywano w t en  
sposób roz tw ory  p re pa ra tó w  Cp cz ło w ie ka  i  św in i  po 60-minutowej 
d e n a tu r a c j i  w roz tw ora ch  mocznika o s t ę ż e n ia c h  2 ,  4 i  6 M i  o -  
znakowano j e  odpow ie dn io:  L2 M, L4 M i  L6 M o ra z  S2 M i  S4 M. 
P r e p a r a ty  t e  anal izow ano  n a s t ę p n i e  pod względem ru c h liw o ś c i  e -  
l e k t r o f o r e t y c z n e j , w a r to ś c i  w skaź n ika  barwnego ^ 6 1 0 ^ 2 8 0 '  Zawar_ 
t o ś c i  m iedzi  i  ak tyw ności  oksydazowej o ra z  przep row adzano z nimi 
ponownie a n a lo g ic z n ą  d e n a tu r a c j ę  w roz tw orac h  mocznika o ró ż -
nych s t ę ż e n ia c h ,  podobnie  ja k  z Cp w y jśc iow ą ( p a t r z  również  
schemat e k sp erym e n tu ).



Schemat eksperymentu
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WYNIKI I DYSKUSJA

W n i n i e j s z e j  p r a c y  b a d a n o  w pływ  ró ż n y c h  s t ę ż e r i  m o c z n ik a  ( 2 -  

'6  M) n a  k a t a l i t y c z n e  i  c h ro m o fo ro w e  w ła ś c iw o ś c i  p r e p a r a t ó w  c e -  

r u lo p l a z m in y  c z ło w ie k a  i  ś w i n i .
2 u z y s k a n y c h  d a n y c h  d o ś w ia d c z a ln y c h  ( t a b .  1 -4  o r a z  r y s .  1 i  

2 ) w y n ik a ,  ż e  w m ia r ę  p r z e b i e g u  i n k u b a c j i  w r o z tw o r a c h  m o c z n ik a  

n a s t ę p u j e  s to p n io w y  s p a d e k  b a rw y  i  a k ty w n o ś c i  o k s y d a z o w e j . P r z y  

n i ż s z y c h  s t ę ż e n i a c h  m o c z n ik a  ( 2 - 3  M ), b e z  w z g lę d u  n a  c z a s  p o i r i a -  

z m ia n y  p o w y ż sz y c h  p a ra m e tró w  s ą  b a r d z o  m a łe  i  Cp w y k a z u je
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w z g lę dn ie  dużą  s t a b i l n o ś ć  (od  k i l k u  do k i l k u n a s tu  p ro c e n t  spad -
k u ) .  Wyższe s t ę ż e n i a  mocznika  (4 -6  M) powodują r a d y k a ln i e j s z e  
zmiany we w ła śc iw o śc i a c h  c e ru lo p la z m in y , a m ianow icie obserw uje  
s i ę  s z y b k ie  o db arw ia n ie  n i e b i e s k ie g o  roz tw oru  Cp o ra z  w yraź nie  
m a le ją c ą  aktywność  oksydazow ą. I  ta k  np. Cp cz łow ie ka  w 6 M ro z -
tw orze  mocznika po 20 i  120 m inutach wykazywała odpow iednio s p a -
dek do 49,0 i  33,5% barw y , a ak tyw ności  do 46 ,3  i  23,5%. Odpowie-
d n ie  dane d l a  Cp ś w in i  w ynosi ły» 59,0 i  37,5% barwy o ra z  49,0 i  
30,0% a k tyw nośc i.

Rys. 1
K inetyk a spadku barwy ; a )  i  aktyw ności oksydazowej ( b )  prepara tów  c e ru lo p la z -
miny człow ieka w roztw orach mocznika o różnych s tę ż e n ia c h  (w a rto śc i  s tę ż e ń  

mocznika podane przy ka żd ej krzyw ej )

The time co urse o f  lo s s  o f  th e  c o lo r  ( a )  and o xida se a c t iv i t y  ( b )  o f  human 
ce ru lo p lasm in  p r e p a ra tio n s  in  u re a so lu tio n s  a t  v a rio u s  c o n c e n tra t io n s  (v a lu -

es o f  u re a c o n c e n t ra t io n  a re  give n a t  each cu rv e )

Ja k  w idać  z p r z e b ie g u  krzywych p rz e ds ta w ionyc h  na  r y s .  1 1 2 ,  
zmi ¿my d e n a tu r a c y jn e  w p rz e w a ż a ją c e j  m ie rz e  n a s t ę p u j ą  już  po u -  
p ły w ie  1 g odz iny .  D la te g o ,  po tym w ła ś n ie  c z a s i e  przeprow adzano 
iz o lo w a n ie  Cp p o z o s t a ł e j  po d e n a t u r a c j i  ( s z c z e g ó ły  p roc edu ry  w 
ro z d z . :  M a te r i a ł  i  m etody).  Po w y t rą c e n iu  b i a ł e k  m ies za n iną  e t a -
n o lu  i  ch lo ro fo rm u  o ra z  po e k s t r a k c j i  o sadu  roztw orem NaCl część 
Cp z a w a rt a  w o s a d z ie  u l e g a ł a  ro z p u s z c z e n iu ,  d a j ą c  n i e b ie s k o  z a-



barw iony roz tw ór ,  a p o z o s t a ł a  c z ę ść  po zo s ta w a ła  w p o s t a c i  b l a ł o -  
- s z a r e g o  o sadu .  O z nacz ało  t o ,  że w o s a d z ie  zna jdow a ła  s i ę  zdena- 
turow ana p rz ez  mocznik Cp, ponieważ w przypadku  n ie de n atu row an e j  
Cp, o sa d  po p r e c y p i t a c j i  m ie sz a n in a  e t a n o lu  i  c h lo ro fo rm u  rozpu-
s z c z a ł  s i ę  w NaCl c a łk o w ic i e .

Rys. 2
K inetyka spadku barwy ( a )  i  aktyw ności oksydazowej ( b )  p rep arató w  c e ru lo p la z -  
miny św ini w roztw orach mocznika o różnych s tę ż e n ia c h  (w a rto śc i  s te ż e ó  mocz-

n ik a  podane przy każd ej krzywej )

The time co urse o f  lo ss  o f  th e c o lo r  ( a )  and o x ida se a c t i v i ty  ( b )  o f  po r-
cin e ce ru lo p lasm in  p r e p a ra tio n s  in  u re a  so lu tio n s  a t  v a rio u s  c o n c e n tra tio n s  

(v alu e s  o f  u re a c o n c e n tra tio n  a re  give n a t  each cu rv e)

Otrzymane p r e p a r a ty  c eru lop laz m in y  Ck tó r a  e k s t ra h o w a ła  s i ę  do 
roz tw oru  N aCl) analizow ano  n a s t ę p n ie  pod względem w a r to ś c i  wskaź-
n ik a  barw nego, z a w a r to ś c i  m iedzi  i  aktyw ności w ła śc iw e j  w porów-
n a n iu  do natywnego (w yjśc iow ego) p r e p a r a tu  Cp. W t a b .  5 z e s t a w io -
no dane c h a r a k t e r y z u ją c e  powyższe w ła ś c iw oś c i  Cp cz łow ie ka  i  św i-
n i :  i )  na tyw nej  i  2)  po 60-minutowej d e n a tu r a c j i  w różnych s t ę -
ż e n ia c h  mocznika:  a )  b e z p o śre d n io  w m ie s z a n in i e  r e a k c y j n e j ,  b) 
po w y izo low an iu  Cp z t e j  m ie sz a n iny ,  c z y l i  d l a  p re pa ra tó w  L2 M, 
L4 M, L6 M o ra z  S2 M i  S4 M ( p a t r z  również  schemat e k s p e ry -

mentu) .
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Jak  w idać  z zam ieszczonych danych,  p re p a r a ty  wyizolow ane z 
m iesza niny  re a k c y jn e j  ( p k t  b ) c h a ra k te r y z u ją  s i ę  b a rd z o  z b l i ż o n y -
mi w a r to ś c i a m i  w skaźn ika  barw nego,  aktyw ności  w ła śc iw e j  i  zawar-
t o ś c i  m ie d z i ,  do an alo g ic z ny ch  w a r to ś c i  c h a r a k t e r y z u ją c y c h  b i a łk o  
w y jśc iow e,  n iede na tu row a ne (96 ,6 -99,7%  w a r to ś c i  powyższych pa-
rametrów w s to su nk u  do Cp w y j ś c io w e j) .  Również podczas  a n a l i t y -
c z ne j  e l e k t r o f o r e z y  w ż e lu  po liakryloamidow yw  zachowywały s i ę  o - 
ne i d e n ty c z n ie  ja k  p r e p a ra ty  Cp n i e d e n a tu ro w a n e j .

Otrzymane w powyższy sposób  p re p a r a ty  poddano n a s t ę p n ie  re -  
d e n a tu r a c j i  mocznikowej w różnych s t ę ż e n ia c h  mocznika podobn ie  
jak  Cp w yjśc iow ą ( p a t r z  schem at ek spe rym e n tu ) .  Dane do tyc zą c e  
Bpadku barwy i  ak tyw ności  oksydazow ej uzyskane podczas  tyc h  do-
św iadczeń s ą  p rz e d s ta w ion e  w t a b .  1-4 i  z i l u s t ro w a n e  na  r y s .  3- 
- 1 3 .  Jak  z n ic h  w yn ika ,  k in e ty k a  tych  zmian ró ż n i  s i ę  w sposób 
z a sa dn ic z y  od k i n e t y k i  p rz eprow a dzonej  d l a  p r e p a r a tu  w y jśc iow e-
go. P re p a ra ty  t e  wykazywały znaczną s t a b i l n o ś ć  w roztw orach  mo-
c z n ik a .

Rys. 3

K inetyka spadku barwy ( a )  i  aktywności oksydazowej ( b )  podczas d e n a tu ra c ji  
tłocznikowej w p re p a ra ta c h  cerulo plazm in y człow ieka wyizolowanych z m iesz an i-
ny re a k c y jn e j po 60-minutowe-j d e n a tu ra c ji  w 2 M roztw o rze mocznika (L2 M ). 

W artości s tę ż e ń  mocznika podane przy k ażdej krzywej
The time cou rse o f  lo s s  o f  the c o lo r  ( a )  and o xida se a c t i v i t y  ( b) d u rin g  u rea 
d é n a tu ra tio n  o f  human c eru lo p la sm in  p re p a ra tio n s  is o l a te d  from r e a c tio n  f.ik-  
tu r e  a f t e r  60 min d é n a tu ra tio n  in  2 M u re a so lu tio n  (L2 M ). V alues o f  u rea 

c o n c e n tra t io n  a re given a t  each curve



Rya. 4
K inetyka spadku barwy (a )  i  aktyw ności oksydazowej ( b )  podczas d e n a tu ra c ji  
mocznikowej w p re p a ra ta c h  cerulop lazm iny  człow ieka wyizolowanych z m ie sz an i-
ny re a k c y jn e j po 60~miautowej d n n a tu ta c ji  w 4 M roztw orze mocznika (L 4 M). 

W artości s tę ż e ń  mocznika podane przy k ażdej krzyw ej

The tim e cou rse o f  lo s s  o f  th e  c o lo r  ( a )  and o x id ase  a c t i v i t y  (b )  d u rin g  u rea  
d é n a tu ra tio n  o f  human ce ru lo p lasm in  p r e p a ra tio n s  i s o l a t e d  from r e a c tio n  mix-
tu re  a f t e r  60 min d é n a tu ra tio n  in  4 M u rea  so lu tio n  (L4 M). V alues o f  u re a 

c o n c e n tra t io n  a r e  given  a t  each curve

Rys. 5

K inetyka spadku barwy ( a )  i  aktyw n ości oksydazowej ( b )  podczas d e n a tu ra c ji  
roczniko w ej w p re p a ra ta c h  ceru lop lazm iny  człow ieka wyizolowanych z m ie szan i-
ny re a k c y jn e j po 60-minutowej d e n a tu ra c ji  w 6 M ro ztw o rze m ocznika (L6 M ). 

W artości s tę ż e ń  mocznika podane p rzy  k ażd ej krzywej

The tim e co urse o f  lo s s  o f  th e c o lo r  ( a )  and o x id ase a c t i v i t y  ( b )  d u rin g  u rea  
d é n a tu ra tio n  o f  human ce ru lo p lasm in  p r e p a ra tio n s  i s o l a t e d  from r e a c tio n  mix-
tu r e  a f t e r  60 min d é n a tu ra tio n  in  6 M u re a s o lu tio n  ( L6 M). V alues o f  u re a  

c o n c e n tra t io n  a re  g iv en a t  each curve



Rys. 6
K inetyka spadku barwy ( a )  i  aktyw ności oksydazowej (b )  podczas d e n a tu ra c ji  
mocznikowej w p re p a ra ta c h  ceru lop lazm iny  św ini wyizolowanych z m ieszaniny 
re a k c y jn e j po 60-m inutowej d e n a tu ra c ji  w 2 M roztw orze mocznika (S2 M ). 

W artości s tę ż e ń  mocznika podane przy każdej krzywej

The tim e co u rse o f  lo s s  o f  th e c o lo r  ( a )  and o x id ase a c t iv i t y  ( b )  d u rin g  u rea 
d é n a tu ra tio n  o f  p o rcin e  ce ru lo p lasm in  p re p a ra tio n s  i s o la te d  from r e a c tio n  
m ixtu re a f t e r  60 min d é n a tu ra tio n  in  2 M u rea  so lu t io n  (S2 M). V alues o f  

u rea  c o n c e n tra tio n  a re  given a t  each curve

Rys. 7
K inetyka spadku barwy ( a )  i  aktyw ności oksydazowej ( b )  podczas d e n a tu ra c ji  
bocznikowej w p re p a ra ta c h  ce ru lop laz m in y św in i wyizolowanych z m ieszaniny 
re a k c y jn e j  po 60-minutow ej d e n a tu ra c ji  w 4 M  roztw orze mocznika ( S4 W ). 

W artości s tę ż e ń  m ocznika podane p rzy  k ażd ej krzyw ej

The tim e co u rse o f  lo s s  o f  th e  c o lo r  ( a )  and o x id a se a c t iv i t y  ( b )  d u rin g  u re a 
d é n a tu ra tio n  o f  p o rc in e  ce ru lo p lasm in  p r e p a ra tio n s  i s o l a t e d  from re a c tio n  
m ix tu re a f t e r  60 min d é n a tu ra tio n  in  4 M u re a  s o lu t io n  (S4 M). V alues o f 

u rea  c o n c e n tra tio n  a r e  giv en  a t  each curve



Rys. 8
Wpływ s tę ż e n ia  mocznika n a w a rto ść  a b so rb a n c ji  przy 610 nm ( a )  i  aktywność 
oksydazowa ( b ) ceru lop lazm iny  człow ieka po 20 m inutach in k u b a c ji  w roztwo-
rach  mocznika. L -  c eru lo p laz m in a w yjściow a, nie dena tu row ana. L2 M, L4 M, 
L6 H -  ce ru lop lazm in y wyizolowane z m ieszaniny r e a k c y jn e j po 60-minutowej d e-

n a tu r a c j i  w ro ztw orach mocznika o s tę ż e n ia c h  odpowiednio; 2 , 4 i  6 M

The e f f e c t  o t  u re a c o n c e n tra t io n  on absorbance v alu e a t  610 nui ( a )  and o x i-  
dase a c t i v i t y  ( b )  o f  human c e ru lo p la sm in  a f t e r  20 min in c u b a tio n  in  u re a so-
lu t io n s .  L -  u n den atured c e ru lo p lasm in . L2 M, LA M, L6 M -  ce ru lo p lasm ins 
i s o l a t e d  from r e a c tio n  m ix tu re a f t e r  60 min d é n a tu ra tio n  in  u r e a  so lu tio n s  

a t  c o n c e n tra t io n ;  2 ,  4 and 6 M, r e sp e c tiv e ly

Stosunkowo n a jm n ie j  s t a b i l n e  ok a z ały  s i ę  p r e p a r a ty  Cp c z ło -
w ie ka  izo low ane po in k u b a c j i  w 2 M roz tw orze  mocznika (L2 M), 
podcz as  ponownej d e n a t u r a c j i  w 6 M roz tw o rz e  mocznika . Po 20 min 
in k u b a c j i  obserwowano w tym p rzypadku  15,5% spadku barwy i  22,4% 
spadku  a ktyw ności  ( d l a  c e ru lo p la z m in y  w y jś c io w e j,  c z y l i  L,  w ar-
t o ś c i  p roc entow e spadku d l a  tych  parametrów  b y ły  jednak z na c z n ie  
w ię k s z e :  51% spadku  barwy i  53,7% spadku a k ty w n o ś c i ) .  Dla p r e -
p a r a tu  L2 M wykazano n a to m ia s t  stosunkow o dużą s t a b i l n o ś ć  pod-
cz as  i n k u b a c j i  zarówno w 2 M, ja k  i  w 4 M ro ztw o rz e  mocznika . Po 
20 min in k u b a c j i  w 4 M  roz tw orze  mocznika obserwowano ty lk o  3,4% 
spadku  barwy i  6% -  aktyw ności  ( d l a  p re p a r a tu  w y jśc iow ego odpo-
w ie d n io :  23,4% o ra z  22 ,5% ), a po 120 min -  8,0% i  8,8% (p o d -
c za s  gdy d l a  p r e p a r a t u  w y jściow ego odpow iedn io:  34,7% o ra z  
48,0% ).



Rys. 9
Wpływ s t ę ż e n ia  B ocznika na w artość a b so rb a n c ji  przy 610 mn (a )  i  aktywność 
oksydazow« (b )  cerulo plazm in y św ini po 20 m inutach in k u b a c ji w roztw orach 
mocznika. S -  cerulop laztnin a w yjściow a, n ie denaturow an a. S2 M, S4 M -  c e -  
ru lo plazm iny  wyizolowane z m ieszaniny re a k c y jn ej  po 60-m inutowej d e n a tu ra c ji  

w roztw orach mocznika o s tę ż e n ia c h  odpowiednio: 2 i  4 M

The e f f e c t  o f u rea  c o n c e n tra tio n  on absorbance v alu e a t  610 nm (a) and o x i-
dase a c t iv i t y  (b )  o f  p o rc in e  ce ru lo p lasm in  a f t e r  20 mm in c u b a tio n  in  u re a  
so lu tio n s .  S -  und en atured  c e ru lo p la sm in , S2 H, S4 M -  ce ru lo p lasm in s iso -
la te d  from r e a c tio n  m ixtu re a f t e r  60 min d é n a tu ra tio n  in  u rea so lu t io n s  a t  

c o n c e n tra tio n :  2 and 4 M, r e sp e c tiv e ly

40  

£  30

t *  

^  10

I * *I
I

L 2 M  L 4M  L 6M  

□  -  bar  tv a

H I -  a k ty w n o ść  o ksyd azow a  

f * H ______ i ± ^ ------  r*r*a

Rys. 10
Zmiany inte nsy w n ości barwy i" aktywności oksydazowej po 20-minutowej d en a tu -  
t u r a c j i  w 4 M roztw orze mocznika p reparatów  cerulo plazm in y cz ło w ie ka. Ozna-

c z en ia  p re para tó w  ja k  na ry s .  8

The changes o f  th e i n t e n s i t y  of c o lo r  and o x id a se a c t i v i ty  a f t e r  20 min dé-
n a tu r a tio n  in  4 M u rea  so lu tio n  o f  human ce rulo p la sm in  p r e p a ra tio n s .  D esig-

n a tio n  o f  p r e p a ra tio n s  as  in  F ig .  8



Zmiany inten sy w n ości barwy i  aktyw ności oksydazowej po 20-minutow ej d enatu - 
r a c j i  w 6 M ro ztw orze mocznika p re para tó w  ce ru lop lazm in y cz ło w ie ka. Ozna-

cz e n ia  prep ara tów  ja k  na ry s .  8

The changes o f  th e c o lo r  i n t e n s i t y  and o x id ase a c t i v i t y  a f t e r  20 min déna-
tu r a t io n  in  6 M u re a  so lu tio n  o f  human ce ru lo p lasm in  p re p a ra tio n s .  D esigna-

t io n  o f  p re p a ra tio n s  as in  F ig . 8

i y S2M S4M

I |-barw a

i! -aktywność oAsydazowa

i ......_Cw....rw...
R ys. 12

Zmiany in ten syw no ści barwy i  aktyw ności oksydazowej po 20-minutow ej d en a tu -  
r a c j i  w 4 M ro ztw o rze mocznika p rep arató w  ceru lo p lazm iny  św in i .  O znaczenie

prep aratów  ja k  na ry s .  9

The changes o f  th e c o lo r  i n t e n s i t y  and o x id a se a c t i v i t y  a f t e r  20 min déna-
tu r a t i o n  in  4 M u re a  so lu tio n  of  p o rc in e  c eru lo p la sm in  p r e p a ra tio n s .  Desig-

n a tio n  o f  p r e p a ra tio n s  as  in  F ig .  9

Z n a c z n ie  w ię k s z ą  s t a b i l n o ś ć  w y k a z y w a ły  p r e p a r a t y  iz o lo w a n e  z 
m ie s z a n in y  r e a k c y j n e j  p o  i n k u b a c j i  w 4 M r o z tw o r z e  m o c z n ik a  (L 4 

M ), a  s z c z e g ó l n i e  i z o lo w a n e  p o  i n k u b a c j i  w 6 M (L 6  M ). P r e p a r a -

t y  L6 M b y ł y  s t a b i l n e  n i e  t y l k o  p o d c z a s  p o n o w n e j i n k u b a c j i  w 

r o z tw o r a c h  m o c z n ik a  o  s t ę ż e n i a c h  2 M i  4 M, a l e  n a w e t i w  6 M 

r o z t w o r z e  i r o c z n ik a  w y k a z y w a ły  t y l k o  n i e z n a c z n y  s p a d e k  b a rw y  i



a k ty w n o ś c i  ( p o  20 m in ;  8,5%  s p a d k u  B arw y i  6 ,8%  -  a k t y w n o ś c i ,  

p o d c z a s  g dy d l a  p r e p a r a t u  w y jś c io w e g o  o d p o w ie d n io  51,0%  i  53,7%  

s p a d k u )  ( p a t r z  ró w n ie ż  t a b .  1 i  2 o r a z  r y s .  3 - 5 ,  8 ,  10 i  1 1 ) .
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Rys. 13
Zmiany in tensyw ności barwy i  aktyw ności oksydazowej po 20-minutowej d en atu -  
t a c j i  w 6 H roztw orze mocznika preparatów  co ruloplazm iny  św in i.  O znaczenie

preparatów  ja k  na ry s . 9
The changes o f  th e c o lo r  i n t e n s it y  and o xid ase a c t i v i ty  a f t e r  20 min dén atu -
r a t io n  in  6 M u re a  so lu tio n  o f  p orcin e ceru lo p lasm in  p r e p a ra tio n s .  D esigna-

t io n  o f  p re p a ra tio n s  as in  F ig . 9

A n a lo g i c z n e  p r e p a r a t y  o tr z y m a n e  d l a  c e r u lo p la z m in y  ś w in i  (S 2  

M i  S4 M) z a c h o w y w a ły  s i ę  p o d o b n ie  j a k  p r e p a r a t y  Cp c z ło w ie k a  

p o d c z a s  r e d e n a t u r a d j i  w r o z tw o r a c h  m o c z n ik a  o  s t ę ż e n i a c h  2 -6  M 
( t a b .  3 i  4 o r a z  r y s .  6 ,  7 ,  9 ,  12 i  1 3 ) .  O tr z y m a n e  d a n e  w sk a z u -

j ą ,  ż e  s z c z e g ó l n i e  p r e p a r a t  S4 M o d z n a c z a ł  s i ę  s to s u n k o w o  d u ż ą  
s t a b i l n o ś c i ą  p o d c z a s  r e d e n a t u r a c j l . W ty m  p r z y p a d k u  n i e  i z o l o -

w ano  c e r u lo p la z m in y  z m ie s z a n in y  r e a k c y j n e j  p o  d e n a t u r a c j i  w 6 M 

r o z tw o r z e  m o c z n ik a ,  p o n ie w a ż  -  j a k  p o d a j e  M u  k  a  s  a  i  w s p .
[8 ]  -  j u ż  w 4 ,5  M r o z tw o r z e  m o c z n ik a  n a s t ę p o w a ła  d y s o c j a c j a  c z ą -

s t e c z e k  c e r u lo p la z m in y  ś w i n i ,  a  p r z y  w y ż sz y c h  s t ę ż e n i a c h  p o w s ta -

w a ły  n i e o d w r a c a ln e  z m ia n y  w s t r u k t u r z e  c z ą s t e c z k i .
Przeprowadzone do św ia dc z en ia  r z u c a j ą  nowe ś w ia t ł o  na  zagad-

n i e n i e  homogenności c e ru lop laz m in y .  Uzyskane dane dośw iadc za lne  
poz w a la ją  na  w y c ią g n ię c ie  w n iosku ,  że jednorodny  f iz ykoc hem icz -
n i e  ro ztw ór  c e ru lo p la z m iny  s ta now i h e te ro g e nn ą  p o p u la c ję  c z ą s t e -
czek ró ż n ią c ą  s i ę  o d po rno ś c ią  na d e n a tu r u j ą c e  d z i a ł a n i e  moczni-
ka. s tw ierd z on o  i s t n i e n i e  w roz tw o rz e  dwu rodzajów  c z ą s t e c z e k :



1) od ba rw ia ją c e  s i ę ,  t r a c ą c e  w ła s n oś c i  k a t a l i t y c z n e  pod wpływem 
mocznika i  2) c z ą s t e c z k i  oporne  na  to  d z i a ł a n i e .

C e ru lop laz m in a u l e g a j ą c a  d e n a tu r a c j i  w roztw ora ch  mocznika 
w y t rą c a  s i ę ,  podobnie  ja k  n ied e na tu ro w a n a ,  m ie sz a n in ą  a lk o h o lu  i  
c h lo ro fo rm u ,  a l e  w o d ró ż n ie n iu  od t e j  o s t a t n i e j ,  n i e  e lu u j e  s i ę  
z o sa du  roztw orem NaCl. Można w ię c  tym sposobem izo low a ć c e ru lo -  
p laz m inę  z a w ie ra j ą c ą  w y łą c z n ie  c z ą s t e c z k i  oporne  na  d z i a ł a n i e  
mocznika . Taki  ty p  c e ru lo p la z m in y  “m o c z n ik o -o p o ra e j" , homogenny 
pod względem s t a b i l n o ś c i  w s to s un k u  do m oczn ika , może okazać  s i ę  
pomocnym modelem do d a ls z y c h  badań s t r u k tu r y  i  f u n k c j i  tego b i a ł -
k a .  Uzyskane w yn iki  o t w i e r a j ą  za tem d rogę do d a ls z y c h  badań nad 
poszukiw aniem k o r e l a c j i  między s t r u k t u r ą  c z ą s t e c z e k  i  ic h  s t a b i l -
n o ś c i ą .
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A lo jzy Z g ir sk l

STABILITY OF HUMAN AND PORCINE BLOOD PLASMA CERULOPLASMINS 

IN UREA SOLUTIONS

The e f f e c t  o f u rea d e n a tu ra tio n  on the v is ib l e  a b so rp tio n  a t  610 nm and 

o xid ase a c t iv i ty  o f  human and p o rcin e ccru lo p lasm in s has been in v e s tig a te d .  

The e x is te n c e  o f  h e te ro g e n e ity  in  human and p o rc in e  ce ru lo p lasm in  p re p a ra -

t io n s  in  re sp e c t  o f  r e s is ta n c e  on th e in f lu e n c e  o f  u rea  has been s t a t e d .  Ex-

p erim en ta l d a t a  which have been o b ta in ed  make i t  p o ss ib le  to  su g g e s t th a t  

two kind s o f  m olecu les e x i s t  in  th ese p r e p a ra tio n s :  one kind  seems to  be 

" u r e a - r e s i s t a n t "  and the second one i s  e a s i ly  d en atu red  in  u rea  so lu tio n .  

The method fo r  is o l a t io n  o f  " u r e a - r e s is t a n t "  ce ru lo p lasm in  has been e la b o ra -

te d .
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