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AKTYWNOSC WYBRANYCH ENZYMOW KRWI W OBECNOSCI
ROZNYCH STEZEN JONOW KADMU, MIEDZI, CYNKU | SELENINU

Przeprowadzono badania pieciu enzymdéw: ceruloplazminy, fosfatazy alkalicznej
i kwasnej oraz aminotransferazy asparaginianowej i alaninowej pod katem ich
wrazliwo$ci na jony kadmu, miedzi, cynku i seleninowe poprzez oznaczanie ich
aktywnosci po uprzedniej dwugodzinnej preinkubacji w obecnosci réznych stezen
(10~6, 10~51i 10'4M) stosowanych wyzej wymienionych jonow.

Najbardziej wrazliwym enzymem na obecno$¢ kadmu w Srodowisku okazata sie
fosfataza alkaliczna (obnizenie aktywnos$ci o ponad 50% przy stezeniu jonéw kadmu
10"4M), a na obecno$¢ miedzi - fosfataza kwasna (spadek o ok. 35% - przy 10 “M
i ok. 29% - przy 10~5M). Ceruloplazmina reagowata na cynk spadkiem aktywnosci
0 ok. 43% przy stezeniu 10'*M).

W przypadku fosfatazy alkalicznej, na kt6érg niekorzystnie oddziatuje kadm,
zaobserwowano wzrost aktywnos$ci enzymu o 43% w obecnosci jonéw miedzi Cu2+
o stezeniu 10~6M oraz o 11% w przypadku 10 6M jonéw cynku.

Selenin sodu wptywat w stosunkowo nieduzym stopniu na aktywnosci badanych
enzymoéw, chociaz w przypadku fosfatazy alkalicznej zanotowano niezwykle interesujace
zjawisko. W przeciwienstwie do wptywu réznych badanych jonéw na stosowane
w pracy enzymy, zaobserwowano najwiekszy spadek aktywnoS$ci tej fosfatazy przy
najmniejszym stezeniu seleninu, tj. 10'6M (o ok. 26%), a najmniejszy (0o ok. 12%)
przy stezeniu 10~4M.

Najwiekszg stabilno$¢ aktywnosci w $rodowisku zawierajagcym cztery wymienione
wyzej jony wykazywaty aminotransferaza asparaginianowa i alaninowa oraz cerulo-
plazmina.

WSTEP

Pierwiastki $ladowe, m. in. miedz, cynk i selen, sa niezbedne do pra-
widtowego funkcjonowania i rozwoju organizmu. Z drugiej strony znane
jest ich toksyczne dziatanie, kiedy wystepujg w zbyt wysokim stezeniu.
Pierwiastki te odgrywajag réwniez wazng role w dziataniu réznych en-
zymOw, a nawet sg nieraz ich integralnymi skiladnikami. Nieliczne donie-
sienia literaturowe sugeruja, ze wptyw rozmaitych pierwiastkbw na aktyw-



nosci katalityczne enzymoéw zalezy w duzym stopniu od ich stezenia w $ro-
dowisku.

Bioragc pod uwage powyzsze, wydawato sie celowym przesSledzenie zmian
aktywnosci niektéorych wybranych enzymdéw w obecnosci roznych stezen
jonéw miedzi, cynku, selenu i kadmu. Ten ostatni zostat wigczony do
badan ze wzgledu na jego szczeg6lnie toksyczny charakter i coraz wieksze
zanieczyszczenie $srodowiska. Kadm nalezy do ksenobiotykéw wywotujgcych
wiele groznych zaburzenn w funkcjonowaniu organizmu. U podstaw tego
zjawiska lezy gtownie zdolno$¢ wigzania sie tego pierwiastka z réznymi
biatkami enzymatycznymi i wypieranie innych metali z wielu enzymdw, co
oczywiscie prowadzi do zmian ich wilasciwosci katalitycznych. Szczegdlnie
dotyczy to enzymoOw zawierajacych grupy sulfhydrylowe.

Do oceny wptywu wybranych pierwiastkow na aktywno$é zakwalifikowano
enzymy, ktore nie tylko petnig wazng funkcje w organizmie, ale mogag by¢
réwniez wykorzystywane w diagnostyce laboratoryjnej choréb.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowily preparaty: a) ceruloplazminy (Cp, EC
1.16.3.1.), wyizolowanej z krwi wieprzowej wedtug wiasnej metody [11];
b) preparaty fosfatazy alkalicznej (EC 3.1.3.1) i aminotransferazy alaninowej
(A1AT, EC 2.6.1.2) oraz asparaginianowej (AspAT, EC 2.6.1.1) zakupione
w firmie SIGMA; c¢) fosfatazy kwasnej (EC 3.1.3.2) z firmy Reanal (Wegry).
Preparaty enzymow byty rozcienczane 0,9% roztworem NaCl tyle razy, aby
w warunkach metody oznaczania ich aktywnosci katalitycznej mozna byto
uzyskiwa¢ wartosci absorbancji w granicach 0,2-1,1.

Aktywnos$¢ katalityczna byta oznaczana wedtug przystosowanych do
aktualnych warunkéw metod: Ravina [16] z p-fenylenodiaming, jako
substratem dla ceruloplazminy, Besseya i Lowry’ego [22] z p-nitro-
fenylofosforanem jako substratem dla fosfataz oraz Reitmana i Fran-
kela [17] z kwasem asparaginowym lub alaning jako substratami dla
aminotransferazy asparaginianowej badz alaninowej. Badanie wptywu jonéw
réznych pierwiastkbw na aktywno$¢ katalityczng wymienionych wyzej
enzymodw polegato na dwugodzinnej preinkubacji enzymow w 25-40 mM
buforze Tris-HCI o pH 7,2-7,4 zawierajgcym wymienione juz pierwiastki
w stezeniu 10~6-10_4M.

Istotnos$¢ statystyczng uzyskanych wynikow oceniano testem t-Studenta
dla prdb zaleznych (test sparowany).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Uzyskane dane podczas przeprowadzonych dosSwiadczerh zamieszczone
w tabelach 1-5, wyrazono w procentach wzglednych w stosunku do kontroli,
ktérej warto$ci odpowiadaty aktywnosci katalitycznej danego enzymu bez
obecnosci jonow kadmu, cynku, miedzi lub seleninowych. Zaprezentowanie
wynikéw w takiej formie miato na celu umozliwienie tatwiejszego poréwnania
ze sobg rdznych wartosci aktywnosci.

Kadm

Niewiele jest w piSmiennictwie fachowym informacji na temat wptywu
kadmu na aktywno$¢ badanych przez nas enzymow. Jednak z tych, ktore
sie pojawity, wynika, ze wzajemne oddziatywanie zachodzi poprzez interakcje
metalu z grupami -SH cysteiny biatka [6, 23]. Do szczeg6lnie wrazliwych
enzyméw na obecno$¢ kadmu w Srodowisku naleza ATP-azy [10] oraz
w mniejszym stopniu amylaza, proteazy i peroksydazy [2],

Tabela 1

Aktywno$¢ ceruloplazminy po dwugodzinnej preinkubacji z jonami kadmu, cynku

i seleninowymi o stezeniach 10~+M, 10~5M i 10~6M wyrazona w procentach

wzglednych obliczonych w stosunku do aktualnej w danym dniu $redniej wartosci
kontroli przyjetej za 100%

Preinkubacja z jonami Cd2+, Zn2+

Rodzaj dodawanego jonu lub seleninowymi o stezeniu

10" 4M 10“5M 10"6M
X 94,7 98,8" 100

Cd2+ S 3,47 3,01 3,54
n 17 20 20

X 56,9 98,3 105,1“

Zn2+ S 5,22 5,22 4,01
n 27 23 25

X 8 92,5* 97,1*

Seienin s 3,09 4,39 2,65

n 25 29 23



Tabela 2

Aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej po dwugodzinnej preinkubacji z jonami kadmu,

cynku, miedzi i seleninowymi o stezeniach 10~4M, 10~4M i 10~"M wyrazona

w procentach wzglednych obliczonych w stosunku do aktualnej w danym dniu
Sredniej warto$ci kontroli przyjetej za 100%

Preinkubacja z jonami Cd2+, Zn2*, Cu2+

Rodzaj dodawanego jonu lub seleninowymi o stezeniu

10~*M 10~5M 10~*M
X 47,9« 57,4 89,7¢
Cd2+ s 6,10 3,81 8,29
n 63 34 44
X 69,3“ 83,2“ 111,2¢
Zn2+ s 9,94 11,43 16,07
n 27 33 33
X 64,9 95,9 143,3¢
Cu2+ S 7,86 19,45 18,3
n 30 36 36
X 88,3“ 83,8 73,9¢
Selenin S 9,72 7,39 14,02
n 28 24 28

“ Istotno$¢ statystyczna w sparowanym tescie I-Studenta przy p< 0,001.

W przypadku ceruloplazminy jedynie Sole i wsp. [18] oraz Souko-
pova [19] donosili, ze kadm podany in vivo myszom i szczurom stymulowat
produkcje tego enzymu. W przeprowadzanych w niniejszej pracy badaniach
preparaty ceruloplazminy in vitro wykazywaly do$¢ duzg odporno$¢ na
dziatanie kadmu, ktéry dopiero przy stezeniu 10-4M powodowat niewielkie
(o ok. 5%), ale statystycznie istotne (p < 0,001) obnizenie jej aktywnosci
katalitycznej.

Podobnie niewielki spadek aktywnosci enzymu zaobserwowaliSmy w przy-
padku fosfatazy kwasnej przy stezeniu kadmu 10 ‘5i 10~"4M (o ok. 4-5%,
p<0,02, tab. 3). To ostatnie spostrzezenie, jak sie okazuje, jest zgodne
z wynikami prezentowanymi przez Bishnoi i wsp. [2], ktorzy stwierdzili,
ze chlorek kadmu podany Swinkom morskim powodowat nieznaczne obnizenie
aktywnosci kwasnej fosfatazy.

Niezwykle wrazliwym enzymem na dziatanie kadmu okazata sie w trakcie
naszych badan fosfataza alkaliczna. W $rodowisku inkubacyjnym zawierajagcym
jony tego pierwiastka w stezeniu 10~6M tracita aktywno$¢ w ok. 10%
(p <0,001), a przy 10 4M, az o 52% (tab. 2). Ten niekorzystny wplyw
kadmu dat sie zauwazy¢ nie tylko w przypadku preparatu handlowego, ale



réwniez enzymu obecnego w surowicy krwi cztowieka (utrata aktywnosci
0 ok. 80% przy stezeniu kadmu 10 4M). To spostrzezenie staje sie niepo-
kojace z medycznego punktu widzenia, gdyz wynikatoby z niego, ze surowica
nie przejawia wiasciwosci ochronnych w stosunku do tego pierwiastka.
Niemniej jednak nasze wyniki pozostajg w dobrej zgodno$ci z danymi
przedstawionymi przez Ilwami i Moriyama[l13], ktérzy rowniez zaob-
serwowali obnizenie aktywnos$ci tego enzymu nawet przy mikromolowych
stezeniach jonéw kadmu.

Aminotransferazy asparaginianowa (AspAT) i alaninowa (A1AT) wyka-
zywaty rozng wrazliwosé na obecno$¢ kadmu. Wyrazny spadek aktywnosci
stwierdzono w przypadku A1AT (o ok. 31%, p< 0,001, przy stezeniu
kadmu 10~4M, tab. 5), w przeciwienstwie do AsSpAT, gdzie obnizenie
aktywnosci wynosito zaledwie 4-6% (tab. 4), ale byto statystycznie zna-
mienne (p< 0,001). Ta niejednakowa wrazliwo$¢ aminotransferaz na kadm
moze by¢ ttumaczona réznym rozmieszczeniem cystein w czgsteczce biatka,
a tym samym odmienng zdolnoScig wigzania sie metalu z czasteczky
biatka [6,23].

Tabela 3

Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej po dwugodzinnej preinkubacji z jonami kadmu,

cynku, miedzi i seleninowymi o stezeniach 10~4M, 10~5M i 10-<iM wyrazona

w procentach wzglednych obliczonych w stosunku do aktualnej w danym dniu
$redniej wartosci kontroli przyjetej za 100%

Preinkubacja z jonami Cd2+, Zn2+, Cu2+

Rodzaj dodawanego jonu lub seleninowymi o stezeniu

10'4M 10-5M 10~fiM

X 95,0 96,1"
Cd2+ S 6,61 4,53 -

n 30 32

X 81,9" 86,9° 91,8"
Zn2+ S 3,45 4,96 3,35

n 29 28 26

X 65,6" 71,16 81,8*
Cu2* S 6,61 7,94 6,09

n 30 30 30

X 86,4" 89,9” 96,3”
Selenin S 3,38 2,84 2,53

n 27 27 28



Tabela 4

Aktywno$¢ aminotranslerazy asparaginianowej po dwugodzinnej preinkubacji

z jonami kadmu, cynku, miedzi i seleninowymi o stezeniach I(r4M, 1(T5M

i 10 (M wyrazona w procentach wzglednych obliczonych w stosunku do aktualnej
w danym dniu $redniej wartosci kontroli przyjetej za 100%

Preinkubacja z jonami Cd2+, Zn2", Cu2+

Rodzaj dodawanego jonu lub seleninowymi o stezeniu

10~*M 10 5M 10_<iM
X 94,1 95,7 98,7
Cd2+ S 8,11 6,01 5,54
n 20 19 19
X 95,2" 98,5 101,0
Zn2+ s 1,30 0,94 1,31
n 26 27 27
X 93,4° 95,7k 96,5€
Cu2+ s 1,98 2,21 1,85
n 30 30 30
X 94,3* 100,1 101,8
Selenin S 0,99 1,18 0,92
n 29 28 25

“ Istotno$¢ statystyczna w sparowanym teScie t-Studenta przy p< 0,005.
h Istotno$¢ statystyczna w sparowanym tesScie t-Studenta przy p< 0,001.

Tabela 5

Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej po dwugodzinnej preinkubacji z jonami

kadmu, cynku, miedzi i seleninowymi o stezeniach IO"M, 10~5M i 10_6M

wyrazona w procentach wzglednych obliczonych w stosunku do aktualnej w danym
dniu Sredniej warto$ci kontroli przyjetej za 100%

Preinkubacja z jonami Cd2+, Zn2+, Cu2+

Rodzaj dodawanego jonu lub seleninowymi o stezeniu

10~*M io-5m 10-<iM
X 68,8 94,7 99,1
Cd2+ s 10,5 9,17 6,86
n 17 17 14
X 93,7 98,4 100,5
Zn2+ s 1,17 1,10 2,97
n 28 27 25
X 98,3 100,4 101,4
Cu2+ S 2,98 121 1,85
n 30 30 30
X 98,8 101,3 103,7¢
Selenin S 1,76 1,78 2,47

n 27 30 30



Miedz

G astaldiiwsp. [9] oraz Stihorowai Doubravova [20] zwrocili
uwage na hamujacy wptyw miedzi na aktywnos$é dczaminazy adenozyny
w obecnosci nawet mikromolowych stezen tego metalu. Niekompetycyjng
inhibicje wywotanag miedzia stwierdzono ponadto dla ATP-azy [15].

Nasze badania dotyczace aktywnosci fosfatazy kwasnej w obecnosci
miedzi wykazaty, ze metal ten w sposéb istotny (p < 0,001) obniza aktywnos$¢
enzymu nawet przy stezeniu 10~6M (tab. 3). W ten sposOb zostaty po-
twierdzone obserwacje Suresh i Mohandas [21], wskazujgce na ujemne
oddziatywanie miedzi na aktywno$¢ tego enzymu.

W przeciwienstwie do fosfatazy kwasnej fosfataza alkaliczna okazata sie
by¢ enzymem, ktory w sposOb bardzo rdézny reaguje na obecno$¢ miedzi
w $rodowisku. Przy stezeniach wyzszych (10 4M) obserwowano, podobnie
jak to wykazali uprzednio Carpene i Wynne [3], wyraznie hamujacy
wptyw metalu (spadek aktywnosci o ok. 35%, tab. 2), za$ przy stezeniu
10~6M przeciwnie, nastepowat znaczny wzrost aktywnos$ci enzymu o 43%
(p< 0,001).

Inaczej sytuacja wyglada w przypadku aminotransferaz, zarobwno AspAT,
jak i A1AT. Jak stwierdziliSmy, preparaty tych enzymoéw otrzymane z serca
Swini byly wzglednie odporne na dziatanie miedzi, gdyz wykazywaty zaledwie
kilkuprocentowy, chociaz statystycznie znamienny (p < 0,001), spadek ak-
tywnosci. Te obserwacje odbiegajg wyraznie od rezultatow otrzymanych
przez Agarval [1], Dla AlAT, izolowanej ze strony erytrocytow krowy,
autor stwierdzit pojawienie sie wyraznej niekompetycyjnej inhibicji aktywnosci
enzymu w obecnos$ci miedzi. O podobnym zachowaniu sie donosili réwniez
Gaali wsp. [8 w przypadku dziatania miedzi na AspAT wyizolowang
z kultur tkankowych tytoniu. Na obecnym etapie trudno jest wyjasnié
i podaé¢ witasciwe przyczyny warunkujgce wystepowanie powyzszych rozbiez-
nosci. Niewatpliwie jednak przyczyng moze by¢ Zr6dto pochodzenia enzymu.

Cynk

Younis i Birch [24] wykazali, ze cynk jest niekompetycyjnym in-
hibitorem ceruloplazminy. Niestety brak jest w literaturze fachowej danych
szerzej naswietlajgcych to zagadnienie. Otrzymane przez nas wyniki wskazuja,
ze jony cynku w stezeniu 10_4M, powodujg bardzo znaczne obnizenie
aktywnosci enzymu (o ok. 43%, p< 0,001, tab. 1), natomiast przy stezeniu
10-6 M zaobserwowano juz nieznaczne (o ok. 5%), ale statystycznie istotne
(p < 0,001) zwiekszenie aktywnosci.



W przypadku fosfatazy kwasnej przy wszystkich badanych stezeniach
cynku obserwowano niezbyt duzy (o ok. 8 18%), ale statystycznie istotny
(p < 0,001) spadek aktywnosci (tab. 3). Potwierdzatoby to rezultaty otrzymane
przez Kaneco i wsp. [14], ktérzy stwierdzili, ze cynk byt inhibitorem
aktywnos$ci fosfatazy kwasnej otrzymanej z roélin.

Znany jest fakt, ze przytlgczenie jonow cynku do miejsc wigzacych
magnez w czasteczce fosfatazy alkalicznej wywotuje silng inhibicje enzymu,
jednak do osiggniecia maksymalnej aktywnosci wymagana jest, obok jonéw
magnezu, obecnos$¢ jonow cynku [4, 5], Uzyskane przez nas wyniki pozostajg
w dobrej zgodnos$ci z przedstawiong wyzej rolg cynku w zmianach aktywnosci
katalitycznej enzymu. Przy stezeniach 10“4 i 10-5M jon6w cynkowych
nastepowato znaczne obnizenie aktywnos$ci odpowiednio o 31 i 17%,
natomiast przy stezeniu 10~6M obserwowano stosunkowo duzy (o ok.
11%), istotny statystycznie, wzrost aktywnos$ci (tab. 2).

Inne Zrodia literaturowe podajg, ze cynk jest niekompetycyjnym in-
hibitorem tytoniowej AspAT [7, 8], W przypadku obu aminotransferaz
(AspAT i A1AT) wyniki uzyskane w obecnej pracy, dla preparatéw otrzy-
manych z serca $wini, wskazywaty, ze jedynie przy stezeniu cynku 10~4M
obecny byt niewielki (0 4-5%) spadek aktywnos$ci. Przy stezeniach 10“5
i 10~6M aktywnos$¢ praktycznie nie ulegata zmianie (tab. 4 i 5).

Oznacza to, ze nasze obserwacje pozostajg w pewnej niezgodnoSci
z prezentowanymi wyzej danymi literaturowymi. By¢é moze te rozbieznosci
zaleza od r6znic gatunkowych, co sktania do dalszych badan.

Selen

Istnieje bogate pisSmiennictwo dotyczace biologicznej roli selenu przede
wszystkim jako antyoksydanta. Brak jest natomiast danych literaturowych
mowigcych o wplywie selenu na aktywno$¢ analizowanych w tej pracy
enzymoéw. Jak wykazaly nasze badania obie aminotransferazy (AspAT
i AlAT) nie wykazywaly praktycznie zmian w aktywnosci katalitycznej
w zakresie stosowanych stezeh seleninu (tab. 4, 5), a w przypadku cerulop-
lazminy i fosfatazy kwasnej zaobserwowano nieznaczny (o ok. 3-15%, tab.
1, 3), chociaz wyraznie znamienny statystycznie (p < 0,001), spadek aktywnosci.

Bardziej interesujgce i dotagd niespotykane sg wyniki otrzymane dla
fosfatazy alkalicznej. Stwierdzono mianowicie pojawienie sie najwiekszego
spadku aktywnosci (o ok. 26%) przy najmniejszym (10“6M) ze stosowanych
stezeri seleninu w S$rodowisku inkubacyjnym, a najmniejszy spadek byt
obserwowany przy najwiekszym stezeniu seleninu (10“4M), tj. o ok. 12%
(tab. 2).
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Alojzy ‘/girski, Maria Hilewicz-Grabska, Tadeusz Krajewski

ACTIVITY OF SOME BLOOD PLASMA ENZYMES IN THE PRESENCE OK DIFFERENT
CONCENTRATIONS OF CADMIUM, COPPER, ZINC AND SELENITE IONS

Five enzymes: ceruloplasmin, phosphatases (alkaline and add) and aminotransferases
(aspartate and alanine) in the context of their sensibility on cadmium, copper, zinc and selenite
ions through determination of their catalytic acivities followed by 2h preincubation in the
presence of different concentration (10~6,10_S,10"4M) above montioned ions, were investigated.

The highest sensibility on the presence of cadmium ions has appeared in case of alkaline
phosphatase (decrease of activity above 50% at 10 4M cadmium ions concentration), on the
presence of copper ions - acid phosphatase (decrease 35% at 10 4M and 29% at 10 SM
concentration) and on the presence of zinc ions - ceruloplasmin (decrease 43% at 10-4M
concentration) and alkaline phosphatase (decrease 30% at 10 4M concentration).

In the case of alkaline phosphatase it was observed marked increase of activity (43%) at
10 "6M concentration of copper ions and 11% at 10"5M - of zinc ions, respectively.

Sodium selenite influenced in relatively low degree on the activity of investigated by us
enzymes although in case alkaline phosphatase it was observed very interesting phenomene.
In contrast to influence of various investigated ions on enzymes it was observed the highest
decrease of this enzyme activity at the lowest concentration of selenite, i.e. 10-fiM (to 74%)
and the lowest (to only 88%) - at 10~4M concentration.

The highest stability of their activity in environmental containing four above mentioned
ions showed ceruloplasmin and aminotransferases: aspartate and alanine.



