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AKTYW NOŚĆ W YBRANYCH EN ZY M Ó W  KRWI W O B E C N O ŚC I 
R Ó Ż N Y C H  ST ĘŻEŃ  JO N Ó W  KADM U, M IE D Z I, CYNKU I SELEN IN U

Przeprow adzono badania pięciu enzymów: ceruloplazm iny, fosfatazy alkalicznej 
i kwaśnej o raz  am inotransferazy asparaginianow ej i alaninow ej pod kątem  ich 
wrażliwości na  jony  kadm u, miedzi, cynku i seleninowe poprzez oznaczanie ich 
aktyw ności po uprzedniej dwugodzinnej preinkubacji w obecności różnych stężeń 
(10~6, 10~5 i 1 0 '4M ) stosow anych wyżej wym ienionych jonów .

N ajbardziej wrażliwym enzymem na obecność kadm u w środow isku okazała  się 
fosfataza alkaliczna (obniżenie aktyw ności o ponad 50%  przy stężeniu jonów  kadm u 
1 0 "4M ), a na  obecność miedzi -  fosfataza kw aśna (spadek o ok. 35%  -  przy 10 ‘‘M 
i ok. 29%  -  przy 10~5M ). C eruloplazm ina reagow ała n a  cynk spadkiem  aktyw ności
o ok. 43%  przy stężeniu 10 '* M ).

W przypadku fosfatazy alkalicznej, na  k tó rą  niekorzystnie oddziałuje kadm , 
zaobserw ow ano wzrost aktyw ności enzymu o 43%  w obecności jonów  m iedzi C u 2 +
o stężeniu 10~6M oraz o 11% w przypadku 10 6M jonów  cynku.

Selenin sodu wpływał w stosunkow o niedużym  stopniu n a  aktyw ności badanych 
enzymów, chociaż w przypadku fosfatazy alkalicznej zanotow ano niezwykle interesujące 
zjawisko. W  przeciwieństwie do  wpływu różnych badanych jonów  na  stosow ane 
w pracy enzymy, zaobserw ow ano największy spadek aktyw ności tej fosfatazy przy 
najm niejszym  stężeniu seleninu, tj. 1 0 ' 6M (o ok. 26% ), a  najm niejszy (o ok. 12% ) 
przy stężeniu 10~4M.

Największą stabilność aktyw ności w środow isku zawierającym  cztery wym ienione 
wyżej jony  wykazywały am inotransferaza asparagin ianow a i alaninow a oraz cerulo­
plazm ina.

W ST ĘP

Pierwiastki śladowe, m. in. miedź, cynk i selen, są niezbędne do p ra ­
widłowego funkcjonow ania i rozwoju organizm u. Z drugiej strony znane 
jest ich toksyczne działanie, kiedy występują w zbyt wysokim stężeniu. 
Pierwiastki te odgrywają również w ażną rolę w działaniu różnych en­
zymów, a nawet są nieraz ich integralnymi składnikam i. Nieliczne donie­
sienia literaturow e sugerują, że wpływ rozm aitych pierw iastków na aktyw-



ności katalityczne enzymów zależy w dużym stopniu od ich stężenia w śro ­
dowisku.

Biorąc pod uwagę powyższe, wydawało się celowym prześledzenie zmian 
aktywności niektórych wybranych enzymów w obecności różnych stężeń 
jonów  miedzi, cynku, selenu i kadm u. Ten ostatni został włączony do 
badań ze względu na jego szczególnie toksyczny charakter i coraz większe 
zanieczyszczenie środowiska. K adm  należy do ksenobiotyków  wywołujących 
wiele groźnych zaburzeń w funkcjonow aniu organizm u. U podstaw  tego 
zjawiska leży głównie zdolność wiązania się tego pierw iastka z różnymi 
białkam i enzymatycznymi i wypieranie innych metali z wielu enzymów, co 
oczywiście prowadzi do zmian ich właściwości katalitycznych. Szczególnie 
dotyczy to enzymów zawierających grupy sulfhydrylowe.

Do oceny wpływu wybranych pierwiastków na aktywność zakwalifikowano 
enzymy, które nie tylko pełnią ważną funkcję w organizm ie, ale m ogą być 
również wykorzystywane w diagnostyce laboratoryjnej chorób.

M A TE R IA Ł  I M E T O D Y

M ateriał do badań stanowiły preparaty: a) ceruloplazm iny (Cp, EC 
1.16.3.1.), wyizolowanej z krwi wieprzowej według własnej m etody [11]; 
b) preparaty  fosfatazy alkalicznej (EC 3.1.3.1) i am inotransferazy alaninowej 
(A1AT, EC  2.6.1.2) oraz asparaginianowej (AspA T, EC 2.6.1.1) zakupione 
w firmie SIGM A; c) fosfatazy kwaśnej (EC 3.1.3.2) z firmy R eanal (Węgry). 
Preparaty  enzymów były rozcieńczane 0,9% roztw orem  NaCl tyle razy, aby 
w w arunkach m etody oznaczania ich aktywności katalitycznej m ożna było 
uzyskiwać wartości absorbancji w granicach 0,2-1,1.

A ktyw ność katalityczna była oznaczana według przystosow anych do 
aktualnych w arunków  m etod: R a v i n a  [16] z p-fenylenodiam iną, jako  
substratem  dla ceruloplazm iny, B e s s e y a  i L o w r y ’ e g o  [22] z p-nitro- 
fenylofosforanem  jako  substratem  dla fosfataz oraz R e i t m a n a  i F r a n -  
k e l a  [17] z kwasem asparaginowym  lub alaniną jak o  substratam i dla 
am inotransferazy asparaginianowej bądź alaninowej. Badanie wpływu jonów  
różnych pierw iastków  na aktyw ność katalityczną w ym ienionych wyżej 
enzymów polegało na dwugodzinnej preinkubacji enzymów w 25-40 mM 
buforze Tris-H Cl o pH  7,2-7,4 zawierającym wymienione już pierw iastki 
w stężeniu 10~6-1 0 _4M.

Istotność statystyczną uzyskanych wyników oceniano testem  t-S tudenta 
dla prób zależnych (test sparowany).
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W YNIKI I DY SKU SJA

Uzyskane dane podczas przeprow adzonych doświadczeń zamieszczone 
w tabelach 1-5, wyrażono w procentach względnych w stosunku do kontroli, 
której wartości odpowiadały aktywności katalitycznej danego enzymu bez 
obecności jonów  kadm u, cynku, miedzi lub seleninowych. Zaprezentow anie 
wyników w takiej formie miało na  celu umożliwienie łatwiejszego porów nania 
ze sobą różnych wartości aktywności.

Kadm

Niewiele jest w piśmiennictwie fachowym inform acji na  tem at wpływu 
kadm u na aktywność badanych przez nas enzymów. Jednak  z tych, które 
się pojawiły, wynika, że wzajemne oddziaływanie zachodzi poprzez interakcję 
m etalu z grupam i -SH cysteiny białka [6, 23]. D o szczególnie wrażliwych 
enzymów na obecność kadm u w środowisku należą ATP-azy [10] oraz 
w mniejszym stopniu amylaza, proteazy i peroksydazy [2],

T a b e l a  1

A ktyw ność ceruloplazm iny po dwugodzinnej preinkubacji z jonam i kadm u, cynku 
i seleninowymi o stężeniach 10 ~+M,  10~5M i 10 ~6M w yrażona w procentach 
względnych obliczonych w stosunku do  aktualnej w danym  dniu średniej wartości 

kontro li przyjętej za 100%

R odzaj dodaw anego jonu

Preinkubacja z jonam i C d 2 + , Z n 2 + 
lub seleninowymi o stężeniu

10" 4M 10“ 5M 1 0 "6M

X 94,7“ 98,8" 100
C d2 + s 3,47 3,01 3,54

n 17 20 20

X 56,9“ 98,3 105,1“
Z n 2 + s 5,22 5,22 4,01

n 27 23 25

X

00 92,5“ 97,1“
Seienin s 3,09 4,39 2,65

n 25 29 23



T a b e l a  2

A ktyw ność fosfatazy alkalicznej po  dw ugodzinnej preinkubacji z jonam i kadm u, 
cynku, miedzi i seleninowymi o stężeniach 10~4M , 10~4M  i 10~'’M w yrażona 
w procentach względnych obliczonych w stosunku do aktualnej w danym  dniu 

średniej wartości kontro li przyjętej za 100%

R odzaj dodaw anego jonu

Preinkubacja z jonam i C d 2 + , Z n 2*, C u 2 + 
lub seleninowymi o stężeniu

10~*M 10~5M 10~*M

X 47,9“ 57,4“ 89,7“
C d2 + s 6,10 3,81 8,29

n 63 34 44

X 69,3“ 83,2“ 111,2“
Z n 2 + s 9,94 11,43 16,07

n 27 33 33

X 64,9“ 95,9 143,3“
C u2 + s 7,86 19,45 18,3

n 30 36 36

Selenin
X

s
n

88,3“
9,72

28

83,8“
7,39

24

73,9“
14,02
28

“ Isto tność statystyczna w sparow anym  teście l-S tudenta przy p <  0,001.

W przypadku ceruloplazm iny jedynie S o l e  i wsp. [18] oraz S o u k o -  
p o v a  [19] donosili, że kadm  podany in vivo myszom i szczurom stym ulował 
produkcję tego enzymu. W przeprowadzanych w niniejszej pracy badaniach 
preparaty  ceruloplazm iny in vitro wykazywały dość dużą odporność na 
działanie kadm u, który dopiero przy stężeniu 10-4 M pow odow ał niewielkie 
(o ok. 5% ), ale statystycznie istotne (p <  0,001) obniżenie jej aktywności 
katalitycznej.

Podobnie niewielki spadek aktywności enzymu zaobserwowaliśmy w przy­
padku  fosfatazy kwaśnej przy stężeniu kadm u 10 ‘5 i 10~"4M (o ok. 4 -5 % , 
p < 0 ,0 2 , tab. 3). T o ostatnie spostrzeżenie, jak  się okazuje, jest zgodne 
z wynikami prezentowanym i przez B i s h n o i i wsp. [2], którzy stwierdzili, 
że chlorek kadm u podany świnkom m orskim powodował nieznaczne obniżenie 
aktywności kwaśnej fosfatazy.

Niezwykle wrażliwym enzymem na działanie kadm u okazała się w trakcie 
naszych badań fosfataza alkaliczna. W środowisku inkubacyjnym zawierającym 
jony  tego pierw iastka w stężeniu 10~6M traciła aktyw ność w ok. 10% 
(p <  0,001), a przy 10 4M , aż o 52% (tab. 2). Ten niekorzystny wpływ 
kadm u dał się zauważyć nie tylko w przypadku preparatu  handlow ego, ale



również enzymu obecnego w surowicy krwi człowieka (u tra ta  aktywności
o ok. 80% przy stężeniu kadm u 10 4M). T o spostrzeżenie staje się niepo­
kojące z medycznego punktu  widzenia, gdyż wynikałoby z niego, że surowica 
nie przejawia właściwości ochronnych w stosunku do tego pierw iastka. 
Niemniej jednak nasze wyniki pozostają w dobrej zgodności z danym i 
przedstawionym i przez I w a m i  i M o r i y a m a [ 1 3 ] ,  którzy również zaob­
serwowali obniżenie aktywności tego enzymu nawet przy m ikrom olow ych 
stężeniach jonów  kadm u.

A m inotransferazy asparaginianow a (AspAT) i alaninow a (A1AT) w yka­
zywały różną wrażliwość na obecność kadm u. W yraźny spadek aktywności 
stw ierdzono w przypadku A1AT (o ok. 31% , p <  0,001, przy stężeniu 
kadm u 10~4M , tab. 5), w przeciwieństwie do A spA T, gdzie obniżenie 
aktywności wynosiło zaledwie 4 -6 %  (tab. 4), ale było statystycznie zna­
m ienne ( p <  0,001). T a  niejednakowa wrażliwość am inotransferaz na kadm  
m oże być tłum aczona różnym rozmieszczeniem cystein w cząsteczce białka, 
a tym  samym odm ienną zdolnością w iązania się m etalu  z cząsteczką 
białka [6,23].

T a b e l a  3

A ktyw ność fosfatazy kwaśnej po  dwugodzinnej preinkubacji z jonam i kadm u, 
cynku, miedzi i seleninowymi o stężeniach 10~4M , 10~5M i 10-<iM w yrażona 
w procentach względnych obliczonych w stosunku do aktualnej w danym  dniu 

średniej wartości kontroli przyjętej za 100%

R odzaj dodaw anego jonu

Preinkubacja z jonam i C d2+, Z n 2+, C u2 + 
lub seleninowymi o stężeniu

1 0 '4M 10-5 M 10~fiM

X 95,0“ 96,1'’

C d2 + s 6,61 4,53 -
n 30 32

X 81,9'’ 86,9‘ 91,8"
Z n2 + s 3,45 4,96 3,35

n 29 28 26

X 65,6" 71,l 6 81,8*

C u2* s 6,61 7,94 6,09
n 30 30 30

Selenin
X

s
n

86,4"
3,38

27

89,9”
2,84

27

96,3”
2,53

28



T a b e l a  4
A ktyw ność am inotranslerazy  asparaginianow ej po  dwugodzinnej preinkubacji 
z jonam i kadm u, cynku, miedzi i seleninowymi o stężeniach l (r4M, 1 (T 5M
i 10 (’M w yrażona w procentach względnych obliczonych w stosunku do  aktualnej 

w danym  dniu średniej wartości kontroli przyjętej za 100%

R odzaj dodaw anego jonu

Preinkubacja z jonam i C d 2+, Z n 2'*, C u 2 + 
lub seleninowymi o stężeniu

10~*M 10‘ 5M 10_<iM

X 94,1“ 95,7“ 98,7
C d2 + s 8,11 6,01 5,54

n 20 19 19

X 95,2" 98,5 101,0
Z n 2 + s 1,30 0,94 1,31

n 26 27 27

X 93,4‘ 95,7k 96,5fc
C u2 + s 1,98 2,21 1,85

n 30 30 30

Selenin
X

s
n

94,3*
0,99

29

100,1
1,18

28

101,8
0,92

25

“ Isto tność statystyczna w sparow anym  teście t-S tuden ta  przy p <  0,005. 
h Isto tność statystyczna w sparow anym  teście t-S tudenta przy p <  0,001.

T a b e l a  5
A ktyw ność am inotransferazy alaninow ej po  dwugodzinnej preinkubacji z jonam i 
kadm u, cynku, miedzi i seleninowymi o stężeniach lO ^ M , 10~5M  i 10_6M 
wyrażona w procentach względnych obliczonych w stosunku d o  aktualnej w danym  

dniu średniej w artości kon tro li przyjętej za 100%

R odzaj dodaw anego jonu

Preinkubacja z jonam i C d2+, Z n 2+, C u 2 + 
lub seleninowymi o stężeniu

10~*M i o - 5m 10-<iM

X 68,8“ 94,7 99,1
C d 2 + s 10,5 9,17 6,86

n 17 17 14

X 93,7“ 98,4 100,5
Z n 2 + s 1,17 1,10 2,97

n 28 27 25

X 98,3 100,4 101,4
C u 2 + s 2,98 1,21 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



Miedź

G a s t a 1 d i i wsp. [9] oraz S t i h o r o w a i  D o u b r a v o v a  [20] zwrócili 
uwagę na ham ujący wpływ miedzi na aktywność dczam inazy adenozyny 
w obecności nawet m ikrom olow ych stężeń tego m etalu. N iekom petycyjną 
inhibicję wywołaną m iedzią stwierdzono ponadto  dla A TP-azy [15].

Nasze badania dotyczące aktywności fosfatazy kwaśnej w obecności 
miedzi wykazały, że m etal ten w sposób istotny (p <  0,001) obniża aktywność 
enzymu nawet przy stężeniu 10~6M (tab. 3). W ten sposób zostały p o ­
tw ierdzone obserwacje S u r e s h  i M o h a n d a s  [21], wskazujące na ujemne 
oddziaływanie miedzi na aktywność tego enzymu.

W przeciwieństwie do fosfatazy kwaśnej fosfataza alkaliczna okazała się 
być enzymem, który w sposób bardzo różny reaguje na obecność miedzi 
w środow isku. Przy stężeniach wyższych (10 4M ) obserw ow ano, podobnie 
jak  to  wykazali uprzednio C a r p e n e  i W y n n e  [3], wyraźnie ham ujący 
wpływ m etalu (spadek aktywności o ok. 35%, tab. 2), zaś przy stężeniu 
10~6M przeciwnie, następow ał znaczny wzrost aktywności enzymu o 43%  
( p <  0,001).

Inaczej sytuacja wygląda w przypadku am inotransferaz, zarów no AspAT, 
jak  i A1AT. Jak  stwierdziliśmy, preparaty tych enzymów otrzym ane z serca 
świni były względnie odporne na działanie miedzi, gdyż wykazywały zaledwie 
kilkuprocentow y, chociaż statystycznie znamienny (p <  0,001), spadek ak ­
tywności. Te obserwacje odbiegają wyraźnie od rezultatów  otrzym anych 
przez A g a r  v a l  [1], D la A1AT, izolowanej ze strony erytrocytów  krowy, 
au to r stwierdził pojawienie się wyraźnej niekompetycyjnej inhibicji aktywności 
enzymu w obecności miedzi. O podobnym  zachowaniu się donosili również 
G a a 1 i wsp. [8] w przypadku działania miedzi na A spAT wyizolowaną 
z ku ltur tkankow ych tytoniu. N a obecnym etapie trudno  jest wyjaśnić 
i podać właściwe przyczyny w arunkujące występowanie powyższych rozbież­
ności. Niewątpliwie jednak przyczyną może być źródło pochodzenia enzymu.

Cynk

Y o u n i s  i B i r c h  [24] wykazali, że cynk jest niekom petycyjnym  in­
hibitorem  ceruloplazm iny. N iestety brak jest w literaturze fachowej danych 
szerzej naświetlających to  zagadnienie. Otrzymane przez nas wyniki wskazują, 
że jony cynku w stężeniu 10_4M , pow odują bardzo znaczne obniżenie 
aktywności enzymu (o ok. 43% , p <  0,001, tab. 1), natom iast przy stężeniu 
10- 6 M zaobserw ow ano już nieznaczne (o ok. 5% ), ale statystycznie istotne 
(p <  0,001) zwiększenie aktywności.



W przypadku fosfatazy kwaśnej przy wszystkich badanych stężeniach 
cynku obserw ow ano niezbyt duży (o ok. 8 18%), ale statystycznie istotny 
(p <  0,001) spadek aktywności (tab. 3). Potwierdzałoby to rezultaty otrzym ane 
przez K a n e c o  i wsp. [14], którzy stwierdzili, że cynk był inhibitorem  
aktywności fosfatazy kwaśnej otrzym anej z roślin.

Znany jest fakt, że przyłączenie jonów  cynku do miejsc wiążących 
m agnez w cząsteczce fosfatazy alkalicznej wywołuje silną inhibicję enzymu, 
jednak do osiągnięcia maksym alnej aktywności wym agana jest, obok jonów  
magnezu, obecność jonów  cynku [4, 5], Uzyskane przez nas wyniki pozostają 
w dobrej zgodności z przedstawioną wyżej rolą cynku w zmianach aktywności 
katalitycznej enzymu. Przy stężeniach 10“ 4 i 10-5 M jonów  cynkowych 
następow ało  znaczne obniżenie aktyw ności odpow iednio o 31 i 17%, 
natom iast przy stężeniu 10~6M obserwowano stosunkow o duży (o ok. 
11%), istotny statystycznie, wzrost aktywności (tab. 2).

Inne źródła literaturow e podają, że cynk jest niekom petycyjnym  in­
hibitorem  tytoniowej AspAT [7, 8], W przypadku obu am inotransferaz 
(AspAT i A1AT) wyniki uzyskane w obecnej pracy, dla preparatów  otrzy­
m anych z serca świni, wskazywały, że jedynie przy stężeniu cynku 10~4M 
obecny był niewielki (o 4 -5 % ) spadek aktywności. Przy stężeniach 10“ 5 
i 10~6M aktywność praktycznie nie ulegała zmianie (tab. 4 i 5).

O znacza to , że nasze obserwacje pozostają w pewnej niezgodności 
z prezentowanym i wyżej danym i literaturowymi. Być m oże te rozbieżności 
zależą od różnic gatunkowych, co skłania do dalszych badań.

Selen

Istnieje bogate piśmiennictwo dotyczące biologicznej roli selenu przede 
wszystkim jako  antyoksydanta. Brak jest natom iast danych literaturow ych 
m ów iących o wpływie selenu na aktyw ność analizowanych w tej pracy 
enzymów. Jak  wykazały nasze badan ia obie am inotransferazy (A spA T 
i A1AT) nie wykazywały praktycznie zm ian w aktywności katalitycznej 
w zakresie stosowanych stężeń seleninu (tab. 4, 5), a w przypadku cerulop- 
lazminy i fosfatazy kwaśnej zaobserwow ano nieznaczny (o ok. 3 -15% , tab. 
1, 3), chociaż wyraźnie znamienny statystycznie (p <  0,001), spadek aktywności.

Bardziej interesujące i do tąd niespotykane są wyniki otrzym ane dla 
fosfatazy alkalicznej. Stwierdzono m ianowicie pojawienie się największego 
spadku aktywności (o ok. 26% ) przy najmniejszym (10“ 6M ) ze stosowanych 
stężeń seleninu w środow isku inkubacyjnym , a najmniejszy spadek był 
obserwow any przy największym stężeniu seleninu (10“ 4M ), tj. o ok. 12% 
(tab. 2).
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ACTIVITY O F  S O M E  B L O O D  PLA SM A  E N Z Y M E S IN T H E  PR E S E N C E  OK D IFFE R EN T
C O N C E N T R A T IO N S O F  C A D M IU M , C O P P E R , Z IN C  AND S E L E N IT E  IO N S

Five enzymes: ceruloplasm in, phosphatases (alkaline and a d d )  and am inotransferases 
(asparta te  and alanine) in the context o f their sensibility on cadm ium , copper, zinc and selenite 
ions th rough  determ ination  o f their catalytic acivities followed by 2h preincubation  in the 
presence of different concentration (10~6,10_S,1 0 ''4M ) above m ontioned ions, were investigated.

T he highest sensibility on  the presence o f  cadm ium  ions has appeared in case o f  alkaline 
phosphatase  (decrease o f activity above 50%  a t 10 4M cadm ium  ions concentration), on the 
presence o f copper ions -  acid phosphatase (decrease 35%  at 10 4M and 29%  a t 10 SM 
concentra tion) and on the presence o f zinc ions -  ceruloplasm in (decrease 43%  a t 10-4 M 
concentra tion) and alkaline phosphatase  (decrease 30%  a t 10 ~4M concentration).

In  the  case o f alkaline phosphatase  it was observed m arked increase o f activity (43% ) at 
10 "6M concentra tion  o f  copper ions and 11% a t 10" 5M -  o f zinc ions, respectively.

Sodium  selenite influenced in relatively low degree on the activity o f  investigated by us 
enzym es a lthough  in case alkaline phosphatase it was observed very interesting phenom ene. 
In con trast to  influence of various investigated ions on enzymes it was observed the  highest 
decrease o f  this enzyme activity a t the lowest concentra tion  o f selenite, i.e. 10-fiM (to 74% ) 
and the lowest (to only 88% ) -  a t 10~4M concentration .

The highest stability o f their activity in environm ental containing four above m entioned 
ions showed ceruloplasm in and am inotransferases: asparta te  and alanine.


