ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA. T. 28 (50). 2004

SELENO IR SVINO [TAKA KRAUJO §-AMINOLEVULINO RUGSTIES DEHIDRATAZES
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Santrauka. Darbe in vitro itirtas selenido anijono (Se”), §vino katijono (Pb*") ir jo ligandinio anijono — acetato
(CH5COQ) poveikis fermento d-aminolevulino riigsties dehidratazés (3-ALRD) aktyvumui zmoniy ir gyviny kraujyje.
Poveikis tirtas keturiais biidais: didinant Se*” koncentracija kraujyje natiiraliai buvusios jame Pb*" koncentracijos fone ir
dirbtinai sudarius veiklia nekintama Pb*" koncentracija bei didinant Pb*>" koncentracija kraujyje, kai jame néra Se”, ir
dirbtinai sudarius veiklia pastovia Se’” koncentracija. Gautos nuoseklios daugiatagkés priklausomybés parodé, kad 8-
ALRD aktyvumas Zzmoniy ir galvijy kraujyje veikiamas Se® kinta analogiskai. Se’ jony apsauginis poveikis esant
didesnéms Pb*" koncentracijoms Zmoniy kraujyje yra maZesnis, nei esant natiiraliai Pb>" koncentracijai. Mazas Se*
kiekis nezymiai didina fermento aktyvuma ir pasiekiama maksimali jo verté, o didelis — visiskai inaktyvuoja 3-ALRD.
Mazas Pb”" jony kiekis staiga sumazina fermento aktyvuma (minimumas kreivéje), didesnis — nezymiai ji padidina
(maksimumas kreivéje), o didelis Pb** jony kiekis fermenta inhibuoja. Pb*" jony inhibicinis poveikis kraujo 8-ALRD
aktyvumui, nustatytas pagal inhibicijos Suolio padétj daugiataskéje priklausomybéje, yra Zymiai mazesnis, kai kraujyje
yra Se” priedo, negu tada, kai kraujyje Se* néra. Nustatytas ir jvertintas nedidelis acetato anijono poveikis 8-ALRD
aktyvumui Suns kraujyje.

Raktazodziai: $vinas, selenas, acetatas, kraujas, d-aminolevulino riigsties dehidratazé, aktyvumas.

INFLUENCE OF SELENIUM AND LEAD ON THE ACTIVITY OF 3-AMINOLEVULINIC
ACID DEHYDRATASE IN VITRO

Summary. The influence of selenide anions (Se™), lead cations (Pb”") and the ligande anions — acetate (CH;COO")
on the activity of enzyme d-aminolevulinic acid dehydratase (5-ALAD) in vitro was investigated. The analysis was
performed in human and animal blood in a several different ways: increasing the concentration of Se*” additives on the
base of background Pb*" and added the fixed concentration of active Pb*" additive, and increasing the concentration of
Pb?*, and in the absence or presence of fixed additive of the Se” ions. The obtained curves of the consecutive multi-dot
dependences showed that the influence of Se® ions on the 8-ALAD activity in human and bovine blood is analogical.
The protective influence of Se* ions in the presence of Pb®" additives in human blood is lower than that only
background Pb*" concentrations. The diminutive concentrations of Se* ions slightly changed the 8-ALAD activity
penetrating its maximum, while high concentrations inhibit the activity of enzyme. Therefore the diminutive Pb*"
concentrations steeply reduce the 5-ALAD activity penetrating its minimum, higher ones slightly change the enzyme
activity penetrating the maximum, and high concentrations of lead ions inhibit the activity of enzyme. The inhibiting
influence of Pb>" ions on the blood 8-ALAD activity, have been assessed while evaluating the position of inhibition leap
in the curve of the consecutive multi-dot dependences, in the presence of Se” ions is lower than that in case of the
absence of Se” ions in blood. The estimated influence of acetate anions on the activity on 8-aminolevulinic acid
dehydratase in dog’s blood was moderate.

Keywords: lead, selenium, acetate, blood, 8-aminolevulinic acid dehydratase, activity.

Ivadas. Selenas yra bitinasis mikroelementas, grupémis. Du i§ tokiy elementy yra sunkusis metalas
pasizymintis apsauginiu poveikiu esant apsinuodijimui  Svinas (Pb) ir nemetalas selenas (Se). Pb jonai pakeicia
sunkiaisiais metalais. Per mazas seleno kiekis maisto  aktyviojo cinko jonus, esancius fermento aktyviajame
dietoje sukelia jvairiy rui8iy vézi, o per didelis yra centre, ir inhibuoja 3-ALRD, o Se junginiai oksiduoja —
toksiSkas jvairiems Zinduoliams: galvijams, avims, SH grupes. Sumazéjus 8-ALRD aktyvumui, slopinama
kiauléms, Ziurkéms ir, Zinoma, Zzmonéms (Navarro-  hemo biosintezé, ir lastelése kaupiasi 8-aminolevulino
Alarcon, Lopes-Martinez, 2000). Zinoma, kad Svinas ir  rjgitis, kuri pasiZymi kenksmingu prooksidaciniu
selenas veikia gyvuju organizmy kraujodaros granding,  poveikiu. Neorganiniai seleno junginiai (pvz., selenitai,
kurioje kraujo hemo biosintezés pradzioje fermentas 3-  turintys Si0s” jona) —SH grupiy oksidacijoje organizme
aminolevulino riigsties dehidratazé (3-ALRD) katalizuoja  virsta RSSeSR  tipo organiniais selenodisulfidais
dvieju dS-aminolevulino riig§ties (6-ALR) molekuliy  (organiniais selenidais) (Julio et al., 2003), todél tyrimams
kondensacija i monopirolo porfobilinogeno heterocikla  parinktas kalio selenidas — K,Se, kaip Se* jony donoras,
(Julio et al., 2003). 8-ALRD sudétyje yra 28 sulfhidrilinés  ir organinis $vino acetatas — Pb(CH;COO),, kaip Pb**
(-SH) grupés, todél jos aktyvumas labai jautrus tiems jonu donoras.
cheminiams elementams, kurie stipriai saveikauja su —SH Medziagos ir metodai. Bandymai atlikti in vitro.
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Tyrimams buvo naudojamas ka tik paimtas kraujas ir i ji
ipilta nedaug jvairios koncentracijos kalio selenido ir
$vino acetato tirpaly. Seleno ir §vino priedy koncentracija
kraujyje buvo analizuojama ,Perkin-Elmer Zeeman /
3030“  elektrotermografitine  atomine  absorbcine
spektrofotometrine sistema G. Schlemmerio aprasSytais
metodais (Schlemmer, 1989). 3-ALRD aktyvumas buvo
nustatomas klasikine spektrofotometrija A. Berlin ir K.
H. Schaller aprasytu btidu (Berlin, Schaller, 1974).

Tyrimy duomenys ir jy aptarimas. Darbo tikslas
buvo istirti $vino katijono, jo ligandinio anijono — acetato
ir seleno anijono — selenido poveikj 8-ALRD aktyvumui
kraujyje keturiais biidais: didinant Se® koncentracija
kraujyje, kuriame natiraliai buvo nedidelé Pb*"
koncentracija, pakartojant §i tyrima dirbtinai sudarius
pastovia didesne, bet veiklia Pb* koncentracija kraujyje ir
didinant Pb*" koncentracija kraujyje, i kuri nebuvo {déta
Se”, ir pakartojant $j tyrima dirbtinai sudarius pastovia
didesne, bet veiklia Se* koncentracija. Tyrimais buvo
sickiama gauti nuoseklias daugiataSkes priklausomybes,
rodancias, kaip kinta O-ALRD aktyvumas pamazu
didinant jony koncentracija. Kadangi atlikti tokius
tyrimus gyvo organizmo salygomis (in vivo) nejmanoma,
tyrimai in vivo pakeisti paprastesniais tyrimais in vitro.
Siekta atlikti gauty priklausomybiy analizg, pagrindiniais
kriterijais laikant 3-ALRD aktyvumo ekstremumy
(maksimumy, minimumy) bei aktyvumo  kitimo
(inhibicijos  Suolio) postimio priklausomybg nuo
apsauginiy arba toksiskuju Se* koncentraciju poveikio
natiiralios ir dirbtinés kraujo tar§os Pb*" jonais fone. Taip
pat siekta palyginti zmogaus ir gyviiny kraujo tyrimus,
ivedant nauja konstanta — inhibicijos pusés Suolio
koncentracija (I;,), kuri nepriklauso nuo fermento
aktyvumo dydzio, bet priklauso nuo kraujo ir
inhibitoriaus prigimties.

I dvi Zzmogaus kraujo bandiniy grupes, kuriy vienoje
iprasta §vino koncentracija buvo 0,09 pumol/l, o kitoje —
$vino koncentracija, ipilant vienoda $vino acetato tirpalo
kieki, buvo padidinta iki 0,60 umol/l, pridéta kalio
selenido taip, kad selenido jony koncentracija kraujyje
didéty nuo 0 iki 3066,01 pmol/l. Nustatant Siuose
bandiniuose fermento aktyvuma pastebéta, kad, padidinus
$vino koncentracija kraujyje nuo 0,09 umol/l iki 0,60
pmol/l, aktyvumas sumazéjo 7,41% (nuo 515,35 nmol/l's
iki 477,16 nmol/l-s) (1 pav., 2 kreivé). [déti pradiniai mazi
Se” kiekiai (koncentracija nuo 0 iki 0,31 pmol/l)
nezymiai atstaté 5-ALRD aktyvuma nuo 477,16 nmol/l-s
iki 480,98 nmol/l's (0,80%). Toliau didinant Se*
koncentracija kraujyje nuo 0,31 pmol/l iki 30,66 pmol/l,
fermento aktyvumas tolygiai mazéjo nuo 480,98 nmol/l-s
iki 459,89 nmol/l's (4,38%). Staiga 5-ALRD aktyvumas
sumazéjo (20,64%) padidinus Se” koncentracija iki
306,60 pmol/l (aktyvumas 364,99 nmol/l's). Esant Se*
koncentracijai  3066,01 upmol/l, fermentas praktiskai
inhibuojamas. Jo aktyvumas buvo tik 55,82 nmol/l's, t. y.
sumazéjo 84,71%. ApskaiCiuota inhibicijos pusés Suolio
Se” koncentracija buvo didelé — 1100 umol/I. Tai rodé
maza apsaugini Se* aktyvuma esant papildomai tarSai
$vino katijonais kraujyje.
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Neidéjus Pb>" papildomai | zmogaus krauja, t. y. esant
natiiraliai jo koncentracijai kraujo bandiniuose 0,07
pumol/l, idétas mazas Se” kiekis (koncentracija iki 0,45
pmol/l) taip pat nezymiai padidino 3-ALRD aktyvuma —
nuo 641,40 nmol/l-s iki 683,78 nmol/I's (6,60%) (1 pav., 3
kreivé). Toliau didinant Se® koncentracija iki 22,59
pmol/l, pastebétas O-ALRD aktyvumo maksimumas
(686,27 nmol/l's). Dar didesné¢ Se* koncentracija (nuo
22,59 pmol/l iki 225,91 pmol/l) fermento aktyvuma
sumazino nuo 686,27 nmol/l's iki 470,21 nmol/l-s
(31,48%). Inhibicijos pusés $uolio Se* koncentracija buvo
mazesné (800 pumol/). Tai rodé didesni Se” apsauginj
aktyvuma esant kraujyje nedidelei natiraliai Pb**
koncentracijai.

Atliekant tokj pat bandyma su galvijo krauju (1 pav., 1
kreivé), kuriame buvo nattrali nedidelé 0,02 pmol/l Pb*
koncentracija, nustatyta, kad papildzius ji mazu Se*
kiekiu, kaip ir zmogaus kraujyje, 3-ALRD aktyvumas
padidé¢jo 11,94% (pradinis aktyvumas 51,75 nmol/l's
nesant Se” padidéjo iki 57,93 nmol/l-s pasiekus kraujyje
0,36 pmol/l — 0,48 umol/l Se’ koncentracija). Didesné
Se” koncentracija — nuo 24,12 umol/l iki 80,40 umol/l —
nezymiai mazino fermento aktyvuma nuo 54,16 nmol/l-s
iki 52,06 nmol/l's (3,88%). 6-ALRD aktyvumas staiga
émé mazéti esant didesnei nei 80,40 umol/l Se® jony
koncentracijai. Esant koncentracijai 402,03 pmol/l,
aktyvumas sumazg¢jo iki 37,05 nmol/l's (28,83%).
Fermento inhibicija ivyko, kai Se* jonuy koncentracija
kraujyje buvo 2412,16 pmol/l. Fermento aktyvumas
sumazéjo 54,44% ir buvo 23,55 nmol/l-s. Apskaiéiuota
inhibicijos pusés Suolio Se” koncentracija (I, = 300
pmol/l) buvo mazesné negu zmogaus kraujyje (I;, = 800
pmol/1).

Matyti, kad Se* jtaka 8-ALRD aktyvumui kraujyje
natiiralios ir dirbtinés Pb*" tarSos fone in vitro jvairi: maza
seleno koncentracija (0,2 pmol/l — 0,3 umol/l) neZymiai
atstato fermento aktyvuma (0,8-6,6%), didesné (0,3
pmol/l — 30,7 pumol/l) — tolygiai mazina (4,4—6,6%) o-
ALRD aktyvuma, o didelé (306,6 umol/l — 3066,0
pmol/l) pasizymi inhibicinémis savybémis — 6-ALRD
aktyvuma sumazina 84,71%.

Sie trys bandymai in vitro parodé, kad Se* priedy
veikiamas ir zmogaus, ir galviju kraujo S-ALRD
aktyvumas kinta analogiskai.

Tiriant 8-ALRD aktyvumo kaita veikiant Pb*', kai
kraujyje néra Se” (2 pav., 2 kreivé), i ka tik paimto
galvijo kraujo, kuriame natiirali Pb>" koncentracija buvo
0,28 umol/l, o fermento aktyvumas 115,12 nmol/l's,
bandinius didé¢jancia seka buvo dedamas nedidelis Svino
acetato kiekis, iki bendra Pb*" koncentracija tapo 80,69
pmol/l.  Pradinis nedidelis $vino  koncentracijos
padidéjimas (iki 0,32 pmol/l) staiga sumazino fermento
aktyvuma 8,16% (iki 102,78 nmol/l-s). Toliau nuosekliai
didinant Svino koncentracija nuo 0,32 pmol/l iki 1,08
pmol/l, 5-ALRD aktyvumas nezymiai kito nuo 102,78
nmol/l-s iki 102,93 nmol/l's, pereidamas nedideli
maksimumg 105,92 nmol/l's, atsiradusi esant Pb*"
koncentracijai 0,68 pmol/l. Staigus 6-ALRD aktyvumo
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mazéjimas  (inhibicijos Suolis) prasidéjo esant Pb*"

pmol/l.

koncentracijai didesnei uz 1,08 pmol/l, ir fermentas tapo
praktiskai neaktyvus (aktyvumas sumazéjo 98,2% ir liko
tik 1,76 nmol/l-s), kai Pb>" koncentracija kraujyje 80,69
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1 pav. Se” jtaka 3-ALRD aktyvumui kraujyje in vitro: 1 — esant natiiraliai Pb** koncentracijai 0,02 pumol/l
galvijo kraujyje; 2 — padidinus Zmogaus kraujyje Pb>* koncentracija iki 0,60 pmol/l; 3 — esant natiiraliai Pb**
koncentracijai 0,07 pmol/l kitame to paties Zmogaus kraujo bandinyje
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Kraujo 6-ALRD
aktyvumas, nmol/l-s
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2 pav. Pb** priedy jtaka 3-ALRD aktyvumui galvijy kraujyje in vitro: 1 — pridéjus i krauja Se” iki 20,10
pmol/l; 2 — nesant Se” priedy to paties galvijo kraujyje; 3 — CH;COO' jtaka 3-ALRD aktyvumui $uns kraujyje

nesant Pb*" ir Se” priedy

Tiriant kintanti 3-ALRD aktyvuma, veikiama Pb*", kai
kraujyje pastovi Se’” koncentracija (2 pav., 1 kreive), { ka
tik paimto to paties galvijo kraujo kitus bandinius buvo
idéta kalio selenido ir gauta juose nekintanti 20,10 pmol/l
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Se” koncentracija. Tada i juos didéjandia seka pridéta
toks pat, kaip ir ankstesniame bandyme, $vino acetato
kiekis iki bendros Pb*" koncentracijos 80,96 umol/l.
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Gavus kraujyje pastovia Se” koncentracija 20,10
pmol/l, ivyksta laukiamas pradinis 8-ALRD aktyvumo
mazejimas. Pradinis aktyvumas 115,12 nmol/l-s sumazéja
iki 101,25 nmol/l's (12,05%). Mazéjimas islieka toliau
kintant aktyvumui (2 pav. 1 kreivé iSsidésto Zemiau negu
2 kreive). Padidinus prading Pb*" koncentracija nuo 0,28
pmol/l iki 0,32 pmol/l, analogiskai ankstesniam atvejui,
fermento aktyvumas staiga sumazéja 9% (nuo 101,25
nmol/l-s iki 92,13 nmol/Is). Toliau, nuosekliai didinant
$vino koncentracija nuo 0,32 pumol/l iki 4,30 pmol/l,
fermento aktyvumas vél nezymiai kinta nuo 92,13
nmol/l's iki 93,06 nmol/l's taip pat pereidamas nedideli
maksimuma 94,50 nmol/l-s esant Pb* koncentracijai 0,84
pmol/l. Inhibicijos Suolis prasideda esant Zymiai didesnei
Pb** koncentracijai kraujyje — nuo 4,30 pmol/l. Fermentas
beveik visai inaktyvuojamas esant Pb*" koncentracijai
kraujyje 80,69 umol/l. Aktyvumas sumazéja 96,05% ir
lieka tik 3,68 nmol/l's. ApskaiCiuota inhibicijos pusés
Suolio Pb*" koncentracija (I,, = 20,00 umol/l) buvo
beveik du kartus didesné negu I, kai Se” priedy kraujyje
nebuvo (10,10 pmol/l). Tai rodo sumazéjusi Pb*" jony
inhibicini aktyvuma, kai kraujyje yra Se”, ir patvirtina,
kad Se apsaugines savybes galima jvertinti ne tik in vivo,
bet ir in vitro budu.

Tirtose priklausomybése prieS 3-ALRD inhibicijos
Suolio pradzia nustatomas 6-ALRD aktyvumo pradinis
mazéjimas (minimumas) gali biti daugiau acetato
anijoninés kilmés, nes jis atsiranda tik idéjus i krauja
$vino acetato (1 pav. 2 kreivé ir 2 pav. 1,2 kreivés) arba
acetato anijono su natrio acetatu (2 pav., 3 kreivé).
Minimumas nenustatomas, kai { krauja, kuriame yra tik
natiiralus §vino kiekis, ileidziami Se® jonai. Na™ jony
poveikis 3-ALRD aktyvumui netirtas, nes natiirali ju
koncentracija kraujyje yra labai didelé palyginti su
ileidziama, dél to jos itaka bus nykstamai maza. Tuo tarpu
tolesnis nezymus &-ALRD  aktyvumo  didéjimas
(maksimumas), esantis visose priklausomybése, gali rastis
dél bendry kraujo savybiy, pasireiSkianciy in vitro
salygomis, nes jis beveik nepriklauso nuo jony prigimties.
Tuo tarpu O8-ALRD inhibicijos Suolis buvo skirtingo
pobudzio ir akivaizdziai priklausé nuo to, kokie jonai ji
sukelia. Tai ver¢ia manyti, kad jony jtaka kraujo 6-ALRD
aktyvumui geriau vertinti pagal inhibicijos Suolio padétj
(pusés  Suolio  koncentracija I;,) daugiataskéje
priklausomybéje, o ne vien tik pagal padidéjusi arba
sumazéjusi fermento aktyvuma tam tikroje tos
priklausomybés vietoje, kuri gali biiti pasiekusi
minimuma arba maksimuma, o galbiit ir inhibicijos Suoli.
Be to, sunkiyjy metaly itaka 3-ALRD aktyvumui kraujyje
visada turi biiti siejama su ju ligandiniy anijony ar kitokiy
cheminiy medziagy poveikiu in vivo ir in vitro.

ISvados.

1. 8-ALRD aktyvumas in vitro Zmoniy ir galvijy
kraujyje, ileidus Se” jonu, daugiataskéje priklausomybéje
kinta analogiSkai.

2. Apsauginis Se”” jony poveikis 3-ALRD aktyvumui
in vitro, esant 7mogaus kraujyje didesnei Pb**
koncentracijai, yra mazesnis, negu jame esant maZzai
natiiraliai Pb>" koncentracijai.
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3. Se” jonuy jtaka kraujo S-ALRD aktyvumui
natiiralios ir dirbtinés pastovios Pb>" tar§os fone in vitro
turi dvejopa pobiidi: maza Se* koncentracija neZymiai
keicia fermento aktyvuma, pasiekiant maksimalig jo vertg,
o didelé pasizymi inhibicinémis savybémis.

4. Pb* jony jtaka kraujo 8-ALRD aktyvumui, nesant
Se” ir esant pastoviai Se” koncentracijai in vitro, turi
trejopa pobiidi: maza Pb*" koncentracija staiga sumaZina
fermento aktyvuma (pereina minimumag), didesné
nezymiai  kei¢ia  fermento  aktyvuma  (pereina
maksimuma), o didelé — sukelia 5-ALRD inhibicija.

5. Pb*" jony inhibicinis poveikis kraujo 8-ALRD
aktyvumui, esant Se’” priedui kraujyje in vitro, nustatytas
pagal  inhibicijos  Suolio  padét]  daugiataskéje
pri21<1ausomybéje yra zymiai maZzesnis, negu kraujyje be
Se”.

6. Sunkiyjy metaly itaka &-ALRD aktyvumui
kraujyje turi biiti siejama su juy ligandiniy anijony ar
kitokiy cheminiy medziagy poveikiu in vivo ir in vitro.
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