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SULFATO, CHLORIDO, CINKO IR KADMIO JONU POVEIKIS 5-AMINOLEVULINO
RUGSTIES DEHIDRATAZES AKTYVUMUI BANDOMUJU GYVUNU KRAUJYJE in vitro
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Santrauka. In vitro salygomis istirtas cinko jonuy (Zn®") priedy apsauginis poveikis kraujo fermento 5-
aminolevulino riigities dehidratazés (5-ALRD) aktyvumui, veikiant katalitinio nuodo kadmio katijonais (Cd*") ir ligan-
diniais sulfato (SO,”) bei chlorido (CI) anijonais. Pagrindiniu poveikio pozymiu buvo laikomas 5-ALRD inhibicijos
pusés Suolio (ICso)" postiimis daugiataikése fermento aktyvumo priklausomybése nuo priedy jony koncentracijos. Esant
mazoms koncentracijoms (iki 160,81 pmol/l) visi §ie jonai nezymiai aktyvuoja 5-ALRD, bet Cd*" aktyvuoja fermenta
daugiau negu Zn*', ir §j aktyvuma daugiau skatina ligandiniai kadmiui CI', negu ligandiniai cinkui SO,* anijonai. Patys
SO,” ir CI” anijonai 5-ALRD inhibicijos nesukelia. Esant dideléms katijony koncentracijoms Cd*" sukeltas inhibicijos
Suolis {vyksta anks&iau, negu Zn*" (ICsy Cd*" < ICsy Zn*"), todél Siomis salygomis Cd*" yra stiprus, o Zn*" — silpnas
katalitinis nuodas in vitro. 5-ALRD inhibicijos katalitiniu nuodu (Cd*") $uolio postimis ir ICsy didéja didinant Zn**
priedo koncentracija kraujyje: nesant Zn** jony priedo kraujyje, Cd*" fermento inhibicija sukelia grei¢iau, negu esant
veikliai, 20,10 umol/I didesnei uz gamting (38,42 pmol/l) Zn*>" jony koncentracijai. Esant Zn** jony koncentracijai krau-
jyje 40,20 umol/l didesnei uz gamting, kadmio jony sukelta fermento inhibicija vyksta esant dar didesnei pastaryjy kon-
centracijai. Ta¢iau Zn®" apsauginis poveikis nedidelis. Padidinus $iy jony priedy koncentracija nuo 0 iki 40,20 umol/l,
kadmio jony koncentracija, sukelianti inhibicijos pusés $uoli, padidéja tik 5,56 proc. Vadinasi, nedideli Zn** jony prie-
dai pasizymi mazu apsauginiu veiklumu in vitro ir beveik neapsaugo 5-ALRD aktyvumo nuo Cd** poveikio. Tyrimai
taip pat parodé, kad Zn*", Cd*", SO,* ir CI" jony poveiki kraujo 5-ALRD aktyvumui galima numatyti, palyginti ir jver-
tinti in vitro salygomis pagal inhibicijos Suolio ir ICsy postimi daugiataskése priklausomybése ,,fermento aktyvumas —
jony priedy koncentracija®.

“ICso — concentration causing half-maximal inhibition (Goeringand Fowler, 1987). Ankstesniuose miisy darbuose
(Ryselis ir kt., 2004; Ryselis ir kt., 2006) ICsy buvo Zymima I,.
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ro.
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ANIMALS in vitro
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Summary. In the present reseach the influence of zinc ions (Zn”") on the activity of 5-aminoleavulinic acid dehyd-
ratase (5-ALAD) in blood in vitro upon impact of cadmium (Cd*"), sulphate (SO4>) and chloride (CI') ions was investi-
gated. The obtained curves of the consecutive multidot dependences and Cd*" concentrations causing half-maximal
inhibition (ICs,") showed that Cd*" inhibited the activity of enzyme 5-ALAD in vitro in higher extent compared to
equimolar concentrations of Zn”". In comparison to Zn>* the leap of enzymes activity inhibition and ICs, occured under
the lower concentrations of Cd*". Reduced concentrations of SO4* and CI” increased the 5-ALAD activity penetrating
its maximumes, while high concentrations of SO,> and CI” decreased the activity of enzyme, but not inhibited the en-
zymes activity. The shift of the leap and ICs, of the inhibition of 5-ALAD activity under the impact of Cd*" ions inhibi-
ted the enzyme later in precence of Zn>" additions and lower compared to natural concentration of Zn*". aAlthough Zn*"
ions are characterized by the low protective activity in vitro. The investigations showed that the effects of SO,*, CI,
Zn*" and Cd*" ions on blood 5-ALAD activity can be predicted, compared and evaluated in vitro according to the im-
pulse of the leap of enzyme inhibition (concentration value of the catalytic poison, which cause half-maximal inhibition
—ICs).

Key words: sulphate, chloride, zinc, cadmium, blood, 5-aminoleavulinic acid dehydratase, activity, in vitro.
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Ivadas. Sunkusis metalas kadmis (Cd), patekgs i ap-
linka, dél cheminio aktyvumo ir padidinto judrumo jvai-
riose gamtinése terpése lengvai i§ dirvoZzemio patenka |
augalus ir gyviiny organizma, o i$ ju su maisto produktais
(kava, Sokoladu, juodaja ir Zaligja arbata, saulégrazomis,
rieSutais, konservuota mésa), vandeniu, cigare¢iy diimais
— 1 Zmogaus organizma, kur daugiausia jo kaupiasi meta-
lotioneinuose, esanciuose inksty zievéje, maziau — kepe-
nyse ir plaukuose (autoriy tyrimai). Jis sukelia nepiktybi-
nes kvépavimo organy ligas (Uleckiené, 2002), inksty,
kiau$idziy, séklidziy, prostatos vézi (Beyersman, 1994;
Grey, 2001; IARC Monographs, 1993). Taciau pagrindiné
Cd nuodingumo savybé — neigiama jtaka lasteliy metalo-
fermentinéms sistemoms, ypac turin¢ioms —SH grupes,
kuriy aktyviuosiuose centruose kadmis pakeicia varj (Cu),
kalci (Ca), cinka (Zn) ir kitus metalus (Peraza et al.,
1998). Toks fermentas yra 5-aminolevulino riigSties de-
hidratazé (5-ALRD), kuri katalizuoja dvieju 5-
aminolevulino riigsties molekuliy kondensacija { monopi-
rolo porfobilinogeno heterociklus, o Sie toliau virsta he-
mu. 5-ALRD subvienete yra 28 —SH grupés ir 8 Zn®>"
jonai, i§ kuriy 4 — aktyvis (Warren et al., 1998). Cd*"
jonai turéty inhibuoti 5-ALRD pakeisdami joje esanti
aktyvyji Zn ir, reaguodami su —SH grupémis, iSkreipti
hemo biosinteze. Zn** jonai — atvirk§iai, turéty apsaugoti
5-ALRD, atstatyti aktyvyji Zn ir hemo biosinteze. Cia
galimas ir ju ligandiniy chlorido (CI') ir sulfato (SO4%)
anijony poveikis. Visy $iy jony poveikis 5-ALRD akty-
vumui kraujyje in vitro salygomis literatliroje neaprasSytas.
Organizmo aplinkoje Cd ir Zn egzistuoja koordinuoto
organiniais ligandais Cd*" ir Zn*" katijony biisenos, todél
tyrimams parinkti CdCl,, kaip Cd*", ZnSO,, kaip Zn*",
NaCl, kaip CI, ir Na,SO,, kaip SO4*, jony donorai.

Darbo tikslas. Anksc¢iau tyréme Svino ir acetato jony
itaka 5-ALRD aktyvumui zmogaus ir ivairiy bandomuyju
gyviny (peliy, Suny, galvijy) kraujyje in vitro ir in vivo
(Ryselis ir kt., 2004), seleno ir $vino poveiki 5-ALRD
aktyvumui galvijy kraujyje in vitro (Ryselis ir kt., 2004)
bei sulfido, selenido ir §vino jony poveiki 5S-ALRD akty-
vumui verSelio kraujyje (Ryselis ir kt., 2006). Sio darbo
tikslas buvo pratgsti ankstesnius tyrimus ir iStirti cinko
katijono jvairiy koncentracijy toksinj bei apsaugini povei-
ki 5-ALRD aktyvumui bandomuyjy peliy kraujyje nattira-
laus ir dirbtinai sukelto katalitinio nuodijimo kadmiu fone
placiose ribose iki visiSkos fermento inhibicijos ir dar
toliau in vitro salygomis, nes tokiy tyrimy gyvame orga-
nizme in vivo atlikti neijmanoma i§ esmés — pasiekes fer-
mento inhibicija organizmas biity mirgs, ir tolesnis tyri-
mas vykty in vitro salygomis. Be to, in vivo tyrimai gali-
mi esant tik labai nedidelei metaly koncentracijai.

Medziagos ir tyrimo metodai. Tyrimams naudotas
ka tik dekapituoty laboratoriniy baltyjy peliy kraujas, i
kurj pridéta 5 proc. tirio antikoagulianto — heparino. Pa-
grindiniai tirpalai pagaminti svorio biidu dukart distiliuo-
tame vandenyje, kuriame metaly jony analitiSkai nerasta,
tirpinant ZnSO47H,O (markés ,,chemiSkai grynas®),
CdCl,2,5H,0 (markés ,,grynas analizei®), Na,SO,4 (mar-
kés ,,chemiskai grynas®), NaCl (markeés ,,chemiskai gry-
nas) druskas. [ 0,2 cm’ tiirio kraujo bandinius buvo pi-
lama nedaug — 0,04 cm’ jvairios koncentracijos $iy drusky
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tirpaly, pagaminty skiedziant pagrindinius jy tirpalus.
Bandymams naudoti iSimtinai minisorbciniai plastmasi-
niai mégintuvéliai, pagaminti i§ medicininiy vienkartinio
naudojimo 5 cm” tiirio §virksty, du kartus praplauti beme-
tale ka tik distiliuota 2,4 mol/l koncentracijos nitrato rigs-
timi (HNO;) ir kaskart — dar 5 kartus dvidistiliuotu van-
deniu. Cd ir Zn koncentracija tirpaluose, kraujyje ir van-
denyje buvo analizuojama ,,Perkin Elmer Zeeman/3030*
elektrotermografitine atominés absorbcijos spektrofoto-
metrijos sistema taikant modifikuota metoda (Ryselis ir
kt., 2004). 5-ALRD aktyvumas kraujyje buvo nustatomas
klasikine spektrofotometrija (Berlin, Schaller, 1974) tri-
juose méginiuose.

Sudarytos nuoseklios daugiataskés priklausomybés,
rodancios, kaip 5-ALRD aktyvumas keiciasi priklausomai
nuo jony koncentracijos poky¢iy, vykdomy mazu zings-
niu pladiose ribose. Visais atvejais koncentracija buvo
didinama tol, kol buvo pasiektas fermento inhibicijos
Suolis. Pagrindiniu palyginimo kriterijumi buvo 5-ALRD
aktyvumo staigaus sumazéjimo inhibicijos metu (inhibici-
jos §uolio) postiimio priklausomybé nuo apsauginés Zn>"
ar toksiskos Cd*", SO,*, CI" koncentracijos poveikio natii-
ralios ir dirbtinés tarSos §iais jonais fone. Inhibicijos Suo-
lio padétis buvo vertinama pagal jo pusés aukstj atitinkan-
&ia katalitinio nuodo (Cd*") koncentracija (ICso), nes ji
maziau priklauso nuo fermento aktyvumo ir kraujo savy-
biy, bet daugiau nuo katalitinio nuodo prigimties, o svar-
biausia — nuo poveikio jam. Tyrimai buvo atlikti penkio-
mis metodinémis kryptimis:

1) didinant Zn*" koncentracija kraujyje, kuriame na-
taraliai buvo nedidelé gamtinés kilmés Cd*" ir Zn*" kon-
centracija, tam, kad nustatytume optimalia veikliaja Zn*"
koncentracija, nesukeliancia fermento inhibicijos;

2) pakartojant §i tyrima vietoje Zn>" priedy naudoti
CI' bei SO,* tam, kad jvertintume galima jy pasalini po-
veikj fermento aktyvumo mazéjimui;

3) pakartojant pirmaji tyrima, vietoje Zn®' didinant
katalitinio nuodo Cd** koncentracija tam, kad nustatytume
fermento inhibicijos Suolio padéti bei pusés Suolio kon-
centracija (ICs,), esant gamtinés kilmés Zn®* koncentraci-
jai kraujyje;

4) pakartojant pastaraji tyrima dirbtinai sudarius pas-
tovig didesne, bet veiklig Zn*" koncentracija kraujyje tam,
kad palygintume fermento inhibicijos Suolio ir ICsy po-
stimi, t. y. ivertintume apsaugini Zn poveiki 5-ALRD
aktyvumui;

5) pakartojant §{ tyrima du kartus padidinus Zn*"
koncentracijos priedg kraujyje tam, kad jvertintume jos
itaka inhibicijos Suoliui bei ICs.

Statistiné duomeny analizé atlikta SPSS statistiniu pa-
ketu (SPSS Inc, 1995-2005). Koreliaciniai ry$iai tarp
priklausomy kintamyju ivertinti Pearsono koreliacinémis
matricomis. Koreliacija buvo laikoma statistiskai patiki-
ma, jei p<0,05. Skirtumo tarp lyginamuyjy rodikliy patiki-
mumas buvo apskaiciuotas T testu. Skirtumas buvo lai-
komas patikimu, kai p<0,05.

Tyrimy duomenys ir jy aptarimas. Tiriant, kaip
cinko ir kadmio katijonai veikia 5-ALRD aktyvuma, i dvi
ka tik dekapituoty laboratoriniy peliy kraujo grupes déta
cinko sulfato (1 grupé) ir kadmio sulfato (2 grupé) taip,
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kad Zn*" ir Cd*" priedy koncentracija nuosekliai didétu,
iki sukels fermento inhibicija. Cinko atveju ji didinta nuo
0 iki 80405,40 pmol/l, o kadmio — nuo 0 iki 16081,08
pmol/1.

Nustatant fermento aktyvumg pirmoje kraujo tyriniy
grupéje pastebéta, kad {déjus nedidelj cinko sulfato kieki,
t. y. padidinus Zn*" jony priedo koncentracija nuo 0 iki
16,08 umol/l, 5-ALRD aktyvumas beveik nekinta (1 len-
telé).

Didinant cinko priedo koncentracijg iki 160,81 umol/l,
fermento aktyvumas nuosekliai didéja (p<0,001) ir pasie-

kia maksimuma (277,23 nmol/l's) esant Zn*" priedo kon-
centracijai 241,22 pumol/l. Didinant Zn*" priedo koncent-
racija toliau iki 8040,54 umol/l, 5-ALRD aktyvumas to-
lygiai mazéja iki 257,75 nmol/l's, bet licka statistiSkai
patikimai  (p<0,0001) didesnis uz pradini (243,69
nmol/I's). Vadinasi, nedidelis cinko priedo kiekis kraujyje
nezymiai aktyvuoja $i fermenta in vitro salygomis. Fer-
mento aktyvumo maksimumo prigimtis paaiSkinta anks-
tesniuose miisy darbuose (Ryselis ir kt., 2004).

1 lentelé. Cinko katijony (Zn’") priedy jtaka 5-ALRD aktyvumui kraujyje in vitro

Zn”" koncentracija, 5-ALRD aktyvumas, Zn”" koncentracija, 5-ALRD aktyvumas,
pmol/l nmol/l-s pmol/l nmol/l-s

0 243,69 402,03 271,39

8,04 240,80 804,03 264,51

16,08 242,60 2412,16 259,51

40,20 248,62 8040,54 257,75

80,41 257,28 40202,70 175,28

160,81 262,08 80405,40 33,94

241,22 277,23

Dar labiau didinant Zn*" priedy koncentracija vyksta
staigus fermento inaktyvavimas — inhibicijos Suolis. Didé-
jant Zn*" priedo koncentracijai nuo 40202,70 umol/l iki
80405,40 pmol/l, 5-ALRD aktyvumas sumazéja nuo
175,28 nmol/l's iki 33,94 nmol/l's nmol/l's (p<0,05). Va-
dinasi, nedidel¢ cinko priedo koncentracija teigiamai
veikia fermento aktyvuma, taciau didelis cinko kiekis
pasizymi inhibicinémis savybémis ir veikia kaip kataliti-
nis nuodas. Grafiniu budu apskaiCiuota inhibicijos pusés

Suolio Zn*" priedo koncentracija ICs, buvo labai didelé —
apie 53000 pmol/l. Ji rodo, kad cinkas in vitro salygomis
yra silpnas katalitinis nuodas.

2-oje tyriniy grupéje idéjus i krauja pradini nedideli
kadmio dichlorido kieki (padidinus Cd*" jony koncentra-
cija nuo 0 iki 24,12 pmol/l), 5-ALRD aktyvumas staigiai
padidéja nuo 303,55 nmol/l's iki 377,28 nmol/l's
(p<0,001; 2 lentelé).

2 lentelé. Kadmio katijony (Cd*") priedy jtaka 5-ALRD aktyvumui kraujyje in vitro

Cd*" koncentracija, 5-ALRD aktyvumas, Cd*" koncentracija, 5-ALRD aktyvumas,
pmol/l nmol/l-s pmol/l nmol/l-s

0 303,55 804,05 233,34

8,04 347,55 1608,11 97,98

24,12 377,28 2412,16 41,39

80,41 439,95 4020,27 6,26

160,81 412,59 16081,08 1,80

402,03 348,83

Didinant kadmio priedo koncentracija iki 80,41
pmol/l, fermento aktyvumas nuosekliai didéja ir pasiekia
maksimuma (439,95 nmol/ls). Didinant Cd*" priedo kon-
centracija toliau iki 160,81 pumol/l, 5S-ALRD aktyvumas
tolygiai sumazéja iki 412,59 nmol/l's, bet licka daug di-
desnis uz pradini (303,55 nmol/l's; p<0,001), prieSingai
nei cinko atveju. Vadinasi, nedidelis kiekis kadmio krau-
jyje zenkliai aktyvuoja $i fermenta in vitro salygomis, ir
kadmio aktyvuojantis poveikis yra stipresnis (p<0,001),
negu jo cheminio analogo — cinko.

Dar daugiau didinant Cd*" priedu koncentracija vyksta
staigus fermento inaktyvavimas — inhibicijos Suolis. Jis
prasideda daug anks&iau nei cinko atveju. Didéjant Cd**
koncentracijai nuo 402,03 pmol/l iki 4020,27 pmol/l, 5-

ALRD aktyvumas sumazéja atitinkamai nuo 348,83
nmol/l's iki 6,26 nmol/l's, o esant Cd*" koncentracijai
16081,08 pmol/l, fermento aktyvumas lieka tik 1,80
nmol/l's. Vadinasi, kadmis in vitro salygomis yra zymiai
stipresnis 5-ALRD katalitinis nuodas negu cinkas: grafi-
niu biidu apskaiiuota inhibicijos pusés Suolio Cd*" priedo
koncentracija 1Csy buvo apie 900 umol/l, t. y. beveik 60
karty mazesné negu cinko ICsy = 53000 pumol/l. Abu ty-
rimai in vitro parodé, kad Cd*" poveikis 5-ALRD akty-
vumui yra didesnis negu Zn** (p<0,001) esant ir maZoms,
ir dideléms katijony koncentracijoms.

Norint jsitikinti, kaip $iy dviejy priklausomybiy pobi-
di ir inhibicijos Suolius veikia ligandiniai chlorido (CI’) ar
sulfato (SO,”) anijonai, patenkantys i krauja kartu su
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CdCl, ar ZnSOy tirpalais, i bandomyjy gyviiny krauja taip
pat, kaip cinko ar kadmio atveju, pamazu didinant kon-
centracija détas natrio chloridas (NaCl), kaip CI" jony
donoras (3-ioji tyriniy grupé), bei natrio sulfatas
(Na,S0,), kaip SO, anijony donoras (4-oji tyriniy gru-
peé).

Palyginus duomenis paaiskéjo, kad abieju $iuy anijony
itaka 5-ALRD aktyvumui galéjo pasireiksti visy bandymuy
eigoje ir sukelti fermento aktyvumo ekstremumus, kurie

atsirasdavo ir ankstesniy tyrimy metu (Ryselis ir kt.,
2004; Ryselis ir kt., 2006). Mazos chlorido anijony kon-
centracijos (nuo 0,00 iki 8040,54 pmol/l) didino 5-ALRD
aktyvuma nuo 35,40 nmol/I's iki 41,26 nmol/I's (p<0,01),
atsirandant aktyvumo maksimumui 47,35 nmol/l's ties
52,26 pmol/l ir minimumui 40,28 nmol/l's ties 402,02
pmol/l CI” anijony koncentracija (3 lentelé).

3 lentelé. MaZos koncentracijos ligandiniy chlorido (CI) ir sulfato (SO,”) anijony priedy jtaka 5-ALRD akty-

vumui kraujyje in vitro

CI koncentracija, 5-ALRD aktyvumas, (SO42') koncentracija, 5-ALRD aktyvumas,
pmol/1 nmol/l-s pmol/1 nmol/l-s
0 35,40 0 161,05
4,02 38,27 4,02 180,30
24,12 39,66 14,07 187,42
52,26 47,35 24,12 194,54
402,02 40,28 52,26 193,17
2412,16 40,86 80,41 191,79
8040,56 41,26 402,03 185,92
2412,16 195,00
8040,54 175,63

Maksimalus NaCl sukeltas fermento suaktyvéjimas
buvo 33,75 proc. didesnis uz pradinj aktyvuma ir artimas
CdCl, sukeltam aktyvumo maksimumui (439,95 nmol/l's
ties 80,41 pmol/l Cd*") (2 lentelé), kuris pradinj aktyvuma
virs§ijo 44,93 proc. Vadinasi, fermenta aktyvinanti kadmio
poveiki in vitro galéjo skatinti ir jo ligandinis chlorido
anijonas, taciau inhibicijos jis nesukélé, nes didinant CI
koncentracija iki 8040,54 umol/l inhibicijos slenkscio
nepasiekta — chlorido anijonas néra katalitinis nuodas in
vitro. 5-ALRD inhibicija visais tirtais atvejais prasidéda-
vo ties 80,41 pumol/l ir baigdavosi esant 4020,27 pmol/l
Cd*" katijony koncentracijai (5 lentelé).

Mazos sulfato anijony koncentracijos — nuo 0,00 iki
8040,54 pmol/l — veiké panasiai, kaip ir chlorido anijonai,
— didino 5-ALRD aktyvuma nuo 161,05 nmol/l's iki
175,63 nmol/l's (p<0,01) (3 lentel¢). Vidutinis Na,SOy
sukeltas fermento aktyvinimas 187,97 nmol/l's buvo
16,72 proc. didesnis uz pradini (161,05 nmol/l's, p=0,01)
ir nebuvo artimas (p<0,001) ZnSO, sukeltam 5-ALRD
vidutiniam aktyvumo padidéjimui nuo 243,69 nmol/ls iki

258,28 nmol/l's (5,99 proc.). Vadinasi, fermento aktyvu-
mg didinanti cinko poveiki mazai skatino jo ligandinis
SO,* anijonas. Kitaip nei chlorido anijonas, maZos sulfa-
to anijony koncentracijos galéjo veikti arba sukelti daling
5-ALRD inhibicija, nes padidéjus SO,* koncentracijai iki
8040,54 pmol/l, fermento aktyvumas spariai sumazéjo
iki 175,63 nmol/l's (p<0,01). Toks pat fermento aktyvumo
mazéjimas ivyko ir cinko priedams kraujyje virSijus
8040,54 umol/l koncentracija (1 lentelé). Sulfato anijonas
in vitro salygomis pasizymi stipresnémis 5-ALRD katali-
tinio nuodo savybémis negu chlorido anijonas. Tq patvir-
tina ir ligandiniy anijony didelés koncentracijos priedu
itaka 5-ALRD aktyvumui lygiagreciuose kraujo tyriniuo-
se: pradinis fermento aktyvumas (513,86 nmol/l's) spar-
¢iau mazéjo didinant SO,” anijony koncentracija: jai
esant 80405,40 pmol/l fermento aktyvumas buvo 484,62
nmol/l's, o esant tokiai paciai Cl” anijono koncentracijai —
498,35 nmol/I's (p<0,0001).

4 lentelé. Didelés koncentracijos ligandiniy chlorido (CI) ir sulfato (S04 anijony priedy jtaka 5-ALRD ak-

tyvumui in vitro

CI koncentracija,

5-ALRD aktyvumas,

(SO4") koncentracija,

5-ALRD aktyvumas,

pmol/l nmol/l-s pmol/l nmol/l-s
0 513,86 0 513,86
24121,62 511,61 24121,62 492,96
40202,70 503,75 40202,70 488,86
80405,40 498,35 80405,40 484,62

Abiem atvejais visiSka fermento inhibicija nevyksta.
SO42' ir CI" anijonai nesukelia fermento inhibicijos. Ka-
dangi su Na,SO, ir NaCl didelés koncentracijos priedais i
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krauja patenka ir daug Na' jony, galima daryti i§vada, kad
ir jie nesukelia 5-ALRD inhibicijos.
Sie abu tyrimai in vitro parodé, kad SO, poveikis 5-
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ALRD aktyvumui yra didesnis negu Cl esant tiek ma-
zoms (p<0,01), tiek ir dideléms ju koncentracijoms. [
natrio katijony, patenkanciy | krauja su NaCl ar Na,SO,
priedais, itaka neatsizvelgéme, nes kraujyje ju labai daug
palyginti su dedamais mikromoliniais kiekiais, todél ir
itakos 5-ALRD aktyvumui jie daryti negaléjo.

Sios $esios priklausomybiy grupés (1, 2, 3 ir 4 lentelé)
tolimesniems tyrimams leido parinkti optimalias veiklia-
sias ZnSQ, priedy koncentracijas, — 20,10 umol/1 ir 40,20
pmol/l — nedarancias poveikio 5S-ALRD inhibicijos Suo-
liui, bet artimas gamtinei Zn>" koncentracijai tirtame
kraujyje — 38,42 umol/l (ivertinus tyriniy skiedima, pride-
dant 20 proc. tiirio priedy tirpaly). Jos leido parinkti ir
katalitinio nuodo Cd*" biitinaji prieduy koncentracijos ruo-
za nuo 0,00 iki 4020,28 umol/l, kuris apimty fermento
inhibicijos Suoli, sukeliama Cd*" jony, bet ne Zn**, SO~
ar CI" jonu.

Toliau tiriant cinko katijono apsaugini poveiki 5-
ALRD aktyvumui kraujyje dirbtinés tarSos kadmiu povei-
kio fone in vitro biudu, pagrindiniu kriterijumi buvo lai-
koma kadmio sukelto kraujo fermento aktyvumo staigaus
sumazéjimo inhibicijos metu (inhibicijos pusés Suolio —
ICsp) postimio priklausomybé nuo Zn>" jony priedo.

I tris kraujo grupes (gamtiné cinko koncentracija
38,42 pmol/l), kuriy vienoje cinko priedo nedéta (6-oji

tyriniy grupé), antroje sudaryta 20,10 umol/l didesné uz
gamting cinko jony koncentracija (7-0ji tyriniy grup¢) ir
trecioje — dukart didesné — 40,20 umol/l cinko jony priedy
koncentracija (8-0ji tyriniy grupé), kuriose gamtiné kad-
mio koncentracija buvo labai maza (apie 0,001 pmol/l),
déta kadmio chlorido tiek, kad kadmio jony koncentracija
kraujyje didéty nuo pradinés iki 40202,70 pmol/l ir perei-
ty inhibicijos Suoli bei pasiekty kiek galima pilnesng fer-
mento inhibicija.

Nustacius $iy trijy tyriniy grupiy 5-ALRD aktyvuma
pastebéta, kad tiek tyriniuose be Zn*" priedo, tiek esant
Zn*" priedui, padidinus Cd*" koncentracija kraujyje nuo
0,001 pmol/l iki 80,41 pumol/l, pradinis fermento aktyvu-
mas nezymiai kinta pereidamas tris ekstremumus — mak-
simuma, esant Cd®' koncentracijai 0,6 pmol/l-1,61
pmol/l, minimuma, esant Cd*" koncentracijai 4,02 umol/l
ir ry$ky maksimuma, esant Cd** koncentracijai 80,41
umol/1 (5 lentelé). Sie ekstremumai pasireiskia dél bendry
kraujo savybiy kaip biocheminis atsakas, in vitro salygo-
mis didinant pasaliniy jony koncentracija, nes mazai pri-
klauso nuo jony prigimties (Ryselis ir kt., 2004; Ryselis ir
kt., 2006).

5 lentele. Cd** priedy jtaka 5-ALRD aktyvumui Kkraujyje in vitro esant pastoviai 20,10 pmol/l, 40,20 pmol/l

Zn*" priedo pastoviai koncentracijai ir be Zn*" priedo

Cd*" koncentracija, 5-ALRD aktyvumas, 3-ALRD aktyvumas, >-ALRD aktyvumas,
mol/l nmol/l-s be Zn>" priedo nmol/l-s su 20,10 pmol/l nmol/l-ssu 40,20 pmol/l

H Zn*" priedu Zn*" priedu

0 303,55

0,20 344,27 85,60 285,86

0,60 354,91 301,91

1,61 345,55 86,7 308,59

4,02 229,77 284,28

8,04 347,55 84,50 291,09

24,12 377,28 299,72

80,41 439,95 96,40

160,81 412,59 340,38

402,03 348,83 76,90 310,90

804,05 233,34 207,45

1608,11 97,98 20,00 84,12

2412,10 41,39 36,71

4020,27 6,26 2,40 5,89

16081,08 1,90 2,49 3,59

40202,70 2,49 3,59

Toliau didinant kadmio koncentracija kraujyje, visuo-
se tyriniuose fermento aktyvumas sparciai mazéjo — vyko
inhibicijos 3uolis, o esant Cd*" koncentracijai 40202,70
pmol/l fermento aktyvumas tebuvo tik 2,49 nmol/l's.

Grafiskai apskaiCiuota fermento inhibicijos pusés Suo-
lio koncentracija ICsy buvo: be Zn* priedu ICsy = 900
pumol/l Cd*', su 20,10 pmol/l Zn*" priedu ICs, = 970
pmol/l, o esant 40,10 pmol/l Zn** priedui ICsy = 1020
pmol/l Cd*".

Sios trys priklausomybés ir rastos ICs, reikimés lei-
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dzia ivertinti cinko katijony apsaugini poveiki kraujo 5-
ALRD aktyvumui in vitro ir §io poveikio priklausomybe
nuo protektoriaus Zn®>" koncentracijos katalitinio nuodiji-
mo kadmiu fone.

Dviejose lygiagreciose to paties kraujo tyriniy grupése
(5 lentelé) 5-ALRD aktyvumas visy Cd*" koncentracijy
idéjus Zn*" priedo 40,20 pmol/l gaunamas mazesnis, negu
nepridéjus Zn>". Vadinasi, ir pasizymintis protektorinémis
savybémis, bet pagalinis Zn*" katijony priedas visoje ban-
dymo eigoje in vitro salygomis slopina 5-ALRD, nors
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pradinj aktyvuma ir padidina.

Tas dar karta patvirtina, kad $is reiskinys kyla i§ ben-
dryju kraujo savybiy. Jis galéjo veikti inhibicijos Suolio
padéti ir sumazinti I1Cs.

Tirtose visose trijose priklausomybése fermento inhi-
bicijos kadmio jonais Suolio postimis didéja sudarius
kraujyje didesne Zn*" jony koncentracija.

6 lentelé. Zn*" priedy rySys su kraujo 5-ALRD inhibicijos pusés Suolj sukelianéia katalitinio nuodo Cd** kon-

centracija ICs in vitro

Zn”" priedo koncentracija, 0 20.10 40.20
pmol/l ’ :
Cd*" koncentracija ICs, 900 970 1020
pmol/l

Akivaizdu, kad kraujo 5-ALRD inhibicijos kadmiu
Suolio postiimis priklauso nuo Zn*" jony priedo koncent-
racijos in vitro: kai cinko jony priedo néra, mazesné kad-
mio katijony koncentracija sukelia fermento inhibicija
(ICso = 900 pmol/l). Padidinus kraujyje Zn*" koncentraci-
ja 20,10 pumol/l, fermentas slopinamas léciau (ICsy = 970
umol/l; p=0,04), o padidinus Zn** koncentracija 40,20
pmol/l, fermentas slopinamas dar 1éciau (ICs, = 1020
pmol/l). Vadinasi, cinko katijony priedai pasizymi apsau-
giniu poveikiu nuo fermenta nuodijanciy kadmio jony in
vitro, nors §is apsauginis poveikis yra silpnas: padidinus
Zn*" koncentracija kraujyje 200 proc., inhibicijos pusés
Suolio koncentracija padidéja tik 5,56 proc. (p=0,664).
Galima daryti i§vada, kad besaikis cinko jony koncentra-
cijos didinimas vis maZziau apsaugoty 5-ALRD nuo inhi-
bicijos kadmiu. Zn*" jony koncentracijai pasiekus asimp-
toting ICs, didéjimo riba, per didele Zn®" koncentracija
sukelty 5-ALRD inhibicija (1 lentelé). Taigi galima teigti,
kad cinkas, kraujo fermento5-ALRD aktyvuma veikiant
kadmiu, beveik neapsaugo, matyt, todel, kad silpniau
jungiasi su organiniais ligandais negu kadmis, ir §is cinka
iSstumia i$§ fermenty aktyviyjy centry, iSkreipia jy veikla.

ISvados:

1. In vitro salygomis nedidelis kiekis Zn*" katijony
priedo nezymiai aktyvuoja kraujo fermentg 5-ALRD.

2. Didelis Zn*" katijony priedas pasiZzymi inhibiciné-
mis savybémis; veikia kaip katalitiniai nuodai ir sukelia
kraujo 5-ALRD inhibicija.

3. 5-ALRD inhibicijos cinko jony priedais Suolis
daugiataskéje 5-ALRD aktyvumo priklausomybéje nuo
Zn* priedu koncentracijos atsiranda, kai Siy priedy kon-
centracija didelé — cinkas in vitro salygomis yra silpnas
katalitinis nuodas.

4. Invitro salygomis nedidelé kadmio katijony priedo
koncentracija zenkliai aktyvuoja kraujo fermenta 5-
ALRD.

5. Aktyvuojantis kadmio poveikis kraujo fermentui
5-ALRD in vitro yra stipresnis negu jo cheminio analogo
— cinko.

6. Didelé Cd*" katijony priedy koncentracija turi in-
hibiciniy savybiy, veikia kaip katalitiniai nuodai ir sukelia
kraujo 5-ALRD inhibicija.

7. 5-ALRD inhibicijos Cd*" jony priedais $uolis dau-
giataikéje 5-ALRD priklausomybéje nuo Cd* priedy
koncentracijos atsiranda esant daug mazesnéms §iy priedy
koncentracijoms nei cinko — kadmis in vitro salygomis
yra daug stipresnis katalitinis nuodas negu cinkas.
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8. In vitro salygomis kraujo 5-ALRD fermenta akty-
vuojant] nedidelés koncentracijos kadmio jony priedy
poveiki gali skatinti ir jo ligandiniai chlorido anijonai,
patenkantys { krauja su kadmio chloridu — kadmio jony
donoru.

9. Mazos koncentracijos chlorido anijonas in vitro
néra katalitinis nuodas, nes nesukelia kraujo 5-ALRD
inhibicijos Suolio daugiataskéje 5-ALRD aktyvumo pri-
klausomybéje nuo didelés CI” priedy koncentracijos.

10. In vitro salygomis kraujo 5-ALRD fermenta akty-
vuojanti cinko katijonuy priedu poveiki nedidelémis kon-
centracijomis mazai skatina jo ligandiniai sulfato anijonai,
patenkantys i krauja su cinko sulfatu — cinko jony donoru.

11. Sulfato anijonas in vitro gali stipriau nei Cl” veikti
kraujo fermento 5-ALRD aktyvuma: daugiataskéje pri-
klausomybéje 5-ALRD aktyvumas sparCiau sumazéja
esant dideléms sulfato anijony priedy koncentracijoms
negu CI.

12. Didelés koncentracijos sulfato anijonas in vitro sa-
lygomis pasizymi stipresnémis kraujo fermento 5-ALRD
katalitinio nuodo savybémis negu chlorido anijonas.

13. Didelés koncentracijos Na' katijono priedai krau-
jyje in vitro nesukelia 5-ALRD inhibicijos.

14. In vitro salygomis kraujo fermento 5-ALRD inhi-
bicijos kadmio jonais Suolio postiimis daugiataskéje pri-
klausomybéje nezymiai didéja didéjant cinko jony priedo
koncentracijai: cinko katijony priedai pasizymi silpnu
apsauginiu veikimu nuo fermenta nuodijanciy kadmio
jony. Cinkas nuo Sio poveikio beveik neapsaugo, matyt,
todél, kad silpniau jungiasi su organiniais ligandais fer-
mento aktyviajame centre negu kadmis.

15.Cinko jony priedy koncentracijos didinimas vis
maziau apsaugoty kraujo fermenta 5-ALRD nuo inhibici-
jos kadmiu in vitro, nes per didelis Zn** jony priedas pats
sukelty fermento inhibicija.
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