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SVINO KATIJONU IR ACETATO ANIJONU [TAKA A-AMINOLEVULINO RUGSTIES
DEHIDRATAZES AKTYVUMUI ZMOGAUS IR BANDOMUJU GYVUNU KRAUJYJE
INVIVO IR IN VITRO
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Santrauka. Sio darbo tikslas — istirti tarSos $vinu ir acetatu jtaka zmogaus, peliy, $uny ir galvijy kraujo fermento
d-aminolevulino rugsties dehidratazés (3-ALRD) aktyvumui in vivo ir in vitro, tikrasias §vino mikrokoncentracijas
kraujo Sarminiame hidrolizate nustatant orginaliu elektrotermografinés Zeemano efekto atominés absorbcinés
spektrofotometrijos tiesioginiu btidu. IStyrus patvirtinta, kad 6-ALRD aktyvumas in vitro $vino katijony veikiamas kinta
analogiSkai in vivo, pereidamas dvieju ekstremumy reik§mes: minimumo, esant nuo 0,1 pmol/l iki 0,5 pmol/l, ir
maksimumo, esant nuo 0,5 pmol/l iki 2,5 wmol/l §vino ar acetato jonuy koncentracijai kraujyje. Svinas, kai jo
koncentracija didesné kaip 29,0 umol/l, visiskai inaktyvuoja 6-ALRD, o acetatas neveikia iki 8040,5 pmol/l
koncentracijos. Aiskinant 6-ALRD aktyvumo ekstremumy kilmg¢ nustatyta, kad Svino katijono veikiamas atsirandantis
minimumas sudaré 7,5% pradinés fermento aktyvumo reikSmeés, o acetato — 10,2%. Tai rodo pirmojo ekstremumo
daugiau anijoning acetato kilmg. Maksimumo analogiskos reikSmeés: 14,18% Svino ir 6,93% acetato atvejais rodo
antrojo ekstremumo daugiau katijoning $vino kilme. Tyrimai patvirtino, kad sunkiyjy metaly itaka 5-ALRD aktyvumui
visada turi buti siejama su ligandiniy anijony poveikiu. IS in vitro kreiviy, ekstrapoliacijos iki 0 pmol/l Pb
koncentracijos biidu pirma karta nustatytas pradinis orientacinis 8-ALRD aktyvumas kraujyje be $vino. Peliy kraujyje
jis yra 476,0 nmol/I's, o zmogaus — 691,4 nmol/l's.

RaktazZodZiai: $vinas, acetatas, kraujas, d-aminolevulino riigSties dehidratazé, aktyvumas, atominé absorbciné
spektrofotometrija.

INFLUENCE OF LEAD CATIONS AND ACETATE ANIONS ON ACTIVITY OF
A-AMINOLEAVULINIC ACID DEHYDRATASE IN BLOOD OF HUMAN AND
EXPERIMENTAL ANIMALS IN VIVO AND IN VITRO

Summary. The present study was design to investigate the influence of ions of lead and acetate on the activity of
d-aminoleavulinic acid dehydratase (6-ALAD) in human, mice, canine and bovine blood in vivo and in vitro. The real
threshold amounts of lead in haemolysed alkaline blood was determined by original direct electro thermal atomic
absorption spectrophotometer method. Analysis revealed the same pattern of 6-ALAD activity upon lead influence in
vivo and in vitro: the extremes of enzyme’s minimum activity at 0.1 pmol/l — 0.5 pmol/l lead and acetate ions
concentration while maximum activity at 0.5 pmol/l — 2.5 pumol/l of lead and acetate ions were established. The
inhibition of 8-ALAD upon impact of lead ions at concentration >29.0 umol/l was established while the same effects of
acetate ions merely at concentration of supra 8040.5 umol/l was observed. The enzyme’s activity has been decreased
upon impact of ions constituted the portion of initial enzyme activity, respectively 7.5% for lead ions and 10.2% for
acetate anions. This probably reveals the acetate-anions based background of the first minimum-extreme. Therefore, the
parallel maximum-extreme (respectively 14.8% for lead ions and 6.93% for acetate ions) values indicates the lead-
cations based origin of extreme. The study confirmed that the influence of heavy metals on the activity of 3-ALAD
always must be considered with the influence of ligandes anions. The calculated original approximate value of activity
of 3-ALAD in blood was established to be 476.0 nmol/l's for mice and 691.4 nmol/I's for humans, while extrapolating a
curve to the concentrations of lead had been approaching to zero in vitro.

Keywords: lead, acetate, blood, 6-aminoleavulinic acid dehydratase, activity, atomic absorption spectrophotome-
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Ivadas. Aplinka terSiantis nuodingasis sunkusis iSkreipia protoporfirino IX heterociklo susidarymo
metalas $vinas per dirvoZzemi patenka | augalus ir granding heme, aktyvuma.
gyvinus, o i§ ju su maisto produktais, vandeniu ir Vertinant  1étinj  apsinuodijima $vinu, tyrimui
dulkémis — | Zmogaus organizma, kuriame kaupiasi  geriausiai tinka plaukai, o Gimini — kraujas. IStirtas §vino
pastoviojoje (kauluose, plaukuose) ir judriojoje (audiniuo-  katijony ir jo ligandiniy acetato anijonu poveikis Zzmoniu,
se, kraujyje ir kitose bioterpése) vietose. Svinas paZeidZia  peliy, Suny ir galvijy 8-ALRD aktyvumui kraujyje in vivo
Zmogaus bei gyviiny imuming ir nervy sistemas, sukelia  ir in vitro. Anijony jtaka nevienareik§mé, mazai tirta,
apsigimimus, anemija, stipriai veikia kraujodara: veikia — duomeny apie tai mokslinéje literattiroje nedaug.
kraujo fermento d-aminolevulino riigsties dehidratazés Medziagos ir metodai. Tikrasis Svino kiekis nusta-
(6-ALRD), kuri vykdo 6-aminolevulino riigSties dvieju  tytas elektrotermografitine atomine absorbcine spektrofo-
molekuliy ciklizacija { viena monopirolini porfobilinoge-  tometrine (ETG ZAAS) sistema ,,Perkin-Elmer Zeeman /
na hemo biosintezés grandies antrojoje pakopoje ir  3030“ i§ Sarminiy kraujo tirpaly, taikant vieno indo
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principa, kad buty iSvengta daugkartinés salyCio tarSos
(Ryselis, 2003). Istirta, kad analizei tinkamiausi ir
patvaris iki 2 ménesiy yra natrio hidroksido 0,0125 mol/l

tirpalu 10 karty praskiesti kraujo hemolizatai. Taikytas
tiesioginis  priedy metodas létosios  atomizacijos
salygomis (lentelé).

Lentelé. Elektroterminés ETG AAS létosios atomizacijos salygos

Programos etapas Temperatira, °C Kélimo laikas, s I§laikymas, s Ar srové, ml/min
1 90 5 60 300
2 100 5 40 300
3 500 10 20 300
4 2300 2 2 0*
5 2650 1 7 300

* Signalo nuskaitymas 2,1 s, uzlaikymas 1,8 s, bandinio taris 20 pl dozuojamas i 20 ul modifikatoriy 0,4%
NH4H,PO,4+ 0,1% Mg(NOs),, kalibracijai jpilant 5 ul 20 pg Pb/1 standartinio tirpalo (firmos ,,Fluka‘*) { modifikatoriy.

Tyrimuose in vivo 49 baltosioms laboratorinéms
peléms | pilvo ertm¢ buvo injekuota S$vino acetato
Pb(CH3COO),, kaip $vino katijony donoro, tirpalo tiek,
kad bty suleista 50 mg Pb/kg kiino masés (26 peléms) ir
100 mg Pb/kg kiino masés (23 peléms). Po 24 valandy
tirta jy kraujo uzterStumas §vinu, kuris lygintas su kraujo
uzterStumu Svinu kontrolinés 26 peliy grupés, neveiktos
$vino acetatu.

Tyrimuose in vitro i 0,2 ml ka tik paimtus Zzmogaus,
pelés, Suns ar verselio kraujo bandinius buvo imaiSyta po
0,04 ml jvairios koncentracijos §vino acetato tirpaly taip,
kad bandiniy serijoje Svino koncentracija keistysi kas
0,04 pmol/l placiu intervalu (nuo 0,04 pmol/l iki
80,40 umol/l). Visuose kraujo bandiniuose per tris
valandas buvo nustatyta tikroji §vino koncentracija ETG
ZAAS bidu ir lygiagreciai 6-ALRD aktyvumas europiniu
standartiniu A. Berlin ir K. Schaller metodu (Berlin,
1974). Tiriant acetato anijony itaka, i ka tik paimto Suns
kraujo bandinius tokiu pat bfidu ir kitimo zingsniu (kas
0,04 pmol/l), bet 100 karty platesnése ribose (nuo
0,04 pmol/1 iki 8040,5 pumol/l), buvo imaiSyti natrio
acetato CH3;COONa, kaip ligandinio Svinui acetato
anijono donoro, tirpalai. Juose natrio katijonai neveiklis,
nes juy, kaip sudétinés elektrolity dalies, kuri batina
normaliai organizmo veiklai, kraujyje yra daug.

Tyrimo duomenys ir jy aptarimas. Darbo tikslas
buvo istirti ne tik Svino katijonu, bet ir ju ligandiniy
acetato anijony poveiki 3-ALRD aktyvumui, pakeiciant
sudétingus tyrimus in vivo paprastesniais tyrimais in vitro,
juos tarpusavyje palyginti ir, pritaikius léta uzterStumo
Svinu ir acetatu eiga kraujyje, nustatyti daugiataskes

priklausomybes.
Bandymai in vivo parodé (1 pav., 2 kreivé), kad
0-ALRD  aktyvumas, priklausomai nuo  §vino

koncentracijos kraujyje, kinta pereidamas minimuma:
kontrolinés  grupés peliy, kuriy kraujyje  Svino
koncentracija 0,11 pmol/l, fermento aktyvumas buvo
179,89 nmol/l's. Padidéjus Svino koncentracijai iki
2,90 umol/l (peliy grupé, kuriai suleista po 50 mg Pb/kg),
fermento aktyvumas sumazéjo iki 3,16 nmol/l's. Esant
$vino koncentracijai kraujyje 2,94 pmol/l (peliu grupé,
kuriai suleista po 100 mg Pb/kg), fermento aktyvumas
padidéjo iki 9,51 nmol/l's.

In vitro kitimas buvo panasus: 6-ALRD aktyvumo
minimumas 359,69 nmol/l's gautas esant 0,52 umol/l
$vino koncentracijai peliy kraujyje (1 pav., 3 kreivé) ir
561,01 nmol/l's esant 0,24 pmol/l §vino koncentracijai
zmoniy kraujyje (2 pav., 3 kreivé). Did¢jant uzterStumui
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§vinu, fermento aktyvumas tampa maksimalus:
389,15 nmol/l's esant 2,27 pmol/l §vino koncentracijai
peliy kraujyje ir 639,80 nmol/I's esant 0,72 umol/l $vino
koncentracijai zmoniy kraujyje. Toliau didinant $vino
koncentracija, fermento aktyvumas mazéja. Pasiekus
28,96 pumol/l ir didesng koncentracija, fermento aktyvu-
mas visiSkai slopinamas iki 0,00 nmol/l's. Panasus
0-ALRD aktyvumo kitimo pobudis (2 pav., 1 kreive)
gautas ir { verSeliy krauja suleidus tokias pat Svino
koncentracijas.

Priklausomybés  in  vitro  kreivé  pratgsta
(ekstrapoliuota) iki 0,00 pmol/l $vino koncentracijos
kraujyje ir i§ jos susikirtimo taSko su ordinaciy aSimi
apskaiCiuotas orientacinis pradinis 3-ALRD aktyvumas
kraujyje be Svino. Peliy jis buvo apie 476,00 nmol/l's, o
zmoniy apie 691,43 nmol/lI's. Visais atvejais, i krauja
patenkant $vinui, 8-ALRD aktyvumas in vivo ir in vitro
gautas mazesnis, negu visiskai nesant §vino kraujyje.

Siekiant detalizuoti gauty in vitro o-ALRD
aktyvumo ekstremumy vieta ir pobiidi, i kitokio tiriamojo
gyviino — Suns krauja pamazu didinant koncentracija (kas
0,04 pmol/l) leistas Svino acetatas (3 pav., 3 kreivé).
Kintantis 6-ALRD aktyvumas didinant §vino koncentraci-
ja kraujyje buvo panasus i peliy ir zmoniy: pradinis
aktyvumas 128,00 nmol/l's, kai S$vino koncentracija
0,11 pmol/l, sumazéja iki minimumo — 115,00 nmol/I's
(0,24 pmol/l), tada vél padidéja iki maksimumo -
134,00 nmol/I's (0,72 pmol/l). Toliau didinant $vino
koncentracija Suns kraujyje nuo 4,14 pmol/l iki
24,25 umol/l ir dar daugiau — iki 80,55 umol/l, 5-ALRD
aktyvumas mazéja atitinkamai nuo 122,00 nmol/l's iki
11,50 nmol/l's ir galiausiai tampa 0,00 nmol/l's, t. y.
fermentas galutinai inaktyvuojasi.

Abu 5-ALRD aktyvumo ekstremumai buvo pagristi
specialiu tyrimu: { kito tiriamojo gyviino, Suns, krauja
pakartotinai taip pat létai (kas 0,04 pmol/l) buvo
leidziamas S$vino acetatas, didinant koncentracija nuo
0,17 pmol/l iki 0,77 pmol/l (3 pav., 1 kreivé). Pradinis
8-ALRD aktyvumas 86,5 nmol/l's sumazéjo iki
83,00 nmol/l's, esant §vino koncentracijai Suns kraujyje
0,25 umol/l, ir vél padidéjo iki 89,40 nmol/l's, pasiekus
svino koncentracija 0,65 umol/l. Toks pat kitimo pobudis
nustatytas tokiuose pat specialiuose tyrimuose su pelés
(1 pav., 1 kreiveé) ir zmogaus krauju (2 pav., 2 kreive),
patvirtina neabejotinai egzistuojant ekstremumus.

Norint isitikinti, ar ligandinis $§vino acetate esantis
acetato anijonas gali veikti ekstremumy kilme, imtas
trecio Suns kraujas ir i ji taip pat, kaip ir Svino atveju,
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pamazu didinant koncentracija (kas 0,04 umol/l) leistas
natrio acetatas (3 pav., 2 kreiveé). Palyginus 1, 2 ir 3
paveiksly kreives paaiSkéjo, kad acetato anijony jtaka
fermentui galéjo pasireiksti visa bandymy eiga: acetato
anijonai dideliu koncentracijos intervalu (nuo 0,04 pmol/l
iki 8040,50 pmol/l) neZymiai keité 5-ALRD aktyvuma —
nuo 98,70 nmol/l's iki 99,70 nmol/l's. Taciau pradinis

Kraujo 6-ALRD
aktyvumas,
nmol/l's
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100

8-ALRD aktyvumo mazéjimas (minimumas), veikiamas
acetato — nuo 98,70 nmol/l's iki 89,60 nmol/l's (9,22%)
buvo panasus { mazéjima, gauta veikiant §vino acetatui —
nuo 128,00 nmol/l's iki 115,00 nmol/l's (10,16%).
Artimos $iy dydziy procentinés reik§més patvirtina
5-ALRD aktyvumo pirmojo ekstremumo galima daugiau
acetato anijoning itaka ir kilmg.

Antrasis ekstremumas
(maksimumas)

/

Pirmasis ekstremumas
(minimumas)
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1 pav. Svino katijony jtaka 6—ALRD aktyvumui kraujyje: 1 — in vitro, pelés, specialus tyrimas
ekstremumams patvirtinti; 2 — in vivo, peliy (imtis n=20); 3 — in vitro, peliy (imtis n=3)

Atsiradus antrajam ekstremumui, $vino veikiamas
0-ALRD aktyvumas padidéja nuo 115,00 nmol/l's iki
maksimumo — 134,00 nmol/l's (16,52%). Siam poky¢iui
acetato itaka mazesné¢, nes atitinkamose jo koncentracijos
ribose 5-ALRD aktyvumas padidéja tik nuo 89,6 nmol/l's
iki 95,1 nmol/l's (6,14%). Tai rodo antrojo ekstremumo
galima daugiau $vino katijoning jtaka ir kilmg. Fermentas
visi§kai inaktyvuojamas, kai $vino koncentracija Suns
kraujyje pasiekia 24,25 pmol/l, o acetato veikiamas
fermento aktyvumas iSlicka beveik nepakites iki
8040,54 pmol/l natrio acetato koncentracijos. Tai rodo
visiS§kos fermento inaktyvacijos §vino katijoning kilme ir
itaka.

Tyrimai patvirtina, kad sunkiyjy metaly itaka
0-ALRD aktyvumui kraujyje turi biiti visada siejama su ju
ligandiniy anijony poveikiu in vitro ir in vivo. To
nedarant, sunkiyjyu metaly itakos aiSkinimas néra
patikimas.
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ISvados.

1. Svino mikrokoncentracijos patikimai nustatomos
10 karty praskiestuose natrio hidroksido 0,0125 mol/l
tirpalu  kraujo hemolizatuose ETG ZAAS Iétosios
atomizacijos salygomis su miSriu amonio-divandenilio
ortofosfato ir magnio dinitrato modifikatoriumi.

2. 6-ALRD aktyvumas bandomyjuy peliy kraujyje,
suleidus Svino katijonus, kinta analogiSkai in vivo ir
in vitro.

3. 3-ALRD aktyvumas in vitro Zmoniy, peliy, Suny
ir galvijuy kraujyje, pamazu leidziant (kas 0,04 pmol/l)
$vino katijonus, kinta vienodai pereidamas du ekstremu-
mus: minimuma, esant §vino koncentracijai tiriamajame
kraujyje nuo 0,1 pmol/l iki 0,5 pumol/l, ir maksimuma —
nuo 0,5 pmol/l iki 2,5 pmol/l. Fermentas visiskai
inaktyvuojamas, kai $§vino koncentracija kraujyje didesné
kaip 29,0 umol/I.
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2 pav. Svino katijony jtaka 6—ALRD aktyvumui kraujyje: 1 — in vitro, verSelio; 2 — in vitro, moniy,
specialus tyrimas ekstremumams nustatyti; 3 — in vitro, Zmoniy

Kraujo -ALRD
aktyvumas,
nmol/l's
140 3

120 -

100 Q

80 -

60

20 -

0
100

70

3 pav. Svino ir acetato jony jtaka 5—ALRD aktyvumui $uns kraujyje: 1 — in vitro, §vino katijony jtaka, specialus
tyrimas ekstremumams nustatyti; 2 — in vitro, acetato anijony jtaka; 3 — in vitro, Svino Kkatijony jtaka.
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4. Svino katijonams ligandinio acetato anijonai in
vitro analogiSkose Svinui koncentracijose sudaro panasius
0-ALRD aktyvumo ekstremumus: minimuma, esant nuo
0,1 pmol/l iki 0,5 pumol/l, ir maksimuma, esant nuo
0,5 umol/l iki 2,5 umol/l acetato koncentracijai kraujyje.
Fermentas  nebuvo  inaktyvuojamas  net  esant
8040,5 umol/l acetato koncentracijai kraujyje.

5. 8-ALRD aktyvumo priklausomybiy in vifro nuo
$vino acetato ir natrio acetato koncentracijos kraujyje
palyginimas patvirtina pirmojo ekstremumo — minimumo
galima daugiau acetato anijoning, o antrojo —
maksimumo, galima daugiau Svino katijoning kilme.
Fermentas visiSkai inaktyvuojamas veikiant S$vino
katijonams, o acetato anijonai tam jtakos nedaro.

6. Sunkiyjy metaly jtaka 6-ALRD aktyvumui
kraujyje visada turi biiti siejama su jy ligandiniy anijony
poveikiu in vitro ir in vivo.
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