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STABILNOSC CERULOPLAZMINY OSOCZA KRWI CZLOWIEKA I SWINI
W ROZTWORACH MOCZNIKA

Rl ‘

 Badano wplyw denaturacji mocznikowej na absorpcje déwiatla przy
dtugodci fali 610 nm oraz na aktywnodé oksydazowg cetulopluzniny o=
socza krwi cziowieka i Swini. Stwierdzono istnienie heterogennodci w
preparatach ceruloplazminy czlowieka i dwini pod wzgledem opornogci
na dziatanie mocznika. Otrzymane dane sugerujg, Ze v analizowanych
preparatach wystepuje dwa rodzaje czgsteczek biatka, jedne - oporne
‘na dzialanie mocznika, a drugie = 1atwo ulcgaj.co denaturacji  pod
jego wplywem. Opracowano metodg otrzymywania "noczniko—opotnajF ce-
ruloplazminy. g : '

WSTEP »

Ceruloplazmina (Cp, ferrooksydaza I, nazwa systematyczna: o~
ksydoreduktaza zelazo(II): tlen, EC 1.16.3. 1) jest miedzioprote-
ing, wystepujaca w osoczu krwi réznych qatunkéd zwierzat, gdzie
peini szereg rdznych funkcji o podstawowym znaczeniu fizjologi-
cznym, W czasteczce tego enzymu wystegpuje 6- 7 atoméw miedzi, w
specy ficzny sposéb zwigzanych 2 czeéciag biatkowa. Jeat to bezpo-
$redania przyczyna, 2e biatko to posiada zdolno$é silneco absor-
bowania $wiatia przy ‘dtugodei fali 610 nm, a jego rozbwoxy AT
zabarwione na kolor intensywnie niebieski. ’ : S

od czasu wyizolowania ceruloplazminy przez li olm be z'"lg"g 5!
i Laurella [3] podejmowano wiele badaff ‘w celu wyjag-
nienia budowy tego enzymu, m. in. Pprzy uzyciu moczn.tka. ‘Zwigzek -
ten nalezy do grupy czynnikdw denaturujﬂcyc"l A4 efekt Jego dzia—

- [67]
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yania na bialka jest powszechnie znany. Niemniej jednak jest sto-
sunkowo maio prac traktujacych o wpiywie mocznika na ceruloplaz~
ming. Jedna 2z wazniejszych jest praca W {twdaokle go d

4 akrzewskd4ego [12] dotyczaca badania zmian konfor~

macyjnych czasteczki ceruloplazminy czlowieka. Badacze ci stwier-
dzili, 2e tylko w obecnos$ci wysokich stezen mocznika nastepowa-
1o odmaskowanie 3 grup =-SH, nie dajacych sig oznaczyé bezpoéred~
nio w preparatach. Réwniez B roman 1 wsp. [1) oraz M a-
riott 4 Perkdins [6] obsexrwowali znaczny wplyw wo=
cznika na barwe, aktywnod§é, charakter widm absorpcyjnych i widm
EPR Cp czlowieka.

Analogiczne badania dotyczace Cp dwini przeprowadzili M u-
k as a 1'wsp. '[7—9] Wykryli oni, 2e w roztworach 4,5 M mocz-
nika nastepowala dysocjacja czasteczki na dwie podjednostki, a
po dializie obserwowano rekonstytucje czasteczki o 1dentycznych
parametrach biochemicznych jak biatko natywne, przed denaturacja
mocznikowa. Przy wyzszych steieniach mocznika powatawaty nieod~
‘wracalne zmiany w strukturze czasteczki, ‘pmwadzaca do calkowi-
tej utraty zaréwno barwy, Jak i aktywnodci oksydazowej. ' &3

Pomimo wieloletnich badarf nad ceruloplazming w dalszym ciggu
istnieje szereg probleméw do rozwiazania 1 wiele kwestii do wy-
jagnienia, m. in. heterogennos$é czgsteczek tego enzymu. Badania
prowadzone W ostatnich latach w Zakladzie Biochemii UL pozwolity
ustalié istnienie heterogennoéci w populacji czasteczek Cp czio-
wieka 1 4win1 w odniesieniu do zachowania sig tego bialka w $ro-
dowisku alkalicznym. Stwierdzono rmianowicie, 2¢ 1istnieje w ta-
kich warunkach frakcja czasteczek calkowicie stabilnych [14].
pPodjecie analogicznych badaf 2z zastosowaniem mocznika . wydawalo
sie wiec w tym kontekdcie celowe 1 interesujgce. W pierxwszym e-
tapie postanowiono przeprowadzié badania kinetyki spadku barwy i
aktywnod$ci, potaczone z prébami wyizolowania ewentualnej frak-
c¢ji “moczniko-opornej". Pozwoliloby to uzyskaé dalsze dowody na
istnienie heterogennodci wiréd .czasteczek Cp identycznych ‘pod
wzgledem wielu innych parametréw takich jak: barwa, aktywnosé,
zawarto$é miedzi czy charakter widm absorpcyjnych i EPR.
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MATERIAEL I METODY

Do badani uiyﬂa.nb preparaty Cp czlowieka otrzymane 2z l;ytwdr-
' ni Surowic i Szczepionek w Warszawie, po ich uprzednim ogzy-
szczeniu za pomocg filtracji zelowej na Zelu Sephadex G-200 oraz
preparaty Cp $wini izolowane 2z osocza krwli wediug metody wtas-
nej [13]. sStopief czystodci preparatéw Cp sprawdzano wyznacza-
jac:' 1) wartod¢é tzw. wskaZnika barwnego, tj. stosunku 2610 naoy/
/2280 nm (uzyskano 0,044 dla Cp czlowieka 4 0,050 dla Cp swi-
ni), 2) procentowa zawartodé miedzi zwiazanej (odpowiednio 0,272%
i 0,310%), 3) aktywnodé wiadciwa w stosunku do p-fenylenodwua-
miny (1,90 U/mg Cp cziowieka 1 7,72 U/mg Cp $wini) oraz 4)
pPrzeprowadzajac rozdzialy elektroforetyczne w Zelu poliakrylo-
amidowym wediug Marceau 1 Aspin {5] i uzyskujac
wyigcznie pasma barwigce sie zardwno na biatko 2z Coomassie Bril-
liant Blue, jak i na aktywnodéé oksydazowa 2z o-dwuanizydyng we-
dtug owena 4 Smitha [10]. Uzyskane rezultaty wska-
Zuja, ze preparaty Cp posiadaly bardzo wysokt stopief  czysto-
. $ci chemicznej i aktywnosci biologicznej.

: Stezenie biatka w roztworach Cp oznaczano metoda biuretowg
oraz uzywajgc wspéiczynnika A;:o ik = 14,9 [4]. Zawartoéé mie-
dzi catkowitej otrzymywano metoda Gublera 1 wsp. [2],
a mieds wolnq , tj. reagujaca bezpoérednio 2z dwuetylodwutiokar-
baminianem sodu, oznaczano analogicznie, lecz bez uprzedniej de-
Naturaciji kwasowej za pomocg HCl i kwasu tréjchlorooctowego,
niezbednej w przypadku oznaczania miedzi catkowitej. Ilodé mie-
dzi integralnie zwiazanej 2z czasteczka biatka obliczano z réi-
nicy zawartodci miedzi catkowitej i "wolnej". :

Aktywnosé oksydazowa w stosunku do p-'-fenylexiodwuaminy okre-
§lano wedtug R a v in a [11]. W celu dokladnego wyznaczenia
wskaZnika barwnego przeprowadzano pomiary spektrofotometryczne
dla roZtworéw Cp o stgzeniu 0,10-0,15% przy 280 nm w kuwecie
0,5 em na spektrofotometrze VSU-2P oraz przy 610 nm " w kuwec:le
‘5 cm na spektrokolorymetrze spekol z przystawka EK-5. ‘

Do analiz uiywano odczynnikéw o najwyzszej czystosci chemi-
cznej oraz wode potréjnie destylowanq 'z aparatu szklanego. i

W celu oznaczenia wpiywu mocznika na katalityczne 1 chromo-
- forowe wiasciwodci Cp stosowano nastepujacy Vschema_t postepowa‘nia::
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Roztwory Cp o stgzeniu ok. 1% denaturowano w temperaturze poko-
jowej, w roztworach mocznika o koricowych stezeniach 2, 3, 4,5
i 6 M, przy pi 7,5. W celu uzyskania zadanych steier mocznika do
odpowiednich objgtosci 7 M roztworu mocznika o pH 7,5 dodawano
0,15 M roztwér NaCl i jako ostatni roztwér Cp. Proces donatui-acji
géledzono przez 2 h, badajac zmiany wartodci absorbancji przy
610 nm i aktywnodci enzymatycznej (podczas oznaczania aktywnosdci
roztwér Cp ulega rozciericzeniu 200-300 razy, a jak wynika z pra-
cy Witwickiego i Z2akrzewskiego [12],
minimalne stgzenia mocznika nie majq wpiywu na oznacz'anie aktyw-
nogci enzymatycznej). ‘

Po upiywie 60 min mieszaning reakcyjna rozcieficzano 0,15 M
roztworem NaCl do 1 M stezenia mocznika, po 15 min dodawano 1/9
objetodci 2 M buforu octanowego o pH 5,5 1 wytracano biatko 2z
roztworu potréjna objetodcia mieszaniny etanol:chloroform (9:1)
w ciagu 1 h. Po 30 min calodé odwirowywano i po dekantacji o-
sad ekstrahowano - kilkoma ml 0,15 M roztworu NaCl. Ceruloplazmi-
na, ktéra nie ulegia denaturacji, rozpuszczala sie w roztworze
NaCl, natomiast Cp zdenaturowana mocznikiem utracita te zdol-
noéé 1 pozostawala w postaci szarego osadu. Otrzymywano w ten
sposdb roztwory preparatéw Cp czlowieka i éwini po 60-minutowej
denat\iracji w roztworach mocznika o stezeniach 2, 4 i 6 Mi o~
znakowano je odpowiednio: L2 M, L4 M 1 L6 M oraz S2 Mi S4 M,
‘Pmbaraty te analizowano nastepnie pod wzgledem ruchliwosci e~
lektrofomtyc?nej, wartodéci wskazZnika barwnego A610./A280' zawar-
todci miedzi i aktywnodci oksydazowej oraz przeprowadzano z nimi
ponownie analogiczna denathrach w roztworach mocznika o rég-
nych ste:‘zeniach,' podobnie jak 2 Cp wyjéciowa (patrz réwniez
schemat eksperymentu). ‘ ' :
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Schemat _eksperymenty
Ceruloplazmina ludzka

Kinetyka spadku barwy i aktywnodci
podczas denaturacji mocznikowej

Stgzenie | mocznika (M)

2 E 6

WYNIKI T DYSKUSJA

1 1 1 1 Y
2 3 4 4 5 6
Wytragcanie mie- Wytrgcanie mie- Wytrgcanie mie-
szaning etanolu ' szaning etanolu szaning etanolu
‘% chloroformem z chloroformem ~ 2z chloroformem
i elucja , i elucja i elucja
0,15 M NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M NaCl
Preparat L2 M Preparat L4 M Preparat L6 M
Kinetyka Kinetyka Kinetyka
spadku spadku spadku
| barwy i barwy i | barwy i
aktywnodei aktywnodci aktyvuolcl
podczas podczas podczas
redenatura~ redenatura- redenatura-
cji mocz~ cji mocz= cji mocz-
nikowej nikowej - nikowej
Stezenie Stezenie Stezenie
mocznika wocznika mocznika
(M) (M) (M)
m 2 4 6 2 4 6

"W niniejszej pracy badano wpiyw réznych stezeri mocznika (2-
=6 M) na katalityczne i chromoforowe wiasciwosci preparatdw ce-
ruloplazminy cztowieka i $wini.

Z uzyskanych danych doswiadczalnych . (tab., 1-4 oraz rys. F 1%

2) wynika, ze w miare przebiegu inkubacji w - roztworach mocznika
hastqpuje stopniowy spadek barwy i aktywnosdci oksydazowej. Przy

~ Nizszych stezeniach mocznika (2-3 M), bez wzgledu na czas pomia-
Tu, zmiany powyzszych parametrdw sa bardzo mate i Cp wykazuje
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wzglednie duzg stabilnodé (od'kuku do kilkunastu procent spad-
ku)., Wyzsze stezenia mocznika (4-6 M) powodujq radykalniejsze
z2mi any we wtadciwodciach ceruloplazminy, a mianowicie obserwuje
sie szybkie odbarwianie niebieskiego roztworu Cp oraz " wyraZnie
malejaca aktywnosé oksydazowa. I tak np. Cp cziowieka w 6 M roz-
tworze mocznika po 20 i 120 minutach wykazywala odpowiednio spa-
dek do 49,0 i 33,5% barwy, a aktywnodci do 46,3 1 23,5%, Odpowie-
dnie dane dla Cp dwini wynbsuyx 59,0 1 37,5% barwy oraz 49,0 1
30,0% aktywnosdci. '

v a) el )

% \“'-%ff . 2M g0 \\f b oy oo

éo \\k.__ - | iy o i 7 kil

70 . \"“‘\ m 3 ‘ :

M e \ ; M - ‘\\

50+ \\ ' e 5 '\ : rigs

w0} \.\N R |

% S it L ST s 5M
U S SR e
30 60 90 120 min 0 60 90 120min

Rys. 1

Kinetyka spadku barwy (a) i aktywnodci oksydazowej (b) preparatéw ceruloplaz-
miny czlowieka w roztworach mocznika o réznych stezeniach (wartodci - stezed
mocznika podane przy kazdej krzywej)

The time course of loss of the color (a) and oxidase activity (b) of = human
ceruloplasmin preparations in urea solutions at various concentrations (valu-
es of urea concentration are given at each curve)

.  Jak widaé z przebiegu krzywych przédstawionych na rys. 1.1 2,
zmiany denaturacyjne w przewazajacej mierze nastepujg juz po u-
piywie 1 godziny. Dlatego, po tym wiasnie czasie przeprowadzano
izolowanie Cp pozostatej po denaturacji (szczegdéty procedury w
rozdz.: Material i metody). Po wytrqcéniu biatek mieszaning eta-
nolu i chloroformu oraz po - ekstrakcji osadu roztworem NaCl czedé
Cp zawarta w osadzie ulegala rozpuszczeniu, dajac niebiesko za-
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barwiony roztwdér, a pozostala czeéé pozostawata w postaci biao-
-szarego osadu. Oznaczalo to, ze w osadzie znajdowala sig zdena-
turowana przez mocznik Cp, poniewaz w przypadku niedenaturowanej
Cp, osad po precypitacji mieszaning etanolu i chloroformu rozpu-
szczal sie w NaCl catkowicie.

100 O ~omtg_ . _ )

. M
90 e

i L
& Mg

\ .\.‘0\.
ok \.\. 5M

\0

50+ \.\.\

wr_ ‘v\.\.‘”

30
1 1 b 4 L 1 i 1 L »
% 60 90 12Wmin 0 60 9% 120min

‘Rys. 2

Kinetyka spadku barwy (a) i aktywnodci okuydazovej (b) preparatéw ceruloplaz-
miny dwini w roztworach mocznika o réinych stezeniach (wartodci stezerd mocz~
nika podane przy kazdej krzywej)

The time course of loss -of the color (a) and oxidase activity (b) of por-
cine ceruloplasmin preparations in urea solutions at various . concentrations
(values of urea concentration are given at each curve)

Otrzymane preparaty ceruloplazminy (ktéra ekstrahowaia sig do
roztworu NaCl) analizowano nastqpxiie pod wzolgdem wartosci wskaZ-
nika barwnego, zawartosci miedzi i aktywnosci wiadciwej w pordéw-
naniu do natywnego (wyjéciowego) preparatu Cp. W tab. 5 zestawio-
no dane charakteryzujace powyisze wlasciwodci Cp czlowieka i dwi-
ni: 1) natywnej i 2) po 60-minutowej denaturacji w réznych ste-
2eniach mocznika: a) bezpodrednio w mieszaninie reakcyjnej, b)
po wyizolowaniu Cp 2z tej mieszaniny, czyli dla preparatéw L2 M,
L4 M, L6 M oraz S2 M i S4 M (patrz réwniez schemat ekspery- .
mentu). : : ‘ '
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Jak widaé 2z zamieszczonych danych, preparaty wyizolowane 2
mieszaniny reakcyjnej (pkt b) charakteryzuja sie bardzo zblizony-
mi wartodciami wskaZnika barwnego, aktywnodei wtadciwej i zawar-
todci miedzi, do analogicznych wartosci charakteryzujacych biaiko
wyjéciowe, niedenaturowane (96,6-99,7% wartosci powyzszych pa=-
rametréw w stosunku do Cp wyjsciowej). Rdéwniez podczas anality-
cznej elektroforezy w 2elu poliakryloamidowym zachowywaly sie o-
ne identycznie jak preparaty Cp niedenaturowanej.

Otrzymane w powyzszy sposéb preparaty poddano nastepnie re-
denaturacji mocznikowej w réznych stgzeniach mocznika podobnie
jak cp wyjtéiow§ (patrz schemat eksperymentu). Dane dotyczace
spadku barwy i aktywnoéci oksydazowej uzyskane podczas tych do-
Swiadczer sa przedstawione w tab. 1-4 i zilustrowane na rys. 3-
=13, Jak z nich wynika, kinetyka tych zmian réini sie w sposdb
Zasadniczy od kinecyki przeprowadzonej dla preparatu wy jéciowe~
go. Ppreparaty te wykazywaly znaczng stabilnoéé w roztworach mo-
Cznika. :

% - a) | b)
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Kinetyka spadku barwy (a) i aktywnoéci oksydazowe j (b)' podczas  denaturacji

mocznikowej w preparatach ceruloplazminy czlowieka wyizolowanych z mieszani-

Ny reakcyjnej po 60-minutowej dematuracji w 2 M roztworze mocznika (L2 M).
Wartosci stezed mocznika podane przy kazdej krzywej

The time course of loss of the color (a) and oxidase activity(b) during urea

denaturation of human ceruloplasmin preparations isolated from reaction mix-

ture after 60 min denaturation in 2 M urea solution (L2 M), Valuevs_ of urea
concentration are given at each curve :
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a) b)
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Kinetyka spadku barwy (a) i aktywnodci oksydazowej (b) podczas denaturacji

mocznikowej w preparatach ceruloplazminy czlowieka wyizolowanych z mieszani-

ny reakcyjnej po 60-minutowej denatutacji w 4 M roztworze mocznika (L4 M).
Wartodci stezed mocznika podane przy kazdej krzywej

The time course of loss of the color (a) and oxidase activity (b) during urea

denaturation of human ceruloplasmin preparations isolated from reaction mix~

ture after 60 min denaturation in 4 M urea solution (L4 M). Values of urea
concentration are given at each curve
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“Rys. 5

Kinetyka spadku barwy (a) i aktywnoéci oksydazowej (b) podczas denaturacji

wocznikowej w preparatach ceruloplazminy czlowieka wyizolowanych z mieszani-

ny reakcyjoej po 60-minutowej denaturacji w 6 M roztworze mocznika (L6 M).
Wartosci stezed mocznika podane przy kaidej krzywej

The time course of loss of the color (a) and oxidase activity (b) during urea

denaturation of human ceruloplasmin preparations isolated from reaction mix~

ture after 60 min denaturation in 6 M urea solution (L6 M). Values of urea
concentration are given at each curve
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Kinetyka spadku barwy (a) i aktywnosci oksydazowej (b) podczas  denaturacji
mocznikowej w preparatach ceruloplazminy $wini wyizolowanych 2  mieszaniny
reakcyjnej po 60-minutowej denaturacji w 2 M roztworze mocznika (S2 | M).

Wartodci stezed mocznika podane przy kazdej krzywej :

The time course of loss of the color (a) and oxidase activity (b) during urea

denaturation of porcine ceruloplasmin preparations isolated from reaction

mixture after 60 min denaturation in 2 M urea solution (S2 M). Values of
urea concentration are given at each curve
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. Kinetyka spadku barwy (a) i aktywnosci oksydazowej (b) ~podczas denaturacji

mocznikowej w preparatach ceyuloplazminy $wini wyizolowanych 2z mieszaniny

reakcyjnej po 60-minutowej denaturacji w 4 M roztworze mocznika (s4 M),
Wartodci stezed mocznika podane przy kazdej krzywej 3

The. time cowrse of loss of the color (a) and oxidase activity (b) during urea

denaturation- of porcine ceruloplasmin preparations isolated from reaction

- mixture after 60 min ‘denaturation in 4 M urea solution (S4 M), Values of:
: . urea concentration are given at each curve VoAt :
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¢ mocznika (M)

w.l 8
Wpiyw stezenia mocznika na wartodé absorbancji przy 610 nm (a) i aktywnosé
oksydazowa (b) ceruloplazminy czlowieka po 20 minutach inkubacji w roztwo=
rach mocznika. L - ceruloplazmina wyjéciowa, niedenaturowana. L2 M, L4 M,
L6 M - ceruloplazminy wyizolowane z mieszaniny reakcyjnej po 60-minutowej de-
naturacji w roztworach mocznika o stegzeniach odpowiednio: 2, 4 i 6 M

The effect of urea coacentration on absorbance value at 610 nm (a) and oxi-

dage activity (b) of human ceruloplasmin after 20 min incubation in urea so-

lutions. L ~ undenatured ceruloplasmin, L2 M, L4 M, L6 M - ceruloplasmins

xsolated from reaction mixture after 60 min denaturation in urea solutions
at concentration: 2, 4 and 6 M, respectively

Stosunkowo najmniej stabilne okazaly sie preparaty Cp czio-
wieka izolowane po inkubacji w 2 M roztworze mocznika (L2 M),
podczas ponownej denaturacji w 6 M roztworze mocznika. Po 20 min
inkubacji obserwowano w tym przypadku 15,5% spadku barwy i 22,4%
spadku aktywnos$ci (dla ceruloplazminy wyjdciowej, czyli L, war-
toéci procentowe spadku dla tych parametréw byly jednak znacznie
wieksze: 51% spadku barwy i 53,7% spadku aktywnodéi). Dla pre-
paratu L2 M wykazano natomiast stosunkowo duzg stabilnosé pod-
czas inkubacji zaréwno w 2 M, ijak i w 4 M roztworze mocznika. Po
20 min inkubacji w 4 M roztworze mocznika obserwowano tylko 3,4%
spadku barwy 1 6% =~ aktywnodci (dla preparatu wyjsciowego odpo-
wiednio: 23,4% oraz 22,5%), a po 120 min - 8,0% i 8,8% (pod-
czas gdy dla preparatu wyjdciowego odpowiednio. 34,7% oraz
48 ,08).
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¢ mocznika (M) ¢ mocznika (M)

y ‘ m.o 9 , 3 { s
Wplyw stezenia mocznika na wartofé absorbancji przy 610 nm (a) i aktywnodé
oksydazowg (b) ceruloplazminy §wini po 20 minutach inkubacji = w roztworach -
. mocznika. § - ceruloplazmina wyjéciowa, niedenaturowana, S2 M, S4 M - ce-
ruloplazminy wyizolowane z mieszaniny reakcyjnej po 60-minutowej denaturacji
w roztworach mocznika o stezeniach odpowiednio: 2 1 4 M :

The effect of urea concentration on absorbance value at 610 nm (a) and oxi-

dase activity (b) of porcine ceruloplasmin after 20 min . incubation in urea

solutions. § = undenatured ceruloplasmin, S2 M, S4 M - ceruloplasmins iso-

lated from reaction mixture after 60 min denaturation in urea solutions at
concentration: 2 and 4 M, respectively

40r / L2M LM L6M
N a
¥ o d - sarwa 5 |
§~ 2 ~aktywnosc oksydazowa
& /0 =
A oA oo

: Ryss 30°1 e _
Zmiany intensywnodci barwy ir aktywnosci oksydazowej po 20-minutowej ~denatu-
turacji w 4 M roztworze mocznika preparatéw ceruloplazminy cztowieka. Ozna-
czenia preparatéw jak na rys. 8

The changes of the intensity of color and oxidase activity after 20 min de-
naturation in 4 M urea solution of human ‘ceruloplasmin preparations, Desig-
nation of preparations as in Fig. 8 : :
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Rys. 11

Zmiany intensywnodci barwy i aktywno§ci oksydazowej po 20-minutowej denatu-
-rnc;i w 6 M roztworze mocznika preparatéw ceruloplazminy czlowieka. Ozna-
czenia preparatéw jak na rys. 8 -

The changes of the color intensity and oxidase activity after 20 min dena=
turation in 6 M urea solution. of human ceruloplasmin preparations. Designa-

tion of preparations as in Fig. 8 i

%

s2M SéM
% 20+ D ~barwa
§ 2 - aktywnosé oksydazowa
| A
v Rys. 12

Zmiany intensywnosci barwy i aktywnodci oksydazowej po 20-minutowej denatu-
racji w 4 M roztworze mocznika preparatéw ceruloplazminy swini. Oznaczenie
preparatéw jak na rys. 9

The changes of the color intensity and oxidase activity after 20 min dena-
turation in 4 M urea solution of porcine ceruloplasmin preparations. Desig-
nation of preparations as in Fig. 9

Znacznie wigksza stabilnoéé wykazywaly preparaty izolowane 2z
mieszaniny reakcyjnej po inkubacji w 4 M roztworze mocznika (L4
M), a szczegdlnie izolowane po inkubacji w 6 M (L6 M). Prépara—
ty L6 M byly stabilne nie tylkob podczas ponownej inkubacji w
roztworach mocznika o stezeniach 2 M i 4 M, ale nawet i w 6 M
roztworze mocznika wykazywaly tylko 'nieznaciny spadek barwy i
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aktywnodci (po 20 min; ' 8,5% spadku DBarwy i 6,8% -'  aktywnodci ,
podczas gdy dla preparatu wyj$ciowego odpowiednio 51,0% i 53,7%
spadku) (patrz réwniez tab, 1 i 2 oraz rys. 3-5, 8, 10 1 11).

ot s S2M  S4M

el ) ] -serwa

-aktywnost oksydazowa

0

Rys. 13

Zmi any intensywnoécx barwy i aktywnoéci oksydazowej po 20-minutowej denatu-
racji w 6 M roztworze mocznika preparatow ceruloplazminy éwinx. Oznaczenie
preparatdéw jak na rys., 9

. The changes of the color intensity and oxidase activity after 20 min denatu-
ration in 6 M urea solution of porcine ccruloplasmxn preparations. Designa-
tion of preparations as in Fxg. 9

% spodku
I 8 & 3

Analogiczne preparaty otrzymane dla ceruloplazminy dwini (s2
M 1 s4 M) zachowywazy sie podobnie jak preparaty Cp czlowieka
Podczas redenaturacji w mztworach mocznika o stegzeniach 2-6 M
(tab. 31 4 oraz rys. 6, 7, 9, 12 i 13). Otrzymane dane wskazu-
ja, 2e szczegélnie preparat S4 M odznaczax sie stosunkowo duza
Stabilnodcig podczae redenaturacji. W tym pxzypadku nie 1zolo-_
Wano: ceruloplazminy 2 ‘mieszaniny reakcyjnej po denaturacji w6 M
roztworze mocznika, poniawaz - jak podaje Muk asa . i. wsp.
[9] - juz w 4,5 M roztworze mocznika nastqpowala dysocjacja czg~-
Steczek ceruloplazminy éwini, ‘a pray wyzszych stqzeniach powsta—
waly nieodwracalne zmiany w strukturze czasteczki,

Przeprowadzone doéwiadczenia rzucajg nowe swiatio na zagad—
‘nienie homogennogci ceruloplazminy. Uzyskane dane doéwiadczalne' ;
‘Pozwalaja na wyciqgniecie wniosku, ze ' jednorodny fizykochemicz-‘
nie roztwdr ceruloplazminy sﬁanow:l. heterogenng pOpulacje czqste-
Czek réznigcy sie odpornoéciq na denaturujace dziatanie moczni~
ka, Stwierdzono istnienie w roztworze dwu rodzajéw czusteczek::‘
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1) odbarwiajace sie, tracqcc wlasnosci katalityczne pod wplywem
mocznika 1 2) czguteczki oporne na to dzialanie. : v 3

Ceruloplazmina ulegajjca danaturacji w roztworach mocznika
wytraca sie, podobnie jak niedenaturowana. mieszaning alkoholu i
chloroformu, ale w odréznieniu od tej ostatniej, nie eluuje sie
z osadu roztworem NaCl. ‘Mozna wigc tym sposobem izolowaé ' cerulo=-.
plazmine zawierajaca wylacznie czasteczki oporne  na dziatanie :
' mocznika. Taki typ ceruloplazminy “moczniko-opornej",  homogenny
pod wzgledem stabilnofci w stosunku do mocznika, moze okazaé sie
pomocnym modelem do dalszych badar struktury i funkcji tego biai-
ka. Uzyskane wyniki otwieraja zatem droge do dailzych badari: nad
poszukiwaniem komlacj:l. migedzy strukturg czgsteczek i ich stabil-
.no‘ciq.
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STABILITY OF HUMAN AND PORCINE BLOOD PLASMA CERULOPLASMINS
IN UREA SOLUTIONS ‘

The effect of urea denaturation on the visible absorption at 610 nm and
' oxidase activity of human and porcine ceruloplasmins has been investigated.
The existence of heterogeneity in human and porcine ceruloplasmin prepara-
tions in respect of resistance on the influence of urea has been stated. Ex-
perimental data which have been obtained make it possible to suggest  that
two kinds of molecules exist in these preparations: ‘one kind seems to be
"'uteg-tnhcmt” and the second one is easily denatured in urea solution.
The method for isolation of "urea-resistant” ceruloplasmin has been elabora-
ted,




