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Ceruloplazmina zaliczana jest do a-globulin,
a jej miejscem wystepowania jest osocze. Ze wzgledu na zawartos¢ miedzi w jej budowie,

zabarwienie ceruloplazminy jest niebieskie (zawiera az 90% miedzi zawartej w osoczu). Ze wzgledu
na bardzo mocne wigzanie przez ceruloplazmine atomdéw miedzi, pierwiastek ten nie jest tatwo
wymienialny (kazda czasteczka ceruloplazminy wigze 6 atoméw miedzi). Pozostate 10% miedzi
wystepujacych w osoczu przenoszone jest przez albumine,jednak sila wigzania miedzi przez
albumine jest znacznie stabsza niz wiazanie przez ceruloplazmine. Dzieki temu albumina tatwiej
oddaje miedz do tkanek, a jej udziat w procesie transportu miedzi w organizmie wydaje sie by¢
bardziej istotny [9].

U podstaw starzenia sie organizmu wyrdznia sie réznorodne mechanizmy, jednak coraz
doktadniejsze badania wskazuja, ze jedna z najwazniejszych rél w tym procesie odgrywaja wolne
rodniki tlenowe (RFT - reaktywne formy tlenu). Jak udowodniono, RFT maja wptyw na postepowanie
calego procesu starzenia sie organizmu. Szkodliwe dziatanie tzw. reaktywnych form tlenu prowadzi
do kumulowania sie produktéw oksydacyjnych przeciwko, ktérym organizm wytworzyl szereg
mechanizmdédw chroniacych komdrki przed ich wptywem. Wsrod tych mechanizmdéw wyrédznia sie
zwiazki hamujace generacje wolnych rodnikéw (tworzace system antyoksydacyjny). Wsrod wielu
zwiazkéw, w osoczu krwi funkcje ochronne speinia m.in. ceruloplazmina [2], [3].

Zdolnos¢ organizmu do przeprowadzania reakcji antyoksydacyjnych zaleza od obecno$ci w osoczu
krwi réznych biatek, w tym: ceruloplazminy, a takze albuminy, ferrytyny czy transferyny. Biatka te
maja zdolnos¢ wiazania jonow metali przejsciowych, dzieki czemu powoduja zmniejszenie nasilenia
reakcji wolnorodnikowych. Ceruloplazmina dziata antyoksydacyjnie poprzez przemiane
anionorodnika ponadtlenkowego, a takze utlenia jony zela (II). Przeprowadzone badania potwierdzity,
ze stezenie ceruloplazminy w osoczu krwi wzrasta wraz z wiekiem u oséb zdrowych, oraz u oséb
dotknietych chorobami tzw. wieku podesztego [2].

Wszystkie organizmy, ktére narazone sa na dzialanie tlenu ( majace z nim stycznosc¢) wytworzyly
szereg mechanizmé obronnych, dzieki ktérym chroniona jest ich integralnos¢ przed dziataniem RFT.
Jednym z elementéw systemu obronnego jest przystosowanie organizmu pod wzgledem organizacji
strukturalnej komérek. Dziatanie takie umozliwia izolacje miejsc, w ktérych zachodza reakcje
z wytwarzaniem wolnych rodnikow bedacymi produktami ubocznymi. W zwigzku z tym bardzo wazng
role w ochronie przed rodnikami odgrywaja rézne mechanizmy metaboliczne, ktére podzielono na
kilka grup m.in.:

- reakcje, ktore przebiegaja z udzialem zwigzkéw wygaszajacych wzbudzone czgsteczki (np.
karetonoidy, witamina E).

- mechanizmy nieenzymatyczne (np. ceruloplazmina, transferyna, jony metali przejSciowych)

- mechanizmy enzymatyczne (np. dysmutaza ponadtlenkowa(SOD), katalazy (CT), peroksydaza
glutationowa (GPx)



- reakcje przebiegajace z udzialem biatek szoku cieplnego (Heat Shock Protein): biatka opiekuncze
i proteazy [4].

Ceruloplazmina pochodzaca z osocza ludzi, wielbtadéw, swin, krélikdw oraz koni i szczuréw ma
podobna mase czasteczkowa znajdujaca sie w granicach okoto 130 kDa, co jest zgodne
z obserwacjami przeprowadzonymi przez Youmie Park i wsp. (2009) [10].

Oznaczanie aktywnosci ceruloplazminy [11].

Substratem w reakcji oznaczania aktywnosci ceruloplazminy jest p-fenylenodiamina (PPD).
W pierwszym etapie reakcji dochodzi do utleniania substratu przez ceruloplazmine, w wyniku czego
powstaje kompleks enzym-substrat. Dzieki temu mozliwe staje sie przeniesienie elektronéw
z substratu (reduktora) na utleniacz (enzym), w wyniku czego Cu(II) zostaje zredukowane do Cu(l),
z kolei z substratu powstaje wolny rodnik.

Zredukowana w ceruloplazminie miedz jest utleniana przez tlen, a powstaly z substratu rodnik ulega
kolejnym przemianom, ktére w ostatecznosci prowadza do powstania produktu o barwie fioletowej.
Tym produktem jest tzw. zasada Bandrowskiego (produkt powstaty z trzech czasteczek substratu)
[11].

Wykonanie:

Do probdéwki z 0,1 ml surowicy (lub osocza krwi) nalezy wprowadzi¢ 1 ml 0,5% roztworu
chlorowodorku p-fenylenodiaminy (PPD), oraz 8 ml buforu octanowego (tj. 0,4 M bufor octanowy
o pH=5,5). W tym samym czasie przygotowac probke stanowiaca kontrole reakcji, do ktdérej nalezy
dodatkowo doda¢ 1 ml 0,1% roztworu azydku sodu (tj. 0,1% roztwor azydku sodu). Probki inkubowac
w temperaturze 37 st.C przez 1 godzine. Po uptywie czasu inkubacji, do proby badanej doda¢ 1 ml
0,1% roztworu azydku sodu, co spowoduje zatrzymanie reakcji. W przygotowanej préobce oznaczy¢
wartosc absorbancji wobec préobki kontrolnej przy dtugosci fali A=530 nm. Aktywnos$¢ enzymu
ceruloplazminy podawana jest w jednostkach Ravina tj. A, /60 minu lub w jednostkach
miedzynarodowych U [11].

Choroba Wilsona a ceruloplazmina

Choroba Wilsona zaliczana jest do rzadkich genetycznie uwarunkowanym schorzen, ktére
dziedziczone sa w sposob autosomalny recesywny. Gtéwnym objawem tej choroby jest wystapienie
zaburzen funkcji watroby, a takze uszkodzenie ukladu nerwowego. Za wystapienie objawow
chorobowych odpowiedzialne sa mutacje w genie ATP7B. Gen ten zlokalizowany jest na
chromosomie 13q14.3. Gen ATP7B koduje biosynteze tzw. ATP-azy (typu P). Jest to biatko
odpowiedzialne za aktywny transport miedzi w komdérkach watroby. W wyniku powstania defektu
genetycznego dochodzi do zaburzenia transport miedzi do aparatu Golgiego , a takze jej
wbudowywanie do ceruloplazminy. Konsekwencja tego jest uposledzenie wydzielania miedzi wraz z
z61cia, co dalej prowadzi do odktadania sie miedz nie tylko w watrobie lecz réwniez w innych
narzadach (mdzgu, rogowce, sercu, nerkach[5].

Wszystkie dotychczas znane procesy patologiczne zwiazane z choroba Wilsona podzielono na 3
gtowne etapy.

Etap I:



- na tym etapie dochodzi do gromadzenia sie miedzi w obrebie hepatocytow. Bardzo rzadko
pojawiaja sie objawy kliniczne tego stadium, zazwyczaj pacjenci pzrechodza ten etap bezobjawowo,
co dodatkowo utrudnia diagnostyke.

Etap II:

- w dalszym ciggu dochodzi do gromadzenia sie miedzi w hepatocytach. Stan ten uniemozliwia
detoksykacje komorek oraz przechodzenie jondw miedzi do przestrzeni miedzykomdrkowe;j.
Dochodzi do rozpdu hepatocytéw i aseptycznej martwicy.

Etap III:

- miedz nadal jest uwalniana z komorek watrobowych- przechodzi do krwi w formie niezwiazanej
z ceruloplazming, a dalej odktada sie w innych narzadach organizmu [5].

Metody diagnostyczne choroby Wilsona
W trakcie diagnostyki tej choroby wykonuje sie oznaczenie:

- ceruloplazminy
- stezenia miedzi w surowicy
- a takze dobowego wydalania miedzi z moczem.

W przypadku pojawienia sie choroby powinno dochodzi¢ do obnizenia stezenia ceruloplazminy
i miedzi w surowicy, jednakze znane sa przypadki, gdzie diagnozowano prawidlowe stezenie
ceruloplazminy (ok. 5% pacjentéw). Z kolei, stezenie miedzi w surowicy jest najczesciej obnizone, za$
wydalanie miedzi z moczem- podwyzszone [5].

Miedz zaliczana jest do pierwiastkéw sladowych, jest kofaktorem dla wielu réznych enzymow,
a takze bierze udziat w procesach oddychania komdérkowego czy odpowiedzi immunologicznej. Biatka
majace zdolnos¢ wigzania metali (okreslane mianem metylotionin), odpowiedzialne sg za procesy,
w ktorych bierze udzial miedz. Tak wiec, reguluja one takie procesy jak: wchianianie, transport
jelitowy i watrobowy wychwyt miedzi. Po etapie wchloniecia w jelitach, a nastepnie przejsciu do
surowicy krwi dochodzi do wigzania jondw miedzi z albuminami. Nastepnie, w trakcie ok. 2 godzin
jony te wbudowywane sa do komoérek watroby, gdzie tez miedz jest przechowywana badz taczona
z apoceruloplazmin, w konsekwencji czego dochodzi do utworzenia ceruloplazminy. Powstata
ceruloplazmina wydzielana jest nastepnie do osocza krwi. Nalezy zaznaczy¢, ze ceruloplazmina jest
gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za transport miedzi z watroby do innych tkanek organizmu,
przez co dziata jak donor metalu w tworzeniu enzymow, ktére sa zalezne od miedzi [6].

Ilosciowe oznaczanie ceruloplazminy w surowicy metoda immunoturbidymetryczna-
Ceruloplasmin Calibrator Turbitest AA Wiener lab [7].

(na podstawie broszury pochodzacej ze strony firmy Wiener Laboratorios S.A.I.C ,
http://www.wiener-lab.com.ar/wiener/catalogo/archivos/12465 ceruloplasmin turbitest aa pl.pdf]).

Na rynku dostepne sa gotowe zestawy wykorzystywane do oznaczania ceruloplazminy w osoczu krwi.


http://www.wiener-lab.com.ar/wiener/catalogo/archivos/12465_ceruloplasmin_turbitest_aa_pl.pdf

Synteza ceruloplazminy odbywa sie w watrobie, zas jej gtdwna rola jest transport miedzi w osoczu
do enzyméw zawierajacych miedz. Obnizony poziom tego enzymu wystepuje w chorobie Wilsona
oraz w chorobach ukladowych, za$ nabyty deficyt ceruloplazminy moze by¢ spowodowany m.in.
niewydolnoscia watroby. Podwyzszony poziom enzymu obserwuje sie np. w ostrych i przewlektych
stanach zapalnych czy zéttaczce [7].

W metodzie immunoturbimetrycznej (Wiener Lab) ceruloplazmina reaguje ze specyficznym
przeciwciatem prowadzac do utworzenia nierozpuszczalnego kompleksu immunologicznego.
Dochodzi do pojawienia sie zmetnienia, ktore jest proporcjonalne do stezenia ceruloplazminy
w oznaczanej probce. Zmetnienie mierzone jest spektrofotometrycznie [7].

W trakcie oznaczenia nalezy przestrzega¢ nastepujacych warunkow:

- oznaczenie wykonuje sie przy dtugosci fali A= 340 nm

- reakcje nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej 25°C (dopuszczalne sa wahania
temperatury w granicach 22°C - 30°C)

- czas trwania reakcji: 15 minut

- objetos¢ probki: 10 uL

- koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej : 1810uL [7].

PROCEDURA

KRZYWA KALIBRACY JNA

W probowkach kahna rozcienczyc¢ solg fizjologiczna
Ceruloplasmin Calibrator Turbitest AA w stosunku 1:1,
1:2,1:4,1:811:16, stosujac roztwér soli jako punkt zerowy.

Rozcienczony kalibrator 10 pl
Odczynnik A 1500 pl
Wymieszac i zmierzyc absorbancje kazdego rozcienczenia
przy diugosci fali 340 nm (OD, ) po ustawieniu aparatu na
zero w stosunku do wody destylowanej. Nastepnie dodac:
Odczynnik B 300 pli

Wymieszac i inkubowac przez 15 minuty. Odczytac
absorbancje przy diugoscifali 340 nm (OD,) po ustawieniu




aparatu na zero w stosunku do wody destylowanej.
WyliczyC réznice absorbancji (AA = OD, - OD,) dla
kazdego rozcienczenia kalibratora tgcznie z punktem
Zerowym.

Whykreslic na papierze milimetrowym AA absorbancji w
stosunku do stezenia w mg/dl (g/l).

PROCEDURA DLA PROBKI BADANE.J
Prébka badana 10 pl
Odczynnik A 1500 pl

Wymieszac i zmierzy¢ absorbancje przy diugosci fali 340 nm
(OD,) po ustawieniu aparatu na zero w stosunku do wody
destylowanej. Nastepnie dodac:

Odczynnik B 300 pl

Wymieszac i inkubowac€ przez 15 minuty. Odczytac
absorbancje przy diugosci fali 340 nm (OD.,) po ustawieniu
aparatu na zero w stosunku do wody destylowanej.

Zdjecie: Procedura postepowania podczas Ilosciowe oznaczanie ceruloplazminy w surowicy metodq
immunoturbidymetryczng- Ceruloplasmin Calibrator Turbitest AA Wiener lab., procedura pochodzqc
aze strony:
http://www.wiener-lab.com.ar/wiener/catalogo/archivos/12465 ceruloplasmin_turbitest aa pl.pdf

[7].

W warunkach in vitro ceruloplazmina zachowuje sie jak enzym, ktéry katalizuje utlenianie
dwuwartosciowego zela. Juz w 1970 roku H. P. Roeser i wsp. przeprowadzili badani wsréd osob
z choroba Wilsona, majace na celu zbadanie metabolizmu zelaza w zaburzeniach charakteryzujacych
sie zmniejszonym poziomem ceruloplazminy. Wsrod przebadanych pacjentéw, dowody swiadczace na
niedobor zela potwierdzono u 6 z 8 przebadanych oséb, z kolei u 5 z 6 0s6b stwierdzono spadek
poziomu ceruloplazminy w osoczu 0 5% w stosunku do normy. Badania te juz wtedy sugerowaly, ze
niedobdr zelaza diagnozuje sie najczesciej u pacjentow z choroba Wilsona, spowodowany
prawdopodobnie wadliwym transferem zelaza z komdrek btony sluzowej jelita do osocza [8].

Izolowanie ceruloplazminy z osocza krwi swini (M.Hilewicz- Grabska i wsp., 1988: Arch.
Biochem. Biophysis., 260: 18-27) [11].

Dzieki wykorzystaniu pewnych charakterystycznych wlasciwosci ceruloplazminy (Cp), mozliwe jest
jej wyizolowanie z osocza krwi. Ceruloplazmina wiaze sie z jonowymieniaczem DEAE-Sephadex A-50
pod wplywem obecnosci kwasu 6-aminokapronowego (peilnigcego role inhibitora enzymow
proteolitycznych). Nastepnie, dochodzi do usuniecia albumin za pomoca wysalania siarczanem (VI)
amonu i selektywnej denaturacji mieszanina etanol/chloroform. Do wymiany jonowej z anionitem
dochodzi w okreslonych warunkach tj.: w obecnosci 0,05M buforu fosforanowego o pH=6,82 oraz
w roztworze, ktérego sita jonowa wynosi p=0,16 [11].



Aniony ceruloplazminy (oraz albumin) ulegaja wymianie z anionami jonowymieniacza, a nastepnie sa
wigzane na zelu DEAE-Sephadex A-50 za pomoca zdysocjonowanych kationowych grup
jonowymieniacza. Zjawisko to zachodzi znacznie tatwiej w przypadku ceruloplazminy i albumin niz u
pozostatych globulin.

Elucja ceruloplazminy (Cp) z kolumny:

Ceruloplazmina eluuje sie z kolumny chromatograficznej przez zastosowanie roztworu o znacznie
wiekszej sile jonowej niz pozostate biatka (ceruloplazmina ma najnizsza wartos¢ punktu
izoelektrycznego). By elucja przebiegala sprawnie zazwyczaj stosuje sie roztwory o wiekszej sile
jonowej i o nizszym pH (5,5), przy ktorym czasteczki ceruloplazminy maja znacznie mniejszy fadunek
ujemny niz przy pH= 6,82, przez co ich sita zwigzania z jonowymieniaczem jest mniejsza [11].

Oczyszczanie Cp:

Na etapie oczyszczania ceruloplazminy bardzo wazne jest pozbycie sie albumin. Albuminy maja
zblizong wartos¢ punktu izoelektrycznego do ceruloplazminy, przez co eluowaly by sie razem
z ceruloplazming. Wartosc pI dla ceruloplazminy wynosi: 4, 4, zas dla albumin : 4,9.W trakcie elucji
wykorzystuje sie fakt, ze ceruloplazmina bedaca a-globuling, moze by¢ wysolona z roztworu przy
zastosowaniu ok. 50% nasycenia siarczanem (VI) amonu. W przypadku albumin, zastosowanie takich
warunkéw wysolenia powoduje, ze zostaja one nadalw roztworze.

Ostatecznie oczyszczony produkt (ceruloplazminy) uzyskuje sie przez selektywna, trwajaca 3 godziny
denaturacje, ktora prowadzona jest w temperaturze pokojowej. Do denaturacji wykorzystuje sie
mieszanine etanol/chloroform (zmieszane w stosunku 9:1). Mieszanina denaturujaca dodawana jest
nastepnie do roztworu ceruloplazminy w stosunku 3:1. W takich warunkach denaturacji
ceruloplazmina nie ulega denaturacji (w przeciwienstwie do wszystkich pozostatych biatek, ktore
znajduja sie w roztworze), po czym Cp bardzo tatwo ulega ekstrakcji roztworem NaCl, a co wiecej
czasteczka ta wykazuje niezmieniong aktywnos¢ enzymatyczna [11].

Dializa roztworu ceruloplazminy:

Etap ten ma na celu pozbycie sie resztek etanolu oraz chloroformu. Dialize prowadzi sie wobec 0,9%
NaCl o pH ok. 7. Z kolei, w celu pozbycia sie zanieczyszczen miedzig, ktéra nei jest zwigzana
z ceruloplazming, uzyskany roztwor enzymu przepuszcza sie przez kolumne jonowymieniacza
Chelex-100 (o wymiarach 1x 2 cm), z duza szybkoscia wyptywu [11].

Wiazanie bialek na jonowymieniaczu DEAE-Sephadex A-50

Jako materiat do badan wykorzystuje sie krew $wini, ktéra pobrana jest na antykoagulant (w
stosunku: 100 ml 1M roztworu cytrynianu , 1M kwas 6-aminokapronowy na 5 ml krwi). Tak
otrzymana prébke poddaje sie wirowaniu przy 3000 obr./min przez 40 minut [11].
Przygotowanie jonowymieniacza:

Odwazy¢ zloza DEAE -Sephadex A-50 i zawiesi¢ je w wodzie (stosujac zaleznos¢: ok. 1g ztoza/ litr
osocza). Po kilku godzinach wode nalezy zlaé¢ (dekantacja) a pozostaty osad przemy¢ na lejku
Schotta za pomoca kilku litréw 0,05 M buforu fosforanowego (o pH= 6,82), w celu zrownowazenia

zelu [11].

Zazwyczaj do 1 litra 0,5M buforu fosforanowego dodaje sie ok. 7 litrow wody oraz 100 ml zawiesiny



1g zelu DEAE-Sephadex A-50, ktéry zrownowazony jest wspomnianym buforem fosforanowym
(0,05M) i 20 mililitrami 1M roztworu kwasu 6-aminokapronowego. Cato$¢ nalezy wymieszac, po
czym dodac 1 litr osocza - mieszanine uzupeini¢ woda do koficowej objetosci rownej 10 litréw. W ten
sposob uzyskuje sie 10 razy rozcienczone osocze w 005 M buforze fosforanowym. Cato$¢ mieszaniny
wymiesza¢ na mieszadle magnetycznym przez ok. 2 godziny. Po uplywie czasu mieszania,
zdekantowa¢ ptyn, a zawiesine z zielononiebieskim zelem na lejek Schotta i przemywa 0,05M
buforem fosforanowym, az do momentu gdy warto$¢ absorbancji wycieku przy A=280 nm dojdzie do
A280< 0,05 [11].

Z uzyskanego zelu formuje sie kolumne, ktéra dodatkowo przemywa sie ok. 100 ml 0,05 M buforu,a
dalej bardzo ostroznie na zel nanosi sie 0,2 M bufor octanowy ( 0 pH=5,5) z 0,125 M NaCl i ustala
sie szybkos$¢ wyptywu: 1 kropla/ 2 sekundy. W momencie, gdy barwa ptynu wyciekajacego z kolumny
zmieni kolor na blekitna, nalezy zacza¢ zbiera¢ wyplywajace frakcje- beda one zawieraly
ceruloplazmine [11].

Wysalanie ceruloplazminy za pomoca siarczanu (VI) amonu:

Do zbieranej niebieskiej frakcji roztworu ceruloplazminy wkropli¢ (stale mieszajac) 0,4 objetosci
nasyconego roztworu (NH4)2S0O4 bedacego w 30% nasyconego siarczanem. Po 15 minutach
inkubacji w temperaturze 5 st.C odwirowac¢ zawiesine przy 3000 obr./min. przez 10 minut. Po
wirowaniu wytraca sie osad globulin, ktéry automatycznie odrzuca sie (nie jest brany do dalszego
oznaczenia), za$ do otrzymanego niebieskiego supernatantu nalezy wkropli¢ nasycony roztwoér
(NH4)2S04 w ilosci rownej objetosci wyjsciowego roztworu ceruloplazminy (58% nasycenia
siarczanem np. do 50 ml roztworu Cp nalezy wkropli¢ najpierw 20 ml siarczanu, a dalej podczas
drugiego wysalania kolejne 50 ml siarczanu). Po 30 minutowej inkubacji w 5[]C prébke ponownie
odwirowuje sie (3000 obr./min przez 10 minut). Otrzymany po wirowaniu osad rozpuszcza sie w 50
ml 0,2 M buforu octanowego o pH=5.5 z dodatkiem 0,125 M NaCl [11].

Obliczenie objetosci osadu bialka:

Objetos¢ ta oblicza sie z réznicy objetosci po rozpuszczeniu osadu i objetosci dodanego do probki
buforu w nastepujacy sposob: jezeli osad rozpuszczono np. w 50 ml buforu i uzyskano objetosc
probki rowng 60 ml, to z obliczen: 60 ml prébki - 50 ml buforu= 10 ml osadu. Nastepnie, probke
uzupelnia sie tym samym buforem do koncowej objetosci, ktéra bedzie réwna 10-krotnej objetosci
osadu ( czyli w przypadku podanego przyktadu bedzie to 100 ml buforu) [11].

Autor: Lidia Koperwas
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