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- 4 Ceruloplazmina (Cp) jest niebieska, wiazaca
miedz glikoproteina, ktéra w swojej czasteczce zawiera szes¢ atomow miedzi i stanowi
ponad 95% calkowitej miedzi krazacej w organizmie zdrowych dorosltych oséb.
Ceruloplazmina jako enzym nalezy do oksydaz. Mutacje w genie ceruloplazminy, okreslane
mianem aceruloplasminemii (np. choroba Wilsona) prowadza do uposledzenia produkcji
ceruloplazminy i zaburzen metabolizmu zelaza (Harris i wsp., 1995) [1].

Aktualne, znane sa rézne metody oczyszczania ceruloplazminy pochodzacej z réznych zrédet osocza
(np. osocza ludzkiego czy szczurzego), ktore pojawialy sie w literaturze juz wczesniej ( np.
w badaniach Linder and Moor, 1977; czy Essamadi et al., 2002; Calabrese et al., 1981), co swiadczy
o tym, ze proby otrzymania dobrej jakosci preparatu podejmowano juz wielokrotnie. Najbardziej
popularne metody oczyszczania Cp sa wieloetapowe, i zazwyczaj opieraja sie na wykorzystaniu soli
amonowych [1].

Denaturacja ceruloplazminy za pomoca mieszaniny etanol: chloroform [7].
Wykonanie:

Do roztworu ceruloplazminy nalezy powoli wkropi¢ 3 objetosci mieszaniny etanol:chloroform (w
stosunku 9:1), probke ciagle miesza¢ przez okres ok. 60 minut. Wkraplanie przeprowadzac
w temperaturze pokojowej. Po wkropleniu calej objetosci mieszaniny, probke inkubowac przez 100
minut w temperaturze pokojowej- w ciemnym miejscu.W trakcie inkubacji wytraci sie osad biatek,
zas po jej uptywie probke odwirowuje sie przy 3000 obr./minute przez 10 minut. Nastepnie, po
wirowaniu nalezy zdekantowac ptyn (doktadnie osuszy¢ $cianki probowki za pomoca bibuty), zas
powstaly po wirowaniu blekitny osad rozprowadzi¢ w 15- 20 ml 0,9% NaCl (o pH=7). Prébke mieszac
na mieszadle magnetycznym przez 5 minut, po czym ponownie odwirowac zwiekszajac obroty i czas
wirowania tj.: 16000 obr./min przez 60 minut. Po wirowaniu otrzymuje sie niebiski supernatant-
zawierajacy ceruloplazmine, ktéry nalezy przenies¢ do woreczka dializacyjnego, gdzie przeprowadza
sie dialize wobec 0,9% roztworu NaCl (pH=7) w ciagu kilkunastu godzin. Dializa ma na celu
usuniecie pozostatosci etanolu i chloroformu z preparatu [7].

Wysalanie ceruloplazminy siarczanem (VI) amonu (sposob nr 2):
Wykonanie:

Do 1 litra osocza krwi swini (pobranego do naczynia z antykoagulantem) matymi porcjami wkrapla
sie 400 ml nasyconego roztworu (NH4)2S04 (nasyconego w temperaturze pokojowej). Probke
w trakcie wkraplania nalezy stale mieszac, a po uptywie 15 minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej, zawiesine odwirowuje sie przy 3000 obr./min. przez 10 minut. Otrzymany po wirowaniu
osad rozpuszcza sie w wodzie, ktdrej objetos¢ oblicza sie biorac pod uwage przyrost objetosci po
rozpuszczeniu osadu w wodzie - tak wiec bedzie to objetos¢ osadu. Roztwor rozciencza sie w wodzie



do koncowej objetosci réwnej 50-krotnej objetosci osadu. A wiec, gdy po rozpuszczeniu osadu w 300
ml wody otrzyma sie objetos¢ 350 ml,bedzie to wskazywato, ze objetos¢ osadu w tym przypadku
wynosi 50 ml, a co za tym idzie caly roztwor nalezy rozcienczyc¢ do koncowej objetosci rownej 2500
ml (50ml osadu x 50-krotne rozcienczenie) [7].

W 1948 Holmberg i Laurell samodzielnie wyizolowali z surowicy swin duze ilosci biatka
zawierajacego miedz, ktore nazwali ceruloplazmina lub ,blekitnym biatkiem”. W tym samym roku
odkryto, ze zwyrodnienie watroby w chorobie Wilsona spowodowane jest nadmiernym
gromadzeniem sie miedzi. Po tych odkryciach zaobserwowano, ze stezenie ceruloplazminy zmniejsza
sie w chorobie Wilsona, co z kolei doprowadzito do powstania testu diagnostycznego dla tej choroby.
Dalsze badania ujawnily charakter tego biatka i pozwolily na zidentyfikowanie oséb z dziedzicznymi
réznicami w stezeniu ceruloplazminy w osoczu. Analiza przeprowadzona w jednej z takich rodzin
ujawnita te zmiane jako dziedziczna hiperceruloplasminemie. Miejscem syntezy ceruloplazminy sa
hepatocyty [2].

Biological Assembly Image for 1KCW , X-RAY CRYSTAL STRUCTURE OF HUMAN
CERULOPLASMIN AT 3.0 ANGSTROMS. Protein chains are colored from the N-terminal to the
C-terminal using a rainbow (spectral) color gradient,
http://www.pdb.org/pdb/explore.do?structureld=1KCW

Okreslanie optymalnego pH dla ceruloplazminy

Ceruloplazmina wykazuje optymalne dziatanie przy pH w granicach 5,5 - 5,8. Pomiar aktywnosci
oksydacyjnej Cp opisali Lehmann, Schosinsky i wsp. (1974), wykorzystujac w doswiadczeniu
chlorowodorek O-dianizydyny (dichlorowodorek-4,4'-diamino-3,3'-dimetoksybifenyl) jako substratu.


http://www.pdb.org/pdb/explore.do?structureId=1KCW

Reagent ulega przeksztatceniu w zo6tto-brazowy produkt reakcji pod wpltywem dziatania Cp i tlenu
w pH=5. Zakwaszenie roztworu zatrzymuje reakcje enzymatyczng, w wyniku czego powstaje stabilny
fioletowo-czerwony roztwor, ktorego maksimum absorpcji przypada przy 540 nm. Optymalne pH dla
ceruloplazminy okresla sie przez zmiane stezenia i pH zastosowanych buforow [1].

W swoich doswiadczeniach (Lehmann i wsp. 1974) opisali metode obliczania zdolnosci absorpcyjnej
barwnego roztworu otrzymanego w trakcie oksydacji (utleniania) dichlorowodorku o-dianizydyny
z zastosowaniem znanych ilosci nadtlenku wodoru (H202). W trakcie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze molowy stosunek reakcji o-dianizydyny do nadtlenku wodoru wynosi 2:1. Metoda ta
jest bardziej wrazliwa i mniej podatna na utlenianie nieenzymatyczne substratu, niz w przypadku
procedur, gdzie do oznaczenia wykorzystuje sie np. p-fenylenodiamine. Enzymatyczne utlenianie
o-dianizydyny skutkuje powstaniem zielono-brazowego produktu reakcji, ktéry w wyniku
zakwaszenia przeksztalca sie w stabilny (purpurowo-czerwony) zwiazek, dla ktéorego maximum
absorbancji przypada przy 540 nm [5].

W przeprowadzonych badaniach Lehmann i wsp. (1974) zaznaczyli, Zze absorbancja koncowego
kolorowego roztworu zalezy od ilosci o-dianizydyny uzytej w procedurze, i procedura ta pozwala na
okreslenie aktywnosci ceruloplazminy w surowicy, z kolei aktywnosc podawana jest w U
(jednostkach miedzynarodowych) [5].

Procedura pomiaru aktywnosci oksydacyjnej ceruloplazminy osocza z wykorzystaniem o-dianidyzyny
jako substratu (metoda opisana przez Lehmannn i wsp. 1974 ) [5].

Pomiar aktywnosci oksydacyjnej w skrocie przebiega w nastepujacych etapach:

1. nalezy przygotowac¢ dwie probdwki, z ktorych kazda zawiera po 0,7 ml buforu octanowego (pH=5,
sita jonowa 0,1), 0,05 ml osocza i 0,2 ml odczynnika o-dianizydyny (250 mg/dl).

2. Reakcje zatrzymuje sie po 5 i 15 minutach od dodania do probéwek 2 ml kwasu siarkowego
(9mol/L).

3. Absorbancje koncowego czerwonego roztworu nalezy mierzy¢ przy 540 nm w 1cm kuwetach. Jako
probe slepa (blank) stosuje sie dejonizowang wode.
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Fig. 1. Spectral absorbance curves of the acidified colored

reaction product obtained on oxidation of o-dianisidine dihy-
drochioride

Zdjecie: Lehmann H.P., Schosinsky K.H., Beeler M.F., 1974. Standardization of Serum
Ceruloplasmin Concentrations in International Enzyme Units with o-Dianisidine Dihydrochioride as
Substrate. CLINICALCHEMISTRY, Vol. 20, No. 12, 1974.



o-Dianizydyna utlenia sie przez dodanie 0,05 ml nadtlenku wodoru i 0,01 mg peroksydazy do 0,75 ml
buforu octowego (pH=5) i 0,2 ml odczynnika o-dianidyzyny. Roztwér inkubuje sie w 30 st.C do
momentu zakonczenia reakcji (2 min). Nastepnie, dodaje sie 2 ml 9mol/L kwasu siarkowego,
w wyniku czego otrzymuje sie kolorowy roztwor, ktérego absorbancje mierzy sie przy 540 nm
w 1-cm kuwetach wzgledem blanku z dejonizowanej wody [5].

W trakcie badan przeprowadzonych przez Park Y. I wsp. (2009) okreslono aktywno$¢ oczyszczonej
ceruloplazminy, ktéra byta optymalna w 100 mM buforze octanowym w pH=5.0. Oczyszczona
ceruloplazmina wykazywata aktywnosc oksydazy rowna 200 U/L w przeliczeniu metoda Lehmann
i wsp. (1974) [1].

Metoda stosowang rutynowo do pomiaru ceruloplazminy jest manualny test z O-dianizydyng, ktérego
czuto$¢ wynosi ok. 6U/L (ze zmiana absorbancji 0,01) oraz gérna granica pomiaru wynoszaca 400
U/L. Detekcje wykonuje sie przy dtugosci fali réwnej 540 nm oraz w temperaturze 30st.C [3].

U ludzi ceruloplazmina wykorzystywana jest w celach diagnostycznych do wielu réznych schorzen ,
w tym: reumatoidalnego zapalenia stawow, choréb watroby, chronicznych infekcji czy choréb
genetycznych (wspomnianej juz choroby Wilsana) i nowotwordw.

U zwierzat domowych, ceruloplazmina stuzy do okreslania stopnia niedoboru miedzi. Zwierzeta ze
zdiagnozowanym niedoborem miedzi traktowane preparatami z miedzig wykazuja zwiekszona
aktywnos$¢ ceruloplazminy oraz stezeniem miedzi we krwi [6].

Blakley B.R i Hamilton D.L. (1985) przedstawili metode pomiaru aktywnosci oksydacyjnej
ceruloplazminy w osoczu lub surowicy za pomoca metody kolorymetrycznej. Utlenianie
p-fenylenodiaminy przez ceruloplazmine mierzono w probkach, ktére poddano 1-godzinnej inkubacji
w temperaturze 37 st.C w pH=6.0. Po uptywie czasu inkubacji, reakcje zatrzymano przez dodanie
azydku sodu. Nastepnie, aktywnos$¢ enzymu okreslono przez zmierzenie absorbancji utlenionego
produktu, wykorzystujac w tym celu spektrofotometr [6].

W czasteczce ceruloplazminy wystepuje od 6 do 7 atoméw miedzi(II), ktédre wystepuja w 3 typach.
Kazdy typ rézni sie sposobem wigzania z resztami aminokwasowymi, co ma swoje pzretozenie na
réznice we wlasciwosciach centrow miedziowych.

Aktualnie, znanych jest trzy rodzaje atomoéw wystepujacych w czasteczce ceruloplazminy, ktére
opisano:

1. w czasteczce Cp wystepuja 2 atomy miedzi Cu(II) typu 1 tj.: 1a i 1b. Atomy te sa paramagnetyczne,
co znaczy, Zze wytwarzaja one wlasne pola magnetyczne, ale pola te wzajemnie sie znosza, przez
co nie wykazuja one namagnesowania. Dzieki takiej wtasciwosci mozliwe jest ich wykrywanie
metoda EPR (elektronowego rezonansu paramagnetycznego). Atomy typu 1 odpowiadaja za
niebieski kolor czasteczki ceruloplazminy.

2. 1 atom miedzi typu drugiego - jest on bezbarwny i paramagnetyczny (réwniez wykrywany metoda
EPR)

3. oraz dwa atomy typu 3 : atomy te tworza sprzezona antyferromagnetycznie pare, sa one
bezbarwne i nie da sie ich wykry¢ za pomoca EPR [7].

Oznaczanie zawartosci miedzi zwigzanej z czasteczka enzymu, wykorzystywane jest do
charakterystyki danego preparatu pod katem jego czystosci. Biorac pod uwage fakt, ze ze
wszystkich bialek, ktére moga wystepowaé¢ w danej probce, tylko ceruloplazmina zawiera miedz, jej
okreslenie bedzie $wiadczy¢ o czystosci Cp. Jednakze, nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ wystapienia
w preparacie miedzi pochodzacej z zanieczyszczen, ktdra nie bedzie zwigzana z czasteczka enzymu,



jednak bedzie obecna w preparacie. Tego typu miedZ na szczescie daje sie tatwo usunacé (
przepuszczenie preparatu przez zloze jonowymieniacza Chelex-100). Zaleta tego typu
jonowymieniacza jest to, ze nie narusza on miedzi zwiazanej z czasteczka ceruloplazminy, gdyz
atomy miedzi z Cp mozna usunac¢ dopiero, gdy probke zawiesi sie w silnie kwasnym srodowisku (np.
1 M kwas solny czy CCI3COOH) [7].

Oznaczanie miedzi w ceruloplazminie [7].

Jak juz wspomniano, w silnie kwasnym Srodowisku 1M roztworu HCI dochodzi do odszczepienia
miedzi z czasteczki ceruloplazminy, w wyniku czego powstaje dietyloditiokarbaminian sodu
(okreslany w skrdcie jako Na-DDTK). Na-DDTK w srodowisku zasadowym tworzy zo6tto zabarwiony
kompleks. Powstajgce zotte zabarwienie kompleksu jest proporcjonalne do zawartosci miedzi.

Wykonanie:

Jako materiat badany wykorzystuje sie roztwor ceruloplazminy (3ml), do ktérego nalezy dodac¢ 3ml
2M roztworu kwasu solnego (HCI), zas po 20-minutowej inkubacji do prébki dodaje sie 3 ml 20%
CCI3COOH. Po uptywie 10 minut prébke nalezy przesaczy¢, a do 3 ml otrzymanego przesaczu dodac
nastepujaco:

- 0,5 ml H20
- 1 ml stezonego roztworu NH3 (16% roztwdr amoniaku)

- 0,5 ml roztworu DEDK (0,1% roztwor Na-DDTK zalkalizowany amoniakiem do pH wynoszacego ok.
8)

W tak przygotowanej probce oznaczy¢ wartos¢ absorbancji (A) przy dtugosci fali réwnej A=440 nm,
uzywajac w tym celu kuwet o d=5 cm wobec wody (zastosowanej jako odnosnik w trakcie pomiaréw).
Nastepnie, po odjeciu wartosci absorbancji (A) dla préby kontrolnej odczytuje sie liczbe png miedzi
(Cu) z wykorzystaniem krzywej kalibracyjnej (badz oblicza sie ta ilo§¢ miedzi wykorzystujac
wspotczynnik kalibracji) [7].

Przygotowanie krzywej kalibracyjnej: do proboéwek odmierzyé¢ po 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 i 1 ml
wzorcowego roztworu o stezeniu 5 pg Cu/, nastepnie uzupeinic¢ je woda do objetosci 1,5 ml, po czym
do kazdej doda¢: 1ml 2M HCI, CCI3COOH, 1ml stezonego roztworu NH3 i 0,5 ml roztworu DEDK.
W probkach oznacza sie absorbancje (przy A440 nm) wobec wody. Po odjeciu wartosci absorbancji
dla probki kontrolnej, nalezy wykresli¢ krzywa kalibracyjna (gdzie na osi x odktada sie liczbe pg
miedzi) [7].

Kontrola: Jako kontrole przygotowuje sie probke zawierajaca: 1ml 2 M HCI, 1ml 20% CCI3COOH, 1,5
ml H20, 1 ml NH3, 0,5 ml 0,1% DEDK. W prébce tej oznacza sie absorbancje przy 440nm wzgledem
wody (odnosnik) [7].

Dostepna obecnie wiedza o strukturze ceruloplazminy, pozwolita na wyodrebnienie wielu znaczacych
fizjologicznych funkcji tego enzymu:

- bierze udziat w homeostazie zelaza

- odpowiedzialna jest za degradacje substratéw organicznych

- transport oraz sktadowanie miedzi - ceruloplazmina wigze ok. 95% miedzi w osoczu, podczas gdy
pozostatosci zwiazane sa =z albuming. Dowody na role ceruloplazminy w transporcie miedzi
i jej przechowywania pochodza z badan, w ktérych dozylne wstrzykiwano radioaktywna miedz,
oraz z powiazania ceruloplazminy z dwoma dziedzicznymi zaburzeniami transportu miedzi
(choroba Wilsona i zesp6t Menkesa).



- dziala antyoksydacyjnie (obrona przed stresem oksydacyjnym)
. utlenianie tlenku azotu [4].

Ceruloplazmina wykazuje maksimum absorbancji przy 610 nm. Jest miedzioproteina (zawierajaca
w czasteczce miedz typu 1) o charakterystycznym niebieskim zabarwieniu. Biatka wykazuja zdolnos¢
do absorpcji przy 280 nm, co uwarunkowane jest obecnoscia w ich czasteczkach aminokwasow
aromatycznych. Wskaznik stosunku absorbancji przy A=610 nm do wartosci A przy dtugosci fali
réwnej 280 nm (A610/ A280) jest bardzo odbrym kryterium okreslania czystosci preparatéw ,
w zwiazku z czym stosunek ten z powodzeniem moze byé wykorzystywany roniez do pomiaru
czystosci preparatéw ceruloplazminy, dla ktorej w przypadku ceruloplazminy ludzkiej stosunek ten
wynosi 0,046, zas dla Cp Sini i krowy miesci sie w granicach 0,050 do 0,052 [7].

Peparat ceruloplazminy moze by¢ rozdzielony elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym, dzieki
czemu mozliwe jest okreslenie jego czystosci. W celu wykrycia obecnosci biatka w preparacie, zel
poliakrylamidowy barwi sie barwnikiem Coomassie , zas w celu okreslenia aktywnosci oksydazowej -
zele barwi sie o-dianizydyna. Co wiecej, zele wybarwiane Coomassie juz po uptywie 30 minut
wykazuja obecnos¢ niebieskich pasm biatkowych (na jasnobrazowym tle).

Barwienie Coomassie nie wymaga odbarwiania zelu. Jezeli chcemy wykry¢ aktywnosé oksydazowa,
przygotowany zel poliakrylamidowy umieszcza sie w specjalnej mieszaninie reakcyjnej sktadajace;j
sie z 1ml 5% roztworu chlorowodorku o-dianizydyny i 3 ml 0,4 M buforu octanowego (o pH=5,5)
z dodatkiem 6 ml etanolu. Po 60-minutowej inkubacji, zel ptucze sie woda.

W tym przypadku na biatym tle zelu powinny wystepowac brazowo-czerwone pasma w miejscu
wystepowania ceruloplazminy. Jezeli bada sie swinska ceruloplazmine, nalezy spodziewac sie na zelu
4 pasm niebieskich (przy barwieniu barwnikiem Coomassie) oraz 4 pasm czerwonych (zele
wybarwione o-dianizydyna), ktére beda wystepowac¢ w tych samych miejscach co pasma niebieskie

[7].

Autor: Lidia Koperwas
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