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Iscrpno je opisano bioloko znadenje cinka. Osobita paznja poklonjena
je istraZivanjima fizikalno-kemijskog stanja cinka i interakciji cinka sa
scrumskim proteinima. Detaljno je opisana ljevatka odnosno cinkova
groznica u svjetlu novijih eksperimentalnih radova i hipoteza o meha-
nizmu njezinog nastajanja.

Poznato je da ljevatka groznica, nazvana jos i cinkova groznica, po
svojim manifestacijama jako nali¢i na stanje koje se moZe izazvati pa-
renteralnim davanjem stranih bjelanéevina. S druge strane je poznato
da se neki metali veru sa stanovitim serumskim proteinima koji se nor-
malno nalaze u krvi i slu¥e kao fiziolo¥ki prenosioci metala npr. trans-
ferin je betar-globulin sa Yeljezom. Neki metali pak sa stanovitim bje-
lanevinama tvore i takozvanu abnormalnu komponentu seruma, npr.
kadmij stvara ¢ak i patolotku proteinuriju

Uzmemo li u obzir te &injenice mo¥emo reéi da su simptomi cinkove
groznice posljedica prisustva strane bjelantevine u tijelu, naime udahnuti
cink se vjerojatno vezao na neku u krvi normalno prisutnu bjelantevinu,
a ona se zbog te veze toliko izmijenila da je postala strana tijelu. Zbog
prisutnosti te strane bjelantevine mogli bi o¢ekivati da je u serumu ispi-
tanika koji su bili izloZeni parama cinka drugadija distribucija in vitro
vezanog %Zn na elektroforetski separiranim serumskim bjelanéevinama,
nego u serumu ispitanika koji nisu bili izloZeni parama cinka.

Ocita kontradikcija u objavljenoj literaturi navela je jo§ Okunewicka
i sur. (1) da ponovno ispitaju distribuciju cinka u plazmi. U vrlo pomno
izvedenim pokusima koristeéi ultracentrifugu i jednodimenzionalnu elek-
trofrezu autori su dosli do zaklju¢ka da je cink distribuiran u skoro pa-
ralelnom omjeru s relativnim postotkom prisutnih bjelanevina. Te re-
zultate oni dovode u vezu s ranije objavljenim rezultatima Uikbladha
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(2, 8),Wolffa (4-8), Gurda (9) i Guna (10). U suprotnosti s tim rezulta-
tima Uesell i Bearn (11) a kasnije Dennes 1 sur. (12) su opisali da je pre-
ferirana lokalizacija Zn u alfa globulinskoj regiji. Ispitivanje su izvr-
sili jednodimenzionalnom elektroforezom kod pH 8.6 in vitro obiljeZene
plazme sa $5Zn.

Prema postojecoj literaturi nema znalajnih razlika u distribuciji %Zn
bez obzira da 1i se obiljezavanje vr$i in vivo ili in vitro i da li se za
ispitivanje uzme plazma ili serum. Ovo je bio razlog zbog kojeg smo se
mi odluéili na in vitro obiljeavanje seruma sa %Zn; dio rezultata tog
rada ve¢ je objavljen (13, 14).

Zbog veé spomenutih razlika u rezultatima raznih autora, morali smo
obratiti osobitu pa’nju s obzirom na mocguée pogreSke koje se mogu do-
goditi kod upotrebe raznih elektroforetskih tehnika, koje sluze za sepa-
raciju bjelancevina.

U ovom prikazu iznijet ¢emo literaturne podatke opéenito o bioloskom
znalenju cinka, a zatim ¢emo u posebnom dijelu opisati rezultate onih
autora koji su ispitivali distribuciju %Zn u serumu ili plazmi. Osim toga,
posebno ¢emo se osvrnuti na problem takozvane ljevatke groznice ili cin-
kove groznice, patogeneza koje ni do danas jo$ nije potpuno razjasnjena.

Opéenito o bioloskom xnacenju cinka

Mikroelementi ili oligoelementi nalaze se u organizmu u koncentraciji
ispod 0,01% tjelesne tezine (15). Medu te elemente ubrajamo Zzeljezo,
bakar, mangan, nikal, kobalt, molibden, cink i neke druge.

Jo§ je 1869. godine Raulin (16) upozorio na neophodnost cinka za
rast gljivice Aspergillus niger. Nedostatak cinka dovodi do razlicitih
patolo$kih stanja kod nizih i vi§ih biljaka. Kod plijesni Neurospora
crassa nedostatak cinka dovodi do gubitka enzimatske aktivnosti hekso-
kinaze. Taj isti fenomen je primijec¢en i kod rajcice (16).

Rasprostranjenost cinka u 7ivim organizmima ispitivao je Lutz (17).
On je na¥ao da je cink prisutan u svim organima miSeva, macaka i ljudi
U radovima Shelina i sur. (18, 19) promatran je metabolizam cinka kod
miSeva i pasa. Naijaktivniji promet cinka je naden u jetri, bubrezima
i pankreasu. Najnizu aktivnost su primijetili u mozgu, skeletnim misi-
¢ima i ko%i, dok je aktivnost slezene, gastrointestinalnog trakta, pluca,
limfnih &vorova, kosti, srca i timusa bila osrednja. Nasli su da cink pro-
lazi i kroz placentu.

Prasad i sur. (20) navode da zbog nedostatka cinka kod miseva i Sta-
kora nastaju defekti u rastu, smaniena tezina i hipotrofija seksualnih
organa s hipofunkcijom. Kod doma¢ih zivotinia kroni¢ni manjak cinka
uzrokuje subnormalan rast i parakeratozna ofteenia koze, dermatitis
i atrofiju seminifernih tubula (21). Deficit cinka kod Zivotinia produzuije
apsorpciiju glukoze iz gastrointestinalnog trakta, smanjuje aktivnost cri-
jevne fosfataze dok se aktivnost fosfataze kostiju ne mijenja, a sma-
njuje proteolititku aktivnost pepsina i tripsina, kao i aktivnost pankrea-
ti¢ne amilaze (22).
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Sli¢ne smetnje zbog nedostatka cinka opisane su i kod ljudi (23). Ne-
dostatak cinka mozZe biti uzrokovan prehranom bez zZivotinjskih proteina,
zbog gubitka krvi, kao i gubitka cinka znojenjem npr. u tropskoj klimi.
Tijelo odrasla ¢ovjeka sadrzi priblizno 2 g cinka. TeSko je usporedivati
rezultate za pojedine organe, jer se navedene vrijednosti jedamput od-
nose na svjeze stani¢je, a drugi put na opepeljeno tkivo. Organi ¢ovjeka
i drugih kraljeZnjaka sadrze 10-200 ug cinka po gramu opepeljenog tki-
va, a jetra i kosti 60-180 g po gramu svjezeg stani¢ja, dok normalna
prostata oko 900 xg po gramu suhe tvari. Osobito se isti¢e visoki sadrzaj
cinka u retini 500 x a i 1000 ug ili ¢ak 5000 ug po gramu svjeZeg sta-
ni¢ja u irisu riba i sisavaca (21).

Kad su Keillin i Mann 1940. godine (24) ustanovili da je cink sasto-
jak enzima karboanhidraze naglo je porastao interes za proutavanje tog
metala u biolo$kim sistemima.

Uallee (21) navodi ove enzime kao cink-metalo enzime: karboksipep-
tidaze govedeg pankreasa, karboanhidraza govedih eritrocita, alkoholde-
hidrogenaza iz kvasca, alkoholdehidrogenaza iz jetre, glutamindehidro-
genaza govede jetre, mlije¢na dehidrogenaza misiéja kunica, alkalna
fosfataza bubrega svinje. U najnovijoj literaturi (25) spominje se oko
dvadeset enzima koji sadrze cink ili im je cink neophodan za enzimsku
aktivnost.

Cink-metaloenzimi sadrZe cinkove atome vezane na proteine. Agensi
koji vezuju cink inhibiraju enzimatsku aktivnost §to dokazuje da je pri-
sutnost cinka esencijalna za aktivnost enzima.

Karboanhidraza izolirana iz eritrocita ¢ovjeka sadrzi cinka u sastavu
molekule, a katalizira reakciju CO2 +H20 & H2COs . Prisutnost cinka
je esencijalna za tu reakciju. Cink sé nalazi i u gastrointestinalnoj sluz-
nici i epitelu mnogih Z#lijezda u organizmu (21). U dechidrogenazi mli-
jecne kiseline cink igra vaZnu ulogu kod pretvaranja pirogrozdane kise-
line u mlijednu i obratno. Cink se vrlo lako veZe s inzulinom, ali nije
esencijalan za njegovo djelovanje. On se resorbira u tankom crijevu i u
plazmi se nalazi vezan na bjelantevine, a od toga je treéina vezana sta-
bilno, a dvije treéine labilno (21, 22).

Fizikalno kemijska ispitivanja su pokazala da je cink u plazmi vjero-
jatno vezan na aminokiseline, peptide i proteine (26). Koncentracija cin-
ka u krvi varira od 700-800 /(g/IOO ml, od toga se u plazmi nalazi 22%,
u eritrocitima 75% a u leukocitima 3%. Analize pokazuju da su ekviva-
lentne koli¢ine cinka u serumu i plazmi, a to znali da cink i n]egovo
kretanje nije vazno za gru$anje krvi (21).

Wolff (5) je odredio cink u serumu 100 zdravih ispitanika i nafao da
se vrijednosti kreéu izmedu 150 i 250 ug®o cinka. Kasnije je isti autor
(6) nafao neSto niZe vrijednosti 100-160 1g%o cinka u serumu. Nisu za-
paZene dnevne ili sezonske varijacije cinka u serumu, niti razlike s obzi-
rom na spol i dob, a ni znadajne varijacije u trudnodi.

Normalne vrijednosti serumskog cinka po razlilitim autorima iznesene
su u tablici 1.
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Tablica 1.

Normalne vrijednosti cinka w serumu

Kolic¢ina Autor Godina ‘ li]%;;)zjltllllri
124 £ 16 ug'o Vikbladh 1950 2)
100 — 160 ug® Wolff 1950 | (5)
102 = 13 ug'ho | Prasad 1963 J (20)
60 — 148 ug% | Olson L1968 | (27)
44 — 100 ug®o | Stojanovski— | 1968 (28)

‘ | Bubanj ‘

Iz tablice se vidi da su noviji podaci nizi 1 vjerojatno realniji zbog
usavrsavanja metodike i eliminacije kontaminiranja.

U pojedinim patoloskim slutajevima dolazi do odstupanja vrijednosti
serumskog cinka od normale. Pad serumskog cinka je naden u anemi-
jama, akutnom hepatitisu 1 cirozi jetre (22), dok je porast koncentracije
cinka naden u hipertireozi, poliglobuliji i eozinofiliji (6). Kahn i sur. (29)
objasnjavaju ovo sniZenje serumskog cinka kao posljedicu sniZenja kon-
centracije proteina koji veZu cink, a povi¥ene vrijednosti su rezultat
oslobadanja cinka iz encima u oSte¢enim jetrenim stanicama ili povise-
njem koncentracije proteina koji vezu cink.

Covjek normalno treba uzimati u hrani 10-15 mg cinka na dan (22).

Urinom izluceni cink varira prema kolidini primljenog cinka, a ovisi
i o volumenu urina. Prema Ualleu (21) normalna vrijednost izluéenog
cinka u urinu iznosi 440 + 120 #g/24 sata.

Kod cirotitara i bolesnika s hepatitisom izlu¢ivanje cinka je povifeno,
a moZe se pripisati ofte¢enju stanica jetre, pa je serumska koncentracija
snizena, a urinska koncentracija povisena.

Prasad i sur. (20) su ispitali nestajanje cinka iz plazme mjerenjem
koncentracije ®Zn u plazmi pradenjem izludivanja u urinu i fecesu.
Plazmatski %5Zn nestaje iza dvanaest sati. Uallee (21) navodi da se glav-
ni dio cinka primljen hranom izlutuje stolicom i to 5,1 do 10,3 mg na
dan veé prema primitku.

Spencer i sur. (30) 1965. godine su pratili ekskreciju 1 retenciju %5Zn.
Bolesnicima oboljelim od raka intravenozno je dana doza od 100 xC
%Zn. Oni su nadli da koncentraciia %Zn u plazmi brzo opada, dok kon-
centracija u krvi ostane visoka. Nakon 24 sata odnos koncentracije %7Zn
u krvi i plazmi iznosi 3 : 1, a dalic koncentracija u krvi postupno raste
Cetiri tjedna. Glavni put izludivanja %5Zn je intestinalnim traktom. Jetra.
slezena i bubrezi najiate apsorbiraiu %Zn, a vremenom u njima koncen-
fraciia %Zn opada. Zlijezde, ukljuéuiuéi tu pankreas i prostatu, apsor-
biraju relativno mnogo %Zn, ali ipak manje od jetre i bubrega. U tan-
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kom 1 debelom crijevu je takoder bila relativno visoka koncentracija
67Zn. Halsted 1 Smith su u najnovijem radu (25) mjerili koncentraciju
cinka u plazmi kod zdravih odraslih ispitanika, kod zdrave djece, kod
bolesnika s razli¢itim bolestima, kod trudnica i kod zena koje su per-
oralno uzimale kontraceptivna sredstva. Koncentraciju cinka u plazmi
mjerili su metodom atomske apsorpcije. Srednja vrijednost koncentra-
cije cinka u plazmi za zdrave ispitanike iznosila je 96 = 12 1g/100 ml
plazme, za zdravu djecu 89 £ 13 ©g/100 ml plazme. Koncentracija cin-
ka u plazmi bila je konstantna bez signifikantne varijacije s obzirom na
spol, uzimanje hrane ili varijacije diureze.

Abnormalno niske vrijednosti nadene su kod bolesnika s alkoholnom
cirozom, kod drugih tipova bolesti jetre, kod aktivne tuberkuloze, kod
zapustenih ulcera, uremije, prije 1 poslije jednokratne hemodijalize, mio-
kardijalnog infarkta, netuberkulozne pluéne infekcije, Downovog sin-
droma, cisti¢ne fibroze s retardacijom rasta, kod patuljastih iranskih se-
ljaka, u trudnica, i kod Zena koje su peroralno uzimale kontraceptivna
sredstva. Kod cisti¢ne fibroze bez retardacije u rastu i kod inaktivne tu-
berkuloze, nije bilo signifikantnog pada. U tom istrazivanju autori (25)
nisu na$li ni jedno stanje kod kojeg bi ispitanici imali poviSenu koncen-
traciju cinka u plazmi.

Kod nas su Kallai i sur. (31) objavili vrijednosti cinka u serumu kod
83 bolesnika s razlititim bolestima jetre (10 s opstruktivhom Zuticom,
33 s akutnim virusnim hepatitisom i 40 s cirozom jetre). Kod 10 bolesnika
s opstruktivnom Zuticom bile su normalne vrijednosti cinka u serumu.
Normalne vrijednosti su bile i kod 28 od 33 bolesnika s akutnim viru-
snim hepatitisom. Srednja vrijednost za cink u serumu kod te grupe bo-
lesnika iznosila je 73,15 g, sa standardnom devijacijom *24,75 1g%o:
nije bilo signifikantne devijacije vrijednosti cinka u serumu tih rezultata
od onih iz normalne grupe (P <C0,10). Kod 40 bolesnika s cirozom jetre
koncentracija cinka u serumu iznosila je od 17,7 do 77,2 ug%%u, sa sred-
njom vrijednosti od 47,0 «g%o i standardnom devijacijom =+ 14,93 g
cinka. Statisti¢ka obrada vrijednosti cinka u serumu bolesnika s cirozom
pokazala je statistitki signifikantan pad u odnosu prema normalnoj
grupi (P < 0,01). Upravo izasla publikacija Kallaia i sur. (32) odnosi se
na odredivanje cinka u urinu i serumu bolesnika s alkoholnom dekom-
penziranom cirozom jetre. Ispitano je 46 bolesnika i 30 normalnih oso-
ba. Izluivanje cinka bilo je odredeno u 24-satnoj koli¢ini urina kod 45
bolesnika i kod 32 normalne osobe. Statisti¢ka obrada rezultata bolesnika
s cirozom jetre u usporedbi s kontrolnom grupom, pokazala je signifi-
kantan pad cinka u serumu (P <C0,01), i istovremeno jedan porast izlu-
tivania cinka u mokraéi bolesnika s cirozom jetre (P <<0,05). Kallai i
cur. (82) unozoravaju da se smanjena koncentracija cinka u serumu na-
$la i kod drugih bolesti jetre, pa prema tome odredivanie cinka kod bo-
lesnika s alkoholnom cirozom jetre ima ogranitenu vrijednost za dife-
renciialnu dijagnozu unutar ostalih testova funkcije jetre. S drt.lge stra-
ne, dijagnosti¢ka vrijednost odredivanja cinka u mokraci, koja je u vrlo
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sirokoj oscilaciji, sasvim je nesignifikantna. Vrijednosti cinka u mokraéi
mogu dati informaciju o poremeéenom metabolizmu cinka kod tih bole-
sti jetre samo zajedno s rezultatima cinka u serumu.

Cink i serumski proteini

Problemom fizikalno-kemijskog stanja cinka u plazmi, problemom nje-
govog vezanja na proteine i konacno problemom njegovog transporta u
plazmi bavilo se mnogo autora (1-12, 19-38, 45-46), ali ipak ti problemi
nisu ni izdaleka dovoljno istraZeni.

Gurd i Goodman (9) su jo§ 1952. g. ispitivali interakciju cinka s hu-
manim serum albuminom. Ispitivanja su vriili s nepuferiranom otopinom
proteina u 0,15 M natrijevom nitratu varirajuéi koli¢ine natrijevog hi-
droksida i cink klorida. Te otopine su podvrgli ravnote?noj dijalizi na
0° C, a nakon 48 1 72 sata su odredivali cink unutar i izvan vreéice za
dializu. Prema njihovoj interpretaciji cink se veZe na imidazolne grupe
histidina u albuminu i to u proporciji od jednog cink iona na jednu
imidazolnu grupu.

Uallee (21) je 1959. godine referirao da je nepoznata egzaktna ka-
rakteristika, broj i funkcija cink proteina. Taj autor s grupom istrai-
vaca jo$ 1 danas intenzivno radi na otkrivanju cink proteina. Tako su
Himelhoch i sur. (38) ispitali dijalizirani humani serum. Separaciju su
vriili na kromatografskoj koloni DEAE celuloze u gradijentu koncen-
tracije od 0,005 M do 0,3 M jantarne kiseline i uz gradijent koncen-
tracije 0,04 M do 0,8 M Trisa. Na osnovi koncentracije proteina dobilo
se vise frakcija, koje su oznaene slovima od A do H. Te frakcije su bile
liofilizirane i kvantitativno preneSene u platinske lontiée za spaljivanje.
Spaljivanje je trajalo 24 sata na 450° C. Pepeo je otopljen u dvije kapi
dusi¢ne kiseline i ponovno spaljivan na 500° G dva sata. Tako je dobiven
bijeli lako topivi pepeo. Spektrografska mjerenja i svi ostali postupci su
bili provedeni uz kontrolu zbog moguée kontaminacije, a napravljen je
i slijepi pokus cijelog sistema radi kontrole purifikacije kemikalija. Kon-
centracija metala je odredena atomskom apsorpcijom i emisionom spek-
troskopijom.

Za cink je nadeno da se nalazi u tri frakcije — D1, D2 i F. Te frakcije
su ispitane na enzimatsku aktivnost onih enzima za koje se znalo da
sadrze cink. Budu¢i da niti jedna frakcija nije pokazala enzimatsku
aktivnost dehidrogenaze mlije¢ne kiseline, alkalne fosfataze, karboksi
peptidaze ili dehidrogenaze glutaminske kiseline, autori pretpostavljaju
da se radi o do sada nepoznatim cinkproteinima.

Tek nedavno su Parisi i Uallee (34) objavili da su uspjeli izolirati iz
humanog seruma alfas-makroglobulin koji sadr#i cink. Makroglobulin(I)
je separiran od manjih plazma proteina(1l) gel filtracijom na zrncima
agaroze. Cink je odreden u obadvije frakcije. Jedan cink-alfaz-makro-
globulin je separiran iz (I) i identificiran imunoelektroforezom. Cink u
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(I1) asociran je uglavnom s albuminom i nije dalje ispitivan. Nekoliko
jako prodiséenih uzoraka tog alfas-makroglobulina iz humanog seruma
ili plazme sadrzavali su od 400-700 «g cinka na gram proteina. To je
prvi cink metalo-protein koji je proliS¢en i identificiran iz humanog
seruma. Treba jo$ ispitati njegove funkcije i eventualne promjene u
patoloskim stanjima.

Prasad i sur. (35) su ispitali vezanje cinka u humanom serumu, kori-
stedi se ultrafiltracijom i markiranjem seruma sa %5Zn. Prasad i sur. (35)
su nasli da je molarni udio Zn/protein najvec¢i za ceruloplazmin, signi-
fikantan iznos Zn bio je vezan na albumin, transferin i 1gG globulin.
Oni predpostavljaju da se Zn veZe na dva razli¢ita mjesta na albumin,
a jedno od ta dva mjesta ima znatno veéi afinitet prema Zn. Osim toga.
isti autori, ispitali su vezanje cinka na amino kiseline u serumu i nasli
da se cink osobito veYe na histidin, glutamin, treonin, cistin i lizin, pa
prema tome amino kiseline mogu imati znatajnu ulogu u bioloskom
transportu cinka.

Uikbladh (2, 3) je nadao da u humanom serumu postoje dvije frak-
cije cinka, jedna frakeija je lagano vezana i moZe se ekstrahirati diti-
zonom u acetonu, a druga je ¢vrsto vezana na proteine seruma i ne moze
se ekstrahirati ditizonom. Oko 60% cinka u serumu je lagano vezano,
a oko 40%s je ¢vrsto vezano na proteine.

Sli¢ne rezultate je dobio i Wolff (8) koristeti adsorpciju cinka na alu-
minijev oksid. U istom radu bila je ispitana distribucija %Zn u elektro-
foretski odvojenim frakcijama serumskih proteina, a ispitana je i &vr-
stota veze %Zn s tim frakcijama seruma pasa. Psima je peroralno dan
cink-65 dobro izmije$an sa 50 ml mlijeka. Krv je uzeta nakon 3, 6, 9, 12,
18 ili 24 sati nakon poletka pokusa. Preparativnom elektroforezom na
papiru separirane su bjelantevine seruma kod pH 7,4 u Veronal-na-
trium-natrium-acetat puferu, jer su prema njihovom iskustvu kompleksi
cinka s bjelanlevinama u serumu stabilni samo kod fizioloSkog pH. Po-
micanjem pH u oba smjera ti kompleksi se u vetoj mjeri disociraju.

Nakon 10-15 minuta kada je psima peroralno dan %Zn u mlijeku,
dakle organski vezan, mogla se detektirati radioaktivnost u serumu. Tako
uzeti $Zn rasporedio se kako na albumine tako i na globuline, a osobito
na alfai i alfas-globulinske frakcije. Na albuminima je nadeno 36%o od
ukupnog aktiviteta %Zn u serumu i gotovo je sav $Zn lagano vezan.
Na alfai je 24% a na alfa:-globulinima je 27% od ukupnog aktiviteta
657Zn i gotovo je sav &vrsto vezan. Na betai-globulinima se nalazilo 8%
a na gama-globulinima 5% od ukupnog aktiviteta *Zn seruma.

Nakon zavrene resorpcije (6 sati) nalazilo se oko 300/ aktiviteta %5Zn
u albuminima, oko 25% u alfa: i u alfaz podrudju i oko 10% u betai
odnosno gama-globulinskom podruéju. U iduéih 6 sati zajednicki akti-
vitet seruma je pao za 60%o, a u frakciji albumina za gotovo 959/, dok
je u ostalim frakcijama taj pad iznosio od 40-50%. To pokazuje da
slabo vezani $Zn vezan prete’no u albuminskoj zoni brze nestaje nego
Syrsto vezani %Zn na alfas i alfas-globulinima. Taj slabo vezani cink
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je vjerojatno transportni oblik cinka u plazmi. Nakon 9 sati od potetka
pokusa, autori su zapazili porast aktivnosti %Zn na beta-globulinima;
medutim, u taj rezultat nisu sigurni zbog eventualnih metodi¢kih pogre-
Saka. Na zalost, 12 sati nakon pokusa mjerenje radioaktivnosti u serumu
bilo je na granici mogu¢nosti mjerenja.

Gunn i sur. (10) su intrakardijalno dali Zn Stakorima, a zatim su
clektroforetski ispitali ekskrete lateralnog, ventralnog i dorzalnog dijela
prostate. Istovremeno su uzeli iz srca uzorak krvi iz koje je prireden
serum. Separacija bjelantevina seruma izvi¥cna je jednodimenzional-
nom elektroforezom na papiru u toku 18 sati u veronalnom puferu pH
8.6. Radioaktivnost je bila detektirana u etiri glavne elektroforetske
trakcije seruma: albuminu, alfai, alfasz i beta-globulinima. Prema grafié¢-
kom prikazu najveéu aktivnost su detektirali u podrucju albumina. Ovdje
je vazno reéi da se maksimum aktivnosti %Zn ne poklapa s maksimumom
koncentracije albumina i da najpokretljiviji dio albuminske zone nema
“Zn. Pod istim elektroforetskim uvjetima $Zn apliciran kao ZnCl:
bez prisutnosti proteina putovao je samo oko 2,5 em prema anodi.

Uesell i Bearn (11) su uzeli 5 ml nehemoliziranog svjezeg seruma i
separirali jednodimenzionalnom elektroforezom na $krobnom ili polivi-
nilskom gelu u barbituratnom puferu pH 8,6. Oni su zapravo ispitivali
dehidrogenazu mlije¢ne kiseline, za koju su znali da sadr?i cink, pa su
kuni¢evu plazmu ili humanu plazmu in vitro obiliefili sa $57Zn usporedu-
ju¢i aktivnosti dehidrogenaze mlije¢ne kiseline i radioaktivnost %Zn u
separiranim frakcijama seruma. Kod obadvije vrste ispitanog seruma
nasli su dvije radioaktivne zone. U humanom serumu je veéa aktivnost
**Zn bila u malo pokretnom dijelu albumina, a maniji dio %Zn je mi-
grirao u zonu alfa:-globulina na mjestu gdje se nalazi alfas aktivnost
mlijeéne dehidrogenaze seruma.

Slitne rezultate pretesnog vezanja %Zn na alfa-globuline objavili su
Dennes i sur. (12). Humanu plazmu su obiljezili sa %Zn ravnote’nom
diializom. Tako obiliefenu plazmu podvrgli su Cohnovoi nisko-tempera-
turnoj tehnici frakcionirania i dobili ove frakcije: fibrinogen. beta i
2ama-globulin (plus protrombin i nlazminoeen), alfa i beta-globuline
s nedto albumina i albumin. U svakoi frakeiii su mierili koncentraciia
duSika i aktivnost %Zn. Rezultate su izrazili kao odnos (%Zn u frak-
ciii/mo dudika)/(65Zn u plazmi/me dudika). Tedino je frakciia koia se
sastojala od alfa i beta-globulina imala taj odnos veédi od jedinice
(1.53-2.74). Naimanii odnos je bio na albuminskoi frakciji.

Za ta isvitivanja koristili su jo¥ i jednodimenzionalnu elektroforezu
na paviru i $krobnom gelu u veronalnom puferu pH 8.6. Buduéi da su in
Vvivo i in vitro pokusima koristili cink-glicin otopinu. ispitali su utjecai
elicina na migraciju cinka u tom puferu. Oni su pokazali da $Zn pod
fim elektroforetskim uvietima putuie prema katodi oko 3 em, bez obzira
da 1i je apliciran na traku kao %ZnCl= ili kao 657n-glicin otopina (55Zn-
-glicin otopina je priredena ovako: 20 mg glicina u jednom ml vode
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dodano je otopini ZnCl: koja je sadrfavala %Zn, zatim je NaOH do-
davan da se podesi pH otopine na 7,4, Ovoj otopini je jo§ dodano 4,5 ml
vode i 42 mg NaCl).

fiumani serum (z ml) obiljezen je in vitro s tom®*Zn-giicin otopinom
(U,o m1) 1 nakon » minuta mijesanja uzorax je separiran jednoaimen-
Zionainom €leKirororezom na papiru. Albuminl su sadrzavali 22-838Y%,
dllai-globuiini Zo—34v/0, alraz-giobulini 43—20v/0, Deta globulimi 17/ 1
gama globulini 1%/¢ od totainog cinka-bs u plazmi. sad su autori 1zrazil
ove rezultate Kao odnos (“zn u proteinskoj iraxcijymg ausika)/ (" zn u
URUPLOJ plazmi/mg ausika), dobiii su ove odgovarajuce vrijednosti: za
albumin v,4-0,b; za altai 5,6-4,0; za altas 3,U=3,0; za beta 1,2—-1,5 1 za
gama-globuline 0,1.

U pokusu sa kuni¢evom plazmom nasli su da je 44-54%0 od ukupnog
%/n u plazmi na albuminima, 33-44"/0 na alra: 1 altaz-globulinima 1
8Y/0 na peta odnosno 1Yo na gama-globulinima.

Jedan sat ili tri sata nakon intravenozne mjekcije iste Zn-glicin oto-
pine, koja je sluzila 1za in vitro obiljezavanje plazme, ispitana je jedno-
dimenzionalnom elektrotorezom na papiru in vivo obiljezena plazma $ta-
Kora. lreba naglasiti da su rezultau 1z uzoraka iste plazme bili prilicno
razliciti osobito u beta-globuiinskoj irakciji. INije navedeno zbog ¢ega
Je radioaktivnost u altai 1 altaz-globulinima zbrojena, a izricito je receno
da je sadrzaj *’/Zn u altai i aitaz-globulinima bio podjednak. Prema
njibhovim rezultatima &ini se da gama-globulini nemaju znacajne uloge
u vezanju plazmatskog cinka, jer se u toj frakeiji nalazi vrlo mala aktiv-
nost, bez obzira da i su uzeti u ispitivanje serum ili plazma obiljezena
In vitro, ili plazma obiljeiena in vivo. Najveci dio aktivnosti %2Zn od
47-48"0 su nasli u alfa-globulinima, 5 minuta i 1 sat nakon injekcije
1zotopa. Albuminska frakcija je sadrzavala od 20-56% dok su beta-glo-
bulini imali raspon ¢ak 1-18%0 od ukupne radioaktivnosti u plazmi.

Da bi utvrdili da distribucija %Zn odredena s elektroforezom na pa-
piru nije uvjetovana eksperimentalnim uvjetima, isti autori su napravili
nekoliko elektroforetskih separacija u $krobnom gelu, a da nisu objasnili
zasto su upravo od te metode ofekivali potvrdu rezultata dobivenih
jednodimenzionalnom elektroforezom na papiru. Nekoliko uzoraka ku-
niceve plazme koji su dobiveni 5 minuta nakon injekcije %Zn separi-
rali su jednodimenzionalnom elektroforezom na ¥krobnom gelu, pa su
dobili ove vrijednosti: alfas-globulini 48%/s, albumini 36%/0, beta-globulini
14%0 od ukupne radioaktivnosti u plazmi. Jedan sat nakon injekcije
9Zn alfaz-globulini sadrie 57%, albumini 129/ a beta-globulini 26%/0.
Rezultati su izraZeni kao postotak od ukupnog %Zn na traki $krobnog
gela. Gama-globulini su imali vrlo malu radioaktivnost od 1% ili jos
manje.

Otita kontradikcija u do tada objavljenoj literaturi navela je Oku-
newicka i sur. (1) da ponovno ispitaju distribuciju lagano vezanog 5Zn
u cirkuliraju¢oj plazmi. Pozivajuéi se na radove Uikbladha (8), Wolffa
(7) i Gunna (10) oni zakljutuju da je lagano vezani %Zn u cirkulirajuéo;
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plazmi rasporeden izmedu albumina i globulina u gotovo paralelnom
omjeru u kojem su zastupljenc i relativne koncentracije odnosnih pro-
teina. U suprotnosti s tim, navode rezultate Uesella i Bearna (11) kao i
Dennesa i sur. (12) prema kojima je (kako je to ve¢ opisano u ovom
pregledu) Zn preteZno vezan u alfa-globulinskom podrucju.

U istom laboratoriju su Okunewick i sur. (36) 1962. prvi put pokazali
da je u vremenu od jednog sata nakon intravenozne injekcije %ZnClz
Stakorima, sav $Zn u obliku lagano vezanog cinka vezan na proteine
plazme. To je bio razlog da su u idu¢em radu (1) odabrali $takora kao
pokusnu #ivotinju. U tom pomno izvedenom radu Okunewicka 1 sur. ko-
ridtena je ultracentrifuga 1 jednodimenzionalna elektroforeza na papiru
kao analiticke metode da se ponovo ispita distribucija Zn u plazmi
stakora.

Nakon injekcije $ZnClz u cirkulirajuéu plazmu, u odredeno vrijeme
#rtvovano je po 4 $takora, a plazma je odvojena laganim centrifugira-
njem. Tako dobivene plazme su pomijesane, stavljene u preparativnu
ultracentrifugu na 70.000 g i ultracentrifugirane 8 sati. Jedino je za
nulto vrijeme napravljena iznimka od obiljeZavanja plazme in vivo.
U nultom vremenu radiocink je direktno stavljen u plazmu, pomijesan
i in vitro inkubiran jedan sat na 37° C. Ultracentrifugom su dobivene
tetiri frakcije plazme. Analiza frakcije na proteine izvrSena je jedno-
dimenzionalnom elektroforezom na papiru u veronalnom puferu pH 8.6.
Radioaktivnost frakcija dobivenih ultracentrifugom mjerena je scintila-
cionim brojatem. Aktivnost ¥Zn je gotovo totno slijedila iznos bjelan-
tevina u tim frakcijama. Nije zapaZena razlika izmedu in vivo i in vitro
obiljezene plazme.

Buduéi da radioaktivnost slijedi koncentraciju bjelancevina, oni su za-
kljutili da ni jedna bjelantevina u frakcijama plazme nema izrazitog
afiniteta za vezanje $5Zn, barem ne u toku prvog sata nakon injekcije
radioaktivnog cinka. Isti autori su jo$ ispitali utjecaj intrakardijalno
injiciranog albumina, alfa-globulina ili gama-globulina obiljezenih in
vitro sa %Zn, na izludivanje cinka. Obiljezavanje plazme je izvrSeno
inkubiranjem 4 sata na 87° C kod pH 6,9 u »Tyrode« otopini, a zatim
je iniciran %Zn-protein ili obiljeZena plazma, nije bilo razlike u kolic¢ini
657Zn u cirkulirajuéoj plazmi. To je protumaceno da ni jedna od injici-
ranih frakcija nije imala veéi afinitet prema %Zn od plazme.

Buduéi da su Zeljeli rijediti kako je doslo do postulirane lokalizacije
radioaktivnog cinka u alfa globulinskoj regiji Okunewick i sur. su in
vitro obiljeZili proti$éen albumin i gama-globulin sa %Zn. Dvije jedno-
dimenzionalne elektroforetske separacije na trakama filter papira na-
pravljene su kod pH 8,6 u veronalnom puferu. Prva separacija je tra-
jala samo 4 sata, a druga 16 sati. Poslije 4 sata 23,5%o izotopa se nala-
zilo u albuminskoj regiji, 8,6% u gama-globulinskoj regiji, a 68,3%
u podrutju gdje nije bilo proteina. Nakon 16 sati odgovarajuce vrijed-
nosti su bile 3,1%, 13,8/ i 83,1%. Takvo ponaSanje %Zn za vrijeme
clektroforeze oni tumate moguénodéu otpudtanja $Zn za vrijeme elek-
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troforeze. U prilog toj interpretaciji navode rad Gurda i Goodmana (9)
u kojem je opisano da vezanje cinka na albumine ovisi o pH. Uesell je
u osobnom saopenju autorima (1) naveo da je nasao kako in vitro
vezanje cinka ovisi o pH, 1 da je maksimum vezanja oko pH 7,4 a da se
kod pH 8,6 oko 16%0 cinka moze dijalizirati. Okunewick i sur. smatraju
da su iza albumina ostali slobodni ioni cinka i to u formi u kojoj bi
normalno trebali putovati u suprotnom smjeru od albumina.

Racoveanu i sur. (37) su kuni¢ima intraperitonealno davali $ZnCle
Dva sata kasnije uzimani su uzorci krvi i jetre, punkcijom srca odnosno
jetre. Za %Zn su nasli da je vezan na proteine seruma u takvoj formi
da se ne moze dijalizirati kod pH 8,6 kroz celofansku membranu, prema
TRIS-fosfatnom puferu. Frakcioniranje bjelandevina su izvrsili na
DEAE celulozi u pH i molarnom gradijentu TRIS-fosfatnog pufera.
Eluatima je odredena radioaktivnost, a zatim spektrofotometrijski sadrzaj
proteina na 280 mu i sadrzaj cinka na 328 mgu. NaJal\tlvm]e frakeije
efluenta dijalizirane su prema destiliranoj vodi, liofilizirane i elektro-
foretski komparirane s punim serumom. Za ta ispitivanja koriStena je
jednodimenzionalna elektroforeza na papiru i agar-gelu. Najaktivnije
liofilizirane frakcije pokazale su sli¢nu distribuciju %Zn kao i injicirani
serum. Analize efluenata su pokazale da neke frakcije imaju odredenu
tendenciju vezanja %°Zn. Isti fenomen je zapaZen spektrofotometrijskim
mjerenjem cinka u istim uzorcima efluenata. Frakcija s maksimalnom
radioaktivnosti bila je alfaz-globulin dok je radioaktivnost nadena jo§ i
na albuminima i alfai-globulinima. Racoveanu i sur. (87) su elektrofo-
retski nasli da je oko 80%o aktiviteta %Zn distribuirano podjednako iz-
medu alfai-globulina i albumina i da je ostatak na alfa-globulinima.
dok beta- i gama-globulini prakti¢ki nisu sadrzavali radioaktivnost. Na
osnovi elektroforetskih separacija proteina izratunata je specifi¢na aktiv-
nost svake proteinske frakcije. Za jedinicu je odabran albumin, a prema
tome su alfai-globulini sadrzavali 7,4 puta veéu specifitnu aktivnost od
albumina, odnosno pet puta vecu od alfaz-globulina.

Fritze 1 Geitz (38) su ispitivali in vitro kontaminiran serum s mikro-
gramskim koli¢inama %Zn, %*Cu i s jo§ nekim metalima. Tako kontami-
nirane uzorke seruma su frakcionirali gel filtracijom sa 0,15 M amoni-
jevim acetatom na kromatografskoj koloni Bio-gel- 150. Tom kromato-
grafskom tehnikom se dobiju tri glavne frakcije proteina seruma. Prva
frakcija sadrzati betasy (19Sy-) i alfa=u-globuline, alfa i beta lipopro-
teine, druga frakcija 7 S gama-globulin, a tre¢a albumin.

Za %Zn je nadeno da se nalazi u efluentu sa %Cu i *Ga i to u albu-
minskoj frakciji. Na osnovi simetri¢nog rasporeda cinka u efluentu
albuminske frakcije Fritze i Geitz zakljutuju da se radi o metal -protein-
skom kompleksu.
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Ljevacka ili cinkova groznica

Otrovanja cinkom mogu biti posljedica uzimanja toksi¢nih koli¢ina
cinka hranom ili piéem, direktnog kontakta koZe cinkovim solima i inha-
lacije velikih koncentracija svjezih para cinkovog oksida.

Dodatak toksi¢ne kolic¢ine cinka hrani izaziva akutnu i prolaznu bolest
nakon nekoliko minuta poslije uzimanja. Simptomi su slabost, vrtogla-
vica, kolitis 1 proljev. Prekomjerno uzimanje cinka hranom ¢esto se moze
pripisati pripravi kiselih ZiveZnih namirnica (voce, sokovi) a posljedica
je velike topivosti cinka u njima (39).

Opcenito je ljudska koza tolerantna prema cinku, medutim, izlaganje
koze cinkovim solima, cink kloridu, cink fosfatu ili cink kromatu moze
imati za posljedicu ostecenje koze.

Ljevacku ili metalnu groznicu moze uzrokovati niz metala, a najcesce
cink, bakar 1 magnezij. Uz te se metale spominju aluminij, antimon, ni-
kal, kadmij, kositar, mangan, selen, srebro pa i zeljezo (49).

Buduéi da se cink tali na mnogo nizoj temperaturi (419° C) nego ba-
kar, to se cinkova para i dim pocnu stvarati prije nego se bakar potne
taliti. To je razlog zbog Cega se ovo oboljenje najce$ce naziva cinkova
groznica. dimptomi cinkove groznice su tresavica, bolovi u zglobovima.
mucnina, glavobolja, katkada zed, povisena temperatura, suhoéa u grlu,
kasalj, opca slabost 1 umor.

Medu laboratorijskim nalazima karakteristican je povisen broj leuko-
cita (12.000-16.000 mm?), a medu bijelim krvnim zrncima se isti¢e broj
cozinofilnih leukocita. Takvo stanje redovito traje 24 do 48 sati, nakon
¢ega dolazi do potpunog ozdravljenja.

Mehanizam nastanka cinkove groznice nije ni do danas uspjelo pot-
puno objasniti (40).

Proucavanja u SAD prije nesto vise od 40 godina (40) pokusala su pro-
tumaciti zasto se ljevacka groznica pojavljuje kod radnika izlozenih pa-
rama netom stvorenog cinkovog oksida, a ne pojavljuje se nikada kod
radnika izloZenih prasini cinkovog oksida, mada se taj potonji inhalira
u mnogo vetoj koncentracij nego isti spoj nastao kod lijevanja cinka.
Cinkov oksid u plahu se sastoji od Cestica koje su se medusobom spojile
pa su postale vece i teze i zbog toga lakse prijanjaju uz stijenku neke
cijevi, dok su Cestice nastale 0k31dac1]om vaporiziranog cinka suhe i sitno
dispergirane pa kad prolaze kroz cijev ne prijanjaju uz nju ¢ak ni onda
kad je cijev jako svinuta. Dakle pod optimalnim uvjetima cinkov oksid
»1n statu nascendi«, moZe kroz nos ili usta dospjeti u dusnik i ne zaustav-
ljajuéi se, dalje niz bronhe, doprijeti do krvne struje. Tako dospjele
Cestice metalnog oksida vjerojatno su vezane na neku bjelancevinu, koja
se zbog te veze toliko izmijenila da djeluje kao tijelu strana bjelanevina.
To potkrepljuju simptomi metalne groznice, koji se ne razlikuju od simp-
toma Sto ih izazove injekcija mlijeka ili neke druge strane bjelantevine.
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Osim radova Drinkera podaci o cinkovoj groznici u literaturi su vrlo
oskudni. Nakon ve¢ spomenutog rada Dimova (41) na Institutu za medi-
cinska istraZivanja i medicinu rada, 1969. godine je objavljen i rad
Hamdija (42).

Rezultati koje su dobili ta dva autora se uglavnom poklapaju $to se
tice anamnestickih podataka. U laboraiorijskim nalazima treba istaknuti
de je u radu Dimouva primijeten relativni porast cinka u serumu nakon
ekspozicije. Hamdi je pak naSao signifikantan porast cinka u krvnim tje-
leScima, ukupnoj krvi i u Zeluéanom soku kod radnika kroni¢no ekspo-
niranih parama cinka.

PokuSaj tumacenja nastanka cinkove, odnosno metalne groznice, na-
lazimo kod Letaveta i suradnika (43). Prema njihovu misljenju najsit-
nije Cestice cinkovog oksida raspolazu s izvanredno velikom kineti¢kom
energijom i elektricnim nabojem, pa zbog te velike fizikalno-kemijske
aktivnosti lako izazivaju deskvamaciju stanica sluznice bronha i alveo-
larnog epitela, izazivaju denaturaciju bjelantevina, koje onda kroz sti-
jenke alveola prodiru u krvotok, gdje djeluju pirogeno kao strane bje-
lanlevine.

Znatno kasnije. 1960. godine, McCord (44) primjenom imunoloskih
saznanja i1 analogijom pokuSava razjasniti mehanizam nastanka cinkove
odnosno metalne groznice. Autor pretpostavlja ovakav redoslijed mo-
guéih procesa kod nastajanja metalne groznice:

1. Netom stvoreni metalni oksidi su jako aktivni i lakie oSte¢uju tkiva,
nego veé sasvim formirani oksidi.

2. Kad ovi oksidi dospiju u didne putove djeluju nadrarujuée i iza-
zivaju upalu.

3. U tom procesu oslobada se histamin ili histaminu srodne tvari i
njithovo djelovanje dovodi do poletnog stanja koje moze biti »hista-
minski Sok«.

4. Osteceno respiratorno tkivo, stvarajuéi hipotetski metalni proteinat,
stvara alergen i dovodi do stvarania kompleksa antigen-antitijelo, §to
opet dovodi do alergijske reakcije u iduéoj ekspoziciji.

5. Bududi da je taj kompleks antigen-antitijelo (A) tijelu strana tvar,
dolazi do stvaranja antitijela (B).

6. Dolazi do sukoba djelovanja antitijela (A) i (B).

7. Prisutnost ili djelovanje antitijela (B) je kra¢eg trajanja nego anti-
tijela (B), i zahtijeva kontinuirano obnavijanje, a to se dogada konti-
nuiranim izlaganjem parama metala.

8. Kad nema trajne ekspozicije metalnim parama dominira kompleks
alergen-antitijelo (A) i nastaje alergijska bolest.

9. Kad postoji trajno izlaganje dominira antitijelo (B) tako da bolest
ne nastaje.

10. Kod pretjerane ekspozicije zastitni mehanizam nije dostatan i pre-
vladava bolest.
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Niti jedna od tih postavki nije dokazana, nego se mozda mogu samo
prema analogiji prihvatiti.

Posve novim pristupom u rjeSavanju problema mehanizma nastanka
cinkove groznice bavi se jedan od nas (Stilinovi¢) u svojem radu (18, 14).
Mo#e se, naime, poéi od pretpostavke da bez obzira na mehanizam na-
stanka cinkove groznice, vjerojatno u serumu ljudi cksponiranih parama
cinka postoji ta hipotetska sa cinkom izmjenjena bjelancevina. Ako je
tome tako, onda se pogodnom metodom frakcioniranja serumskih bjelan-
tevina ona dade i izolirati. Isti autor je naSao da su elektrokromatogra-
fija i kontinuirana elektroforetska separacija bjelancevina, kombinirana
s tehnikom radioaktivnog markiranja serumskih bjelanéevina izvanredno
pogodne metode za takva ispitivanja. Upravo je takvom tehnikom ispi-
tana distribucija %5Zn u serumskim proteinima, normalnog humanog se-
ruma, ispitanika koji nisu bili eksponirani parama cinka (45, 46). Kasnije
je istom tehnikom ispitana distribucija %Zn u serumskim bjelantevinama
ispitanika koji su profesionalno bili izloZeni parama cinka (13). U oba
ispitivanja obiljefavanje seruma sa %Zn bilo je in vitro. Nije bilo razlike
u distribuciji $Zn u serumskim proteinima koja se mogla o¢ekivati zbog
eventualne prisutnosti hipotetskog Zn-proteinata. Valja naglasiti da u
tim pokusima nije bilo niti jednog seruma ispitanika koji bi bio u akut-
noj fazi cinkove groznice.

ZAKLJUCAK

Biolosko znatenje cinka, kao oligo elementa, sve se intenzivnije istra-
¥uje. Danas se koncentracija cinka u serumu ili plazmi koristi u diferen-
cijalno dijagnosticke svrhe. Pa ipak nije ni izdaleka razja$njeno fizikal-
no-kemijsko stanje cinka u serumu ili plazmi, kao ni transportni oblik
cinka u tijelu, makar se tim problemom veé cijeli niz godina bavi vise
razli¢itih grupa istrazivala. U literaturi postoje podaci o distribuciji cin-
ka u serumskim proteinima, ali su olite razlike u navedenim rezultatima.
Te razlike treba pripisati primijenjenoj tehnici istraZivanja kako je to
vet bilo pokazano (45). U sklopu opée problematike interakcije cinka sa
serumskim proteinima, javlja se i problem nastanka cinkove groznice.
Uvid u fizikalno-kemijsko stanje metala i interakciju metal-protein, mo-
Yemo dobiti upotrebom radio aktivnog metala i kori$tenjem jedne od
elektroforetskih tehnika, elektrokromatografije ili kontinuirane elek-
troforeze.

I unatol tomu $to je primjenjena tako rafinirana tehnika za even-
tualno otkrivanje hipotetskog Zn-proteinata, za sada mehanizam nastan-
ka cinkove groznice jo§ uvijek ostaje u domeni spekulacije.
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Summary
METAL FUME FEVER, ZINC AND SERUM PROTEINS

A review of biologic significance of zinc is given. Particular attention is paid to
the investigations of its physico-chemical state and interactions of zinc with serum
proteins. Metal fume fever and zinc fever is described in details and in the light of
recent experimental works and hypotheses on the mechanism of its occurrence.
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