
Medycyna Wet. 2006, 62 (6) 717

Praca oryginalna Original paper

Glukagon bêd¹cy antagonist¹ insuliny jest elemen-
tem specjalnego mechanizmu � �glukostatu w¹trobo-
wego�, dziêki któremu mo¿liwe jest utrzymanie sta³ej
koncentracji glukozy we krwi (26). Podczas niedobo-
ru glukozy glukagon mobilizuje potencjalne �ród³a
energetyczne ustroju, pobudza glukoneogenezê, gliko-
genolizê i lipolizê, przejawia te¿ dzia³anie ketogenne.

Lizosomy stanowi¹ jeden z najwa¿niejszych uk³a-
dów degradacyjnych komórek (18, 30, 31) wszystkich
krêgowców, owadów i morskich bezkrêgowców (29).
Ich cech¹ charakterystyczn¹ jest obecno�æ w ich wnê-
trzu enzymów hydrolitycznych, o optymalnym dzia-
³aniu w �rodowisku o kwa�nym zakresie pH (8). Za-
warte w lizosomach hydrolazy degraduj¹ substancje
poch³oniête przez komórkê (7, 20), odpowiadaj¹ za
usuwanie uszkodzonych organelli komórkowych,
uczestnicz¹ równie¿ w likwidacji komórki po jej �mier-
ci. Lizosomy s¹ miejscem reaktywacji wielu enzymów
i hormonów, a dziêki proteolizie kontroluj¹ te¿ sekre-
cjê komórek gruczo³ów dokrewnych (17).

Liczne badania wykaza³y znamienny wp³yw hormo-
nów na zachowanie siê aktywno�ci enzymów lizoso-
mowych, co tylko potwierdza kluczow¹ rolê uk³adu
lizosomowego w reakcjach adaptacyjnych organizmu
(5, 11, 13). W dostêpnym pi�miennictwie brak jest in-
formacji na temat wp³ywu egzogennego glukagonu na
aktywno�æ hydrolaz uk³adu lizosomowego.

Celem badañ by³o okre�lenie zmian aktywno�ci mo-
delowo wybranych enzymów lizosomowych � b-glu-
kuronidazy, N-acetylo-b-glukozaminidazy, katepsy-
ny D i katepsyny L w w¹trobie i nerkach myszy pod-
danych iniekcji farmakologicznych dawek glukagonu.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na 24 dojrza³ych p³ciowo sam-

cach myszy linii Swiss, o �redniej masie cia³a 18,2-20,3 g,
w wieku 8 tygodni. Zwierzêta pochodzi³y z Instytutu Ge-
netyki i Hodowli Zwierz¹t PAN w Jastrzêbcu. Myszy ¿y-
wiono mieszank¹ o standardowej � 16% zawarto�ci bia³ka,
której sk³ad opracowano w Instytucie Fizjologii i ¯ywie-
nia Zwierz¹t im. Jana Kielanowskiego PAN w Jab³onnie
k/Warszawy. Zapewniono im równie¿ sta³y dostêp do wody.

Myszy podzielono na grupê do�wiadczaln¹ i kontroln¹.
Myszy grupy do�wiadczalnej przez sze�æ dni, dwukrotnie
w ci¹gu dnia (8:00 i 18:00) otrzymywa³y w iniekcji do-
otrzewnowej glukagon w dawce 15 µg/kg masy cia³a. My-
szy grupy kontrolnej poddawane by³y iniekcji 0,9% roz-
tworu NaCl w objêto�ci 250 µl. Po 12 godzinach od ostat-
niej iniekcji myszy u�miercano i natychmiast pobierano
fragmenty w¹troby i nerek. W¹trobê perfundowano sch³o-
dzonym do temperatury 277,15 K roztworem 0,9% NaCl
i podobnie jak skrawki nerek zawieszano w 100 mM bufo-
rze fosforanowym o warto�ci pH 7,0 sch³odzonym do
277,15 K, w stosunku 500 mg tkanki/5 ml buforu. Ca³o�æ
homogenizowano w homogenizatorze z t³okiem teflono-
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wym przy 200 obrotach/minutê. Uzyskane homogenaty pod-
dawano wirowaniu ró¿nicowemu zgodnie z metod¹ (3).

W przygotowanych supernatantach oznaczono aktyw-
no�æ modelowych hydrolaz lizosomowych, tj. b-glukuro-
nidazy (b-GlcUr, EC 3.2.1.31) i N-acetylo-b-glukozamini-
dazy (NAG, EC 3.2.1.30) zgodnie z metod¹ podan¹ przez
(2) oraz aktywno�æ katepsyny D (Cath. D, EC 3.4.23.5)
i katepsyny L (Cath. L, EC 3.4.22.15) wed³ug (16).

Aktywno�æ b-glukuronidazy i N-acetylo-b-glukozamini-
dazy oznaczano, stosuj¹c syntetyczne substraty p-nitrofe-
nylowe ((4-nitrophenyl-b-D-glucuronide) i (4-nitrophenyl-
-N-acetyl-b-D-glucosaminide)). Aktywno�æ proteolityczn¹
katepsyny D oznaczano przy zastosowaniu 2% azokazeiny
rozpuszczonej w 6 M moczniku, jako substratu, prowadz¹c
15 minutow¹ preinkubacjê badanej próby z pepstatyn¹
o koñcowym stê¿eniu 0,5 µmola/litr. Aktywno�æ katepsy-
ny L oznaczano analogicznie, preinkubuj¹c badan¹ próbê
z substratem benzylo-fenyloalanylo-fenyloalanylo-dwuazo-
metanem (Z-Fe-Fe-DAM) o koñcowym stê¿eniu 5 µmola/
/litr. W uzyskanych supernatantach lizosomowych ozna-
czano te¿ poziom bia³ka ca³kowitego zgodnie z metod¹ (15).
Zastosowane substraty pochodzi³y z firmy Serva Feinbio-
chemica GmbH&Co., Heidelberg, Germany. Statystyczne
okre�lenie istotno�ci wp³ywu glutationu na aktywno�æ ba-
danych enzymów lizosomowych wykonano, stosuj¹c ana-
lizê statystyczn¹ wg testu istotno�ci t-Studenta-Fischera,
korzystaj¹c z programów SAS/STAT (1999-2001, User�s
Guide, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) oraz Origin (wer-
sja 5.0, Microcal Software Inc. Northampton, USA).

Eksperyment zosta³ zatwierdzony przez Komisjê Etycz-
n¹ do Badañ nad Zwierzêtami dzia³aj¹c¹ przy Instytucie
Genetyki i Hodowli Zwierz¹t PAN w Jastrzêbcu.

Wyniki i omówienie
Do cech lizosomów nale¿y odnie�æ niezwyk³¹ szyb-

ko�æ ich reakcji na dzia³anie czynników hormonalnych.
Po zadzia³aniu na organizm czynników obci¹¿aj¹cych,
lizosomy reaguj¹ bardzo szybko albo zwiêk-
szeniem ich ilo�ci, albo uwalnianiem zawar-
tych w nich hydrolaz do p³ynów biologicznych
(6, 19, 32). Do dzisiaj w lizosomach zlokali-
zowano blisko 100 ró¿nego rodzaju bia³ek en-
zymatycznych, obejmuj¹cych obok lipaz, gli-
kozydazy oraz znaczn¹ ilo�æ proteaz. Enzymy
te katalizuj¹ hydrolizê bia³ek ustroju, które
wystêpuj¹ najczê�ciej w postaci lipo- i gliko-
protein.

Z danych zawartych w tabeli 1 widaæ, ¿e,
w w¹trobie wp³yw iniekcji glukagonu okaza³
siê istotny w odniesieniu do reaktywno�ci
b-glukuronidazy i katepsyny L. Stwierdzono
wysoce istotne statystycznie obni¿enie aktyw-
no�ci b-glukuronidazy w w¹trobie (do 53%
warto�ci kontrolnych, z 0,51 do 0,27 nmol/mg
bia³ka/godz.), które mo¿e wskazywaæ na ob-
ni¿enie tempa jej biosyntezy lub spowolnienie
degradacji b-D-glukuronidów w hepatocytach
(22). Zmiany aktywno�ci b-glukuronidazy ob-
serwuje siê w wielu stanach patologicznych,

g³ównie w schorzeniach w¹troby oraz w chorobach no-
wotworowych (27).

Wiadomo, ¿e b-glukuronidaza jest egzoglikozyda-
z¹ dzia³aj¹c¹ wy³¹cznie na wi¹zania b-glikozydowe
glukuronidów (1, 10) i hydrolizuj¹c¹ naturalne i syn-
tetyczne b-D-glukuronidy na kwas glukuronowy i agli-
kon. Niedobór lub niska aktywno�æ b-glukuronidazy
oraz innych glikozydaz degraduj¹cych glikozamino-
glikany mo¿e staæ siê przyczyn¹ mukopolisacharydoz
lub mukolipidoz, zaliczanych do grupy schorzeñ spich-
rzeniowych (9). b-glukuronidazie przypisuje siê istot-
n¹ rolê, m.in. w uwalnianiu hormonów steroidowych
i innych biologicznie czynnych aglikonów z ich glu-
kuronidów, udzia³ w degradacji kwa�nych mukopoli-
sacharydów i dostarczanie glukuronianu do syntezy
kwasu askorbinowego (24, 25). Z uwagi na biologicz-
nie wa¿ne funkcje, oznaczanie aktywno�ci b-glukuro-
nidazy odgrywa te¿ istotn¹ rolê w diagnostyce klinicz-
nej (21).

Podawanie glukagonu wywo³a³o równie¿ statystycz-
nie istotne zmniejszenie aktywno�ci katepsyny L
w w¹trobie (do 83%, z 0,073 do 0,058 nmol/mg bia³-
ka/godz.) w porównaniu z aktywno�ciami w grupie
kontrolnej. Takie zachowanie �wiadczyæ mo¿e o de-
stabilizacji b³on lizosomowych i uwalnianiu hydrolaz
lizosomowych do innych frakcji cytoplazmy i przy-
spieszaniu w ten sposób procesów autodegradacyjnych
w komórkach. W w¹trobie badanych osobników nie
wykazano potwierdzonych statystycznie zmian aktyw-
no�ci N-acetylo-b-glukozaminidazy i katepsyny D.

W nerkach (tab. 1) iniekcje glukagonu okaza³y siê
istotne w odniesieniu do reaktywno�ci wszystkich ba-
danych enzymów. Aktywno�æ b-glukuronidazy zmniej-
szy³a siê istotnie (do 79%, z 0,431 do 0,346 nmol/mg
bia³ka/godz.), a N-acetylo-b-glukozaminidazy (do
40%, z 8,20 do 3,28 nmol/mg bia³ka/godz.). N-acety-

Obja�nienia: procentowe zmiany aktywno�ci b-GlcUr, NAG, Cath. D
i Cath. L wobec przyjêtych za 100% warto�ci aktywno�ci myszy kontrol-
nych; *p £ 0,05; **p £ 0,01; ***p £ 0,001; NS � wynik nieistotny statys-
tycznie

Tab. 1. Aktywno�æ b-glukuronidazy, N-acetylo-b-glukozaminidazy,
katepsyny D i katepsyny L (w nmol/mg bia³ka/godz.) w w¹trobie i ner-
kach myszy po iniekcjach glukagonu

myznE )lCaN(alortnoK nogakulG % F

abort¹W

b azadinorukulg- 330,0±15,0 180,0±172,0 35 ***

-olyteca-N b azadinimazokulg- 092,0±38,1 0 143,0±16,1 88 SN

DanyspetaK 310,0±650,0 100,0±340,0 68 SN

LanyspetaK 200,0±370,0 210,0±850,0 38 *

akreN

b azadinorukulg- 201,0±134,0 80,0±643,0 97 *

-olyteca-N b azadinimazokulg- 0 739,0±02,8 482,0±82,3 04 ***

DanyspetaK 120,0±660,0 500,0±470,0 711 1 *

LanyspetaK 200,0±490,0 100,0±011,0 221 1 *
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lo-b-glukozaminidaza jest hydrolaz¹ nale¿¹c¹ do gru-
py glikozydaz lizosomowych, hydrolizuj¹c¹ koñcowe
reszty b-N-acetylo-glukozaminidowe w naturalnych
oligosacharydach (24, 28). Stwierdzono, ¿e iniekcja
glukagonu mo¿e stymulowaæ fosforylacjê i uszkodze-
nie cytochromu P

450
 w mikrosomach hepatocytów (12,

23).
Katepsyna D jest heterogenn¹ proteaz¹, daj¹c¹ sze-

reg izoenzymów ró¿ni¹cych siê nieznacznie punktem
izoelektrycznym. Podawanie egzogennego glukagonu
wywo³a³o znamienny wzrost aktywno�ci katepsyny D
(do 117%, z 0,066 do 0,074 nmol/mg bia³ka/godz.)
oraz katepsyny L (do 120%, z 0,094 do 0,110 nmol/
/mg bia³ka/godz.) w nerce badanych myszy, wobec
warto�ci aktywno�ci w grupie kontrolnej. Zwiêksze-
nie aktywno�ci obu katepsyn w nerce po iniekcjach
glukagonu wskazywaæ mo¿e na nasilenie proteolizy,
której zadaniem jest m.in. dostarczanie substratów dla
ró¿nych rodzajów bia³ek. Przyczyn¹ wzrostu aktyw-
no�ci obu badanych katepsyn mo¿e byæ te¿ wzmo¿o-
na resorpcja aminokwasów uwalnianych z miê�ni. (4)
wykazali, ¿e podwy¿szona koncentracja glukagonu
z jednoczesnym obni¿eniem stê¿enia insuliny we krwi
powoduje uwalnianie z komórek miê�niowych znacz-
nych ilo�ci aminokwasów o rozga³êzionych ³añcu-
chach.

Iniekcje egzogennego glukagonu okaza³y siê istot-
ne w odniesieniu do reaktywno�ci b-glukuronidazy
i katepsyny L w w¹trobie oraz wszystkich badanych
enzymów w nerkach, co wskazuje na wysokie mo¿li-
wo�ci adaptacyjne lizosomów jako uk³adu skupiaj¹-
cego w swym wnêtrzu enzymy degradacyjne.
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