Medycyna Wet. 2006, 62 (6)

Praca oryginalna

mn7

Original paper

Zmiany aktywnosSci enzymow lizosomowych
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BOZENA WITEK, AGATA GRANICZKA, EWA OCHWANOWSKA, ADAM KOLATAJ*

Instytut Biologii Akademii Swietokrzyskiej, ul. Swietokrzyska 15, 25-406 Kielce
*Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, ul. Postepu 1, 05-5542 Wélka Kosowska

Witek B., Graniczka A., Ochwanowska E., Kotataj A.
Changes of the lysosomal enzyme activity in the liver and kidney of mice after glucagon injections

Summary

Changes in the activity of S-glucuronidase, N-acetyl-3-glucosaminidase, cathepsin D and cathepsin L in the
liver and kidney of mice, injected intraperitonealy with 15 pg/kg b.w. of glucagon were investigated. The
experiment was carried out on 24 8-week-old mice, whose parents were chosen from random match.
The homogenates of the liver and kidney were subjected to differentiate centrifuging, and in the lysosomal
fractions of the liver and kidney the activities of 3-glucuronidase [3-GlcUr], N-acetyl-3-glucosaminidase [NAG],
cathepsin D [Cath. D], and cathepsin L [Cath. L] were estimated. Injection of glucagon caused a decrease
in the activity of S-glucuronidase in the liver and kidney, cathepsin L in the liver, N-acetyl{3-glucosaminidase
in the kidney, and an increase cathepsin D and cathepsin L in the kidney of mice. The results suggest that
exogenous glucagon had a significant influence on the activity investigated lysosomal enzymes. The range of
the reaction remained in a relationship with the kind of the organ and type of enzyme.
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Glukagon bedacy antagonista insuliny jest elemen-
tem specjalnego mechanizmu — ,,glukostatu watrobo-
wego”, dzigki ktéremu mozliwe jest utrzymanie statej
koncentracji glukozy we krwi (26). Podczas niedobo-
ru glukozy glukagon mobilizuje potencjalne Zrodia
energetyczne ustroju, pobudza glukoneogenezg, gliko-
genolizg 1 lipolizg, przejawia tez dziatanie ketogenne.

Lizosomy stanowia jeden z najwazniejszych ukta-
dow degradacyjnych komorek (18, 30, 31) wszystkich
krggowcow, owadow i morskich bezqugowcéw (29).
Ich cecha charakterystycznag jest obecno$¢ w ich wne-
trzu enzymow hydrolitycznych, o optymalnym dzia-
faniu w $§rodowisku o kwasnym zakresie pH (8). Za-
warte w lizosomach hydrolazy degraduja substancje
pochtonigte przez komorke (7, 20), odpowiadaja za
usuwanie uszkodzonych organelli komdérkowych,
uczestnicza rowniez w likwidacji komoérki po jej Smier-
ci. Lizosomy sa miejscem reaktywacji wielu enzymow
1 hormonow, a dzigki proteolizie kontroluja tez sekre-
cje komorek gruczotow dokrewnych (17).

Liczne badania wykazaty znamienny wplyw hormo-
ndéw na zachowanie si¢ aktywnos$ci enzymow lizoso-
mowych, co tylko potwierdza kluczowa rolg uktadu
lizosomowego w reakcjach adaptacyjnych orgamzmu
(5, 11, 13). W dostgpnym pisSmiennictwie brak jest in-
forrnacp na temat wptywu egzogennego glukagonu na
aktywno$¢ hydrolaz uktadu lizosomowego.

Celem badan byto okreslenie zmian aktywnos$ci mo-
delowo wybranych enzymow lizosomowych — 3-glu-
kuronidazy, N-acetylo-f-glukozaminidazy, katepsy-
ny D i katepsyny L w watrobie 1 nerkach myszy pod-
danych iniekcji farmakologicznych dawek glukagonu.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 24 dojrzatych ptciowo sam-
cach myszy linii Swiss, o $redniej masie ciata 18,2-20,3 g,
w wieku 8 tygodni. Zwierzeta pochodzity z Instytutu Ge-
netyki 1 Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzgbcu. Myszy zy-
wiono mieszanka o standardowej — 16% zawarto$ci biatka,
ktorej sktad opracowano w Instytucie Fizjologii i Zywie-
nia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN w Jablonnie
k/Warszawy. Zapewniono im rowniez staty dostep do wody.

Myszy podzielono na grupg doswiadczalng i kontrolna.
Myszy grupy doswiadczalnej przez sze$¢ dni, dwukrotnie
w ciagu dnia (8:00 i 18:00) otrzymywaty w iniekcji do-
otrzewnowej glukagon w dawce 15 pg/kg masy ciala. My-
szy grupy kontrolnej poddawane byly iniekcji 0,9% roz-
tworu NaCl w objgtosci 250 pl. Po 12 godzinach od ostat-
niej iniekcji myszy usmiercano i natychmiast pobierano
fragmenty watroby i nerek. Watrobg perfundowano schto-
dzonym do temperatury 277,15 K roztworem 0,9% NaCl
i podobnie jak skrawki nerek zawieszano w 100 mM bufo-
rze fosforanowym o wartosci pH 7,0 schtodzonym do
277,15 K, w stosunku 500 mg tkanki/5 ml buforu. Catos¢
homogenizowano w homogenizatorze z ttokiem teflono-
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wym przy 200 obrotach/minute. Uzyskane homogenaty pod-
dawano wirowaniu réoznicowemu zgodnie z metoda (3).
W przygotowanych supernatantach oznaczono aktyw-
no$¢ modelowych hydrolaz lizosomowych, tj. 8-glukuro-
nidazy (3-GlcUr, EC 3.2.1.31) i N-acetylo-3-glukozamini-
dazy (NAG, EC 3.2.1.30) zgodnie z metoda podang przez
(2) oraz aktywnos¢ katepsyny D (Cath. D, EC 3.4.23.5)
i katepsyny L (Cath. L, EC 3.4.22.15) wedtug (16).
Aktywno$¢ B-glukuronidazy i N-acetylo-f-glukozamini-
dazy oznaczano, stosujac syntetyczne substraty p-nitrofe-
nylowe ((4-nitrophenyl--D-glucuronide) i (4-nitrophenyl-
-N-acetyl-3-D-glucosaminide)). Aktywno$¢ proteolityczna
katepsyny D oznaczano przy zastosowaniu 2% azokazeiny
rozpuszczonej w 6 M moczniku, jako substratu, prowadzac
15 minutowa preinkubacj¢ badanej proby z pepstatyna
o koncowym stezeniu 0,5 umola/litr. Aktywnos¢ katepsy-
ny L oznaczano analogicznie, preinkubujac badang probe
z substratem benzylo-fenyloalanylo-fenyloalanylo-dwuazo-
metanem (Z-Fe-Fe-DAM) o koncowym st¢zeniu 5 umola/
/litr. W uzyskanych supernatantach lizosomowych ozna-
czano tez poziom biatka catkowitego zgodnie z metoda (15).
Zastosowane substraty pochodzity z firmy Serva Feinbio-
chemica GmbH&Co., Heidelberg, Germany. Statystyczne
okreslenie istotno$ci wplywu glutationu na aktywnos¢ ba-
danych enzymoéw lizosomowych wykonano, stosujac ana-
lizg statystyczna wg testu istotnosci t-Studenta-Fischera,
korzystajac z programéw 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 zostat zatwierdzony przez Komisj¢ Etycz-
na do Badan nad Zwierzgtami dziatajaca przy Instytucie
Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu.

Wyniki i omowienie

Do cech lizosoméw nalezy odnie$¢ niezwykta szyb-
kos¢ ich reakcji na dziatanie czynnikéw hormonalnych.
Po zadziataniu na organizm czynnikéw obciazajacych,
lizosomy reaguja bardzo szybko albo zwigk-
szeniem ich ilosci, albo uwalnianiem zawar-

tych w nich hydrolaz do ptyndw biologicznych
(6, 19, 32). Do dzisiaj w lizosomach zlokali-
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glownie w schorzeniach watroby oraz w chorobach no-
wotworowych (27).

Wiadomo, ze - glukuronidaza jest egzoglikozyda-
za dzialajaca wquczme na wiazania 3- ghkozydowe
glukuronidoéw (1, 10) 1 hydrolizujaca naturalne 1 syn-
tetyczne 3-D-glukuronidy na kwas glukuronowy i agli-
kon. Niedobor lub niska aktywno$¢ B-glukuronidazy
oraz innych glikozydaz degradujacych glikozamino-
glikany moze sta¢ si¢ przyczyna mukopolisacharydoz
lub mukolipidoz, zaliczanych do grupy schorzen spich-
rzeniowych (9). p-glukuronidazie przypisuje si¢ istot-
na rolg, m.in. w uwalnianiu hormonow steroidowych
1 innych biologicznie czynnych aglikondéw z ich glu-
kuronidow, udziat w degradacji kwasnych mukopoli-
sacharydow 1 dostarczanie glukuronianu do syntezy
kwasu askorbinowego (24, 25). Z uwagi na biologicz-
nie wazne funkcje, oznaczanie aktywnosci 3-glukuro-
nidazy odgrywa tez istotna rol¢ w diagnostyce klinicz-
nej (21).

Podawanie glukagonu wywotato rowniez statystycz-
nie istotne zmniejszenie aktywnosci katepsyny L
w watrobie (do 83%, z 0,073 do 0,058 nmol/mg biat-
ka/godz.) w pordwnaniu z aktywnos$ciami w grupie
kontrolnej. Takie zachowanie §wiadczy¢ moze o de-
stabilizacji bton lizosomowych 1 uwalnianiu hydrolaz
lizosomowych do innych frakcji cytoplazmy 1 przy-
spieszaniu w ten sposob procesow autodegradacyjnych
w komorkach. W watrobie badanych osobnikow nie
wykazano potwierdzonych statystycznie zmian aktyw-
nosci N-acetylo-£-glukozaminidazy i katepsyny D.

W nerkach (tab. 1) iniekcje glukagonu okazaly si¢
istotne w odniesieniu do reaktywnosci wszystkich ba-
danych enzymow. Aktywnos¢ B-glukuronidazy zmniej-
szyla sig istotnie (do 79%, z 0,431 do 0,346 nmol/mg
biatka/godz.), a N-acetylo-f-glukozaminidazy (do
40%, z 8,20 do 3,28 nmol/mg biatka/godz.). N-acety-

Tab. 1. Aktywno$¢ S-glukuronidazy, N-acetylo-3-glukozaminidazy,
katepsyny D i katepsyny L (w nmol/mg biatka/godz.) w watrobie i ner-
kach myszy po iniekcjach glukagonu

zowano blisko 100 r6znego rodzaju biatek en-

zymatycznych, obejmujacych obok lipaz, gli-
kozydazy oraz znaczna ilo$¢ proteaz. Enzymy

te katalizuja hydrolize biatek ustroju, ktoére
wystepuja najczesciej w postaci lipo- i gliko-
protein.

Z danych zawartych w tabeli 1 wida¢, ze,
w watrobie wptyw iniekcji glukagonu okazat

si¢ istotny w odniesieniu do reaktywnosci

p-glukuronidazy i katepsyny L. Stwierdzono
wysoce istotne statystycznie obnizenie aktyw-
nosci f-glukuronidazy w watrobie (do 53%
wartosci kontrolnych, z 0,51 do 0,27 nmol/mg
biatka/godz.), ktore moze wskazywac na ob-

Enzym | Kontrola (NaCl) |  Glukagon | % | F
Watroba
p-glukuronidaza 0,51 + 0,033 0,271 + 0,081 53 i
N-acetylo-5-glukozaminidaza 1,83 £ 0,290 1,61 £ 0,341 88 NS
Katepsyna D 0,056 + 0,013 0,043 + 0,001 86 NS
Katepsyna L 0,073 = 0,002 0,058 + 0,012 83 *
Nerka

B-glukuronidaza 0,431 + 0,102 0,346 + 0,08 79 *
N-acetylo-5-glukozaminidaza 8,20 £ 0,937 3,28 + 0,284 40 *rx
Katepsyna D 0,066 + 0,021 0,074 + 0,005 117 *
Katepsyna L 0,094 = 0,002 0,110 = 0,001 122 *

nizenie tempa jej biosyntezy lub spowolnienie
degradacji f-D-glukuronidow w hepatocytach
(22). Zmiany aktywnosci -glukuronidazy ob-

serwuje si¢ w wielu stanach patologicznych, tycznie

Objasnienia: procentowe zmiany aktywnosci $-GlcUr, NAG, Cath. D
i Cath. L wobec przyjetych za 100% wartoséci aktywnosci myszy kontrol-
nych; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; NS — wynik nieistotny statys-
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lo-f-glukozaminidaza jest hydrolaza nalezaca do gru-
py glikozydaz lizosomowych, hydrolizujaca koncowe
reszty f3-N-acetylo-glukozaminidowe w naturalnych
oligosacharydach (24, 28). Stwierdzono, zZe iniekcja
glukagonu moze stymulowac fosforylacjg¢ i uszkodze-
nie cytochromu P, w mikrosomach hepatocytow (12,
23).

Katepsyna D jest heterogenna proteaza, dajaca sze-
reg izoenzymow rdznigcych si¢ nieznacznie punktem
izoelektrycznym. Podawanie egzogennego glukagonu
wywotato znamienny wzrost aktywnosci katepsyny D
(do 117%, z 0,066 do 0,074 nmol/mg biatka/godz.)
oraz katepsyny L (do 120%, z 0,094 do 0,110 nmol/
/mg bialka/godz.) w nerce badanych myszy, wobec
wartosci aktywnosci w grupie kontrolnej. Zwigksze-
nie aktywnos$ci obu katepsyn w nerce po iniekcjach
glukagonu wskazywa¢ moze na nasilenie proteolizy,
ktorej zadaniem jest m.in. dostarczanie substratow dla
réznych rodzajow biatek. Przyczyna wzrostu aktyw-
nos$ci obu badanych katepsyn moze by¢ tez wzmozo-
na resorpcja aminokwasdéw uwalnianych z migsni. (4)
wykazali, ze podwyzszona koncentracja glukagonu
zjednoczesnym obnizeniem st¢zenia insuliny we krwi
powoduje uwalnianie z komoérek migsniowych znacz-
nych ilo$ci aminokwaséw o rozgatezionych lancu-
chach.

Iniekcje egzogennego glukagonu okazaty sig istot-
ne w odniesieniu do reaktywnosci -glukuronidazy
1 katepsyny L w watrobie oraz wszystkich badanych
enzymoOw w nerkach, co wskazuje na wysokie mozli-
wosci adaptacyjne lizosomow jako uktadu skupiaja-
cego w swym wnetrzu enzymy degradacyjne.
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