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Efekt dziatania dopaminy
na aktywnos¢ esterazy lizosomalnej
w niektorych narzadach myszy
po zablokowaniu receptoréw D

Streszczenie

Oznaczano zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w mdézgu, miesniu serco-
wym, miesniu gtadkim jelita cienkiego i miesniu szkieletowym uda pod wpltywem
jednorazowych i chronicznych dawek dopaminy oraz jednorazowych dawek tego
zwigzku podawanych po zablokowaniu sulpirydem receptoréw dopaminowych D2.

Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze jednorazowe dawki dopaminy spo-
wodowaty wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej we wszystkich badanych na-
rzadach. Zablokowanie receptoréw D: sulpirydem w istotny sposob ograniczyto
wzrost aktywnosci badanej esterazy pod wptywem dopaminy w mdézgu i miesniu
sercowym. Podany sulpiryd catkowicie wyeliminowat wpltyw dopaminy na aktyw-
nos¢ esterazy lizosomalnej w miesniu szkieletowym. Chroniczne dawki dopaminy
wywotaty spadek aktywnosci badanego enzymu w maézgu i miesniu szkieletowym
uda.

W pracy tej dyskutowany jest mechanizm dziatania dopaminy na aktywnos$¢
enzymow lizosomalnych.

Wstep

Stwierdzono, ze przestrzen lizosomalna zawiera okoto 100 réznego ro-
dzaju biatek enzymatycznych, gtéwnie hydrolaz estrow karboksylowych
i tiolowych, a takze esteraz siarczanowych, peptydaz, amidaz, glikozydaz
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i hydrolaz zwigzkow fosforanowych.Ws$rod hydrolaz mozna wyrézni¢ pe-
wien typ esterazy lizosomalnej rozktadajgcej estry wyzszych kwaséow ttusz-
czowych i p-nitrofenolu. Enzym ten wykazuje najwiekszg aktywnos$¢ w sro-
dowisku kwasnym o pH 3,4-4,0. Jest on inhibowany przez NaCl, EDTA,
siarczan protaminy, jony Hg2+ jodooctan, NaF, dezoksycholan i taurocho-
lan, a aktywowany przez Triton X-100. Esteraza ta hydrolizuje gtéwnie estry
zawierajace od s do 18 atomow wegla (Dingle, Dean 1984).

Badania lizosomoéw prowadzone w latach siedemdziesigtych wykazaty,
ze hormony wptywajgce na wzrost stezenia c-AMP w komorce dzialajg
stabilizujgco na blony lizosomalne, a co za tym idzie inhibujg fagocytoze
(Holtzman 1976). Interesujace moze by¢ zatem przesledzenie wptywu dopa-
miny dziatajacej poprzez nasilanie lub hamowanie syntezy c-AMP w ko-
morce na aktywnos¢ enzymow lizosomalnych.

Efekty fizjologiczne dopaminy zwigzane sa z obecnoscig receptoréw do-
paminowych. Wielu autoréw wyrdéznia dwa typy tych receptoréw - Di i Dz.
Dzieki rozwijajagcym sie w ostatnich latach technikom klonowania mozna
wyrozni¢ szereg podtypow receptoréw dopaminowych - Ds dla receptora D]
oraz Ds i D4 dla receptora D2 (Civelli, Bunzow, Grandy, Quan-Young Zhou,
Hubert, Van Toi 1991).

Dopamina taczac sie z odpowiednig podjednostkg receptora Di wywotuje
w nim konformacyjne zmiany, ktéorych wynikiem jest powstanie kompleksu
Gs aktywujgcego cyklaze adenylowa. Prowadzi to do zwiekszenia poziomu
c-AMP w komérce. W odroéznieniu od receptoréw Di nie ma pelnej jasnosci
co do mechanizmu dziatania receptoréw D:. Przylaczenie ligandu aktywuja-
cego ten typ receptora prowadzi do powstania kompleksu Gi-Go i zmniej-
szenia aktywnosci adenylocyklazy (Missale, Castelletti, Pizzi, Spano 1986,
Civelli, Bunzow, Grandy, Qun-Young Zhou, Van Toi 1991).

Interesujace moze by¢ zatem zbadanie wplywu dopaminy pobudzajacej
receptory Dj i D2 na aktywnos$¢ wybranego enzymu lizosomalnego.

W pracy tej postanowiono odpowiedzieé¢ na nastepujgce pytania:

Jak zmieni sie aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej w wybranych narzadach
pod wptywem jednorazowych i chronicznych dawek dopaminy.

Czy aktywnos$¢ badanego enzymu zmieni sie po zablokowaniu recepto-
row D2.
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Materiat i metody

Do eksperymentu uzyto samcoéw myszy o $redniej wadze 26 g. Zwierzeta
podzielono na pie¢ grup, tj. cztery grupy doswiadczalne i jedng grupe kon-
trolng. Osobnikom pierwszej grupy doswiadczalnej (gr. dosw. I) podano
dopamine w jednorazowej dawce 308 mg/kg masy ciata. Myszy drugiej gru-
py doswiadczalnej (gr. dosw. Il) otrzymywaty codziennie dopamine w daw-
kach 154 mg/kg masy ciata przez pie¢ dni. Trzecig grupe doswiadczalng
zwierzat (gr. dosw. Ill) poddano iniekcji sulpirydem - blokerem receptoréw
O: w jednorazowej dawce 30 mg/kg masy ciala. Zwierzeta czwartej grupy
doswiadczalnej (gr. dosw. 1V) otrzymaty sulpiryd w jednorazowej dawce
30 mg/kg masy ciata, a po dwoch godzinach dopamine w dawce jednorazo-
wej 308 mg/ kg masy ciata.

Po 24 godzinach od ostatniej iniekcji dokonywano dekapitacji i pobiera-
no moézg, miesien sercowy, miesien gtadki jelita cienkiego oraz miesien
szkieletowy uda.

Wyizolowane narzady warzono i oczyszczano z krwi ptynem fizjologicz-
nym, a nastepnie homogenizowano w homogenizatorze teflonowym. Otrzy-
many homogenat pozostawiano na 24 godziny w temperaturze +4°C. Po
uptywie jednej doby homogenat wirowano przez 1o min. przy 13 tys. obr./min.
W uzyskanym supematancie oznaczano aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej
oraz poziom biatka metodg Lowry’ego.

Do oznaczenia esterazy lizosomalnej wykorzystano substrat palmitynian
p-nitrofenolu. Tritonu X-100 uzyto jako aktywatora badanego enzymu.
Aktywnosc¢ esterazy lizosomalnej podano w pM enzymu na mg biatka i na
godzine.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej wzgledem grupy kon-
trolnej testem "t" Studenta-Gosseta.

Wyniki

Uzyskane wyniki zebrane sg w tabelach 1 i 2 oraz zilustrowane wykre-
sami (rye. 1 i 2). Analiza wynikow wykazuje, ze jednorazowe dawki dopa-
miny w ilosci 308 mg/kg masy ciata podane zwierzetom pierwszej grupy
doswiadczalnej (gr. dosw. I) spowodowaly wyrazny wzrost aktywnosci este-
razy lizosomalnej w moézgu o 56,7%, miesniu sercowym o 60,9%, miesSniu
gtadkim jelita cienkiego o 30%, i miesniu szkieletowym uda o 37,8%.
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Rye. 1. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w wybranych narzadach samcéw myszy
po jednorazowych i chronicznych dawkach dopaminy wyrazone w uM/mg/h

Ryc. 2. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w wybranych narzadach samcéw myszy
po zablokowaniu receptoréw D2 ijednorazowych dawkach dopaminy wyrazone w pM/mg/h



Tab. 1. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w wybranych narzagdach samcéw myszy

po jednorazowych i chronicznych dawkach dopaminy

Mézg

SD

Test ,t”

M. sercowy

SD

Test ,t”

M. gtadki jelita cienkiego

SD

Test ,t”

M. szkieletowy uda

SD

Test ,t”

* istotne przy p<0,05

Tab. 2. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej

Gr. kontrolna

2517,57
65,27

2210,29
83,40

830,86
75,91

1853,29
68,76

Gr. dosw. 1

3944,57
146,86
26,49*
3556,29
184,80
17,56*
1079,71
87,08
5,70*
2553,00
235,20
7,44*

Gr. dosw. I
2139,71
164,30
5,65*
2163,57
104,3
0,93
802,14
85,02
0,67
1562,29
137,72
5,00*

po zablokowaniu receptoréw D 2 i jednorazowych dawkach dopaminy

Mézg

SD

Test ,t”

M. sercowy

SD

Test ,,t”

M. gtadki jelita cienkiego

SD

Test ,t”

M. szkieletowy uda

SD

Test ,t”

* istotne przy p<0,05

Gr. kontrolna

2517,57
65,27
2210,29
83,40
830,86

75,91
1853,29
68,76

Gr. dosw. 11l

2340,00
166,34
2,63
2424,57
179,47
2,68
874,29
61,33
1,18
1686,57
148,12
2,70

Gr. dosw. IV
2947,14
218,73
4,98*
2804,43
171,30
8,25*
1027,86
95,59
4,28*
1754,86
110,29
2,00
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Chroniczne dawki dopaminy podane osobnikom drugiej grupy doswiad-
czalnej (gr. dosw. IlI) w ilosci 154 mg/kg masy ciata wywotujg spadek
aktywnosci esterazy lizosomalnej w mézgu o 15%, oraz miesniu szkieleto-
wym uda o 15,7%. W przypadku miesnia sercowego i miesnia gtadkiego
jelita cienkiego nie odnotowano istotnych zmian w aktywnosci badanego
enzymu po chronicznych dawkach dopaminy.

Sulpiryd podany trzeciej grupie doswiadczalnej zwierzat (gr. dosw. Ill)
nie wptynat w istotny sposéb na aktywnosc¢ esterazy lizosomalnej.

W przypadku zwierzat czwartej grupy doswiadczalnej (gr. dosw. 1V), do-
pamina podana wraz z sulpirydem - blokerem receptoréw D: wywotata sta-
tystycznie istotny wzrost aktywnosci badanej esterazy w mézgu o 16,9%,
miesniu sercowym o 26,9% i miesniu gtadkim jelita cienkiego o0 23,7%, oraz

nie wywotata istotnych zmian w mies$niu szkieletowym uda.

Dyskusja

Wpiyw dopaminy na metabolizm komoérkowy, a tym samym na aktyw-
nos$¢ enzymow lizosomalnych zwigzany jest z aktywacja tzw. drugich prze-
kaznikéw. Pobudzenie receptoréw dopaminowych Di nasila syntezgc-AMP.
Receptory D: natomiast zmniejszajg poziom c-AMP (Kebaian 1978, Mis-
sale, Castelletti, Pizzi, Spano 1986). Niedawno odkryto podtyp receptora D2,
ktorego aktywacja prowadzi do koncentracji jonéw Ca2+ w komorce
(Civelli, Bunzow, Grandy, Qun Young Zhou, Hubert, Van Toi 1991). Wy-
niki nowszych badan wskazujg, ze pobudzenie receptora D moze réwniez
doprowadzi¢ do mobilizacji wewnatrzkomoérkowych zasobéw jonéw Ca2+
(Levavisian, Ofir, Yaron 1995).

Z przytoczonych danych wynika ze dopamina moze modyfikowa¢ aktyw-
nos$¢ enzymow lizosomalnych za posrednictwem c-AMP lubjonéw Ca

Przeprowadzone eksperymenty z radioaktywnym fosforem P32 wykazaty,
iz c-AMP moze zmienia¢ przepuszczalnosé¢ bton lizosomalnych przez ich
fosforylacje (Dingle, Dean 1984). Takie stymulujgce fagocytoze i aktywnos¢
enzymatyczng lizosomow dziatanie wykazujg wszystkie hormony aktywujace
cyklaze adenylowg (Wyroba 1986). Cykliczny AMP prawdopodobnie stymu-
luje takze synteze enzymoéw lizosomalnych. Lossner, Jork, Lindner, Lucke,

Matthies (1984) podali, iz dopamina za posrednictwem receptoréow Di nasila
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proces glikoksylacji tancuchéw peptydowych. Okazuje sie, ze waznym eta-
pem syntezy enzymoéw lizosomalnych jest ich posttranslacyjna obrébka, po-
legajaca na glikoksylacji tancuchéw peptydowych (Dingle, Dean 1984,
Holtzman 1976).

Innym czynnikiem bioracym udziat w regulacji procesu endocytozy jest
wapn Ca2+ (za: Kuznicki 1989). Regulacja ta polega prawdopodobnie na
labilizacji bton lizosomalnych (Dingle, Dean 1984). Zwiekszenie przepusz-
czalnosci bton otaczajgcych lizosomy, moze by¢ czynnikiem aktywujacym
enzymy lizosomalne. To przypuszczenie wydaje sie by¢ potwierdzone przez
obserwacje zjawiska zwiekszania sie rozmiaréw lizosomow w przednim
ptacie przysadki po pobudzeniu receptoréw D: (Bascy, Vu Duc Moi, Reppay,
Gaal 1983).

Wyniki uzyskane w niniejszym eksperymencie po zastosowaniu sulpiry-
du pozwalajg sadzi¢, iz dopamina modyfikuje aktywnos$¢ esterazy lizoso-
malnej dziatajac zaréwno poprzez receptory Di, jak i Dz2. Nalezy przy tym
nadmienié, ze obydwa typy receptoréw dopaminowych moga dziata¢ zaréwno
za posrednictwem c-AMP, jak ijon6éw Ca?2+. Okazuje sie bowiem, ze fosfory-
lacja kanatu wapniowego przez kinaze zalezng od c-AMP ufatwia naptyw
jonéw Ca2+ do komarki, jony te zas hamujg aktywnos¢ cyklazy adenylowej
i zmniejszajg poziom c-AMP w komérce (Cooper, Mons, Carpen 1995).

Wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej po podaniu jednorazowych da-
wek dopaminy, moze by¢ réwniez spowodowany przez pobudzenie recepto-
row adrenergicznych lub nasilenie zjawiska internalizacji ligandow (Pastan,
Willingham 1983). Dopamina jest bowiem czynnikiem modyfikujacym #ta-
czenie sie hormondéw i neurotransmiteréw z odpowiednimi receptorami.
Zwiekszona ilos¢ tej aminy w organizmie, wptyneta zapewne na nasilenie
procesow degradacyjnych polegajacych miedzy innymi na pobudzeniu
aktywnosci fagocytamej i enzymatycznej lizosomoéw (za: Kaminski 1989).

Spadek aktywnosci esterazy lizosomalnej po chronicznych dawkach do-
paminy mozna natomiast ttumaczy¢ zmniejszeniem gestosci lub wrazliwosci
receptorow dopaminowych (za: Klimek 1992, Woodruf 1988). Zjawisko to
moze by¢ takze zwigzane z pobudzeniem autoreceptoréw dopaminowych
(Roth, Galloway, Tam, Ono, Wolf 1986).

Ciekawym zjawiskiem sa wyrazne zmiany aktywnosci esterazy lizoso-
malnej w mdzgu, pomimo iz dopamina byta podawana ogdélnoustrojowo bez

pominiecia bariery krew - moézg. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z obwo-
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dowym dziataniem dopaminy. Zwigzek ten dziata rozszerzajgco na naczynia
krwionos$ne, oraz hamujgco na aktywnos$¢ pozazwojowych neuronéw adre-
nergicznych (Woodruf 1987, Bar Andziak 1990). W odpowiedzi na takie
dziatanie dopaminy moze dojs¢ do nasilenia aktywnosci osrodkéw madzgo-

wych regulujacych czynnosciami autonomicznego ukfadu nerwowego.
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Grzegorz Formicki

Dopamine Influence on Lysosomal Esterase Activity
in Some Mouse Organs
after U2 Dopamine Receptor Blockade

Summary

Activities of lysosomal esterase were estimated in brain, heart, intestine smooth
muscle and thith skeletal muscle after single and chronic injections of dopamine,
and single doses of D2blocker - sulpiride.

Single doses of dopamine were found to increase esterase activity in all exami-
ned tissues. Sulpiride doses given after dopamine single injections significantly
delimited icreased esterase activity in brain and heart. Activity of studied esterase
did not change in thith skeletel muscle after dopamine and sulpiride single doses.
Chronic doses of dopamine decreased esterase activity in brain ant thith skeletal
muscle. Dopamine in chronic doses did not change esterase activity in heart and
intestine smooth muscle.

It is suggested that D2 dopamine receptor is important but not the only way of
dopamine influence on lysosomal esterase activity.
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