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Wptyw adrenaliny na procesy autofagowe
w hepatocytach myszy

Streszczenie

Badania dotyczg wptywu egzogennej adrenaliny na zmiany biochemiczne
i ultrastrukturalne w hepatocytach myszy. Zmiany biochemiczne przeanalizowano
badajgc aktywnos$¢ wybranych hydrolaz lizosomalnych. Jednoczesnie od tych sa-
mych zwierzat pobierano wycinki do badan ultrastrukturalnych.Obserwowane
istotne zmiany w ultrastrukturze hepatocytu pozostawaty w Scistej korelacji z row-
nolegtym wzrostem aktywnosci badanych hydrolaz lizosomalnych.

Wstep

Adrenalina {Epinephrine, Adrenalinum) od dawna stosowana w leczni-
ctwie, charakteryzuje sie kréotkim biologicznym okresem poéttrwania. Adre-
nalina dziata pobudzajgco na receptory a- i RB-adrenenergiczne. Wptywa na
przemiane weglowodanowa, uczynniajac fosforylacje zwieksza glikogenoli-
ze. Jej dziatanie hiperglikemiczne wywotane jest pobudzajgcym wpitywem
na cAMP. Uczynnienie fosforylacji prowadzi do lipolizy, co wyraza sie
zwiekszeniem stezenia wolnych kwasow ttuszczowych.

Juz Freeman i wsp. (1970) stwierdzili, ze iniekcja egzogennej adrenaliny
wywotuje w organizmie zmiany charakterystyczne dla stresu, za$ Turner
i wsp. (1978) sugerujg, ze adrenalina moze dziata¢ na poziomie bion
komoérkowych, zmniejszajgc szybkos$¢ wnikania glukozy do komorek. Nato-
miast w dostepnej literaturze jest wiele rozbieznych danych dotyczacych
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wptywu adrenaliny na procesy autofagowe w komodrce. Wychodzac z tych
przestanek w niniejszej pracy przesledzono wptyw egzogogennej adrenaliny
na procesy autofagowe w hepatocytach watroby myszy.

Materiat i metody

Materiat eksperymentalny stanowito 40 samic myszy biatej szczepu
Swiss pochodzacych z jednej hodowli, o masie 23-25 g. Wszystkie zwierze-
ta uzyte do badan utrzymywane byly w jednakowych warunkach. Zwierzeta
zywiono petnowartosciowym pokarmem standartowym. Zwierzeta podzie-
lono na dwie grupy doswiadczalne. Grupe pierwszg stanowity myszy kon-
trolne, za$ zwierzeta drugiej grupy (doswiadczalnej) otrzymaly dootrzew-
nowo adrenaline (Adrenalinum Polfa) w ilosci 200pg/kg masy ciata. Zwie-
rzeta zabijano przez przerwanie rdzenia kregowego w 3 godziny po iniekcji
adrenaliny. Z watroby poszczegdélnych grup zwierzat natychmiast po dekapi-
tacji pobierano wycinki do badan mikroskopowych. Utrwalanie oraz osmo-
wanie przeprowadzono wg Marzelli i Glaumanna (1980b). Z zatopionych
w eponie bloczkéw sporzgdzono skrawki ultracienkie do mikroskopii elek-
tronowej. Ponadto pobrano skrawki watroby do badan biochemicznych.

Ro6znicowe frakcjonowanie homogenatu przeprowadzono wedtug metody
Marzelli i Glaumanna (1980a). W uzyskanych frakcjach lizosomalnych wa-
troby oznaczono poziom biatka w oparciu o zmodyfikowang metode
Lowry’ego (Kirschke i Wiederanders 1984), aktywnos$¢ kateptycznag (Kat D
iL EC 3.4.23.5 1 EC 3.4.22.15), metodag Langnera i wsp. (1973), ponadto
aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej EL (EC 3.1.1.-), beta-glukuronidazy
(BGRD EC 3.2.1.31), beta-galaktozydazy (EC 3.2.1.23), beta-glukozydazy
(BGAL; EC 3.2.1.21), kwasnej fosfatazy (KF; EC 3.1.3.2), wedtug metody
podanej przez Baretta (1972).

Aktywnos$¢ badanych enzymow wyrazano w nmol/mg biatka/godzine.

Omoéwienie wynikow
Aktywnos$¢ badanych enzymoéw lizosomalnych w watrobie myszy nie

obcigzonych przyjeto za 100%. Ultrastruktura komoérek watroby tych zwie-
rzat odpowiada opisowi nie pobudzonej komorki watrobowej (fot. 1).
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Fot.2. Hepatocyt myszy w 3 godziny po iniekcji egzogennej adrenaliny : L - lizosomy
R- rybosomy , ER- retikulum endoplazmatyczne ,AV -wakuole autofagowe
M. -mitochondria . VG -wakuole zawierajgce VLDL .15.000 x
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W nastepstwie podania tego hormonu obserwowano bardzo gitebokie
zmiany aktywnosci enzymow przedziatu lizosomalnego. Aktywnos$¢ proteo-
lityczna wzrosta po trzech godzinach o okoto 30%, natomiast istotny wzrost
aktywnosci obserwowano w przypadku esterazy lizosomalnej o 40%, kwas-
nej fosfatazy o 110%. Réwnie duzemu wzrostowi ulegta aktywnos$é¢ bada-
nych glikozydaz lizosomalnych BGRD o 70%, BGAL o 45% i BGLU
0 50%. (rye. 1).

Rye. 1. Procentowe zmiany zawartosci hydrolaz lizosomalnych w watrobie samic myszy
po 3 godzinach od jednorazowej iniekcji adrenaliny

Egzogenna adrenalina w sposo6b istotny zmienita réwniez strukture hepa-
tocytéow myszy (fot. 2). W cytoplazmie hepatocytu obecne liczne kanaty
siateczki endoplazmatycznej, mitochondria o gestej macierzy. Obserwuje sie
wzrost liczby lizosomoéw, gtéwnie pierwotnych i silny rozwdj elementéow
Golgiego, zaréwno cystern jak i wakuol wydzielniczych zawierajacych lipo-
proteiny (VDLD). Widocznym efektem dziatania egzogennej adrenaliny jest
obecnos$¢ w cytoplazmie hepatocytu licznych wakuol lipidowych wypetnia-
jacych prawie catkowicie komorke (fot. 3). Widoczne struktury degrada-
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cyjne oraz mitochondria o gestej macierzy z prawidtowym rysunkiem bion
mitochondrialnych. Ultrastruktura komoérki watrobowej wskazuje na stan
pobudzenia proceséw autodegradacyjnych.

Dyskusja

Hormony, ktérych produkcja gwattownie wzrasta pod dziataniem stresu,
to katecholaminy. Adrenalina i noradrenalina sa rozpatrywane jako natural-
ne czynniki przeciwzapalne. Przeciwzapalne dziatanie adrenaliny jest zwig-
zane z jej stabilizujagcym wptywem na lizosomy (Ingarro i wsp. 1973). Autor
ten obserwowal hamowanie uwalniania enzymoéw z lizosomoéw watroby
szczuréw po uprzednim wprowadzeniu zwierzetom adrenaliny i noradrena-
liny. Adrenalina wedtug Panina i wsp. (1990) hamowata uwalnianie beta-
glukuronidazy i fagocytoze. Stwierdzono, ze hamujacy efekt katecholamin
in vitro gwattownie spadat przy spadku stezenia 10'3 do 10'5M i prawie
nie przejawiat sie przy 10‘6M, to jest na poziomie koncentracji fizjolo-
gicznej. Inni badacze obserwowali spadek stabilnosci lizosomow watroby
po uptywie 2 godzin od podskoérnej iniekcji szczurom adrenaliny w dawce
2 mg/kg m.c. Po iniekcji zwierzetom adrenaliny obserwowano wzrost
aktywnosci kwasnej fosfatazy i Kat. D w watrobie szczuréw (Panin i wsp.
1990). Znajduje to réwniez potwierdzenie w uzyskanych wynikach.

Konsekwencjg 3-godzinnego dziatania egzogennej adrenaliny (w dawce
200 pg/kg m.c) jest wzrost aktywnos$ci badanych enzymoéw przedziatu
lizosomalnego (aktywnos$¢ proteolityczna wzrosta o okoto 30%, esterazy
lizosomalnej o 40%, kwasnej fosfatazy o 110%, beta-glukuronidazy o 70%,
beta-galaktozydazy o 45% i beta-glukozydazy o 50%).

Badania morfologiczne potwierdzajg zatozenia Turnera i wsp. (1978), ze
adrenalina dziata stabilizujgco na poziomie bton komdérkowych, za$ zmiany
w strukturze hepatocytu wskazuja na wzrost proceséw autofagowych. O sty-
mulujacym wptywie katecholamin na procesy fagocytozy donoszg Wyroba
(1989), Okuda i wsp. (1992) i Athari i wsp. (1994). Za$ Tripathi i wsp.
(1989) wykazat, ze efektem dziatania adrenaliny sg istotne zmiany morfo-
logiczne z utratg inikorofilamentéw aktynowych wiacznie. Zaburzenia syn-
tezy lipoprotein VLDL a takze upos$ledzenie funkcji mitochondriow lezg
u podstaw ostrego sttuszczenia watroby (Sherlock 1983). Widocznym efek-
tem dziatania egzogennej adrenaliny jest obecnos$¢ w cytoplazmie hepato-
cytu mikrowakuol wypetnionych ttuszczem (fot. 3). Autofagia jest tu me-
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chanizmem kompensacyjnym. Podobne efekty uzyskat Shkurupii (1988) po
podaniu gtukagonu i hydrokortyzonu.

Reasumujac mozemy powiedzieé¢, iz obserwowana degradacja struktur
wigze sie z aktywacja procesow autofagowych, co znajduje potwierdzenie
w rownolegtym wzroscie aktywnosci badanych hydrolaz lizosomalnych.
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Teodora Kroél, Marian Schmidt

The Adrenaline Effect
on Autophagic Processes in Mouse Hepatocytes

Summary

The adrenaline effect on biochemical and ultrastructural changes in selected
strain mouse liver, 3 hours after administration was studied. The activity of cathe-
psin D and L, N-acetylo-beta-D-glucosaminidase, beta-glucuronidase, lysosomal
esterase acid phosphatase, beta-glucosidase and beta-galactosidase was examined,
determining biochemical changes. Simultaneously fragments of tissue were collec-
ted from the same animals for further ultrastructural study. Observed significant
autodegradative cell changes were strictly correlated with parallel growth of acti-
vity of examined lysosomal hydrolases.



