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Streszczenie

Oznaczano aktywnos$c¢ esterazy lizosomalnej (EL) w moézgu, watrobie, nerkach,
miesniu szkieletowym uda i miesniu sercowym myszy po ich obcigzeniu chlorkiem
glinu w dawce 50 mg/kg wagi ciata.

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze chlorek glinu po 7-dniowym poda-
niu powoduje istotny wzrost aktywnosci enzymu we wszystkich badanych narza-
dach i tkankach. Natomiast u zwierzat, ktérym podawano chlorek glinu przez 14
dni zauwazono obnizenie aktywnosci esterazy lizosomalnej w stosunku do zwie-
rzat otrzymujacych chlorek glinu przez 7 dni. Z kolei po 21-dniowym podaniu
chlorku glinu stwierdzono ponowny wzrost aktywnosci enzymu.

W pracy dyskutowany jest problem zmian aktywnosci esterazy lizosomalnej po
podaniu chlorku glinu.

Wstep

Glin jest metalem, ktérego biochemiczna i fizjologiczna rola nie jest
jeszcze dobrze poznana. Toksyczny wptyw glinu po raz pierwszy byt obser-
wowany przez Siema w 1886 r., a opisany przez D6llkena w 1897 r. D6llken
opisat zmiany zwyrodnieniowe neuronéw mozgu krélikéw, ktéorym wstrzy-
kiwano winian glinu. Zmiany w centralnym ukfadzie nerwowym po podaniu
soli glinu byly obserwowane réwniez w 1929 r. przez Seiberta i Wellsa.
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W 1942 r. Kopeloff opisat efekt padaczkowy wywotany przez wodorotlenek
glinu pochodzacy z pasty do zebow (Boegman, Bates 1984).

W 1972 r. Alfrey i wspotpracownicy opisali encefalopatie dializacyjna,
zesp6t wystepujacy u dializowanych chorych na przewleklg niewydolnosé
nerek i prowadzacych po pewnym czasie do zgonu chorego, mimo prawi-
dtowo przeprowadzonej hemodializy (Gtuszek 1987). Odkrycie w 1976 du-
zego stezenia glinu w substancji szarej mézgu nasuneto podejrzenie, ze za-
trucie tym pierwiastkiem jest przyczyng omawianego powiktania (Alfrey
1980). Dalsze obserwacje potwierdzity wstepne przypuszczenia, ze duza
zawartos$¢ glinu w wodzie stosowanej do hemodializ jest przyczyng oma-
wianego zespotu (Alfrey 1993).

W 1978 doniesiono o czestym wspotistnieniu encefalopatii dializacyjnej
i osteomalacji (nadmierna miekkos¢ kosci i sktonno$¢ do ztaman). Zwréco-
no takze uwage na zwigzek encefalopatii z niedokrwistoscig mikrocytowg
(Gtuszek 1987).

Jednoczes$nie liczne badania potwierdzity wysokie stezenie aluminium
w mozgu zmartych na chorobe Alzheimerg zwtaszcza w charakterystycz-
nych dla tego schorzenia ptytkach. U zwierzat doswiadczalnych, ktérym
podawano roztwory soli glinu zaobserwowano powstawanie splatkéw ner-
wowych podobnych do tych, ktére obserwuje sie w moézgach zmartych.
Niektore prace kwestionujag role glinu w chorobie Alzheimera (Kulczycki
1993). Nie zmienia to jednak faktu, ze aluminium wywotuje w centralnym
uktadzie nerwowym dramatyczne zmiany (Erasmus 1993). Nadmierne poda-
nie glinu prowadzi do jego akumulacji w mdézgowiu, szczegdlnie w istocie
szarej (Boegman, Bates 1984). Metal ten indukuje degeneracje neuronéw
w réznych komoérkach, np. w komérkach macek owadéw, komoérkach rdze-
nia kregowego, komérkach piramidowych kory mézgowej i wielu innych.
Jednoczes$nie ze wzrostem zwitdknien, obserwuje sie ponad 20-krotne obni-
zenie liczby mikrokanalikéw w uszkodzonych neuronach, jak roéwniez
w dendrytach i komérkach pamieci. Poza tym aluminium zmienia ksztatt
dendrytéw i gestos¢ synaps, indukuje zmiany chorobowe w neuronalnych
strukturach podporowych komoérek, zaburza transport aksonalny. Inhibituja-
ca role jon6éw tego pierwiastka wykazano w stosunku do waznych neuro-
transmiterow: choliny, acetylocholinoesterazy, acetylotransferazy cholino-
wej, noradrenaliny, serotoniny, kwasu glutaminowego i kwasu gammaami-
nomastowego (Graczyk, Diugaszek 1993).

Udowodniono, ze glin zaburza proces wigaczenia inozytolu do czasteczek
fosfolipidéw. Ponadto, indukowana przez karbachol hydroliza fosfolipidéw

104



jest rowniez hamowana przez jony tego metalu. Znaczne zaburzenie syste-
mu przekaznikowego zaleznego od fosfatydyloinozytolu prowadzi do upo-
Sledzenia czynnosci komoérki nerwowej, a nawet do jej $mierci (Birchall,
Chappel 1988; Najda, Gminski 1992). Potwierdzono réwniez hamujacy
wptyw aluminium na proces glikolizy w mézgu (Lai, Blass 1984, Johnson
Jope 1986).

Zatrucie glinem moze prowadzi¢ do anemii, wyzsze stezenie glinu bloku-
je bowiem aktywnos$¢ dehydrogenazy kwasu aminolewulinowego, ktéry bie-
rze udziat w pierwszych etapach syntezy hemu (Zaman, Batcabe 1994).

Jony AI3+ wykazuja réwniez efekt inhibitujacy w stosunku do leukocy-
tow, gtéwnie limfocytow (Graczyk, Ditugaszek 1993).

Metabolizm komodrek moze by¢ naruszony na wielu drogach, wynika to
z wilasnosci tego pierwiastka, ktéry moze taczy¢ sie z aminokwasami,
peptydami, biatkami, kofaktorami i weglowodanami (Srebro, Lach 1994,
Zaman, Batcabe 1994). Wiekszo$¢ enzymow aktywowanych przez jony
magnezu i wapnia jest inhibitowana przez jony glinu. Wytworzenie silnego
kompleksu Al3+- ATP powoduje, ze glin staje sie réwniez inhibitorem licz-
nych enzymow, dla ktorych ATP jest substratem (Graczyk, Diugaszek
1993). Aluminium tworzy roéwniez silne kompleksy z lipidami, ktorych
skala trwatosci bywa znacznie wieksza niz odpowiedni kompleks z jonami
magnezu lub wapnia (Ficek 1994).

Strukturami wewnatrzkomdérkowymi narazonymi na dziatanie glinu sg
chromatyna i DNA. W chromatynie i DNA istnieje wiele miejsc, w ktérych
ten pierwiastek ulega podstawieniu (Boni, Segar, Crapper-McLachlan 1980,
Karlik 1980).

Doniesienia z ostatnich lat wskazujga na jeszcze jeden prawdopodobny
mechanizm toksycznosci glinu, ktéry zwigzany by¢ moze z generowanymi
przez jon tego metalu wysoce reaktywnymi rodnikami. Wedtug tej hipotezy
zwiekszona ilos¢ glinu i zelaza moze prowadzi¢ do uszkodzenia komoérek
w przebiegu stresu oksydacyjnego (Erasmus 1993, Srebro, Lach 1994).
Sugeruje sie, ze stres oksydacyjny, bedacy wynikiem formowania wysoce
reaktywnych rodnikéw hydroksylowych, przy wspétudziale glinu i zelaza
moze by¢ przyczyng choroby Alzheimera (Srebro, Lach 1994) i choroby
Parkinsona (Olanow 1993).

W roézne aspekty metabolizmu metali zaangazowane sg lizosomy (Stem-
lieb, Goldfischer 1976). Sg one strukturami, ktére posiadajg zdolnos¢ od-
dzielania i chelatowania potencjalnie toksycznych metali (Humbert 1982).
Nadmierna jednak koncentracja metali obecnych w lizosomach, czy wokot
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nich podnosi pobieranie czy zmniejszanie wydzielania komoérkowego, pro-
wadzi do kolejnych zmian struktury lizosomoéw czy zawartych w nich
enzymow (Stemlieb, Goldfischer 1976).

W sSwietle tych informacji interesujgcym wydaje sie przesledzenie wpty-
wu wielokrotnych dawek chlorku glinu na aktywnos$¢ enzymow lizosomal-
nych. Stad tez celem tej pracy jest przesledzenie aktywnosci esterazy lizo-
somalnej w niektérych narzadach myszy.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 24 samicach i 24 samcach myszy biatej
o Sredniej wadze 25 gramow. Zwierzeta te hodowano w warunkach oswiet-
lenia LD 12 : 12 i zywiono pokarmem standardowym.

Myszy obu pici podzielono na 4 grupy: jednag grupe kontrolng i trzy grupy
doswiadczalne. Grupe kontrolng stanowity osobniki nie poddawane dziata-
niu AICIls. Zwierzeta grup doswiadczalnych otrzymywaty chlorek glinu
w dawce 50 mg/kg wagi ciata: osobniki pierwszej grupy badawczej przez
7 dni, myszy z drugiej grupy przez 14 dni, a z trzeciej grupy doswiadczalnej
przez 21 dni. Iniekcje byty wykonywane rano o s B

Myszy zabijano przez dekapitacje po 24 godzinach od czasu ostatniej
iniekcji. Do badan pobierano mézg, watrobe, nerki, miesien sercowy i mie-
sien szkieletowy uda. Pobrane narzady przemywano oziebionym roztworem
0,9% NaCl do zaniku krwi. Nastepnie narzady wazono i homogenizowano
3 razy po minucie stosujagc homogenizator teflonowy.

Do sporzadzenia homogenatu uzyto 0,1 M buforu fosforanowego o pH =
6,8 z dodatkiem 0,1% Tritonu X-100, ktéry rozrywa btony lizosomalne.
Otrzymany homogenat pozostawiono na 24 godziny w temperaturze 4°C. Po
24 godzinach homogenat wirowano przez 20 minut przy 13 tysigcach obro-
tow na minute. Uzyskany nadsgacz uzywano do badan enzymatycznych.
W celu obliczenia aktywnosci esterazy lizosomalnej oznaczono najpierw
stezenie biatka zmodyfikowang metodg Lowry’ego. Aktywnos$¢ esterazy
lizosomalnej oznaczono metoda mikrospektrofotometyczng wedtug Barreta
(1972).

Z uzyskanych wynikéw obliczono $rednie arytmetyczne, odchylenie stan-
dardowe i S$redni bitad. Dla stwierdzenia czy réznice miedzy uzyskanymi
wynikami w pierwszej i drugiej grupie doswiadczalnej w stosunku do
wartosci kontrolnych sg istotne, zastosowano test ,t” Studenta-Gosseta. Za
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istotng przyjeto taka roéznice, jesli prawdopodobienstwo przypadkowego
zaistnienia roéznicy jest rowne lub wieksze od 0,05. Otrzymane wyniki ze-
stawiono w 10 tabelach.

Wyniki

U samic grupy kontrolnej aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej wyniosta
kolejno (wartosci podano w pM/mg biatka/godzine): 299 w mozgu, 424
w watrobie, 368 w nerkach, 274 w mies$niu sercowym i 175 w mies$niu
szkieletowym.

U samcoéw: 315 w mozgu, 398 w watrobie, 404 w nerkach, 293 w mies-
niu sercowym izoo w miesniu szkieletowym.

Podawanie przez 7 dni myszom pierwszej grupy doswiadczalnej chlorku
glinu w dawce 50 mg/kg wagi ciata spowodowato wzrost aktywnosci estera-
zy lizosomalnej we wszystkich badanych narzadach, w stosunku do wartosci
uzyskanych w grupie kontrolnej. R6znice pomiedzy wynikami uzyskanymi
w serii kontrolnej i iniekcyjnej byty statystycznie nieistotne.

W moézgu samic nastapit wzrost aktywnosci badanego enzymu o 38,8%
do wartosci 415 pM/mg biatka/h (tab. 1) i 0 39,4% do wartosci 439 pM/mg
biatka/h w mézgu samcoéw (tab. 2).

W watrobie samic aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej wzrosta o 51,8%
uzyskujac wartos¢ 644 pM/mg biatka/h (tab. 3) i o 54,5% do wartosci 615
pM/mg biatka/h u samcoéw (tab. 4).

W nerkach zanotowano wzrost aktywnosci enzymu o 57,1% do wartosci
578 pM/mg biatka/h u samic (tab. 5), u samcow byt to wzrost o 50% do
wartosci 606 pM/mg biatka/h (tab. s ).

W miesniu sercowym samic stwierdzono wzrost aktywnosci esterazy lizo-
somalnej o 14,2% uzyskujagc wynik 313 pM/mg biatka/h (tab. 7), a u sam-
cow 0 8,2% do wartosci 317 pM/mg biatka/h (tab. s).

W miesniu szkieletowym samic aktywnos$¢ enzymu wzrosta do 187 pM/mg
biatka/h, czyli o s,8% (tab. 9) i do 237 pM/mg biatka/h, czyli o 18,5%
u samcow (tab. 10).

14-dniowe podanie chlorku glinu wywotato niewielki, ale statystycznie
istotny wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej w mézgu i miesniu szkiele-
towym samic, w pozostatych narzadach zwierzat tej ptci réznice pomiedzy
wartosciami grupy kontrolnej i tej grupy doswiadczalnej bytly statystycznie
nieistotne.
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U samcow zanotowano wzrost aktywnos$ci enzymu w mies$niu sercowym,
zmiany w innych narzadach byly statystycznie nieistotne. W maézgu samic
aktywnos$¢ badanego enzymu wzrosta o 7% do wartosci 320 pM/mg biat-
ka/h (tab. 1), u samcoéw zanotowano spadek o 1% uzyskujac 312 pM/mg
biatka/h (tab. 2). W watrobie samic nastgpit wzrost aktywnosci esterazy
lizosomalnej uzyskujac wartos¢ 434 pM/mg biatka/h, czyli o 2,4% (tab. 3)
io 5% do wartosci 418 pM/mg biatka/h u samcoéw (tab. 4).

W nerkach samic stwierdzono spadek aktywnosci enzymu o 1,1% do
wartosci 364 pM/mg biatka/h (tab. 5), u samcéw byt to spadek do wartosci
394 pM/mg biatka/h, czyli o 2,5% (tab. s).

W miesniu sercowym samic zanotowano wzrost aktywnosci esterazy
lizosomalnej o 1,1% do wartosci 277 pM/mg biatka/h (tab. 7) i 0 4,8% uzys-
kujac wartos¢ 307 pM/mg biatka/h u samcow (tab. s ).

W miesniu szkieletowym nastgpit wzrost aktywnosci esterazy lizosomal-
nej o 5,1% do wartosci 184 pM/mg biatka/h u samic (tab. 9) i spadek
aktywnosci tego enzymu o 3% do wartosci 194 pM/mg biatka/h u samcow
(tab. 10).

Podawanie chlorku glinu przez 21 dni zwierzetom trzeciej grupy do-
Swiadczalnej spowodowato ponowny wzrost aktywnosci esterazy lizoso-
malnej we wszystkich badanych narzadach w poréwnaniu do grupy kontrol-
nej. Réznice pomiedzy uzyskanymi wynikami w grupie kontrolnej i w tej
grupie badawczej byty statystycznie istotne.

W moézgu samic nastgpit wzrost aktywnosci badanego enzymu o 31,1%
uzyskujac wartos¢ 392 pM/mg biatka/h (tab. 1), a u samcow byt to wzrost
0 27,3% do wartosci 401 pM/mg biatka/h (tab. 2).

W watrobie samic zanotowano wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej
do wartosci 516 pM/mg biatka/h, czyli o 32,3% (tab. 3) i 0 28,6% do warto-
sci 512 pM/mg biatka/h u samcoéw (tab. 4).

W nerkach samic stwierdzono wzrost aktywnosci enzymu o 38,8% uzys-
kujac wartos¢ 511 pM/mg biatka/h (tab. 5) i 0 31,7% do wartosci 532 pM/mg
biatka/h u samcoéw (tab. s ).

W miesniu sercowym nastgpit wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej
do wartosci 350 pM/mg biatka/h, czyli 0 27,7% (tab. 7) u samic, u samcow
byt to wzrost do wartosci 340 pM/mg biatka/h czyli o 16% (tab. s).

W miesniu szkieletowym wzrost ten wyniést 27,4% uzyskujac wartosc
223 pM/mg biatka/h u samic (tab. 9), natomiast u samcéw o 28% do warto-
Sci 256 pM/mg biatka/h (tab. 10).
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Tab. 1. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w mbézgu samic myszy
po podaniu chlorku glinu (A1C13

] . Srednia
Srednie aktywnos¢
senie bi QOdchyleni
Grupa Dawka  llogé stezenle- biatka esterazy sta:d;/rg(r)]\:\?e Procent rogt ¢
badawcza Aid, iniekcji ca}k0W|/te.gow lizosomalnej o kontroli
mg/pt w |iM/mg
bialka/h
Grupa ) ] 7,568 299 31,579 Lo .
kontrolna
I Grupa 7 7,310 415 30,930 1388  178,736*
doswiadczalna 50
Il Grupa 14 7,511 320 29,897 107 12.480*
doswiadczalna 50
11 Grupa 21 7,425 392 24,187 1311 12,5580*
doswiadczalna 50

Tab. 2. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w mézgu samcéw myszy
po podaniu chlorku glinu (A1C13)

. . Srednia
Srednie i
tezenie biatk: aktywnosc Odchylenie
Grupa Dawka llos¢ S ezenle- latka esterazy standardowe Procent 1oqt Lt
badawcza AICIs iniekcji Ccatkowitego lizosomalnej kontroli
w mg/pl Sd
w pM/mg
biatka/h
Grupa
kontrolna - - 7,615 315 20,570 100 -
I Grupa .
doswiadezalna 50 7 7.310 439 15,735 139,4 25,646
Il Grupa
dos’wi;dczalna 50 14 7,568 312 15.727 99 0.619
1 G
rupa 50 21 7,482 401 10,392 127,3 8,450*

doswiadczalna

*- wynik statystycznie istotny
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Tab. 3. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej wwatrobie samic myszy
po podaniu chlorku glinu (AICI3

. . Srednia
Srednie aktywnosc
Grupa Dawka llos¢ Stezenie -bia+ka esterazy s?;::grlgg\:\?e Procent  Tegt ¢
badawcza AICIj iniekcji catkowitego lizosomalnej kontroli
w mg/pl sd
w pM/mg
bialka/h
Grupa
Kontrol - - 1161 424 30,191 100 -
ontrolna
LG,r“_pZ | 50 7 11,25 644 31,718 1518 144,073
o$wiadczalna
Il Grupa
doswiadczalna 50 14 11,46 434 25,578 102,4 2,168
Il Grupa .
50 21 11,32 561 23,910 132,3 21,812

doswiadczalna

Tab. 4. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w watrobie samcéw myszy
po podaniu chlorku glinu (A1C13)

) . Srednia
Srednie o
senie bi aktywnos¢ Odchylenie
Grupa Dawka llog¢ Stezenie F)la}ka esterazy + dyd Procent gt ¢
badawcza AICIls iniekcji catkowitego lizosomalnej standardowe kontroli
w mg/pl sd
w pM/mg
bialka/h
G
kru‘;a | . - 11,54 3908 28,894 Loo .
ontrolna
| Grupa
doswiadczalna 50 7 11,09 615 61,882 154,5 6,578*
Il Grupa
L 50 14 11,54 418 18,470 105 1,918
doswiadczalna
11l Grupa .
50 21 11,32 512 18,245 128,6 10,649

doswiadczalna

*- wynik statystycznie istotny
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Tab. 5. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w nerkach samic myszy
po podaniu chlorku glinu (ALC13

) . Srednia
Srednie aktywnos¢
. senie bi Odchylenie
Grupa Dawka llos¢ Stezenie _bla}ka esterazy stand;/rdowe Procent regt 1~
badawcza  AICIj iniekcji CMKOWItEQO i) o aine] kontroli
w mg/pl Sd
w pM/mg
biatka/h
Grupa
Kontrolna - - 10,75 368 11,625 100 -
LG,r“_p‘Z | 50 7 10,53 578 19,414 1571 25770*
o$wiadczalna
ilgrl:lp(;:l | 50 14 10,75 364 23,145 98,9 0,337
os$wiadczalna
Il Grupa .
50 21 10,67 511 45,186 138,8 4,216

doswiadczalna

Tab. 6. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w nerkach samcéw myszy
po podaniu chlorku glinu (A1C13)

. . Srednia
Srednie K ”
senie biatka aktywnosc Odchylenie
Grupa Dawka llosé stezenle_ 1a esterazy standardowe Procent ggt ¢
badawcza AICb iniekcji catkowitego lizosomalnej kontroli
w mg/pl Sd
w pM/mg
biatka/h
Grupa
Kkontrolna - - 11,16 404 28,271 100 -
| Grupa .
doswiadczalna 50 7 10,75 606 35,646 150 5,624
Il Grupa
doswiadczal 50 14 11,18 394 33,912 97,5 1,772
o$wiadczalna
Il Grupa
50 21 10,97 532 12,302 131,7 8,016*

doswiadczalna

*- wynik statystycznie istotny



Tab. 7. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w miesniu sercowym samic nmyszy

po podaniu chlorku glinu (ALC13)

i ) Srednia
Srednie aktywnosé
Grupa Dawka llog¢ Stezenie F’ia”‘a esterazy s?;r:::;/rljg\:\?e
badawcza AICIls iniekcji catkowitego lizosomalnej
w mg/pl Sd
w pM/mg
bialka/h
Grupa
R - 7,482 274 22,586
kontrolna
| Grupa 50 7 7,195 313 29,307
doswiadczalna
1 Grupa 50 14 7,424 277 5,612
doswiadczalna
1 Grupa 50 7,138 350 14,024

doswiadczalna

Procent Test ,t”

kontroli

100 -

114,2 5,803*
101,1 0,177
127,7 8,876*

Tab. 8. Zmiany aktywnos$ci esterazy lizosomalnej w migéniu sercowym samcow myszy

po podaniu chlorku glinu (AICI3)

] . Srednia
Srednie i
senie bi aktywnos¢ Odchylenie
Grupa Dawka llog¢ Stezenie _bla}ka esterazy standei/rdowe
badawcza AICIls iniekcji catkowitego lizosomalnej
w mg/pl sd
w pM/mg
bialka/h
Grupa
- - 7,367 293 12,165
kontrolna
1G
rupa 50 7 7,224 317 10,563
doswiadczalna
1 Grupa 50 14 7,367 307 6,733
doswiadczalna
I G
rupa 50 a1 7,167 340 20,296

doswiadczalna

*- wynik statystycznie istotny
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kontroli

108,2 14,980*

104,8 2,577*

116 5,780*



Tab. 9. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w migsniu szkieletowym samic myszy
po podaniu chlorku glinu (ALC13

Grupa
badawcza

Grupa
kontrolna

| Grupa
doswiadczalna

Il Grupa
doswiadczalna

Il Grupa
doswiadczalna

Dawka
AICIj

50

50

50

llos¢
iniekcji

14

Srednie
stezenie biatka
catkowitego
w mg/pl

5174

5,074

5,060

5,016

Srednia
aktywnos¢
esterazy
lizosomalnej
w pM/mg
biatka/h

175

187

184

223

Odchylenie
standardowe
Sd

18,680

17,916

20,968

16,882

Procent Tagt ot
kontroli

100 -

106,8 15.707*
105.1 3,934*
127,4 26,696*

Tab. 10. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w migsniu szkieletowym samcéw myszy
po podaniu chlorku glinu (A1CI3)

Grupa
badawcza

Grupa
kontrolna

| Grupa
doswiadczalna

Il Grupa
doswiadczalna

Il Grupa
doswiadczalna

Dawka
AICIj

50

50

50

llos¢

iniekcji

14

2

*- wynik statystycznie istotny

Srednie

stezenie biatka

catkowitego
w mg/pl

5,461

5,002

5,088

4,988

Srednia
aktywnos¢
esterazy

lizosomalnej

w pM/mg
biatka/h
200
237

194

256

Odchylenie

standardowe

Sd

34,340

47,497

39,538

22,256

Procent
kontroli

100

118,5

97

128

Test ,t”

2.812*

1,154

4,634*
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Dyskusja

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze chlorek glinu podawany
w dawce 50 mg/kg wagi ciata przez 7 dni (pierwsza grupa doswiadczalna),
14 dni (druga grupa doswiadczalna) i 21 dni (trzecia grupa doswiadczalna)
wywotuje zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej.

Kiedy jony glinu, pomimo zewnetrznych barier, wnikng do komorki,
wewnetrzne mechanizmy tolerancji zaczynajag prace. Polegajg one na mody-
fikacji i adaptacji komérkowego metabolizmu do warunkéw stresu (Slaski
1993). Jednym z przejawoéw wpitywu jonow glinu na cytoplazme komorki
jest zwiekszenie liczby lizosomoéw (Graczyk, Diugaszek 1993). Wydaje sie
to mie¢ swoje uzasadnienie, poniewaz przedziat lizosomalny jest swoistym
zabezpieczeniem komodrek przed stresogennymi czynnikami (Klasing 1985,
Miyawaki 1988, Dunn 1990). Tworzy on swoisty ukiad kompensacyjny
komoérki poddanej niekorzystnym warunkom egzystencji. Komoérkowe
mechanizmy kompensacyjne na poziomie przestrzeni lizosomalnej to przede
wszystkim procesy autofagocytozy, mogace przebiega¢ ze znacznym wzro-
stem proteolizy i lipolizy (Krdl 1994). Wydaje sie, ze tym nalezy ttumaczy¢
wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej we wszystkich badanych narzadach
u zwierzat w pierwszej grupie doswiadczalnej.

Najwiekszy wzrost zanotowano w watrobie, nerkach i moézgu.

Chociaz rola watroby w metabolizmie glinu nie jest jednoznacznie wyjas-
niona, to podanie duzych dawek zwigzkéw tego metalu, powoduje jego
kumulacje w tym organizmie w duzych ilosciach. Tkanka kostna, $ledziona
i watroba sa tymi narzadami, w ktérych glin gromadzi sie w pierwszej kolej-
nosci (Graczyk, Dtugaszek 1993). Komdérkami watroby szczegdlnie narazo-
nymi na jony tego metalu sg hepatocyty, w mniejszym stopniu komoérki
Kupffera (Galie, Giudicelli 1982).

Narzadem, w ktéorym glin gromadzi sie réwniez w duzych ilosciach
sg nerki (Gluszek 1987, Linss 1992). Poza tym przez komdrki nerkowe sg
reabsorbowane i eliminowane gtéwnie toksyny, m.in. sole aluminium.
W procesie tym lizosomy odgrywaja gtdwna role (Berry i wsp. 1988).

Glin gromadzi sie takze w centralnym ukfadzie nerwowym wywotujac
w nim najwieksze zmiany (Erasmus i wsp. 1994). Wielu autoréw wykazato
nieréwnomierne rozmieszczenie glinu w réznych czesciach mézgu. W isto-
cie szarej jego stezenie jest ponad dwa razy wieksze, w poréwnaniu do
istoty bialej. Stezenie glinu jest znacznie wyzsze w malych naczyniach
i oponach mézgowo-rdzeniowych niz w tkance otaczajgcej tkanke mézgowa
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(Boegman, Bates 1984, Kulczycki 1993). Nie ma dowodoéw na to, aby glin
powodowat zmiany w przepuszczalnosci bariery krew - mézg, podobnie jak
nie jest wyjasniony ewentualny mechanizm neurotoksycznego dziatania gli-
nu. Nieznana jest dynamika przenikania glinu do mézgu przez uszkodzong
bariere krew - moézg (Ludwicki 1993). Wiadomo jednak, ze gdy komoérka
nerwowa poddana jest dziataniu czynnikéw stresotwoérczych (np. toksyczne
metale), to obserwuje sie bardzo szybki wzrost wakuol autofagalnych, ktére
w normalnych neuronach spotyka sie rzadko (Kaminski 1989).

Spadek aktywnosci esterazy lizosomalnej u zwierzat w drugiej grupie
doswiadczalnej, w stosunku do myszy pierwszej grupy badawczej i nie-
wielki, przewaznie statystycznie nieistotny, wzrost lub spadek aktywnosci
enzymu, w porownaniu do osobnikéw grupy kontrolnej moze by¢ przeja-
wem adaptacji komoérek do nowych warunkéw. Komorki posiadajg bowiem
wiele mechanizmoéw unieszkodliwienia jonéw glinu. Jony Al3+ moga byc¢
chelatowane przez cytoplazmatyczne ligandy, takie jak: kwasy organiczne
(cytryniany, maloniany), polipeptydy (Slaski 1993). Jak wazna jest rola tych
ligandéw dowodzi Birchall i Chappel (1988). In vitro, A3+ hamuje reakcje
formowania glukozo-6-fosforanu poprzez wigzanie ATP silniej niz Mg2+
(aktywatora tej reakcji), tworzy sie nieaktywny kompleks ATP-Al. Aktyw-
nosc¢ jest przywrécona w obecnosci cytrynianu, poniewaz wigze glin silniej
niz ATP. Cytrynian przeszkadza wiec w formowaniu ATP-Al i umozliwia
formowanie aktywnego kompleksu ATP-Mg.

Waznym chelatorem, aczkolwiek niedocenionym, jest kwas krzemowy.
Udowodniono, Zze odpowiednio duze stezenie tego pierwiastka zapobiega
uszkodzeniu osrodkowego ukiadu nerwowego przez jony glinu (Najda,
Gminski 1992). Sadzi sie, ze mechanizm tolerancji glinu zwigzany by¢
moze takze z indukcjg metaloprotein (biatek o wysokiej zawartosci amino-
kwasow sulfhydrylowych, majacych zdolnos$¢ unieszkodliwiania toksycz-
nych metali), jak wykazano to w przypadku kadmu (Crapper-McLachlan
i wsp. 1980).

Tolerancja glinu moze by¢ osiggnieta przez oddzielenie tego jonu w prze-
dziatach, ktére do pewnego stopnia sa ,odporne” na jego toksycznosc.
Strukturami zdolnymi do oddzielenia i chelatowania toksycznych metali sg
lizosomy (Stemlieb, Goldfischer 1976). Sg one organellami stanowigcymi
ochrone dla komoérek przed toksycznym oddziatywaniem, m.in. aluminium
(Humbert 1982). Glin w lizosomach, co potwierdzity badania przy uzyciu
sondy jonowej, wystepuje w ekwimolamych potgczeniach z fosforanami.
Badania prowadzone na tkankach moézgu wykazatly obecnos$¢ aluminium
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w wysokiej koncentracji w lizosomach, gdzie byt obecny w postaci podob-
nych do igiet, mikrokrystalicznych form o $rednicy 0,006 mikrondw i dtugo-
Sci 0,08 mikronow. Potaczony byt z fosforem, w stosunku jeden atom glinu
najeden atom fosforu (Galie i wsp. 1979). Podobne badania prowadzone na
tkankach watroby (Galie, Giudicelli 1982), nerek (Linss i wsp. 1991) i przy-
tarczyc (Galie i wsp. 1987) potwierdzity obecnos¢ w lizosomach fosforano-
wych nierozpuszczalnych potaczen glinu.

Nadmierna jednak koncentracja metali moze by¢ przyczyng zmian
struktury, przepuszczalnosci i integralnosci btony lizosomalnej i uwolnienia
enzymow z tych organelli (Stemlieb, Golgfischer 1976). Dzieje sie tak, po-
niewaz nieorganiczne zwigzki glinu, np. glinokrzemiany, nie moga by¢
degradowane, beda one kumulowa¢ sie w lizosomach i bedg stopniowo
prowadzi¢ do dysfunkcji lizosomow.

Wiekszo$¢ katabolicznych enzymoéw zawartych w lizosomach bedzie
uchodzi¢ i prowadzi¢ do degeneracji, np. komérek mézgu (Tokutake i wsp.
1995). Fakt, ze glin moze uszkadzac¢ lizosomy, potwierdzajg badania pro-
wadzone na tkankach watroby, nerek i sledziony (Laske i wsp. 1987, Stein
i wsp. 1988).

To moze byé przyczyng ponownego wzrostu aktywnosci esterazy lizoso-
malnej u myszy w trzeciej grupie doswiadczalnej, w poréwnaniu do warto-
Sci otrzymanych w grupie zwierzat kontrolnych i drugiej grupy badawczej.

Aktywnosc¢ esterazy lizosomalnej w mdézgu, watrobie i nerkach byta jed-
nak mniejsza niz w pierwszej grupie doswiadczalnej. Wyjasnieniem tego
moze byc¢ selektywne hamowanie syntezy enzymow. Potwierdzone jest takie
oddziatywanie jondw glinu na niektdore enzymy lizosomalne, np. na beta-
glukuronidaze (Stein i wsp. 1987, Laske i wsp. 1989), kwasng fosfataze
(Graczyk, Diugaszek 1993). Wyniki naszych badan réwniez wskazujg na
inhibitowanie esterazy lizosomalnej.

W jaki spos6b jony glinu moga wptywaé na synteze enzymow lizosomal-
nych?

Strukturami, obok lizosomoéw, w ktérych glin gromadzi sie w duzych ilo-
Sciach jest jadro komoérkowe. W chromatynie i DNA istnieje wiele miejsc,
gdzie glin ulega podstawieniu. Jony tego metalu wykazuja réwniez duze
powinowactwo do RNA (Boni i wsp. 1980, Karlik i wsp. 1980). Udowod-
niono, ze aluminium zaburza synteze DNA, obniza RNA w nerwiaku, redu-
kuje informacyjny RN A kodujacy we witdknach nerwowych, blokuje aktyw-
nosé polimerazy RNA 1IN Vitro, zmienia ilos¢ poly-(A)RNA w mézgu (Gra-
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czyk, Dtugaszek 1993). Tym samym moze posrednio wptywaé na synteze
enzymow lizosomalnych.

Nieco inaczej przedstawia sie aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej w mie-
$niu sercowym i miesniu szkieletowym. Zanotowano, w przypadku tych
narzadow, wzrost aktywnosci badanego enzymu, w stosunku do wszystkich
grup wczesniejszych. Zakres zmian aktywnosci enzymow lipolitycznych
zalezy od wielkosci zmian w samych narzadach i tkankach (Schmidt i wsp.
1969). Jak stwierdzono juz wczesniej, glin gromadzi sie w pierwszej kolej-
nosci w watrobie, nerkach, sledzionie, tkance kostnej i moézgu.

W miesniu sercowym i w miesniach szkieletowych zaczyna sie on kumu-
lowa¢ w wiekszych ilosciach woéwczas, gdy uszkodzone zostang wyzej
wymienione organy (Boegman, Bates 1984, Graczyk, Ditugaszek 1993).

Nie ma duzych réznic w reaktywnosci samic i samcoéw. Zwierzeta obu
ptci reaguja bardzo podobnie.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze chlorek glinu,
w zaleznos$ci od czasu trwania iniekcji pobudza rézne reakcje metaboliczne,
efektem czego sg zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w badanych na-
rzadach, co wykazano w niniejszej pracy.

Literatura

Alfrey A.C., 1980, Aluminium metabolism in uremia Neurotoxicology, 1, 43.
Alfrey A.C., 1984, Aluminium intoxication New Engl. J. Med. 310, 1113.

Alfrey A.C., 1993, Aluminium toxicity inpatients with chronic renalfailure. The-
rapeutic Drug Monitoring, 15, s .

Berry J.P., Meignan M., Escaig P., Galle P., 1988, Inhaled soluble aerosols inso-
lubilised by lysosomes of alveolar cells. Application to some toxic compounds:
electron microprobe and ion microprobe studies. Toxicology, 52 (1-2), 127.

Birchall J.D., Chappel J.S., 1988, Aluminium, chemical physiology and Alzhei-
mer ‘sdisease, Lancet, 2, 1008.

Boegman R.J., Bates L.A., 1984, Neurotoxicity ofaluminium can. J. Physiol Phar-
macol, 62,1010.

Boni U., Seger M., Crapper-McLachlan, 1980, Functional consequences of chro-
nic bound aluminium in cultured human cells. Aluminium Neurotoxicity
(red. Liss L.) Pathotox, Park Forest South.

Crapper-McLachlan D.R., de Boni U. 1980, Aluminium in human brain disease:
an overview Neurotoxicology, 1,3.

117



Dunn W.A., 1990, Studies on the mechanisms of autophagy. Formation of the
autophagic vacuole . cell Biology, 110, 1923.

Dunn W.A., 1990, Studies on the mechanisms of autophagy. Maturation of the
autophagic vacuole J. cell Biology, 110, 1935.

Erasmus R.T., Savory J., Wills M.R., Herman M.H., 1993, Aluminium neurotoxi-
city in experimental animals. Theraupetic Drug Monitoring, 15, 588.

Ficek W., Holik-Janus$ B., 1994, Zmiany morfostrukturalne oraz poziom magnezu
w granicy szczurapo podaniu soli glinu. materiaty 111 sympozjum nt. Moleku-
larne ifizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej (krakow).

Galle P., Chatel M., Berry J.P., Menault F., 1979, Progressive myoclonic encepha-
lopathy in dialysis patients: presence of high concentrations of aluminium
in the lysosomes ofthe cerebral cells. Nouv. Press. Med. 8(50), 4091.

Galle P., Giudicelli c.P., 1982, Electron microprobe ultrastructural localization
ofaluminium in hepatocyte. Nouv. Press. Med. 11(15), 1123.

Galle P., Campos H., Chadenas D., 1987, Abnormal concentration ofaluminiumin
in the lysosomes ofa primary parathyroid adenoma. Ann. Pathol., 7( 1), 65.

Ghuszek J., 1987, Toksyczne dziatanie glinu w przewlektej niewydolnosci nerek.
Polski Tyg. Lek., 48, 1499.

Graczyk A., Diugaszek M., 1993, Procesy biochemiczne i mechanizmy molekular-
ne toksycznosci glinu Roczn. PzH, 1, 23.

Humbert W., Aprahamian M., Stock C., Grenier J.P., 1982, Copper accumulation
inprimary biliary airhosis. An electron and X-ray microanaltycal study. Histo-
chemistry, 74(1), 85.

Johnson G.V.W ., Jope R.S., 1986, Aluminium impairs glucose utilization and cho-
linergic in rat brain in vitro. Toxicology, 40, 93.

Kaminski M., 1989, Struktura ifunkcje neuronu, w: Fizjologia i farmakologia
blony komérkowej. Instytut Farmakologii PAN Krakow.

Karlik S.J., Eichhorn G.L., Lewis P.N., Crapper-McLachlan D.R., 1980, Interac-
tion ofaluminium species with deoxyribonucleic acid Biochemistry, 23, 5991.
Klassing J., 1988, Influence of stress on protein metabolism, in: Animal stress.

Amer. Physiol. Soc. Maryland.

Krol T., 1994, Aktywnos$¢ wybranych enzyméw lizosomalnych w hepatocytach
myszy po obcigzeniu winkrystyna. Materiaty 111 Sympozium nt. Molekularne
ifizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej, krakow.

Kulczycki J., 1993, Rola glinu w etiopatogenezie zaburzerr neurologicznych.
Roczn. PZH, 1,49.

Lai J.C., Blass J.P., 1984, Inhibition of brain glycolisys by aluminium. J. Neuro-
chemistry, 42, 438.

118



Laske V., Stein G., Muller A., Braunlich H., Fleck C., Linss W., The effect of
chronic aluminium loading on lysosomal enzymes in serum and organ homoge-
nates. Pharmazie, 44(3), 218.

Linss V.W., Martin R., Stein G., Braunilch H., Fleck C., 1991, Electron micro-
scopic evidence of aluminium in lysosomes of kidney cells by electron energy
l0ss Spectroscopy. Acta Histochem, 90(1), 65.

Linss V.W ., Martin R., Stein G., Braunilch H., Fleck C., 1992, The occurence of
aluminium containing lysosomes in the kidney of experimentally treated rats.
Acta Histochem. Suppl., 42, 273.

Ludwicki J.K., 1993, Toksykologiaglinu, Roczn. PHZ, 1, 15.

Miyawaki T., 1988, The lysosomal stabilizing effects of some antishock agents.
Eng. Abstr., 37/7, 825.

Najda J., Gminski J., 1992, Krzem w patofizjologii osrodkowego ukladu nerwo-
WeJO. Pol. Tyg. Lek., 20-21, 459.

olanow C.W., 1993, A rationale for monoamine oxidase inhibition as neuropro-
tective therapyfor Parkinson s disease. Movement Disorders Suppl, 1,81,

Schmidt M., Dmochowski A., Laskowski S., Czarnecki M., 1969, Badania bio-
chemiczne nadfizjopatologiczng rolg lizosoméw. pol. Tyg. Lek., 24, 224.

srebro z., Lach H., 1994, Bioenergetics, Aging and Neurodegenerative Diseases.
Wyd. Nauk. WSP, Krakow.

Stein G., Laske V., Muller A., Braunlich H., Liness W., Fleck C., Aluminium indu-
ced damage of the lysosomes in the liver, spleen and kidneys ofrats. 5. Appl.
Toxicol., 7(4), 253.

Stemlieb 1., Goldfischer S., 1976, Heavy metals and lysosomes, in: Lysosomes
in Biology and Pathology. pingle J., Fell H. (wyd.) Amsterdam vol. 5.

Slaski J., Aluminium and metabolism ofsome plant and animal organisms rRoczn.
PzZzH, 1,7.

Tokutake S., Nagase H., Morisaki S., Oyanagi S., 1995, Aluminium detected In
senile plaques and neurofibrillary tangles is contained in lipofuscin granules
with silicon, probably as aluminosilicate. Neurosciences Letters, 185, 99.

Zaman K., Zaman A., Batcabe J., 1994, Hematological effects of aluminium on
Iiving organisms. Comparative Biochemistry and Physiology-Comparative
Pharmacology and Toxicology, 285.

119



Krystyna Mnich, Dorota Wielgus

Evaluation of the Activity of Lysosomal Esterase
in Certain Organs and Tissues
of Animals Injected with Aluminium chloride

Summary

The activity of lysosomal esterase (EL) was estimated in the brain, liver, Kkid-
ney, skeletal and heart muscles of mice injected with 50 mg/kg of body weight
aluminium chloride for 7, 14, and 21 days.

The results obtained showed increased activity of the enzyme in all analysed
organs and tissues of the mice treated with the drug for seven days. Comparing
to this, fourteen days trestment of mice with aluminium chloride decreased the
activity of lysosomal esterase. The injection of aluminium chloride into the mice
for twenty one days caused once again on enhancement of esterase activity.

The changes in the activity of lysosomal esterase in some organs and tissues of
mice treated with aluminium chloride were discussed.



