Rocznik Naukowo-Dydaktyczny WSP w Krakowie

Zeszyt 187 Prace Fizjologiczne V Krakéw 1997

Jacek Wojcikowski

Aktywnosc esterazy lizosomalnej
w niektorych narzadach myszy
po obcigzeniu egzogennym ACTH

Streszczenie

Badano aktywnos¢ esterazy lizosomalnej w moézgu, nadnerczach, jadrach, ner-
kach i watrobie samcoéw myszy, ktérym podawano JICTH jednorazowo w dawce
15j.m./26g oraz przez okres 7 dni w dawce 7,5 j.m./26g. Oznaczano takze aktyw-
no$¢ badanego enzymu po wczesniejszym zablokowaniu receptoréow benzodiaze-
pinowych za pomocga diazepamu w dawce 0,5 mg/kg masy ciata.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono statystycznie istotne zmiany
aktywnosci badanego enzymu zaréwno po jednorazowym, jak i wielokrotnym po-
daniu ACTH. Podanie diazepamu przed iniekcjg ACTH istotnie obnizyto aktyw-
nos$¢ esterazy lizosomalnej. Wydaje sie, ze aktywno$¢ esterazy lizosomalnej moze
by¢ wskaznikiem reakcji stresowej.

W pracy dyskutowana jest rola enzymoéw lizosomalnych jako wskaznikéw re-
akcji stresowej, wywotanej podazg ACTH.

Wstep

Juz w 1914 r. Walter Cannon okreslit ogét nieswoistych objawoéw, jakie
pojawiaja sie po zadziataniu réznych czynnikéw stresotwoérczych jako
~reakcje nagtej potrzeby”. Hans Selye (1951) stworzyt koncepcje teoretycz-
na, w ktorej uwzglednit wspotdziatanie wptywéw wewngtrzwydzielniczych
podczas diugotrwatego stresu. Koncepcja ta znana jest jako ,,0g6lny zespo6t
adaptacyjny” (GAS - General Adaptation Syndrome).

' Zaldad Fizjologii Zwierzat 1B WSP, Krakaw.
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Istotng role w przebiegu reakcji stresowej odgrywajg hormony produko-
wane przez przysadke i nadnercza. Bates i Garrison (1974) na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzili, ze iniekcja ACTH moze spowodowac
w organizmie zmiany charakterystyczne dla stresu. ACTH pobudza kore
nadnerczy do produkcji hormonoéw sterydowych, gtéwnie glikokortykoidéw
regulujgcych metabolizm biatek i weglowodandéw, a takze mineralokorty-
koidow i androgenow (Budziszewska 1992).

Podobnie jak w odniesieniu do wiekszosci hormonéw peptydowych
w dziataniu ACTH posredniczy cAMP (cykliczny-3', 5'-monofosforan).
ACTH pobudza aktywnos$¢ cyklazy adenylowej w btonie komodrkowej
komorek kory nadnerczy, co prowadzi do zjawiska przeksztatcenia ATP
w cAMP. To wzrastajgce stezenie cAMP wewngtrz komérek przyspiesza
przemiane cholesterolu w pregnenolon, podstawowy i ograniczajacy szyb-
kos¢ reakcji etap sterydogenezy w nadnerczach (Pawlikowski i Lewandow-
ski 1973).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze hormon adreno-
kortykotropowy nasila reakcje lekowe zwierzat poprzez zwiekszenie syntezy
5 -hyroksytryptaminy (5-HT) w mdézgu. Benzodiazepiny, takie jak diazepam
i chlordiazepam hamuja ,,lekotwdércze” dziatanie ACTH (Kostowski 1980).

Z badan przeprowadzonych przez Klasinga (1985), Panina i Majanskoj
(1981) wynika, ze swoistym zabezpieczeniem komoérki przed stresogennymi
czynnikami jest przedziat lizosomalny. W warunkach stresu zaobserwowali
oni zmiany aktywnosci wielu enzymoéw lizosomalnych.

Biologiczne znaczenie lizosomoéw sprowadzi¢ mozna do roli zawartych
w nich enzymoéw. Stwierdzono, ze przestrzen lizosomalna zawiera okoto
100 réznego rodzaju biatek enzymatycznych, gtéwnie hydrolaz bioracych
udziat w degradacji biatkowych, weglowodanowych i lipidowych struktur
komoérkowych oraz proteoglikanow, tj. zwigzkow tworzacych sie ze znisz-
czonych bton komdérkowych, a wiec wszystkich typow substancji, z ktérych
zbudowana jest komérka (De Duve 1969).

Podstawowa funkcjg enzymow lizosomalnych jest wewnagtrzkomorkowe
trawienie, udziat w procesach obronnych, w przebudowie i autolizie ko-
morki, wpltyw na procesy wzrostu i podziatlow komodrkowych, kontrola
sekrecji gruczotow dokrewnych oraz regulacja proceséw adaptacyjnych
w komorce (De Duve 1969, Panin i Majanskaja 1987). Najwyzszg aktyw-
nos$¢ enzymow lizosomalnych stwierdzono w zakresie pH 3,6-5,0 (Barret
1972).
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Esteraza lizosomalna (EC 3.1.1.-) w odrd6znieniu od innych esteraz nie
jest hamowana przez fosforan dwuetylo-paranitrofenolu. Podczas roéznico-
wego wirowania homogenatu esteraza lizosomalna osadza sie przy 10000 Xg
(podobnie jak lizosomy), nie wykazujac jednak typowego dla nich zjawiska
latencji. Zlokalizowana jest prawdopodobnie w zewnetrznej btonie lizoso-
mow, a optimum jej dziatania przypada na pH 5,0. Stwierdzono istnienie
réznic narzadowych w aktywnosci lipazy i esterazy lizosomalnej (Maka-
devan i Tappel 1968).

Jako jeden z pierwszych uktadéw komoérkowych przedziat lizosomalny
reaguje wiaczeniem obronnych mechanizméw w stanach zagrozenia homeo-
stazy ustroju, gtdwnie w przypadku nieprawidtowej gospodarki metabolito-
wej, w stresie (Panin i Majanskaja 1981, 1987).

W sSwietle tych informacji interesujacym wydaje sie przesledzenie wpty-
wu jednorazowych i chronicznych dawek ACTH na aktywnos$¢ esterazy
lizosomalnej w wybranych narzadach samcéw myszy oraz wykazanie
ochronnej roli diazepamu jako blokera receptoréw benzodiazepinowych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 35 samcach myszy o $rednim ciezarze ciata
26g. Zwierzeta podzielono najednag grupe kontrolng i cztery grupy doswiad-
czalne, po 7 myszy w kazdej grupie. Grupe kontrolng stanowity osobniki nie
poddawane dziataniu ACTH i diazepamu. Zwierzeta | grupy doswiadczalnej
otrzymywaty domiesniowo diazepam w jednorazowej dawce 0,5 mg/kg
masy ciata. Myszy Il grupy doswiadczalnej otrzymywaty ACTH przez 7 dni
w dawce 7,5 j.m. Zwierzeta Il grupy doswiadczalnej nastrzykiwano ACTH
w jednorazowej dawce 15 j.m. Osobnikom 1V grupy doswiadczalnej poda-
wano w jednorazowej iniekcji diazepam w dawce 0,5 mg/kg masy ciala,
a po uptywie dwoch godzin wstrzykiwano ACTH w ilosci 15 j.m. Myszy
zabijano przez dekapitacje po 24 godzinach od czasu ostatniej iniekcji, po
czym oznaczano aktywnos$c¢ esterazy lizosomalnej w homogenatach mozgu,
nadnerczy, jader, nerek i watroby. Uzyskany nadsgacz (supernatant) uzywano
do badan enzymatycznych. Aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej oznaczano
mikrospektrofotometryczng metoda Barreta (1972). Jednoczes$nie ozna-
czano stezenie biatka stosujac zmodyfikowang metode Lowry’ego (Kirschke
i Wiederanders 1984). Koncowa aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej podano
w pM/mg biatka/h.
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Z uzyskanych wynikéw obliczono $rednie arytmetyczne, odchylenie
standardowe i $redni blad. Do analizy wynikéw zastosowano test ,t” Stu-
denta-Gosseta (p < 0,01).

Wyniki badan

U zwierzat grupy kontrolnej aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej wynosita
kolejno (wartosci podano w pM/mg biatka/h): 2470 w mdézgu. 1245 w nad-
nerczach, 2420 w jadrach, 3380 w nerkach i 3293 w watrobie (tab. 1, rye. 1;
tab. 2, ryc. 2).

U osobnikéw, ktérym podawano jedynie diazepam istotny statystycznie
spadek aktywnosci badanego enzymu nastgpit w mézgu. Zanotowany spa-
dek wynioést 22,7% w pordéwnaniu do wartosci kontrolnej. W pozostatych
narzadach zanotowane zmiany sg statystycznie nieistotne.

Jednorazowa podanie ACTH w dawce 15 j.m. spowodowato statystycz-
nie istotny wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej we wszystkich bada-
nych narzadach w stosunku do wartosci kontrolnych o 41,6% w mozgu,
62,5% w nadnerczach, 43,7% w jadrach, 23% w nerkach i 27,3% w watro-
bie.

Wielokrotne podawanie ACTH (przez 7 dni) w ilosci 7,5 j.m. wywotato
wzrost aktywnosci badanego enzymu w moézgu o 22,7%, nadnerczach
0 72%, jadrach o 12% oraz spadek jego aktywnosci w nerkach o s % i w wa-
trobie o 13,5%. Uzyskane wyniki sg statystycznie istotne.

Podanie diazepamu przed iniekcjag ACTH obnizytlo aktywnos$¢ esterazy
lizosomalnej we wszystkich badanych narzadach do wartosci bliskich war-
tosciom kontrolnym.

Otrzymane wyniki zestawiono w dwoch tabelach (tab. 1 i 2) oraz zilu-
strowano dwoma wykresami (ryc. 1 i2).
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Tab. 2. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w nerkach i watrobie samcow myszy

po podaniu ACTH i diazepamu

Grupa llos¢ Dawka llos¢

badawcza osobn. iniekcji X

Kontrola 7 - - 3380,21

| dosw. 7 diazepam 1 3423.49
0,5 mg/kg

11 dosw. 7 >o.._.I 7 3176.15
7,5j.m.

111 dosw. 7 >O.._.I 1 4157.55
15j.m.
diazepam
0,5 mg/kg

1V dosw. 7 po 2h 1 3504,67
ACTH

Hm

Nerki

SD
133,35

115,51

111,97

237,42

110,85

% K
100

101

94

123

104

X - $rednia aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej w gM/mg biatka/godz.

SD - odchylenie standardowe

% K - procent kontroli

U7 - test,t”

* - istotne statystycznie przy p < 0,01

t

0,63

3,19*

7,55*

2,05

X
3293,30

3343,87

2847,42

4192,07

3378,64

Watrolza

SD % K
119,40 1100
66,69 101
137,29 86
229,89 127
93,69 103

t’
H -

0,98

1,48



Ryc.l. Zmiany aktywnos$ci esterazy lizosomalnej w moézgu, nadnerczach i jadrach
myszy kontrolnych i doswiadczalnych. Zwierzeta | Dosw. otrzymywaty domiesniowo
diazepam w jednorazowej dawce 0,5 mg/kg masy ciata. Myszy N Dosw otrzymywaty
ACTH przez 7 dni w dawce 7,5 j.m. na osobnika. Zwierzeta LI Dosw. nastrzykiwano
jednokrotnie ACTH w ilosci 15 j.m. na osobnika. Myszy IV Dos$w. otrzymywaty
diazepam w jednorazowej iniekcji 0,5 mg/kg masy ciata, a po uptywie 2h
wstrzykiwano ACTH w dawce 15 j.m. na osobnika.

Ryc.2. Zmiany aktywnosci esterazy lizosomalnej w nerkach i watrobie myszy
kontrolnych i doswiadczalnych. Zwierzeta | Dosw. otrzymywaly domie$niowo
diazepam w jednorazowej dawce 0,5 mg/kg masy ciata Myszy M Dosw. otrzymywaty
ACTH przez 7 dni w dawce 7,5 j.m. na osobnika. Zwierzeta LI Do$w. nastrzykiwano
jednokrotnie ACTH w ilosci 15 j.m. na osobnika. Myszy IV Dos$w. otrzymywaty
diazepam w jednorazowej iniekcji 0,5 mg/kg masy ciata, a po upltywie 2h
wstrzykiwano ACTH w dawce 15j.m. naosobnika.



Dagga

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze jednorazowe, jak i wielokrot-
ne dawki ACTH wywotujg statystycznie istotne zmiany aktywnosci esterazy
lizosomalnej w badanych narzadach. Natomiast diazepam poprzez zabloko-
wanie receptoréow benzodiazepinowych redukuje nasilenie reakcji stresowej,
efektem czego jest spadek aktywnosci badanego enzymu do wartosci blis-
kich kontrolnym.

Stres powoduje uruchomienie mechanizmoéw regulacyjnych, decyduja-
cych o zachowaniu ciggtosci przemian metabolicznych, zwigzanych ze
wzrastajacym zapotrzebowaniem na energie (Moberg 1985).

Klasing (1985) uwaza przedziat lizosomalny za gtdwne miejsce wewnatrz-
komoérkowych proceséw katabolicznych. Stabilno$¢ organizmu w stresie za-
lezy w znacznym stopniu m.in. od reaktywnosci enzymatycznych komplek-
sO6w komoérkowych, ajak wiadomo proces degradacji biatka jest niezbednym
czynnikiem regulujacym metabolizm komorki poprzez ré6zna szybkos$¢ jego
syntezy i rozktadu (Mildvan 1974). De Duve (1969) lizosomalnym prote-
azom, gtéwnie zas katepepsynom, przypisuje istotng role inicjujaca degra-
dacje biatka w warunkach stresu. Lizosomy uwazane sg za kluczowe miej-
sce katabolizmu biatek, w zwigzku z wystepowaniem w nich aktywnych
proteaz o szerokim zakresie dziatania pH.

Do niedawna panowat poglad, ze oksydacyjny rozktad kwaséw ttuszczo-
wych zachodzi wytgcznie w mitochondriach. Dzi$ juz wiadomo o enzyma-
tycznej B - oksydacji kwasow ttuszczowych w obrebie lizosomoéw komadrek
zwierzecych. Proces ten ma charakter degradacyjny i zachodzi w wakuolach
przedzialu lizosomalnego. Wakuole autofagowe sa miejscem rozkiadu
tréjglicerydow, jak réwniez tworzacych istote zrebu struktur plazmatycz-
nych lipoprotein, nieco wczesniej ulegajacych proteolizie. Wiekszos¢ biatek
komorkowych to gliko- i lipoproteiny. Catkowita degradacja wymaga wspo6#t-
dziatania odpowiednich enzymow proteolitycznych, glikozydaz i dodatkowo
esteraz lizosomalnych (Biernkowski 1983). Badania Komiszewskiego i Ko-
rotkiewicza (1987) wskazujag na efekt dziatania ACTH w procesie lipolizy,
w warunkach zagrozenia homeostazy ustroju np. w stresie. Pod wptywem
tego hormonu, w obecnosci jonédw wapnia nastepuje w tkance ttuszczo-
wej wzrost zawartosci nieestryfikowanych kwaséw ttuszczowych, ktére sg
uwalniane do $rodowiska w obecnosci lipaz i esteraz. Dziatanie ACTH
w procesie lipolizy odbywa sie za posrednictwem cAMP.
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Wydzielane pod wptywem ACTH nadnerczowe hormony sterydowe
(gtéwnie glikokortykoidy, a takze mineralokortykoidy i androgeny) wywie-
rajg bezposrednie i swoiste dziatanie na prawie wszystkie komoérki ssakéw.
Dziatanie to jest zwiazane z indukcjg syntezy biatek, przede wszystkim
enzymatycznych (Malbon, Rapiejko, Watkins 1988). Jak wiadomo, istotg
komorkowej odpowiedzi na glikokortykoidy jest aktywacja gendéw i pobu-
dzenie produkcji biatek przez komorke. Geny podlegajace regulacji i dajgce
sie indukowa¢ pod wptywem glikokortykoidéw sg zawarte w specjalnych
obszarach DNA.

Obszary DNA, ktoére ulegaja indukcji przez glikokrtykoidy sg inne w kaz-
dym typie komorki - glikokortykoidy moga wiec indukowaé¢ rézne geny
w réznych typach komoérek. Geny te zawierajg nie tylko informacje o struk-
turze kodowanego przez nie biatka, ale takze sekwencje regulacyjne: odci-
nek zwany promotorem (inicjujacy proces transkrypcji) oraz sekwencje wig-
zace receptor sterydowy i sekwencje okreslajgce maksymalng szybkos¢ eks-
presji genu (Colbert i Young 1986).

Wewnatrz komorki glikokortykoidy tacza sie z biatkiem receptorowym.
Wigzanie to ma charakter niekowalencyjny i jest zwigzane z wzajemnymi
oddziatywaniami hydrofobowymi, prowadzacymi do usuniecia wody zwig-
zanej z obiema taczacymi sie czgsteczkami (Walters 1985). Zwigzanie biat-
ka receptorowego z jego agonistg prowadzi do zmiany konformacji prze-
strzennej receptora. Dopiero wowczas kompleks hormon-receptor staje sie
aktywny oraz ulega dalszej aktywacji. Jej mechanizm jak dotgd nie zostat
poznany. Wiadomo jedynie, ze zmienia sie tadunek elektryczny receptora,
by¢ moze ulega on fosforylacji. Aktywacja prowadzi w kazdym razie do
zmniejszenia masy czasteczkowej kompleksu hormon-receptor.

W cytoplazmie obecne sg zwigzki regulujgce proces aktywacji - nisko-
czasteczkowy modulator i inhibitor, ktory jest czasteczka o duzej masie.

Aktywowany kompleks hormon-receptor ma zdolno$¢ wigzania sie z chro-
matynajagdrowa. Kompleks ten przylacza sie do okreslonej sekwencji DNA.
Miejsca te nazwano akceptorami (Alexis 1987). Podkres$la sie rowniez
udziat niektéorych metali (Zn2+) w tym procesie (Berg 1986). Zwigzanie
aktywnego kompleksu hormon-receptor z DNA inicjuje synteze mRNA.
Aktywowana jest takze synteza rRNA. Na matrycy mRNA syntetyzowane sg
biatka posredniczace w odpowiedzi na bodziec glikokortykosteroidowy,
w tym takze biatka enzymatyczne (Alexis 1987).
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Wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej w mozgu, jadrach, watrobie
' nerka«h po jednorazowej iniekcji ACTH wydaje sie by¢ wynikiem wzmo-
zonej syntezy badanego enzymu w tych narzadach.

Najwiekszy wzrost aktywnosci esterazy lizosomalnej w Il jak i Ill grupie
doswiadczalnej zwierzat zanotowano w nadnerczach. W stresie wywotanym
podazg egzogennego ACTH nadnercza jako pierwsze reagujga aktywacjg
procesdow metabolicznych majacych na celu ztagodzenie dziatania czynnika
stresotworczego (Panm i Majanskaja 1981, Klasing 1985)

Pod wptywem duzych dawek ACTH Ilub przedtuzonego stresu moze
dojsc w tkankach do labilizacji bton lizosomalnych i ,wyjscia” enzymoéw
poza obreb hzosomu. Tak duza aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej moze by¢
tez wynikiem intensywniejszej przemiany oksydacyjnej kwasow ttuszczo-
wych OFraz syntezy de novo tego enzymu w stresie (Panin i Majanskaja

Chroniczna aawMa. AvCTR spowodowata mniejszy wzrost aktywnosci
esterazy lizosomalnej w madézgu ijadrach w poréwnaniu do wartosci uzyska-
nych po jednorazowej iniekcji tego hormonu. Jest to prawdopodobnie wyni-
kiem podania mniejszych dawek ACTH oraz zwiekszeniem opornosci na
stres bedgcej wyrazem reakcji adaptacyjnych organizmu (Kniazewski i Pa-
luch 1982).

Spadek aktywnosci badanego enzymu w watrobie i nerce po chronicznej
dawce ACTH wydaje sie by¢ wynikiem anabolizujacego dziatania kortyko-
tropiny na biatko w tych narzadach, efektem czego jest wzrost jego syntezy.
Istotng role moze odgrywac stabilizujacy wptyw nadnerczowych glikokorty-
koidoéw na bione lizosomalng. W tym wypadku dochodzitoby do pobudzenia
syntezy biatek nierozpuszczalnych i substancji strukturalnych btony lizo-
somalnej. Odkladajgce sie w niej biatka powodowatyby jej pogrubienie
i wzmocnienie (Panin i Majanskaja 1987, Malbon, Rapiejko, Watkins 1988,
Beato 1989).

Po zablokowaniu receptoréow benzodiazepinowych diazepamem zanoto-
wano spadek aktywnosci badanego enzymu, do wartosci bliskich kontrol-
nym. Przeciwlekowe, a tym samym zmniejszajace nasilenie reakcji streso-
wej dziatanie diazepamu zwigzane jest z hamowaniem obrotu 5-hydroksy-
tryptaminy. Innym efektem dziatania diazepamu jest jego oddziatywanie
sedatywne i nasenne wynikajace z zapobiegania wzrostowi obrotu noradre-
naliny oraz obnizenia poziomu dopaminy (Kostowski 1980).

Mechanizm dziatania benzodiazepin zwiagzany jest z przekaznictwem
w neuronach GABA-ergicznych. Diazepam nasila wrazliwos¢ btonowych

160



receptorow dla GABA i w ten spos6b zwieksza dziatanie tego neuroprze-
kaznika (Kostowski 1980, Rewerski i Janicki 1982).

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze stres uruchamia mechanizmy regula-
cyjne, ktére utrzymujg intesywno$¢ syntezy i aktywnos$¢ istniejacych juz
enzymow na optymalnym poziomie.

Wydaje sie takze, ze aktywnos$¢ esterazy lizosomalnej moze by¢ wskazni-
kiem reakcji stresowej.
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