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Influence of testosterone on GSH concentration and glutathione enzyme activity
in the liver and kidney of mice

Summary

Testosterone injections (0.05 mg/kg b.w.) administered over the course of 3 and 5 days revealed the
statistically confirmed reactivity of the glutathione transferase (GST) and glutathione peroxidase (GSPx) as
well as the changes of reduced glutathione concentration in the liver and kidney of experimental mice. The
GSH level and GSPx activity decreased in both organs, in contrast the GST activity increased.

The results permit the hypothesis that exogenous testosterone can change the metabolic rate of cell

biochemical processes in these organs.
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Testosteron jest hormonem plciowym meskim z gru-
py androgenow, syntetyzowanym z cholesterolu (31),
odpowiedzialnym za normalny przebieg spermatoge-
nezy oraz rozwoj drugorzgdnych cech plciowych sam-
cOw (4). W normalnych warunkach u cztowieka go-
nady megskie produkuja 4-7 miligramow testosteronu
dziennie (17), z wystepujacym rytmem dobowym wy-
dzielania, najwyzszym w godzinach rannych, najniz-
szym wieczorem. Produkcja testosteronu wzrasta gwat-
townie na poczatku okresu dojrzewania 1 spada row-
nie szybko okoto 50. roku zycia, osiagajac 20%-50%
szczytowej produkcji w okresie 80. roku zycia (12, 15,
16, 20, 32).

Testosteron — poza funkcjami rozrodczymi — wy-
wiera silny wplyw anaboliczny na przemiang biatko-
wa, przejawiajacy si¢ dodatnim bilansem azotowym
(13) 1 zwigkszeniem zawartosci biatka, zwlaszcza
w migsniach, zwigksza tez poziom fosforanow 1 pota-
su w migs$niach prazkowanych 1 w mig$niu sercowym
oraz zwigksza sit¢ skurczu migéni (10, 29, 30).
W zwiazku ze stosowaniem w medycynie testostero-
nu, zmieniajacego, migdzy innymi, aktywno$¢ meta-
boliczna tkanek i organdw, zwrdcono uwagg na gluta-
tion regulujacy m.in. gospodarke oksydacyjna (2). Glu-
tation stal si¢ swoistym markerem stresu oksydacyj-
nego (1, 5, 8, 11, 19, 27) i moze by¢ interpretowany
jako istotny wskaznik aktywnos$ci metabolicznej tka-
nek i narzadow (22, 23).

Celem badan byto okreslenie wptywu egzogennego
testosteronu podawanego iniekcyjnie na koncentracjg
glutationu zredukowanego i aktywno$¢ jego enzymow
— transferazy i peroksydazy glutationowej w watrobie
i nerce myszy jako zwierzat modelowych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 50 samcach myszy linii
Swiss, o masie ciata 20-22 gramy, pochodzacych z hodow-
li Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzgb-
cu, pozostajacych w wieku 6-9 tygodni. Zwierz¢ta byty
utrzymywane w standardowych warunkach hodowli my-
siej fermy, w pomieszczeniu o temperaturze 22°C i natu-
ralnym fotoperiodyzmie (12 godzin §wiatta/12 godzin ciem-
nosci), mialy staly dost¢p do wody w postaci automatycz-
nych smoczkow z butelkami, wmontowanych w siatke po-
krywy klatek, a takze fachowa opieke weterynaryjna.

Zwierzgta zywione byty granulowang pasza, wytworzo-
ng w Instytucie Parazytologii PAN w Lomnie k. Warsza-
wy, zawierajaca 16% biatka i 14,04 MJ/kg energii brutto.

Wszystkie myszy podzielono na odpowiednie grupy do-
$wiadczalne, obejmujace po 10 samcow kazda: grupa I (kon-
trolna) — otrzymujaca parenteralnie olej pro injectione
w okresie 315 dni w ilo$ci 250 pl, raz na dobe o godz. 9%°-9'5;
grupa Il — otrzymujaca testosteron w dawce 0,05 mg/kg
m.c. (Testosteronum Propionatum Przedsigbiorstwo Farma-
ceutyczne Jelfa) w okresie 3 dni, takze jeden raz na dobg;
grupa III — otrzymujaca testosteron analogicznie w dawce
0,05 mg/kg m.c. w okresie 5 dni.
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Szes¢ godzin po ostatniej iniekcji zwierzgta wszystkich
grup kontrolnych i doswiadczalnych poddane zostaty de-
kapitacji. Bezposrednio po wykrwawieniu preparowano
watrobg 1 nerki. Watrobg poddawano perfuzji ozigbionym
do + 4°C roztworem soli fizjologicznej w celu usunigcia
z niej krwi, po czym — podobnie jak nerkg (lewa) —natych-
miast homogenizowano w homogenizatorze szklanym Pot-
tera z teflonowym ttokiem, w schtodzonym do +4°C 0,1 M
buforze fosforanowym o pH 7,4, zawierajacym 10 mM
EDTA. Uzyskane homogenaty wirowano przez 10 minut
przy 13 000 obr./min., w temperaturze +4°C w wirowce
Janetzki’ego K-24. W otrzymanych supernatantach ozna-
czono poziom glutationu zredukowanego metoda Ellmana
(9) oraz aktywnosc¢ peroksydazy glutationowej wg metody
Chiu i wsp. (7) i transferazy glutationowej wg metody Ha-
biga i wsp. (14). Dodatkowo oznaczono poziom biatka
metoda Lowry’ego i wsp. (25) w modyfikacji Kirschke
1 Wiederandersa (21).

Otrzymane wyniki poddano obliczeniom statystycznym
wg dwuczynnikowej analizy wariancji oraz testu Dun-
cana.

Substraty byly produkowane przez firmg Sigma, odczyn-
niki analityczne przez firmg Ciech — Gliwice. Eksperyment
uzyskal zgode Uczelnianej Komisji Etyki do Badan nad
Zwierzetami Akademii Swigtokrzyskiej w Kielcach.

Tab. 1. Koncentracja testosteronu (x = SD) w krwi samcow
zwierzat Kontrolnych oraz po iniekcji hormonu w dawce
0,05 mg/kg masy ciala; n =10 w obu podgrupach

Koncentracja po iniekeji
oleju parafinowego

60,6 + 12,1

Koncentracja po iniekeji
testosteronu

60,0* + 25,3

% wzrostu

264

Objasnienie: * p < 0,001
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Wyniki i omowienie

W doswiadczeniu kontrolnym poddano analizie
zmiany koncentracji testosteronu we krwi dodatko-
wych 10 zwierzat pod wptywem iniekcji zastosowa-
nej dawki w ilosci 0,05 mg/kg masy ciala. Wyniki ze-
stawiono w tab. 1. Wskazuja one, iz zastosowana daw-
ka hormonu zwigkszyla u myszy — w poréwnaniu do
grupy kontrolnej — poziom testosteronu do wartosci
264%, wigc ponad dwukrotnie. Pozwolito to na su-
gestig, ze egzogennie podany hormon w tej ilosci
zwigkszyt koncentracj¢ we krwi tak, iz mogt oddzia-
tywa¢ istotnie na badane wskazniki w obu badanych
organach.

W tab. 2 1 3 podano wyniki dotyczace zmian kon-
centracji glutationu zredukowanego oraz aktywno$ci
obu badanych enzymow w watrobie i nerce. Przy po-
réwnywaniu danych grup kontrolnych (iniekcje oleju)
koncentracja GSH oraz aktywno$¢ transferazy gluta-
tionowej okazaty si¢ znacznie, bo ponad dwukrotnie
wyzsze w watrobie niz w nerce. Podanie egzogenne-
go testosteronu wywotato w watrobie 1 nerce samcow
myszy statystycznie potwierdzone obnizenie koncen-
tracji GSH, natomiast r6znokierunkowe zmiany aktyw-
nosci badanych enzymoéw glutationowych, a miano-
wicie podwyzszenie aktywnosci GST i obnizenie ak-
tywnos$ci GSPx. Zjawisko to moze sugerowa¢ zmiang
tempa komoérkowych proceséw metabolicznych w obu
badanych gruczotach po otrzymaniu egzogennych nad-
wyzek tego hormonu.

Obnizenie poziomu GSH mozna w tych warunkach
wyjasni¢ wzrostem zapotrzebowania na grupy tiolo-
we po nadwyzce hormonu anabolicznego, przy nie-

wystarczajacym wowczas tempie wlasnej bio-
syntezy glutationu. Poziom GSH w komorkach

Tab. 2. Koncentracja GSH (uM/g bialka) oraz aktywnos¢ transferazy jest zmienny i wynika z funkcji jego syntezy

glutationowej GST (uM/g bialka) i peroksydazy glutationowej GSPx
(nM/g bialka) w watrobie samcéw myszy pod wplywem testosteronu

podawanego przez 3 i 5 dni (kontrola =100%; n =10; X + SD)

1,,0brotu”, za ktére odpowiedzialne sa rowniez
badane enzymy glutationowe, a wigc peroksy-

daza i transferaza glutationowe. Niektore ba-

Bida,n.i. Kontrola (olej) Testosteron 3 dni Testosteron 5 dni dan_la Wykazaiy,’ ,Ze horm9ny plCIOWC regU’luJa‘

LALETIL] takze aktywnos$¢ enzyméw glutationowo-za-

GSH | 4,960 | 0,600 | 3,560** | 0,400 | 71,8 | 3,920* | 0,300 | 79,0 | leznych, bioracych udziat w obronie komor-

GST | 4,910 | 0,600 | 5,930* | 0,200 | 120,7 | 5,820* | 0,200 | 1185 ko(‘im?f( PTZG% 5211§0(12116WY§H dziataniem wolnych
rodni . rowano poz

GSPx 0,057 | 0,004 | 0,046 | 0,006 80,7 | 0,041** | 0,002 | 71,9 -O . OW( ’ 1 ) -uge N 0 po atym

istnienie korelacji pomigdzy koncentracja an-

Objasnienia: * p <0,05; ** p<0,01

Tab. 3. Koncentracja GSH (uM/g bialka) oraz aktywno$¢ transferazy
glutationowej GST (uM/g bialka) i peroksydazy glutationowej GSPx
(uM/g bialka) w nerce samcow myszy pod wplywem testosteronu poda-

wanego przez 3 i 5 dni (kontrola =100%; n = 10; X + SD)

tyoksydantéw a poziomem hormonoéw (5, 19,
27).

Wazrost aktywnosci GST po iniekcjach tes-
tosteronu moze wigzaé si¢ z koniecznoscia
zwigkszenia tempa biosyntezy glutationu, ktory
— jak wynikato z uzyskanych danych — pod

Objasnienia: jak w tab. 2.

Bida,n.i. Kontrola (olej) Testosteron 3 dni Testosteron 5 dni wpiywqm teStosteronu Z.mmeJ szal swoja kOI,l,-
wskazniki centracjg. Wydaje sig, ze wysoka aktywnos¢
GSH | 2,390 | 0,200 | 1,890* | 0,200 | 79,0 | 1,910* | 0,200 | 79,9 | tego enzymu w watrobie — ponad dwukrotnie
GST | 2,430 | 0,400 | 2,850* | 0,400 | 117,3 | 3,040** | 0,300 | 125,14 | VY2528 NZ W NCICC — MOZC WI4zdC SI¢ Z JELO
asp 0.028 | 0005 | 0023 | 0.005 | 8 23 21 udziatem w procesach detoksykacji, prowadza-

X ’ ’ ’ ’ 0] 00287 [ 0008 | 82.1] ¢ych do powstania S-koniugatow glutationu

w watrobie, transferaza bowiem katalizuje re-
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akcje sprzggania glutationu z duza liczba zwiazkdéw
farmakologicznie czynnych, co chroni komorki przed
potencjalnym zatruciem (33). GST u ssakow bierze
udziat w §rodkomorkowym transporcie roznych endo-
gennych metabolitow, lekéw 1 hormondw, co wynika
z ich zdolnosci do wiazania tych rodzajow substancji
(24). Wiaza one, migdzy innymi, glikokortykoidy
z biatkami 1 tym samym wplywaja na transport, meta-
bolizm i dziatanie steroidow piciowych (24). Transfe-
raza glutationowa moze ujawnia¢ wlasnie wzrost swej
aktywno$ci po wprowadzeniu testosteronu (28). Zes-
p6t enzyméw GST obecnych w komoérkach Leydiga
jadra i komorkach Sertoliego znajduje si¢ wg Benbra-
him-Tallaa i wsp. (3) pod hormonalna kontrola FSH,
testosteronu 1 estradiolu.

Iniekcja testosteronu spowodowata obnizenie aktyw-
nos$ci peroksydazy glutationowej — enzymu uczestni-
czacego w tzw. drugiej fazie obrony, gdyz — oprocz
redukcji nadtlenku wodoru — redukuje ona réwniez
nadtlenki organiczne przy pomocy zredukowanego
glutationu. W zwiazku z tym obserwowac¢ mozna z re-
guty wysoki niedobor grup SH-glutationu reagujacych
z wolnymi rodnikami. Azevedo i wsp. (2) nie zaob-
serwowali znaczqcych réznic w aktywnosc1 GSH-Px
w makrofagach samcow i samic szczurdéw. Sadza oni,
ze podawanie zastgpczo egzogennego testosteronu
wykastrowanym samcom szczurOw i egzogennego
progesteronu samicom szczurOw pozbawionym jajni-
kéw nie wptynelo znaczaco na aktywno$¢ peroksyda-
zy glutationowej w ich makrofagach. Wedtug Chai-
ny’ego i wsp. (6), podawanie egzogennego testostero-
nu spowodowato w jadrze szczura obnizenie aktyw-
no$ci GSH-Px i katalazy oraz wiazato si¢ ze znacz-
nym zwigkszeniem tam tempa peroksydacji lipidow.
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