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Witek B., Ochwanowska E., Stanistawska I., Wrobel A., Mierzwa W., Kolataj A., Bagnicka E.

Effect of testosterone on the activity of lysosomal enzymes in the mouse liver and kidney
maintained on the different protein level in diet

Summary

The experiment was conducted on the influence of testosterone on the activity of ten lysosomal enzymes in
the mouse liver and kidney. Mice were divided into two feeding group [control — 16% protein] and [10%
protein] in diet. The animals of the both groups were injected with 0.05 mg/kg b.w. of testosterone intraperi-
toneally. In the lysosomal fraction of the liver and kidney the activity of lysosomal enzymes were estimated.
Testosterone decreased activity of all investigated enzymes in the liver, except alanine aminopeptidase,
cathepsins D and L, lysosomal lipase. In the lysosomal fraction of the kidney testosterone decreased of all
lysosomal enzymes, too, except alanine aminopeptidase. The results suggest that exogenous testosterone and
different proteins diet had a significant influence on the activity of investigated lysosomal enzymes.

Keywords: testosterone, protein diet, lysosomal enzymes, mice

W ostatnim dwudziestoleciu przestrzen lizosomo-
wa komorek ssakow znalazta siq W centrum zaintere-
sowan badaczy, migdzy innymi jako potencjalny uktad
mogacy uczestniczy¢ w reakcjach adaptacyjnych or-
ganizmu. Lizosomom poswigconych zostato takze
wiele naszych wczesniejszych badan (9, 10, 13-15, 20,
25-28).

Biatka sa jednym z najwazniejszych elementow diety
niezbednej do prawidtowego funkcjonowania organiz-
mu zwierzat, co wyraza si¢ bezposrednim zapotrze-
bowaniem na aminokwasy endogenne oraz egzogen-
ne. Rodzaj diety biatkowej wptywa nie tylko na prze-
bieg podstawowych proceséw metabolicznych, ale tak-
7e na masg ciala, a u zwierzat gospodarskich rowniez
na wydajno$¢ produktéw hodowlanych (1, 5). Jednym
z podstawowych obszarow katabolicznych komorki
jest przestrzen lizosomowa, a czynnikami moduluja-
cymi jej metabolizm moga by¢, m.in. hormony, wérod
nich za$ testosteron (20). Oprocz wptywu na proces
spermatogenezy oraz rozw6j drugo- i trzeciorzedowych
megskich cech ptciowych, hormon ten uczestniczy
w przemianach anabolicznych, a takze ksztaltowaniu
si¢ meskiego profilu piciowego — morfologicznego
1 behawioralnego (16). Podawanie testosteronu wpty-

wa zarOwno na syntezg, jak i degradacje biatek, przy-
spiesza tempo wzrostu 1 pokwitania, a u dojrza}ych
osobnikéw pici mqsklej stabilizuje mas¢ migsniowa,
dzigki czemu organizm ma zapewniong odpowiednig
retencj¢ azotu, fosforu, potasu 1 wapnia (4).

Celem badan bylo okreslenie aktywnosci modelo-
WO wybranych enzymdw uktadu lizosomowego komo-
rek wqtroby 1 nerek myszy pozostajacych na diecie
0 zrozmcowaneJ zawarto$ci biatka — standardowe;j
(16%) 1 wyraznie obnizonej (10%) oraz poddanych
dziataniu farmakologicznych dawek egzogennego tes-
tosteronu.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 40 samcach myszy linii
Swiss, o §redniej masie ciata 22,0-23,5 g, wybranych loso-
wo z liczacej ponad 1000 osobnikéw populacji. Zwierzgta
pochodzity z hodowli Instytutu Genetyki i Hodowli Zwie-
rzat PAN w Jastrzgbcu, gdzie utrzymywano je w standar-
dowych warunkach mysiej fermy, w pomieszczeniu o tem-
peraturze 20-22°C i 12-godzinnym cyklu $wietlnym, za-
pewniajac im staly dostep do wody dzigki umocowanym
w pokrywie klatek samoczynnym poidetkom. Wszystkie
myszy mialy zapewniona fachowa opieke weterynaryjna.
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Po odsadzeniu od matek w wie-
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Tab. 1. Grupy doswiadczalne myszy

ku 6 tygodni myszy zaczg¢to karmic

Pasza 0 16 % zawarto$ci biatka

Pasza 0 10 % zawarto$ci biatka

w okresie nastgpnych 4 tygodni
dwoma rodzajami pasz granulowa- |
nych, zawierajacych odpowiednio —
16% biatka (grupa kontrolna) i 10%
bialka (grupa eksperymentalna).
Pasza 16% zawierata dokladnie

Jelenia Géra)

zwierzeta kontrolne otrzymuijace olej 1Il.
(oleum pro iniectione; Polfa, Warszawa)

Il. |zwierzeta doSwiadczalne otrzymujace IV.
testosteron (Testosteronum propionicum;
Jelfa Przedsigbiorstwo Farmaceutyczne S.A.

zwierzeta kontrolne otrzymujace olej
(oleum pro iniectione; Polfa, Warszawa)

zwierzeta doSwiadczalne otrzymujace
testosteron (Testosteronum propionicum;
Jelfa Przedsigbiorstwo Farmaceutyczne S.A.
Jelenia Géra)

15,63% biatka i 14,04 MJ/kg, pasza
0 obnizonym poziomie biatka zawierata 10,38% biatka
113,47 MJ/kg.

Analize sktadu procentowego obu rodzajow pasz opra-
cowano w Instytucie Fizjologii i Zywienia Zwierzat
im. Jana Kielanowskiego PAN w Jabtonnie k./Warszawy,
a wyprodukowano je w Instytucie Parazytologii PAN
im. Witolda Stefanskiego w L.omnej-Las k./Warszawy, spec-
jalnie dla potrzeb tego eksperymentu.

Po 21 dniach podawania obu rodzajow pasz, 9-tygodnio-
we myszy podzielono w obrebie tych grup zywieniowych
na liczace po 10 osobnikéw grupy dos§wiadczalne (tab. 1).

Myszom grup kontrolnych (I, III) podawano codziennie
w iniekcji dootrzewnowej olej w objetosci 200 pl/mysz,
raz dziennie stale o godzinie 8:00 w okresie 5 dni. Myszy
grup doswiadczalnych (II, IV) w iniekcji dootrzewnowej
otrzymywaly testosteron w dawce 0,05 mg/kg masy ciata,
w objetosci 200 pl/mysz, raz dziennie o godzinie 8:00,
w okresie 5 dni. Dawke testosteronu dobrano tak, aby ste-
zenie testosteronu w osoczu krwi myszy do$wiadczalnych
byto ponad dwukrotnie wyzsze niz u osobnikow kontrol-
nych. Wszystkie te dane zestawiono w tab. 1.

Po uplywie 12 godzin od ostatniej iniekcji myszy wszyst-
kich grup dekapitowano, po czym natychmiast pobierano
fragmenty watroby i nerek. Przygotowanie homogenatow
watroby 1 nerek przeprowadzono zgodnie z metoda Beau-
fay’a (3). Wypreparowane watroby wazono, perfundowa-
no schtodzonym do 4°C roztworem 0,9% chlorku sodu ce-
lem usunigcia elementéw morfotycznych krwi i podobnie
jak zwazone nerki zawieszano w schtodzonym do 5°C
100 mM buforze fosforanowym o pH 7,0, w stosunku
500 mg tkanki/5 ml buforu. Tak przygotowana cato$¢ ho-
mogenizowano w niskoobrotowym ho-
mogenizatorze Pottera-Elvehjema z tto-

cji na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej (AcP)— EC 3.1.3.2 (8)
uznawanej za enzym znacznikowy stuzacy do identyfika-
cji frakcji lizosomowej. Po jej pozytywnej lokalizacji
w przygotowanych supernatantach oznaczano aktywnos¢
badanych hydrolaz lizosomowych zgodnie z danymi zawar-
tymi w tab. 2.

Aktywnos¢ badanych enzymow lizosomowych oznacza-
no, stosujac syntetyczne substraty 4-nitrofenylowe, odpo-
wiednio dla: fosfatazy kwasnej (4-nitrophenyl phosphate,
disodium salt hexahydrate), -N-acetylo-hexozaminidazy
(4-nitrophenyl-N-acetyl-3-D-hexosaminide), 5-glukozyda-
zy (4-nitrophenyl-8-D-glucopyranoside), 3-galaktozydazy
(4-nitrophenyl-3-D-galactopyranoside), S-glukuronidazy
(4-nitrophenyl-3-D-glucuronide) oraz dla esterazy lizoso-
mowej (4-nitrophenyl palmitate); substraty S-naftyloami-
dowe dla: aminopeptydazy alaninowej (L-Alanine 3-Naph-
thylamide) i aminopeptydazy leucynowej (L-Leucine
B-Naphthylamide hydrochloride); syntetyczng azokazeing
jako substrat dla katepsyn D i L (2% Azo-casein sodium
salt w 6 M moczniku) oraz dwumaslan fenoloftaleiny jako
substrat dla lipazy lizosomowej (phenolphthalein dibuty-
rate). Oznaczenie aktywno$ci wykonano zgodnie z danymi
opisanymi ponizej:

Wykonanie oznaczen dla AcP, Hex, 3-Glu, §-Gal,
pB-GleUr, EL i LL:

— 100 pl badanej proby,

— 1000 ul odpowiedniego substratu,

— 1 godzina inkubacji w temperaturze 37°C,

— 1000 pl buforu alkalicznego — po 60 minutach inkubacji,

— pomiar ekstynkcji przy dlugosci fali 420 nm (dla LL
przy 530 nm).

Tab. 2. Wykaz badanych hydrolaz lizosomowych

kiem teflonowym, umieszczonym w po-
jemniku z pokruszonym lodem, przy 200
obrotach/minute, przeprowadzajac czte-

Nazwa enzymu

Stosowany skrét

i numer enzymu Metoda

ry cykle tloka ,,géra-dot”. Fosfataza kwasna
Otrzymane homogenaty watroby i ne-

rek wirowano w wiréwce Janetzky’ego p-glukozydaza

p-N-acetylo-hexozaminidaza

AcP (EC 3.1.3.2)
Hex (EC 3.2.1.52)
-Glu (EC 3.2.1.21)

Hollander, 1970 (8)
Barrett, 1972 (2)
Barrett, 1972 (2)

K-26D przez 8 minut przy 600 g. Uzys-
kane nadsacze poddawano ponownemu
wirowaniu przez 20 minut przy 20 000 g
(wiréwka K-26D). Osady otrzymane
z wirowania rozpuszczano w 4 ml 0,1%
Tritonu X-100, czterokrotnie zamrazano
1 rozmrazano, po czym przechowywano
w temperaturze —20°C. Tak przygotowa-
ne nadsacze przed przystapieniem do
analiz wirowano ponownie w wirowce
K-26D przez 5 minut przy 700 g. Otrzy-
mane supernatanty poddawano weryfika-

p-galaktozydaza
p-glukuronidaza
Aminopeptydaza leucynowa

Aminopeptydaza alaninowa
Katepsyny D i L

Lipaza lizosomowa

Esteraza lizosomowa

p-Gal (EC 3.2.1.23)
p-GleUr (EC 3.2.1.31)
LeuAP (EC 3.4.11.1)
AlaAP (EC 3.4.11.2)

Cath. D (EC 3.4.23.5)
Cath. L (EC 3.4.22.15)

LL (EC 3.1.1.13)
EL (EC 3.1.1.2)

Barrett, 1972 (2)

Barrett, 1972 (2)

Pfleiderer i Celliers, 1963 (21)
Pfleiderer i wsp., 1964 (22)

Langner i wsp., 1973 (17)
Langner i wsp., 1973 (17)

Main, 1960 (18)
Main, 1960 (18)

Biatko ogdlne

Kirschke i Wiederanders, 1984 (12)
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Wykonanie oznaczen dla AlaAP i LeuAP:

— 100 pl badanej proby,

— 1000 pl odpowiedniego substratu,

— 1 godzina inkubacji w temperaturze 37°C,

— 1000 pl odczynnika sprzegajacego — po 60 minutach
inkubacji,

— pomiar ekstynkcji przy dtugosci fali 540 nm.

Wykonanie oznaczenia dla Cath. D i L:

— 100 pl badanej proby,

— 50 pl buforu octanowego (100 mM, pH 5,0),

— 250 pl roztworu azokazeiny,

— 1 godzina inkubacji w temperaturze 37°C,

—200 pul 10% TCA — po 60 minutach inkubacji,

— wymieszanie, odwirowanie,

— pomiar ekstynkcji przy dtugosci fali 366 nm.

Pomiardéw ekstynkcji dokonywano spektrofluorymetrem
Lambda Bio firmy Perkin-Elmer (USA). Aktywnos¢ bada-
nych hydrolaz lizosomowych wyrazono w nmolach (odpo-
wiedniego) substratu/mg biatka/godzing.

W uzyskanych supernatantach lizosomowych oznaczo-
no rowniez poziom biatka catkowitego (12).

Wszystkie zastosowane w do$wiadczeniu substraty
pochodzity z firmy Serva Feinbiochemica GmbH&Co.,
Heidelberg, Germany.

Statystyczne okre$lenie istotnosci wptywu zastosowa-
nych w doswiadczeniu czynnikow doswiadczalnych (ro-
dzaj diety biatkowej, iniekcja oleju, iniekcja testosteronu
oraz interakcje migdzy tymi czynnikami) na aktywnosé
badanych enzymdw wykonano, stosujac analiz¢ wariancji
wieloczynnikowej przy pomocy procedury GLM, pakietu
z testem Duncana (SAS/STAT 1999-2001, User’s Guide,
SAS Institute Inc. Cary, USA), stosujac nastgpujacy mo-
del:

yijk = Pi T Cj + Pi*Ci T eiik,
gdzie: S

Y; — aktywno$¢ badanych enzymow w watrobie lub
W nerce,

P, — staty wptyw poziomu zywienia (i = 1,2),

C. — staly wptyw iniekcji oleju lub testosteronu (j = 1,2),

Pl“C — staly wptyw interakcji poziomu zywienia i iniek-
C]l(l_]_1234)

— blad.

Ei(speryment zostal zatwierdzony przez Komisj¢ Etycz-
na do Badan nad Zwierzgtami dziatajaca przy Instytucie
Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu (Nr 18/99).

Wyniki i omowienie

Uzyskane wyniki odnosza si¢ do zmian aktywnosci
enzymow lizosomowych w badanych organach (wat-
roba, nerki) wywotanych dziataniem czynnikéw do-
$wiadczalnych w postaci iniekcji testosteronu oraz
zroznicowanych poziomow zywienia biatkowego
(16% 1 10% biatka w paszy).

Tab. 3 przedstawia zmiany koncentracji testostero-
nu w osoczu krwi myszy kontrolnych po iniekcjach
tego hormonu (grupa doswiadczalna). Stgzenie testo-
steronu w osoczu krwi myszy kontrolnych zywionych
pasza o 16% zawartoS$ci biatka i poddanych dootrzew-
nowej iniekcji oleju wynosito 60,6 ng/dL. Po dootrzew-
nowych iniekcjach testosteronu w dziennej dawce
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Tab. 3. Koncentracja testosteronu (ng/dL) w osoczu krwi ba-
danych myszy grup kontrolnych (I, III) i doS§wiadczalnych
dL 1V)

Grupy myszy Te.;_tots;:ron zr:::z;n\:l‘:)v;Zc
kontroli

Dieta -16% biatka

Oleum pro iniectione — 200 pl (kontrola) 60,6 + 12,1

Testosteron — 0,05 mg/kg m.c. 160,0 + 25,3* 104
Dieta - 10% hiatka

Oleum pro iniectione — 200 pl (kontrola) 72,5+ 141

Testosteron — 0,05 mg/kg m.c. 167,0 + 30,4* 130

Objasnienia: * —réznice potwierdzone statystycznie przy p < 0,001

0,05 mg testosteronu/kg masy ciata st¢zenie testoste-
ronu zwigkszyto si¢ do 160,0 ng/dL (p < 0,05), co
oznacza wzrost stgzenia testosteronu o 164% wobec
wartosci jego stezenia w grupie myszy kontrolnych.

W grupie myszy zywionych dieta o 10% poziomie
biatka, stwierdzono wzrost koncentracji testosteronu
z 72,5 ng/dL w grupie myszy kontrolnych do 167,0
ng/dL (p = 0,05) w grupie myszy dosw1adcza1nych
Oznacza to, ze po iniekcjach testosteronu jego stgze-
nie w grupie osobnikow doswiadczalnych zwigkszyto
sie 0 130%, wobec warto$ci stezenia testosteronu
w grupie kontrolnej. Dane te Wskazujq, ze koncentra-
cja testosteronu po wstepnych jego iniekcjach ekspe-
rymentalnych ponad dwukrotnie przewyzszata wartos¢
w surowicy zwierzat kontrolnych (160,0 wobec 60,6
ng/dL 1 167,0 wobec 72,5 ng/dL), a wigc testosteron
mogt istotnie oddziatywac na reaktywno$¢ badanych
enzymow lizosomowych w watrobie i w nerkach.

Z tab. 4 wynika, ze po podaniu testosteronu w wa-
trobie myszy zywionych pasza zawierajaca 16% bial-
ka nastapito istotne zwigkszenie aktywnosci S-glu-
kuronidazy o0 51% (p < 0,01), katepsyn DiL 0 133%
(p = 0,01), esterazy lizosomowej 0 37% (p < 0 01)
oraz lipazy lizosomowej 0 133% (p < 0,01) w poréw-
naniu z wartosciami w grupie kontrolnej. Jednoczes-
nie iniekcja testosteronu wywolala zmniejszenie ak-
tywnosci B-N-acetylo-hexozaminidazy o 44% (p <
0,01), B-glukozydazy o 24% (p < 0,01), B-galaktozy-
dazy 0 43% (p =< 0,01), aminopeptydazy alaninowej
0 48% (p = 0,01) oraz aminopeptydazy leucynowe;
0 52% (p = 0,01). Nie wykazano istotnych zmian ak-
tywnosci fosfatazy kwasne;.

Jak wynika z tab. 5, w watrobie myszy zywionych
pasza o 10% zawartosci biatka, po podaniu testostero-
nu stwierdzono znamienne zwigkszenie aktywnos$ci
aminopeptydazy leucynowej o 70% (p < 0,01) 1 lipa-
zy lizosomowej o 75% (p < 0,01) oraz zmniejszenie
aktywnosci fosfatazy kwasnej 0 35% (p < 0,01), 5-N-
-acetylo-hexozaminidazy o 36% (p < 0,01), S-glu-
kozydazy o0 49% (p < 0,01), B-galaktozydazy o 55%
(p =< 0,01), B-glukuronidazy o 54% (p < 0,01), ami-
nopeptydazy alaninowej o 79% (p < 0,01), katepsyn



Medycyna Wet. 2007, 63 (9)

Tab. 4. Aktywnos$¢ enzyméw lizosomowych w watrobie myszy zywionych pasza o 16% za-
warto$ci bialka (nmol/mg bialka/godz.) po 5 dobach podawania testosteronu; kontrola (olej)
=100%; (Lsmean — §rednia najmniejszych kwadratéw, se — blad standardowy szacunku)
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Po iniekcji testosteronu
wykazano w nerkach myszy
zywionych pasza o 16% po-

Kontrola Testosteron Procentowa | Zmiany wobec ZiQmie biatka (t_ab- 6)_> Zna-
Enzym % zmian warto§é zmian | kontroli mienne podwyzszenie ak-
e SR | E (5:2) (&7 1ub 7:4) | tywno$ci B-glukuronidazy
1 2 3 4 5 6 7 8 (0 190%; p =< 0,01), ami-
Fosfataza kwasna 9,06 0,51 100 8,22N8 0,51 91 -9 nopeptydazy alaninowej
%; p < 0,01) i estera-

B-N-acetylo- » (o 52 0 p 01
-hexozaminidaza e L i e zy lizosomowej (o 43%;
fB-glukozydaza 0,58 0,03 100 0,44** | 0,03 76 -24 p = Q,Ol .orakz IStOtflt?
fB-galaktozydaza 0,72 0,03 100 0,41** 0,03 57 13 Zmnicjszenic a f[ywnoicl
: fosfatazy kwasnej (o 57%;
p-glukuronidaza 071 | 0,04 100 | 1,07** | 0,04 151 +51 p =< 0,01), B-N-acetylo-
. 111 0/ .
Almlr]opeplydaza 5,53 0,24 T 2,86 0,24 52 48 -hexozaminidazy (o 62%;
alaninowa p < 0,01), B-glukozydazy

g o/ .

Aminopeptydaza 666 | 017 | 100 | 318 | 017 18 -52 (0 20%; p = 0,05) w po-
ULy roOwnaniu z aktywno$cia-
Katepsyny D i L 0,06 0,10 100 0,14** 0,10 233 +133 mi w grupie kontrolnej.
Esteraza lizosomowa | 2,24 | 0,12 100 | 3,08** | 0,12 137 +37 Nie stwierdzono istotnych
Lipaza lizosomowa | 2,72 | 032 | 100 | 633** | 0,32 233 +133 zmian aktywnosci §-galak-

tozydazy, aminopeptydazy

Objasnienia: ** — roznice potwierdzone statystycznie przy p < 0,01; NS — brak istotno$ci rdznic

Tab. 5. Aktywno$¢ enzyméw lizosomowych w watrobie myszy zywionych pasza o 10%
zawartoS$ci biatka (nmol/mg bialka/godz.) po S5 dobach podawania testosteronu; kon-
trola (olej) = 100%; (Lsmean — $rednia najmniejszych kwadratéw, se — blad standar-

dowy szacunku)

leucynowej, katepsyn D i L
oraz lipazy lizosomowe;.
W nerkach myszy zywionych
pasza o 10% zawarto$ci biatka
po iniekcji testosteronu (tab. 7)
stwierdzono znamienne zwigk-

Kontrola Testosteron TS szenrle.aktywnosm fosfatazy

Enzym % zmian % zmian | zmiany wobec |  kwasnej o0 64% (p < 0,01), 5-ga-
LGN S B S kontroli laktozydazy o 89% (p < 0,01),

Fosfataza kwasna 8,63 0,51 100 | 5,60** | 0,51 65 -35 aminopeptydazy alaninowej
-N- ; 037% (p =< 0,01), aminopepty-
f-N-acetylo 127 | 0414 | 100 | 081** | 0,14 64 -36 o (p = 0,01), Lopepty
-hexozaminidaza dazy leucynowej o 71% (p <
p-glukozydaza 0,37 0,03 100 | 0,19** | 10,03 51 -49 0,01) i katepsyn D i L o 28%
p-galaktozydaza 044 | 0,03 100 | 0,20** | 0,03 15 _55 (p = 0,05) oraz obnizenie a10<-
likifonidaza ] yor tywnosci 5-glukozydazy o 20%
g 0,69 0,04 00 0,3 0,04 46 =54 (p < 0,05) iﬁ-glukuronidazy
:I?;?:g:ll;tvdaza 981 | 024 100 | 2,00 | 0,24 21 21 0 32% (p = 0,05). Nie stwier-
dzono istotnych zmian aktyw-

I’:’L‘;’;gg;‘:"daza 150 | 0417 | 100 | 255" | 017 | 170 +70 nosci B-N-acetylo-hexozamini-
dazy, esterazy lizosomowe;j i li-

Esteraza lizosomowa 1,78 0,12 100 1,13** 0,12 63 =37 Analiza Wynik(’)W zestawio-
Lipaza lizosomowa 360 | 032 100 | 632** | 032 | 175 +T5 nych w tabelach 4-7 dowodzi, ze

Objasnienia: ** — r6znice potwierdzone statystycznie przy p < 0,01

DiL o50% (p < 0,01) oraz esterazy lizosomowej
037% (p =< 0,01) w stosunku do wartosci aktywnosci
w grupie kontrolnej. Wzrost aktywnosci aminopepty-
dazy leucynowej 1 lipazy lizosomowej w watrobie my-
szy zywionych pasza o niedostatecznej zawarto$ci bial-
ka 1 po podaniu testosteronu §wiadczy¢ moze o sty-
mulowaniu procesu syntezy tych enzymow w warun-
kach niedoboru biatka w diecie i zmianie tempa meta-
bolizmu w komoérkach watroby wywotanego nadmia-
rem egzogennego testosteronu.

W watrobie myszy pozostajacych
na obu rodzajach paszy (16%
1 10%), po iniekcji testosteronu
w przewazajacej liczbie odnotowano obnizenie aktyw-
no$ci badanych hydrolaz. W nerkach myszy pozosta-
jacych na diecie standardowej (16% biatka) liczba istot-
nych statystycznie zmian w kierunku zwigkszenia lub
zmniejszenia aktywnos$ci byta porownywalna, za$
w nerkach myszy zywionych dieta niskobiatkowa
(10%) istotny wzrost aktywno$ci wykazano w pigciu
wypadkach, a jej obniZenie jedynie w dwoch.
Analiza zmian aktywnoS$ci badanych enzymow
w watrobie myszy grup kontrolnych (I, III) zywionych
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paszami o 16% 1 10% zawar-
tosci biatka pozwala zauwazyc¢,
ze w watrobie myszy utrzymy-
Wanych na paszy 10% (tab 5)

w porownamu z myszaml zy- Kontrola Testosteron Procentowe
Enzym % zmian % zmian | zmiany wobec
wionymi pasza 16% (tab. 4) I :
. . . . smean se Lsmean se
stwierdzono istotne zwigkszenie Konirol
aktywnoéci aminopeptydazy Fosfataza kwasna 49,79 2,1 100 21,29** 2,1 43 =57
alaninowej (z 5,53 .do 9,81, ﬁ';‘x':::;v;:i'daza 12,00 | 082 100 457 | 082 38 -62
p <0,01), katepsyn DiL (z 0,06
< i 1 p-glukozydaza 0,15 | 0,01 100 | 0,12* 0,01 80 -20

00,12, p = 0,01) 1 lipazy
lizosomowej (z 2,72 do 3,60, |p-galaktozydaza 233 | 0,17 100 | 1,98V | 0,17 85 -15
p =0,01), ale tez znamienne | sguronidaza 049 | 006 | 100 | 142** | 006 | 290 +190
zmniejszenie aktywnosci S-N- Aminonentvdaza
-acetylo-hexozaminidazy (z2,34 |0 gw';‘y ! 34,87 | 276 | 100 |53,03**| 276 | 152 +52
do 1,27, p < 0,01), B-glukozy- Aminopepiydaza
dazy (z 0,58 do 0,37, p < 0,01), GO 25,61 2,09 100 | 22,80M8 | 2,09 89 -1
B-galaktozydazy (20,72 do 0,44, | o e oy 007 | 001 | 100 | 006" | 001 | 86 -14
p < 0,01), aminopeptydazy
leucynowej (Z 6,66 do 1,50, p< Esteraza lizosomowa 1,12 0,09 100 1,60** 0,09 143 +43

, 1 esterazy lizosomowej |Lipaza lizosomowa , , , , -17
0,01 t y 1 ] |Lipazal 0,29 | 0,02 100 | 024N | 0,02 83 1

(z 2,24 do 1,78, p < 0,05). Nie
wykazano istotnych zmian
aktywnosci fosfatazy kwasnej
i8-glukuronidazy.

W nerkach myszy pozostaja-
cych na paszy zawierajacej 10%
biatka (tab. 7) wykazano istotne

podwyzszenie aktywnosci jedy- Kontrola Testosteron e
nie aminopeptydazy alaninowe] Enzym % zmian % zmian | zmiany wobec
(234,87 d0 46,29, p < 0,01), ale S SRS kontroli
obnizenie aktywnosci fosfatazy |Fosfataza kwasna 16,84 | 2,7 100 | 27,64** | 2,71 164 +64
kwasnej (z 49,79 do 16,84, p < | gN-acetylo- 645 | 082 | 100 | 6,66"S | 082 | 103 3
0,01), B-N-acetylo-hexozamini- |-hexozaminidaza ’ ’ ’ ’ *
dazy (z 12,09 do 6,45,p < 0,01), |p-glukezydaza 0,15 0,01 100 | 0,12* 0,01 80 -20
p-galaktozydazy (22,33 do 1,04, | g.galaktorydaza 1,04 | 017 | 100 | 197** | 047 | 189 +89

p = 0,01) wobec wartosci ak- f-glukuronidaza 0,54 | 0,06 100 | 0,37* 0,06 68 32
tywnosci tych enzymdéw w gru- / ’ ’ ’ ’ -

pie myszy utrzymywanych na :I';‘l'l'i‘l“’(‘l’;gwda’a 46,29 | 2,76 | 100 |63,42**| 276 | 137 +37
paszy zawierajacej 16% biatka _

(tab. 6). Nie stwierdzono istot- I‘:Tc'sgg:";“’daza 21,87 | 2,09 | 100 |[37.33**| 200 | 171 +T1
nych zmian aktywnosci S-gluko-

zydazy, -glukuronidazy, amino- | Katepsyny D il 0,07 0,01 100 | 0,09* 0,01 128 +28
peptydazy leucynowej, katepsyn |Esteraza lizosomowa 1,13 | 0,09 100 | 1,088 | 0,09 91 -9
DiL, esterazy lizosomowej ili-  |{jpaza izosomowa 025 | 002 | 100 | 028" | 002 | 112 +12

pazy lizosomowe;.
Bialka odgrywaja zasadnicza
rol¢ w metabolizmie oraz w pro-
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Tab. 6. Aktywno$¢ enzymow lizosomowych w nerkach myszy zywionych pasza o 16%
zawartoS$ci biatka (nmol/mg bialka/godz.) po 5 dobach podawania testosteronu; kon-
trola (olej) = 100%; (Lsmean — §rednia najmniejszych kwadratéw, se — blad standar-

dowy szacunku)

Objasnienia: * i **
istotno$ci roznic

—rdznice potwierdzone statystycznie przy p < 0,051p < 0,01; NS —brak

Tab. 7. Aktywno$¢ enzyméw lizosomowych w nerkach myszy zywionych pasza o 10%
zawartoS$ci biatka (nmol/mg bialka/godz.) po 5 dobach podawania testosteronu; kon-
trola (olej) = 100%; (Lsmean — §rednia najmniejszych kwadratéw, se — blad standar-

dowy szacunku)

Objasnienia: jak w tab. 6.

cesach wzrostu i rozwoju organizmu (7). Pewna, cho¢
bardzo niewielka pula biatek przyjetych w nadmiarze
wraz pozywieniem, magazynowana jest w watrobie
1 mig$niach, jednak gldwna ich cz¢§¢ poddawana jest
degradacji na szlaku proteolizy realizowanej w lizo-
somach (23). Zmiany aktywnosci enzymow lizosomo-
wych poza charakterem adaptacyjnym pozostaja
w zwiazku ze zmiang intensywnosci przemian meta-
bolicznych, ktore zabezpieczaja prawidlowa strukturg
i funkcje komoérki w stanach niedoboru biatkowego

(11). Badania (6, 19, 24) wskazuja, ze w wyniku zmia-
ny diety standardowej na niskobiatkowa dochodzi do
wzrostu we krwi poziomu trijodotyroniny, tyroksy-
ny, hormonu wzrostu i insulinopodobnego czynnika
IGF-1, ktorych podwyzszony poziom prowadzi do
zw1qkszen1a intensywnosci transportu aminokwasow
do migsni, nasilajac jednocze$nie intensywnos¢ tocza-
cych si¢ tam proceséw proteolitycznych. Wzrost ak-
tywnos$ci aminopeptydazy leucynowej i katepsyn D
1 L w watrobie 1 nerkach myszy zywionych pasza
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niskobiatkowa, gdzie alanina, leucyna i glutamina od-
powiadaja za uwolnienie prawie 50% catkowitego azo-
tu, moze $wiadczy¢ o naturalnej odpowiedzi przysto-
sowawczej komorek tych organow. Jest mozliwe, Ze
podczas zagrozenia niska podaza biatka lizosomy he-
patocytow 1 komorek nerek, poprzez zmiany aktyw-
nosci swoich enzymow zabezpieczaja tym komorkom
mozliwos¢ dtuzszego przetrwania. Wyniki naszych
badan sa potwierdzeniem wynikow uzyskanych wczes-
niej (9, 10) i wskazuja, ze diety niestandardowe za-
réwno niskobiatkowe, ale takze wysokobiatkowe moga
generowac istotne zmiany aktywnosci wszystkich grup
enzymow lizosomowych nie tylko w watrobie, lecz
réwniez w nerkach.

Iniekcja egzogennego testosteronu w dawce 0,05
mg/kg m.c. u myszy zywionych pasza o 10% zawar-
tosci biatka wywolata ponad dwukrotne zwigkszenie
koncentracji tego hormonu w osoczu krwi, w porow-
naniu z jego warto$ciami w grupie osobnikdw pozo-
stajacych na diecie standardowej. Wielokrotne iniek-
cje testosteronu w watrobie badanych myszy (pasza
16% 1 10%) w przewazajacej liczbie wykazywaty ob-
nizenie aktywnosci badanych hydrolaz. W nerkach
myszy pozostajacych na paszy o 16% zawartosci biat-
ka liczba istotnych zmian aktywnosci byta porowny-
walna, za§ w nerkach myszy zywionych pasza 10%
przewazaly zmiany w kierunku wzrostow aktywnosci
badanych enzymow.

Reasumujac, uzyskane przez nas wyniki wskazuja,
ze wprowadzony egzogennie testosteron oraz niestan-
dardowa dieta o obnizonej zawartosci biatka (10%)
w istotny sposob oddziatywaly na aktywno$¢ badanych
hydrolaz komoérek watroby 1 nerek. Na tej podstawie
mozna sugerowacé, ze zaktécenia homeostazy bioche-
micznej — testosteronem czy tez niedostatecznym
udziatem biatka w diecie, zmieniaty aktywno$¢ enzy-
moéw lizosomowych. Rozny stopien reaktywnosci tych
enzymow w odpowiedzi na egzogenny testosteron za-
lezat od badanego organu, rodzaju paszy i enzymu.
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