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Summary

The significance of mangane as an environmental pollutant has increased in previous years. In this study
the authors present the influence of chronic exposure of mangane on oxidative stress parameters. Depending
on the position in the brain, the authors observed the following changes: decrease of GPx and GR activity in
the brain stem, similarly in the cerebellum; in the brain’s hemispheres, however, an increase of GST activity
and a decrease of GR activity was observed. CAT activity in all these three structures remained at a lower,

constant level.
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Mangan jest metalem powszechnie wystepujacym
w $rodowisku naturalnym. Srednie stezenie tego pler-
wiastka w wodzie morskiej wynosi 0,0019 pg/g, zas
$rednia zawarto$¢ w skorupie ziemskiej 670 pg/g (24).

Zawarto$¢ manganu w organizmie zwierzat 1 ludzi
jest rozna, w zalezno$ci od tkanki. Najwigksze steze-
nie obserwuje si¢ w miazszu watroby (1,5-1,7 ug/g
mokrej tkanki), najnizsze za§ w tkance tluszczowej
1 kostnej (0,06-0,07 ng/g mokrej tkanki) (16).

Ilo$¢ manganu wchianianego przez organizm znacz-
nie wzrosta w ciagu ostatnich lat. Za gtowna przyczy-
ng tego zjawiska nalezy uzna¢ narastajace zanieczysz-
czenie Srodowiska. Bardzo duze ilo$ci manganu sa
uwalniane do atmosfery w wyniku dziatania przemy-
stu. Od kilkunastu lat, w niektérych krajach, do ben-
zyny dodaje si¢ metylocyklopentadienylotrikarbony-
lek manganu (MMT), jako $rodek uszlachetniajacy
paliwo. Wplyw MMT na organizm ludzi i zwierzat jest
obecnie przedmiotem wielu badan (7, 10, 11, 25, 26).

Toksyczny wptyw jonéw manganu obserwuje si¢
przede wszystkim w obrgbie dwoch narzadow — moz-

guipluc, przy czym stopien uszkodzen zalezy od dro-
gi przyjecia. W przypadku drogi 1nha1achneJ efekty
toksyczne obserwuje si¢ wptyw zarOwno w mozgu,
jak 1 uktadzie oddechowym, przy podaniu doustnym
uszkodzenia narzadowe sa niewielkie, poniewaz pier-
wiastek ten jest bardzo szybko metabolizowany i wy-
dalany z katem.

Badania mechanizméw cytotoksyczno$ci manganu
sugeruja, ze wywotuje on w komorce zjawisko stresu
oksydacyjnego. Mechanizmami nasilenia stresu oksy-
dacyjnego w komorkach ttumaczy si¢ obecnie pato-
genezg wielu chorob ludzi 1 zwierzat (17, 23, 26).
W wyniku zmian warto§ciowo$ci manganu dochodzi
do uwolnienia wolnych elektronow, ktére poprzez jed-
noelektronowa redukcj¢ tlenu prowadza do powsta-
wania reaktywnych form tlenu, w tym aniorodnika po-
nadtlenkowego, nadtlenku wodoru 1 rodnikéw hydro-
ksylowych. Zwiazki te cechuja si¢ niezwykle silna re-
aktywno$cia biochemiczna, dlatego w komorkach znaj-
duja si¢ substancje o dziataniu antywolnorodnikowych.
Zalicza si¢ do nich antyoksydanty drobnoczasteczko-
we oraz enzymy antyoksydacyjne — dysmutaze ponad-
tlenkowa (SOD), katalaz¢ (CAT), a takze enzymy zwia-
zane z glutationem — peroksydazg glutationowa (GPx),
reduktaze¢ glutationowa (GR) oraz S-transferazg¢ glu-
tationowa (GST), przy czym ich najwigksza aktyw-
nos$¢ notuje si¢ w komorkach szczegdlnie narazonych
na rodniki tlenowe — hepatocytach 1 erytrocytach.

Przewlekle narazenie na zwiazki manganu prowa-
dzi do objawow zespotu parkinsonoidalnego u ludzi.
Jego powstanie zwiazane jest z uszkodzeniem wolno-
rodnikowym komorek uktadu pozapiramidowego, a w
szczegolnosci uktadu dopaminergicznego. Pierwsze
objawy zatrucia przewleklego mozna obserwowac juz
po 3 miesiacach narazenia, jednak najcze¢sciej wyste-
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puje on po 2 latach ekspozycji. Do najwazniejszych
obJ awow tego zespolu zalicza sig zaburzenia neurolo-
giczne zwigzane z uszkodzeniem przede wszystkim
uktadu pozapiramidowego (drzenia konczyn, objaw
kota zgbatego, $linotok), jak rowniez uktadu pirami-
dowego (skurcze miokloniczne, patologiczny odruch
Babinskiego) 1 zmian opuszkowych (zaburzenia poty-
kania, dysartria). Na zmiany te nakladajq si¢ objawy
psychiatryczne, zwane ,,szalenstwem manganowym?”,
na czoto ktorych wysuwa si¢ wzmozenie pobudli-
wosci psychomotorycznej, impulsywnos¢, labilno$¢
emocjonalna, wzmozona gadatliwo$¢. Objawy psy-
chiatryczne moga sugerowacé, ze uszkodzeniu ulegaja
(oprocz uktadu piramidowego) osrodki zlokalizowa-
ne w ptatach czotowych.

Zjawisko powstawania wolnych rodnikéw w komor-
kach jest typowe dla wszystkich organizméw oddy-
chajacych tlenem. W niektorych sytuacjach dochodzi
jednak do nasilenia proceséw rodnikogenezy. Aby sku-
tecznie im przeciwdziala¢, poszczegdlne elementy
ochronnej bariery antyoksydacyjnej musza tworzy¢
trwaty i spojny system. Sktada si¢ na niego uktad en-
zymatycznych i nieenzymatycznych mechanizmow
unieszkodliwiajacych wolne rodniki.

Peroksydazy glutationowe (GPx) to enzymy zloka-
lizowane w wigkszosci wewnatrz komoérek. Najwaz-
niejszym substratem GPx jest zredukowany glutation.
Kolejnymi moga by¢ nadtlenek wodoru badZ wodoro-
nadtlenek lipidowy (12, 14, 20, 22). S-transferazy glu-
tationowe (GST) to polimorficzna nadrodzina biatek
enzymatycznych zlokalizowanych zar6wno w cyto-
plazmie, jak 1 mikrosomach. Czg$¢ z nich zwigzana
jest z blonami komorkowymi (1, 8, 14, 15, 22). Ich
najwazniejsza rola jest udziat w drugiej fazie detoksy-
kacji ksenobiotykow (9). W przypadku uktadow anty-
oksydacyjnych GST uczestniczy w regulacji aktyw-
nosci GPx oraz moze wykazywaé aktywno$¢ peroksy-
dazowa, niezalezna od selenu (8, 12). Ponadto GST
bierze réwniez udzial w detoksykacji produktow per-
oksydacji lipidow, takich Jak4 hydroksy-2,3-nonenal,
a poprzez t¢ wlasciwos$¢ moze on petnié kluczowq rolg
w podatnosci na niektére nowotwory (1, 8, 15). Re-
duktaza glutationowa (GR) jest enzymem wspomaga-
jacym uktad antyoksydacyjny poprzez przywracanie
redukcji utlenionego glutationu, co umozliwia mu po-
nowny udziat w reakcjach katalizowanych przez GPx
i GST. Ma ona réwniez bezposrednia zdolnos¢ usu-
wania wolnych rodnikoéw z komorki (4, 14, 22). Roz-
mieszczenie enzymow zaleznych od glutationu jest
nierownomierne. GPx wstgpuje praktycznie we
wszystkich tkankach, przy czym najwigksza aktywno$-
cia tego enzymu cechuja sig: watroba, osocze krwi oraz
erytrocyty. W osrodkowym uktadzie nerwowym ak-
tywno$¢ GPx jest nieznacznie mniejsza niz w innych
tkankach (5). Zwraca uwagg fakt, ze aktywnos¢ GPx
w istocie szarej jest tylko niewiele wyzsza niz w isto-
cie bialej. Fakt ten stwierdzono zaréwno z mézgach
ludzkich, jak i szczurzych (5). GR stwierdza si¢ w wie-
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lu tkankach, w tym w tkance mézgowej, jednak jej
aktywnos$¢ w OUN jest nizsza niz w nerkach (w przy-
padku myszy o 32%) czy watrobie (u myszy o 65%)
9).

Katalazy sa biatkami enzymatycznymi, w sktad kto-
rych wchodzi m.in. uktad porfirynowy i atom Zelaza.
Cechuja sig one zarowno aktywnoscia katalazowa, jak
1 peroksydazowa. Wystepuja gldéwnie w komodrkach
o silnie rozwini¢gtym metabolizmie tlenowym, takich
jak: watroba, erytrocyty, nerki i OUN (2). W obrebie
osrodkowego uktadu nerwowego najwigksze, ale po-
rownywalne aktywno$ci stwierdza si¢ w obregbie rdze-
nia krggowego oraz mozdzku (2, 6, 30).

Celem badan byta proba potwierdzenia neurotok-
sycznos$ci manganu w oparciu o0 mechanizmy wolno-
rodnikowe. Analiza biochemiczna zostata oparta na
ocenie zmian aktywnos$ci CAT, GPx, GR 1 GST.

Materiat i metody

Badania zostaly przeprowadzone na samcach szczurow
rasy buffalo o masie 250-300 g. Zwierzeta zostaty podzie-
lone na trzy grupy, ktérym podawano w iniekcjach do-
otrzewnowych przez 2 miesiace, 3 razy w tygodniu, odpo-
wiednio: grupie kontrolnej — roztwor fizjologiczny NaCl,
grupie [ — roztwor wodny chlorku manganu (I) w dawce
odpowiadajacej 5 mg/kg m.c. jonéw Mn*", grupie IT — roz-
twor wodny chlorku manganu (II) w dawce odpowiadajace;j
7,5 mg/kg m.c. jonow Mn*". Po tym czasie zwierzeta zosta-
ty poddane eutanazji, a wypreparowane mozgowia podzie-
lono na potkule moézgowe, pnie moézgowe oraz mozdzki.
Ze struktur tych sporzadzono homogenaty w buforowanym
fosforanami roztworze soli fizjologicznej zawierajacej 0,5%
detergentu Triton X100. W supernatancie homogenatow
oznaczono aktywno$¢ CAT, GPx, GR oraz GST (w [U/g
biatka) oraz stgzenie biatka (w g/L). Oznaczen aktywnoSci
enzymow dokonano za pomoca zestawow firmy Oxis Int.
w temperaturze 37°C, natomiast st¢zenie biatka oznaczono
metoda z czerwienig pirogallowa (zestaw firmy Randox,
Wielka Brytania).

Uzyskane wyniki przestawiono opierajac si¢ na war-
tosciach srednich aktywno$ci poszczegoélnych enzymow.
Zgodnos¢ rozktadow zmiennych z rozkladem normalnym
sprawdzano testem Szapiro-Wilka. Do poréwnan migdzy
grupami uzywano testow t-Studenta oraz testu U Manna-
-Whitneya. Za statystyczne znamienne przyjgto poziomy
istotno$ci p < 0,05. Do obliczen wykorzystano program
Statistica 7.1.

Wyniki i omowienie

W pniu mézgu zaobserwowano spadki aktywnosci
GPx 1 GR. W przypadku GPx aktywnos$¢ w grupie I
wynosita 89,5% aktywnosci grupy kontrolnej oraz
w grupie II 77,8% w stosunku do grupy kontrolnej
(kontrola/grupy I, kontrola/grupy Il p < 0,005). Zaob-
serwowano rowniez istotny statystycznie (p < 0,05)
spadek aktywnos$ci GPx pomiedzy grupa I a Il (do war-
tosci 86,9% w stosunku do grupy I). W przypadku GR
zaobserwowano spadek aktywnosci w stosunku do
grupy kontrolnej — do 91,3% w grupie I i 59,5%
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Tab. 1. Aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (w IU/g bial-
ka) w homogenatach pni mézgowych w poszczegélnych gru-
pach

GPx GR GST CAT

Grupa kontrolna | 43,78 13,27 102,66 1,31
| 39,20 12,11 100,58 1,43

Il 34,08~ 7,89+ 94,09 1,38

Objasnienia: * p < 0,005 migdzy grupa kontrolna a grupa II;
** p < 0,05 migdzy grupa I a grupa II; * p < 0,005 migdzy grupa
lall

Tab. 2. Aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (w IU/g bial-
ka) w homogenatach mézdzkéw w poszczegélnych grupach

GPx GR GST CAT

Grupa kontrolna 37,19 11,86 100,17 1,41
| 34,51 11,11 94,79 1,56

Il 29,85* 6,06**+ 93,97 1,53

Objasnienia: jak w tab. 1.

Tab. 3. Aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (w IU/g bial-
ka) w homogenatach potkul mézgowych w poszczegolnych
grupach

GPx GR GST CAT

Grupa kontrolna | 45,14 26,66 73,54 1,93
| 49,37 24,12 122,22+ 2,37

Il 33,77 21,27 117,35** 1,88

Objasnienia: * p < 0,005 migdzy grupa kontrolna a grupa II;
** p < 0,05 migdzy grupa I a grupa II; * p <0,0001 migdzy grupa
kontrolna a grupa I; ™ p < 0,0001 migdzy grupa kontrolng a gru-
pall

w grupie II (migdzy kontrola a grupa I NS, migdzy
kontrola a grupa I p < 0,005). Roznice aktywnosci
GR w pniu mézgowym pomigdzy grupa I a Il sa istot-
ne statystycznie (p < 0,005). Nie zaobserwowano roz-
nic istotnych statystycznie w przypadku aktywnosci
GST 1 CAT w pniach mézgowych.

W homogenatach mézdzku stwierdzono spadek ak-
tywnosci GPx oraz GR. W przypadku GPx zaobser-
wowano istotny statystycznie (do 80,3%, p < 0,05)
spadek aktywnosci pomigdzy grupa kontrolna a grupa
II. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian ak-
tywnosci pomigdzy grupa kontrolna a grupa I ani mig-
dzy grupa I a II. W przypadku aktywnosci GR zaob-
serwowano spadek aktywnos$ci do 93,7% w grupie I
(NS)1ido 51,1% w grupie II (p <0,005). Istotny staty-
stycznie (p < 0,05) spadek aktywnosci GR zaobser-
wowano rowniez pomigdzy grupaJ all.

Zmiany aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
w potkulach mézgowych dotyczyly GPx oraz GST.
W przypadku GR zaobserwowano istotny statystycz-
nie spadek aktywnos$ci pomig¢dzy grupa kontrolna
a grupa I1 (do 74,8%, p < 0,05) oraz pomigdzy grupa I
a Il (do 68,4%, p <0,05). W przypadku GST zaobser-
wowano bardzo silny wzrost aktywnosci tego enzy-
mu, zarowno w grupie I (do 166,2%, p <0,0001), jak
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i w grupie II (do 159,6%, p < 0,0001). Nie stwier-
dzono istotnych statystycznie roznic pomigdzy grupa
lall

W wigkszo$ci badan oceniajacych wptyw ekspozy-
cji na czynniki indukujace stres oksydacyjny obser-
wowany jest wzrost aktywno$ci enzymow antyoksy-
dacyjnych. Indukcja ekspresji tej grupy enzymow,
w przypadku ekspozycji przewleklej, ttumaczona jest
zmianami adaptacyjnymi w zakresie mechanizméw
obronnych w stosunku do nasilonej rodnikogenezy.
W niektorych przypadkach zaobserwowano jednak od-
wrotne zjawisko, tj. spadek aktywnosci enzymow an-
tyoksydacyjnych. Podobny efekt pojawit si¢ w naszych
badaniach i dotyczyt przede wszystkim GR oraz GPx.
Jednak w przypadku potkul mézgowych narazenie
przewlekte na jony manganu doprowadzito do wzro-
stu aktywnosci GST (o 66% w grupie I i 0 60%
w grupie IT). Roznica aktywnosci pomigdzy ekspono-
wanymi grupami jest jednak nieistotna statystycznie,
takze efekt ten najprawdopodobnie;j jest niezalezny od
dawki manganu.

Wedlug danych pismiennictwa biosynteze GR po-
budzaja reaktywne formy tlenu, ktérych stezenie gwat-
townie wzrasta w mechanizmie stresu oksydacyjne-
go. Wg pi$miennictwa, mangan jest pierwiastkiem na-
silajacym stres oksydacyjny (14), dlatego tez pod jego
wpltywem mozemy spodziewac si¢ wzrostu aktyw-
nosci GR w komérkach. Badania wlasne wskazuja
jednak na zjawisko odwrotne. Zaobserwowali$my, ze
przewlekta ekspozycja na jony manganu powoduje
obnizenie aktywno$ci GR zaréwno w pniach mézgu,
jak 1 mézdzku, przy czym zjawisko to wydaje sig za-
lezne od dawki. Przy dawce 5 mg/kg m.c. zaobser-
wowalismy spadek aktywnosci GR o 10% w pniach
mozgowych i 0 40% w mozdzkach, zas§ przy dawce
7,5 mg/kg m.c. o 6% w pniach i az 0 49% w modzdz-
kach. Zjawiska takiego nie zaobserwowano w potku-
lach mézgowych. Podobne zjawisko autorzy zauwa-
zyli w przypadku aktywno$ci GR w miazszu watroby
(24). Obnizenie aktywnosci GR mozna wytlumaczy¢
kilkoma mechanizmami, takimi jak: selektywne ha-
mowanie aktywnosci GR przez jony Mn**, bezposredni
wplyw tych jondéw na proces biosyntezy biatka, blo-
kowanie centrum aktywnego GR. W przeprowadzo-
nych przez autoréw badaniach in vitro uktadu GR—
Mn?*" zaobserwowano zjawisko obnizenia aktywnosci
GR w zakresie stezen 0,5 do 5 pg/ml Mn*" (dane nie-
publikowane).

Podobny efekt redukcji aktywnos$ci enzymatycznej
zaobserwowano w przypadku GPx, a zjawisko to wy-
daje si¢ rowniez zaleze¢ od dawki ekspozycyjnej.
Wigkszy spadek wystapit w grupach narazonych na
wyzsze st¢zenia manganu. Aktywnos$¢ GPx w znacz-
nym stopniu zalezy od biodostgpnosci selenu. W przy-
padku niedoboru tego pierwiastka nastgpuje zahamo-
wanie syntezy GPx. Stwierdzono réwniez, ze niedo-
bory selenu wplywajaL na obnizenie aktywnos$ci GR,
ktéra moze wyrazaé si¢ m.in. wzrostem wrazliwos$ci
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erytrocytow na hemoliz¢ (21). Biorac pod uwagg te
dane mozna przypuszczaé, ze jony Mn (II) wptywaja
hamujaco na przyswajanie Se z przewodu pokarmo-
wego — konsekwencja tego bylaby witasnie redukcja
aktywnos$ci GR 1 GPx w tkankach moézgowia. Hipo-
teza ta wymaga jednak weryfikacji w toku dalszych
badan.

Niektorzy autorzy podaja, Ze cytotoksyczno$¢ man-
ganu zwiazana jest z obnizeniem aktywnosci CAT,
a posrednio z nasileniem generacji wolnych rodnikow
oraz toksycznych katecholamin, takich jak 6-hydro-
ksydopamina (3, 13, 18). W badaniach wtasnych nie
zaobserwowano wplywu jonéw manganu na zmiany
aktywno$ci CAT. Byla ona stosunkowo niska we
wszystkich badanych strukturach mézgowia (od oko-
to 1,3 IU/g w pniu mézgowym, poprzez 1,4 1U/g
w mozdzku do 1,9 TU/g w p(’)lkulach moézgowych).
Spadek aktywn0501 CAT zauwazono jednak w przy-
padku innych tkanek (24). Mechanizm tych zmian
mozna ttumaczy¢ opisywanym w literaturze wptywem
jonéw Mn*" na gospodarkq zelazem (29). Przewlekta
ekspozycja na jony manganu prowadzi zaréwno do
zmniejszenia wchlaniania zelaza z przewodu pokar-
mowego, jak i spadku stezenia zelaza w surowicy. Kon-
sekwencja tego moze by¢ zmniejszenie biodostgpnos-
ci Fe wykorzystywanego do biosyntezy hemoprotein,
np. katalazy 1 obnizenie aktywno$ci tego enzymu. Brak
spadku aktywno$ci CAT w mozgowiu mozna thuma-
czy¢ Wysokosprawnym1 mechanizmami homeostazy
zelaza w tkance mozgoweJ

Istnieja rowniez badania, w ktorych wykazano, iz
przewlekta ekspozyqa na Mn powoduje zahamowa-
nie aktywnosci enzymow tancucha oddechowego (27,
28). Konsekwencja tego moze by¢ zmniejszone po-
wstawanie anionorodnika ponadtlenkowego i innych
RFT, co stoi w opozycji do teorii oksydacyjnej tok-
sycznos$ci jondéw Mn?",

Uzyskane dane wskazuja, ze mechanizmy neurotok-
sycznosci manganu sa ztozone. Niewatpliwie bardzo
istotna rolg w tym zj jawisku odgrywa stres oksydacyj-
ny, ale nie mozna wykluczyc bezposredniego oddzia-
tywania jonow Mn (II) zardwno na procesy biosynte-
zy bialka, jak i na centra aktywne natywnych enzy-
mow. W celu wyjasnienia tego zjawiska niezbgdne sta-
je si¢ przeprowadzenie dodatkowych badan zaréwno
w uktadach in vitro, jak i in vivo.
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