ARCH. MED. SAD. KRYM., 1997, XLVII, 1-5 PRACE ORYGINALNE

Tomasz Gos

Wptyw detergentu Triton X—100 na aktywnosé
dehydrogenazy jabtczanowej i mleczanowej ludz-
kiej watroby po smierci

The influence of Triton X-100 on the activity of malate and
lactate dehydrogenase in human liver after death

Z Katedry i Zaktadu Medycyny Sadowej AM w Gdarisku
Kierownik: prof.dr hab.med.R.Hauser

Celem pracy byfa ocena hipotetycznego ochronnego wptywu bton mitochondrialnych na
po$miertng aktywnos$¢ dehydrogenazy jabiczanowej w ludzkiej watrobie. Pomiary aktywno-
$ci dehydrogenazy mleczanowej stuzyty kontroli dziatania zastosowanego detergentu Triton
X~100. Uzyskane wyniki nie potwierdzity wezeéniejszych przypuszczen odnosnie roli izo-
enzymu mitochondrialnego w utrzymywaniu wysokiej aktywnosci dehydrogenazy jabtcza-
nowe;j.

The evaluation of hypothetic protective effect of mitochondrial membranes on the activity of
malate dehydrogenase in human liver after death was the aim of presented investigations.
Activities of malate and lactate (as the control pool) dehydrogenases were assayed in
fragments of livers of 12. corpses. The detergent Triton X—100 was introduced in the
homogenization procedure parallel to simple buffer. Statistically important differences
between results were observed only in a part of them. The former hypothesis about the
protective influence of mitochondrial membranes on postmortem malate dehydrogenase
activity was not supported.

WSTEP

Dotychczasowe badania poSmiertne wykazaty u czesci osobnikéw tendencije
do dlugotrwatego utrzymywania sie aktywnosci dehydrogenazy jabtczanowe;j
(MDH) w watrobie (3,4). Enzym ten posiada izoenzym cytoplazmatyczny i mito-
chondrialny (5). Wtasnie hipotetycznie zaktadany wigkszy udziat tego drugiego,
teoretycznie chronionego przed po$miertng proteolizg przez btony mitochondrialne
i stopniowo uwalnianego w miare uptywu czasu, mégt stanowicé jeden z czynnikéw
ttumaczacych zaobserwowane zjawisko. Interpretacja ta odpowiadataby wczes-
niejszym doniesieniom na temat ochronnego wptywu bton mitochondrialnych (czy
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raczej ich pozostatosci) na aktywnos¢ enzymatyczng zlokalizowang wewnatrz
organelli (7). W mys! ugruntowanego pogladu btony mitochondrialne zachowuijg
integralnosc¢ jedynie przez pierwsze minuty po zgonie (1) a w péZznym okresie
posmiertnym bedacym przedmiotem badarn, moznaby sie spodziewaé ich catko-
witej fragmentacji.

Jako pierwszy etap weryfikacji przedstawionej hipotezy przyjeto wprowadzenie
do dotychczasowej metodyki oznaczanie aktywnosci MDH po dodaniu detergentu
uszkadzajacego btony lipoproteinowe, co stanowi powszechng procedure w pre-
paratyce enzyméw mitochondrialnych (8). Zastosowanie detergentu miato dawacé
pewnosé, ze mierzona aktywnos¢ MDH jest aktywnoscig catkowita obejmujaca
zaréwno izoenzym cytoplazmatyczny jak i mitochondrialny. O ile wystepowatyby
istotne réznice pomigdzy aktywnos$cia oznaczang z zastosowaniem detergentu
i bez niego, swiadczytoby to o duzym udziale izoenzymu mitochondrialnego u kon-
kretnego osobnika. Pomiar kontroiny po 7. dniach, dotyczacy jak w dotychczaso-
wych badaniach wysokich aktywnos$ci MDH, pozwalatby na sprawdzenie czy udziat
ten rzutuje na tendencje do dtugotrwatego utrzymywania tej aktywnosci manifestu-
jacego sie tygodniowym jej spadkiem mniejszym niz 54% (3,4).

Jednoczesne oznaczanie aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) —
enzymu zlokalizowanego prawie wytacznie w cytoplazmie (6) posiadato znaczenie
kontrolne. Miato ono by¢ pomocne w odpowiedzi na pytanie, czy zmiany aktywno-
sci pod wptywem detergentu rzeczywiscie wynikajg z uwolnienia izoenzymu mito-
chondrialnego MDH czy tez sg raczej zwigzane z dodatnim wptywem Tritonu na
odzyskiwanie aktywnosci enzymatycznych wynikajacym najprawdopodobniej z
renaturacji biatka (2). Podobne znaczenie posiadato oznaczanie aktywnosci MDH
z zastosowaniem i bez detergentu w przypadkach o niskiej jej wartosci.

MATERIALY | METODY

Badania przeprowadzono na wycinkach z watroby, pobranych ze zwtok 12
osobnikéw (11 mezczyzn i kobieta) w wieku 16—84 lat, ktérych czas zgonu nie byt
doktadnie znany. Byly to zwtoki 0s6b zmarlych w pomieszczeniach zamknietych
lub na terenie otwartym dostarczane do Zaktadu w ciggu catego roku. Przyczyne
$mierci stanowity: sercowopochodna niewydolnosé krazenia (6), utoniecie (3),
zatrucie tlenkiem wegla badz lekami i skutki wypadku drogowego (po 1). Procedura
pobierania materiatu, jego przechowywania i oznaczania aktywnosci MDH i LDH
odpowiadata uprzednio opisanej (3) z tym, ze do pomiaréw absorbancji uzywano
spektrofotometru DU-68 firmy Beckmann. W kazdym przypadku oznaczano
aktywnos$é enzymdéw po uzupetnieniu buforu ekstrakcyjnego Tritonem X—100 do
stezenia 0,2% oraz poréwnawczo bez detergentu. Kolejne pomiary wykonywano
zaréwno z zastosowaniem jak i bez Tritonu, pobierajgc nowe prébki po tygodniu
inkubacji tkanki w temperaturze +17°C w przypadkach wyjéciowe]j aktywnos$ci
MDH (bez Tritonu) nie mniejszej niz 76 wmol/minx g~ i LDH nie mniejszej niz 39
pmol/minx g_1.

Uzyskane zbiory wynikdw zostaly przetestowane pod katem podlegania roz-
ktadowi normalnemu. Te z nich, w ktérych rozktad normainy wystepowat, poddano
t—testowi dla par pomiaréw (paired t—test) celem ustalenia, czy pomiedzy zbiorami
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wynikéw pomiaréw aktywnosci z zastosowaniem i bez Tritonu wystepowaly staty-
stycznie znamienne rdznice (jako hipoteze zerowa przyjeto, ze Srednia réznic
pomiedzy parami pomiaréw réowna jest 0). Postugiwano sie programem kompute-
rowym “S—plus for Windows” (StatSci).

WYNIKI | OMOWIENIE

Wartosci liczbowe przeprowadzonych pomiaréw przedstawia tabela I. Wptyw
detergentu na zmiany badanych aktywnosci enzymatycznych byt zréznicowany.
W przypadku MDH wyrazny, przekraczajacy 50% wartosci wyjsciowej wzrost
nastapit tylko u jednego osobnika (4) a w przypadku LDH u dwéch (2,4). Co wiecej,
aktywnos¢ MDH byta nizsza o ponad 15% wartosci wyjsciowej po zastosowaniu
Tritonu X—100 w 4 przypadkach (1,2,3,5) a LDH w jednym (5). Po tygodniu sytu-
acja pozornie zyskata na jednoznacznosci, bowiem zaréwno aktywno$é MDH jak
i LDH byta wyzsza po uzyciu detergentu, co wynika z zestawienia tabelarycznego.
W pieciu przypadkach (1,2,7,8,12) utrzymywata sie wysoka aktywnos$¢ MDH cho-

Tabela I. Zmiany aktywnosci dehydrogenazy jabtczanowej (MDH) i mleczanowej (LDH)
ludzkiej watroby z zastosowaniem (+T) i bez (—T) Tritonu X~100. Lp-liczba porzadkowa.

Table I. Changes of malate (MDH) and lactate dehydrogenase (LLDH}) activity in the presence
(+T) and the lack (-T) of Triton X~100. Fn—following number.

Lp Aktyvslm_o_s'c’: poczatkowa Akty\{wjos'é po tygodniu
nitial activity Activity after a week
En pmol/minx g pmol/minx g'1
LDH MDH LDH MDH
-T +T -T +T =T +T =T +T

1 96 100 108 91 6 13 92 168
2 7 14 140 104 90 166
3 60 93 174 106 2 6 60 167
4 0,4 2 9 16
5 103 82 176 148 0,3 1 33 60
6 68 65 107 135 <0,1 1 29 47
7 9 13 76 108 67 77
8 62 73 167 216 54 61 138 196
9 49 68 148 203 0,5 1 28 54

10 39 54 135 179 <0,1 1 25 50

1 3 4 5 5

12 67 72 141 166 51 59 79 196
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ciaz w dwdch z nich (1,2) aktywnos$é wyjscéiowa po zastosowaniu Tritonu byta
nizsza.

Jak wynikato z analizy statystycznej, rozktadowi normalnemu nie podlegaly
jedynie dwa zbiory z oSmiu analizowanych, a mianowicie obejmujace wyniki
pomiaréw aktywnosci LDH z zastosowaniem Tritonu i bez niego po tygodniu
inkubagji tkanki. W pozostatych zbiorach rozkfad ten wystepowat, co uzasadniato
zastosowanie t—testu dia par pomiaréw do analizy réznic pomiedzy nimi. Test ten
wykazat, ze jedynie wyniki pomiaréw aktywnosci MDH z zastosowaniem i bez
Tritonu po tygodniu inkubaciji tkanki roznity sie w sposdb statystycznie znamienny.

DYSKUSJA | WNIOSKI

Najistotniejsze w ocenie zaprezentowanej na wstepie hipotezy o ochronnym
wplywie bton organelium na izoenzym mitochondrialny byito poréwnanie aktywno-
$ci MDH oznaczanej w momencie rozpoczecia badan przy uzyciu Tritonu i bez
niego w przypadkach o wysokich wartosciach tej aktywnosci. Nie wykazato ono
istotnych réznic i co wiecej, u czesci osobnikéw (1,2,3,5) wystagpit dosé¢ wyrazny
spadek aktywnosci MDH po zastosowaniu detergentu. Niezaleznie od tego w nie-
ktorych przypadkach (1,2,3) utrzymywata sie dtugotrwale wysoka jej aktywno$é.

Oznaczafo to, ze nawet bez zastosowania Tritonu w buforze ekstrakcyjnym
mierzona aktywnos$é MDH obejmowata takze aktywnosé izoenzymu mitochondrial-
nego, w zwigzku z czym zostata podwazona teza o jego dlugotrwatej ochronie
przed proteolizg (7). Wyniki te natomiast przemawiaty za szybka po$miertng
destrukcjg bton mitochondrialnych (1). Podobne narazenie obu izoenzyméw MDH
na posmiertng degradacje sugeruje, ze wigkszy udziat izoenzymu mitochondrial-
nego nie moze byc¢ czynnikiem warunkujacym dtugotrwate utrzymywanie wysokiej
catkowitej aktywnosci dehydrogenazy jabtczanowe;.

W odniesieniu do przypadkéw o niskich wyjsciowych aktywnosciach LDH
i MDH (2,4,7 — LDH oraz 4 — MDH) w pomiarach poczatkowych jak réwniez do
wigkszosci przypadkow o wysokich aktywnosciach wyjsciowych tych enzyméw po
tygodniowej inkubacji tkanki uwidaczniat sig dodatni wptyw Tritonu na odzyskiwa-
nie aktywnosci enzymatycznych. Efekt ten czgsciowo potwierdzony statystycznie
jest zgodny z wczesniejszymi doniesieniami (2) dotyczacymi takze innych enzy-
moéw (9) i moze by¢ zwiazany z renaturacja biatka enzymatycznego (2).
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