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Wstep

Glutation (GSH) jest trojpeptydem powszechnie obecnym w komor-
kach zwierzgcych. W warunkach fizjologicznych wystegpuje glownie
w formie zredukowanej (GSH), (Brigelius 1985). W komorkach tych
speinia wielorakie funkcje, m.in. usuwa ponadtlenki przy udziale seleno-
-zaleznej i seleno-niezaleznej peroksydazy glutationowej (EC 1.11.1.9)
(GSH-Px), (Flohé 1989; Ketterer i Meyer 1989), redukuje nieenzyma-
tycznie wolne rodniki (Potter i Hinson 1987), a takze uczestniczy
w enzymatycznych reakcjach koniugacji z egzogennymi i endogennymi
reaktywnymi metabolitami (Ketterer i inni 1988). Ma takze znaczacy
udzial w utrzymaniu odpowiedniej konformacji biatek (Larsson i inni
1983) i w modulowaniu aktywnosci wielu enzyméw, poniewaz jest ich
istotnym kofaktorem (Gilbert 1984). Reguluje réwniez metabolizm
biatek, szczegdlnie tych w ktorych wystepuja grupy -SH, poprzez tzw.
wymiang tiole — dwusiarczki (Irita i inni 1994; Liu i inni 1994). Jest takze
pojemnym rezerwuarem cysteiny (Tateishi i inni 1977).

Dzigki wlasciwosciom redukujacym i nukleofilowym przeciwdziata
utlenianiu lipidoéw, bialek i kwasow nukleinowych (Arrick i inni 1982).
Stusznie wigc pisat Ochi w 1988, ze dzigki temu GSH odgrywa istotng
role w utrzymaniu integralnosci komérkowe;j.

Zapobiega rowniez uszkodzeniom wywolywanym przez czynniki
alkilujace (Arrick i Nathan 1984), szok cieplny (Mitchell i Russo 1983);
ultrafiolet (Tyrrell i Pidoux 1986), promieniowanie X (Midander i inni
1982), a takze przez rozne oksydanty (Nathan i inni 1981; Arrick i inni
1982).



W tej ochronnej roli GSH nie jest odosobniony, gdyz jest efektywnie
wspomagany przez inne skladniki ochronnego antyoksydacyjnego syste-
mu komorki, takie jak katalaza (EC 1.11.1.6), GSH-Px, reduktaza GSH
(EC 1.6.4.2), dysmutazy ponadtlenkowej (EC 1.15.1.1) (SOD), witamina
C, witamina E i kwas moczowy. Istniejg bowiem synergistyczne interak-
cje pomigdzy wszystkimi sktadnikami ochronnego antyoksydacyjnego
systemu a GSH (Allen i Venkatraj 1992). GSH uczestniczy takze
w redukcji ponadtlenkéw i w bezposrednim zmiataniu rodnikéw wodoro-
tlenowych (¢OH) i tlenu singletowego ('0,). Poza tym jest komérkowym
buforem redoks o duzej pojemnosci i buforem grup -SH (Meister i Ander-
son 1984; Meister 1993).

Ilos¢ GSH w komorkach, tempo jego syntezy i rozpadu (metabolizm)
sa rozne w zaleznosci od rodzaju tkanki (Potter i Tran 1992). Jest
interesujacym faktem, ze w reakcjach przeciwdziatajacych komorkowym
uszkodzeniom spada na ogot zawartos¢ wewnatrzkomérkowego GSH,
ktora jednak szybko powraca do normy, kiedy ustanie dziatanie czynnika
obnizajacego jego poziom (Ishikawa i Sies 1989). Dlatego tez zmiany
w zawartoSci GSH i w tempie jego metabolizmu w réznych tkankach
maja wplyw na ich wrazliwosé na stres oksydacyjny wywolywany przez
wolne rodniki i reaktywne formy tlenu (RFT) (Lautier i inni 1992).

Znane sa jednak komorki, ktore w reakcji na stres oksydacyjny
reaguja nie spadkiem, lecz przeciwnie, wzrostem ilosci GSH. Dla przy-
kiadu taka sytuacje¢ obserwuje si¢ w hodowlach komoérek nablonkowych
z tetnic ptucnych bydta (Deneke i Fanburg 1989) i w kulturach komdrek
V79 chomika chinskiego (Ochi 1988).

Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, ze antyoksydacyjne wlasciwosci
GSH czasami moga prowadzi¢ do uszkodzenia komorek. Dzieje si¢ tak
wtedy, kiedy komorki eksponuje si¢ na dtugotrwate dziatanie H,O, i/albo
*OH. W takiej sytuacji w komorkach dochodzi do akumulacji glutationu
utlenionego (GSSG), ktory moze inaktywowac niektore enzymy, np.
cyklaze adenylowa, poprzez formowanie mieszanych dwusiarczkoéw
biatkowych. Jest interesujacym faktem, ze pomimo tego — dwusiarczkom
tym przypisuje sie takze pewna pozytywna role w regulowaniu niektérych
funkcji komorki, przez ich wptyw na aktywnos¢ enzyméw. W ten sposéb,
np. jest regulowana aktywno$¢ niektérych hormondw peptydowych,
glownie tych, ktére uczestnicza w ochronie komoérki przed stresem oksy-
dacyjnym (Brigelius 1985; Kosower i Kosower 1976; 1978).
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GSH ma takze odgrywa¢ wazna role w funcjach immunologicznych,
np. w aktywacji limfocytéw i ich cytotoksycznosci (Staal i inni 1993).
Sadzi si¢ tak gtéwnie na podstawie wplywu GSH na wirusa HIV. W cza-
sie zakazenia tym wirusem obniza si¢ koncentracja GSH w osoczu krwi
(Staal i inni 1990; 1993). Poniewaz grupy -SH glutationu odgrywaja
wazng rol¢ w funkcjonowaniu limfocytow i regulacji czynnikéw tran-
skrypcyjnych, takich jak NFgB, to obnizenie si¢ koncentracji grup -SH
moze przyczyniac¢ si¢ do postgpu choroby. I rzeczywiscie, infekcja HIV
w zakazonych komorkach ulega zahamowaniu w warunkach wzrostu
koncentracji sulthydryli (Mihm i inni 1991). Wyraznie potwierdzaja to
ostatnie badania Palamara i innych (1996), w ktorych wykazano, ze bez-
posrednie podanie GSH w pierwszych tygodniach zakazenia wirusem
HIV powoduje wyrazny regres choroby. Ponadto badania te sugeruja, ze
obnizenie koncentracji GSH w ptynach komérkowych w czasie infekcji
HIV jest spowodowane nie przez wzrost utylizacji GSH, lecz raczej przez
obnizenie tempa jego syntezy.

Od niedawna nie$mialo moéwi si¢ takze o roli GSH jako neurotrans-
mitera, dzigki czemu ma on wplywaé na neuronalng aktywnos$¢ mozgu
(Shaw i inni 1996).

Koniuganty GSH i GSSG sa tez waznymi biomarkerami natury che-
micznej. Wskazuja one na obecnos$¢ czynnika toksycznego w organizmie.
Moga takze okresla¢ nature interakcji toksykantow z docelowymi struktu-
rami komorkowymi (Smith i inni 1996).

Poza niewatpliwie korzystnym wptywem GSH na organizm, to jednak
w niektorych sytuacjach jego wysoki poziom czyni chore tkanki oporny-
mi na leki. Aby wigc terapia byta skuteczniejsza, celowo obniza si¢ ilos¢
GSH. Obnizenie ilosci GSH od 50 do70% czyni dopiero, np. komorki
nowotworowe, bardziej wrazliwymi na podawane leki przeciwnowotwo-
rowe, np. cisplatyne (Bier i inni 1996).



1. Zalozenia i cel pracy

Dla porownania, czy antyoksydacyjne funkcje glutationu u ptazow,
zwierzat poikilotermicznych przebiegaja podobnie jak u ssakdw, zasto-
sowano niektore czynniki eksperymentalne (temperaturg, insuling, ester
monoetylowy glutationu, allopurynol, promieniowanie UVA, dtugos¢
ciata, kwas L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy, witaming E i etanol),
ktore u tych ostatnich zawsze zmieniaja poziom GSH i GSSG.

Wydaje si¢, ze rozwigzanie tak postawionego problemu, mianowicie
ewentualnych zmian w statusie glutationu, pod wplywem powyzszych
czynnikdw chemicznych i fizycznych i to w tak waznych narzadach, jak
mobzg, watroba, serce lub nerki, ktére w naturalnych warunkach u ptazow
funkcjonuja takze w niskiej temperaturze — moze sugerowaé pewien
aspekt praktyczny. Coraz czgsciej bowiem dokonuje si¢ transplantacji
narzadow, ktore przechowuje si¢ w niskiej temperaturze i w mediach
o odpowiednim sktadzie. Do tej pory szuka si¢ najbardziej optymalnego
skfadu tych mediow. Jest to niezwykle wazne, gdyz komorki przeszcze-
pianych narzadéw, poza skladnikami energetycznymi, musza takze mieé
zapewniong efektywna ochron¢ antyoksydacyjna przeciwdzialajaca RFT
i w ostatecznosci minimalizujaca stres oksydacyjny (Lemasters i Thurman
1997). By¢ moze w odpowiednio niskich temperaturach zapewnia ja
glutation.

1.1. Temperatura

Zwierzetom zmiennocieplnym warunki zycia dyktuje temperatura
otoczenia. Gdy jest wysoka, ich procesy metaboliczne sa intensywne,
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a obnizaja swoje tempo wraz z ochtodzeniem. Zima jest wigc dla tych
zwierzat najtrudniejszym okresem w ciagu roku. Biologom zajmujacym
si¢ fizjologia tych zwierzat zawsze nasuwa si¢ pytanie, czy natura pozo-
stawifa je zupetnie bezbronnymi?

Okazuje sig, ze nie, gdyz gdy temperatura spada ponizej 4°C mozna je
znalez¢ na dnie stawow lub rzek, gdzie nie zamarzaja. Gleboko pod zie-
mig zimujg ropuchy, salamandry i weze. Niektore gatunki, np. R sylva-
tica toleruja nawet zamarzanie. Inne, np. z6tw malowany potrafi przezy¢
bez wyraznych oznak oddychania kilka miesiecy. Zyja zatem w glebokim
niedotlenieniu. Przyjmuje si¢ powszechnie, ze w okresie zimowania,
w skrajnych warunkach temperaturowych, plazy przystosowaly si¢ do
zycia w niedotlenieniu, bez sktadnikéw odzywczych, a takze pomimo ro-
snacego stezenia szkodliwych produktéw przemiany materii. Energi¢ nie-
zbedna do podtrzymania swoich procesow zyciowych czerpig z fermenta-
cji glikogenu lub glukozy. Gdy temperatura spada ponizej zera, glukoza
ma takze kontrolowal powstawanie krysztalkéw lodu w komoérkach.
Stusznie sadzi sig, ze ptazy sa mistrzami przetrwania.

Z wielu powodow okres zimowy jest szczegllnie interesujacy w zyciu
ptazéw. Jednym z nich jest fakt, ze w tym czasie dochodzi do redukcji
metabolizmu plazéw (Whitford 1969). Redukcja ta jest spowodowana
przez:

— zmian¢ aktywnosci enzymoéw/biatek w wyniku postranslacyjnych
modyfikacji, fosforylacji biatek albo reakcji defosforylacyjnych,

— zmiang w subkomdrkowej lokalizacji enzyméw w wyniku innego
Zwigzania si¢ ze strukturami komérkowymi,

— zmian¢ w regulacji tempa glikolizy, kontrolowana przez fosfofruk-
tokinaze.

Odre¢twienie zimowe jest interesujace, gdyz pozwala sformulowaé
pytanie o biochemiczny starter inicjujacy obniZenie si¢ metabolizmu.
Pytanie to pozostaje na razie bez odpowiedzi. Proponuje si¢, ze zmiany
pH moga byé tym sygnalem, gdyz obnizonemu metabolizmowi towa-
rzyszy znaczne zakwaszenie plynéw ciala (Busa i Nuccitelli 1984;
Hochachka i Guppy 1987). Nie wiadomo jednak czy zakwaszenie jest
konsekwencjg hibernacji czy jej przyczyna. Oeltgen i inni (1982) zapro-
ponowali, ze opioidy takze moga by¢ starterem spadku metabolizmu. Ich
ilos¢ gwaltownie wzrasta w tym czasie u Bufo marinus.
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W okresie zimy stwierdza si¢ obnizenie nie tylko aktywnosci calego
organizmu plaza, ale takze aktywnosci wielu narzadow. Zmniejsza si¢ np.
cigzar przewodu pokarmowego, watroby i cial ttuszczowych. Degeneracji
ulegaja rowniez komorki nabtonkowe przewodu pokarmowego.

W przypadku plazéw zimujacych w wodzie wymiana gazowa za-
chodzi wylacznie przez skor¢. Generalnie wigc ulegaja zahamowaniu
wegetatywne funkcje organizmu. Nalezy podkresli¢, ze pomimo niskich
temperatur w czasie hibernacji nastgpuje jednak ostateczny rozwoj narza-
dow generatywnych. U samic dojrzewaja oocyty w jajnikach i wzrasta
cigzar jajowodow. U samcow tworzg si¢ modzele godowe i dojrzewaja
plemniki.

Temperatura otoczenia jest waznym czynnikiem, ktéry wplywa na
poziom GSH u zwierzat poikilotermicznych. Generalnie u tych zwierzat
wzrasta tempo syntezy GSH w wyzszej temperaturze. U R. tempo-
raria L. wykazano, ze ilos¢ GSH osiaga maksymalne wartosci w mézgu,
watrobie, nerkach i krwi w okresie zycia aktywnego na ladzie, a najnizsze
w tych narzadach w okresie zimowania (Dziubek 1985; 1993). Niski
poziom GSH u R. temporaria L. w okresie zimowania jest pozytywnie
skorelowany z niskim tempem metabolizmu (Dziubek 1987a). Wydaje
si¢ wiec, ze antyoksydacyjna ochrona komorek i tkanek przez GSH jest
powigzana z innymi waznymi fizjologicznymi mechanizmami towarzy-
szacymi odr¢twieniu zimowemu. Mechanizmy te przez to, ze w niskiej
temperaturze obnizaja oksydacyjny metabolizm moga takze minimalizo-
wa¢ utylizacj¢ antyoksydantow i dzigki temu przyczynia¢ si¢ do utrzyma-
nia niezbgdnego poziomu GSH w organizmie ptaza w tym czasie.

Pomimo wszystko mechanizmy odpowiedzialne za utrzymanie od-
powiedniego poziomu GSH u plazéw w okresie zimowania nie sa
znane. By¢ moze, ze poza liniowa zaleznoscia pomigdzy temperaturg
a zawartoscia GSH (Dziubek 1987b) istnieja jeszcze inne zaleznosci,
tak jak w przypadku poziomu witaminy C, ktorej homeostaza, np.
u zimujacych z6twi w niskich temperaturach, jest regulowana, takze przez
jej wewnatrzkomorkowe stgzenie (Wilson i inni 1990).

Odpowiedni poziom GSH w czasie zimowania zab jest konieczny do
usuwania RFT, ktére pomimo niskiego tempa metabolizmu sg generowa-
ne w organizmach ptazéw. RFT musza by¢ usuwane nie przez enzymy
antyoksydacyjne, ktore sa nieaktywne w niskich temperaturach, lecz
przez GSH begdacy nieenzymatycznym antyoksydantem. Dlatego w obec-
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nym eksperymencie podjgto probe okreslenia zawartosci tego tréjpeptydu
u R. esculenta L. w okresie zimy pod wplywem przeniesienia zab do wyz-
szej temperatury wynoszacej 14° C. Obecna praca jest wiec kontynuacja
wczesniejszych badan przeprowadzonych odnosnie zman ilosci GSH
pod wplywem zmian temperatury otoczenia u R. temporaria L. (Dziubek
1987; 1993).

Problem ten jest interesujacy takze i z tego wzgledu, ze zawartosé
GSH i GSSG nie byla nigdy badana u R. esculenta .. w okresie zimo-
wania.

1.2. Insulina

U ptazow w okresie jesieni i zimowania obserwuje si¢ wysoki poziom
glukozy w porownaniu z okresem zycia aktywnego ptaza w lecie. Dla
przykiadu — u zab tolerujacych zamarzanie, np. Rana sylvatica poziom
glukozy w tym okresie waha si¢ od 300-500 mM/l w przeciwienstwie do
lata kiedy osiaga wartosci 3-5 mM/l. Wartosci te sa o wiele mniejsze, ale
réwniez wysokie u zab nie zamarzajacych i wahajg si¢ od 1-5 mM/I
w zimie do 0.2-0.5 mM/I w lecie (Storey i Storey 1985). Tak duzy wzrost
poziomu glukozy ma chroni¢ narzady ptazéw przed uszkodzeniami wy-
wolywanymi przez powstajace krysztatki lodu w komédrkach i ptynach
ustrojowych w czasie zamarzania i ma hamowa¢ metabolizm w okresie
dla nich temperaturowo niekorzystnym, co utatwia im przetrwanie (Canty
i inni 1986; Layne i Romano 1985).

U ssakéw z cukrzyca wywotana eksperymentalnie podaniem strepto-
zotocyny lub alloksanu obserwuje si¢ wzrost ilosci wodoronadtlenkow
lipidowych (Armstrong i Al-Awadi 1991). Ich detoksykacja przebiega
przez glutationowy cykl redoksowy. Szybka i skuteczna redukcja tych
wodoronadtlenkow zalezy od skoordynowanego dziatania peroksydazy
glutationowej (GSH-Px), reduktazy disulfidu glutationu (GSSG) i zredu-
kowanego glutationu (GSH), najwiekszego reduktanta komoérkowego
(Chance i inni 1979). Zasadniczym momentem w tym cyklu jest dostg¢p-
no$¢ GSH i jego ciagla regeneracja z GSSG przy udziale NADPH. Reak-
cje¢ redukcji GSSG przez NADPH katalizuje reduktaza glutationowa.
Zroédlem NADPH w erytrocytach jest cykl pentozowy, zaé w innych
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komodrkach, np. hepatocytach dodatkowo reakcja dehydrogenazy izocy-
trynianowej (Eggleston i Krebs 1974). Na ilo§¢ wytwarzanego NADPH
ma wplyw koncentracja NADP w komorce, koncentracja dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej i jej aktywnos¢, jak rowniez dostgpnosci glukozy
dla komorki. Generalnie od ilosci NADPH zalezy tempo regeneracji GSH
i tym samym tempo eliminacji wodoronadtlenkéw z organizmu zwierzat
dotknietych cukrzyca (Bousignone i De Flora 1972; Schraufstatter i inni
1985).

Biorac pod uwagg powyzsze dane nasuwa si¢ wiec pytanie, czy hiper-
glikemia poza dziataniem ochronnym nie wywotuje dodatkowo w organi-
zmach ptazéw stresu oksydacyjnego powodowanego przez wodoronad-
tlenki lipidowe, stresu, ktory zawsze towarzyszy cukrzycy u ssakow
(Kawada 1992). Jezeli taka sytuacja ma rzeczywiscie miejsce u plazéw,
to powinna si¢ objawia¢ zmianami w poziomie GSH, gléwnego anty-
oksydanta komorkowego. Dlatego tez postanowiono okresli¢ ilos¢ GSH
w mozgu, watrobie, nerkach i sercu u zaby wodnej, w okresie zimowania
w stresie niskiej temperatury i po podaniu insuliny.

1.3. Ester monoetylowy glutationu

Odpowiedni poziom GSH jest bardzo wazny dla komorki, poniewaz
od niego zalezy jej opornos¢ na stres oksydacyjny (Meister i Anderson
1984; Sies 1993). Podwyzszenie stezenia GSH w komorkach zwigksza,
a obnizenie zmniejsza ich opormos$¢ na dzialanie wielu ksenobiotykow
(Meister i Anderson 1984).

Ilos¢ GSH w komoérkach moze by¢ doswiadczalnie obnizana albo
podwyzszana przez stosowanie odpowiednich zwiazkéw chemicznych.
I tak synteza GSH jest efektywnie blokowana przez podanie sulfoksyminy
butioniny, zwiazku, ktory selektywnie wiaze si¢ z aktywnym centrum
syntetazy y-glutamylocysteinowej, dzigki czemu blokuje jej aktywnos¢.

Podanie y-glutamylocysteiny, disulfidu y-glutamylocysteiny albo
y-glutamylocystyny prowadzi do wzrostu zawartosci GSH, gldwnie jed-
nak w nerkach. Te y-glutamyloaminokwasy sa transportowane do wnetrza
komorek i tam wykorzystywane do syntezy GSH. Dla wywotania wzrostu
ilosci GSH podaje si¢ rowniez zredukowany glutation (Meister 1983a).
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W tym przypadku wzrost ilosci GSH jest jednak nieznaczny. Inna droga
prowadzaca do efektywnego wzrostu ilosci GSH wiedzie przez podanie
estrow glutationu (Puri, Meister 1983).

Dotychczasowe badania wplywu estrow glutationu na zawartos¢ GSH
prowadzono tylko na ssakach. Dlatego w obecnym eksperymencie posta-
nowiono przesledzi¢ ewentualne zmiany ilosci GSH w moézgu, watrobie,
nerkach i sercu u R. esculenta L., w okresie zimowania, po podaniu estru
monoetylowego glutationu.

1.4. Allopurynol

Ekspozycja zab na niskie temperatury otoczenia w okresie zimowania
wywoluje spadek aktywnosci metabolicznej, co wiaze si¢ ze zmniejszo-
nym zapotrzebowaniem organizméw ptazéw na tlen (Bradford 1983).
Przypuszcza si¢, ze pomimo zmniejszonego zapotrzebowania na tlen,
tkanki zaby w tym okresie sg niedotlenione. To niedotlenienie moze by¢
spowodowane zniesieniem wentylacji ptuc z powodu wypelnienia drég
oddechowych i pecherzykow ptucnych woda. Nie jest wykluczone, ze
niedostateczne zaopatrzenie komorek w tlen moze tez by¢ spowodowane
zahamowaniem wymiany O, miedzy pecherzykami plucnymi a krwia,
z powodu zmniejszonej perfuzji wlosniczek ptucnych lub utrudnienia
dyfuzji. Objawia sig¢ to redukcja aktywnosci enzymoéw mitochondriainych
i w konsekwencji spadkiem syntezy biatek (Degani i Meltzer 1988).

Podobna sytuacja ma miejsce u ssakow w okresie ischemii i reperfuzji
(Corral-Debrinski i inni 1991). U ssakow w okresie niedotlenienia tkanek
i w czasie ponownego ich ukrwienia, czyli w reperfuzji powstaja RFT.
RFT w poczatkowym okresie indukuja antyoksydacyjne systemy komor-
ki, a takze zwiazki je zmiatajace. Jezeli jednak przedtuza si¢ okres ische-
mii, to po nastgpujacej po nim reperfuzji obserwuje si¢ uszkodzenia wy-
wotywane przez RFT, gléwnie w watrobie, nerkach i mig$niu sercowym.
Bowiem RFT reaguja z czasteczkami komorkowymi, np. lipidami, bial-
kami i kwasami nukleinowymi, powodujac ich utlenienie. Ilos¢ genero-
wanych RFT jest skorelowana z wyst¢pujacym zakresem uszkodzen
komorek. Aby przeciwdziala¢ tym uszkodzeniom, podaje si¢ syntetyczne
antyoksydanty (Miiller i inni 1985), a takze allopurynol (Baker i inni
1985; Stewart i inni 1985; Garcia i inni 1990).

15



Jezeli rzeczywiscie w okresie zimowania u Zzaby wodnej wystepuje
niedotlenienie tkanek, pomimo zmniejszonego zapotrzebowania jej orga-
nizmu na tlen, to nalezaloby przypuszczac, ze bedzie to objawiac sig,
mi¢dzy innymi spadkiem poziomu GSH, niskoczasteczkowego zwiazku
tiolowego zmiatajacego wolne rodniki i RFT (Moutiez i inni 1997).

W zwiazku z powyzszym wydawalo si¢ interesujacym zbadanie za-
wartosci GSH u zab przebywajacych w okresie zimowania oraz po prze-
rwaniu tego okresu stresem podwyzszonej temperatury i pod wpltywem
allopurynolu, inhibitora oksydazy ksantynowej, bgdacego jednoczesnie
antyoksydantem (Moorhouse i inni 1987) — w watrobie, nerkach i migsniu
sercowym zaby wodnej. Bowiem w tych narzadach w okresie ischemii
i reperfuzji obserwuje si¢ u ssakow najwigksze uszkodzenia wywolywane
przez RFT.

1.5. Promieniowanie UVA

GSH jest wciagany w wiele ochronnych funkcji w komoérce, miedzy
innymi w detoksykacj¢ ksenobiotykoéw i ochrong przed stresem oksyda-
cyjnym (Meister i Andersen 1984; Kraner i inni 1988).

Do poczatku lat 80. sadzono, ze ekspozycja skéry na ultrafiolet
A (320-400 nm) nie jest szkodliwa. Miedzy innymi dlatego ten typ pro-
mieniowania stosowano w fototerapii. Okazalo si¢ jednak, ze UVA,
podobnie jak UVC i UVB wywoluje reakcje fotochemiczne: utlenianie,
redukcje, rozklad i polimeryzacje. Co wiecej jest absorbowane przez
kwasy nukleinowe, wyraznie zaburza przemian¢ materii w komorce i mo-
ze spowodowac jej zniszczenie. Ponadto w przeciwienstwie do UVB
promieniowanie UV A pokonuje barier¢ naskorka i przenika glgbiej (Peak
i Peak 1989; Black 1987).

Ekspozycja organizmu na promieniowanie UV powoduje w poczat-
kowym okresie reakcje zapalne, a w dalszej kolejnosci jest przyczyna
powstawania nowotwordw skory (Ruzicka 1988; Punnonen i inni 1987).
Sadzi sig, ze jest to spowodowane przez RFT, ktore powstaja w organi-
zmie pod wplywem promieni UVA. RFT wywoluja stres oksydacyjny
i uszkadzaja lipidy, biatka i kwasy nukleinowe komoérek. Sa one wigc
bezposrednig przyczyna powstawania powyzszych schorzen skory (Danno
i inni 1984; Imlay i inni 1988).
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Po jednorazowym naswietlaniu ssakow promieniowaniem UV-A
i UV-B stwierdzano obnizenie si¢ ilosci GSH (Connor i Wheeler 1987,
Shindo i inni 1993). Nasuwa si¢ pytanie, czy takze u R. esculenta L.
w okresie zimowania ekspozycja UVA spowoduje wystapienie stresu
oksydacyjnego a w zwiazku z tym spadek ilosci GSH i wzrost poziomu
GSSG.

1.6. Dlugosé ciala zab

Coraz czesciej sugeruje sie, ze zawartos¢ GSH w komérkach ssakow
obniza si¢ wraz z wiekiem, podczas kiedy GSSG i/albo stosunek
GSSG:GSH wzrasta (Faraooqui i inni 1987; Teramoto i inni 1994; Ianto-
masi i inni 1993; Sohal i Allen 1990). Uzyskano tez dane kontrowersyjne
sugerujace, ze poziom GSH wzrasta podczas proceséw starzenia sig¢
(Fischer-Nielsen i inni 1989). Nokata i inni (1996) uwazaja, Ze np. u sta-
rych myszy obniza si¢ poziom GSH, ale nie zmienia si¢ ilos¢ GSSG.

Jest interesujacym faktem, ze u Rana perezi w watrobie i nerkach
Lopez-Torres (1993a i b) nie wykazala wyraznej korelacji migedzy iloscia
GSH a wiekiem zab, ktory to wiek korelowata z dtugoscia ciata.

W zwiazku z powyzszym nasuwa si¢ pytanie, czy takze u R escu-
lenta L. nie ma podobnej korelacji migdzy statusem glutationu a dtugo-
$cig ciata badanych zab w okresie zimowania.

1.7. Kwas L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy
(0TC)

Status GSH w komorce zalezy w duzej mierze od dostgpnosci buduja-
cych go substratow, gtéwnie cysteiny, ktora jest aminokwasem limituja-
cym synteze GSH. Substraty te przenikaja do komoérek na zasadzie dyfu-
zji, badz droga kotransportu z kationami sodowymi, dzigki specyficznym
przenosnikom aminokwas6éw i dipeptydow (Meister 1984). Dzigki temu
u ssakéw korzystny status GSH osiagano przez podawanie prekursora
cysteiny kwasu L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowego. Prekursor ten
jest aktywnie transportowany do komdrek i tam przeksztatcany przez
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5-oksoprolinazg¢ do cysteiny (Kalyjian i inni 1994). Jest interesujacym
faktem, ze wzrost ten obserwuje si¢ tylko w zdrowych tkankach, nigdy
np. nowotworowych (Rush i inni 1971; Rouse i inni 1995). Jest to
spowodowane prawdopodobnie tym, ze w tkankach nowotworowych jest
zahamowana aktywno$¢ oksoprolinazy, enzymu przeksztatcajacego OTC
do S-carboxy-L-cysteiny (Williamson i Meister 1981).

Do tej pory nie badano wptywu OTC na zmiany ilosci GSH i GSSG
u plazéw. Dlatego tez postanowiono takie badania przeprowadzi¢
u R. esculenta L. i to w okresie odrgtwienia zimowego. R. esculenta jest
dobrym obiektem do tego typu badan, gdyz w tym okresie nie odzywia si¢
i przebywa w niskiej temperaturze wody. W tej temperaturze otoczenia
ulega zahamowaniu aktywnos¢ enzymatyczna (Jackson 1978). Zachodzi
wigc pytanie, czy takze aktywnos¢ oksoprolinazy, enzymu przeksztatcaja-
cego OTC do S-carboxy-L-cysteiny? Jezeli tak, to nalezaloby si¢ spo-
dziewaé braku wptywu OTC na poziom GSH i GSSG u R esculenta L.
w tym czasie.

1.8. Witamina E

W poczatkowym etapie peroksydacji lipidéw powstajace wolne rod-
niki sa zmiatane przez witaming E. Jest to wazne, poniewaz powstajace
podczas peroksydacji nienasyconych kwaséw tluszczowych toksyczne
aldehydy (lipidowe wodoroponadtienki, LOOH) moga inicjowa¢ zmiany
w DNA, glownie w guaninie (Nakayama i inni 1984). Potwierdzeniem
tego sa miedzy innymi badania Summerfielda i Tappela (1984), ktorzy
wykazali, ze jezeli szczury karmiono pokarmem bogatym w wieloniena-
sycone kwasy tluszczowe, to duze dawki witaminy E (30 mg/dob¢) chro-
nily ich DNA watrobowy przed oksydacyjnymi uszkodzeniami.

W badaniach na ssakach wykazano, ze bardzo wazny jest odpowiedni
poziom witaminy E w mig$niu sercowym. Migsien ten bowiem zawiera
lipidy zbudowane z kwasoéw tluszczowych o najwyzszym poziomie niena-
sycenia. To wyjasnia, dlaczego lipidy serca sa bardziej wrazliwe na oksy-
dacyjne uszkodzenia niz lipidy migsni szkieletowych w przypadku niedo-
boru witaminy E (Salminen i inni 1984). W przypadku niedoboru tej
witaminy obserwuje si¢ zaburzeniami rytmu pracy serca (Klein 1995).
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Podobnie jak w sercu takze w erytrocytach witamina E speinia wazne
funkcje antyoksydacyjne (Burton i Joyce 1983). Erytrocyty sa szczegdlnie
wrazliwe na oksydacyjne uszkodzenia, poniewaz stale sa eksponowane na
wysokie cisnienie parcjalne tlenu. Takze ich membrany sa bogate w wie-
lonienasycone kwasy thuszczowe. Ponadto erytrocyty zawieraja duza ilo$¢
zelaza, ktére moze inicjowac peroksydacje lipidow. Braki witaminy E sa
dodatkowa przyczyna odkladania si¢ zelaza w tych komorkach. Sadzi si¢
tez, ze w takiej sytuacji poza wzrostem ilosci zelaza wzrasta ilos¢ hemo-
globiny i produktéw rozpadu hemu, co powoduje hemoliz¢ krwinek czer-
wonych (Tappel 1962). Witamina E w krwi zapobiega wzglednie tagodzi
skutki peroksydacji lipidow inicjowane przez atak wolnych rodnikow.

O waznosci witaminy E $wiadcza takze badania Salonena i innych
(1985), ktorzy wykazali, ze jezeli w osoczu wystgpuje mato witaminy E
i selenu, to 11-krotnie wzrasta $miertelno$¢ u ludzi z powodu nowotwo-
row. Jest to prawdopodobnie spowodowane tym, Zze witamina E redukuje
produkcje N-nitrozowych pochodnych z nitratéw i amidéw, pochodnych,
ktére indukuja rozwoj nowotwordw piersi, $ledziony, zoladka, trzustki,
odbytu i pecherza moczowego (Knekt i inni 1988, Willett i inni 1984;
Tsuda i inni 1994). Sa to jednak przypuszczenia, gdyz do tej pory doktad-
ny mechanizm antynowotworowego dziatania witaminy E nie zostal po-
znany. Jedno jest pewne, ze spozywanie karotenoidéw i witaminy E wy-
raznie obniza ryzyko choroby nowotworowej (Steinmetz i Potter 1991).

Witamina E dziata nie tylko indywidualnie, ale takze w kooperacji
z witaming C i B-karotenem. Z tym, ze wspoétdziatanie migdzy witaming E
a B-karotenem nie jest tak ewidentne jak pomigdzy witamina E i witamina
C (Pappalardo i inni 1996). Wszystkie witaminy sa zmiataczami wolnych
rodnikow i thumig peroksydacje lipidow (Niki i inni 1995).

Jest niezwykle interesujace, ze u z6twi tolerujacych anoksj¢ poziom
witaminy C jest o okoto 100% wyzszy niz u szczurow. Zjawisko to jest
ciekawe i dlatego, ze zotwie w poréwnaniu z ssakami maja niskie tempo
metabolizmu oksydacyjnego. Ma to sugerowac, ze witamina ta jest istot-
nym antyoksydantem moézgu (Rice i inni 1995).

Nie ma wielu danych literaturowych odnosnie wplywu witaminy E na
status duzego antyoksydanta komodrkowego jakim jest GSH. Wiadomo
tylko, ze witamina E moze by¢ regenerowana przez rozpuszczalne anty-
oksydanty, takie jak witamina C i GSH u ssakow (Reddy i inni 1982;
Wefers i Sies 1988).
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GSH uczestniczac w reakcjach detoksykacyjnych wciaga w nie wita-
ming E. Podczas tych interakcji obniza si¢ szybko$¢ peroksydacji w blo-
nach biologicznych i witamina E jest zmieniana do formy utlenionej. Jest
ona jednak na powrot regenerowana do witaminy E, przez tzw. czynnik
zalezny od GSH (here after as vitamin E regeneration factor). Dlatego
tez przy niedoborze GSH zawarto$¢ witaminy E w mikrosomach szybko
si¢ obniza i wzrasta tempo powstawania reaktywnych substancji kwasu
tiobarbiturowego (Franco i Jenkinson 1986).

Biorac pod uwage powyzsze dane postanowiono przesledzi¢ wplyw
witaminy E na poziom GSH i GSSG w sercu, nerkach i watrobie
u R. esculenta L. w okresie zimowania, kiedy u tego gatunku w natural-
nych warunkach srodowiska, bez ingerencji egzogennej stwierdzono mata
ilos¢ GSH.

1.9. Etanol

Jednym z waznych czynnikéw, ktéry wplywa na antyoksydacyjnag
rownowage w komorkach jest etanol. Przypuszcza sig¢, ze pobudza gro-
madzenie tluszczéw, gldwnie w watrobie i ze wzrost ten mozna zahamo-
waé przez podanie antyoksydantéw. Potwierdzono to wykazujac wzrost
peroksydacji lipidow w homogenatach watroby po doustnym podaniu
etanolu. W zwiazku z tym przyjmuje sie, ze etanol, albo jego metabolity
ulegaja autooksydacji, wzglednie dzialaja jako prooksydanty, redukujac
poziom komdrkowych antyoksydantéw (Di Luzio 1963).

Przeciwnego zdania byli Hashimoto i Recknagel (1968), ktorzy
stwierdzali, ze podanie pojedynczej dawki etanolu nie powoduje wzrostu
poziomu lipidéw w mikrosomach watroby szczuréw. W innych badaniach
wykazano, ze po chronicznym podawaniu etanolu nie obserwuje sig¢
wzrostu ilosci reaktywnych substancji kwasu tiobarbiturowego (Reid
i Slater 1977; Torrielli i inni 1978).

Z powodu tych sprzecznych danych kwestionowano indukcj¢ perok-
sydacji lipidow przez etanol. Rozwdj nowoczesnych metod analitycznych
pozwolit jednak wykaza¢, ze podczas metabolizmu etanolu wzrasta
w watrobie tempo peroksydacji lipidow (Miiller i Sies 1987), a takze, ze
etanol pobudza w watrobie szczura produkcj¢ anionorodnika ponadtlen-
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kowego (Bautista i Spitzer 1992), nadtlenku wodoru (Ekstrém i Ingelman-
-Sundberg 1989) i rodnikéw hydroksylowych (Dicker i Cederbaum 1987).

Zgodnie z powyzszymi sugestiami nalezaloby przypuszczaé, ze pod
wplywem etanolu bedzie zmienial si¢ status najwigkszego antyoksydanta
komérkowego jakim jest GSH. Dla zweryfikowania tego zalozenia posta-
nowiono okresli¢ poziom GSH i GSSG u R. esculenta L. w okresie zimo-
wania.

Generalnie w powyzszej pracy chodzi wiec o uzyskanie odpowiedzi
na pytanie, od jakich czynnikéw zalezy poziom GSH i GSSG, a takze
wielko$é stresu oksydacyjnego mierzona wartoscig stosunku GSSG/GSH
u R. esculenta L. w okresie zimowania. Czy tylko od temperatury i od
braku dostgpnosci substratéw budujacych czasteczke GSH, czy takze
od poziomu glukozy i innych antyoksydantow, czy moze od czynnikow
wywotujacych stres oksydacyjny?



2. Material i metody

2.1. Zwierzeta

Badania przeprowadzono na 364 dojrzatych plciowo samcach zaby
wodnej Rana esculenta L., pochodzacych bezposrednio ze srodowiska
naturalnego z okresu zimowania (styczen). Plazy w tym czasie sa w stanie
przypominajacym letarg. Ich temperatura ciata tak jak i metabolizm
pasywnie obnizaja si¢ wraz z postgpujacym spadkiem temperatury oto-
czenia. Plazy bowiem nie reguluja temperatury ciata na jakims okreslo-
nym (nawet bardzo niskim) poziomie, tak jak zwierzgta statocieplne po-
przez przyspieszanie przemian metabolicznych. Moga jedynie w pewnym
stopniu wplyna¢ na swoja temperaturg ciata wybierajac jakas cieplejsza
kryjowke. Lowione ptazy do badan pochodzity z temperatury 4°C.
Do badan wybrano tylko samce, aby wyeliminowa¢ ewentualne roznice
piciowe w zawartosci GSH. Wydaje si¢ to uzasadnione, gdyz nawet
u czlowieka takie roznice zostaty stwierdzone (Flagg i inni 1993). Samce
przeznaczone do badan byly dojrzate plciowo i w poszczegélnych
grupach badawczych dobierano je wedlug odpowiedniej dtugosci ciata
i wagi. Czg$¢ plazow uzyta do badan byla w pracowni adaptowana do
temperatury 14°C przez okres 9 dni. Po zastosowaniu danego czynnika
eksperymentalnego u ptazow pochodzacych z temperatury 4°C i przed
ich dekapitacja, plazy byly przetrzymywane w chiodni, takze w tej
samej temperaturze i w warunkach przypominajacych warunki zimowania
w naturze (obecnosc¢ roslin wodnych, brak swiatta). Podobnie postgpowa-
no z plazami adaptowanymi do temperatury 14°C.
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2.2. Narzady

Po zastosowaniu danego czynnika eksperymentalnego, ptazy byly
mierzone, wazone, dekapitowane, a narzady pobierane do badan (mdzg,
watroba, nerki, migsien sercowy i skéra) byly dokladnie fragmentowane
i plukane w ozigbionym ptynie fizjologicznym (0.6% roztworze NaCl)
w celu wyptukania z nich krwi. Tak przygotowane tkanki byly przetrzy-
mywane w temperaturze 4° C. Wszystkie oznaczenia wykonywano w dniu
pobrania tkanek.

Do badan wybrano mozg, watrobe, nerki i serce, a wigc narzady
charakteryzujace si¢ najwigkszym tempem metabolizmu w okresie zycia
aktywnego plazéw w okresie lata. Przy wyborze tych narzadéw do badan
wzieto réwniez pod uwage fakt, Zze watroba jest gldwnym miejscem
syntezy GSH w organizmie i przez to takze gtdwnym jego eksporterem
do innych tkanek, przede wszystkim do nerek, jak réwniez to, ze mozg
i serce sa narzadami o najwigkszym stopniu utylizacji tlenu w przelicze-
niu na gram tkanki. Sa wigc potencjalnie waznym zroédlem powstawania
RFT w organizmie. W przypadku ekspozycji ptazéw na promieniowanie
UVA oznaczenia GSH wykonano takze w skoérze, gdyz jest ona bezpo-
$rednio narazona na ten typ promieniowania w warunkach naturalnych.

2.3. Oznaczanie GSH metodg Ellmana (1959)

Pobrane tkanki po zwazeniu homogenizowano w buforze fosforano-
wym 0.1 M, o pH 7.4 zawierajacym 10 mM EDTA. Homogenaty wiro-
wano w temperaturze 4°C przez 15 minut przy 15 000 obr./ na minute.
Tak uzyskany supernatant odbialczano dodajac do 500 pl spernatantu,
500 pl TCA oraz 500 pl EDTA. Mieszaning t¢ wstawiano do lodowki na
10 minut do temperatury 4°C i nastgpnie wirowano przez 5 minut przy
5000 obr./na minutg. Oznaczenie przeprowadzono dodajac probki bada-
nych supernatantéw do mieszaniny zawierajacej 3.2 M bufor TRIS-HCI
o pH 8.1 i 10 mM EDTA. Nastgpnie dodawano kwas 5,5-dwutio-dwu
(2-nitrobenzoesowy) (DTNB) w 0.05 mM buforze octanowym o pH 5.0.
Po uplywie 10 minut odczytywano ekstynkcj¢ przy dtugosci fali 412 nm
w poréwnaniu do proby kontrolnej, ktora stanowit roztwor zawierajacy

23



10% TCA, 10 mM EDTA i 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.4 w sto-
sunku 1:1:1. DTNB reagujac z grupami -SH daje z6lte zabarwienie od
powstajacego kwasu nitrobenzoesowego (TNBA).

2.4. Oznaczanie GSH i GSSG metoda Matsumoto
i innych (1996)

Pobrane narzady po zwazeniu homogenizowano w temperaturze 0°C
przez 1 minut¢ w 2 ml 0.1 M HCI zawierajacego 1 mM BAPS (Batho-
phenantroline disulfonic acid). Do homogenatu dodawano 170 pl 9.2 M
kwasu nadchlorowego i homogenat wirowano przy 17 000 obr./na minutg
w temperaturze 4°C przez 15 minut. Supernatant zobojetniano 2 ml 2 M
K, HPO, i nastepnie calos¢ wirowano przy 5000 obr./na minut¢ przez
5 minut.

Dla okreslenia ilosci glutationu zredukowanego, supernatant rozcien-
czano 100 razy 125 mM fosforanem sodu o pH 7.5 zawierajacym 6.3 mM
EDTA. Do 50 pl rozcienczonego supernatantu dodawano 1 ml mieszani-
ny zawierajacej 0.21 uM NADPH, 0.6 uM DTNB, 125 pmol fosforanu
sodu (pH 7.5) i 6.3 pM EDTA. Ekstynkcje¢ mieszaniny mierzono spektro-
fotometrem MARCEL przy 412 nm.

Dla okreslenia ilosci GSSG, do 20 pl akrylonitrylu (295 mM) doda-
wano 50 pl supernatantu nie rozcienczonego i 125 pM fosforanu sodu
(pH 8.0) zawierajacego 6.3 pM EDTA do objgtosci 1 ml. Catos¢ inkubo-
wano w temperaturze 25°C przez 10 minut. Po inkubacji mierzono
ekstynkcj¢ przy dlugosci fali 412 nm. W procedurze tej akrylonitryl
blokuje tiolowe grupy -SH. Zaréwno do oznaczania GSH jak i GSSG
stosowano odczynniki firmy SIGMA.

2.5. Oznaczenie glukozy

Do probéwki odpipetowano roztwdr odbialczajacy (kwas nadchloro-
wy 0.66 M/I) i surowice krwi w stosunku 10 + 1. Mieszaning t¢ wirowano
przez 15 minut przy 3000 obr/minute. Tak uzyskany supernatant uzywano
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do oznaczen stezenia glukozy. W tym celu do 0.05 ml supernatantu do-
dawano 2.5 ml roztworu roboczego dostarczanego wraz z zestawem dia-
gnostycznym do oznaczania glukozy BIOCHEMTEST EO (Polskie Od-
czynniki Chemiczne). Po wymieszaniu i pozostawieniu mieszaniny na
20 minut w temperaturze pokojowej, mierzono absorbancj¢ proby badanej
wzgledem proby odczynnikowej zawierajacej 2.5 ml roztworu roboczego
i 0.05 ml roztworu odbialczajacego przy dlugosci fali A= 670-680 nm
w kuwecie o grubosci warstwy d=1 cm. Pomiary zawsze wykonywano
przed uptywem 50 minut od momentu dodania roztworu roboczego.
W metodzie tej wykorzystuje si¢ fakt, ze glukoza pod wplywem oksydazy
glukozowej (EC 1.1. 3.4.) utlenia si¢ do kwasu glukonowego z wytworze-
niem nadtlenku wodoru. Reakcja przebiega w obecnosci peroksydazy
(EC 1.11.1.7.) i chromogenu {s6l sodowa kwasu 2,2 — azyno-dwu-
(3-etylo-benzotiazolino-6-sulfonowego)}. Nat¢zenie powstalego zabar-
wienia jest proporcjonalne do st¢zenia glukozy w badanej prébce.
Stezenie glukozy w badanej surowicy odczytano ze sporzadzonej krzywej
kalibracyjnej.

2.6. Analiza wynikow

Z uzyskanych danych w poszczegdélnych grupach badawczych wyli-
czono Srednie arytmetyczne oraz odchylenia standardowe. Dla stwierdze-
nia, czy uzyskane zmiany zawartosci glukozy GSH, GSSG oraz wartosci
stosunku GSSG/GSH pomigdzy poszczeg6lnymi grupami badawczymi
a grupami kontrolnymi w poszczegélnych eksperymentach i w poszcze-
golnych narzadach sa statystycznie istotne zastosowano test ,,t” Studenta
Gosseta. Obliczenia wykonano przy pomocy programu komputerowego
Statistica, za§ wykresy wykorzystujac program Microcal Origin.



3. Grupy badawcze — badania wplywu

3.1. Temperatury

W przeprowadzonych badaniach wplywu insuliny, estru monoetylo-
wego glutationu, allopurynolu. na zawartos¢ GSH, a takze wplywu,
kwasu L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowego, witaminy E i etanolu
na zmiany ilosci GSH i GSSG wyrdzniano dwie grupy kontrolne, miano-
wicie grupe kontrolng I, ktora zawsze stanowily ptazy pochodzace
z temperatury 4°C oraz grupe kontrolna II, ptazéw adaptowanych do
temperatury 14°C.

3.2. Insuliny

Badania przeprowadzono na 50 samcach zaby wodnej w okresie zi-
mowania. Badane zaby byly dojrzale piciowo, a ich dlugos¢ wynosita
8 cm. Zaby podzielono na dwie grupy kontrolne (I i 1) i trzy grupy do-
$wiadczalne. Kontrole I stanowily zaby pochodzace z temperatury 4°C,
za$ kontrole 11 ptazy adaptowane do temperatury 14°C. Kazda grupa ba-
dawcza zawierala po 10 osobnikéw. Zaby pierwszej, drugiej i trzeciej
grupy doswiadczalnej otrzymywaty w iniekcjach jednorazowych do wor-
kow limfatycznych insuling (Polfa) w ilosci 10 j.m. na osobnika. Osobni-
ki pierwszej i drugiej grupy doswiadczalnej dekapitowano po 12 godz.,
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za$ osobniki trzeciej grupy po 24 godzinach od momentu iniekcji insuli-
ny. Ilos¢ GSH oznaczano w mozgu, watrobie, nerkach i sercu metoda
Ellmana (1959), zas poziom glukozy w surowicy za pomocg standardo-
wego zestawu enzymatycznego BIOCHEM TEST GLUKOZA EO.

3.3. Estru monoetylowego glutationu

Badania przeprowadzono na 70 dojrzalych piciowo samcach R. escu-
lenta L. o dhlugosci ciala 7 cm. Badane ptazy podzielono na dwie grupy
kontrolne (A, B) i pie¢ doswiadczalnych (I, II, III, IV i V). Osobniki
pierwszej grupy kontrolnej (A) i I grupy doswiadczalnej pochodzity
z temperatury 4°C, za$ osobniki drugiej grupy kontrolnej (B) i osobniki II,
I, IV i V grupy do$wiadczalnej zaadaptowano do temperatury 14°C.
Osobnikom grup doswiadczalnych podawano jednorazowo ester mono-
etylowy glutationu (C,,H,;N30¢S) (Sigma) w dawce 20 mg na jednego
osobnika. U osobnikéw I grupy doswiadczalnej oznaczano ilos¢ GSH po
12 godz. Za$ u osobnikéw II, III, IV i V grupy do$wiadczalnej oznaczano
ilos¢ GSH odpowiednio po 4, 12, 24 i 48 godz. wedtug metodyki Ellmana
(1959).

3.4. Allopurynolu

Badania przeprowadzono na 40 samcach zaby wodnej (Rana escu-
lenta L.), o dlugosci ciata 7 cm, ktére byly dojrzate ptciowo i pochodzity
z okresu zimowania. W celu przeprowadzenia eksperymentu podzielono
je na 4 grupy, w tym dwie grupy kontrolne i dwie grupy doswiadczalne,
po 10 osobnikéw w kazdej grupie. Zaby pierwszej grupy kontrolne;j (I)
pochodzily z temperatury 4°C (temperatura zimowiska). Zaby drugiej
grupy kontrolnej (II) po przewiezieniu z terenu do pracowni adaptowano
do temperatury 14°C. Plazy tej grupy umieszczono w malej ilosci wody,
tak aby nie byty catkowicie zanurzone i miaty bezposredni dostep do po-
wietrza. Pfazom [ grupy doswiadczalnej (I), czyli tym, ktore przebywaty
w temperaturze 4°C i osobnikom drugiej grupy do$wiadczalnej (II) prze-
trzymywanej w temperaturze 14°C podawano jednorazowo dozotadkowo
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allopurynol (CsH4N,O) (Sigma) w dawce 300 mg/kg masy ciala. Zaby
obydwoch grup doswiadczalnych dekapitowano po 12 godzinach od mo-
mentu podania allopurynolu. U wszystkich badanych ptazéw oznaczano
zawarto$¢ glutation zredukowanego (GSH) w watrobie, nerkach i migé$niu
sercowym metoda Ellmana (1959).

3.5. Promieniowania UVA

Badania przeprowadzono na 50 dojrzalych plciowo samcach R. escu-
lenta L. pochodzacych z okresu zimowania, ktore przed naswietlaniem
UVA adaptowano w laboratorium do temperatury 14°C. Badane ptazy
podzielono na 1 grupe¢ kontrolng i 4 grupy doswiadczalne. Plazy grup do-
$wiadczalnych I i II naswietlano jednorazowo promieniami UVA lampa
(F20T12BLB Damar) emitujaca promieniowanie UVA o maksimum dtu-
gosci fali 365 nm przez 70, zas grupy doswiadczalnej III i IV przez 140
minut. Podczas 70 minut ekspozycji na UVA plazy otrzymywaly dawke
4305 W/cm’, a podczas 140 min 8.610 W/cm®. Natezenie promieniowa-
nia mierzono radiometrem UV X z sensorem UVA (365 nm, Model UVX-
36 UP). Po 12 (gr. i IlI) i 48 (gr. Il i IV) godzinach od momentu ekspo-
zycji na promieniowanie UVA plazy dekapitowano i oznaczano zawar-
tos¢ GSH w mozgu, watrobie, nerkach i skorze metoda Ellmana (1959).

3.6. Dlugosci ciala zab

Do badan uzyto 40 samcéw R. esculenta L. pochodzacych z okresu
zimowania. Do przeprowadzenia badann wplywu diugosci ciala zab na
zawarto$¢ GSH i GSSG wybrano okres odr¢twienia zimowego. Okres
ten jest najbardziej korzystny, gdyz w tym czasie plazy nie pobieraja
pokarmu, przez co eliminuje si¢ jego ewentualny wplyw na zmiany
zawartosci GSH i GSSG. Badane zaby podzielono na 4 grupy. Pierwsza
grupe stanowily zaby o dlugosci 5 cm, druga 6 cm, trzecia 7 cm i czwarta
o dtugosci 8 cm. Grupg osobnikow, ktore miaty dtugos¢ 5 cm przyjeto za
kontrolna. Osobniki o dlugosci 5 cm byly niedojrzate piciowo. W zwiaz-
ku z powyzszym przyjgto, ze sa one mtodsze od tych, ktore miaty dlugosé
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ciala wynoszaca 8 cm i ktore byly dojrzate piciowo (Lopez-Torres i inni
1993b). W watrobie, nerkach i mézgu badanych Zzab oznaczano zawartos¢
GSH i GSSG wedlug metodyki podanej przez Matsumoto i innych
(1996).

3.7. Kwasu L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowego

Badania przeprowadzono na 42 samcach R. esculenta L. pochodza-
cych z okresu zimowania o diugosci ciata 7 cm, co wskazuje na ich
dojrzatos¢ piciowa. Plazy podzielono na 6 grup, dwie kontrolne
(1, I1) i 4 doswiadczalne (1, 2, 3 i 4). Zaby doswiadczalne otrzymywaly
jednorazowo, dozoladkowo kwas L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy
(C4HsNOsS) (OTC) (Aldrich Chemical Company) w dawce 10 mM/kg.
OTC rozpuszczano w buforze fosforanowym o pH 9.0. Kontrole I stano-
wily zaby pochodzace z temperatury 4°C, za$ kontrole Il zaby adaptowane
do temperatury 14°C. Zaby pierwszej i drugiej grupy doswiadczalnej
pochodzily z temperatury 4°C, za$ trzeciej i czwartej z temperatury
14°C. Plazy pierwszej i trzeciej grupy doswiadczalnej byly dekapitowane
po 6 godz. od momentu podania OTC, zas drugiej i czwartej po 24 godzi-
nach. Po dekapitacji oznaczano ilo§¢ GSH i GSSG w moézgu, watrobie
i nerkach metoda Matsumoto i innych (1996).

3.8. Witaminy E

Badania przeprowadzono na 42 samcach R. esculenta L. pochodza-
cych z okresu zimowania o dlugosci ciala 7 cm. Plazy podzielono na
6 grup, dwie grupy kontrolne (I, II) i 4 doswiadczalne (1, 2, 3 i 4).
Zaby grup doswiadczalnych otrzymywaty jednorazowo, dozotadkowo
witamin¢ E (DL-a-tocopheryl acetate) (Sigma) w dawce 50 mg/kg. Grupg
kontrolng I stanowity zaby pochodzace z temperatury 4°C, zas II zaby
adaptowane do temperatury 14°C. Zaby pierwszej grupy doswiadczalne;j
byly przetrzymywane w temperaturze 4°C i dekapitowano je po 12 godz.
od momentu podania witaminy E. Zaby drugiej grupy doswiadczalne;j
dekapitowano po 12 godz., trzeciej po 24 godz., a czwartej po 48 godzi-
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nach od momentu podania witaminy E. Plazy grupy 2, 3 i 4 pochodzily
z temperatury 14°C. Po dekapitacji oznaczano ilo$¢ GSH i GSSG w sercu,
watrobie i nerkach wedhug metody Matsumoto i innych (1996).

3.9. Etanolu

Badania przeprowadzono na 28 samcach R. esculenta L. pochodza-
cych z okresu zimowania, o dlugosci ciata 7 cm. Plazy podzielono na
4 grupy, dwie kontrolne (I i II) i dwie do$wiadczalne. Zaby grup doswiad-
czalnych otrzymywaly jednorazowo, dozotadkowo 40% etanol w dawce
4 g/kg. Grupe kontrolng I stanowily zaby pochodzace z temperatury 4°C,
zas Il zaby adaptowane do temperatury 14°C. Zaby pierwszej grupy
doswiadczalnej byly przetrzymywane w temperaturze 4°C, za$ drugiej
w temperaturze 14°C. Plazy grup doswiadczalnych byly dekapitowane po
12 godz. od momentu podania etanolu. Po dekapitacji oznaczano ilos¢
GSH i GSSG w moézgu, watrobie i nerkach metoda Matsumoto i innych
(1996).



4. Wyniki

4.1. Wplyw temperatury na zmiany
zawartosci glukozy, GSH oraz GSSG

Wszystkie dane liczbowe dotyczace wplywu zmian temperatury na
poziom glukozy w surowicy krwi zestawiono w Tabeli 2, na zmiany
zawartosci GSH 1 GSSG w Tabeli 1, 3, 4, 9, 12 i 15, natomiast wartosci
stosunku GSSG/GSH w Tabeli 11, 14 i 17 oraz zilustrowano Fig. 1, 3, 4
oraz Fig. 9-17.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zaadaptowanie
badanych zab do wyzszej temperatury (14°C) nie wplywa istotnie na
zmiany poziomu glukozy w surowicy krwi. Porownujac uzyskana za-
warto$¢ GSH 1 GSSG oraz stosunek GSSG/GSH w badanych narzadach
zawsze wykazywano statystycznie istotny wzrost zawartosci GSH u pla-
z6w pochodzacych z temperatury 14°C, statystycznie istotny spadek ilosci
GSSG oraz znamiennie statystyczny spadek stosunku GSSG/GSH w po-
rownaniu z plazami pochodzacymi z temperatury 4°C.

4.2. Wplyw insuliny na zawartos¢ glukozy
w surowicy krwi oraz GSH

Wszystkie dane liczbowe zebrano w Tabelach 1-2. W wyniku prze-
prowadzonych badan stwierdzono stosunkowo wysoki poziom glukozy
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w surowicy krwi oraz niska zawartos¢ GSH w mozgu (Fig. 1), watrobie,
sercu i nerkach zaby wodnej zimujacej w temperaturze 4°C. Po podaniu
insuliny ptazom w tej grupie doswiadczalnej zawartos¢ glukozy oraz GSH
w badanych tkankach po 12 godzinach nie ulegta wyraZnej zmianie.
Natomiast podanie insuliny ptazom adaptowanym do temperatury 14°C
spowodowato statystycznie istotny spadek zawartosci glukozy oraz
wzrost zawartosci GSH, takze po 12 godzinach od momentu iniekcji
insuliny. We wszystkich badanych narzadach po 24 godzinach od
momentu podania insuliny poziom glukozy (Fig. 1) i GSH powrécit do
wartosci zblizonych w kontroli.

Tabela |

Zmiany poziomu glutationu zredukowanego (GSH) w mézgu, watrobie, nerkach i sercu
R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego po jednorazowym podaniu insuliny

Grupy Tkanki
badawcze Moébzg Watroba Nerki Serce
(GSH w uM/g) (GSH (GSH (GSH
w .uM/g) w pM/g) w pM/g)
Kontrola I 0.8660 1.0488 1.1971 0.4699
(4°C) +0.0441 +0.0595 +0.0561 +0.0575
Gr. 1 0.8747 1.0747 1.2354 0.4936
(GSH po 12 godz.) +0.0466 +0.0966 +0.0708 +0.0394
Kontrola I1 1.0366 1.2840 1.4366 0.6496
(14°C) +0.0973" +0.0451° +0.0446° +0.0503"
Gr. Il 1.5676 1.5946 1.7822 0.9802
(GSH po 12 godz.) +0.0446" +0.0117° +0.0618" +0.0587
Gr. 11l 1.1105 1.3015 1.4116 0.7224
(GSH po 24 godz.) 10.0490 +0.0164 $0.0284 +0.0387

* statystycznie istotne przy P. < 0.001 (Poréwnywano Gr. I z kontrola I i Gr. I i III
z kontrola II, a takze kontrolg II z kontrola I, kazda grupa zawierata po 10 osobnik6w)
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Tabela 2

Zmiany ilosci glukozy w surowicy krwi R. esculenta L.
w okresie odrgtwienia zimowego po jednorazowym podaniu insuliny

Grupy badawcza Srednia ilos¢ glukozy w mM/I

Kontrola I (4°C) 4.6805

10.1396

Gr. 1 (insulina - glukoza po 12 godz.) 4.5701
1+0.0820

Kontrola II (14°C) 4.5763

10.0902

Gr. II (insulina - glukoza po 12 godz.) 2.8304
+0.0800

Gr. III (insulina - glukoza po 24 godz.) 43438
10.1502

statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. I z kontrola 1 i Gr. II i Il

z kontrolg 11, a takze kontrolg II z kontrola I, kazda grupa zawierata po 10 osobnikow)
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Fig. 1. Zmiany ilosci GSH w mézgu R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego
po podaniu insuliny. Oznaczenia: Kontrola I — ptazy z temperatury 4°C, Kontrola
I - plazy pochodzily z temperatury 14°C, I i II grupa — podawano jednorazowo
insuling i oznaczano GSH po 12 godz., IIl grupa — podawano jednorazowo insu-
ling i oznaczano GSH po 24 godz.
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Fig. 2. Zmiany ilosci glukozy w surowicy krwi R. esculenta L. w okresie odretwienia
zimowego po podaniu insuliny. Oznaczenia jak pod Fig./

4.3. Wplyw estru monoetylowego glutationu
na zawarto$s¢ GSH

Uzyskane dane przedstawiono w Tabeli 3. U ptazdéw przetrzymywa-
nych w temperaturze 4°C po jednorazowym podaniu estru monoetylowe-
go glutationu nie stwierdzono zmian ilosci GSH w w poréwnaniu z kon-
trola. Natomiast u osobnikéw adaptowanych do temperatury 14°C po
podaniu estru monoetylowego glutationu stwierdzono statystycznie istot-
ny wzrost zawarto$ci GSH w watrobie po 12 i 24 godz., nerkach i w sercu
po 4, 12 i 24 godz. (Fig. 3), a w mézgu tylko po 12 godz. od momentu
podania estru monoetylowego glutationu. We wszystkich badanych na-
rzadach w tej temperaturze, stwierdzone zmiany ilosci GSH po 48 godzi-
nach od momentu podania estru monoetylowego glutationu powrdcity do
wartosci zblizonych do kontroli.
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Tabela 3

Zmiany poziomu glutationu zredukowanego (GSH) w mézgu, watrobie,
nerkach i sercu R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego

po jednorazowym podaniu estru monoetylowego glutationu

Grupy Tkanki

badawcze Mozg Watroba Nerki Serce

(GSH (GSH (GSH (GSH
w uM/g) w uM/g) w uM/g) w uM/g)

Kontrola A 0.9460 1.2996 1.4435 0.6609

(4°C) +0.3111 +0.0769 +0.0322 +0.0406

Gr. I (GSH po 12 godz.) 1.1515 1.3649 1.4693 0.7328

+0.1020 +0.0427 +0.0427 +0.0328

Kontrola B 1.4998 1.6143 1.6059 0.8261
(14°C) +0.0685 +0.0466" +0.0163° +0.0301°

Gr. I1 (GSH po 4 godz.) 1.5745 1.6573 1.6765 1.2267
+0.0389 +0.0486 +0.0344" +0.0372°

Gr. Il (GSH po 12 godz.)|  1.7629 1.8273 1.7136 1.2815
+0.0570" +0.0472° 40.0236 +0.0370°

Gr. IV (GSH po 24 godz.)|  1.4805 1.8786 2.1922 1.4443
+0.0510 +0.0399" +0.0111° +0.0502"

Gr. V (GSH po 48 godz.) 1.4473 1.6055 1.6037 0.8529

+0.0616 +0.0304 +0.0204 +0.0433

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. I z kontrola A, Gr. II, III, IV
i V z kontrola B oraz kontrol¢ B z kontrola A, kazda grupa zawierata po 10 osobnikéw)
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Fig. 3. Zmiany ilosci GSH w sercu R. esculenta L. w okresie odr¢twienia zimowego
po podaniu estru monoetylowego glutationu. Oznaczenia: Kontrola A — 4°C,
Grupa | — oznaczano GSH po 12 godz., Kontrola B — 14°C, Grupa Il — GSH ozna-
czano po 4 godz., Grupa III - GSH oznaczano po 12 godz., Grupa IV — GSH
oznaczano po 24 godz., Grupa V — GSH oznaczano po 48 godz. od podania estru
monoetylowego glutationu

4.4. Wplyw allopurynolu na zawartos¢ GSH

Wszystkie dane liczbowe zestawiono w Tabeli 4. W wyniku przepro-
wadzonych badan, stwierdzono statystycznie istotny wzrost zawartosci
GSH w sercu (Fig. 4), watrobie i nerkach u zab adaptowanych do tempe-
ratury 14°C (Kontrola II) w poréwnaniu z ptazami pochodzacymi
z temperatury 4°C (Kontrola I). Podanie allopurynolu zabom w okresie
odretwienie zimowego przebywajacym w temperaturze 4°C nie wywotato
statystycznie istotnego wzrostu iloSci GSH w badanych narzadach. Od-
wrotnie podanie allopurynolu zabom zaadaptowanym do temperatury
14°C wywotalo wysoce statystycznie istotny wzrost zawartosci GSH we
wszystkich badanych narzadach.
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Tabela 4

Zmiany poziomu glutationu zredukowanego (GSH) w mézgu, watrobie, nerkach i sercu
R esculenta L. w okresie odr¢twienia zimowego po jednorazowym podaniu allopurynolu

Grupy Tkanki
badawcze Watroba Nerki Serce
(GSH w uM/g) (GSH w uM/g) (GSH w uM/g)
Kontrola I 1.2518 1.5349 0.7502
(4°C) 10.0790 +0.0493 +0.0435
Gr. 1 (GSH po 12 godz.) 1.3079 1.5592 0.8050
+0.0646 +0.0389 +0.0479
Kontrola 11 1.5626 1.7231 1.1881
(14°C) +0.0613" +0.0346 +0.0864"
Gr. 11 (GSH po 12 godz.) 1.9941 2.3469 1.4546
+0.1298" +0.1191° +0.0558"

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. I z kontrolg A, kontrolg¢ B
z kontrola A i Gr. Il z kontrola B, a takze kontrol¢ B z kontrola A. kazda grupa

zawierata po 10 osobnikéw)
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Fig. 4. Zmiany ilosci GSH w sercu R. esculenta L. w okresie odr¢twienia: zimowego
po podaniu allopurynolu. Oznaczenia: Kontr. I — plazy pochodzily z temperatury
4°C, 1 gr. — podano allopurynol i GSH oznaczano po 12 godz., Kontr. Il - plazy
pochodzily z temp. 14°C, II gr. — podano allopuryno! i GSH oznaczano po

12 godz.



4.5. Wplyw promieniowania UVA
na zawarto$¢ GSH

Uzyskane dane przedstawiono w Tabeli 5. W wyniku przeprowa-
dzonych badan stwierdzono znamienie statystyczny spadek ilosci GSH
w mozgu, nerkach i skorze (Fig. 5) w I grupie badawczej, w ktdrej ptazy
byly eksponowane na UVA przez 70 min. i u ktérych oznaczano GSH
po 12 godz. Dalszy spadek zawartosci GSH, ale juz we wszystkich
badanych narzadach, a wigc takze w watrobie stwierdzono w III grupie
doswiadczalnej, w ktorej ptazy byly eksponowane na UVA przez
140 min. i ktore takze dekapitowano po 12 godz. Zaréwno w grupie II jak
i IV, a wigc po 48 godz. od zakonczenia ekspozycji na UVA uzyskane
wartosci GSH we wszystkich narzadach zblizyly si¢ do wartosci kon-
trolnych.

Tabela 5

Zmiany poziomu glutationu zredukowanego (GSH) w mézgu. watrobie, nerkach i skorze
R. esculenta L. w okresie odr¢twienia zimowego pod wptywem promieniowania UVA

Grupy Tkanki
badawcze Moézg Watroba Nerki Skora
(GSH w pM/g)(GSH w puM/g} (GSH w uM/g) | (GSH w uM/g)

Kontrola 1.4735 1.3881 1.5904 0.5970

(14°C) +0. 0735 +0.0855 +0.0247 +0.0177

Gr. 1 1.2481 1.1608 1.3845 0.4939
(UVA - 70 min,, +0.0706" +0.3087 +0.0698" +0.0128"

GSH po 12 godz.).

Gr. II 1.4444 1.3641 1.5838 0.5965
(UVA - 70 min., +0.0601 +0.0484 +0.0630 +0.0152
GSH po 48 godz.)

Gr. III 1.1082 1.0004 1.1529 0.3965
(UVA - 140 min., | 140946 +0.0882" +0.0565" +0.0277°
GSH po 12 godz.)

Gr. 1V 1.4515 1.2342 1.5502 0.5871
(UVA-140min., | 400536 +0.0589 +0.0687 +0.0303
GSH po 48 godz.).

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. I, II, Il i IV z grupa kontrolna,
kazda grupa zawierala po 10 osobnikéw)
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Fig. 5. Zmiany ilosci GSH w skérze R. esculenta L.w okresie odrgtwienia zimowego
pod wplywem UVA. Oznaczenia: I grupa - UVA przez 70 min. (GSH po
12 godz.), Il grupa -UVA przez 70 min. (GSH po 48 godz.), 11l grupa - UVA
przez 140 min. (GSH po 12 godz.), IV grupa - UVA przez 70 min. (GSH po
48 godz.)

4.6. Wplyw dlugosci ciala zab na zawartos¢ GSH
oraz GSSG

Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabelach 6-8. Stwierdzono zmia-
ny ilosci GSH i GSSG, a takze wartosci stosunku GSSG/GSH w moézgu
(Fig. 6-8), watrobie i nerkach R. esculenta L. w zaleznos$ci od dlugosci
ciata zab. Statystycznie istotny spadek ilosci GSH i wzrost zawartosci
GSSG wykazano w moézgu pomigdzy osobnikami grupy IV, ktorych
dtugos¢ ciata wynosita 8 cm, a osobnikami przyj¢tymi za kontrolne o dtu-
gosci ciala 5 cm. W watrobie zmiany takie uzyskano pomig¢dzy osobni-
kami grupy III i IV a grupa kontrolna (5 cm), zas w nerkach w przypadku
GSH pomigedzy osobnikami z grupy II, I i IV, a w przypadku GSSG
pomiedzy grupa Il i IV a grupa kontrolna.

Poréwnujac zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH stwierdzono ich
statystycznie istotny wzrost we wszystkich badanych narzadach w grupie
IIT i IV w poréwnaniu z grupg kontrolna.
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Tabela 6

Zmiany ilosci GSH w mézgu, watrobie i nerkach R. esculenta L.
w okresie odr¢twienia zimowego w zaleznosci od dlugosci ciala

Grupy Tkanki
badawcze Mézg Watroba Nerki
(GSH w uM/g) (GSH w uM/g) (GSH w uM/g)

Igr.(5cm) 1.3907 1.4372 1.2558
+0.0591 +0.0372 +0.0686

11 gr. (6 cm) 13121 1.3582 0.9912
+0.0267 +0.0456 +0.0831

I gr. (7 cm) 1.1975 1.2356 0.9102
+0.0366 +0.0373" +0.0206"

IV gr. (8 cm) 0.9902 1.1136 0.4704
+0.0584° +0.0194° +0.0639°

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano II, IIl i IV gr. z | gr. przyj¢ta za
kontrolna, kazda grupa badawcza zawierata po 10 osobnikdw).

Tabela 7

Zmiany ilosci GSSG w mézgu R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego
w zaleznosci od diugosci ciata

Grupy Tkanki
badawcze Moébzg Watroba Nerki
(GSSG w uM/g) (GSSG w uM/g) (GSSG w uM/g)
Igr.(Scm) 0.0102 0.0122 0.0093
+0.0042 +0.013 10.013
II gr. (6 cm) 0.0133 0.0137 0.0113
+0.0011 +0.0005 +0.0008
111 gr. (7 cm) 0.0169 0.0148 0.0129
+0.0010 +0.0007" +0.0006
IV gr. (8 cm) 0.0211 0.0171 0.0134
40.0010° +0.0008" +0.0005"

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano II, II1 i IV gr. z 1 gr.)
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Tabela 8

Zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH w mézgu, watrobie i nerkach R. esculenta L.
w okresie odretwienia zimowego w zaleznosci od diugosci ciata

Grupy Mézg Watroba Nerki
badawcze GSSG/GSH GSSG/GSH GSSG/GSH

Igr.(5cm) 0.0084 0.0085 0.0050

+0.0010 +0.0005 +0.0008

II gr. (6 cm) 0.0101 0.0100 0.0065

+0.0009 +0.0005 +0.0007

IIT gr. (7 cm) 0.0141 0.0120 0.0078
+0.0015* +0.0007* +0.0002*

IV gr. (8 cm) 0.0211 0.0154 0.0091
+0.0020* +0.0016* +.0.0006*

* statystycznie istotne przy P< 0.001 (kontrolg stanowity zaby I gr. o dtugosci 5 cm)

12 é
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Fig. 6. Zmiany ilosci GSH w mézgu R. esculenta L. w okresie odr¢twienia zimowego
w zaleznosci od dlugosci ciata
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Fig. 7. Zmiany ilosci GSSG w mézgu R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego
w zaleznosci od diugosci ciala
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Fig. 8 Zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH w mézgu R. esculenta L. w okresie
odretwienia zimowego w zaleznosci od dlugosci ciata
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4.7. Wplyw kwasu L-2-oksotiazolidyno-
-4-karboksylowego (OTC)
na zawarto$¢ GSH oraz GSSG

Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabelach 9-11. Podanie OTC pta-
zom pochodzacym z temperatury 4°C nie wplynelo statystycznie istotnie
na zmiany ilosci GSH w mozgu, watrobie i nerkach (Fig. 9). Przeciwnie
po 6 godz. od momentu podania tego zwiazku ptazom adaptowanym do
temperatury 14°C stwierdzono statystycznie istotny wzrost ilosci GSH we
wszystkich badanych narzadach. W tej grupie doswiadczalnej po 24 godz.
od podania OTC uzyskane wartosci GSH zblizyly si¢ do wartosci kon-
trolnych (Kontrola II).

Po 6 godz. od podania OTC ptazom pochodzacym z temperatury
4°C stwierdzono znamiennie statystyczny spadek ilosci GSSG w mdzgu
i nerkach (Fig. 10), podobnie zreszta jak u plazow adaptowanych do
temperatury 14°C. U tych ptazoéw stwierdzono takze statystycznie istotny
spadek ilosci GSSG w watrobie. W obydwoch grupach zwierzat, tj.
pochodzacych z temperatury 4°C jak i 14°C po 24 godz. od podania OTC
wartosci GSSG zblizyly si¢ do wartosci uzyskanych u zwierzat kon-
trolnych.

Podanie OTC spowodowalo rowniez spadek wartosci stosunku
GSSG/GSH we wszystkich badanych narzadach (Fig. /1) zarowno
u zwierzat pochodzacych z temperatury 4°C jak i 14°C po 6 godz. od
podania OTC.
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Tabela 9

Zmiany ilosci GSH w mézgu, watrobie i nerkach u R. esculenta L. w okresie odretwienia

zimowego po jedorazowym podaniu OTC

Grupy Tkanki
badawcze Mobzg Watroba Nerki
(GSH w uM/g) (GSH w uMi/g) (GSH w uM/g)

Kontrola 1 0.9985 1.0502 1.2081

4°0) +0.0488 10.0401 +0.0433

Gr. 1 (GSH po 6 godz.) 1.0332 1.0830 1.2816
+0.0704 10.0272 1+0.0301

Gr. 2 (GSH po 24 godz.) 1.0768 1.0285 1.1656
+0.0628 +0.0653 +0.0880

Kontrola II 1.5224 1.4653 1.5519
(14°C) $0.1134° $0.0731° +0.0470

Gr. 3 (GSH po 6 godz.) 2.0757 1.7587 23193
+0.0569" +0.0369° +0.1862"

Gr. 4 (GSH po 24 godz.) 1.5439 1.4432 1.5837
+0.0675 +0.0439 +0.0491

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. 1 i 2 z kontrola I oraz Gr. 3 i 4
z kontrola 1I, a takze kontrolg II z kontrola I, kazda grupa badawcza zawierata po

7 osobnikéw)

Tabela 10
Zmiany ilosci GSSG w mézgu, watrobie i nerkach u R. esculenta L.
w okresie odr¢twienia zimowego po jedorazowym podaniu OTC
Grupy Tkanki
badawcze Mozg Watroba Nerki
(GSSG w uM/g) (GSSG w uM/g) _(GSSG w pM/g)

Kontrola I 0.0197 0.0124 0.0201
4°0) +0.0014 +0.0008 +0.0010

Gr. 1 (GSH po 6 godz.) 0.0137 0.0114 0.0104
+0.0007° +0.0008 +0.0011°

Gr. 2 (GSH po 24 godz.) 0.0188 0.0119 0.0184
+0.0008 +0.0007 +0.0009

Kontrola II 0.0145 0.0116 0.0123
(14°C) 10.0013" +0.0006 +0.0009"

Gr. 3 (GSH po 6 godz.) 0.0098 0.0101 0.0086
+0.00012" +0.0007" +0.0004°

Gr. 4 (GSH po 24 godz.) 0.0131 0.0112 0.0123
+0.0005 +0.0004 +0.0005

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. 1 i 2 z kontrola I oraz Gr. 3 i 4
z kontrola 11, a takze kontrolg II z kontrola I, kazda grupa zawierala po 7 osobnikéw)
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Tabela 11

Zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH w mézgu, watrobie i nerkach
R. esculenta L. w okresie odr¢twienia zimowego pod wplywem podania OTC

Grupy badawcze Moézg Watroba Nerki

Kontrola I 0.0197 0.0118 0.0166
4°C) +0.0014 +0.0008 +0.0013
Gr. 1. OTC 0.0132 0.0105 0.0081

(GSH i GSSG po 6 godz.) +0.0015* +0.0010° +0.0009*
Gr. 2. OTC 0.0174 0.0115 0.0157

(GSH i GSSG po 24 godz.) +0.0014 +0.0012 +0.0017
Kontrola II 0.0095 0.0079 0.0079

(14°C) +0.0008" +0.0006 £0.0006
Gr. 3. OTC 0.0047 0.0057 0.0037

(GSH i GSSG po 6 godz.) +0.0008* +0.0004* +0.0004*
Gr. 4. OTC 0.0084 0.0077 0.0077
(GSH i GSSG po 24 godz.) +0.0007 +0.0004 +0.0005

* statystycznie istotne przy P. < 0.001 (Poréwnywano Gr.1 i Gr. 2 z Kontrolg | oraz Gr. 3
i Gr. 4 z kontrola Il, a takze kontrolg II z kontrola I, kazda grupa zawierala po

7 osobnikow)
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Fig. 9. Zmiany ilosci GSH w nerkach R. esculenta L. w okresie zimowania pod wplywem
podania OTC. Oznaczenia: Kontr.l - plazy pochodzace z temp. 4°C. Gr. 1 - po
podaniu OTC oznaczano GSH i GSSG po 6 godz., Gr. 2 - po podaniu OTC ozna-
czano GSH i GSSG po 24 godz., Kontr. Il - ptazy adaptowane do temperatury
14°C, Gr. 3 - po podaniu OTC oznaczano GSH i GSSG po 6 godz., Gr. 4 - po
podaniu OTC oznaczano GSH i GSSG po 24 godz.

45




0,020 4

0,015

Mg

= 0010

0,005 1

Katrdal

H *

5
\

N

Katrdall

NN\

] Kontr.i
Gr.1
—— )
L] Kontr.l
Gr3
Gr4

0,000

Fig. 10. Zmiany ilosci GSSG w nerkach R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowe-
go po podaniu OTC. Oznaczenia jak pod Fig. 9
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Fig. 1]. Zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH w nerkach R. esculenta L. w okresie

odrgtwienia zimowego po podaniu OTC. Oznaczenia jak pod Fig. 9
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4.8. Wplyw witaminy E na zawartos¢ GSH i GSSG

Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabelach 12-14. W wyniku poda-
nia witaminy E ptazom pochodzacym z temperatury 4°C nie stwierdzono
zmian zawartosci GSH w watrobie (Fig. 12), nerkach i migsniu serco-
wym. W tej grupie badawczej stwierdzono spadek ilosci GSSG w watro-
bie (Fig. 13) i sercu. Przeciwnie u plazéw adaptowanych do temperatury
14°C wykazano, ze witamina E powoduje statystycznie istotny wzrost
ilosci GSH w watrobie po 12 i 24 godz., zas w nerkach takze po 48 godz.
od podania witaminy. W watrobie i sercu po 48 godz. ilosci GSH zblizyly
si¢ do wartosci kontrolnych.

Podanie witaminy E plazom adaptowanym do temperatury 14°C
poza wzrostem ilosci GSH spowodowalo statystycznie znamienny spadek
ilosci GSSG w watrobie (Fig. /4) i sercu po 12 i 24 godz., zas w nerkach
podobnie jak w przypadku GSH takze po 48 godz.

Witamina E obniza takze wartos¢ tego stosunku GSSG/GSH u zwie-
rzat pochodzacych z temperatury 4°C juz po 12 godz. we wszystkich
badanych narzadach. W przypadku zwierzat pochodzacych z temperatury
14°C podanie tej witaminy obnizylo warto$é¢ tego stosunku w sercu
i watrobie po 12 i1 24 godz., za§ w nerkach takze jeszcze po 48 godz.

Tabela 12

Zmiany ilosci GSH w watrobie, nerkach i sercu R. esculenta L.
w okresie odrgtwienia zimowego po jedorazowym podaniu witaminy E

Grupy Tkanki
badawcze Watroba Nerki Serce
(GSH w uM/g) (GSH w uM/g) (GSH w uM/g)
Kontrola I 1.3594 1.4093 0.7020
4°C) +0.0411 +0.0195 +0.0175
Gr. 1 (GSH po 12 godz.) 1.3789 1.4183 0.7034
+0.0269 +0.0205 +0.0260
Kontrola II 1.6354 1.6288 1.1976
(14°C) +0.0381" +0.0280° +0.0398"
Gr. 2 (GSH pol2 godz.) 1.8094' 1.7236- 13668
+0.0232 +0.0207 +0.0353
Gr. 3 (GSH po 24 godz.) 2.1227. 2.1161 . 1.4999
+0.0760 $0.0942 +0.0193
Gr. 4 (GSH po 48 godz.). 1.6242 1.7051° 1.2078
+0.0330 +0.0169 +0.0320

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Por6wnywano Gr. 1 z kontrolg | oraz Gr. 2,3 i 4
z kontrola II. Poréwnano takze kontrolg Il z kontrola I, kazda grupa zawierala

po 7 osobnikéw)
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Tabela 13

Zmiany ilosci GSSG w watrobie, nerkach i sercu R. esculenta L.
w okresie odr¢twienia zimowego po jedorazowym podaniu witaminy E

Grupy Tkanki
badawcze Watroba Nerki Serce
(GSSG w uM/g) (GSSG w pM/g) (GSSG w uM/g)

Kontrola I 0.0292 0.0215 0.0250

(4°C) 10,0015 10.0014 +0.0012

Gr. 1 (GSH po 12 godz.) 0.0249 0.0183 0.0195
40.0016 +0.0014" +0.0011°

Kontrola I 0.0153 0.0148 0.0164
(14°C) +0.0007" +0.0005" +0.0009"

Gr. 2 (GSH po12 godz.) 0.0101 0.0116 0.0144
+0.0007" +0.0005" +0.0007

Gr. 3 (GSH po 24 godz.) 0.0067 0.0079 0.0078
+0.0007" +0.0006" +0.0014"

Gr. 4 (GSH po 48 godz.) 0.0152 0.0111 0.0156
+0.0007 +0.0008" +0.0012

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. 1 z kontrolg I oraz Gr. 2, 3 i 4
z kontrola II. Poréwnano takze kontrolg¢ II z kontrola I, kazda grupa zawierala po

7 osobnikéw)

Tabela 14

Zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH w sercu, watrobie i nerkach R. esculenta L.
w okresie odretwienia zimowego pod wpltywem podania witaminy E

Grupy badawcze Watroba Nerki Serce
Kontrola I 0.0215 0.0152 0.0356

4°C +0.0016 1 0.0006 +0.0015

Gr. 1. Wit. E 0.0117 0.0127 0.0271
(GSHiGSSGpol12godz) | + 0.0008" + 0.0007* +0.0022°
Kontrola II 0.0093 0.0091 0.0134
14°C +0.0005 +0.0001° +0.0012°

Gr.2. Wit. E 0.0055 0.0067 0.0105
(GSH i GSSG po 12). godz.) + 0.0004* + 0.0003* +0.0007"
Gr. 3. Wit. E 0.0031 0.0037 0.0052
(GSH i GSSG po 24 godz.) + 0.0002* + 0.0004* +0.0010°
Gr. 4. Wit E 0.0093 0.0065 0.0130

(GSH i GSSG po 48 godz.) + 0.0004 + 0.0005* +0.0009

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. 1 z kontrola [ oraz Gr. 2,3 i 4
z kontrolg II. Poréwnano takze kontrol¢ II z kontrola I, kazda grupa zawierata

po 7 osobnikéw)
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Fig. 12. Zmiany ilo$ci GSH w watrobie R. esculenta L. w okresie odretwienia zimowego
pod wplywem podania witaminy E. Oznaczenia: Kontr. I - plazy pochodzily
z temp. 4°C, gr. 1 - plazy dekapitowano po 12 godz., Kontr. II - plazy byly
adaptowane do temp. 14°C, gr. 2 - plazy dekapitowano po 12 godz., gr. 3 - plazy
dekapitowano po 24 godz.,gr. 4 - plazy dekapitowano po 48 godz. od momentu

podania witaminy E
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Fig. 13. Zmiany ilo$ci GSSG w watrobie R. esculenta L. w okresie odr¢twienia zimowe-
go pod wplywem podania witaminy E. Oznaczenia jak pod Fig. /2
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Fig. 14. Zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH w watrobie R. esculenta L. w okresie
odre¢twienia zimowego pod wplywem podania witaminy E. Oznaczenia jak pod
Fig. 12

4. 9. Wplyw etanolu na zawartos¢ GSH oraz GSSG

Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabelach 15-17. W wyniku prze-
prowadzonych badan nie stwierdzono wyraznych zmian zawartosci GSH
w mdzgu, watrobie (Fig. 15) i nerkach po jednorazowym podaniu etanolu
zabom pochodzacym z temperatury 4°C. U tych ptazéw wykazano nato-
miast statystycznie znamienny wzrost ilosci GSSG. Przeciwnie u plazéw
adaptowanych do temperatury 14°C po podaniu etanolu stwierdzono sta-
tystycznie istotny spadek ilosci GSH w watrobie (Fig. 16), nerkach
i mozgu oraz réwnoczesny wzrost ilosci GSSG we wszystkich badanych
narzadach.

Zaréwno u plazéw pochodzacych z temperatury 4°C jak i adaptowa-
mych do temperatury 14°C podanie etanolu wywotalo statystycznie istot-
ny wzrost wartosci stosunku GSSG/GSH w mdzgu, watrobie (Fig. 17)
i nerkach R. esculenta L.
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Tabela 15

Zmiany ilosci glutationu zredukowanego (GSH) w mézgu, watrobie i nerkach
R. esculenta L. w okresie zimowania po jednorazowym podaniu etanolu

Grupy Tkanki
badawcze Mézg Watroba Nerki
(GSH w uM/g) (GSH w uM/g) (GSH w uM/g)
Kontrola I 1.0395 1.1696 1.4656
4°C) +0.0622 +0.0902 +0.0517
Gr. 1 (GSH po 12 godz.) 1.0624 1.1163 1.4396
+0.0878 +0.0836 +0.0460
Kontrola I1 1.6402 1.5683 1.7973
(14°C) +0.0890° +0.0606" +0.0550"
Gr. 2 (GSH po 12 godz.) 1.5359 1.2440 1.5810
+0.0228" +0.0131" +0.0307°

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. 1 z kontrola I, kontrolg II
z kontrola I oraz Gr. 2 z kontrola II, kazda grupa zawierata po 7 osobnikow)

Tabela 16

Zmiany ilosci glutationu utlenionego (GSSG) w mézgu, watrobie i nerkach
R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego po jednorazowym podaniu etanolu

Grupy Tkanki
badawcze Mézg Watroba Nerki
(GSSG w uM/g) (GSSG w uM/g) | (GSSG w pM/g)

Kontrola I 0.0212 0.0162 0.0203

(4°C) +0.0017 +0.0021 +0.0012

Gr. 1 (GSH po 12 godz.) 0.0315 0.0295 0.0242
10.0017 +0.0009° +0.0011°

Kontrola II 0.0133 0.0141 0.0139
(14°C) 10.0019" +0.0011° +0.0011°

Gr. 2 (GSH po 12 godz.) 0.0444 0.0260 1.0270
+0.0023" +0.0012° +0.0011°

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. 1 z kontrola I, kontrole II
z kontrolg I oraz Gr. 2 z kontrola II, kazda grupa zawierala po 7 osobnikéw)
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Zmiany wartosci stosunku GSSG/GSH w mézgu, watrobie i nerkach R. esculenta L.

Tabela 17

w okresie odr¢twienia zimowego pod wptywem podania etanolu

Grupy badawcze Moézg Watroba Nerki
Kontrola I 0.0204 0.0137 0.0138
(4°C) +0.0024 + 0.0021 +0.0010
Gr. 1 (Etanol - GSH 0.02986 0.0250 0.0168
i GSSG po 12 godz.) +0.0030* +0.0045* +0.0011°
Kontrola 11 0.0081 0.0090 0.0077
(14°C) +0.0011° + 0.0009° +0.0006
Gr. 2 (Etanol - GSH 0.0289 0.0210 0.0170
i GSSG po 12 godz.) +0.0017* +0.0012* +0.0008*

* statystycznie istotne przy P < 0.001 (Poréwnywano Gr. 1 z kontrola I, kontrole II

z kontrola I oraz Gr. 2 z kontrola II, kazda grupa zawierata po 7 osobnikéw)
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Fig 15. Zmiany ilo$ci GSH w watrobie R. esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego
pod wplywem podania etanolu. Oznaczenia: Kontr. I - ptazy pochodzity z temp.
4°C. Gr. 1 - oznaczano GSH po 12 godz. od momentu podania etanolu, Kontr. Il
- plazy adaptowano do temp. 14°C, Gr. 2 - oznaczano GSH po 12 godz. od
podania etanolu
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Oznaczenia jak pod Fig. 15



S. Dyskusja

5.1. Temperatura

U R esculenta L. w okresie odrgtwienia zimowego stwierdzo
korzystny wplyw zaadaptowania zab do wyzszej temperatury (14°C) na
status GSH we wszystkich badanych narzadach. Podniesienie temperatury
o 10°C spowodowato takze wyrazny spadek ilos¢ GSSG i wartoéci sto-
sunku GSSG/GSH.

U ssakdw uszkodzenia spowodowane przez wzrost temperatury
(43-45°C) sa podobne do tych, ktére wywotuja ksenobiotyki, ischemia,
reperfuzja, glodzenie czy immobilizacja (Farber 1994; Kedderis 1996).
Punktem wyjécia do przyj¢cia takiego twierdzenia byly wczesniejsze
badania Skibby i innych (1988), w ktérych wykazano znaczne obnizenie
si¢ statusu redoksowego w komoérkach watroby pséw i ludzi podczas eks-
pozycji na hypertermi¢. Takie same uszkodzenia w komoérkach wywoluje
stres oksydacyjny (Poli 1993). Stres ten manifestuje si¢ znaczna redukcja
catkowitej zawartosci GSH i wzrostem ilosci utlenionej formy glutationu
(GSSG) (Skibba i Gwartney 1997).

Organizm plaza jest niezwykle wrazliwy na zmiany temperatury oto-
czenia. Wrazliwos¢ ta wynika z faktu, ze plazy nie potrafig regulowac
temperatury swojego ciala, tak jak zwierzgta statocieplne. Pomimo tego
te ostatnie, jezeli sg dlugo eksponowane na zimno, to adaptujg si¢ mor-
fologicznie i funkcjonalnie do niskiej temperatury dopiero po 21 dniach
ekspozycji. Wskaznikiem adaptacji ssakéw do dtugotrwatych zmian tem-
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peratury otoczenia zdaniem Spasi¢ i innych (1993) jest wzrost zawartosci
GSH w tkance brunatnej.

Z powyzszych uwag mozna wnioskowaé, ze uzyskany wzrost ilosci
GSH i réwnoczesny spadek ilosci GSSG oraz obnizenie wartosci stosun-
ku GSSG/GSH u R. esculenta L. $wiadcza o jej adaptacji do zastosowane;j
temperatury. Uzyskane dane sa zgodne z wczesniejszymi badaniami prze-
prowadzonymi u R. temporaria L. (Dziubek 1987; 1993)). Co wigcej, jak
wykazaly obecne badania tylko w podwyzszonej temperaturze mozna
dodatkowo podnosi¢ ilos¢ GSH, a takze obniza¢ zawartos¢ GSSG, przez
podawanie zwiazkow be¢dacych posrednio substratami (ester monoetylo-
wy glutationu, kwas L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy) wykorzysty-
wanymi do syntezy GSH czy przez podawanie antyoksydantow (allopury-
nol, witamina E) wspierajacych funkcje tego tréjpeptydu. Pomimo tego
nalezy pamigtaé, ze w tej temperaturze badane plazy sa bardziej wrazliwe
na czynniki (etanol, UVA) wywolujace stres oksydacyjny.

Konkluzaja

Wzrost temperatury o 10°C w okresie zimowania R. esculenta L.
jest korzystny dla statusu glutationu.

5.2. Insulina

U zaby wodnej w okresie zimowania stwierdzono wysoki poziom
glukozy w surowicy krwi, ktéremu towarzyszyl niski poziom GSH
w mozgu, watrobie, sercu i nerkach. Zaadaptowanie zab do temperatury
14°C i podanie insuliny spowodowatlo spadek poziomu glukozy i réwno-
czesny wzrost ilosci GSH.

W warunkach fizjologicznych dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
uczestniczy w systemie recyklingu glutationu. Aktywnos¢ tego enzymu
jest indukowana przez odpowiedni poziom glukozy i produkty przemiany
glukozy (Tran i inni 1995). Jednak w cukrzycy aktywnos$¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej jest zahamowana i dostgpnos¢ NADPH jest obni-
zona, co hamuje tempo redukcji GSSG do GSH (Loven i Oberley 1985).
Ponadto glukoza jak i produkty przemiany cukrowcow, fosfodihydroksy-
aceton, aldehyd 3-fosfoglicerynowy, a takze produkty glikacji ulegaja
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utlenieniu, ktorego produktami sa odpowiedni rodnik I-hydroksyalkilowy
i RFT (Hayakawa i Kuzuya 1990). U ssakow w cukrzycy ilo$¢ aniono-
rodnika ponadtlenkowego wytwarzanego wskutek utleniania glukozy
i biatkowych produktéw glikacji wyraznie wzrasta. Objawia si¢ to ogol-
noustrojowym stresem oksydacyjnym. Stres ten powoduje wzrost steze-
nia dialdehydu malonowego w osoczu krwi oraz obnizenie poziomu
antyoksydantow wewnatrzkomorkowych, np. askorbinianu i glutationu
(Taniguchi 1990). Wzrost ilosci wolnych rodnikéw i obnizenie poziomu
antyoksydantéw ma swdj udziat w uszkodzeniach typowych dla cukrzycy
(Wolff 1993).

U ssakow, poza obnizeniem ilosci GSH obserwuje si¢ rowniez spadek
ilosci i zahamowanie aktywnosci Cu/Zn dysmutazy ponadtlenkowe;j
(Crouch i inni 1981). W przypadku GSH obnizenie to jednak nie przekra-
cza pewnej normy i stwierdzony poziom GSH prawdopodobnie wystarcza
do utrzymania homeostazy komorek, gdyz w przeciwnym razie nastepo-
walaby ich $mier¢ (apoptoza), w wyniku nadmiernej peroksydacji lipidow
i w wyniku obnizenia si¢ ilosci tioli biatkowych (Reea i Rariss 1984,
Mekinova i inni 1995).

W stanach stresu oksydacyjnego w wyniku wzmozenia reakcji oksy-
dacyjnych dochodzi w komdrce do wzrostu stezenia GSSG. Sytuacja ta
jest niebezpieczna dla komorki, bowiem GSSG moze wchodzié w reakcje
z grupami tiolowymi biatek i tworzy¢ mieszane dwusiarczki, co prowadzi
do hamowania aktywnosci enzymdéw uczestniczacych w syntezie DNA,
RNA, biatek oraz uposledzenia mitochondrialnego oddychania, a takze
aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (Camporti 1985).

Stwierdzony niski poziom GSH w badanych tkankach w okresie zi-
mowania Zaby wodnej swiadczy o tym, ze takze u tego gatunku w hiper-
glikemii spada ilo$¢ wewnatrzkomoérkowego GSH. Jest mozliwe, ze obni-
Zenie si¢ poziomu GSH w tym czasie odzwierciedla tempo utleniania
GSH do GSSG i okresla wielkos¢ stresu oksydacyjnego. Co wiecej, u pla-
z6w obsewuje si¢ ciekawe zjawisko, ze po okresie zimowej hiperglikemii
poziom glukozy obniza si¢ w czasie zycia aktywnego w lecie. Wydaje si¢
wiec, ze wzrost poziomu glukozy w okresie zimy nie jest spowodowany
uszkodzeniem komoérek B-trzustki, a raczej zahamowaniem syntezy
insuliny. W w konsekwencji ma to prowadzi¢ do obnizenia metabolizmu
ptaza w okresie dla niego niekorzystnym (niskie temperatury, brak
pozywienia).
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Sadzi si¢, ze skutkiem wzrostu poziomu glukozy u ptazow w okresie
zimy jest zahamowanie metabolizmu. By¢ moze, ze generowane rodniki
w hiperglikemii maja mniejszy wpltyw na poziom GSH, ktéry jest konsu-
mowany w procesach zmiatania rodnikow (Richter 1995), anizeli niska
temperatura i nie odzywianie si¢ ptazow. W takich warunkach obniza sie
produkcja ATP, ktérego poziom, poza obecnoscia substratow, ma istotny
wplyw na tempo syntezy GSH. Uzyskane dane i dane literaturowe
potwierdzaja wczesniejsza sugestie Meister (1983), ze metabolizm GSH
jest procesem zlozonym zaleznym od degradacji i de novo syntezy GSH,
a takze od wewnatrzkomoérkowej redukcji GSSG do GSH.

Konkluzja

Poziom GSH w organizmie w okresie zimowania jest ujemnie
skorelowany z poziomem glukozy.

5.3. Ester monoetylowy glutationu

W przeprowadzonym eksperymencie wykazano, ze podanie estru
monoetylowego glutationu (ester etylowy L-y-glutamylo-L-cysteinylogli-
cynowy) powoduje znaczny wzrost zawartosci GSH w badanych na-
rzadach R. esculenta L., u zwierzat adaptowanych do temperatury 14°C.
Wzrost ten nastapit stosunkowo szybko w nerkach, co potwierdza wcze-
$niejsze sugestie Meistera (1984), ze wilasnie ten narzad charakteryzuje
si¢ wysokim tempem cyklu y-glutamylowego.

Egzogenne podanie glutationu nie jest najlepsza metoda prowadzaca
do wzrostu ilosci GSH, gdyz nie jest on efektywnie transportowany do
wnetrza komorek (Meister 1983). Pomimo tego podczas podania egzo-
gennego GSH, po wczesniejszym jego obnizeniu o okolo 50% obserwuje
sig¢ w komdrkach wzrost stezenia cysteiny (Fukagawa i inni 1996). Poda-
nie GSH promuje wnikanie cysteiny do wnetrza komdrek (Aebi i inni
1991). Aminokwas ten wplywa na syntez¢ GSH, a sam GSH jest forma
magazynu, a takze transporterem tego aminokwasu migdzy poszczegol-
nymi narzadami (Meister i inni 1986; Tateishi i inni 1977).

Po podaniu estru monoetylowego glutationu grupa karboksylowa gli-
cyny zostaje zestryfikowana i po estryfikacji ester ten jest efektywnie
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transportowany do wngtrza komdrek i tam szybko ulega deestryfikacji
przez wewnatrzkomorkowe esterazy (Puri i Meister 1983). Po deestryfi-
kacji ma miejsce hydroliza estru na aminokwasy skladowe, ktore sa wy-
korzystywane do syntezy czasteczki GSH, co objawia si¢ wzrostem ilosci
badanego trojpeptydu (Martensson i Meister 1991). Podanie estru mono-
etylowego glutationu jest korzystne takze i z tego powodu, ze komorka
w celu jego wykorzystania nie wydatkuje energii, poniewaz wewnatrz-
komodrkowa hydroliza estru jest egzogeniczna (Meister i Anderson 1984).
Podanie estru monoetylowego glutationu nie wywotalo istotnych
zmian ilosci GSH u osobnikéw pochodzacych z temperatury 4°C. Ma na
to zapewne wplyw niska temperatura, w ktorej zostal zahamowany trans-
port zestryfikowanego estru do wnetrza komorek. Wydaje si¢ to prawdo-
podobne, gdyz jak stwierdzili Lu i inni (1996), takze aktywnos¢ trans-
porterow GSH (RcGshT i RsGshT) jest zalezna od temperatury otoczenia.
Niska temperatura z cata pewnos$cia spowodowata rowniez zahamowanie
aktywnosci enzymow uczestniczacych w syntezie GSH i aktywnosci
transpeptydazy y-glutamylowej, enzymu odpowiedzialnego za jego eks-
port z komdrek i obieg w organizmie (Jones i inni 1979; Meister 1985).

Konkluzja

Mozna eksperymentalnie zmienia¢ poziom GSH u R. esculenta L.
w okresie zimowania przez podniesienie temperatury i podanie estru
monoetylowego glutationu.

5.4. Allopurynol

Uzyskane wyniki wskazuja, ze samo zaadaptowanie zaby wodnej
w zimie do temperatury 14°C juz powoduje wzrost zawartos¢ GSH
w sercu, watrobie i nerkach. Co wigcej, jezeli tym zabom podano allopu-
rynol to wykazano dodatkowy wzrost ilosci GSH w badanych narzadach.

W normalnych warunkach fizjologicznych dehydrogenaza ksantyno-
wa (EC 1.1.1.204) katalizuje utlenianie substratow, ktore jest sprze¢zone
z redukcja NAD" do NADH, co nie wiaze si¢ z generacja RFT (Babior
i inni 1973). Podczas ischemii i reperfuzji hypoksantyna jest utleniana
do ksantyny i kwasu moczowego (Saugstad 1975). Utlenianie to jest
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katalizowane przez oksydaz¢ ksantynowa (EC 1.2.3.2). W reakcji tej
dodatkowo powstaje anionorodnik ponadtlenkowy. Allopurynol jest kom-
petytywnym inhibitorem oksydazy ksantynowej, hamuje wigc powstawa-
nie tego anionorodnika. Mowi sig, takze o innych niespecyficznych
dziataniach allopurynolu, mianowicie o tym, ze ma on pobudza¢ enzymy
antyoksydacyjne i bezposrednio zmiata¢ RFT (Stewart i inni 1985).

Oksydaza ksantynowa moze redukowaé czasteczke tlenu zaréwno
jedno- jak i dwuelektronowo. W pierwszym przypadku produktem reakcji
jest anionorodnik ponadtlenkowy (O,):

0, +e =0,
w drugim zas nadtlenek wodoru (H,0,)
0, +2e +2H" = H,0,

To jaka czes¢ tienu enzym zredukuje jednoelektronowo, a jaka dwu-
elektronowo zalezy od stgzenia tlenu w roztworze, od pH, a w mniejszym
stopniu takze od stezenia substratu. Im wyzsze stezenie tlenu i wyzsze
pH, a nizsze st¢zenie substratu, tym wigkszy jest udziat jednoelektrono-
wej redukcji tlenu. W dobrze napowietrzonych roztworach ksantyny,
w pH 7.8 okolo 15% elektronéw przekazywanych jest przez enzym
szlakiem jednoelektronowym. W roztworze substratu o pH 10.0 zréwno-
wazonym z tlenem znajdujacym si¢ pod cisnieniem 1 atmosfery, szlakiem
jednoelektronowym wedruje 100% elektronéw. Hamowanie aktywnosci
enzymu przez inhibitory, np. przez kwas moczowy zwigksza wytwarzanie
0O," w stosunku do H,0, (Bartosz 1995). Powstate RFT sa silnymi utle-
niaczami i wywoluja stres oksydacyjny w komoérce (Chan i inni 1995).
Dodatkowym czynnikiem sprzyjajacym wytwarzaniu RFT po wznowie-
niu doplywu tlenu w okresie reperfuzji jest katabolizm ATP zacho-
dzacy intensywniej podczas niedotlenienia (niedotlenienie jest rowniez
okresem glodu metabolicznego i wzmozonego zapotrzebowania na ATP)
(Saugstad i inni 1976). W wielu doswiadczeniach badano skutki reperfu-
zji po niedotlenieniu i zawsze stwierdzano wzrost aktywnosci oksydazy
ksantynowej i wzrost st¢zenia produktow katabolizmu ATP. Co wigcej,
przy obnizonej ilosci ATP komorki byly bardziej wrazliwe na uszkodze-
nia wywolywane przez hipoksje¢ (Lash i inni 1995).

59



Do reaktywnych ,,zmiataczy” RFT sa zaliczane zwigzki o réznorakie;j
budowie i funkcjach. Naleza do nich ceruloplazmina (ktora jest biatkiem
ostrej fazy i ktora utlenia jony zelazawe do zelazowych i katalizuje reak-
cje nie wytwarzajace RFT, ktére sa konkurencyjne w stosunku do reakcji
generujacych O, i H,0,), czasteczki zmiatajace zawierajace grupy tiolo-
we, jak glutation i witaminy: kwas askorbinowy (Rice i inni 1995),
a-tokoferol (Burton i inni 1983), B-karoten (Palozza i inni 1995), a takze
aminokwasy, takie jak metionina, cysteina oraz inne zwiazki, np. kwas
moczowy lub mannitol (Becker 1993).

Wsrod tzw. zmiataczy RFT kluczowa role wydaje sie odgrywacd
glutation. Wiadomo, ze chroni on komorki przed stresem oksydacyjnym,
przez bezposrednie zmiatanie RFT, albo posrednio, przez peroksydaze
glutationowa, reduktaz¢ glutationowa lub transferazy S-glutationowe
(Meister 1988). W reakcjach katalizowanych przez te enzymy ma miejsce
pobieranie GSH. Proponuje si¢ wigc, ze GSH moze by¢ indykatorem
uszkodzen poischemicznych (Paller 1988).

U zaby wodnej w okresie zimowania, w porownaniu z okresem lata
(Dziubek 1985), stwierdzono stosunkowo niski poziom GSH, co takze
czesciowo moze wiazad sie z niedotleniem jej tkanek. U ssakow w hipok-
sji tez stwierdzano obnizenie si¢ poziomu GSH (Shan i inni 1992). Obni-
zenie to moze by¢ spowodowane spadkiem syntezy NADPH, substratu
potrzebnego do redukcji utlenionego glutationu GSSG do jego zreduko-
wanej formy GSH przez reduktaze glutationowa (Tribble i Jones 1990).
W hipoksji spada ilos¢ oksydazy cytochromowej, co powoduje hamowa-
nie glikolizy i w konsekwencji obnizenie syntezy NADPH (Aw i Jones
1982).

Stwierdzono takze wzrost ilosci GSH w grupie osobnikéw, ktdérym
przerwano eksperymentalnie okres zimowania, przez przeniesienie zab do
wyzszej temperatury i umieszczeniu ich w niewielkiej ilosci wody, tak
aby nie byly w niej calkowicie zanurzone. Ten wzrost zawartoéci GSH
w tej grupie badawczej jest zwiazany albo ze wzrostem poziomu syntezy
tego trojpeptydu de novo, albo ze spadkiem jego konsumpcji w procesach
eliminacji RFT powstajacych w hipoksji.

W przypadku ptazéw obnizenie ilosci GSH jest prawdopodobnie
spowodowane tym, ze plazy w okresie zimowania nie pobieraja pokarmu,
a dieta i jej rodzaj, zdaniem Huma i innych (1992), maja znaczny wplyw
na zawartos¢ GSH. Rowniez zdaniem Jahoora i innych (1995) dieta nie
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tylko wptywa na ilos¢ GSH, ale takze na tempo jego syntezy. Mianowicie
dieta bogatsza w biatko syntez¢ te przyspiesza.

Aby wzmocni¢ endogenne systemy antyoksydacyjne podaje si¢ syn-
tetyczne antyoksydanty nasladujace, np. peroksydaze glutationowa, jak
ebselen (Miiller i inni 1985), lub inhibitory oksydazy ksantynowej. Jed-
nym z takich zwiazkéw hamujacych aktywno$¢ oksydazy ksantynowe;j
jest allopurynol (Klein i inni 1996).

W przeprowadzonym eksperymencie po podaniu allopurynolu zabom
pochodzacym z okresu zimowania i zaadaptowanym do wyzszej tempe-
ratury, stwierdzono wysoce statystyczny wzrost ilosci GSH w badanych
tkankach. Podany egzogennie allopuryol jest metabolizowany do analogu
ksantyny oksypurinolu, ktdry jest inhibitorem oksydazy ksantynowej. Po-
przez hamowanie aktywnosci oksydazy ksantynowej allopurynol prze-
ciwdziata wytwarzaniu RFT. Wyrazny wzrost ilosci GSH u badanych
ptazéw, po podaniu allopuryolu i po gwaltownym przerwaniu okresu
zimowania przez umieszczenie zab w wyzszej temperaturze, Swiadczy
o jego ochronnej roli. Wynika ona gléwnie z jego funkcji jako zmiatacza
rodnikéw tlenowych, a prawdopodobnie w mniejszym stopniu z jego
udzialu w hamowaniu aktywnosci oksydazy ksantynowej (Moorhouse
iinni 1987).

Konkluzja

Obnizenie poziomu GSH w badanych tkankach R. esculenta L.
w okresie zimowania jest prawdopodobnie spowodowane stresem
oksydacyjnym wywolanym przez RFT powstajace w niedotlenieniu.
Allopurynol ma korzystny wplyw na poziom glutationu zredukowa-
nego u Rana esculenta L.

5.5. UVA

Stwierdzony w obecnym eksperymencie spadek ilosci GSH w bada-
nych narzadach R. esculenta L. sugeruje, ze endogenny GSH jest wciaga-
ny w ochrong pfaza przed promieniowaniem UVA. Podobna sytuacja ma
miejsce u ssakow, u ktorych jezeli obnizono ilos¢ GSH przez podanie np.
sulfoksyminy butioniny (BSO), to wzrastata ich wrazliwos¢ na promie-
niowanie UV (Hanada i inni 1991).
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W 1982 Parrish i inni wykazali, ze¢ UVA wywoluje roze skory
i uszkadza jej naczynia wlosowate. Co wiecej UVA moze dziataé syner-
gistycznie z ostrymi i chronicznymi efektami UVB (Forbes 1986).
W chwili obecnej wiadomo, ze UVA uszkadza komdrkowy DNA i, ze
uszkodzenia te sq wyraznie rozne od tych indukowanych przez UVB.
UVA poza tworzeniem lezji DNA wyraznie indukuje tworzenie dimeréw
pirymidynowych (Enninge i inni 1986).

Ostatnio Robert i inni (1996) wykazali takze wyrazny wptyw UV A na
mutagenezg komorek ludzkich. Ten typ promieniowania przyspiesza
rowniez procesy starzenia si¢ (Bissett i inni 1989), powoduje destrukcje
biatek w soczewce oka co prowadzi do katarakty (Winetsky i inni 1996)
i fotodestrukcj¢ biatkowych grup -SH, a takze destrukcj¢ histydyny,
cysteiny i tryptofanu (Orwerth i inni 1995). Utlenianie tych aminokwa-
sow i grup -SH jest powodowane przez RFT, ktore sa obok dimeréw
pirymidynowych typowymi fotoproduktami prowadzacymi do objawdéw
fotouszkodzen (Bhuyan i inni 1992). RFT powstajace w wyniku dzialania
UVA indukujg réwniez apoptoz¢ w réznych typach komoérek, gidwnie
jednak keranocytach epidermy (Godar 1996). Ostatnio Kohno i inni
(1996) potwierdzili, ze apoptoza tych komorek jest scisle zalezna od
generowania RFT i1 od komoérkowych systeméw antyoksydacyjnych,
giownie od ilosci GSH.

Tyrrell i Pidoux juz w 1986 wykazali scista ilosciowa korelacj¢ mie-
dzy obnizeniem si¢ zawartosci glutationu a wrazliwoscia na promienio-
wanie UVA. Migdzy innymi obnizenie poziomu GSH prowadzi do induk-
cji transkrypcji i poziomu hemowej oksygenazy 1. Stwierdzono, ze po-
ziom tego biatka zawsze wzrasta po ekspozycji na UVA (Keyse i Tyrrell
1989, Lautier i inni 1992). Protekcyjna rola GSH ma polega¢ na zmiata-
niu RFT (OH, '0, i 0,7), powstajacych pod wplywem UVA (Applegate
i Frenk 1995; Linetsky i Ortwerth 1995; Niggli i Applegate 1997) i na
jego udziale jako kofaktora enzymow ochronnych — GSH-Px, transhydro-
genaz i GSH transferaz (Meister 1983).

Spadek poziomu GSH jest spowodowany przez dziatanie O, na
peroksydaze glutationowa, sam glutation i katalazg. Zostalo udokumen-
towane, ze milimolarna koncentracja ponadtlenku hamuje aktywnos¢ tych
enzymow 1 obniza poziom GSH (Pigeolet i inni 1990; Blum i Fridovich
1985). Jezeli koncentracja tych enzyméw ochronnych i GSH obnizy si¢
znacznie, to podnosi si¢ poziom nadtlenku wodoru, ktéry hamuje aktyw-
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nos¢ dysmutaz ponadtlenkowych (Kono i Fridovich 1982). Zalamuja si¢
wigc mechanizmy antyoksydacyjne komorki.

Bezposrednie dziatanie O,” na GSH przy zahamowaniu aktywnosci
enzymo6w ochronnych moze wywotaé reakcje tancuchowa, prowadzaca
do powstawania utlenionego glutationu (Winterbourn i Metodieva 1994)
i mieszanych dwusiarczkow (Park i Thomas 1988).

Przy przedtuzajacej si¢ ekspozycji na promieniowanie UVA powsta-
jace RFT hamuja w mikrosomach takze aktywno$¢ Na', K'-ATPazy.
Obnizenie si¢ aktywnosci ATPazy jest gtownie spowodowane przez O,
co po raz pierwszy zaobserwowali Varma i inni (1979) i jest skorelowane
z poziomem lipoperoksydacji. Prowadzi to do zmiany integralnosci bion
i zaburzen w przepuszczalnoéci jonéw K' i Na', co w konsekwencji
zmienia jonowa homeostaze komoérki (Jamme i inni 1995). W ostateczno-
sci taka sytuacja sprzyja powstawaniu schorzen, giownie skory, przypi-
sywanych promieniowaniu UVA, a takze apoptozie komorek.

Interesujacy jest zaobserwowany w obecnym eksperymencie spadek
zawartosci GSH takze w innych narzadach poza skéra. By¢ moze, ze jest
to spowodowane wzmozeniem importu GSH z innych narzadéw do skory,
ktora jest bezposrednio penetrowana przez UV A.

Konkluzja

Glutation odgrywa wazng rolg w ochronie komorek przed cyto-
toksycznoscia wywolywana przez promieniowanie UVA u R. escu-
lenta L.

5.6. Dhugos¢ ciala zab

Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze glutationowy antyoksydacyj-
ny system ochronny w watrobie, nerkach i mézgu R. esculenta L. jest
modyfikowany wraz z dlugoscia ciata. Wplyw dlugosci ciata (wieku) na
zawartos¢ GSH badano u réznych gatunkow ssakow i w réznych tkankach
(Farooqui i inni 1987; Lang i inni 1992; Iantomasi i inni 1993). Uzyskane
wyniki okazaly si¢ jednak rozbiezne, gdyz albo nie wykazywano takich
zmian (Barja de Quiroga i inni 1990), albo wykazywano spadek zawarto-
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sci GSH u osobnikéw starych (Farooqui i inni 1987). Te rozbieznosci
zdaniem Christon i innych (1995) moga zaleze¢ od wieku badanych
zwierzat, glownie od wieku zwierzat, ktoére uznawano za miode. Okazuje
si¢ bowiem, ze uzyskiwano wyniki catkowicie rozne, kiedy porownywano
stare szczury z ,,mlodymi” 2-miesigcznymi i stare z ,,miodymi” 6-mie-
siecznymi (Farooqui i inni 1987; Iantomasi i inni 1993).

Spadek ilosci GSH u osobnikéw starych stwierdza sie u ssakow,
gtownie w moézgu (Harding 1970; Benzi i inni 1988; 1991a; 1991b).
Ma to niewatpliwie wptyw na efektywnos¢ eliminacji nadtlenku wodoru
i na przeciwdziatanie uszkodzeniom oksydacyjnym, ktorych ilos¢ wzrasta
z wiekiem (Harman 1956; Jamieson i inni 1987).

Nadtlenek wodoru bierze udzial w uszkodzeniach komorek, gdyz
penetruje poprzez blony biologiczne (Halliwell 1990) i indukuje reakcje
wolnorodnikowe (Saran i Bors 1991), a ponadto uczestniczy w powsta-
waniu wyjatkowo groznego rodnika hydroksylowego HO' (Halliwell
i Gutteridge 1986). Nadtlenek ten moze takze tworzy¢ addukty z wieloma
sktadnikami komorek (Schubert i Wilmer 1991). Jednym z najczgsciej
powstajacych takich adduktow jest addukt z histydyna, ktéry wyraznie
zwigksza transfer H,O, do komérki, przez co wzrasta ilos¢ powstajacych
rodnikéw ‘OH, gtéwnie w obecnoséci metali przejéciowych, co objawia sie
wzrostem aberacji chromosomalnych obserwowanych np. w fibroblastach
embrionow ludzkich (Oya i Yamamoto 1988).

W wyniku reakcji rozkladu nadtlenku wodoru przez peroksydaze
glutationowa, ma miejsce pobieranie GSH. Jezeli ilos¢ GSH obnizy sig¢
znacznie, a tak jest u osobnikdw starych co stwierdzono, np. w przypadku
badanych plazéw, to w obecnosci jonéw Fe’* w tzw. reakcji Fentona
bedzie powstawat rodnik wodorotlenowy:

Fe?* + H,0, » Fe** + OH + "OH

Rodnik ten jest wyjatkowo niebezpieczny poniewaz dziata zaréwno
na poziomie molekularnym komérki — utlenia biatka, powoduje peroksy-
dacje lipidow, uszkadza mitochondrialny DNA (Barreau i inni 1996), jak
réwniez na poziomie komorkowym — wptywa na transdukcje sygnatow
w komorce i na funkcjonowanie bton komoérkowych oraz na ekspresje
genow (Gille i Sigler 1995).

Wraz z wiekiem obniza si¢ uwalnianie GSH z komoérek. Poziom GSH
w komorce zalezy od tempa syntezy de novo i1 od redukcji GSSG,
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katalizowanej przez reduktaze glutationowa. Reduktaza ta jest zalezna
od NADPH wytwarzanego przez glukozo-6-fosforanowa dehydrogenaze
G6PDH (Meister 1991). Poniewaz aktywnos¢ reduktazy glutationowej
i G6PDH w watrobie nie zmienia si¢ wraz z wiekiem (Barja de Quiroga
i inni 1990), to dlatego poziom GSH w komoérce zalezy tylko od jego
syntezy de novo. Synteza GSH jest katalizowana przez syntetaze
y-glutamylocysteinowa. Wiadomo, ze aktywnos$¢ tego kluczowego enzy-
mu w syntezie GSH zalezy od dostgpnosci ATP. Jednak produkcja ATP
obniza si¢ wraz z wiekiem (Di Monte i inni 1993), co pociaga za soba
spadek aktywnosci syntetazy y-glutamylocysteinowej (Deoliveira i Dean-
gelis 1996). Komdrki otrzymuja wtedy mniej aminokwaséw niezbgdnych
do syntezy GSH (Hochwald i inni 1996). Spada wigc tempo biosyntezy
GSH w komoérce, a tym samym obniza si¢ jego koncentracja w narzadach.

Innym powodem spadku zawartosci GSH u osobnikéw starych jest
fakt wzrostu aktywnosci transferazy S-glutationowej (Iantomasi i inni
1993). To oznacza, ze wraz z wiekiem wigksza ilos¢ GSH jest wciagana
w procesy detoksykacji i tworzenia glutationowych S-koniugantéw, co
objawia sie takze spadkiem zawartosci GSH.

U Rana perezi nie wykazano wyraznego spadku ilosci GSH u osobni-
kow starych w poréwnaniu z mlodymi (Lopez-Torres 1993a i b). Mozna
zatem przypuszczaC, ze sytuacj¢ taka wywolal fakt, iz badane ptazy
pochodzity prawdopodobnie z okresu zycia aktywnego i rodzaj ich po-
karmu mogt zatrze¢ te subtelne réznice. W obecnym eksperymencie ptazy
do badan pochodzily z okresu zimy, nie pobieraty wigc pokarmu. U tych
plazéw stwierdzono wzrost koncentracji GSSG i wartosci stosunku
GSSG/GSH w badanych narzadach starych osobnikow R. esculenta L.
U osobnikéw starych wzrasta w mitochondriach produkcja reaktywnych
form tlenu (Sohal i Allen 1990). W takich warunkach zdolnos¢ komoérek
do redukcji GSSG do GSH obniza si¢, co objawia si¢ wzrostem akumula-
cji GSSG i co wiecej, wzrostem utleniania tioli biatkowych. Dlatego tez
poziom GSSG jest markerem stresu oksydacyjnego i wskaznikiem redok-
sowego indeksu GSH (Benzi i inni 1988).

Redukcja powstajacego disulfidu glutationu (GSSG), powstajacego
w reakcji rozkladu H,O, dokonuje sie przy udziale reduktazy glutationo-
wej z réwnoczesna konsumpcja NADPH + H'. Wzrastajaca konsumpcja
NADPH + H" i GSH przy réwnoczesnym wzro$cie aktywnosci peroksy-
dazy glutationowej prowadzi do wzrostu toksycznosci a nie detoksykacji,
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gdyz prowadzi to do wzrostu ilo$ci GSSG (Farber i inni 1990). W takiej
sytuacji dochodzi do stresu oksydacyjnego i komérka ma zmniejszona
zdolno$¢ redukeji GSSG do GSH, co powoduje akumulacje GSSG i utle-
nianie grup tiolowych bialek. Podnoszacy si¢ poziom GSSG wzmaga
naplyw wapnia do cytosolu komoérek (Bellomo 1 inni 1982). Wapn ten
powoduje lezj¢ komodrek (Thor i inni 1988) i wzrost hydrolizy fosfolipi-
dow i bialek (Nicotera i inni 1985), spadek produkcji ATP i w rezultacie
apoptoz¢ komérek.

GSSG wystgpujacy w cytozolu, jezeli nie jest efektywnie redukowany
do GSH, to jest aktywnie transportowany poza komorki (Sies i1 Akerboom
1984; EkIow t inni 1984). Efektywnos¢ tego transportu zalezy od dostep-
nosci ATP. Poniewaz dostgpnos¢ ATP obniza si¢ wraz z wiekiem, to
akumulacja GSSG wzrasta (Kondo i inni 1995). Mitochondria, w ktorych
najwigcej powstaje RFT, nie posiadaja zdolnosci do eksportu GSSG
(Jocelyn 1975; Olafsdottir, Reed 1988; Reed 1990). To sugeruje, ze
mitochondrialny GSSG musi by¢ redukowany in situ i, ze mitochondria sa
bardziej wrazliwe niz reszta komoérki na konsekwencje zmian statusu
redoksowego. Dodatkowo u osobnikow starych obniza si¢ aktywnosc
reduktazy glutationowej (EC 1.6.4.2), (Stohs i inni 1980; Stohs i inni
1984), co prowadzi do spadku regeneracji GSH z GSSG i do jeszcze
wigekszych zaburzen w statusie redoksowym komorki. Tak wigc spadek
aktywnosci reduktazy glutationowej u osobnikow starych jest réwniez
jedna z przyczyn wzrostu ilosci GSSG. Takze mialo to miejsce u bada-
nych plazéw.

W zwiazku ze spadkiem ilosci GSH u osobnikow starych uszkodzenia
oksydacyjne komorek sa akumulowane i przyspieszaja proces starzenia
si¢ (Matsuo i inni 1992). Ostatnio sugeruje si¢, ze w takie) sytuacji
(akumulacji wewnatrzkomérkowego Ca®*, spadku produkcji ATP) i przy
obnizonej ilosci GSH, komorka jest kierowana na droge $mierci apop-
tycznej (Slater i inni 1996). Co wigcej, czynniki srodowiskowe, np. tok-
syczne zwiazki chemiczne, moga ten proces indukowaé oraz w pewnym
stopniu decydowa¢ o dtugosci zycia osobniczego.
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Konkluzja

Ilos¢ GSH u zaby wodnej jest ujemnie skorelowana z dlugoscia
ciala zab. W zwigzku z powyiszym mozna zaklada¢, ze podobnie
jak u ssakéw, takze u plazéw redukcyjne wlasciwosci zalezne od GSH
w watrobie, nerkach i mézgu obnizaja si¢ wraz z wiekiem. Swiadczy
o tym spadek koncentracji GSH i wzrost ilosci GSSG. Uzyskane
wyniki s3 zgodne z sugestiami wielu autoréw o ujemnym wplywie
»wieku” na antyoksydacyjny system zalezny od GSH.

5.7. Kwas L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy
(OTC)

OTC podany dozotadkowo powoduje wzrost zawartosci GSH
w moézgu, watrobie i nerkach u R. esculenta L. w okresie zimowania, ale
tylko u ptazéw, ktore adaptowano do temperatury 14°C. W tej temperatu-
rze w grupie zwierzat kontrolnych (II) stwierdzono bardzo wyrazny
spadek ilosci GSSG w poréwnaniu ze zwierz¢gtami zimujacymi w tempe-
raturze 4°C (I). W zwiazku z powyzszym stosunek GSSG do GSH takze
obnizyt sig.

GSH dzigki grupom sulfhydrylowym wystgpujacym w czasteczce
cysteiny posiada wiasciwosci zmiatania wolnych rodnikow. Podanie
zwiazkoéw obnizajacych ilos¢ GSH, np. sulfoksyminy butioniny (BSO)
specyficznego inhibitora syntezy y-glutamylocysteinowej (Griffith 1981)
w koncentracji 2 mM obniza o okoto 50% zawartos¢ wewnatrzkomoérko-
wego GSH (Jurima-Romet i inni 1996). U plazéw w okresie hibernacji
obserwuje si¢ najnizsza zawartos¢ GSH w ciagu roku (Dziubek 1985).
Nie ma wigc potrzeby stosowania BSO. W wyniku spadku zawartosci
GSH obserwuje sie wzrost oksydacyjnych uszkodzen komdrkowych
(Martensson i inni 1993). Aby temu przeciwdziataé, nalezatoby ekspery-
mentalnie wywota¢ wzrost syntezy i ilosci GSH.

Podanie egzogennego GSH nie powoduje wyraznego wzrostu jego
ilosci w komorce, poniewaz GSH nie jest bezposrednio transportowany
przez jej blony komoérkowe. Wydawalo sig, ze podanie prekursorow GSH
(glutaminianu, glicyny, cysteiny) spowoduje wyrazny wzrost jego ilosci
w komorce. Okazalo si¢, ze z aminokwasow wchodzacych w sklad jego
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czasteczki jedynie cysteina ma wplyw na tempo syntezy GSH. Podanie
egzogennej cysteiny jest niekorzystne, gdyz w trakcie jej utleniania sa
generowane RFT powodujace nekrozg neuronéw, choroby i w koncu
$mier¢ zwierzat laboratoryjnych (Meister 1991).

Propunuje si¢ wigc alternatywny mechanizm dostarczania cysteiny
do wnetrza komoérki w postaci OTC, ktéry jest zwiazkiem nietoksy-
cznym i jest transportowany w postaci niezmienionej do wn¢trza ko-
morki. Tam ulega decyklizacji, przy udziale enzymu oksoprolinazy do
S-carboxy-L-cysteiny, ktora jest spontanicznie dekarboksylowana do
L-cysteiny (Williamson i Meister 1981).

W tkankach zdrowych podanie OTC wywotuje wzrost ilosci GSH
i zmniejszenie rozmiaru oksydacyjnych uszkodzen (Williamson i inni
1982; Taylor i inni 1992). Dobitnie potwierdzily to badania Coopera
i Merrilla (1989), w ktorych wykazano, ze OTC w sledzionie hamuje
powstawanie oksydacyjnych uszkodzen i réwnocze$nie powoduje wzrost
iloSci GSH w tym narzadzie. Podobny mechanizm dzialania OTC na
wzrost ilosci GSH u R. esculenta L. jest z cala pewnoscia taki sam jak
u ssakow. Jego wplyw jest jednak w tym przypadku wyraznie limitowany
temperatura otoczenia.

Dzieki temu, ze OTC szybko i skutecznie podnosi poziom GSH
w organizmie (Russo i inni 1986; Rouse i inni 1995), to dlatego jest
obecnie stosowany jako zwiazek ostonowy w radioterapii.

Konkluzja

Podanie OTC w okresie zimowania zab zmniejsza wielkos$¢ stresu
oksydacyjnego w badanych narzadach.

5.8. Witamina E

Uszkodzenia serca sa powodowane przez RFT powstajace w naczy-
niach krwionosnych (przez aktywne neutrofile) albo wewnatrz komorek
naczyn krwionosnych (w miocytach, komoérkach migsni gladkich i ko-
morkach nabtonkowych). Uszkodzenia te sa wyrazne, kiedy wzrasta
jednoelektronowa redukcja O, do RFT i kiedy obniza si¢ zdolnos¢ ko-
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moérkowych mechanizméw neutralizujacych ich aktywnosé¢. Miesien serca
posiada ochronne mechanizmy, ktoére chronia jego komorki przed cyto-
toksycznoscia RFT. W skfad tych mechanizméw wchodza antyoksyda-
cyjne enzymy (SOD, peroksydaza glutationowa, reduktaza glutationowa
i katalaza), a takze endogenne antyoksydanty (witamina E, witamina C,
B-karoteny i GSH) (Thompson i Hessl 1986; Halliwell i inni 1992).

Witamina E redukuje powstawanie uszkodzen powodowanych przez
RFT i poprawia prace serca (Guarnieri i inni 1978). Antyoksydacyjne
efekty witaminy E sa bardziej wyrazne, kiedy wiaze sie ona z albuminami
osocza (Guarnieri i inni 1982). Wykazano, ze pochodne tej witaminy
chronia miocyty serca, takze przed glutationem utlenionym (GSSG)
powstajacym w wyniku redukcji nadtlenku wodoru przez GSH (Guarnieri
i inni 1988).

Witamina E wbudowywuje si¢ do wnetrza blon komorkowych lub
wystepuje w poblizu tych bton i przez to skuteczniej chroni lipidy budu-
jace blony przed atakami wolnych rodnikow, gtownie przed lipoperoksy-
dowym rodnikiem (Burton i Ingold 1986), a takze przed anionem ponad-
tlenkowym O,”. tlenem singletowym 'O, i rodnikiem wodorotlenowym
‘OH (Fukuzawa i Gebicki 1983). Dzigki temu redukuje zmiany w bionach
miocytow w czasie niedotlenienia i ponownego doplywu tlenu (ischemii
i reperfuzji), (Massey i Burton 1989).

Poprzez ttumienie anionu ponadtlenkowego witamina E zapobiega
inaktywacji tlenku azotu (‘N=0). NO jest naczyniowym czynnikiem
relaksujacym i zapobiega ryzyku wystapienia zawatu. Tlenek azotu
jest syntetyzowany w komoérkach endotelium i rzeczywiscie moze by¢
inaktywowany przez anion ponadtlenkowy (Rubanyi i Vanhoutte 1986).
W komoérkach endotelium i mig¢sniach gladkich witamina E jest zlokali-
zowana w blonach, podobnie jak w erytrocytach, gdzie prawdopodobnie
wptywa takze na uwalnianie prostacyklin (Kunisaki i inni 1992).

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono wzrost ilosci GSH
w sercu, watrobie i nerkach po podaniu witaminy E. Jest to zapewne
spowodowane antyoksydacyjnymi wiasciwosciami tej witaminy, ktore
wspomagaja homeostaz¢ GSH.
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Konkluzja

Witamina E redukuje konsumpcje GSH w sercu, hepatocytach
i nerkach w okresie zimowania R. esculenta L. i korzystnie wplywa
na status glutationu w tych narzadach. Podobnie jak u ssakéw, takze
u R. esculenta L. witamina E obniza wielkos¢ stresu oksydacyjnego
w badanych narzadach.

5.9. Etanol

Podanie etanolu wywoluje generowanie RFT w mikrosomach watro-
by. RFT sa generowane przez flawoenzym NADPH reduktaz¢ cytochro-
mu P-450, wytwarzajacy anionorodnik ponadtlenkowy z ktérego z kolei
moze powstawa¢ rodnik wodorotlenowy (‘OH) w reakcji Habera-Weissa,
katalizowanej przez jon zelaza. Potwierdzeniem tego jest stwierdzona
korelacja pomiedzy intensywnoscia wytwarzania RFT a iloscia cyto-
chromu CYP2E1 w mikrosomach watroby szczuréow traktowanych alko-
holem (Ekstrém i Ingelman-Sundberg 1989).

Etanol powoduje takze wzrost generowania anionorodnika ponadtlen-
kowego w mitochondriach watroby (Sinaceur i inni 1985). Podanie
etanolu obniza stosunek NAD'/NADH, przez co nastgpuje wzrost prze-
ptywu elektronow wzdtuz oddechowego tancucha transportu elektronéw
(Kurose i inni 1996). W wyniku tego wzmaga si¢ w mitochondriach gene-
rowanie ponadtlenku (Slater i inni 1964). Objawia si¢ to uszkodzeniami
struktury mitochondrii. Sa tez inne dane sugerujace, ze chroniczne poda-
wanie etanolu obniza w mitochondriach watroby produkcj¢ ponadtlenku
(Ribiere i inni 1988) i nadtlenku wodoru (Koch i inni 1977).

Podanie produktu utleniania etanolu acetylaldehydu promuje perok-
sydacje lipidow w izolowanych hepatocytach (Stege 1982) i obniza
poziom glutationu zredukowanego (Videla i inni 1982). Acetylaldehyd
promuje konwersj¢ dehydrogenazy ksantynowej (XD) do oksydazy
ksantynowej (XO) enzymu generujacego wolne rodniki (Cederbaum
i Rubin 1976). Obniza réwniez stosunek NAD'/NADH w wyniku czego
nastepuje wzrost aktywnosci XO, gdyz NADH hamuje aktywnos¢ XO
(Kato i inni 1990). Potwierdza to fakt wyraznego hamowania peroksyda-
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cji lipidow u szczuréow po podaniu allopurynolu begdacego inhibitorem
XO (Park i inni 1988). Po podaniu etanolu wzrasta takze poziom hypok-
santyny i ksantyny, produktéw degradacji puryn. Wykazuja one duze
powinowactwo do XO, przez co wzrasta ilos¢ wolnych rodnikéw produ-
kowanych przez XO (Kato i inni 1990).

Oksydacyjny stres wywolywany przez powstajace pod wplywem
etanolu RFT wplywa na integralno$¢ komoérek (Devi i inni 1996). Dlatego
przeprowadzono badania wplywu ostrych i chronicznych dawek etanolu
na ilos¢ 1 aktywno$¢ watrobowych antyoksydantéw, powodujacych
hamowanie tancuchowych reakcji wolnorodnikowych. Okazalo sig¢, ze
duze dawki etanolu obnizaja aktywnos¢ katalazy i Cu, Zn-SOD u gryzoni
(Schisler 1 Singh 1989), a takze aktywnos$¢ glutationowych S-transferaz
(Kocak-Toker i inni 1985), lecz nie peroksydazy glutationowej (Antébi
1inni 1984).

W przypadku GSH stwierdzano na ogot spadek jego ilosci po podaniu
etanolu (Devi i inni 1996). Mechanizm tego spadku upatrywano w po-
wstawaniu adduktéw pomigdzy acetylaldehydem a glutationem (Vina
i inni 1980). Dane uzyskane przez Kurose i inni (1996) sugeruja co$
przeciwnego, a mianowicie, ze etanol powoduje wzrost zawartosci GSH
w tym narzadzie. Te rozbieznosci moga by¢ spowodowane wplywami po-
karmu czy zmianami dobowymi.

W przypadku badanych ptazéw w okresie zimowania stwierdzono
spadek poziomu GSH w mézgu, watrobie i nerkach pod wptywem podazy
etanolu. Obnizenie poziomu GSH gtéwnie w watrobie redukuje zdolnosci
watroby do detoksykacji reaktywnych metabolitow powstajacych podczas
biotransformacji nie tylko etanolu, ale takze wielu ksenobiotykéw.

Konkluzja

Homeostaza GSH u R. esculenta L. ulega niekorzystnej zmianie
pod wplywem podania etanolu. Po podaniu etanolu ochrona przed
stresem oksydacyjnym jest mniej efektywna.



Podsumowanie i wnioski

Komoérki organizmu zwierzgcego s stale eksponowane na substancje
ksenobiotyczne RFT, a takze rdznego rodzaju promieniowanie. Nie jest
to problemem dopdki organizm jest zdolny do zmiatania powstajacych
wolnych rodnikow, do detoksykowania ksenobiotykdéw i usuwania ich
z organizmu, a takze jak dhugo nie utraci zdolnosci regeneracji uszkodzo-
nych skiadnikoéw komorek i tkanek.

Wolne rodniki utleniaja lipidy, bialka, czasteczki weglowodanow,
uszkadzaja blony komorek i DNA, przez co zmieniaja ich struktutre
i funkcje. Postgpujace uszkodzenia moga prowadzi¢ do nieodwracalnych
zmian w komérkach i ostatecznie do ich smierci.

Uszkodzenia powodowane przez wolne rodniki sa jednak kontrolo-
wane przez enzymy antyoksydacyjne i endogenne antyoksydanty. Jezeli
rodniki te wystepuja w duzych ilosciach to dochodzi do zaburzen w tej
kontroli i powstaje sytuacja okreslana mianem stresu oksydacyjnego.

Jednym z mierzalnych indykatoréw wielkosci stresu oksydacyjnego
jest glutation. Trdjpeptyd ten w normalnie funkcjonujacych komérkach
wystepuje w odpowiednio wysokiej koncentracji. Spelnia w nich wazne
funkcje ochronne, migdzy innymi przez to, ze dziala jako nukleofilowa
pulapka elektrofili, jako reduktant i jako kofaktor enzymdéw antyoksyda-
cyjnych; GSH-Px 1 transferaz S-glutationowych, ktére bezposrednio
uczestnicza w usuwaniu nadtlenku wodoru, toksycznych produktow
peroksydacji lipidow i ksenobiotykow.
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Poziom GSH zalezy od dostgpnosci cysteiny, tempa jego syntezy
i wewnatrzkomdrkowej utylizacji, a takze od tempa jego eksportu i im-
portu przez komdrki. Jest niezwykle interesujace, ze w normalnych wa-
runkach fizjologicznych wzrost ilosci generowanych wolnych rodnikéw
Jest zawsze réwnolegly do spadku zawartosci tego tréjpeptydu w komor-
ce. Dlatego tez spadek zawartosci GSH $wiadczy o obecnosci i, co wig-
cej, o wielkosci stresu oksydacyjnego. Po ustapieniu stresu poziom GSH
zazwyczaj powraca do normy, gdyz komérki daza do utrzymania odpo-
wiednio wysokiego i stalego poziomu tego trojpeptydu. Powrdt do po-
ziomu fizjologicznego, w sytuacji ustapienia stresu oksydacyjnego, zalezy
takze od dostgpnosci budujacych go substratow, giownie cysteiny i od
poziomu ATP. Dlatego tez jezeli poziom ten nie powraca do normy,
pomimo obecnosci odpowiedniej ilosci substratow, to swiadczy to o nie-
wydolnosci gldwnie mitochondrii, ktdre zostaly uszkodzone w czasie
dzialania czynnikéw wywolujacych stres oksydacyjny.

Mozna z cata pewnoscia stwierdzié, ze GSH uczestniczy w licznych
i istotnych procesach niezbgdnych dla prawidlowego funkcjonowania
komorki. Komérki z niska zawartoscia GSH maja podniesiony poziom
RFT. Od jego poziomu zalezy nie tylko wielkos¢ stresu oksydacyjnego,
ale takze bl¢dne odpowiedzi komorek i ich programowana $mier¢. Stusz-
nie wigc pisali Halliwell i Cros w 1991 roku, ze GSH minimalizuje oksy-
dacyjne uszkodzenia i ze od jego poziomu zalezy opornos¢ komorki na
oksydanty.

W przeprowadzonych badaniach u R. esculenta L. w okresie zimowa-
nia zab wykazano, ze:

1. Badane narzady R esculenta L. charakteryzuja si¢ stosunkowo
niskim poziomem GSH. Poziom ten jest jednak poziomem fizjologicznym
i wystarczajacym dla ochrony komorek ptazow przed wolnymi rodnikami,
generowanymi takze, cho¢ z odpowiednio mniejszym nat¢zeniem w tym
okresie. O tym, ze jest to poziom fizjologiczny wydaje si¢ Swiadczy¢ fakt,
Zze mozna go jeszcze obnizy¢ przez wywolanie silnego stresu oksydacyj-
nego (podanie etanolu, naswietlanie UVA).

2. Niski poziom GSH w okresie zimowania zaby wodnej swiadczy
o wyraznym zahamowaniu metabolizmu pfaza. Zahamowanie to jest spo-
wodowane niska temperatura otoczenia i wysokim poziomem glukozy,
ktére to czynniki u zwierzat poikilotermicznych decyduja o ich aktywno-
$ci metabolicznej. Adaptowanie badanych ptazéw do temperatury 14°C
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powoduje wyrazny wzrost poziomu GSH w badanych narzadach. Niski
poziom GSH zapewne odzwierciedla niskie tempo wewnatrzkomérkowe;j
oksydacji u ptazow w tym okresie.

3. U ptazdéw adaptowanych do wyzszej temperatury (14°C) podanie
allopurynolu (inhibitor oksydazy ksantynowej, zmiatacz RFT) i witaminy
E (zmiatacz RFT) powoduje dodatkowy wzrost ilosci GSH w poréwnaniu
z ptazami zimujacymi w naturalnych warunkach srodowiska w temperatu-
rze 4°C. Allopurynol poza tym, ze hamuje powstawanie anionorodnika
ponadtlenkowego, to podobnie jak witamina E zmiata powstajace RFT.
Obydwa te antyoksydanty wspomagaja antyoksydacyjne funkcje GSH.

4. Niski poziom GSH u R. esculenta L. w okresie zimowania zalezy
takze od niedostatku substratéw budujacych jego czasteczke (plazy nie
pobieraja pokarmu) i od temperatury otoczenia (4°C), ktdra hamuje
aktywno$¢ enzymow uczestniczacych w jego syntezie. U plazow w tej
temperaturze obserwowano wysokie wartosci poziomu GSSG. Jest to
zapewne spowodowane zahamowaniem aktywnosci reduktazy glutatio-
nowej, ktora katalizuje cykliczna reakcj¢ redukcji GSSG do GSH.

5. Egzogenne podanie estru monoetylowego glutationu i kwasu
L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowego zwiazkow dostarczajacych cyste-
in¢ niezbedna do syntezy GSH powoduje wzrost poziomu endogennego
GSH u ptazéw adaptowanych do wyzszej temperatury (14°C). Wyzsza
temperatura powoduje wzrast aktywnosci enzymow uczestniczacych
w syntezie GSH. W tej temperaturze stwierdzono po podaniu OTC i estru
monoetylowego GSH takze spadek ilosci GSSG w poréwniu ze zwie-
rzetami pochodzacymi z temperatury 4°C. Mozna wigc manipulowaé
poziomem GSH i GSSG u plazéw przez zmiang¢ temperatury otoczenia
lub przez dostarczanie substratoéw budujacych czasteczk¢ GSH. Jednak
temperatura wydaje si¢ by¢ jednym z najwazniejszych czynnikow decy-
dujacych o statusie GSH w moézgu, watrobie i nerkach R. esculenta L.
w okresie zimowania.

6. Posrednim wskaznikiem wieku ptazéow jest m. in. dlugosé ciala.
Dhugos¢ ta jest u R. esculenta L. ujemnie skorelowana z poziomem GSH
i dodatnio z iloscia GSSG. Generalnie u osobnikéw o najwigkszej dtugo-
Sci ciala obserwowano niski poziom GSH i odpowiednio wysoki GSSG
we wszystkich badaniach. Podobnie jak u ssakow, starosci ptazéw towa-
rzyszy wzrost wielkosci stresu oksydacyjnego.
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7. Etanol u R. esculenta L., podobnie jak u ssakdow, wywotuje silny
stres oksydacyjny. W wyniku tego stresu obniza si¢ ilos¢ GSH i wzrasta
poziom GSSH. U badanego gatunku plaza czynniki powodujace wzrost
ilosci GSH powoduja rownoczesny spadek ilosci GSSG, odwrotnie te
ktdre obnizaja zawarto$¢ GSH stymulujg wzrost ilosci GSSG.

8. Odpowiedni poziom GSH jest istotny dla funkcjonowania innych
waznych antyoksydacyjnych ochronnych mechanizméw w komérkach
u R. esculenta L.

9. Mozna sugerowac, ze w roztworach, w ktérych przetrzymuje si¢
przeszczepiane narzady wazng antyoksydacyjng rol¢ moze peini¢ obok
allopurynolu (inhibitor oksydazy ksantynowej) takze glutation (zmiatacz
wolnych rodnikéw, nieenzymatyczny antyoksydant). Wprawdzie z ostat-
nich danych wynika, ze podj¢to proby stosowania tego tréjpeptydu przy
sporzadzaniu np. roztworu Carolina B, stosowanego do przechowywania
watroby czy serca (Lenasters i Thurman 1997), lecz ostatecznie nie roz-
wigzano problemu optymalnej temperatury roztworu i odpowiedniej ilosci
GSH w skladzie tego medium. Jest to niezwykle wazne, gdyz chodzi
o to, aby pobrane narzady mogtly by¢ przetrzymywane odpowiednio diugo
i aby po ich przeszczepieniu nie nastgpowaly rozleglte uszkodzenia
w okresie reperfuzji.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sugerowal, ze
u R esculenta L. poziom GSH w okresie zimowania zalezy od takich
czynnikOw, jak: temperatura, poziom glukozy, dostgpnos$¢ substratéw
budujacych czasteczk¢ GSH (gtdwnie cysteiny), od ilosci innych antyok-
sydantow, ktore chronia pul¢ glutationu przed utlenianiem (witamina E,
allopurynol), dotlenienia organizmu, wieku i czynnikow bezposrednio
wywotujacych stres oksydacyjny. Antyoksydacyjna ochrona komorek
i tkanek przez GSH jest powiazana z innymi fizjologicznymi mechani-
zmami towarzyszacymi zimowaniu. Mechanizmy te w hipotermii obnizaja
oksydacyjny metabolizm plaza, przez co minimalizuja produkcje RFT
i utylizacje GSH. Dzigki temu pomimo niekorzystnych warunkéw
zewnetrznych utrzymywany jest odpowiedni status glutationu, wystar-
czajacy dla antyoksydacyjnej ochrony komorek i tkanek ptazow.
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Streszczenie

U dojrzatych piciowo samcoéw Rana esculenta L. w okresie zimowa-
nia oznaczano poziom GSH w moézgu, sercu, watrobie, nerkach po poda-
niu insuliny oraz estru monoetylowego glutationu, a takze w sercu,
nerkach i watrobie po podaniu allopurynolu, jak réwniez w mozgu, wa-
trobie, nerkach i skorze po naswietlaniu UVA.

Podanie insuliny ptazom adaptowanym do temperatury 14°C spowo-
dowalo wyrazny spadek ilosci glukozy w surowicy krwi i rGwnoczesny
wzrost zawarto$ci GSH w badanych narzadach. Na podstawie uzyskanych
wynikow sugeruje si¢, ze poziom GSH w badanych narzadach w okresie
zimowania jest odwrotnie proporcjonalny do poziomu glukozy.

W tych samych narzadach u 70 dojrzalych piciowo samcow R. escu-
lenta L. réwniez pochodzacych z okresu zimowania wykazano, ze po-
danie estru monoetylowego glutationu ptazom przebywajacym w tempe-
raturze 4°C nie zmienito poziomu GSH w przeciwienstwie do ptazow
adaptowanych do temperatury 14°C. U tych ostatnich stwierdzono
statystyczny wzrost ilosci GSH w moézgu po 12 godz., watrobie po 12
i 24 godz., nerkach i sercu po 4, 12 i 24 godz. od momentu podania estru
monoetylowego glutationu. Po 48 godz. od podania estru monoetylowego
glutationu zawartos¢ GSH powrdcila do wartosci zblizonych do kontroli.
W pracy wykazano, ze mozna manipulowa¢ poziomem GSH u badanych
ptazobw w okresie zimowania przez zmiang¢ temperatury i przez podanie
substratu GSH.

Zaadaptowanie zab do wyzszej temperatury (14°C) w okresie zimo-
wania i podanie allopurynolu spowodowato wzrost zawartosci GSH
w sercu, nerkach i watrobie. Nie wykazano takiego wzrostu u plazow
przebywajacych w temperaturze zimowiska (4°C). Na podstawie uzyska-
nych wynikow sadzi si¢, ze allopurynol korzystnie wptywa na zawartos¢
GSH w badanych narzadach zaby wodne;j.

Réwniez w okresie zimowania badane ptazy adaptowano do tempe-
ratury 14°C i naswietlano UVA przez 70 min. i 140 min. U badanych pla-
zOw oznaczano zawarto$¢ GSH w modzgu, watrobie, nerkach i skorze po
uptywie 12 i 48 godzin od momentu zakonczenia ekspozycji zab na UVA.
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Po 12 godzinach w obydwoéch grupach eksponowanych na UVA stwier-
dzono statystyczny spadek zawartosci GSH, natomiast po 48 godzinach
powroét do wartosci zblizonych do kontrolnych.

Na podobnym materiale i w takich samych warunkach eksperymen-
talnych oznaczano poziom GSH, a takze GSSG w mdzgu, watrobie i ner-
kach u 40 samcow R. esculenta L. o roznej dlugosci ciata. Wykazano,
ze wraz ze wzrostem dlugosci ciata ptazéw obniza si¢ zawartos¢ GSH
i wzrasta poziom GSSG. W zwiazku z powyzszym dyskutowany jest pro-
blem zmian ilosci GSH zwiazany ze zjawiskiem starzenia si¢ organizmu.

Badano rowniez wplyw prekursora GSH, kwasu L-2-oksotiazolidyno-
4-karboksylowego (OTC) na poziom GSH i GSSG w modzgu, watrobie
i nerkach. Podanie OTC spowodowato wzrost ilosci GSH tylko u ptazow
zaadaptowanych do temperatury 14°C i r6wnoczesny spadek ilosci GSSG.

W watrobie, nerkach i sercu samcow R. esculenta L. oznaczano ilosé¢
GSH i GSSG po podaniu witaminy E. Podanie witaminy E ptazom prze-
bywajacym w temperaturze 4°C nie spowodowalo wzrostu zawartosci
GSH, a tylko statystyczny spadek ilosci GSSG. U ptazéw zaadaptowa-
nych do temperatury 14°C podanie witaminy E spowodowato wzrost ilo-
$ci GSH 1 spadek zawartosci GSSG, po 12 i 24 godzinach od momentu
podania witaminy. Po 48 godzinach uzyskane wartosci GSH 1 GSSG
w watrobie i sercu (z wyjatkiem nerek) zblizyly si¢ do wartosci kontrol-
nych. W pracy dyskutowana jest ochronna rola witaminy E w organizmie.

Z powodu kontrowersyjnych danych dotyczacych wplywu etanolu na
status glutationu, badano takze jego wptyw na zmiany ilosci GSH i GSSG
w modzgu, watrobie i nerkach badanego gatunku plaza w okresie zimowa-
nia. Podobnie jak w przypadku podania insuliny, estru monoetylowego
glutationu, allopurynolu, kwasu L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowego
czy witaminy E badania przeprowadzono w dwoch grupach ekspery-
mentalnych: u plazéw pochodzacych z temperatury 4°C i takich, ktdre
zaadaptowano do temperatury 14°C. Podanie etanolu wywolato spadek
ilosci GSH w watrobie i nerkach u zwierzat zaadaptowanych do tempe-
ratury 14°C i wzrost ilosci GSSG we wszystkich badanych narzadach,
rowniez w obydwodch grupach doswiadczalnych. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze etanol obniza status redoksowy glutationu w komoérkach
badanych narzadow.



Wykaz skrotow

GSH - glutation zredukowany
GSSG - glutation utleniony

GSH-Px — peroksydaza glutationowa
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa
NO - tlenek azotu

O, - anionorodnik ponadtlenkowy
"OH - rodnik wodorotlenowy

RFT — reaktywne formy tlenu

OTC - kwas L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowy
BSO - butionina sulfoksyniny

XD — dehydrogenaza ksantynowa
XO - oksydaza ksantynowa
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