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Zmiany zawartości glutatiomi w krwi 
i wybranych narządach różnowiekowych myszy

wywołane chroniczną iniekcją 
analogu kwasu glutaminowego—Kwasu kainowego

Streszczenie

Badania przeprowadzono na 28-dniowych i  4-miesięcznych 
samicach i  samcach myszy b ia łe j , którym podskórnie podawano 
kwas kainowy w dawce 12 mg/kg wagi c ia ła  przez 7 dni. W krwi 
(u 4-miesięcznych zw ierząt) oraz w homogenatach mózgu, wą­
troby i  nerek oznaczano koncentrację glutationu zredukowane­
go (QSH). Analiza statystyczna otrzymanych wyników jednozna­
cznie dowodzi, iż  | chroniczna podaż kwasu kainowego wywo­
łu je  isto tn y  spadek poziomu QSH w mózgu, wątrobie i  nerkach 
u 28-dniowych myszy, a znaczny jego wzrost we wszystkich ba­
danych narządach u 4-miesięcznych zw ierząt. Ponadto stw ier­
dzono znacznie wyższą zawartość GSH we wszystkich badanych 
tkankach u 28-dniowych myszy kontrolnych w porównaniu z 4-m ie- 
sięcznym i.

WST$P

Kwas kainowy (2-carboxyl-3-carboxym ethyl-4-iajopro-penyl- 
pyrrolid ine) cykliczny strukturalny analog kwasu glutamino­
wego zo sta ł wyizolowany przez Kurakami i  wsp. w 1933 roku 
z wodorostów morskich Diginea simplex (Olney i  in n i, 1974).
W skład jego cząsteczki heterocyklicznej wchodzi cząsteczka 
kwasu glutaminowego ze swymi grupami aktywnymi zasadniczo 
nie naruszonymi. Jak  wykazały pierwsze badania eksperymen­
talne przeprowadzone przez Olney i  wsp. w 1974 roku (Olney
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i  in n i, 1974), a następnie potwierdzone przez prace innych 
autorów (Coyle i  Schwarcz, 1976; McGeer i  McGeer, 1981;
Contesta b ile  i  in n i, 1984), kwas kainowy je s t  substancją o 
bardzo silnym działan iu  neuropobudzającym i  neurotoksycznym 
na neurony centralnego systemu nerwowego. I s tn ie ją  liczn e  
opracowania dotyczące selektywnej degeneracji neuronów 
i  zmian biochemicznych w różnych strukturach mózgu w wyniku 
d zia łan ia  tego kwasu. V h isto lo giczn y ch  badaniach stwierdzo­
no neuronalne uszkodzenia między innymi w hipokampie, s i a t ­
kówce oka, su b sta n cji czarn ej, móżdżku, nadwzgórzu i  pod­
wzgórzu (Olney i  in n i, 1974; Olney i  in n i, 1979; McGeer 
i  McGeer, 1981).

Selektywna degeneracja neuronów w wyniku d zia łan ia  kwa­
su kainowego polega na specyficznym powinowactwie tego 
związku do cholinergicznych i  gabajergieznych neuronów oraz 
szczególnym i  n ie do końca wyjaśnionym oddziaływaniu na 
określone receptory umiejscowione na presynaptycznych i  p o s t- 
synaptycznych zakończeniach neuronów (Olney i  in n i, 1974; 
Coyle i  Schwarcz, 1976; C oyle , 1983).

Powyższe fak ty  są zgodne z wynikami prac innych autorów 
(Olianas i  in n i, 1978; Coyle i  Schwarcz, 19 76 ), którzy wy­
k a z a li , że kwas kainowy uszkadza w prążkowiu c ia ła  komórek 
także aksony cholinergicznych i  gabaergicznych neuronów, 
a konsekwencją tych zmian degeneracyjnych je s t  wyraźne obni­
żenie poziomu acety loch olin y  i  kwasu -aminomaełowego, jak 
również wyczerpanie s ię  enzymów syntezy neurotransmiterów, 
a mianowicie: a cety lo tra rsfe ra zy  cholinowej i  dekarboksyla ­
zy kwasu glutaminowego. Z k o le i w swoich badaniach Kleinrok 
i  Turski (1981) dow iedli, że jednorazowe dokomorowe podanie 
tego kwasu wywiera wyraźny wpływ na aktywność układów neuro- 
tranamieyjnych mózgu, czego następstwem je s t  stwierdzony 
po 3 i  24 godzinach wzrost tempa zużycia noradrenaliny i  do- 
paminy oraz podwyższenie poziomu seroton iny. Ponadto po upły­
wie 24 godzin od in ie k c ji  wykazano znaczne obniżenie aktyw­
n ości dekarboksylazy kwasu glutaminowego w prążkowiu, h i -
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pokampie, podwzgórzu i  móżdżku, natomiast po 120 gods, zau­
ważono największe zmiany poziomu kwasu -aminomasłowego. Wy­
n ik i tych badań pozwalają wnioskować, że kwas kainowy wpływa 
w różny sposób na aktywność monoaminergicznego i  gabsnergics- 
nego systemu podczas pierwszych 24 godzin po in ie k c ji .

Na podkreślenie zasługuje również fa k t , iż  kwas kainowy 
wywiera także wpływ na poziom aminokwasów oraz aktywność n ie ­
których enzymów biorących ąd ział w przemianach m etabolicz­
nych węglowodanów i  aminokwasów.
Nicklas i  W SP./1979/ wykazali,iż w homogenatach prążkowia po 
in ie k c ji  tego związku występuje isto tn e  obniżenie koncentra­
c j i  kwasu glutaminowego, asparaginowego i  -aminomasłowego, 
a także wyraźne zmniejszenie aktywności dehydrogenazy kwasu 
glutaminowego, aminotransferazy kwasu asparaginowego, trans* 
aminazy kwasu if -aminomasłowego, dehydrogenazy mleczanowej 
oraz znamienny wzrost aktywności syntetazy glutaminy.

Z najnowszych badań wynika, że kwas kainowy podany do 
mózgu hamuje również wychwyt kwasu glutaminowego i  asparagi­
nowego przez skrawki mózgu i  synaptosomy (Johnston i  in n i, 
1979; Pastuszko i  in n i, 1984; P o li i  in n i, 1985), a także 
powoduje in h ib ic je  if -glutamylotranspeptydazy kluczowego 
enzymu w cyklu -glutam ylowym (L isy  i  Murphy, 1984).

W św ietle  przedstawionych danych nasuwa s ię  su gestia , iż  
kwas kainowy może wywierać również wpływ na poziom g lu ta t io -  
nu zredukowanego, który je s t  jednym z najbardziej rozpowszech­
nionych w organizmie trójpeptydów odgrywającym doniosłą rolę 
w wielu procesach fiz jo lo giczn ych  (Jocelyn , 1972; Flohe i  in­
n i , 1974; Lutz 1976). Wywołane podaniem kwasu kainowego obni­
żenie aktywności ТГ -glutamylotranspeptydazy oraz hamowanie 
wychwytu kwasu glutaminowego, tak istotnego składnika g lu ta - 
tionu, musi mieć tym samym wpływ na zawartość i  metabolizm 
tego trójpeptydu.

W związku z tym celem n in i e js z e j  pracy b y ło  zbadanie 
wpływu chronicznych  dawek kwasu kainowego na k o n cen trację  
g lu ta tio n u  zredukowanego w k rw i, mózgu, w ątrobie i  nerkach 
u 28-dniow ych i  4 -m iesięczn y ch  myszy.
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MATERIAŁ I  METODY BADAN

M ateriał eksperymentalny stanow iło 40 samic i  40 samców 
myszy b ia łe j  pochodzących z jednej hodowli i  żywionych, po­
karmem standardowym. Eksperyment wykonano w dwóch grupach 
wiekowych. Pierwsza grupa l ic z y ła  20 samic i  20 samców 
21-dniowych o śred n iej wadze 8 g , natom iast druga grupa 
obejmowała 20 samic i  20 samców w wieku 4 m iesięcy o śred­
n ie j wadze 27 g .  Zarówno samice, jak  i  samce obu przedziałów 
wiekowych podzielono na dwie grupy kontrolne i  dwie .grupy 
doświadczalne, po 10 osobników w k a żd e j. Zwierzętom doświad­
czalnym podawano codziennie przez 7 dni kwas kainowy w in iek  
cjach  podskórnych w dawce 12 mg/kg wagi c i a ła .  Kwas kainowy 
(Firmy Sigma Company S t .  Louis) rozpuszczano w aqua pro 
in je c tio n e  o pH = 7 . 2  -  0 .2  ustalonym NaOH zgodnie z proce­
durą podaną przez Olney i  wsp. (1 9 79).

W szystkie in ie k c je  wykonywano zawsze o t e j  samej porze, 
t j .  o godz. 9 . W następnym dniu po zakończonych in iek cja ch  
myszy grup doświadczalnych i  kontrolnych zabijano przez de- 
k a p ita c ję , po czym pobierano krew (wyłącznie u 4 -m ie się cz - 
nych m yszy), preparowano mózg, wątrobę oraz nerki i  określa­
no zawartość niebiałkowych grup sulfhydrylow ych. Pobraną 
krew (w i l o ś c i  500 u l)  odbiałczano sto su ją c  10% TCA i  10 mli 
EDTA w stosunku 1:1 :1  i  odwirowywano przez 5 min. przy 
3 000 obr./m in . Z k o le i odważone skrawki mózgu, wątroby i  
nerek poddawano homogenizowaniu w homogenizatorze teflonowym 
w 0.1 M buforze fosforanowym o pH = 7 ,4 ,  zawierającym 
10 mM EDTA, a otrzymane homogenaty wirowano przez 15 min. 
przy prędkości 15 000 ob r./m in . Następnie próbki supem atan- 
tów badanych tkanek odbiałczano w 10% TCA w obecności 10 mM 
EDTA i  po odwirowaniu supernatant przeznaczano do oznaczania 
poziomu g lu ta tió n u  zredukowanego (GSH). Oznaczanie przepro­
wadzano dodając do mieszaniny zaw ierającej 3 .2  mM buforu 
TRIS -  HCL o pH = 8.1 i  10 mM EDTA kolejne próbki superna­
tan t ów, po czym dodawano roztwór DTNB w 0 .05  mM buforze octa



nowym o pH * $ .0 .  DTNB (5 ,5  D ith io -b is-/2 -N itro b e n zo ic  Acid) 
reagując z grupami SH, daje żó łte  zabarwienie pochodzące od 
powstającego kwasu nitrobenzoesowego, którego natężenie mie­
rzono spektrofotom etrycznie przy długości f a l i  równej 412 nm, 
według metody Ellmana (1999)* Z otrzymanych wyników oblicza­
no średnie arytmetyczne i  odchylenia standardowe. S ta ty sty cz ­
ną ocenę uzyskanych rezultatów opracowano stosu jąc te s t  " t"  
Studenta -  Gosaeta.

WYNIKI

w szystkie dane liczbowe dotyczące poziomu GSH w krwi, 
mózgu, wątrobie i  nerkach u 28-dniowych i  4-miesięcznych my­
szy grup kontrolnych,a także myszy grup doświadczalnych po 
podaniu chronicznych dawek kwasu kainowego zestawiono 
w ta b . 1 oraz zilustrowano na f i g .  1 ,2 ,3  i  4 . W wyniku prze­
prowadzonych badań stwierdzono, że chroniczna podaż kwasu 
kainowego wywiera odwrotny wpływ na zawartość GSH w badanych 
narządach u myszy niedojrzałych płciowo w porównaniu ze zwie­
rzętami dorosłym i. Wykazano bowiem, iż  chroniczne in iek cje  
tego związku wywołują wyraźny spadek i lo ś c i  GSH w mózgu, wą­
tro b ie  i  nerkach u 28-dniowych myszy. W przypadku 4-m iesięcz- 
nych zwierząt te  same in iek cje  spowodowały isto tn y  wzrost 
koncentracji GSH zarówno w krwi, jak i  w pozostałych bada­
nych narządach.

DYSKUSJA

Przeprowadzona analiza uzyskanych wyników wykazuje, że 
kwas kainowy wywiera is to tn y  wpływ na poziom glutationu zre­
dukowanego (GSH) w krwi, mózgu, wątrobie i  nerkach zarówno 
u 28-dniowych, jak i  4-miesięcznych myszy. Wpływ chronicznych 
in ie k c ji  tego związku je s t  jednak odmienny, wykazano bowiem
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wyraźny spadek zawartości GSH w badanych narządach u 28-dnio- 
wych myszy, natomiast znamienny wzrost koncentracji tego 
trójpeptydu u 4-m iesięcznych zw ierząt. Z drugiej strony in te ­
resującym je s t  fa k t , że poziom GSH we wszystkich badanych 
narządach u 28-dniowych myszy grup kontrolnych je s t  znacznie 
wyższy w porównaniu z 4-miesięcznymi. Wykazane wyraźne zmia­
ny stężenia GSH w badanych narządach myszy w warunkach f i z jo ­
logicznych, w zależności od wieku, wydają s ię  być uwarunkowa­
ne różnicami w zakresie aktywności m etabolicznej. Potwier­
dzeniem tego je s t  fa k t , iż  poziom GSH, podobnie jak poziom 
glukozy, świadczyć może o ogólnym stopniu przemian metabo­
licznych (Flohe i  in n i, 1974) oraz, że zawartość tego t r ó j ­
peptydu w organizmie nie je s t  s ta ła  lecz  podlega wahaniom 
w zależności od wieku, poziomu hormonów i  rodzaju spożywane­
go pokarmu (£nox, I9 6 0 ). Dlatego też dla utrzymania te j  wzmo­
żonej aktywności niezbędny je s t  wysoki poziom GSH, zawierają­
cego w swoim składzie grupy SH, które są aktywatorami dla 
wielu enzymów metabolicznych (Kothe i  Reich, 1977).

W przypadku kwasu kainowego dotychczasowe badania wska­
zu ją , że związek ten charakteryzuje s ię  bardzo silnym dzia­
łaniem pobudzająco-toksycznym na neurony centralnego sy ste ­
mu nerwowego, jednakże mechanizm jego neurotokeycznego dzia­
łan ia  nie je s t  jasny i  w pełni znany (Olney i  in n i, 1979; 
Coyle, 1983). Badania przeprowadzone w ostatnich  latach  wy­
kazały, że domózgowe, jak również ogólnoustrójowe podanie 
kwasu kainowego powoduje obniżenie poziomu kwasu glutamino­
wego, asparaginowego i  -  aminomasłowego, a także hamowa­
nie wychwytu tych aminokwasów przez skrawki mózgu i  synap- 
tosomy (N icklas i  in n i, 1979; Johnston i  in n i, 1979; Pastusz­
ko i  in n i, 1984; P o li i  in n i, 1985).

W św ietle  tych danych można sugerować, że obniżony po­
ziom GSH w mózgu, wątrobie i  nerkach po chronicznym podawa­
niu kwasu kainowego u 28-dniowych myszy wydaje s ię  być zwią­
zany z obniżeniem s ię  zawartości i  zahamowaniem wychwytu kwa­
su glutaminowego. Uzasadnieniem tego je s t  fa k t , że kwas g lu -



Fig. 1. Poziom GSH w krwi u 4-m iesięcznych 
samic i  samców myszy kontrolnych 
oraz doświadczalnych po chronicznej 
podaży kwasu kainowego w dawce 
12 mg/kg wagi c ia ła  przez okres 
7 dni
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tarninowy je s t  substratem niezbędnym do biosyntezy GSH (Lutz, 
1976). Ponadto można przypuszczać, iż  stwierdzony spadek s tę ­
żenia QSH we wszystkich badanych narządach, pod wpływem dzia­
łania kwasu kainowego, może być związany z zahamowaniem enzy­
mów biorących udział w jego sy n te z ie . Wiadomo bowiem, że za­
burzenia związane z syntezą OSH są spowodowane brakiem lub 
niskim poziomem -glutam ylocysteinow ej syntetazy lub GSH 
ayntetazy (Jo ce lyn , 1972} Lutz, 1976). Potwierdzeniem dla 
t e j  s u g e s tii  i  dla otrzymanych wyników są badania Lisy 
i  Murphy 0  984), którzy w ykazali, że kwas kainowy powoduje 
isto tn e  obniżenie aktywności -glutamylotranapeptydazy 
w mózgu i  w nerkach.

Wiadomo, że zjawisko wychwytu i absorpcji aminokwasów 
związane jest z tzw. cyklem £* -glutamylowym, w którym GSH 
jest głównym członem,a centralną pozycję w cyklu przemian 
prowadzących do przeniesienia aminokwasu do komórki zajmuje 
Jf-glutamylotranspeptydaza. Enzym ten katalizuje reakcję, 
w wyniku której z GSH i danego aminokwasu mającego ulec prze­
mieszczeniu do wnętrza komórki powstajeTT-glutamyloaminokwas 
i odszczepiona zostaje cysteinoglicyna (Meister, 1974). Dla­
tego też wydaje się, iż zahamowanie t'-glutamylotranspeptyda-t 
zy i enzymów biorących udział w resyntezie GSH w trakcie 
przemian cyklu V  -glutamylowego może być powodem obniżonej 
koncentracji GSH, w wyniku chronicznego podawania kwasu kai­
nowego.

Z drugiej stron y, stwierdzony spadek poziomu GSH w wyni­
ku działania kwasu kainowego może być związany z funkcją 
ochronną tego trójpeptydu. Wiadomo bowiem, iż  GSH, d zięk i gru­
pom eulfhydrylowym, uczestniczy w procesach d etoksykacji, 
e lim in a cji nadtlenków i  wolnych rodników (Kappas i  Alvares, 
1975; Lutz, 1976).

Konsekwencją bezpośredniego oddziaływania kwasu kainowe- 
go na tkankę mózgową mogą być również zmiany metabolizmu ko­
mórkowego i wzrost szkodliwych metabolitów. Ponieważ GSH za­
wiera w swej cząsteczce cysteinę, bierze aktywny udział w prze­
mianach tych toksycznych metabolitów dążąc do zachowania sta­
łej równowagi biochemicznej w komórkach mózgu. 2 drugiej stro-



ny, zgodnie z hipotezą Z . Srebrjy (1969)» komórki glejowe 
Gomori-pozytywne, zawierające grupy SH (pochodzenia b iałko­
wego), stanowią również naturalną barierę ochronną mózgu o 
antyoksydacyjnych w łaściw ościach. Jednak, jak wykazali Maksy­
mowicz i  Srebro (1972), komórki glejowe Gomori-pozytywne u 
myszy pojawiają s ię  około 21 dnia życia tych zwierząt* Dla­
tego można p rzyjąć, że u 28-dniowych myszy komórki te  nie 
stanowią pełnej bariery ochronnej mózgu o antyoksydacyjnym 
charakterze. Barierę tę  etanowi natomiast GSH. W związku 
z tym wydaje s i ę ,  że spadek zawartości GSH w mózgu 28-dnio- 
wych myszy po chronicznych dawkach kwasu kainowego może byó 
Spowodowany znacznym zapotrzebowaniem na tę  substancję 
ochronną. In teresujący i  trudny do wytłumaczenia je s t  fak t 
stwierdzenia istotn ego wzrostu koncentracji GSH we wszyst­
kich  badanych narządach u 4-miesięcznych myszy po chronicz­
nych in iekcjach  kwasu kainowego.

Uzyskane wyniki sk łan ia ją  do stw ierdzenia, że u tych 
zwierząt kwas kainowy spowodował wzrost syntezy GSH, względ­
nie zahamowanie jego d egradacji. Wydaje s ię ,  że wzrost s tę ­
żenia GSH w mózgu należy rozpatrywać w powiązaniu z innym 
układem ochronnym o antyoksydacyjnym charakterze, jakim są 
komórki glejowe Gomori-pozytywne. Wykazany natomiast wzrost 
zawartości GSH w wątrobie wynikać może z zapotrzebowania na 
tę  su b stan cję . Zapotrzebowanie to  może być konsekwencją wzmo­
żonych przemian metabolicznych w różnych tkankach i  narzą­
dach wynikających z pośredniego względnie bezpośredniego 
toksycznego ogólnoustrojowego oddziaływania kwasu kainowego.
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Waldemar Szaroma

THE CHANGES IN GLUTATHIONE CONTENT IN BLOOD OF SELECTED 
ORGANS OF MICE OF VARIOUS AGES CAUSED BY CHRONIC DOSAGE 

OF THE ANALOGUE OF GLUTAMIC ACID -  THE KAINIC ACID

Summary

The research was carried out on 28 day and 4 month old 
females and males of the white mouse which were in jecte d  
subcutaneous with k a in ic  acid at the dose od 12 mg/kg of 
body weight during the period o f 7 days. In blood (in  4 
month old anim als; as w ell as in the brain , l iy e r  and kidney 
homogenates the concenrration of reduced glutathion e (GSH) 
had been determined. The s t a t i s t i c  an alysis of the obtained 
r e s u lts  e x p lic i t ly  proves th a t the chronic dosage o f kain ic 
acid causes a s ig n ific a n t decrease o f GSH content in  the 
brain , l iv e r  and kidneys o f 28 day old mice whereas a con si­
derable increase of glutathion e content i s  found in a l l  
organs under study in 4 month old anim als. B esides, i t  has 
been proved th at the le v e l o f GSH in  a l l  the tissu e s  under 
study is  higher in  28 day old con trol mice than in 4 month 
old ones.

Вальдемар Шарома

ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ ЕЯЮТАТИОНА В КРОВИ И ИЗБРАННЫХ ОРГАНАХ 

МЫШЕЙ РАЗНОГО ВОЗРАСТА, ВЫЗВАННЫЕ АНАЛОГОМ ГЛЮТАМИНОВОЙ КИС­

ЛОТЫ -  КАИНОВСЙ КИСЛОТОЙ

Резюме

Исследования были ороведевы на 28-дневных в 4-месячных 
самках н самцах белой мыви, которым вводив каинову кисло­
ту в дозах 12 мг на кг веса тела в течение 7 дней. В крови 
/4-месячных животных/ и в гомогенатах мозга, печени в почек 
была определена концентрация глбтатиона /восстановленная 
Форма/. Статистический анализ полученных результатов яено 
доказывает,. что каиновая кислота вызывает существенное па­
дение уровня глютатиона в мозгу, печени и почках у 28 -днев­
ных мышей, зато его значительный рост во всех остальных ос­
матриваемых органах 4-месячных животных. Кроме того, был 
установлен значительно высший уровень содержания глютатио­
на во всех осматриваемых тканях 28-дневных мыией по сравне­
нию с 4-месячными.


