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Zmiany zawartosci glutatiomi w krwi

I wybranych narzadach réznowiekowych myszy
wywotane chroniczng iniekcja

analogu kwasu glutaminowego—Kwasu kainowego

Streszczenie

Badania przeprowadzono na 28-dniowych i 4-miesiecznych
samicach i samcach myszy biatej, ktérym podskoérnie podawano
kwas kainowy w dawce 12 mg/kg wagi ciata przez 7 dni. Wkrwi
(u 4-miesiecznych zwierzat) oraz w homogenatach mézgu, wa-
troby i nerek oznaczano koncentracje glutationu zredukowane-
go (QSH). Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw jednozna-
cznie dowodzi, iz | chroniczna podaz kwasu kainowego vwwo-
tuje istotny spadek poziomu QSH w modzgu, watrobie i nerkach
u 28-dniowych myszy, a znaczny jego wzrost we wszystkich ba-
danych narzgdach u 4-miesiecznych zwierzat. Ponadto stwier-
dzono znacznie wyzszg zawarto$¢ GSH we wszystkich badanych
tkankach u 28-dniowych myszy kontrolnych w poréwnaniu z 4-mie-
siecznymi.

WST$P

Kwas kainowy (2-carboxyl-3-carboxymethyl-4-iajopro-penyl-
pyrrolidine) cykliczny strukturalny analog kwasu glutamino-
wego zostat wyizolowany przez Kurakami i wsp. w 1933 roku
z wodorostow morskich Diginea simplex (Olney i inni, 1974).
W sktad jego czagsteczki heterocyklicznej wchodzi czgsteczka
kwasu glutaminowego ze swymi grupami aktywnymi zasadniczo
nie naruszonymi. Jak wykazaly pierwsze badania eksperymen-
talne przeprowadzone przez Olney i wsp. w 1974 roku (Olney
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i inni, 1974), a nastepnie potwierdzone przez prace innych
autoréw (Coyle i Schwarcz, 1976; McGeer i McGeer, 1981,
Contestabile i inni, 1984), kwas kainowy jest substancjg o
bardzo silnym dziataniu neuropobudzajgcym i neurotoksycznym
na neurony centralnego systemu nerwowego. Istniejg liczne
opracowania dotyczace selektywnej degeneracji neuronow

i zmian biochemicznych w réznych strukturach mézgu w wyniku
dziatania tego kwasu. V histologicznych badaniach stwierdzo-
no neuronalne uszkodzenia miedzy innymi w hipokampie, siat-
kéwce oka, substancji czarnej, mézdzku, nadwzgdérzu i pod-
wzgorzu (Olney i inni, 1974; Olney i inni, 1979; McGeer

i McGeer, 1981).

Selektywna degeneracja neuronéw w wyniku dziatania kwa-
su kainowego polega na specyficznym powinowactwie tego
zwigzku do cholinergicznych i gabajergieznych neuronéw oraz
szczegblnym i nie do konca wyjasnionym oddziatywaniu na
okreslone receptory umiejscowione na presynaptycznych i post-
synaptycznych zakonczeniach neuronéw (Olney i inni, 1974,
Coyle i Schwarcz, 1976; Coyle, 1983).

Powyzsze fakty sa zgodne z wynikami prac innych autoréw
(Olianas i inni, 1978; Coyle i Schwarcz, 1976), ktorzy wy-
kazali, ze kwas kainowy uszkadza w prgzkowiu ciata komodrek
takze aksony cholinergicznych i gabaergicznych neurondw,
a konsekwencja tych zmian degeneracyjnych jest wyraZzne obni-
zenie poziomu acetylocholiny i kwasu -aminomaetowego, jak
rowniez wyczerpanie sie enzymdw syntezy neurotransmiteréw,

a mianowicie: acetylotrarsferazy cholinowej i dekarboksyla-
zy kwasu glutaminowego. Z kolei w swoich badaniach Kleinrok

i Turski (1981) dowiedli, ze jednorazowe dokomorowe podanie
tego kwasu wywiera wyrazny wpltyw na aktywnos$¢ ukiadéw neuro-
tranamieyjnych mozgu, czego nastepstwem jest stwierdzony

po 3 i 24 godzinach wzrost tempa zuzycia noradrenaliny i do-
paminy oraz podwyzszenie poziomu serotoniny. Ponadto po upty-
wie 24 godzin od iniekcji wykazano znaczne obnizenie aktyw-
nosci dekarboksylazy kwasu glutaminowego w prazkowiu, hi-
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pokampie, podwzgdrzu i moézdzku, natomiast po 120 gods, zau-
wazono najwieksze zmiany poziomu kwasu  -aminomastowego. Wy-
niki tych badan pozwalajg wnioskowaé, ze kwas kainowy wplywa
w rozny sposéb na aktywno$¢ monoaminergicznego i gabsnergics-
nego systemu podczas pierwszych 24 godzin po iniekcji.

Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, iz kwas kainowy
wywiera takze wplyw na poziom aminokwaséw oraz aktywno$¢ nie-
ktérych enzyméw biorgcych gdziat w przemianach metabolicz-
nych weglowodanéw i aminokwasow.

Nicklas i WSP./1979/ wykazali,iz w homogenatach prgzkowia po
iniekcji tego zwiazku wystepuje istotne obnizenie koncentra-
cji kwasu glutaminowego, asparaginowego i -aminomastowego,
a takze wyraZzne zmniejszenie aktywnos$ci dehydrogenazy kwasu
glutaminowego, aminotransferazy kwasu asparaginowego, trans*
aminazy kwasu if -aminomastowego, dehydrogenazy mleczanowej
oraz znamienny wzrost aktywnosci syntetazy glutaminy.

Z najnowszych badan wynika, ze kwas kainowy podany do
moézgu hamuje rowniez wychwyt kwasu glutaminowego i asparagi-
nowego przez skrawki moézgu i synaptosomy (Johnston i inni,
1979; Pastuszko i inni, 1984; Poli i inni, 1985), a takze
powoduje inhibicje if-glutamylotranspeptydazy kluczowego
enzymu w cyklu -glutamylomwm (Lisy i Murphy, 1984).

W Swietle przedstawionych danych nasuwa sie sugestia, iz
kwas kainowy moze wywiera¢ réwniez wplyw na poziom glutatio-
nu zredukowanego, ktéry jest jednym z najbardziej rozpowszech-
nionych w organizmie tréjpeptyddw odgrywajacym doniostg role
w wielu procesach fizjologicznych (Jocelyn, 1972; Flohe i in-
ni, 1974; Lutz 1976). Wywotane podaniem kwasu kainowego obni-
zenie aktywnosci T -glutamylotranspeptydazy oraz hamowanie
wychwytu kwasu glutaminowego, tak istotnego skiladnika gluta-
tionu, musi mie¢ tym samym wplyw na zawartos¢ i metabolizm
tego trdjpeptydu.

W zwigzku z tym celem niniejszej pracy byto zbadanie
wptywu chronicznych dawek kwasu kainowego na koncentracje
glutationu zredukowanego w krwi, modzgu, watrobie i nerkach
u 28-dniowych i 4-miesiecznych myszy.
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MATERIAL | METODY BADAN

Materiat eksperymentalny stanowito 40 samic i 40 samcow
myszy biatej pochodzacych z jednej hodowli i zywionych, po-
karmem standardowym. Eksperyment wykonano w dwoch grupach
wiekowych. Pierwsza grupa liczyta 20 samic i 20 samcow
21-dniowych o Sredniej wadze 8 g, natomiast druga grupa
obejmowata 20 samic i 20 samcéw w wieku 4 miesiecy o Sred-
niej wadze 27 g. Zar6éwno samice, jak i samce obu przedziatow
wiekowych podzielono na dwie grupy kontrolne i dwie .grupy
doswiadczalne, po 10 osobnikéw w kazdej. Zwierzetom doswiad-
czalnym podawano codziennie przez 7 dni kwas kainowy w iniek
cjach podskdrnych w dawce 12 mg/kg wagi ciata. Kwas kainowy
(Firmy Sigma Company St. Louis) rozpuszczano w aqua pro
injectione o pH =7.2 - 0.2 ustalonym NaOH zgodnie z proce-
durg podang przez Olney i wsp. (1979).

Wszystkie iniekcje wykonywano zawsze o tej samej porze,
tj. o godz. 9. Wnastepnym dniu po zakonczonych iniekcjach
myszy grup doswiadczalnych i kontrolnych zabijano przez de-
kapitacje, po czym pobierano krew (wytgcznie u 4-miesiecz-
nych myszy), preparowano mozg, watrobe oraz nerki i okresla-
no zawartos$¢ niebiatkowych grup sulfhydrylowych. Pobrang
krew (w ilo$ci 500 ul) odbiatczano stosujgc 10% TCA i 10 mii
EDTA w stosunku 1:1:1 i odwirowywano przez 5 min. przy
3 000 obr./min. Z kolei odwazone skrawki moézgu, watroby i
nerek poddawano homogenizowaniu w homogenizatorze teflonowym
w 0.1 M buforze fosforanowym o pH = 7,4, zawierajgcym
10 MM EDTA, a otrzymane homogenaty wirowano przez 15 min.
przy predkosci 15 000 obr./min. Nastepnie prébki supematan-
tow badanych tkanek odbiatczano w 10% TCA w obecnosci 10 nM
EDTA i po odwirowaniu supernatant przeznaczano do oznaczania
poziomu glutatiénu zredukowanego (GSH). Oznaczanie przepro-
wadzano dodajgc do mieszaniny zawierajgacej 3.2 nM buforu
TRIS - HCL o pH = 8.1 i 10 mMEDTA kolejne prébki superna-
tantéw, po czym dodawano roztwor DTNB w 0.05 niM buforze octa



noowm o pH * $.0. DINB (5,5 Dithio-bis-/2-Nitrobenzoic Acid)
reagujac z grupami SH, daje zdtte zabarwienie pochodzace od
powstajgcego kwasu nitrobenzoesowego, ktdrego natezenie mie-
rzono spektrofotometrycznie przy diugosci fali réownej 412 nm,
wedtug metody Ellmana (1999)* Z otrzymanych wynikéw oblicza-
no Srednie arytmetyczne i odchylenia standardowe. Statystycz-
ng ocene uzyskanych rezultatow opracowano stosujgc test "t"
Studenta - Gosaeta.

WYNIKI

wszystkie dane liczbowe dotyczace poziomu GSH w Krwi,
mozgu, watrobie i nerkach u 28-dniowych i 4-miesiecznych my-
szy grup kontrolnych,a takze myszy grup doswiadczalnych po
podaniu chronicznych dawek kwasu kainowego zestawiono
w tab. 1 oraz zilustrowano na fig. 1,2,3 i 4. Wwyniku prze-
prowadzonych badan stwierdzono, ze chroniczna podaz kwasu
kainowego wywiera odwrotny wplyw na zawartos¢ GSH w badanych
narzadach u myszy niedojrzatych piciowo w poréwnaniu ze zwie-
rzetami dorostymi. Wykazano bowiem, iz chroniczne iniekcje
tego zwiagzku wywolujg wyrazny spadek ilosci GSH w moézgu, wa
trobie i nerkach u 28-dniowych myszy. W przypadku 4-miesiecz-
nych zwierzat te same iniekcje spowodowaly istotny wzrost
koncentracji GSH zarowno w krwi, jak i w pozostalych bada-
nych narzadach.

DYSKUSJA

Przeprowadzona analiza uzyskanych wynikow wykazuje, ze
kwas kainowy wywiera istotny wplyw na poziom glutationu zre-
dukowanego (GSH) w krwi, moézgu, watrobie i nerkach zaréwno
u 28-dniowych, jak i 4-miesiecznych myszy. Wplyw chronicznych
iniekcji tego zwigzku jest jednak odmienny, wykazano bowiem
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wyrazny spadek zawartosci GSH w badanych narzgdach u 28-dnio-
wych myszy, natomiast znamienny wzrost koncentracji tego
tréojpeptydu u 4-miesiecznych zwierzat. Z drugiej strony inte-
resujacym jest fakt, ze poziom GSH we wszystkich badanych
narzadach u 28-dniowych myszy grup kontrolnych jest znacznie
wyzszy w poréwnaniu z 4-miesiecznymi. Wykazane wyrazne zmia-
ny stezenia GSH w badanych narzgdach myszy w warunkach fizjo -
logicznych, w zalezno$ci od wieku, wydajg sie by¢ uwarunkowa-
ne réznicami w zakresie aktywnos$ci metabolicznej. Potwier-
dzeniem tego jest fakt, iz poziom GSH, podobnie jak poziom
glukozy, sSwiadczy¢ moze o ogdlnym stopniu przemian metabo-
licznych (Flohe i inni, 1974) oraz, ze zawarto$¢ tego tréj-
peptydu w organizmie nie jest stata lecz podlega wahaniom

w zaleznosci od wieku, poziomu hormonéw i rodzaju spozywane-
go pokarmu (Enox, 1960). Dlatego tez dla utrzymania tej wzmo-
zonej aktywnosci niezbedny jest wysoki poziom GSH, zawierajg-
cego w swoim sktadzie grupy SH, ktére sg aktywatorami dla
wielu enzyméw metabolicznych (Kothe i Reich, 1977).

W przypadku kwasu kainowego dotychczasowe badania wska-
Zuja, ze zwigzek ten charakteryzuje sie bardzo silnym dzia-
taniem pobudzajgco-toksycznym na neurony centralnego syste-
mu nerwowego, jednakze mechanizm jego neurotokeycznego dzia-
tania nie jest jasny i w petni znany (Olney i inni, 1979;
Coyle, 1983). Badania przeprowadzone w ostatnich latach wy-
kazaty, ze domodzgowe, jak réwniez ogélnoustrdéjowe podanie
kwasu kainowego powoduje obnizenie poziomu kwasu glutamino-

wego, asparaginowego i - aminomastowego, a takze hamowa-
nie wychwytu tych aminokwaséw przez skrawki moézgu i synap-
tosomy (Nicklas i inni, 1979; Johnston i inni, 1979; Pastusz-
ko i inni, 1984; Poli i inni, 1985).

W Swietle tych danych mozna sugerowaé, ze obnizony po-
ziom GSH w modzgu, watrobie i nerkach po chronicznym podawa-
niu kwasu kainowego u 28-dniowych myszy wydaje sie byc¢ zwig-
zany z obnizeniem sie zawartosci i zahamowaniem wychwytu kwa-
su glutaminowego. Uzasadnieniem tego jest fakt, ze kwas glu-



FiIg. 1. Poziom GSH w krwi u 4-miesigcznych
samic i samcoéw myszy kontrolnych
oraz doswiadczalnych po chronicznej
podazy kwasu kainowego w dawce
12 mg/kg wagi ciata przez okres
7 dni
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tarninowy jest substratem niezbednym do biosyntezy GSH (Lutz,
1976). Ponadto mozna przypuszczac, iz stwierdzony spadek ste-
zenia QSH we wszystkich badanych narzadach, pod wplywem dzia-
tania kwasu kainowego, moze by¢ zwigzany z zahamowaniem enzy-
nmow bioracych udziat w jego syntezie. Wiadomo bowiem, ze za-
burzenia zwigzane z syntezg OSH sg spowodowane brakiem lub
niskim poziomem  -glutamylocysteinowej syntetazy lub GSH
ayntetazy (Jocelyn, 1972} Lutz, 1976). Potwierdzeniem dla
tej sugestii i dla otrzymanych wynikéw sg badania Lisy

i Murphy 0 984), ktorzy wykazali, ze kwas kainowy powoduje
istotne obnizenie aktywnosSci -glutamylotranapeptydazy

w mozgu i w nerkach.

Wiadomo, ze zjawisko wychwytu i absorpcji aminokwasow
zwigzane jest z tzw. cyklem £f-glutamylowym, w ktdrym GsH
jest gtownym czdonem,a centralng pozycje w cyklu przemian
prowadzacych do przeniesienia aminokwasu do komérki zajmuje
Jf-glutamylotranspeptydaza. Enzym ten katalizuje reakcje,

w wyniku ktorej z GsH 1 danego aminokwasu majgcego ulec prze-
mieszczeniu do wnetrza komorki powstajeTT-glutamyloaminokwas
I odszczepiona zostaje cysteinoglicyna (Meister, 1974). Dla-
tego tez wydaje sie, 1z zahamowanie t"-glutamylotranspeptyda-t
zy 1 enzymow biorgcych udziat w resyntezie GsH w trakcie
przemian cyklu V -glutamylowego moze byC powodem obnizonej
koncentracji GsH, w wyniku chronicznego podawania kwasu kai-
nowego.

Z drugiej strony, stwierdzony spadek poziomu GSH w wyni-
ku dziatania kwasu kainowego moze by¢ zwiazany z funkcjg
ochronng tego tréjpeptydu. Wiadomo bowiem, iz GSH, dzieki gru-
pom eulfhydrylowym, uczestniczy w procesach detoksykacii,
eliminacji nadtlenkow i wolnych rodnikéw (Kappas i Alvares,
1975; Lutz, 1976).

Konsekwencja bezposredniego oddziatywania kwasu kainowe-
go na tkanke mozgowg mogg byC rowniez zmiany metabolizmu ko-
morkowego 1 wzrost szkodliwych metabolitow. Poniewaz GSH za-
wiera w swej czasteczce cysteine, bierze aktywny udziat w prze-
mianach tych toksycznych metabolitow dgzac do zachowania sta-
tej rownowagi biochemicznej w komorkach mozgu. 2 drugiej stro-



ny, zgodnie z hipotezg Z. Srebrjy (1969)» komorki glejowe
Gomori-pozytywne, zawierajgace grupy SH (pochodzenia biatko-
wego), stanowig réwniez naturalng bariere ochronng moézgu o
antyoksydacyjnych witasciwosciach. Jednak, jak wykazali Maksy-
mowicz i Srebro (1972), komoérki glejowe Gomori-pozytywne u
myszy pojawiajg sie okoto 21 dnia zycia tych zwierzat* Dla-
tego mozna przyjac¢, ze u 28-dniowych myszy komoérki te nie
stanowig petnej bariery ochronnej mézgu o antyoksydacyjnym
charakterze. Bariere te etanowi natomiast GSH. W zwigzku

z tym wydaje sie, ze spadek zawartosci GSH w mézgu 28-dnio-
wych myszy po chronicznych dawkach kwasu kainowego moze byo
Spowodowany znacznym zapotrzebowaniem na te substancje
ochronna. Interesujacy i trudny do wytlumaczenia jest fakt
stwierdzenia istotnego wzrostu koncentracji GSH we wszyst-
kich badanych narzgadach u 4-miesiecznych myszy po chronicz-
nych iniekcjach kwasu kainowego.

Uzyskane wyniki sktaniajg do stwierdzenia, ze u tych
zwierzat kwas kainowy spowodowal wzrost syntezy GSH, wzgled-
nie zahamowanie jego degradacji. Wydaje sie, ze wzrost ste-
zenia GSH w moézgu nalezy rozpatrywaé w powigzaniu z innym
ukladem ochronnym o antyoksydacyjnym charakterze, jakim sg
komérki glejowe Gomori-pozytywne. Wykazany natomiast wzrost
zawartosci GSH w watrobie wynika¢ moze z zapotrzebowania na
te substancje. Zapotrzebowanie to moze by¢ konsekwencja wzmo-
zonych przemian metabolicznych w réznych tkankach i narza-
dach wynikajgcych z posredniego wzglednie bezposredniego
toksycznego ogdélnoustrojowego oddziatywania 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 injected
subcutaneous with kainic acid at the dose od 12 mg/kg of
body weight during the period of 7 days. In blood (in 4
month old animals; as well as in the brain, liyer and kidney
homogenates the concenrration of reduced glutathione (GSH)
had been determined. The statistic analysis of the obtained
results explicitly proves that the chronic dosage of kainic
acid causes a significant decrease of GSH content in the
brain, liver and kidneys of 28 day old mice whereas a consi-
derable increase of glutathione content is found in all
organs under study in 4 month old animals. Besides, it has
been proved that the level of GSH in all the tissues under
study is higher in 28 day old control mice than in 4 month

old ones.

Banbgemap Lbpova

VBVEHEHA COOEP>KAH/A EAOTATVIOHA B KPOBU U IBBPAHHBLIX OPIFAHAX
MbLLEA PA3HOIO BO3PACTA, BbBBAHHHE AHATIOTOM THOTAMVHOBOA KIAC-

JOTbl - KAVHOBCIA KUCTIOTON

Pestome

NcecnepoBaHuA Gbii opoBeeBbl Ha 28-AHEBHbLIX B 4-MeCAYHbIX
caMKax H camMuax 6esioii MbiBY, KOTOpPbIM BBOAWB KavHOBY KWC/O-
Ty B fo3ax 12 mMr Ha Kr Beca Tesla B TedeHue 7 [OHein. B KpoBu
/A-MeCAYHbIX >XMBOTHbIX/ W B romoreHatax mMo3ra, reyeHM B TMOYeEK
6bl1a onpegesieHa KOHUEHTpauusa rnératnoHa /BoccTaHOBEHHAsA
dopma/. CTaTUCTUYECKNI aHa/IM3 MNOJTyYeHHbIX Pe3y/ibTaTOB SeHO
JOKa3blBaeT,. UTO KanHOBas KWUC/0Ta BbI3blBaeT CYLLECTBEHHOE nMNa-
JeHVe YpPOBHA [/Il0TAaTMOHA B MO3TY, MeYeHU U Noykax y 28-aHeB-
HbIX MblLEM, 3aTO ero 3HayuTesSIbHbIA POCT BO BCEX OCTa/lbHbIX OC-
MaTprBaeMbIX OpraHax 4-MecsiiHbIX >XMBOTHbIX. Kpome ToOro, 6bU1
YyCTaHOB/IEH 3Hau4YUTEeNbHO BbCLWA YPOBEHb COAepPXKaHWUSA [NIOTaTUO-
Ha BO BCeX OCMaTpuBaeMbIX TKaHAX 28-AHEBHbIX MbVEA Mo cpaBHe-
HAO C 4-MeCAYHbIMW.



