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Adaptacyjne zmiany aktywnosci aldoiazy i glukozy
po podaniu kwasu kainowego
I specyficznych blokerdw

Streszczenie

Dorostym samcom myszy pierwszej grupy doswiadczalnej podawano
podskérnie kwas kainowy w jednorazowej dawce 12 mg/kg wagi ciata.
Zwierzeta drugiej grupy otrzymywatly domiesniowo atropine (5 mag/kg),
a po uptywie jednej godziny kwas kainowy w ilosci 12 mg/kg, nato-
miast myszy trzeciej grupy eksperymentalnej - odpowiednio propra-
nolol (20 mg/kg) i kwas kainowy (12 mg/kg). W homogenatach mdzgu
oznaczano aktywnos$¢ aldoiazy, a w surowicy krwi zawartos¢ glukozy u
zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych, po uplywie 1, 3, 6, 12, 24
i 48 godzin po iniekcji kwasu kainowego.

W poréwnaniu z grupg kontrolng u zwierzat eksperymentalnych w
wiekszosci badanych przedziatdéw czasowych wykazano wyrazne obnize-
nie aktywnosci aldoiazy i ilosci glukozy, szczeg6élnie po podaniu
samego kwasu kainowego, a takze propranololu i kwasu kainowego.

Wstep
Kwas kainowy - strukturalny cykliczny analog kwasu glutaminowe-

go jest wybiorczg ekscytotoksyng powodujgca selektywng degeneracje

e Zaktad Fizjologii Zwierzat Instytutu Biologii Wyzszej Szkotly
Pedagogicznej w Krakowie.
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neurondéw, a takze wyrazne zmiany biochemiczne w réznych strukturach

moézgu wielu gatunkéw kregowcow (Olney i inni, 1974; McGeer i
McGeer, 1981; Coyle, 1983; Pujol i inni, 1985; Cook i Crutcher,
1986).

Dla wyjasnienia mechanizmu dziatania kwasu kainowego zaréwno po

ogo6lnoustrojowym, dokomorowym, dozylnym i domézgowym jego podaniu

proponuje sie rozmaite hipotezy (Olney i inni, 1971, Coyle, 1983;
Kleinschmidt i inni, 1986; Cook i Crutcher, 1986), a w ostatnich
latach opierajgc sie na danych autoradiograficznych i biochemicz-

nych sugeruje sie, iz kwas ten wywiera swoje dzialanie za posredni-
ctwem receptorow kainowych, ktorych fizjologiczna rola w mozgu nie
jest dotychczas znana (Foster i inni, 1981; Henley i Oswald, 1988;
Hampson i Wenthold, 1988).

Biochemiczne efekty bedace nastepstwem dziatania kwasu kainowe-
go na neurony osrodkowego uktadu nerwowego zwigzane sg z wyraznym
obnizeniem aktywnosci enzymoOw uczestniczacych w syntezie neuro-
mediatoréw (Coyle i Schwarcz, 1976; Kleinrok i Turski, 1981), a
takze enzymow bioragcych udzial w przemianach metabolicznych weglo-
wodanéw i aminokwasow (Nicklas i inni, 1979).

Z kolei po ogodlnoustrojowym podaniu kwasu kainowego stwierdzono
obnizenie poziomu katecholamin w podwzgoérzu (Muzukawa i inni,

1976), wzrost zawartosci RNA w cytoplazmie neuronéw nucleus supra-

chiasmaticus (Lach i Srebro, 1989) i nucleus arcuatus podwzgoérza
myszy (Lach i inni, 1989), obnizenie aktywnosci 7 - glutamylotrans-
peptydazy i =zawartosci glutationu zredukowanego (Lisy i Murphy,
1984).

W innych badaniach wykazano, ze domoézgowe i ogdlnoustrojowe
iniekcje kwasu kainowego powodujg zmiany zawartosci jondw Na+, K+,
2+
Mg i wzrost wewnatrzkomoérkowej akumulacji wapnia w mobzgu

(Pastuszko i inni, 1984; Korf i Postema, 1985; Sztriha i inni,
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1985), wzrost koncentracji nadtlenkéw lipidéw (Sztriha, 1986), a
takze wyrazne podwyzszenie poziomu neuropeptydéw - somatostatyny,
cholecystokininy, neuropeptydu Y, naczynioaktywnego peptydu jelito-
wego oraz zmiany zawartosci substancji P i neurotensyny w korze
mozgu, hipokampie i prazkowiu szczuréw (Sperk i inni, 1986; Meyer i
inni, 1986; Marksteiner i inni, 1989).

Biorgc pod uwage fakt, iz po ogolnoustrojowym podaniu kwasu
kainowego wystepujg degeneracyjne i biochemiczne zmiany neuronéw
osrodkowego ukiadu nerwowego podjeto badania majgce odpowiedziec
na nastepujgce pytania:

Czy kwas kainowy charakteryzujgcy sie neuropobudzajgcymi i
neurotoksycznymi witasciwosciami powoduje zmiany aktywnosci aldolazy
w mozgu i zawartosci glukozy w surowicy krwi myszy.

Jaki wplyw wywiera jednorazowe ogoélnoustrojowe podanie kwasu
kainowego na aktywno$¢ aldolazy i stezenie glukozy u myszy, ktérym
jedng godzine wczes$niej podano atropine - substancje blokujaca
receptory cholinergiczne typu muskarynowego.

Jak iniekcja propranololu - Ileku hamujgcego przenoszenie na
synapsach beta® i betaz adrenergicznych, a nastepnie po jednej go-
dzinie kwasu kainowego wplywa na zmiany aktywnosci aldolazy i ilo-

sci glukozy.

Materiat i metodyka badan

Badania przeprowadzono na 192 czteromiesiecznych samcach myszy
0 Sredniej, wadze 26 g, pochodzacych z jednej hodowli i zywionych
pokarmem standardowym. Wszystkie uzyte do badan zwierzeta podzielo-
no na grupe kontrolng i trzy grupy doswiadczalne, po 48 osobnikéw w
kazdej. Zwierzeta pierwszej grupy doswiadczalnej otrzymywaty jedno-
razowo kwas kainowy, w postaci iniekcji podskérnej w dawce 12 mg/kg

wagi ciata.
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Myszom drugiej grupy doswiadczalnej podawano domiesniowo atro-
pine w dawce 5 mg/kg, a po uptywie jednej godziny kwas kainowy w
ilosci 12 mg/kg. Z kolei zwierzeta trzeciej grupy eksperymentalnej
otrzymywaty propranolol w ilosci 20 mg/kg, a nastepnie kwas kainowy
w dawce 12 mg/kg. Zwierzetom doswiadczalnym atropine i propranolol
podawano zawsze 0 godzinie 8°°, natomiast kwas kainowy o godzinie
9°°.

Zarowno w przypadku oznaczania aldolazy w mozgu i glukozy w su-
rowicy krwi, zabijano przez dekapitacje po 8 myszy z kazdej grupy
kontrolnej i doswiadczalnej po 1, 3, 6, 12, 24 i 48 godzinach od
momentu iniekcji kwasu kainowego, po czym pobierano krew i preparo-
wano mozgi. Pobrang krew po skrzepnieciu poddawano wirowaniu z
predkoscig 3 000 obr./min. W otrzymanej surowicy krwi oznaczano za-
wartos¢ glukozy enzymatycznie przy uzyciu testu kolorymetrycznego
Biochemtest Glukoza EO - POCh Gliwice. Wypreparowane modzgi po zwa-
zeniu homogenizowano w schitodzonym buforze fosforanowym 0.1 M o pH
= 7.4 w homogenizatorze teflonowym. Homogenaty wirowano z predko-
scig 15 000 obr./min. przez 15 minut. Po odwirowaniu w supernatan-
tach moézgu aktywnos$¢ aldolazy oznaczano metoda Brunsa (1954).

Z uzyskanych wynikéw obliczano $rednie arytmetyczne i odchyle-
nie standardowe oraz procentowe zmiany w odniesieniu do wartosci
kontrolnych. Statystyczng ocene rdéznic w aktywnosci aldolazy i za-
wartosci glukozy w poszczegdlnych grupach badawczych przeprowadzono

za pomocg testu "t" Studenta.

Wyniki

Wszystkie uzyskane dane liczbowe dotyczace aktywnosci aldolazy
w mozgu i stezenia glukozy w surowicy krwi myszy grup kontrolnych,
a takze myszy grup doswiadczalnych, ktére otrzymywaly sam kwas kai-

nowy, atropine i kwas kainowy, propranolol i kwas kainowy zestawio-
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no w tab. 1 i 2, a procentowg dynamike zmian badanych parametrow
zilustrowano na rye. 1, 2 i 3. Analiza statystyczna wykazata wzrost
aktywnosci aldolazy w odniesieniu do wartosci kontroli jedynie po

jednej godzinie od iniekcji samego kwasu kainowego i wyrazny spadek

Rye. 1 Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy w mozgu i zawartosci
glukozy w surowicy krwi samcow myszy po 1, 3, 6, 12, 24 i
48 godzinach od jednorazowego ogd6lnoustrojowego podania
kwasu kainowego

aktywnosci tego enzymu we wszystkich pozostatych okresach badaw-
czych, takze po podaniu kwasu kainowego, atropiny i kwasu kainowe-
go, propranololu i kwasu kainowego. Wzrost zawartosci glukozy w su-
rowicy krwi stwierdzono po 1 i 12 godzinach od momentu podania tyl-

ko samego kwasu kainowego oraz po 1 godzinie u myszy, ktére otrzy-
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mywaty propranolol i kwas kainowy. W pozostatych badanych przedzia-
tach godzinowych u obu grup doswiadczalnych stezenie glukozy byto
wyraznie obnizone. U zwierzat po iniekcji atropiny i kwasu kainowe-
go ilos¢ glukozy nie zmieniata sie po 1, 3, 6 i 12 godzinach, nato-
miast istotny spadek jej zawartosci miatl miejsce po 24 godzinach i

wzrost po 48 godzinach.

Ryc. 2. Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy w moézgu i ilosci
glukozy w surowicy krwi samcow myszy po podaniu atropiny, a
po uptywie jednej godziny dodatkowo iniekcji kwasu kainowe-
go
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Ryc. 3. Procentowe zmiany aktywnosci aidolazy w moézgu i zawartosci
glukozy w surowicy krwi samcéw myszy po iniekcji proprano-
lolu, a nastepnie po uptywie jednej godziny kwasu kainowego



Tabala 1

Zmiany aktywnosci aldolazy (J.m./mg tkanki) w mézgu samcow myszy po 1, 3, 6, 12, 24 1 48 godzinach

"po Jednorazowym podaniu samego kwasu kainowego,

Grupa badawcza

Kontrola

Dos$wiadczalna |

(Kwas kalnowy)

Procent kontroli
e

Doswiadczalna 11

(Atropina + kwas

kalnowy)

vﬂoomsy kontroli
£

Doswiadczalna 111
(Propranolol +
kwas kalnowy)
vﬂoomsv kontroli

* - statystycznie

0.310 +* 0.026

0.450 + 0.040

145.16
24 _862*

0.258 1 0.028

83.22

12 .574*

0.217 + 0.026

70.00
21.928*

0.317 + 0.030

0.184 + 0.024

+

58.04
27.334*

0.256 + 0.021

80.75
13.216*

0.222 + 0.011

70.03
22.299*

istotne przy p = 0,001.

Kazda grupa badawcza liczyta po 8 osobnikdw.

atropiny i kwasu kainowego
a takze propranololu 1 kwasu kainowego

Godziny

6

0.321 = 0.021

0.231 + 0.022

71.96
22.100*

0.259 + 0.044

80.68
10.073*

0.212 + 0.017

66.04
31.910*

12

0.299 = 0.017

0.232 += 0.035

77.59
13.628*

0.235 + 0.019

78.59

19.791*

0.210 + 0.020

70.23
26.283*

24

0.306 =

+

0.023
0.162 + 0.020

52.94
32.436*

0.241 + 0.020

78.75

14.709*

0.257 = 0.027

83.98
9.685*

48

0.313 + 0.026

0.154 = 0.021

49.20
37.364*

0.131 + 0.013

41.85

48_408*

0.144 + 0.024

46.00
37 .590*
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Dyskusja

Jak wynika z przeprowadzonych badan, zaréwno aktywnos$¢ aldola-
zy w mozgu, jak i stezenie glukozy w surowicy krwi myszy ulega
istotnym zmianom w warunkach dziatania kwasu kainowego, jak rowniez
w nastepstwie wczesniejszego blokowania receptoréw M-cholinergicz-
nych oraz beta-adrenergicznych i podawania kwasu kainowego.

Stwierdzony wzrost aktywnos$ci aldolazy w moézgu i zawartosci
glukozy po 1 godzinie od iniekcji kwasu kainowego nalezatoby ttuma-
czy¢ neuropobudzajgcym dziataniem tego kwasu, nasileniem sie u
zwierzat w tym okresie aktywnosci ruchowej, pojawieniem sie drgawek
i konwulsji (Pisa i inni, 1980) oraz wzrostem procesdow glikolitycz-
nych w mobzgu. Potwierdzajg to badania Collinsa i wsp. (1980),
ktérzy wykazali autoradiograficznie, stosujgc 14-C-deoksyglukoze,
ze po dozylnym podaniu kwasu kainowego (12 mg/kg) juz od 5-40 minut
miat miejsce Kkilkakrotny wzrost utylizacji glukozy w strukturach
hipokampa i przegrody, a wiec w obszarach mézgu szczegdlnie wrazli-
wych na dziatanie tego kwasu. Skiania to do sugestii, izwzrost ak-
tywnosci aldolazy w mozgu i ilosci glukozy wykazany w przeprowadzo-
nych badaniach po 1 godzinie od iniekcji kwasu kainowego jest zwig-
zany z intensywnym metabolizmem energetycznym i poprzedza ujawnie-
nie sie w poézniejszym okresie zmian degeneracyjnych i zaburzenn me-
tabolicznych.

Stwierdzony w prezentowanych badaniach spadek aktywnosci aldo-
lazy w moézgu i zawartosci glukozy w surowicy krwi w diuzszych od-
cinkach czasu po podaniu samego kwasu kainowego, a takze specyficz-
nych blokeréw i kwasu kainowego nalezatoby wiazaé z jego neurotok-
sycznym dziataniem. Mozna zatem sugerowac, ze w konsekwencji bezpo-
Sredniego oddziatywania kwasu kainowego dochodzi do zachwiania réw-

nowagi jonowej i zakiécenia metabolizmu neurondéw, co przypuszczat-
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nie prowadzi do zaburzen komoérkowej homeostazy, a w efekcie - do
degeneracji neuronéw.

Z badan Nicklasa i wsp. (1979) wynika, iz iniekcja kwasu kaino-
wego do prazkowia szczurow powoduje obnizenie aktywnosci dehydroge-
nazy mleczanowej. Pozostaje to w pewnym zwigzku przyczynowym z ob-
nizeniem sie aktywnosci aldolazy, co zostato stwierdzone w niniej-
szych badaniach.

Podanie kwasu kainowego i wywotane w tkance moézgowej miedzy in-
nymi zmiany koncentracji jonow Na+, K+, Mg2+ (Korf i Postema,
1985), wzrost wewnagtrzkomoérkowej akumulacji wapnia (Sztriha i inni,
1985), wzrost zawartosci nadtlenkéw lipidéw (Sztriha, 1986) moga
takze by¢ powodem obnizenia aktywnosci enzymow cyklu glikolityczne-
go w moézgu.

Wykazany w przeprowadzonych badaniach spadek ilosci glukozy w
surowicy krwi myszy po ogélnoustrojowym podaniu kwasu kainowego
jest trudny do interpretacji. Brak jest bowiem jakichkolwiek danych
(poza moézgiem) dotyczacych zmian w metabolizmie innych tkanek pod
wplywem dziatania tego kwasu.

Stezenie glukozy w normalnych warunkach wykazuje rytmike okoto-
dobowg i jak wiadomo jest kontrolowane przez jgdro nadskrzyZzowanio-
we (nucleus suprachiasmaticus) podwzgoérza. Jadro to réwniez uczest-
niczy w regulacji sekrecji insuliny (Yamamoto i inni, 1984).

Jest interesujgcym faktem, co wykazali Lach i Srebro (1989), ze
ogo6lnoustrojowe podanie kwasu kainowego wywiera wplyw na neurony
jadra nadskrzyZzowaniowego przez istotne zwiekszenie ilosci cyto-
plazmatycznego RNA. Jes$li przyjac¢, iz w jadrze nadskrzyzowaniowym
sg obecne receptory cholinergiczne (Miller i Billiar, 1986), na
ktore kwas kainowy szczegblnie oddziatuje, to staje sie zrozumiate,
iz kwas ten moze powodowa¢ zmiany metaboliczne i degeneracyjne neu-

ronéw tego jadra, a tym samym interferowac¢ z metabolizmem glukozy.
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U myszy atropinizowanych zablokowanie w sposéb kompetytywny
receptoréw cholinergicznych i po6zniejsze podanie kwasu kainowego
nie spowodowato istotnych zmian w zawartosci glukozy po 1, 3, 6 i
12 godzinach od iniekcji tego kwasu, zmiany te wystgpity dopiero po
24 i 48 godzinach, co moze by¢ zwigzane z odblokowaniem receptoréw
przez wydalenie sie atropiny z moczem.

Najwiekszy spadek zawartosci glukozy stwierdzony u myszy otrzy-

mujacych propranolol i kwas kainowy moze wynika¢ z faktu, iz sam
propranolol wywiera dziatanie hipoglikemiczne (Wasilewska i Bar-
giel, 1973), ktoére, jak wydaje sie, zostaje nasilone oddziatywa-

niem samego kwasu kainowego.

W konkluzji nalezy stwierdzi¢, iz uzyskane wyniki w przeprowa-
dzonych badaniach jednoznacznie przemawiajg za receptorowym dziata-
niem kwasu kainowego. Blokowanie receptorow cholinergicznych poda-
niem atropiny w wiekszym stopniu ogranicza neurotoksyczne dziatanie
kwasu kainowego w poréwnaniu z blokadg receptoréw beta-adrenergicz-

nych przez propranolol.
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Waldemar Szaroma

ADAPTATIVE CHANGES IN THE ACTIVITY
OF ALDOLASE AND GLUCOSE AFTER DOSING

OF KAINIC ACID AND SPECIFIC BLOCKERS

Summary

Adult male mice of the first experimental group were given
subcutaneous kainic acid in a single dose of 12 mg/kg body weight.
Animals from the second group were given intramuscularly atropine
(5 mg/kg b.w.), and after a lapse of 1 hour - kainic acid in a dose
of 12 mg/kg, while those of the third group respectively propra-
nolol (20 mg/kg b.w.) and kainic acid (12 mg/kg) 1, 3, 6, 12, 24
and 48 hours after the kainic acid injection the activity of aldo-
lase in cerebral homogenates and the content of glucose in blood
serum were determined both in the experimental and control animals.
In most of the examined time intervals a marked decrease in the
activity of aldolase and in the glucose content was found in the
experimental animals, compared with the control group. This effect
was particularly strong after injection of nothing but kainic acid

or propranolol and kainic acid.
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Banvpgemap LWapoma

AOANTAUNOHHBIE USMEHEHWNA AKTWUBHOCTU ANAONA3A
N TNOKO3A B YCNOBUAX BANAHUA KAMHOBOW KWCNOTHI,
A TAKXE CIMEYNOPUNYECKNX BAOKUPYIOLWNX ®AKTOPOB

Pes3twme

B3poc/ibiM caMLLOM MbILLE MepBOM MOAOMbLITHOW rpynnbl MOAKOXXHO
O6blla BBefeHa KauMHOBas KucfoTa B 04HOpPas3oBOM pfo3e 12 MT./KT.
Beca Tenia. JXMBOTHble BTOPOM TrpynMbl MOAyYasIM BHYTPEMbILLIEYHO
atponuH 5 mMr./Kr., a nocsae OA4HOro 4Yaca KaMHOBYI KWCMOTY B KO-
nuyecTtBe 12 M r./Kr., MbilUM TPeTbeEW rpynnbl Nosyyasn nponpaHaposib
(20 Mmr./Kr., a TakKXKe KauHOBYK KucnoTy 12 mr./Kr. B romoreHartax
Mo3ra 6blla oTMedyeHa aKTMBHOCTb anbpossia, a B CbiIBOPOAKE KpPOBU
KO/IMYECTBO [/II0KO3a Y KOHTPOJIbHbIX M MNOAOMbITHbLIX >XMBOTHbLIX MoOc/e
1, 3, 6, 12, 24 n 49 4yacoB NOC/Ne MHBEKLUUMN KaMHOBOWN KUCMOTbI. [1o
CpaBHEHM C KOHTPO/IbHOW Trpynnoii, y MNoAONbITHbIX, Y 60/MbLUMHCTBA
nccnefoBaHHbIX BPEMEHHbIX FpaHUL, 6bIJI0 OTMEYEHO YETKOE CHW>KeHue
aKTUBHOCTU anbpAosssa, a TakkKe KOoNM4ecTBa r/1H0Ko3a, npeXkge BCero
nocsie BBeAEHUS KaMHOBOM KUCAOTbI, a TakXKe MponpaHosii M KanHOBOWM

KNC/NOThbI.
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