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Streszczenie

Oznaczano zawarto$¢ glutationu (GSH) w homogenatach mézgu,
watroby, S$ledziony i nerek u myszy pp podaniu 5-fuorouracylu
i adriblastyny. Cytostatyki podawano w iniekcjach domiesniowych,
wykazano statystycznie istotne zmiany poziomu GSH we wszystkich
badanych narzgdach. W pracy jest dyskutowany problem wpltywu
podawanych cytostatykéw na zawartos$¢ glutationu w badanych tkan-
kach.

Wydaie sie bowiem, ze poziom GSH moze by¢ traktowany jako
marker aktywnosci metabolicznej u myszy.

Wbtep

Glutation (GSH) uczestniczy w katalizie enzymatycznej jako ko-
ferment wielu enzymoéw, takich jak: glioksalaza, izomeraza endotlen-
kéw prostaglandynowych, transferaza y-—glutamylowa (Liczmanski
1988). Podkresli¢ nalezy znaczenie GSH w takich procesach, jak:
denaturacja biatek i tworzenie fibryny (Kopczynski 1976), regulacja
homeostazy Ca2+ w hepatocytach (Mikstacka 1988), transport ami-
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nokwaséw przez btone komdérkowa - cykl y-glutamylowy (Lutz 1975),
oraz w funkcjonowaniu niektorych hormonéw (Sojar 1989). Dzieki
ugrupowaniu - SH, glutation wuczestniczy: w reakcjach oksydacyj-
no-redukcyjnych (Ortowski 1976), w neurotransmisji wzdtuz wiékien
nerwowych i w wyzwalaniu neurotransmiterow (Perez 1972), w cyklu
y-glutamylowym, oraz, co bardzo wazne, bierze udziat takze w mitozie
i syntezie RNA jadrowego (Olney 1969, Meister A. 1974).

Jak wynika z powyzszych danych zawartos¢ GSH moze wskazywaé
na kierunek i tempo przemian metabolicznych w organizmie zwie-
rzecym. Dlatego tez zainteresowano sie, jaki wpltyw na zawartosé
GSH w badanych tkankach ma podawanie wybranych lekéw. Zastoso-
wano 5-fluorouracyl i adriblastyne, jako powszechnie stosowane w che-
mioterapii ksenobiotyki. 5-fluorouracyl jest analogiem uracylu, z grupy
antymetabolitow o dziataniu cytostatycznym. Jako antagonista piry-
midyny hamuje synteze DNA i RNA, powodujgc zaktdcenie prawid-
towych przemian biochemicznych komodérek nowotworowych. Dziata
po okoto czterech godzinach od chwili wstrzykniecia. W watrobie
w znacznej czesci ulega zmetabolizowaniu do uracylu, a tylko okoto
20% wydala sie z moczem w stanie niezmienionym. Lek ten jest
stosowany jako S$rodek paliatywny w nieoperacyjnym raku sutka,
odbytu i okreznicy; bywa réwniez stosowany w nieoperacyjnym raku
zotadka, trzustki, watroby, macicy, jajnikdbw i pecherza moczowego
oraz w przerzutach raka jelita grubego. 5-fluorouracyl cechuje silne
dziatanie uboczne i z tego powodu zostatl on niemal zarzucony
(Podlewski, Chwalibogowska 1985).

Adriblastyna (Doxorubicyna) jest natomiast antybiotykiem z grupy
antracyklin, wytwarzanym przez szczep Streptomyces peuceticus var.
caesius Jest pochodng daunorubicyny, o silniejszym od niej dziataniu
antymitotycznym i cytostatycznym. Ma tez Kklinicystycznie wiekszg
skutecznos¢. Hamuje synteze DNA i RNA. Wstrzyknieta dozylnie
szybko przenika do tkanek, ulegajac w watrobie zmetabolizowaniu.
Wydala sie powoli z moczem i katem. Jest stosowana w ostrej biataczce
limfoblastycznej i mieloblastycznej, w ziarnicy zto$liwej, chtoniakach
nieziarniczych, nieoperacyjnych przypadkach miesaka tkanek miek-
kich, neuroblastomie, nabtoniaku kosmoéwkowym macicy, raku prze-
wodu pokarmowego, raku ptuc. Ostatnio zanotowano dobre wyniki
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w leczeniu raka oskrzeli, raka sutka, nerwiaka niedojrzatego, raka
tarczycy i jego przerzutéw. Dziatanie uboczne adriblastyny charakte-
ryzuje sie nieco niniejszga toksycznoscig niz pozostatych cytostatykow,
moga wystepowac zmiany elektrokardiograficzne, obejmujgace dodatko-
we skurcze komorowe, czestoskurcz, a rzadziej wystepuje azotemia,
kardiotoksycznos$é¢, (Podlewski, Chwalibogowska 1985).

Dlatego tez w niniejszej pracy podjeto prdobe okreslenia wplywu
lekéw z grupy antymetabolitéw, takich jak: 5-fluorouracyl i adriblastyna
na zawartos¢ GSH w mozgu, watrobie, sledzionie i nerkach w aspekcie
zawartego w nich glutationu. Poréwnano rowniez toksycznos¢ obu
preparatow.

Materiat i metodyka badan

Badania przeprowadzono na 15 samicach i 15 samcach myszy.
Byly one selekcjonowane pod wzgledem ciezaru ciata. Zwierzeta
podzielono na jedng grupe kontrolng i dwie grupy doswiadczalne, po
dziesie¢ osobnikéw, tj. 5 samic i 5 samcéw w kazdej.

Zwierzeta pierwszej grupy doswiadczalnej otrzymywaty w iniekcji
domiesniowej 5-fluorouracyl, w dawce 5 mg/kg wagi ciata przez okres
7 dni. Natomiast myszom drugiej grupy doswiadczalnej podawano
w iniekcji domiesniowej adriblastyne w dawce 1,5 mg/kg wagi ciata
przez okres 7 dni.

Grupe kontrolng stanowity osobniki nie poddawane wplywowi
cytostatykéw. Po dekapitacji pobierano moézg, watrobe, $ledzione
i nerki, w ktorych oznaczano zawartos¢ GSH. Badane narzady po
zwazeniu homogenizowano w wychtodzonym 0,1 M buforze fosfora-
nowym o pH 7,4 zawierajgcym 10 mM EDTA. Nastepnie homogenaty
wirowano w temperaturze 4°C przez 15 min przy 15 000 g. Z kolei
probki supernatantéw badanych tkanek odbiatczano w 10% TCA
w obecnosci 10 mM EDTA i po odwirowaniu przez 5 min przy
3 000 g uzyskany supernatant przeznaczano do okreslenia GSH.
Poziom GSH oznaczano metoda Ellmana (Ellman 1959) w superna-
tantach mézgu, watroby, Sledziony i nerek. W metodzie tej uzywa sie
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DTNB, ktory reaguje z grupami - SH, dajagc zo6tte zabarwienie
pochodzgce od powstajgcego kwasu tionitrobenzoesowego (TNBA).
Jego natezenie mierzono spektrofotometrycznie przy A = 412 nm.
Z uzyskanych danych wyliczono $rednie arytmetyczne i odchylenia
standardowe. W celu stwierdzenia statystycznej istotnosci uzyskanych
wynikoéw zastosowano test ,t”.

Wyniki

Wszystkie dane liczbowe zestawiono w tabelach 1, 2 oraz zilustro-
wano na rye. 1 i 2. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono
we wszystkich przypadkach zaréwno u samic, jak i samcow obnizenie

sie w badanych narzadach poziomu GSH w stosunku do grupy
kontrolnej.

Tab. 1. Zmiany zawartosci glutationu GSH w wybranych narzadach samic my-
szy po podaniu 5-fiuorouracylu i adriblastyny, przez okres 7 dni

X 8r. %X s odchy-  sx
Badany ilos¢ %Sr lenie Sredni wh”
narzad Grupy badawcze GSH ilos¢ standar- btad
GSH dowe

Kontrolna 0,778 100 0,043 0,019 -
Mézg Doswiadczalna | 0,542 69,7 0,043 0,019 8,547 *

Doswiadczalna Il 0,606 77,9 0,060 0,027 5,114 *

Kontrolna 2,095 100 0,050 0,022 -
Wwatroba  pogwiadczalna I 1,269 60,5 0,051 0,022 25,673 *

Doswiadczalna 11 1320 63,0 0,041 0,018 26,453 *

Kontrolna 1,136 100 0,024 0,010 -
Sledziona pogyiadczalna | 0,753 66,2 0,046 0,020 16,288 #

Doswiadczalna Il 0,812 71,5 0,048 0,021 13,242 *

Kontrolna 1,691 100 0,033 0,014 -
Nerki Do$wiadczalna | 1,201 71,0 0,080 0,036 12,555 *

Doswiadczalna Il 1,254 74,1 0,059 0,026 14,335 *

W kazdej serii analizowano po 5 samic
* - statystycznie istotne przy P < 0.01
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Stwierdzono rowniez, ze samce myszy cechujg sie nieco wyzsza od
samic fizjologiczng zawartoscia GSH w badanych tkankach. Jednakze
spadek zawartosci GSH, jaki wywotujg podawane antymetabolity, jest
u samcow takze wiekszy niz u samic. Okazuje sie, ze zardwno samice
jak i samce sg bardziej wrazliwe na 5-fluorouracyl niz na adriblastyne,
wywotuje on bowiem wieksze od adriblastyny spadki S$redniej zawar-
tosci GSH w badanych narzadach.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, iz najmniejsze
obnizenie sie Sredniej zawartosci GSH ma miejsce w mézgu, najwieksze
zas w watrobie.

Tab. 2. Zmiany zawartosci glutationu GSH w wybranych narzgdach samcéw my-
szy po podaniu 5-fluorouracylu i adriblastyny, przez okres 7 dni

X ér. %X %$r s odchy- sX
Badany Grupy badawcze ilos¢ ilos¢ lenie Sredni t”
narzad GSH GSH standar- btad
dowe

Kontrolna 0,810 100 0,057 0,025 -
M6zg Doswiadczalna | 0,545 67,2 0,073 0.330 6,343 *

Doswiadczalna Il 0,628 77,5 0,052 0,233 5,238 *

Kontrolna 2,165 100 0,080 0,035 -
Wwatroba  pogiadczalna I 1,231 56,8 0,067 0,030 19,944 *

Doswiadczalna 11 1,318 60,8 0,048 0,021 20,256 *

Kontrolna 1,159 100 0,063 0,028 -
Sledziona poswiadczalna | 0,737 63,5 0,085 0,038 8,001 *

Doswiadczalna 11 0,808 69,7 0,061 0,027 8,894 *

Kontrolna 1,783 100 0,001 0,040 -
Nerki Doswiadczalna | 1,230 68,9 0,043 0,019 12,219 *

Doswiadczalna 1l 1,285 72,0 0,071 0,032 9,580 *

W kazdej serii analizowano po 5 samic

* - statystycznie istotne przy P < 0.01
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Rye. 1. Srednia ilo$¢ GSH w mdézgu, watrobie, $ledzionie i nerkach
samic myszy po podaniu 5-fluorouracylu i adriblastyny

Ryc. 2. Srednia ilo§¢ GSH w mézgu, watrobie, $ledzionie i nerkach
samcow myszy po podaniu 5-fluorouracylu i adriblastyny



Dyskusja

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na statystycznie istotne
obnizenie sie S$redniej zawartosci glutationu (GSH) pod wptywem
podawania 5-fluorouracylu i adriblastyny przez okres 7 dni. Przepro-
wadzona analiza wynikéw sugeruje, ze spadek zawartosci glutationu
w warunkach obcigzenia organizmu dziataniem cytostatykéw (Bogda-
nik 1988) moze by¢ spowodowany zwiekszeniem aktywnosci metabo-
licznej i jednoczednie wzrastajgcym zapotrzebowaniem na niebiatkowe
grupy SH. Stanowi to przypuszczalnie przyczyne obserwowanego
stopniowego wyczerpywania sie ich zawartosci w badanych narzadach.

Odnotowany spadek zawartosci glutationu, i to we wszystkich
badanych narzadach samcow jak i samic myszy, mozna analizowac
jako efekt toksycznosci badanych preparatéw. Gross i Kiernberger
(1954) wysuneli hipoteze, ze grupy sulfhydrylowe glutationu moga
by¢ miernikiem zywotnosci organizmu. Jak wynika z badan Smitha
(1991) glutation jest odpowiedzialny w pewien sposéb za czynnosci
detoksykacyjne w komodrce. Czynnosci te sa z kolei stymulowane przez
odpowiednig zawartos¢ wewnagtrzkomoérkowej cysteiny. Natomiast inne
obce komponenty powodujg wzrost glutationu komérkowego powyzej
normalnego poziomu.

Doroshow, Akman, Chu i Esworthy (1990) dowodzg, iz toksycznosc¢
cytostatykdéw (daunorubicin, doxorubicin, mitomycin C, diaziquone,
menadione) moze by¢ czesciowo modulowana przez system cyklu
peroksydazy glutationowej.

Proporcje w wewngtrzkomoérkowym poziomie peroksydazy gluta-
tionowej i glutationu sg odpowiedzialne za detoksykacje peroksydazy
wodorowej i hydroperoksydazy lipidowej, generowanej w konsekwencji
cyklicznej redukcji i oksydacji lekéw przeciwnowotworowych.

Badania lIssacs i Binkley (1977) wykazaty, ze cykliczny AMP
posrednio wptywa na szybkos¢ utleniania GSH in vivo. Gdy wzrasta
poziom cyklicznego AMP, obniza sie aktywnos$¢ katalaz. W wyniku
zmniejszenia aktywnosci katalaz, wieksza ilos¢ H202 bierze udziat
w reakcji katalizowanej przez peroksydaze glutationowa, co prowadzi
do spadku poziomu grup sulfhydrylowych (Janska 1987)
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2 GSH + H2O2 GSSG + 2 HO

Niskoczgsteczkowe zwigzki tiolowe majg wptyw na aktywnos¢ wielu
enzymow, miedzy innymi: heksokinazy (Nesbakken 1963), fosfofrukto-
kinazy (Gilbert 1984), kinazy pirogronianowej (Mannervik 1980).
Wykazano, ze aktywnos$¢ tych enzymoéw - maksymalna u noworodkéw
szczurdéw, obniza sie do 10 dni i zndw wzrasta u 30- i 180-dniowych
zwierzat, co Swiadczy o cyklicznosci wahan poziomu aktywnosci tych
enzymow (Rinaudo i wsp. 1978). Mozna przypuszczaé¢, ze wahania
aktywnosci tych enzymoéw, w zaleznosci od wieku, sg zwigzane ze
zmianami zawartosci grup SH.

Kazda, nawet nieznaczna zmiana warunkéw srodowiska wewnetrz-
nego powoduje odchylenia w przemianie materii, dostosowujgc za
kazdym razem procesy czynnosciowe do zmiennej sytuacji (Koztowski
i Nazar 1984).

Uzyskane wyniki Swiadczg o istotnych statystycznie réznicach
w koncentracji grup tiolowych pomiedzy grupami: kontrolng a do-
Swiadczalng, tj. tymi, ktére poddawane byty iniekcjom cytostatykow.
W porownaniu do grupy kontrolnej w obu grupach doswiadczalnych
stwierdzono, iz: najmniejszy spadek zawartosci glutationu nastepuje
w mozgu, najwiekszy w watrobie, natomiast w $ledzionie i nerkach
koncentracja glutationu osiaga poziom posredni. Badania nad zmia-
nami koncentracji GSH wykazujg, ze wahania poziomu ich zawartosci
sq uzaleznione od pici oraz od toksycznosci podawanego leku.

Zebrano juz dos$¢ duzo dowodow na to, ze enzymy cyklu y-glutamy-
lowego wystepujg powszechnie w komodrkach zwierzecych. Dlatego tez
przypuszcza sie, ze w komoérkach tych moze funkcjonowac cykl y-gluta-
mylowy. Stwierdzenie wysokiej aktywnosci enzymow cyklu y-glutamylo-
wego w splocie naczyniowym moézgu potwierdza koncepcje, ze cykl ten
jest rOwniez zaangazowany w procesy transportu aminokwasow (hipoteza
Meistera 1973,1974) przez bariere , krew-mozg”. Splot naczyniowy mézgu
bierze udziat w zjawisku transportu przez bariere krew-madozg. Aktywnosé
enzymow cyklu y-glutamylowego jest duzo wyzsza w splocie naczyniowym,
niz w innych czesciach mozgu, a badania histochemiczne wykazaty, ze
y-GTP wystepuje w szczytowej czesci komodrek nabtonkowych splotu
(Albert i wsp. 1966; Rudel i Warzoch 1984). Obecnos¢ y-glutamylo-
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aminokwaséw w moézgu, podobnie jak w moczu, potwierdza sugestie
odnos$nie udziatu cyklu y-glutamylowego w transporcie aminokwasow

w mozgu i nerce (Matsuda 1983).

Przypuszcza sie takze, ze cykl ten moze odgrywac istotng role
w transporcie aminokwasow, wystepujacym w przewodnictwie synap-
tycznym. Dlatego tez mozna uzasadni¢ stosunkowo najmniejsze spadki
Sredniej zawartosci glutationu w mdézgu, a co sie z tym wigze, mniejsze
uszkodzenie narzadu wynikajgce z toksycznosci podawanych cytosta-
tykéw. M6zg jako narzad koordynujacy wiekszo$¢ procesdéw zyciowych
zostat zabezpieczony poprzez istnienie bariery ,krew-maozg”. Bariera
ta ogranicza przenikanie wszelkich toksyn, w tym takze cytostatykow,
co wptywa w bezposredni sposéb na zmniejszenie uszkodzen (ktérych
obrazem jest obnizenie zawartosci GSH).

Watroba jest uwazana za centralne laboratorium biochemiczne
organizmu. W watrobie zachodzg liczne procesy: przemiany weglo-
wodanowej, ttuszczowej i biatkowej.

Petni ona gtéwne funkcje odtruwajgce organizmu poprzez hydroksy-
lage, metylacje, acetylacje i sprzeganie toksycznych zwigzkéw z kwasem
glukuronowym (Chodera 1982).

W licznych procesach metabolicznych zachodzgacych w watrobie
wazng funkcje petnig ugrupowania SH, ktére miedzy innymi aktywuja
enzymy (Mannervik 1980), biorg udziat w metabolizmie glukozy
i hormondéw (Sojar 1989), utrzymujg potencjal oksydoredukcyjny
(Stryer 1986). Ogélnie grupy SH petnig w watrobie funkcje ochronne.
Niskoczgsteczkowe zwigzki sulfhydrylowe chronig komorki watroby
przed peroksydacja tluszczy, co potwierdzity badania Trimenstein
(1986). Jest to jeden z gtbwnych uktadéw homeostatycznych. Dlatego
wiasnie, z uwagi na wyzej wymienione czynnosci, w watrobie spadek
zawartosci glutationu jest tak spektakularny. Glutation moze wskazy-
waé¢ na tempo metabolizmu watroby. Podawane cytostatyki obnizajg
tempo procesOw przebiegajacych w watrobie do tego stopnia, ze jej
funkcja detoksykacyjna zostaje w znacznym stopniu ostabiona. Dlatego
tez dochodzi do znacznego zmniejszenia ilosci GSH.

Natomiast nerki, petniac role narzadu wydalniczego, sg drugim
po watrobie waznym narzadem, utrzymujacym homeostaze, a szcze-
golnie statos¢ cisnienia osmotycznego, rownowagi kwasowo-zasadowej

45



oraz wodno-mineralnej (Chodera 1982). Glutation w tym narzadzie
bierze udziat przede wszystkim w aktywnym transporcie przez biony
- w tak zwanym cyklu y-glutamylowym (Lutz 1976). Gloéckner i Kre-
tzchmar (1991) badali poziom glutationu w mdézgu i watrobie zarodkow
szczuréw. Okazuje sie, ze w tychze zarodkach poziom GSH wzrasta
prenatalnie, jednak jest on znacznie nizszy niz w watrobie. Zostato
to potwierdzone badaniami przeprowadzonymi w niniejszej pracy,
bowiem w grupie kontrolnej zaréwno u samcow, jak i samic fizjo-
logiczna zawartos$¢ gluationu w watrobie (Srednio okoto 2.1 /rM/g
tkanki) jest wyzsza od analogicznej zawartosci glutationu w nerce
(gdzie osigga zaréwno u samcow, jak i samic $srednio okoto 1,7 /rM/g

tkanki).

Jak podaja Glockner i Kretzchmar (1991) w pierwszych trzech
miesigcach po urodzeniu daje sie zauwazy¢ nieznaczny wzrost zawar-
tosci glutationu w obu narzadach. Natomiast aktywnos$¢ y-glutamylo-
transpeptydazy i glutationu, a takze ich poziom jest perinatalnie
regulowany niezaleznie. Biorgc pod uwage, ze réznorodnos¢ procesow
biochemicznych przebiegajacych w watrobie jest wieksza niz w nerce,
moze to stanowi¢ przyczyne obserwowanych wiekszych zmian w kon-
centracji GSH. Poniewaz jednak wiele z tych proceséw przebiega
analogicznie jak w watrobie, iniekcja cytostatykéw pocigga za sobg
podobne skutki. Polegajg one gtéwnie na zahamowaniu procesu
translacji, silnym dziataniu antymitotycznym, kosztem czego dochodzi
do pojawienia sie bardzo toksycznych poéiproduktéw rozpadu lekéw
(Fluor). Zaburzajag one prawidtowe funkcjonowanie narzadu, dopro-
wadzajgc od jego wyniszczenia.

Sledziona jako gruczot nalezacy do uktadéw krwiotwérczego i lim-
fatycznego jest odpowiedzialna za niszczenie i rozpad krwinek. Z uwa-
gi na duzy przeptyw krwi, petni funkcje niejako kontrolng, zblizong
do funkcji watroby. Stad wynika jej znaczgca rola w procesach usuwania
patologicznych skitadnikéw krwi, do ktérych w tym wypadku nalezg
5-fluorouracyl i adriblastyna (Begemann 1985). Moze to sugerowac
wyrazny spadek zawartosci glutationu w stosunku do grupy kon-
trolnej.
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Prawdopodobnym wydaje sie tez fakt, iz funkcja detoksykacyjna
glutationu, w oparciu o enzymy cyklu y-glutamylowego, przebiega podob-
nie, jak ma to miejsce w komorkach watroby.

Proporcjonalnie mniejszy spadek zawartosci glutationu we wszystkich
analizowanych narzadach niz w watrobie, mozna wytlumaczy¢ faktem
docierania do tych narzadéw mniejszych, niz w przypadku watroby, stezen
cytostatykdw. Badania Bogdanika (1988) wykazaly bowiem znaczng
réznice w stezeniach cytostatykéw w watrobie i takich narzgdach jak:
maozg, Sledziona, nerki. Wyniki eksperymentu, a takze literatura dostepna
dla ich interpretacji pozwalaja wysnu¢ wniosek o waznej roli watroby,
a przy tym syntetyzowanego tam glutationu w odtruwaniu organizmu
z wszelkich toksyn pojawiajacych sie w ustroju.

Przyjmujgac za Gross i Kiernbergerem (1954), ze grupy sulfhydry-
lowe glutationu mogg stanowi¢ wskaznik zywotnosci organizmu, okre-
Slenie ich zawartosci w réznych narzadach moze stanowi¢ przestanke
o aktualnym stanie zdrowia organizmu.
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Radostaw Gtod

Glutathione Contents in Selected Mice’s Organs
after Served 5-Fluorouracil and Adriblastine

Summary

Designate glutathione /GSH/ contents in homogenates mice’s brain,
liver, spleen and kidneys after served 5-fluorouracil and adriblastine.

The citostatics has been served by muscular injection. It has proved
statistic and essential changed level GSH into, all of inquire organs.

In this paper is discussed cytostatics influence problems, which has
served at contents glutathione in inquire of tissue.



