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Streszczenie

Analizowano zawartos¢ GSH w krwi, moézgu, watrobie i nerkach
u samcow myszy po podaniu pochodnych kwasu hydantoino-3-octo-
wego. Poziom GSH oznaczano metoda Ellmana.

Wykazano w wiekszosci przypadkow spadek zawartosci GSH w ba-
danych narzgdach zaréwno po iniekcjach 30 mg/kg; jak i 60 mg/kg wagi
ciatla. Na podstawie uzyskanych wynikdéw sugeruje sie, ze podawane
pochodne kwasu hydantoino-3-octowego nie sg Tnduktorami syntezy GSH.

Wbtep

Glutation zredukowany (GSH) jest powszechnie obecny w tkan-
kach i narzadach organizmoéw zwierzecych. Odgrywa bardzo wazng
role, m.in. w usuwaniu nadtlenkébw wodoru i nadtlenkéw lipidow
z komorek aerobdéw. Jako substrat peroksydazy glutationowej kon-
troluje tempo utleniania lipidow poprzez hamowanie ich degradacji
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do aldehyddéw i innych toksycznych metabolitéw (Riley 1984). Ma wiec
swoj udziat w mechanizmach kontrolujgcych tempo peroksydacji lipidow
obok wolnych jondw metali nie katalizujacych proces utleniania, np.
jonoéw zelaza (Crichton 1979), lub witaminy E (Packer i inni 1979).

G SH uczestniczy takze w odtwarzaniu kwasu askorbinowego (Basu
i inni 1979), oraz w metabolizmie pestycyddéw, herbicydéw i lekow
(Jacoby i Keen 1977, Huston i inni 1984). Ponadto jest koenzymem
wielu enzymoéw, réznych metabolicznych drég, np. glioksalazy, izome-
raz, biosyntezy biatka czy enzymoéw utrzymujacych integralnos¢ bton
cytoplazmatycznych (Kosower i Kosower 1972), oraz uczestniczacych
w metabolizmie substancji energetycznych, gidbwnie weglowodanéw
(Meister 1984).

Wahania w koncentracji GSH odzwierciedlajg ogoélny stopien
zaburzen metabolicznych organizmu. Dlatego miedzy innymi w naszych
poprzednich badaniach (Dziubek, Korohoda, Ryczek 1994) okreslono
zawartos¢ GSH w krwi, mézgu, watrobie i nerkach myszy po podaniu
nowych 5-benzylidenowych pochodnych kwasu 2-tiohydantoino-3-octo-
wego. Sposréd testowanych pochodnych 2’-metylobenzylideno-2-tio-
hydantoino-3-octan potasu wywotal istotny wzrost zawartosci GSH
w krwi i wszystkich badanych narzadach. Natomiast przedmiotem
niniejszej pracy jest okreslenie zawartosci GSH w krwi, mozgu,
watrobie i nerkach myszy pod wptywem izologicznych 5-benzylideno-
wych pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego. Poniewaz obie grupy
zwigzkoéw roéznig sie tylko jakoscig atomu tlenowca w pozycji 2 pier-
scienia hydantoinowego, uzyskane wyniki pozwolg na poréwnanie, jak
zmiana atomu siarki na tlen wptywa na poziom GSH, a tym samym
na wyciagniecie wstepnych wnioskéw dotyczgcych zaleznosci miedzy
strukturg badnych zwigzkdéw, a ich dziataniem w tym kierunku.

Materiat i metodyka badan

A. Synteza nowych pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego
oraz okres$lenie ich struktury

Do badan biologicznych wykorzystano cztery nowe kwasy 5-ben-
zylideno-hydantoino-3-octowe, tj.: kwas 2’-metylobenzylideno-hydan-
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toino-3-octowy HA-1, kwas 3’-metylobenzylideno-hydantoino-3-octowy
HA-2, kwas 4’-metylobenzylideno-3-octowy HA-3 oraz kwas 4-dime-
tylobenzylideno-hydantoino-3-octowy H-4.

Zwigzki te otrzymano przez odsiarkowanie odpowiednich pochod-
nych kwaséw 5-benzylideno-2-tiohydantoino-3-octowych, ktérych syn-
teze opisano w pracy: Dziubek, Korohoda i Ryczek (1994).
Odsiarkowanie przeprowadzono kwasem monochlorooctowym (Koro-
hoda 1981). Ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$é¢ w wodzie zwigzkow
HA-1, HA-2 i HA-3 przeprowadzono je w odpowiednie sole potasowe,
otrzymujac: 2-metylobenzylideno-hydantoino-3-octan potasu PHA-1,
3’-metylobenzylideno-hydantoino-3-octan potasu PHA-2 i 4’-mety-
lobenzylideno-hydantoino-3-octan potasu PHA-3. Zwigzek HA-4 cha-
rakteryzowat sie dobra rozpuszczalnoscia w wodzie, co sugeruje
mozliwos¢ tworzenia soli wewnetrznej. Dane fizykochemiczne doty-
czace otrzymanych zwigzkéw sg zestawione w tabeli 1. Strukture
zwigzkoéw potwierdzono analizg elementarng i badaniami spektralnymi
(IR, HNMR).

Widma IR .W widmach wszystkich badanych zwigzkéw wystepu-
je pasmo drgan rozciagajagcych grupy NH w zakresie 3200-3320 cm-1
oraz pasmo vC=C w zakresie 1640-1650 cm-1. Ponadto wystepuja
dwa pasma drgan vC=0 w zakresach 1700-1720 cm-1 i 1750-1770
cm-1 charakterystyczne dla grup karbonylowych w pozycjach 2 i 4
pierscienia hydantoinowego (tab. 1).

Widmal HNMR. Wartosci przesunie¢ chemicznych a proto-
noéw wystepujacych w czasteczkach badanych zwigzkéw zestawiono
w tabeli 2. Podobnie jak to miato miejsce w przypadku pochodnych
kwasow 5-benzylideno-2-tiohydantoino-3-octowych (Dziubek, Koroho-
da, Ryczek 1994) w zadnych z badanych zwigzkéw nie udato sie
ustali¢ potozenia sygnatu pochodzgacego od protonu grupy COOH,
a w solach potasowych od protonu NH. Celem potwierdzenia prze-
suniecia chemicznego protonu grupy NH w kwasach zwigzki HA-2
i HA-3 poddano deuterowaniu $Sladowymi ilosciami NaOD w D?z20.
Poréwnanie przesunie¢ chemicznych protonéw grupy NH w kwasach
2-tiohydantoino-3-octowych (Dziubek, Korohoda, Ryczek 1994) i kwa-

sach hydantoino-3-octowych HA-1 - HA-4 pozwala stwierdzi¢, ze
wymiana siarki na tlen w pozycji C-2 pierscienia powoduje znaczne
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(ok. 2ppm) przesuniecie sygnatu w kierunku pola o wyzszym natezeniu.
W przypadku pozostatych protonéw wpltyw ten jest réwniez zauwa-
zalny, ale znacznie stabszy. Uzyskane dane sg zgodne z wcze$niejszymi
wynikami dla innych pochodnych hydantoiny i 2-tiohydantoiny (Koro-
hoda, 1983).

Tab. 2. Widmal HNMR* pochodznych kwaséw hydantoino-3-octowych
oraz ich soli potasowych

Przesuniecie chemiczne <5 ppm

Symbol

zwiazku oy 3 CH2 =CH NH
HA-1 2,35s  4,22s  6,67s  7,76-7,06 m 10,83
HA-2 2,35s  422s  6,56s  7,69-7,01 m 10,93
HA-3 2,34s  422s 658  7,25d i 7,56 d 10,87
HA-4 2,98s  4,19s  653s  6,75d i 7,51 d 10,66
PHA-1  2,34s  382s  657s  7,73-7,09 m -
PHA-2 234s  3,69s  642s  7,69-6,98 m -
PHA-3 233  370s  643s  7,23d-7,53 m .

*Wykonano na spektrofotometrze FT NMR (80 KHz) BS %*&A (Tesla) w DMSO-d6 w odnie-
sieniu do TMS jako wzorca wewnetrznego w temperaturze pokojowe;j.

Skroty s-singlet, d-dublet, m-multiplet

B. Przygotowanie materiatu i oznaczenie glutationu

Badania przeprowadzono na 80 samcach myszy biatej, dojrzatych
pitciowo, o Sredniej wadze 25 g, ktére zywiono pokarmem standar-
dowym i hodowano w wrunkach oswietlenia LD 12:12. Zwierzeta
przeznaczone do badan podzielono na dwie grupy kontrolne i 8 grup
doswiadczalnych.

Zwierzetom grup doswiadczalnych podawano zsyntetyzowane po-
chodne kwasu hydantoino-3-octowego: PHA-1, PHA-2, PHA3 i HA-4.
W pierwszych czterech grupach doswiadczalnych zwierzetom podawano
powyzsze pochodne w dawce 30 mg/kg wagi ciata przez okres dwdch
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dni (dwie iniekcje), zas w pozostatych grupach eksperymentalnych -
w dawce 60 mg/kg wagi ciata réwniez przez okres dwoéch dni.

W grupach doswiadczalnych zwierzeta zabijano w nastepnym dniu
od ostatniej iniekcji.

Po dekapitacji oznaczano zawartos¢ GSH w krwi, mézgu, watrobie
i nerkach wedtug metodyki podanej przez Ellmana (1959). Z uzyska-
nych danych wyliczono Srednie arytmetyczne i odchylenia standardowe.
Dla stwierdzenia, czy uzyskane zmiany zawartosci GSH pomiedzy
kontrolg, a poszczegdlnymi grupami badawczymi sg statystycznie
istotne zastosowano test ,t” Studenta-Gosseta.

Wyniki
Wszystkie dane liczbowe zestawiono w tabelach 3 i 4 oraz

zilustrowano na ryc. 1-4

Tab. 3. Zmiany zawartosci glutationu w krwi, mézgu, watrobie i nerkach u samcéw
myszy pod wplywem pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego w dawce

30 mg/kg
Grupa Badany narzad

badawcza Krew Mobzg Watroba Nerki
Kontrola 1,9080 0,7562 2,1758 1,5872
SD 0,2767 0,1337 0,4088 0,2136
PHA-1 2,0285 0,7728 2,1562 0,9748
SD 0,3165 0,2257 0,2952 0,2019

w7 0,6801 0,1621 0,0845 4,7570*%
PHA-2 1,7295 1,2055 1,9450 1,5747
SD 0,2708 0,2883 0,8006 0,2979
» 7 1,0594 3,7911 0,6775 0,0845
PHA-3 1,6457 0,3950 1,1050 0,3962
SD 0,1909 0,0488 0,3525 0,0436

w7 1,6858 5,1279* 4,9341* 10,7848*
HA-4 1,7783 0,3942 1,2545 0,5460
SD 0,1469 0,2157 0,2294 0,3436

nt 2,6704 3,6325 4,1281* 6,5497*

e-statystycznie istotne przy P < 0,01. Zawarto$¢ glutationu w krwi wyrazano w mM/1,
za$ w moézgu, watrobie i nerkach w /tM/g
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Tab. 4. Zmiany zawartosci glutationu w krwi, mézgu, watrobie i nerkach u samcéw
myszy pod wpltywem pochodznych kwasu hydantoino-3-octowego w dawce

60 mag/kg
Grupa Badany narzad
badawcza Krew Mbzg Watroba Nerki
Kontrola 1,9080 0,7562 2,1758 1,5872
SD 0,2767 0,1337 0,4088 0,2136
PHA-1 1,5130 0,7422 2,5805 1,0638
SD 0,3612 0,1519 0,4006 0,1739
»F 2,1172 0,1638 1,6260 4,2179*
PHA-2 1,5314 1,0537 2,0757 1,6816
SD 0,3965 0,2148 0,1711 0,2636
t 1,9367 1,0872 0,4609 0,6710
PHA-3 1,3512 0,3950 1,5375 0,4637
SD 0,3296 0,0509 0,2657 0,1134
1" 3,0959 5,1153* 4,4895* 9,6949*
HA-4 1,6982 0,3514 1,5392 0,4257
SD 0,2475 0,1575 0,5516 0,1655
t” 0,5566 4,6761* 2,2778 9,4629*

e-statystycznie istotne przy P < 0,01. Zawartos$¢ glutationu w krwi wyrazano w wM[,
za$ w mobzgu, watrobie i nerkach w "M/g

Krew

Podanie zsyntetyzowanych pochodnych kwasu hydantoino-3-octo-
wego PHA-1, PHA-2, PHA-3 i HA-4 spowodowato obnizenie zawar-
tosci GSH w obydwoch grupach doswiadczalnych, z wyjatkiem PHA-1
w drugiej grupie eksperymentalnej, gdzie zanotowano wzrost zawar-
tosci GSH w stosunku do grupy kontrolnej.

Mbzg

Po podaniu PHA-1 nie zanotowano wyraznych zmian w zawartosci
GSH w obydwdch grupach doswiadczalnych. PHA-2 wywotata wzrost
zawartosci GSH tylko w pierwszej grupie doswiadczalnej, natomiast
PHA-3 i HA-4 spowodowatlty spadek zawartosci GSH w pierwszej
i drugiej grupie eksperymentalnej.
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Watroba

Podanie PHA-1 i PHA-2 nie wywotato zmian w zawartosci GSH
w obydwéch grupach doswiadczalnych, natomiast podanie HA-4 spowo-
dowato obnizenie zawartosci GSH w pierwszej grupie doswiadczalnej,
a PHA-3 w obydwodch grupach badawczych.

Nerki

PHA-1 wywotata spadek zawartosci GSH w obydwéch grupach
eksperymentalnych, w przeciwienstwie do PHA-2, ktéra nie spowo-
dowata wiekszych zmian w pordéwnaniu z grupa kontrolng. PHA-3
i HA-4 zdecydowanie obnizyty zawartos¢ GSH w obydwdéch grupach

doswiadczalnych.

Rye. 1. Zmiany zawartosci GSH w krwi samcéw myszy pod wptywem
2’-metylobenzylideno-hydantoino-3-octanu potasu PHA- 1, 3-me-
talobenzylideno-hydantoino-3-octanu potasu PHA-2, 4’-mety-
lobenzylideno-hydantoino-3-octanu potasu PHA-3 i kwasu
4’-demetylobenzylideno-hydantoino-3-octowego HA-4
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ZMIANY ZAWARTOSCI GSH W MOZGU
po podaniu pochodnych hydantoiny

Ryc. 2. Zmiany zawartosci GSH w mdézgu samcéw myszy pod wptywem
pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego PHA-1, PHA-2, PHA-3
i HA-4

Ryc. 3. Zmiany zawartosci GSH w watrobie samcéw myszy pod
wptywem pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego PHA-1, PHA-2,
PHA-3 i HA-4



Ryc. 4. Zmiany zawarto$ci GSH w nerkach samcéw myszy pod
wptywem pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego PHA-1, PHA-2,
PHA-3 i HA-4

Dyskusja

Podane pochodne kwasu hydantoino-3-octowego generalnie nie
zmieniaty, wzglednie spowodowaly spadek zawartosci GSH w Kkrwi,
mozgu, watrobie i nerkach, z wyjatkiem krwi w przypadku podania
PHA-1 w drugiej grupie doswiadczalnej i mézgu w pierwszej grupie
doswiadczalnej po podaniu PHA-2.

W lecznictwie znajdujg zastosowanie liczne pochodne hydantoiny,
gtdwnie zawierajgce podstawniki w potozeniu 5. Musiat, Korohoda (1966);
Korohoda, Kleinrok, Przegalinski (1976); Tobiasz-Otrebska, Musiat, Czar-
necki, Krupinska (1976) badajgc aktywnos¢ wielu benzylidynowych po-
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chodnych 2-tiohydantoiny stwierdzili, ze po podstawieniu do grupy ben-
zylidenowej rodnikéw metylowych podnosi sie ich aktywnos$¢ przeciw-
drgawkowa. Dlatego w serii poprzednio badanych pochodnych kwasu
2-tiohydantoino-3-octowego (Dziubek, Korohoda, Ryczek 1994) i obecnie
opisywanych pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego wprowadzono
do grupy benzylidenowej podstawniki metylowe. Sposréd przebadanych
pochodnych kwasu 2-tiohydantoino-3-octowego jedynie 2’-metylobenzyli-
dyno-2-tiohydantoino-3-octan potasu wywotal wzrost zawartosci GSH
w krwi, mdézgu, watrobie i nerkach myszy, natomiast inne testowane
pochodne 2-tiohydantoinowe powodowaty wzrost zawartosci GSH wy-
biérczo. W odroéznieniu od tych wynikéw, po podaniu izoiogicznych
pochodnych kwasu hydantoino-3-octowego nastgpit spadek zawartosci
GSH w badanych tkankach, przy czym w niewielu przypadkach obser-
wowana zawartos¢ GSH nie roéznita sie od wartosci kontrolnych.

Z punktu widzenia formakologii i toksykologii zmiany stezenia
GSH w komodrkach odgrywajag bardzo istotng role. W przypadku
niektérych chordéb, gtéwnie nowotworowych, np. raka krtani (Drozdz
i inni 1988, Clapper 1989) obserwuje sie obnizenie aktywnos$ci peroksy-
dazy glutationowej i zmniejszenie zawartosci GSH w chorym narzadzie.
Podobnie w niedozywieniu i symulowanych operacjach (stres), a takze
w infekcjach szczuroéw obserwowano spadek zawartosci GSH, gtdéwnie
w watrobie (Lescut i inni 1991). Green i inni (1984) stwierdzili, ze
obnizenie zawartosci GSH powoduje wyrazny wzrost cytotoksycznosci
lekéw, zwitaszcza antynowotworowych.

Podane pochodne kwasu hydantoino-3-octowego ze wzgledu na
fakt, ze obnizajg zawartos¢ GSH w badanych tkankach, pomimo
przypuszczalnych witasciwosci antydepresyjnych, wydajg sie - w mysl
powyzszych danych - terapeutycznie niedoskonatymi.

Izologiczne pochodne kwasu 2-tiohydantoino-3-octowego charakte-
ryzujag sie przeciwnym dziataniem, indukujgc w wiekszosci synteze
GSH (Dziubek, Korohoda, Ryczek 1994), co sugeruje, ze w tego typu
zwigzkach zamiana siarki na tlen w pozycji 2 pierscienia hydantoino-
wego jest przyczyng istotnych réznic w zawartosci GSH w krwi, mézgu,
watrobie i nerkach badanych myszy.
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The Concentration of Glutathione (GSH)
in Selected Organs of Mice after =~
the Effect of Derivatives of Hydantoin-3-Acetic Acid

Summary

Analyse the concentration of GSH in the blood, brain, liver and
kidneys after the effect of some derivatives of hydantoin-3-acetic acid.

Obtained in most case decreased of concentration of GSH in the
examined organs, of doses 30 and 60 mg/kg body weight. The results
obtained suggest that the administrated derivatives hydantoin-3-acetic
acid are not inductors of the synthesis of GSH.



