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L-glutaminianu sodu
na oSC acetylocholinesterazy
w wWybranych narzadach myszy

Streszczenie

W pracy zostaty przedstawione wyniki badan nad wptywem L-glu-
taminianu sodu na aktywnos$¢ acetylocholinesterazy (AChE) w wybra-
nych narzadach myszy, tj. moézgu, watrobie, $ledzionie 1 miesniu
udowym. Stwierdzono zmiane aktywnosci enzymu we wszystkich na-
rzadach w pierwszej i drugiej grupie doswiadczalnej w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Najwieksze zmiany wystgpity w aktywnosci enzymu
w mozgu i watrobie, natomiast Sledziona i miesien byly mniej re-
aktywne. Wykazano tez roznice w aktywno$ci AChE u samcow
i U samic, z tym, ze samce wykazywaty wiekszg wrazliwos¢ na duze
dawki L-glutaminianu sodu.

Wstep

Z uwagi na udziatl w procesach przekaznictwa synaptycznego
duzym zainteresowaniem badaczy cieszy sie od wielu lat acetylocholi-
noesteraza (AChE). Po raz pierwszy surowy ekstrakt AChE zostat
wyizolowany z konskiej surowicy przez Stedman, Stedman i Easson
w 1932 roku. W 1937 Marnay i Nachmansohn pracujgacy na miesniach
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zaby wykazali, ze prawie cata pula AChE obecna w tkankach jest
zlokalizowana w zakonczeniach nerwéw. Wykazano, ze jej aktywnos$é
w poszczegllnych czesciach neuronu jest rézna: intensywna aktywnosc¢
w perikarionie i na zakonczeniach nerwowych, natomiast znacznie
stabsza w aksonie. AChE wystepuje w elementach pre- i postsynaptycz-
nych uktadu cholinergicznego, w ptytkach nerwowo-miesniowych,
w roéznych obszarach mézgu (prazkowie, kora, twoér siatkowaty),
w osoczu, erytrocytach, scianach naczyn krwionosnych, gruczole Sli-
nowym, nadnerczach (Silver 1974, Lehman i Fibiger 1979, Beauregard
1980, Davis i Koelle 1981, Carmichael 1984, Gordon i Finch 1984,
Mastrolia i wsp. 1980).

Jest bardzo prawdopodobne, ze rola AChE nie jest jedynie
ograniczona do rozkiadu acetylocholiny przy transmisji nerwowo-mies-
niowej. Zdaniem Nachmansohna (1963) AChE jest zwigzana réwniez
z przewodnictwem nerwowym. Hokin i Hokin (1960) zwrécili uwage
na role enzymu w zjawiskach aktywnego transportu jonéw Na+
i dodatnio natadowanych czasteczek organicznych poprzez cykl kwasu
fosfatydowego. Poniewaz AChE jest markerem uktadu cholinergiczne-
go i bierze udziat przy rozktadzie acetylocholiny (ACh), ktéra jest
mediatorem pobudzajgcym, wydaje sie interesujgce przesledzenie
wptywu innego mediatora pobudzajgcego, jakim jest L-glutaminian
sodu. Rola strukturalnych analogéw kwasu glutaminowego staje sie
coraz wieksza w zwigzku z wykryciem ich neurotoksycznych witasciwosci
(Coyle J., Schwarcz R. 1976, Olney J.W., Rhee V. 1974, Takasaki
V. 1978). Z licznych badan wynika, ze pochodne kwasu glutaminowego,
do ktorych nalezy m.in. L-glutaminian sodu i kwas kainowy powoduja
selektywng degeneracje neurondw w roéznych obszarach mézgu. L-
glutaminian sodu szczegdlnie uszkadza neurocyty jadra tukowatego
podwzgdérza. Po podaniu toksycznych dawek L-glutaminianu sodu 80%
dopaminergicznych komoérek jadra tukowatego ulega uszkodzeniu. Po
podaniu szczurom (przez pierwsze 10 dni zycia) wystepowatly zabu-
rzenia charakteryzujgce sie kartowatym wzrostem, otytoscig, niedo-
rozwojem gonad, niedoczynnoscig tarczycy i atrofig przysadki -
zaburzenie cyklu estralnego, obnizony poziom tyroksyny i trdéjjodo-
tyroniny w surowicy. Obnizenie koncentracji dopaminy i aktywnosci
acetylotransferazy cholinowej w jadrze tukowatym i wyniostosci po-
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sSrodkowej przy nie zmienionej koncentracji serotoniny i noradrenaliny
(Olney J.W. 1969, Nemeroff C.B. i wsp. 1977).

Celem niniejszych badan byto uzyskanie odpowiedzi na nastepujgce
pytania:

1. Jak zmienia sie aktywnos¢ enzymu w moézgu, watrobie, Sledzionie
i miesniu udowym po podaniu L-glutaminianu sodu?

2. Czy istniejg réznice w aktywnosci AChE u zwierzat obu pici?

3. Czy chroniczne podawanie L-glutaminianu sodu zmienia relacje
w zakresie aktywnosci AChE w wybranych narzadach myszy?

Materiat i metodyka badan

Do badan uzyto 15 samic i 15 samcoéw myszy biatej o Sredniej
wadze 27 g, hodowanych w jednakowych warunkach pod wzgledem
oswietlenia LD 12:12 i zywionych pokarmem standardowym.

L-glutaminian sodu rozpuszczony w 0.3 ml soli fizjologicznej
podawano w dawce 6 mg/g wagi ciata. Chroniczne iniekcje wykonywano
codziennie w dwoéch grupach doswiadczalnych 5- i 10-dniowych (po
5 osobnikébw obu pitci w kazdej). Wszystkie iniekcje odbywaly sie
o Statej porze, tj. o godzinie 10. W kolejnym dniu po zakohczeniu
iniekcji myszy zabijano przez dekapitacje, a nastepnie preparowano:
mozg, watrobe, Sledzione i miesien udowy. Wypreparowane narzady
przeptukiwano w roztworze soli fizjologicznej (0,9% roztwdr NacCl),
po czym odwazano po 120 mg watroby, Sledziony i miesnia oraz
ustalano wage catego moézgu. Tkanki umieszczano w 3 ml zimnego
buforu fosforanowego o pH 8, a nastepnie poddawano homogenizo-
waniu w homogenizatorze teflonowym przez okres 2 min. Z kolei do
homogenatéw watroby, Sledziony i miesnia dodawano 3 ml schtodzo-
nego buforu fosforanowego o pH 8, natomiast w przypadku moézgu
rozcienczano homogenat do tego stopnia, aby uzyska¢ proporcje
120 mg tkanki na 6 ml buforu. Otrzymane homogenaty wirowano
przez 15 minut z predkoscig 15000 obr./min po odwirowaniu oznaczano
w supernatantach aktywnos$¢ acetylocholinesterazy (AChE) koloryme-
tryczng metoda Ellmana (1961).
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Substratem byt jodek acetylotiocholiny. Powstajaca w wyniku jego
hydrolizy tiocholina, reagujac z dodanym do homogenatu DTNB
(5,5-ditiobis-2-nitro-benzoesowym) dawata zo6tte zabarwienie, ktérego
intensywnos$s¢ byta wprost proporcjonalna do ilosci roztozonej przez
enzym acetylotiocholiny, a tym samym do aktywnosci enzymu zawar-
tego w homogenacie.

Pomiaru ekstynkcji dokonywano w czasie 1 minuty przy diugosci
fali 412 nm, a nastepnie obliczano szybko$¢ hydrolizy substratu
korzystajgc ze wzoru

AA 1

R = =574 XKT 4
1,36 xIO™4 (400/300)Co

gdzie: R - szybko$¢ hydrolizy substratu w mol/min/gram tkanki
AA - zmiany ekstynkcji/min
CO - pierwotne stezenie tkanki (mg/ml)

Uzyskane wyniki przeliczano nayumol/min-Vg-1, a nastepnie ob-
liczano $rednie arytmetyczne i odchylenia standardowe. Do analizy
wynikow zastosowano test ,t” Studenta-Gosseta, przyjmujac réznice
za statystycznie istotng, jezeli prawdopodobienstwo jej zaistnienia byto
mniejsze lub réwne 0.05.

Wyniki

Wszystkie dane liczbowe zestawiono w tabelach 1, 2 i zilustrowano
na rycinach 1, 2. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze L-glutaminian sodu w dawce 6 mg/g wagi ciala podany w 5-
i 10-dniowych iniekcjach podskérnych powoduje zmiany aktywnosci
AChE w badanych narzadach, tj. mézgu, watrobie, Sledzionie i miesniu.
Najwiekszg aktywnos¢ enzymu w grupie kontrolnej wykazano w watro-
bie, natomiast najnizsza w miesniu. Po iniekcjach nastgpit znaczny
spadek aktywnosci AChE w watrobie, a wzrost w mézgu w poréwnaniu
z grupg kontrolng (tab. 1). W $ledzionie zaobserwowano poczatkowy
spadek, a nastepnie wzrost aktywnosci AChE. Miesien byt najmniej
reaktywny, ale wystepowaty tutaj réznice ptciowe w aktywnosci enzymu
(tab. 2). Stwierdzono takze wiekszg reaktywnos¢ samcow.
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Tab. 1 Zmiany aktywnosci ACbE w mozgu, watrobie, Sledzionie i migsniu u samcow
myszy po podaniu L-glutaminianu sodu w dawce 6 mg/g przez okres pieciu

i dziesieciu dni

Grupy 1Badany
badawcze narzad

mébzg

watroba

Kontrolna | i
Sledziona

miesien
mébzg
Doswiad- watroba

czalna 1 ) .
Sledziona

miesien

mézg
Doswiad- watroba
czalna 2

Sledziona
miesien

*

statystycznie istotne przy p < 0.05

Srednia
akt.
AChE

14,4648
23,1609
14,3787
11,3365
17,7366
21,5537
14,0056
11,6235
21,3300
19,2485
18,2345
10,4870

% $red.
akt.
AChE

100,000
100,000
100,000
100,000
122,619
93,060
97,405
102,531
147,461
83,107
126,816
92,506

Odchyle-
nie stan-
dardowe

0,2119
0,7027
0,1173
0,2720
0,3778
0,2882
0,5749
0,4110
0,2065
0,7041
0,4827
0,4075

Sredni
bad

0,0947
0,3148
0,0525
0,1216
0,1689
0,1289
0,2571
0,1838
0,0923
0,3149
0,2158
0,1822

"

16,8*
4,7*
1,4
13

51,8*
8,7*

17,3*
3,8*

Tab. 2. Zmiany aktywnosci AChE w moézgu, watrobie, $ledzionie i miesniu u samic
myszy po podaniu L-glutaminianu sodu w dawce 6 mg/g po pieciu i dziesieciu

dniach

Grupy Badany
badawcze narzad

1 2
mébzg
watroba

Kontrolna | i
Sledziona
miesien

Srednia
akt.
AChE

3
19,7456
34,3880
23,3905
10,2459

% sred.
akt.
AChE

4
100,000
100,000
100,000
100,000

Odchyle-
nie stan-
dardowe

5
0,6336
0,2282
0,2837
0,3760

Sredni
btad

6
0,2833
0,1020
0,1269
0,1681
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cd. Tab. 2

1 2

moézg

Doswiad- watroba
czalna 1

$ledziona
miesien

mézg

Doswiad- watroba
czalna 2

130

Sledziona

miesien

statystycznie istotne przy p £ 0.05

3
18,8272
23,0461
20,4057
12,3984
21,5191
19,6398
24,5131
123047

4
95,348
67,017
87,239

121,008

108,981
57,112

104,799

120,094

5
0,5117
0,2111
03328
0,1596
0,3004
0,4754
03466
0,3695

6
0,2288
0,0944
0,1488
0,0714
0,1343
0,2126
0,1550
0,1652

2,5
81,5*
15,2*
11,7*

5,6*
62,5*

5,6*

8,7*

Rye. 1. Zmiany aktywno$ci AChE u samcéw myszy po podaniu

L-glutaminianu sodu w dawce 6 mg/g po 5 i 10 iniekcjach



Ryc. 2. Zmiany aktywnosci AChE u samic myszy po podaniu
L-glutaminianu sodu w dawce 6 mg/g po 5 i 10 iniekcjach

Dyskusja

Uzyskane wyniki wskazujg, ze chroniczne iniekcje L-glutaminianu
sodu w istotny sposéb wptlywajg na aktywnos¢ acetylocholinesterazy
(AChE) w modzgu, watrobie, sledzionie i miesniu. W mdzgu obserwo-
wano wzrost aktywnosci AChE, natomiast w watrobie znaczy spadek
w poréwnaniu z grupa kontrolng.

Mechanizm neurotoksycznego dziatania L-glutaminianu sodu nie
jest w peini poznany. Z prac wielu badaczy wynika, ze podanie
L-glutaminianu sodu powoduje wyrazny wzrost w surowicy kwasu
glutaminowego i ze zmiany degeneracyjne neurocytow jadra tukowa-
tego sg konsekwencja jego podwyzszonego poziomu (Perez, Olney
1972). Kwas glutaminowy jest potrzbeny do syntezy acetylocholiny,
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poniewaz stuzy jako koenzym acetylazy cholinowej. Tak wiec wzrost
aktywnosci AChE w modézgu mozna by wigza¢ z podwyzszonym po-
ziomem kwasu glutaminowego. W czasie depolaryzacji btony presy-
naptycznej odbywa sie uwalnianie neuroprzekaznika z pecherzykéw
synaptycznych. Proces ten jest uwarunkowany wniknieciem do zakon-
czen komorki nerwowej jondbw Ca?2+ przez kanaly wapniowe w od-
powiedzi na depolaryzacje btony plazmatycznej. Jak wynika z badan
Olney i wsp. 1971 neurotoksyczny efekt pobudzajgcych aminokwasow
jest zwiazany z przedtuzong depolaryzacjg neuronéw. Pastuszko i wsp.
(1984) sugerujg inny mechanizm neurotoksycznego dziatania kwasu
kainowego (strukturalnego analogu kwasu glutaminowego). Stwierdzili
oni, ze kwas ten wywotuje wptyw na receptory glutaminowe i stymuluje
wychwyt jonéw Ca2+ przez synaptosomy mozgu, powodujgc otwieranie
kanatow wapniowych. Dochodzi do wewngtrzkomdorkowej akumulacji
wapnia i to powoduje degeneracje neuronow.

Uszkodzenia moézgu tez majg wpltyw na aktywnos¢ enzymow i ilos¢
wydzielanych neuromediatoréw. Niemal bezposrednio po przerwaniu
drég nerwowych obserwuje sie przejsciowy, bardzo silny wzrost nie-
ktérych neurotransmiterow (Anden, Bedard, Fuxe, Ungerstedt 1972,
Sethy, Kuher, Roth 1973, Lindbrink 1974) w strukturach mozgu
unerwianych przez uszkodzone drogi nerwowe. W pdézniejszym czasie,
na skutek degeneracji odcietych od perikarionéw aksonow i zakornczen
nerwowych zachodzi znaczny spadek ilosci neurotransmiteréw.

Czynniki regulujgce aktywnos¢ enzymow odpowiedzialnych za
metabolizm acetylocholiny badano m.in. w hodowlach tkanki nerwowej
(Siman-Tov, Sachs Amano, Richelson, Nirenberg 1972). Stwierdzono
(Siman-Tov 1972), ze niektdre substancje, takie jak bromodeoksyru-
dydyna - zwiazek wywotujgcy formowanie sie dendrytow i aksonow
w hodowlach tkankowych wptywat na wzrost aktywnosci AChE i acety-
lotransferazy cholinowej (ChAc). Podanie cAMP lub adeniny powo-
dowato wzrost aktywnosci AChE i spadek aktywnosci ChAc.

Watroba jest gldbwnym miejscem syntezy enzymu, dlatego aktyw-
nos¢ AChE w grupie kontrolnej byta bardzo wysoka. Znaczny spadek
aktywnosci enzymu w pierwszej i drugiej grupie doswiadczalnej mozna
by wigza¢ z zaburzeniami w czynnosci watroby i uszkodzeniu hepa-
tocytow przez duze dawki L-glutaminianu sodu.
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Sledziona stanowi istotng cze$é¢ sktadowa uktadu siateczkowo-$réd-
btonkowego. Jej budowa umozliwia kontakt krwi z komdérkami fago-
cytamymi, bierze udziat w usuwaniu z krwiobiegu starych erytrocytow,
a takze innych czgstek materii. Spadek aktywnosci AChE w pierwszej
grupie doswiadczalnej mozna by wigza¢ z ogélnym obnizeniem aktyw-
nosci organizmu przez duze dawki L-glutaminianu sodu. Nieznaczny
wzrost aktywnosci enzymu w drugiej grupie doswiadczalnej sugeruje,
ze organizm maogt czesciowo zaadaptowac sie do chronicznych iniekcji
L-glutaminianu sodu.

Miesien natomiast wykazywat najmniejsze wahania aktywnosci
enzymu, chociaz samice byly bardziej reaktywne.

W wyniku przeprowadzonych badan (po wielokrotnym podaniu
L-glutaminianu sodu (stwierdzono, ze zmienia sie aktywnos$¢ jednego
Zz najwazniejszych enzymoéw, jakim jest AChE. Zmiany te powoduja
zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu cholinergicznego, a przez to
i calego organizmu.
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Maciej Syrek

The Influence of Sodium L-Glutamate
for Acetylcholmesteras;: I\;Agtlvlty in Chosen Organs
of Mouse

Summary

There are presented results of research of the influence of sodium
L-glutamate for acetylcholinesterase activity in chosen organs of
mouse: brain, liver, spleen and muscle. There was ascertain changes
of acetylcholinesterase activity in first and second experimental group
in confrontation with control group in every organ. There were the
biggest changes of enzyme activity in brain and liver, whereas spleen
and muscle were less reactive. It was proved that males were more

reactive than females.



