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Streszczenie

Eksperyment badawczy przeprowadzono na dorostych czteromie-
siecznych samicach i samcach myszy biatej, ktérym podawano pod-
skornie kwas kainowy w jednorazowej dawce 12 mg/kg wagi ciata.
W surowicy krwi oraz w supernatantach homogenatéw mozgu, watroby
i nerek oznaczano aktywnos$¢ aldolazy i dehydrogenazy mleczanowej.
Dodatkowo w surowicy krwi okreslano stezenie glukozy. Badania
aktywnosci tych enzymoéw i zawartosci glukozy przeprowadzono
u zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych po uptywie 1r 2, 6, 24, 120
i 168 godzin od iniekcji kwasu kainowego. w odniesieniu do wartosci
kontrolnych stwierdzono zaréwno u samic, jak i u samcéw wyrazny
wzrost aktywnosci aldolazy w surowicy krwi oraz znaczne obnizenie
jej aktywnosci w moézgu, watrobie i nerkach. Jednoczesnie w przypadku
dehydrogenazy mleczanowej nie zanotowano istotnych zmian jej aktyw-
nosci w surowicy krwi, i w moézgu, natomiast wykazano obnizenie jej
aktywnosci w watrobie, a wzrost w nerkach. Tonadto stwierdzond
wyrazny spadek ilosci glukozy w surowicy krwi samic i samcoéw myszy
po 3, 6, 24 i 72 godzinach od podania kwasu kainowego.
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Wstep

Dotychczasowe liczne badania eksperymentalne, zapoczgtkowane
jeszcze w latach siedemdziesigtych, wykazatly, ze kwas kainowy jest
ekscytotoksynag o bardzo silnym dziataniu neuropobudzajacym i neuro-
toksycznym. Kwas ten po domézgowym, dokomorowym i ogélnoustro-
jowym podaniu powoduje selektywng degeneracje neurondéw oraz
zmiany biochemiczne w neuronach i komoérkach glejowych réznych
struktur moézgu kregowcéw (Olney i inni 1974, Krespan i inni 1982,
Coyle 1983, Saria i inni 1989).

Jednakze do chwili obecnej, poza mézgiem, niewiele jest wiadomo
na temat ewentualnych zmian w metablizmie innych narzadéw pod
wpltywem dziatania kwasu kainowego. Dlatego tez celem podjetych
badan byto ustalenie obrazu zmian aktywnosci dwéch kluczowych
enzymow cyklu glikolitycznego - aldolazy i dehydrogenazy mleczano-
wej w mozgu, a takze w surowicy krwi, watrobie i nerkach po
jednorazowym ogoélnoustrojowym podaniu kwasu kainowego.

Materiat i metodyka badan

Badania przeprowadzono na 112 samicach i 112 samcach cztero-
miesiecznych myszy o $redniej wadze 27 g, ktore byly hodowane
w jednakowych warunkach oswietlenia LD 12:12 i zywione pokarmem
standardowym. Wszystkie uzyte do badan zwierzeta, zaréwno samice
jak i samce, podzielono na grupe kontrolng i siedem grup doswiad-
czalnych, po 14 osobnikoéw w kazdej. Myszy grup doswiadczalnych
otrzymywaty jednorazowo kwas kainowy w postaci iniekcji podskdérnej
w dawce 12 mg/kg wagi ciata. Nastepnie po uptywie 1, 3, 6, 24, 72,
120 i 168 godzin od momentu podania kwasu kainowego zabijano
przez dekapitacje myszy grupy kontrolnej i grup doswiadczalnych, po
czym pobierano krew, preparowano moézg, watrobe i nerki. Pobrana
krew po skrzepnieciu poddawano wirowaniu przez 15 min z predkoscig
3000 obr./min, natomiast moézg, watrobe i nerki po zwazeniu homo-
genizowano w schtodzonym buforze fosforanowym 0.1 M o pH = 7,4.
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Uzyskane homogenaty wirowano przez 15 min przy 15 000 obr./min
w temperaturze 4°C. Po odwirowaniu, w uzyskanej surowicy krwi oraz
w supernatantach mozgu, watroby i nerek okreslano aktywnos¢ aldo-
lazy metodg Brunsa (1954), zas dehydrogenazy mleczanowej metodg
kolorymetryczng wg Cabauda i Wréblewskiego (1958). Z kolei stezenie
glukozy w surowicy krwi oznaczano enzymatycznie przy uzyciu testu
kolorymetrycznego Biochem - Test Glugoza EO - POCh Gliwice.
Z otrzymanych wynikéw obliczano Srednie arytmetyczne oraz procen-
towe zmiany zawartosci glukozy i aktywnosci aldolazy i dehydrogenazy
mleczanowej w odniesieniu do wartosci kontrolnych.

Wyniki

Wszystkie dane liczbowe dotyczgce wptywu jednorazowych dawek
kwasu kainowego na zmiennos$¢ zawartosci glukozy w surowicy krwi
oraz aktywnosci aldolazy i dehydrogenazy mleczanowej w surowicy
krwi, mézgu, watrobie i nerkach przeliczono na procentowe zmiany
w odniesieniu do kontroli i zilustrowano graficznie na ryc. 1-10.

Analiza uzyskanych wynikéw badan pozwala na stwierdzenie, ze
ogo6lnoustrojowe podanie kwasu kainowego w dawce 12 mg/kg po-
woduje wyrazne zmiany aktywnosci badanych enzymow cyklu glikoli-
tycznego nie ograniczajgce sie tylko do madzgu, ale wystepujace takze
w surowicy krwi, watrobie i nerkach.

W surowicy krwi samic i samcéw myszy po iniekcji kwasu kaino-
wego wykazano znaczny wzrost aktywnosci aldolazy, zaréwno po 1,
3, 6, 24, 72, 120 jak i 168 godzinach od momentu podania tego
kwasu, natomiast nie zanotowano istotnych zmian aktywnosci dehy-
drogenazy mleczanowej (ryc. 1, 2). Ponadto w surowicy krwi wystgpit
wyrazny spadek stezenia glukozy szczegdlnie po 3, 6 i 24 godzinach
(ryc. 3, 4).

W mozgu zwierzat eksperymentalnych obu pici, ktére otrzymywaty
kwas kainowy, stwierdzono istotne obnizenie aktywnosci aldolazy we
wszystkich badanych przedziatach czasowych, natomiast nie zaobser-
wowano znamiennych zmian aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej
(ryc. 5, 6).



Rye. 1. Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy (ALD) i dehydro-
genazy mleczanowej (LDH) w odniesieniu do wartosci kontrolnych
(K) w surowicy krwi samic myszy po uptywie 1, 3, 6, 24, 72, 120
i 168 godzin od jednorazowego ogélnoustrojowego podania kwasu
kainowego w dawce 12 mg/kg wagi ciata

Ryc. 2. Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy (ALD) i dehy-
drogenazy mleczanowej (LDH) w stosunku do wartosci kontrol-
nych (K) w surowicy krwi samcéw myszy po podskdérnej iniekcji
kwasu kainowego



Ryc. 3. Procentowe zmiany zawartosci glukozy w odniesieniu do
wartosci kontrolnych (K) w surowicy krwi samic myszy po uptywie
1, 3, 6, 24, 72, 120 i 168 godzin od podania kwasu kainowego w
ilosci 12 mg/kg wagi ciata

Ryc. 4. Procentowe zmiany ilosci glukozy w stosunku do wartosci
kontrolnych (K) w surowicy krwi samcéw myszy pod wptywem
jednorazowej iniekcji kwasu kainowego



Rye. 5. Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy (ALD) i dehydrogenazy mleczanowej
(LDH) w odniesieniu do wartosci kontrolnych (K) w homogenatach mézgu samic
myszy po uptywie 1, 3, 6, 24, 72, 120 i 168 godzin od podania kwasu kainowego

Ryc. 6. Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy (ALD) i dehydrogenazy mleczanowej
(LDH) w odniesieniu do wartosci kontrolnych (K) w homogenatach mézgu samcéw
myszy po uplywie 1, 3, 6, 24, 72, 120 i 168 godzin od iniekcji kwasu kainowego
w dawce 12 mg/kg



Ryc. 7. Procentowe zmiany aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i aldolazy
(ALD) w stosunku do wartosci kontrolnych (K) w watrobie samic myszy po uptywie

1, 3, 6, 24, 72, 120 i 168 godzin od jednorazowego podania kwasu kainowego
w ilosci 12 mg/kg wagi ciata

Ryc. 8. Procentowe zmiany aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i aldolazy
(ALD) w odniesieniu do wartosci kontrolnych (K) w watrobie samcéw myszy po
uptywie 1, 3, 6, 24, 72, 120 i 168 godzin od momentu iniekcji kwasu kainowego



Rye. 9. Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy (ALD) i dehydrogenazy
mieczanowej (LDH) w odniesieniu do wartosci kontrolnych (K) w ho-

mogenatach nerek samic myszy wywotane jednorazowym podaniem kwasu
kainowego

Ryc. 10. Procentowe zmiany aktywnosci aldolazy (ALD) i dehydrogenazy
mieczanowej (LDH) w odniesieniu do wartosci kontrolnych (K) w ho-
mogenatach nerek samcéw myszy po podaniu kwasu kainowego w dawce
12 mg/kg wagi ciata



W przypadku watroby zwierzat doswiadczalnych po iniekcji kwasu
kainowego wykazano i to zaréwno u samic, jak i samcOw znaczne
obnizenie aktywnosci obu badanych enzymdéw cyklu glikolitycznego
we wszystkich analizowanych przedziatach czasowych (ryc. 7, 8).

Z kolei w nerkach samic i samcéw myszy jednorazowa podskérna
dawka kwasu kainowego spowodowata wyrazne obnizenie aktywnosci
aldolazy i wzrost aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (ryc. 9, 10).

Dyskusja

Jak wynika z przeprowadzonych badan, kwas kainowy wywiera
istotny wptyw na aktywnos$¢ aldolazy i dehydrogenazy mleczanowej
zarowno w mozgu, jak i w watrobie, nerkach i surowicy krwi, w ktérej
takze powoduje wyrazny spadek stezenia glukozy.

Wykazany w prezentowanych badaniach spadek aktywnosci aldo-
lazy w moézgu jest skorelowany z obnizeniem sie koncentracji glukozy
w surowicy krwi i wystepuje juz w pierwszych godzinach od podania
kwasu kainowego i stan ten utrzymuje sie do kilkudziesieciu godzin.
Potwierdzaja to wczesniejsze badania, w ktérych réwniez stwierdzono
obnizenie aktywnosci aldolazy w moézgu i glukozy w surowicy Kkrwi
myszy po iniekcji samego kwasu kainowego, a takze specyficznych
blokerow i kwasu kainowego (Szaroma 1993). Wydaje sie, ze obser-
wowane zmiany aktywnosci aldolazy w przypadku madézgu nalezatoby
interpretowac¢ neuropobudzajgcym i neurotoksycznym wptywem kwasu
kainowego, u ktérego podstaw lezy jego specyficzne dziatanie recep-
torowe. Mozna zatem przyja¢, ze w nastepstwie bezposredniego
oddziatywania kwasu kainowego dochodzi do zakidécenn metabolizmu
neurondw i zaburzen komoérkowej homeostazy, co w konsekwencji
prowadzi do ich degeneracji.

Metabolizm komérek mozgu jest bezwzglednie uzalezniony od
przemian glukozy. Jest ona podstawowym ,,paliwem” dla metabolicznej
aktywnosci centralnego ukiadu nerwowego, a poprzez pirogronian
jest kluczowym prekursorem koenzymu A w centralnym systemie
nerwowym (Hall i Gold 1986).

W regulacji stezenia glukozy istotng role odgrywa jadro nadskrzy-
zowaniowe (nucleus suprachiasmaticus) podwzgoérza, ktére roéwniez
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uczestniczy w regulacji sekrecji insuliny (Yamamoto i inni 1984). Jak
wykazali Lach i Srebro (1989) jednorazowe domiesniowe dawki kwasu
kainowego prowadza do istotnego zwiekszenia ilosci RN A w cytopla-
zmie neuronow nucleus suprachiasmaticus. W oparciu o powyzsze
dane wydaje sie prawdopodobne, ze na skutek zmian w metabolizmie
neurondéw tego jadra wywotanych dziataniem kwasu kainowego do-
chodzi do zaburzen mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje
zawartosci glukozy.

Z kolei interpretacja zmian aktywnos$ci badanych enzyméw cyklu
glikolitycznego w krwi, watrobie i nerkach jest niezwykle trudna,
albowiem niewiele jest danych odnosnie dziatania kwasu kainowego
na te narzady. Potwierdzeniem faktu, ze kwas ten wywiera istotny
wpltyw na przemiany metaboliczne w tych narzadach sg badania Lisy
i Muprhy (1984), ktérzy stwierdzili istotne obnizenie aktywnosci
gamma glutamylotranspeptydazy w moézgu i w nerkach oraz Szaromy
(1988), ktory wykazat wzrost koncentracji glutationu zredukowanego
(GSH) w krwi, watrobie i nerkach czteromiesiecznych samic i samcoéw
myszy.

Wydaje sie, iz zmiany badanych w niniejszej pracy parametrow
biochemicznych w krwi, watrobie i nerkach mogg by¢ konsekwencjg
przemian metabolicznych w réznych tkankach i narzgdach, ktore
wynikaja z posredniego, wzglednie bezposredniego, toksycznego ogél-
noustrojowego oddziatywania kwasu kainowego.
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Summary

The study was carried out on 4 month old mature male and
female white mice which received subcutaneusly kainic acid in single
dose 12 mg/kg of body weight. The activity of aldolase and lactate
dehydrogenase were determined in the blood serum and in brain,
liver and kidneys homogenates. Additionally glucose concentration
was defined in blood serum. Study these enzymes activity and glucose
contents was carried out in control and experimental animals: 1, 3,
6, 24, 72, 120 and 168 hours after injection of the kainic acid. Marked
increase of aldolase activity in blood serum and considerable decrease
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its activity in brain, liver and kidneys were at males and also at
females in comparision with the control values. At the same time in
the case of lactate dehydrogenase weren’t noted essential changes of
its activity in blood serum and brain, instead there was proved
decrease of its activity in the liver, and increase in kidneys. Moreover
there was stated statistical significantly decrease of glucose quantity
in female and male blood serum after 3, 6, 24 and 72 hours after
injection of kainic acid.



