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Zawartos¢ witaminy C w grasicy,
weztach limfatycznych, sledzionie
I nadnerczach myszy po podaniu serotoniny

Streszczenie

Doswiadczenia wykonano na myszach, 6-miesiecznych samcach, szczepu CBA.
Zwierzetom doswiadczalnym podawano w iniekcji dootrzewnowej serotonine
(5-HT), w ilosci 0,3 mg 5-HT/100 g ciata, lub 1,5 mg 5-HT/100 g ciata.

Zawartos¢ witaminy C (kwas askorbinowy) badano w grasicy, weztach limfa-
tycznych, $ledzionie i nadnerczach. We wszystkich badanych tkankach po iniekcji
serotoniny wystepowato obnizenie zawartosci witaminy C. W grupie zwierzat,
ktoére otrzymywaty wiekszag dawke serotoniny spadek witaminy C w badanych
tkankach byt wiekszy niz w grupie zwierzat otrzymujacych 0,3 mg 5-HT.

Wstep

Serotonine (5 hydroksytryptamine, 5-HT) wytwarzajag komorki btony Slu-
zowej przewodu pokarmowego, gdzie znaleziono jg w najwiekszych ilos-
ciach. Z innych tkanek, w ktérych wystepuje 5-HT nalezy wymieni¢ tkanke
osrodkowego ukitadu nerwowego, $ledzione, ptuca, nerki oraz ptytki krwi,
w ktorych 5-HT ulega tylko gromadzeniu. W znacznych ilosciach spotyka
sie serotonine réwniez w mastocytach myszy i szczuréw (Lambrecht-Hall
i wsp. 1990) oraz w granulach wydzielniczych chromochtonnych komoérek
nadnerczy (Delarue i wsp. 1992). Receptory dla serotoniny byty wykryte
w réznych typach tkanek i obejmowaty centralny system nerwowy, przewaod
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pokarmowy, gtéwnie zotadek i jelita, naczynia krwionosne, trombocyty,
zakonczenia nerwoéw ukladu autonomicznego i miesien sercowy (Van
Zwieten 1987).

Serotonina jest hormonem o wielokierunkowym dziataniu. Uwazana jest
za neurohormon biorgcy udziat w przewodzeniu impulséw w osrodkowym
uktadzie nerwowym oraz neurohormonem, ktory kontroluje funkcje osi pod-
wzgorze-przysadka-nadnercza (Budziszewska i Jaworska 1989). Serotonina
dziata rowniez jako posrednik miedzy osrodkowym uktadem nerwowym
a ukladem autonomicznym przywspotczulnym (Papara 1962).

Asaka i wsp. (1991) podaja, ze serotonina odgrywa istotng role réwniez
w sytuacjach stresowych. Podczas poddawania szczuréw stresowi, zaob-
serwowali wzrost ilosci katecholamin i serotoniny w S$luzéwce zotadka
i w osoczu krwi. Stwierdzili réowniez pojawienie sie wrzodéw zotgdka.
Duglas (1980) wykazat, ze podczas stresu doswiadczalnego, wykonanego na
zwierzetach, wystepuje niedokrwienie $luzéwki zotadka, na skutek zweze-
nia naczyn krwionos$nych przez serotonine.

Badania ostatnich lat wykazujg istnienie interakcji pomiedzy ukitadem
immunologicznym i ukladem neuroendokrynnym. Juz wczes$niej wykazano
obecnos¢ receptoréw dla histaminy na powierzchni limfocytéw (Wang i wsp.
1983) oraz zdolno$¢ modulowania aktywnosci limfocytéw przez histamine
(Askenase i wsp. 1981). Bonnet i wsp. (1987) wykazali, ze limfocyty myszy
posiadajg rowniez miejsca receptorowe takze dla serotoniny. Pare lat wczes-
niej Saulson i wsp. (1984) opisali, ze w przeprowadzonych badaniach uzy-
skali hamowanie proliferacji ludzkich limfocytow przez serotonine.

Przedmiotem wielu badan byto takze zagadnienie roli 5-HT w patogene-
zie procesu alergicznego. Wykazano, ze podskérne wstrzykniecia serotoniny
wywotujg zmiany naczyniowe, zwiekszajac miejscowg przepuszczalnosé
Sciany naczyn wilosowatych i powoduja zwiekszone przesaczanie wstrzyk-
nietych barwnikéw (Kopec¢-Szlezak 1990).

Bogate jest pismiennictwo dotyczace roli serotoniny w osrodkowym
uktadzie nerwowym, natomiast mniej publikacji spotyka sie na temat roli tej
aminy biogennej na tkanki obwodowe, zas wptyw 5-HT na uktad limfoidal-
ny jest mato poznany; dlatego w tej pracy podjeto badania zawartosci kwasu
askorbinowego po obcigzeniu organizmu myszy réznymi dawkami seroto-
niny. Badaniami objeto ukiad limfoidalny tj. grasice, wezty limfatyczne
i Sledzione. Do tych badan dotaczono réwniez nadnercza - gruczoty bogate
w witaming C, ktore szybko reaguja na wszelkie zniany zachodzace w orga-
nizmie.
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Materiat i metody

Zwierzetaiiniekcja

Materiat doswiadczalny stanowily myszy szczepu CBA. Bytly to s -mie-
sieczne samce o wadze 31 + 1 g. Myszy pochodzity z Instytutu Pediatrii
Akademii Medycznej w Krakowie. Zwierzeta podzielono na grupy. Jedna
z grup stanowita kontrole podstawowa, za$ nastepne grupy byty zwierzetami
doswiadczalnymi, ktérym podawano dootrzewnowo serotonine. Serotonine
rozpuszczano w wodnym roztworze soli fizjologicznej (0,9% NaCl) i poda-
wano zwierzetom w jednej iniekcji 0,3 ml roztworu. Iniekcje stosowano
zawsze w godzinach potudniowych.

Grupa | - kontrola podstawowa (n=7) otrzymywata w iniekcji dootrzew-
nowej 0,3 ml wodnego roztworu soli fizjologicznej. Iniekcje stosowano
przez 10 dni w odstepach co 24 godz.

Grupa Il - grupa doswiadczalna (n=7). Zwierzetom tym podawano do-
otrzewnowo serotonine przez okres 10 dni, w odstepach co 24 godz. w ilosci
0,3 mg na 100 g ciezaru ciata.

Grupa Ill - grupa doswiadczalna (n=7). Zwierzetom tym podawano
dootrzewnowo serotonine przez 10 dni w odstepach co 24 godz. w ilosci
1,5 mg na 100 g wagi ciata.

Materiat do badan pobierano w godzinach przedpotudniowych w nastep-
nym dniu po wykonaniu ostatniej iniekcji. Myszy usypiano lekko narkozag
eterowa, a nastepnie pobierano takie narzady jak: grasice, wezty limfatycz-
ne, $ledziony i nadnercza, Wszystkie narzady byly wazone i poréwnywane
z grupg kontrolna.

Odczynniki chemiczne

Do badan witaminy C uzyto nastepujacych odczynnikéw: Serotonine
@Serotonin creatinine sulphate) - Budapest - Wegry. Kwas meta-fosforowy
(meta-Phosphoric acidp.a.) firmy International Enzyme limited - Windsor
- Anglia. Kwas tréjchlorooctowy, 2,2-dwupirydyl (cz. d. a.), kwas ortofos-
forowy i chlorek zelazowy pochodzity z Polskich Odczynnikéw Chemicz-
nych z Gliwic.
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Badania biochemiczne

Do wykrywania witaminy C w poszczeg6lnych tkankach zastosowano
metode Omaye i wsp. (1979). Jest to metoda biochemiczna, ilosciowego
oznaczania kwasu askorbinowego w tkankach zwierzecych, w surowicy,
w osoczu krwi i innych ptynach ustrojowych. Opiera sie ona na redukcyj-
nym dziataniu kwasu askorbinowego. Kwas askorbinowy w roztworze
kwasnym redukuje jon zelazowy (Fe+3) do jonu zelazawego (Fe+2), dajac
barwny czerwonopomaranczowy kompleks chelatujgcy z dwupirydylem,
ktory wykazuje charakterystyczng absorbancje przy dtugosci fali 525 nm.

Ilo$¢ witaminy C zawartej w poszczeg6lnych tkankach odczytywano przy
pomocy krzywej wzorcowej, wykorzystujac liniowag zalezno$¢ pomiedzy
absorbancja a koncentracjg kwasu askorbinowego. Do krzywej wzorcowej
uzyto witamine C (cz. d. a.) produkcji ,,Polfy” w Krakowie. Zawartos¢ wita-
miny C podano w pg/100 mg tkanki. Wszystkie wyniki obliczono testem

-t- Studenta-Gosseta i podano ponizej.

Wyniki

G rasica. Sredni ciezar grasic kontrolnych wynosit 24,4 mg, w grupie
Il grasice wazyty 33 mg, a w grupie Il - 36,5 mg. W grupie Il ciezar grasic
wzroést o 34%, a w grupie Il 0 48% w stosunku do grupy | (tj. kontroli pod-
stawowej). Sa to wyniki statystycznie istotne: p<0,01 (ryc. 5). Zawartosc
witaminy C w grasicach poszczegdlnych grup wynosita: dla grupy kontrol-
nej - 35,5 pg/100 mg tkanki swiezej, dla grupy Il (po padaniu 0,3 mg 5-HT)
-21,4 pg/100 mg tkanki $wiezej, dla grupy 1M (po podaniu 1,5 mg 5-HT) -
14,0 pg/100 mg tkanki. W obliczeniach procentowych jest to dla grupy Il
0 41% mniej, a dla grupy Il o 60,5% mniej niz w grupie kontrolnej.
Wszystkie wyniki sg statystycznie istotne: p< 0,001 (ryc. 1).
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Rye. I. Srednie zawarto$ci witaminy C w |ig/100 mg grasicy
zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych

Wezty limfatyczne. Sredhi ciezar wyizolowanych weziow lim:
fatycznych wynosi w grupie kontrolngj - 11 ng, w grupie Il - 153 n,
aw grupie Il - 182 nmg. W procentowych przeliczeniach ciezar weztow
limfatycznych wzrést w grupie 1l - 0 39% aw grupielll - o 65%w porow
naniu do kontroli podstawowej. VWyniki te sg statystycznie istotne: p<0,001
(ryc. 5). Po podaniu serotoniny zmienita sie rowniez zawartos¢ kwasu askor-
binowego w weztach limfatycznych. \WWimiki byly nestepujace: dla grupy
kontrolnej - 49,0 pg witaminy C/100 ng tkanki Swiezej, dla grupy 1l (po
(po podaniu 1,5 mg 5-HT) - 20,5 pg witaminy C/100 mg tkanki. U 2wierzat
doSwiadczalnych nastgpito obnizenie witaminy C i wynosito: w grupie 1l
0 49% rmiej aw grupie lll 0 68,2% nmiej W porownaniu z kontrolg podsta-
wowag (ryc. 2).\WWiniki te sg statystycznie istotne: p< 0,001.
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Ryc. 2. Srednia zawarto$é witaminy C w |ig/100 mg
weztdéw limfatycznych myszy kontrolnych i doswiadczalnych

Sledziona. Sredni ciezar $ledzion dla grupy kontrolnej wynosit 85 mg,
dla grupy Il - 89 mg, a dla grupy Ill - 97 mg. Po podaniu zwierzetom sero-
toniny ciezar Sledzion wzrastat i w obliczeniach procentowych przedstawiat
sie nastepujaco: dla grupy Il wzrost wynosit 5%, a dla grupy Il 14%. Tylko
dla grupy Il byt to wynik statystycznie istotny: p<0,01 (ryc. 5).

Po podaniu zwierzetom serotoniny, w Sledzionie rowniez nastgpit spadek
witaminy C. Wyniki przedstawiaty sie nastepujaco: dla grupy kontrolnej -
38,5 pg witaminy C/100 mg Swiezej tkanki, dla grupy Il (po podaniu 0,3 mg
5-HT) - 24,6 pg witaminy C/100 mg tkanki, dla grupy Ill (po podaniu 1,5 mg
5-HT) - 21,5 pg witaminy C/100 mg tkanki. W obliczeniach procentowych
jest to dla grupy Il o 37% mniej, a dla grupy Ill o0 45% mniej niz w kontroli
podstawowej (ryc. 3). Wyniki te sg statystycznie istotne: p<0,001.
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Ryc. 3. Srednia zawarto$é¢ witaminy C w ng/100 mg $ledziony
zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych

Nadnercza. Sredni ciezar nadnerczy dla grupy kontrolnej wynosit
2 mg, dla grupy Il - 2,5 mg, a dla grupy Ill —7,5 mg. Po podaniu serotoniny
nastgpit wzrost ciezaru nadnerczy dla grupy Il 0 27%, a dla grupy Il 0 275%
(ryc. 5). Sg to wyniki statystycznie istotne: p<0,001. U myszy otrzymujacych
serotonine nastgpit spadek witaminy C w gruczole nadnerczowym. WynikKi
przedstawiaty sie nastepujgaco: w grupie kontrolnej byto - 260 pg witaminy
C/100 mg $wiezej tkanki, w grupie Il (po podaniu 0,3 mg 5-HT) byto -
205 pg witaminy C/100 mg tkanki, w grupie Ill (po podaniu 1,5 mg 5-HT) —
37 pg/100 mg tkanki. W obliczeniach procentowych byt to wynik: dla grupy
Il 0 22% mniej, a dla grupy Ill o 85% mniej witaminy C w poréwnaniu
z kontrolag (ryc. 4). Wyniki te sg statystycznie istotne: p< 0,001.
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Ryc. 4. Sredhia zawartosé witarminy Cw ng/100 g nedrerczy
myszy kontrolnych i dodwiadczalnych

Ryc. 5. Sredhi ciezar badanych nerzaddwwn
2wierzat kontrolnych i dodwiadczalnych



Dyskusja

Grasica ssakow zaliczana jest do centralnego narzadu limfoidalnego.
Gruczot ten wykazuje zapotrzebowanie na liczne biokatalizatory-mikroele-
menty oraz witaminy. Zdaniem niektérych badaczy, jednym z niezbednych
czynnikdéw do rozwoju grasicy oraz do odpowiedniej i optymalnej czynnosci
tego gruczotu, niezbedny jest kwas askorbinowy (Ficek 1982, Park i Kimler
1991).

Kwas askorbinowy bierze udziat w procesach oksydoredukcyjnych; bie-
rze udziat w procesach metabolicznych, jest aktywatorem przemian biatko-
wych i weglowodanowych, jest tez niezbedny przy wytwarzaniu przeciw-
ciat.

Kwas askorbinowy jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania gra-
sicy, weztéw limfatycznych i Sledziony.

W grasicy przebiegajg intensywne procesy biochemiczne zwigzane
zwitaszcza z przemianami biatek oraz aminokwaséw, a witamina C jest jed-
nym z koniecznych aktywatoréw tych procesdéw. Zadaniem tej witaminy jest
tez utrzymywanie jonéw metali na odpowiednim stopniu utlenienia. Wita-
mina C nie wplywa bezposrednio na substraty reakcji, jedynie aktywuje
enzymy biorace udziat w tych procesach (Englard i wsp. 1986, Haskell
i wsp.1991).

W doswiadczeniach wiasnych stwierdzono, ze dootrzewnowe podanie my-
szom serotoniny powoduje znaczne obnizenie zawartosci witaminy C w gra-
sicy, weztach limfatycznych, $Sledzionie i nadnerczach. Nalezatoby przyjac,
ze kilkakrotne podanie serotoniny, stanowi dla organizmu myszy czynnik
stresowy, powodujgcy mobilizacje nadnerczy i ukfadu limfoidalnego.

W $ledzionie kwas askorbinowy jest niezbedny do stymulacji uktadu od-
pornosciowego. Stad tez witamina C zaliczana jest do substancji odporno-
Sciowych, przeciwzakaznych. Zostato udowodnione, ze kwas askorbinowy
bierze udziat we wszystkich procesach biochemicznych warunkujacych od-
pornos$¢ ssakéw na réznego rodzaju czynniki chorobotwdrcze (Yonemoto
i wsp. 1976).

Witamina C jest roéwniez niezbedna dla weziéw limfatycznych oraz
wszystkich krwinek biatych znajdujacych sie w krwi obwodowej lub pty-
nach i tkankach ustrojowych. Cooper i Adorol (1971) wykazali, ze wita-
mina C dodana w okres$lonej ilosci do hodowli in vitro biatych krwinek sty-
muluje boczny tancuch heksozy monofosforanowej, co jest niezbednym
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procesem do prawidtowego przebiegu przemian metabolicznych w tych ko-
morkach.

W badaniach wtasnych wykazano, ze w nadnerczach wystgpit znyczny
spadek witaminy C po podaniu zwierzetom serotoniny. Jest to wynik nieko-
rzystny dla organizmu, poniewaz nadnercza wykazuja wyjatkowe zapotrze-
bowanie na kwas askorbinowy. W nadnerczach witamina C jest niezbednym
aktywatorem w procesach hydroksylacji przy wytwarzaniu noradrenaliny.
W ostatnim etapie tej syntezy zostajg zuzyte rowne ilosci dopaminy, kwasu
askorbinowego i tlenu (Levine i wsp. 1985). Przypuszcza sie réwniez, ze
witamina C bierze udziat w procesie transmetylacji noradrenaliny do adre-
naliny (Kuemerle i wsp. 1976). Ponadto kwas askorbinowy odgrywa wazng
role w utrzymaniu hormonoéw rdzenia w stanie zredukowanym, chronigc je
przed utlenieniem do adrenochroméw. Dotychczasowe badania sugeruja
réwniez udziat witaminy C w procesach hydroksylacji na terenie kory nad-
nerczy przy wytwarzaniu hormonéw sterydowych (Englard i wsp. 1986,
Jalukar i wsp. 1991).

W przeprowadzonych wiasnych doswiadczeniach zanotowano zwiekszo-
ny ciezar badanych narzadéw. Dla ukiadu limfoidalnego jak réwniez dla
nadnerczy takie zjawisko wystepuje w czasie poddania zwierzat na dziatanie
stresu. W grasicy, weztach limfatycznych i $ledzionie wystepuje sygnat do
obrony organizmu, co wigze sie z wytwarzaniem zwiekszonej produkcji hor-
monoéw obronnych. Zatem podawanie myszom przez kilka dni serotoniny
prowadzi w uktadzie limfoidalnym i nadnerczach do obnizenia witaminy C,
tak jak w reakcjach stresowych.
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Vitamin C Content in the Thymus, Lymph Nodes,
Spleen and Adrenal Glands after Administration Serotonine

Summary

The experiments involved CBA - strain s -month-oid male mice. Each experi-
mantal animal received 0,3 mg serotonine (5-HT) per 100 g body weight or 1,5 mg

5-HT per 100 g body weight.
Vitamin C content was studied in the thymus, lymph nodes, spleen and adrenal

glands.
Vitamin C content dropped sfter serotonine injection in all studied tissu-

es. In animal receiving 1,5 mg 5-HT the decline of vitamin C concetration

was more profound than in those injected with 0,3 mg 5-HT.



