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Zaburzenia
w metabolizmie weglowodanowym u myszy
po dootrzewnowym podaniu lektyny
z zarodkow pszennych (WGA)

Streszczenie

Lektyne z Triticum vulgaris (wheat germ agglutinin-WGA) podawano dootrzew-
nowo myszom w jednorazowej dawce 30 mg/kg wagi ciata.

Poziom glukozy w krwi oraz glikogenu w watrobie i miesniach badano po upty-
wie s, 12, 24, 48, 72, 96, 120 oraz 144 godzin od momentu wprowadzenia WGA.

Generalnie nalezy stwierdzi¢, ze podawana lektyna znacznie zaburza gospodar-
ke weglowodanowag w organizmie zwierzecym, o czym $wiadczy znaczne obnize-
nie poziomu cukru w krwi oraz watrobie i miesniach juz po uptywie 12 godzin od
jej wprowadzenia.

Chwiejnos$¢ poziomu glukozy oraz glikogenu wykazano u zwierzat wszystkich
grup doswiadczalnych, o czym $wiadczy wystepowanie minimum i maksimum
koncentracji w badanych tkankach.

Wstep

Lektyny sa biatkami, ktére majg zdolno$¢ wigzania sie ze specyficz-
nymi cukrami wystepujacymi w postaci monosacharydoéw, czy tez obecnych
w polisacharydach, glikoproteidach oraz glikolipidach. Wigzanie sie lektyn
z pewnymi komponentami bton komérkowych (receptorami lektynowymi)
w spos6b odwracalny czyni z nich uzyteczne narzedzie w badaniach struktu-
ry i funkcji blon komérkowych (Kinzel i wsp. 1977, Guy i wsp. 1979).

* Zaktad Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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Perturbacje wywotane na powierzchni komérek - spowodowane wigza-
niem lektyn - moga inicjowac¢ szereg zmian w aktywnosci tych komodrek
(Grunspan-Swirsky i Pick 1979, Kurisu i wsp. 1980, Vaillier i Vaillier 1980)
lub do ich podziatu (Hedeskov 1968, Romeo i wsp. 1978, Speckart i wsp.
1978).

Stymulujace dziatanie lektyn na komorki wigze sie z ich wtasciwosciami
mitogennymi i najczesciej wykorzystywane jest w badaniach in vitro,
natomiast niewiele nadal wiadomo o zmianach wywotanych lektynami
w warunkach in Vivo.

W zwiazku z tym, ze lektyny roslinne wchodzg w skiad pozywienia tak
zwierzat, jak i ludzi, podjeto badania nad ewentualnymi skutkami ich od-
dziatywania w przewodzie pokarmowym, co doprowadzito do stwierdzenia
szeregu zmian histopatologicznych (Pusztai i wsp. 1986, Sjolander i wsp.
1984).

Zaburzenia w metabolizmie weglowodanowym pod wptywem lektyn
podanych drogag pozajelitowg i pokarmowg byly przedmiotem naszych do-
tychczasowych badan (Banach i wsp. 1983, Gwo6zdz i wsp. 1987, Zaremba
iwsp. 1987, Zaremba i wsp. 1990).

Lektyna z zarodkéw pszennych (Wheat germ agglutinin - WGA) wykazu-
je specyfike do wigzania N-acetylo-D-glukozaminy oraz kwasu sialowego
(Clevers i wsp. 1986) i uwazana jest przez niektérych badaczy za czynnik
niemitogenny, a nawet antymitogenny w stosunku do ludzkich limfocytow
(Boldt i wsp. 1975). Jednakze wyniki badan Gordon i wsp. (1980), Greene
i wsp. (1981), Reed i wsp. (1985) oraz Taylor i wsp. (1985) wskazujg na
stymulacje przez WGA syntezy DNA, jak rowniez zwiekszong produkcje
interleukiny 2 (11-2) w hodowlach ludzkich komérek mononukleamych
z krwi obwodowej.

Biorgc pod uwage szeroki zakres mozliwosci dziatania lektyn w warun-
kach In Vitro oraz IN Vivo postanowilismy przeéledzi¢ wptyw WGA - poda-
nej droga pozajelitowag - na metabolizm weglowodanowy u myszy.

Materiat i metody
Badania przeprowadzono na 90 myszach, s tygodniowych samcach

szczepu Swiss, o ciezarze ciata od 28 do 32 g, pochodzacych z hodowli Za-
kiadu Fizjologii Zwierzat UJ.
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Zwierzetom podawano standaryzowang pasze typu Murigran oraz wode
ad libitum i utrzymywano w okreslonym rezimie $wietlnym (12 h $wiatto
i 12 h ciemno).

Z badanych zwierzat wyodrebniono grupe kontrolng oraz s grup do-
Swiadczalnych (po 10 osobnikéw kazda), w zaleznosci od czasu pobierania
materiatu, tj. po uptywie s h (I grupa), 12 h (Il grupa), 24 h (11l grupa), 48 h
(IV grupa), 72 h (V grupa), 96 h (VI grupa), 120 h (VII grupa) oraz 144 h
(VI grupa) od momentu podania lektyny.

Zwierzetom grup doswiadczalnych wprowadzano dootrzewnowo jedno-
razowa dawke lektyny z Triticum vulgaris (wGA - wheat germ agglutinin,
Sigma Chemical Company, L-9640) w ilosci 30 mg/kg wagi ciata w 0.4 ml
soli fizjologicznej, podczas gdy zwierzetom grupy kontrolnej podawano ana-
logicznie 0.4 ml 0.9% NacCl. Zwierzeta uémiercano przez dyslokacje rdzenia
kregowego. Celem ilosciowego oznaczenia poziomu glukozy we krwi, jak
rowniez glikogenu w watrobie i miesniu szkieletowym, zastosowano meto-
da antronowsg (Seifter i wsp. 1950). Pomiaru kolorymetrycznego dokonywa-
no na spektrofotometrze firmy Zeiss, przy dtugosci fali 620 nm.

Zawartosc¢ glukozy we krwi podawano w milimolach/litr (mM/1), a w przy-
padku glikogenu obliczano ekwiwalent glukozy w tkankach i podawano
w mikromolach/g swiezej tkanki (pM/g). Uzywane zatem w teksScie okres-
lenia ‘poziom glikogenu’ nalezy rozumiec¢ jako poziom glukozy w badanym
narzadzie.

Wyniki badan

Zawartos$c¢ glukozy w krwi (tab. 1, rye. 1).

U zwierzat kontrolnych poziom glukozy wynosi 11.94 mM/1; po dootrzew-
nowym wprowadzeniu W GA stwierdzono statystycznie istotne rdéznice
w poziomie badanego cukru u zwierzat wiekszosci grup doswiadczalnych.
Najwiekszy spadek poziomu glukozy odnotowano po uptywie 12 h (grupa Il -
7.89 mM/1), za$ najwyzszy poziom odnotowano po uptywie 48 h (grupa IV
- 13.38 mM/1). U zwierzat doswiadczalnych grup VI, VII i VII (tj. po
uptywie 96, 120 oraz 144 h od podania W GA) uzyskane wyniki nie odbiega-
ty istotnie od wartosci grupy kontrolnej.
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Czas po
iniekcji
godz.

Grupa

Grupa 1Lontrolna 1
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1]

»v 1
\%

Vi

VIl
VIl

x p<0.05

Tab. 1. $rednia zawartosé glukozy we krwi

oraz glikogenu w watrobie i miesniu szkieletowym po podaniu WG A

6
12
24
48
72
96
120
144

przed
iniekcja

27.8
31.5
32

26.3
28.7
33.5
31.6
30.6

Sredni ciezar ciata

przed
zabiciem

29.4
27.8
29.7
29.6
24.2
29
31.1
33
33

Zawarto$¢ glukozy

mM/1

Krew

11.94+/-0.89
8.27+/- 1.23x
| 7.89 +/- 1.45x
10.24+/- 1.13x
113.38+/-0.88x
i 10.88+/- 1.24x
11.27+/-2.15
111.4 +/-1.02
11.45+/- 1.17

Zawartos$¢ glikogenu
w uM glukozy/g Swiezej tkanki

Watroba

170.5+/-34.25
173.4 +/- 16x
156.89 +/- 21.83x
227.49 +/- 53.46x
1151.19+/-24.93
1162.13 +/-30.89

168.99+/-34.45
1178.27+/- 18.47

270.57 +/- 32.95x

Migsien

szkieletowy
22.41 +/-3.32
34.95 +/- 5.65x
11.82+/- 1.26x
17.96 +/- 2.24x
19.55 +/-2.39%
13.65 +/-2.37X
20.78 +/- 6.64
11.34+/- 1.08x
11.45+/- 1.16x



Zawarto$¢ glikogenu wwatrobie (tab. 1,ryc. 2).

W pordéwnaniu z grupg kontrolna (170.5 pM/g) stwierdzono statystycznie
istotne réznice u zwierzat 4 grup doswiadczalnych. | tak-juz po uptywie
6 godzin od iniekcji WGA (grupa I) poziom glikogenu gwattownie spada
(73.4 pM/g), osiggajac minimum koncentracji po uptywie 12 h (grupa Il), tj.
56.89 pM/g.

Gwattowny wzrost zawartosci glikogenu - przekraczajacy znacznie war-
tos¢ kontrolna- odnotowano w 2 punktach czasowych, tj. po uptywie 24 h
(grupa lll - 227.49 pM/g) oraz 144 h (grupa VIIl - 270.57 pM/g).

U zwierzat pozostatych grup doswiadczalnych uzyskane wartosci nie wy-
kazujg istotnosci statystycznej.

Zawartosc glikogenu w migsniu szkieletowym (tab. 1, ryc. 3).

Analizujac poziom glikogenu miesniowego wykazano statystycznie istot-
ne zmiany prawie we wszystkich grupach doswiadczalnych (wyjatek stano-
wi grupa V).

W poréwnaniu z grupag kontrolng (22.41 pM/g) odnotowano znaczny
wzrost zawartosci glikogenu po uptywie s godzin (grupa | - 34.94 pM/g),
nastepnie po 12 h obnizenie o potowe w stosunku do wartosci kontrolnej
(11.82 pM/g - grupa Il).

U zwierzat kolejnych grup, tj. po 24 i 48 h (grupy Il i IV) odnotowano
tendencje wzrostowa, przy czym uzyskane wartosci utrzymuja sie ponizej
poziomu kontrolnego (odpowiednio 17.96 pM/g oraz 19.55 pM/g). W na-
stepnych badanych punktach czasowych, tj. po uptywie 72 h (grupa V) od-
notowano spadek zawartosci glikogenu do 13.65 pM/g oraz wzrost poziomu
po 96 h od iniekcji WGA (grupa VI - 20.78 pM/qg).

Kolejny gwattowny spadek w poziomie badanego cukru wykazano po
uptywie 120 h (grupa VII - 11.34 pM/g) oraz 144 h (grupa VIII - 11.45

pM/g).
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Dyskusja

W GA podawana zwierzetom dootrzewnowo zaburza w istotny sposéb
gospodarke weglowodanowg ustroju, o czym $wiadcza wyniki zestawione
w tabeli 1.

Generalnie nalezy stwiedzi¢, ze W GA powoduje spadek poziomu gluko-
zy we krwi oraz glikogenu w watrobie i miesniach. Stad tez wartosci uzy-
skane po 12 h od iniekcji lektyny (grupa Il) sa najnizsze ze wszystkich
uzyskanych i stanowig minimum koncentracji badanego cukru. U zwierzat
pozostatych grup doswiadczalnych wykazano znaczng chwiejnos$¢ poziomu
glukozy we krwi oraz glikogenu w tkankach.

Oprécz wspomnianego juz minimum koncentracji glukozy oraz gliko-
genu uzyskano réwniez wartosci znacznie przewyzszajgce poziomy kontrol-
ne (maksimum koncentracji) - dla krwi po 48 h (grupa 1V), dla watroby po
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24 h oraz 144 h (grupy Il i VIII), natomiast dla miesni po s h (grupa I) od
wprowadzenia lektyny.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze jedynie we krwi poziom glukozy
osigga stabilizacje poczawszy od 96 h (grupa V1), podczas gdy w miesniach
zawartos$¢ glikogenu nie osigga poziomu uzyskanego w grupie kontrolnej
(wyjatek stanowi grupa |l tj. ¢ h od injekcji WGA).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy znajdujg potwierdzenie we wczes-
niejszych badaniach nad wpltywem niektérych lektyn na gospodarke cukro-
wa myszy, tj. lektyny z Robiniapseudoaccacia- RpA (Banach i wsp. 1983),
konkanawaliny - Con A (Gwé6zdz i wsp. 1987) oraz lektyny z zarodkow
pszennych - WGA (Zaremba i wsp. 1990). Wykazano bowiem istotne zabu-
rzenie w metabolizmie weglowodanéw, co przejawiato sie znacznag chwiej-
noscig w poziomie glukozy we krwi oraz glikogenu w tkankach badanych
zwierzat.

Poréwnujac zatem efekty dziatania WGA z innymi lektynami, np. PHA
(lektyna z Phaseolus vulgaris), Con A, czy tez RpA mozna stwierdzi¢, ze
powoduja w organizmie zwierzecym podobne skutki. R6znice w ich oddzia-
tywaniu polegaja jedynie na przesunieciu w czasie tzw. minimum koncen-
tracji cukru w badanych tkankach oraz stopnia zmian w jego koncentracji.

Jak wykazaty liczne badania in vitro, nieodzownym warunkiem oddzia-
tywania lektyn jest ich zwigzanie sie z receptorami powierzchniowymi
komorek (receptorami lektynowymi). Wigzanie to powoduje pewne zmiany
w strukturze btony komérkowej, wyzwalajgc szereg zmian w metabolizmie,
na co zwrocili uwage Hedeskov (1968) oraz Rossi i Zatii (1968).

Z badan Cuatrecasas i Tell (1973) wiadomo, ze ilo$¢ zwigzanej przez
komorki lektyny zaleze¢ moze od ilosci receptoréw lektynowych lub ilosci
lektyny wprowadzonej do organizmu, badz tez medium hodowlanego,
z czym wiaza sie pozniejsze skutki jej oddziatywania. | tak - niskie stezenia
Con A i WGA dziatajg wyraznie insulinopodobnie i mitogennie, wyzsze za$
(powyzej 50 pg/ml) blokuja receptory insulinowe.

Nalezy doda¢, ze w przypadku badan prowadzonych in vitro mozna z du-
zg doktadnoscig okresli¢ relacje ilosciowe lektyn do komodrek, natomiast
w badaniach in ViVOjest to wrecz niemozliwe z uwagi na réznorodng aktyw-
nos$¢ lektyny, zréznicowane powinowactwo do komoérek czy tkanek, jak
rowniez ze wzgledu na obecnos¢ inhibitorow lektynowych w ptynach tkan-
kowych.

Jesli chodzi o wptyw W GA na metabolizm weglowodanow in Vivo brak -
jak dotad - danych w pismiennictwie naukowym. Z badan in vitro wiadomo
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jedynie, ze WGA wykazuje dziatanie insulinopodobne w izolowanych
hepoatocytach oraz komdrkach thuszczowych watroby, ze wzgledu na moz-
liwos¢ bezposredniego Wigzania sie z receptorami insulinowymi tych komo-
rek (Cuatrecasas i Tell, 1973). Uwzgledniajac zatem powyzsze fakty nie
mozna Wykluczy¢ identycznego oddziakywania WGA na metabolizm we-
glowodanowy w organizmach badarnych 2wierzat.

Jak wynika z nielicznych badan, pewne lektyny (np. Con A) oprocz spe-
cyficznego dziatania mogg dodatkowo Wykazywac dziatanie toksyczne, co
stwierdzono zaréwno w badaniach in vitro oraz in vivo, przy czym stopien
toksycznosci uzalezniony jest w duzej mierze od wielkosci dawki (Nirmul
Iwsp. 1972).

Z badan Sjolander i wsp. (1984) wynika, ze WGA nalezy do lektyn dzia-
lajacych destrukeyjnie na nablonek jelita, wigzac sie bezposrednio z recepto-
ram komdrek nablonka jelitowego. Stad wydaje sie prawdopodobre, ze
podanana pozajelitowo moze dziala¢ rowniez destrukcyjnie na pewne
komdrki, czy tez tikanki, co nalezaloby wyjasni¢ w dalszych badaniach.

Wydaje sie przeto, ze stwierdzone w niniejszej pracy zaburzenia w meta-
bolizmie weglowodandw sg wypadkowg wielokierunkowego dziatania WGA
W organizmie myszy.

Oceniajac zatem zmiany wywotane oddziakywaniem lektyn w organizmie
2wierzecym nalezatoby zawsze uwzgledniac ich efekt hypoglikemiczny, co
moze mieC istotne znaczenie w zrozumieniu mechanizmu indukowanych
Zmian.
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Stanistaw Zaremba, Maria Banach, Andrzej Pierscinski

Disturbances in Carbohydrate Metabolism in Mice after
Intraperitoneal Injection of Wheat Germ Lectin (WGA)

Summary

Lectin extracted from Triticum vulgaris (wheat germ agglutinin - WGA) was
injected intraperitoneally to mice in a single dose of 30 mg per kg of body weight.
The glucose content in the blood and the content of liver and muscle glycogen
were determined s , 12, 24, 48, 72, 96, 120 and 144 hrs after the WGA injection.

It can be concluded that administration of lectin leads to a serious disturbances
in sugar metabolism in the organism since it results in a significant drop in blood
glucose and liver as well as muscle glycogen contents within 12 hrs of injection.
A lability in glucose and glycogen contents was observed in all the experimental
groups the proof of which were minimum and maximum of concentrations occu-
ring in the investigated tissues.
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