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lnfluence of morphine and scopolamine on glutathione contents and activity of glutathione enzymes

in mouse organs

Sutnmary
The aim of the stud__v lvas to determine the influence of morphine and scopolamine on the glutathione level

and activity of glutathione enzvmes in the liver, kidney and muscles.
The study was carried out on 30 male and 30 female S-łveek-old mice weighing20-229. Al| individuals were

placed in standard cages, had constant access to watcr and standard food (16% ofprotein in diet). The experi-
mental groups received morphine (20 mg/kg b.w.) and scopolamine (0.5 mg/kg b.w). 'l'he level of reduccd
glutathione, thc activiĘ of glutathione transferasc, glutathione peroxidase and glutathione reductase were
determined in the liveą kidney and muscles.

The alcaloids decreased the GSH level and the activity of glutathione peroxidase, The activity of glutathione
transferase increased while the activiĘ of glutathione reductase increased insignificantly. Scx had no influence
on the anima|s' reactivity.
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Jednym z biochemicznych wskaźników przemian
metabolicznych są wielofunkcyjne grupy tiolowe po-
chodzące w komórkachzwierzęcych głównie od glu-
tationu (5, 36). Dzięki grupie tiolowej glutation uczest-
niczy w reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych l ztego,
między innymi, powodu występuje w formie zrędtl-
kowanej (GSH) i utlenionej (GSSG). Wysokie stęze-
nie GSH warunkuje prawidłowe funkcjonowanie ko-
mórki (1,8,34,37). Okazało się, że za odpowiednią
koncentrację glutationu w komórkach i tkankach od-
powiedzialnych jest kilka enzymów, z którychnalważ-
niej szymi są: peroksy daza glutationowa (E. C. 1 . 1 1 . 1 . 9),
transferaza glutationow a (E.C.Z. 5 .1 . 1 8) i ręduktaza
glutationowa (E.C. L6.4.2) (l,2,13, 18-20). Modelo-
!\rymi alkal oidami ryrvołuj ąc ymi szczególne zainte-
resowanie na polu biochemicznym i farmakologicz-
nym są: morfina i skopolamina(4, |7,24,28,29,35).
Morfina dziaŁa silnie hamująco na ośrodkowy układ
nerwowy, zwłaszcza na okolicę czuciową kory mozgo-
wej oraz na ośrodki wegetatywne. Jest ona też jednym
z naj silniej szych lekow przeciwbolowych. Skopolami-
na natomiast poraża układ przywspółczulny a więc
skutki przez nią wywołane są podobne do objawów
pobudzenia układu wspołczulnego. Skopolamina tłu-
mi także aktywnośó receptorów cholinergicznych. Jed-
nym z podstawowych czynnikow ochraniaj ących układ
nerwowy pr ze d działaniem e gz o gennych zwi ązków

chemicznych j e s t glutati on, ktory zab ezpiecza pr zede
wszystkim przed szkodliwą peroksydacj ą lipidów

Celem badań było określenie wpĘwu morfiny i sko-
polaminy na poziom glutationu i aktywnośó enzymów
glutationowych w wątrobie, nerce i mięśniu myszy jako
zwieruąt modelowych.

Materiał i metody

Badania przeprowadzono na 8-tygodniowych 30 sarni-
cach i 30 samcach myszy szczepu Swiss o masie ciała oko-
ło 23 + 2 g. Zwierzęta pochodziły z hodowli Instytutu Ge-
netyki i Hodowli Zwierząt PAN w Jastrzębcu. Wszystkie
osobniki umieszczone były w specjalistycznych plastiko-
wych klatkach ze stałym dostępem do wody i paszy granu-
l owan ej zawieraj ąc ej I 60ń białka, produkcj i Przeds i ębior-
stwa Wytwómi Pasz,,Łomna", w Łomnej koło Warszawy.
Miały one zapewnioną dobrą opiekę weterynaryjną i prze-
bywały w ponieszczeniu fetmy o temperaturze 21"C przy
naturalnym oświetleniu dnia i nocy.

Myszy podzielono na 3 grupy, w tym jedną kontrolną
i dwie doświadczalne. W obrębie kazdej grupy wydzielo-
no podgrupy samic i samców, liczące po 10 osobników.
Poddawane były one określonym zabiegom, według nastę-
pujapego schematu: grupa l - kontrolna - zwierzęIa otrzy-
mujące 0,9uń roztwór NaCl, grupa II - zwierzeJa otrzymu-
jące morfinę, 20 mg/kg masy ciała, grupa III - zwierzęta
otrzymujące skopolarninę, 0,5 mg/kg masy ciała.



Roztwory soli fizjologicznej i alkalo-
idów podawane były zwierzętom do-
otrzewnowo w ilości 100 pl jeden raz
dziennie, stale o godzinie 900 w okresie
7 dn| 24 godziny po ostatniej iniekcji
zw ierzęta zabij ano prźez przerwanie
rdzenta kręgowego i dekapitacj ę. Bezpo-
średnio izolowano wątrobę, nerkę i lewy
mięsień udowy. Wątrobę poddawano
perfuzji oziębionym do +4oC roztworem
soli fizjologicznej w celu usunięcia krwi.
Odwazone skrawki tkanek homogenizo-
wano w szklanym homogenizatorze Pot-
tera(z tłokiem teflonowym) w 0,1 M bu-
forze fosforanowym o pH 7 ,4 zawierają-
cym 10 mM EDTA. Homogenaty wiro-
wano 10 minut przy 12 tysiącach obro-
tów/minutę w wirówce typu Janetzki
K-24, w temperaturze +4"C.

Oznaczanię glutationu zredukowane-
go przeprowadzano metodą Ellmana
( 1 2). Aktywnośó transferazy glutationo-
wej oznaczano metodą Habiga i wsp.
(1 6), aktywność peroksydazy glutationo-
wej według metody Chiu i wsp. (9), re-
duktazy glutationowej według Szczekli-
ka (31). Poziom białka oznaczono meto-
dą Lowry'ego i wsp. (26) w modyfikacji
Kirschke i Wiederandersa (22).

Koncentracj ę glutationu przedstawio-
no w mM/g świezej tkanki, a aktywność
enzymów w U/mg białka/minutę, Uzys-
kane wyniki poddano obliczeniom sta-
tystycznym, stosując wieloczynnikową
analizę wariancji.

Wyniki iomówienie
Analiza ott zy many ch wyników wy-

kazała, ze iniekcja lżytych w ekspe-
rymencie alkaloidów wywołała zmiany koncentracj i
glutationu i aktywności enzymów glutationowych we
wszystkich obserwowanych organach badanych zwie-
rząt. Podobne wyniki uzyskali inni autorzy (I4, 15,
2I, 23, 27). W wyniku przeprowadzonego eksperymen-
tuzalważono przede wszystkim, ze w warunkach nor-
malnych, tzn.umvierząt grupy kontrolnej wąhoba cha-
ruktery zowała się naj większą konc entracj ą grup tiolo -
wych, nieco ntższa była ona w nefce, a najniższa
w mięśniu, Dane te potwierdzają wyniki wcześniej-
szych obserwacji (25, 32, 33).

W eksp erymenc i e wyka zano, że u zw ier ząt kontro l -
nych płeć nie ma istotnego wpływu na koncentrację
glutationu i aktywność enzymów glutationowych. Po
iniekcji morfiny i skopolaminy stwierdzono jednak,
że amplituda wahań koncentracji glutationu i aktyw-
ności enzymów glutationowych była wyższa u sam-
ców w porównanilze zmianami u samic.

Jak wynika z danychtab. 1 i ryc. 1 i 2, iniekcje alka-
loidow powodowaĘ spadek poziomu glutationu zre-

Ryc. 1. Procentowe zmiany koncentracji glutationu (GSH), aktywności transfe-
razy glutationowej (GST), peroksydazy glutationowej (GS-Px) oraz redlktazy
glutationowej GS-Rd w badanych tkankach myszy po iniekcji morfiny
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Ryc. 2. Procentowe zmiany koncentracji g|utationu (GSH), aktywności transfe-
razy glutationowej (GST), peroksydazy glutationowej (GS-Px) oraz reduktazy
glutationowej GS-Rd w badanych tkankach myszy po iniekcji skopo|aminy
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dukowanego we wszystkich badanych organach. Ob-
nizenie poziomu GSH w warunkach obciązenia orga-
nizmu narkotykami może być spowodowane zwięk-
szeniem ogólnej aktywności metabolicznej i wzrasta-
jącym zapotrzebowaniem na grupy tiolowe, zwłasz-
cza w wątrobie, gdzie ich ważna rola w odtruwaniu
organizmu jest dawno dowiedziona. Niższa koncen-
tracja glutationu po działaniu obserwowanych narko-
tykow moze być równiez w}nvołana zaburzentamt jego
biosyntezy. Morfina wywołuję zmiany potencjału re-
dox (6, I0,14,15). Konsekwencją stresu oksydacyj-
nego jest obnizenie stosunku stęzeń GSH/GSSG oraz
całkowitego stęzenia glutationu w komórkach. Grupa
tiolowa glutationu feaguje z wolnymi rodnikami
(RFT), aponadto regeneruje utlenione grupy-SH. Pro-
wadztto w konsekwencji do obnizenia stęzenia gluta-
tionu zredukowane go (G SH), a p o dW ższenia koncen-
tracji glutationu utlenionego (GSSG) (30).

Obnizenie stęzenia glutationu w wątrobie prowadzi
do wzmożenia peroksydacji lipidow w następstwie
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Tab. 1. Wpływ iniekcji morfiny i skopolaminy na koncentrację glutationu zredukowanego (GSH) (mmol SH/g tkanki) w wy-
branych organach samic myszy i samców myszy (n : 10; i + Sd)

Grupa
Wąlroba

Samice I Srrru
Nerka

Samice I Srrrc
Mięsień

Samice I Surm
Kontro la

Mofiina

Skop o la mina

6,68 t 0,72

5,68** t 0,49

5,96** t 0,31

5,83 t 0,34

4,77** ł 0,43

4,85** t 0,19

3,69 t 0,18

3,49 t 0,34

3,33 t 0,24

3,29 t 0,31

2,07*"" ł 0,21

2,82*" t 0,21

2,77 ł0,32

2,21 ł0,19

2,05** t 0,21

2,85 x 0,42

2,40 ł 0,21

2,20" ł0,28

Objaśnienia: * p<0,05; ** p.0,0l,***-p<0,001

Tab.2. Wpływ iniekcji morfiny i skopolaminy na aktywność transferazy glutationowej (GST) (U/mg białka/min.) w wybra-
nych organach samic i samców my§zy (n : 10; x + Sd)

Grupa
Wąlroba

samice samce

Netka

Samice i Sr*r.
Mięsień

samice samce

K o nlro la

Morf ina

Sko pola m ina

4,229 ł 0,293

7,057*** 
= 

0,341

5,908*** ł 0,232

4,345 t 0,397

7,857*** t 0,433

6,252*** ł 0,214

2,642 x 0,249

3,986*** t0,262

3,352-- t 0,160

2,406 t 0,332

3,442** ł0,267

3,506*** ł0,282

1,646 t 0,206

1,889 t 0,249

1 ,744 t 0.1 03

1,455 ł 0,122

1,825 t 0,258

'l,582 x 0,174

Objaśnienia:jak w tab. 1.

Tab. 3. Wpływ iniekcji morfiny i skopolaminy na aktywność peroksydazy glutationowej (GS-Px) (U/mg białka/min.) w wy-
branych organach §amic i samców myszy (n : 10; x + + Sd)

Grupa
Wąltoba

samice samce

Neila

Samice I Surrc

Mięsień

Samice I Srrrc
Konlrola

Morlina

Skopolam ina

0,0441 t 0,0033

0,0327** t 0,0037

0,0287*** t 0,0037

0,0539 t 0,0053

0,0404*** t 0,0018

0,0339*** t0,0035

0,0152 t 0,0017

0,0143 t 0,002

0,0142 t 0,001 2

0,0276 t 0,0033

0,0248*** t 0,0028

0,0245 t 0,0038

0,0159 t 0,0024

0,0146 t 0,0018

0,0111 t 0,0020

0,01 61 t 0,001 6

0,0140 t 0,0014

0,0100- t 0,0014

Objaśnienia:jak w tab. 1.

Tab. 4. Wpływ iniekcji morfiny i skopolaminy na aktywność reduktazy glutationowej - GS-Rd (U/mg białka/min.) w wybra-
nych organach samic i samców my§zy (n : 10; * + So)

Grupa
Wąlroba

Samice l Srrm Sa mice

Neila

I sur*
M ięsień

Samice I Srrm
KOntrola

Morlina

Skopolam ina

0,0159 t 0,0016

0,0192- t 0,0027

0,0'l 65 t 0,001 0

0,0142 t 0,0020

0,0187-- t 0,0016

0,0155 t 0,0013

0,0121 t 0,0024

0,0130 t 0,0030

0,0115 t 0,0011

0,0'l26 t 0,0019

0,0148 t 0,0010

0,01'l3 t 0,0021

0,0062 t 0,001 0

0,0079 t 0,0007

0,0067 t 0,0008

0,0049 t 0,0010

0,0054 t 0,0008

0,0054 t 0,0006

Objaśnienia:jak w tab. 1

ekspozycji na ksenobiotyki. Niekorzystne skutki ob-
niżenia s tęze ni a glutati onu w ko mo rka ch nar ażony ch
na stres oksydacyjny wydają się uwarunkowane obni-
zeniem szybkości istotnych reakcj i detoksykacyj nych,
co moze mieĆ miejscę w ptzypadku podawania wy-
mienionych alkaloidow, w których uczestnlczy tęn
związek, a mianowicie reakcji redukcji nadtlenków
(kataliz ow anej pr z ę z p ero k sy daz ę g lutati o no w il or az
reakcji sprzęgania aldehydów powstających w proce-
sie peroksydacji lipidow (katalizowanej przęz trans-
ferazy glutationowe) (5 ).

P oni ewaz zredukowany glutati on, ntr zymywany na
odpowiednio wysokim poziomie w komórkach, jest
naj skuteczni ej s zym sp o s ob em o chrony pr zęd dziaŁa-
niem wolnych rodników tlenowych, zdolności anty-
oksydacyjne i naprawcze posiadają więc także jego

enzy my, j ak: p eroksydaza glutati onowa, f e dukta za glu-
tationowa czy transferuza glutationowa (19).

Wyniki p rzeprowad zony ch b adań ws ka zuj ą na i s tot-
ny WZroSt aktywnoŚci transferazv glutationowej po
iniekcji morfiny i skopolaminy (tab. I,ryc.I i2)

Enzymtenuważany jest także zajeden zważniej-
Szych Systemów obrony przęd toksycznym, a nawet
kancerogennym działaniem rózne go rodzajll substan-
cji chemicznych. Pierwszym etapem działania takie-
go Systemu jest ęnzymatycznę ptzęnlesienie ptzez
transferazy glutationowe aktywnej grupy niepożąda-
nęgo związku, np. kancerogenu na nukleofilową gru-
p ę ti o lową zredukowane go glutationu w cytop lazmię.
Takie koniugaĘ glutationuusuwane sąaktywnie z ko-
mórek i ulegają dalszym przekształceniom na drodze
ęnzymatycznej hydrolizy ( 1 9). Tak duży wzrost aktyw-
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ności GST po iniekcji skopolaminy i morfiny możę
potwierdzac to, że alkaloidy sąrzeczywiście związka-
mi toksycznymi.

Aktywność peroksydazy glutationowej obnizała się
pod wpĘrvem iniekcyjnego wprow adzenia alkaloidow.
Arthur (2) wykazał, ze perksydaza glltationowa bie-
rzeudziałw ochronie komórek przed stresem izabęz-
plecza organizm przed m.in. peroksydacją lipidow.
Husain i wsp. (I7) orazAshakumary i Vijayammal (3)
zauw aĘlt, ze aktywność enzymow anĘoksydacyjnych
możę albo wzrastac, albo spadać po podaniu nikoty-
ny, a jest to uzalężntone od rodza1l tkanki.

Morf,tna powodowała wzrost aktyrvności reduktazy
glutationowej we wszystkich badanych organach, na-
tomiast skopolamina nie zmieniała istotnie jej aktyrv-
ności (tab. 1, ryc, 1 i 2). Reduktazaglutationowaredu-
kuje utlenioną formę glutationu, ktorej wzrost powy-
zej normy ftzjologtcznej jest bardzo szkodliwy. Re-
duktaza glutati onowa wsp ółdzi ała z p er oksydazami
poprzez regenerowanie donora protonów, niezbędne-
go do funkcjonowania peroksydaz.

W wyniku przeprowadzonych obserwacji okazaŁo
się, ze zmiany aktywności badanych enzymów gluta-
tionowych zależąod rodzaju podawanego alkaloidu.
S i lni ej działaj ący m i wyw ołuj ącym naj w i ęk s zę zm:.a-
ny zwtązkiem była morfina, nieco mniejsze zmiany
wywoływała skopol ami na.
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