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Influence of morphine and scopolamine on glutathione contents and activity of glutathione enzymes
in mouse organs

Summary

The aim of the study was to determine the influence of morphine and scopolamine on the glutathione level
and activity of glutathione enzymes in the liver, kidney and muscles.

The study was carried out on 30 male and 30 female 8-week-old mice weighing 20-22¢. All individuals were
placed in standard cages, had constant access to water and standard food (16% of protein in diet). The experi-
mental groups received morphine (20 mg/kg b.w.) and scopolamine (0.5 mg/kg b.w). The level of reduced
glutathione, the activity of glutathione transferase, glutathione peroxidase and glutathione reductase were

determined in the liver, kidney and muscles.

The alcaloids decreased the GSH level and the activity of glutathione peroxidase. The activity of glutathione
transferase increased while the activity of glutathione reductase increased insignificantly. Sex had no influence

on the animals’ reactivity.
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Jednym z biochemicznych wskaznikow przemian
metabolicznych sg wiclofunkcyjne grupy tiolowe po-
chodzace w komoérkach zwierzgcych glownie od glu-
tationu (5, 36). Dzigki grupie tiolowej glutation uczest-
niczy w reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych iz tego,
migdzy innymi, powodu wystepuje w formie zredu-
kowanej (GSH) i utlenionej (GSSG). Wysokie steze-
nie GSH warunkuje prawidtowe funkcjonowanie ko-
morki (7, 8, 34, 37). Okazalo sig, ze za odpowiednig
koncentracj¢ glutationu w komorkach i tkankach od-
powiedzialnych jest kilka enzymow, z ktérych najwaz-
niejszymi sa: peroksydaza glutationowa (E.C.1.11.1.9),
transferaza glutationowa (E.C.2.5.1.18) i reduktaza
glutationowa (E.C.1.6.4.2) (1, 2, 13, 18-20). Modelo-
wymi alkaloidami wywotujacymi szczegolne zainte-
resowanie na polu biochemicznym i farmakologicz-
nym sa: morfina i skopolamina (4, 11, 24, 28, 29, 35).
Morfina dziata silnie hamujaco na osrodkowy uktad
nerwowy, zwlaszcza na okolicg czuciowa kory mozgo-
wej oraz na osrodki wegetatywne. Jest ona tez jednym
znajsilniejszych lekow przeciwbolowych. Skopolami-
na natomiast poraza uktad przywspolczulny a wige
skutki przez nia wywotane sa podobne do objawow
pobudzenia uktadu wspétczulnego. Skopolamina thu-
mi takZe aktywnos¢ receptorow cholinergicznych. Jed-
nym z podstawowych czynnikow ochraniajacych uktad
nerwowy przed dzialaniem egzogennych zwiazkéw

chemicznych jest glutation, ktory zabezpiecza przede
wszystkim przed szkodliwa peroksydacja lipidow.

Celem badan byto okreslenie wptywu morfiny i sko-
polaminy na poziom glutationu i aktywno$¢ enzymow
glutationowych w watrobie, nerce i migsniu myszy jako
zwierzat modelowych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 8-tygodniowych 30 sami-
cach i 30 samcach myszy szczepu Swiss o masie ciata oko-
fo 23 + 2 g. Zwierzgta pochodzity z hodowli Instytutu Ge-
netyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu. Wszystkie
osobniki umieszczone byty w specjalistycznych plastiko-
wych klatkach ze statym dostgpem do wody i paszy granu-
lowanej zawierajacej 16% bialka, produkcji Przedsigbior-
stwa Wytwormi Pasz . omna”, w Lomnej koto Warszawy.
Miaty one zapewniona dobra opieke weterynaryijng i prze-
bywaly w pomieszczeniu fermy o temperaturze 21°C przy
naturalnym o$wietleniu dnia 1 nocy.

Myszy podzielono na 3 grupy, w tym jedna kontrolna
1 dwie doswiadczalne. W obrebie kazdej grupy wydzielo-
no podgrupy samic i samcow, liczace po 10 osobnikow.
Poddawane byty one okreslonym zabiegom, wedlug naste-
pujacego schematu: grupa I — kontrolna — zwierzgta otrzy-
mujace 0,9% roztwor NaCl, grupa 11 — zwierzeta otrzymu-
jace morfing, 20 mg/kg masy ciala, grupa Il — zwierzeta
otrzymujace skopolaming, 0,5 mg/kg masy ciata.



Roztwory soli fizjologicznej 1 alkalo-
idow podawane byly zwierzetom do-
otrzewnowo w ilosci 100 pl jeden raz
dziennie, stale o godzinie 9% w okresie
7 dni. 24 godziny po ostatniej iniekcji
zwierzgta zabijano przez przerwanie
rdzenia krggowego i dekapitacje. Bezpo-
srednio izolowano watrobe, nerke 1 lewy
migsiefi udowy. Watrobe poddawano
perfuzji ozigbionym do +4°C roztworem
soli fizjologicznej w celu usunigeia krwi.
Odwazone skrawki tkanek homogenizo-
wano w szklanym homogenizatorze Pot-
tera (z tlokiem teflonowym) w 0,1 M bu-
forze fosforanowym o pH 7,4 zawieraja-
cym 10 mM EDTA. Homogenaty wiro-
wano 10 minut przy 12 tysiacach obro-
tow/minutg w wirdwce typu Janetzki
K-24, w temperaturze +4°C.

Oznaczanie glutationu zredukowane-
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Ryc. 1. Procentowe zmiany koncentracji glutationu (GSH), aktywnosci transfe-
razy glutationowej (GST), peroksydazy glutationowej (GS-Px) oraz reduktazy
glutationowej GS-Rd w badanych tkankach myszy po iniekcji morfiny
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Wyniki i omowienie

Analiza otrzymanych wynikow wy-
kazata, ze inickcja uzytych w ekspe-
rymencie alkaloidow wywotata zmiany koncentracji
glutationu i aktywnos$ci enzymdw glutationowych we
wszystkich obserwowanych organach badanych zwie-
rzat. Podobne wyniki uzyskali inni autorzy (14, 15,
21,23, 27). W wyniku przeprowadzonego eksperymen-
tu zauwazono przede wszystkim, ze w warunkach nor-
malnych, tzn. u zwierzat grupy kontrolnej watroba cha-
rakteryzowata sig¢ najwigksza koncentracja grup tiolo-
wych, nieco nizsza byta ona w nerce, a najnizsza
w migéniu. Dane te potwierdzaja wyniki wczesniej-
szych obserwacji (25, 32, 33).

W eksperymencie wykazano, Zze u zwierzat kontrol-
nych pte¢ nie ma istotnego wplywu na koncentracje
glutationu i aktywno$¢ enzymow glutationowych. Po
iniekcji morfiny i skopolaminy stwierdzono jednak,
ze amplituda wahan koncentracji glutationu i aktyw-
nosci enzymdw glutationowych byta wyzsza u sam-
cOW w poréwnaniu ze zmianami u samic.

Jak wynika z danych tab. 1 iryc. 1 12, iniekcje alka-
loidéw powodowaty spadek poziomu glutationu zre-
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Ryc. 2. Procentowe zmiany koncentracji glutationu (GSH), aktywnosci transfe-
razy glutationowej (GST), peroksydazy glutationowej (GS-Px) oraz reduktazy
glutationowej GS-Rd w badanych tkankach myszy po iniekeji skopolaminy

dukowanego we wszystkich badanych organach. Ob-
nizenie poziomu GSH w warunkach obciazenia orga-
nizmu narkotykami moze by¢ spowodowane zwigk-
szeniem ogodlnej aktywnosci metabolicznej 1 wzrasta-
jacym zapotrzebowaniem na grupy tiolowe, zwtlasz-
cza w watrobie, gdzie ich wazna rola w odtruwaniu
organizmu jest dawno dowiedziona. Nizsza koncen-
tracja glutationu po dzialaniu obserwowanych narko-
tykéw moze by¢ rowniez wywolana zaburzeniami jego
biosyntezy. Morfina wywotuje zmiany potencjatu re-
dox (6, 10, 14, 15). Konsekwencja stresu oksydacyj-
nego jest obnizenie stosunku stgzen GSH/GSSG oraz
catkowitego stgzenia glutationu w komorkach. Grupa
tiolowa glutationu reaguje z wolnymi rodnikami
(RFT), a ponadto regeneruje utlenione grupy-SH. Pro-
wadzi to w konsekwencji do obnizenia stgzenia gluta-
tionu zredukowanego (GSH), a podwyzszenia koncen-
tracji glutationu utlenionego (GSSG) (30).
Obnizenie stezenia glutationu w watrobie prowadzi
do wzmozenia peroksydacji lipidow w nastgpstwie
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Tab. 1. Wplyw iniekcji morfiny i skopolaminy na koncentracjg glutationu zredukowanego (GSH) (mmol SH/g tkanki) w wy-
branych organach samic myszy i samcéw myszy (n =10; X+ S )

T Watroba ’_ Nerka Miesien
Samice | Samce Samice Samce Samice Samce
Kontrol; 6,68 £ 0,72 | 5,83+0,34 ‘ 3,69+0,18 3,29+ 0,31 2,77 +0,32 2,85+0,42
Morfina 5,68** £ 0,49 ‘ 4,77** + 0,43 ‘ 3,49 0,34 2,07*** £ 0,21 227+0,19 2,40 £ 0,21
Skopolamina 5,96"* + 0,31 ‘ 4,85** + 0,19 3,33+0,24 2.82**+ 0,21 2,05** + 0,21 2,20 + 0,28

Objasnienia: *—p < 0,05; ¥*—p < 0,01; ***~p < 0,001

Tab. 2. Wplyw iniekeji morfiny i skopolaminy na aktywnos¢ transferazy glutationowej (GST) (U/mg bialka/min.) w wybra-

nych organach samic i samcow myszy (n=10; X+ S )

= t;;-pa Watroba S Nerka Miesien

Samice \ Samce Samice ' Samce Samice Samce
Kontrola 4,229 + 0,293 ‘ 4,345 + 0,397 2,642 + 0,249 ‘ 2,406 = 0,332 1,646 + 0,206 1,455 + 0,122
Morfina 7,057*** = 0,341 7,857*** + 0,433 3,986*** + 0,262 ,l 3,442** + 0,267 1,889 + 0,249 1,825 £ 0,258
Skopolamina 5,908*** + 0,232 | 6,252*** + 0,214 3,352** + 0,160 ! 3,506*** + 0,282 1,744 £ 0,103 1,582 + 0,174

Objasnienia; jak w tab. 1.

Tab. 3. Wptyw iniekcji morfiny i skopolaminy na aktywnos¢ peroksydazy glutationowej (GS-Px) (U/mg bialka/min.) w wy-

branych organach samic i sameow myszy (n =10; X ++8))

Watroba Nerka Migsien
Grupa : - :
Samice ‘ Samce Samice Samce Samice [ Samce
Kontrola 0,0441 £ 0,0033 | 0,0539 + 0,0053| 10,0152 = 0,0017 0,0276 + 0,0033 | 0,0159 = 0,0024 | 0,0161 = 0,0016
Morfina 0,0327** + 0,0037 | 0,0404*** + 0,0018| 10,0143 + 0,002 0,0248*** + 0,0028 | 0,0146 = 0,0018 0,0140 = 0,0014
Skopolamina 0,0287*** + 0,0037 | 0,0339*** +0,0035| 0,0142 +0,0012 0,0245 £ 0,0038 | 0,0111 £ 0,0020 0,0100* + 0,0014

Objasnienia: jak w tab. 1.

Tab. 4. Wpiyw iniekeji morfiny i skopolaminy na aktywnos$¢ reduktazy glutationowej — GS-Rd (U/mg biatka/min.) w wybra-

nych organach samic i samcéw myszy (n =10; X £8S )

Siles Watroba Nerka Miesien
Samice Samce Samice ’ Samce Samice | Samce
Knlrola 0,0159 + 0,0016 0,0142 + 0,0020 0,0121 + 0,0024 | 0,0126 + 0,0019 0,0062 + 0,0010. [ 0,0049 + 0,0010
Morfina 0,0192* + 0,0027 | 0,0187** +0,0016 | 0,0130 = 0,0030 ' 0,0148 = 0,0010 0,0079 £ 0,0007 | 0,0054 + 0,0008
| Skopolamina 0,0165 + 0,0010 0,0155 + 0,0013 | 10,0115 £ 0,0011 0,0113 + 0,0021 0,0067 + 0,0008 0,0054 = 0,0006

Objasnienia: jak w tab. 1,

ckspozycji na ksenobiotyki. Niekorzystne skutki ob-
nizenia st¢zenia glutationu w komorkach narazonych
na stres oksydacyjny wydaja si¢ uwarunkowane obni-
zeniem szybkosci istotnych reakcji detoksykacyjnych,
co moze mie¢ miejsce w przypadku podawania wy-
mienionych alkaloidow, w ktorych uczestniczy ten
zwiazek, a mianowicie reakcji redukeji nadtlenkow
(katalizowanej przez peroksydaze glutationowq) oraz
reakcji sprzggania aldehyddéw powstajacych w proce-
sie peroksydacji lipidéw (katalizowanej przez trans-
ferazy glutationowe) (5).

Poniewaz zredukowany glutation, utrzymywany na
odpowiednio wysokim poziomie w komorkach, jest
najskuteczniejszym sposobem ochrony przed dziata-
niem wolnych rodnikéw tlenowych, zdolnosci anty-
oksydacyjne 1 naprawcze posiadaja wige takze jego

enzymy, jak: peroksydaza glutationowa, reduktaza glu-
tationowa czy transferaza glutationowa (19).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na istot-
ny wzrost aktywnosci transferazy glutationowej po
niekcji morfiny i skopolaminy (tab. 1, ryc. 112)

Enzym ten uwazany jest takze za jeden z waznigej-
szych systemdw obrony przed toksycznym, a nawet
kancerogennym dziataniem réznego rodzaju substan-
¢ji chemicznych. Pierwszym etapem dzialania takie-
go systemu jest enzymatyczne przeniesienie przez
transferazy glutationowe aktywnej grupy niepozada-
nego zwiazku, np. kancerogenu na nukleofilowa gru-
pe tiolowa zredukowanego glutationu w cytoplazmie.
Takie koniugaty glutationu usuwane sa aktywnie z ko-
morek 1 ulegaja dalszym przeksztatceniom na drodze
enzymatycznej hydrolizy (19). Tak duzy wzrost aktyw-



742

nosci GST po iniekcji skopolaminy 1 morfiny moze
potwierdzac to, ze alkaloidy sa rzeczywiscie zwiazka-
mi toksycznymi.

Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej obnizala si¢
pod wplywem iniekcyjnego wprowadzenia alkaloidow.
Arthur (2) wykazatl, Ze perksydaza glutationowa bie-
rze udzial w ochronie komorek przed stresem i zabez-
piecza organizm przed m.in. peroksydacja lipidow.
Husain i wsp. (17) oraz Ashakumary i Vijayammal (3)
zauwazyli, ze aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych
moze albo wzrasta¢, albo spada¢ po podaniu nikoty-
ny, a jest to uzaleznione od rodzaju tkanki.

Morfina powodowata wzrost aktywnosci reduktazy
glutationowej we wszystkich badanych organach, na-
tomiast skopolamina nie zmieniata istotnie jej aktyw-
nosci (tab. 1, ryc. 11 2). Reduktaza glutationowa redu-
kuje utleniona forme glutationu, ktorej wzrost powy-
zej normy fizjologicznej jest bardzo szkodliwy. Re-
duktaza glutationowa wspotdziata z peroksydazami
poprzez regenerowanie donora protonéw, niezbgdne-
go do funkcjonowania peroksydaz.

W wyniku przeprowadzonych obserwacji okazato
sig, ze zmiany aktywnosci badanych enzymow gluta-
tionowych zaleza od rodzaju podawanego alkaloidu.
Silniej dziatajacym 1 wywotujacym najwigksze zmia-
ny zwiazkiem byla morfina, nieco mniejsze zmiany

wywotlywata skopolamina.
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