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W piśmiennictwie neurologicznym i neuropatologicznym od dawna 
zwracano uwagę na rolę patogenetyczną amoniaku w zespole encefa­
lopatii wątrobowej, stanowiącej następstwo nieswoistych uszkodzeń wą­
troby (Adams, Foley 1953, McDermott, Adams 1954, Bessman, Bessman 
1955). Poglądy oparte na analizie klinicznych przypadków śpiączki 
wątrobowej znalazły swoje późniejsze potwierdzenie w badaniach do­
świadczalnych z wytwarzaniem przetoki między żyłą wrotną i żyłą 
główną dolną (Kyu, Cavanagh 1970, Cavanagh, Kyu 1971). Hyperamo- 
nemia stanowiąca następstwo zespolenia żylnego współprzebiegała 
z charakterystycznym zespołem nieprawidłowości tkankowych spoty­
kanych w klinicznych przypadkach encefalopatii wątrobowej. Podo­
bieństwo morfologiczne uszkodzeń mózgu w encefalopatii wątrobowej 
i w chorobie Wilsona zwróciło uwagę na możliwą patogenetyczną rolę 
miedzi w kształtowaniu zespołu encefalopatii wątrobowej. Wzrost po­
ziomu miedzi w mózgu stwierdzono w przypadkach ostrej encefalo­
patii wątrobowej u ludzi (Śmiałek, Mossakowski 1974) oraz w encefa­
lopatii wrotno-układowej (Wender, Kozik 1973), a ponadto w doświad­
czalnej encefalopatii wątrobowej u szczurów, stanowiącej następstwo 
marskości wątroby wywołanej czterochlorkiem węgla (Hilgier, Lipska 
1979). W oparciu o całokształt spostrzeżeń uzyskanych w badaniach na 
pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej (Mossakowski i wsp. 1970a, 
1975, 1977a, Renkawek i wsp. 1973) wysunięto przypuszczenie, że w pa­
togenezie encefalopatii wątrobowej podstawową rolę odgrywa upośle­
dzenie detoksykacji amoniaku w mózgu, związane z względnym lub 
bezwzględnym niedoborem a-ketoglutaranu w ośrodkowym układzie 
nerwowym. Patogenetyczną rola miedzi polegałaby na upośledzeniu pro-
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aukcji endogennego a-ketoglutaranu w następstwie zaburzenia meta­
bolizmu komórkowego w cyklu kwasów trójkarboksylowych.

W związku z powyższym wydawało się celowe określenie aktyw­
ności 1-glutamino-amidohydrolazy (stanowiącej pośredni wykładnik po­
ziomu amoniaku) w mózgu oraz stężenia amoniaku w surowicy krwi 
u szczurów z doświadczalną encefalopatią wątrobową.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 34 szczurach rasy Wistar, samcach. 
U 19 szczurów marskość wątroby wywoływano przez podskórne wstrzy­
kiwanie, co drugi dzień, roztworu czterochlorku węgla w płynnej pa­
rafinie w dawce 0,1 ml na 100 g ciężaru ciała, wg metody opisanej 
przez Georgijewa i wsp. (1968). Zwierzęta kontrolne w liczbie 14 otrzy­
mywały podskórne iniekcje płynnej parafiny w objętości identycznej 
w przeliczeniu na ciężar ciała, jak zwierzęta doświadczalne.

Zwierzęta zabijano przez dekapitację bez stosowania narkozy, w gru­
pach po upływie 2, 4 i 6 miesięcy od rozpoczęcia doświadczenia. W chwili 
zakończenia doświadczenia, niezależnie od okresu jego trwania, wiek 
zwierząt wynosił 8 miesięcy. Do badań pobierano mózgi oraz surowi­
cę krwi. Poziom amoniaku w homogenatach mózgu oznaczano pośred­
nio poprzez pomiar aktywności glutaminazy (EC 3.5.1.2-a-glutami- 
no-amidohydrolaza) i wyrażano w iliM NH3/mg biakła/godz. (Mardaszew 
i wsp. 1967, Tweit i wsp. 1970). Mieszanina inkubacyjna w objętości 
1 ml zawierała 20 mM glutaminy, 50 mM Na2HPO4, 0,2 mM EDTA 
(pH 8,0) i około 1 mg białka. Inkubację przeprowadzano w tempera­
turze 37°C przez okres 30 minut. Reakcję przerywano przez dodanie 
0,5 ml 10% kwasu trójchlorooctowego oziębionego do temp, około +4°C. 
Próby wirowano przez 10 min przy 4.000 obr./min. Następnie zbiera­
no po 0,25 ml nadsączu, dodawano 4,75 ml wody i 0,5 ml odczynnika 
Nesslera. Wolny amoniak oznaczano przy użyciu fotokolorymetru Spe- 
kol, przy długości fali 420 nm.

Poziom amoniaku w surowicy krwi określano przy użyciu standardo­
wych testów „Blood Ammonia Test” f-my Hyland. Zawartość białka 
w homogenatach mózgu oznaczano wg metody Lowry’ego i wsp. (1951).

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono przy pomocy testu 
t-Studenta i Q-Dixona.

WYNIKI

Aktywność 1-glutamino-amidohydrolazy w mózgach zwierząt kon­
trolnych i doświadczalnych, ze wszystkich grup doświadczalnych przed­
stawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Aktywność glutaminazy w pmolach NHj/mg białka^odz.___
Table 1. Activity of glutamine-amidohydrolase pmol/ NH3/mg protein/h

Czas zatrucia
Intoxication time

Kontrola
Control animals 

x±SEM (n)

Zwierzęta doświadczalne
Experimental a 
x±SEM

mimals
(n)

p

2 miesiące 2,26±0,04 (4) 2,38±0,09 (4) > 0,01
months

4 miesiące 2,81±0,23 (5) 4,02±0,26 (6) < 0,01
months

6 miesięcy 2,96±0,18 (5) 5,94±0,13 (7) < 0,01
months

x±SEM — średnia arytmetyczna ± średni błąd średniej 
arithmetic mean ± standard error of the mean 

n — liczba zwierząt
number of animals

p — prawdopodobieństwo
probability

Z uzyskanych danych wynika, że w grupie zwierząt z 2-miesięcznym 
podawaniem czterochlorku węgla nie zachodzą zmiany w aktywności 
glutaminazy w porównaniu do zwierząt kontrolnych. Po 4 miesiącach 
obserwuje się wzrost aktywności enzymu, wynoszący około 43% war­
tości kontrolnych. U zwierząt z 6-miesięcznym okresem doświadcze­
nia wzrost aktywności wynosił około 100% w stosunku do zwierząt kon­
trolnych.

Poziom amoniaku w surowicy zwierząt kontrolnych i doświadczal­
nych przedstawiono w tabeli 2. Stężenie amoniaku w surowicy zwierząt 
doświadczalnych w żadnym okresie doświadczenia nie różniło się w spo­
sób istotny od stwierdzanego u zwierząt kontrolnych.

Tabela 2. Zawartość NH3 w surowicy krwi w /zg/dl 
Table 2. NH3 content in blood serum pg/dl

Czas zatrucia
Intoxication time

Kontrola
Control animals 

x±SEM

Zwierzęta doświadczalne

(n)
Experimental 
x±SEM

animals
(n)

P

2 miesiące 159,7 ±0,33 (3) 167,2±7,78 (5) >0,01
months

4 miesiące 94,6 ±5,76 (4) 83,3 ±6,59 (6) >0,01
months

6 miesięcy 123,8±1,25 (4) 116,3 ±3,54 (8) >0,01
months

x±SEM — średnia arytmetyczna ± średni błąd średniej 
arithmetic mean ± standard error of the mean 

n — liczba zwierząt
number of animals

p — prawdopodobieństwo
probability

http://rcin.org.pl



290 W. Hilgier, M. J. Mossakowski Nr 2
OMÓWIENIEUzyskane wyniki wskazują, że w przebiegu doświadczalnej encefa­lopatii wątrobowej, stanowiącej następstwo marskości wątroby wywo­łanej czterochlorkiem węgla, dochodzi do wzrostu aktywności gluta- minazy w mózgu. Wzrost aktywności glutaminazy jest wykładnikiem zwiększonego poziomu glutaminy w mózgu, która jest jednym z pod­stawowych metabolitów na szlaku detoksykacji amoniaku w ośrodko­wym układzie nerwowym. Hindfelt (1975) wykazał, że ostre zatrucie amoniakiem prowadzi do znacznego przyspieszenia syntezy glutaminy i wzrostu jej zawartości w mózgu. Stężenie glutaminy w mózgu jest funkcją zawartości amoniaku i wzrasta proporcjonalnie do wzrostu jego poziomu (Duffy i wsp. 1974). W związku z powyższym na podsta­wie aktywności glutaminazy można pośrednio sądzić o zachowaniu się amoniaku w ośrodkowym układzie nerwowym.W naszych badaniach stwierdzono, że po upływie 2 miesięcy nie występują statystycznie znamienne zmiany w aktywności glutaminazy. Natomiast w grupach 4- i 6-miesięcznych obserwowano znaczny, sta­tystycznie znamienny wzrost aktywności enzymu. Można przypuszczać, że stężenie amoniaku podlegało tym samym zmianom. Zwraca przy tym uwagę fakt zbieżności czasowej zmian w aktywności glutaminazy z pojawianiem się i narastaniem nieprawidłowości morfologicznych astro- gleju, stwierdzonych w tym samym modelu doświadczalnym przez Mossakowskiego i wsp. (1970b). Dynamika procesu jest analogiczna jak w przypadku gromadzenia się miedzi w mózgu (Hilgier, Lipska 1979). W grupie zwierząt, którym roztwór czterochlorku węgla podawano przez 2 miesiące, zarówno stężenie miedzi jak i aktywność enzymu nie odbiegały od wartości kontrolnych. U zwierząt z 4-miesięcznym prze­biegiem doświadczenia 11% przyrostowi stężenia miedzi towarzyszył 43% przyrost aktywności glutaminazy, a przy 6-miesięcznym trwaniu doświadczenia 43% wzrost zawartości miedzi przebiegał z dwukrotnym wzrostem aktywności enzymu. Można przeto przyjąć, że w zastosowa­nym modelu doświadczalnym encefalopatii wątrobowej występuje rów­noczesny wzrost poziomu miedzi i amoniaku w mózgu, a uszkodzenie strukturalne tkanki jest wypadkową działania obu czynników. Nie przesądza to oczywiście wzajemnych związków przyczynowych w pa­togenezie uszkodzeń tkankowych. Fakt niezmienionego stężenia amo­niaku w surowicy krwi może jedynie implikować pierwotność uszka­dzającego działania miedzi. Według koncepcji Mossakowskiego (1973) patogenetyczna rola miedzi w śpiączce wątrobowej polega na upośle­dzeniu produkcji endogennego a-ketoglutaranu, stanowiącego pierwotne ogniwo detoksykacji amoniaku do glutaminy. Znajduje ona swoje po-

http://rcin.org.pl



Nr 2 1-glutamino-amidohydrolaza w mózgu 291

twierdzenie w spostrzeżeniach Bessmana i Bessman (1955), którzy 
stwierdzili, że w śpiączce wątrobowej toksyczne działanie amoniaku 
ujawnia się przy obniżeniu stężenia a-ketoglutaranu w mózgu. W now­
szych badaniach wykazano, że wzrostowi poziomu amoniaku w móz­
gu towarzyszy wzrost stężenia a-ketoglutaranu (Shorey i wsp. 1967, 
Hindfelt, Siesjó 1971, Duffy i wsp. 1974). Wydaje się jednak, że wzrost 
ten może być zjawiskiem kompensacyjnym zależnym od fazy rozwo­
jowej encefalopatii wątrobowej oraz od jej typu. Można więc przypu­
szczać, że występuje on przede wszystkim w encefalopatii wątrobowej 
przebiegającej z hyperamonemią.

Hindfelt (1975) w badaniach doświadczalnych, prowadzonych na mo­
delu zespolenia żyły wrotnej z żyłą główną dolną u szczurów, już w dru­
gim tygodniu od założenia przetoki żylnej stwierdzał dwukrotny wzrost 
stężenia amoniaku w mózgu. Podobny wzrost stężenia amoniaku w na­
szych doświadczeniach występował dopiero po 6 miesiącach trwania 
doświadczenia. Różnicę w dynamice procesu odnieść należy zapewne do 
powolności hepatotoksycznego działania czterochlorku węgla w zasto­
sowanej dawce. Mimo postępującego uszkodzenia wątroby (Mossakow­
ski i wsp. 1970b) jej funkcje były utrzymane do końca doświadczenia, 
o czym świadczył zarówno stan kliniczny zwierząt (żadne zwierzę nie 
zginęło w śpiączce wątrobowej) jak i brak zmian w stężeniu amoniaku 
w surowicy krwi. W przypadku encefalopatii wrotno-układowej, przy 
wytworzeniu przetoki między żyłą wrotną i główną dolną dochodzi do 
znacznej hyperamonemii już we wczesnym okresie doświadczenia (Ca­
vanagh, Kyu 1971, Mossakowski i wsp. 1977b).

B. Tmibrep, M. H. MoccaKOBCKU

AKTKBHOCTb l-rjiyTAMMH-AMMJIOrMflPOJIA3bI B MO3rE KPbIC 
B SKCnEPUMEHTAJIbHOn ÜEHEHOHHOIZI 3HHE<i>AJIOnAT1414

P e 3 K> m e

Bbuio npoBe/jeHo wccjieflOBanne aKTWBHOCTH TJiyTaMMHa3bi b M03rax n cojjep- 
?KaHne aMMnaKa b iuia3Me kpobw y Kpbic, y Koropbix Bbi3biBajiocb noBpe?KfleHMe 
neneHM nocpe/jCTBOM nOßKOJKHbix iwbeKijnfi HeTbipexxjiopncToro yrjiH. Pin'beKmfK 
npoaoÄMJin sepe3 /jeHh b Tenenne 2, 4 m 6 MecaijeB.

Haójnoflajui ycnjinBaroinMMCH bo BpeMenw pocT aKTMBHOCTM 3H3HMa. Ilocjie 2 Me- 
capeił aKTUBHOCTb rjiyTaMMHa3bi He OTjimiajiacb cynjecTBeHHbiM o5pa3OM ot aKTm- 
HOCTJi 3TOTO 3H3MMa y KOHTpOJIbHbIX JKJdBOTHblX. IlOCJie 4 MeCHIjeB OÓHapyJKUBaJIH 
okojio 43°/o, a nocjie 6 MecapeB okojio jjByxKpaTHOe iipupameHiie aKTKBHOCTn 
3H3MMa. He Ha6jiio,najiK n3MeHeHnü b coAepjKanMji aMMnaxa b ruia3Me xpoBH.

BbijjBuraeTCH 3axjiiOHeHne, hto b npmvieHHeMoii SKcnepwMeHTajibHOił MO^ejiw 
MMeeT MecTO yBejinneHne ypoBHH aMMHaxa b M03re.
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W. Hilgier, M. J. Mossakowski

THE 1-GLUTAMINE-AMIDOHYDROLASE ACTIVITY IN RAT BRAIN 
IN EXPERIMENTAL HEPATIC ENCEPHALOPATHY

Summary

The brain glutaminase activity and serum ammonia content were determined 
in rats in which liver damage was produced by subcutaneous injections of car­
bon tetrachloride. The injections were performed every other day for 2, 4 and 
6 months. The enzyme activity was observed to increase gradually; it was not 
different from the control level after 2 months, but was elevated by 43% after 
4 months and about twice after 6 months. The serum ammonia content remained 
unchanged throughout.

The results are indicative of an increase of ammonia level in the brain in 
this experimental model.
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