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Zespét Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof, dr M. J. Mossakowski

W pismiennictwie neurologicznym i neuropatologicznym od dawna
zwracano uwage na role patogenetyczng amoniaku w zespole encefa-
lopatii watrobowej, stanowigcej nastepstwo nieswoistych uszkodzen wa-
troby (Adams, Foley 1953, McDermott, Adams 1954, Bessman, Bessman
1955). Poglady oparte na analizie klinicznych przypadkoéw Spigczki
watrobowej znalazty swoje po6zniejsze potwierdzenie w badaniach do-
Swiadczalnych z wytwarzaniem przetoki miedzy zyla wrotng i zylg
gtéwng dolng (Kyu, Cavanagh 1970, Cavanagh, Kyu 1971). Hyperamo-
nemia stanowigca nastepstwo zespolenia zylnego wspotprzebiegata
z charakterystycznym zespotem nieprawidtowosci tkankowych spoty-
kanych w Kklinicznych przypadkach encefalopatii watrobowej. Podo-
bieristwo morfologiczne uszkodzerh mézgu w encefalopatii watrobowej
i w chorobie Wilsona zwrdcito uwage na mozliwg patogenetyczng role
miedzi w ksztaltowaniu zespotu encefalopatii watrobowej. Wzrost po-
ziomu miedzi w moézgu stwierdzono w przypadkach ostrej encefalo-
patii watrobowej u ludzi (Smiatek, Mossakowski 1974) oraz w encefa-
lopatii wrotno-uktadowej (Wender, Kozik 1973), a ponadto w doswiad-
czalnej encefalopatii watrobowej u szczuréw, stanowigcej nastepstwo
marskosci watroby wywotanej czterochlorkiem wegla (Hilgier, Lipska
1979). W oparciu o catoksztatt spostrzezenn uzyskanych w badaniach na
pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej (Mossakowski i wsp. 1970a,
1975, 1977a, Renkawek i wsp. 1973) wysunieto przypuszczenie, ze w pa-
togenezie encefalopatii watrobowej podstawowg role odgrywa uposle-
dzenie detoksykacji amoniaku w mozgu, zwigzane z wzglednym lub
bezwzglednym niedoborem a-ketoglutaranu w os$rodkowym ukiadzie
nerwowym. Patogenetyczng rola miedzi polegataby na uposledzeniu pro-
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aukcji endogennego a-ketoglutaranu w nastepstwie zaburzenia meta-
bolizmu komérkowego w cyklu kwaséw trojkarboksylowych.

W zwigzku z powyzszym wydawato sie celowe okre$lenie aktyw-
nosci 1-glutamino-amidohydrolazy (stanowigcej posredni wyktadnik po-
ziomu amoniaku) w mozgu oraz stezenia amoniaku w surowicy Krwi
u szczuréw z doswiadczalng encefalopatia watrobowa.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na 34 szczurach rasy W.istar, samcach.
U 19 szczuréw marskos$¢ watroby wywotywano przez podskoérne wstrzy-
kiwanie, co drugi dzien, roztworu czterochlorku wegla w ptynnej pa-
rafinie w dawce 01 ml na 100 g ciezaru ciata, wg metody opisanej
przez Georgijewa i wsp. (1968). Zwierzeta kontrolne w liczbie 14 otrzy-
mywaty podskorne iniekcje ptynnej parafiny w objetosci identycznej
w przeliczeniu na ciezar ciala, jak zwierzeta do$wiadczalne.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje bez stosowania narkozy, w gru-
pach po uptywie 2, 4 i 6 miesiecy od rozpoczecia doswiadczenia. W chwili
zakonczenia doswiadczenia, niezaleznie od okresu jego trwania, wiek
zwierzat wynosit 8 miesiecy. Do badan pobierano moézgi oraz surowi-
ce krwi. Poziom amoniaku w homogenatach mézgu oznaczano posred-
nio poprzez pomiar aktywnosci glutaminazy (EC 3.5.1.2-a-glutami-
no-amidohydrolaza) i wyrazano w aim NH3/mg biakta/godz. (Mardaszew
i wsp. 1967, Tweit i wsp. 1970). Mieszanina inkubacyjna w objetosci
1 ml zawierata 20 mM glutaminy, 50 mM NaHPO4 02 mM EDTA
(pH 8,0) i okoto I mg biatka. Inkubacje przeprowadzano w tempera-
turze 37°C przez okres 30 minut. Reakcje przerywano przez dodanie
0,5 ml 10% kwasu trojchlorooctowego oziebionego do temp, okoto +4°C.
Préby wirowano przez 10 min przy 4.000 obr./min. Nastepnie zbiera-
no po 0,25 ml nadsgczu, dodawano 4,75 ml wody i 0,5 ml odczynnika
Nesslera. Wolny amoniak oznaczano przy uzyciu fotokolorymetru Spe-
kol, przy dtugosci fali 420 nm.

Poziom amoniaku w surowicy krwi okre$lano przy uzyciu standardo-
wych testow ,,Blood Ammonia Test” f-my Hyland. Zawarto$¢ biatka
w homogenatach mozgu oznaczano wg metody Lowry’ego i wsp. (1951).

Analize statystyczng wynikdéw przeprowadzono przy pomocy testu
t-Studenta i Q-Dixona.

WYNIKI

Aktywnos$¢ 1-glutamino-amidohydrolazy w mozgach zwierzat kon-
trolnych i do$wiadczalnych, ze wszystkich grup doswiadczalnych przed-
stawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Aktywno$¢ glutaminazy w pmolach NHj/mg biatka™odz.
Table 1. Activity of glutamine-amidohydrolase pmol/ NH3/mg protein/h

. Kontrola Zwierzeta doswiadczalne
Cza_s zailtrum_a Control animals Experimental amimals p
Intoxication time X+SEM ") X+SEM )
2 miesigce 2,26+0,04 (4) 2,38+0,09 (4 =001
months
4 miesigce 2,81+0,23 (5) 4,02+0,26 6) =< 001
months
6 miesiecy 2,96+0,18 (5) 5,94+0,13 "n <= 0,01
months
X+SEM — $rednia arytmetyczna =+ S$redni biad $redniej
arithmetic mean = standard error of the mean
n — liczba zwierzat
number of animals
p — prawdopodobienstwo

probability

Z uzyskanych danych wynika, ze w grupie zwierzat z 2-miesiecznym
podawaniem czterochlorku wegla nie zachodza zmiany w aktywnosci
glutaminazy w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Po 4 miesiacach
obserwuje sie wzrost aktywnos$ci enzymu, wynoszacy okoto 43% war-
tosci kontrolnych. U zwierzat z 6-miesiecznym okresem doswiadcze-

nia wzrost aktywnosci wynosit okoto 100% w stosunku do zwierzat kon-
trolnych.

Poziom amoniaku w surowicy zwierzgt kontrolnych i doswiadczal-
nych przedstawiono w tabeli 2. Stezenie amoniaku w surowicy zwierzat
doswiadczalnych w zadnym okresie doswiadczenia nie réznito sie w spo-
sob istotny od stwierdzanego u zwierzat kontrolnych.

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

. Kontrola Zwierzeta doswiadczalne
Cza_s zgtruu_a Control animals Experimental animals p
Intoxication time X+SEM ") X+SEM ")
2 miesiagce 159,7 +0,33 ®3) 167,2+7,78 (5) >0,01
months
4 miesigce 94,6 +5,76 4) 83,3+6,59 (6) >0,01
months
6 miesiecy 123,8+1,25 4) 116,3+3,54 8) >0,01
months
X+SEM — $rednia arytmetyczna = $redni btad $redniej
arithmetic mean =+ standard error of the mean
n — liczba zwierzat

number of animals
p — prawdopodobienstwo
probability
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OMOWIENIE

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przebiegu dos$wiadczalnej encefa-
lopatii watrobowej, stanowigcej nastepstwo marskosci watroby wywo-
tanej czterochlorkiem wegla, dochodzi do wzrostu aktywnosci gluta-
minazy w mozgu. Wzrost aktywnosci glutaminazy jest wyktadnikiem
zwiekszonego poziomu glutaminy w mozgu, ktéra jest jednym z pod-
stawowych metabolitéw na szlaku detoksykacji amoniaku w osrodko-
wym uktadzie nerwowym. Hindfelt (1975) wykazal, Zze ostre zatrucie
amoniakiem prowadzi do znacznego przyspieszenia syntezy glutaminy
i wzrostu jej zawartosci w moézgu. Stezenie glutaminy w mézgu jest
funkcja zawartosci amoniaku i wzrasta proporcjonalnie do wzrostu
jego poziomu (Duffy i wsp. 1974). W zwigzku z powyzszym na podsta-
wie aktywnosci glutaminazy mozna posrednio sadzi¢ o zachowaniu sie
amoniaku w osrodkowym uktadzie nerwowym.

W naszych badaniach stwierdzono, ze po uptywie 2 miesiecy nie
wystepuja statystycznie znamienne zmiany w aktywnosci glutaminazy.
Natomiast w grupach 4- i 6-miesiecznych obserwowano znaczny, sta-
tystycznie znamienny wzrost aktywnosci enzymu. Mozna przypuszczac,
ze stezenie amoniaku podlegato tym samym zmianom. Zwraca przy
tym uwage fakt zbieznosci czasowej zmian w aktywnosci glutaminazy
z pojawianiem sie i narastaniem nieprawidtowosci morfologicznych astro-
gleju, stwierdzonych w tym samym modelu doswiadczalnym przez
Mossakowskiego i wsp. (1970b). Dynamika procesu jest analogiczna jak
w przypadku gromadzenia sie miedzi w moézgu (Hilgier, Lipska 1979).
W grupie zwierzat, ktérym roztwor czterochlorku wegla podawano
przez 2 miesigce, zarébwno stezenie miedzi jak i aktywno$¢ enzymu nie
odbiegaty od wartosci kontrolnych. U zwierzat z 4-miesiecznym prze-
biegiem doswiadczenia 11% przyrostowi stezenia miedzi towarzyszyt
43% przyrost aktywnosci glutaminazy, a przy 6-miesiecznym trwaniu
doswiadczenia 43% wzrost zawartosci miedzi przebiegat z dwukrotnym
wzrostem aktywnosci enzymu. Mozna przeto przyja¢, ze w zastosowa-
nym modelu doswiadczalnym encefalopatii watrobowej wystepuje réw-
noczesny wzrost poziomu miedzi i amoniaku w mozgu, a uszkodzenie
strukturalne tkanki jest wypadkowg dziatania obu czynnikdéw. Nie
przesadza to oczywiscie wzajemnych zwigzkéw przyczynowych w pa-
togenezie uszkodzeri tkankowych. Fakt niezmienionego stezenia amo-
niaku w surowicy krwi moze jedynie implikowa¢ pierwotnos¢ uszka-
dzajgcego dziatania miedzi. Wedtug koncepcji Mossakowskiego (1973)
patogenetyczna rola miedzi w S$pigczce watrobowej polega na uposle-
dzeniu produkcji endogennego a-ketoglutaranu, stanowigcego pierwotne
ogniwo detoksykacji amoniaku do glutaminy. Znajduje ona swoje po-
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twierdzenie w spostrzezeniach Bessmana i Bessman (1955), ktorzy
stwierdzili, ze w Spigczce watrobowej toksyczne dziatanie amoniaku
ujawnia sie przy obnizeniu stezenia a-ketoglutaranu w mézgu. W now-
szych badaniach wykazano, ze wzrostowi poziomu amoniaku w moz-
gu towarzyszy wzrost stezenia a-ketoglutaranu (Shorey i wsp. 1967,
Hindfelt, Siesjo 1971, Duffy i wsp. 1974). Wydaje sie jednak, ze wzrost
ten moze byé zjawiskiem kompensacyjnym zaleznym od fazy rozwo-
jowej encefalopatii watrobowej oraz od jej typu. Mozna wiec przypu-
szczaé, ze wystepuje on przede wszystkim w encefalopatii watrobowej
przebiegajacej z hyperamonemia.

Hindfelt (1975) w badaniach do$wiadczalnych, prowadzonych na mo-
delu zespolenia zyty wrotnej z zytg gtéwng dolng u szczuréw, juz w dru-
gim tygodniu od zatozenia przetoki zylnej stwierdzat dwukrotny wzrost
stezenia amoniaku w mozgu. Podobny wzrost stezenia amoniaku w na-
szych doswiadczeniach wystepowat dopiero po 6 miesigcach trwania
doswiadczenia. R6znice w dynamice procesu odnie$¢ nalezy zapewne do
powolnosci hepatotoksycznego dziatania czterochlorku wegla w zasto-
sowanej dawce. Mimo postepujacego uszkodzenia watroby (Mossakow-
ski i wsp. 1970b) jej funkcje byly utrzymane do korica doswiadczenia,
0 czym S$wiadczyt zaréwno stan kliniczny zwierzat (zadne zwierze nie
zgineto w $pigczce watrobowej) jak i brak zmian w stezeniu amoniaku
w surowicy krwi. W przypadku encefalopatii wrotno-uktadowej, przy
wytworzeniu przetoki miedzy zytg wrotng i gtéwng dolng dochodzi do
znacznej hyperamonemii juz we wczesnym okresie do$wiadczenia (Ca-
vanagh, Kyu 1971, Mossakowski i wsp. 1977b).

B. Tmibrep, M. H. MoccaKOBCKU

AKTKBHOCTDb I-rjiyTAMMH-AMMJIOrMfIPOJIA3blI B MO3rE KPbIC
B SKCnEPUMEHTAJIbHONn UEHEHOHHOIZI 3HHE<i>AJIOnAT1414

Pe3K>ome

Bbuio npoBe/jeHo weccjieflOBanne aKTWBHOCTH TJiyTaMMHa3bi b MO3rax n cojjep-
?KaHne aMMnaKa b iuia3Me kpobw Yy Kpbic, y Koropbix Bbi3biBajioch noBpe?KfleHMe
neneHM nocpe/[CTBOM nORKOJKHbix iwbeKijnfi HeTbipexxjiopncToro yrjiH. Pin'beKmfK
npoaoAMJin sepe3 /jeHh b Tenenne 2, 4 m 6 MecaijeB.

Hadjnoflajui ycnjinBaroinMMCH bo BpeMenw pocT aKTMBHOCTM 3H3HMa. llocjie 2 Me-
capeit aKTUBHOCTb rjiyTaMMHa3bi He OTjimiajiacb cynjecTBeHHbiM 05pa30OM ot aKTm-
HOCTJi 3TOTO 3H3MMa y KOHTpOJIbHbIX JKJIBOTHbIX. [IOClie 4 MeCHIjeB OOHapyJKUBaJIH
okojio 43°/0, a nocjie 6 MecapeB okojio jjByxKpaTHOe iipupameHiie aKTKBHOCTn
3H3MMa. He Ha6jiio,najiK n3MeHeHnl b coAepjKanMji aMMnaxa b ruia3Me xpoBH.

BbijjBuraeTCH 3axjiiOHeHne, hto b npmvieHHeMoii SKcnepwMeHTajibHOit MO”ejiw
MMeeT MecTO yBejinneHne ypoBHH aMMHaxa b MO3re.
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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.

PISMIENNICTWO

1. Adams R. D., Foley J. M.. The neurological changes associated with liver
disease. Res. Publ. Assoc, nerv. Ment. Dis. 1953, 32, 198—237.

2. Bessman S. P., Bessman A. N.: Cerebral and peripheral uptake of ammonia
in liver disease with hypothesis for mechanism of hepatic coma. J. Clin.
Inv. 1955, 36, 622—628.

3. Cavanagh J. B, Kyu M. H.: On the mechanism of type | Alzheimer abnor-
mality in the nuclei of astrocytes. J. neurol. Sci. 1971, 12, 241—261.

4, Duffy T. E., Vergara F., Plum F..: Alfaketoglutaramate in hepatic encephalo-
pathy. Brain dysfunction metabolic disorders. Ed. F. Plum, Res. Publ. Assoc,
nerv. Ment. Dis. Vol. 53. Raven Press, New York 1974.

5. Georgijew A., Kotczak M., Wegiel J.: Niektére obserwacje dotyczace wpty-
wu CCl4 na watrobe prawidiowa i regenerujaca. Pat. Pol. 1968, 19, 179—187.

6. Hilgier W., Lipska M.: Topografia ilosSciowa miedzi w doswiadczalnej ence-
falopatii watrobowej. Neuropat. Pol. 1979, 17, 145—153.

7. Hindfelt B., Siesj6 B. K.: Cerebral effects of acute ammonia intoxication: the
effect upon energy metabolism. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1971, 28, 365—374.

8. Hindfelt B.: On mechanism in hyperamonemic coma with particular reference
to hepatic encephalopathy. Ann. N.Y. Acad. Sci. 1975, 252, 116—123.

9. Kyu M. H., Cavanagh J. B.. Some effects of porto-caval anastomosis in the
male rats. Brit. J. exp. Path. 1970, 51, 217—227.

10. Lowry C. H., Rosenbrough S. M., Farr A. L., Randall R. J.: Protein measu-
rement with the Folin-phenol reagent. J. Biol. Chem. 1951, 193, 265—270.

11. Mardaszew S. R., Nikotajew A., Ewsieju A. P.: Indukcija asparginaznoj i glu-
taminaznoj aktiwnostiej u Pseudomonas sp. asparginowoj i glutaminowej Ki-
slotami. Biochimija 1967, 32, 1093—1098.

12. McDermott W. V., Adams R. B.: Episodic stupor associated with an Eck
fistula in the human with particular reference to the metabolism of ammonia.
J. Clin. Invest. 1954, 33, 1—9.

13. Mossakowski M. J., Renkawek K., Krasnicka Z., Smiatlek M., Pronaszko A.:
Morphology and histochemistry of Wilsonian and hepatogenic gliopathy in
tissue culture. Acta Neuropath. (Berl.) 1970a, 16, 1—16.



Nr 2 1-glutamino-amidohydrolaza w moézgu 293

14. Mossakowski M. J., Smiatek M., Pronaszko A.. Zaburzenia przepuszczalnosci
naczyn krwionosnych w mézgu w doswiadczalnej encefalopatii watrobowej.
Neuropat. Pol. 1970b, 8, 365—374.

15. Mossakowski M. J.: The role of copper in the pathogenesis of Wilsonian glio-
pathy. Il. Inter. Symp. on Wilson’s Disease. Paris, 1973.

16. Mossakowski M. J., Krasnicka Z., Renkawek K.: Wplyw glutaminianu sodu
na obraz gliopatii wywotanej przez amoniak i malonian sodu w warunkach
hodowli in vitro. Neuropat. Pol. 1975, 13, 1—9.

17. Mossakowski M. J., Krasnicka Z., Gajkowska B.. Wptyw d-penicylaminy na
obraz gliopatii watrobowej w hodowli tkankowej. Neuropat. Pol. 1977a, 15,
58—74.

18. Mossakowski M. J., Pronaszko-Kurczynska A., Ro6zga J., Paluszkiewicz R.:
Wplyw a-oksoglutaranu na rozwdj encefalopatii watrobowej u szczuréw z ze-
spoleniem wrotno-uktadowym. Neuropat. Pol. 1977b, 15, 317—325.

19. Renkawek K., Krasnicka Z., Majdecki T., Mossakowski M. J.: Glial changes
in vitro induced by the inhibitor of succinic dehydrogenase. Acta Neuropath.
(Berl.) 1973, 26, 107—114.

20. Shorey J., Mc Candless D. W., Schenker S.. Cerebral a-ketoglutarate in am-
monia intoxication. Gastroenterology 1967, 53, 706—711.

21. Smiatek M., Mossakowski M. J.: Morphological changes on quantitative topo-
graphy of copper in the brain of patients with hepatic coma due to acute
liver impairment. Neuropat. Pol. 1974, 12, 259—268.

22. Wender M., Kozik M.: Encefalopatia po zespoleniu zylty gtownej dolnej z zylg
wrotng. Obraz biochemiczny. Neurol. Neurochir. Pol. 1973, 7, 177—181.

23. Tweit B, Svennebly G. S., Krame E.. Kinetic properties of glutaminase from
pig renal cortex. Eur. J. Bioch. 1970, 14, 337—344.

Adres autorow: Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Kili-
nicznej PAN, 00-784 Warszawa, ul. Dworkowa 3.

Neuropatologia Polska 9



	‎C:\Mossakowski_Neuropat_Pol\1979_17_2_287-293\1979_17_2_287-293 (1).tif‎
	‎C:\Mossakowski_Neuropat_Pol\1979_17_2_287-293\1979_17_2_287-293 (2).tif‎
	‎C:\Mossakowski_Neuropat_Pol\1979_17_2_287-293\1979_17_2_287-293 (3).tif‎
	‎C:\Mossakowski_Neuropat_Pol\1979_17_2_287-293\1979_17_2_287-293 (4).tif‎
	‎C:\Mossakowski_Neuropat_Pol\1979_17_2_287-293\1979_17_2_287-293 (5).tif‎
	‎C:\Mossakowski_Neuropat_Pol\1979_17_2_287-293\1979_17_2_287-293 (6).tif‎
	‎C:\Mossakowski_Neuropat_Pol\1979_17_2_287-293\1979_17_2_287-293 (7).tif‎



