Med. Weter. 2018, 74 (6), 401-404  DOI: dx.doi.org/10.21521/mw.6002 401

Praca oryginalna Original paper

Wptyw kwasu glutaminowego
na uwalnianie katecholamin z podwzgorza krolika
w badaniach ex vivo

DANUTA WRONSKA, BOGDAN FELIKS KANIA*, SYLWIA PALKA**,
KONRAD KOZIOL**, MICHAL KMIECIK**

Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwierzat, **Katedra Genetyki i Metod Doskonalenia Zwierzat,
Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltataja, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakéw
*Instytut Weterynarii, Uniwersyteckie Centrum Medycyny Weterynaryjnej UJ-UR,
Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kollgtaja w Krakowie, Al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Otrzymano 30.08.2017 Zaakceptowano 09.01.2018

Wronska D., Kania B. F., Patka S., Koziot K., Kmiecik M.
Glutamate influence on catecholamine release from the hypothalamus of rabbits — ex vivo

Summary

The aim of the study was to find the direct effects of a possible correlation between different glutamate
concentrations (5, 50 and 200 pM) on the one hand and catecholamine release from rabbit hypothalamus
homogenate during a 90 min incubation on the other hand. Brain structures were obtained from 12 decapitated
female rabbits that were 12 weeks old. After decapitation the obtained brain of the animal was placed in 0.9%
NaCl. Next, each brain structure from each rabbit (approx. 50 mg) was placed in incubation wells (cell culture
Sigma) containing 1 ml of incubation medium (Krebs phosphate buffer containing glucose 0.3% bovine serum
albumin and 0.1% BSA) without (control) or with three doses of Glu in a concentration of the following:
I-5pM, II - 50 uM, and IIT - 200 pM. Every 30 minutes each slice of tissue of each brain structure was placed
in the next hole with the medium. The medium collected after 30, 60 and 90 minutes of the experiment was
used for dopamine, noradrenaline and adrenaline RIA measurement. The obtained results show that Glu has
a direct influence on catecholamines release from the hypothalamus as a central brain structure of the HPA
axis in stress inducing and adaptive processes. Generally, there was an inhibitory effect on catecholamine
release from the hypothalamus homogenates. Our findings show that Glu has great influence on the brain’s
motivational structure, which may indicate its contribution to stress response by modulating the amount of

catecholamine released.
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Kwas glutaminowy (nazywany zastepczo glutami-
nianem, Glutamate — Glu) obok kwasu asparaginowe-
go (asparaginian, Aspartate — Asp) jest najsilniejszym
neuroprzekaznikiem pobudzajacym w osrodkowym
(OUN) i autonomicznym (AUN) ukladzie nerwowym
ludzi i zwierzat. Jest tez najszerzej rozpowszechnionym
transmiterem w moézgu (11, 14). U krolika jego najwyz-
sze stezenia znajduja si¢ w korze mozgu (hipokamp,
zwlaszcza pole CAl), ciatach migdatowatych i jadrach
podstawy moézgu, ale rowniez w podwzgorzu (9).

Nowymi metodami stereologicznymi okreslono, ze
w korze czotowej cztowieka (stanowiacej 80% masy
mozgu), ktorej rozgatezione neurony tworza 85%
synaps, 20% stanowig neurony gtadkie, hamujace
(GABA-ergiczne) tworzace tylko 15% synaps (2). Dane
te sugeruja, ze neurony o charakterze glutaminergicznym
1ich synapsy zdecydowanie przewyzszaja wszystkie inne

uktady neuronéw i ich neurotransmiteréw w moézgu,
z wyjatkiem uktadu GABA-ergicznego (3, 10, 15).
Tak wigc z punktu widzenia neurotransmisji w mozgu
Glu jest wielka glutaminergiczng maszyna pobudzaja-
ca, regulowang przez relatywnie maty uktad GABA-
-ergiczny, hamujacy i modulowany przez znacznie
mniejsza liczbe szlakow uwalniajacych rozne inne prze-
kazniki, w tym monoaminoergiczne (dopamina — DA,
norepinefryna — NE, epinefryna — E, 5-hydroksytrypt-
amina — 5-HT) oraz oksytocynowe/wazopresynowe
(OXY/AVP). Wiadomo, ze aminy biogenne przez
modulacj¢ licznego neuroprzekaznictwa chemicznego
wplywaja na wszystkie czynnos$ci mozgu wilacznie
ze snem/czuwaniem, aktywno$ciami biologicznymi
zwigzanymi z napg¢dem, w ktorych posredniczy pod-
wzgorze, czynnosciami emocjonalno-motywacyjnymi,
w ktorych posredniczy obieg limbiczny 1 zachowaniami
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opartymi na wartosciach, o ktorych decyduje neocortex
(5, 12).

Podwzg(')rze (hypothalamus) jest czescig miedzymoz-
gowia poiozonego ponizej wzgorza, miedzy blasqu
koncowq i cialami suteczkowatyml tworzac §ciany
1 podstawe III komory mézgowej. U podstawy komory
[T dwie potéwki podwzgorza tworza okolice mostowo-
podobng, zwang wyniostoscig posrodkowa. Wyniosto$¢
ta jest istotna, gdyz w niej zakonczenia aksonow neuro-
néw podwzgodrza uwalniajg neuropeptydy zaangazowane
w kontrole czynnosci przedniego ptata przysadki. Poza
tym, przez wyniosto$¢ posrodkowa przechodza aksony
neurondw podwzgdrzowych konczacych si¢ w placie
tylnym przysadki. Dolne lejki wyniostosci tworza czes$¢
lejkowata czesci nerwowej przysadki, zwang ptatem
tylnym, ktéry moze by¢ uznawany za rozszerzenie pod-
wzgorza (6). Takie implikacje anatomiczne pozwalajg na
uktadowe integracje r6znych zespotow neurohormonal-
nych w koordynacji zachowan i czynno$ci organizmow,
w tym na zachowanie homeostazy biologicznej. Jest
w tym szczegolna rola podwzgodrza jako centralnej
struktury osi podwzgorzowo-przysadkowo-korowo-
-nadnerczowej, zaangazowanej w reakcje emocjonalne
organizmow, a szczegolnie w stresie i sytuacjach kon-
fliktowych (11, 13).

Glutaminian i asparaginian wywierajg swoje dzia-
fania przez 3 oddzielne typy receptoréw cechujace si¢
wybidrcza interakcja z NMDA, kwasem kwiskwa-
lanowym (kwas alfa-amino-3-hydroksy-5-metylo-
-4-izoksazolopropionowy — AMPA) oraz receptorem
kainianowym (1). Kwas glutaminowy, jako specyficz-
ny agonista ztozonego receptora glutaminergicznego
mGluR oraz INMDAR, moze posredniczy¢ w wyzwa-
laniu agresji, strachu, bolu, a takze w rozwoju neuro-
toksycznosci, jaka byta stwierdzana w niedokrwiennym
uszkodzeniu mozgu. Antagonista specyficzny jonowego
receptora kwasu N-metyl-D-asparaginowego (iNMDAR)
zapobiegal bowiem $mierci komoérek neuronalnych
w eksperymentach przeprowadzonych na modelach
zwierzecych niedotlenionego-niedokrwiennego uszko-
dzenia moézgu. Neurotoksycznos¢ obu wymienionych
kwasow jest najprawdopodobniej przyczyng chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak choroby: Alzheimera,
Huntingtona, Parkinsona, epilepsji, a nawet schizofrenii
(10). Posrednictwo receptora NMDA w neurotoksycz-
nos$ci glutaminianu dotyczy wejsScia jonow wapnia
(Ca*") do komorek via otwarte, bramkowane ligandem,
napieciowozalezne kanaty wapniowe (VGCC), kanaty
Ca?" aktywowane transmiterem oraz obj¢tosciowe kanaty
wejscia Ca®" (4, 11, 12). Zwigkszenie aktywnosci NOS
(syntazy tlenku azotu) przez stymulacj¢ receptorow
NMDA skrawkow mézdzku réwniez jest konsekwencja
wejscia jonow Ca?* do komorek, gdzie wigzg si¢ z kalmo-
dulina, ktora z kolei jest powigzana z NOS. To podkresla
zalezno$¢ neurotoksycznosci Glu od NO (tlenku azotu),
potwierdzong w hodowlach neuron6éw kory, wybidrczo
znoszong przez stosowanie inhibitoréw NOS (10).

W niniejszym opracowaniu okreslano role L-Glu —
gléwnego aminokwasu pobudzajacego w mozgowiu
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— w kontrolowaniu uwalniania katecholamin podwzgo-
rzowych. Ta struktura mézgu zawiera duze zggszcze-
nie zar6wno receptorow glutaminianergicznych, jak
tez katecholaminoergicznych. Zastosowano stezenia
kwasu przekraczajace stgzenia fizjologiczne. Wiadomo
bowiem, ze nadmiar kwasu w neuronach mézgowia po-
woduje silng depolaryzacj¢ zakonczen presynaptycznych
neurondéw 1 nasila uwalnianie r6znych transmiterdw,
w tym tez katecholamin w szlakach adrenergicznych
mozgu. Celem badan byta analiza wptywu réznych
stezen L-Glu (5, 50 i 200 uM) na uwalnianie DA,
norepinefryny (NE) i epinefryny (E) z homogenatéw
podwzgdrza w ciagu 90 min inkubacji. Podwzgorze jest
bowiem strukturg centralng zaangazowana w aktywnosci
osi podwzgorzowo-przysadkowo-korowo-nadnerczowej
(HPA) w procesach stresu oraz adaptacji.

Material i metody

Doswiadczenie wykonano na podwzgdrzu pochodzgcym
z 12 mézgow krolikow pici zenskiej, rasy popielianskiej biatej
w wieku 12 tygodni. Wodg oraz pasze zwierzgta otrzymywatly
ad libitum (gotowa mieszanka petnoporcjowa dla tej grupy
wiekowej). Zastosowany cykl §wietlny wynosit 10 D : 14 L.
Mozgi natychmiast po uboju krolikow zostaly udostgpnione
w ubojni dzieki uprzejmosci Katedry Genetyki i Metod Do-
skonalenia Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.
Tuz po dekapitacji oczyszczano skore glowy, usuwano jg
z pokrywy czaszki, czaszke trepanowano, po czym izolo-
wano moézg. Osuszano go na bibule filtracyjnej, usuwano
opony i umieszczano na lodzie w sterylnych ptytkach Pe-
triego wypetionych solg fizjologiczng. Nastepnie izolowano
podwzgorze (1, 4). Pozyskang strukture umieszczano w szal-
kach Petriego na lodzie, w roztworze soli fizjologicznej, po-
cigto na mniejsze fragmenty, o zblizonej masie (ok. 50 mg).
Rozdrobnione skrawki tkanki umieszczano w studzienkach
inkubacyjnych (cell culture Sigma), do ktérych wczesniej
dodano 1 mL medium inkubacyjnego (bufor fosforanowy
Krebsa z dodatkiem glukozy 0,3% i albuminy bydlgcej BSA
0,1%). Inkubacja tkanek przebiegata w atmosferze karbo-
genu — 95% O, 1 5% CO, w temperaturze 38°C w inkuba-
torze Sanyo (MCO-18AIC). Stabilizacja skrawkow tkanki
struktur podwzgoérzowych trwata 10 min, nastepnie skrawki
struktury przenoszono do kolejnych dotkéw zawierajacych
czyste podtoze Krebsa oraz 3 rézne stgzenia kwasu glutami-
nowego (L-glutamic acid monosodium salt hydrate; Sigma):
I[-5pM, II-50 pM, III - 200 uM w objetosci 1 mL podioza
Krebsa. Kazdy skrawek struktury co 30 min przektadano do
kolejnych studzienek inkubacyjnych zawierajacych medium
inkubacyjne z okreslonym stgzeniem kwasu glutaminowego.
Medium zebrane ze studzienek po uptywie 30, 60 i 90 minut
inkubacji tkanki analizowanej struktury mézgu krélikow zo-
stato zamrozone do czasu wykonywania analiz.

Metoda radioimmunologiczng (RIA) wykonano oznacze-
nia stezen amin katecholowych (KA)—E, NE i DA, uzywajac
do tego gotowych zestawdw 3 CATFast Tract firmy Labor
Diagnostica Nord (Niemcy). Czuto$¢ metody dla okresle-
nia stezen poszczegdlnych KA wynosita 19 pg-mL"' dla E,
gdzie btad wewnatrzseryjny wynosit 8,8%, a btad zewnatrz-
seryjny 10,1%. Dla NE warto$ci te wynosity, odpowiednio:
42 pg-mL, 10,9% oraz 12,3% dla DA. Uzyskane wyniki
przeliczano na 1 mg tkanki mozgowe;.
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Istotnos¢ statystyczng wynikéw obliczono z zastosowa-
niem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA, a nastep-
nie testu wielokrotnego rozstepu Duncana. Logarytmiczne
przeksztatcenia obliczano jako konieczne do utrzymania
wariancji jednorodno$ci i normalnosci. Za istotne uznano
roéznice migdzy poszczegodlnymi wartosciami przy p < 0,05.
Obliczenia przeprowadzono z zastosowaniem programu
Sigma Stat 2.03 (SPSS Science Software GmbH, Germany).
Uzyskane wyniki przedstawiono jako zmiany procentowe
w wartos$ciach §rednich.

Wyniki i omowienie

Wplyw réznych stezen L-Glu na uwalnianie KA.
Srednie ste;zema uwalnianej DA z homogenatow pod-
wzgorza w grupie kontrolnej po 30 min inkubacji wy-
nosity 1,35 ng-mg' i zmniejszaty si¢ stopniowo do 0,46
(—66%) 10,31 (=77,1%) ng-mg™' tkanki, kolejno po 60
190 min inkubacji. L-Glu dodany do medium inkubacyj-
nego w stezeniu 5 uM zmniejszat ilos¢ DA uwalniane;j
z homogenatéw podwzgorza po 30 min inkubacjiz 1,35
do 0,1 ng'mg' (-92,6%), z 0,46 do 0,17 (—63,1%) oraz
20,31 do 0,16 ng'mg "' (-51,6%) kolejno po 60 i 90 min
inkubacji (ryc. 1). Podobne wyniki uzyskano po stoso-
waniu L-Glu do medium podwzgorza w stezeniach 50
1200 uM (ryc. 2-3).

Wplyw L-Glu na uwalnianie NE. Srednie stezenia
kontrolne NE uwalnianej do medium z homogena-
tow podwzgorza po 30 min inkubacji wynosity 3,065
1 zmniejszaty si¢ do 2,78 10,77 ng-mg™* tkanki (0 9,1%
oraz o 74,9%), odpowiednio, po 60 i 90 min inkubac;ji.

Pierwsze st¢zenie L-Glu wynoszace 5 uM dodane
do medium obnizato stezenia NE uwalnianej z homo-
genatu podwzgoérza z 3,065 w kontroli do 1,98 ng-mg*l
tkanki (0 42,26%) w 30 min i z 2,787 do 0,94 ng- mg
tkanki (0 66,3%) w 60 min oraz z 0 77 do 0,47 ng'-mg"
tkanki (o 39%) po 90 min 1nkubaCJ1 Sredme hamowa-
nie uwalniania NA z homogenatéw podwzgorza przez
L-Glu w stezeniu 5 uM wynosito 48% i byto znamienne
statystycznie (p < 0,05) (ryc. 1).

Drugie stezenie L-Glu (50 pM) zmniejszato uwal-
nianie NA z homogenatu podwzgdrza po 30 i 60 min
inkubacji, odpowiednio, o 66,7% oraz 54,8% (ryc. 2).
Po 90 min inkubacji homogenatu notowano nieistotne
zwigkszenie st¢zenia uwolnionej NA (o 5,3%).

Najwyzsze ste¢zenie L-Glu wynoszace 200 uM row-
niez hamowalo uwalnianie NA z homogenatéw pod-
wzgodrza, odpowiednio, 0 46,9%, 17,5% oraz 35% po 30,
60 1 90 min inkubacji tkanki. Najsilniejsze hamowanie
uwalniania NA przez to stezenie L-Glu mialo miejsce
po 30 min i podobne po 90 min inkubacji homogenatu
(ryc. 3).

Wplyw L-Glu na uwalnianie E. Srednie kontrolne
stezenie uwalnianej E z homogenatéw podwzgorza
zwigkszato si¢ po 60 min inkubacjiz2,07 do 3,51 ng'mg™!
(+31,5%), po czym zmniejszato si¢ do 1,64 ng-mg!
(—38,6%) po 90 min inkubacji homogenatu podwzgorza.

L-Glu w stezeniu 5 uM istotnie hamowat uwalnianie
E zhomogenatow podwzgorza z2,67 do 1,57 (—41,2%),
z 3,51 do 0,73 (-79,1%) oraz z 1,64 do 0,36 ng'mg"
(=78,1%) kolejno, po 30, 60 1 90 min inkubacji (ryc. 1).
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Ryec. 1. Zmiany stezenia uwalnianej adrenaliny (epinefryny)
z homogenatéw podwzgoérza kroélika przed i po 90 min inku-
bacji w obecnos$ci dodanego L-Glu w stezeniu 5 uM (Glu I),
50 pM (Glu II) lub 200 pM (Glu III) (n = 12)

Objasnienia: a—ro6znice istotne, (P <0,05-0,01) w poréwnaniu do
wartosci w grupie kontrolnej; b — réznice istotne (P < 0,05-0,01)
pomigdzy zastosowanymi dawkami Glu
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Ryec. 2. Zmiany stezenia uwalnianej noradrenaliny (norepi-
nefryny) z homogenatéow podwzgoérza krolika przed i po
90 min inkubacji w obecnosci dodanego L-Glu w stezeniu
5 pM (Glu I), 50 pM (Glu II) lub 200 pM (Glu III) (n = 12)
Objasnienia: jak naryc. 1
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Ryc. 3. Zmiany ste¢zenia uwalnianej dopaminy z homogenatow
podwzgorza krolika przed i po 90 min inkubacji w obecnosci
dodanego L-Glu w stezeniu 5 pM (Glu I), S0 pM (Glu II) lub
200 pM (Glu III) (n = 12)

Objasnienia: a — réznice istotne (P < 0,05-0,01) w poréwnaniu
do wartosci w grupie kontrolnej
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L-Glu dodawany do medium w st¢zeniach 501200 uM
hamowat przez 90 min uwalnianie E z homogenatoéw
podwzgorza srednio 0 76,25% (z 2,596 do 0,61 ng-mg™
tkanki) (ryc. 21 3).

Uzyskane wyniki §wiadczg o istotnym dziataniu ha-
mujacym wszystkich 3 stezen L-Glu na uwalnianie KA
z homogenatow podwzgorza krolika w ciggu 90 min
obserwacji. Biorgc pod uwage bardzo silne dzialania
depolaryzujace kwasu na zakonczenia neuronalne
roznych struktur OUN w tym adrenergicznych nalezy
sadzi¢, ze albo testowany kwas aplikowany w stezeniach
5-, 50- oraz 200-krotnie wyzszych od fizjologicznych
uszkadzat te zakonczenia, albo stymulowal aktywno$¢
enzymoéw degradujacych na szlaku syntezy wewnatrz
mozgowych KA.

Dyskusja jest o tyle utrudniona, ze brak porownywal-
nych informacji, a przeciez w strukturach tkanki nerwo-
wej podwzgorza znajduje si¢ wiele rozmaitych neuro-
néw uwalniajacych zardwno neuropeptydy, jak i inne
neurotransmitery czy modulatory. By¢ moze uzyskane
dane stanowig wypadkowa wspotgrania tych substancji
aktywnych biologicznie, na ktoérych gospodarke moze
wplywac L-Glu rownoczesnie, takich np. jak OXY, 5-HT,
AVP czy GABA. Wyjasnienie tego fenomenu wymaga-
toby dalszych dociekan eksperymentalnych uwzgled-
niajacych wzajemne interakcje L-Glu/KA/GABA/OXY
w centralnej strukturze osi HPA, odpowiedzialnej jako
pierwsza w warunkach niekorzystnego oddziatywania
czynnikOw na organizm.

Podwzgorze krolika zawiera srednio DA w stezeniu
0,28, NE w stezeniu 1,12 i E w stezeniu 0,04 pg-g!
tkanki. Tak silne hamowanie uwalniania KA przez apli-
kowane stgzenia L-Glu, paradoksalnie powodowatyby
adrenolize badanej struktury mézgu (7).

Kwas glutaminowy, asparagina i glutamina powstaja
z ich wspdlnego prekursora, kwasu asparaginowego.
Sam kwas Glu jest syntetyzowany z prekursora — a-ke-
toglutaranu — w cyklu Krebsa. Glu syntetyzowany jest
gldwnie w neuronach jako transmiter pobudzajacy (obok
kwasu asparaginowego) powodujacy zwigkszenie prze-
plywu jonéw dodatnich (Na® i Ca*") przez otwieranie
kanalow jonowych po zwigzaniu si¢ z odpowiednimi
receptorami specyficznymi. Stymulacje¢ tych receptorow
konczy niezalezny od Cl™ system transportu btonowe-
go, ktory wykorzystywany jest jedynie do ponownego
wchtaniania Glu 1 Asp przez bton¢ presynaptyczna.
Glu moze by¢ rowniez reabsorbowany (wchlaniany
zwrotnie) do neurondéw w celu pozniejszego wyko-
rzystania. Nadmiar Glu uwolnionego w synapsach jest
przeksztalcany do glutaminy (zwigzku pozbawionego
cech ekscytotoksycznych) przez sgsiadujace astrocyty
(komorki gleju). Glutamina jest bezpiecznie trans-
portowana de novo do neuronéw dla rekonwersji do
L-Glu. Nadmierne nagromadzenie Glu w astrocytach
jest powodem neuroekscytotoksycznosci. Dochodzi do
zahamowania dalszego absorbowania nadmiaru Glu,
ktory w przestrzeni subsynaptycznej powoduje ciagla
stymulacje zakonczen neuronalnych przez ich depo-
laryzacje, przez co prowadzi do uwalniania ré6znych
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transmiterow, wyczerpania rezerw energetycznych,
1w koncu do zmian neurodegenarycyjnych oraz apopto-
zy neuronow (3, 14). Glu dziala na specyficzne receptory
kwasu N-Metylo-D-Asparaginowego (iNMDAR) oraz
na receptory nie-NMDA (mGluR). Receptor NMDA jest
kanatem jonowym dla jonow Ca?*, Na" i K* (8).

Wydaje si¢, ze uzyskane wyniki sg nastgpstwem po-
budzajacego dziatania Glu na receptory grupy II i/lub
IIT zlokalizowane presynaptycznie jako autoreceptory
hamujace na synapsach glutaminergicznych neuronow
podwzgorza. Pobudzone przez Glu zmniejszaja we-
wnatrzkomorkowe stezenie cAMP i cGMP przez hamo-
wanie aktywnosci cyklaz adenylanowej 1 guanylanowe;.
Receptory te moga réwniez wykazywac swe dziatania
przez biatka G posredniczace kanatom Ca?*. Pobudzenie
receptorow mGIuR grupy I na synapsach adrenergicz-
nych mozgu powodowatoby bowiem depolaryzacj¢
zakonczen presynaptycznych neurondéw i nasilone uwal-
nianie transmiterow, w tym tez katecholamin. Hipoteza
ta wymagataby potwierdzenia eksperymentalnego
z zastosowaniem substancji znakowanych izotopowo
dla diagnozowania obecnos$ci specyficznych receptorow
mGIluR w hodowli neuronéw kroélika in vitro.
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