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Kwas glutaminowy (Glu) jest najwazniejszym neuroprzekaznikiem pobudzajgcym w osrod-
kowym uktadzie nerwowym (OUN). Odgrywa wazng role w wielu procesach fizjologicz-
nych, takich jak rozwoj neuronow, polgczen synaptycznych czy przewodzenie impulsow
nerwowych. Obecnos¢ rozlicznych receptorow dla tego mediatora uktadu nerwowego wy-
kazano w wielu narzgdach organizmu. Celem podjetych badan bylo okreslenie wplywu
kwasu glutaminowego w warunkach in vitro na aktywnos¢ nadnerczy krolikow w wydzie-
laniu amin katecholowych. Wyniki badan opisywanych w prezentowanej pracy wykazatly
hamujgcy wplyw kwasu glutaminowego na wydzielanie obydwu katecholamin z tkanki
nadnerczy. Brak dawkozaleznosci w uwalnianiu noradrenaliny, jak i adrenaliny stwier-
dzony w badaniach wlasnych sugeruje, ze kwas glutaminowy w stopniu warunkowanym
stezeniem moduluje hormonalng czynnos¢ nadnerczy. Inaktywacja receptorow NMDA (jo-
notropowych) dla kwasu glutaminowego w tkance nadnerczy krolikow przez zastosowanie
antagonisty tych receptorow — ketaminy wykazala, ze ten rodzaj receptorow w nadnerczach
w mniejszym stopniu steruje aktywnosciq tych gruczotow wewnetrznego wydzielania w wa-
runkach bazalnych. Wyniki badan wiasnych wskazujg, ze stosowanie w anestezji ketaminy
nie zaburza hormonalnej czynnosci nadnerczy w wydzielaniu noradrenaliny i adrenaliny.

Stowa kluczowe: kwas glutaminowy, aminy katecholowe, nadnercza

Homeostaza jest kluczowym wyznacznikiem prawidtowego funkcjonowania or-
ganizmu, definiowana jest jako zdolno$¢ do utrzymania wzglednie statego srodowi-
ska wewnetrznego. Podstawowymi zadaniami homeostazy sa kontrola oraz regulacja
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parametrow zyciowych. Jednym z najwazniejszych mechanizmow regulacyjnych jest
uktad nerwowy i uwalniane mediatory, nie tylko w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN), ale takze na obwodzie. Kwas glutaminowy (Glu) jest najbardziej pobudza-
jacym neuroprzekaznikiem w o$rodkowym uktadzie nerwowym, o szerokim spek-
trum dziatania (Gass i Olive, 2008). Bierze bowiem udzial w procesie dojrzewania
neurondéw, poprzez regulacje procesow ich proliferacji i migracji w okresie rozwoju
uktadu nerwowego, a takze sprawnego funkcjonowania tego uktadu w zyciu osob-
niczym (Lujan i in., 2005; Gass i Olive, 2008). Kwas glutaminowy oddzialuje na
komorki docelowe, zarowno w osrodkowym uktadzie nerwowym, jak i na obwodzie
przez dwa zasadnicze typy receptordw — jonotropowe oraz metabotropowe. Do pierw-
szych zalicza si¢ receptor NMDA (N-metylo-D-asparaginowy), AMPA (a-amino-3-
hydroksy-5-metylo-4-izoksazolepropionowy) oraz receptor kainianowy, ktore zwia-
zane sa z przeptywem jonow wapnia, sodu i potasu. Natomiast w sktad receptoréw
metabotropowych wchodzg trzy podgrupy scharakteryzowane na podstawie wzajem-
nego podobienstwa sekwencji aminokwasowych (Kania i Wronska, 2016). Kumula-
cja amoniaku w moézgu jest wyjatkowo szkodliwa dla organizmu, bowiem skutecznie
hamuje procesy zapamietywania, stad kolejna szczegdlnie istotna funkcja kwasu glu-
taminowego, jaka jest wigzanie 1 usuwanie amoniaku przez bariere¢ krew-mozg (Beck
i1in., 2007). Kwas glutaminowy jest takze niezbednym sktadnikiem protoplazmy ko-
morek nerwowych i pobudza wydzielanie enzyméw trzustkowych oraz przyczynia
si¢ posrednio do poprawy przyswajania biatek pokarmowych oraz ogdtu czynnosci
trawiennych organizmu (Sills i Loo, 1998)

Od kilkudziesieciu lat stosuje si¢ w klinice ketaminge, niespecyficznego antagoni-
ste glutaminergicznych receptoréw jonotropowych, majgcg zastosowanie analgetycz-
ne, a w duzych dawkach anestetyczne. Lek ten nasila dziatanie dopaminy i pobudza
uktad nagrody moézgu, ale takze dziata przeciwbolowo, antydepresyjnie u ludzi oraz
ma zastosowanie w terapii leczenia uzaleznien (Wolff i Winstock, 2006).

Czynniki stresogenne roznego pochodzenia zawsze wptywaja na zaburzenie pod-
stawowych funkcji organizmu, a gdy oddziatywanie tych czynnikow jest wydtuzone
w czasie, moze stanowi¢ zagrozenie dla homeostazy. W reakcji organizmu na stres
fundamentalne znaczenie majg uktad wspotczulno-nadnerczowy (ang. sympathetic
adrenal system; SAS) oraz neuroendokrynna o$ podwzgérze—przysadka—nadnercza
(ang. hypothalamic—pituitary—adrenal axis; HPA) (Carrasco i Van de Kar, 2003).
Efektem aktywnosci tego pierwszego jest synteza katecholamin (adrenalina, nora-
drenalina), ktore stanowia pierwszy front uruchomienia reakcji adaptacyjnych w celu
przywrdcenia wzglednej rownowagi organizmu (Gunnar i Quevedo, 2007).

Rdzen nadnerczy, gdzie sg syntetyzowane obydwie katecholaminy, jest gruczotem
endokrynnym uwalniajgcym hormony bezposrednio do krwioobiegu w odpowiedzi
na pobudzenie wiokien nerwowych wspoétczulnych przedzwojowych. Glownym neu-
roprzekaznikiem biorgcym udziat w przekazywaniu pobudzenia pomiedzy komorka-
mi nerwowymi zazwojowymi a narzgdami elektorowymi jest noradrenalina (NA),
natomiast jednoznacznie wykazano, ze ilo§¢ wydzielanej adrenaliny z nadnerczy jest
znaczaco wicksza w porownaniu z noradrenaling (Eisenhofer i in., 2004; Arnsten i Li,
2005). Oba wymienione hormony biorg udziat w mobilizacji organizmu do ucieczki
lub walki w sytuacjach stresowych, uruchamiajac procesy metabolicznej adaptacji
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w warunkach zaburzenia homeostazy organizmu. Powoduja przyspieszenie akcji ser-
ca, wzrost ci$nienia krwi, rozszerzenie zrenic oraz oskrzeli. Zwiekszajg stezenie glu-
kozy we krwi, dzigki nasileniu rozktadu glikogenu w watrobie, a takze bezposrednio
wplywaja na modulowanie aktywnos$ci nadnerczy w uwalnianiu hormonéw warstwy
korowej — glikokortykoidosteroidoéw, ktorych wiasciwosci takze utatwiajg adaptacje
do zmienionych warunkéw otoczenia (Rosol i in., 2001; Morys$ 1 in., 2005).

W swietle powyzszych faktow dotyczacych wlasciwosci kwasu glutaminowego
interesujagcym wydaje si¢ okreslenie jego udziatu w regulacji czynno$ci nadnerczy
w wydzielaniu noradrenaliny i1 adrenaliny, tym bardziej ze wszystkie te trzy media-
tory wystepujg takze w OUN. Celem podjetych badan bylo okreslenie w warunkach
in vitro ilo$ci wydzielanych do medium inkubacyjnego obydwu amin katecholowych
— noradrenaliny i adrenaliny z tkanki nadnerczy krélikow po zastosowaniu trzech
dawek kwasu glutaminowego, a takze po zahamowaniu aktywnosci receptorow jono-
tropowych dla tego neurotransmitera.

Material i metody

Dos$wiadczenie wykonano na 7 krolikach plci zenskiej, rasy popielianskiej biate;j,
w wieku 12 tygodni. Zwierzeta przybywaty w specjalnych drewnianych klatkach od
momentu urodzenia do chwili rozpoczecia eksperymentu, poczatkowo przebywaty
wraz z matkami, a po odsadzeniu ich od matek w 35. dniu ich zycia w indywidual-
nych klatkach (system bateryjny). Wod¢ oraz pasze otrzymywaly ad libitum (gotowa
mieszanka pelnoporcjowa firmy DeHeus, dedykowana tej grupie wiekowej). Zasto-
sowany cykl §wietlny wynosit 10D:14L. Materiat do analiz (tkanka nadnerczy) zostat
udostepniony dzigki uprzejmosci Katedry Genetyki i Metod Doskonalenia Zwierzat
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Kroliki dekapitowano, a nast¢pnie pozyskane
od nich nadnercza umieszczano w szalkach Petriego na lodzie, w roztworze soli fizjo-
logicznej. Nadnercza pozyskane od kazdego krélika pocieto na mniejsze fragmenty,
o zblizonej masie (ok. 50 mg), obejmujgce warstwe korowa i rdzenng tego gruczotu.
Rozdrobnione fragmenty (skrawki) tkanki nadnerczy umieszczano w studzienkach
inkubacyjnych (cell culture Sigma), do ktorych wczesniej dodano 1 ml medium inku-
bacyjnego (bufor fosforanowy Krebsa z dodatkiem glukozy 0,3% i albuminy bydlece;j
BSA 0,1%). Inkubacja tkanek przebiegata w atmosferze karbogenu — 95% 02 i 5%
CO2 w temperaturze 38°C w inkubatorze Sanyo (MCO-18AIC). Stabilizacja skraw-
koéw tkanki nadnerczy trwata 10 min, nastgpnie skrawki tkanki nadnerczy przenoszo-
no do kolejnych dotkéw zawierajacych czyste podtoze Krebsa oraz 3 rozne dawki
kwasu glutaminowego (L-glutamic acid monosodium salt hydrate; Sigma): 1 —5 M,
II-50 pM, III - 200 uM w objetosci 1 ml podtoza Krebsa. Kontrole stanowity skraw-
ki inkubowane jedynie czystym buforze Krebsa. Kazdy skrawek nadnerczy nalezacy
do grupy kontrolnej i grup eksperymentalnych, co 30 minut przektadano do kolejnych
studzienek inkubacyjnych. Medium z grup kontrolnych i eksperymentalnych zebra-
ne ze studzienek po uptywie 30, 60 i 90 minut inkubacji tkanki nadnerczy krélikow
zostato zamrozone do czasu wykonania analiz. Kolejne skrawki tkanki nadnerczy
pozyskane od kazdego krélika zostaty umieszczone w studzienkach inkubacyjnych
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zawierajacych 1 ml buforu Krebsa z trzema dawkami ketaminy w stezeniu: [ — 1 uM,
IT — 10 uM oraz III — 20 uM (Bioketan, Vetoquinol S.A., Magny-Vernois, BP 189,
70200 Lure, Francja), preinkubacja wynosita 60 min, i tak jak poprzednio, przekta-
dano kazdy skrawek tkanki nadnerczy co 30 min do kolejnych dotkow inkubacyj-
nych. Medium z grupy kontrolnej i grup eksperymentalnych zebrane ze studzienek po
uptywie 30, 60 i 90 minut do$wiadczenia zostato zamrozone do momentu wykonania
planowanych analiz. Metodg radioimmunologiczng (RIA) wykonano oznaczenia ste-
zen amin katecholowych — adrenaliny i noradrenaliny, uzywajac do tego gotowych
zestawOow 2 CATFast Tract firmy Labor Diagnostica Nord (Niemcy). Czuto$¢ metody
oznaczania poszczegdlnych amin katecholowych wynosita 19 pg/ml dla adrenaliny,
gdzie btad wewnatrzseryjny wynosit 8,8%, a blad zewnatrzseryjny 10,1%. Dla nora-
drenaliny wartosci te wynosily odpowiednio: 42 pg/ml, 10,9% oraz 12,3%.%. Uzy-
skane wyniki przeliczano na 1 mg tkanki nadnerczy.

Analiza statystyczna

Wyniki poddano analizie statystycznej, stosujac dwuczynnikowg analiz¢ warian-
cji w blokach kompletnie zrandomizowanych, a istotno$¢ réznic pomiedzy Srednimi
warto$ciami okres$lano testem Duncana. Obliczenia wykonano, wykorzystujac pro-
gram komputerowy SigmaStat 2,03 (SPSS Science Softwere GmbH, Niemcy). Praw-
dopodobienstwo na poziomie 0,05 1 0,01 wskazywato na statystycznie istotne 1 staty-
stycznie wysoko istotne réznice pomiedzy Srednimi warto$ciami.

Wyniki

W czasie inkubacji tkanki nadnerczy krolikow w czystym podlozu Krebsa nie
stwierdzono zmian w iloéci uwalnianej noradrenaliny w ciggu pierwszych 60 minut
doswiadczenia, wartosci byty bardzo podobne (54,0+8,4 oraz 53,0+5,9 ng/mg tkan-
ki, P>0,05; rys. 1). Ostatni pomiar po 90 minutach eksperymentu wykazat istotnie
zmniejszenie si¢ ilo$ci wydzielania noradrenaliny, warto$¢ 33,6+4,8 ng/mg tkanki
okazata si¢ istotnie mniejsza od zanotowanych wczesniej (P<0,01). Zastosowanie do
inkubacji kwasu glutaminowego w dawce 5 M spowodowato istotne zmniejszenie
wydzielania noradrenaliny do medium inkubacyjnego, stwierdzona po pierwszych
30 min do$wiadczenia warto$¢ 17,343,8 ng/mg tkanki okazata si¢ istotnie mniejsza
od zanotowanej w tym czasie warto$ci w grupie kontrolnej (P<0,01). W czasie ko-
lejnych 30 minut ilo$¢ uwalnianej noradrenaliny nadal si¢ zmniejszala i osiggneta
warto$¢ 7,1£2,1 ng/mg tkanki nadnerczy (P<0,01), a ostatni pomiar po 90 minutach
inkubacji wykazat zwigkszenie si¢ ilo$ci wydzielania tej katecholaminy (12,7+3,1 ng/mg
tkanki). Warto$¢ ta byta nadal istotnie mniejsza od stwierdzonej w grupie kontrol-
nej (P<0,01). Dawka 50 uM kwasu glutaminowego dodana do medium inkubacyj-
nego spowodowata po pierwszych 30 minutach do§wiadczenia ponad pigciokrotne
zmniejszenie si¢ ilo§ci wydzielania noradrenaliny w poréwnaniu z warto$cig grupy
kontrolnej stwierdzonej w tym czasie inkubacji (9,6+1,9 ng/mg tkanki; P<0,01).
W kolejnych 30 minutach istotnie si¢ zwigkszyta (24,6+9,1 ng/mg tkanki; P<0,01),
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a po 90 minutach zmniejszyta si¢ do 16,4 ng/mg tkanki. Wszystkie stwierdzone war-
tosci w tej grupie roznity sig¢ istotnie (P<0,01).
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a — wartosci istotnie rézne (P<0,01) w poréwnaniu z warto$ciami okreslonymi po 30 min inkubacji.
b — wartosci istotne rézne (P<0,01) w pordwnaniu z warto$cia w grupie kontrolne;.

¢ — wartosci istotne roznie (P<0,01) pomigdzy grupami doswiadczalnymi w danym czasie.

a — values are significantly different (P<0.01) from values determined after 30 min of incubation

b — values are significantly different (P<0.01) from control values

¢ — values are significantly different (P<0.01) between experimental groups in a given time.

Rys. 1. Wptyw kwasu glutaminowego na wydzielanie noradrenaliny z tkanki nadnerczy krolikow
Fig. 1. Effect of glutamic acid on noradrenaline secretion from rabbit adrenal tissue
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b — wartosci istotne r6zne (P<0,01) w poréwnaniu z wartoscig w grupie kontrolne;j.

¢ — wartosci istotne roznie (P<0,01) pomigdzy grupami doswiadczalnymi w danym czasie.
b — values are significantly different (P<0.01) from control values

¢ — values are significantly different (P<0.01) between experimental groups in a given time.

Rys. 2. Wptyw kwasu glutaminowego na wydzielanie adrenaliny z tkanki nadnerczy krolikow
Fig. 2. Effect of glutamic acid on adrenaline secretion from rabbit adrenal tissue
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a — warto$ci istotnie r6zne (P<0,01) w poréwnaniu z warto$ciami okreslonymi po 30 min inkubacji.
b — wartosci istotne rozne (P<0,01) w poréwnaniu z wartoscia w grupie kontrolnej.

¢ — wartosci istotne rézne (P<0,01) pomigdzy grupami doswiadczalnymi w danym czasie.

a — values are significantly different (P<0.01) from values determined after 30 min of incubation.

b — values are significantly different (P<0.01) from control values.

¢ — values are significantly different (P<0.01) between experimental groups in a given time.

Rys. 3. Wplyw ketaminy na wydzielanie noradrenaliny z tkanki nadnerczy krolikéw
Fig. 3. Effect of ketamine on noradrenaline secretion from rabbit adrenal tissue
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a — warto$ci istotnie r6zne (P<0,01) w poréwnaniu z warto$ciami okreslonymi po 30 min inkubacji.
b — wartosci istotne rozne (P<0,01) w poréwnaniu z wartoscia w grupie kontrolnej.

¢ — wartosci istotne roznie (P<0,01) pomiedzy grupami doswiadczalnymi w danym czasie.

a — values are significantly different (P<0.01) from values determined after 30 min of incubation

b — values are significantly different (P<0.01) from control values

¢ — values are significantly different (P<0.01) between experimental groups in a given time.

Rys. 4. Wptyw ketaminy na wydzielanie adrenaliny z tkanki nadnerczy krolikow
Fig. 4. Effect of ketamine on adrenaline secretion from rabbit adrenal tissue
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Najwyzsza zastosowana dawka kwasu glutaminowego 200 uM podobnie jak
w pozostatych grupach do§wiadczalnych spowodowata zmniejszenie ilosci wydzie-
lanej noradrenaliny do medium inkubacyjnego. W ciggu 90 minut do§wiadczenia za-
obserwowano stopniowe zmniejszanie si¢ wydzielania tej katecholaminy z wartosci
18,5+ 3,1 do 4,0 £+ 1,2 ng/mg tkanki. Tylko warto$¢ okre§lona w ostatnim pomiarze,
po 90 min do$wiadczenia okazata si¢ istotnie mniejsza w poréwnaniu z okre§lonymi
po 301 60 minutach (P<0,01). Profil wydzielania adrenaliny z tkanki nadnerczy kroli-
kéw po zastosowaniu kwasu glutaminowego przedstawiono na rysunku 2. Nie stwier-
dzono istotnych zmian w ilo$ci wydzielanej adrenaliny do medium inkubacyjnego
w grupie kontrolnej (P>0,05).

Zastosowanie kwasu glutaminowego w dawce 5 pM spowodowato zmniejszenie
ilo$ci wydzielanej adrenaliny, stwierdzone wartosci 15,4 + 2,8 po pierwszych 30 min,
17,6 = 4,2 po 60 min oraz 11,8 ng/mg tkanki po 90 minutach byty istotnie mniejsze
w porownaniu ze stwierdzonymi w grupie kontrolnej (P<0,01). Wyzsza dawka kwasu
glutaminowego 50 uM w najmniejszym stopniu spowodowata hamowanie wydziela-
nia tej katecholaminy, tylko warto§¢ stwierdzona po 60 minutach inkubacji okazata
si¢ istotnie mniejsza w poroOwnaniu z warto$ciami grupy kontrolnej (P<0,01). Za-
stosowana dawka 200 uM spowodowata takze zmniejszenie ilosci wydzielania ad-
renaliny z tkanki nadnerczy krolikow, wartosci stwierdzone w terminach pomiaréw
7,7 £2,2 po 30 min, 6,0 = 1,9 po 60 min oraz 6,8 + 2,0 ng/mg tkanki nie r6znily si¢
statystycznie (P>0,05), natomiast tylko warto$¢ stwierdzona po 90 min nie rdznita si¢
istotnie od stwierdzonej w tym czasie w grupie kontrolnej (P>0,05).

Uzycie ketaminy w trzech dawkach 1, 10 i 20 uM do inkubacji tkanki nadnerczy
krolikow nie spowodowato istotnych zmian w ilo$ci wydzielanej noradrenaliny po
30 1 60 minutach do§wiadczenia w poréwnaniu z warto$ciami okreslonymi w grupie
kontrolnej, dopiero po 90 min eksperymentu stwierdzone warto$ci w grupie kontro-
Inej i trzech grupach doswiadczalnych okazaly si¢ istotnie mniejsze w poréwnaniu
z okre$lonymi po 30 minutach eksperymentu. Dodatkowo najwyzsza uzyta dawka
ketaminy 20 pM spowodowala istotne zmniejszenie si¢ iloSci wydzielanej noradre-
naliny w poréwnaniu ze wszystkimi pozostatymi grupami (P<0,01; rys. 3). llo$¢ wy-
dzielanej do medium inkubacyjnego adrenaliny po zastosowaniu trzech dawek ke-
taminy przedstawiono na rysunku 4. W grupie kontrolnej obserwowano nieistotne
roznice (15,4 + 2,5 po 30 min, 17,6 £ 2,3 po 60 min oraz 11,8 + 1,9 ng/mg tkanki
po 90 min; P>0,05). Nie stwierdzono istotnych roéznic w ilo$ci wydzielanej adrena-
liny we wszystkich grupach do§wiadczalnych w poréwnaniu z grupg kontrolng po
pierwszych 60 minutach eksperymentu. Dopiero po 90 minutach warto$¢ stwierdzona
w grupie 1pM okazata si¢ istotnie wigksza w poréwnaniu z grupg kontrolng
(11,8 +£ 1,9 vs 16,6 + 1,9 ng/mg tkanki; P<0,05), natomiast ilo§¢ okreslona w grupie
otrzymujacej 20 uM w tym czasie inkubacji byla istotnie mniejsza od wszystkich
pozostatych grup (7,2 + 1,0 ng/mg tkanki; P<0,01).

Omoéwienie wynikow

Wyniki eksperymentu in vitro opisywanego w prezentowanej pracy, przeprowa-
dzone na tkance nadnerczy pozyskanej od krolikow, wykazaty, ze kwas glutaminowy,
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gléwny mediator pobudzajacy uktadu nerwowego, dociera takze do tego gruczotu
wewngtrznego wydzielania i moduluje wydzielanie amin katecholowych.

Kwas glutaminowy odgrywa bardzo wazng rolg w procesach fizjologicznych oraz
patofizjologicznych, takich jak rozw6j neurondw oraz polaczen synaptycznych. Jest
takze powigzany ze stanami emocjonalnymi, poprzez kontakt z innymi neuroprzekaz-
nikami odgrywa bardzo wazne funkcje w o$rodkowym uktadzie nerwowym (Macie-
jak iin., 2001). Dziatanie kwasu glutaminowego jest przede wszystkim warunkowane
obecnoscig specyficznych dla niego receptorow umozliwiajacych efekt dziatania na
komorki docelowe w danym narzadzie, obecno$¢ takich receptoréw wykazano takze
w nadnerczach (Felizola i in., 2014; Evanson i Herman, 2015). Kwas glutaminowy
oddziatuje na komorki docelowe, przez dwa typy receptoréw: jono- i metabotropowe.
Najwazniejszym receptorem ukladu glutaminergicznego jest receptor NMDA, przy
czym chroniczne pobudzanie tego receptora przez dtuzszy okres w zbyt silnych daw-
kach moze przyczyni¢ si¢ do uszkodzenia neuronéw (Garcia i in., 2009).

Podczas gdy noradrenalina i dopamina sg syntetyzowane zaréowno w centralnym
uktadzie nerwowym, jak i w rdzeniu nadnerczy, adrenalina u ssakow jest syntetyzo-
wana przede wszystkim w rdzeniu nadnerczy (Eisenhofer i in., 2004). Noradrenalina
uwalniana jest do szczeliny synaptycznej, skad jej duza cze$¢ zostaje wychwytywana
ponownie do zakonczen presynaptycznych oraz komorek pozaneuronalnych, gdzie
podlega magazynowaniu (Dziedzic i in., 2008). Mozna zatem przypuszczaé, ze kwas
glutaminowy aktywujac o$ HPA bedzie takze oddziatywat na uktad wspotczulno-nad-
nerczowy (Eisenhofer i in., 2004).

Wyniki eksperymentu opisywanego w prezentowanej pracy wykazaty zmniejsze-
nie wydzielania noradrenaliny z tkanki rdzenia nadnerczy krélikow pod wptywem
kwasu glutaminowego. Traktowanie w warunkach in vitro tkanki rdzenia nadner-
czy kwasem glutaminowym w 30 min odstgpach czasu wykazato prawie dwukrotne
zmniejszenie ilo$ci wydzielanej noradrenaliny do medium inkubacyjnego w kazdym
terminie pomiaréw w poréwnaniu z warto$ciami okreslonymi w tym czasie w grupie
kontrolnej. Stwierdzono, ze kwas glutaminowy wptywa na sekrecje noradrenaliny, ale
niejednoznacznie i nie jest to efekt dawkozalezny. Dawka 5 pM kwasu glutaminowe-
go wykazuje podobny efekt na wydzielanie noradrenaliny jak dawka 200 uM (rys. 1).
Wyniki przedstawione w prezentowanej pracy dotyczylty wptywu kwasu glutamino-
wego na wydzielanie adrenaliny z rdzenia nadnerczy wykazaty, ze aktywnos¢ rdzenia
nadnerczy w najmniejszym stopniu hamowana byta przy zastosowaniu dawki 50 uM
kwasu glutaminowego (rys. 2). Po zastosowaniu najmniejszej dawki kwasu gluta-
minowego 5 pM mozna zauwazy¢ dwukrotne zmniejszenie wydzielania adrenaliny
w stosunku do wartosci stwierdzonej w wydzielaniu kontrolnym, po uptywie 1h ilo$¢
adrenaliny wydzielanej do medium inkubacyjnego zmniejszyla si¢ prawie 8-krotnie w
stosunku do kontroli i do konca eksperymentu nie zmieniata si¢. Zastosowanie dawki
50 uM w poczatkowej fazie inkubacji nie spowodowato zmniejszenia wydzielania
adrenaliny, mozna stwierdzi¢ jedynie delikatny trend zwigkszania si¢ wydzielania tej
katecholaminy pod wptywem tej dawki kwasu glutaminowego. Przy zastosowanej
dawce 200 uM zauwazono 2-krotne zmniejszenie wydzielania adrenaliny i utrzymy-
wanie si¢ takiego poziom w stosunku do kontroli. Po 60 min inkubacji wydzielanie
adrenaliny pod wptywem kwasu glutaminowego zmniejszyto si¢ 2-krotnie, a nastep-
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nie po 90 min ponownie zwigkszyto si¢. Brak jest w dostepnej literaturze doniesien
na temat wptywu kwasu glutaminowego na wydzielanie noradrenaliny uwalnianej
z zakonczen nerwowych obwodowego uktadu noradrenergicznego. W niniejszej pracy
nalezy zwrdci¢ uwage na wyrazne zmniejszenie sekrecji wydzielania noradrenaliny
z rdzenia nadnerczy pod wptywem kwasu glutaminowego. Przyjete przez autoréw po-
réwnanie w wydzielaniu noradrenaliny pod wplywem najwazniejszego antagonisty,
jakim jest ketamina, pozwala przyblizy¢, jaki efekt mogtby wywota¢ kwas glutamino-
wy w stosunku do noradrenaliny pochodzacej z obwodowego uktadu nerwowego. Za-
stanawiajacy jest efekt dziatania dawki 50 uM kwasu glutaminowego w wydzielaniu
zarowno noradrenaliny, jak 1 adrenaliny, ktoéry w najmniejszym stopniu hamuje uwal-
nianie adrenaliny. Mozna to ttumaczy¢ faktem, ze dzialanie kwasu glutaminowego
warunkowane jest jego stezeniem, jak rowniez sugeruje kontrole aktywnosci danego
narzadu dostosowang do pojawienia si¢ okreslonego stezenia dziatajacego substancji.
Ewidentnie sa zauwazalne podobne proporcje uwalnianej noradrenaliny i adrenaliny.
Mozna takze dostrzec, ze poziom uwalniania noradrenaliny jest okoto 3—4-krotnie
wyzszy niz adrenaliny — gléwnego hormonu bedacego efektem hormonalnej aktyw-
no$ci rdzenia nadnerczy. W przedstawionym eksperymencie zaobserwowano, ze
dawka 50 uM dziata wyraznie pobudzajaco, jak nalezato si¢ spodziewac, natomiast
przy zastosowaniu dawki najwyzszej efekt hamowania wynikal prawdopodobnie
z zadziatania endogennych mechanizméw uniemozliwiajacych nadmierne pobudze-
nie tego gruczotu, a nawet toksycznosci tego mediatora.

W celu okreslenia wptywu kwasu glutaminowego na nadnercza zastosowano jego
najwazniejszego antagoniste (hamowanie aktywnos$ci receptoréw NMDA), jakim jest
ketamina (Javitt, 2004). W wielu publikacjach wykazano, ze hormony rdzenia nad-
nerczy sa czynnikiem wptywajacym na dziatanie ketaminy w organizmie (Launo i in.,
2004). Ketamina to substancja, ktéra w matych dawkach stosowana jest jako $rodek
przeciwbdlowy, natomiast w wiekszych moze by¢ stosowana jako $rodek znieczula-
jacy w krotkich zabiegach operacyjnych. Charakteryzuje si¢ dziataniem przeciwbdlo-
wym, psychotropowym oraz silnie oddziatywujacym na wspotczulny uktad nerwowy
poprzez hamujacy wplyw na metabolizm noradrenaliny oraz ttumieniu oddziatywania
na poszczegbdlne komorki uktadu nerwowego (Garty 1 in., 1990; Graf i in., 1995).
Wielokrotnie wykazano inhibicyjne dziatanie ketaminy w odniesieniu do sekrecji ka-
techolamin, np. po zablokowaniu w nadnerczach pséw receptoréw dla acetylocho-
liny (Sumikawa i in., 1982), czy przez uzycie agonistow receptoréw nikotynowych
w komorkach chromochtonnych w nadnerczach kréw (Purifoy i Holz, 1984). Bada-
nia przeprowadzone przez zespot Ko z 2008 roku wykazaly duza zalezno$¢ pomig-
dzy dawka i czasem podania dozylnie ketaminy a sekrecja katecholamin. Wyniki te
potwierdzily wczesniej poznang teori¢ hamowania wydzielania katecholamin przez
antagonistow receptora nikotynowego w komoérkach chromochtonnych nadnerczy
u krow. Badania opisywane w prezentowanej pracy nie wykazaly istotnych réznic
w wydzielaniu noradrenaliny z rdzenia nadnerczy pod wptywem ketaminy po zasto-
sowaniu mniejszych dawek (1 1 10 uM). Zdaniem autoréw brak reakcji na wielkos¢
uwalniania noradrenaliny z rdzenia nadnerczy wynika z faktu, ze synteza katechola-
min w rdzeniu nadnerczy przebiega w pelnym szlaku od L-tyrozyny do adrenaliny.
Brak wptywu na wydzielanie amin katecholowych z rdzenia nadnerczy moze wynikaé
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takze z niewystarczajacej ilosci lub braku pobudzenia takimi dawkami ketaminy re-
ceptoréw NMDA w rdzeniu nadnerczy, ktérych jest ona niespecyficznym antagonista.

Wyniki eksperymentu dotyczacego wplywu ketaminy na sekrecje adrenaliny
wykazaty brak réznicy w ilo$ci wydzielonej do medium inkubacyjnego adrenaliny
uwalnianej z rdzenia nadnerczy (rys. 4). Jednakze mozna zauwazy¢, ze wptyw tego
zwiazku na wydzielanie adrenaliny nie jest dawkozalezny. Wydzielanie adrenaliny
pod wptywem ketaminy w niskich dawkach (11 10 uM) nie wptywa zasadniczo na jej
uwalnianie, natomiast mozna zauwazy¢, ze podanie duzej dawki ketaminy (20 M)
powoduje zmniejszenie o 1/3 iloéci wydzielanej adrenaliny, zauwazalna réznica jest
widoczna dopiero po godzinnej inkubacji tkanki rdzenia nadnerczy. Mozna zatem sa-
dzié, ze zastosowanie duzej dawki tej substancji moze wptywac toksycznie na rdzen
nadnerczy i przyczynia¢ si¢ zaburzen w pracy tego narzadu. Podanie ketaminy przy-
wrocito ilo§¢ uwalnianych katecholamin oraz powro6t do wartosci kontrolnych. Moz-
na zatem domniemywacé, ze przy zablokowaniu receptoréw NMDA inne receptory
kompensacyjnie si¢ aktywuja. Wielu autorow w swych publikacjach zwraca uwage
na fakt thumienia wychwytu noradrenaliny w synaptycznych tkankach nerwowych
pod wptywem ketaminy (Garty i in., 1990; Azzoro i Smith, 1997; Graf'i in., 1995).

Lingen i in. (1994) okreslili ekspresje, jak 1 farmakologie transportera noradrena-
liny (NAT) w rdzeniu nadnerczy krow, ktory jest bardzo podobny do wystepujacego
u ludzi (Pacholczyk i in., 1991). Wtasciwosci farmakologiczne transportera nora-
drenaliny pochodzacego z rdzenia nadnerczy, w porownaniu z NAT pochodzacego
z obwodowych noradrenergicznych neuronéw cechujg si¢ duzym podobienstwem,
ale wykazano kilka zasadniczych réznic, stwierdzono bowiem, ze réznica w dziataniu
ketaminy na poziom syntezy i/lub uwalniania noradrenaliny zalezy od miejsca jej
uwalniana (Bonisch i Bruss, 1994).

Aksoy 1 in. (2014) opisali wplyw adrenaliny na czas dzialania i st¢zenie keta-
miny we krwi. Rezultaty byly zaskakujace, bowiem u szczurow, ktérym podawano
mniejsza dawke, przy jednoczesnym tlumieniu syntezy adrenaliny w nadnerczach
zaobserwowano szybki efekt jej dziatania, natomiast przy zastosowaniu wickszej
dawki zauwazono 3—4-krotnie dtuzsze dziatanie tego antagonisty. Eksperyment ten
wyraznie wskazuje na dawkozalezny efekt ketaminy przy wczesniejszym sttumieniu
aktywnosci hormonalnej nadnerczy.

Podsumowanie

Wyniki eksperymentu in vitro opisywanego w prezentowanej pracy, przeprowa-
dzone na tkance nadnerczy pozyskanej od krolikow, wykazaly, ze kwas glutaminowy,
gléwny mediator pobudzajacy uktadu nerwowego, oraz receptory kwasu glutamino-
wego modulujg wydzielanie adrenaliny 1 noradrenaliny. Badania opisane w prezen-
towanej pracy byly wykonywane na tkance nadnerczy w stanie bazalnym, bez ich
pobudzenia wywotanego np. dzialaniem czynnikow stresotworczych, co z pewno$cia
zmienitoby hormonalng aktywno$¢ nadnerczy, takze w wydzielaniu amin katecholo-
wych. Jednoznacznie wykazano hamujacy wptyw kwasu glutaminowego na wydzie-
lanie obydwu katecholamin z tkanki nadnerczy. Brak dawkozalezno$ci w uwalnianiu
noradrenaliny, jak i adrenaliny stwierdzony w badaniach wlasnych sugeruje, ze kwas
glutaminowy w stopniu warunkowanym stezeniem moduluje hormonalng czynno$é
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nadnerczy. Inaktywacja receptorow NMDA dla kwasu glutaminowego w tkance nad-
nerczy krolikow przez zastosowanie ketaminy wykazala, ze ten rodzaj receptorow
w nadnerczach w mniejszym stopniu steruje aktywnoscia tych gruczotow wewnetrz-
nego wydzielania w warunkach bazalnych. Wyniki badah wlasnych wskazuja, Ze
stosowanie w anestezji ketaminy nie zaburza hormonalnej czynno$ci nadnerczy
w wydzielaniu noradrenaliny i adrenaliny.
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The role of glutamic acid in the regulation of rabbit adrenal activity in the secretion of catechola-
mines — preliminary research

SUMMARY

Glutamic acid is the most important excitatory neurotransmitter in the central nervous system. It plays
an important role in many physiological processes, such as the development of neurons, synaptic connec-
tions, or conduction of nerve impulses. The aim of the study was to determine the effect of glutamic acid
in vitro on the activity of the adrenal glands of rabbits in the secretion of catecholamines. The results of
the studies described in this work have shown the inhibitory effect of glutamic acid on the secretion of
both catecholamines from the adrenal tissue. The lack of dose dependence in the release of noradrenaline
as well as adrenaline found in our own research suggests that glutamic acid modulates, in a concentration-
dependent manner, hormonal adrenal function. Inactivation of NMDA (ionotropic) receptors for glutamic
acid in the adrenal tissue of rabbits by the use of an antagonist of these receptors — ketamine has shown
that this type of receptor in the adrenal glands controls to a lesser extent the activity of these endocrine
glands under basal conditions. The results of our own research indicate that the use of ketamine in anesthe-
sia does not interfere with the adrenal hormone function in the secretion of noradrenaline and adrenaline.
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