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Wplyw agonistow i antagonistow cholinergicznych receptoréw N
na poziom GABA i aktywno§¢ GAD w podwzgorzu szczura

BauAnue aroHMCTOB M AHTArOHMCTOB XOJMHEPruMYeckux N-penenropos Ha ypOBEHb
GABA u akTueaocTe GAD B runorajiaMyce KpbICHI

The Influence of Agonists and Antagonists of Cholinergic N Receptors on the GABA
Level and GAD Activity in the Rat Hypothalamus

Badania ostatnich lat przyniosty wiele danych na temat funkecji poszczegélnych
struktur OUN oraz roli neuroprzekaznikéw chemicznych. Liczne pracownie zaj-
mujg sie badaniem proceséw hamowania w OUN. Gléwnym neuroprzekaZnikiem
hamujgcym w ukladzie nerwowym kregowcéw jest kwas y-aminomastowy (GABA)
— 8, 11. Jest on odpowiedzialny zaré6wno za hamowanie pre-, jak i postsynaptyczne.
Wykazano obecnosé swoistych receptoré6w GABA-ergicznych zlokalizowanych na
réznych neuronach, np. na neuronach cholinergicznych, dopaminergicznych, adre-
nergicznych i serotoninergicznych (3, 4, 5, 8, 14). W obrebie prazkowia wykazano
istnienie $cislej zalezno$ci funkcjonalnej miedzy ukladem cholinergicznym, dopa-
minowym i GABA-ergicznym (11, 15). W korze mézgowej uklad cholinergiczny od-
powiedzialny jest za zwiekszanie aktywnosci drgawkowej, natomiast uklad GABA-
-ergiczny hamuje te aktywnosé (11, 14). W podwzgérzu wykazano obecno$é neuro-
néw GABA-ergicznych oraz stwierdzono, ze poziom GABA w tej strukturze jest
zmienny, uzalezniony od cyklu dobowego (7). Wykazano tez, ze GABA odgrywa
znaczng role w neurosekrecji w tej strukturze (4, 17).

Podwzgbrze nie jest strukturg jednorodng. Uwaza sie, ze w przedniej czesSci
podwzgérza znajdujg sie osrodki przywspélczulne, a w czeSci tylnej — osrodki
wspoélczulne. Jadra podwzgérza majg doniosle znaczenie w regulacji czynnosci ukla-
du autonomicznego, przy czym czeSci przednia i tylna moga wywiera¢ dzialanie
antagonistyczne (17). Istniejg tez dane sugerujace obecnosé interneuronéw choli-
nergicznych w czesci guzowej podwzgérza (9), a takze obecno$é drég laczacych jadro
niskowzgérzowe z istotg czarna (SN) i za jej posrednictwem — z prazkowiem. De-
strukcja neuronéw jadra niskowzgoérzowego wywolana kwasem kainowym czy ele-
ktrolityczng lezja przednio-boczng powoduje zmniejszenie zawartosci GABA w SN,
a po 7 dniach takze w przedniej cze$ci jadra ogoniastego (4). Z kolei podanie karba-
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cholu bezpos$rednio do podwzgdérza powoduje natychmiastowe wygaszenie wyuczo-
nych odruchéw warunkowych wzmacnianych podawaniem poZzywienia (1).

W S$wietle tych danych wydaje sie interesujgce zbadanie wplywu agonistow
i antagonistéw cholinergicznych receptoréw N na poziom GABA w podwzgbdrzu
szczura,

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach, samcach, szczepu Wistar, o ma-
sie ciala 160—220 g. Badane substancje rozpuszczano w wodzie ex tempore i po-
dawano - dootrzewnowo (i.p.) w stalej objetosci 5 ml/kg, w réznym czasie przed
dekapitacjg. Jedynie d-tubokuraryne podawano dokomorowo (i.v.c.). Zwierzeta za-
bijano przez dekapitacje i moézgi natychmiast umieszczano w zamraZarce w
temp. —18°C. Z zamrozonych mézgéw pobierano podwzgbdrze, oznaczano w nim
poziom GABA i aktywno$é GAD metoda spektrofluorymetryczng Lowego i wsp.
(10) w modyfikacji Suttona i Simmondsa (13). Uzyskane wyniki zesta-
wiono w postaci $rednich i opracowano statystycznie przy uzyciu testu t-Studenta.
Grupy doswiadczalne liczyly po 12 zwierzat.

Stosowano lobeline (chlorowodorek .lobeliny, Polfa) w dawkach 1, 5, 10
i 15 mg-kg-1 15, 30, 60, 120 i 240 min. przed dekapitacjg. Nikotyne (nikotyna, POCH)
stosowano w dawkach 0,1 i 1 mg - kg~! 15 i 30 min. przed dekapitacja. Mekamyla-
mine (chlorowodorek mekamylaminy, Sandoz) stosowano w dawkach 2, 5
i 10 mg-kg-! 30, 60 i 120 min. przed dekapitacjg. D-tubokuraryne (chlorek d-tubo-
kuraryny, Orion) stosowano i.v.e, w dawkach 0,5 i 1 pg/szczura w objetosci 10 ul
20 min. przed dekapitacjg. Nastepnie badano wplyw lgcznego stosowania lobeliny
lub nikotyny z mekamylaming lub tubokuraryng. W tym celu stosowano mekamy-
lamine (2 mg-kg-1), a po 45 min. podawano lobeline (5 mg-kg—!) lub nikotyne
(1 mg - kg—1). Podobnie stosowano d-tubokuraryne (0,5 pg/szczura i.v.c.) i po 45 min.
podawano lobeline lub nikotyne. Zwierzeta te dekapitowano po 15 min. od drugiej
iniekcji. Badano tez wplyw lobeliny i nikotyny na poziom GABA po zablokowaniu
receptorow M, o i . W tym celu stosowano atropine (1 mg-kg—1) i po 45 min. po-
dawano lobeline lub nikotyne. Podobnie stosowano fentolamine (20 mg-kg-!) i po
45 min. podawano lobeline lub nikotyne. Propranolol (5 mg - kg~1) stosowano row-
niez 45 min, przed podaniem lobeliny lub nikotyny. Zwierzeta te dekapitowano
po 15 min. od drugiej iniekeji.

WYNIKI I DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze lobelina zastosowana
w dawkach 1, 5, 10 i 15 mg-kg™1 15, 30, 60, 120, 240 i 480 min. przed
dekapitacjg zwieksza zawartos¢ GABA w podwzgoérzu szczura. Dzialanie
takie wywiera tez nikotyna zastosowana w dawkch 0,1 i 1 mg-kg™! 15
i 30 min. przed dekapitacja (tab. 1). W innych strukturach, jak kora moz-
gowa, prazkowie czy modzdzek wykazano dwufazowy wplyw lobeliny i ni-
kotyny na poziom GABA (14, 15, 16), zalezny od ich dwufazowego —
stymulujacego i blokujagcego — dzialania na receptory cholinergiczne N.
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Wykazano tez, ze mekamylamina (1, 2, 5 i 10 mg-kg™! 30, 60, 120
i 240 min. przed dekapitacjg), antagonista receptora N typu zwojowego
i d-tubokuraryna (0,5 i 1 pg/szczura i.v.c. 20 min. przed dekapitacja), an-
tagonista receptora N typu mie$niowego, rowniez zwiekszajg zawartos¢
GABA w podwzgoérzu (tab. 2). Poziom GABA pozostawal podwyzszony
po lgcznym stosowaniu ago- i antagonistow receptoréw N (mekamylami-
mta+lobelina, mekamylamina+niktotyna, d-tubokuraryna+lobelina, d-tu-
bokuraryna+nikotyna — tab. 3). Przytoczone dane pozwalajg przypusz-
cza¢, ze w podwzgérzu dochodzi do blokowania cholinergicznych re-

Tab. 1. Wplyw lobeliny i nikotyny na poziom GABA w podwzgdrzu szczura
Effect of lobeline and nicotine on the GABA level in the rat hypothalamus

Poziom GABA

Stosowano Czas . Kontrola

w mg - kg-! i.p. (min) WV ug/hggkanm %
Kontrola —_ 429 *7,.1 100
Lobelina 1 15 483 £30,2%° 112
Lobelina 5 15 497 +23,4* 116
Lobelina 5 = 30 452 +21,1* 105
Lobelina 10 30 486 +15,0* 113
Lobelina 10 60 478 +169* 111
Lobelina 10 120 503 +24,6* 117
Lobelina 10 240 491 +9,2* 114
Lobelina 10 480 512 126,8* 119
Lobelina 15 30 497 *11,8* 116
Nikotyna 0,1 15 472 +14,9* 110
Nikotyna 1 15 499 +13,8* 116
Nikotyna 1 30 481 +14,2* 112

* P<0,06 w porOwnaniu z kontrola.
* P<0.05 in comparison with the control.

Tab. 2. Wplyw mekamylaminy mg-kg-! ip. i d-tubokuraryny (ug/szczura iv.c.) na
poziom GABA w podwzgbrzu szczura
Effect of mecamylaminé mg - kg—! i.p. and d-tubocurarine (ug/rat i.v.c.) on the GABA
level in the rat hypothalamus

Poziom GABA

Czas . Kontrola
Stosowano . w ug/l g tkanki

(mln.) iSE %
Kontrola 429 £7,1 100
Mekamylamina 1 60 516 +11,8* 120
Mekamylamina 2 60 493 +14,5* 115
Mekamylamina 5 30 523 +12,0* 124
Mekamylamina 5 60 . . 577 £24,0* 134
Mekamylamina 5 120 601 +£32,0* 140
Mekamylamina 5 240 596 *+15,56* 138
Mekamylamina 10 60 541 +19,3* 126
Tubokuraryna 0,5 20 437 +18,2 102
Tubokuraryna 1 20 497 +19,8* 116

* P<0,05 w poréwnaniu z kontrolg.
* P<0.05 in comparison with the control.
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Tab. 3. Wplyw lacznego stosowania mekamylaminy (mg-kg-! i.p.) i d-tubokuraryny
(nglszczura iwv.c.) z lobeling (mg-kg™! i.p) lub nikotyng (mg-kg-! i.p.) na poziom
GABA w podwzg()rzd SZCZUra
Effect of simultaneous administration of mecamylamine (mg:kg—! i.p.) and d-tubo-
curarine (ug/rat i.v.c.) with lobeline (mg- kg1 i.p.) or nicotine (mg-kg—! i.p.) on the
GABA level in the rat hypothalamus

Poziom GABA

Czas . Kontrola

Stosowano (min.) w ug/li_gékankl %
Kontrola 429 37,1 100
Lobelina 5 15 497 123 4* 116
Nikotyna 1 15 499 +13,8* 116
Mekamylamina 2 60 463 +11,8* 108
Mekamylamina 2 60 490 *17,6* 114
+L.obelina 5 15 *
Mekamylamina 2 60 500 £18,3 116
+Nikotyna 1 15
Tubokuraryna 0,5 20 437 1182 102
Tubokuraryna 0,5 20
+Lobelina 5 15 408 16,4 116
Tubokuraryna 0,5 20
+Nikotyna 1 15 502 +19,9* 117

* Pp<0,05 w poréwnaniu z kontrola.
* P<0.05 in comparison.with the control.

ceptoréw N przez lobeline i nikotyne juz w dawkach, w ktérych w in-
nych strukturach zwiazki te wywoluja ich pobudzenie. Wydaje sie, ze re-
ceptory nikotynowe wywieraja w tej strukturze toniczny wplyw na uklad
GABA-ergiczny (6), a ich zablokowanie prowadzi do wzrostu zawartoSci
GABA w wyniku przewagi impulsaeji innych ukladéw neuroprzekazni-
kowych (12). Zablokowanie receptoréw M przy uzyciu atropiny (1 mg-
- kg™! 60 min. przed dekapitacja) pozostaje bez wplywu na poziom GABA.
Ale atropina zastosowana 45 min. przed lobeling lub nikotyng zapobiega
zwiekszaniu zawartosci GABA pod wplywem tych zwigzkow (tab. 4). Po-
dobne wyniki uzyskano po podaniu propranclolu (5 mg-kg™! 60 min.
przed dekapitacjg), antagonisty receptora adrenergicznego B. Natomiast
fentolamina (20 mg - kg™ 60 min. przed dekapitacjag) nie zmieniata wpty-
wu lobeliny i nikotyny na poziom GABA w tej strukturze (tab. 5). Fakty
te pozwalajg wnioskowa¢, ze receptory cholinergiczne M oraz adrener-
giczne B biorg udzial w zwiekszaniu poziomu GABA w podwzgbérzu po
zablokowaniu receptoréw N. Zniesienie neurotransmisji w tych recepto-
rach przy réwnoczesnym zablokowaniu receptoréw N uniemozliwia wzrost
zawartosci GABA.

Zaréwno lobelina, jak i nikotyna, a takze mekamylamina zmniejszaja
aktywnos¢ dekarboksylazy glutaminowej (GAD) w podwzgérzu. Pozosta-
le zwigzki, tj. d-tubokuraryna, atropina i propranolol, nie zmieniajg ak-
tywnosci tego enzymu. Tak wiec wzrost poziomu GABA nie jest spowo-
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Tab. 4. Wplyw atropiny zastosowanej lacznie z lobeling lub nikotyng na poziom
GABA w podwzgérzu szczura
Effect of atropine administered with lobeline or nicotine on the GABA level in
the rat hypothalamus

Poziom GABA

Stosowano Czas . Kontrola

w mg - kg-1i.p. (min.) w ug/ {thﬂcankl %
Kontrola 429 7.1 100
Lobelina § 15 497 viZ3,4* 116
Nikotyna 1 15 499 113,8* 116
Atropina 1 60 430 188 100
Atropina 1 60
+Lobelina 5 15 442 19,5% 108
Atropina 1 60
+Nikotyna 1 15 456 114,1%* 106

P<0,05 w poréwnaniu z kontrolg.

** P<0,05 w poréwnaniu z lobeling lub nikotyng.

* P<0.05 in comparison with control.

**  P<0.05 in comparison with lobeline and nicotine.

Tab. 5. Wplyw lobeliny i nikotyny na poziom GABA w podwzgbrzu szczuréw pod-
danych dziataniu fentolaminy lub propranololu
Effect of lobeline and nicotine on the GABA level in the hypothalamus of the rats
which previously were given fentolamine or propranoclol

Poziom GABA

Stosowano Czas . Kontrola
w mg- kg1 ip. (min.) w ug/1+g tkanki %
+SE

Kontrola 429 +7.1 100
Liobelina 5 15 497 +23,4* 116
Nikotyna 1 15 499 +13,8* 116
Propranolol 5 60 428 19,6 100
Fentolamina 20 60 433 +13,4 101
Propranolol 5 60 =
+Lobelina 5 15 43 £11,5 103
Propranolol 5 60 13 4%% -
+Nikotyna 1 15 436 13,4 101
Fentolamina 20 60 x
+Lobelina 5 15 508 +14,5 118
Fentolamina 20 60
FNikotyna 1 15 497 +14,3* 116

* P<0,05 w poréwnaniu z kontrols.

*»  P<0,05 w porbwnaniu z lobeling lub nikotyna.

* P<0.05 in comparison with control.

**  P<0.05 in comparison with lobeline and nicotine.

dowany nasileniem syntezy, a moze jedynie wynika¢ z jego zmniejszo-
nego katabolizmu (2, 11). '

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze receptory N w
podwzgérzu ulegaja blokowaniu przez lobeline i nikotyne bez wstepnej
fazy pobudzenia. Zablokowanie tych receptoréw prowadzi do wzrostu za-
wartosci GABA, co przemawia za bezpofrednim wplywem receptorow N

~

20 Annales, sectio D, vol. XXXVII
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na uklad GABA-ergiczny w tej strukturze. Ponadto receptory choliner-
giczne M oraz adrenergiczne f3 biorg udzial w zwiekszaniu zawartosci
GABA po zniesieniu tonicznego wplywu receptoréw N na ukiad GABA-
-ergiczny. Zablokowanie receptoréw M lub 8 przy rownoczesnym zablo-
kowaniu receptoréw N normalizuje zawartos¢ GABA w podwzgédrzu. Mo-
ze to Swiadeczy¢ o posrednim wplywie receptorow N na ukiad GABA-
-ergiczny poprzez receptory MiB.

Lobelina, nikotyna i mekamylamina nieznacznie hamujg aktywnosc¢
GAD, co jest dowodem, ze wzrost zawarto$ci GABA nie jest spowodowa-
ny nasileniem jego syntezy, a moze jedynie wynika¢ ze zmniejszonego
katabolizmu.
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PE3IOME

B nccnegosanyuaXx NPOBEJIEHHBIX Ha KpbIcaxX lITaMMa BucTtap JOKa3aHO, YTO JIO-
fenun ¥ HMKOTMH, a TaKKe MeKaMmiaaMuH u d-TyGOKypapyH IIOBBINIAIOT COAEPIKAHME
GABA B runorajamyce. Ilocie COBMECTHOTO NpMMEHEHMs JobGeiMHa UMIM HMKOTHMHA
¢ Mekamuiaamyuom unu d-tybokypapumnHoMm ypoBeHb GABA B runoramaMyce IOBbI-
maeTcA. IToaydueHnHble pe3yibTaThl IIOKA3bIBAXOT, YTO JIOOENMH ¥ HUKOTHMH oO0JajaroT
baokupyoumMM, 6e3 BCTYNUTENLHON CTUMYIMUpPYIOWEH dasbl, HECTBMEM Ha XOJMHEP-
ruyeckue N-peuenTopsl 3TOM MO3roBOM CTPYKTYPHL JeitcTBue jobenmHa ¥ HUKOTHUHA
YACTHMUHO TOPMO3UT NPUMEHEHMe aTPONMHA M IPONPaHOJOJa. OTO CBULETEJBCTBYET
0 yyactum M-XONMHEPIUYECKUX M [-agpeHeprMyecKUX pelLEeNTOPOB B IIOBBIIIEHUN
ypoBHA GABA mnocie 6JI0Kajbl TOHMYECKOTO BIAMAHUA XOJauHeprmueckux N-pererrro-
poB Ha GABA-9DIrMUECcKyI0 CUCTEMY THUIIOTAJaMYCa.

Topmozkenue akKTUBHOCTM GAD noGenmHOM, HMKOTUHOM, a TaKKe MeKaMmuja-
MMHOM CBMJETENBCTBYET, UTO yBeauyeHue copepxanua GABA B rumoraraMyce Mo-
JKeT NMPOUCXOAUTL TOJILKO depe3 OJiokaay kKarabomuama 9TOTO HeVpOMeauaTopa.

.
SUMMARY

Experiments with Wistar rats showed that lobeline and nicotine or mecamyl-
amine and d-tubocurarine increased the GABA level in the hypothalamus. The
GABA level also increased following simultaneous administration of lobeline and
nicotine with mecamylamine or d-tubocurarine. The results showed that lobeline
and nicotine exerted inhibitory effect on the N receptors in this structure without
primary stimulation. The effects of lobeline and nicotine were partly prevented
by pretreatment with atropine or propranolol. This fact may suggest an indirect
role of M cholinergic and f-adrenergic receptors in increasing the GABA level
after abolishing tonic action of N-cholinergic receptors on the GABA-ergic system.
The inhibition of the GAD activity by lobeline, nicotine and mecamylamine suggests
that an increase in the GABA content may be a result of inhibited catabolism of
this neurotransmitter.






