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Wplyw niektorych aminokwaséw na metabolizm acetylocholiny
w tkance mozgowej *

Bnuauue HEeKOTOPBIX aMMHOKMCJIIOT Ha oOMeH aneTHIXOJIMHA B TKaHAX MO3ra KpbIC

Effect of some Aminoacids on the Metabolism of Acetylcholine in Brain Tissue

Wykazanie uwalniania pod wplywem impulséw nerwowybh szeregu aminokwa-
sOw na potaczeniach stykowych neuronéw w réznych strukturach osrodkowego
ukladu nerwowego oraz towarzyszace temu objawy hamowania lyb pobudzania
transmisji impulsu bgdZ tez zmiany iskrzenia meuronalnego (neuronal firing) zwro-
cily uwage badaczy na mozliwosé pelnienia przez te substancje roli nguroprzekazni-
kow (3, 17, 18). W zwiazku z tym podejrzewa sie dzi§ istnienie synaps gabaergicz-
nych, glicynoergicznych, alaninergicznych, taurynoergicznych i szeregu innych, w
uzaleznieniu od obecnosci na poziomie synapsy tego lub innego aminokwasu oraz
jego oddzialywania na neurony przy podawaniu z zewnatrz (2, 8, 15, 18, 23). Wyod-
rebniono aminokwasy hamujace przewodnictwo synaptyczne, jak np. kwas y-ami-
nomastowy (GABA), glicyna, tauryna, a- i §-alanina i in. oraz pobudzajace, np. kwas
asparaginowy, glutaminowy i in. Rozréznia sie takze aminokwasy wedlug kryterium
istnienia lub braku antagonizowania ich dzialania przez strychnine (18). Pierwsza,
to grupa tzw. aminokwasdéw ,glicynopodobnych”, druga — aminokwaséw niewrazli-
wych na strychnine, tzw. ,gabapodobnych”. Bezposrednie udowodnienie, ze dany
aminokwas jest neuroprzekaznikiem czy tez neuromodulatorem napotyka nieraz na
znaczne trudnosci. Dlatego z koniecznosci korzysta sie z réznych dowoddéw posred-
nich (3, 4). Zainteresowalo nas zagadnienie, czy-istnieja i jezeli tak, to w jakich
strukturach ofrodkowego ukladu nerwowego interrelacje miedzy niektérymi amino-
kwasami (glicyna, tauryna, f-alanina) oraz metabolizmem acetylocholiny (ACh), naj-
bardziej znanego i wiarygodnego przekainika. Sadzili$my, ze uzyskanie tego rodza-
ju informacji mogtoby przyczyni¢ si¢ w pewnej mierze do dokladniejszej charak-

* Praca w zakresie problemu wezlowego 10.4.1.02.3.5 (PAN).
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terystyki fizjologicznej badanych aminokwaséw. Zagadnienie to bylo dla nas tym
bardziej interesujgce, ze w piSmiennictwie dane na ten temat sa bardzo nieliczne.

MATERIAL I METODYKA

Badania przeprowadzono na 572 biatych szczurach szczepu Wistar o c.c. 150—
220 g. Zwierzeta dobierano losowo i glodzono przed do$wiadczeniem w ciggu 15—
20 godz. z pozostawieniem wody ad libitum. Podane substancje wprowadzano do ko-
mory bocznej moézgu (ivc) metoda Hermana (10) lub dootrzewnowo. Dokomoro-
wo stosowano glicyne (POCH), B-alanine (Merck), tauryne (Chemapol), a do otrzew-
nej podawano: f$-alanine, strychnine (Polon). We wszystkich przypadkach zwierzeta
kontrolne otrzymywaty réwnowazne ilosSci rozpuszczalnika. Poszczegblne grupy liczy-
ly 420, zwierzat. Zwierzeta zabijano przez dekapitacjg, a nastepnie wyjmowano
moézgi 1 umieszczano je w oziebionym do temp. 0°C fizjologicznym plynie inkuba-
cyjnym (1). Mézgi dzielono cigciem strzatkowym na dwie czesci, przeznaczajae struk-
tury jednej polowy na oznaczenie poziomu acetylocholiny (ACh), a drugiej na ozna-
czenie intensywnosci syntezy. ACh ekstrahowano z tkanki mézgowej metodg M cIn-
tosha i Perryego (16), a nastepnie oznaczano jej ilo§¢ na koncowym odcin-
ku jelita swinki morskiej metoda Patona i Zara (19), W celu oznaczenia in-
tensywnosci syntezy ACh tkanke mézgowsg poddawano godzimmej inkubacji w wy-
mienionym plynie metodg Browninga i Schulmamna (1). Aktywnos$é¢ acety-
lotransferazy cholinowej oznaczano metodg podang przez Hebb (9). Aktywnosé
esterazy acetylocholinowej oznaczano metoda Hestrina (11) w modyfikacji Jus z-
kiewicza (13). Zawarto$¢é ACh wyrazano w nM/g tkanki, synteze ACh w nM/g/
/godz. Znamiennos$é roznic liczb $rednich oznaczaliémy testem t Studenta. Dane te po-
nadto wyrazane byly w liczbach odsetkowych przy zalozeniu, ze warto$é kontrolna
rowna sie 100%.

. WYNIKI

1. Glicyna

Wplyw glicyny badany byl w korze, prazkowiu, hipokampie oraz
W pniu mézgu. Znamienne zmiany zachodzily jedynie w prazkowiu. Gli-
cyna w dawce 0,5 mg dokomorowo powodowala wzrost zawartosci ACh
w prazkowiu o 22% po uplywie 30 i o 37% po 45 min. od momentu po-
dania. Podanie tej samej dawki zwiekszalo synteze ACh po 15, 30, 45 min.
0 24—33%.

Badajac wplyw réznych dawek glicyny na zawartosé i synteze ACh,
stwierdziliSmy efekt przy dawkach 0,25 i 0,5 mg, to znaczy wzrost za-
wartosci o 16% i syntezy ACh o 25 i 31%.

Strychnina (0,5 mg/kg i.p.) nie wplywala na poziom i synteze ACh
w badanych strukturach. Uprzednie podanie strychniny znosilo stymu-
lujacy wplyw glicyny (0,5 mg i.v.c.) na zawartoé¢ i synteze ACh w praz-
kowiu.
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Glicyna w dawce 0,5 mg i.v.c. powodowala wzrost aktywno$ci ace-
tylotransferazy cholinowej (ChAc) w prazkowiu o 31%. Podanie strych-
niny, a nastepnie glicyny réwniez znositlo pobudzajacy wplyw tego ami-
nokwasu na aktywnosé ChAc.

Podanie strychniny, glicyny oddzielnie lub lgcznie nie miato wplywu
na aktywnos¢ esterazy acetylocholinowej w badanych strukturach.

2. Tauryna

Tauryna zastosowana w dawkach 0,1—3,0 mg/szczura powodowala
wzrost poziomu ACh w korze w granicach 29—107% i w prazkowiu w
dawkach 0,1—3,0 mg/szczura o 31—73%. W hipokampie po podaniu w daw-
kach 0,5—3,0 mg/szczura obnizala poziom ACh o 29—52% po 60 min. od
momentu podania. '

Wplyw tauryny na intensywnoé¢ syntezy ACh wyrazal sie zmniej-
szeniem ilo$ci wytworzonej ACh. I tak w przypadku kory moézgowe]
obserwowano zmniejszenie intensywnosci syntezy o 46—67% po podaniu
tauryny w dawkach 0,1—3,0 mg/szczura, w prazkowiu obniZenie o 21—
54% po dawkach 0,01—3,0 mg/szczura oraz w hipokampie o 18—47%
po podaniu dawek 0,1—3,0 mg/szczura po 60 min. od podania.

Z kolei badano dynamike, tzn. zmiany w’czasie obserwowanego efektu
tauryny na poziom i synteze¢ ACh. Tauryne podawano w dawce 0,5 mg/
/szczura, gdyz byla to ilos¢ wywolujaca wyrazny wplyw na badane para-
metry we wszystkich strukturach. Tauryna podnosita poziom ACh w ko-
rze mozgowej po 15 min. od momentu podania o 40% i w prazkowiu
o 24%, wywolujac najwieksze efekty po 60 min. w korze (73%) i prazko-
wiu (48%). W hipokampie po 60 min. obserwowano obnizenie poziomu
o 29%. '

Natomiast synteza ACh byla obnizona w najwiekszym stopniu po
60 min. w korze (58%), a w striatum o 52% i hipokampie o 28% po 30 min.
od momentu podania.

3. B-alanina

B-alanina podawana byla dwojako. Dootrzewnowo w dawce 1500 mg/kg
wagi i dokomorowo 2 mg/szczura. Grupy kontrolne otrzymywaty 0,9%
NaCl w rownowaznej objetosci.

Po podaniu dootrzewnowym obserwowaliSmy obnizenie zawartosci
ACh w prazkowiu po 45 min. o 17% oraz wzrost w pniu we wszystkich
badanych punktach czasowych o 28—69%. Podanie dokomorowe B-ala-
niny nie wplywalo na zawartos¢é ACh w badanych strukturach w poréw-
naniu z grupg kontrolna. '
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B-alanina podana dootrzewnowo powodowala obnizenie syntezy ACh
w korze mozgu (po 5 min. o 22%), w prazkowiu (po 45 min. o 28%) i w
pniu mozgu (po 5, 30, 60 min. odpowiednio o 43, 28 i 39%). Dokomorowe
podanie B-alaniny wzmagalo synteze ACh w pniu o 37% po 30 min. od
momentu podania, w prazkowiu zas zmiany byly dwufazowe: wzrost
syntezy po 5 i 30 min. o 22—31% oraz jej obnizenie po 45 min. o ok. 40%.

Syncptyczny przeglad wszystkich wynikow zestawiono w tab. 1.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki przeprowadzonych badan wydajg sie popiera¢ hipoteze, ze
glicyna jest powiazana czynnoSciowo réwniez z mlodszymi filogenetycz-
nie strukturami o$rodkowego ukladu nerwowego (1, 2, 8, 24). Jak wiado-
mo, do niedawma ogramiczano neurotransmisyjng role glicyny do rdzenia
kregowego i przedluzonego oraz pnia mézgu (3, 18). Wedlug szeregu ba-
daczy, glicyna spelnia warunki wymagane dla neuroprzekaznika nie tyl
ko w tych filogenetycznie starych strukturach, lecz rowniez w mlodszych
miedzy innymi w ukladzie nigrostriatalnym (2, 8, 23). Glicyna jako sub-
stancja hamujgca wywoluje hiperpolaryzacje i spadek aktywmnoSci nie-
omal we wszystkich czeSciach moézgu, przy czym podkresla sie bardziej
jej role neuromiodulacyjng niz przekaznikowg w $cistym znaczeniu (3,
18). Zasieg dzialania glicyny na mierzone wskazniki aktywmnosci ukladu
cholinergicz‘nego ogranicza sie do prazkowia i polega na wzroscie pozio-
mu, syntezy ACh i aktywnosci acetylotransferazy cholinowej. Taki kie-
runek zmian mnasuwa przypuszczenie,. ze pierwotnym zjawiskiem jest
wzrost aktywnosci ChAc, a zatem wzrost syntezy ACh, wtérnie zas do-
chodzi do wzrostu jej poziomu. Moze temu sprzyja¢, jak zostalo wyka-
zane, zmniejszenie uwalniania ACh ze struktur os$rodkowych do pitynu
moézgowo-rdzeniowego. Wszystkie uzyskane efekty znosi uprzednie po-
danie strychniny, bedacej substancja swoiscie blokujaca receptory gli-
cynowe (3, 18, 24).

Dane pismiennictwa pozwalaja na rozwazenie udzialu glicyny w réw-
nowadze miedzy ukladem cholinergicznym i dopaminergicznym w praz-
kowiu. Dray i Straughan (8) uzyskali wyniki $wiadczace o tym,
ze glicyna obok GABA moze by¢ neuroprzekaznikiem w ukladzie nigro-
striatalnym, za§ Perry (20) wykazal, ze glicyna wystepuje w tym
ukladzie w duzej koncentracji. Cheramy i wsp. (2) stwierdzili, ze
glicyna podana do substancji czarnej powoduje redukcje uwalniania do-
paminy z jadra ogoniastego, czyli doprowadza do zahamowania ukladu
dopaminergicznego. Na tej podstawie, a takze z faktu znoszenia te-
go wplywu przez strychnine mozna sadzié¢, ze glicyna wywiera staly
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hamujacy wplyw na neurony dopaminergiczne jader podstawy. Byloby
to zgodne z pogladem Laborita (15), ktory przypuszcza, ze glicyna
uzupelnia hamujace dzialanie dopaminy w prazkowiu. Z kolei wiadomo,
ze nigrostriatalny szlak dopaminergiczny wywiera hamujgcy wplyw na
neurony cholinergiczne prazkowia. Najwiecej danych przemawia obecnie
za tym, ze obserwowany wplyw glicyny ma charakter posredni i wigze
sie z zaangazowaniem ukladu dopaminergicznego. Zahamowanie jego ak-
tywnosci przez glicyne doprowadza do wzrostu aktywnosSei cholinergicz-
nej, czego wyrazem jest wzrost aktywnosci ChAc i syntezy ACh. Obser-
wowane zwiekszenie zawartosci ACh, jak wspomnieslimy, moze byé wy-
nikiem znacznie wzmozonej syntezy ACh.

Wplyw tauryny na poziom i synteze ACh w badanych strukturach
polegal na obnizeniu intensywnosci syntezy oraz wzroscie poziomu w ko-
rze i-prazkowiu, a takze jego obniZeniu w hipokampie. Podobne wyniki
uzyskali Kuriyama i wsp. (14), wykazujae, ze w badaniach in vitro
tauryna powoduje obnizenie uwalniania ACh w zwoju szyjnym goérnym
oraz w korze mozgu o ok. 40%. Ponadto ci sami autorzy wykazali podobny
wplyw tauryny na uwalnianie noradrenaliny z obwodowe]j tkanki chro-
mochlonnej oraz ze struktur osrodkowego ukladu nerwowego. Tauryne
na podstawie opisanych efektéw mozna uwaza¢ zar6wno za neuroprze-
kaznik, jak i neuromodulator. Tauryna spelnia niektére, jakkolwiek nie
wszystkie, kryteria klasyfikacji neuroprzekaznikow. Jak dotad, nie stwie-
rdzono istnienia neuronow taurynowych. Jednokierunkowo$¢ zmian w
uzyskanych przez mas wynikach, wyrazajaca sie zmniejszeniem aktyw-
no$ci ukladu cholinergicznego we wszystkich badanych strukturach,
swiadczy raczej o roli tauryny jako neuromodulatora badz tez jako sta-
bilizatora pobudliwosci blony komarkowej.

B-alanina jest jedynym naturalnym B-aminokwasem wystepujacym
w ukladzie nerwowym kregowcow w matych iloSciach, jest omna tez sklad-
nikiem mézgowych dwupeptydéw karnozyny i anseryny (5, 21, 22). De
Feudis 1 wsp. (6) uwazaja, ze f-alanina moze by¢ neuroprzekaznikiem,
gdyz spelnia niektére powszechnie przyjete kryteria. f-alanina dziala
depresyjnie ma komérki nerwowe, powodujgc ich hiperpolaryzacje, na
przyklad hamuje motoneurony i komdrki Renshawa w rdzemiu krego-
wym (4). Jej poziom w mozgu jest niski, nie wykluczone, ze pelni role
neuromediatora w bardzo ograniczonej liczbie synaps, gidownie w rdzeniu
kregowym, przedtuzonym i moscie (12, 18). Dziatanie f-alaniny w rdze-
niu kregowym, jadrze przedsionkowym bocznym antagonizuje strychni-
na. Natomiast w strukturach wyzszych: wzgoérzu, korze moézgu i hipo-
kampie zaréwno strychnina, jak i bikukulina (3). Dokomorowe podanie
B-alaniny obniza aktywnoé¢ ruchowg i temprerature ciata, dootrzewnowe
podanie obniza jedynie aktywmnos$é¢ ruchows (17).
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Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze dootrzewnowe podanie
B-alaniny obniza prawie zawsze intensywno$¢ syntezy ACh w korze,
prazkowiu i pniu moézgu, najsilniej w pniu mozgu. Prawdopodobnie
spadek syntezy ACh w pniu spowodowany jest magromadzeniem pro-
duktu i zahamowaniem acetylotransferazy cholinowej. Wazrost pozio-
mu ACh w pniu we wszystkich badanych punktach czasowych praw-
dopodobnie spowodowany zostal przez zahamowanie jej uwalniania przez
B-alanine. Jest to zgodne z wynikami badan behawioralnych, gdyz, jak
wiadomo, spadek aktywnosci ruchowej obserwowany réwniez po poda-
niu f-alaniny prowadzi do wzrostu poziomu ACh (17). Trudniejsze do
interpretacji sg wyniki uzyskane po dckomorowym podaniu f-alaniny.
UzyskalisSmy dwufazows reakcje w prazkowiu: poczatkowy wzrost, a na-
stepnie spadek syntezy oraz wzrost syntezy w pniu moézgu. Jednoczesnie
nie uzyskalismy statystycznie istotnych zmian poziomu ACh przy pewnej
tendencji wzrostowej w prazkowiu i pniu. Niektérzy autorzy uwazaja,
ze receptory f-alaninowe w mozgu szczura mogg by¢ identyczne z re-
ceptorami glicynowymi wrazliwymi na p-alanine i glicyne (7). Nie mozna
wykluczy¢, ze dzialanie f-alaniny ta droga odbywa sie za posrednictwem
innych ukladéw neuroprzekaznikowych, np. ukladu dopaminergicznego.
Tak wiec wyniki naszych badan nad f-alaning przy podawaniu dootrzew-
nowym sg odmienne od otrzymanych przy wprowadzaniu dokomorowym,
co wiecej — kierunkowos¢ zmian zachodzgcych w tej samej strukturze
moze by¢ rozna. Przyczyn tych rozbieznoéci dopatrujemy sie m. in.
w wielkosci efektywnych dawek aminokwasu docierajgcego do tkanki
mozgowe]j przy kazdym z tych sposobow podéwa'nia.

Badane aminokwasy, chociaz nalezg do czynnikéw hamujacych czyn-
nos$¢ neuronalng, stanowig zespol niejednorodny pod wzgledem oddzia-
lywania na przemiane ACh. Najszersze dzialanie i najwiekszy stopien
wiarygodnosci statystycznej wykazuje tauryna, powodujgc w korze
i prazkowiu wzrosty zawartosci i spadki syntezy ACh, a w hipokampie
zmniejszenie sie¢ obydwu wskaznikéw. Opierajac sie na zasadzie ujem-
nego sprzezenia zwrotnego miedzy aktywno$cig enzymu a koncentracja
‘produktu reakcji enzymatycznej, mozna sadzi¢, ze w korze i prazkowiu
zachodzi wywolany zahamowaniem uwalniania pierwotny wzrost zawar-
tosci ACh, wtornie zas dochodzi do spadku jej syntezy. Natomiast w hi-
pokampie mozna podejrzewa¢ pierwotne oslabienie syntezy przez tau-
ryne i wtérny spadek zawarto$ci ACh. Znacznie wezszy, ograniczony
jedynie do prazkowia, wplyw posiada glicyna, powodujgc wzrost zawar-
todci i syntezy ACh. Przyczyng tego jest, jak mozna wnioskowat z prze-
prowadzonych badan, pierwotny wzrost aktywnosci ChAc, a nastep-
stwem — wzrost poziomu ACh, ktéremu moze sprzyjaé zmniejszone po
podaniu glicyny uwalnianie ACh ze struktur osrodkowych do ptynu méz-
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gowo-rdzeniowego, a takze hamujgcy wplyw glicyny na uklad dopami-
nergiczny. Najbardziej skomplikowane i najmniej przejrzyste sa dane
uzyskane po podaniu f-alaniny. Ich wyjasnienie wymaga dalszych badan.

Wnioski

1. Glicyna zwieksza in vivo zawartos¢ i s;énteze ACh jedynie w praz-
kowiu, gdzie wzmaga aktywnoéé¢ acetylotransferazy cholinowej.

2. Tauryna zwieksza zawartos¢ i zmmiejsza synteze w korze mozgu
i prazkowiu, natomiast zmniejsza zawartosc i synteze ACh w hipokampie.

3. fB-alanina podana dootrzewnowo zmniejsza synteze ACh w korze
mézgu, prazkowiu i pniu. Na poziom ACh wplywa rdéznie, powodujac
jego spadek lub wzrost, albo tez nie daje zadnych zmian. Podanie doko-
morowe nie powoduje zmian w poziomie ACh, W zakresie syntezy w
prazkowiu widoczna jest reakcja dwufazowa: wzrost, a nastepnie spadek;
W pniu moézgu zachodzi jedynie jej wzrost.
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PE3IOME

UccnenoBano BAMAHME aMUHOKMCJIOT: TAMLIMHR, TayPMHA ¥ f-ajanuHa Ha obMeH
aneTunxoauna (AXx) B CTPYKTypax MO3ra, T.e. KOpe MO3ra, IIOJIOCATOM TeJjie, TMIINO-
KaMIle ¥ MO3TOBOM CTBOJIe ¥y KpbIC. JloKa3aHo, 4TO AelCcTBME IIIMIMHA KacaeTcsd TOJb-
KO IIOJIOCATOTO TEJa M NPOABIAETCA B NOBBLILEHMM COXEDIRAHUA ¥ CUHTE3a AX, a TO-
JKe B MNOBBIIEHMM AKTMBHOCTM anetuiarpaHcdepaspl. CaMoe LIMPOKOE pacrpocTpa-
HEHME MMeeT JAEeMCTBME TaypuHa, KOTODPbII yMeHblLUIaJ CoZepikKaHue 61 cuHTe3 AxX
B IIOJIOCATOM Tejle M KOPe IOJIOBHOIO MO3ra. KpomMe TOro TaypuMH CHMIKAJ COAepIKaHue
¥ cuHTEe3 AX B runnokamie. B onbitax ¢ f-alaHMHOM MBI MOJYUYMUIM CIOXKHBIE De-
3yJbTATHL. ﬁ-anaﬁ'ym NPUMEHAEMBIA BHYTPUODIOMIMHHO yMEHBbINIAN CUHTE3 AX BO BCEX
MCCIEROBAHHBIX CTPYKTypaxX MO3ra, a yBeJMuYMBaJl COAepXKaHMe B MO3TOBOM CTBOJIE.
Korza f-anauuH BBOAMIM B JaTePaNbHBLA JKEJNYROYEK MO3ra KPBICHI 0Ka3alocCh,,4TO
f-ananuH noBbluan cuHTE3 AX B MO3FOBOM CTBOJIE, a4 B NOJIOCATOM TElIe cHadaja

IIOBBILIAJ, & MOTOM CHMIKAJ CHUHTE3 AX.
L
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SUMMARY

The effects of some inhibitory aminoacids such as glycine, tautine and $-alanine
on the metabolism of acetylcholine (ACh) in the rat brain were examined. Glycine
was found to increase the activity of choline acetyltransferase, the ACh level and
synthesis only in the striatum. Taurine exerted considerable effect; in the striatum
and the cerebral cortex taurine increased considerably the ACh level and decreased
ACh synthesis and decreased both parameters in the hippocampus. The most doubt-
ful results were obtained after application of B-alanine. Its intraperitoneal admini-
stration caused a decrease of the ACh synthesis and an increase of the ACh level.
On the other hand, f-alanine intracerebroventricularly applied increased the ACh
synthesis in the brain stem. In the striatum biphasic reaction was observed. First
an increase and next a decrease of the ACh synthesis appeared.



