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WSTEP

Rytm oddechowy kregowcow generowany jest przez grupy neurondéw wdechowych 1
wyvdechowych znajdujacych sie w rdzenwu przedtuzonym w osrodkowym uktadzie
nerwowym. Dosrodkowe sygnaly z obwodowych receptorow umiejscowionych w drzewie
tchawiczo-oskrzelowym uktadu oddechowego oraz chemoreceptoréw obwodowych modyfikuja
podstawowy wzorzec oddechowy adekwatnie do warunkow, w jakich znajduje sie organizm,
umozliwiajac mu optymalna wymiane gazowa. Drogi oddechowe zaopatrzone sa przez nerw
btedny 1 wyr6znia si¢ w nich trzy gtoéwne typy receptorow, odgrywajace 1stotna role regulacyjna
w ksztattowaniu wzorca oddechowego:
1. Receptory wolno adaptujace sie¢ na bodziec (SARs). Sa anatomicznie zlokalizowane w
mie$nidowce gladkie; tchawicy 1 oskrzeli 1 przewodza z nich do$rodkowe wlékna mielinowe.
BodzZcem pobudzajacym jest zwiekszenie napiecia powierzchniowego $cian drog oddechowych,
do ktorego si¢ adaptujg. Aktywno$¢ tych receptorow sumowana jest przez osrodki oddechowe
pnia mozgu, stanowiac podstawe odruchu Heringa & Breuera, ktory hamuje wdech micjujac faze
wydechu (Widdicombe 1 Andrews, 1983; Takano i Kato, 1999; Schelegle 1 Green, 2001).
2. Receptory szybko adaptujace si¢ (RARs) wystepujg w nabtonku drég oddechowych od nosa po
oskrzela. Wrazliwe s3 na bodzce mechaniczne 1 chemiczne. Do tych ostatnich zaliczy¢ nalezy
drazniace gazy, pyly, mediatory proceséw zapainych i immunologicznych. Przewodza z nich
mate mielnowe widkna. Sg mato aktywne w spokojnym oddychaniu. Pobudzenie ich wywotuje
kaszel, zwezenie oskrzeli, skurcz krtani 1 hiperwentylacje. pojedyncze wdechy o charakterze
westchnigé. Rolg fizjologiczng receptorow RARs jest przeciwdziatanie zmniejszaniu podatnosci
pluc 1 gorszemu upowietrznieniu pecherzykdéw plucnych (Tsubone, 1986, Coleridge i Coleridge,

1994; Otake 1 wsp., 2001 ; Sant' Ambrogio 1 Widdicombe, 2001).



3. Trzecia grupa to zakonczenia wlokien nerwu btednego typu C, unerwiajacych
drogi oddechowe od migzszu ptuc do duzych przewodzacych oskrzeli. Dziel: sie je na receptory
plucne, zwane takze receptorami typu J, znajdujace sie miedzy $ciang pecherzykéw a k
plucnymi, zaopatrywanymi przez krazenie ptucne. Oskrzelowe receptory, z ktdrych przewodza
wiokna C, unerwiajace drzewo oskrzelowe 1 tchawice, p sa gltdwnie przez krazenie
oskrzelowe. Zlokalizowane sg powierzchniowo w §luzdéwce tchawicy i oskrzeli. Sa stosunkowo
niewrazliwe na bodzce mechaniczne, reaguja zdecydowanie na bodzce chemiczne w drogach
oddechowyc  tkance plucnej, takie jak autakoidy plucne kapsaicyna (autakoid zewnetrzny).
Odpowiedzia na pobudzenie jest bezdech, spadek objetosci oddechowej, przyspieszenie
oddychania, skurcz mie$ni gtadkich drég oddechowych. Wspotuczestnicza takze w mechanizmie
powstawania odruchu kaszlu (Widdicombe 1 Andrews, 1983; Coleridge 1 Coleridge, 1994; Lee 1
P 2001). Odpowiedzi wywotane pobudzeniem widkien plucno-oskrzelowych typu C
przewodzone s zaréwno do osrodkowego ukiadu nerwowego jak i stanowia miejscowe lub
aksonalne odruchy zwigzane z wyzwalaniem tachykinin z zakonczen nerwowych (Otsuka 1
Yoshioka, 1993).

Chemiczna regulacja oddychania sterowana jest przez obwodowe struktury
chemowrazliwe w kiebkach szyjnych 1 aortalnych, reagujace na zmiany tetniczego ciénienia
parcjalnego tlenu, dwutlenku wegla 1 zmiany pH. Cialka szyjne unerwione sg przez nerw
zatokowy (nerw Her , sktadajacy sie w 86 % z zakonczen niemielinowych u szczura 1 bedacy
odgatezieniem nerwu jezykowo-gardiowego (IX), (McDonald, 1983). Polozone sa obustronnie w
rozwidleniu tetnicy szyjne; wspdlnej na zewnetrzng 1 wewnetrzng (Gonzalez 1 wsp 1994).
Zbudowane sa z dwoch typoéw komorek, z ktorych typ I ma znaczenie chemoreceptorowe  jest
polaczony synaptycznie z zakonczeniami nerwu zatokowego (Wang 1 wsp., 2000). W komorkach

tych stwierdza si¢ duza zawartos$¢ katecholamm, a w szczegdlnosci d , noradrenaliny



serotonmy (Gonzalez-Guerrero 1 wsp., 1993; Almaraz 1 wsp., 1997). Syntetyzuja one rowniez
acetylocholing oraz neuropeptydy takie jak substancja P czy kalcytonina (Gonzalez i wsp., 1994).
Kiebki aortalne znajdujace si¢ w okolicy pnia tetnicy plucne; tuku aorty unerwione sa przez
nerw aortalny, bedacy odgalezieniem nerwu blednego. Ich fizjologiczna rola w hipoksyjnym
odruchu oddechowym jest jednak niewielka  wiaze gtéwnie ze zmianami wielko$ci
przeptywu . W przypadku szczura pomimo stymulacji chemoreceptorow ciatek

nie zarejestrowano zadnych reakc)i systemu oddechowego (Sapru 1 Krieger, 1977; Brophy i wsp.,
1999).

Istnieje wiele systemow neuroprzekaznikow 1 neuromodulatorow, odkrytych w mozgu,
zwiazanych z kontrolag oddychania. Wiedza na temat rol w o$rodkowej kontroli wentylacji
wigkszosci neurotransmiterow 1 1ch receptorow znajdujacych si¢ w rdzenmu przedluzonym,
istotnie wzrosta w ostatnich latach. W niniejszej pracy zajeto sig zbadaniem znaczenia
receptorow, zlokalizowanych w obwodowym ukfadzie nerwowym i aktywujacych je wybranych
substanc)1 neuroaktywnych, takich jak: kwas y-am , kwas glutaminowy, klonidyna 1
kapsaicyna, w kontroli oddychania oraz ich wptywu na zachowanie si¢ wzorca oddechowego.
Kwas y-aminomastowy (GABA) jest glownym hamujacym neuroprzekaznikiem w osrodkowym
ukiadzie nerwowym kregowcow, odgrywajacym istotng role w genezie rytmu i wzorca
oddechowego. Jego znaczenie potwierdzily badania na nowo narodzonych modyfikowanych
genetycznie myszach, pozbawionych jedne; z izoform enzymu syntetyzujacego GABA z
glutammianu-dekarboksylazy kwasu glutammowego. Wykazaly obnizona o 30 % koncentracje
GABA w rdzenwu przedluzonym oraz bardzo nieregularny wzorzec oddechowy, ktory
charakteryzowaly epizody przedtuzonych westchnieé¢, ptytkiego oddychania z krétkim oddechem

1 bezdechy, co w efekcie prowadzito do $mierci zwierzat (Kuwana 1 wsp., 2003).



Zawarto$¢ kwasu y-ammomastowego zostala potwierdzona w jadrach moézgowych
zwigzanych z kontrola oddychania takich jak jadro przysrodkowo-okotoramienne, jadro pasma
samotnego, miejsce sinawe (van der Heyden 1 wsp., 1979; Izzo 1 wsp., 1992) oraz jadro
dwuznaczne 1 grzbietowe nerwu biednego (Gale 1 wsp., 1980). Jego obecnosé zostata rowniez
udokumentowana w obwodowych tkankach takich jak ptuca (Tohda 1 wsp., 1998), ciatka szyjne
(Oomori 1 wsp., 1994), zwé) guzkowy (De Groat, 1972) 1 zwoje sympatyczne (De Groat, 1972;
Bowery 1 Brown, 1974).

Receptory GABA zostaly zakwalifikowane do trzech gléwnych klas na podstawie ich
farmakologu. Wyréznia si¢ receptory GABA GABA 1 GABAc (McCrimmon i wsp., 1995).
Receptory GABA  sg to kanaly jonotropowe, ktorych aktywacja prowadzi do naptywu jonéw
chloru do neuronu 1 hiperpolaryzacji komorki. Sa to struktury polimorficzne, zbudowane z
kombinacji podjednostek biatkowych o, vy, 1p, z ktérych kazda wystepuje pod postacig wielu
podtypéw. Specyficzna kompozycja tychze podjednostek determinuje rozliczne 1zoformy
receptora (Zezula 1 wsp., 1991). W receptorze GABA oprocz miejsca przylaczania agonisty
znajduje si¢ kilka miejsc wigzania modulatoréw takich jak: benzodiazepiny, barbiturany,
steroidy 1 cynk (Semyanov, 2002). Agonista receptorow GABA  jest a
kompetycyjnym antagonista bikukulina. Pikrotoksyna dziala jako inhibitor mekompetycyjny

receptora typu A, blokujacy kanat chlorkowy.

Dystrybucja receptorow GABA  oprocz OUN, obeymuje tkanki i kor;lérkl obwodowe.
Badania farmakologiczne, biochemiczne i autoradiograficzne potwierdzaja obecno$¢ receptorow
typu A w zwojach sympatycznych (Erdd 1 Wolff. 1990), zwoju guzkowym nerwu btednego
(Ashworth-Preece, 1997), w zwoju potksiezycowatym nerwu tréjdzielnego (Konodo i wsp.,

1994), ptucach 1 sercu (Shirakawa 1 wsp., 1987; Watanabe 1 wsp., 2002).

Receptory GABA odgrywaja istotng role w regulacji oddychania. Badania z uzyciem



antagonistow receptorow GABA sugeruja, ze hamujg one tonicznie naped oddechowy, co
znajduje potwierdzenie w stymulujacym wptywie na naped oddechowy bikukuliny 1
pikrotoksyny, blokujacych aktywnosc receptorow GABA (Hayashi 1 Lipsk1, 1992).

Osrodkowe podanie agomstow receptora typu A wywolywato depresje objetosci
oddechowej, amplitudy nerwu przeponowego i1 bezdech (Da Silva i wsp., 1987) oraz spadek
objetosct oddechowej u kota (Hedner 1 wsp., 1981). Podobnie obserwowano wydtuzenie czasu
wdechu, skrocenie czasu wydechu 1 bezdech u szczura (Wasserman i wsp., 2002). Wstrzykniecie
GABA 1 muscimolu do brzuszno-bocznej powierzchni rdzenia przedtuzonego kota redukowato
aktywnos¢ migsni miedzyzebrowych wdechowych i wydechowych (Haxhmu i wsp., 1985).
Osrodkowe receptory GABA reguluja motoryczny naped oddechowy krtani (Yajima 1 wsp.,
1997) 1 przepony (Haxhmu 1 wsp., 1985), co zostalo wyrazone hamowaniem amplitudy
aktywnosci oddechowej nerwu krtaniowego zwrotnego oraz nerwu przeponowego (Holtman 1
King, 1988).

Receptory GABA sa zaangazowane w mechanizm odpowiedzi oddechowe) na hipoksje
Swiadczy o tym wzrost zawartosci GABA w rdzenu przedtuzonym podczas hipoks;i (Kazemi i
Hoop, 1991) oraz antagonistyczny wplyw obwodowej infuzji bikukuliny na depresje oddechowa
spowodowang hipoksjg (Melton 1 wsp., 1990).

Metabotropowe receptory GABA zwiazane z biatkiem regulacyjnym G, sa obecne na

zakonczeniach wiokien nerwowych 1 blonie postsynaptyczne). Sa heterodimerami sktadajacymi
si¢ z dwoch podjednostek, niewrazliwymi na muscimol 1 bukukuline. Ich specyficznym agonistg
lest baklofen. Jedna z glownych rol presynaptycznych receptorow GABAg jest modulowanie
uwalniania neuroprzekaznikow i neuropeptydow takich jak GABA, glutaminian, noradrenalina,

dopamina, S-hydroksytryptamina i substancja P z zakonczen komoérek nerwowych (Bowery i



Pratt, 1992; Bianchi 1 wsp., 1995; Semyanov, 2002).

Receptory GABAg sa obecne w obrebie struktur rdzema przedtuzonego zwigzanych z
kontrola oddychania (Pierrefiche 1 wsp., 1993; Suzuki 1 wsp., 1999). Ich pobudzenie przez
baklofen powoduje depresje oddychania w réznych modelach zwierzecych, zalezna od drogi
podania. Osrodkowe podanie baklofenu wywotyje wydluzenie fazy wdechu u szczura
(Trippenbach 1 Lake, 1994), bezdech zwolnienie rytmu oddechowego u kota (Da Silva 1 wsp.,
1987). Iniekcja baklofenu do NTS redukuie badz eliminuje oddechowo-krazeniowe efekty
chemoodruchu ptucnego, w ktérego przekaznictwie uczestnicza wiokna (Serfert 1
Trippenbach, 1995). Pobudzenie oddychania, wywotane stymulacja chemoreceptorow ciatek
szyjnych znosi aktywacja receptorow GABAg w obszarze spoidfowym NTS szczura (Suzuki i
wsp., 1999)

Receptory GABA biorg udzial w odruchach plucnych. Ich ago hamuja kaszel wywotany
inhalacja kapsaicyny lub kwasu cytrynowego na poziomie centralnym 1 obwodowym (Bolser 1
wsp., 1994). Presynaptyczne receptory GABAp zlokalizowane na cholinergicznych neuronach
drog oddechowych, hamuja uwalnianie acetylocholiny 1 zmniejszaja cholinergiczny skurcz
miegsni gladkich tychze drég W zwiazku z tym, dysfunkcja tego receptora wiazana jest ze
skurczem droég oddechowych u astmatykow (Tohda 1 wsp., 1998). Agoniéci receptorow GABA

zmniejszaja uwalnianie mediatorow anafilaktycznych w plucach  zapobiegaja wstrzasowi

anafilaktycznemu.
Zardbwno GABA ak 1 baklofen hamuja uwalmanie tachykinin z nerwoéw drog oddechowych

wrazliwych na kapsaicyne, znoszac jednoczesnmie tachykinino-zalezny skurcz oskrzeli oraz

przesigk mikronaczyniowy ptuc (Chapman 1 wsp., 1993).

Receptory GABA( rozpoznane niedawno 1 odkryte w siatkowce 1 hipokampie kregowcow
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(Semyanov, 2002), odgrywaja istotnej ro W genezie 1 reg oddychania (McCrimmon 1
wsp., 1995).

Kwas glutaminowy jest dominujacym mediatorem pobudzajacego neuroprzekaznictwa w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Jadro pasma samotnego (NTS) oraz inne regiony pnia mozgu
zwiazane z kontrolg wentylacji wykazujg wysoka koncentracje glutaminianu (Meeley 1 wsp.,
1989).

Receptory NMDA, nazwane od ich agonisty- kwasu N-metylo-D-asparaginowego, naleza
do jonotropowe) rodziny receptorow kwasu glutaminowego (McCrimmon 1 wsp., 1995). Istnieja
w postact heteromerycznych komplekséw zbudowanych z obligatoryjne) podjednostki NR1
potaczonej z jedng lub wieloma podjednostkami NR2 1/lub NR3. Ich farmakologiczna regulacja
zalezy od unikalne; kombinacjr miejsc wiazacych w receptorze (Danysz 1 Parsons, 1998).
Receptor NMDA posiada miejsce wigzama glutaminianu oraz kompetycyjnych antagonistow,
oddzielne miejsce glicynowe, modulatorowe miejsca wiazania poliamin, cynku, magnezu oraz
miejsce wigzania antagonistow niekompetycyjnych (Meador-Woodruff 1 Healy, 2000).

Receptory NMDA zostaly opisane w rdzeniu przedtuzonym $winki morskiej (Machaalani

Waters, 2002), kota (Yamazaki 1 wsp., 2000) 1 szczura (Aicher 1 wsp., 1999). Ich intensywna
ekspresja w muejscu skuplajacym jadra odpowiedzialne za kontrole aktywnosci serca,
oddychanie, sen 1 wybudzanie sugeruja, ze sg one kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania
tvch fizjologicznych czynnosci. Syndrom nagle) $mierci 16zeczkowe; niemowlat wiazany jest z
dysfunkcja receptora NMDA, co znajduje potwierdzenie w zdecydowanie wieksze) ekspresji
mRNA podjednostki NR1 u dziect z tym schorzeniem (Machaalani 1 Waters, 2003) .

Receptory NMDA znajdujace si¢ na neuronach oddechowych uczestnicza w generacji
wzorca oddechowego s3 odpowiedzialne za wylaczanie fazy wdechu. Ich blokada powoduje

apneustyczny wzorzec oddychania (Foutz 1 wsp., 1989; Monteau 1 wsp., 1990). Osrodkowe
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zastosowanie antagonistow NMDA znosi indukowany kapsaicyna kaszel, co moze wskazywac na
udziat receptora NMDA w regulacj1 odruchu kaszlu (Kamei 1 wsp., 1989).

Kwas glutamimnowy zostal uznany za neurotransmiter widokien dosrodkowych z wielu
czuciowych systemow zaangazowanych w kontrole oddychania, takich jak wolno adaptujace sie
receptory plucne. Odruch Breura-Hermga moze by¢ zablokowany antagonistami receptorow
NMDA wstrzyknietymi do NTS-u lub wywotany iniekcja glutaminianu w obszar NTS, gdzie
zna)jduja sie zakonczenia wiokien dosrodkowych receptoréw wolno adaptujacych sie (Bonham 1
wsp., 1993). Przeciecie nerwu blednego czy usuniecie zwoju guzkowego zmniejsza koncentracje
glutamimianu w NTS (Lewis 1 wsp. 1988), a stymulacja wiokien dosrodkowych powoduje
zwigkszone jego uwalnianie (Granata 1 Reis, 1983).

Receptory NMDA wspoétuczestniczg w powstawaniu odruchu z plucnych wiokien C.
Iniekcja kwasu glutaminowego w rejon NTS wywotuje reakcje 1dentyczng z aktywacja tych
wiokien, a potaczona blokada receptorow NMDA 1 nie-NMDA znosi odpowiedz wywotang
stymulacjg wtokien C przez fenyl biguanidyne (Vardhan 1 wsp., 1993).

Przekaznictwo pobudzenia z szyjnych obwodowych chemoreceptorow rowniez wymaga udziah
glutaminianu (Dogas 1 wsp., 1995). Odnerwienie obwodowych chemoreceptorow istotnie
zmniejsza uwalnianie glutaminianu w NTS 1 w obszarze brzusznym rdzenia przediuzonego
(Hoop 1 wsp., 1999). Blokada receptorow NMDA redukuje odpowiedz oddechowa na hipoksije
oraz eliminuje pobudzenie chemoreceptorow szyjnych wywotane iniekcja NaCN (Ohtake 1 wsp.,
1998). Sktadowa przywspotczulna odruchu z baroreceptorow jest zalezna od receptorow NMDA

1 przekaznictwa z udzialem kwasu glutaminowego. Selektywny antagonista receptoréw NMDA

blokuje bradykardie wywotana L- glutaminianu jak 1 odpowiedz na pobudzenie
baroreceptorow ( 1 wsp., 2000).
Receptory NMDA znajduja we wszystkich organach wewnetrznych unerwionych
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parasympatycznie (Erdd, 1991). W obwodowym ukiadzie nerwowym 1ch obecnosé zostata
potwierdzona w autonomicznych 1 czuciowych zwojach: tréydzielnym, guzkowym, goémym
szyjnym, klinowo-podniebiennym (Shigemoto i wsp., 1992), w neuronach krtani 1 tchawicy
(Robertson 1 wsp., 1998), w motoneuronach przepony (McCrimmon i wsp., 1989) na
zakonczeniach wiokien dosrodkowych nerwu biednego (Aicher 1 wsp., 1999) oraz w
ptucach 1 gérnych drogach oddechowych szczura (Dickman 1 wsp., 2004).

Receptory  -adrenergiczne sg waznymi regulatorami wspotczulnego ukiadu nerwowego,
uwalniania neuroprzekaznik6w, cisnienia krwi 1 ci$nienia wewnatrz gatki ocznej. Ich aktywacja
dziata takze uspokajajaco 1 przeciwbdlowo (Philipp 1 wsp., 2002). Sa one wrazliwe na
fizjologiczne katecholaminy takie jak adrenalina i1 noradrenalina. Receptory o, hamujg
uwalnianie nie tylko wlasnych neuroprzekaznikow, ale takze reguluja egzocytoze w osrodkowym
1 obwodowym ukladzie nerwowym takich transmiteréw jak glutaminian, serotonmna czy
dopamina (Kamisaki 1 wsp., 1993; Scheibner 1 wsp., 2001; Bucheler i wsp., 2002). Wyréznia sie
trzy podtypy receptora (Ruffolo 1 wsp., 1993). Nieselektywnym agonista
wszystkich trzech podtypow jest klonidyna, stosowana w medycynie w leczeniu nadcisnienia,
Jaskry, zawatu serca, w terapu przeciwbdlowe; 1 jako srodek uspokajajacy (Eisenach 1988).

Receptory sa licznie reprezentowane w osrodkowym ukladzie
nerwowym, gléwnie w jadrach rdzenia przedluzonego zwiazanych z wlasciwosciami
znieczulajacymi (Eisenach 1 wsp., 1996) oraz w tych jego obszarach, ktére sa zaangazowane w
kontrole oddychania 1 krazenia (Guyenet 1 wsp., 1994 ; O'Halloran 1 wsp., 2001).

W obwodowym ukladzie nerwowym sa obecne na zakoficzemach podstawowych wiokien
dosrodkowych, na neuronach rdzenia kregowego (Eisenach i wsp., 1996), we wszystkich
wspoétczulnie unerwionych tkankach (Ruffolo 1 wsp., 1993) oraz w ciatkach szyjnych

odpowiedzialnych za reakcje na hipoksje (Kou 1 wsp.,, 1991). Istnieje wiele dowodow
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wskazujacych na role receptorow w regulacji rytmu oddechowego. Dozylnie podana
klonidyna- agonista receptora a;-adrenergicznego wywolywata depresj¢ oddechowa poprzez
zmniejszenie czestosci oddychania, wyrazone) przedtuzeniem czasu wdechu u pséw (Burton 1
wsp., 1990), spadek czestosci oddechowej u szczurow (Fuxe 1 wsp., 1982) 1 kompletne
zahamowanie aktywno$ci nerwu przeponowego u kotow (McCrimmon 1 Lalley, 1982).
Pobudzenie receptorow  u nieuspionych kéz spowodowato nierytmiczny wzorzec odpowiedzi
oddechowej, charakteryzowany przez nastgpujace po sobie epizody tachypnea, zwolnionego
nieregularnego oddychania, wlaczajac przedtuzenie czasu wydechu i1 bezdech (O’Halloran 1 wsp.,
1999a). Podanie klonidyny ludziom w celach przeciwbolowych wiazalo si¢ z depresja wentylacji
minutowej (Jarvis 1 wsp., 1992), chrapaniem, obturacyjnym bezdechem 1 desaturacja tlenu we
krwi tetniczej (Narchi 1 wsp., 1992). Zaréwno u ludzi jak 1 u zwierzat jednym z istotniejszych
efektow wywolywanych przez klonidyne jest obnizenie cisnienia krwi (Mestivier 1 wsp., 1998).
Dzialanie hipotensyjne klonidyny wiaze si¢ z pobudzeniem receptorow w NTS 1 jadrze
sinawym. Dochodzi wowczas do ostabienia aktywnosci neuronéw wspolczulnych docierajacych
do serca i naczyn krwiono$nych oraz do pobudzenia nerwu biednego, co w efekcie prowadzi do
rozszerzenia naczyn tetniczych i zwolnienia czynnosci serca. Klonidyna dziala takze jako
nieselektywny agonista receptora «;, aktywuje réwniez receptory imidazolinowe, ktérych
pobudzenie moze wywotywac hipotensje (Guimaraes 1 Moura, 2001).

Receptory waniloidowe typu 1 (VR ) wystepuja na ciatach, aksonach 1 zakonczeniach
wiokien czuciowych (Wood 1 Docherty, 1997). Stanowia one otwierane ligandem kanaty
kationowe, ktorych aktywacja prowadzi do naptywu jonéw Ca 1Na do komorki 1 powstania
potencjatu czynno$ciowego (Lee i Lundberg, 1994). Rozmieszczenie receptoréw waniloidowych
w o$rodkowym ukfadzie nerwowym ogranicza sie do rogu grzbietowego rdzenia krggowego oraz

nieciaglych obszaréw dookota i w samym jadrze pasma samotnego. Opisane zostaly takze w
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rd zeniowych jadrach nerwu trojdzielnego, w zwoju trdjdzielnym, w rdzeniu krggowym (Szallasi i
wsp., 1995a), w zwoju guzkowym, w neuronach unerwiajacych drogi oddechowe; (Szallasi 1
wsp., 1995b; Kollarik 1 wsp., 2001).

Nie zidentyfikowano, jak dotad, endogennego ligandu dla receptora VR, ale moze by¢ on
aktywowany przez kapsaicyne i anandamid.

Anandamid jest endogennym agonista receptora kannabinoidowego uwalnianym z makrofagow,
granulocytéw zasadochtonnych, neurondw i nabtonka (Lin i Lee, 2002).

Kapsaicyna jest pikantnym skiadnikiem ostrej papryki, posiadajacym wlasciwosci
specyficznego i skutecznego stymulatora zakonczen, z ktorych przewodza niemielinowe wiokna
C oraz mielinowe widkien A8, odchodzace od neuronéw oddechowych grupy grzbietowe) oraz
zwojow: guzkowego 1 trojdzielnego (Wood i Docherty, 1997). Niemielinowe widkna C
reprezentuja ponad 80 % czuciowych widkien w nerwie blednym, ktéry unerwia drogi
oddechowe i pluca (Lee i Lundberg, 1994). Diuzsza ekspozycja na kapsaicyng moze powodowaé
desensytyzacje niemielinowych czuciowych widkien dosrodkowych (Nagy, 1982), natomiast w
duzych dawkach, szczegdlnie u nowo narodzonych zwierzat kapsaicyna dziata jak selektywna
neurotoksyna, powodujac ich degeneracje (Jancsé 1 wsp., 1977).

Receptory waniloidowe sa zaangazowane w obwodowe funkcje takie jak percepcja
zapalnego i termicznego bodzca bdlowego (Caterina i Julius, 2001), mechanizmy kontroli
termoregulacji, krazenia oraz obronne odruchy oddechowe (Holzer, 1991). Pelnig one takze
mniej poznane funkcje centralne, ktorych istnienie sugeruje wzmacniajaca presynaptyczne
uwalnianie glutaminianu stymulacja receptorow (Marinelli 1 wsp., 2003).

Aktywacja niemielinowych widkien przez kapsaicyne powoduje nie tylko transmisje

pobudzenia nerwowego do OUN, ale takze uwalnianie mediatoréw z aktywowanych zakonczen.
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Do uwalnianych przez kapsaicyne neuropeptydéw zalicza si¢: substancj¢ P, neurokining A,
kalcytonmo-zalezny peptyd (CGRP) i naczynio-aktywny peptyd jelitowy VIP, ktore lokalnie
moga oddzialywa¢ na przeptyw krwi, przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych, aktywnos¢ migéni
gtadkich i mie$nia sercowego, wzrost tkanek i ich naprawg, oraz procesy immunologiczne
(Holzer, 1988; Maggi i Meli, 1988).

Pobudzenie widkien C przez kapsaicyne w istotny sposob moze wptywac na oddychanie.
Mikroiniekcja kapsaicyny do jadra spoidlowego NTS szczura redukowala czgstos¢ oddechows,
natomiast podwyzszone dawki wywotywaly bezdech (Mazzone 1 Geraghty, 1999).

Dozylna iniekcja kapsaicyny u psow i kotow wywolywata chemoodruch ptucny, na ktory
skladat si¢ bezdech, nastepujace po nim plytkie, szybkie ruchy oddechowe, bradykardia i spadek
ci$nienia krwi (Pérszasz i wsp., 1955; Toh 1 wsp., 1955; Coleridge i wsp., 1964). Odpowiedz ta
zalezna byla od aktywac zawartych w nerwie biednym dosrodkowych witokien C znajdujacych
si¢ w plucnym lozu naczyniowym. Wagotomia czy tez ozigbienie nerwow blednych znosily
oddechowo-krazeniowe efekty kapsaicyny (Coleridge i Coleridge, 1984; Kopczynska 1 Szereda-
Przestaszewska, 1998).

W odpowiedziach wywotanych przez kapsaicyne obserwuje si¢ roznice miedzy gatunkami.
Badania na szczurach (Mitchell i wsp., 1984; Hedner i wsp., 1985; Palecek 1 wsp., 1989) i
matpach (Ravis i Singh, 1996) wykazaly, ze po wagotomii, obwodowo podana kapsaicyna nadal
powoduje bezdech. Sugeruje to, oprocz plucnych widkien C dodatkowe miejsca dziatania
kapsaicyny.

Przedstawione powyzej dane literaturowe wskazujg na wazna, aczkolwiek niewyjasniona
role receptorow NMDA, GABA-ergicznych, waniloidowych i a;-adrenergicznych w obwodowe;j
regulacji oddychania. Punktem wyjscia badan tej pracy byla hipoteza, ze w odruchach

oddechowych wywolanych aktywacja opisanych powyzej receptorow przy uzyciu ich ligandow,
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wejscia czuciowe nerwu blednego nie pelnia zasadniczej roli w wzorca odpowiedzi

osrodkowych neuronéw oddechowych.

Wyniki doSwiadczen przedstawione w niniejszej rozprawie zostaly czeSciowo

opublikowane:

Kaczynska K., Szereda-Przestaszewska M. Respiratory effects of capsaicin occur beyond the lung
vagi in anaesthetizad rats. Acta Neurobiol. Exp. 60: 159-160. 2000.

Kaczynska K. Szereda-Przestaszewska M. Superior 1 e section abolishes capsaicin

evoked chemoreflex in anaesthetized rats. Acta Neurobiol. Exp. 62: 19-24. 2002.

Kaczynska K., Szereda-Przestaszewska M. Apnoeic response to stimulation of peripheral GABA

receptors in rats. Respir. Physiol. Neurobiol. 131: 189-197. 2002.

Kaczynska K., Szereda-Przestaszewska M. Cardiorespiratory effects of intravenous N-methyl-D-
aspartate challenge in anaesthetized rats. Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 31 (1-2): 101-106.2004.
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CEL PRACY:

Celem pracy jest zbadanie wptywu pobudzenia obwodowych receptoréw wybranych substanc;i

endogennych (GABA) i egzogennych substancji neuroaktywnych (NMDA, klonidyna,

kapsaicyna) na wzorzec oddechowy i1 wentylacjg.

Problem ten wy

2.

4,

Okreslenia zmian wzorca oddechowego wywotanego obwodowym podaniem gandéw
badanych receptorow.

Wyjasnienia roli komponenty odruchowej wywodzacej si¢ z ptuc, krtani i
chemoreceptoréw ciatek szyjnych w obserwowanych odpowiedziach oddechowo-
krazeniowych.

Okreslenia znaczenia drogi podania substancji w generacji pelnego wzorca odpowiedzi
oddechowych.

Ustalenia skutecznosci antagonistdw badanych substancji w blokowaniu obserwowanych

efektow oddechowych.
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MATERIALY I METODY

1. MATERIAL DOSWIADCZALNY, ZNIECZULENIE, PREPARATYKA WSTEPNA

Dos$wiadczenia zostaly przeprowadzone na 59 szczurach szczepu Wistar, samcach o
masie ciata od 250 do 350 g. Zwierzeta usypiano wstrzykiwanym dootrzewnowo uretanem
(Sigma w dawce 600 mg/kg) z dodatkiem chloralozy (Fluka AG, 120 mg/kg). Poziom
znieczulenia byl kontrolowany w ciagu catego doswiadczenia, poprzez oceng wartosci ciSnienia
tetniczego krwi oraz reakcji na bodzce bolowe. Dodatkowe dawki narkozy podawano dozylnie,
jezeli wymagat tego stan zwierzgcia.

Oddychajace spontanicznie szczury utozone byly w pozycji poziomej na grzbiecie, na
podgrzewanym stole operacyjnym. Temperature ciata zwierzat, mierzona w odbycie przy uzyciu
termometru rteciowego, utrzymywano na $rednim poziomie 38 °C, za pomoca poduszki grzejne;.

W stanie uspienia ogdlnego, przecinano skore, powi¢z i migénie powierzchowne szyi w
linii $rodkowe;j, rozszerzano migsnie glebokie za pomoca pincet na tgpo, wyosobniano tchawice
wraz z krtaniag. Tchawice przecinano migdzy pier§cieniami ponizej chrzastki tarczowatej krtani 1
w dolnej czesci zakladano rurke tracheostomijna. Gorny otwor rurki podlaczano do glowicy
czujnikowej pneumotachografu (Electrospirometr CS6, Mercury) w celu pomiaru objetosci
oddechowej. Do rurki igle kapnografu (Engstrém Eliza plus, Gambro) stuzacego do
kontroli 1 rejestracji poziomu wydechowego dwutlenku wegla.

Do prawej zyly udowej, prawej tetnicy udowej i prawej tetnicy szyjnej wspolnej
wprowadzono kaniule polietylenowe (& wew. 0.75 lub 1.02 mm) wypetnione sola fizjologiczna
(0.9% roztwér chlorku sodowego), wzbogacona 0.1% roztworem heparyny (Heparinum, Polfa).

Poprzez cewnik umieszczony w zyle udowej wstrzykiwano dodatkowe dawki narkozy i badane
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substancje. Te ostatnie, w czeSci doswiadczen, podawano poprzez zyle szyjna zewnetrzng do
prawego przedsionka. Kaniula wprowadzona poprzez prawga tetnice udowg do aorty brzusznej,
byla podiaczona do przetwornika cisnienia (C.K.01 Mera -Tronik) oraz elektromanometru (MCK
4 115) i stuzyta do pomiaru ci$nienia tetniczego krwi. Do kaniuli umieszczonej w prawej tetnicy
szyjnej wspOlnej podawano badane substancje. Probki krwi do badan gazometrycznych
pobierano z cewnika znajdujacego si¢ w prawe;j tetnicy udowej. Pomiaréw dokonywano przy
uzyciu analizatora réwnowagi kwasowo - zasadowej (Corning 238 1 AVL). Odchylenia od norm
fizjologicznych mierzonego ci$nienia parcjalnego C poziomu jonéw wodorowych pH,
korygowano podajac do oddychania mieszanke powietrzng wzbogacong tlenem lub przez
dozylne podanie roztworu dwuweglanu sodowego (Natrium bicarbonicum 8.4 %, Polfa,
Starogard).

Czes¢ szyjna nerwow btednych, nerwy krtaniowe gome lub/oraz nerwy zatokowe 1 zwoje
guzkowe (w zaleznosci od przeprowadzanej serii eksperymentéw) byly wypreparowane 1
oddzielone od otaczajacych tkanek w celu pozniejszych neurotomii wykonywanych w trakcie
doswiadczen.

Badania zostaly wykonane na podstawie zgody Pierwszej Lokalnej Komisji Etycznej do

Spraw Doswiadczen na Zwierzetach (Zezwolenie  5).

2. PREPARATYKA NERWOW

2.1. Preparowanie nerwéw blednych w odcinku $rédszyjnym oraz ponad zwojami
guzkowymi

Nerw bledny odnajdowano preparujac na tepo w odcinku szyjnym miedzy tchawica a
miesniami szyi. Polozony wzdluz tchawicy, obok tetnic szyjnych wspdlnych, odstaniany byt w
kierunku doglowowym. Wagotomii $rodszyjnej dokonywano przecinajac go obustronnie

znacznie ponizej krtani.
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W czg$c1 doswiadczen 1zolowano guzkowy zwracajac baczna uwage na zachowanie
nietknigtego unaczynienia i krotki odcinek nerwu biednego ponad nim. Tak przygotowany nerw

przecinano obustronnie wykonujac w ten sposob wagotomie nadguzkowa (Meeley 1 wsp., 1989)

2.2. Preparatyka nerwow krtaniowych gornych

Po wypreparowaniu nerwéw blednych, i1zolowano z tkanek otaczajacych krtan nerw
krtaniowy goémy, biegnacy od zwoju guzkowego nerwu blednego 1 poprzez chrzastke tarczowata
wchodzacy do krtani (Sekizawa i Tsubone, 1991). Pod oba nerwy krtaniowe gérne podktadano
nitk1 przygotowujac je do przecigcia, na wysokosci ok. 0.5 cm ponad miejscem podzialu na

galazke wewnetrzng 1 zewnetrzna.

2.3. Preparatyka nerwow zatokowych

Rozgalezienia tetnicy szyjne) wspllnej na tetmice szyjna wewnetrzna 1 zewnetrzna
wyeksponowywano obustronnie, po wyizolowaniu tchawicy nerwéw blednych. W miejscu
rozwidlenia naczyn polozona jest owalna struktura o dtugosci 0,6-0,7 mm  szerokosct 0,4-0,5
mm zwana kigbkiem szyjnym. Odchodzacy od cialek szyjnych nerw zatokowy
wypreparowywano przy uzyciu mikroskopu operacyjnego w kierunku jego potaczenia z nerwem
Jezykowo-gardlowym (IX), ktory z kolei wchodzi do czaszki poprzez otwdr poszarpany.
Odnerwienie chemoreceptorow ciatek szyjnych polegalo na obustronnym przecieciu nerwéw
zatokowych w miejscu 1ch potaczenia z nerwem IX, ktéry byt dodatkowo przecinany w kierunku

dogtowowym (Cardenas 1 Zapata , 1983).



3. PREPARATYKA 1 POMIAR AKTYWNOSCIMIESNIA PRZEPONY

Wycinano niewielki fragment skory pomizej klatki piersiowej w okolicy wyrostka

mieczykowatego mostka.

Przez odstoniete miesnie brzucha wprowadzano do przepony dwubiegunows elektrode.

Ostro zakonczona, wykonana z 1izolowanego drutu elektroda wkiuwana byta do cze$ci mostkowej
przepony pod katem ostrym, tuz pod wyrostkiem mieczykowatym w kierunku dosrodkowym.
Sygnatl z elektrody wzmacniany byl przez wzmacniacz NL 104 (Neurolog, Digitimer Ltd) i
mierzony przez integrator AS 101 (Asbit) o statej czasu 100 ms. Zapis rejestrowany za pomoca
aparatu Omnilight Recorder 8M36 Honeywell (Japonia) monitorowany by} roéwniez akustycznie

w sposob ciagly w czasie doSwiadczenia.

4. SUBSTANCJE FARMAKOLOGICZNE STOSOWANE W DOSWIADCZENIACH

Kapsaicyna (8 methyl - N - vanillyl - 6 - noneamide, Sigma) w dawce 5 pg / kg (0.16 mol / kg)
w 0.1% roztworze sol1 fizjologiczne) z etanolem 1 10% Tween 80

Czerwien rutenu (Ruthenium red, Sigma) w dawce 1 mg / kg (0.44 kg) w 0.1%
roztworze wodnym

GABA (kwas y-ammomastowy, Sigma) w dawce 4 mg/kg (39 / kg) w 0.1% roztworze
wodnym

Bikukulina (bicucullme methiodide, Sigma) w dawce 1 mg/kg (2 mol / kg) w 0.1% roztworze
wodnym

Pikrotoksyna (picrotox  Sigma) w dawce 0,5 mg/kg (0,8 mol / kg) w 0.9% roztworze soli
fizjologicznej

CGP 35348 ((3-aminopropyl)(diethoxymethyl)-phosphmic acid, Sigma) w dawce 30 mg/kg (133
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mol / kg ) w 0.1% roztworze wodnym

NMDA (N-methyl-D-aspartic acid, Sigma) w dawce 4 mg/kg (2 .mol / kg) w 0.9% roztworze
soli fizjologiczne;j

AP-7 ( p -2-amino-7-phosphonoheptanoic acid, Sigma) w dawce 100 g/ kg (0.44 .mol / kg) w
0.9% roztworze soli fizjologicznej

K (clonidine hydrochloride, Sigma) w dawce 15 pg / kg (0.056 mol / kg) w 0.1%
roztworze wodnym

SKF 86466 (6-chloro-3-methyl-2,3 4,5-tetrahydro-3-benzazepine, SmithKline Beecham) w
dawce 200} g/ kg (8.6 mol / kg ) w0.9% roztworze soli fizjologiczne;j

Dopamina (3-hydroxytyramine hydrochloride, crystalline; Sigma) w dawce 0.01 mg / kg (0.527
mol / kg) w 0.9% roztworze soli fizjologiczne;

Cyjanek potasu (KCN) w dawce 0.5 mg (0.76 mol) w 0.1% roztworze wodnym

Serotonina (serotonin hydrogen oxalate, Fluka AG, Busch SG) w dawce 0.025 mg/kg (0.094

 mol / kg ) w 0.1% roztworze soli fizjologicznej

5. UKLADY DOSWIADCZALNE ZASTOSOWANE W PRACY

5. 1. ANALIZA ZMIAN WZORCA ODDECHOWEGO I CISNIENIA TETNICZEGO KRWI WYWOLANYCH
DOZYLNYM PODANIEM KAPSAICYNY

5.1.1. Zbadanie wplywu petli wagalnej oraz nerwow krtaniowych gornych na ksztalt i

zachowanie sie wzorca oddechowego oraz ciSnienia krwi po dozylnej iniekcji kapsaicyny
Przeprowadzano preparatyke wstepng t). wykonywano tracheostomie w celu rejestracji

objetosc1 oddechowej 1 wydechowego CO Nastepnie kaniulowano prawg tetnice udowsg do

monitorowania ci§nienia tetniczego krwi oraz pobierania probek krwi celem wykonania oznaczen
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oraz prawg zyte udows do podawania kapsaicyny 1 innych substancji.

Przygotowywano do rejestracji przeponge. Wypreparowywano odcinek szyjny nerwow btednych,
nerwy krtaniowe e 1 przygotowywano  do przeciecia w dalszym toku doswiadczenia,
podktadajac pod nie nitki baweliniane. Przed przystapieniem do eksperymentu, pobierano probke
krwi z prawe; tetnicy udowej 1 mierzono stezenie jondéw wodorowych pH oraz ci$nienie parcjalne
zawartych we krwi gazow: O 1 CO. Do kaniuli znajdujace; sie¢ w prawej zyle udowej,
wstrzykiwano 0.2 ml 0.9% roztworu soli fizjologiczne) stanowiace) kontrole objetosci oraz 0.2
ml rozpuszczalnika (sol fizjologiczna, etanol, Tween 80). Po uptywie minut podawano
kapsaicyng w iniekcj1 dozylne; w dawce 5 / kg, rejestrujac jednoczesnie zmiany parametrow
oddechowych, ci$nienia tetniczego krwi oraz zintegrowanego elektromiogramu przepony. Czas
zapisu odpowiedz1 wywotanej kapsaicyna wynosit minute.
Po uzyskaniu warto$c1 wyjsciowej oddychania, dokonywano obustronne; wagotomii szyjnej i po

minutach przeprowadzano kontrolny pomiar gazometryczny krwi. Po raz drugi wstrzykiwano
kapsaicyne do prawe) zyly udowej w celu analizy zmian wzorca oddechowego 1 ci$nienia krwi po
wagotomil.
Nastepnie po ustabilizowaniu si¢ oddychania, przecinano obustronnie nerwy krtaniowe géme i
ponownie wykonywano pomiar gazometryczny probki krwi i rejestrowano parametry
oddechowo-krazeniowe po podaniu kapsaicyny.

Zastosowana w pracy dawka kapsaicyny zostala wybrana, w oparciu o wczesniejsze prace

nad chemoodruchem ptucnym u szczura (Palecek 1 wsp.,1989; Naida i wsp., 1996).

5.1.2. Wplyw blokady receptoréw waniloidowych na odpowiedz pokapsaicynowa
Po wykonaniu preparatyki wstepnej 1 kontrolnego pomiaru ci$nienia parcjalnego O 1 CO

oraz poziomu jondéw wodorowych pH podawano dozylnie kapsaicyne, jednoczesnie rejestrujac



przez parametry oddechowo-krazeniowe. Po uplywie 10 minut, wstrzykiwano do
kaniuli, znajdujace) sie w zyle udowe), czerwien w dawce mg/kg ( Naida 1 wsp., 1996)
dokonywano zapisu. Po uplywie minuty powtornie podawano dozylnie kapsaicyne

rejestrowano parametry wzorca oddechowego 1 ci$nienie tetnicze krwi przez minute.

5. 2. ANALIZA ZMIAN WZORCA ODDECHOWEGO I CISNIENIA TETNICZEGO KRWI WYWOLANYCH
PODANIEM GABA DO TETNICY SZYINEJ WSPOLNEJ

5.2.1. Zbadanie wplywu petli wagalnej na ksztalt i zachowanie si¢ wzorca oddechowego
oraz ciSnienie tetnicze krwi, wywolanych dotetnicza iniekcja GABA

Po przeprowadzeniu preparatyki wstepnej, podobnie w pierwszym ukladzie
eksperymentalnym, wprowadzano dodatkowo kaniule do tetnicy szyjne; wspdlney w celu
dotetnicze) mniekcji GABA.
Po kontrolnym pomiarze parametrow gazometrycznych krwi, wykonywano probe objetosciows,
efekt rozpuszczalnika podajac 0.2 ml roztworu sol: fizjologicznej 10.2 ml rozpuszczalnika (0.1 %
roztwor wody) do tetnicy szyjnej wspolne;.
Nastepnie podawano GABA w dawce 4 mg/kg do tetnicy szyjnej wspdlnej i dokonywano
rejestracji przez ~ minute. Po ustabilizowaniu sie parametréw oddechowo-krazemowych na
poziomie wyjsciowym, przecinano obustronnie nerwy bledne w odcinku szyjnym dokonywano
pomiaru ci$nienia parcjalnego CO oraz pH krwi. Powtomie wstrzykiwano dotetniczo
GABA w czasie  krotszym nmiz 30 minut od poprzedniego pod
Stosowana w pracy dawka GABA- 4 mg/kg, wywotlujaca optymalng reakcje zostala okre$lona na

podstawie wstepnych doswiadczen.



5.2.2. Skutki blokady receptorow GABA, przy uzyciu bikukuliny i pikrotoksyny
Przygotowane chirurgicznie, poddane wagotomii wstepnej szczury otrzymywaly

kontrolne podanie GABA do tetnicy szyjne) wspdlinej. Po uplywie 30 minut wstrzykiwano 1m

dozylnie bikukulme w dawce 1 mg/kg (Vemulapall: 1 Barletta, 1984). Po uptywie 1 mmnuty

powtérnie podawano dotetniczo GABA.

0] 0 godzing, po czym wstrzykiwano dotetniczo kontrolng dawke GABA. Po 30

minutach podawano dozylnie pikrotoksyne w dawce 0.5 mg/kg (Holzer i Hagmuller, 1979). Po

uptywie od  podania dokonywano po raz drugi iniekcji GABA do tetnicy szyjne)
wspolnej.
5.2.3. Skutki blokady receptorow uzyciu CGP 35348

WyjSciowo wagotomizowanym szczurom wstrzykiwano GABA do tetnicy szyjne
wspoélne; dwukromie. 30 minut przed (kontrola) i po 1niekcji CGP 35348 do zyly

udowe) w dawce 30 mg/kg. Rejestrowano zapis kazdego podania.

5.2.4. Zbadanie informacji doSrodkowej z chemoreceptoréw cialek szyjnych w
powstawaniu wzorca oddechowo-krazeniowego wywolanego dotetniczym podaniem GABA

Poddanym preparatyce wstgpnej, wyjSciowo wagotomizowanym szczurom (stanowiacym
grupe kontrolna) wyizolowywano nerw zatokowy i jezykowo-gardlowy. GABA w dawce 4
mg/kg wstrzykiwano do tetnicy szyjne) wspolnej przed i po przecieciu nerwéw zatokowych i
Jezykowo-gardlowego po obu stronach, dokonujac rejestracji parametrow oddechowo-
krazeniowych przez 1 minute. Odstep miedzy podaniami wynosil nie mniej niz 30 mmut. Po
kazdym odnerwieniu badano pH 1 parametry gazometryczne krwi. Skuteczno$¢ przeciecia

nerwow zatokowych 1 jezykowo-gardlowego badano podajac dopamine w dawce 0.01 mg/kg 1
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cyjanek potasu w dawce 0.5 mg/kg do tetnicy szyjnej wspoOlnej). Brak depresji 1 stymulacji

oddychania po podanmu obu substancji (odpowiednio) $wiadczyt o poprawnym wykonaniu

5. 3. ANALIZA ZMIAN WZORCA ODDECHOWEGO I CISNIENIA TETNICZEGO KRWI WYWOLANYCH
PODANIEM NMDA DO ZYLY UDOWEJ

53.1. obustronnej wagotomii Srédszyjnej na zachowanie si¢ i ksztalt wzorca
oddechowego oraz cisnienie krwi po dozylnej iniekcji NMIDA

Po wykonaniu preparatyk: wstepnej, mierzono kontrolnie parametry gazometryczne krwi.
Nastepnie po wykonaniwu proby rozpuszczalnika, polegajace; na wstrzyknieciu 0.2 ml 0.9 % soli
fizjologicznej do prawej zyly udowej, podawano dozylnie NMDA w dawce 4mg/kg i
rejestrowano reakcje przez minut¢. Po uplywie okolo 30 minut, pozwalajacych na
ustabilizowanie si¢ parametrow oddechowo-krazeniowych zwierzecia, przecinano obustronnie
nerwy bledne ponizej krtani. Po pomiarze ci$menia parcjalnego O 1 CO oraz pH krwi, po
uptywie conajmniej godziny od poprzedniego podania, wstrzykiwano NMDA do zyly udowe;.
Zastosowana w pracy dawka NMDA zostata wyselekcjonowana na podstawie przeprowadzonych

wstepnie badan dawka-odpowiedz.

5.3.2. Wplyw blokady receptoréw NMDA przy uzyciu AP-7
Wstepnie wagotomizowane, przygotowane chirurgicznie szczury otrzymywaty kontrolna,

dozylna mniekcje NMDA w dawce 4 mg/kg. Po uptywie 1 godziny do zyly udowey
bloker receptorow NMDA, AP-7 w dawce 00 g/kg (Sitniewska 1 wsp., 2003). Odczekiwano 2

minuty 1 powtomie wstrzykiwano dozylnie NMDA.



5.3.3. Zbadanie udzialu zwojow guzkowych nerwow blednych w powstawaniu odpowiedzi
oddechowo-krazeniowej wywolanej do podaniem NMDA
Przygotowane  w opisie gldwnym, poddane wstepnej wagotomii srodszyjnej zwierzeta,
stanowiace grupe kontroina, otrzymywaty podanie NMDA (4 mg/kg) do zyly udowej. Nastepnie
przeprowadzano obustronng wagotomie nadguzkowa, ktorej prawidtowe wykonanie sprawdzano
iniekcja serotoniny w dawce 0.025 mg/kg do zyly udowej (brak bezdechu, lub zwolnienia
oddychania po przecigciu nerwow btednych powyzej zwojow guzkowych). Po odczekaniu okoto
godziny wykonywano kolejne podanie NMDA do zyly udowe), dokonujac rejestracji danych

oddechowo-krazeniowych przez 1 minute.

5.3.4. Skutki odnerwienia chemoreceptoréw cialek szyjnych na pojawienie s wzorca
oddechowego i zmian ci$nienia tetniczego krwi, charakterystycznych d dozylnego podania
NMDA

Przeprowadzono preparatyke wstepna. Wyjsciowo wagotomizowanym Szczurom,
stanowiacym grupe kontrolna, podawano dozylnie NMDA w dawce 4 mg/kg. Po przecieciu
nerwow zatokowych nerwu IX powtarzano wstrzyknigcie NMDA do zyly udowej, zapisujac
Jednoczes$nie parametry oddechowo-krazeniowe przez jedng minute. Skutecznosé odnerwienia

kiebkéw szyjnych badano tak ak w punkcie 5.2.4.

5. 4. ANALIZA ZMIAN WZORCA ODDECHOWEGO 1 CISNIENIA TETNICZEGO KRWI WYWOLANYCH
PODANIEM NMDA DO TETNICY SZYIJNEJ WSPOLNEJ

5.4.1. Wplyw obustronnej wagotomii srédszyjnej na zachowanie si¢ i ksztalt wzorca
oddechowego oraz ci$nienie krwi po dotetniczej iniekcji NMDA

Po przeprowadzeniu preparatyki wstepnej, pomiarze parametrow gazometrycznych krwi,



wykonano probe rozpuszczalnika (0.2 ml 0.9 % s fizjologicznej). Nastepme wstrzykiwano
szczurom NMDA w dawce 4 mg/kg do tetnicy szyjnej; wspdlne). Po stabihizacji parametrow
oddechowo-krazeniowych zwierzat przecinano im obustronnie nerwy btedne na s

Odczekiwano 1 ponownie pobierano probke krwi do pomiaru ciénienia parcjalnego O- 1
CO oraz pH. Po czasie nie krotszym niz  godzina od poprzedniej iniekcji podawano dot

NMDA, rejestrujac jednoczesnie parametry oddechowe ci$nienie krwi.

5.4.2. Skuteczno$¢ AP-7 w blokowaniu odpowiedzi oddechowo-krazeniowych wywolanych
dotetnicza iniekcja NMDA

Przygotowane chirurgicznie, poddane wagotomii wstepne) szczury otrzymywaty
kontrolne podanie NMDA do tetnicy szyjnej wspélnej. Po uptywie 1 godziny wstrzykiwano im
dozylnie AP-7 w dawce 100 pg/kg. Po uplywie 2 minut po raz drugi podawano dotetniczo

NMDA rejestrujac parametry oddechowe i ci$nienie krwi.

S.4.3. Znaczenie obecno$ci zwojéw guzkowych nerwow blednych w generacji wzorca
oddechowo-krazeniowego wywolanego dotetniczym podaniem NMDA

Poddane preparatyce wstepnej, wagotomizowane w odcinku szyjnym szczury, stanowiace
grupg kontrolna otrzymywaty podanie NMDA w dawce 4 mg/kg do tetnicy szyjne;
Po przecigciu nerwéw blednych powyze; zwojéw guzkowych wstrzykiwano po raz wtéry

dotetniczo NMDA, dokonujac zapisu w czasie
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5.4.4. Skutki chemoreceptoréw cialek szyjnych na pojawienie si¢ wzorca
oddechowego i zmian ciSnienia tetniczego krwi, charakterystycznych zego
podania NMDA

Przeprowadzono preparatyke wstepng oraz obustronng wagotomig $rédszyjng. NMDA
wstrzykiwano do tetnicy szyjnej wspélnej dwukrotnie: przed i po odnerwieniu chemoreceptorow
ciatek szyjnych w odstepie czasu wynoszacym powyzej 1 godziny. Poprawnos$¢ przecigcia

nerwow zatokowych i nerwu IX sprawdzano;jak w punkcie 5.2.4.

5. 5. ANALIZA ZMIAN WZORCA ODDECHOWEGO I CISNIENIA TETNICZEGO KRWI WYWOLANYCH

DOZYLNYM PODANIEM KLONIDYNY

5.5.1. Wplyw przecigcia petli wagalnej na ksztalt wzorca oddechowego i cisnienie krwi
wywolanych dozylnym podaniem klonidyny

Po przeprowadzeniu preparatyki wstepnej pobierano probke krwi z prawej tetnicy udowej
i mierzono pH oraz ci$nienie parcjalne zawartych we krwi gazow: 1 - Wykonano préobe
rozpuszczalnika wstrzykujac dozylnie 0.2 ml 0.1 % roztworu wodnego. Nastgpnie podawano
klonidyne w dawce 15 g/kg (O'Halloran i wsp., 2001) do prawej zyly udowej, rejestrujac
jednoczesnie parametry oddechowe i cié$nienie krwi przez 2 minuty. Po uzyskaniu warunkow
kontrolnych badanych parametréw krwi, przecinano nerwy btedne w odcinku szyjnym 1 po
minutach dokonywano pomiaru parametréw gazometrycznych krwi. Po czasie nie krétszym niz
godzina od poprzedniej iniekcji, powtornie podawano dozylnie klonidyne dokonujac rejestracji

danych.
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5.5.2. Wplyw blokady receptorow o 2-adrenergicznych przy uzyciu SKF 86466 na
odpowiedz wywolang podaniem klonidyny
Przeprowadzono preparatyke wstepna oraz obustronng wagotomig Po

kontrolnym wstrzyknieciu klonidyny w dawce g/kg do zyly udowej odczekiwano godzine.

Nastepnie podawano SKF 86466 dozylnie w dawce 200 (O'Halloran 1 wsp., 2000). Po
uplywie minuty dokonywano powtornej iniekcji dozylnej klonidyny przeprowadzajac

rejestracje danych przez 2 minuty.

5.5.3. Zbadanie roli informacji dosrodkowej z chemoreceptoréw cialek szyjnych w
powstawaniu wzorca oddechowo-krazeniowego wywolanego dozylnym podaniem klonidyny

Poddane preparatyce wstepnej, wyjsciowo wagotomizowane zwierzgta otrzymywaty
kontrolng iniekcje klonidyny do prawej zyty udowej. Po przecigciu nerwow zatokowych 1 nerwu
X podawano dozylnie dopaming i cyjanek potasu jako substancje sprawdzajace poprawnos¢
wykonania odnerwienia (p.5.2.4.). Po uptywie godziny po raz drugi wstrzykiwano dozylnie

klonidyne dokonujac rejestracji danych przez 2 minuty.

6. OBLICZENIA STOSOWANE W PRACY

6. 1. Obliczanie glownych parametréw oddechowych

Z zapisu rejestracyjnego dokonywano odczytu i pomiaru objgtosci oddechowe;
mierzonej w ml oraz zintegrowanej aktywnos$ci migénia przeponowego. Ze zintegrowanej
aktywnosci przepony wyznaczano takie parametry jak: szczytowa wysoko$¢ amplitudy
wyladowan mieénia przeponowego, czas wdechu (T , czas wydechu (), catkowity czas trwania

pojedynczego cyklu oddechowego (T czesto$é oddychania (f=60/T
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Jednostka pomiaru czasu trwania wdechu, wydechu 1 calkowitego cyklu oddechowego
byly sekundy. Czestos¢ oddychania mierzono w min’!, natomiast wartos¢ maksymalne;
amplitudy zintegrowanego elektromiogramu przepony w jednostkach umownych (Haxhiu 1 wsp.
1984).

Wentylacje minutowg (V ), czyli objetos¢ powietrza pobierang 1 oddawang w ciggu minuty,

obliczano wedlug wzoru:

Odpowiedz mierzonych parametrow na kapsaicyne, GABA, NMDA 1 klonidyne
szacowano porownujac $rednig z pieciu oddechéw we wznowionym po bezdechu oddychaniu, po
30, 60 sekundach 1/lub po 2 minutach po podaniu substancji, ze $rednig pieciu kontrolnych
oddechdéw 1 wyrazano je w warto$ciach absolutnych.

Bezdech bedacy zatrzymaniem oddychamia w fazie wydechu, wywolany podaniem
kapsaicyny, GABA 1 NMDA okreslany byl jako wydluzona przerwa wydechowa, trwajaca do

pierwszego oddechu dajaca wyrazne wychylenie na zapisie objetosci oddechowe;.

6. 2. Obliczanie wspoélczynnika zahamowania oddychania

W  odpowiednich seniach dos$wiadczen, w ktorych analizowano wlasciwosci bezdechu
wydechowego lub przedluzenie wydechu, wywolanych podaniem substancj, obliczano
wspotczynnik zahamowania oddychania. Jest on wartoscia stosunku czasu trwania bezdechu,
(Jezeli wystapil) lub czasu trwania pierwszego przedtuzonego wydechu pojawiajacego si¢ po
podaniu substancji trwania S-ciu wydechow kontrolnych przed

mniekeja (Tg

Wsp. zahamowania =T

w
[N}



6. 3. Obliczanie Sredniego ciSnienia tetniczego
Analizowano, monitorowane podczas wszystkich do$wiadczen, ci$nienie tetnicze krwi,
biorac pod uwage $rednie ci$nienie tetnicze, ktorego wartosci wyliczano wedlug wzoru:

Sr. ci$n. tetnicze = ci$n. rozkurczowe + 1/3 (ci$n. skurczowe - cisn. rozkurczowe)

6. 4. Obliczenia statystyczne

Zmiany parametrow oddechowych analizowano przy uzyciu dwuczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiaréw. Roznice miedzy konkretnymi punktami
czasowymi i sytuacjami do$wiadczalnymi szacowano za pomoca analizy kontrastow, testu
Duncana. Wspdlczynnik zahamowania wydechu analizowano uzywajac jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA), testu t-Studenta dla prob powiazanych lub testu Wilcoxona.
Normalno$é¢ rozktadow weryfikowano stosujac test Kolmogorowa i1 Smirnowa. Wyniki
uznawano za znamienne, gdy poziom istotnosci p byt mniejszy niz 0.05.

Wartosci obliczanych parametrow podane sa jako srednie  blad $rednie;.
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WYNIKI

1. KAPSAICYNA

. ODPOWIED ODDECHOWA ORA WPLYW WAGOTOMII SRODSZYJNEJ NA KSZTALT I

ZACHOWANIE SIE WZORCA ODDECHOWEGO WYWOLANEGO DOZYLNYM PODANIEM
KAPSAICYNY

Dawka kapsaicyny zastosowana w pracy: 5 g/kg zostala wyselekcjonowana na
podstawie danych z piSmiennictwa, gdzie mniejsza (Lee i Lundberg, 1994) lub taka sama
doze stosowano do wywotywania chemoodruchu ptucnego u szczura (Palecek i wsp., 1989:
Naida 1 wsp., 1996). Mate dawki kapsaicyny: kilka , stymuluja wylacznie najmniejsze
chemowrazliwe wiokna C u myszy, szczura i $winki morskiej (Holzer i wsp., 1998).

Dozylne podanie kapsaicyny u 5 nieuszkodzonych (zachowane nerwy btedne)
szczurow w dawce 5 g/kg wywotalo jednolity wzorzec odpowiedzi oddechowej,
charakteryzujacy si¢ bezdechem wydechowym, wzrastajaca objetoscia oddechowa,
krotkotrwatym przyspieszeniem oddychania oraz spadkiem ci$nienia krwi. Po przecieciu
nerwow btednych wzorzec odpowiedzi oddechowej wywotanej kapsaicyng nie zmieniat sie w
sposob istotny. Rycina obrazuje typowa odpowiedz oddechowa  kapsaicyne u zwierzat

nieuszkodzonych 1 nastgpnie poddanych obustronnej wagotomii szyjne;.



yc. 1. Wplyw kapsaicyny na oddychanie i cisnienie krwi u szczuréw przed (A) oraz po
obustronnej wagotomii szyjnej (B). V. objetos¢ oddechowa, %CO,-
wydechowy dwutlenek wegla, BP — cisnienie tgtnicze, | Dia- zintegrowany
elektromiogram przepony.
Bezdech wystapil zar6wno u nieuszkodzonych jak i u poddanych wagotomii

zczuréw. Wyeliminowanie nerwéw biednych nie modyfikowato rowniez $redniej dhugosci

ezdechu, indukowanego dozylna iniekcja kapsaicyny (Ryc.2)

A B

Ryc. 2. Srednia dtugosé bezdechu wywotanego dozylng iniekcja kapsaicyny u zwierzat
nieuszkodzonych (A) oraz po obustronnym przecigciu nerwdéw btednych w odcinku
szyjnym (B), p>0.64 (test t-Studenta); n=15.

We wznowionym po bezdechu oddychaniu nie stwierdzono istotnych roznic w
wielkosci objetosci oddechowej w obu grupach zwierzat (p=0.08, dwuczynnikowa ANOVA,
n=15). W 30 s po podaniu kapsaicyny zaobserwowano znamienny wzrost objgtosci

oddechowej, utrzymujacy si¢ do 60 sekundy, zarowno u zwierzat nieuszkodzonych jak i

wagotomizowanych (p<0.00001, dwuczynnikowa ANOVA, n=15),(Ryc.3).
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Ryc. 3. Srednie wartosci objetosci oddechowej wywolane dozylna iniekcja kapsaicyny u
nieuszkodzonych (A) i nastepnie poddanych przecieciu nerwow biednych
szczurow (B). ***p<0.001 (analiza kontrastow); n=15.

Czestos¢ oddychania zwigkszata si¢ znamiennie we wczesnej fazie przywrdconej po
bezdechu wentylacji (p<0.00002, dwuczynnikowa ANOVA, n=15). U zwierzat z
zachowanymi nerwami blgdnymi zaobserwowano nieznaczne jej zmniejszenie w stosunku do
kontroli w czasie 60 s po podaniu. Znamienne roznice miedzy warto$ciami wyjsciowymi
przed 1 po przecigciu nerwow blednych wynikaly z nizszej czestosci oddychania u zwierzat
wagotomizowanych (p<0.05, analiza kontrastow, n=15). Potwierdza to jedynie powszechnie
przyjety poglad, ze przecigcie nerwow biednych zwalnia rytm oddechowy (Sant’ Ambrogio i
Remmers, 1985), (Tabela 1).

Zwigkszenie wentylacji minutowej obecne bylo od momentu przywréconego oddychania do

60 s przed 1 po wagotomii (Tabela 1).



Tabela 1. Zmiany czestosci oddychania (f) 1 wentylacji minutowej (Vg) po dozylnym
~_podaniu kapsaicyny u nieuszkodzonych i wagotomizowanych szczurow.

**%p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 w poréwnaniu z wartoscig kontrolna, "p<0.05 w poréwnaniu

z odpowiednig wartoscia u zwierzat z zachowanymi nerwami biednymi (analiza kontrastow);
n=15.

W 9 doswiadczeniach przeprowadzonych zgodnie z opisem znajdujacym sie w
metodyce, dokonano pomiaru 1 zapisu zintegrowanej aktywno$ci przepony (emg).
Wywotlanemu podaniem kapsaicyny bezdechowi towarzyszyla cisza elektryczna w zapisie
elektromiogramu przepony.

W czasie wznowionego oddychania nastgpowat wzrost szczytowej amplitudy emg przepony,
osiggajacy znamienne maksimum w 30 s i utrzymujacy sie do 60 s od iniekcji kapsaicyny.

Efekty te dotyczyty obu stanéw unerwienia (p<0.03, dwuczynnikowa ANOVA, n=9) (Ryc 4).



Ryc. 4. Zmiany amplitudy zintegrowanej aktywnosci przepony u nieuszkodzonych (A), a
nastepnie wagotomizowanych (B) szczurow po wstrzyknigciu kapsaicyny.
*p<0.05 (analiza kontrastow); n=9.

Spadek sredniego ci$nienia tetniczego krwi byt statystycznie istotny w czasie trwania
bezdechu w obu grupach zwierzat (p<0.001, dwuczynnikowa ANOVA, n=15). Hipotensja
utrzymywata si¢ do 30 zwierzat nieuszkodzonych, po czym w 60 sekundzie cis$nienie

wracato do poziomu kontrolnego. U zwierzat wagotomizowanych nieznamienny statystycznie

spadek zachowany byt do 60 s (Tabela 2).

Tabela 2. Zmiany $redniego ci$nienia tetniczego krwi (MAP) po dozylnej iniekcji
kapsaicyny u nieuszkodzonvch 1 wagotomizowanych szczurow.

MAP (mmHg)
Kapsaicyna
0 bezdech 30s 60 s
Zwierzeta
nieuszkodzone 100+6.9 87+7.1%** 90+6.8** 08+7.8
Zwierzeta 111+6.9 102+6.7** 101£7.2 103+£7.4
wagotomizowane

**p<0.001, **p<0.01, w poréwnaniu z warto$cia kontrolna, (analiza kontrastow); n=15.
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1.2. WPLYW BLOKADY RECEPTOROW WANILOIDOWYCH NA ODPOWIEDZ POKAPSAICYNOWA

Do blokowania receptorow waniloidowych uzyto niekompetycyjnego antagonisty-
czerwieni rutenu (ruthenium red, RR). Czerwien rutenu jest nieorganicznym barwnikiem
hamujacym pobudzenie oraz desensytyzacje widkien czuciowych wywolywane kapsaicyna.
Mechanizm dzialania blokera polega na zapobieganiu otwarcia kanatow kationowych
receptora waniloidowego (Maggi i wsp., 1993).

Kontrolne wstrzyknigecie kapsaicyny wstepnie poddanym wagotomii szczurom
wywolalo opisane powyzej: bezdech i nastepujacy we wznowionym oddychaniu znamienny
wzrost objetosci oddechowe;j 1 czestosci oddychania. Podanie samej czerwieni rutenu do zyty
udowej w dawce 1mg/kg nie wplywalo istotnie na przebieg oddychania. Po uptywie 1 minuty
od iniekcji RR ponownie wstrzykiwano kapsaicyne. Blokada receptoréw waniloidowych
skutecznie zapobiegala odpowiedzi na kapsaicyng. Nie stwierdzono bezdechu, a
wspotczynnik zahamowania oddychania zostat siedmiokrotnie zredukowany w poréwnaniu z

warto$cig przed uzyciem antagonisty (p<0.001), (Ryc.5).

Ryc.5. Wspolczynnik zahamowania oddychania po podaniu kapsaicyny przed (A) i po (B)
iniekcji czerwieni rutenu. ***p<0.001 (test t-Studenta dla zmiennych zaleznych), n=9.
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Blokada receptoréw waniloidowych czerwienig rutenu wyeliminowata rowniez pobudzajace
dzialanie kapsaicyny na gidwne parametry oddechowe: objetos¢ 1 czesto$¢ oddychania

(Tabela 3).

Tabela 3. Objetos¢ oddechowa (V ) i czestos¢ oddychania (f) po dozylnym podaniu
kapsaicyny przed i bo zablokowaniu receptoréw waniloidowych czerwienig

rutenu (RR).
f (min
Kapsaicvna Kapsaicvna
0 Wczesna 30s 60 s 0 Wczesna 30s 60 s
S faza ] ~ faza
Kontrola 2.48+0.4 2.75+0.5 3.120.4%** 2.05+0.4%* 53x5.1 S57£5.2%%  57£4 5%** 54451
RR 2.74£0.6 2.71£0.5  2.77x0.6° 272406  54+4.8 56x4.2 55¢4.6"  55x4.6

*¥*xp<0.001, **p<0.01, *p<0.05 w pordwnaniu z wartoscia kontrolna, p<0.05 w poréwnﬁniu
z odpowiednig wartoscig w kontroli (test Duncana); n=7.

Typowe dzialanie kapsaicyny na cisnienie krwi, opisane w podrozdziale 1.1. polegato
na obnizeniu sredniego ci$nienia t¢tniczego. Tak bylo rowniez w tej czesci eksperymentalne;,
kiedy kontrolnie podano kapsaicyne 7 wagotomizowanym zwierzetom Spadek ci$nienia z
wartosci wyjsciowej 113 do 104 mmHg zarejestrowano w trakcie trwania bezdechu
(p<0.05, test Duncana). Wstrzyknigta powtornie kapsaicyna po uprzedniej iniekcji czerwieni
ruenu nie spowodowata obnizenia cisnienia, a wrecz znamiennie je podwyzszyla z wartosci

kentrolnej 112 =12 do 121 = 15 mm Hg, bezposrednio po podaniu (p<0.05, test Duncana).
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1.3. UDZIAL NERWOW KRTANIOWYCH GORNYCH W ODPOWIEDZI ODDECHOWO-KRAZENIOWE]
NA DOZYLNA INIEKCIJE KAPSAICYNY

W zwiazku z brakiem znamiennych roznic w dlugosci czasu bezdechu i w
odpowiedziach oddechowych pomiedzy zwierzetami nieuszkodzonymi, a poddanymi
obustronnej wagotomii §rodszyjnej, w dalszych eksperymentach rejestrowano, analizowano i
poréwnywano wyniki uzyskane u zwierzat wagotomizowanych i poddanych nastepnie sekcji
nerwow krtaniowych gémych. Dozylne podanie kapsaicyny u 9 wagotomizowanych
szczurow w dawce 5 ug/kg wywotalo opisany w p. 1.1. jednolity wzér odpowiedzi
oddechowej, charakteryzujacy si¢  bezdechem wydechowym, wzrastajaca objetoscia
oddechowg oraz spadkiem ci$nienia krwi. Rycina 6 obrazuje typows odpowiedz oddechowa

na kapsaicyng¢ u wagotomizowanego szczura.

Kapsaicyna

Rvc. 6. Wplyw kapsaicyny na oddychanie i ci$nienie krwi u szczura poddanego obustronne;j
wagotomii szyjnej. V- objeto$¢ oddechowa, %CO,- wydechowy dwutlenek wegla,
BP — cisnienie tetnicze, | Dia- zintegrowany elektromiogram przepony.
Bezdech wydechowy wystapil u wszystkich wagotomizowanych zwierzat. We

wznowionym po bezdechu oddychaniu, w 30 s po podaniu kapsaicyny wzrastata znamiennie

otjetos¢ oddechowa, a efekt utrzymywat sie do 60 sekundy (p<0.05). Po przecieciu nerwow
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krtaniowych gornych kapsaicyna nie wywolywata istotnych zmian w oddychaniu (Ryc.7) po

kontynuacji zapisu u powyzej prezentowanego zwierzecia (Ryc. 6).

Kapsaicyna

V— (ml)

% CO,

160
BP
(mm Hg)

IDia

Ryc.7. Wptyw kapsaicyny na oddychanie i ci$nienie krwi u szczura poddanego przecigciu
nerwow krtaniowych gornych. V- objeto$¢ oddechowa, %CO;- wydechowy
dwutlenek wegla, BP — cis$nienie tgtnicze, | Dia- zintegrowany elektromiogram
przepony.

Iniekcja kapsaicyny po wylaczeniu przewodnictwa w SLN nie wptywata znamiennie
na objetos¢ oddechowsa (Ryc. 8).

Okontrola

wczesna
faza
H30s

BE60s

Ryc. 8. Srednie wartosci objetosci oddechowej wywotane dozylna iniekcja kapsaicyny u
wagotomizowanych (A) i nastepnie poddanych sekcji nerwow krtaniowych gornych,
szczurdw (B). *p<0.05 (analiza kontrastow); n=9.

U wszystkich szczurébw wstepnie wagotomizowanych, a nastgpnie poddanych
przecieciu nerwdéw krtaniowych gornych nie zaobserwowano bezdechu po podaniu

kapsaicyny. Srednie wydtuzenie wydechu wyrazone wspotczynnikiem zahamowania

oddychania (T kapsaicyna / TE kontrola) Wynoszace 5.02 % 0.49 u szczurow poddanych wagotomii
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zostato zredukowane do 1.05 = 0.03 po dokonaniu przeciecia nerwow krtaniowych gornych

(Ryc. 9).

s B+

Rvc.9. Wspotczynnik zahamowania wydechu (Tg Kapsaicyna / TE kontrola) U ZWierzat
wagotomizowanych (A) 1 po przecieciu nerwow krtaniowych gornych (B).
p<0.001 (test t-Studenta); n=9

Znamienny spadek $redniego cis$nienia tetniczego wystepowal podczas bezdechu u
zwierzat wagotomizowanych 1 utrzymywat sie do 30 s po podaniu kapsaicyny. Po przecieciu
SLNs, takze obserwowano hipotensje pojawiajaca sie bezposrednio po iniekcji kapsaicyny, w

fazie odpowiadajace] bezdechowi przed deaferentacja krtani (Tabela 4).

Tabela 4. Zmiany $redniego tetniczego cisnienia krwi (MAP) wywotane dozylnym podaniem

kapsaicyny.
MAP (mmHg)
Kapsaicyna
0 bezdech 30s 60 s
Zwierzeta
wagotomizowane 94.1=6.2 80.5£5.0%* 76.7+6.2%* 88.5+6.8
Zwierzeta 78.9+6.7°F 68.3+6.05%¥ ** 77 4+6.38 76.9+5.7"

po przecigciu SLN

*%1p<0.01 w stosunku do wartosci kontrolnej, p<0.05, " *p<0.01, " *"p<0.001 w porownaniu z

odpowiednig wartoscig u zwierzat po wagotomii, (analiza kontrastow); n=9
Uwaga: po przecieciu SLNs . bezdech™ okresla faze po podaniu kapsaicyny, a me zjawisko bezdechu



2. KWAS yv-AMINOMASLOWY (GABA)

2.1. ZMIANY WZORCA ODDECHOWEGO I CISNIENIA KRWI PO DOTETNICZYM PODANIU GABA.

ROLA NERWOW BLEDNYCH

Efekty oddechowe dotetnicze] iniekcji GABA zbadano w grupie 12 nieuszkodzonych,
a nastgpnie poddanych obustronnej obustronnej wagotomii szczurow. Zastosowano dawke
4 mg/kg, wybrang na podstawie badan wstepnych oraz danych z piSmiennictwa (Holzer i
Hagmuller, 1979). Kontrolne podanie rozpuszczalnika w objetosci od 0.2-0.3 ml nie
powodowato zmian w oddychaniu.
Dotegtnicza iniekcja GABA wywotata natychmiastowy efekt, w postaci bezdechu, zwiekszonej
objetosci oddechowej we wznowionym oddychaniu oraz spadek ci$nienia krwi w obu stanach

unerwienia (Ryc. 10).
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GABA

V.. (mb)

%CO

150
BP
(mm Hg)

fow UMM AAMAMMAV ML

2s

RITTITAEY

ok

Mmoo A A AL

Ryc.10. Wptyw dotgtniczej iniekcjt GABA na oddychanie i cisnienie krwi u nieuszkodzonego
(A) 1 nastgpnie poddanego wagotomii szczura (B). Vr- objetos¢ oddechowa, %oCO,-
wydechowy dwutlenek wegla, BP — ciénienie tetnicze, | Dia- zintegrowany
elektromiogram przepony.

Bezdech po podaniu GABA wystapit u wszystkich 12 zwierzat. Jego srednia dugosc¢
wynosita 5.5 = 0.8 s u szczurow przed wagotomia oraz 3.9 = 0.6 s po neurotomii, (p>0.05,
test t-Studenta). Wydluzenie czasu wydechu, wyrazone wspoéiczynnikiem zahamowania

oddychania Tg ¢aBa/TE komwola, DYIO statystycznie nierozréznialne miedzy obu stanami

unerwienia (Ryc.11).
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Ryc.11. Wspoétczynnik zahamowania oddychania po podaniu GABA przed (A) i po (B)
wagotomii. p>0.05 (test t-Studenta dla zmiennych zaleznych), n—12.

We wznowionym po bezdechu oddychaniu zarejestrowano przyrost objetosci
oddechowej trwajacy do 60 s od iniekcji GABA, zardwno przed jak i po wagotomii
(p<0.00001, dwuczynnikowa ANOVA). Jej maksymalne zwiekszenie zanotowano w 30 s po
podaniu GABA (Ryc.12).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA ujawnita znamienny wplyw odnerwienia
na objetos¢ oddechowa (p<0.01). Stwierdzono znamienne rdéznice migedzy odpowiednimi
warto$ciami objetosci oddechowej w poréwnaniu do stanu przed odnerwieniem. Wytaczenie
sprzezenia wagalnego z pluc powoduje zwigkszenie objetosci oddechowej (Sant’ Ambrogio i
Remmers, 1985), stad wyzsze jej wartosci juz w warunkach kontrolnych i w konsekwencji w

czasie 60 s obserwacji u zwierzat wagotomizowanych.
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Ryc. 12. Srednie wartosci objetosci oddechowej po dotetniczej iniekcji GABA u
nieuszkodzonych (A) i nastepnie poddanych sekcji nerwéw btednych szczurow (B).
*p<0.05, **p<0.01 w stosunku do wartosci kontrolne;, #p<0.05, #*p<0.01 w stosunku
do odpowiedniej wartosci przed wagotomig, (analiza kontrastow), n=12.

Wstrzykniecie kwasu y-aminomastowego do tetnicy szyjnej wspodlnej spowodowato
spadek czestosci oddychania we wczesnej fazie wznowionej wentylacji. Wynik znalazt si¢ na
granicy istotnosci statystycznej i dla zwierzat nieuszkodzonych wynosit: p=0.06 oraz p=0.07

dla zwierzat wagotomizowanych (analiza kontrastow, n=12), (Tabela 5).

Wentylacja minutowa wzrosta maksymalnie w 30 s po podaniu substancji w obu

stanach unerwienia (Tabela 5).

Tabela 5. Zmiany w czestosci oddychania (f) 1 wentylacji minutowej (Vi) po dotgtniczej
iniekcji GABA u nieuszkodzonych i wagotomizowanych szczurow.
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Podczas bezdechu wywotanego wstrzyknigciem GABA do tetnicy szyjnej wspolnej w
zapisie elektromiogramu przepony pojawila si¢ cisza elektryczna (Ryc. 10). Od momentu
wznowionego oddychania do 30 s po podaniu zanotowano znamienny Wwzrost SZCZytowej
amplitudy emg zarowno u zwierzat nieuszkodzonych jak i po przecieciu nerwow btednych. W
czasie 60 s wysokos$¢ amplitudy ulegata zmniejszeniu, jej warto$¢ byta nadal wyzsza od

kontroli, zas w przypadku zachowania wejscia wagalnego osiagneta istotno$¢ statystyczna

(Ryc.13).

Ryc. 13. Wplyw GABA na amplitude zintegrowanej aktywnosci przepony u nieuszkodzonvch
(A), a nastepnie wagotomizowanych szczuréw (B). **p<0.01, *p<0.05 w
poréwnianiu do wartosci kontrolnej (analiza kontrastow); n=8.

Podany dotetniczo kwas y-aminomastowy inicjowal spadek cisnienia krwi w
momencie pojawienia si¢ bezdechu. Znamienne obnizenie utrzymywato sie do 60 s od

momentu iniekcii i obecne bvio w obu stanach unerwienia (Tabela 6).



Tabela 6. Zmiany w $rednim ci$nieniu tetniczym krwi (MAP) po dotetniczej iniekcji

GABA u nieuszkodzonych 1 wagotomizowanych szczurdw.

MAP (mmHg)
GABA
0 bezdech 30s 60 s
Zwierzeta
nieuszkodzone 121+6.1 100£7 9%** 067 6%** 1047 .8**
Zwierzeta 127+£5.6 10245.3%** 105£6.4%** 108+5 6%*
wagotomizowane

***p<0.001, **p<0.01, w poréwnaniu z warto$cia kontrolna, (analiza kontrastow), n=12

2.2. WPLYW BLOKADY RECEPTOROW GABA, NA PRZEBIEG ODDYCHANIA PO DOTETNICZEJ
INIEKCJI KWASU y-AMINOMASEOWEGO

BIKUKULINA

Do blokowania odpowiedzi oddechowej wywolywane] przez GABA wybrano
bikukuling, ktéra jest kompetycyjnym agonistg receptora GABA, (McCrimmon 1 wsp.,
1995). Bikukuling w dawce 1 mg/kg podawano dozylnie wstgpnie wagotomizowanym
szczurom. Nie wywotywata ona istotnych zmian w oddychaniu. Odczekiwano jedna minute i
nastepnie wstrzykiwano GABA. W kontrolnym podaniu GABA u wszystkich badanych
zwierzat zanotowano bezdech, a po nim znamienny wzrost objetosci oddechowej trwajacy do
60 s.

Zastosowanie antagonisty zapobiegto pojawieniu si¢ bezdechu oraz zwigkszeniu objetosci
oddechowej (Tabela 7). Zwiekszenie wspoiczynnika zahamowania oddychania wywotlane
przez GABA zostalo zredukowane z wartosci 5.8 + 0.8 do 1.06 = 0.06 po uprzednim uzyciu

bikukuliny (p<0.01, test t-Studenta dla préb zaleznych, n=7).
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Tabela 7. Wplyw blokady bikukuling na zmiany objetosci oddechowej wywotane dotetnicza

iniekcja GABA.
V1 (ml)
GABA
0 Weczesna faza 30s 60s
Kontrola 348035 458 £0.5%* 448 £0.3* 40804
Bikukulina 3.85%0.1 38304 401+0.2 3902

**p<0.001, w poréwnaniu z wartoscia kontrolna, (analiza kontrastow); n=6

D analiza warlancji ujawnila znamienny wplyw zastosowania
bikukuliny na zmiany ci$nienia krwi wywotane przez GABA (p<0.05). Przed podaniem
antagonisty dotetnicza iniekcja GABA wywolywala istotny statystycznie spadek ci$nienia,
pojawiajacy si¢ w czasie bezdechu i utrzymujacy sie do minuty. Po uprzednim
zastosowaniu blokera obnizenie cisnienia krwi powodowane dziataniem GABA ulegato

istoinej redukcji w fazie odpowiadajacej bezdechowi w kontrolnym podaniu substancji

(Tabela B).

Tabela 8. Zmiany w §rednim cisnieniu tetniczym krwi (MAP) wywotane dotetnicza iniekcja
GABA nrzed 1 po zastosowaniu bikukulinv.

MAP (mmHg)
GABA
0 bezdech 30s 60 s
Kontrola 107+5.6 80+3.4%* 7243 6*** 7214 3**
Bikukulina 101+6.5 99+6.9** 96+7.9%* 97+7 5*#

**%p<0.001, **p<0.01, w poréwnaniu z wartoscia kontrolna, ~ "p<0.01 w stosunku do
odpowiedniej wartosci przed zastosowaniem bikukuliny (analiza kontrastow); n=9
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PIKROTOKSYNA

Nastepnym uzytym w pracy blokerem byla pikrotoksyna, niekompetycyjny
antagonista, ktory wiaze sie z chlorkowym kanatem receptora GABA 1 dziala jak jego
inhibitor (Watanabe i wsp., 2002). Pikrotoksyna podana w dawce stosowanej w tej pracy (0.5
mg/kg) nie wptywatla istotnie na oddychanie.

Kontrolne wstrzykniecie GABA skutkowato zatrzymaniem oddychania u wszystkich
szczurow. Blokada wywolana dozylnym podaniem pikrotoksyny znos  bezdech, co obrazuje
istotnie zredukowany wspotczynnik zahamowania oddychania po zastosowaniu antagonisty

(Ryc. 14).

Ryc. 14. Wspoétczynnik zahamowania oddychania przed (A) 1 po (B) blokadzie pikrotoksyna
receptorow GABA,, **p<0.01, test t-Studenta dla préb powiazanych, n=7

Opisany na poczatku rozdzialu znamienny wzrost objetosci oddychania wywotany
dotetniczym kwasem vy-aminomastowym pojawil sie 1 tym razem w grupie zwierzat
kontrolnych. Zablokowanie receptorow GABA pikrotoksyna istotnie zahamowato wzrost
zmiennej, a we wczesnej fazie po iniekcji GABA zarejestrowano nawet znamienne

statystycznie jej obnizenie (Tabela 9).
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Tabela 9. Wplyw blokady pikrotoksyng na zmiany objetosci oddechowej wywotane

V1 (ml)
GABA
0 Weczesna faza 30s 60 s
Kontrola 375+0.3 456+ 0.5%* 4.65+03%F%  435+(03%
Pikrotoksyna 3.96+0.2 3.78 + 0.4%** 415+0.3" 4.08+03

¥*¥n<(0.001, **p<0.01. *p<0.05 w porownaniu z wartoscig kontrolng, p<0.01, "p<0.05 w stosunku
do odpowiedniej wartosci przed blokada, (test Duncana); n=6

Podobnie jak w przypadku blokady bikukuling, pikrotoksyna zahamowata spadek
ci$nienia krwi spowodowany przez GABA (efekt podania blokera-p<0.05, dwuczynnikowa
ANOVA). Warto$¢ wyjsciowa zmiennej wynoszaca 105 = 4.8 zostata obnizona maksymalnie
do 70 = 2.4 mmHg w 30 s po kontrolnym podaniu GABA (p<0.01, analiza kontrastow, n=9).
Natomiast po zastosowaniu pikrotoksyny nie zanotowano znamiennej réznicy migedzy
wartoscig wyjSciowsq cisnienia: 96 + 5.7 a ta osiagnieta w czasie 30 s wynoszaca 92 + 5.2

mmHg (p=0.13, analiza kontrastow, n=9), (Ryc. 15).

Resasad

Ryc. 15. Zmiany ci$nienia krwi (MAP)wywotane przez GABA przed (A) i po (B) blokadzie
pikrotoksyna receptorow GABA 4, ***p<0.001,**p<0.01 w stosunku do kontroli,
"p<0.001, ~"p<0.01 w stosunku do odpowiedniej warto$ci przed uzyciem blokera,
(analiza kontrastow); n—9.
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2.3. WPLYW BLOKADY RECEPTOROW GABAp PRZY UZYCIU CGP 35348 NA ODPOWIEDZ
ODDECHOWO-KRAZENIOWA WYWOLANA PRZEZ GABA

Receptory GABA  blokowano stosujac CGP 35348 (kwas 3-aminopropylo-
dietoksymetylo-fosfinowy). Zostal on uznany za najbardziej skuteczny bloker receptoréw
GABAg, ktory w dawce stosowanej w pracy (30 mg/kg) nie oddziatuje na receptory GABA 5
(Olpe 1 wsp., 1990).

Podanie antagonisty nie zapobieglo bezdechowi po wstrzyknigciu GABA. Srednia dlugosé
bezdechu w podaniu kontrolnym GABA wyniosta 6.42 + 0.7 s natomiast po zastosowaniu
CGP 35348 wynosita 548 £ 1.7 (p=0.6, test t-Studenta dla préb powiazanych, n=8).
Antagonista nie wyeliminowat réwniez zwigkszenia objetosci oddechowej zaindukowanego
przez podany dotgtniczo kwas y-aminomastowy (p<0.01, dwuczynnikowa ANOVA, n=38),

(Ryc. 16),

Ryc. 16. Wartosci objetosci oddechowe;j po iniekcji GABA przed (A) i po zastosowaniu
CGP35348 (B). *p<0.05 w stosunku do wartosci kontrolnej (analiza kontrastow),
n=8.

Znamienny spadek ci$nienia krwi wywotany przez GABA utrzymywat si¢ nadal
mino zablokowania receptorow GABA przez CGP 35348. W przypadku podania

konrolnego GABA, pojawiajace si¢ w czasie bezdechu obnizenie ci$nienia utrzymywato si¢
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do 60 s. Natomiast po podaniu antagonisty w 60 s po wstrzyknieciu GABA nastepowat

powrdt cisnienia do wartosci wyjsciowej (Tabela 10).

Tabela 10. Zmiany w srednim ci$nieniu tgtniczym krwi (MAP) po dotetniczej iniekeji
GABA przed 1 po uzyciu CGP 35348

MAP (mmHg)
GABA
0 bezdech 30s 60 s
Kontrola 106+8.5 6614 .9%* 675 8*** 70£6.1%**
CGP 35348 102+10 75+4.8* 92+5.9

**%p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 w poréwnaniu z wartoscia kontrolna, (analiza kontrastow); n=8

2.4, WPLYW PRZECIECIA NERWOW ZATOKOWYCH (CSNs) NA ODPOWIEDZ ODDECHOWA ORAZ
ZMIANY CISNIENIA KRWI WYWOLANE DOTETNICZYM PODANIEM GABA

oddychanma: pezaecn, glowne parametry oddechowe, oraz amplituda

elektronuogramu przepony

Ryc. 17. Przebieg oddychania w wyniku podania GABA do tetnicy szyjnej wspolnej u
szczura po wagotomii (A) 1 nastgpnie po przecieciu nerwow zatokowych (B).
V1- objetosé oddechowa, | Dia- zintegrowany elektromiogram przepony.



Rycina 17 przedstawia typowa odpowiedz oddechowg na iniekcje GABA do tetnicy
szyjnej wspdlnej u szczura po wagotomii i nastepowym przecigciu nerwdw zatokowych.
Bezdech o sredniej dlugosci 7.1 £ 1.3 s wystapit u wszystkich kontrolnych, wstepnie
wagotomizowanych zwierzat. Obustronne przecigcie nerwdéw zatokowych znosito
zatrzymanie oddychania, co znajduje potwierdzenie w znamiennej roznicy migdzy
wspotczynnikiem zahamowania oddychania u zwierzat przed i po odnerwieniu. Przedtuzenie
wydechu wyrazone przez Tg gaa/ Tk kontrola ZOStato zredukowane z wartosci kontrolnej 8.11 =

1.7 do 0.97 £ 0.7 w wyniku odnerwienia (p<0.01), (Ryc.18).

Ryc. 18. Wspotczynnik zahamowania oddychania przed (A) i po (B) odnerwieniu ciatek

szyjnych. **p<0.01, test t-Studenta dla prob powigzanych, n=7

Wstrzyknigcie GABA przed wylaczeniem nerwéw zatokowych wptyneto znamiennie
na objetos¢ oddechowg (ANOVA, p=0.02). Jak ilustruje tabela 10 objetos¢ oddechowa
wzrosta w sposéb istotny tuz po bezdechu i w 30 s od iniekcji. Zwigkszenie objetosci obecne
byto takze w czasie 60 s, cho¢ efekt byt tylko bliski statystycznej istotnosci (p=0.058, analiza
kontrastow). Odnerwienie ciatek szyjnych znosito odpowiedz objetosci oddechowej na
dotetnicze podanie GABA (Tabela 11). Nie zanotowano wptywu iniekcji GABA na zmiany

czestosci oddychania w obu stanach odnerwienia (ANOVA, p=0.13, n=7).

Zaobserwowano znamienny efekt podania GABA (ANOVA, p=0.034) oraz
odnerwienia (ANOVA, p=0.047) na amplitude zintegrowanego elektromiogramu przepony.

Zwiekszenie amplitudy pojawilo si¢ we wczesne] fazie wznowionego oddychania 1
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utrzymywato sie do 60 s u zwierzat wagotomizowanych. Nie obserwowano tej odpowiedzi u
szczuréw poddanych przecieciu nerwow zatokowych. Wptyw odnerwienia na efekty GABA
ilustruja znamienne roznice miedzy odpowiednimi fazami dziatania substancji w grupie

zwierzat przed 1 po wyltaczeniu nerwoéw zatokowych (Tabela 11)

Tabela 11. Objetos¢ oddechowa (V1) 1amplituda zintegrowane] aktywnosci przepony [ Dia

po podaniu GABA przed i w nastgpstwie odnerwienia ciatek szyjnych.

Vr (ml) | Dia
GABA GABA
0 Wcezesna 30s 60 s 0 Weczesna 30s 60 s
- faza faza

iwieriétﬁ po
wagotomii 1.9740.2 2.50+0.3* 2.55+0.3** 230+0.2 7.75£0.9 9.32+0.7** 9.0x1.0* 84+09

Po przecieciu  2.25+03 24103 2.38+03 228+03 66410 7.04x0.9** 6.95£0.9" 6.78+1.0"
CSNs

**p<0.01, *p<0.05 w porownaniu z wartoscia kontrolng (analiza kontrastow dla zmiennej Vr, test

Duncana dla | Dia), ~ *p<0.001, "p<0.01 w poréwnaniu z odpowiednimi wartoéciami przed
chemodenerwac)a (test Duncana); n=7.

Spowodowany dotetnicza iniekcja GABA spadek ci$nienia, obecny od momentu
bezdechu do 60 s pojawit sie zaréwno u zwierzat wagotomizowanych, jak 1 po przecieciu
nerwow zatokowych. W 30 s po podaniu substancji zanotowano maksymalne jego obnizenie z
wartosci 92 = 7.2 do 67 £ 6.6 mmHg (p<0.001, analiza kontrastow, n=7) u zwierzat po

wagotomii oraz z 88 + 10 do 74 £ 8.9 mmHg (p<0.01) po odnerwieniu ciatek szyjnych.



3. KWAS N-METYLO-D-ASPARAGINOWY (NMDA)

3.1.A. ANALIZA ZMIAN WZORCA ODDECHOWEGO 1 CISNIENIA TETNICZEGO KRWI
WYWOLANYCH DOZYLNYM PODANIEM NMDA. WPLYW OBUSTRONNE] WAGOTOMII
SRODSZYINEJ NA WZORZEC ODDECHOWY ORAZ ZMIANY CISNIENIA

Odpoweds oddechowa

Podanie  NMDA do zyly udowej u 10 nieuszkodzonych 1 nastepnie
wagotomizowanych zwierzat zainicjowato krotkotrwata depresje wentylacji, na ktérg sktadaty
si¢ spadek objetosci oddechowej oraz zwolnienie rytmu oddechowego (Gong i wsp., 1990).
Nie stwierdzono wplywu odcigcia wejscia wagalnego z ptuc na zmiany wzorca oddechowego,

wywotanego przez NMDA. Rycina 19 prezentuje typowa odpowiedz oddechowg na dozylna

iniekcje NMDA u nieuszkodzonego szczura.

Ryc. 19. Wplyw dozylnej iniekcji GABA na oddychanie 1 cisnienie krwi u nieuszkodzonego
szczura. Vr- objetos¢ oddechowa, %CO,- wydechowy dwutlenek wegla,
BP - ci$nienie tetnicze, ] Dia- zintegrowany elektromiogram przepony.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnila znamienny wplyw wstrzykniecia NMDA na
objetos¢ oddechowa (p<0.00001, n=10). Zarowno przed jak i po przecieciu nerwow btednych,
obnizenie objetosci oddechowe] pojawilo sie bezposrednio po iniekcji NMDA, osiagajac
najnizsza warto$¢ w czasie 30 s. W 60 s od momentu podania nastapit powro6t do kontroli

(Tabela 12).
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Tabela 12. Zmiany w objetosci oddechowej (Vr) i czgstosci oddychania (f) po dozylnej

iniekcji NMDA
Vy(ml) f (min )
NMDA NMDA
0 Wczesna 30s 60 s 0 Weczesna 30s 60 s
faza faza

Zwierzeta 1.77+£0.2 1.67+0.2% 1.47£02%** 17402 56+2 553 3543%*%%  4043%
nieuszkodzone

Zwierzgtapo  2.04+0.2 1.92+£0.3*** 1.62+0.3** 192+0.2 53+2 532 37+4** 43+3*
wagotomii

*p<0.05,**p<0.01 ** *p<0.001 w stosunku do odpowiednie] wano‘éakontrolnej,r (analiza kontrastow),
n=10

Analiza wariancji wykazata istotny wptyw iniekcji NMDA na czesto$¢ oddychania

(ANOVA, p<0.00001). Zwolnienie oddychania byto opdznione w stosunku do zahamowania
objetosci oddechowej. Wystapito w 30 s po iniekcji, osiagajac w tym czasie, podobnie jak
objetos¢, maksymalny spadek i utrzymywato sie do 60 s w obu stanach unerwienia (Tabela
12).
Wspotczynnik zahamowania oddychania: T ~mpa/TE komrols, KtOrego $rednia warto$¢ u
zwierzat nieuszkodzonych wynosita 1.62 = 0.25, nie roznit sie znamiennie od $redniej
wartosci uzyskanej po wagotomii: 1.55 £ 0.24 (p=0.82, test t-Studenta dla préb powiagzanych,
n=10), co bylo uzupetniajacym potwierdzeniem obserwowanej odpowiedzi.

Obnizenie wentylacji minutowej obecne bylo bezposrednio po wstrzyknieciu NMDA i
utrzymywato si¢ do 60 s zaréwno u zwierzat nieuszkodzonych jak i po przeprowadzeniu
wagotomii szyjnej (ANOVA, p<0.000001). Maksymalny, prawie dwukrotny znamienny
spadek wentylacji minutowej osiagnat warto$¢ 5410 mlmin’ (p<0.0001) u
nieuszkodzonvch, 1 62 10 ml'mi (p<0.001) u wagotomizowanych szczuréw w

porownaniu do wartosci kontrolnych: 101 + 11 oraz 111 = 15 ml'min  odpowiednio.
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Znuany

W wyniku dozylnej iniekcji NMDA amplituda zintegrowanej aktywnosci przepony
wykazywata tendencj¢ malejaca, zarowno przed jak i po przecigciu nerwow blednych.
Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita wptyw odnerwienia na amplitude zapisu emg (p<0.05),
(Ryc. 20). Znamienny spadek nastapit w 30 s w obu stadiach doswiadczalnych i wynosit: 6.3
+ 0.74 w porownaniu z kontrolg 8.7+ 1.0 u szczuréw nieuszkodzonych, i 9.0 = 0.9 w
pordwnaniu do kontroli: 10.4 + 1.1 u zwierzat poddanych wagotomii.

Szczytowe wartosci amplitudy u zwierzat wagotomizowanych byly znamiennie wyzsze w

stosunku do wartosci przed otwarciem wejscia wagalnego.

A B

Ryc. 20. Srednie wartosci amplitudy emg przepony w wyniku dozylnej iniekcji NMDA przed
(A) i po przecigciu nerwow btednych (B). **p<0.01, *p<0.05 w stosunku do kontroli,
p<0.05 w stosunku do odpowiedniej wartosci przed wagotomia, (analiza
kontrastow), n=10.
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Odpowiedzi oddechowej wywotanej przez NMDA towarzyszyly zmiany w ci$nieniu
tetniczym krwi, charakteryzujace si¢ istotnym statystycznie, raptownym i krotkotrwalym
wzrostem, bezposrednio po iniekcji. Efekt ten obserwowano u zwierzat przed i po
odnerwieniu (Tabela 13). Po fazie podwyzszonego cisnienia nastapit jego spadek utrzymujacy

si¢ do 60 s od iniekcji, znamienny jedynie u szczuréw poddanych wagotomii.

Tabela 13. Zmiany w $rednim ciénieniu tetniczym krwi po dozylnej iniekcji NMDA

MAP (mmHg)
NMDA
0 Wczesna faza  30s 60 s
Zwierzeta 87t 5.1 112+ 6.5*** 8194 7375
nieuszkodzone
Zwierzeta 86+ 7.7 100 £ 9.2%* 67+ 7.8*% 65+ 7.8*
wagotomizowane

**%p<0.001, *p<0.05 w pordwnaniu z kontrolg, (analiza kontrastow), n=10.

3.2.A. PRZEBIEG ODDYCHANIA PO DOZYLNYM PODANIU NMDA NA TLE BLOKADY
RECEPTOROW NMDA Z UZYCIEM AP-7

Odpowied?, oddechowa

W celu oceny, czy odpowiedz oddechowo-krazeniowa inicjowana przez N-metylo-D-
asparaginian zachodzi w wyniku pobudzenia receptorow NMDA, zastosowano ich
selektywnego antagonistg: AP-7 (kwas DL-2-amino-7-fosfonoheptanowy).
Dane dotyczace skutecznosci blokady zostaly przedstawione w Tabeli 14. Jak mozna
zauwazy¢, zastosowanie antagonisty AP-7 w dawce 200 pg/ke dozylnie zapobiegato

zmianom w oddychaniu indukowanym przez ~NMDA. Nie zanotowano istotnego
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zmniejszenia czgsto$ci oddychania, ani spadku objetosci oddechowej w wyniku iniekcji
dozylnej NMDA. Ap-7 roéwniez znamiennie zredukowat przedtuzenie wydechu, wyrazone
wspOfczynnikiem Tg Nmpa/TE konwrola Z Warto$ci kontrolnej: 1.81 +0.14 do 1.08 + 0.03 (p<0.01,
test t-Studenta dla préb powiazanych, n=5) w wyniku iniekcji NMDA, poprzedzonej

wstrzyknigciem antagonisty.

Tabela 14. Zmiany w objetosci oddechowej (V1) 1 czestosci oddychania (f) po dozylnej
iniekcji NMDA przed i po zastosowaniu AP-7.

* p<0.05, **p<0.01, w stosunku do wartosci kontrolnej, “p<0.05, * "p<0.01, * * "p<0.001, w
odniesieniu do odpowiedniej wartosci przed uzyciem blokera (analiza kontrastdw), n=5

Uprzednie podanie blokera nie wyeliminowalo zmian w cisnieniu tetniczym krwi
powodowanych przez dozylny NMDA. Cisnienie wzrosto bezposrednio po podaniu, w grupie
kontrolnej z warto$ci wyj$ciowej 84 = 4.6 do 124 £ 5.3 mmHg (p<0.01, analiza kontrastow,
n=5) oraz z wartosci 95 = 15.1 do 117 = 13.2 mmHg (p<0.05) po zastosowaniu AP-7. Po
fazie wzrostu ci$nienia obserwowano w obu grupach zwierzat niewielki, nieznamienny jego

spadek w poréwnaniu z warto$ciami wyjsciowymi.
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3.3.A. WPLYW WAGOTOMII NADGUZKOWEJ NA ZMIANY W ODDYCHANIU I CISNIENIU KRWI
WYWOLANE DOZYLNA INIEK

Aby okresli¢ czy zwoje guzkowe posrednicza w efektach oddechowych NMDA,
substancje¢ podano dozylnie 9 wstepnie srodszyjnie wagotomizowanym szczurom (kontrola) i
nastepnie poddanym wagotomii nadguzkowe;j.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita znamienny wplyw iniekcji NMDA na objetosé
oddechowa (p=0.001). Znamienny spadek w V obserwowano od zakonczenia podania do

30 s po iniekcji w grupie kontrolnej. Po wagotomii nadguzkowej obnizenie objetosci
ograniczylo sie tylko do 30 s po podaniu (Tabela 16).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnita znamienny wplyw podania NMDA
(p<0.0001) oraz interakcj¢ migdzy podaniem i stanem odnerwienia na czestos¢ oddychania
(p<0.05). Zwolnienie rytmu oddechowego bylo ograniczone do 30 s po iniekcji u szczuréw
wagotomizowanych $rodszyjnie. Po dodatkowej wagotomii nadguzkowej zwolnienie obecne
w czasie 30 s bylo znacznie zredukowane, i pozostawato na obnizonym poziomie do 60 s po
podaniu (Tabela 16).

Objetos¢ minutowa wykazywata znamienne obnizenie w obu stanach odnerwienia
(p<0.000001, ANOVA). Maksymalny spadek zaobserwowano w 30 s po podaniu NMDA.

U szczuréw po wagotomii §rodszyjnej Vg obnizyta sie z wartosci 141 + 9 do 83 = 16 ml-min™
(p<0.001), a po wagotomii nadguzkowej ze 182 = 18 to125 = 17 ml'min”* (p<0.01).

Wagotomia nadguzkowa znamiennie zredukowata wspdtczynnik zahamowania

wydechu, ktory wynosit 2.02 = 0.23 przed i 1.46 = 0.16 po odnerwieniu (p<0.01, test t-

Studenta dla prob powigzanych, n=9).
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Tabela 16. Zmiany w objetosci oddechowej (V1) i czestosci oddychania (f) po dozylnej

iniekcji NMDA u szczuréw po wagotomii $rodszyjnej (A) i nadguzkowej (B).

Vi(ml) f (min ')
NMDA NMDA
0 Weczesna faza 30s 0 30s 60 s
A 2.56£0.1 2.41+0.07** 226+0.14*% 54+2.14 3343 5] %** 49+20
B 3.14+0.24 3.01+0.27 2.76+0.26% 57+2.2 44+) 6*** 51 & 1.3%*

* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 w stosunku do odpowiedniej wartosci kontrolnej, 'p<0.05 w
stosunku do odpowiedniej wartosci przed wagotomia nadguzkows (analiza kontrastow), n=10

Odpowr

Podanie NMDA spowodowato dwufazowa odpowiedz cisnienia krwi w obu stanach

unerwienia. Natychmiastowy wzrost ci$nienia przeszedt w hipotensje, obecng w czasie 30s po

iniekcji, a w 60 s powrdcit niemalze do wartosci wyjsciowych (Tabela 17).

Tabela 17. Zmiany Sredniego ci$nienia tetniczego krwi po dozylnej iniekcji NMDA u

zwierzat wagotomizowanych §rédszyjnie (A) i po wagotomii nadguzkowe;j (B).

MAP (mmHg)
NMDA
0 Weczesna faza 30s 60 s
A 80+4.5 120 £ 4 4%** 72+ 6.5% 81 +6.3
B 84 +£59 113 £ 7. 1%** 61 £3 3x** 74 +£3.5

* p<0.05, ***p<0.001 w poréwnaniu z wartoscig wyjSciowa, (analiza kontrastow), n=10
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3.4.A. WPLYW PRZECIECIA NERWOW ZATOKOWYCH NA ODPOWIEDZ ODDECHOWA, 1 CISNIENIE
KRWI PO PODANIU NMDA DO ZYLY UDOWE]

Od

W zwiazku z tym, ze wagotomia nie wptyneta istotnie na wzorzec oddechowy
indukowany przez NMDA, w tej czgsci eksperymentalnej uzyto szczurOw wstepnie
poddanych obustronnemu przecieciu nerwow blednych. Szczury te otrzymywaty dwa podania
NMDA, po wagotomii 1 nastgpnie po przecieciu nerwoéw zatokowych.

Rycina 21 ilustruje typowg odpowiedz na dozylne podanie NMDA u wagotomizowanego

szczura, nastgpnie poddanego sekcji nerwdw zatokowych.

Ryc. 21. Wptyw dozylnej iniekcji NMDA na oddychanie 1 cisnienie krwi u
wagotomizowanego (A) 1 nastepnie poddanego chemodenerwacji szczura (B).
V- objetos¢ oddechowa, %CO;- wydechowy dwutlenek wegla, BP — ci$nienie
tetnicze, [ Dia- zintegrowany elektromiogram przepony.
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Zgodnie z wynikami opisanymi w p.3.1.A,, poddane wstepnej wagotomii szczury
odpowiedzialy na wstrzyknigcie NMDA obnizeniem objetosci oddechowej (ANOVA, p =
0.0018, n=6) 1 zwolnieniem rytmu oddechowego (ANOVA, p = 0.000002, n=6). Depresja
oddychania wyrazona zostata rowniez spadkiem wentylacji minutowej w 30 1 60 s od podania
(ANOVA, p = 0.000009). Tabela 18 ilustruje zmiany parametrow wentylacyjnych
wywolanych przez NMDA u szczurdw po przecigciu nerwow blednych, a nastepnie po
wylaczeniu unerwienia kiebkow szyjnych.

Tabela 18. Zmiany w objetosci oddechowej (V1), czestosci oddychania (f) i wentylacji
minutowej (V) po dozylnej iniekcji NMDA u zwierzat po wagotomii (A) i po

przecigciu CSNs (B). B
Vr(ml) f (mun ") Ve(mlxmun ')
WISMDA B NMDA Nl\dDA
0 Weczesna 30s 0 30s 60s 0 30s 60s
faza
A 29804 263x0.3* 265+£04** 56+2.6 27£2.0%%* 4343 6%*% 173424  74+10%** 128+19
B 33604 3204 3.11+03 53£2.4 51+2.8" 52433 17717 158+16" 172+20

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, w stosunku do kontroli; "p<0.05, w stosunku do
odpowiedniej wartosci przed przecigciem nerwow zatokowych (analiza kontrastow), n=6

Przecigcie nerwéw  zatokowych wyeliminowalo zahamowanie oddychania
obserwowane po podaniu NMDA u szczuréw wstepnie wagotomizowanych. W drugim etapie
odnerwienia nie zanotowano spadku objetosci oddechowej, a takze zwolnienia rytmu
oddechowego.

Chemodenerwacja znosita $rednie przedluzenie wydechu (Tg) z wartosci 5.07 + 2.6 u
zwierzat z przerwang aferentacja wagalng do 1.04 = 0.03 po odnerwieniu ciatek szyjnych

(p<0.05, test Wilcoxona, n=6).



Dozylna iniekcja NMDA spowodowata spadek amplitudy emg przepony u zwierzat po
obustronnej wagotomii szyjnej (Ryc. 22). Statystycznie istotne i zarazem maksymalne
obnizenie zmiennej pojawito si¢ w 30 s od podania substancji. W rezultacie odnerwienia
chemoreceptorow ciatek szyjnych podanie NMDA nie spowodowato znamiennych efektow

w amplitudzie emg.

Ryc. 22. Srednie wartosci szczytowej amplitudy przepony w wyniku dozylnej iniekcji NMDA
przed (A)i po przecigciu nerwow zatokowych (B). *p<0.05 w stosunku do kontroli,
(analiza kontrastow), n=6.

Zruany cisnienia

Efektom oddechowym NMDA towarzyszylo obecne tuz po podaniu podwyzszenie
sredniego ci$nienia tetniczego krwi w obu stanach unerwienia. U szczuréw po wagotomii
cisnienie wzrosto z wyjsciowej wartosci 78 £ 3.1 do 117 £ 6.7 (p<0.01), a po wytaczeniu
CSNs z poziomu kontroli 95 + 8.0 do 121 £ 9.7 mmHg (p<0.01). Nastepnie Srednie ci$nienie
temicze krwi nieznacznie si¢ obnizatlo w poréwnaniu ze stanem wyjsciowym w 30 i 60 s po

inekcji. Zmiany te nie byly istotne statystycznie.
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3.1.B. ODPOWIEDZ ODDECHOWO-KRAZENIOWA WYWOLANA PODANIEM NMDA DO TETNICY
SZYINEJ WSPOLNEJ. WPLYW OBUSTRONNE] WAGOTOMII SRODSZYINEJ NA ZACHOWANIE SIE 1
KSZTALT WZORCA ODDECHOWEGO ORAZ CISNIENIE KRWI PO INIEKCJI NMDA

Odpowie

Ryc. 23. Wplyw dotetniczej iniekcji NMDA na oddychanie i ci$nienie krwi u
nieuszkodzonego (A) i nastepnie poddanego wagotomii szczura (B).
V- objetos¢ oddechowa, %CO;- wydechowy dwutlenek wegla, BP — cisnienie
tetnicze, | Dia- zintegrowany elektromiogram przepony.
Rycina 23 obrazuje typowa odpowiedZz oddechowa oraz ci$nienia krwi u
nieuszkodzonego (A) oraz poddanego sekcji nerwoéw biednych zwierzecia (B) na dotetnicze
podanie NMDA.

U 6 z 8 nieuszkodzonych szczuréw pojawit sie bezdech trwajacy srednio 3.96 + 1.6 s, a w

nastgpstwie wagotomii u 7 z 8 zwierzat jego wartos¢ byta podobna i wynosita 3.63 = 0.8 s.
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Sredni czas trwania bezdechu byt statystycznie nierozréznialny pomiedzy dwoma stanami
unerwienia (p=0.89, test Wilcoxona).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ujawnita znamienny wplyw iniekcji NMDA na objeto$é¢
oddechowa (p=0.00009, ANOVA, n=8) oraz interakcje czynnika odnerwienia z wplywem
substancji (p=0.03). Bezposrednio po bezdechu lub tuz po zakoficzeniu iniekcji (jesli bezdech
nie wystapit) zanotowano istotne obnizenie objetosci oddechowej zaréwno przed jak i po
wagotomii (Rycina 24). Po fazie spadku, nastepowato nieistotne statystycznie zwiekszenie
zmiennej w czasie 30 s po podaniu u szczurdw nieuszkodzonych oraz znamienny wzrost w 30

160 s po podaniu u szczur6w z wytaczonym sprzezeniem wagalnym.

Ryc. 24. Zmiany objgtosci oddechowej w wyniku dotetniczej iniekcji NMDA przed (A) 1 po
przecieciu nerwow blednych (B). *p<0.05, **p<0.01 w stosunku do kontroli, *p<0.05,
“p<0.01 w stosunku do odpowiedniej wartosci przed wagotomig (test Duncana), n=8.

ANOVA wykazata istotny wptyw iniekcji NMDA do tetnicy szyjnej wspolnej na
czgstos¢ oddychania (p=0.014, n=8). We wznowionym po bezdechu oddychaniu zanotowano
krotkotrwate przyspieszenie rytmu oddechowego, znamienne jedynie u zwierzat
nieuszkodzonych, po czym nastgpowalo zwolnienie, istotne statystycznie tylko u zwierzat

wagotomizowanych w czasie 60 s po iniekcji NMDA (Tabela 19).

Amplituda zintegrowanego elektromiogramu przepony ulegla istotnym zmianom w
wyniku dotetniczego podania NMDA (p=0.007, ANOVA, n=8). Charakteryzowaly si¢ one

statym zwigkszaniem si¢ zmiennej od momentu wznowionej wentylacji do 60 s. Wzrost
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amplitudy emg osiagnal statystyczng istotno$¢ w czasie 30 s po iniekcji u zwierzat

nieuszkodzonych oraz w 301 60 s u zwierzat po przecieciu nerwow biednych (Tabela 19).

Tabela 19. Czesto$é oddychania (f) i amplituda zintegrowanej aktywnosci przepony | Dia

po dotetniczym podaniu NMDA przed i po przecieciu pni nerwoéw biednych.

**¥p<0.01, *p<0.05 w pordwnaniu z wartos$cig kontrolng (analiza kontrastéw dla zmiennej f,
test Duncana dla | Dia); n=8.

Odp

Wstrzyknigcie NMDA do tetnicy szyjnej wspdlne] wplyneto znamiennie na $rednie
ci$nienie tetnicze krwi (p=0.00011, ANOVA, n=8). Krotkotrwata odpowiedZz presyjna
pojawita sie bezposrednio po zakonczeniu podania w obu stanach unerwienia, przy czym
znamienna byla jedynie u zwierzat wagotomizowanych (p<0.01, test Duncana). W czasie 30 i
60 s cisnienie krwi uleglo obnizeniu w stosunku do kontroli zaréwno przed jak i1 po

wagotomii, osiagajac istotnos¢ statystyczng jedynie u szczurdw nieuszkodzonych (Ryc. 25).
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Rycina 25. Zmiany $redniego ci$nienia tetniczego krwi po dotetniczej iniekcji
NMDA u nieuszkodzonych (A) i wagotomizowanych szczurow (B). *p<0.05,
**p<0.01 w stosunku do kontroli, test Duncana, n=8.

3.2.B. BLOKADY RECEPTOROW NMDA PRZY UZYCIU AP 7 NA PRZEBIEG ODPOWIEDZI

ODDECHOWO-KRAZENIOWE] WYWOLANE]  DOTETNICZA  INIEKCJA  N-METYLO-D-
ASPARAGINIANU

Iniekcja NMDA do tetnicy szyjnej wspolnej, po uprzednim wstrzyknigeciu antagonisty
receptorow NMDA do zyly udowej zapobiegta pojawieniu si¢ bezdechu trwajacego $rednio
241 + 0.4 s w podaniu kontrolnym. Wspoétczynnik zahamowania oddychania, wyrazony
stosunkiem Tg Nmpa/TE komrola ZOStal skutecznie zredukowany z wartosci kontrolnej 3.49 £ 0.5
do 0.89 + 0.06 po blokadzie z zastosowaniem AP-7 (p<0.01, test t-Studenta dla prob
powiazanych, n=6).

Zmiany w objetosci oddechowej charakteryzujace si¢ znamiennym spadkiem a nastgpnie jej
wzrostem, wywolane iniekcja kontrolna NMDA nie pojawily si¢ w wyniku wcze$niejszego

podania antagonisty (Ryc. 26).
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Rycina 26. Wpltyw blokady receptorow NMDA przy zastosowaniu AP-7 na odpowiedz
objetosci oddechowe] wywotang dotgtniczym podaniem NMDA ' (A)- kontrolna
iniekcja NMDA, (B)- iniekcja NMDA na tle blokady. *p<0.05, **p<0.01 w
poréwnaniu z kontrola, (test Duncana), n=6.

Dwuczynnikowa analiza warlancji nie ujawnila znamiennego wptywu NMDA na
cisnienie krwi (p=0.154, ANOVA, n=6), mimo iz w podaniu kontrolnym $rednie cisnienie
krwi wzrosto z wartosci 81 + 8.4 do 102 £ 59 mmHg w trakcie zatrzymania oddychania.
Rowniez blokada receptorow NMDA nie miala wplywu na krétkotrwate podwyzszenie
ci$énienia indukowane przez NMDA, osiagajace warto$¢ 95 + 8.4 w porownaniu z wartoscia,

wyjsciowa 80 = 8.3 mmHg.
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3.3.B. WPLYW WAGOTOMII NADGUZKOWE] NA ZMIANY W ODDYCHANIU I CISNIENIU KRWI
WYWOLANE DOTETNICZA INIEKCJA NMDA

oddechow

Kontrolne podanie NMDA do tetnicy szyjnej wspolnej u 10 wstepnie poddanych
wagotomii szyjnej zwierzat wplynglo znamiennie na objg¢tos¢ oddechowa (p=0.000007,
ANOVA). Bezposrednio po bezdechu pojawit si¢ statystycznie istotny spadek objetosci, a
nastgpnie zwigkszenie znamienne dla czasu 30 s po podaniu. Po wagotomii nadguzkowej
zaobserwowano podobne zmiany w czym znamienny byl jedynie wzrost objetosci
(Tabela 20).

Rytm oddechowy oraz wentylacja minutowa nie zmieniaty si¢ w sposob statystycznie
istctny w obu stanach odnerwienia. Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita, znamienny wplyw
dotgtniczej iniekcji NMDA na amplitude zintegrowanego -elektromiogramu przepony
(p=0.0002). W obu stanach odnerwienia, tuz po iniekcji, zanotowano spadek amplitudy emg,
osiagajacy znamiennos$¢ tylko przed wagotomia nadguzkowa, po ktorym nastgpowal wzrost
znamienny wylacznie po drugim odnerwieniu (Tabela 20).

Bezdech wydechowy obecny bezposrednio po zakonczeniu podania pojawit sig¢
zardwno przed jak 1 po wagotomii nadguzkowej. Wspotczynnik zahamowania oddychania
wyaoszacy 3.12 £ 0.8 w grupie kontrolnej zostal zredukowany do wartosci 1.85 + 0.4 po

wazotomii nadguzkowej. Rdznice te nie byly znamienne statystycznie (p=0.21, test t-Studenta
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Tabela 20. Objetos¢ oddechowa (V1) oraz amplituda zintegrowanej aktywnosci przepony
[ Dia po dotetniczym podaniu NMDA przed (A) i po wagotomii nadguzkowej (B).

Srednie cisnienie tetnicze krwi podwyzszalo sie w czasie zatrzymania oddychania, po
czym wracalo do wartosci wyjSciowych.
Znamienna odpowiedz presyjna u szczurOw przed wagotomia nadguzkowa osiagata wartosé
100 £ 9.2 w poréwnaniu do kontroli wynoszacej 75 + 3.5 mmHg (p<0.05, analiza
kontrastow), a po wagotomii ci$nienie wzrastalo do 103 + 9.3 z wartosci wyjsciowej 72 £ 5.0

mmHg (p<0.01, analiza kontrastow).
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3.4B. WPLYW PRZECIECIA NERWOW ZATOKOWYCH NA PRZEBIEG ODDYCHANIA I ZMIANY
CISNIENIA KRWI PO INIEKCJI NMDA DO TETNICY SZYINEJ WSPOLNE]

Przebieg oddychama

Zgodnie z wynikami opisanymi w punkcie 3.1.B., podanie NMDA u 6 wstepnie
wagotomizowanych zwierzat wywotato raptowne pojawienie sie bezdechu o sredniej dlugosci
3.18 £ 03 s. Po bezdechu objetos¢ oddechowa ulegla statystycznie istotnym zmianom
(p=0.0085, ANOVA). Bezposrednio po wstrzyknigciu substancji obserwowano nieznamienny

spadek objetosci oddechowej, po ktorym nastgpowat istotny statystycznie jej wzrost w 30 i

60s rejestracji (Rycina 27).

Rycina 27. Srednie wartosci objetosci oddechowej po podaniu NMDA do tetnicy szyjnej
wspolnej u zwierzat po wagotomii (A) i po przecigciu CSNs (B), *p<0.05, **p<0.01
w poroOwnaniu z kontrolg, (test Duncana), n=6.

Jak wynika z powyzszej ilustracji wylgczenie unerwienia chemoreceptorow ciatek
szyjnych znosito reakcje objetosci oddechowe;.
Podobnie skutecznie eliminowato bezdech wydechowy, czego wyrazem jest istotna redukcja
wspolczynnika zahamowania wydechu z wartosci kontrolnej 4.7 = 0.37 do 0.94 = 0.05 po

przecieciu nerwow zatokowych (p<0.001, test t-Studenta dla prob powiazanych, n=6).
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Typowa odpowiedz oddechows i ci$nienia krwi na dotetnicze podanie NMDA u szczura
wagotomizowanego 1 nastgpnie poddanego odnerwieniu klebkéw szyjnych obrazuje rycina

28.

| Wt

Rycina 28. Przebieg oddychania i zmiany cisnienia krwi w wyniku dotetniczego podania
NMDA u szczura po wagotomii (A) i nastepnie po sekcji CSNs (B).
V- objetos¢ oddechowa, %CO,- wydechowy dwutlenek wegla, BP — ci$nienie
tetnicze, | Dia- zintegrowany elektromiogram przepony.

Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazata istotnego wptywu NMDA w iniekcji
dotetniczej na czgstos¢ oddychania (p=0.19), wentylacje minutowa (p=0.62) i amplitude

elektromiogramu przepony (p=0.7).



Odpow

Srednie wartosci ciénienia tetniczego krwi u zwierzat po wagotomii oraz po

nastepowym przecigciu nerwow zatokowych przedstawia tabela 21.

Tabela 21. Zmiany w srednim ci$nieniu tetniczym krwi po dotetniczym podaniu NMDA

u zwierzat po wagotomii i nastgpnie po przecieciu nerwow zatokowych.

MAP (mmHg)
NMDA
0 Weczesna faza  30s 60 s

Zwierzeta 86+ 7.0 111+ 13 4% 80+ 8.4 90+5.5
po wagotomii
Zwierzgta 93+6.4 108 +5.8 107+3.8 108 +4.7
po  przecigciu
CSNs

*p<0.05 w poréwnianiu z kontrola, (test Duncana), n=6.

Po dotetniczej iniekcji NMDA u zwierzat wagotomizowanych ci$nienie krwi wzrosto
znamiennie w czasie zatrzymania oddychania, po czym w 30 s nastapil nieznaczny jego
spadek w stosunku do kontroli i po 60 s powrét do poziomu wyjsciowego. Wylaczenie
unerwienia klebkow szyjnych spowodowalo nieistotny wzrost zmiennej utrzymujacy sie do

konca czasu trwania rejestracji.
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4. KLONIDYNA

4.1, ZMIANY ODDYCHANIA ORAZ CISNIENIA KRWI WYWOLANE DOZYLNA INIEKCJA
KLONIDYNY. WPLYW OBUSTRONNEJ WAGOTOMII SZYJNEJ NA OBSERWOWANE EFEKTY

W pierwszej fazie eksperymentalnej klonidyne w dawce 15 ug/kg podawano do zyty
udowej u 8 nieuszkodzonych, i1 nastgpnie poddanych obustronnej wagotomii szyjnej
SZCZUrow.

Poklonidynowe oddychanie charakteryzowato sie wzrostem objetosci oddechowe;
poprzedzonej minimalnym, bezposrednim spadkiem oraz zwolnieniem rytmu oddechowego w
obu stanach unerwienia szczuréw. Typowa oddechowo-krazeniowa odpowiedz na dozylng

klonidyne zostata zaprezentowana na rycinie 29.

Rycina 29. Przebieg oddychania 1 zmiany ci$nienia krwi w wyniku dozylnej iniekc;ji
klonidyny u nieuszkodzonego szczura. V- objetos¢ oddechowa, %CO,- wydechowy
dwutlenek wegla, BP — cisnienie tetnicze, | Dia- zintegrowany elektromiogram
przepony.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA ujawnita znamienny wplyw podania

klonidyny (p=0.000003, n=8) oraz wptyw neurotomii (p=0.04) na objetos¢ oddechowsa
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Przy zachowanym sprzezeniu wagalnym tuz po zakonczeniu iniekcji, zanotowano znamienne
obnizenie objetosci oddechowej (p<0.05), po czym nastepowal stopniowy jej wzrost
osiagajacy istotno$¢ po 2 minutach (p<0.05). Po przecigciu nerwéw biednych klonidyna
spowodowala nieistotny statystycznie spadek objetosci. Wzrost zmiennej pojawit sie w 30
sekund po iniekcji i trwal do 2 minut. Znamiennos$¢ osiagnat w czasie 1 minuty (p<0.05),
natomiast dla 30 s 1 2 minut efekt znalazl sie na granicy istotnosci statystycznej (p=0.057 i

p=0.063, odpowiednio), (Ryc. 30).

Rycina 30. Wptyw dozylnej iniekcji klonidyny na objetos¢ oddechowa: (A)-u zwierzat
nieuszkodzonych, (B)-po przecieciu nerwéw btednych.
*p<0.05 w stosunku do kontroli, "p<0.05 w stosunku do odpowiedniej wartosci przed
odnerwieniem, (analiza kontrastéw), n=8.

Dozylne wstrzyknigcie klonidyny miato istotny wplyw na zachowanie sie rytmu
oddechowego (p=0.000001, ANOVA, n=8). Zwolnienie oddychania bylo znamienne w
momencie zakonczenia iniekcji 1 efekt ten utrzymywal sie do 2 minut zaréwno przed jak i po

wykonaniu wagotomii (Ryc. 31).
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Rycina 31. Zmiany w czgstosci oddychania spowodowane dozylnym podaniem klonidyny u
nieuszkodzonych (A) 1 wagotomizowanych szczuréow (B).**p<0.01, ***p<0.001,
w stosunku do wartosci kontrolnej (analiza kontrastow), n=8.

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita znamienny wptyw klonidyny na wentylacje
minutows, ktora zostala znacznie obnizona w obu stanach unerwienia (p=0.000001, n=8).
Depresje oddychania obserwowano od chwili zakonczenia iniekcji do 2 minut. We wczesnej
fazie poklonidynowego oddychania maksymalne zmniejszenie wentylacji minutowe]
wynosito 97 = 9 ml'min” w stosunku do warto$ci wyjsciowej 184 = 20 ml'min  (p<0.001,
n=8) u szczuréw nieuszkodzonych oraz 122 + 16 ml'min w poréwnaniu z kontrola 198 + 18
ml-min po wagotomii (p<0.0001, n=8).

Dozylne podanie klonidyny miafo takze wpltyw na zmiany amplitudy zintegrowane;j
aktywnosci przepony (p=0.00016, ANOVA, n=8). Jej wzrost zanotowano przed i po
przecigciu nerwow blednych. Przy czym w przypadku zwierzat nieuszkodzonych, efekt
znalazt si¢ na granicy istotnosci statystycznej dla 1 i 2 minut zapisu do$wiadczalnego (p=0.06
i p=0.058, odpowiednio). Po odcieciu wejs¢ wagalnych z ptuc, znamienne zwiekszenie

amplitudy emg nastapito w przedziale czasowym od 30 s do 2 minut (Tabela 22).
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Tabela 22. Zmiany w amplitudzie zintegrowanego elektromiogramu przepony po dozylnej

iniekcji klonidyny u zwierzat nieuszkodzonych i nastepnie po przecieciu nerwow

biednych.
f Dia
Klonidyna
0 Wczesna faza 30s 60 s 2 min.

Zwierzeta 86+07 83+038 94+1.0 99+1.1 9.7+1.1
nieuszkodzone
Zwierzeta 95+08 11.0x+14 125+1.5% 126=+15*% 121+£13*
wagotomizowane

*p<0.05 w porownianiu z kontrola, (analiza kontrastoéw), n=8.

Zmuany cisnienia tetniczego

Testowano zmiany S$redniego ci$nienia tgtniczego podczas depresji oddychania

wywotlane stosowana dozylnie klonidyna. U nieuszkodzonych szczuréw znamienny wzrost

sredniego cisnienia tetniczego krwi z 82 + 9.7 w warunkach kontrolnych do 134 + 11.9

mmHg wystapit bezposrednio po iniekcji (p<0.0001, analiza kontrastow). Cisnienie

pozostawato na podwyzszonym poziomie do 30 s po podaniu substancji (p<0.05, analiza

kontrastow, n=8), po czym po 1 minucie powracalo do warto$ci kontrolnych i pdzniej

pojawiata si¢ hipotensja utrzymujaca si¢ ponad 2 minuty. Po obustronnej wagotomii szyjnej

we wczesnej fazie poklonidynowego oddychania, warto$¢ cisnienia zwiekszyta sie ze 117 +

8.8 do 166 = 11 mmHg (p<0.0001). W 30 sekundzie po podaniu nastapit powr6t do kontroli, a

w 2 minucie znamienne obnizenie ci$nienia (p<0.01).
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4.2, SKUTKI BLOKADY RECEPTOROW o ,~ADRENERGICZNYCH PRZY UZYCIU SKF 86466 NA
ODPOWIEDZ WYWOLANA PODANIEM KLONIDYNY

W celu weryfikacji hipotezy, ze to receptory o 2—adrenergiczne uczestnicza w
odpowiedzi oddechowej na podanie klonidyny, 7 wstepnie wagotomizowanych szczurow
otrzymato dwie iniekcje dozylne klonidyny w dawce 15 ug/kg Pierwsza iniekcja stanowita
kontrolg, a druga zostala wykonana po zastosowaniu selektywnego antagonisty receptora
o 2—adrenergicznego: SKF 86466 (200 ug/kg dozylnie).

Zgodnie z wynikami opisanymi na poczatku rozdziatu 4, kontrolne wstrzykniecie
klonidyny spowodowalo wzrost objetosci oddechowej, obecny od 30 s do 2 minut po iniekcji
(p<0.05, ANOVA, n=7). Wczesniejsze uzycie blokera zapobiegalo pojawieniu si¢ istotnych

zmian w objetosci oddechowej (Tabela 23).

Tabela 23. Zmiany w objetosci oddechowej (V1) w wyniku dozylnej iniekcji klonidyny przed
(A) 1 po zastosowaniu SKF 86466 (B).

Vr (ml)

Klonidyna

Wczesna faza 30s 60 s 2 min.
A 3.8+0.6 3.6£0.5 4.1+0.6 4.8+0 9*** 4.5+£0.7*
B 4.4+1.0 43+1.0 4.4+1.0 4.4+1.0 4.4+1.0

**%p<0.001, *p<0.05 w pordbwnaniu z wartoscia kontrolng (test Duncana); n=7

Dwuczynnikowa ANOVA ujawnita znamienny wptyw podania klonidyny na czestosé¢
oddychania (p<0.000001), ktéra istotnie zmalata poczawszy od momentu podania substancji
do 2 minut w kontrolnej iniekcji. Po wstrzyknieciu SKF 86466 klonidyna nie wywotata

istotnych zmian w f Potwierdza to znamienny wplyw zastosowania blokera na rytm
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oddechowy (p<0.01, ANOVA).

Zanotowano interakcje dwoch czynnikow: efekt klonidyny x uzycie antagonisty na
czgstos¢ oddychania (p<0.000001, ANOVA), co znalazio odzwierciedlenie w istotnych
roznicach pomigdzy odpowiednimi fazami dziatania klonidyny przed i po zastosowaniu SKF

86466 (Rycina 32).

Rycina 32. Wptyw dozylnie podanej klonidyny na zachowanie czgstoéci oddychania przed
(A) i po iniekcji antagonisty-SKF 86466 (B). ***p<0.001 w stosunku do kontroli,
*#p<0.001,"p<0.01, *p<0.05 w stosunku do odpowiedniej wartosci przed
zastosowaniem blokera (analiza kontrastow), n=7.

Znamienne obnizenie wentylacji minutowe] obecne bylo od momentu zakonczenia
iniekcji do 2 minut w grupie kontrolnej (p<0.05, ANOVA). Nie zaobserwowano znamiennych
roznic w objetosci minutowej migdzy kontrola a kolejnymi fazami dziatania klonidyny po
zastosowaniu antagonisty. ANOVA ujawnita interakcj¢ miedzy efektem substancji a uzyciem

blokera (p<0.01), (Tabela 24).
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Tabela 24. Zmiany w wentylacji minutowej po dozylnym podaniu klonidyny przed (A) i po
zastosowaniu SKF 86466 (B).

poréwnaniu z odpowiednia wartoscia przed zastosowaniem antagonisty (test Duncana); n=7

Amplituda zintegrowanej aktywnosci przepony ulegata znamiennemu podwyzszeniu
w kontrolnej grupie zwierzat w 30 i 60 sekund po podaniu klonidyny. Po uprzednim
wstrzyknigciu SKF 86466 nie zanotowano znamiennych réznic w amplitudzie emg migdzy
kontrola a kolejnym fazami dziatania klonidyny. Analiza wariancji ANOVA wykazata istotny
wplyw dziatania antagonisty na amplitude emg (p=0.03, n=7). Srednie wartosci zmiennej byty

nizsze po zastosowaniu blokera (Ryc. 33).

Rycina 33. Wplyw dozylnie podanej klonidyny na amplitude emg przepony przed (A) i po
iniekcji SKF 86466 (B). **p<0.01 w stosunku do kontroli, **p<0.001 w stosunku do
odpowiedniej wartosci przed zastosowaniem blokera (test Duncana), n=7.
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Wplyw blokady na zachowanie si¢ cismenia tetniczego krwi

Srednie cisnienie tetnicze krwi, zgodnie z wynikami u zwierzat nieuszkodzonych
(p.4.1.) ulegato znamiennemu podwyzszeniu bezposrednio po zakonczeniu iniekcji klonidyny
zaro6wno w grupie kontrolnej zwierzat jak 1 po zastosowaniu antagonisty (p<0.001 1 p<0.01,
odpowiednio, n=7), (Tabela 25). W grupie kontroinej wzrost ten pozostawal na poziomie
wyzszym od wyj$ciowego do 30 s, po czym nastapit spadek ci§nienia osiagajacy znamiennos¢
po 2 minutach (p<0.001). Uzycie antagonisty, zapobiegalo p6znemu spadkowi zmiennej,
ktéra po 2 minutach przekraczata wartos¢ wyjsciowa. Srednie wartosci zmiennej byty istotnie
nizsze w grupie szczuréw po zastosowaniu SKF 86466, co znajduje wyraz w interakcji

miedzy efektem klonidyny a uzyciem antagonisty (p=0.000002, ANOVA, n=7).

Tabela 25. Zmiany w $rednim ci$nieniu tetniczym krwi po dozylnej iniekcji klonidyny

przed i po zastosowaniu SKF 86466.

MAP (mmHg)
Klonidyna
0 Wczesna faza 30s 60s - 2 min.
Kontrola 101+ 14 154+ 12*** 113 £ 13 89+ 14 67 £ 10***
SKF 86466 74 £ 7 99 + gx*#¥ g 4 10 82+9 80+8

*¥%p<(.001, **p<0.01 w poréwnaniu z kontrola, ""p<0.001, *p<0.01 w stosunku do odpowiednie;j
wartosci przed uzyciem antagonisty (test Duncana), n=10.

4.3. WPLYW ODNERWIENIA CHEMORECEPTOROW CIALEK SZYJNYCH NA OBECNOSC EFEKTOW
ODDECHOWO-KRAZENIOWY CH WYWOLANYCH DOZYLNA INIEKCJA KLONIDYNY

Kolejng seri¢ doswiadczen przeprowadzono na 10 szczurach celem zbadania udziatu

nerwoOw zatokowych w odpowiedziach oddechowo-krazeniowych wywotanych dozylnie
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wstrzyknietg klonidyna.
Klonidyne podawano kontrolnie zwierzetom wstepnie wagotomizowanym 1 ponownie
dokonywano iniekcji po odnerwieniu chemoreceptorow ciatek szyjnych. Typowa odpowiedz

u zwierzecia po wagotomii, a nastgpnie po przecigciu nerwdw zatokowych przedstawia

Rycina 34.

Rycina 34. Przebieg oddychania i zmiany ci$nienia krwi w wyniku dozylnej iniekcji
klonidyny po wagotomii (A) i nastepnie po przecigciu nerwdéw zatokowych (B).
V- objetos¢ oddechowa, %CO»- wydechowy dwutlenek wegla, BP — cisnienie
tetnicze, [ Dia- zintegrowany elektromiogram przepony.

Zgodnie z wynikami przedstawionymi w punkcie 4.1., wstrzyknigcie klonidyny u zwierzat
poddanvch obustronnej wagotomii szyjnej spowodowato istotne zmiany w objetosci

oddechowej (p=0.000001, ANOVA, n=10). Bezposrednio po podaniu zanotowano jej
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obnizenie (p<0.001), a nastepnie znamienny wzrost w 1 i 2 minucie od iniekcji (p<0.05).
Odnerwienie chemoreceptorow ciatek szyjnych zredukowato poklonidynowa odpowiedz
objetosci oddechowej (Tabela 26).

Analiza wariancji wykazata interakcje miedzy skutkiem dzialania substancji a efektem
odnerwienia (p=0.0002). Wyrazaja to znamienne roznice w oddziatywaniu
obserwowane we wczesnej fazie i 30 s po iniekcji, zachodzace pomiedzy dwoma stanami

unerwienia (Tabela 22).

Tabela 26. Zmiany objetos$ci oddechowej (  po dozylnej iniekcji klonidyny przed
(A) 1 po przecigciu nerwow zatokowych (B).

*¥**n<0.001, *p<0.05 w porbéwnaniu z wartoéciag kontrolna, "p<0.05 w poréwnaniu z
odpowiednig wartoscia przed odnerwieniem (analiza kontrastow); n=10

Czesto$¢ oddychania zmniejszata sig istotnie tuz po iniekcji klonidyny 1 spadek ten
utrzymywat si¢ do 2 minut. Zmiany te charakterystyczne byly dla obu stanéw unerwienia
(p=0.000001, ANOVA, n=10). Dwuczynnikowa ANOVA ujawnila interakcj¢ miedzy
dziataniem klonidyny a efektem odnerwienia (p=0.001) oraz znamienny wplyw samego
odnerwienia (p= 0.0005) na rytm oddechowy, ktéry manifestowat si¢ nizszymi warto$ciami f
u zwierzat z wylaczonym wejSciami aferentnymi z kltebkow. Rycina 35 prezentuje znamienne

roznice f pomiedzy odpowiednimi wartoéciami przed i po przecigciu nerwow zatokowych.
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Rycina 35. Srednie wartoéci czestosci oddychania przed (A) i po przecigciu nerwow
zatokowych (B) po dozylnej iniekcji klonidyny. ***p<0.001 w stosunku do kontroli,
"Tp<0.001, ¥p<0.01, w stosunku do odpowiedniej wartosci przed wytaczeniem CSNs
(analiza kontrastéw), n=10.

Klonidyna spowodowata istotne zmiany w wentylacji minutowej. Analiza statystyczna
wykazata istotng interakcje pomiedzy odnerwieniem a skutkami dziatania klonidyny
(p=0.0006). Wentylacja minutowa zostala istotnie zmniejszona zaréwno u zwierzat
wagotomizowanych jak 1 po odnerwieniu chemoreceptoréw ciatek szyjnych (p=0.000001,
ANOVA). Jej spadek zarejestrowano od momentu zakonczenia podania substancji do 2

minut. Statystycznie istotne roznice, zaczynajac juz od kontroli, pomiedzy stanami przed 1 po

przecieciu nerwdw zatokowych potwierdzity wptyw odnerwienia na wentylacj¢ minutows

(p=0.008), (Rycina 36).

Rycina 36. Srednie wartosci wentylacji minutowej (Vi) po dozylnej klonidynie u szczuréw po
wagotomii (A) 1 po przecigciu nerwow zatokowych (B).***p<0.001, **p<0.01, w
pordwnaniu do kontroli, 7"p<0.01, "p<0.05 w poréwnaniu do odpowiedniej wartosci
przed odnerwieniem chemoreceptoréw ciatek szyjnych (analiza kontrastow), n=10.
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Wylaczenie unerwienia chemoreceptoréow ciatek szyjnych pozostatlo bez wplywu na
zmiany cisnienia tetniczego krwi spowodowane dozylna iniekcja klonidyny.
Cisnienie osiagneto maksymalny wzrost bezposrednio po podaniu, oraz maksymalny spadek
w czasie 2 minut przed i po przecieciu nerwow zatokowych.(p=0.00001, ANOVA).
Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazala istotny wplyw odnerwienia na wartosci cisnienia
krwi u zwierzat z wyeliminowanymi wejsciami aferentnymi z ciatek szyjnych (p=0.005),

(Tabela 27 ).

Tabela 27 Zmiany w $rednim ci$nieniu tetniczym krwi po dozylnej iniekcji klonidyny

przed i po przecigciu CSNEs.

MAP (mmHg)
Klonidyna
0 ‘Wezesnafaza  30s 60 s 2 min.
Zwierzeta 874 153% 4%*x 120 + 8** 977 T4 £ 4**
po wagotomii
Po przecieciu ~ 79=9 118 + 14**** 92+ 10 67 = 6™ 55 & 6**
CSNs

**%p<0.001, **p<0.01 w poréwnaniu z kontrola, ""p<0.01, "p<0.05 w stosunku do
odpowiedniej wartosci przed przecigciem nerwow zatokowych (analiza kontrastow), n=10.
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DYSKUSJA

Odpowiedzi oddechowe wywotane pobudzeniem gtéwnych receptoréw dolnych drég
oddechowych (ptuc, oskrzeli, tchawicy), oraz chemoreceptoréw obwodowych przez podstawowe
bodzce i substancje chemiczne zostaty dobrze poznane. Jedna z takich wzorcowych substancji,
selektywnie pobudzajaca niemielinowe widkna C, wywotujaca chemoodruch ptucny o objawach
wagalnie zaleznych, jest kapsaicyna. Powodowany przez nia jednolity wzorzec odpowiedzi
oddechowej postuzyl w obecnej pracy jako punkt odniesienia dla zmian wzorca powodowanych
przez pozostate badane substancje neuroaktywne.

U kotdw i pséw dozylnie wstrzyknieta kapsaicyna wywotuje chemoodruch phucny
charakteryzujacy sie¢ konstelacja bezdechu, nastgpujacego po nim szybkiego 1 ptytkiego
ocddychania oraz zwolnieniem czynnos$ci serca i spadkiem cisnienia tetniczego (Porszasz i wsp,
1655; Toh 1 wsp., 1955; Coleridge 1 wsp., 1964). Odpowiedz ta zwiazana jest z pobudzeniem
nizmielinowych wiokien dosrodkowych nerwu biednego typu C i jest znoszona przez ozigbienie
lur przeciecie nerwow blednych w odcinku szyjnym (Coleridge i wsp., 1964; Kopczynska i
Szereda-Przestaszewska, 1998).

Dane dotyczace chemoodruchu ptucnego u szczuréw sa nieliczne i niejednoznaczne.
Niektére z badan na szczurach opisuja bezdech, bradykardie i spadek ci$nienia, eliminowane
przez wagotomie (Makara i wsp., 1967; Chachl i Lynch, 1987; Lee i Lundberg, 1994).
Odpowiedz oddechowa w fazie wznowionego po bezdechu oddychania zostata przedstawiona
tylko w dwoch publikacjach. Mitchell 1 wsp. (1984) zanotowali spadek objetosci oddechowej i

sk-6cony czas wdechu znoszone przez przeciecie pni nerwow biednych. W pracy Hednera 1 wsp.
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(1985) zaobserwowano faze szybkiego, ptytkiego oddychania w czasie jednej minuty po
bezdechu, nie zostato to jednak poparte danymi liczbowymi.

W dostepnej literaturze znalazly sie¢ wzmianki informujace, ze wagotomia nie zawsze znosi
pokapsaicynowy bezdech wydechowy, czesto jedynie redukuje jego dlugosé (Mitchell i wsp.
1984; Hedner 1 wsp., 1985; Palecek 1 wsp., 1989). Rozbieznosci pomiedzy wczesniejszymi
doniesieniami skionily mnie do dalszych badan nad oddechowymi skutkami dozylnej iniekcji
kapsaicyny u nieuszkodzonych, wagotomizowanych 1 poddanych przecieciu nerwow
krtaniowych gérnych szczurdw.

W doswiadczeniach pracy na efekty oddechowo-krazeniowe powstale w wyniku
dozylnie wstrzyknietej kapsaicyny u nieuszkodzonych szczurow skfadaly sie bezdech
wydechowy, nastepujace po nim pobudzenie wentylacji oraz spadek ci$nienia tetniczego krwi.
Wzorzec oddechowy wystepujacy po zakonczeniu fazy bezdechu roznit sie od klasycznej
odpowiedzi zaobserwowanej u kotdw, pséw oraz szczuréw opisanych w dwoch poprzednio
wymienionych pracach. Prezentowane doswiadczenia ujawnity charakterystyczny dla wszystkich
zwierzat wzrost objetosci oddechowej w 30 i 60 sekundzie po iniekcji kapsaicyny, podczas gdy
wczesniejsze badanie na szczurach dokumentowato spadek tej zmiennej (Mitchell 1 wsp., 1984).
Réznica moze by¢ zwigzana ze znacznie wyzsza dawkq stosowana przez cytowanego autora: 6 a
nawet 20-

Rytm oddechowy ulegal znamiennemu wzrostowi, ale tylko we wczesnej fazie wznowionego po
bezdechu oddychania. Zwigkszona wentylacja minutowa odzwierciedlata zdecydowanie przyrost
objetosci oddechowej, a nie krotkotrwate przyspieszenie rytmu oddechowego. Zmiany w
oddychaniu 1 cisnieniu krwi, a takze bezdech obecne byly rowniez po obustronnym przecigciu
nerwow blednych. Reakcja znikala natomiast po zablokowaniu receptoréw waniloidowych

czerwienig rutenu, ktora jest dobrze poznanym antagonistg kanaléw wapniowych, hamujacym
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oddechowo-krazeniowe efekty kapsaicyny in vitro (Lou i wsp., 1991) i in vivo (Petho i
Szolcsanyi, 1990; Naida i wsp., 1996). Odpowiedz oddechowa uzyskana w tej pracy,
charakteryzujaca si¢ pobudzeniem oddychania odbiega od typowej konstelacji chemoodruchu
ptucnego. Nie wydaje sig, aby bylo to zwiazane z wielko$cia stosowanej dawki kapsaicyny.
Uzyta przez mnie dawka 5 ng / kg zostata wyselekcjonowana na podstawie dostepnych danych
literaturowych. T¢ samg dawke kapsaicyny (PaleCek 1 wsp.,1989; Naida i wsp., 1996) lub nieco
mniejsza (Makara 1 wsp., 1967; Hedner 1 wsp., 1985) stosowano w celu wywotania
chemoodruchu ptucnego u szczura. Dowiedziono bowiem, ze niskie dawki kapsaicyny (kilka g/
kg) pobudzaja wylacznie najmniejsze chemoczute widkna C u szczura, myszy i §winki morskie;j
(Holzer, 1988), inicjujac odruchowe przyspieszenie oddychania skojarzone z obnizona objeto$cia
oddechows (Schelegle 1 wsp., 1995).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze w pojawieniu sie¢ bezdechu i w
odpowiedzi objetosci oddechowej nie wspbdluczestnicza plucne widkna C, bowiem wagotomia
szyjna pozostaje bez wplywu na opisane zjawiska. Srednie wartoéci przyrostu objetosci
oddechowej oraz $redni czas trwania bezdechu nie byly znamiennie rézne przed i po przecieciu
nerwOw biednych.

W poszukiwaniu pozawagalnych pél receptorowych aktywowanych przez kapsaicyne
nalezatoby rozwazy¢ jej dzialanie na osrodkowy ukiad nerwowy, poniewaz ta substancja
neuroaktywna z latwoS$cia przechodzi przez bariere krew-moézg (Saria 1 wsp., 1982; Reid i
McCullogh, 1987). Zatem komponenty wzorca oddechowego modyfikowane przez kapsaicyne
mogtyby by¢ regulowane aktywnos$cia struktur opuszkowych (Sant'Ambrogio 1 Sant'Ambrogio,
1997). Potwierdzalby to zarejestrowany przez Hednera 1 wsp. (1985), opisany w moich badaniach
po podaniu dozylnym, wzrost objetosci oddechowej po do podaniu kapsaicyny. Po

iniekcji do nie zanotowano jednak zatrzymania oddychania, co wskazuje, ze sam
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mechanizm powstawania bezdechu wywotany dziataniem kapsaicyny zlokalizowany jest w
obwodowym uktadzie nerwowym. Wykazano, ze wtokna unerwiajace btong §luzowa nosa, krtani
1 gardta, wchodzace w skiad nerwow tr6jdzielnego, blednego 1 jezykowo-gardtowego sa wrazliwe
na kapsaicyne (Jancsé i Kiraly, 1980). Za zjawisko bezdechu mogloby wiec odpowiadaé
pobudzenie whokien dosrodkowych wyzej wymienionych nerwow docierajace do osrodkéw w
jadrze czuciowym nerwu trojdzielnego oraz w jadrze pasma samotnego. Jak dotad nie ma danych
dotyczacych dzialania kapsaicyny na chemoreceptory obwodowe, a w 1985 roku Hedner
wykazal, ze przeciecie nerwu jezykowo-gardtowego pozostaje bez wpltywu na zredukowany
uprzednio bezdech u wagotomizowanych szczurow.
Hipotetycznym miejscem genezy odruchu mogtyby by¢ zwoje guzkowe, bogato zaopatrzone w
receptory waniloidowe (Szallasi i wsp., 1995; Wood i Docherty, 1997; Helliwell i wsp., 1998).

Dla potwierdzenia tej hipotezy efekty oddechowe kapsaicyny przetestowano u szczuréw
wagotomizowanych 1 nastepnie poddanych przecigciu nerwoéw krtaniowych gémych,
stanowiacych dosrodkowsg Sciezke prowadzacg do zwoju guzkowego. Okazato sie, ze usuniecie
SLNs wyeliminowato bezdech oraz zredukowalo wzrost objetosci oddechowej, wystepujace u
szczuro6w nieuszkodzonych 1 wagotomizowanych. Role nerwdéw krtaniowych w
obserwowanych efektach potwierdzaja badania histologiczne wykazujace, Zze u szczura
zbudowane sa one w rownych proporcjach z A 1n wiokien
wrazliwych na kapsaicyne (D 1 wsp.,1989; Hishida 1 wsp., 1997).

Goérne drogi oddechowe, w tym krtan sg niezwykle waznym obszarem inicjujacym
ochronne 1 obronne odruchy oddechowe. Chemowrazliwo$¢ krtani jest ugruntowanym faktem, a
pobudzenie kapsaicyno-wrazliwych zakonczen w obszarze poprzez inhalacje¢ kapsaicyny u

$winki morskiej 1 szczura wywoluje zatrzymanie oddychania. Obustronne przecigcie nerwow

92



krtaniowych gérnych eliminowato odpowiedz u wigkszosci lub wszystkich badanych zwierzat
(Palecek 1 wsp.,1990; Tsubone i wsp.,1991; Lin i wsp., 2000). Efektem tej neurotomii bylo takze
op6znienie wystgpienia bezdechu oraz nieskuteczno$¢ w jego eliminacji u potowy badanych
zwierzat ( Tsubone 1 wsp.,1991; Hishida i wsp., 1996). Przytoczone dane wskazuja, ze czuciowe
odnerwienie krtani nie zawsze w pelni zapobiega bezdechowi wywotanemu miejscowym
podaniem kapsaicyny u szczura. Dowodzg niemniej, ze krtan generuje odruchowe zatrzymanie
oddychania u tego gatunku.

W  prezentowanej pracy przeciecie nerwow krtaniowych gérnych kazdorazowo
likwidowato bezdech pokapsaicynowy. Stad mozna wnioskowaé, ze jego obecnosé wywolana
dozylnym podaniem kapsaicyny jest skutkiem aktywacji drég czuciowych z krtani. Nalezatoby
réwniez przyjac, ze pokapsaicynowy wzrost objetosci oddechowej zalezy takze od zachowania
ciaglosci nerwéw krtaniowych. Swiadczy o tym brak istotnych zmian w Vg po podaniu
kapsaicyny u zwierzat neurotomizowanych. Zabieg deaferentacji krtani nie zmieniat $rednich
warto$ci kontrolnych objetosci, co jest zgodne z doniesieniami mnych autoréw (Kamosinska i
Szereda-Przestaszewska, 1988; Mortola i Rezzonico, 1989).

Jest ogélnie przyjete, ze hipotensja, wystepujaca w trakcie pokapsaicynowego
zatrzymania oddechu oraz w czasie wznowionego oddychania zalezy od zachowanych nerwéw
biednych (Makara 1 wsp., 1967; Hedner i wsp., 1985; Chachl i Lynch, 1987; Lee i Lundberg,
1994). Niektorzy autorzy wskazuja jednak, ze wigksze dawki kapsaicyny zastosowane po
wagotomii moga nadal powodowacé spadek ci$nienia krwi (Makara i wsp., 1967; Hedner i wsp.,
1985). W prezentowanych badaniach hipotensj¢ obserwowano pomimo przeprowadzonej
wagotomil, a takze po deaferentacji krtani. Odpowiedz znoszona byfa dopiero po zablokowaniu
receptorow waniloidowych z zastosowaniem czerwieni rutenu (RR). Biorac pod uwage

wspomniang wczesniej fatwo$¢ przenikania kapsaicyny przez bariere najbardziej
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wiarygodnym wyjasnieniem tego zjawiska moglby byé bezposredni wplyw kapsaicyny na
osrodki pnia mézgu, wywotujace odruch hipotensji poprzez uwalnianie substancji P (Donnerer i
Lembeck, 1983), lub tez:jej wplyw na naczynia mozgowe unerwione przez kapsaicyno-wrazliwe
widkna (Holzer, 1988). Osrodkowy wplyw kapsaicyny na ci$nienie krwi pozostaje w pewnej
sprzecznosci z doniesieniem o stabej penetracji bariery krew-moézg przez RR (Tapia i wsp.,
1976), ktorego uzycie w moich do$wiadczeniach zapobieglo hipotensji. Nie mozna jednak
zupelnie wykluczy¢ dziatania kapsaicyny na struktury moézgu, gdyz istnieja inne dane
informujace o duzych zdolnosciach docierania do mozgu czerwieni rutenu podanej
dootrzewnowo, poprzez obszary pozbawione bariery (Feria-Velasco i wsp., 1990). Innym
mozliwym miejscem dziatania kapsaicyny, ktore nalezy wziaé pod uwage s baroreceptory zatoki
szyjnej (Porszasz 1 wsp., 1957; Brender i Webb-Peploe, 1969), poniewaz w moim eksperymencie
pozostawiono ;je w stanie pelnego unerwienia. Za ta teza przemawia redukcja spadku ci$nienia
krwi po przecigciu nerwow zatokowych, zarejestrowana w pracy eksperymentalnej dotyczacej

efektow kapsaicyny wstrzykiwanej do naczyn koficzyny tylnej szczura (Smith i McQueen, 2001).

Nastepna substancja neuroaktywnga zastosowana w celu pobudzenia obwodowych struktur
wlaczonych w regulacje oddychania byt kwas y-aminomaslowy. Poniewaz w badaniach
wstepnych nie zaobserwowano roznic we wzorcu oddechowym wywolanym podaniami GABA
do zyly udowej i do tetnicy szyjnej wspoélnej, wyniki niniejszej pracy zostaly ograniczone
wylacznie do dotetniczej $ciezki iniekcji.

Wstrzykniecie GABA do tetnicy szyjnej wspdlnej skutkowato bardzo jednolitym i podobnym do
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pokapsaicynowego wzorcem odpowiedzi oddechowej, na ktéry skladaly sie: bezdech
wydechowy i wzrost objetosci oddechowej we wznowionym oddychaniu. Zatrzymanie
oddychania po GABA po na gwaltownym zahamowaniu wdechu i wydluzeniu fazy
wydechowej, co przypomina bezdech wystepujacy w plucnym ze zniesieniem
aktywnos$ci motoneuronéw migsni wdechowych i wydechowych (Coleridge i Coleridge, 1994).
W przeciwienstwie do przyspieszonego oddychania obecnego po bezdechu w wyniku dzialania
kapsaicyny, po GABA zaobserwowano krotkotrwale, znajdujace si¢ na granicy istotnosci
statystycznej, zwolnienie rytmu oddechowego. Uzyskane wyniki sa zbiezne z publikacja na temat
depresyjnego wplywu GABA na oddychanie u szczura, objawiajacego sie jego zatrzymaniem
(Holzer i Hagmuller, 1979). Wspomniana praca nie zawiera danych na temat objetosci i czestosci
oddychania w fazie wznowionej wentylacji, tym niemniej zapis przebiegu oddychania i
elektromiogramu przepony jednoznacznie ilustruje wzrost po dozylnej i iniekcji
GABA. Inni autorzy: Billingsley i Suria (1982) po bezdechu wywotanym dozylnie podanym
kwasem y- zarejestrowali faze przyspieszonego i plytkiego oddychania. Jak
wynika ze skapych danych literaturowych, szczur byt jedynym zwierzeciem do$wiadczalnym
regularie odpowiadajacym bezdechem na obwodowa iniekcje GABA. Dozylne podanie kwasu
splycalo glebokos¢ oddechu u pséw oraz stymulowalo wentylacje u krélikéw i kotéw, u tych
ostatnich wywotujac czasem pojedyncze epizody glebokich wdechéw o charakterze westchnieé
(Elliott i Hobbiger, ). Te rozbieznosci w odpowiedziach oddechowych nalezy przypisaé
raczej roznicom migdzygatunkowym niz stosowanym dawkom. Dawki w zakresie 0.01-10 mg/kg
uzyte w pracy Elliotta 1 Hobbigera ( 58) byly poréwnywalne do tych, stosowanych u szczura:
0.3-1 mg/kg (Billingsley 1 Suria, 1982), 1-100 mol/kg (Holzer i Hagmuller, 1979) i 4 mg/kg (39

kg) w prezentowane;j pracy.
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Dziatanie G w zastosowanym przeze mnie ukladzie do$wiadczalnym miato
charakter obwodowy. Wykazano albowiem, ze kwas y-aminomastowy bardzo stabo, je§li w
ogole, przenika barierg krew-mézg (Purpura i wsp., ; GoaiSorkin, 93).

Osrodkowe efekty oddechowe GABA roznig si¢ od obwodowych odpowiedzi wentylacyjnych
opisanych w niniejszej pracy. Podanie kwasu y-aminomastowego do komér mézgu lub na
brzuszna powierzchnig rdzenia przedtuzonego powodowato depresje objetosci oddechowej u kota
(Yamada i wsp., 1982) i psa (Kneussl 1 wsp., 1986).

Szczur natomiast reagowat na dokomorows iniekcj¢ GABA zahamowaniem oddychania, ktore
dotyczyto zaréwno obnizenia jak 1 f (Hedner i wsp., 1981; Hedner i wsp., 1984), a w
nielicznych przypadkach obserwowano krotkotrwale epizody bezdechu (Sgaragli i Pavan,  2).
Rol¢ GABA w osrodkowej regulacji wentylacji potwierdzajg anatomiczne dowody
wszechobecnosci systemu gabaergicznego w strukturach odpowiedzialnych za generowanie i
kontrole oddychania. Gabaergiczne unerwienie obejmuje migedzy innymi: grzbietows i brzuszna
grupg¢ neuronéw oddechowych, jadro (kompleks Bétzingera), jadro dwuznaczne,
Jadro okotoramienne, ciata komorek i dendryty nerwu przeponowego (McCrimmon i wsp., 1995).

W obecnej pracy $rodszyjna sekcja nerwow blednych, wylaczajaca czuciowe unerwienie
z obszaru ptuc nie zapobiegta zmianom oddechowym oraz spadkowi cisnienia krwi, co wskazuje
na pozawagalne miejsca dziatania GABA. Stymulacja oddychania wywotana kwasem
y-aminomastowym, wyrazajaca si¢ zwiekszong ob oddechowg 1 wentylacja minutows jest
charakterystyczna dla pobudzenia chemoreceptoréw obwodowych (Cardenas i Zapata,

Z tego powodu w nastgpnym etapie niniejszej pracy przeprowadzono deaferentacje
chemoreceptoréw ciatek szyjnych. Obustronna sekcja nerwdw zatokowych wykluczyta obecnosé
bezdechu i nastgpujacego po nim pobudzonego oddychania (ryc. Nalezy doda¢, ze nerw

byl zachowany w stanie nieuszkodzonym, co implikuje brak jego zaangazowania w
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oddechowe efekty GABA oraz w inne odpowiedzi oddechowe (Sapru i Krieger, 7).
Uzyskane wyniki sugeruja, ze wysoka koncentracja GABA we krwi tetnicy szyjne;, pojawiajaca
si¢ po podaniu obwodowym, pobudza ciatka szyjne szczura. Jak dotad rola GABA w funkcjach
chemorecepcyjnych pozostaje nie wyjasniona. Nie ma danych na temat obecnosci GABA i jego
receptorow w  klgbkach  szyjnych szczura. Potwierdzono natomiast, metodami
immunohistochemicznymi, zawartos¢ GABA w ciatkach szyjnych innych zwierzat. U kota byta
ona niewielka (Pokorski i Ohtani, 1999), w przeciwienstwie do kiebkéw myszy, w ktorych
immunoreaktywnos¢ GABA zarejestrowano we wszystkich komérkach chemorecepcyjnych
(Oomori i wsp., 1994).

Uzyskang w obecnej pracy odpowiedzia na egzogenny GABA byt bezdech i tendencja do
wzrostu objetosci oddechowe
Zatrzymanie oddychania moze by¢ zaindukowane poprzez informacje czuciowg docierajaca do
osrodkéw mozgu generujacych bezdech za posrednictwem kilku nerwéw czaszkowych wiaczajac
sitowa galazke nerwu unerwiajacego $luzowke nosa, gatazek nerwu jezykowo-

1 blednego zaopatrujacych czuciowo krtan, ptuca i czg$¢ ustna gardta (Chamberlin i

Saper, 98). ile wzrost w  jest charakterystyczny dla pobudzenia ciatek
szyjnych, o tyle bezdech wywotany ich aktywacja jest rzadko spotykany. Opisany zostal jako
niestaly efekt dziatania nikotyny przed deaferentacja chemoreceptoréw cialek szyjnych (Jacobs 1
wsp., 1971). Biorac pod uwage, wspomniane we wstepie wiasciwosci systemu gabaergicznego
mozna spekulowac, ze GABA wplyneta na zmiany w oddychaniu za posrednictwem innych
neuroprzekaznikow.
Niewiele wiadomo na temat, czy GABA moduluje przekaznictwo w ciatkach szyjnych
wplywajac na uwalnianie katecholamin i tachykinin (Otsuka i Yoshioka, ).

Dowiedziono natomiast, ze na obwodzie GABA moze dziataé jako neuromodulator
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parasympatycznego nerwowego 1 przez aktywacje receptora A
zwigksza¢ uwalnianie acetylocholiny w ptucach $winki morskiej (Shirakawa i wsp., 1987).
Opisano takze hamujacy wplyw na wyzwalanie tachykinin z wiékien czuciowych nerwow
zaopatrujacych drogi oddechowe (Chapman i wsp., 1993). Efektem tych dwoch proceséw moze
by¢ skurcz migsni gladkich drog oddechowych i w pewnym sensie antagonizowanie go.

W do$wiadczeniach tej pracy wylaczenie informacji dosrodkowej z drég oddechowych
poprzez wagotomi¢ eliminuje mozliwos¢ jej udziatu w indukowaniu bezdechu.

dostepne; literaturze istnieja dane wskazujace, ze cienkie widkna czuciowe typu C sa fatwo
pobudzane przez GABA (Brown i Marsh, 1978; Highashi i wsp 1982). Poniewaz nerwy
zatokowe szczura w przewazajacej wigkszo$ci sg zbudowane z ni wiokien
(McDonald, 1983) moze to wyjasniac obserwowany ksztalt wzorca oddechowego, na ktory
sktada si¢ zaréwno pobudzenie chemoreceptoréw cialek szyjnych (zwigkszenie objetosci
oddechowej) jak i aktywacja wiokien C nerwu zatokowego (bezdech), powstale w wyniku
dotetniczej iniekcji kwasu.

Aby okresli¢, ktory typ receptorow GABA jest odpowiedzialny za obserwowang
odpowiedZz oddechows zastosowano dwoch antagonistow receptora GABA oraz antagoniste
receptora GABAg. Zaréwno bikukulina (antagonista kompetycyjny receptorow GABA ) jak i
pikrotoksyna (inhibitor kanatu receptora) podane dozylnie, efektywnie wyeliminowaly
odpowiedz oddechowg kwasu y-aminomastowego. Znajduje to potwierdzenie w skutecznosci obu
substancji uzytych w badaniach nad efektami GABA in situ (De Groat, 1970, 1972; Gallagher i
wsp., 1978), na poziomie rdzenia przedtuzonego (Hedner i wsp., 1984; Da Silva i wsp., 1987)
oraz po podaniu dozylnym (Holzer i Hagmuller, 1979). CGP 35348 specyficzny i jeden z
najefektywniejszych antagonistow receptorow GABAg dziatajacy obwodowo i o$rodkowo (Olpe

1 wsp., 1990; Bolser i wsp., 1994) nie zablokowat bezdechu i nastepujacego po nim pobudzenia
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wentylacji. Uzyskane wyniki wskazuja wiec, Ze to receptory typu A posrednicza w powstawaniu
obwodowych efektow oddechowych GABA. Niniejsza praca stanowi pierwszg i jedyna probe
poréwnujaca efekty oddechowe dotetniczej GABA u szczuréw poddanych wagotomii i nastepnie
sekcji nerwdéw zatokowych, jednoznacznie wskazujaca na udzial napedu z chemoreceptorow

cialek szyjnych w powstawaniu, zainicjowanego przez GABA bezdechu i zwiekszonej

wentylacji.

Nie istnieja wlasciwie zadne publikacje dotyczace funkcji obwodowych receptoréw w
regulacji oddychania. Wykazano natomiast, ze oSrodkowe receptory odgrywaja znaczacg
role w generacji i kontroli fazowo$ci wzorca oddechowego (S 1 wsp., 1991). Wedhug

najnowszych badan endogenny GABA oddziatuje na oddychanie glownie poprzez receptory
Jest to dziatanie wykazane zardbwno w opuszkowych neuronach oddechowych
(H 1wsp., 1992; Schmid 1 wsp.,  6)jak i rdzeniowych nerwu przeponowego
(Su 1 Chai, 1998) u kota. Dotyczy ono takze osrodkowych zakonczen chemoreceptorow
tetniczych 1 neuronéw mostowego osrodka pneumotaksycznego. Pobudzenie receptorow typu A
w rejonie jadra spoidtowego NTS-u u szczura hamuje odruch z chemoreceptoréw obwodowych
(Suzuki 1 wsp., 2003). U tego samego zwierzecia wykazano, ze mostowy osrodek
pneumotaksyczny znajduje si¢ pod silnym gabaergicznym hamowaniem, a blokada receptorow
prowadzi do dlugotrwalego zakldcenia aktywnosci oddechowych (Dutschmann i
Herbert, 1998). Takze podstawowe w wagalnej regulacji oddychania wylaczenie fazy wdechu
Jest zalezne od aktywacji osrodkowych receptorow (Haji i wsp.,, 99).
Tak wigc generalnie hamujace osrodkowe neuroprzekaznictwo GABA wydaje si¢ by¢
sprzeczne z obwodowsa stymulacja oddychania obserwowang w do$wiadczeniach pracy.
Mozna sadzi¢, ze mniejsza zawarto$¢ GABA 1 jego receptorow w obwodowym ukladzie

nerwowym, a takze posrednictwo w uwalnianiu innych neuroprzekaznikdéw, powoduja w
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rezultacie pobudzenie oddychania.

Zaobserwowany w obecnej pracy spadek ci$nienia tetniczego krwi pozostaje w zgodzie z
wynikami wczesniejszych badan nad krazeniowymi efektami dozylnej GABA u réznych
gatunkéw zwierzat (Elliott i Hobbiger, 58; Billingsley i Suria, 1982; Vemulapalli i Barletta,
1984). Zadne z wykonanych przeze mnie odnerwiefi nie doprowadzito do usuniecia hipotens;ji
spowodowanej dotetnicza iniekcja GABA. Przypuszczalnym miejscem oddziatywania GABA na
ci$nienie krwi moga by¢ zatem zwoje sympatyczne. Zalozenie to znajduje poparcie w badaniach
Velmulapalliego i Barletty (1984), ktorzy dowiedli, ze wywotana przez GABA hipotensja zostaje
zniesiona po zablokowaniu zwojow heksametonium i atroping. Niewykluczone, ze GABA dziala
przez swoje receptory zaopatrujace zwoje sympatyczne (De Groat, 70; Balcar i wsp., 1986) i
hamujac w nich przekaznictwo powoduje spadek ciénienia. Ewentualny o$rodkowy wplyw na
ci$nienie krwi jest bardzo watpliwy, z uwagi na niska, wspomniang wczeéniej, przenikalnosé
bariery przez GABA. Faktem potwierdzajacym udzial obwodowych receptorow GABA w
powstawaniu hipotensji bylo jej wyeliminowanie po zastosowaniu bikukuliny - blokera, ktéry nie
przekracza bariery krew-moézg (Limmroth i wsp., 1996). Drugim skutecznym antagonista
zapobiegajacym spadkowi cisnienia byfa pikrotoksyna, co jednoznacznie wskazuje na receptor

typu A, odpowiadajacy za hipotensj¢ wywotang obwodowym podaniem GABA.

Nastepna klasa receptorow, licznie reprezentowanych w ptucach i drogach oddechowych
szczura (Dickman 1 wsp., 2004), ktorych funkcje w regulacji oddychania badano byty receptory

NMDA. Ich pobudzenie wywotane dotetniczym lub dozylnym podaniem kwasu N-metylo-D-



asparaginowego spowodowato zréznicowany wzorzec odpowiedzi oddechowych.

Na odpowiedZz wentylacyjng uzyskang w wyniku iniekcji dozylnej skladaly sie: bezposrednie
obnizenie objetosci oddechowej oraz zwolnione oddychanie obecne w 30 s od zakonczenia
iniekcji. Po iniekcji do tetnicy szyjnej wspdlnej zarejestrowano natychmiastowe zatrzymanie
oddychania z krétkotrwalym obnizeniem objeto$ci we wznowionym oddychaniu, po ktérym
nastgpowato pobudzenie oddychania. Na to ostatnie skladaly sig: zwiekszenie objetosci i
czgstosci oddychania. Pojawienie si¢ bezdechu nie bylo statym zjawiskiem, ale zdecydowanie
cze$ciej obserwowano je przy dotetniczej $ciezce podania.

Receptory aminokwaséw pobudzajacych w tkankach obwodowych nie byly przedmiotem
intensywnych badan. Nie ma w literaturze danych dotyczacych obwodowego wptywu NMDA na
oddychanie, co utrudnia interpretacje i dyskusje uzyskanych wynikéw. Niemniej sa one
generalnie zgodne z rezultatami badan zajmujacymi si¢ efektami oddechowymi NMDA
podanego do NTS-u szczura. Pobudzenie receptoréw NMDA w tym obszarze wywolywato
bezdech (Bonham i wsp., 1993; Berger i wsp., 1995), z towarzyszacym spadkiem ci$nienia
tetniczego krwi i czestosci skurczow serca (Vardhan i wsp., 1993 b). Iniekcja NMDA w okolice
jadra spoidlowego, bedacego miejscem projekcji widkien z chemoreceptoréw obwodowych,
wyzwolita wzrost wentylacji minutowej (Vardhan i wsp., 1993 a). U kota z kolei wstrzykniecie
NMDA do neuronéw oddechowych w jadrze okotoramiennym zainicjowato gwattowne i plytkie
oddychanie oraz pobudzenie wentylacji zalezne od specyficznego miejsca
(Takayama i Miura, 1993).

W prezentowanych do$wiadczeniach depresyjny wptyw NMDA na oddychanie,
prowadzacy do obnizonej objetosci oddechowej i przedhuzonego czasu wydechu (przy dozylne;
sciezce iniekcji) oraz do bezdechu i poczatkowego spadku w (przy , moglby

wynikac¢ z aktywacji receptorow NMDA licznie rozmieszczonych w plucach szczura (Dickman i
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wsp., 2004) znajdujacych si¢ w zasiggu krazenia plucnego i uktadowego.
Typ uzyskanych odpowiedzi oddechowych kwestionuje pobudzenie ptucnych widkien C,
powodujace bezdech z nastgpowym przyspieszonym rytmem oddechowym (Lee i Pisarri, 2001).
Wydawatoby si¢ zatem, ze przedtuzenie Te mogloby zaleze¢ od wzrastajacej fazowej aktywnosci
plucnych receptoréw typu SARs, ktéra w rezultacie prowadzi do spadku objetosci oddechowe;
(Schelegle 1 Green, 2001). Nie danych eksperymentalnych wyjasniajacych czy i jak NMDA
dziata na receptory adaptujace. Niemniej wykazano, ze receptory NMDA obecne na
neuronach NTS-u s3 odpowiedzialne za odruch Heringa-Breuera (Conelly i wsp., 1992) oraz za
powstanie bezdechu (Bonham i McCrimmon,  0).
Koncepcja ta nie znalazta jednak potwierdzenia w dalszym toku doswiadczen, w ktorych odciecie
informacji z receptorow plucnych nie wyeliminowalo spadku zwolnionego rytmu
oddychania, ani tez bezdechu. Brak posrednictwa ptucnych pni nerwéw btednych w powstawaniu
zmian wzorca oddechowego nie wykluczyt mozliwego hamujacego wplywu NMDA poprzez
dzialanie na receptory NMDA znajdujace si¢ w zwojach guzkowych i na drogach wagalnych
powyzej tego zwoju. Obecno$¢ receptorow NMDA zostala udokumentowana w zwojach
parasympatycznych, nerwach blednych wstepujacych ze zwojéw parasympatycznych i w
zwojach guzkowych (Erds, 1991; Shigemoto i wsp., 1992). W celu weryfikacji hipotezy, ze
obwodowym miejscem dziatania NMDA sa zwoje guzkowe, przeprowadzono nastepna serie
do$wiadczen, w ktérej dokonywano ich usunigcia. Wagotomia nadguzkowa nie zapobiegta
jednak depresji  if, obecnych po podaniu NMDA do zyly udowej. Niemniej wptyw NMDA
na t¢ ostatnia zmienna byl zredukowany, co znalazlo wyraz w znamiennie krétszym przedtuzeniu
po usunigciu zwojow guzkowych. Przy podaniu dotetniczym zaobserwowano zaréwno
bezdech jak i poprzedzone spadkiem, zwigkszenie objetosci oddechowej, pojawiajace sie¢ pomimo

neurotomii nadguzkowej. Jakkolwiek $rednia dlugo$¢ wspéiczynnika zahamowania wydechu
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zostala zredukowana o 40 %, to rdéznice te nie byly znamienne statystycznie. W $wietle
przedstawionych informacji, wydaje si¢ wigc, ze aktywacja receptorow NMDA rozmieszczonych
w zwojach guzkowych, w niewielkim stopniu, jesli w ogdle, wplywaja hamujaco na rytm
oddechowy.

Rozpatrujac mozliwe drogi informacji aferentnej odpowiedzialne za zmiany oddychania
wywolane iniekcja kwasu NMDA, nalezato wzia¢ pod uwage chemoreceptory ciatek szyjnych i
nerwy zatokowe. Na typowa odpowiedZ, charakterystyczng dla pobudzenia kigbkéw szyjnych
skladajg si¢ zwigkszona objetos¢ oddechowa i przyspieszony rytm oddychania (Sapru i Krieger,

7, Cardenas i1 Zapata, 83). W 1981 roku Cardenas i Zapata opisali takze depresje wentylacji
(spadek f), zalezna od zachowanego unerwienia chemoreceptorow cialek szyjnych,
spowodowang dozylnym wstrzyknigciem dopaminy. Opisany w niniejszej pracy wzorzec
odpowiedzi oddechowej, uzyskany w wyniku dozylnej czy tez dotetniczej $ciezki podania, nie
wyklucza wigc prawdopodobnego udzialu chemoreceptoréw obwodowych w obserwowanych
efektach. Za przyjeciem tej koncepcji przemawiaja rezultaty dalszych eksperymentéw, w ktorych
sekcja nerwow zatokowych zniosta zahamowanie oddychania (iniekcja do zylty) oraz bezdech i
wzrost objetosci oddechowej poprzedzony kréotkotrwatym spadkiem (iniekcja do tetnicy).
Mechanizmy lezace u podstaw dzialania NMDA na chemoreceptory obwodowe sa dalekie od
wyjasnienia. Nie ma réwniez zadnych danych na temat obecno$ci receptorow NMDA w cialkach
szyjnych, co potwierdzitoby uzyskane wyniki. Wiadomo natomiast, ze glutaminian wystepuje w
wysokich koncentracjach w komoérkach chemorecepcyjnych kota (Torrealba i wsp., 1996), co
stanowi przypuszczalny dowodd posredni ekspresji wigzacych go receptoréw NMDA. Istnieja
dane piSmiennictwa dostarczajace dowodéw na uwalnianie glutaminianu z wlékien
dosrodkowych chemoreceptoréw obwodowych do NTS-u (Lewis i wsp., 1987; Houseley i

Sinclair, 1988), ktore wzrasta po wplywem bodzca hipoksyjnego (Richter i wsp., 1999).



Dodatkowo wykazano, ze receptory NMDA znajdujace si¢ na wydechowych neuronach
opuszkowych psa s3 odpowiedzialne za przekaznictwo pobudzenia z chemoreceptorow
obwodowych (Dogas i wsp., 1995). Spadek czestosci oddychania nastgpujacy po hipoksji zalezy
od aktywacji tychze receptorow w neuronach mostu i rdzenia przedtuzonego (Coles i wsp.,

98). Aktywacja osrodkowych receptorow NMDA okazata si¢ by¢ krytyczna dla pojawienia sie
odpowiedzi oddechowej na hipoksje u nieu$pionych szczuréw (Ohtake i wsp., 1998) i u$pionych
psow (Ang i wsp., 1992). Powyzsze wyraznie implikuja niezwykle istotna role centralnych
receptorow NMDA w powstawaniu odpowiedzi wentylacyjnej wywotanej hipoksja.

Niniejsza praca jest pierwszym doniesieniem dokumentujacym posrednictwo
chemorecepcyjnych drog dosrodkowych w inicjowaniu odpowiedzi oddechowej na o
podany NMDA. Przypuszczalnie odbywa si¢ ono poprzez receptory NMDA znajdujace si¢ w
ciatkach szyjnych i nerwach zatokowych. Nie ma danych pi$miennictwa na temat wplywu
neuromodulacyjnego NMDA na uwalnianie katecholamin z kiebkéw szyjnych. Potwierdzono
natomiast pobudzajace wiasciwosci NMDA na uwalnianie dopaminy z neuronéw mézgu $winek
morskich 1 szczurow (Kathmann i wsp., 1999; Whitehead i wsp., 2001). Ciatka szyjne szczura sa
zdecydowanie dopaminergicznym organem (Gonzalez i wsp., 1995). Niewykluczone wiec, ze w
prezentowanych do$wiadczeniach NMDA dzialat za posrednictwem dopaminy, ktorej
wspomniane juz wczesSniej efekty oddechowe (obnizenie 1 f) przypominaja wzorzec
oddechowy uzyskany w wyniku MDA.

Pomimo, ze nie ustalono dotychczas wiasciwosci przenikania przez NMDA bariery krew
mozg, z cala pewnoscia za odpowiedz oddechowsa odpowiedzialne sa obwodowe receptory
NMDA. Wskazuje na to dozylnie zastosowana w prezentowanych doswiadczeniach blokada z
uzyciem AP-7, bardzo slabo penetrujacym bariere (Lodge i Danysz, 2002), ktory skutecznie

eliminowat efekty oddechowe NMDA.



Zastanawiajace sa roznice w odpowiedziach oddechowych spowodowane dwiema
roznymi drogami iniekcji. U szczura, ze wzgledu na jego maly rozmiar, substancja podana do
tetnicy szyjnej wspélnej bardzo szybko zostaje dostarczona do krazenia zylnego. Dysponujac
obecnymi wynikami, w ktorych oba wzorce odpowiedzi znoszone sa przez przeciecie nerwow
zatokowych nalezy spodziewac sig, ze chemoreceptory ciatek szyjnych sa punktem uchwytu dla
NMDA podanego zaréwno dozylnie jak i d . Prawdopodobnie iniekcja do tetnicy szyjne;
wspolnej, bezposrednio zaopatrujacej w krew kiebki szyjne, raptownie dostarcza calg ilosé
NMDA do komorek chemorecepcyjnych, powodujac bardziej zdecydowang i wyrazisty
odpowiedz, w tym bezdech.

Podanie do zyly udowej, dostarczajace z pewnym opoznieniem tylko czg$é wstrzyknietej
substancji w obszar rozwidlenia tetnicy szyjnej wspdlnej, wywotuje znacznie ograniczony efekt
oddechowy.

OdpowiedZ ci$nienia tetniczego krwi wywolana przez NMDA: krotkotrwaty wzrost z
nastepujacym po nim spadkiem byla jednakowa niezaleznie od $ciezki podania. Pojawiala sie bez
wzgledu na przeprowadzona $rodszyjna, nadguzkowa, sekcje nerwow zatokowych 1
blokade receptorow NMDA przy pomocy AP-7. Nagla hipertensja mogta by¢ wynikiem wzrostu
napedu wspoélczulnego oraz uwalniania katecholamin zaindukowanych przez kwas NMDA
(Ramage i wsp., 1998). Dane pi$miennictwa skupiaja sie gléwnie na o$rodkowych efektach
krazeniowych NMDA, przy czym wyniki sg czesto sprzeczne. Wykazano, ze NMDA czy
L-glutaminian podane do miejsca sinawego czy jadra spoidtowego moga powodowaé znaczny
wzrost ci$nienia krwi (Hall 1 wsp., 1998; Marchenko i Sapru, 2000), a takze odpowiedz
depresyjna (Merahi 1 wsp., 1992; Matsuo i wsp., 2001). Typ odpowiedzi kragzeniowej wydaje sie
by¢ zwiazany ze specyficznym miejscem mikroiniekcji substancji.

Wedlug jedynej publikacji zajmujacej sie wptywem obwodowo podanego NMDA na ci$nienie



krwi (Sitniewska, 2003), 4-krotnie nizsza dawka NMDA inicjowata podobna, do prezentowanej w
obecnej pracy odpowiedz cisnieniowa. Roznice polegaly na tym, ze w cytowanej pracy efekt byt
znacznie bardziej opézniony i nieznamienny oraz zostal zablokowany przy uzyciu AP-7.
Przypuszczalnie zastosowana przeze mnie dawka AP-7 byla niewystarczajaca do
wyeliminowania zmian ci$nienia wywotanych wyzsza dawka NMDA (4 mglkg), ktorej
uzywalam. Nie mozna wykluczy¢ osrodkowego miejsca genezy odruchu presyjnego i
depresyjnego ci$nienia krwi, skoro nie ‘istnieja dane ria temat penetracji NMDA przez bariere
krew-moézg. Jesli przyjac, jednak, z2 NMDA charakteryzuje si¢ niska przenikalnoscia, to moze
ono wplywac na ciSnienie stymulujac receptory obecne na neuronach rdzenia krggowego (Krenz i
Weaver, 1998), zwojach wspétczulnych (Shigemoto i wsp., 1992), czy w samym sercu
(Robertson 1 wsp., 1998).

Sugeruje sig, ze pobudzenie receptorow NMDA zapoczatkowuje produkcje tlenku azotu (NO),
(Robertson i wsp., 1998). NO moze posrednio wptywaé na zmiany ciénienia krwi poprzez
dziafanie na naczynia krwionosne. Wykazano eksperymentalnie, ze¢ NO uwalniany z neuronéw
NTS-u w wyniku aktywacji zaopatrujacych je receptorow NMDA, indukuje zalezna od dawki

hipotensje¢ 1 bradykardie (Wu i1 wsp., 2000; Matsuo i wsp., 2001).

Kolejnym przedmiotem zainteresowania obecnej pracy byly receptory a,-adrenergiczne.
Wedtug ostatnich danych receptory te sa zaangazowane w regulacje rytmu oddechowego (Rives i

Bernard, 2001; O'Halloran 1 wsp., 2001). Nie zbadano jednak, jak dotad, wyczerpujaco efektow
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oddechowych spowodowanych pobudzeniem receptoréw aj-adrenergicznych ani drog
aferentnych odpowiedzialnych za ich powstanie.

Przedstawione do$wiadczenia wykazaly, ze stymulacja receptorow a-adrenergicznych
wywotana podaniem klonidyny do zyly udowej moduluje 1ytm oddechowy, powodujac
natychmiastowe 1 dlugotrwale jego zwolnienie. Istotne zmiany objetosci oddechowe;j
charakteryzowaly si¢ krotkotrwalym obnizeniem, po ktérym nastepowat wzrost obecny do 2
minut po iniekcji. Zwiekszeniu odpowiadal znamienny wzrost amplitudy elektromiogramu
przepony. Obserwowane zmiany wentylacyjne byly niezalezne od obecnosci sprzezenia
wagalnego z phluc. Jest to zgodne z poprzednimi doniesieniami, w ktorych efekty oddechowe
pobudzenia receptorow a»-adrenergicznych nie byly znoszone przez wagotomi¢ (O'Halloran i
wsp., 1999b; O'Halloran 1 wsp., 2001). Zaznaczy¢ nalezy, ze badania te dotyczyly innych
gatunkow zwierzat niz szczur oraz, ze rejestrowano w nich niejednokrotnie odmienny wzorzec
odpowiedzi uzyskany w wyniku aktywacji receptoroOw a-adrenergicznych. W jedynej dostepnej
publikacji, w ktdrej podawano dozylnie klonidyne u$pionym szczurom réwniez zaobserwowano
obnizenie czesto$ci oddychania (Fuxe i wsp., 1982). Niestety nie badano w niej wplywu
wagotomii na powstaly efekt oddechowy. UsSpione kozy poddane obustronnej wagotomii szyjnej
1 odnerwieniu chemoreceptorow ciatek szyjnych reagowaty na klonidyne podobnie, zmniejszong
czgstoscia oddychania (Hedrick 1 wsp., 1994). Z kolei u nieuspionych kéz klonidyna indukowata
nieregularny wzorzec oddechowy, na ktory skladaly si¢ epizody gwattownego, ptytkiego
oddychania, wydtuzenia czasu wydechu oraz bezdech (Hedrick i wsp., 1994; O'Halloran i wsp.,

99a; O'Halloran i wsp., 1999b).
Przyczyny rozbieznosci w odpowiedzi oddechowej wywotanej klonidyna pomiedzy tymi
ostatnimi danymi pi$miennictwa a obecna praca wydaja si¢ wynikaé z rdznic

miedzygatunkowych, lub po prostu z faktu zastosowania narkozy. Uzywana w niniejszej pracy



dawka klonidyny byta 3-krotnie wyzsza niz stosowana przez wymienionych autoréw, nie mozna
wigc zaistnialych réznic thimaczy¢ zbyt mata dawka, nieskuteczna w wywotywaniu bezdechu
czy tachypnei.

Obecnos¢ receptorow az-adrenergicznych w kiebkach szyjnych kota i krolika, wykazana
przez Kou 1 wsp.(1991), oraz Emsbergera i wsp., (1998), sugeruje mozliwy udzial
chemoreceptorow ciatek szyjnych w obserwowanych efektach wentylacyjnych. Dlatego tez
kolejnym etapem prezentowanych badan eksperymentalnych bylo przeprowadzenie deaferentacji
wyzej wymienionych struktur chemowrazliwych.

Przecigcie nerwéw zatokowych zredukowato zmiany w objetoéci oddechowej, nie wplyneto
Jednak na zwolnienie rytmu oddechowego, co jest zgodne z poprzednio przytoczonymi wynikami
(Hedrick 1 wsp., 1994).

Przypuszcza¢ nalezy, ze uzyskany w obecnej pracy spadek po ktérym nastepuje jej
zwigkszenie jest spowodowany wyzsza dawka klonidyny i zalezy od obwodowych receptorow
az-adrenergicznych, rozmieszczonych w ciatkach szyjnych (Almaraz i wsp., 1997). Wczesniejsze
badania wykazaly zréznicowany wptyw dozylnej klonidyny na aktywno$¢ chemoreceptorow,
hamujacy a takze stymulujacy. Sugerowano, ze za efekt pobudzajacy odpowiedzialne sa
receptory 1 , za hamujacy natomiast ap-adrenergiczne (Emsberger 1 wsp.,1998).
Pozostaje to w sprzecznosci z uzyskanymi przeze mnie wynikami, w ktorych zastosowanie
specyficznego antagonisty receptorow  —SKF 86466 zapobiegto poklonidynowym zmianom
oddechowym, wykazujac jednoznacznie posrednictwo az-adrenergicznych drég nerwowych
zarOwno w inicjacji zwigkszenia  jak i1 zwolnionego oddychania. Nalezy réwniez wziaé pod
uwage mozliwy, posredni wplyw przejSciowego wzrostu ci$nienia krwi, wynikajacego z
aktywacji naczyniowych receptorow  na zmiany w objetosci oddechowej. Nastepujgca po

skurczu naczyn krwiono$nych hipotensja moglaby stymulowaé ciatka szyjne, wywolujac w
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nastepstwie wzrost co wyjasnialoby dlaczego deaferentacja chemoreceptoréw ciatek
szyjnych jedynie redukuje zmiany w objeto$ci oddechowej na tyle, ze staja si¢ one nieistotne
statystycznie.

Dtugotrwate zwolnienie rytmu oddechowego powstaje najwyrazniej w wyniku aktywacji
osrodkowych receptorow  za czym przemawia fakt, ze klonidyna jest substancja przenikajaca
barier¢ krew-moézg (Panagiotidis 1 wsp., 1993). Opublikowano szereg prac majacych na celu
okreslenie roli osrodkowych receptorow  w kontroli oddychania. Ich agoni$ci zastosowani
centralnie zwalniaja lub hamuja oddychanie u zwierzat (McCrimmon i Lalley, 1982; Burton i
wsp., 1990; Errchidi 1 wsp., 1991) 1 ludzi (Ooi1 i wsp., 1991; Narchi 1 wsp., 1992). Z kolei
selektywna blokada receptoréw  stymuluje wentylacje u psow (Burton 1 wsp., 1990) oraz
zwigksza czestos¢ oddychania u szczuréw (Coles 1 wsp., 1998). Blokada receptorow
az-adrenergicznych przy uzyciu SKF 86466 w niniejszej pracy rowniez stymulowata wentylacje,
przyczyniajac sie¢ gtownie do wzrostu objetosci oddechowej. Przypuszcza¢ zatem nalezy, ze
mechanizm pobudzonej wentylacji w wyniku blokady receptoréw a,-adrenergicznych polega na
usunieciu powodowanego przez nie tonicznego hamowania generatora rytmu oddechowego w
rdzeniu przedtuzonym.

Wykazano ponadto, ze receptory ar-adrenergiczne sg powszechnie obecne w obszarach rdzenia
przediuzonego zwigzanych z kontrola oddychania i krazenia (Guyenet i wsp., 1994; Schreihofer i
Guyenet, 2000). Miejsca te to rowniez jadro peczka samotnego (Feldman 1 Moises, 1988), jadro
dwuznaczne 1 brzuszna grupa neuronéw oddechowych (Ellenberger 1 Feldman, 1990) oraz
katecholaminergiczne i serotonergiczne neurony rdzenia przedtuzonego (Pilowsky 1 wsp., 1990;
Guyenet 1 wsp., 1994).

Depresyjna odpowiedz oddechowa wywotana klonidyng moze by¢ wynikiem nie tylko

bezposredniej aktywacji receptoréw  ale takze ich hamujgcego wplywu na uwalnianie innych



przekaznikow, takich jak acetylocholina (Burton i wsp.,1990) czy kwas glutaminowy (Kamisaki,
1993).

Dozylnie podana klonidyna spowodowata dwufazows odpowiedZ ci$nienia krwi:
poczatkowy, krétkotrwaty wzrost i nastgpnie dtugotrwala hipotensje. Jest to typowa odpowiedz
uzyskana w wyniku dozylnej iniekcji agonistow receptoréw  u ludzi (Kallio i wsp., 1989; Bloor

1 wsp., 1992) 1 réznych gatunkéw zwierzat (Sannajust i wsp., 1992; Soares de Moura i w

Jak wynika z piSmiennictwa za presyjny skiadnik dwufazowej reakcji cisnienia odpowiadaja
receptory az znajdujace si¢ na migSniowce gladkiej naczyn krwiono$nych, natomiast hipotensja
warunkowana jest aktywacja tychze receptorow rozmieszczonych w rdzeniu przediuzonym
(Guimaraes 1 Moura, 2001; Yamazato i wsp., 2001). Znajduje to potwierdzenie w uzyskanych
wynikach, gdyz zadna z przeprowadzonych sekcji: nerwdéw blednych czy tez zatokowych nie
zapobiegla zmianom ci$nienia tetniczego krwi.
Efekt hipotensji zostal wyeliminowany po zastosowaniu selektywnej blokady receptoréw
-adrenergicznych przy uzyciu SKF 86466, podobnie jak w badaniach Hayar i Guyenet (2000).
Trudno wyjasnié, dlaczego antagonista nie zablokowat odpowiedzi presyjnej. Niewykluczone, ze
moglo to by¢ spowodowane zastosowaniem zbyt matej dawki.

Przedstawiona praca wykazata, ze efekty oddechowe badanych substancji byly niezalezne
od drég czuciowych przewodzonych droga nerwu blednego z obszaru dolnych drog
oddechowych. Bezdech wydechowy, bedacy ekstremalng forma niestabilnosci wzorca
oddechowego, byt efektem statym obwodowego dzialania kwasu fy-aminomastowego 1
kapsaicyny. Pojawiat si¢ takze po dotetniczej iniekcji NMDA. Hamujacy wplyw dozylnie
podanego NMDA na objetosé 1 czestosé oddychania w sporadycznych przypadkach prowadzit do

bezdechu. Niniejsza praca stanowi pierwsza probe zebrania danych na temat wzorca odpowiedzi

110



0 Wyw obwodowg kwasu NMDA.

Potwierdzono, ze poprzedzone krotkotrwalym spadkiem, zwigkszenie objetosci oddechowe;

wynikajace z pobudzenia chemoreceptoréw ciatek szyjnych przez klonidyne skojarzone bylo ze

sterowanym osrodkowo diugotrwatym zwolnieniem rytmu oddechowego.

W poszukiwaniu drég dosrodkowych dla indukcji odruchéw oddechowych wykazano po raz

pierwszy udzial nerwu krtaniowego gémego w generacji pokapsaicynowgo bezdechu i wzrostu
u szczura. Dowiedziono, ze zachowanie aferentacji z chemoreceptoréw ciatek szyjnych jest

warunkiem wystapienia zmian oddechowych wywotanych przez GABA i NMDA i stanowi to

rowniez pierwsza obserwacje oddziatywania obu neuroprzekaznikoéw w tym obszarze.
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Wzorzec oddechowy wywotany dozylnym podaniem kapsaicyny u szczura charakteryzuje
si¢ bezdechem 1 zwigkszona objetoscia oddechowa we wznowionej wentylaciji.
Dosrodkowsa droge dla tych zmian stanowi nerw krtaniowy . Aktywacja receptorow
waniloidowych jest odpowiedzialna za zmiany wzorca oddechowego jak i
pokapsaicynowy spadek cisnienia tetniczego.

Odruchy oddechowe wywotane obwodowym podaniem kwasu y-aminomastfowego
charakteryzuja si¢ bezdechem z nastepujaca.po.mm hiperwentylacja i przewodzone sg
przez nerw zatokowy. Zaréwno w zmianach oddechowych jak i w odpowiedzi
hipotensyjnej posrednicza receptory

Dozylne podanie kwasu N-metylo-D-asparaginowego prowadzi do depresji oddechowe; z
obnizong objetoscia oddechowa 1 zwolnionym rytmem oddechowym. Dotetnicze podanie
kwasu prowadzi do bezdechu, krotkotrwatego spadku 1 nastepnie wzrostu objetosci
oddechowej. Zaréwno przy podaniu dozylnym jak i dotetniczym substancji, efekty
oddechowe sa zalezne od zachowania unerwienia ciatek szyjnych i aktywacji receptorow
NMDA. Kroétkotrwata odpowiedz presyjna na podanie NMDA zachodzi niezaleznie od
tych dwoch czynnikow.

Dlugotrwate zwolnienie oddychania wywotane dozylnym podaniem klonidyny zachodzi
niezaleznie od nerwow zatokowych; najprawdopodobniej wywotane jest pobudzeniem
osrodkowych receptorow az-adrenergicznych. PrzejSciowe zmiany objetosci oddechowej:

spadek a nastepnie wzrost, uwarunkowane sa zachowang aferentacja z klebkow szyjnych.

Informacja z receptoréw obwodowych GABA, NMDA, waniloidowych i1 ay-adrenergicznych

zmienia o$rodkowy naped oddechowy prowadzac do krotkotrwatej niestabilnosci wzorca

oddechowego (bezdech), z nastepowa depresja lub pobudzeniem poszczegdlnych jego

sktadowych. W mechanizmie tego zjawiska nie posredniczy istotne w obwodowe;j regulacji

oddychania sprzezenie wagalne z ptuc. W generacji odpowiedzi oddechowych posrednicza

natomiast wej$cia chemorecepcyjne i informacja czuciowa z krtani.
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